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1 Einleitung

1.1 Kardiovaskularer Erkrankungen als Haupttodesursache in der

westlichen Welt

Herz-Kreislaufkrankheiten sind weiterhin die haufigsten Todesursa-
chen bei Mannern und Frauen in Deutschland, wenn auch ein Rick-
gang der Sterbeziffern bei Herz-Kreislauf-Krankheiten in den letzten
Jahren zu verzeichnen ist. Ab einem Alter von 65 Jahren nimmt die
Bedeutung dieser Todesursache rapide zu. Hinzu kommt, dass in den
kommenden 25 Jahren die Gruppe der uUber-65-]Jahrigen von derzeit
20% auf knapp 30% der gesamten Bevdlkerung ansteigen wird. Nach
Lakatta werden pathophysiologische Mechanismen, die zu kardiovas-
kuldaren Erkrankungen fihren, durch den Alterungsprozess von Gefa-
Ben und des Herzens modifiziert bzw. erst ermdglicht. Hierbei stellt
die zum Tode flihrende Herzinsuffizienz, also das Unvermégen des
Herzens, trotz ausreichenden vendsen Blutangebots, den gesamten
Organismus seinen Bedurfnissen entsprechend zu versorgen, den
Endpunkt dar. Sie entsteht aus einer Kombination von kardiovaskula-
rer Krankheit, (risikobehaftetem) Lebensstil und einem Alterungspro-

zess des kardiovaskularen Systems (Lakatta 2002).

Als wichtigste Ursache einer symptomatischen Herzinsuffizienz bei
alteren Patienten wird heute die diastolische Dysfunktion bei erhalte-
ner systolischer Funktion verantwortlich gemacht. Die beitragenden
Faktoren sind vielfaltig. Am haufigsten umfassen sie die ischamische
Kardiomyopathie nach Herzinfarkt und das Hypertonieherz.
Histopathologisch findet man meistens eine kardiale Fibrose (Burlew
and Weber 2002). Primar glaubte man, dass die Prozesse wahrend
des myokardialen Remodelings auf die Myozyten und den kontraktilen

Apparat beschrankt seien. In den letzten Jahren konnte jedoch ge-



zeigt werden, dass die Umbauprozesse auch in der extrazellularen
Matrix (EZM) einen wichtigen Faktor darstellen. Sowohl humane als
auch Tierstudien konnten belegen, dass es mit den Veranderungen an
der EZM zu Veranderungen der Herzgeometrie und damit zur Stdérung
der Myokardfunktion kommen kann. Ebenfalls kénnen Stérungen der
komplexen Interaktion zwischen den Matrixproteinen zu einer Sto-
rung der Myokardfunktion fihren (Pauschinger, Chandrasekharan et
al. 2002).

1.2 Die extrazellulare Matrix (EZM)

Die extrazellulare Matrix ist ein vom Gewebetypus-abhangig struktu-
riertes Makromoleklilgeflecht. Hauptsachlich besteht die EZM aus Pro-
teinen, Polysachariden und Mineralien. Die enorme Variationsbreite
bezlglich der Funktionalitdt entsteht aus der Zusammensetzung der
einzelnen Makromolekll-Typen der EZM, sowie durch deren Struktu-
rierung. Die Strukturmolekile der EZM werden zum gréBten Teil von
den Fibroblasten und Fibrozyten gebildet. Die EZM enthalt mehrere

Untergruppen von Makromolekilen:
» Gycosaminoglykane:

Sie gehéren zu den Polysachariden, die gewodhnlich an Proteine ge-

bunden sind. In dieser Form nennt man sie Proteoglykane.
» Faserproteine:

Diese kann man anhand ihrer Funktion in zwei Untergruppen einteilen
kann: Strukturproteine wie Kollagen und Elastin, sowie Anheftungs-

proteine wie Fibronektin und Laminin.

Glycosaminoglykane und Proteoglykane bilden einen wasserhaltigen
Grundstoff, der Druck aufnehmen kann, die Faserproteine sorgen flr
die Zugdfestigkeit und Elastizitdat. Der Anteil jedes Strukturproteins

wird durch Synthesemenge und Abbauaktivitat bestimmt. Beim Ab-
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bau der EZM steht die enzymatische Degradation im Vordergrund.
Eine wichtige Gruppe stellen dabei die Matrixmetalloproteinasen
(MMPs) dar, welche ebenfalls von den Fibroblasten gebildet werden.
Die Aktivitatsregulation dieser Enzyme erfolgt unter anderem durch
die TIMPS (engl.: Tissue Inhibitors of Matrixmetalloproteinases), In-
hibitoren der MMPs, die ebenfalls von den Fibroblasten gebildet wer-

den (Pauschinger, Chandrasekharan et al. 2002).
1.2.1 Die Extrazellularmatrix des Herzens
1.2.1.1 Funktionen der kardialen EZM

Die EZM stellt eine der wichtigsten Determinanten der mechanischen
Eigenschaften des Herzmuskels dar. Sie besteht gréBtenteils aus ei-
nem Geflecht von Kollagenfasern, insbesondere Kollagen I und III,
die zusammen mit den anderen Komponenten des Interstitiums als
Medium zwischen dem Myozyten, den GefaBen der Blutversorgung
und des lymphatischen Systems fungieren. Stoffwechseledukte und -
produkte vom Myozyten und zum Myozyten mussen durch sie hin-
durch diffundieren (Janicki 1992; de Souza 2002).

Die EZM bestimmt durch ihren Aufbau den groéBten Teil der diastoli-
schen Funktion und der VentrikelgroBe (Weber, Clark et al. 1987; de
Souza 2002). Sie koordiniert den Kraftfluss von den Myozyten zur
Ventrikelkammer (de Souza 2002).

Bezugnehmend auf diese wichtigen Funktionen der EZM konnte ge-
zeigt werden, dass Veranderungen des myokardialen Kollagens zu
veranderten mechanischen Eigenschaften des Herzmuskels sowie
auch zu einer veranderten ventrikuldren Funktion fUhren (Janicki
1992; de Souza 2002). In Untersuchungen der letzten Jahre haufen
sich die Hinweise, dass diese Umbauprozesse der EZM am Herzen ei-

nen wichtigen Faktor bei der Entstehung der Herzinsuffizienz darstel-



len (Pauschinger, Knopf et al. 1999; Pauschinger, Chandrasekharan
et al. 2002).

1.2.1.2 Aufbau kardialer EZM

M

Ve Eq

Abbildung 1 (Burlew und Weber 2002).

Anordnung viskéser und elastischer Elemente in einem muskelmechanischen Mo-
dell. Das kardiale Kollagennetzwerk wird durch in Serie (s) geschaltete elastische
(E), viskoelastische (V) und parallel geschaltete (p) Elemente neben den kardialen
Myozyten (M) dargestellt.

Der Hauptbestandteil der kardialen EZM besteht im wesentlichen aus
Kollagen, Polypeptidketten, die sich zu Triple-Helices zusammenla-
gern und Kollagenfibrillen bilden (Montes und Junqueira 1982). Bio-
chemisch lassen sich 14 verschiede Kollagene unterscheiden, von de-
nen nur Kollagen Type I, II, III, V und XI Fibrillen bilden. Die Haupt-
komponenten des myokardialen Kollagens sind zu 85% Kollagen I
und zu 11 % Kollagen III. Dariber hinaus besteht die EZM des Her-
zens aus Basalmembranbestandteilen (Kollagen Typ IV, Laminin) und

Signalproteinen (Pauschinger, Chandrasekharan et al. 2002).

Das myokardiale Kollagennetzwerk zeichnet sich durch elastische und
viskoelastische Komponenten (E und V in Abb.1) aus, die in Serie und

parallel (Indices s und p in Abb.1) zu den Myozyten geschaltet sind.



Somit tragt es im Sinne eines muskelmechanischen Modells (Abb.1)

entscheidend zu dessen mechanisch-dynamischen Eigenschaften bei.

Abbildung 2 Aufbau des Herzmuskels (Burlew and Weber 2002)

Lichtmikroskopisch werden diese Strukturen ahnlich dem des Ske-
lettmuskels als Endomysium, Perimysium und Epimysium bezeichnet
(Abb.2) (Robinson, Cohen-Gould et al. 1983; Burlew and Weber
2002). Die Bedeutung der Kollagenfasern fir die mechanischen Ei-
genschaften des Herzmuskels ist sehr komplex. Wichtige Parameter
stellen Typ, Menge des vorkommenden Kollagens, Konfiguration und
Lokalisation der Verbindungen zwischen den Kollagenfasern und dem
Myozyten dar. Die Kollagenfasern (Typ I-Kollagen) aber auch die reti-
kularen Fasern des Typ III-Kollagens zeichnen sich durch hohe Zug-
festigkeit aus. Elastische Eigenschaften entstehen durch die vernetzte

Struktur innerhalb der kardialen EZM. Die Energie flr die elastischen



Rlckstellungskrafte wird in der Systole im Fibrillen-Netzwerk aufge-
nommen und in der Diastole wieder freigegeben. Letztendlich resul-
tiert ein negativer intraventrikularer Druck (Sog). Er stellt die elasti-
sche Komponente dar. Aufgrund der internen Gewebereibung geht
ein Teil der Rickstellungsenergie als Warme ,verloren®, dies ent-
spricht der viskésen Komponente. Die restliche Ventrikelftillung wird

durch die Vorhofsystole aktiv geleistet.

Das durch die EZM gebildete Fibrillennetzwerk bewahrt auBerdem die
kardiale Form und gewahrleistet die korrekte Kraftlenkung wahrend
der Systole (Burlew and Weber 2002).

Weiterhin schlitzen die epimysealen Kollagenfaserbindel die
Sarkomere vor dem zu weiten Auseinandergleiten wahrend der Dias-
tole, um nicht den optimalen Arbeitspunkt zu verlassen (Robinson,
Cohen-Gould et al. 1983). Die endomysealen Fasern verknlpfen die
Myozyten untereinander, scheiden sie ein und flullen den extrazellula-
ren Raum zwischen den Myozyten (Robinson, Cohen-Gould et al.
1983). Perimyseale Kollagenfaserbiindel verbinden das Epimysium

mit dem Endomysium.
1.2.1.3 Regulation der Extrazellularen Matrix

Die komplexe Struktur der EZM, z.B. der Kollagene, wird auf der Ebe-
ne der Synthese und der Degradation reguliert. Die Regulation der
Kollagensynthese kardialer Fibroblasten erfolgt auf zelluldrer Ebene
(Pauschinger, Chandrasekharan et al. 2002). So konnten Eghbali und
Weber 1990 zeigen, dass hauptsachlich die myokardialen
Fibroblasten, im Gegensatz zu den Myozyten, entsprechende m-RNA
enthalten, die zur Biosynthese von Kollagen I, IIT und IV notwendig
ist. Im Vergleich zu anderen Systemen ist der Proteinumsatz in der

EZM relativ niedrig. Bonnin und Sparrow (Bonnin und Sparrow 1978)



zeigten 1978 beim Hund, dass die tagliche Syntheserate ca. zehnmal

geringer ist als bei nicht-kollagenen Proteinen.

Die Fibrillen-bildenden Kollagene werden vom myokardialen
Fibroblasten als Prokollagene synthetisiert und danach sekretiert.
Durch Proteinasen werden die an den N- und C-terminalen Enden be-
findlichen Propeptide abgespalten. Verschiedene Faktoren kénnen die
Kollagensynthese induzieren: Zytokine (z.B. Interleukin 1-B), Wachs-
tumsfaktoren (PDGF), TGFB5, Angiotensin, Aldosteron und mechani-

scher Stress (Pauschinger, Chandrasekharan et al. 2002).

Im Gegensatz zur zellularen Regulation der Synthese der EZM-
Kollagene steht die Degradation derselben. Sie ist durch eine Ausge-
wogenheit zwischen den Matrixmetalloproteinasen und deren Inhibi-

toren (TIMPs) gekennzeichnet.

Die MMPs gehdren zur Gruppe Zink-abhangiger Enzyme. Die heute

bekannten MMPs lassen sich in zwei Untergruppen aufteilen:

MMPs, die in den extrazellularen Raum sekretiert werden, und die

membranstandigen MMPs.

Alle MMPs werden als Prepro-Enzyme synthetisiert und als inaktive
Pro-MMPs in die EZM sekretiert. Die Aktivierung erfolgt durch
Serinproteasen, wie z.B. Plasmin. Die MMPs kénnen dann diffus im
extrazelluldaren Raum enzymatisch aktiv werden. Die MT(Mambrane-
Type)-MMPs kdénnen aufgrund ihrer Membranbindung eine lokal be-

grenzte Degradation bewirken.

Grundsatzlich sind alle MMPs an der Regulation des
Kollagenbestandes beteiligt. Die als Stromolysine bekannten MMPs,
wie die MMP-3, kénnen ein ganzes Spektrum an Matrixproteinen spal-
ten, darunter auch Kollagen I, IV, und Proteoglykane. Dagegen kon-
nen MMP-1, -8, -13 dreifach helikale Kollagenfibrillen in



Gelatinfragmente spalten. Gelatinasen wie MMP-2 und -9 kénnen nun
diese Fragmente weiter aufspalten (Pauschinger, Chandrasekharan et
al. 2002).

Der Aktivierungsgrad der MMPs kann spezifisch durch TIMPs inhibiert
werden. Vier verschiedene Subtypen TIMP I-1V sind derzeit bekannt.
Alle TIMPs sind ahnlich aufgebaut und kénnen durch ihre direkte In-

teraktion mit den MMPs zur Hemmung deren Aktivitat beitragen.

Wachstumsfaktoren

Parakrine und neurokrine mechanischer Stress
Faktoren
Zytokine (11-18, TNF-alpha, TGF-R, 11-4)

Fibroblast

TIMPs

m!

Kollagensynthese

Degradatlon o TR e e

Gestorte EZM--
i.S. eines patholog. Remodeling

Abbildung 3: Beteiligte Faktoren der Kollagensynthese und Degradation (eigenes
Bild)

TIMP-1 kann Komplexe mit MMP-3 und -9 bilden (Gomis-Ruth,
Maskos et al. 1997; Spinale, Coker et al. 2000; Pauschinger,
Chandrasekharan et al. 2002). TIMP-4 kann MMP-3 und -9 blockieren
(Liu, Wang et al. 1997) und nimmt im Myokard eine vorherrschende
Stellung ein (Li, Feldman et al. 1998). Somit sind TIMPs relevante
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endogene Inhibitoren der MMPs innerhalb des Myokards und relevant

fir Umbauprozesse der extrazelluldaren Matrix.

Auch in tierexperimentellen Studien konnte die Verbindung zwischen
vermehrter MMP-Aktivitat und Umgestaltung der extrazelluldaren Mat-
rix im Zusammenhang mit einer linksventrikuldren Funktionsstdrung
nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
Hemmung der MMP-Aktivitat durch TIMPs die Ausbildung einer Herz-
insuffizienz  infolge eines nichteingetretenen  pathologischen
Remodellings der EZM verhinderte (Pauschinger, Knopf et al. 1999;
Chancey, Brower et al. 2002). Spinale sowie Pauschinger et al. (Spi-
nale, Coker et al. 1999; Pauschinger, Chandrasekharan et al. 2002)
konnten in einem Tachykardie-induzierten Herzinsuffizienzmodell die
Strukturveranderungen der myokardialen Matrix durch pharmakologi-

sche TIMP-Applikation verhindern.

Verschiedene Patientenstudien berichten Uber ein Missverhaltnis zwi-
schen MMP- und TIMP-Expression bei Patienten im Endstadium der
Herzinsuffizienz. Eine Zunahme der MMP-Aktivitat und eine Abnahme
der Querverbindungen zwischen den Kollagenfibrillen sowie eine Ab-
nahme der TIMP-Expression konnte bei progredienter Herzinsuffizienz
bzw. im Endstadium der Herzinsuffizienz auf dem Boden einer
dilatativen Kardiomyopathie nachgewiesen werden (Pauschinger,
Chandrasekharan et al. 2002).

Die Tiermodelle zeigen also eindeutig, dass ein Zusammenhang zwi-
schen der MMP-Expression und der daraus folgenden Umgestaltung

der EZM mit folgender konsekutiver Herzinsuffizienz besteht.

1.3 Kardialer Alterungsprozess und Bedeutung der Myokardfibrose

Mit zunehmendem Alter nimmt die Wandstarke des linken Ventrikels

(LV) zu. Diese linksventrikulare Hypertrophie resultiert aus der Gro6-



Benzunahme der kardialen Myozyten (Olivetti, Melissari et al. 1991;
Lakatta 2002), der von einer Zunahme interstitieller Kollagene beglei-
tet wird. Grund dafur sind die im Alter zunehmende Verschlechterung
der B-adrenergen Stimulierbarkeit und die Zunahme der Vor- und
Nachlast am Herzen. So konnte gezeigt werden, dass beim alternden
Herzen die Konzentrationen von einigen Wachstumsfaktoren
(Angiotensins II, TGFB, FGF, IGF) stark erhdéht sind. Die von ihnen
induzierten Proteine kénnten am Herzen und an den GefaBen zu den
raltersbedingten™ Veranderungen an den Zellen und auch zu einer
veranderten extrazelluldren Matrix fihren. Sie kdnnten somit eine
wichtige Rolle bei kardialen Alterungsprozessen spielen (Lakatta
2002). Die Zahl kardiovaskularer Zellen mit einem veranderten Pha-
notyp erhoht sich im Alter. Der veranderte Phanotypus von Myozyten
und Fibrozyten geht auch mit einer veranderten Funktion einher. Bei
kardialen Myozyten sind die Veranderungen durch GréBenzuwachs
(Fraticelli, Josephson et al. 1989; Lakatta 2002),veranderte Kontrak-
tilitat (Capasso, Malhotra et al. 1983; Wei, Spurgeon et al. 1984;
Lakatta 2002) und veranderte Sekretion von Botenstoffen, wie
atrialer natriuretischer Faktor (ANF) und opioide Peptide, die mit ei-
ner Stressantwort vergleichbar sind, gekennzeichnet. Eine Sekretion
von Wachstumsfaktoren wurde bei Myozyten und Fibroblasten beo-
bachtet, die erhdhter mechanischer Dehnung ausgesetzt waren
(Lakatta 2002). Diese entsteht in vivo am alternden Herzen unter an-
derem durch eine erhdéhte Steifigkeit der GefaBwande, welche eine
erhdhte Nachlast zur Folge hat. Ebenso fuhrt der Verlust benachbar-
ter Herzmuskelzellen zu erhdhter Belastung (Dehnung) der noch ver-
bleibenden Muskelzellen (Lakatta 2002).

Ahnliche Verdnderungen des Phanotypus wie bei den Myozyten kénn-
ten ebenfalls bei den Fibroblasten zu einer Funktionsveranderung fih-

ren, in deren Folge eine veranderte sowie vermehrte EZM entstehen
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kdnnte (Lakatta 2002). Weiterhin tragen altersbedingte Veranderun-
gen an EZM-Proteinen infolge Glycosylierung und Oxidation wahr-

scheinlich zu den funktionellen Veranderungen bei.

Die Gesamtheit aller Veranderungen der kardialen EZM, seien sie nun
physiologisch-kompensatorisch oder pathologisch bedingt, werden als
~Myocardial Remodeling® bezeichnet. Im weiteren Sinne ist es ein
progressiver, Uber einen langeren Zeitraum andauernder Prozess mit
multiplen strukturellen und funktionellen Veranderungen. Heute ver-
steht man die Entstehung der Herzinsuffizienz als Resultierende ge-
nau dieser Veranderungen, die die GréBe und Anzahl der Myozyten
(Hypertrophie, Hyperplasie und Apoptose), den Energiestoffwechsel
und auch eine veranderte Zusammensetzung des extrazellularen Pro-

teinnetzwerkes betreffen (Schram and Sweeney 2008).

Hierbei stellt die Fibrose des Myokards einen wichtigen Aspekt dar.
Sie ist durch eine Vermehrung des Bindegewebes bzw. der EZM ge-
kennzeichnet. Eine myokardiale Fibrose findet man regelmaBig am
alten Herzen sowohl beim Menschen als auch in Tiermodellen. Hierbei
tritt eine dysproportionale Vermehrung des fibrilldren Kollagens auf.
Dadurch kommt es wahrend der diastolischen Relaxationsphase zu
einem Verlust an Energie durch entstehende Reibungswarme der
vermehrt aneinander reibenden Kollagenfasern. Die Sogwirkung wird

um den gleichen Betrag geschmalert.

Eine weitere Einschrankung der diastolischen Fullung wird durch die
erhdhte passive Steifigkeit des Myokards aufgrund der Fibrose verur-
sacht. Das pathologische Remodeling flhrt muskelmechanisch auBer-
dem zu einer erhdhten viskoelastischen Belastung und zu einer er-
hoéhten Erschlaffungsgeschwindigkeit. Pathophysiologisch kommt es
zu einer Erhéhung des atrialen und des ventrikularen Fillungsdruckes

und damit zu einer Verschlechterung der Anpassungsfahigkeit des
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Herzens mit Hilfe des Frank-Starling-Mechanismus (Burlew and We-
ber 2002).

1.3.1.1 Effektorhormone des Renin-Angiotensin-Aldosteron-

Systems (RAAS) und myokardiale Fibrose

In den vergangenen 20 Jahren wurde die Rolle des RAAS bei der Ent-
stehung der Fibrose untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass
sowohl Aldosteron als auch Angiotensin II das unglinstige Remodeling
im Sinne einer Myokardfibrose auslésen (Weber and Brilla 1991; We-
ber and Brilla 1992; Weber, Brilla et al. 1992). Die Entstehung der
Myokardfibrose ist hierbei nicht primar von einer arteriellen oder
pulmonalen Hypertonie oder einer Natrium-armen oder -reichen Diat
abhangig. Fibrosen des Myokards infolge einer Aldosteronbehandlung
konnten auch an normotensiven, nicht hypertrophierten Vorhéfen be-
obachtet werden (Burlew and Weber 2002).

1.3.1.2 Regression der myokardialen Fibrose und Folgen

Durch Brilla et al. konnte im Tierversuch eine Regression der
myokardialen Fibrose infolge der Behandlung mit ACE-Hemmern de-
monstriert werden. Dadurch verbesserte sich die diastolische Funkti-
on (Brilla, Janicki et al. 1991). Ahnliche Ergebnisse bei 78 Wochen
alten Ratten belegen, dass selbst am seneszenten Herzen ein Rlck-
gang der Fibrose infolge ACE-Hemmer-Gabe mdglich ist. Eventuell ist
eine Aktivierung der MMPs fur die Degradation von Kollagenfasern
und somit fir den Rickgang der Fibrose mitverantwortlich (Brilla,
Matsubara et al. 1996). Auch in klinischen Studien konnte bei Patien-
ten mit arterieller Hypertonie, ventrikuldarer Hypertrophie, bioptisch
nachgewiesener Myokardfibrose und diastolischer Dysfunktion durch
die Behandlung mit ACE-Hemmern ein Ruckgang der myokardialen
Fibrose und eine Verbesserung der diastolischen Funktion nachgewie-

sen werden (Brilla, Funck et al. 2000). Zusammengefasst belegen die
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Ergebnisse einen starken Zusammenhang zwischen myokardialer

Fibrose und diastolischer Dysfunktion (Burlew and Weber 2002).

1.4 Matrixmetalloproteinasen (MMPs)

Die Superfamilie der MMPs gehort zu den Endopeptidasen. Sie bein-

haltet mindesten 28 sekretierte z.T. membranstandige Enzyme. Viele

von ihnen konnten in humanen Geweben nachgewiesen werden.

Enzym

MMP

Gen-Locus

EZM-Substrate

Kollagenase-1

MMP-1

11g22-g23

Kollagen (Type I, II, III, VII,
VIII, X, und XI), Gelatin,
Fibronectin, Vitronektin,
Laminin, Entactin,Ttenascin,
Aggrecan, link Protein, myelin
basic, protein, Versican

Kollagenase-2

MMP-8

11g21-g22

Kollagen (Type I, II, und III),
Aggrecan

Kollagenase 3

MMP-13

11g22.3

Kollagen (Type I, II, III, 1Vs, VI,
IX, X, und XIV), Kollagen-
Telopeptide, Gelatin,
Fibronectin, SPARC, Aggrecan,
Perlecan , large Tenascin-Cs

Kollagenase 4

MMP-18

Xenopus

Collagen type I (Ratte)

Gelatinase A

MMP-2

16913

Kollagen (Typ I, IIs, III, 1V, V,
VII, X, und XI),

Gelatin, Elastin, Fibronectin,
Vitronectin, Laminin, Entactin,
Tenascin, SPARC, Aggrecan,
link Protein, Galectin, Versican,
Decorin, Myelin-basisches Pro-
tein

Gelatinase B

MMP-9

20q11.2-
ql3.1

Kollagen (Type 1V, V, XI, und
X1V), Gelatin, Elastin,
Vitronectin, Laminin, SPARC,
Aggrecan, Link Protein,
Galectin, Versican, Decorin,
Myelin-basisches Protein

Stromelysin-1

MMP-3

11923

Kollagen (Type III, IV, V, VII,
IX, X, und XI), Kollagen-
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Telopeptide, Gelatin, Elastin,
Fibronectin, Vitronectin,
Laminin, Entactin, Tenascin,

SPARC, Aggrecan, Link Protein,
Decorin, Myelin-basisches Pro-
tein , Perlecan, Versicanis,
Fibulin

Stromelysin-2

MMP-10

11g22.3-
q23

Kollagen (Type III, IV, und V),
Gelatin, Elastin, Fibronectin,
Aggrecan, Link Protein

Stromelysin-3

MMP-11

22q11.2

Gelatin, Fibronectin,
Type IV, Laminin

Kollagen

Matrilysin-1

MMP-7

11g21-g22

Kollagen (Type 1,
Gelatin, Elastin,
Vitronectin,
Entactin,Tenascin, SPARC,
Aggrecan, Link Protein,
Decorin, Myelin-basisches Pro-
tein, Fibulin, Versican

und 1IV),
Fibronectin,
Laminin,

Matrilysin-2

MMP-26

11p15

Kollagen Typ IV
Fibronectin, Vitronectin

Gelatin,

MT1-MMP

MMP-14

14q11-q12

Kollagen (Typ I, II, und III),
Gelatin, Fibronectin, Tenascin,
Vitronectin, Laminin, Entactin,
Aggrecan, Perlecan

MT2-MMP

MMP-15

15gq13-g21

Fibronectin, Tenascin, Entactin,
Laminin, Aggrecan,Pperlecan,

MT3-MMP

MMP-16

8921

Kollagen Typ III, Gelatin, Fi-
bronectin, Vitronectin,Laminin,

MT4-MMP

MMP-17

12g24.3

Gelatin

MT5-MMP

MMP24

20q11.2

Gelatin, Chondroitinsulfat,
Dermatansulfat Proteoglycan

MT6-MMP

MMP-25

16q13.3

Kollagen Typ IV, Gelatin, Fibro-
nectin, Chondroitinsulfat, Der-
matansulfat

Makrophagen
Elastase

MMP-12

11g22.2-
q22.3

Kollagen (Typ I, V, und 1V),
Gelatin, Elastin, Fibronectin,
Vitronectin, Laminin, Entactin,
Osteonectin, Aggrecan, Myelin-
basisches Protein

MMP-19

12q14

Kollagen Typ IV, Gelatin, Lami-
nin, Entactin, large Tenascin-C,
Fibronectin, Aggrecan,
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Enamelysin MMP-20 11g22.3 | Amelogenin, Aggrecan

XMMP MMP-21 | Xenopus | Gelatin
CA-MMP MMP-23 1g936.3 Gelatin
CMMP MMP-27 11924 Gelatin

Epilysin MMP-28 17g21.1

Tabelle 1: Familie der Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) modifiziert nach Nagase et
al. (Visse and Nagase 2003).

Die Einteilung erfolgt u.a. nach der Substratspezifitdat in
Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine, Elastasen sowie in
membranstandige MMPs (MT-MMPs). Die von den MMPs gespaltenen

Substrate umfassen die Proteine der EZM und der Basalmembran.

Die MMPs werden als Zymogene ins Interstitium sekretiert. Eine Akti-
vierung, bei der es zur Abspaltung der Propeptiddomane kommt, ist
zur Entfaltung der proteolytischen Aktivitat notwendig. Die Regulation
der enzymatischen Aktivitat erfolgt durch endogene Inhibitoren, den

TIMPs (engl.:tissue inhibitor of matrixmetalloproteinases).

Die MMPs spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der EZM, so
u.a. bei der embryonalen Entwicklung, Organogenese und Morphoge-
nese, beim Gewebe-Remodeling und bei der Wundheilung. GroBe Be-
deutung wird ihnen aber auch bei der Angio(neo)genese, bei der Tu-
morinvasion und Metastasierung zugeschrieben (Freije, Balbin et al.
2003).

1.4.1 Struktur der MMPs

Allen MMPs gemeinsam ist eine hoch konservierte und untereinander
ahnliche Struktur mit hoher Sequenzhomologie und definierten Prote-

inuntereinheiten. Dazu gehdren:
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Die Signalpeptidsequenz: wichtig flr den Transport am Endoplasmati-
schen Retikulum und fir die Translokation ins Interstitium (Sekretion)
(Sternlicht and Werb 2001)

Die Propeptiddomane: das in der konservierten Sequenz enthaltene
Cystein bindet das katalytische Zinkion und schitzt somit das kataly-
tische Zentrum und vermittelt die Inaktivitdt. des Enzyms. Die

Propeptiddomane geht bei der Zymogenaktivierung verloren.

Signal/Prodomain Catalytic Domain Hinge Hemopexin
PRCGVPD \
¥

Collagenase
Family
MMP-1, 8,
13,18

Gelatinase
Family \
MMP-2, 9

Stromelysin -
Family 4
MMP-3, 10, 11

Membrane-Type
Family A5

MMP-14, 15,
16,17

Transmembrane

Matrilysin g
MMP-7

Abb. 4: Merkmale verschiedener MMP-Familien aus Akool et al. (Akool el, Kleinert
et al. 2003)

Die katalytische Domane: das aktive Zentrum der MMPs ist hoch kon-
serviert. Es existiert ein aus drei Histidin-Resten bestehendes Zink-
bindendes Motiv (HEXXHXXGXXH), welches das zur proteolytischen
Aktivitat unabdingbare Zinkion bindet. Ein weiteres Merkmal ist der
ebenfalls hoch konservierte Methionin-Turn, wobei die Methionin-
Seitenkette ein hydrophobes Areal unterhalb der drei zinkbindenden
Histidinseitenketten bildet. Zur Stabilisierung der strukturellen Integ-
ritat sind im Weiteren noch ein Zinkion und zwei bis drei Kalziumio-

nen gebunden.

Bei den Gelatinasen (MMP-2/-9) existiert noch zusatzlich in der Nahe

des katalytischen Zentrums eine Gelatin-bindende Domane.
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C-terminale Hamopexin-ahnliche Domane

Sie ist Uber eine Scharnier-Region (engl.: hinge region) c-terminal an
die katalytische Domane angeschlossen und hat die Form einer
elipsoiden Scheibe mit einer Vierblatt-Propeller-Struktur. Insbesonde-
re bei den Kollagenasen ist sie von essentieller Bedeutung, damit die-

se tripel-helikales-Kolagen spalten kdnnen.

Bei den in der Zellmembran verankerten MMPs (MT-MMPs) folgt an

der Hdmopexindomane noch der Transmembrananker.
1.4.2 Regulation der MMPs

Grundsatzlich ist eine Regulation der MMP-Aktivitat auf Ebene der
Transkription, Translation, der posttranslationalen Prozessierung, bei
der Zymogenaktivierung und Inhibition durch endogene TIMPs und

letztendlich durch deren Abbau mdéglich.

In der Literatur werden weiterhin noch mehrere komplexe Mechanis-
men beschrieben. Darunter fallen Regulation der m-RNS-Stabilitat,
Veranderungen der Translationseffizienz, der Enzym-
Kompartimentierung, Sekretion sowie der Rekrutierung an die Zell-
oberflache (siehe auch Abbildung 4) (Eberhardt, Akool el et al. 2002;
Akool el, Kleinert et al. 2003).

Die meisten MMPs werden als Zymogene in das Interstitium sekre-
tiert. Sie koénnen durch Proteolyse oder durch chemische (nicht
proteolytische) Agenzien wie organische Quecksilberverbindungen,
SDS, Sauerstoffradikale sowie SH-reaktive Substanzen aktiviert wer-
den (Visse and Nagase 2003). Die Enzymaktivierung der MMPs durch
Proteasen basiert auf der Abspaltung der Propeptiddomane. Die Auto-
aktivierung einiger MMPs stellt hierbei einen bedeutenden Weg dar.
Die chemische Aktivierung basiert auf einer Stérung der Cystein-Zink-

Interaktion des Cystein-Schalters.
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Dadurch geht die durch einen konservierten Cystinrest der
Propeptiddomane vermittelte Bindung des katalytischen Zinkions ver-
loren (sogenannter Cystin-Schalter). Der Cysteinrest wird dabei durch
ein Wassermolekdll ersetzt und ermdéglicht dadurch die nun einsetzen-
de katalytische Aktivitat. Ein moégliches Aktivierungsschema zeigt die
Abbildung 6. Demgegenuber, erfolgt bei der MMP-11/-28 und MMP-14
(MT1-MMP) die Zymogenaktiverung intrazellular im Golgi-Apparat
durch Furin, welches zur Familie der Proprotein-Konvertasen gehdort
und mittels dem konservierten RXRXKR (furin-like-motif) erkannt
wird (Egeblad and Werb 2002; Palosaari, Pennington et al. 2003).

| MMP-2 & MT1-MMP ]
MMP-3
MMP-26 \ '
proMMP-13
l proMMP-1

proMMP-9 proMMP-8

\ | proMMP-2
T iy vy g

MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-7,

Abbildung 5 Einige Aktivierungswege latenter MMPs (Palosaari, Pennington et al.
2003)

Des Weiteren stellt die Aktivierung durch Plasmin in vivo ein relevan-
ten Weg dar. Es konnte gezeigt werden, dass Plasmin pro-MMP-1/-2/-
3/-9/-12/ und pro-MMP-13 aktivieren kann (Carmeliet, Moons et al.
1997; Mazzieri, Masiero et al. 1997).

1.4.3 Aktivitatsregulation durch TIMPs

Nach erfolgter Zymogenaktivierung wird die enzymatische Aktivitat
der MMPs in vivo hauptsachlich durch die inhibitorische Wirkung der

TIMPs reguliert. Hierbei wirken die TIMPs als inhibitorische Substrat-
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analoga. Der auf nichtkovalenter Bindung beruhende Komplex zwi-
schen MMP und TIMP-Molekdll blockiert das katalytische Zentrum fir
das Substrat irreversibel. Derzeit sind vier verschiedene TIMPs (TIMP
1-4) bekannt (Jezierska and Motyl 2009).

1.4.4 Regulation der Genexpression der MMPs

Die Mechanismen der transkriptionalen Regulation der MMP-
Expression sind komplex. Unter normalen physiologischen Bedingun-
gen zeigt sich in der Regel eine schwache Expression der MMPs. Eine
erhdhte Expression kann physiologischerseits bei den Prozessen der
Wundheilung, Embryogenese, Uterusinvolution und der Angiogenese
sowie pathologischerseits bei Arthritis, Tumorinvasion, Metastasie-
rung vorkommen. Auch der pathologische Umbau von Geweben wie
z.B. bei der Fibrose im Sinne eines , Tissue remodeling™ gehdrt dazu
(Westermarck and Kahari 1999; Akool el, Kleinert et al. 2003;
Jezierska and Motyl 2009).

Far die intrazelluldare Regulation der MMP-Expression sind u.a. die drei
MAP-Kinase-Wege mit der p38-MAP-Kinase, der JNK (Jun-N-terminale
Kinase) und der ERK (extrazelluldr regulierte Kinase) verantwortlich.
Alle minden mehr oder weniger in die Aktivierung folgender Trans-

kriptionsfaktoren wie:

NF-kappa-B: ist notwendig bei Expression der MMP-1,3,9,13 und 14
(Bond, Baker et al. 1999; Han, Tuan et al. 2001).

AP-1 hat Bindungsstelle bei den meisten induzierbaren MMPs.

STATS (engl.:signal Transducers and activators of transcription),
durch sie werden hauptsachlich die Effekte der Interferone und ande-

rer Zytokine vermittelt (Overall and Lopez-Otin 2002).
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1.45 Die Gelatinasen

MMP-2 und MMP-9 bilden gemeinsam die Gruppe der Gelatinasen.
Ihre Expression wird u.a. in einigen malignen Tumoren beschrieben
und in Zusammenhang mit deren Invasivitat und Metastasierungspo-
tential gebracht. Ursache koénnte die Fahigkeit der Gelatinasen, das
Kollagen-IV der Basalmembran zu spalten, sein. Dies stellt eine wich-
tige Voraussetzung zur zelluldaren Migration i.S. von Invasivitat, Meta-
stasierungspotential und Malignitat dar (Roeb, Dietrich et al. 2001).
Dabei korreliert die MMP-2-Aktivitat z.B. beim Mammakarzinom mit

einer schlechten Prognose (Jezierska and Motyl 2009).

Oftmals kénnen sowohl MMP-2 als auch MMP-9 in Tumorgeweben

gleichzeitig nachgewiesen werden.

Dabei kommt es zur Interaktion zwischen MMP-2, MMP-9 und Kol-
lagen IV und in dessen Folge zu einer verbesserten Spaltbarkeit des
Kollagen IV durch die MMP-9, selbst bei Inaktivitat der MMP-2 (Gioia,
Monaco et al. 2008).

146 Die MMP-9

Die MMP9 (92kDa-Typ-IV-Kollagenase; Gelatinase-B) wird von hu-
manen Leukozyten und Makrophagen produziert. Des Weiteren wird
die MMP-9 von Fibroblasten bei rheumatoider Arthritis exprimiert.
MMP9 wird im normalen Knochen von Osteoklasten im Rahmen des

ossaren Remodelings exprimiert (Palosaari, Pennington et al. 2003).

Die Gelatinase-B konnte bei menschlichen Krebserkrankungen sowohl
im neoplastischen Gewebe selbst als auch im umgebenden
Stromagewebe nachgewiesen werden. Dabei wird sie Uberwiegend

von Makrophagen an der ,invasiven Front" synthetisiert.

So war die MMP-9 beim Kolonkarzinom nachweisbar (Dornheim A
1997). Die MMP9 gehért mit der MMP2 zu den Gelatin-bindenden
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MMPs. In der katalytischen Domane existiert ein dreifach wiederhol-
ter, 19-kDa-fibronektin-ahnlicher Abschnitt (fibronectin-like-domain)
mit Homologie zum Kollagen-bindendem Motiv (Typ 1II) des
Fibronektins. Diese Region ist mit flUr die Substratspezifitat der

Gelatinasen verantwortlich.

Das MMP-9-Gen beinhaltet 13 Exons, befindet sich bei der Ratte auf
Chromosom 3 (3g42) und hat eine Lange von 7961 Basen. Die pro-
zessierte m-RNS hat eine Gesamtlange von 2986 Basen. Die aus
Exons bestehende, von Start- und Stop-Codon begrenzte Sequenz
(coding-sequence; CDS) hat 2127 Basen. Es ergibt sich somit eine

Aminosaurenkette von 708 AS.

Beim Menschen befindet sich das Gen auf Chromosom 20 bei Position
gll.2-q13.1. Im Vergleich hat das Gen hier eine Lange von 7654 b.
Die Prozessierte m-RNA hat mit ebenfalls 13 Exons eine Lange von
2336 bp. Die CDS betragt 2124 Basen. Es ergibt sich eine Lange 707

Aminosauren.

Bei Vergleich beider Proteine ergibt sich eine Identitat von 74%
(NCBI Protein-Protein-Blast).

1.4.6.1 Regulation der Genexpression der MMP 9

Die Expression der meisten MMPs ist transkriptional reguliert. Als po-
tente Aktivatoren der MMP-9 Expression sind proinflammatorische
Zytokine wie Interleukin 1B (IL-1) und der Tumornekrosefaktor-o
(TNF-a) bekannt.

Die Zytokin-vermittelte Expression der MMP-9 resultiert auf einer Ak-
tivierung der stressinduzierten MAP-Kinasen (p38, c.Jun N-terminale
Kinase) mit nachfolgender Aktivitatssteigerung des Transkriptionsfak-

tors ,nuclear factor kappa-B (NF-«xB).
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Ein weiterer Mechanismus zur Modifikation der MMP-9 Expression be-
steht moglicherweise Uber die Regulation der m-RNA-Stabilitat. Hier-
bei spielen A-U-reiche Sequenzen im 3" untranslatierten Abschnitt des
MMP9 Gens eine Rolle, welche durch das sogenannte HuR-Protein er-
kannt werden. Nach dort erfolgter Bindung von HuR zeigt sich eine
erhohte m-RNA-Stabilitat und somit eine erhdhte m-RNA-Menge.

Es zeigte sich, dass es abhangig von Stickstoffmonoxid (NO) via
cGMP zur Downregulation des HuR-Proteins und damit letztendlich
auch zur verminderten Expression der MMP9 kommt. Die diesbezlg-
lich reduzierte EZM-Degradation kann letztendlich zur Fibrose-
Entstehung beitragen. Der Uber NO vermittelte Mechanismus kdnnte

einen generellen Regulationsweg darstellen (Eberhardt 2005).

Neuere Forschungen zeigten jedoch auch, dass sich die von NO ver-
mittelte Downregulation der MMP-9 hauptsachlich Uber einen Angriff
an der Promotorregion des MMP-9 Gens im Sinne eines Transkripti-
ons-regulierenden Mechanismus darstellt (Jespersen, Doller et al.
2009). Fur einen direkten Einfluss von NO auf den Cystein-Schalter

ergeben sich derzeit keine Hinweise (McCarthy, Bove et al. 2008).
1.4.7 Die MMP-2

Die MMP-2 (Gelatinase A; 72kDa TypIV Kollagenase) gehdrt wie die
MMP-9 zu den Gelatinasen. Das auf Chromosom 16 liegende Gen be-
herbergt die 3.536 Basen lange m-RNS der MMP-2 und kodiert fur

das 660 Aminosauren enthaltende Protein.

Die MMP-2 beinhaltet drei ,Fibronektin-type II-like"™ Wiederholungen,
die die Kollagen bindende Domane (CBD) bilden. Wahrend die CBD
zur Spaltung von Kollagen unabdingbar ist, kann Gelatin auch ohne

CBD gespalten werden (Jezierska and Motyl 2009).
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Wie bei den meisten MMPs wird das Zymogen in den
Extrazelluldarraum sekretiert. Zur vollstandigen Aktivierung muss die
Propeptiddomane abgespalten werden. Dazu bindet die pro-MMP-2 an
einen Komplex aus MT1-MMP (MMP-14) und TIMP-2, der gewisser-
mafBen als Rezeptor dient und es einer weiteren MT1-MMP ermdglicht
die pro-MMP-2 zu aktivieren (Palosaari, Pennington et al. 2003;
Jezierska and Motyl 2009).

ECM

TIMP-2

MTI1-MMP MTI-MMP

Abbildung 6: Aktivierungsprozess der pro MMP-2 (Palosaari, Pennington et al.
2003)

Die MMP-2 spaltet vorzugsweise Gelatin und Kollagen IV aber auch
Kollagen V, VII und X sowie Fibronektin. AuBerdem werden von der
MMP-2 Knorpel-Proteoglykan und Elastin gespalten (Visse and Nagase
2003).
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Wie schon o0.g. spielt die MMP-2 eine wichtige Rolle bei der Tumorin-
vasion durch die Basalmembran, sowie beziglich des Metastasie-
rungspotentials. Sie ist ein prognostischer Faktor, insofern sie als In-

dikator flir Metastasen dient.

1.4.7.1 Regulation der MMP-2

Wachstumshormone und Zytokine modulieren die Expression der
MMP-2. Expressionssteigernd wirken IL-1, PDGF (plateled derived
growth factor) und TNF-«, expressionsmindernd wirken Heparin, TGF-
B (Tumor-Growth-Factor-B) (Jezierska and Motyl 2009).

Der Promotor der MMP-2 enthalt keine TATA-Box und kein TPA-RE
(Response-Element). Nach der Analyse von Clark et al. beinhaltet der
MMP-2 Promotor Bindungsstellen flr die Transkriptionsfaktoren STAT
(signal transducer and activator of transcription), NF-xB (Nuklearer
Faktor-xB, TCF/LEF (T Cell Factor/ Lymphoid Enhancer Factor) sowie
ein RE fur Retinoinsaure (Clark, Swingler et al. 2008).

148 Die MMP-13

Das Gen der MMP-13 (Kollagenase III) befindet sich auf Chromosom
11 (11922.3); die prozessierte m-RNS hat eine Lange von 2722 Ba-

sen. Das resultierende Protein hat eine Lange von 471 Aminosauren.

Der Promotor der MMP-13 beinhaltet Bindungsstellen flr die Trans-
kriptionsfaktoren NF-xB, AP-1, STAT sowie ein Retinoinsaure-RE
(Response-Element) (Clark, Swingler et al. 2008).

Die MMP-13 spaltet interstitielles Kollagen I, II und III, sowie weitere
EZM und nicht-EZM-Moleklle (Jezierska and Motyl 2009).

1.5 Die Proteinkinase PKB / AKT

Vorkommen / Entdeckung
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Aus dem Maus-Stamm AKR, welcher eine hohe Inzidenz von Lym-
phomen und Leukamien zeigt (Staal, Hartley et al. 1977), wurde ein
Retrovirus isoliert, der als AKT-8 bezeichnet wurde. Die Reinokulation
dieses Virus in junge Mause fihrte wieder zur Entstehung von Tumo-
ren. In der Zellkultur konnte der Virus dagegen lediglich die Lungen-
zellen eines Nerz (CCL64) tumorigen transformieren (Staal and
Hartley 1988). Die nichtvirale DNA-Komponente (v-Akt) wurde spater
identifiziert und zwei humane Homologa, AKT1 und AKT2 geklont
(Staal 1987). Die Lokalisation des AKT1-Locus im Genom wurde auf
die Region 1432 festgestellt (Staal, Huebner et al. 1988), in welcher
oft Veranderungen bei T-Zell-Leukdmien/Lymphomen gefunden wer-
den (Bertness, Felix et al. 1990). Im primaren Adenokarzinom des
Magens wurde beispielsweise eine 20-fache Erhéhung der AKT1 ge-
funden. AKT2 wurde auf dem Genlokus 19g31.1-q13.2 identifiziert.
Eine Uberexpression dieses Gens konnte in Tumorgeweben von Ova-
rialkarzinomen bzw. in Pankreaskarzinom-Zelllinien festgestellt wer-
den (Cheng, Godwin et al. 1992; Miwa, Yasuda et al. 1996; Yasuda,
Kimura et al. 1996).

Das zellulare Homolog von v-Akt wurde 15 Jahre nach der Entde-
ckung des AKT8 Retrovirus von mehreren Arbeitsgruppen gleichzeitig
geklont. Das 57kDa Protein wurde als Serin-/Threonin-Kinase identifi-
ziert und zeigte groBe Ahnlichkeit mit der PKC bzw. PKA und wurde
deshalb auch als PKB oder RAC-Kinase (Related to A and C) bezeich-
net (Coffer, Jin et al. 1998).

15.1 Aufbau der PKB

Bei Saugetieren existieren drei Gene fir die PKB/AKT: PKBa/AKT1,
PKBB/AKT2, PKBy/AKT3. pB- und y- Isoformen sind zu 82% identisch
mit der a-Isoform der PKB (Konishi, Kuroda et al. 1995). Die weite

Verbreitung und Konservierung des PKB Gens in der Evolution konnte
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durch die gefundenen Isoformen der PKB in Drosophila melanogaster
und Caenorhabditis elegans gezeigt werden (Waterston, Martin et al.
1992; Franke, Tartof et al. 1994). Das virale Gen v-Akt ist aus einer
Fusion des virusspezifischen Gens GAG und der PKB/AKT1 hervorge-
gangen. Die Myristilierung des viralen GAG-Proteins fluhrt zur
Membranstandigkeit des ansonsten im inaktiven Zustand meist
zytosolischen zelluldren Akt-Proteins [16]. Die Sequenzanalyse der
PKB ergab einen Aufbau aus drei Domanen. N-terminal konnte eine
Pleckstrin-homology (PH)-Domane identifiziert werden. Darauf folgt
die zentrale katalytische Einheit, die Ahnlichkeit mit PKC und PKA hat.
C-terminal befindet sich dann eine regulatorische Domane mit einem
hydrophobischem Motiv (Coffer, Jin et al. 1998).

O insulin/IGF
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Abbildung 7: Schema des Aktivierungsvorgangs der PKB mit den zur Aktivierung
erforderlichen Phosphorylierungsstellen T305 und S474 (Shiojima and Walsh 2006).
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1.5.2 Synopsis des Aktivierungsprozesses

In unstimulierten Zellen befindet sich die inaktive PKB im Zytosol,
dabei wird die katalytische Domane von der hydrophobischen C-

terminalen Domane maskiert.

Bei Stimulation (z.B. durch IGF) entsteht ein aktivierter Rezeptor-
Thyrosin-Kinase-Komplex. Dieser fuhrt Uber die Phosphorylierung der
Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K), die den aktivierten Rezeptor Tyro-
sin-Kinase-Komplex mittels der SH2 Domane erkennt, zur Aktivierung
der PI3K. Dabei sind die PI3K wie auch der Tyrosin-Rezeptorkomplex
membranstandig. Die von der PI3K produzierten Phosphoinositole
werden an der Plasmamembran von den PH-Domanen der PDK1
(Phophoinositide Dependent protein Kinase-1) der PKB und des
mMTORC2-komplexes (mammalian target of rapamycin complex-2)
erkannt. Dies sind insbesondere das PI(3,4)P> und das PI(3,4,5)P;
(Vanhaesebroeck and Alessi 2000). Dies flhrt zur Rekrutierung der
PKB, der PDK1 und des mTORC2 an die Zellmembran. Dort erfolgt die
Aktivierung der PKB mittels Phosphorylierung an T308 durch die
PDK1, wahrend die Phosphorylierung an S473 durch den Komplex
mMTORC2 erfolgt (Sarbassov, Ali et al. 2005; Sarbassov, Guertin et al.
2005; Shiojima and Walsh 2006) .

Erst die Phosphorylierung an beiden Stellen fuhrt zur vollen Aktivie-
rung der PKB. Aktivierte PKB kann nun von der Zellmembran in ande-
re Zellkompartimente translozieren und dort durch Phosphorylierung

ihrer Substrate ihre biologischen Effekte auslben.

Die Deaktivierung erfolgt durch Dephosphorylierung durch die Prote-
in-Phosphatase-2A an T308 und durch PHLPP (PH domain leucine-rich
repeat protein phosphatase) an S473.
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Auf der Ebene der PI3K wirkt die Lipidphosphatase PTEN antagonis-
tisch durch Reduktion der PI(3,4,5)P3-Menge an der Plasmamembran
(Shiojima and Walsh 2006).

1.5.3 Phosphorylierung durch Akt/PKB

Die von der PKB/AKT katalysierte Phosphorylierung ist an die Erken-
nung eines Sequenzmotivs gebunden. Durch Forschungsarbeiten an
dem zuerst identifiziertem Ziel-Protein, der GSK-3B
(Glykogensynthasekinase-3B) konnte das Wiedererkennungsmotiv R-
X-R-X-X-S/T-B durch Alessi et al. gefunden werden (Manning and
Cantley 2007).

1.5.4 Biologische / physiologische Funktion der PKB

Die physiologische Funktion wird insbesondere im Zusammenhang
mit der Wirkung von Insulin diskutiert. So scheint eine aktivierte PKB

viele Effekte des Insulins an insulinsensitiven Zellen zu imitieren.

Die zurzeit bekannten Funktionen lassen sich daher in verschiedene

Hauptgruppen gliedern.

Akt vermittelt antiapoptotische Signale Uber BAD, Caspase-9 und,
FOXO-Transkriptionsfaktoren.

Die Progression des Zellzyklus (Proliferation) wird Uber Phosphorylie-
rung u.a. von MDM2, p21, p27, und Mytl vermittelt (Brazil, Yang et
al. 2004).

Regulation des Glukosestoffwechsels durch Phosphorylierung der
GSK-3 (Shiojima and Walsh 2006).

Die Liste der zurzeit bekannten Substrate der PKB ist vielfaltig und

wachst weiterhin.
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1.5.4.1 Veranderungen bzw. Modulation des Kohlenhydratstoff-

wechsels

Als akute Antwort auf Insulin bewirkt die aktivierte PKB/Akt die
Translokation von GLUT4 Transportern in die Zytoplasmamembran
und fahrt damit zu einem erhdhten Glukosetransport in die Zellen
(Calera, Martinez et al. 1998; Manning and Cantley 2007).

Die durch AKT/PKB vermittelte Inhibition der GSK-3 fuhrt letztendlich
zu einer Steigerung der Glykogensynthese und Glykolyse (Elstrom,
Bauer et al. 2004; Manning and Cantley 2007).

Die Phosphorylierung der PFK2 durch die PKB bewirkt eine Zunahme
an Fruktose (2,6)-Bisphosphaten, was wiederum zur Steigerung der
Glykolyse flihrt (Coffer, Jin et al. 1998).

1.5.4.2 Einfluss auf die Proteinsynthese und das Zellwachstum

Der Hauptmechanismus der Einflussnahme auf die Proteinbiosynthese
und das Zellwachstum scheint die Aktivierung des mTORC1
(mammalian Target of Rapamycin-Complex-1) durch AKT/PKB zu
sein. MTORC1 spielt eine entwicklungsgeschichtlich hoch konservierte
Rolle in der Wachstumskontrolle als Regulator der Translationsinitiati-
on und Biogenese der Ribosomen (Wullschleger, Loewith et al. 2006).
Zu einem gesteigerten Zellwachstum und einer vermehrten Protein-
biosynthese fuhrt hierbei die Aktivierung der p70S6-Kinase und Inhi-
bition des 4E-BP-1 (eukaryotic initiation factor 4E-binding protein)
durch mTORC1 (Manning and Cantley 2007). AKT/PKB aktiviert
mMTORC indirekt durch Inhibition von TSC-2 (Tuberous sclerosis prote-
in 2), wodurch es Rheb (ein Ras ahnliches Protein, Familie der kleinen
GTPasen) mdglich wird, mTORC zu aktivieren (Manning and Cantley
2007).

29



1.5.4.3 Einfluss auf Zelliberleben / Apoptose

Durch Blockade proapoptotischer Proteine kann AKT/PKB zu einem
vermehrten Zelliberleben flihren, welche zur Entstehung von Tumo-
ren beitragen kdnnte. Zum Beispiel wird durch direkte Phosphorylie-
rung von BAD (einem proapoptotischen Protein aus der Bcl-2-Familie)
an S136 die Bildung eines Homodimers, bestehend aus BAD und dem
14-3-3-Protein ausgeldst. Dadurch wird BCL-2 aus der vorbestehen-
den Bindung mit BAD entlassen und kann nun seinen

antiapoptotischen Effekt ausiben (Manning and Cantley 2007).

Eine weitere antiapoptotische Wirkungsweise basiert auf der Akt-
abhangigen Phosphorylierung von FOXO-Transkriptionsfaktoren, in
deren Folge diese aus dem Nukleus transportiert werden und somit
nicht mehr durch entsprechende Transkriptionsinitiation (zum Beispiel
des Fas-Liganden) apoptotisch wirksam sein kdnnen (Brunet, Bonni et
al. 1999; Manning and Cantley 2007).

PKB kann durch eine Phosphorylierung die fur die Apoptose wichtige
Initiatorcaspase-9 hemmen (Cardone, Roy et al. 1998; Manning and
Cantley 2007).

1.5.4.4 Einfluss der PKB/AKT auf die Zellproliferation

Die Akt/PKB-abh&ngige Phosphorylierung von p27X®! (einem Inhibitor
der Cyklin-abhangigen Kinasen) flhrt zur 14-3-3 abhangigen Se-
questrierung im Zytosol und somit zur Abschwachung des
inhibitorischen Effekts auf den Zellzyklus am Kontrollpunkt zwischen
Gl und S-Phase (Sekimoto, Fukumoto et al. 2004; Manning and
Cantley 2007).

GSK-3 abhangige Phosphorylierung von Cyclin-E und D sowie der
Transkriptionsfaktoren c-jun und c-myc fihren zur proteasomalen
Degradation. Wegen der Inhibition der GSK-3 durch AKT/PKB werden
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diese flUr die Regulation des Zellzyklus wichtigen Proteine vor dem
Abbau bewahrt und kénnen proliferationssteigernd wirksam sein
(Diehl, Cheng et al. 1998; Wei, Jin et al. 2005; Manning and Cantley
2007).

1.5.4.5 Einfluss von PKB/AKT auf die Angioneogenese

AKT/PKB spielt eine wichtige Rolle bezuglich der Angiogenese in
endothelialen Zellen und Tumorzellen, die angiogenetische Signale
produzieren. In endothelialen Zellen ist der PI3K-AKT-Weg Uber VEGF
(vascular endothelial growth factor) stark aktiviert (Olsson, Dimberg
et al. 2006; Manning and Cantley 2007). Wie oben beschrieben flihrt
Akt zum Uberleben, Wachstum und Zellteilung der endothelialen Zel-
len. Weiterhin aktiviert AKT/PKB die eNOS (endotheliale NO-
Synthetase). Freies Stickstoffmonoxid, welches durch die eNOS gebil-
det wurde, kann zu Vasodilatation, vaskularem Umbau und zur
Angiogenese fluhren (Dimmeler, Fleming et al. 1999; Morbidelli, Don-
nini et al. 2003; Manning and Cantley 2007).

Zur Untersuchung der biologischen Funktion der PKB wurden
Akt/PKB-Knockout (KO) und AKT/PKB transgene Mause untersucht.

1.5.4.6 Untersuchungen an PKB KnockOut (KO)-Mausen

AKT1/PKBa KO: Ein Knock-Out der AKT1 bewirkte eine Wachstumsre-
tardierung in utero, z.T. durch plazentare Insuffizienz als auch das
Auftreten spontaner Apoptose im Thymus. AKT1 hat somit groBe Be-

deutung im embryonalen Wachstum (Yang, Tschopp et al. 2004).
AKT2/PKBB KO

Dieser KO hat das Auftreten eines schweren Diabetes mellitus mit pe-
ripherer Insulinresistenz, Hyperglykamie, Hyperinsulindmie und hoher
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Glukoseintoleranz sowie kompensatorischer Hypertrophie und Hyper-
plasie der B-Zellen des Pankreas zur Folge. Dies war eine der zu er-
wartenden Dysfunktionen bei bekannter Insulin-vermittelnder Funkti-
on von AKT/PKB. Des Weiteren zeigen sich eine leichte Wachstumsre-
tardierung und ein altersabhangiger Verlust des Fettgewebes (Yang,
Tschopp et al. 2004).

Die PKBB/AKT2 spielt somit eine groBe Rolle im Glukosestoffwechsel,
der Lipogenese und der B-Zellfunktion. Wie die PKBa/AKT1 ist auch
sie, wenngleich auch in geringerem AusmafB, an der Regulation des
Zellwachstums beteiligt. Die PKBB/AKT2 stellt in den insulinsensitiven
Geweben die hauptsachlichst exprimierte Isoform der PKB dar (Yang,
Tschopp et al. 2004).

AKT3/PKBYy KO

Im Gegensatz zu 1) und 2) konnte keine Wachstumsretardierung der
KO Mause verzeichnet werden, stattdessen findet man eine deutliche
Reduktion von GréBe und Gewicht des Gehirns bei adulten Tieren, die
histologisch hauptsachlich durch Reduktion von Zellzahl und ZellgréBe
gekennzeichnet sind. Diese Ergebnisse deuten auf eine wichtige Rolle
bei der postnatalen Gehirnentwicklung hin (Yang, Tschopp et al.
2004).

Doppelt-KO (DKO)-Mause bezlglich PKBa/PKBy (AKT1/3) sterben in
der Embryonalphase, wahrscheinlich durch massive plazentare Insuf-
fizienz (Wachstumsregulation!). DKO beziglich PKBa/B (AKT1/2)
zeigt eine hohe postnatale Mortalitat bei massiver Wachstumsretar-
dierung mit Muskelatrophie sowie Entwicklungsstérungen der Haut,

des Knochengewebes (Yang, Tschopp et al. 2004).
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1.5.4.7 Untersuchungen an transgenen Mdausen

Zur Untersuchung einer PKB/AKT Uberexpression in vivo wurden
mehrere transgene Mausmodelle erstellt. Verwendung als konstitutiv
aktive PKB fanden u.a. eine myristoylierte, sowie eine durch
Aminosaureaustausch an T306 und S473 durch Asparaginsaure mu-
tierte PKB. Die Expression der mutierten PKB-Gene wurde durch Be-
nutzung gewebespezifischer Promotorsequenzen ermoglicht (Yang,
Tschopp et al. 2004). Bei AKT/PKB Uberexpression zeigte sich meis-
tens ein plétzlicher postnataler Tod durch Herzinsuffizienz mit massi-
ver kardialer Dilatation. Uberlebensfahige Tiere waren durch eine
kardialen Hypertrophie durch Zellwachstum der Kardiomyozyten mit
Zunahme der Kontraktilitdt gekennzeichnet. Parallel dazu fand man
eine Verringerung der GroBe des Infarktareals nach experimentell in-
duziertem Myokardinfarkt mit folgender Ischamie und Reperfusion
(Yang, Tschopp et al. 2004).

Uberexpression der PKB im Thymus zeigte eine friihzeitige Entste-
hung von Lymphomen und einen Einfluss auf Selektion, Uberleben

und Metabolismus von T-Zellen mit Auftreten von Auto-Immunitat.

Uberexpression der PKB/AKT im Brustdriisengewebe zeigte ein deut-
lich verspatetes Einsetzen der Involution des Brustdrisengewebes
durch Inhibition der durch Apoptose gekennzeichneten Mamma-
Involution. AuBerdem fand man einen Einfluss auf den
Lipidstoffwechsel, da laktierende Tiere mit PKB Uberexpression einen
massiv gesteigerten Fettanteil in der produzierten Milch aufwiesen
(Yang, Tschopp et al. 2004)

Uberexpression der PKB/AKT im Pankreasgewebe zeigte eine Hyper-
trophie und Hyperplasie der Langerhans-Inselzellen mit nachfolgen-
der Hyperinsulinamie (Yang, Tschopp et al. 2004).
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Nach Uberexpression der PKB in der Prostata fand man die Entste-
hung von Prostatakarzinomen als Folge der PKB-Aktivierung (Yang,
Tschopp et al. 2004).

Im Gesamtbild zeigt sich dass die PKB Zellwachstum und Proliferati-
on, sowie antiapoptotische und metabolische Effekte vermittelt. In
einigen Geweben kann sie als alleiniger Faktor eine Tumorgenese
ausloésen, in anderen Geweben gelingt dies nur unter synergistischer

Wirkung mit anderen Onkogenen (Yang, Tschopp et al. 2004).
1.5.4.8 Rolle von PKB/AKT am Herzen

AKT/PKB kommt eine tragende Rolle bei der Organogenese und des
Herzwachstums zu. So wird durch den PI3K-PKB/AKT Signalweg die
Differenzierung von embryonalen Stammzellen zu embryonalen
Kardiomyozyten durch selektives Zelliberleben (cell-survival) der dif-
ferenzierten Kardiomyozyten unterstutzt (Fujio, Nguyen et al. 2000;
Shiojima and Walsh 2006). Die Regulation der sich anschlieBende
Proliferation der embryonalen Kardiomyozyten erfolgt u.a. durch den
PI3K-PKB/AKT Weg (McDevitt, Laflamme et al. 2005). Postnatales
Herzwachstum ist in der Regel mehr durch Hypertrophie einzelner
Herzmuskelzellen als durch Hyperplasie gekennzeichnet (Olson and
Schneider 2003). In transgenen- und KnockOut-Studien konnte be-
wiesen werden, dass das postnatale Herzwachstum, die physiologi-
sche Hypertrophie (z.B. bei Athleten), als auch die pathologische Hy-
pertrophie (z.B. durch Nachlasterhéhung) durch den PKB/AKT-
Signalweg positiv reguliert werden. Dabei wird die Hypertrophie als
~physiologische® Hypertrophie bezeichnet, wenn sie keine pathologi-
schen Strukturveranderungen (z.B. Fibrose) tragt, keine Dysfunktion
zeigt und sie nach Absetzen des Stimulus komplett reversibel ist.
Dem gegenlber zeichnet sich die sogenannte ,pathologische™ Hyper-

trophie durch Strukturveranderungen wie linksventrikulare Dilatation,
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einer interstitielle Fibrose und durch eine kontraktile Dysfunktion so-

wie durch ihre Irreversibilitat aus.

Dabei scheint das Auftreten der durch AKT/PKB-Aktivierung vermittel-
ten kardialen Veranderungen abhdangig von Grad und Art der Aktivie-
rung des PKB/AKT-Signalweges zu sein. So zeigte sich die Entstehung
einer physiologischen Hypertrophie nach relativ kurzzeitiger, das Auf-
treten einer pathologischen Hypertrophie jedoch erst nach langerfris-
tiger Aktivierung der PKB/AKT in einem transgenen Mausmodell
(Schiekofer, Shiojima et al. 2006).

Akt/PKB vermittelt auch Angiogenese. So ist die physiologische Hy-
pertrophie, einer kurzfristigen AKT-Aktivierung folgend, durch eine

erhaltene Kapillardichte gekennzeichnet (Shiojima, Sato et al. 2005).

Insulin (Insulin und IGF i.e.S.) ist einer der potentesten Aktivatoren
des PKB/AKT Signalweges und Mediator des Glukosestoffwechsels am
Herzen. Diesbezuglich kommt es durch die Insulinwirkung zur ver-
mehrter Glukoseaufnahme, -oxidation und Glykogenspeicherung un-
ter gleichzeitiger Inhibition der B-Oxidation von Fettsduren. Neben
dem gut bekannten metabolischen Effekt, reguliert der Insulin-
PKB/AKT-Weg das 0.g. postnatale Herzwachstum. Konkludent hierzu
ist die bekannte Korrelation zwischen HerzgréBe/Herzgewicht zum
Ernahrungsstatus (An and Rodrigues 2006; Shiojima and Walsh
2006).

1.6 Replikative Seneszenz (RS)

Die Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen nimmt mit dem Alter
deutlich zu. In der Zellkultur mit Fibroblasten kann gezeigt werden,
dass ab einer bestimmten Anzahl von Passagen und der damit ver-
bundenen Zellteilungen, die Teilungsfahigkeit der Fibroblasten stark

abnimmt. Es entstehen sich nicht mehr teilende Zellen, die sich im
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Stadium der sogenannten replikativen Seneszenz befinden (Campisi
1997). Es scheint erwiesen, dass replikative Seneszenz mit dem Al-
tern eines Organismus im engen Zusammenhang steht (Campisi
1996). Diese Aussage wird gestutzt durch die Erkenntnis, dass kulti-
vierte Zellen von jungen Individuen mehr Populationsverdopplungen
bendétigen als Zellen von alten Individuen, um in das Stadium der RS
einzutreten. Auch zeigen Zellen von Patienten mit Krankheiten, bei
denen vorzeitiges Altern einen Rolle spielt, ebenfalls nur eine redu-
zierte Replikationsfahigkeit im Vergleich zu gleichaltrigen gesunden
Individuen. Einige Zellen in der replikativen Seneszenz sind anderer-
seits durch Serumstimulation teilungsfahig, die Stimulierbarkeit durch
singulare Wachstumsfaktoren nimmt jedoch stark ab (Bauer,
Silverman et al. 1986; Simm, Halle et al. 1994). In der RS &ndert
sich das Profil an exprimierten Genen. Betroffen sind u.a. Gene des
Zellzyklus wie cdk-1/2, Cyklin A/B, c-fos und pola. Dies passt zu der
Annahme, dass die RS einen wichtigen Tumor-
Unterdrickungsmechanismus darstellt. Diez et al.(Diez, Nestler et al.
2001) zeigten bei alternden Fibroblasten der Ratte in vitro eine diffe-
rentielle Expression der PKBa/AKT-1. Im Stadium der replikativen
Seneszenz war die Expression der PKBa auf Protein-Ebene wie deren
Aktivitat ebenfalls reduziert. Die Ergebnisse wurden unterstltzt durch
die Tatsache, dass bei Myokard-Biopsaten von jungen und alten Pati-
enten (ohne Myokardpathologie) die Expressionsstarke der AKT-
1/PKBa mit dem Alter abnahm. Andererseits zeigen sich eine hohe
Expressionsrate von AKT/PKB wahrend der Zelldifferenzierung, z.B.:
wenn multipotente Fibroblasten (10T1/2) durch Myo-D sich zu
Myozyten entwickeln (Diez, Nestler et al. 2001).

Fragestellung
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Die vorgelegte Arbeit sollte die Frage klaren ob AKT/PKB zu einer

veranderten Expression von extrazelluldren Matrix-Proteinen, denen

sie abbauenden Matrixmetalloproteinasen bzw. deren Inhibitoren

fuhrt und damit zu einer Umstrukturierung der Extrazellularen Matrix

im Sinne einer Fibrose beitragen kénnte?

Folgende zu untersuchende Gene wurden zur Beantwortung dieser

Fragen ausgewahlt:

MMPs TIMPs EZM-Proteine TGF-B
MMP-2 TIMP-1 Kollagen 3 TGF B1
MMP-9 TIMP-2 Kollagen 4 TGF B2
MMP-13 TIMP-3 Kolllagen 1 TGF B-3
MMP-14 Fibronektin

Tabelle 2: Liste der mit der RT-PCR untersuchten Gene.

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 RNA Praparation:

» RNA Praparationsreagenz:
Trizol, (Life Technologies, USA), Katalog Nr.: 15596

» Saulenaufreinigungssystem:
Rneasy mini Kit, (Quiagen, Hilden), Kat Nr.: 74104
DNAse (Sigma, Mlunchen, D), Produkt-Nr.: AMP-D1
2.1.2 Reverse Transkription

» Random Primers:

(Invitrogen), Kat.-Nr.: 48190-011, 3ug/ul in 3 mM Tris-HCI (pH 7.0),

0.2 mM EDTA.
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» DEPC H20: (wurde im Labor selbst hergestellt)

Dazu wurde eine 0,1 % (v/v) DEPC (Diethylpyrocarbonat) L&-
sung hergestellt, 1 Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend er-
folgte durch 15 minltiges Autoklavieren die Inaktivierung des
DEPC.

2.1.3 Reverse Transkription:
» Reaktionspuffer 5x:

(im Set mit M-MLV RT), 50mM Tris-HCI (pH 8.3 bei 25°C), 75mM KCl,
3mM MgCI2 and 10mM DTT

> dNTP Mix:

(Invitrogen, Karlsruhe,D), Kat.-Nr.: 18427-088, 10 mM jeweils dATP,
dCTP, dGTP, dTTP in 0.6 mM Tris-HCI (pH 7.5)

» M-MLV Reverse Transkriptase, RNase H Minus

(Promega,Madison,USA Kat.-Nr.: M5301) in Storage Buffer (20mM
Tris-HCI (pH 7.5), 200mM NaCl, 0.1mM EDTA, 1mM DTT, 0.01%
Nonidet® P-40 and 50% Glyzerol)

214 PCR

> Primer:

(Sigma ARK, Darmstadt, D) als Lyophilisat: Lange 20 Basen, MaBstab
0,05

» PCR Master Mix Set:

(Promega), Kat.-Nr.: M7505, enthalt:
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2x PCR Master Mix (50units/ml TagDNA Polymerase in entsprechen-
dem Reaktionspuffer (pH 8.5), 400pM jeweils: dATP, dGTP, dCTP,

dTTP

3mM MgCl2,

Nuklease-freies Wasser

2.1.5 Agarosegelelektrophorese

TBE-Puffer10x:

108g Base(SERVA, Heidelberg,D), Kat Nr.: 37186

55¢g Borsaure (SERVA) Kat Nr.: 15165.02

20ml| 500mmol EDTA (SERVA) Kat Nr.: 39761.02 (auf
einen Liter bidestilliertem Wasser)

Ethidiumbromid:

Ethidium bromide solution (SIGMA) Kat Nr.:
E1385)

Ladepuffer: 50% Glycerin (SERVA), Kat Nr.: 23177.01und und
einige  Koérnchen  Bromthymolblau  (SERVA)
KatNr.:15375

DNS Leiter: 100bp DNA Ladder (Promega, Cat.Nr.:g2101)

2.1.6 Zymographie

> Probenpuffer:

ddH20 2,15 ml
0,5M Tris-HCI pH 6,8 1,25 ml
Glyzerol 2,5 ml
10% SDS 4,0 ml
1% Bromphenolblaul 0,1 ml
Gesamt 10 ml

Die Proben aus den Zellkulturiberstanden werden im Verhaltnis 1:2

mit Probenpuffer versetzt und dann aufgetragen.

2.1.6.1 SDS-Protein-PAGE:

» Laufpuffer flir SDS-PAGE:

| Tris base (Merck Darmstadt ,D)) | 15,09 |
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Glycine (Sigma) 72,0 g
SDS (Sigma Kat.Nr.: L3771) 5,0g
Volumen mit ddH20 auf 500 ml aufge- | pH 8,3
fallt.
» SDS-Acrylamidgel:
Laufgel | Sammel-
10%: Gel
Acrylamid/Bisacrylamid
30%/0,8%
3,3ml 0,815ml
4x Tris-HCL/SDS 2 5ml 1.55ml
ddH20 (selbst) 4,2ml 3,8ml
APS 10% (Sigma Taufkir-
chen, D) 33,3ul | 31,3l
TEMED (Sigma) 6,68u | 6,25y
Kollagen Ia/Gelatin (Sigma) 1mg
Gesamt 10ml

» Gefarbter ProteingréBenmarker:

4-250kDa bei Tris-Gylzine
SDS

LC5925,

See Blue Plus2 (Invi-
trogen), KatNr.:

» Renaturierungspuffer:

Triton X-100 25g
(Sigma, Kat.Nr.: 234729-100ML)
Aufgefullt mit bidestilliertemn Wasser
auf 1000 ml

» Entwicklungspuffer:
Tris Base (Merck) 6,069
NaCl (Sigma) 11,79
CaCl2 (Sigma) 0,569
30%Brij-35 (Sigma,Kat.Nr.:B4184) 0,67ml
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Alles o0.g. wurde in 900 ml ddH20 aufgeldst, der
pH mit 6N HCL auf 7,5 eingestellt und zu1000ml
mit ddH20 erganzt.

» Farbelbsung:

Methanol (Sigma, Kat.Nr.: | 40 ml
M1775-1GA)

Eisessig (Sigma, Kat.Nr.: | 10ml
380121)

ddH20 50ml
Coomassie Brilliant Blue (BioRad) | 0,5g

» Entfarbel6sung:

Methanol (Sigma, Kat.Nr.: | 40 ml

M1775-1GA)

Eisessig (Sigma, Kat.Nr.: | 10ml

380121)

ddH20 50ml

2.1.7 Gerate

Elektrophoreseeinheit: Ready SubCell GT ,(BioRad, Mln-
chen,D)

PCR-Gerat: Master-Cycler Gradient (Eppen-
dorf, Hamburg D)

Zentrifuge: Biofuge, fresco (Heraeus, Hanau,
Deutschland)

PAGE-Kammer: System Mini Protean 3 (BioRad)

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Eine Fibroblastenzelllinie der Maus, beschrieben unter anderem bei
(Garcia Arguinzonis, Galler et al. 2002), wurde auf 6-Well Platten der

Firma Falcon in DMEM Medium (Invitrogen, Ort, D) mit Zusatz von
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10% Hyclone Kalbsserum kultiviert. Untersucht wurden diese Zellen

in 3 Wachstumsphasen:

Logarithmisches Wachstum (niedrige Zelldichte), im Weiteren als
Versuch-1 (V1) bezeichnet.

Kontaktinhibition (hohe Zelldichte, Serumentzug flir 2 Tage), im Wei-

teren als Versuch-2 (V2) bezeichnet.

Re-Stimulation (Stimulation der ruhenden Zellen aus V2 mit 10%
Kalbsserum fur 24 Stunden), im Weiteren als Versuch-3 (V3) be-

zeichnet.
2.2.2 Adenovirale Transfektion

Diese Zellen wurden mit adenoviralen Vektoren fir 24 Stunden
transfiziert. Diese Vektoren wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Wal-
ter unter Verwendung des Transfektionsvektors pCVMI/deltaE1A Vek-
tors (Micobix Biosystem Inc.) hergestellt. Dabei wurden uns folgende

Konstrukte von Brian Hemmings zur Verfligung gestellt:
HA-PKBa-T308D/S473D - konstant aktive PKB,
HA-PKBa-K179A - inaktive Form der PKB

Diese Klone waren als ca. 1,5 kB groBe Bgl-II / Xba-I Fragmente in
pCMV5 einkloniert. Alle Konstrukte wurden Uber Bgl-II / EcoR-I aus-
geschnitten und in pCMVI/IRES einkloniert. Der Leervektor wurde
auch als Transfektionskontrolle verwendet. Diese Shuttle-Vektoren
wurde gemeinsam mit dem genomischen Plasmid
pBHGfrtdeltaEl,3FLP in 293 Zellen mittels Ca-Phosphatprazipitation
transfiziert und entsprechende Adenoviren (GFP als Kontrollgen)
aufgereinigt. Diese Konstrukte wurden von Frau Petra Thalheimer im
Labor des Instituts fur Klinische Biochemie und Pathobiochemie her-

gestellt.

Nicht transfizierte Zellen wurden als Kontrolle verwendet.
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2.2.3 RNS-Praparation

Zur RNS Praparation wurde die Trizol Methode (Life Technologies)
verwendet. Die Lyse der Zellen wurde direkt auf der Platte durch Zu-
gabe von 2ml Trizol-Ldésung durchgefthrt. Danach wurden die Zellen
mit einem Zellschaber abgelést und die Suspension mit Hilfe einer
Pipette in ein Eppendorf GefaB Uberflihrt und fir 5 min inkubiert.
Nach Zugabe von 400 pul Chloroform und Schitteln per Hand fur 15
Sekunden wurde nochmals fir 3 Minuten inkubiert und anschlieBend
mittels Zentrifugation (Herareus Biofuge fresco) flir 15 min bei
12000g / 4°C die Phasentrennung erreicht. Die in der oberen wassri-
gen Phase befindliche RNS wurde in ein neues Gefal3 pipettiert und
durch Zugabe von 1 ml 75 % Isopropylalkohol fir 15 Minuten bei RT
prazipitiert. Nach Zentrifugation mit 12000 g bei 4°C fir 10 Minuten
wurde das Pellet mit 2 ml EtOH gewaschen (Zugabe und
abzentrifugieren bei 7500 g fur 5 min bei 4°C). Nach Trocknen des
Pellets an der Luft fir 10min wurde die RNA in 60 pul RNAse freiem

Wasser aufgeldst. Dazu erfolgte eine Inkubation bei 55 °C.

Zur Sicherheit wurde noch ein DNA Verdau durchgefltihrt und RNS mit
Hilfe des Rneasy Kits (Quiagen, Hilden, D) aufgereinigt.

2.2.3.1 DNA Verdau

Zu 53ul RNA Probe wurden 6ul 10-fach Reaktionspuffer und 1l
DNAse I (Sigma Munchen D) zugegeben und fir 30 min bei Raum-

temperatur inkubiert.
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2.2.3.2 Saulenaufreinigung

Die RNA Proben wurden Ilaut den Anweisungen flir das
Aufreinigungsprotokoll des RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden D) behan-
delt und zum Schluss mit 2x 50 ul DEPC Wasser eluiert.

Die Reinheit der RNA wurde mittels Agarosegelelektrophorese und

Ethidiumbromidanfarbung gezeigt.
2.2.3.3 Nukleinsdurebestimmung

Die Absorption von DNA, RNA, Oligonukleotiden oder auch
Mononukleotiden wurde in gepufferter Lésung (pH 7-8, z.B. TE-
Puffer) bei 260 nm gemessen. Eine Absorption von 1 OD (E) ent-
spricht ca. 40 ug/ml RNA. Anhand dieser Faktoren wird Uber die ge-
messene Extinktion und den Verdinnungsfaktor die Konzentration

einer unbekannten Probe errechnet.

Die Konzentration der RNA-Proben wurde auf 100 ng/ul RNA einge-
stellt.

2.2.3.4 Reinheit der RNS-Praparation

RNS-Reinheit
S B . — 285
- GRS e - 189S
5S

aPKB iPKB pIRES KFB

Abbildung 8: aPKB: aktive AKT/PKB Mutante, iPKB: Inaktive AKT/PKB Mutante,
PIRES: Leervektor, KFB: native Kardiofibroblasten

Die Abbildung zeigt die Kontrolle der RNA Praparation mittels Elektrophorese im
1%igen Agarose Gel. Hierbei zeigten sich die zwei scharf begrenzte Banden der 28S
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und 18S RNS. Im Originalbild waren die 5S Banden ebenfalls sichtbar. Gezeigt wur-
de ein Protokoll der RNS Aufreinigung mit Hilfe der oben genannten RNAeasy Me-
thode. Zu erkennen ist, dass das Verhaltnis zwischen 28S und 18S RNS etwa 2:1
ergibt. Dieses Verhaltnis und die scharfe Bandenabgrenzung ist ein gutes Indiz fir
die Integritat der RNS.

Die Reinheit der RNS bezliglich nach der Praparation verbliebener
DNS Anteile wurde durch eine PCR, mit der RNA-Praparation als Pro-
be, Uberprift. Es konnte kein Amplifikationsprodukt nachgewiesen

werden.
2.2.4 Reverse Transkription

10pul (100 ng/pl) RNA Probe wurden mit 1ul Random-Primer
(Invitrogen), 50 ng/ul) und 4 ul DEPC Wasser versetzt, und fir 5min
bei 70 Grad inkubiert. Nach 10-minttigem AbkUlhlen auf 10 °C erfolg-
te die Zugabe von 5ul Reaktionspuffer 5x, 5ul dNTP (Invitrogen,
jel,25ul 10mM (dATP, dCGP, dGTP, dTTP) und 1pl M-MLV Reverse-
Transkriptase, RNase H Minus (Promega, 200 Einheiten/ul). Die Re-
verse Transkription wurde dann durch Erhitzen auf 42°C gestartet
und far 60 min beibehalten, um den vollstdndigen Ablauf der cDNS-
Synthese zu gewahrleisten. Die thermische Inaktivierung erfolgte an-
schlieBend bei 70°C flr 10min. Die Reaktionsprodukte konnten direkt

in die PCR eingesetzt werden.
2.25 Erstellung der Primer

Bei der Erstellung der Primer fUr die PCR wurden auf folgende Kriteri-
en geachtet: Die Schmelztemperatur der Primer sollten alle zwischen
50 und 60 °C, die Dimerbildung gering, die Lange ca. 20 +£ 2 Basen

sein.

Dabei sollte das PCR-Produkt ca. 200 Basenpaare lang sein und nur
ausschlieBlich im codierenden Bereich der DNS des gewlinschten Pro-
teins liegen. Als Artenspezifitdt wurde ausschlieBlich Ratte und Maus

festgelegt.
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Die Gensequenz wurde in den Datenbanken des NCBI gefunden und

die Primer-Sequenz mit dem frei
mer30utput (http://frodo.wi.mit.edu/) erstellt.

zuganglichen Programm Pri-

Danach wurde die

Spezifitdt durch Suche nach zufélligen Ubereinstimmungen mit ande-

ren Genen mittels Megablast

(http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/)

Uberpruft.
2.2.5.1 Primerliste
Primer-Name | AC Nr. Primer-Sequenz CDS PLITa|] Zy
mo-TGF-B-1-se [@aj00986 [TGGAAATCAACGGGATCA [868-2040 |344|58 |35
2 G
mo-TGF-B-1-as CGGGTTGTGTTGGTTGTA
GA
mo-TGF-B-2-se |[nm TGGATCAGTTTATGCGCAA|1218-2462 |308|58 |35
009367 |G
mo-TGF-B-2-as GCGGACGATTCTGAAGTA
GG
mo-TGF-B-3-se [nm TTCGACATGATCCAGGGAC|611-1843 [226]|55 |35
009368 |T
mo-TGF-B-3-as GCTTGGCTATGTGCTCATC
C
mo-MMP-13-se [nmO0086 |[GGCCACCTTCTTCTTGTTG [11-1429 247160 |40-
07 A 45
mo-MMP-13-as GGTGGGATCATCAAGTTTG
mo-Col-lll-se x52046 [GAGGAAACAGAGGTGAAA |118-4512 26955 j40
GA
mo-Col-lll-as ITTTCGAGAACCATCAGG
mo-Col-IV-as [j04694 |AGGCACACCTTTTTCTCCA [132-5141 |255|58 |45
G
mo-Fibronectin- [x82402 |CATTCCTGGCCACCTTAAC|1-821 297161 |25-
se T 35
mo-Fibronectin- TCGCTCAGCTCATACTCCA
as |C
mo-Laminin-a3- [x84013 |CCACCTCTGAACACCAAGG|255-199 389
se |C
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mo-Laminin-a3- TGTTCTCTGGGGCTGATG
as GT
mo-MMP2-se nmO0086 |[CCCTCAAGAAGATGCAGA |44-2032 340|158 |42
10 AGTT
mo-MMP2-as CCATCAAACGGGTATCCAT
C
mo-MMP7-se nmMO0108 |[CTAGGCGGAGATGCTCAC |50-844 212
10 TT
mo-MMP7-as TTCTGAATGCCTGCAATGT
IC
mo-MMP9-se nmMO0135 |AGACGACATAGACGGCAT [Komplett 298161 |45
99 ICC
mo-MMP9-as ATTGTCTGCCGGACTCAAA
G
mo-MMP14-se |nmO0086 |[CTTCCGAGAAGTGCCCTAT|173-1921 |291|55 |35
08 G
mo-MMP14-as TCGGAGGGATCGTTAGAA
TG
mo-TIMP-1-se |[nm0115 |[CGAATCAACGAGACCACCT|Komplett 243
93 T
mo-TIMP-1-as AGTACGCCAGGGAACCAA
G
mo-TIMP-2-se |nm0115 |[CTGGACGTTGGAGGAAAG |227-889 285|58 |30-
94 AA 35
mo-TIMP-2-as TCTCTTGATGCAGGCGAAG
mo-TIMP-3-se Nn2101159 CCACGTGCAGTACATTCAC 194161 |30
5. AC
mo-TIMP-3-as CCAGGTGGTAGCGGTAAT
TG
mo-Col-la2-se |nmO0077 |GAGTTAATGGTGCCCCTG [80-4201 195|161 |30
43 GT
mo-Col-la2-as GTTCACCTCGGTTTCCATG
T

Tabelle 3: Primerliste

CDS:

fir das entsprechende Protein kodierender Bereich der DNS, PL: PCR-

Produktlange (Basen-Anzahl), Ta: Annealing-Temperatur des Primerpaares, AC-
Nummer: Zugriffsnummer auf der Website: www.ncbi.nlm.nih.gov, Zy: In der PCR
genutzte Zyklenzahl. Die Primersequenzen wurden von Sigma-Ark (Darmstadt, D)
bezogen; Col: Kollagen. Die Lyophilisate wurden in DEPC-Wasser aufgelést und auf
100 pmol/ul eingestellt.
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2.2.6 Mengen und Konzentrationen fir 1 PCR Ansatz.

10 ul | PCR Master Mix (PROMEGA)

8 ul Nuklease freies Wasser (PROMEGA)

1 Produkt der  Reversen-Transkriptase-
Reaktion
1 ul Primer (je 0,5ul von se.- und as.- Primer)

Tabelle 4: Komponenten und entsprechende Mengen eines PCR-Ansatzes.

2.2.7 Vorabtests und Optimierung der PCR

Die optimale Annealing-Temperatur jedes Primer-Paares wurde mit-
tels eines Gradienten-Cyclers (Eppendorf Mastercycler Gradient) er-
mittelt. Danach wurde die optimale Zyklenzahl wie folgt ermittelt: Die
PCR Reaktion wurde mit steigender Zyklenzahl bei der optimalen
Annealingtemperatur durchgefihrt und die Menge des Produktes mit-
tels Gelelektrophorese und digitaler Auswertung ermittelt. Es wurde
nun flr jedes Primerpaar die entsprechende Zyklenzahl ausgewahlt,
die sich bezlglich der Produktmenge mitten im linearen Bereich be-
fand.

2.2.8 Agarosegel-Elektrophorese

1 g Agarose wurde mit 100 ml 1x TBE-Puffer versetzt, danach in der
Mikrowelle bei 1000 W aufgekocht. AnschlieBend erfolgte das GieBBen

des Gels nach Zugabe von 1pul Ethidiumbromid.

Probenvorbereitung: 20ul PCR Produkt wurden mit 20ul Loadingbuffer
versetzt und gemischt. Zwecks Zuordnung der Fragmentlange der
Proben wurde in der Mitte der Probenreihe eine DNA-Leiter (100bp
DNA Ladder Promega) aufgetragen. Zum  Starten des
Elektrophoresevorgangs in einer ReadySubCell GT-Kammer (BioRad)

wurde eine Spannung von 100 V angelegt.
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Nach Beendigung der Elektrophorese erfolgt die Auswertung mit Hilfe
eines digitalphotographischen Dokumentationssystems.

2.2.9 Beispiele fur Primer-Einstellung

Temperaturtest
MMP-2 TGFR-1

& A P

Ta: 55°C 57°C 61°C 55°C 57°C 61°C

Abbildung 9: Agarosegelelektrophorese. Ta: Annealing-Temperatur

Die Abb. zeigt einen beispielhaften Temperaturtest mit einem Gradienten von 55 bis
61 °C. Der zu testende Temperaturbereich orientierte sich um die errechnete
Annealingtemperatur. In typischer Weise zeigt sich eine abnehmende PCR-
Produktmenge bei ansteigender Annealing-Temperatur.

Zyklentest
TIMP-3 Kollagen-I

ZZ: 20 25 30 35 40 20 25 30 35 40 L

Abbildung 10: Agarosegelelektrophorese. ZZ: Zyklenanzahl, L: GréBenstandard

Die Abb. zeigt einen Zyklentest in 6 Stufen zwischen 20 und 45 Zyklen in 5er
Schritten. Hierbei wurden die zuvor im Temperaturtest ermittelten Annealing-
temperaturen verwendet. Typischerweise zeigt sich eine Zunahme der PCR-
Produktmenge mit ansteigender Zyklenanzahl.
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2.3 Zymographie

Die Zymographie wurde als Methode zur Darstellung enzymatischer
Aktivitat von Matrix-Metalloproteinasen, die eine Zuordnung des En-
zyms hinsichtlich seines Molekulargewichtes und seiner Substratspe-
zifitat zulasst, benutzt. Dazu wurde der Zellkulturiiberstand der
transfizierten Zellen als Probe genommen, sofort in flissigem Stick-

stoff gefroren und bei -80°C gelagert.
Probenvorbereitung:

Herstellung einer Verdinnungsreihe und mischen der Probe mit Pro-
benpuffer (2x SDS Laufpuffer mit 50% Glyzerin und Bromphenol-
blau).

Fir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde ein 10%-Laufgel

mit Proteinzusatz sowie ein 5%-Sammelgel gegossen.

Beim Herstellen des Laufgels wurde anfangs das doppelt destillierte
Wasser (ddH20) auf 37°C erwarmt und 1mg Collagen (Promega)
bzw. 1mg Gelatin (Sigma) darin aufgeldst. Die gegossenen Laufgele
wurden mit Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wur-
de das Isopropanol abgesaugt und das Sammelgel gegossen. Die
Proben wurden auf die in der Elektrophoresekammer vorbereiteten
Protein-Gele aufgebracht. Als GréBenstandard wurde ein vorgefarbter
Proteinmarker-Mix (SeeBluePlus II, Invitrogen) aufgetragen und an-
schlieBend die Elektrophorese durch Anlegen eines Stromes von

15mA gestartet.

Das Gel wird kurz mit dd H20 abgespult und danach fir ca. 1h in
100 ml Triton-X-100-Lésung (25g/1000mI ddH20) mit Wechsel nach
30 Minuten inkubiert.

Danach wird 1x mit Development-Puffer gespilt und fir 12 h im RUtt-
ler bei 37°C inkubiert.
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2.3.1 Farben:

Das Gel wurde fur 10min mit ddH20 gewaschen und danach flr 45
min bei 37°C in einer frisch angesetzten Losung aus 40ml Methanol,
0,5g Comassie Blue, 10ml Eisessig und 50m| ddH20 inkubiert.

2.3.2 Entfarben

Eine L6ésung aus 40ml Methanol, 10ml Eisessig, 50ml bidestilliertes
Wasser wurde hergestellt, und das Gel darin inkubiert. Dabei wurde
die L6sung anfangs ofters gewechselt. Der Waschvorgang wurde so
lange durchgefuhrt, bis die durch die enzymatische Reaktion verur-

sachten Matrixlasionen als Banden deutlich sichtbar wurden.

2.4 Datenanalyse
2.5 PCR

Die Ergebnisse der Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte wur-
den mit Hilfe eines digitaloptischen Aufzeichnungsgerates im TIF-
Format aufgenommen und gespeichert. AnschlieBend wurden die Bil-

der in die Auswertungssoftware AIDA (http://www.raytest.com) im-

portiert. Mit dem Programm konnte anhand des importierten Bildes
eine Densitometrie-Kurve jeder zu vermessenden Bande erstellt wer-
den. Der nun von der Software gelieferte Rohwert stellt das Integral
der Densitometrie-Kurve einer Bande abzuglich des Hintergrundraus-
chens dar. Diese Werte sind innerhalb eines ausgewerteten Agarose-
Gels der Menge an PCR-Produkt proportional und entsprechen somit
relativ der jeweiligen Expressionsstarke. Nach Import aller Rohdaten
in Excel erfolgte eine innere Normierung auf die mittlere Expressions-
starke aller Rohwerte eines vermessenen Gens inklusive der zugeho-
rigen GAPDH Doppelbestimmungen. Diese innere Normierung erfolgte
innerhalb der o.g. Versuchsanordnungen entsprechend V1, V2 und V3

getrennt.
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2.6 Normierung

Zur ,biologischen® Normierung bezlglich etwaiger Unterschiede in
RNA-Praparation und der c-DNA-Synthese-Effizienz erfolgte eine
Normierung auf ein sogenanntes , Housekeeping"-Gen, von welchem
man annimmt, dass es eine relativ konstante Expression erfahrt. Als
solches Gen wurde die Glycerinaldehyde-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) ausgewahlt. Nach Barber et al. zeigt sie nur eine geringe
Expressionsvarianz innerhalb eines Gewebetypus (Barber, Harmer et
al. 2005).

GAPDH-Doppelbestimmung
aPKB iPKB pIRES KFB L aPKB iPKB pIRES KFB
— — — — e SIS S S—
D1V2 D1V2

Abbildung 11 Agarosegelelektrophorese. Exemplarische GAPDH-Doppelbestimmung.
aPKB: aktive AKT/PKB-Mutante, iPKB: inaktive AKT/PKB-Mutante, pIRES: Leervek-
tor, KFB: native Kardiofibroblasten, D1: erster Experimentaldurchlauf, V2:
konfluente KFB unter Serumentzug, L: GréBenstandard. Die Abbildung zeigt exemp-
larisch die Expressionsstarken der GAPDH. Diese wurden zur Normierung genutzt.
Jeweils eine Doppelbestimmung wurde durchgefihrt.

Nach erfolgter Normierung mit Hilfe der GAPDH-Expressionsdaten
wurde die deskriptive Statistik erstellt. Die aus drei Doppelbestim-
mungen entstanden 6-er Gruppen von normierten Daten wurden auf
Normalverteilung mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test Uberprift. Mit
Hilfe des zweiseitigen t-Tests nach Student bei gleichen Varianzen

wurden die Wertegruppen mit 1) aktiver PKB/AKT, 2) inaktiver
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PKB/AKT, 3) Leervektor gegen die Kontrolle mit nativen
Kardiofibroblasten getestet. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 ge-
wahlt. Zur weiteren Absicherung der Testergebnisse wurde der nicht-
parametrische Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Seine Ergebnisse

bestatigten die Ergebnisse der t-Tests.

2.7 Zymographie

Die Zymographie-Gele wurden mit Hilfe eines digitaloptischen Auf-
zeichnungssystems fotografiert und im TIF-Format gespeichert. Mit
0.g. Software wurde die densitometrischen Rohdaten unter Subtrakti-
on des Hintergrundrauschens erstellt, anschlieBend wie oben be-
schrieben intern normiert und zur Leervektorkontrolle ins Verhaltnis

gesetzt.

53



3 Ergebnisse

Fir die Analyse der PKB induzierten Genexpression war es wichtig,
Artefakte durch die Transfektion auszuschlieBen. Dazu wurde die
Genexpression (mittels PCR gemessen) zwischen untransfizierten Zel-
len und nach Transfektion mit einem Kontroll-Vektor enthaltenden

Adenovirus verglichen.

3.1.1 Einfluss des Leervektors auf die Expression der untersuchten
EZM-Proteine

Relative Genexpression (MW=%SD)
Gen
Vi P/A V2 P/A V3 p/A
+ + +
MMP 0,89+0,21 1,07+0,19 0,94+0,26 LV
0,55 0,62 0,74
2 0,82+0,18 1,15+0,33 0,90+0,19 KFB
0,94+0,30 1,09+0,14 0,93+0,16 LV
MMP
0149 0106 0,51
° 0,82+0,18 0,90+0,08 0,84+0,26 KFB
+ + +
MMP 0,70£0,13 0,69+0,19 0,81+0,15 LV
0195 0107 0,68
13 0,69+0,25 0,95+0,24 0,86+0,27 KFB
MMp | 0:96+0,12 1,00+0,12 1,03+0,07 LV
0,93 0,54 0,57
14 0,95+40,08 1,04+0,12 1,07+0,14 KFB
1,05+40,07 0,97+0,06 0,96+0,10 LV
Col I 0,64 0,12 0,12
1,03+40,08 1,0640,10 1,04+0,05 KFB
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col | 1:05+0.21 1,07+0,18 1,05+0,11 LV
0,87 0,64 0,61
I 14 074014 1,1240,13 1,0240,10 KFB
Col k.D. k.D. k.D. LV
v KFB
TGrp | 0:95+0.12 0,9940,13 0,96+0,08 LV
0,51 0,97 0,49
1 1 0,90+0,13 0,99+0,15 1,0140,13 KFB
TGFp | 0:89+0,10 0,95+0,14 0,92+0,06 | o4 | LV
0,18 0,23
2 | 0,98+0,06 1,04+0,06 1,01+0,06 2% | KFB
TGrp | 0-91+0.20 1,07+0,19 1,03+0,14 LV
0,06 0,83 0,32
3 | 1.02+0,07 1,09+1,02 1,1140,15 KFB
T1mp | 0.94+0,08 1,05+0,18 0,94+0,11 LV
0,13 0,69 0,37
2 | 1.09+0,17 1,08+0,06 1,04+0,21 KFB
Timp | 0:99+0,12 1,03+0,1 0,96+0,10 | o4 | LV
0,83 0,01
II 14 014011 1,04+0,03 1,13+0,11 | ~15% | kFB
0,97+0,15 1,0140,14 1,05+0,13 LV
Fibro 0,92 0,18 0,70
0,98+0,09 1,1340,14 1,07+0,07 KFB

Tabelle 5: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse mittels RT-PCR. Einfluss des
Leervektors auf die Transkription.

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, LV: Leer-Vektor, KBF: native
Kardiofibroblasten, V1: Zellen proliferierend ohne Kontakthemmung, Stimulation
mit Hyclone-Kalbsserum, V2: Zellen in Ruhe unter Serumentzug, Kontaktinhibition,
V3: Restimulation von Zellen in V2 mit Hyclone Kalbsserum, p: aus dem Vergleich
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beider Mittelwerte im t-Test resultierender p-Wert, A: Veranderung in der relativen
Genexpression in %, dabei gilt KFB £ 100% (nur bei p<0,05 angegeben).

Die Ergebnisse unter Tabelle 5 zeigen, dass die Transfektion des
Kontrollviruses bei den meisten Fallen keinen signifikanten Einfluss
auf die Genexpression der untersuchten Gene hat. Lediglich bei
TGFB2 und TIMP-III konnte eine signifikante Anderung der Genex-
pression begrenzten AusmaBes festgestellt werden. Auch scheint es
im Falle der MMP-9 bei den konfluenten ruhenden Zellen (V2) einen
nicht signifikanten Trend (Induktion der Expression nach Infektion) zu

geben.

Zur Analyse der differentiellen Genexpression ausgewahlter
fibroserelevanter Gene in Abhangigkeit der PKB/AKT, wurden kardiale
Fibroblasten der Maus mit konstitutiv aktiven und inaktiven Varianten
der PKB adenoviral transfiziert. Die Uberexpression der PKB/AKT Mu-
tanten wurde durch Verwendung einer im Vektorkonstrukt enthalte-
nen IRES-Sequenz (Internal Ribosome Entry Site) und mittels Fluo-
reszenz des verwendeten Reportergens EGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein) sichergestellt. Die Uberexpression der PKB/AKT
Mutanten wurde von mir mittels Western-Blotting gegen das

Hamagglutinin-Tag Uberprift.
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kDa* Transfektionsnachweis mittels Westernblot

59 - -- < PKB

aPKB IPKB pIRES KFB

Abbildung 12: Western-Blot zum Nachweis des Transfektionserfolgs mit primarem
Antikdrper gegen das Hadmagglutinin-Tag.

aPKB: aktive AKT/PKB Mutante, iPKB: inaktive AKT/PKB Mutante, pIRES: Leervek-
tor, KFB: native Kardiofibroblasten, kDa: Molekulargewicht.

Die Abbildung zeigt die bei ca. 59 kDa liegenden Banden der PKB, die durch den
Antikorper gegen das HA-Tag detektiert wurden. Der Transfektionserfolg bei der
aktiven PKB-Mutante (aPKB) war etwas besser als der bei der inaktiven PKB-
Mutante.

Im Anschluss wurde die Expression relevanter Gene mittels RT-PCR
Uberprift. Unter 4.1.2 und 4.1.3 sind die Ergebnisse der Wirkung ei-
ner Uberexpression einer aktiven bzw. inaktiven PKB auf die Expres-
sion der signifikant veranderten MMP-2, -9 und -13 zusammenfas-
send in Tabellenform dargestellt. Die einzelnen Ergebnisse werden

dann im Folgenden beschrieben.

3.1.2 Auswirkung einer aktiven PKB auf die Genexpression der MMP-
2/-9/-13

Relative Genexpression (MW=xSD) 2
MMP

\l P/A V2 P/A V3 p/A

2 1,32+0,26 | 0,001 | 0,79+0,11 0,03 | 0,76+0,35 0,36 | aPKB
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o) - o)

0,82+0,18 +60% 1,15+0,33 31% 0,90+0,19 KFB

0,96+0,52 0,75+0,18 0,73+0,12 aPKB
9 0,63 0,19 0,43

0,82+0,18 0,90+0,08 0,84+0,26 KFB

1,02+0,47 0,52+0,28 | g2 | 0,88+0,40 aPKB
13 0,21 0,91

0,69+0,25 0,95+0,24 | “45% | 0,86+0,27 KFB

Tabelle 6: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse mittels RT-PCR. Einfluss der kon-
stitutiv aktiven AKT/PKB-Mutante auf die Genexpression.

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, aPKB: konstitutiv aktive AKT/PKB-
Mutante, KBF: native Kardiofibroblasten, V1: Zellen proliferierend ohne Kontakt-
hemmung, Stimulation mit Hyclone-Kalbsserum, V2: Zellen in Ruhe unter Serum-
entzug, Kontaktinhibition, V3: Restimulation von Zellen in V2 mit Hyclone Kalbsse-
rum, p: aus dem Vergleich beider Mittelwerte im t-Test resultierender p-Wert, A:
Veranderung in der relativen Genexpression in %, dabei gilt KFB £ 100% (nur bei
p<0,05 angegeben), (alle anderen, nicht aufgefiihrten Gene zeigen keine entspre-
chend hohe und signifikante AKT/PKB-abhangige Regulation ihrer Expression auf m-
RNS-Ebene)

3.1.3 Expression der MMP-2/-9/-13 nach transienter Transfektion mit
konstitutiv inaktiver PKB

Relative Genexpression (MW=%SD)

MMP

Vi1 P/A V2 P/A V3 p/A

1,10£0,25 | g4 | 1,01£0,11 1,40£0,50 | 4 | iPKB
2 0,36

0,82+0,18 | +33% | 1,15+0,33 0,90+0,19 | +56% | krB

1,38+0,31 0,03 1,27+0,11 0,00 1,55+0,47 0,02 iPKB
9

0,82+0,18 | ¥70% | 0,90+0,08 | *42% | 0,84+0,26 | +86% | KkFB

2,00£0,65 | o1 | 1,76+0,30 | ggg | 1,40%0,14 | oo | iPKB
13

0,69+0,25 | 189% | 0 95+0,24 | ¥85% | 0,86+0,27 | ¥63% | KkFB
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Tabelle 7: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse mittels RT-PCR. Einfluss der kon-
stitutiv inaktiven AKT/PKB-Mutante auf die Genexpression.

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, iPKB: konstitutiv inaktive AKT/PKB-
Mutante, KBF: native Kardiofibroblasten, V1: Zellen proliferierend ohne Kontakt-
hemmung, Stimulation mit Hyclone-Kalbsserum, V2: Zellen in Ruhe unter Serum-
entzug, Kontaktinhibition, V3: Restimulation von Zellen in V2 mit Hyclone Kalbsse-
rum, p: aus dem Vergleich beider Mittelwerte im t-Test resultierender p-Wert, A:
Veranderung in der relativen Genexpression in %, dabei gilt KFB £ 100% (nur bei
p<0,05 angegeben), (alle anderen, nicht aufgefiihrten Gene zeigen keine entspre-
chend hohe und signifikante AKT/PKB-abhangige Regulation ihrer Expression auf m-
RNS-Ebene)

3.1.4 Ergebnisse der untersuchten Gene, bei denen sich keine ent-
sprechend hohen und signifikanten Abhangigkeiten der Genex-

pression bezlglich der PKB/Akt-Funktion darstellte

3.1.4.1 Auswirkung einer aktiven PKB auf die Genexpression der

verschieden EZM-Proteine

Relative Genexpression (MW=%SD)
Gen
V1 P/A V2 P/A V3 p/A
vmp | 1.04+0,17 1,0040,09 0,89+0,18 aPKB
0,35 0,48 0,13
14 16 95+0,08 1,04+0,12 1,07+0,14 KFB
1,04+0,20 0,92+0,10 | o4 | 0,91+0,12 aPKB
Col I 0,90 0,052
1,03+0,08 1,06+0,10  ~13% | 1 0440,05 KFB
col | 065+0,52 0,76+0,36 0,88+0,09 | o3 [aPKB
0,11 0,06
I 14 074014 1,1240,13 1,02+0,10 | “13% | kFB
Col k.D. k.D. k.D. aPKB
v KFB
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TGEp | 0:90+0,49 0,97+0,19 1,04+0,11 aPKB
0,99 0,84 0,63
1 1 0.90+0,13 0,99+0,15 1,0140,13 KFB
TGFp | 0/68+0,53 1,1040,08 0,98+0,04 aPKB
0,22 0,21 0,48
2 | 0,98+0,06 1,04+0,06 1,01+0,06 KFB
TGEp | 0/96+0,49 0,99+0,10 0,90+0,01 | oo, [aPKB
0,75 00,13
3 1,02+0,07 1,09+1,02 1,11+0,15  ~19% | kFB
T1mp | 0:89+0,45 1,0240,10 0,95+0,07 aPKB
0,33 0,25 0,55
2 | 1,09+0,17 1,08+0,06 1,04+0,21 KFB
Tvp | 112+0,23 1,04+0,07 0,9140,13 | ¢, |aPKB
0,32 0,91
II 14 014011 1,04+0,03 1,13+0,11 | ~20% | kFB
1,1040,10 0,94+0,22 0,94+0,03 | 4o, |2aPKB
Fibro 0,06 0,12
0,98+0,09 1,1340,14 1,07+40,07  ~12% | kFB

Tabelle 8: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse mittels RT-PCR. Einfluss der kon-
stitutiv aktiven AKT/PKB-Mutante auf die Genexpression. Gezeigt werden hier die
Ergebnisse ohne Signifikanz bzw. die ergebnisse mit Signifikanz,die jedoch im ent-
sprechenden Vergleich der Mittelwerte eine Verdnderung der relativen Genexpressi-
on von unter 30% aufwiesen.

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, iPKB: konstitutiv inaktive AKT/PKB-
Mutante, KBF: native Kardiofibroblasten, V1: Zellen proliferierend ohne Kontakt-
hemmung, Stimulation mit Hyclone-Kalbsserum, V2: Zellen in Ruhe unter Serum-
entzug, Kontaktinhibition, V3: Restimulation von Zellen in V2 mit Hyclone Kalbsse-
rum, p: aus dem Vergleich beider Mittelwerte im t-Test resultierender p-Wert, A:
Veranderung in der relativen Genexpression in %, dabei gilt KFB £ 100% (nur bei
p<0,05 angegeben)
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3.1.4.2

Expression extrazelluldrer Matrixproteine nach transienter

Transfektion mit konstitutiv inaktiver PKB

Relative Genexpression (MW=%SD)

Gen
V1 P/A V2 P/A V3 p/A
Mmp | 1/05+0,10 0,91+0,11 1,02+0,04 iPKB
0,12 0,07 0,47
14 16 9540,08 1,04+0,12 1,07+0,14 KFB
0,82+0,22 0,90+0,11 | (o3 | 0,99+0,12 iPKB
Col I 0,06 0,34
1,03+0,08 1,06+0,10  ~14% | 1 0440,05 KFB
col | 0:92+0,19 0,89+0,14 | 4o, | 1,01+0,08 iPKB
0,24 0,97
I 14 074014 1,1240,13 | "20% | 1 0240,10 KFB
Col k.D. k.D. k.D. iPKB
v KFB
TGFp | 0:91+0.45 1,0140,12 0,97+0,18 iPKB
0,94 0,83 0,64
1 1 0.90+0,13 0,99+0,15 1,01+0,13 KFB
TGEp | 0.85+048 0,9140,04 | 4oy | 1,07+0,09 iPKB
0,57 0,25
2 | 0.98+0,06 1,04+0,06 | ~13% | 101+0,06 KFB
TGFp | 0:94+0,15 0,92+0,12 | ¢4 | 0,94+0,12 | ¢ oo | iPKB
0,28
3 1,0240,07 1,09+41,02 | "16% | 4 1140,15 | "16% | kFB
Timp | 0,94+0,15 | 0,18 | 0,80+0,09 | 0,001 | 1,01+0,13 | 0,80 | iPKB
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-26%
2 1,09+0,17 1,08+0,06 ° | 1,04+0,21 KFB

TIMP 0,86+0,10 0,04 0,86+0,04 0,001 0,96+0,08 iPKB

0,03

I g 0140,11 | "15% | 1044003 | "17% | 11340,11  ~15% | kFB
0,98+0,12 0,91+0,09 | oy | 0,86+0,08 | 0. | IPKB

Fibro 0,97 )
0,98+0,09 1,13+0,14 | "20% | 1 0740,07 | V% | kFB

Tabelle 9: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse mittels RT-PCR. Einfluss der kon-
stitutiv aktiven AKT/PKB-Mutante auf die Genexpression. Gezeigt werden hier die
Ergebnisse ohne Signifikanz bzw. die Ergebnisse mit Signifikanz, die jedoch im ent-
sprechenden Vergleich der Mittelwerte eine Verdanderung der relativen Genexpressi-
on von unter 30% aufwiesen.

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, iPKB: konstitutiv inaktive AKT/PKB-
Mutante, KBF: native Kardiofibroblasten, V1: Zellen proliferierend ohne Kontakt-
hemmung, Stimulation mit Hyclone-Kalbsserum, V2: Zellen in Ruhe unter Serum-
entzug, Kontaktinhibition, V3: Restimulation von Zellen in V2 mit Hyclone Kalbsse-
rum, p: aus dem Vergleich beider Mittelwerte im t-Test resultierender p-Wert, A:
Veranderung in der relativen Genexpression in %, dabei gilt KFB £ 100% (nur bei
p<0,05 angegeben)

3.2 Ergebnisse der Analyse der differentielle Genexpression

Die Ergebnisse der Expressionsanalysen mittels PCR lassen sich wie

folgt zusammenfassend beschreiben.

% Die Transfektionsmethode als auch der leere Vektor haben kei-
nen signifikanten Einfluss auf die Expression der untersuchten
Gene. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die weiter
unten aufgezeigten Veranderung in der differentiellen Genex-
pression der untersuchten Gene auf die Uberexpression der AKT

Mutanten zurickzufihren ist.

Eine differentielle, vom Aktivitatsstatus der PKB/AKT abhdngige Re-
gulation der Genexpression auf Transkriptionsebene zeigte sich vor

allem bei den Matrix-Metalloproteinasen -2; -9 und -13. Alle anderen
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untersuchten Gene zeigten keine entsprechend hohe und signifikante

Veranderung der transkribtierten m-RNS-Menge.

> Die MMP-13 betreffend:

MMP-13 Genexpressionsanalyse
3,50 1
3,00 +
2,50
2,00 + Vi
150 1 nyv2
"v3
1,00 +
0,50
0,00 +
PKB aktiv PKBinaktiv PIRES CF8
— V1
— ' V2
PKB aktiv PKB inaktiv pIRES KFB

Abbildung 13: Balkendiagramm und Agarosegelelektrophorese. Ergebnisse der

MMP-13 Genexpressionsanalyse.

PKB aktiv: aktive AKT/PKB-Mutante, iPKB: inaktive AKT/PKB-Mutante, pIRES: Leer-
vektor, KFB: native Kardiofibroblasten, V1: Zellen proliferierend ohne Kontakthem-
mung, Stimulation mit Hyclone-Kalbsserum, V2: Zellen in Ruhe unter Serumentzug,
Kontaktinhibition, V3: Restimulation von Zellen in V2 mit Hyclone Kalbsserum. Die

signifikanten Ergebnisse sind mit ,*" gekennzeichnet.

= zeigte sich ein hochsignifikanter (p<0,01) Anstieg der

transkribtierten m-RNS-Menge bei Uberexpression der kon-

stitutiv negativen Mutante der PKB/AKT. Im Vergleich mit

nativen Kardiofibroblasten war der Anstieg um ca. 189% bei

63




proliferierenden Kardiofibroblasten (V1) am gréBten und bei
Serum-Restimulation konfluenter Kardiofibroblasten (V3) mit
63% am kleinsten. Bei ruhenden Kardiofibroblasten unter
Serumdeprivation (V2) betrug der Anstieg rund 85% und lag

somit knapp Uber dem Anstieg von V3.

= Des Weiteren zeigen die gewonnenen Expressionsdaten eine
Reduktion der Expression im Setting V2, bei Zellen mit
Uberexpremierter konstitutiv aktiver PKB/AKT Mutante. Der
Abfall betragt etwa 45% bei einem Signifikanzniveau von
unter 0,05.

> Die MMP-9 betreffend:
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MMP-9 Genexpressionsanalyse

2,50 -
2,00 1
1,50 1
mvi
mVv2
1,00 +
mv3
0,50 +
0,00 +
PKB aktiv PKB inaktiv pIRES KFB
< V1
V2
V3
PKB aktiv PKB inaktiv pIRES KFB

Abbildung 14: Balkendiagramm und Agarosegelelektrophorese. Ergebnisse der
MMP-9 Genexpressionsanalyse.

PKB aktiv: aktive AKT/PKB-Mutante, iPKB: inaktive AKT/PKB-Mutante, pIRES: Leer-
vektor, KFB: native Kardiofibroblasten, V1: Zellen proliferierend ohne Kontakthem-
mung, Stimulation mit Hyclone-Kalbsserum, V2: Zellen in Ruhe unter Serumentzug,
Kontaktinhibition, V3: Restimulation von Zellen in V2 mit Hyclone Kalbsserum. Die
signifikanten Ergebnisse sind mit ,*" gekennzeichnet.

= Ahnlich wie bei der MMP-13 kommt es bei Uberexpression
von konstitutiv inaktiver PKB/AKT in Kardiofibroblasten zu
einer Steigerung der Genexpression auf m-RNS-Ebene. Der
Zuwachs bei Kardiofibroblasten in V1 und V3 betragt ca.
70% bzw. ca. 85% und liegt somit etwa in derselben Gro6-

Benordnung. Bei KFB in Ruhe (V2) besteht immer noch eine
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Steigerung von ca. 40 %. Auf der anderen Seite hat die

Uberexpression der aktive PKB keinen signifikanten Effekt.

Die MMP-2 betreffend:

MMP-2 Genexpressionsanalyse

2,00
1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80 +
0,60 -+
0,40 +
0,20
0,00 +

mvi
mVv2

mVv3

PKB aktiv PKB inaktiv pIRES KFB

PKB aktiv PKB inaktiv pIRES KFB

Abbildung 15: Balkendiagramm und Agarosegelelektrophorese. Ergebnisse der
MMP-2 Genexpressionsanalyse.

PKB aktiv: aktive AKT/PKB-Mutante, iPKB: inaktive AKT/PKB-Mutante, pIRES: Leer-
vektor, KFB: native Kardiofibroblasten, V1: Zellen proliferierend ohne Kontakthem-
mung, Stimulation mit Hyclone-Kalbsserum, V2: Zellen in Ruhe unter Serumentzug,
Kontaktinhibition, V3: Restimulation von Zellen in V2 mit Hyclone Kalbsserum. Die
signifikanten Ergebnisse sind mit ,*" gekennzeichnet.

» Hier stellt sich das Ergebnis etwas komplexer dar. Bei proli-
ferierenden, nicht konfluenten Kardiofibroblasten (V1)
kommt es durch Uberexpression sowohl einer konstitutiv ak-
tiven als auch inaktiven PKB/AKT Mutante zur deutlichen
Steigerung der transkribierten m-RNS Menge. Bei der akti-
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ven AKT/PKB-Mutante ist dabei die signifikante Steigerung
um ca. 60% etwa doppelt so hoch wie bei der inaktiven
PKB/AKT-Form. Abweichend hiervon kommt es in Uberein-
stimmung mit den Versuchen mit der MMP-9 bzw. -13 bei
Serum-Restimulation konfluenter Kardiofibroblasten (V3) zu
einer Steigerung der Genexpression nur bei Uberexpression
der konstitutiv inaktiven PKB/AKT von ca. 60%. Im Gegen-
satz zu Setting V1 bewirkt die Uberexpremierte aktive
Akt/PKB Mutante in V2 einen signifikanten Abfall der tran-

skribierten m-RNS-Menge von ca. 30%.

» Alle anderen 0.g. untersuchten Gene zeigen keine Verande-

rungen der Genexpression auf m-RNS-Ebene.

3.3 Ergebnisse der zymographischen Untersuchungen

Bei den vorhergehenden Untersuchungen waren Akt-abhangig vor
allem Effekte auf die MMPs zu finden; daher sollten diese Effekte mit
den MMPs auf Proteinebene verifiziert werden. Leider waren mit ver-
schiedenen getesteten Antikérpern im Westernblot keine spezifischen
Banden zu detektieren (viele unspezifische Banden), so wurden die
Versuche auf Aktivitatsebene mittels Zymografie weitergeftihrt. Dabei
wird die Art und Menge der von den Kardiofibroblasten synthetisier-
ten MMPs im Extrazellularraum dargestellt. Dazu wurden die Proteine
in den Zellkulturtiberstanden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, an-
schlieBend renaturiert und deren enzymatische Aktivitat in einem Kol-
lagen-(Type-I)-haltigem-Gel und einem Gelatin-haltigen Gel visuali-

siert.

Die Identifikation der zu den Aktivitatsbanden zugehérigen MMPs fiel

aufgrund der nicht eindeutigen Zuordnungsfahigkeit zunachst schwer.
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Hierfir kénnen der ,Smile-Effekt" oder auch eine unzureichende SDS-
Beladung der Proteine verantwortlich sein. Zur Darstellung auf den
Gelatin- bzw. Kollagen-I-Gelen kamen Aktivitatsbanden bei 90-100
kDa und 70-75 kDa, die der MMP-9 bzw. MMP-2 entsprechen. Typi-
scherweise stellen sich bei der Zymographie neben den aktiven En-
zymen auch die latenten Formen dar, da auch diese wahrend des

Renaturierungsvorganges aktiviert werden (Leber and Balkwill 1997).

In Ubereinstimmung mit den Expressionsdaten (Tabelle 5) zeigt sich
auch hier, dass keine der untersuchten MMPs bezlglich der Aktivitat
im Zellkulturtberstand durch die Transfektion per se signifikant be-

einflusst wird (Tabelle 8).

3.3.1 Einfluss des Vektorkonstrukt auf die Aktivitat der MMP-2/-9

Relative MMP-Aktivitat (MW=SD)
MMP

\l P/A V2 P/A V3 p/A
1,18+0,25 11,55+0,17 1,12+0,26 LV

2 0,49 0,46 0,69
102+0,33 1,02+0,68 1,04+0,25 KFB
0,70+0,37 0,85+0,41 0,92%0,17 LV

9 0,68 0,96 0,98
0,60+0,30 0,88+0,54 0,91+20 KFB

Tabelle 10: Ergebnisse der Zymographie-Analyse / Einfluss des Leervektors auf die
Proteinbiosynthese.

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, LV: Leer-Vektor, KBF: native
Kardiofibroblasten, V1: Zellen proliferierend ohne Kontakthemmung, Stimulation
mit Hyclone-Kalbsserum, V2: Zellen in Ruhe unter Serumentzug, Kontaktinhibition,
V3: Restimulation von Zellen in V2 mit Hyclone Kalbsserum, p: aus dem Vergleich
beider Mittelwerte im t-Test resultierender p-Wert, A: Veranderung in der relativen
Genexpression in % (Wert nur bei Signifikanz angegeben), dabei gilt KFB £ 100%.
Alle anderen, nicht aufgefihrten Gene =zeigten keine signifikante AKT/PKB-
abhangige Regulation ihrer Expression auf Proteinebene.
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3.3.2 Einfluss der konstitutiv aktiven AKT/PKB-Mutante auf die Aktivi-
tat der MMP-2/-9

Relative MMP-Aktivitat (MW=SD)
MMP

\l P/A V2 P/A V3 p/A
0,95+0,25 0,53+0,39 0,89+0,42 aPKB

2 0,74 0,49 0,55
102+0,33 1,02+0,68 1,04+0,25 KFB
0,71+0,36 0,53+0,31 1,15+0,26 aPKB

9 0,69 0,53 0,20
0,60+0,30 0,88+0,54 0,91+20 KFB

Tabelle 11: Ergebnisse der Zymographie-Analyse / Einfluss der konstitutiv aktiven
AKT/PKB-Mutante auf die Proteinbiosynthese.

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, aPKB: konstitutiv aktive AKT/PKB-
Mutante, KBF: native Kardiofibroblasten, V1: Zellen proliferierend ohne Kontakt-
hemmung, Stimulation mit Hyclone-Kalbsserum, V2: Zellen in Ruhe unter Serum-
entzug, Kontaktinhibition, V3: Restimulation von Zellen in V2 mit Hyclone Kalbsse-
rum, p: aus dem Vergleich beider Mittelwerte im t-Test resultierender p-Wert, A:
Veranderung in der relativen Genexpression in % (Wert nur bei Signifikanz angege-
ben), dabei gilt KFB £ 100%. Alle anderen, nicht aufgefihrten Gene zeigten keine
signifikante AKT/PKB-abh&ngige Regulation ihrer Expression auf Proteinebene.

Die Daten zur Uberexpression der aktiven Akt-Kinase zeigen, dass
diese auf keine der untersuchten MMPs einen signifikanten Einfluss
hat. Andererseits zeigt sich bei MMP-9 und MMP-2 in Ubereinstim-
mung mit den Expressionsdaten ein Trend zu niedrigeren Werten

nach Transfektion. Durch die groBe Streuung der Werte und durch die

niedrige n-Zahl der Versuche sind die Unterschiede nicht signifikant.
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3.3.3 Einfluss der konstitutiv inaktiven AKT/PKB-Mutante auf die Pro-
teinsynthese der MMP-2/-9

Relative MMP-Aktivitat (MW=xSD)
MMP

Vi1 P/A V2 P/A V3 p/A
1,01+0,25 0,90+0,61 0,95+0,34 iPKB

2 0,93 0,87 0,67
1,02+0,33 1,02+0,68 1,04+0,25 KFB
2,41£0,97 | 0,03 | 2,01%0,40 1,09+0,25 iPKB

9 0,15 0,32
0,60+0,30 | 305% | 0,88+0,54 0,91+20 KFB

Tabelle 12 Ergebnisse der Zymographie-Analyse / Einfluss der konstitutiv inaktiven
AKT/PKB-Mutante auf die Proteinbiosynthese.

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, aPKB: konstitutiv inaktive AKT/PKB-
Mutante, KBF: native Kardiofibroblasten, V1: Zellen proliferierend ohne Kontakt-
hemmung, Stimulation mit Hyclone-Kalbsserum, V2: Zellen in Ruhe unter Serum-
entzug, Kontaktinhibition, V3: Restimulation von Zellen in V2 mit Hyclone Kalbsse-
rum, p: aus dem Vergleich beider Mittelwerte im t-Test resultierender p-Wert, A:
Veranderung in der relativen Genexpression in % (Wert nur bei Signifikanz angege-
ben), dabei gilt KFB £ 100%. Alle anderen, nicht aufgefiihrten Gene zeigten keine
signifikante AKT/PKB-abhangige Regulation ihrer Expression auf Proteinebene.

Schon prima-vista zeigten sich in den meisten Versuchen deutliche
Aktivitatsunterschiede der MMP9 mit héherer enzymatischer Aktivitat
bei inaktiver PKB/AKT im Vergleich zu aktiver PKB/AKT. Dagegen fin-
det man bei der MMP-2 keine Unterschiede bezlglich der Aktivitat.
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Zymographie MMP-9
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Abbildung 16: Balkendiagramm: Zymographie-Ergebnisse der MMP-9,

PKB aktiv: aktive AKT/PKB-Mutante, iPKB: inaktive AKT/PKB-Mutante, pIRES: Leer-
vektor, KFB: native Kardiofibroblasten, V1: Zellen proliferierend ohne Kontakthem-
mung, Stimulation mit Hyclone-Kalbsserum, V2: Zellen in Ruhe unter Serumentzug,
Kontaktinhibition, V3: Restimulation von Zellen in V2 mit Hyclone Kalbsserum. Die

signifikanten Ergebnisse sind mit ,*" gekennzeichnet.

92/86

66

Zymographie

e o -
————————— ——————. L o —
aPKB iPKB pIRES KFB

<— MMP-9

< MMP-2

Abbildung 17: Gelatin-SDS-PAGE-Zymographie im Setting V1.
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aPKB: aktive AKT/PKB Mutante, iPKB: inaktive AKT/PKB Mutante, pIRES: Leervek-
tor, KFB: native Kardiofibroblasten, kDa*: Molekulargewicht idealisiert aus Akool et
al. 2003.

Zusammengefasst zeigen die Daten (Abb. 16 / 17) bei
Kardiofibroblasten mit transient Uberexpremierter konstitutiv inakti-
ver PKB/AKT einen deutlichen Anstieg der Aktivitat von in den Extra-
zellularraum sekretierter MMP-9. Wegen des relativ hohen Molekular-
gewichts handelt es sich dabei wahrscheinlich gréBtenteils um die la-
tente pro-MMP-9. Dieser Effekt ist bei proliferierenden nicht
konfluenten KFB (V1) am deutlichsten, bei ruhenden KFB im Stadium
der Konfluenz (V2) am niedrigsten, und nach Serum-Restimulation
nicht mehr ausgepragt. Der Vergleich zwischen KFB mit konstitutiv
aktiver PKB/AKT, KFB mit Leervektor und nativen KFB zeigt keine Un-
terschiede auf dem Niveau einer relativ niedrigen Enzymsekretion
(Abb. 15).

Zymographie MMP-2
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Abbildung 18: Balkendiagramm: Zymographie-Ergebnisse der MMP-2.
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PKB aktiv: aktive AKT/PKB-Mutante, iPKB: inaktive AKT/PKB-Mutante, pIRES: Leer-
vektor, KFB: native Kardiofibroblasten, V1: Zellen proliferierend ohne Kontakthem-
mung, Stimulation mit Hyclone-Kalbsserum, V2: Zellen in Ruhe unter Serumentzug,
Kontaktinhibition, V3: Restimulation von Zellen in V2 mit Hyclone Kalbsserum. Die
signifikanten Ergebnisse sind mit ,*" gekennzeichnet.

Bei der MMP2 zeigen sich keine nennenswerten Unterschiede in der
Enzymaktivitat in Abhangigkeit von der PKB/AKT-Aktivitat. Beim rein
visuellen Vergleich der durchschnittlichen Enzymaktivitaten in den
Zellzustanden entsprechend V1/V2 und V3, zeigt sich eine deutliche

Abhangigkeit vom Zellzustand.

Bei proliferierenden, nicht konfluenten KFB (V1) besteht die hochste
basal produzierte Enzymmenge, bei ruhenden Zellen unter Serument-
zug (V2) die niedrigste. Dabei stellt sich die MMP-2 bei ruhenden
Kardiofibroblasten (V2) nicht mehr im flr die Gelatinase sensitiven
Gelatin-Gel dar. Nach erfolgter Serum-Restimulation in Konfluenz ist
sie dann wieder nachweisbar, jedoch schwacher als bei primar stimu-
lierten Zellen (V1). Dies korreliert mit der allgemeinen Aktivitat der

Zellen in diesen drei Zellzustanden.

3.3.4 Ergebnisse bezlglich der MMP-13 in der Zymographie

Auch bei der MMP-13 kann keine Beziehung zwischen m-RNS Menge
und entsprechendem Zymographie-Ergebnis gezeigt werden. Obwohl
es zu einer Steigerung der relativen m-RNS Menge um 180 % kam,
war die MMP-13 in der entsprechenden und allen anderen Proben
zymographisch nicht nachweisbar, wohl aber in der MMP-13-Positiv-

Kontrolle.
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4 Diskussion

4.1.1 Beziehung zwischen messenger-RNS und Protein

Versucht man die Ergebnisse der PCR-Analyse und der Zymographie
in Zusammenhang zu bringen, zeigt sich unter den untersuchten Ge-
nen lediglich bei der MMP-9 eine zumindest teilweise entsprechende
Korrelation zwischen dem in der RT-PCR gemessenen relativen m-
RNS-Menge und der in der Zymographie sich darstellenden Aktivitat
(Proteinmenge). Hierbei zeigt sich ein deutlicher Anstieg der MMP-9-
m-RNS-Menge bei Uberexpremierter inaktiver PKB/AKT. Korrespon-
dierend dazu stellt sich in der Zymographie ein massiver Zuwachs in
der der MMP-9 entsprechenden Enzymaktivitat bei proliferierenden
KFB unter Serumstimulation dar. Auch bei konfluenten sich nicht tei-
lenden KFB unter Serumentzug (V2) ist diese Konstellation noch
deutlich erkennbar. Im Gegensatz dazu, existiert bei den Zellen in V3
(Restimulation bei Konfluenz) nur noch eine der MMP-9-
entsprechende Enzymaktivitat auf der Ebene der verwendeten Kon-
trolle, obwohl die dazugehdrige m-RNS-Menge im Vergleich mit den

zwei zuvor genannten die Hochste war.

Bezuglich der MMP-2 und MMP-13 besteht keine Korrelation zwischen
gemessener m-RNS-Menge und Enzymaktivitat in der Zymographie.
Die MMP-2 Proteinmenge stellt sich in der Zymographie innerhalb der
verschiedenen Zellzustande (V1; V2; V3) bezlglich der PKB-Aktivitat
als wenig oder nicht reguliertes Gen dar. In glatten Muskelzellen
konnte dies ebenfalls beobachtet werden (Jin, Suh et al. 2008). Es
zeigt sich jedoch eine Abhangigkeit vom Zellzustand mit gréBter Pro-
teinmenge der MMP-2 bei primarer Stimulation (V1) und kleiner Men-
ge bei Restimulation (V3) bis dahin, dass im Setting V2 (ohne Serum-
stimulation) in der Zymographie die MMP-2 nicht mehr nachweisbar
ist.
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Zur Korrelation zwischen der Menge an m-RNS-und tatsachlich syn-
thetisiertem Protein existieren zurzeit nur wenige systematische Stu-
dien. Die meisten Arbeiten beziehen sich auf humane Krebszellen und
auf Hefen. GrdBtenteils konnten hier nur geringe und/oder einge-
schrankte Korrelationen aufgezeigt werden. Bei der Untersuchung von
19 Leber-Proteinen wurde eine positive Korrelation von rund 0,5 ge-
funden (Anderson and Seilhamer 1997). Insbesondere eine Analyse
der MMP-2, MMP-9, und TIMP-1 in Zellen eines humanen Prostata-
Karzinoms zeigte keine signifikante Beziehung (Lichtinghagen,
Musholt et al. 2002). Andere Studien an humanen Krebszellen konn-
ten dagegen signifikante und sogar hochsignifikante Beziehungen
zwischen messenger-RNS- und Proteinmenge feststellen (Chen,
Gharib et al. 2002; Orntoft, Thykjaer et al. 2002).

Ergebnisse eines mathematischen Modells der Beziehung zwischen m-
RNS und synthetisiertem Protein erklaren weiterhin, dass es nicht ge-
rechtfertigt ist, wenn man von Veranderungen auf m-RNS-Ebene auf
Veranderungen in Proteinebene schlussfolgert. Vielmehr sollten die
Informationen Uber Veranderungen auf m-RNS-Ebene nur mit Vor-
sicht in Bezug auf Hypothesen der entsprechenden Genfunktion und

des Genproduktes angewendet werden (Mehra, Lee et al. 2003).

Die Ergebnisse der angefertigten Genexpressionsanalyse mussen
deshalb ebenfalls unter diesen Gesichtspunkten bewertet werden und
spiegeln daher zunachst nur die Veranderungen des Verhaltnisses
zwischen RNS Synthese (Transkription) und RNS Abbau des unter-

suchten Gens wider.
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4.2 Regulation der Genexpression der MMP-2/-9/ und 13

Abbildung 18 zeigt die fur die MMP-2, -9 und -13 verantwortlichen
Promotorbereiche auf der DNS. Es zeigt sich dass eine Vielzahl von
Transkriptionsfaktoren die Expression dieser Gene beeinflussen. In
der Literatur wird die Expression der MMPs als gewebe- und entwick-
lungsabhangig dargestellt. Diesbezliglich zeigen einige Zelltypen eine
Signal-abhangige Induktion oder Repression der MMP Transkription.
Unter den hierbei involvierten Signaltransduktionswegen sind die
MAP-Kinase-Wege (Mitogen Activated Protein-Kinases), die Aktivie-
rung des Transkriptionsfaktors NF-kB, der WNT-Sighalweg sowie der
JAK-STAT-Signalweg.

DR1 NExb
STAT RAR/MRXR GC GC I
2 =
=) [
GC STAT RAR/RXR GC GC GC
DR1 B
DR1
. ST-M TCIFLL]EF N pEas JTCFLEF gc g NFxb RARRXR PEA3  ap1GC
o
GC NFib W oo NFxb WsTAT GC RXR/RXR AP1
DR1
DR1 DR1
RAR/RXR AP1 RAR/RXR AP1
13 [ o
MNFsd STAT Runx2 AP1
-1000 -950 -900 -850 -800 -750 -700 -650 600 -550 -500 -450 -400 -350 -300 -250 -200 -150 100 50 -1 bp
L | | | | 1 | | | 1 | | | | | 1 1 1 | 1 ]

Abbildung 19: Promotorbereiche der MMP-2, MMP-9, MMP-13 aus Clark et al. 2008.

Activator protein 1 (AP-1), activator protein 2 (AP-2), erythroblastosis twenty-six
(Ets), polyoma enhancer element A3 (PEA3), GC box, nuclear factor kappa B
(NF_B), retinoic acid response element (RAR/RXR), retinoid X response element
(RXRE/RXR), Runt-related transcription factor 2 (Runx2), signal transducer and
activator of transcription (STAT) and T-cell factor/lymphoid enhancer factor
(Tcf/Lef) (Clark, Swingler et al. 2008).
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4.2.1 Die MAP-Kinase Signaltransduktionswege

Die Transkription der meisten MMPs wird nach Stimulation schnell -
im Stunden-Bereich - erhéht. Damit gehéren die MMPs zu den
Immediate-Early Response Genes (IEs). Dies weist darauf hin, dass
die signalvermittelnden Proteine zum Stimulationszeitpunkt nicht neu
synthetisiert werden miussen (Sampieri, Nuttall et al. 2008). Dazu
gehdren auch die Transkriptionsfaktoren der Fos- und Jun- Familie.
Die von ihnen gebildeten heterodimeren Proteine stellen den Trans-
kriptionsfaktor AP-1 (Activator-Protein-1) dar. Er beinhaltet einen
Leucine-Zipper, welcher an den TRE’s (TPA (Phorbol-Diester) Respon-
se Elements) mit der Sequenz TGAC/GTCA) in der Promotorregion
bindet. Die Bedeutung einer AP-1 bindenden Promotorregion wird
auch dadurch unterstrichen, dass sich die von Yan und Boyd et al.
erarbeitete Einteilung der MMP-Promotoren auf das Vorhandensein
einer TATA-Box und einer AP-1 Site stitzt (Yan and Boyd 2007).

Entsprechend dieser Einteilung gehoért die MMP-9 und -13 zur ersten
Gruppe, die eine TATA-Box und eine proximale AP-1-Site beinhalten.
Der MMP-2-Promotor beinhaltet im Gegensatz dazu keine TATA-Box
und keine AP-1 Bindungsstelle. Im Review von Clark et al. wird die
AP-1-Site in den sie enthaltenen Promotoren als Hauptmediator der
Transkriptionsregulation angesehen (Clark, Swingler et al. 2008). Zur
Bildung von AP-1 ist sowohl aktiviertes c-Fos als auch aktiviertes c-
Jun notwendig. Die Aktivierung von c-Fos und c-Jun erfolgt
posttranskriptional Gber Phosphorylierung durch einige Endglieder der
MAP-Kinasen-Wege. Dementsprechend wird c-Jun von der JNK (Jun-
N-terminalem-Kinase) phosphoryliert. Dies entspricht dem durch
Stress, Cytokine, aber auch durch Antigenbindung an B- und T-Zellen

aktiviertemm MAP-Kinasen-Weg. Dabei folgt die Aktivierung dieses We-
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ges dem typischen Aktivierungsschema der MAP-Kinase-Wege:
MAPKKK->MAPKK->MAPK.

Der Aktivierungsweg von c-Fos entspricht prinzipiell dem von c-Jun,
verlauft jedoch zu diesen parallel iiber andere MAP-Kinasen. Im Falle
von c-Fos handelt es sich um den sogenannten ,klassischen® MAP-
Kinase-Weg. Er wird normalerweise Uber rezeptorgebundene Wachs-
tumsfaktoren und Mitogene ausgeldst, und fuhrt Uber die Aktivierung
von RAS, einer kleinen GTPase zur kaskadeartigen Aktivierung von
RAF, MEK und ERK, die der MAP3K,MAP2K und MAPK entsprechen
(Monje, Marinissen et al. 2003; Weston and Davis 2007). Eine weite-
re Aktivierungsmaoglichkeit von c-Fos wurde von Tanos et al. und Ma-
rinissen et al. durch die p38 MAP-Kinase beschrieben. Die Phosphory-
lierung von c-Fos durch p38 a/B trat hier nach Stressapplikation
durch UV-Licht auf (Tanos, Marinissen et al. 2005).

4.2.2 Einflussnahme von AKT/PKB auf MAP-Kinasen

Unsere Versuche zeigten dass eine Uberexpression von inaktiver Akt
Kinase die Expression der MMP 9 induziert. Dies kdnnte so erklart
werden, dass die PKB/Akt induzierende Signalwege hemmt. Ein Bei-
spiel hierfir waren die MAP-Kinasen. Hier ist eine Verbindung zwi-
schen der Akt und den MAP Kinasen an mehreren Stellen mdglich
(Siehe Abb. 20).
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Klassischer MAP-Kinase-WEG p38-MAP-Kinase-WEG JUN-N-terminale Kinase-Weg
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Abbildung 20: Indirekte Regulation von AP-1 durch AKT/PKB.
Dementsprechend flihrt eine inaktive PKB/AKT zur AP-1 abhdngigen Transkriptions-

initiation. (Schema selbst gezeichnet)

Dabei zeigt es sich dass die AKT/PKB den RAS-RAF-MEK-ERK Signal-
weg uber indirekte Hemmung von RAF inhibieren kann. An der Brust-
krebszelllinie MCF-7 konnte gezeigt werden, dass RAF-1 direkt durch
PKB/AKT an Ser-259 phosphoryliert wird. Durch die Phosphorylierung
ausgelost, bindet das inhibitorische Protein 14-3-3 in dessen Folge die
Aktivitat von RAF-1 deutlich absinkt (Zimmermann and Moelling
1999; Moelling, Schad et al. 2002). Auch in neonatalen GefaBmuskel-
zellen (VSMC) konnte dieser Cross-Talk verifiziert werden (Reusch,
Zimmermann et al. 2001; Moelling, Schad et al. 2002). Mit PDGF

(platelet derived growth factor) behandelte Zellen zeigten erwar-
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tungsgeman eine deutliche Aktivierung der PKB/AKT. Wegen der re-
pressiven Wirkung der aktiven AKT/PKB auf RAF konnte das Mitogen
PDGF nur eine transiente Aktivitatssteigerung von RAF bewirken.
Weitere Zelllinien in denen der PKB-RAF Cross-Talk nachgewiesen
wurde sind C2C12 Zellen, HEK293-Zellen (Moelling, Schad et al.
2002).

Nach Moelling et al. ist das Vorhandensein dieses Cross-Talks zwi-
schen AKT/PKB und RAF abh&ngig von Zelltyp, Differenzierungsgrad
und Art der Ligandenbindung (Moelling, Schad et al. 2002).

AKT hemmt den INK-Signalweg durch Inhibition der MAPKKK ASK-1
und verringert somit die Aktivierung von c-Jun. Als Folge dessen wer-
den AP-1 abhdngige Gene weniger induziert. Xu et al. konnte zeigen,
dass eine Coaktivierung des GABA-A und GABA-B Rezeptors in Hirn-
zellen der Ratte durch Muscimol und Baclofen zur Neuroprotektion
nach Ischamie fihrt. Als Mechanismus konnte die Hemmung der ASK-
1 durch AKT1/PKBa identifiziert werden. ASK-1 entspricht einer
MAPKKK des JNK-Signalwegs und wird an Ser83 phosphoryliert. Dies
wurde als eine Erkldrungsmaoglichkeit der bekannten
antiapoptotischen Wirkung von AKT/PKB (Hemmung des pro-
apoptotischen JNK-Signalwegs) dargestellt (Xu, Li et al. 2008). Ahnli-
ches wurde von Kim et al. berichtet. Akt/PKB verringerte die durch
Stress und Uberexpression stimulierte ASK-1 Aktivitat in L929 Zellen
in dessen Folge es zur Reduktion des JNK Signalweges kommt. Dies
reduzierte in diesem Zellsystem die Apoptose (Kim, Khursigara et al.
2001). Wang et al. berichtete (iber eine Ostrogen-induzierte Neuro-
protektion nach transienter zerebraler Ischdmie. Durch Interaktion
des Ostrogenrezeptors ERa mit der PI3K erfolgt die Aktivierung der
PKB/AKT, die ihrerseits zur Hemmung der MAPKKK MLK-3 fuhrt. MLK-
3 entspricht einer MAPKKK des JNK Sighalwegs. Die AKT/PKB Aktivie-
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rung flihrt deshalb ahnlich wie bei der ASK-1 zur Inhibition des JNK-
Signalweges (Wang, Zhang et al. 2006).

Zusammenfassend zeigt sich, dass unter bestimmten Bedingungen
(Zelltyp, Differenzierungsgrad, Zellzustand) AKT/PKB zur Suppression
von c-Fos und c-Jun und damit von AP-1 fihren kann. Im Umkehr-
schluss konnte dann eine inaktive PKB/AKT zur Induktion AP-1 ab-
hangiger Gene beitragen. Die MMP-9 und MMP-13 besitzen ein trans-
kriptionsursprungsnahes AP-1-Response-Element (RE). Die MMP-13
hat zusatzlich noch ein transkriptionsursprungsfernes RE (Wester-
marck and Kahari 1999; Clark, Swingler et al. 2008). Eine erhohte
AP-1 Aktivitat konnte im Modell eines reduzierten Inhibitors des Sig-
nalweges die verstarkte Genexpression der MMP-9/-13 bei inaktiv

Uberexpremierter PKB/AKT erklaren.

4.3 Mogliche Transkriptionsregulation GUber NF-kB

Eine weitere Einflussnahme auf die Expression von MMP-2 und MMP-9
ist Uber den von der PKB/AKT indirekt adressierten Transkriptionsfak-
tor NF-kB madglich. Das NF-kB Response Element (RE) liegt bei der
MMP-9 ca. 500 BP und bei der MMP-2 ca. 450 BP vom Transkriptions-
ursprung entfernt (Clark, Swingler et al. 2008).

Die NF-kB-Transkriptionsfaktorenfamilie reguliert Gene die in die Vor-
gange des Zellwachstums, der Proliferation, der Antiapoptose, der
Angiogenese und in Metastasierungsvorgange involviert sind. In Sau-
getieren umfasst sie flnf verschiedene Proteine: c-Rel, RelA (p65)
RelB, NF-kB1 (p50/p105), und NF-kB2 (p52/p100). Alle enthalten die
sogenannte RHD (engl.: Rel homology domain), welche aus DNA-
bindender Domane, Dimerisationsdomane und dem nuklearen Lokali-
sationssignal (NLS) besteht. In den meisten Zelltypen ist NF-kB inak-
tiv im Zytoplasma retiniert. Hierbei ist NF-kB an die Inhibitoren von
NF-kB den IkBs gebunden. Durch diese Bindung wird das nukleare
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Lokalisationssignal maskiert und eine Translokalisation von NF-kB in

den Nukleus kann nicht mehr erfolgen.

Wahrend der Aktivierung von NF-kB kommt es zur Phosphorylierung
der IkBs an zwei konservierten Serinresten durch die IkB-Kinase
(IkK). Die IkBs werden dann dem proteasomalen (26S) Abbau durch
Poliubiquitination zugefiihrt. Freies NF-kB, der in den meisten Zellty-
pen als Dimer von RelA (p65) und NF-kB1 (p50) vorliegt, kann dann
in den Nukleus translozieren und dort akkumulieren. Durch Bindung
an das kB-Motiv (RE) wird dann die genregulatorische Wirkung ver-
mittelt (Suh and Rabson 2004).

Wie die von AKT/PKB vermittelte Aktivierung der IkKs auf molekula-
rer Ebene funktioniert, wird derzeit noch kontrovers diskutiert. Neue-
re Studien an PC3-Zellen zeigten, dass aktive AKT/PKB die Bildung
eines Komplexes aus IkKa und TORC1 initiiert. Dabei konnten in vitro
Kinase-Assays zeigen, dass mTOR und Raptor (TORC1->Target Of
Rapamycin Complex-1) in Abhangigkeit einer aktiven AKT/PKB zur
Induktion der IkK-Aktivitat fuhren, die letztendlich zur Aktivierung
von NF-kB fahrt (Dan, Cooper et al. 2008).

Dementsprechend musste eine konstitutiv aktive Akt/PKB zur Induk-
tion von MMPs flhren, die das NF-kB-Motiv in der Promotorregion
enthalten. Die Expressionsdaten dieser Studie spiegeln dies jedoch
nicht wieder. Bei MMP-2/-13/-14 existieren im Promotorbereich ein,
bei der MMP-9 sogar zwei NF-kB Erkennungssequenzen (Westermarck
and Kahari 1999; Clark, Swingler et al. 2008). Eine Induktion der m-
RNS bei konstitutiv-aktiver PKB/AKT kann jedoch nur bei der MMP2
dargestellt werden. Ob dies eine NF-kB vermittelte Induktion ist,
bleibt offen.
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4.4 Mogliche Genregulation Uber den WNT Signalweg

Ein weiteres Response-Element auf dem MMP-9 Promotor bindet den
Transkriptionsfaktor TCF/LEF (engl.:T-Cell-Factor/Lymphoid Enhancer
Factor). Er wird am Ende des WNT-Signalweges durch Bindung von
freiem B-Catenin aktiviert. Der WNT-Sighalweg ist von Drosophila
Melanogaster bis zum Menschen hoch konserviert. Er reguliert Zell-
Zell-Interaktionen u.a. wahrend der Embryogenese und Morphogene-
se und ist an der Entstehung von einigen Krebsarten, z.B. des
Kolorektalen-Karzinoms durch Mutationen im APC-Gen, beteiligt. Oh-
ne Bindung des WNT-Liganden, einem sekretiertem Glykoprotein, be-
findet sich der Signalweg im Off-Zustand. Hierbei ist B-Catenin
komplexiert mit Axin und APC und kann von der GSK-38
(Glykogensynthasekinase-3B) phosphoryliert werden, in dessen Folge

es dem protosomalen Abbau zugefihrt wird.

Im On-Zustand ,als Folge der Bindung des Wnt-Liganden an den Re-
zeptor ,Frizzled" und den Co-Rezeptor LRP, kann das Protein Dvl
(Disheveled) an den im Zytosol befindlichen Proteinkomplex aus B-
Catenin, Axin und APC binden. Dadurch reduziert sich letztendlich der
Phosphorylierungsgrad des B-Catenins. Akkumuliertes B-Catenin kann
nun in den Nucleus translozieren und an TCF/LEF binden. Durch die
Bindung von B-Catenin an TCF/LEF dissoziiert der Corepressor
»,Groncho™ von TCF/LEF und aktiviert somit den Transkriptionsfaktor
(Wu, Crampton et al. 2007).

Akt/PKB inhibiert bekanntermaBen die GSK-3B (Shiojima and Walsh
2006), so dass aktive Akt, nach dem oben Genannten Uber die Ver-
ringerung des protosomalen Abbaus von B-Catenin letztendlich zur

Steigerung TCF/LEF-anhangiger Gene beitragen kénnte.

Umgekehrt muisste eine konstitutiv inaktive AKT/PKB zum Absinken

der Transkriptionsinitiation fUhren.
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Diesbezlglich kénnen auch hier die Daten der Genexpressionsstudie
nicht mit der Theorie in Einklang gebracht werden. Die MMP-9, deren
Promotor nach Clark et al. zwei TCF/LEF Bindungsstellen beinhaltet,
zeigt bei Uberexpression einer aktiven AKT/PKB in KFB keine signifi-
kante Veranderung der m-RNS-Synthese gegenlber der Kontrolle mit
WT-PKB, jedoch einen Anstieg bei Uberexpression einer konstitutiv
inaktiven PKB/AKT.

Im Gegensatz zu unseren Daten konnte durch Wu et al. eine stark
positive Abhangigkeit der MMP-2 und MMP-9 Genexpression vom
WNT-Signalweg gezeigt werden. Eine Analyse des MMP-9 und MMP-2
Promotors ergab bei Wu et al. sogar zwei putative TCF/LEF-
Bindungsstellen bei der MMP-2 und vier bei der MMP-9 (Wu,
Crampton et al. 2007).

4.5 Mogliche Interaktion von AKT/PKB mit dem JAK-STAT-Signalweg

Uber die Kinase mTOR

Nach der Promotoranalyse von Clark et al. beinhalten die MMPs-2/-9
und -13 eine Bindungssequenz fur den Transkriptionsfaktor STAT
(signal transducer and activator of transcription) (Clark, Swingler et
al. 2008). Die Aktivierung der STAT-Transkriptionsfaktoren erfolgt
normalerweise durch Phosphorylierung von STAT durch die JAK (Ja-
nus-Kinase oder Just Another Kinase). Ihre Aktivierung ist Folge der
Ligandenbindung (z.B. von Interferonen) an Zytokinrezeptoren. Nach
der Aktivierung der STATs erfolgt deren Translokation in den Nukleus

mit nachfolgender Modulation der Genexpression (Murray 2007).

Eine mogliche Interaktion zwischen dem JAK-STAT-Signalweg und
AKT/PKB kdnnte die Arbeit von Yokogami et al. aufzeigen. Er konnte
nachweisen, dass in CNTF-(Ciliary Neurotrophic Faktor) stimulierten
Neuroblastomzellen die Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3

durch Phosphorylierung an Ser727 durch die Kinase mTOR erfolgt
84



(Yokogami, Wakisaka et al. 2000). mTOR kann im Komplex TORC1
(Target Of Rapamycin Complex-1) indirekt durch Akt/PKB
phosphoryliert werden. Der Mechanismus, durch den AKT/PKB
mMTORC1 aktiviert, fuhrt Uber die Phosphorylierung von TSC2 durch
Akt/PKB, welche den Komplex TSC1/2 inaktiviert. Der Komplex aus
TSC1/2 inhibiert normalerweise Rheb (RAS homolog enriched in
brain), eine RAS-ahnliche GTPase, die ihrerseits mTor (in TORC1) ak-
tiviert. Die Inhibition des Komplexes TSC1/2 durch die Phosphorylie-
rung von TSC2 durch AKT/PKB flihrt deshalb letztendlich tber die Ak-
tivierung von Rheb zur Aktivitatssteigerung der mTOR-Kinase
(Shiojima and Walsh 2006).

Eine aktive Akt/PKB kdnnte somit Uber Aktivierung von STAT zur
Transkriptionsinitiation STAT-abhdngiger Gene fuhren. Bei der MMP-9
und MMP-13 wiurden die experimentell gewonnenen Expressionsdaten
diesen theoretischen Weg nicht unterstitzen. Die Erklarung der Ex-
pressionssteigerung der MMP-2 bei aktiver AKT/PKB ware bei isolier-

ter Betrachtung damit u.U. mdglich.

Zusammengefasst lasst sich das o.g. AKT/PKB-abhangige m-RNS-
Expressionsprofil der MMP-9 und MMP-13 am besten mit der AP-1
vermittelten Transkriptionsinitiation Uber den klassischen MAP-
Kinasen-Weg und den JNK-Weg beschreiben. Die dabei von einer
konstitutiv inaktiven AKT/PKB nicht mehr vermittelte Inhibition auf
RAF, ASK-1 und MLK3 kénnte letztendlich Uber eine gesteigerte Akti-
vierung von c-Fos und c-Jun zur Transkriptionssteigerung der MMP-9
und 13 fuhren.

Bei der MMP-2 erscheint die Situation weniger eindeutig. Bei isolierter
Betrachtung koénnte die Expressionssteigerung bei aktiver AKT/PKB
durch NF-kB, durch TCF/LEF oder STAT wie oben beschreiben vermit-
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telt werden. Die Expressionssteigerung der MMP-2 bei inaktiver
AKT/PKB kdonnte wie bei MMP-13 und -9 AP-1 vermittelt sein.

Eine weitere mogliche Erklarung flr die Transkriptionssteigerung der
MMP-2 bei inaktiver als auch bei aktiver PKB ware, dass eine
Uberexpremierte AKT/PKB unabhangig vom ihrem Aktivitatszustand
zur Steigerung der Transkriptionsrate beitragen kénnte. Dies wiurde
einer regulatorischen Funktion des Proteins AKT/PKB unabhangig vom

katalytischen Zentrum entsprechen.
5 Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen im Alter flihrende Todesursa-
chen in der westlichen Welt dar. Der Proteinkinase B, auch AKT ge-
nannt, kommt am Herzen eine zentrale Rolle bezliglich der Organo-
genese zu (Fujio, Nguyen et al. 2000). Ihre Funktion wird in Verbin-
dung mit der Insulinwirkung, dem Einfluss auf den Kohlenhydrat-
stoffwechsel sowie die Steuerung von Entwicklung und Differenzie-
rung von Geweben durch Modulation des Zellliberlebens, des Zell-
wachstum und der Zellteilung diskutiert. Auch das postnatale Herz-
wachstum in physiologischer sowie pathologischer Auspragung wird
durch den PKB/AKT-Signalweg reguliert (McDevitt, Laflamme et al.
2005).

Diez et al.(Diez, Nestler et al. 2001) zeigten bei seneszenten
Kardiofibroblasten der Ratte in vitro eine reduzierte Expression der
PKBoa/AKT-1. Auch bei Myokard-Biopsaten von jungen und alten Pati-
enten (ohne Myokardpathologie) konnte gezeigt werden, dass die

Expressionstarke der AKT-1/PKBa mit dem Alter abnahm.

Die vorliegende Arbeit sollte die Frage klaren ob AKT/PKB zu einer
veranderten Expression von extrazelluldren Matrix-Proteinen, die sie

abbauenden Matrixmetalloproteinasen bzw. deren Inhibitoren flhrt
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und damit zu einer Umstrukturierung der Extrazelluldren Matrix im

Sinne einer Fibrose des Myokards beitragen kénnte.

Nach adenoviraler Transfektion von Kardiofibroblasten mit einer kon-
stitutiv aktiven bzw. inaktiven PKB/AKT-Mutanten, erfolgte die Analy-
se der differentiellen Genexpression fibroserelevanter Gene mittels
RT-PCR und Agarosegelelektrophorese in drei verschiedenen Zellzu-
standen (V1/V2/V3). Die Auswertung der gewonnen Daten zeigte,
dass von den untersuchten Genen lediglich die Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs).-2/-9/-13 einer deutlichen Regulation un-

terworfen sind.

Die Darstellung auf Proteinebene gelang flir die MMP-9 und MMP-2

letztendlich mittels Zymographie.

Bezugnehmend auf die Fragestellung zeigte sich bei der durchgefihr-
ten Genexpressionsanalyse fibroserelevanter Gene eine Regulation
der MMP-2/-9 und -13 durch die PKB/AKT auf m-RNS-Ebene, mit
deutlichem Anstieg der fir die MMP-9 und MMP-13 kodierenden m-
RNS bei Inaktivierung der PKB/AKT. Auf Proteinebene besteht ledig-
lich bei der MMP-9 eine entsprechende Anderung der Proteinmenge.
Die MMP-2-Enzymmenge zeigte sich auf basalem Expressionsniveau
als nicht reguliert. Die MMP-13 konnte zymographisch nicht nachge-
wiesen werden. Bezugnehmend auf die durch Diez et al. gefundene
Herabregulation der PKB-Akt in seneszenten Kardiofibroblasten der
Ratte kdénnte die in der Arbeit gezeigte Steigerung der Genexpression
der MMP-2/-9 und 13 die Voraussetzung eines zur Fibrose fuhrenden
Remodelings der kardialen extrazelluldaren Matrix im Sinne einer De-
gradation der EZM darstellen. Nach Schram und Sweeney et al. kann
sich ein Remodeling der extrazellularen Matrix des Herzens schwer-

punktmaBig sowohl als Veranderungen in der Synthese von matrixbil-
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denden Proteinen als auch in Veranderungen der Expression und Ak-
tivitat von MMPs und TIMPs darstellen.

Neben der wichtigen Wirkung eines antiapoptotischen Zellschutzes
kdnnte die Serin-Threonin-Kinase PKB/AKT mit an der Entstehung ei-
ner myokardialen Fibrose beteiligt sein. Weitere Untersuchungen sind

aber noétig, diese Frage eindeutig zu klaren.
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6.2 AbkUlrzungsverzeichnis

ACE Angiotensin(I)-konvertierendes-Enzym
AKT Synonym fir PKB

ANF Atrialer Natriuertischer Faktor

AP-1 Engl.: Activator-Protein-1

BAD engl.: Bcl-2-associated death promoter
BCL-2 Regulatoren des programmierten Zelltodes
c-Fos/c-Jun Proto-Onkogen; Transkriptionsfaktor

cGMP Zyklisches Guanosidmonophosphat
c-jun N- | Unterform der MAP-Kinasen

terminale

Kinase

Da Dalton (Molekulargewicht)

DMEM Dulbecco Modified Eagle Medium

DNA/DNS Desoxyribonukleinsaure

EZM Extrazellulare Matrix

FGF engl.: Fibroblast-Growth-Factor
GAG-Protein engl.: Group-specific-AntiGen, Kern-Proteine eines Retrovierus
GLUT Glukose-Transporter

GSK-3 Glykogen-Synthase-Kinase-3

IGF engl.:Insulin-like-Growth-Factor

IL Interleukin

LV Linker Herzvenrikel

MAP-Kinase engl.: Mitogen-Activated-Protein-Kinase
MMP Matrix-Metalloproteinasen

m-RNA Messenger RNA/ Boten-RNA

mTORC Engl.:Mammalian Target of Rapamycin-Complex
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NCBI National Center of Biologie Information

NF-kB engl.: nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells

NO Stickstoffmonokid

p38 Unterform der MAP-Kinasen

PCR Polymerase-Kettenraktion

PDGF Platelet-Derived-Growth-Factor

PDK engl.: Phophoinositide Dependent protein Kinase

PH-Domane engl.: Pleckstrin-homology-Domane (bindet Phospha-
tidylinositol)

PKB Protein-Kinase-B (auch AKT)

PKC Protein-Kinase C

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

RE engl: Response-Element

Rheb Engl.:Ras Homolog enriched in brain

RNA/RNS Ribonukleinsaure

RT-PCR Reverse-Transkriptase-PCR

STAT engl.: signal transducer and activator of transcription

TCF/LEF engl.:T-Cell-Factor/Lymphoid-Enhancer-Factor

TGF engl.:Tumor-Growth-Factor/Transforming-Growth-
Factor

TIMP engl.: tissue inhibitors of matrix metalloproteinases

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TPA 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate

TSC engl..: Tuberous Sclerosis-Protein
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