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EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

Seit der Entdeckung verschiedener Rezeptor-Tyrosinkinasen und ihrer
Liganden als bedeutende Mediatoren des Zellwachstums und der GefaRentwicklung
wurden umfangreiche Fortschritte in der Aufklarung der Prozesse der Hypertrophie
und Angiogenese wahrend der physiologischen postnatalen Entwicklung bzw. im
Rahmen von Reparaturvorgangen nach Gewebeschadigung erzielt. Die vorliegende
Arbeit beschreibt die Rolle der PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsachse und deren
downstream Substrate bei diesen Prozessen, welche durch verschiedene
Wachstumsfaktoren reguliert wird und die Gefallhomdostase sowie das
physiologische Wachstum steuert. Diese Daten sind insofern von Bedeutung, da in
klinischen Studien verschiedene angiogene Faktoren in Hinsicht auf ihr Vermdgen,
eine Neovaskularisation in ischamischen Geweben zu induzieren bzw. Substanzen,
die die Angiogenese inhibieren, um das Tumorwachstum zu begrenzen, evaluiert
werden. Des Weiteren besteht ein ,cross-talk® zwischen Blutgefalsystem und
Kardiomyozyten bei der Entstehung einer Hypertrophie, das mafgeblich in der
Pathogenese einer mit hoher Morbilitdt und Mortalitdt assoziierten Herzinsuffizienz
beteiligt ist. In diesem Zusammenhang kommt der Aufklarung der molekularen
Signaltransduktionsmechanismen der Angiogenese und der Hypertrophie eine

steigende Bedeutung zu und bildet den Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

1.1. Die Wachstumsfaktor-PI3K-Akt-Signaltransduktionsachse-
Aktivierung und Substrate

Die Proteinkinase PKB/Akt wurde initial als zellulares Protein mit struktureller
Verwandtschaft zum Onkogenprodukt des murinen AKT8-Retrovirus identifiziert [7,
173]. Dasselbe Genprodukt wurde als eine Proteinkinase mit Homologie zur
Proteinkinase A und C isoliert und als Proteinkinase B (PKB) bezeichnet. Das
Saugetiergenom umfasst drei Akt-Gene, Akt1/PKBa, Akt2/PKBB und Akt3/PKBy [32]
mit teilweiser funktioneller Redundanz. Die Akt (auch Proteinkinase B [PKB])-
Kinasen sind evolutionar hoch konserviert. Sie weisen eine aminoterminale Region
homolog der Pleckstrin-Doméane vieler anderer Signalmolekile, eine zentrale Kinase-
Doméane sowie eine carboxyterminale regulatorische Doméne auf (48). Nach
Bindung verschiedener Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise IGF, NGF, PDGF
und Insulin, erfolgt Uber Rezeptor-Tyrosinkinasen eine Aktivierung der
Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) (48). PISK phosphoryliert Inositol-Lipide (Bildung
von Phosphatidylinositol-3, -4, -5-Phosphat [PIP3]), welche als second Messenger

durch Anbindung an die Pleckstrin-Domane von Akt das Protein zur Plasmamembran
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rekrutieren (Abb. 1). In einem zweiten Schritt erfolgt die Aktivierung des Enzyms
durch Phosphorylierung an einem Serin-473 und Threonin-308 durch die
Phosphoinositol-abhédngigen Kinasen 1 und 2 (PDK1, PDK2) [44, 70]. Vollstéandig
aktiviertes Akt kann sich nun von der Membran I6sen und seine Substrate in
verschiedenen zellularen Kompartimenten phosphorylieren. Die Inaktivierung von Akt
erfolgt Uber eine Dephosphorylierung durch das Enzym Phosphatase 2A (PP2A)[3].
Die Akt-Phosphorylierung wird weiterhin dber die Modulation der PIP3;-Konzentration
durch PTEN reguliert [103] (Abb. 4).

Downstream Substrate von Akt umfassen Proteine, welche die Zellviabilitat
steuern (Forkhead-Transkriptionsfaktoren, Bad, Caspase-9, IKKa), den Zellzyklus
regulieren (E2F, hTERT, p21) sowie den Glucosemetabolismus (GSK3, GLUT4) und
die Proteinsynthese modulieren (mMTOR, S6Kinase, 4E-BP1). Wie aus dieser
Ubersicht einiger downstream Substrate abgeleitet werden kann, vermitteln Akt-
Signale diverse funktionelle Eigenschaften [44]. Eine gut charakterisierte Funktion
von Akt besteht in seiner anti-apoptotischen Wirkung. Akt-Signale inhibieren eine
durch Mangel an Wachstumsfaktoren, durch ROS oder Strahlung induzierte
Apoptose in verschiedenen Zelltypen [55, 70, 86, 87]. Weiterhin phosphoryliert Akt
ein Serin im pro-apoptotisch wirksamen Molekil Bad [33]. Phosphoryliertes Bad wird
von seinen Zielproteinen freigesetzt und durch das 14-3-3 Protein im Zytoplasma
sequestriert [204]. Akt-1 phosphoryliert auch andere apoptoseregulierende Proteine
wie Caspase-9, was zur verminderten proteolytischen Aktivitat des Enzyms fuhrt [17].
Weiterhin induziert die Akt-Signaltransduktion eine Hochregulation der anti-
apoptotischen Proteine Bcl-2 und FLIP [55, 126]. Auch die Zellproliferation wird durch
die Phosphorylierung der cyclin-abhéngigen Kinase-Inhibitoren p27'* [100] und
p21°" [210] von Akt beeinflusst. Desweiteren reguliert Akt die Nahrstoffaufnahme
und den Metabolismus in einer fur den jeweiligen Zelltyp spezifischen Weise. So
stimuliert Akt den Glukosetransport und die Translokalisation von GLUT4 zur
Plasmamembran nach Insulinstimulation [91, 184]. In einigen Zellsystemen reguliert
Akt die Glykogensynthese durch eine insulinabhangige Phosphorylierung und
Inaktivierung von GSK3 [29] und férdert die Glycolyse [101]. Zusatzlich kontrolliert
Akt das zellulare Wachstum via Aktivierung von mTOR, S6-Kinase und 4E-BP1,
welche Uber die Initiation der Translation und Ribosomen-Biogenese die
Proteinsynthese aktivieren [59, 187].

Auf die Regulation und Funktion der in dieser Arbeit untersuchten
downstream Effektoren der PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktion - GSK3p, p-Catenin
und Forkhead-Transkriptionsfaktoren - soll im weiteren genauer eingegangen

werden.
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Abb.1: Mechanismus der Akt-Aktivierung nach Wachstumsfaktorstimulation
Wachstumsfaktoren wie Insulin, IGF-1, VEGF und FGF-1 binden an spezifische Rezeptoren
mit Tyrosinkinase-Aktivitdt. Hierdurch wird die PI3-Kinase aktiviert. PI3K synthetisiert
bestimmte Phospho-Inisitol-Phosphate [PIP; und PI(3,4)P,] aus PI(4,5)P,. Die erhohte
Konzentration von PIP; fuhrt zur Rekrutierung von Proteinkinase B/Akt an die Zellmembran
Uber die Bindung an der Pleckstrin-homologen Doméane (PH). Membrangebundenes Akt kann
nun durch Phosphorylierung an spezifischen Serinen und Threoninen im Bereich der Kinase-
Doméne (KD) und der regulatorischen Doméne (RD) durch die Enzyme PDK-1 und PDK-2
aktiviert werden. Phosphoryliertes Akt I8st sich von der Zellmembran und aktiviert seinerseits
downstream Substrate durch Phosphorylierung in verschiedenen Zellkompartimenten. Die
Inaktivierung von PKB/Akt erfolgt Giber Dephosphorylierung durch Phosphatasen (PP2A)
(modifiziert nach Shiojima et al. [166]).

1.1.1. Proteinkinase GSK-3f

Ein downstream Substrat der PI3K/Akt- Signaltransduktion stellt das Enzym
Glykogen-Synthase Kinase (GSK) dar. GSK ist eine hochkonservierte
Serin/Threoninkinase, welche bedeutende biologische Prozesse wie den
Metabolismus, die Differenzierung und die Proliferation in verschiedenen Geweben
reguliert [25]. GSK3p phosphoryliert Proteine mit ,clustered” Serin/Threonin-Resten,
welche durch vier Aminosduren voneinander getrennt sind. Obwohl das Enzym initial
als Kinase identifiziert wurde, welche die Glycogen-Synthase phosphoryliert, ergaben
nachfolgende Studien einen breiteren Substratpool So werden f-Catenin, tau,
myelin basic protein, cyclin D1, GATA4, c-Jun, c-Myc, CREB, initiation factor elF2B,
HSF1 und p53 alle von GSK3p phosphoryliert [50]. Aufgrund dieser vielen Substrate
spielt GSK3p eine zentrale Rolle in verschiedenen biologischen Prozessen wie der

Embryonalentwicklung und der Proliferation adulter Gewebe sowie bei Erkrankungen
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wie Morbus Alzheimer und Diabetes mellitus. Die Aktivitat des Enzyms ist in Zellen
unter Mitogenstimulation inhibiert. Die Proteinkinase B/Akt ist ein upstream Regulator
des Enzyms, der die Aktivitat als Antwort auf eine Wachstumsfaktorstimulation durch
Phosphorylierung steuert. Die Phosphorylierung eines N-terminalen Serin-9-Restes
durch Akt fuhrt zur Autoinhibition von GSK3p [30] (Abb. 3). Die Aktivitdt von GSK3p
kann auch durch Wnts wahrend der embryonalen Entwicklung uber einen
Mechanismus, der von dem durch Wachstumsfaktorstimulation differiert, reguliert
werden, um die biologische Bestimmung der Zelldifferenzierung (,cell fate®) zu
determinieren [43, 51]. Die Bindung von Wnt an frizzled-Rezeptoren resultiert in der
Inaktivierung von GSK3p. Die Inaktivierung von GSK3g fuhrt zur Stabilisierung von
-Catenin und seiner Translokalisation in den Zellkern, wo es TCF-abhangige Gene
aktiviert. Mitogene und Wnt-Signaltransduktion regulieren die GSK3p-Aktivitat
zelltypspezifisch differentiell, und dies kann zu unterschiedlichen Antworten fiihren
[50, 56, 67, 186]. Die Rolle des Enzyms im kardiovaskularen System ist unvollstéandig
untersucht. In zwei Studien konnte gezeigt werden, dass GSK3p in Kardiomyozyten
eine Hypertrophie inhibiert [67, 112]. Es wurde auch nachgewiesen, dass GSK3p in
glatten Muskelzellen eine Apoptose induziert [63]. Die Regulation sowie funktionelle
Rolle von GSK3p in Endothelzellen wurde bisher nicht untersucht und ist

Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

1.1.2. pB-Catenin

B-Catenin stellt ein downstream Substrat von GSK3p dar, welches Signale
des Wachstumsfaktor/P13-Kinase/Akt-Signaltransduktionsweges als auch der durch
Wnhts transduzierten Signale vermittelt. GSK3p phosphoryliert g-Catenin fortwahrend
an verschiedenen Serin- und Threoninresten, was zur Ubiquitinierung und
subsequenten proteosomalen Abbau des Proteins fuhrt [122] (Abb.3). Im
canonischen Whnt-Signaltransduktionsweg erfolgt eine Aktivierung von Disheveled
durch Wnt-Proteine. Aktiviertes Disheveled flhrt zur Dissoziation des sogenannten
,pestruktionskomplexes“ (bestehend aus APC, Axin und GSK3p) [138] und zur
zytoplasmatischen Freisetzung von f-Catenin. Obwohl die Funktion von GSK3p
unterschiedlich durch Mitogene und Wnts reguliert wird, kann Insulin die p-Catenin-
Aktivitdt - zumindest in einigen Zelltypen - Uber eine Akt abhangige GSK3p-
Phosphorylierung direkt im Axin-Komplex regulieren [56]. Sowohl Wnt-, als auch
Wachstumsfaktorstimulation fuhren somit zu einer Erhdhung der zytoplasmatischen
p-Catenin-Konzentration mit sequenzieller nuklearer Translokation des Proteins. Im

Nukleus bindet -Catenin an den lymphoid enhancer factor/T cell factor (LEF/TCF)-
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Transkriptionsfaktor und aktiviert die spezifische Genexpression. Neben der Funktion
als transkriptioneller Aktivator bindet f-Catenin auch an das zytoplasmatische Ende
von VE-Cadherin und fungiert als zytoskelettaler Bestandteil [141]. Sowohl Wnts als
auch p-Catenin sind an der GefafRentwicklung und dem GeféalRremodeling beteiligt
[64, 78].

Wachstumsfaktor Wnt

v S\,

p-Catenin

p-Catenin

-y
.///l_’

!

NN

AANNAANS

Abb. 2: Akt/GSKp/B-Catenin-Signaltransduktion

Die Wachstumsfaktor/PI13-Kinase/Akt-Signaltransduktion reguliert die GSK3p-Aktivitat tber
eine inhibitorische Phosphorylierung am Serin-9. Die funktionelle Relevanz dieses Prozesses
in Endothelzellen ist unbekannt. In einigen Zelltypen kann Akt GSK3p auch im APC-Axin-
GSK3p-(,Destruktions®)-Komplex phosphorylieren und somit die p-Catenin-Aktivitat
regulieren. In anderen Zelltypen fuhrt die Phosporylierung von Disheveld (Dvl) zur Zerstérung
des Komplexes mit Stabilisierung sowie nukleadrer Translokation von p-Catenin mit Bindung
an TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren und spezifischer Genexpression. Die Phosphorylierung
von B-Catenin im APC-Axin-GSK3p-Komplex flihrt zur Phosphorylierung mit nachfolgender
Ubiquitinierung und proteosomalem Abbau des Proteins.

Endothelzellen exprimieren Wntba, Wnt7a, Wnt10b und verschiedene
Frizzled-Rezeptoren [201]. Mutiertes Frizzled-4 beispielsweise inhibiert die retinale
Angiogenese bei Patienten mit einer familiaren exsudativen Vitroretinopathie [135].
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Endostatin, ein Angiogenese-Inhibitor, tUber
den verstarkten proteosomalen Abbau von p-Catenin anti-angiogenetisch wirkt [65].
Aullerdem ist die Apoptose von endothelialen Zellen bei der dilatativen
Kardiomyopathie (DCM) mit einer Herunterregulation der intrazellularen f-
Cateninkonzentration assoziiert [151]. p-Catenin wird durch den pro-angiogenen
Wachstumsfaktor ,fibroblast growth factor-2“ (FGF-2) [73] und die E4-Region
adenoviraler Vektoren, welche eine pro-angiogene Wirksamkeit aufweisen,

stabilisiert [208]. Alle diese Studien weisen auf eine pro-angiogene Rolle von f-



EINLEITUNG 6

Catenin durch Erhéhung der transkriptionellen Aktivitdt von LCF/TCF hin. Auch
membrangebundenes (zytoskelettales -Catenin) kann das vaskulare ,Patterning” an
Zell-Zell-Kontakten fordern [20]. Kirzlich konnte in diesem Zusammenhang gezeigt
werden, dass der zytoplasmatische Pool von $-Catenin durch mitogenes Signaling
Uber eine VEGF-VEGFR2-Interaktion mit Aktivierung von PI3-Kinase/Akt reguliert
wird [19]. Somit kdnnen der zytoplasmatische als auch der nukleare Pool von f3-
Catenin pro-angiogen wirken. Die Signalmechanismen downstream von (-Catenin,
welche an der Angiogenese beteiligt sind, sind bisher nicht charakterisiert und

Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

1.1.3. FOXO-Transkriptionsfaktoren

Die FOXO-Unterfamilie der Forkhead-Transkriptionsfaktoren wird durch die
Wachstumsfaktor/PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsachse reguliert. Diese
Subfamilie ist durch eine sogenannte ,Forkhead-Box“, einer aus 100 Aminosauren
bestehenden Doméane [84], gekennzeichnet und besteht aus FOXO1 (FKHR),
FOXO03a (FKHRL1), FOX04 (AFX) und FOXO06. FOXO6 wird vorwiegend in einer
spezifischen Region des Gehirns exprimiert. Die Proteinkinase B/Akt phosphoryliert
FOXO an drei evolutionar konservierten Aminosduren (zwei im Falle von FOXO6
[80]), was zum nukledren Export, der zytoplasmatischen Retention durch Bindung an
14-3-3-Proteine und zur Inhibition des transkriptionellen FOXO-Genprogramms fihrt.
Die FOXO- Faktoren werden auch durch Phosphorylierung von der Serum-und
Glukokortikoid-induzierbaren Kinase (SGK) [13] und der lkappaB-Kinase [74]
reguliert. Ein weiterer, kirzlich identifizierter Regulationsmechanismus der FOXO-
Aktivitat stellt der Acetylierungsstatus der FOXO-Transkriptionsfaktoren dar. Die
SIRT1-Deacetylase spielt eine bedeutende Rolle fir die stressabhangige Regulation
der FOXO-Transkriptionsfaktoren in Saugetierzellen [14, 114]. FOXO3a wird an
mindestens funf Lysin-Resten acetyliert. Vereinfacht beschrieben vermittelt die
SIRT1-Deacetylase eine Stressadaptation und einen Zellzyklusarrest (und bedingt
eine Langlebigkeit in niederen Organismen), wahrend die Acetylierung von FOXO
eine Apoptose induziert. Zusammengefasst kontrolliert die Phosphorylierung von
FOXO-Transkriptionsfaktoren deren nukledre Translokalisation, ob allerdings FOXO
im Zellkern Uberleben oder Apoptose vermittelt, hangt von der Interaktion mit SIRT1
und dem Acetylierungsstatus des FOXO-Transkriptionsfaktors ab.

Die von Akt regulierten FOXO-Transkriptionsfaktoren kontrollieren diverse
biologische Funktionen wie die Entgiftung von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS)

[92, 120], die Induktion eines Zellzyklusarrests [190] und eines apoptotischen
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Zelltods [12, 40], die DNA-Reparatur [190] sowie die Insulinresistenz [116, 118]. Die
Rolle von FOXO-Transkriptionsfaktoren in der kardiovaskuldren Biologie ist noch
nicht untersucht. Fir FOXO3a konnte gezeigt werden, dass es Apoptose in
neuronalen Zellen und Fibroblasten durch die von Fas-Ligand vermittelte Aktivierung
des extrinsischen ,Death-Rezeptor‘-Signalwegs induziert [12]. Dijkers et al.
demonstrierten, dass der intrinsische mitochondriale Signalweg der Apoptose in
hamatopoetischen Zellen nach Aktivierung von FOXO3a einen Zelltod verursacht
[40]. In der vorliegenden Arbeit werden die Regulation und die funktionelle Rolle der
FOXO-Transkriptionsfaktoren in Endothelzellen und kardialen Myozyten erstmals

untersucht.

b e
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Abb. 3: Regulation der FOXO-Aktivitat durch die PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktion

Die mitogene Stimulation mit Wachstumsfaktoren fuhrt Gber PI3K zur Aktivierung von Akt. Akt
phosphoryliert FOXO an drei konservierten Phosporylierungsstellen. Diese regulatorische
Phosphorylierung bedingt eine zytoplasmatische Akkumulation durch die Bindung an 14-3-3-
Proteine (rechts). Unter Bedingungen des Wachstumsfaktorentzugs ist Akt deaktiviert. Die
fehlende Phosphorylierung von FOXO resultiert in einer nukledren Translokation des
Transkriptionsfaktors mit spezifischer Genexpression (links). Eine zweite Regulationsebene
stellt die SIRT-abhangige Acetylierung der FOXO-Transkriptionsfaktoren dar (nicht
dargestellt). Diese fuhrt zur Veranderung der transkriptionellen Aktivitdt von FOXO.

1. 2. Die Effekte der PI3K/Akt-Signaltransduktionsachse auf die
Angiogenese

Die Angiogenese, der Prozess der Bildung neuer Kapillaren, stellt
einen essentiellen Mechanismus fir das postnatale physiologische Wachstum wie
auch fir das vaskulare Remodeling und die Tumorgenese dar. Die Angiogenese wird
durch pro-angiogene Faktoren wie VEGF und FGF getriggert. Diese angiogenen
Faktoren induzieren die Aktivierung verschiedener Zellen Uber die Bindung an
Tyrosinkinase-Rezeptoren. Wahrend die Migration und Proliferation von
Endothelzellen als “major angiogenic responses” bezeichnet werden kdnnen, stellt
die Angiogenese einen systemischen Prozess dar. Sie umfasst weitere Prozesse wie

die vaskulare Permeabilitdit und Hamostase, die Aktivierung von Elementen des
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Immunsystems, die Rekrutierung von Progenitorzellen des Knochenmarks, die
Aktivierung von Proteasen sowie die Rekrutierung und die Proliferation von
perivaskuldren Zellen wahrend der Gefalireifung. In Endothelzellen wird eine Vielzahl
der durch Wachstumsfaktoren induzierten angiogenen Prozesse durch den PI3-
Kinase/Akt-Signaltransduktionsweg vermittelt. VEGF, IGF-1, Insulin, Ostrogen,
Angiopoeitin-1 und ,shear stress® fiihren Uber die PI3-Kinase zur Phosphorylierung
von Akt. Diese Aktivierung ist abhangig von der Zell-Matrix-Anhaftung. Das Ldsen
der Zell-Matrix-Interaktionen flhrt zur Apoptose der Endothelzellen, welche als
Anoikis bezeichnet wird und durch einen konstitutiv-aktiven Gentransfer von Akt
inhibiert werden kann [55]. Die Bindung an der Matrix wird durch verschiedene
Integrine vermittelt, die Uber die ,focal adhesion kinase“ (FAK) und die ,integrin-
linked-kinase“ (ILK) PI3-Kinase-abhéngig Akt aktivieren (,outside-in-signaling®). Uber
die downstream Substrate von PKB/Akt im Kontext der Zellviabilitat ist bisher wenig
bekannt. Flice-inhibitory protein (FLIP) und Survivin wurden als Kandidatenproteine
identifiziert [178]. Eine Kombination dieser und anderer unbekannter Substrate
kénnte die Viabilitat im Kontext von pro- und anti-angiogenen Stimuli regulieren. Die
PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktion moduliert neben der Zellviabiliat weitere
essentielle pro-angiogene Funktionen wie Migration, Proliferation, Differenzierung,
und Metabolismus der Endothelzellen [166]. Unter den drei Isoformen von Akt ist Akt-
1 die pradominant exprimierte Form in Endothelzellen. Die zellularen Antworten nach
Akt-Aktivierung werden durch Phosphorylierung der verschiedenen downstream
Substrate vermittelt. So reguliert Akt die eNOS-Aktivitat durch Phosphorylierung am
Serin-1177, was zur verstarkten NO-Synthese und Vasodilatation fihrt [42].

Die Migration von Endothelzellen und die Bildung kapillarer Strukturen stellt
einen essentiellen Faktor fur die Agiogenese in vivo dar. VEGF verstarkt die
Migration und Kapillarbildung von Endothelzellen in Abhangigkeit der P13-Kinase/Akt-
Signaltransduktion [41]. Im Gegensatz dazu vermindert oxLDL die Migration gegen
VEGF durch eine Dephosphorylierung von Akt [21].

Zusammenfassend verdeutlichen diese Daten die vitale Rolle der PI3-
Kinase/Akt-Signaltransduktionsachse bei der Regulation angiogener
Endothelzellfunktionen und bei der Aufrechterhaltung der vaskularen Integritat in vitro
und in vivo. Die Identifizierung weiterer downstream Substrate ist im Sinne einer
Verbesserung des Verstandnisses des angiogenen Prozesses als auch in Hinsicht
auf eine zuklnftige therapeutische Anwendung in ischamischen Geweben oder bei

Tumorerkrankungen von grof3em Interesse.
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1.2.1. Studien zur Charakterisierung der downstream Substrate von PI3-

Kinase/Akt-Signaling in Endothelzellen

GSK3p wird in einigen Zelltypen durch die PI3-Kinase/Akt-
Signaltransduktionsachse reguliert. Uber die funktionellen Effekte dieses Enzyms im
kardiovaskularen System ist relativ wenig bekannt. Zwei Studien konnten zeigen,
dass GSK3p die Hypertrophie von kardialen Myozyten inhibiert, ein Effekt, der durch
den nuklearen Faktor aktivierter T-Zellen (NFAT) oder den Transkriptionsfaktor
GATA-4 vermittelt wird [67, 112]. Desweiteren konnte nachgewiesen werden, dass
GSK3p in kultivierten glatten Muskelzellen (VSMC) eine Apoptose induziert [63]. Um
die Funktion von GSK3p in der Angiogenese zu untersuchen, wurden die Regulation
des Enzyms in Endothelzellen und die Effekte auf die Migration, NO-Synthese, das
Uberleben der Endothelzellen und deren angiogene Eigenschaften charakterisiert
[89] (siehe 2.1).

Um diese Studien zu vertiefen, wurden die Effekte von p-Catenin untersucht.
p-Catenin ist in der Zelle als Bestandteil des Zytoskeletts membrands gebunden
[141] und liegt gleichzeitig zytosolisch in einem Multiproteinkomplex bestehend aus
Axin, APC und GSK3p vor [25]. Der zytoskelettale Anteil ist an der Bildung von
Gefalistrukturen beteiligt [20]. Durch die PI3-Kinase/Akt/GSK3-Signaltransduktion
wird die frei verfligbare Menge an f(-Catenin Uber Phosphorylierung mit
nachfolgender Ubiquitinierung und proteosomalem Abbau in verschiedenen Zellen
reguliert [56]. Freies p-Catenin induziert nach Translokalisation in den Nucleus die
TCF/LEF-Genexpression. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass ein f-Catenin
regulierter, durch TCF gesteuerter Promoter in Gebieten embryonaler
Neoangiogenese aktiviert wird, was fir eine Beteiligung von nuklearem -Catenin als
transkriptioneller Aktivator in der Angiogenese spricht [104]. Die downstream
liegenden Signaltransduktionsmechanismen und funktionellen Effekte von p-Catenin
in Endothelzellen wurden in einer hier dargestellten Studie charakterisiert [170]
(siehe 2.2).

Ein weiteres downstream Substrat von Akt ist der Forkhead-
Transkriptionsfaktor FOXO3a. Der apoptotische Zelltod vaskularer Zellen ist ein
prominentes Merkmal des Remodeling-Prozesses der Blutgefalle wahrend der
normalen Entwicklung sowie bei fibroproliferativen Erkrankungen [194]. Fas Ligand
ist ein Typ II-Membranprotein, welches einen apoptotischen Zelltod in Fas
(CD95/APO-1) exprimierenden Zellen induziert [115]. Der Fas-Rezeptor ist ein
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Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie, welcher ubiquitdr in den meisten Zelltypen
exprimiert wird. Im Gegensatz dazu wird Fas-Ligand gewebespezifischer auf der
Oberflache von Immunzellen und vaskularer Zellen exprimiert [149, 177]. Die
Bindung von trimdrem Fas-L induziert ein ,Clustering” von Fas-Rezeptoren mit
Oligomerisierung von Caspase-8 (Flice). Die Caspase-8-Oligomerisierung flhrt zur
proteolytischen Selbstaktivierung des Enzyms, die von der Aktivierung anderer
Caspasen begleitet wird. Die Empfanglichkeit von vaskuldaren Muskelzellen fir einen
durch Fas induzierten Zelltod wurde bereits nachgewiesen [145, 146]. Im Gegensatz
zu VSMC weisen Endothelzellen (EC) eine Resistenz gegen eine durch Fas
induzierte Apoptose auf, die selbst nach durch Interferon induzierter Hochregulation
von Fas bestehen bleibt [146, 149]. Der Unterschied in der Sensibilitdt von
vaskularen Zellen fur eine durch Fas induzierte Apoptose ist zumindest teilweise auf
die Expression von FLIP (FLICE-like inhibitory protein) zurtckzuftuhren. FLIP-
Isoformen sind in EC hoch exprimiert, agieren als dominant-negative Inhibitoren der
Caspase-8-Funktion und kénnten die durch Fas induzierte Apoptose inhibieren [77].
So kann oxLDL Uber eine Herunterregulation von endothelialem FLIP EC flir einen
durch Fas vermittelten Zelltod sensibilisieren [148, 178]. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass die FLIP-Expression nach Ballonangioplastie in Ratten-VSMC
herunterreguliert wird. Es ist auch bekannt, dass aus vaskularen Plaques isolierte
VSMC geringe intrazellulare FLIP-Konzentrationen aufweisen, was fir eine Rolle von
FLIP beim VSMC-Umsatz in diesen Lasionen spricht [76]. Klrzlich konnte gezeigt
werden, dass die PI3Kinase/Akt-Signaltransduktion einen bedeutenden Modulator
der durch Fas vermittelten Apoptose aufgrund der Regulation der FLIP-Expression in
Endothel- und Tumorzellen darstellt [126, 178]. Die FLIP-Expression in Tumorzellen
dient wahrscheinlich dem Schutz vor Apoptose, um dem Angriff von Immunzellen zu
entgehen, da diese Zellen konstitutiv FasL exprimieren [62]. Trotz der potentiellen
Bedeutung der durch Akt vermittelten FLIP-Regulation in der Angiogenese und der
Tumorgenese ist bisher nichts Uber die downstream Effektoren, welche die FLIP-
Expression kontrollieren, bekannt. Diese wurden in einer weiteren in dieser Arbeit

beschriebenen Studie untersucht [169] (siehe 2.3.).

Um zusatzliche durch Akt regulierte Substrate in Endothelzellen zu
identifizieren, die an der angiogenen Antwort beteiligt sind, wurde eine Microarray-
Studie initiilert. Hierbei wurde HSP70, ein Protein, welches einen toxischen
Zellschaden durch missgefaltete Proteine inhibiert und die Oligomerisierung des
apoptotic activating factor-1 (APAF-1) mit assoziierter Caspase-9-Aktivierung im

intrinsischen Weg der Apoptose verhindert [5, 113, 142], als Akt abhangiges Protein
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identifiziert. Um die Signaltransduktionsmechanismen und die Effekte der HSP70-
Regulation in Endothelzellen zu untersuchen, wurde eine Studie initiiert [88], welche
HSP70 als ein weiteres durch FOXO reguliertes und an der Stress-Antwort von
Endothelzellen beteiligtes Protein downstream der P13-Kinase/Akt-Signaltransduktion

in Endothelzellen charakterisierte und im weiteren dargestellt wird (siehe 2.4).

1.3. Die Effekte des Pl3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsweges auf das
Zellwachstum

Wie auch in primitiven Tieren ist das Wachstum in Saugetieren mit der
Suppression der Apoptose und der zellularen Vergréierung (Hypertrophie) und/oder
der zellularen Proliferation (Hyperplasie) verbunden. Allerdings muss das
Organwachstum auch mit der Rekrutierung von Blutgefallen (Angiogenese) und der
Produktion von Fett-und Kohlenhydratspeichern koordiniert werden, Prozesse,
welche teilweise unter der Kontrolle des PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsweges
stehen. Adaptives Wachstum erfolgt im Rahmen des physiologischen Wachstums
der Organe oder als Antwort auf physiologische Reize wie beispielsweise
korperliches Training [153]. Im Gegensatz dazu entwickelt sich eine maladaptive
oder pathologische Hypertrophie aufgrund einer verstarkten hamodynamischen
Belastung wie beispielsweise bei der Aortenstenose. Im Rahmen dieses Prozesses
reagiert der Organismus mit einer Hypertrophie als initialem funktionalen- allerdings
nicht essentiellen- Kompensationsmechanismus, der im weiteren Verlauf der
Erkrankung zum ventrikuldren Remodeling und zur kardialen Dilatation mit
assoziierter Dekompensation fihrt [48, 71, 144]. Von den oben genannten Formen
kann eine dritte, durch genetische Mutationen der Sarkomer-und zytoskelettalen
Proteine sowie von Effektoren der Calziumhomdostase bedingte Form der kardialen
Hypertrophie unterschieden werden [157]. Die PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktion ist
sowohl an der physiologischen als auch an der pathologischen Hypertrophie beteiligt

und soll - da im weiteren Gegenstand der Untersuchungen- kurz dargestellt werden.

1.3.1. Physiologisches/adaptives Wachstum

Das physiologische kardiale Wachstum oder die adaptive Hypertrophie nach
korperlichem Training ist durch eine normale oder verbesserte kontraktile Funktion
der Herzmuskelzellen sowie eine normale Organisation der kardialen Struktur
charakterisiert [52]. Insulin und IGF-1 wurden als Regulatoren des Organwachstums

wahrend der Entwicklung und der physiologischen Adaptation des Wachstums auf
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entsprechende Reize identifiziert [175]. Sowohl IGF-Rezeptor 1 (IGF-R1)- als auch
Insulin-Rezeptor-Nullmduse zeigen eine generelle Wachstumsinhibition und
verminderte OrgangréRe [6, 47]. Die Bindung dieser Wachstumsfaktoren an ihre
spezifischen Rezeptoren der Zellmembran flhrt zur Aktivierung der PI3-Kinase. Die
Uberexpression von IGF-R1 resultiert in einer physiologischen myokardialen
Hypertrophie verbunden mit verbesserter Kontraktion [108]. In Ubereinstimmung mit
diesen Daten zeigt der Erndhrungsstatus eine sehr enge Korrelation zur Herzgréle:
die Herzgréle ist in Patienten mit Anorexia nervosa reduziert [34], wahrend
Patienten mit Adipositas unabhangig von anderen kardiovaskuldren Risikofaktoren
wie beispielsweise Hypertonus oder Diabetes mellitus eine Zunahme der Herzgrésse
aufweisen [28]. Konsistent mit diesen Daten ist die kardiale Akt-Aktivitat wahrend
schnellen postnatalen Wachstums hochreguliert. Im Gegensatz ist diese nach
nachtlichem Fasten vermindert ist [167]. Diese Daten zeigen, dass die
Signaltransduktion durch Insulin, als das den externen Ernahrungsstatus
reflektierende Hormon und durch IGF-1, als das die interne Aktivitat der
hypothalamisch-hypophyséaren Achse reflektierende Hormon, auf der Ebene von Akt
konvergieren und das physiologische Organwachstum regulieren.

Die PI3-Kinasea wird durch Wachstumsfaktoren aktiviert. Das Enzym besteht
aus einer p85 regulatorischen und einer p110a katalytischen Untereinheit. In
Ubereinstimmung mit den oben genannten Daten fihrt die Uberexpression einer
dominant-negativen Form der p110a-Untereinheit zur Inhibition der myokardialen
Hypertrophie nach Ausdauertraining bzw. des physiologischen Wachstums und hat
keinen Einfluss auf die Entwicklung einer pathologischen Hypertrophie nach
Konstriktion (,Banding“) der Aorta [109], wahrend das ,knockdown® der p85-
Untereinheit die postnatale Hypertrophie und die Entwicklung eines hypertrophen
Phanotyps nach kdrperlichem Training inhibiert [102]. Umgekehrt induziert die
Uberexpression der p100a-Untereinheit eine physiologische Hypertrophie mit
erhaltener Pumpfunktion [163]. Im Gegensatz zum Phéanotyp der p110a-transgenen
Tiere weisen transgene Mause mit einer Uberexpression der p110y-Untereinheit der
PI3Ky eine pathologischen Hypertrophie mit kardialer Dysfunktion nach Konstriktion
der Aorta auf [129].

Eine Aktivierung der PI3-Kinase fiuhrt Uber die Generierung von
Phosphoinositolphosphaten (PIPs) zur Rekrutierung von Akt an die Zellmembran
durch Bindung der Plekstrin-Domane mit konsekutiver Phosphorylierung und
Aktivierung von PKB/Akt (Abb. 1). Akt-1 und Akt-2 werden im Herzen exprimiert. Der

Einfluss von Akt auf das Zellwachstum konnte in Uberexpressionsstudien
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nachgewiesen werden. Die Uberexpression von konstitutiv-aktivem Akt bedingt eine
Hypertrophie des Herzmuskels mit oder ohne kardiale Dekompensation in
Abhéangigkeit von der Dauer und dem Grad der Uberexpression [165]. In
Ubereinstimmung mit der generellen trophischen Funktion von Akt weisen Mause mit
konventionellem knockout flr Akt-1 ein ca. 20%ig geringeres Kdrpergewicht als auch
eine proportionale Reduktion der Grosse aller somatischen Gewebe inklusive des
Herzens auf [23]. Im Gegensatz hierzu zeigen Mause mit Akt-2 knockout nur eine
geringe Reduktion der Organgréfie. Akt-1/Akt-2 Doppel-Nullmause leiden unter einer
bedeutenden Wachstumsretardierung und einem auffélligen Defekt der
Zellproliferation. Zusammenfassend unterstitzen die Daten aus Akt-Nullmdusen die
kritische Rolle, insbesondere von Akt-1, beim normalen Wachstum und der

physiologischen Hypertrophie des Herzens.

1.3.2. Pathologisches/maladaptives Wachstum

Determinanten der pathologischen Hypertrophie stellen kontraktile
Dysfunktion, die Re-Expression eines fetalen Genprogramms (atriales natriuretisches
Peptid [ANP], schwere Kette des p-Myosins) und die Reorganisation der Myofibrillen
dar [52]. Neben der Aktivierung von Tyrosin-Rezeptorkinasen (Insulin, IGF-1) via
PI3-Kinasea kann die Phosphorylierung von Akt auch Uber die Aktivierung von G-
Proteinen (Neurohormone wie Angiotensin Il, Endothelin und Adrenalin) via PI3-
Kinasey erfolgen [136]. In diesem Prozess ist die p100y Untereinheit der P13-Kinasey
involviert. Diese unterscheidet sich strukturell von der p110a-Untereinheit der PI3Ka.
Auch der Aktivierungsmodus ist verschieden [124]. PI3-Kinasey wird durch py-
Untereinheiten des aktivierten G-Proteins an das Sarkolemm transloziert, wo das
Enzym nun Zugang zu Membraninositiden bekommt. Im Gegensatz zu durch
Tyrosinrezeptor-Phophatasen aktivierter PI3-Kinasea, welche die physiologische und
durch Training induzierte, nicht aber die maladaptive Hypertrophie steuert [109], ist
die durch G-Protein aktivierte PI13-Kinasey an der Entstehung einer pathologischen
oder stressinduzierten, aber nicht an einer physiologischen Hypertrophie, beteiligt
[27, 129]. Somit stellt die PKB/Akt ein Bindeglied konvergierender
Signaltransduktionswege beider Hypertrophieformen durch die Aktivierung seiner
downstream Substrate dar (Abb. 4). Neben der PI3-Kinasey sind die Enzyme
Calcineurin und Proteinkinase C an der Signaltransduktion downstream von G-
Proteinen beteiligt. Biomechanischer Stress und neurohumorale Faktoren aktivieren
Uber das G-Protein Gg/11 die Phospholipase C (PLCf), welche durch die Synthese

von Inositoltriphosphaten (IP3) Uber einen Anstieg von zytosolischem Ca®* die
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Synthese von Diacylglycerol (DAG) induziert. Erhdhtes zytosolisches Ca®" aktiviert
die Proteinphosphatase Calcineurin und ihr downstream Substrat NFAT, einen
Transkriptionsfaktor, der nach Dephosphorylierung eine differentielle hypertrophe
Genexpression initiiert. Die erhéhte Konzentration von DAG flhrt zur Aktivierung
verschiedener Isoformen der Proteinkinase C (PKCa, f3, 9, €) (Abb. 4).
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Abb. 4: Signaltransduktionswege der Hypertrophie

1. Adaptive/physiologische Hypertrophie: Wachstumsfaktoren wie IGF-1 und Insulin fihren
Uber PI3-Kinasea zur Akt-Phosphorylierung. Aktiviertes Akt phosphoryliert downstream
Substrate wie S6Kinase und mTOR, die ihrerseits die Transkription und Translation
verschiedener Proteine erhdhen. GSK3p wird durch die Phosphorylierung inaktiviert.
Hierdurch kommt es a) zur Stabilisierung von p-Catenin und b) zur Translokation von NFAT
mit entsprechender Aktivierung der Transkription eines hypertrophen Genprogramms.

2. Maladaptive/pathologische Hypertrophie: Verschiedene Stimuli fihren zu einer Aktivierung
von G-Proteinen. Uber die PI3-Kinasey erfolgt die Aktivierung von Akt und seiner
downstream-Substrate. Zytokine und Stressoren aktivieren Phospholipase C, welche die
Synthese von Inositoltriphosphaten (IP3) mit Ca2+-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum und Calcineurin-abhangiger Dephosphorylierung von NFAT vermittelt. Die erhdhte
Ca®*-Konzentration aktiviert Phosphokinase C (PKC) und Phosphokinase D (PKD), die
Histon-Deacetylasen (HDAC) via Phosphorylierung inaktiviert.

1.3.3. Regression der Hypertrophie

Relativ wenig ist Uber die Mechanismen, welche die hypertrophe Antwort
inhibieren, bekannt. Das Herz nimmt in der GréRe aufgrund einer Vielzahl von
Umwelteinflissen wie beispielsweise einer Hungerphase (kalorische Restriktion)

oder einer Druckentlastung ab. Zum Beispiel weisen Patienten mit einer Anorexia
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nervosa eine kleine HerzgréfRe auf [34] und eine Gewichtsreduktion in Patienten mit
einer Adipositas wird von einer Reduktion der HerzgréRRe- unabhangig von
Veranderungen des Blutdrucks oder hamodynamischer Parameter- begleitet [72].
Die HerzgrofRe verkleinert sich auch unter der Therapie mit left ventricular assist
devices (LVAD) [207] und durch Reduktion einer Volumen-oder Druckbelastung des
linken Ventrikels [127, 189]. Eine substantielle Abnahme der HerzgréfRe wird auch
nach heterotoper Herztransplantation beobachtet [36, 133]. Die FOXO-
Transkriptionsfaktoren sind downstream Substrate von Akt und induzieren im
Skelettmuskel eine Atrophie [143, 174]. Die Expression, Regulation und biologische
Funktion dieser Transkriptionsfaktoren in Herzmuskelzellen, welche in diesem
Zusammenhang von grossem Interesse sind, wurden bisher nicht untersucht und in
einer hier dargestellten Studie charakterisiert [168] (siehe 2.5).

FOXO-Transkriptionsfaktoren induzieren die Adiponectin-Synthese [117].
Adiponectin wurde initial als spezifisch im Fettgewebe synthetisiertes Zytokin mit
bedeutenden kardiovaskularen Effekten beschrieben. Adiponectin inhibiert das
vaskulare und kardiale Remodeling [161] nach Schadigung, erhéht die
Insulinsensitivitdt und besitzt anti-inflammatorische Eigenschaften [188]. Neuere
Untersuchungen zeigen, dass auch Skelettmuskelzellen und Kardiomyozyten
Adiponectin exprimieren [35, 172]. Die pro-angiogene Rolle von APN Uber eine
Aktivierung von AMPK und Akt in Endothelzellen ist gut untersucht [123]. Im Rahmen
einer hier aufgeflihrten klinischen Studie sollten die Adiponectin-Expression und die
biologischen Effekte des Zytokins, insbesondere auf die Zellviabilitdt von
Kardiomyozyten, bei Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie charakterisiert
werden [172] (siehe 2.6).

1.4. Koordination des Zellwachstums und der Angiogenese — Akt als Master-
Regqulator

Die Proteinkinase B/Akt ist schon friihzeitig als Bestandteil des Insulin/IGF-1-
Signaltransduktionsweges mit der Steuerung des Zell-und Kdrperwachstums als
Antwort auf eine gesteigerte Ernahrung/Kalorienzufuhr in Verbindung gebracht
worden. Sowohl Drosophila als auch Vertebrae weisen eine Wachstumsretardierung
nach Disruption einzelner Elemente des Signaltransduktionswegs auf [22, 23, 192].
Das Organwachstum in hdheren Lebewesen ist eng mit dem Gefallwachstum
gekoppelt. Die duale Rolle des Wachstumsfaktor/Akt-Signaltransduktionswegs beim
Zellwachstum als auch in der Angiogenese legt nahe, dass beide Prozesse durch
den selben intrazellularen Signaltransduktionsweg gesteuert werden. In der Tat

konnte gezeigt werden, dass Ausdauertraining, welches einen bekannten Faktor fur
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die Ausbildung einer physiologischen Hypertrophie darstellt, sowohl die VEGF-
Expression als auch die Kapillardichte im Skelettmuskel erhéht und dass dieser
Prozess durch die Gabe eines neutralisierenden VEGF-Antikdrpers inhibiert werden
kann [2]. Desweiteren bedingt die Deletion von VEGF im Herzmuskel eine
Verringerung der Wanddicke und der Kapillardichte [60]. Letztendlich konnte gezeigt
werden, dass Akt direkt an der Hochregulation von VEGF bei der Hypertrophie
beteiligt ist und somit die Rekrutierung des GefalRwachstums steuert [179].
Zusammengenommen implizieren diese Daten, dass die Akt-Signaltransduktion im
Skelettmuskel und in Endothelzellen das Wachstum des Muskelgewebes koordiniert
und reguliert. Die Daten des Skelettmuskelwachstums kdénnen aufgrund neuerer
Studien auch auf den Herzmuskel Gbertragen werden. Hier zeigte sich, dass eine
kurzzeitige Aktivierung von Akt in Akt-1 transgenen Mausen eine physiologische
Hypertrophie mit erhaltener Kapillardichte induziert, welche auf eine
Gefallneubildung zurtickgefihrt werden kann, da die Akt-Aktivierung mit einer ca.
80%igen Zunahme der Organgrdosse verbunden ist [165]. Desweiteren flhrt die
Inhibition der Angiogenese mittels VEGF Decoy-Rezeptor wahrend einer Akt-
Induktion zur myokardialen Dysfunktion. Die Inhibition der VEGF-Signaltransduktion
in einem Modell des Bandings der Aorta resultiert in einer Progredienz der
Herzinsuffizienz [79]. Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die Akt-
Signaltransduktion das Gleichgewicht des kardialen Wachstums und der kardialen
Angiogenese reguliert und dass eine Inhibition der Angiogenese unter den
Bedingungen einer Akt-Aktivierung zur Entstehung einer pathologischen
Hypertrophie und Herzinsuffizienz fuhrt. Die Beeinflussung der fir das ,cross-talk®
der Zellen verantwortlichen Signaltransduktionswege und derer Effektoren (wie
beispielsweise GSK3p, p-Catenin, Forkhead-Transkriptionsfaktoren und Adiponectin)
kénnte daher neue therapeutische Strategien zur Therapie von strukturellen

Herzerkrankungen definieren.
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1.5. Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegendenden Arbeit besteht in der Charakterisierung der
biologischen Funktion des Wachstumsfaktor/P13-Kinase/PKB/Akt-Signaltransduk-
tionsweges und der Aufklarung der molekularen Mechanismen seiner Effektoren in
Bezug auf die Zellviabilitdt von Endothelzellen und Kardiomyozyten. Insbesondere
soll die funktionelle Relevanz im Hinblick auf das BlutgefaBwachstum (Angiogenese)
sowie die Effekte auf das Zellwachstum kardialer Myozyten (,hypertrophes
Remodeling®) untersucht werden.

Hierzu werden:

1. die Funktion und Regulation von GSK3p in Endothelzellen mittels adenoviralem
Gentransfer mutanter Proteine des Enzyms in Hinblick auf Parameter wie
Zellviabilitat, Migration, NO-Synthese und Differenzierung/Angiogenese

charakterisiert.

2. die unter 1) gewonnenen Ergebnisse mit Hilfe von Studien Uber die Effekte von f3-
Catenin, einem downstream Substrat von GSK3p3, auf die Ausbildung pro-
angiogener Eigenschaften von Endothelzellen und deren molekulare Ursachen

untersucht.

3. die Expression und Regulation von FOXO3a, einem Akt-Substrat, in
Endothelzellen determiniert und dessen funktionelle Effekte auf die Zellviabilitat

und deren molekulare Mechanismen aufgeklart.

4. die Expression und Regulation von Forkhead-Transkriptionsfaktoren und deren
biologische Funktion bei der Inhibition der hypertrophen Antwort in
Kardiomyozyten charakterisiert sowie deren molekularbiologischen Ursachen

beschrieben.

5. die Effekte von Adiponectin, einem durch Forkhead-Transkriptionsfaktoren
freigesetzten Zytokin, auf die Aktivierung myokardialer Signaltransduktionswege

sowie auf die myokardiale Akt-abhangige Apoptose untersucht.

Diese Studien werden das Verstandnis der biologischen Prozesse
Angiogenese und Hypertrophie durch Aufkldrung der molekularen Mechanismen
vertiefen und somit eine Grundlage flr die zuklnftige therapeutische Beeinflussung

dieser Mechanismen im Rahmen von Erkrankungen darstellen.
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2. EIGENE ARBEITEN

2.1. Die Regulation der Angiogenese durch Glykogen-Synthase-3p

Kim HS, Skurk C, Thomas SR, Bialik A, Suhara T, Kureishi Y, Birnbaum M, Keaney
JF Jr, Walsh K: Regulation of angiogenesis by glycogen synthase kinase-3 beta. J
Biol Chem. 2002 Nov 1;277(44):41888-96.

Das Enzym Glykogen-Synthase-3f (GSK3p) spielt eine bedeutende Rolle im
Metabolismus, der Embryonalentwicklung und der Tumorgenese der Gewebe. In
dieser Studie wurde die Rolle der GSK3p-Signaltransduktion in der vaskularen
Biologie durch die Charakterisierung seiner Funktion in endothelialen Zellen
untersucht. Die regulatorische Phosphorylierung des Enzyms in Endothelzellen steht
unter der Kontrolle von Phosphoinositol-3-Kinase (P13-K)-, Mitogen-aktiverter
Proteinkinase (MAPK)-, und von Proteinkinase A (PKA)- abhangigen
Signaltransduktionswegen. Die Transduktion einer nicht-phosphorylierbaren,
konstitutiv-aktiven Form des Enzyms vermittelte eine verstarkte Apoptose unter den
Bedingungen eines verlangerten Entzugs mitogener Faktoren oder des Ldsens von
Zell-Matrix-Verbindungen. Im Gegensatz dazu fuhrte die Transduktion mit katalytisch
inaktiver GSK3p zu besserem Uberleben von Endothelzelllen unter zellularen
Stressbedingungen. Unter normalen Zellkulturbedingungen inhibierte die Aktivierung
der GSK3p3-Signaltransduktion die Migration von Endothelzellen nach Stimulation mit
vaskularem endothelialem Wachstumsfaktor (VEGF) oder basic fibroblast growth
factor (bFGF). Die Angiogenese in einem in vivo Matrigel-Assay wurde durch die
Aktivierung von GSK3p inhibiert, wohingegen die Inhibition der GSK3p-Signal-
transduktion die Kapillarbildung beglinstigte. Diese Daten weisen daraufhin, dass
GSK3p als Kreuzpunkt unterschiedlicher Signaltransduktionswege in Endothelzellen
das Gefallwachstum durch die Kontrolle der Migration und der Viabilitat der Zellen

reguliert.

Diese Studie charakterisierte erstmals das angiogene Potential von GSK3p in
Endothelzellen und bildete die Grundlage fir weitergehende Untersuchungen in
endothelialen Progenitorzellen (EPC), welche zur Gefalineubildung nach einer
Schadigung beitragen.

Die Inhibition von GSK3p in EPC fihrte zur nukledren Translokalisation von
p-Catenin mit assoziierter Hochregulation angiogener Wachstumsfaktoren (VEGF
und IL-8). Die Inhibition der GSK3p-Aktivitat verbesserte das Uberleben und die
Proliferation sogenannter friiher (“early”) EPC als auch das Uberleben und die

Differenzierung spater (“late”) EPC. Die Transplantation von genetisch modifizierten
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EPC in athyme Mause in einem Modell der Ischamie der Hinterpfote in der Maus
fuhrte zu einem verbesserten Blutfluss, einer erhdhten Kapillardichte und einer
Gewebeprotektion. Diese Daten zeigen, dass der Inhibition von GSK3p in EPC eine
Schllsselrolle fur die angiogenen Eigenschaften dieser Zellen zukommt und dass die
genetische  Modifikation dieses Signaltranduktionsweges in  endothelialen

Progenitorzellen die Effektivitat der zellbasierten Vaskulogenese verbessert.

Choi JH, Hur J, Yoon CH, Kim JH, Lee CS, Youn SW, Oh 1Y, Skurk C, Murohara T, Park YB, Walsh K,
Kim HS: Augmentation of therapeutic angiogenesis using genetically modified human endothelial
progenitor cells with altered glycogen synthase kinase-3 beta activity. J Biol Chem. 2004 Nov
19;279(47):49430-8.
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2.2. Die Glykogen-Synthase Kinase 3B/B-Catenin-Signaltranduktionsachse
fordert die Angiogenese uber die Aktivierung von VEGF-Signaling

Skurk C, Maatz H, Rocnik E, Bialik A, Force T, Walsh K: Glycogen-synthase kinase3
beta/beta-catenin axis promotes angiogenesis through activation of vascular
endothelial growth factor signaling in endothelial cells. Circ Res. 2005 Feb
18;96(3):308-18.

Die  Glykogen-Synthase Kinase 3p (GSK3p) reguliert als Kreuzpunkt
verschiedener Signaltransduktionswege in Endothelzellen das GefalRwachstum. Die
Signalmechanismen downstream des Enzyms wurden jedoch bisher nicht erforscht.
Wir konnten zeigen, dass p-Catenin ein bedeutendes Substrat der GSK3g-
Signaltransduktion in der Angiogenese downstream von GSK3p darstellt und
charakterisieren die Signaltransduktionswege, welche an der Entwicklung des pro-
angiogenen Phanotyps beteiligt sind. Die Transduktion von human umbilical vein
endothelial cells (HUVECs) mit einer mutanten Form der Kinase-Domane des
Enzyms (KM-GSK3p) erhdhte die zytosolischen f-Catenin Spiegel, wahrend
konstitutiv-aktive GSK3p (S9A-GSK3p) die zytosolischen p-Catenin Konzentrationen
verringerte. Die Promoter-Aktivitdt des lymphoid enhancer factor/T-cell factor
(LCF/TCF) wurde durch KM-GSK3 hochreguliert und durch S9A-GSK3p verringert,
wahrend die Manipulation der Akt-Signaltransduktion keinen Effekt auf diesen
Parameter auslbte. Die Transduktion mit p-Catenin induzierte die Bildung von
kapillaren  Strukturen in einem Matrigel in vivo und beglnstigte die
Endothelzelldifferenzierung (Bildung kapillarer Netzwerke) auf Matrigel in der
Zellkultur in vitro. p-Catenin aktivierte die Expression von vascular endothelial growth
factor (VEGF)-A und VEGF-C in Endothelzellen und diese Effekte wurden auf
Protein -und mRNA-Ebene sowie mittels Steigerung der Promoter-Aktivitat vermittelt.
In Ubereinstimmung mit diesen Daten erhéhte p-Catenin den Phosphorylierungsgrad
von VEGF-Rezeptor 2 (VEGF-R2) und vermittelte die Assoziation von VEGF-R2 mit
PI3-Kinase. Die Aktivierung der PI3-Kinase flhrte zur dosisabhangigen
Phosphorylierung der Serin-Threonin-Kinase Akt. Die Inhibition der PI13-Kinase-oder
der Akt-Signaltransduktion inhibierte die pro-angiogene Wirksamkeit von p-Catenin.
Zusammenfassend weisen diese Daten darauf hin, dass der Wachstumsfaktor/PI13-
Kinase/Akt-Signal-tranduktionsweg downstream der GSK3p/p-Catenin-
Signaltransduktion in Endothelzellen aktiviert wird um einen pro-angiogenen

Phanotyp zu induzieren.
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2.3. Der durch Akt regulierte Forkhead-Transkriptionsfaktor FOXO3a
kontrolliert die endotheliale Zellviabilitdt durch die Modulation des
Caspase-8-Inhibitors FLIP

Skurk C, Maatz H, Kim HS, Yang J, Abid MR, Aird WC, Walsh K: The Akt-regulated
forkhead transcription factor FOXO3a controls endothelial cell viability through
r2n5odulation of the caspase-8 inhibitor FLIP. J Biol Chem. 2004 Jan 9;279(2):1513-

FLIP (FLICE inhibierendes Protein) stellt ein nicht katalytisch aktives
Homolog der Caspase-8 (FLICE) dar. Es schitzt endotheliale Zellen vor
apoptotischem Zelltod. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass die FLIP-Expression
durch die Serin/Threonin-Kinase Akt/PKB in Endothel- und Tumorzellen induziert
wird. In der vorliegenden Studie wird die Rolle des Forkhead-Transkriptionsfaktors
FOXO3a, eines downstream Substrats von Akt, in der Regulation der FLIP-
Expression in Endothelzellen untersucht. Die nukledre Translokalisation von
FOXO3a wurde durch Akt in HUVEC reguliert. Die Transduktion einer
nichtphosphorylierbaren, konstitutiv-aktiven Mutante von FOXO3a (TM-FOXO3a)
fuhrte zu einer Herunterregulation von FLIP. Die Transduktion mit TM-FOXO3a
steigerte die Caspase-8-Aktivitdt und bedingte einen Anstieg des apoptotischen
Zelltods in Endothelzellen. Im Gegensatz dazu filhrte die Uberexpression einer
dominant-negativen Mutante von FOXO3a (DN-FOXO3a) zur Hochregulation von
FLIP und inhibierte die Apoptose unter Bedingungen des Entzugs von
Wachstumsfaktoren. Die Wiederherstellung der intrazellularen FLIP-Konzentration
mittels adenoviralen Gentrasfers inhibierte die Caspase-8-Aktivierung und den
apoptotischen Zelltod in mit TM-FOXO3a transduzierten Zellen. Diese Daten zeigen,
dass FOXO3a einen downstream von Akt aktivierten Transkriptionsfaktor in
endothelialen Zellen darstellt, welcher die Apoptose durch Inhibition der FLIP-
Expression und die assoziierte Aktivierung des extrinsischen Weges der Apoptose

induziert.

In weiterfhrenden Untersuchungen konnten wir zeigen, dass die Forkhead-
Transkriptionsfaktoren FKHR (FOXO1), FKHRL1 (FOXO3a) und AFX (FOXO4) in
humanen Endothelzellen exprimiert werden und dass VEGF ihre Phosphorylierung,
subzellulare Verteilung und transkriptionelle Aktivitdt durch den PI3-Kinase/Akt-
Signaltransduktionsweg moduliert. VEGF inhibierte die Endothelzell-Apoptose,
forderte die DNA-Synthese sowie die G1- zur S- Transition im Zellzyklus und
inhibierte die Expression des Cyklin-abhangigen Kinase-Inhibitors p27°'. Diese
Effekte konnten durch einen PI3-Kinase Inhibitor (LY2940002) oder durch eine
nichtphosphorylierbare Mutante von FOXO3a, nicht jedoch durch Wildtyp-FOXO3a
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inhibiert werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die VEGF-Signaltransduktion Uber
den PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsweg in Endothelzellen an die Forkhead-
Transkriptionsfaktoren gekoppelt ist.

Abid MR, Guo S, Minami T, Spokes KC, Ueki K, Skurk C, Walsh K, Aird WC: Vascular endothelial

growth factor activates PI3K/Akt/forkhead signaling in endothelial cells. Arterioscler Thromb Vasc
Biol. 2004 Feb;24(2):294-300.
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2.4. Akt/FOXO3a-Signaling moduliert die endotheliale Stressantwort durch
Regqulation der Hitzeschockprotein 70 (HSP70)-Expression

Kim HS, Skurk C, Maatz H, Shiojima I, lvashchenko Y, Yoon SW, Park YB, Walsh
K: Akt/FOXO3a signaling modulates the endothelial stress response through
regulation of heat shock protein 70 expression. FASEB J. 2005 Jun;19(8):1042-4.
Um neue anti-apoptotische  Zielproteine der PIl3-Kinase-
Signaltransduktionskaskade in endothelialen Zellen zu identifizieren, wurden
Oligonucleotid-Microarrays nach durch Adenovirus vermitteltem Akt-1 Gentransfer
benutzt. Die DNA Microarray-Analyse identifizierte das Hitzeschockprotein 70
(HSP70) als hochstreguliertes Gen unter 12532 Transkripten, welche in mit
konstitutiv-aktivem Akt-1 transduzierten HUVEC untersucht wurden. Der Akt-1
Gentransfer steigerte die Akt-1 abhangige HSP70 Transkript-Expression in der
quantitativen Real-time PCR um das 24.8-fache und fihrte zu einer dosisabhangigen
Hochregulation von HSP70-Protein in der Western-Blot-Analyse. Der Gentransfer
von FOXO3a, einem downstream Substrat von Akt in Endothelzellen, inhibierte
sowohl die basale als auch die durch verschiedene Stressoren (Hitzeschock,
Anoxie/Reoxygenierung) induzierte HSP70 Protein-Expression. FOXO3a induzierte
eine Caspase-9 abhangige Apoptose in HUVEC und eine Co-Transduktion mit Ad-
HSP70 inhibierte die durch FOXO3a induzierte Apoptose unter Basal- und
Stressbedingungen in Endothelzellen. Diese Resultate identifizieren HSP70 als ein
neues, durch die Akt/FOXO3a-Signaltransduktion in Endothelzellen reguliertes anti-
apoptotisches Protein, welches die Zellviabilitdt durch Modulation des

stressinduzierten intrinsischen Signalweges des apoptotischen Zelltodes moduliert.

Diese in vitro Untersuchungen bildeten die Grundlage fur weitergehende
Studien in vaskularen Muskelzellen sowie fir die therapeutische Anwendung des
FOXO3a-Gentransfers in einem Modell der Ballonschadigung in der Ratte, um die
neointimale Hyperplasie nach Ballonangioplastie zu inhibieren. TM-FOXO3a-
Uberexpression in VSMC flhrte (iber die Hochregulation von p27 zu einem G1-
Zellzyklusarrest verbunden mit einer erhéhten Apoptoserate. In vivo konnte eine
Phosphorylierung von FOXO3a nach Ballonschadigung mit verzdgerter
Herunterregulation von p27 gezeigt werden. Der FOXO3a-Gentransfer induzierte
eine Hochregulation von p27, eine erhdhte Apoptoserate von VSMC und eine
Verringerung der Neointimabildung. Diese Ergebnisse zeigen die Mdglichkeit einer
therapeutischen Nutzung von FOXO3a im Rahmen von Interventionen auf, um die

Neointimabildung nach Angioplastie zu inhibieren.
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Park KW, Kim DH, You HJ, Sir JJ, Jeon SI, Youn SW, Yang HM, Skurk C, Park YB, Walsh K, Kim HS:
Activated forkhead transcription factor inhibits neointimal hyperplasia after angioplasty through induction
of p27. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2005 Apr;25(4):742-7.
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2.5. Der Forkhead-Transkriptionsfaktor FOXO3a requliert die Kardio-
myozytengréoBe downstream von Akt

Skurk C, Izumiya Y, Maatz H, Razeghi P, Shiojima I, Sandri M, Sato K, Zeng L,
Schiekofer S, Pimentel D, Lecker S, Taegtmeyer H, Goldberg AL, Walsh K: The
FOXO3a transcription factor regulates cardiac myocyte size downstream of AKT
signalling. J Biol Chem. 2005 May 27;280(21):20814-23.

Obwohl die Signaltranduktionswege, welche zur kardialen Hypertrophie
fuhren, Gegenstand extensiver Forschung sind, existieren nur wenige Studien Uber
die Mechanismen, die eine Hypertrophie inhibieren. In dieser Arbeit wird die Existenz
einer Akt/Forkhead-Signaltransduktionsachse in kardialen Myozyten in vitro und in
vivo beschrieben, welche durch die Wachstumsfaktoren IGF-1, Insulin sowie durch
mechanische Dehnung, Druckbelastung (,Overload®) und Angiotensin Il-Stimulation
reguliert wird. Ein FOXO3a-Gentransfer inhibierte die durch IGF-1 und mechanische
Dehnung induzierte Hypertrophie in neonatalen Rattenkardiomyozyten in vitro. Die
Transduktion mit FOXO3a flhrte auch zu einer signifikanten Reduktion der
Myozytengrésse in Mauseherzen in vivo. Die Akt/FOXO-Signaltransdukion steuerte
die Expression multipler, eine Atrophie induzierender Gene (“Atrogene”), wie
beispielsweise der Ubiquitin-Ligase 1 (MAFbx). In der Kardiomyozytenkultur wurde
die Expression von Atrogin-1 mRNA durch die Transduktion mit einer konstitutiv-
aktiven Form von Akt oder durch Inkubation mit IGF-1 supprimiert. Im Gegensatz
dazu fihrte die Transduktion von FOXO3a =zur Herunterregulation der
Genexpression. Die Uberexpression von FOXO3a aktivierte den Atrogin-1 Promoter
in Kardiomzoyzten in vitro und im Mausherzen in vivo. Zusammenfassend aktiviert
FOX0O3a im Myokard wie auch im  Skelettmuskel ein atrogenes
Transkriptionsprogramm, welches die Hypertrophie verhindert bzw. verzégert und
durch  verschiedene  physiologische  und pathologische  Stimuli  des

Myozytenwachstums herunterreguliert wird.

Grundlage dieser Studie bildeten Untersuchungen zur Atrophie im
Skelettmuskel. Die Skelettmuskelatrophie ist eine Reaktion auf Hungern
(Katabolismus), eine Funktionseinschrankung, verschiedene Tumore und andere
systemische Erkrankungen. Im atrophierenden Muskel wird die Ubiquitin-Ligase
Atrogin-1 (MAFbx) dramatisch hochreguliert und diese Reaktion ist notwendig fur die
Entstehung einer Atrophie. In atrophierenden, in vitro kultivierten ,Myotubes® nimmt
die Aktivitat des PI3k/Akt-Signaltransduktionsweges ab und die der FOXO-
Transkriptionsfaktoren zu, was mit einer Hochregulation von Atrogin-1 assoziiert ist.
Die Gabe von IGF-1 oder die Uberexpression von Akt inhibiert die FOXO-Aktivierung
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und fahrt zur Herunterregulation von Atrogin-1. Konstitutiv-aktives FOXO3a bindet an
den Atrogin-1-Promoter und fihrt zur Atrogin-1 Transkription verbunden mit einer
dramatischen Atrophie von Myotubes und Skelettmuskelfasern. Die Blockade der
Atrogin-1-Expression mit einem dominant-negativen Konstrukt in vitro bzw. durch
siRNA in Mausmuskeln in vivo verhindert eine durch Glukokortikoide induzierte
Atrophie von Myotubes in vitro bzw. durch Hungern induzierte Atrogin-1
Hochregulation in vivo. Diese Daten zeigen dass Forkhead-Transkriptionsfaktoren
eine kritische Rolle bei der Entwicklung einer Muskelatrophie spielen und dass die
Inhibition von FOXO einen attraktiven Ansatz zur Bekampfung der Muskelatrophie
darstellt.

Sandri M, Sandri C, Gilbert A, Skurk C, Calabria E, Picard A, Walsh K, Schiaffino S, Lecker SH,

Goldberg AL: Foxo transcription factors induce the atrophy-related ubiquitin ligase atrogin-1 and cause
skeletal muscle atrophy. Cell. 2004 Apr 30;117(3):399-412.
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2.6. Beschreibung eines kardialen Adiponectinsystems und _seiner
Derequlation in der dilatativen Kardiomyopathie

Skurk C, Wittchen F, Suckau L, Witt H, Noutsias M, Fechner H, Schultheiss HP,
Poller W: Description of a local cardiac adiponectin system and its deregulation in
dilated cardiomyopathy. Eur Heart J. 2008 May;29(9):1168-80.

Trotz Kkirzlicher Fortschritte in der medizinischen Therapie bleibt die
Herzinsuffizienz eine fihrende Ursache fur die kardiovaskulare Mortalitat und seine
komplexe Pathogenese ist bis heute unvollstindig verstanden. Um neue
therapeutische Angriffsziele in der dilatativen Kardiomyopathie (DCM) zu
identifizieren, wurden Oligonucleotid-Microarray Analysen von endomyokardialen
Biopsien in Patienten mit friher DCM (LVEDD>55mm, LVEF<55%, n=5) und
Kontrollen (LVEDD<55mm, LVEF>60%, ohne kardiale Pathologie n=4) durchgefihrt.
Adiponectin, ein Adipozytokin, welches an der Steuerung des zellularen
Metabolismus, der Immunmodulation und des Uberlebens beteiligt ist, war in der
DCM-Gruppe 6fach herunterreguliert. Die Microarray Daten fiur Adiponectin wurden
mittels Tag-Man-PCR bestatigt (9.2fache Herunterregulation, Kontrolle n=9 vs. DCM
n=9, p<0.05). Eine immunhistologische Analyse der EMBs zeigte eine signifikante
Herunterregulation der  Adiponectin-Expression unabhangig von den
Serumkonzentrationen von APN (p=0.36, NS) oder TNFa (p<0.46, NS). Weder
Adiponectin-Rezeptor1t (Adipo-R1) noch Adipo-R2 waren in der frithen DCM
dereguliert. Die Adiponectin-mRNA und - Protein-Herunterregulation wurde in
explantierten Herzen von Patienten mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz
(LVEF<25%, n=8) bestatigt. In vitro fuhrte die Inkubation von neonatalen
Rattenkardiomyozyten zur Aktivierung der pro-survival Kinase PkB/Akt, zu
gesteigerter eNOS-Phosphorylierung und Inhibition der stressinduzierten Apoptose
von Kardiomyozyten in einer Akt-abhdngigen Art und Weise. Die Inhibition der
Adiponectin-Sekretion wurde von einer Erhdéhung der Expression des Zytokins und
seiner Rezeptoren begleitet. Diese Daten weisen auf die Existenz und Deregulation
eines lokalen Adiponectin  Systems, welches unabhd&ngig von den
Plasmakonzentrationen von Adiponectin und TNFa reguliert wird, hin. Die Studie
impliziert eine Rolle von Adiponectin in der Pathogenese der DCM. Adiponectin

kénnte ein Stellenwert in der zukinftigen Therapie der DCM zukommen.

Die Grundlage dieser klinisch-experimentellen Untersuchungen bildeten
Studien Uber die Effekte des Adipozytokins Adiponectin in Endothelzellen und am

Herzmuskel. Adiponectin aktiviert Akt und wirkt Gber diesen Signaltransduktionsweg
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in vitro und in vivo pro-angiogen [123, 160]. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass
Adiponectin die Anzahl zirkulierender endothelialer Progenitorzellen, die an der
Gefalneubildung beteiligt sind, erhdht. In APN-Nullmdusen kam es nach Induktion
einer Ischamie im Gegensatz zu Wildtyp-Mausen zu keinem Anstieg der Sca-1/FIk-1
positiven Zellfraktion im peripheren Blut. Ein adenoviraler Gentransfer von
Adiponectin erhdhte die Anzahl von EPC im peripheren Blut in Wildtyp- und
Nullmausen. Die Inkubation von humanen PBMCs mit APN fuhrte zur Proliferation
dieser Zellen. Adiponectin induzierte die Bildung von Netzwerkstrukturen auf Matrigel
und diente als Chemoattraktans in einem Migrationsassay. Diese Daten weisen auf
einen Einfluss der Hypoadiponectindmie bei der Depression der EPC-Anzahl in
Patienten mit metabolischen Erkrankungen wie beispielsweise Adipositas und

Diabetes mellitus hin.

Shibata R, Skurk C, Ouchi N, Galasso G, Kondo K, Ohashi T, Shimano M, Kihara S, Murohara T,
Walsh K: Adiponectin promotes endothelial progenitor cell number and function. FEBS Lett. 2008 May
14;582(11):1607-12.

Neben der pro-angiogenen Wirksamkeit des Zytokins via Akt-Aktivierung und
eNOS-Phosphorylierung inhibiert Adiponectin das myokardiale Remodeling am
Herzen [159]. Ob diese protektiven Effekte Uber eine Aktivierung des
Wachstumsfaktor/Akt-Signaltransduktionsweges induziert werden, ist bisher nicht
nachgewiesen. Interessanterweise sind FOXO-Transkriptionsfaktoren direkt an der
Regulation der Adiponectinspiegel beteiligt [117] und die Expression des Zytokins ist

bei Patienten mit PVB19 Infektion herunterreguliert.

Wittchen F, Suckau L, Witt H, Skurk C, Lassner D, Fechner H, Sipo I, Ungethim U, Ruiz P,
Pauschinger M, Tschope C, Rauch U, Kuhl U, Schultheiss HP, Poller W: Genomic expression profiling
of human inflammatory cardiomyopathy (DCMi) suggests novel therapeutic targets. J Mol Med. 2007
Mar;85(3):257-71.
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3. DISKUSSION

Die  Wachstumsfaktor/PI3-Kinase/Akt-Signaltranduktionsachse reguliert
mehrere downstream Substrate, die fur die Auspragung eines angiogenen
Phéanotyps und das Zellwachstum von Bedeutung sind [166]. In dieser Arbeit wurden
die Funktion der PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsachse und ihrer downstream
Substrate in Endothelzellen und Kardiomyozyten untersucht. GSK3p und FOXO-
Transkriptionsfaktoren stellen wichtige Effektoren der Akt-Signaltransduktion
downstream von verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen
Aktivatoren der PI3-Kinase dar, die die Viabilitat, das Zellwachstum, die Proliferation,
die Differenzierung und die Migration und somit wichtige anti-angiogene und anti-
hypertrophe Effekte vermitteln. Im Gegensatz dazu wird $-Catenin in Endothelzellen
zellspezifisch reguliert und aktiviert die PI13-Kinase/Akt-Signaltransduktion durch die
Expression von angiogenen Wachstumsfaktoren. Auch das durch FOXO-
Transkriptionsfaktoren hochregulierte Adipozytokin Adiponectin fiihrt Gber einen
AMPK-abhangigen Mechanismus zur Aktivierung der PI3K-Akt-Signalachse und Ubt
hiertiber protektive Effekte in Kardiomyozyten aus.

Die Glycogen-Synthase Kinase 3p wird in verschiedenen Zelltypen von Akt
phosphoryliert [25]. Bisher ist wenig Uber die Funktion des Enzyms in Endothelzellen
bekannt. Die Regulation von GSK3p und seine Effekte auf die BlutgefaRbildung in
Endothelzellen wurden daher untersucht [89]. Die Inhibition der GSK3p-
Phosphorylierung durch den PI3-Kinase-Inhibitor LY294002 zeigt, dass PI3-Kinase
abhangige Signaltransduktionsmechanismen das Enzym nach Mitogenstimulation in
Endothelzellen regulieren [89]. Desweiteren konnte nachgewiesen werden, dass die
Proteinkinase B/Akt GSK3p in Endothelzellen direkt phosphoryliert. Die durch
Serumstimulation induzierte GSK3p-Phosphorylierung konnte durch die Transduktion
mit einer dominant-negativen Mutante von Akt inhibiert werden, wahrend die
Transduktion mit einer konstitutiv-aktiven Form von Akt suffizient fir die
Phosphorylierung unter den Bedingungen eines Mitogenentzugs ist. AuRerdem
konnten  wir zeigen, dass GSK3p nicht ausschlieflich durch die
Wachstumsfaktor/PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsachse, sondern auch durch die
Mitogen-abhangige Proteinkinase (MAPK) und Proteinkinase A (PKA) reguliert wird.
Somit konvergieren verschiedene Signaltransduktionswege an der GSK3p, was
darauf hindeutet, dass das Enzym Signale von verschiedenen pro-angiogenen
Wachstumsfaktoren und Zytokinen integriert.

Die EC-Viabilitat stellt einen bedeutenden, die Angiogenese und

Gefalintegritdt beeinflussenden Faktor dar, und die Abwesenheit von
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Wachstumsfaktoren fihrt zur Gefaliregression in Tumoren [8]. Wir konnten
nachweisen, dass GSK3p eine Schlisselrolle in der Kontrolle der EC-Viabilitat nach
Wachstumsfaktorentzug in EC spielt. Die Aktivierung von GSK3p in EC durch
Mitogenentzug verstarkte die Endothelzellapoptose wahrend die Ablation der
GSK3p-Signaltransduktion unter diesen Bedingungen die Zellen vor Apoptose
schutzte. Obwohl die Modulation der GSK3p-Aktivitat in anderen, nichtvaskularen
Zelltypen die Apoptose nach Mitogen-Deprivation induziert [63, 99] konnten wir
erstmals zeigen, dass die GSK3p-Signaltransduktion den Zelltod nach
Unterbrechung von Zell-Matrix-Interaktionen (Anoikis) reguliert. Nach Trennung der
Zell-Matrix-Verbindungen kam es zu einer zeitabhangigen Dephosphorylierung und
damit verbundenen Aktivierung von GSK3p, die mit verstarkter Apoptose assoziiert
war. Der apoptotische Zelltod unter diesen Bedingungen wurde durch die
Uberexpression einer katalytisch inaktiven Form des Enzyms inhibiert, wahrend der
Gentransfer einer konstitutiv-aktiven Form die Apoptoserate der EC erhdhte. Diese
Ergebnisse weisen auf die Bedeutung der GSK3p-Signaltransduktion als wichtigen
Modulator der EC-Anoikis hin. Die Kontrolle der Anoikis spielt eine kritische Rolle in
der Angiogenese, da Zell-Matrix-Interaktionen das Uberleben von EC vermitteln und
essentiell fur die Neovaskularisation sind [11]. Vorangegangene Studien konnten
zeigen, dass die ,pro-survival®-Signale von Zell-Matrix-Interaktionen durch die
Enzyme Akt [55] und Integrin-linked Kinase (ILK) [66], welche sowohl Akt als auch
GSK3p phosphoryliert, vermittelt werden [191]. Unsere Studie zeigt weiterhin, dass
die GSK3p-Signaltransduktion die Migration von Endothelzellen nach VEGF/bFGF-
Stimulation und die von glatten Muskelzellen (VSMC) nach PDGF/bFBF-Stimulation
kontrolliert. Diese Effekte resultierten nicht aus zytotoxischen bzw. zytoprotektiven
Effekten der verschiedenen GSK3p-Vektoren, da die Assays uber einen kurzen
Zeitraum von ca. 5h durchgefiihrt wurden und eine Apoptose erst nach Serumentzug
von ca. 48h auftritt. Da die Migration von EC einen essentiellen Mechanismus fur die
Angiogenese darstellt, wurde ein in vivo Maus-Angiogenese-Modell zur
Charakterisierung der Effekte eines GSK3p-Gentransfers auf die Kapillarbildung in
mit FGF behandeltem Matrigel etabliert. Die dominant-negative Mutante KM-GSK3p
verstarkte die Kapillardichte im Matrigel-Plug, wahrend die konstitutiv-aktive GSK3p-
Mutante diese signifikant reduzierte. Diese Daten zeigen, dass die GSK3p-
Signaltransduktion in Endothelzellen die Angiogenese inhibiert, auf’erdem sind diese
Ergebnisse konsistent mit den inhibitorischen Effekten auf die EC-Migration und

Apoptose in vitro, welche oben beschrieben sind.
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Vorangegangene Untersuchungen haben den P13-Kinase/Akt-
Signaltransduktionsweg als bedeutenden Regulator eines pro-angiogenen
Phanotyps in EC identifiziert [166]. Unsere in dieser Studie gewonnenen Ergebnisse
vertiefen das Wissen Uber die Signaltransduktionswege, welche die Angiogenese
downstream von Akt regulieren. Die Phosphorylierung von GSK3p, eines mehrerer
Substrate von Akt, ist essentiell fur das Uberleben und die Migration von EC in vitro
sowie die Angiogenese in vivo. Die durch GSK3f vermittelte Regulation des pro-
angiogenen Phanotyps war nicht mit Verdnderungen der NO-Synthese assoziiert.
Daher ist die Regulation der Angiogenese durch GSK3p unabhangig von der durch
Akt vermittelten Phosphorylierung von eNOS. Desweiteren vermitteln die MAPK- und
PKA-Signaltransduktionswege eine Phosphorylierung von GSK3p am Serin-9,
welche zur Inaktivierung des Enzyms fihrt und somit pro-angiogen wirkt. Diese
Beobachtungen sind signifikant, weil pro-angiogene Faktoren wie beispielsweise
bFGF die MAPK aktivieren. Eine GSK3p-Phosphorylierung kann auch durch Wnt
Uber einen Mechanismus, der sich von dem der mitogenen Faktoren unterscheidet,
erfolgen [50] und die Wnt-Signaltransduktion kann das Endothelzell-Wachstum
fordern [45]. Zusammenfassend implizieren unsere Daten, dass GSK3p als
Knotenpunkt fir verschiedene Signaltransduktionswege innerhalb der EC die
unterschiedlichen pro-angiogenen Inputs koordiniert und so die Expression eines

pro-angiogenen Phanotyps der Endothelzellen unabhéngig von eNOS reguliert.

Im Weiteren sollte die Signaltransduktion downstream von GSK3p, welche
den pro-angiogenen Phanotyp nach GSK3p-Phosphorylierung induziert, untersucht
werden [170]. Wir konnten erstmals zeigen, dass p-Catenin in Endothelzellen
suffizient fur die Expression eines pro-angiogenen Phanotyps in vitro und das
Gefalwachstum in vivo ist. In Ubereinstimmung mit vorangegangenen Studien ist die
Stabilisierung von p-Catenin in EC abhangig vom Aktivierungszustand von GSK3§,
aber unabhangig von der PI3-Kinase/Akt-Signaltranduktion [25, 206]. Der
Gentransfer von S9A-GSK3p, einer nichtphosphorylierbaren, konstitutiv-aktiven
Mutante des Enzyms, verminderte die intrazellularen g-Catenin-Spiegel, wahrend die
Transduktion mit KM-GSK3p, einer dominant-negativen und katalytisch inaktiven
Form, diese erhohte. Weder konstitutiv-aktives, noch dominant-negatives Akt hatte
einen Effekt auf die p-Catenin Konzentration oder die transkriptionelle Aktivitat von
TCF/LCF. Diese Daten implizieren, dass in EC verschiedene zytosolische Pools von
GSK-3p existieren, welche durch Wachstumsfaktor- oder Wnt-Signaltransduktion

reguliert werden [25, 43, 138]. Die Akt-Beteiligung an der Stabilisierung von f-
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Catenin ist fir andere Zellsysteme wie bspw. Kardiomyozyten beschrieben [68],
existiert nach unseren Untersuchungen allerdings nicht in Endothelzellen. Diese
Beobachtung zeigt, dass Akt die im ,Destruktionskomplex“ gebundene GSK3p nicht
inaktivieren kann.

In einem Matrigel-Plug Angiogenese-Assay konnte in vivo gezeigt werden,
dass WT- und delta-g-Catenin die Entstehung der Angiogenese foérdern. Delta-p-
Catenin, welches nicht phosphorylierbar und somit proteosomal nicht abbaubar ist,
zeigte starkere Effekte. g-Catenin kontrollierte die Migration von EC auf VEGF sowie
die Differenzierung endothelialer Zellen in Netzwerk- bzw. kapillare Strukturen in
vitro. Weiterhin konnte der anti-angiogene Phanotyp von EC nach Transduktion der
Zellen mit konstitutiv-aktiver GSK3p durch die Co-Transduktion mit p-Catenin
teilweise inhibiert werden. Die Transduktion von EC mit B-Catenin flhrte zur
Hochregulation der Expression von VEGF-A und VEGF-C auf mRNA- und
Proteinebene. Desweiteren aktivierte p-Catenin den VEGF-A Promoter in Co-
Transfektionsstudien. Die Induktion von VEGF-C durch p-Catenin ist bisher nur in
transformierten Epithelzellen beobachtet worden [209]. VEGF-A ist ein essentieller
angiogener Faktor [18] und VEGF-C stimuliert die Angiogenese und verbessert die
Revaskularisierung nach Ischdmie der Hinterpfote [16, 199]. VEGF-A und VEGF-C
binden beide an den VEGF-Rezeptor 2 (VEGF-R2) [83] und induzieren die
Proliferation, die Migration und das Uberleben von EC sowie eine Erhéhung der
vaskularen Permeabilitat [57, 83]. VEGF-R2 wird durch die Bindung von VEGF selbst
hochreguliert, was zu verstarkter VEGF-Signaltransduktion und Angiogenese fuhrt
[158]. In Ubereinstimmung mit verstarker VEGF-Signaltransduktion beobachteten wir
nach f-Catenin-Transduktion eine Hochregulation von VEGF-R2-Transkript und -
Protein in EC. Desweiteren konnten wir nachweisen, dass p-Catenin die VEGF-R2
Tyrosin-Phosphorylierung, welche mit der Migration und Kapillarbildung von EC
direkt korreliert [119], erhoht. p-Catenin rekrutierte auch die PI3-Kinase zum VEGF-
R2 und induzierte die Aktivierung von Akt. Zusammengefasst zeigen diese Daten,
dass Wnt- und PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktion an der B-Catenin induzierten
VEGF-Synthese konvergieren. Vorangegangene Studien konnten nachweisen, dass
die PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktion ein Schlisselregulator des pro-angiogenen
Phanotyps darstellt [166]. Die p-Catenin induzierte EC-Differenzierung und EC-
Migration werden durch Inhibitoren des PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsweges
gehemmt, was fir die Signifikanz mitogener Signale downstream von p-Catenin
spricht. Desweiteren implizieren unsere Daten, dass die Wnt/GSK3p-

Signaltransduktion das BlutgefaBwachstum Uber die Induktion angiogener
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Wachstumsfaktoren und autokriner Stimulation der PI3-Kinase/Akt in Endothelzellen
fordert.

Neben GSK3p stellen die FOXO-Transkriptionsfaktoren ein weiteres durch
Akt phosphoryliertes Substrat dar. Wahrend der Neovaskularisation wird das
Uberleben der Endothelzellen durch das Gleichgewicht exogener pro-angiogener
und anti-angiogener Faktoren determiniert. Die durch Akt regulierte FLIP-Expression
vermittelt pro-angiogene ,Survival“-Signale in Endothelzellen [178]. FLIP inhibiert die
Aktivierung des extrinsischen Apoptoseweges, welcher durch anti-angiogene Stimuli
aktiviert werden kann [95, 193]. Die Forkhead-Transkriptionsfaktoren wurden als
downstream Substrate von Akt identifiziert [12, 134, 180]. Deshalb untersuchten wir
den Einfluss von FOXO auf die Zellviabilitat [169]. Wir konnten erstmals zeigen, dass
FOXO-Transkriptionsfaktoren in Endothelzellen exprimiert und durch Akt reguliert
werden. Desweiteren wurde die durch FOXO regulierte FLIP-Expression als
Modulator der endothelialen Zellviabilitat charakterisiert.

Wie fir andere Zelltypen beschrieben, fiihrt die Serumstimulation zur
zytoplasmatischen Akkumulation von FOXO in Endothelzellen, wahrend ein
Serumentzug die Translokation in den Nukleus férdert [152]. In Ubereinstimmung mit
diesen Daten ist die Transduktion mit konstitutiv-aktivem Akt von einer
Phosphorylierung und zytoplasmatischen Retention von FOXO3a gekennzeichnet,
wahrend die Transduktion der EC mit einer dominant-negativen Mutante von Akt zur
nukledren Akkumulation des Transkriptionsfaktors fuhrt. Die Effekte der Trennung
der Zellen von der extrazellularen Matrix auf die FOXO-Lokalisation wurden
untersucht, da das Lo6sen von Integrin-Matrix-Interaktionen mit einer Inhibition der
Akt-Aktivierung, der Herunterregulation von FLIP, der Aktivierung von Caspase-8 und
Anoikis einhergeht [55, 89]. FOXO3a akkumulierte in der Suspensionskultur im
Nukleus. Diese Daten weisen darauf hin, dass FOXO3a in EC durch Akt reguliert
wird und unter Bedingungen, welche den apoptotischen Zelltod férdern, in den
Nukleus transloziert. Die funktionelle Relevanz der FOXO3a-Translokalisation in den
Nukleus wurde mit Hilfe verschiedener adenoviraler Vektoren untersucht. Der
konstitutiv-aktive Vektor exprimiert eine nichtphosphorylierbare Mutante von
FOX0O3a (TM-FOXO3a). Dieses Protein akkumuliert im Nukleus und wird nicht durch
Akt oder Mitogene reguliert. Die Expression von TM-FOXO3a in mit Serum
stimulierten Endothelzellen fiihrte in einer dosis- und zeitabhadngigen Weise zu einem
ausgepragten apoptotischen Zelltod. Die Apoptose wurde mittels verminderter
mitochondrialer Funktion, der Bildung von hypodiploider DNA als auch durch den

Nachweis pyknotischer Zellkerne determiniert. Der apoptotische Zelltod war mit einer
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Erhdhung der Caspase-8-Aktivitdt assoziiert, was fur die Induktion Uber den
extrinsischen Signalweg der Apoptose spricht. Im Gegensatz dazu induzierte WT-
FOXO3a keine Veranderung der Viabilitdt unter Serumstimulation, die zu einer
zytosolischen Akkumulation des Transkriptionsfaktors flhrt. Allerdings resultierte die
Uberexpression von WT-FOXO3a unter Bedingungen des Serum-Entzugs, die durch
eine nukleare Translokalisation gekennzeichnet ist, in einer Apoptoseinduktion,
wahrend dominant-negatives FOXO3a keinen Effekt zeigte.

Der Mechanismus, durch den FOXO einen Zelltod induziert, scheint
spezifisch fur den jeweiligen Zelltyp zu sein. In cerebellaren Neuronen, Fibroblasten
und Jurkat-Zellen induziert die transiente Uberexpression von TM-FOXO3a eine
Apoptose uber die Hochregulation von Fas-Ligand und die Aktivierung des
extrinsischen Signalwegs der Apoptose [12]. Es konnte auch gezeigt werden, dass
Forkhead-Transkriptionsfaktoren die Expression von TRAIL/APO2L, eines weiteren
.,death receptor‘-Liganden, in Myelomzellen induziert [111]. Im Gegensatz dazu
wurde beobachtet, dass in hamatopoetischen Zellen die Apoptose durch FOXO
unabhangig von der durch Liganden vermittelten Aktivierung von Rezeptoren auftritt
[39]. Weder die Caspase-8-Aktivierung noch eine Induktion des Fas-Ligand-
Promoters konnte in dieser Studie nach Wachstumsfaktorentzug nachgewiesen
werden. FOXO3a induzierte in diesen Zellen die transkriptionelle Hochregulation des
pro-apoptotisch wirksamen Proteins BIM mit assoziierter Destruktion der
mitochondrialen Membranintegritat, einer Cytochrom ¢ —Freisetzung und Caspase-
Aktivierung. Somit kann FOXO3a auch Uber die Aktivierung des intrinsischen
Signalwegs der Apoptose einen Zelltod induzieren.

Unsere Studie beschreibt einen neuen Mechanismus, uUber den Forkhead-
Transkriptionsfaktoren Apoptose induzieren. Wir identifizierten FLIP, ein katalytisch
inaktives Homolog von Caspase-8, als durch die FOXO3a-Signaltransduktion
reguliertes Protein. Die Regulation von FLIP durch FOXO3a konnte auf
verschiedenen Ebenen nachgewiesen werden. Eine erhdhte FOXO3a-Aktivitat
(entweder durch TM-FOXO3a- oder WT-FOXO3a-Gentransfer) verringerte in
dosisabhangiger Form die FLIP-Proteinkonzentration. TM-FOXO3a inhibierte auch
die FLIP-mRNA Expression. Im Gegensatz dazu war die Transduktion mit dominant-
negativem FOXO3a durch eine erhohte FLIP-Protein- und mRNA-Expression
gekennzeichnet. Desweiteren wurde die funktionelle Relevanz der FLIP-Regulation
auf die Viabilitdt von Endothelzellen untersucht. Der Gentransfer von FLIP in
Endothelzellen, welche TM-FOXO3a Uberexprimierten, konnte die Caspase-8-
Aktivierung vollstéandig und die Apoptose teilweise unterdricken. Weiterhin wurde die

funktionelle Relevanz des extrinsischen Apoptose-Signalweges in Endothelzellen fir
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die durch FOXO vermittelte Toxizitdt mittels Inhibition der Caspase-8-Aktivitat und
teilweise Supression der Apoptose nach CrmA-Transduktion, eines Caspase-8-
Inhibitors, nachgewiesen. Unter normalen Bedingungen sind Endothelzellen resistent
gegenuber der durch Ligand-,Death-Rezeptor® vermittelten Apoptose [146].
Endothelzellen exprimieren Fas-Ligand an ihrer Oberflache und kénnen genetisch
dahingehend modifiziet werden, diesen Uberzuexprimieren. Selbst die
Uberexpression von Fas-L in vitro und in vivo hat keinen detektierbaren Effekt auf
die Zellviabilitdt oder pathologische- bzw. Entwicklungsstérungen [146, 149, 203].
Wahrscheinlich kdnnen Endothelzellen einer hohen Fas-Ligand-Expression aufgrund
einer hohen FLIP Expression standhalten [147]. In diesem Zusammenhang werden
Endothelzellen unter Serumentzug oder dem Einfluss von Akt inaktivierender Stimuli
anfallig fur den durch Fas vermittelten Zelltod [178]. Oxidierte Lipide, welche Akt
inaktivieren [21], fuhren zu einer Herunterregulation von FLIP und induzieren eine
durch Fas vermittelte Apoptose in Endothelzellen [147, 148]. AuRerdem ist Anoikis
mit durch Fas vermittelter Caspase-8-Aktivierung und FLIP-Herunterregulation
verbunden [4, 176]. Da die Akt-Inaktivierung einen essentiellen Mechanismus in der
Anoikis darstellt [55], kénnte die durch FOXO3a vermittelte Herunterregulation von
FLIP unter diesen Bedingungen zur Aktivierung des extrinsischen Weges der
Apoptose  beitragen.  Zusammenfassend stellt die hier beschriebene
Akt/Forkhead/FLIP-Signaltransduktionsachse einen bedeutenden Regulator der
endothelialen Zellviabilitat in Reaktion auf verschiedene Umwelteinfliisse dar.

Der Mechanismus der FLIP-Regulation durch Forkhead-Aktivierung ist
unbekannt.  Forkhead-Transkriptionsfaktoren  kénnen als  Aktivatoren der
Transkription fungieren [12]. Allerdings sind auch trans-Repressionen fir FoxA2,-C2,
-D2, -D3, und -G1 [10, 53, 195, 205] beschrieben und das Forkhead-Protein LIN31 in
C. elegans kann sowohl als Aktivator als auch als Repressor der Trankription dienen
[181]. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass FOXO4 die Transkription des
transkriptionellen Repressors Bcl-6, welcher eine Apoptose induziert, aktiviert [182].
In Endothelzellen konnten wir zeigen, dass FOXO3a die mRNA-Expression von FLIP
herunterreguliert, was die Mdglichkeit erdffnet, dass diese Regulation auf mRNA-
Ebene stattfindet. Der FLIP-Promoter ist bisher nicht charakterisiert. Es besteht auch
die Moglichkeit, dass die FLIP- Regulation durch eine Protein-Protein-Assoziation
zwischen FOXO und einem Protein, welches als transkriptioneller Regulator fungiert,
vermittelt wird. Karzlich wurde eine durch FOXO vermittelte Repression des Cyclin
D-Promoters Uber diesen Mechanismus beschrieben [132, 155]. Zusatzlich kann die
beobachtete FLIP-Proteinregulation durch eine Caspase-Aktivierung durch FOXO

hervorgerufen sein. In der Tat befindet sich eine Caspase-3/10 Spaltungsstelle in der
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p12-Caspase-Doméane (LEVDG AS 373-377) des FLIP-Proteins [46] und eine FLIP-
Degradation wurde in unserer und in anderen Studien beobachtet [150]. Es erscheint
daher wahrscheinlich, dass FLIP an einem positiven feedback-loop beteiligt ist, der
die Caspase-Aktivitat wahrend des apoptotischen Prozesses erhdht.
Ubereinstimmend mit dieser Hypothese beobachteten wir, dass die durch FOXO3a
vermittelte Reduktion der FLIP-Protein Expression und der Zellviabilitat durch
Caspase-8-Inhibition verringert waren. Unsere Daten implizieren zwei Mechanismen
der FLIP-Herunterregulation durch FOXO3a, einen auf der mRNA- und einen auf der
Protein-Ebene von FLIP. Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass FOXO3a in
Endothelzellen durch Akt reguliert wird und eine Apoptose durch die
Herunterregulation von FLIP induziert. Die Herunterregulation von FLIP ist von einer
Caspase-8-Aktivierung begleitet, und die Wiederherstellung der intrazellularen FLIP-
Spiegel mittels FLIP-Gentransfer inhibiert die Caspase-8 Aktivierung sowie den

apoptotischen Tod der Zellen.

Die Beobachtung, dass eine Caspase-8-Inhibition die durch FOXO3a
induzierte Apoptose nur teilweise inhibiert impliziert, dass auch eine intrinsische
regulatorische Signaltransduktion beim apoptotischen Zelltod involviert ist. Mittels
Microarray-Analysen identifizierten wir HSP70 als weiteres durch die AKT/FOXO-
Signaltransduktionsachse reguliertes Protein [88]. FOXO3a-Gentransfer flhrte zur
Herunterregulation der HSP70 Proteinexpression in EC. HSP70 verhindert eine
Zellschadigung durch toxische Stimuli oder missgefaltete Proteine. Es inhibiert die
Oligomerisierung von apoptosis activating factor (APAF-1) durch die Bindung an die
die Caspase rekrutierende Domane des Proteins und damit die Aktivierung von
Caspase-9, einer upstream Caspase im intrinsischen Apoptoseweg [5, 113, 142]. In
Ubereinstimmung mit diesen Daten konnten wir zeigen, dass eine FOXO-
Uberexpression zur Aktivierung von Caspase-9 filhrt. Die Uberexpression von
HSP70 in mit FOXO transduzierten Endothelzellen verhinderte diesen Prozess.
Desweiteren konnte die Aktivierung der downstream Caspase-3 durch dominant-
negative Caspase-9 inhibiert werden. Diese Daten zeigen, dass FOXO den
intrinsischen und extrinsischen Weg des apoptotischen Zelltodes in Endothelzellen
kontrolliert und dass die Induktion der Apoptose durch FOXO downstream der PI3-
Kinase/Akt-Signaltransduktion spezifisch fur den jeweiligen Zelltyp ist. Diese
Beobachtungen haben auch eine klinische Relevanz. Sowohl Homozystein als auch
oxidiertes LDL als kardiovaskulare Risikofaktoren inhibieren die Akt-Aktivierung und

induzieren den apoptotischen Zelltod von EC. Desweiteren dienen VEGF,
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Angiotensin und Statine als Aktivatoren von Akt und Uben Uber die Inhibition der
FOXO-Aktivitat ihre protektiven Effekte auf das GefalRystem aus [171].

Zusammenfassend schitzt Akt die Endothelzellen vor einer Apoptose durch
die Inhibition von FOXO-Transkriptionsfaktoren und GSK3p, wahrend p-Catenin die
PI-3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsachse upstream aktiviert, um pro-angiogene
Effekte auszuuben. Diese Effekte auf die Angiogenese konnten in einer weiteren in
vivo Studie unserer Arbeitsgruppe bestatigt werden [1]. Sowohl GSK3p als auch
FOXO werden in Endothelzellen von Akt-1-Nullmausen verringert phosphoryliert.
Desweiteren weisen Endothelzellen dieser Mause eine gestdrte Migrationsfahigkeit
auf. Die Phosphorylierungs-und Migrationseffekte in diesen Zellen kénnen durch Re-
Introduktion von Akt-1 Kkorrigiert werden. Weiterhin zeigen Akt-1-Nullmause eine
gestorte Angiogenese nach Ischamie der Hinterpfote mit Verlust der unteren
Extremitat, was fir die Signifikanz der oben dargelegten Beobachtungen uber die
Funktion der downstream Substrate spricht.

Die Induktion des apoptotischen Zelltodes in Endothelzellen durch
FOXO steht im Gegensatz zu Beobachtungen in C. elegans, in welcher DAF-16, ein
FOXO-Homolog, eine Verlangerung des Lebens bewirkt [121]. Auflerdem zeigt
Drosophila, die das FOXO-Homolog forkhead uberexprimiert, ebenfalls eine
verlangerte Lebensdauer. Auch in Sdugetierzellen ist die Entgiftung von ROS eine
bedeutende Funktion der FOXO-Transkriptionsfaktoren [58, 92]. In diesem
Zusammenhang konnten Brunet et al. zeigen, dass H,O,, aber nicht UV-Strahlung
oder Wachstumsfaktorstimulation, die Deacetylierung von FOXO propagiert und dass
diese post-tranlationale Modifikation eine  Stress-Adaptation und einen
Zellzyklusarrest aber keine Apoptose in Saugetierzellen induziert [14]. Hieraus lasst
sich ableiten, dass die Fahigkeit von FOXO, eine Apoptose bzw. eine Stressresistenz
zu induzieren, von den jeweiligen Wachstums/Umgebungsbedingungen der Zellen
und der SIRT-Aktivitdt abhangig ist. Speziell unter den Bedingungen der
»quiescence“ werden FOXO-Transkriptionsfaktoren einen Zellzyklusarrest und die
Expression von ROS-entgiftenden Genen aktivieren.

In Bezug auf die Rolle von FOXO-Transkriptionsfaktoren in der Angiogenese
konnten Potente et al. nachweisen, dass eine FOXO3a-Defizienz mit erhdhter eNOS-
Expression sowie verbesserter Gefallbildung und -reifung in vivo in einem Modell der
Ischamie der Hinterpfote verbunden ist [131]. In dieser Studie konnte auch gezeigt
werden, dass die verschiedenen Mitglieder der Subfamilie Gberlappende, aber nicht
identische regulatorische Funktionen in Endothelzellen austiben. Desweiteren sind
FOXO1/FOXO3/FOXO4-Nullmduse durch die Bildung von Hamangiomen in
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verschiedenen Organen als Hinweis fiir ein Uberschiessendes GefalRwachstum
charakterisiert [125].

Die Effekte der GSK3p/p-Catenin-Signaltransduktionsachse in der
Angiogenese wurden durch eine weitere Studie in endothelialen Progenitorzellen
charakterisiert. Diese akkumulieren an Orten der Gefal3schadigung und partizipieren
an der GefaRneubildung [139]. Die Transduktion mit katalytisch-inaktiver GSK3p
fuhrte durch die Hochregulation pro-angiogener Wachstumsfaktoren, der
Verbesserung des Uberlebens und der verstarkten Proliferation und Differenzierung
der Zellen zu einer verbesserten pro-angiogenen Potenz von endothelialen
Progenitorzellen in vitro und in vivo, die eine gesteigerte Angiogenese mit einer
héheren Kapillardichte in einem Mausmodell der Ischamie der Hinterpfote zur Folge
hatte [24]. Weitere pro-angiogene Gene, wie beispielsweise FGF, IL-8, Connexin 43
und MMP-3 wurden kirzlich als durch g-Catenin induziert beschrieben [105]. Kim et
al. zeigten, dass p-Catenin eine bedeutende Funktion als Modulator der
Angiogenese und Myozytenregeneration durch Induktion der Proliferation und
Verbesserung der Zellviabilitdt sowie durch die Induktion von VEGF und die
Mobilisation endothelialer Progenitorzellen besitzt [90]. AuRRerdem ist die defekte
Angiogenese bei Patienten mit ischamischer Kardiomyopathie mit einer geringen -
Catenin-Expression assoziiert [137]. Desweiteren konnte klrzlich gezeigt werden,
dass die Inhibition von PDGF-DD, einem Wachstumsfaktor, der in Gebieten
Uberschiessender Angiogenese verstarkt exprimiert wird, die Angiogenese durch die
Inhibition von GSK3p in verschiedenen in vivo Modellen inhibiert [94].
Zusammenfassend bestatigen diese Studien unsere Beobachtungen, dass FOXO-
Transkriptionsfaktoren, GSK3p und p-Catenin angiogene Effekte in Endothelzellen

ausuben.

Aber nicht nur fir das Blutgefalwachstum, sondern auch fir das
Zellwachstum und die Entwicklung einer Hypertrophie ist die PI3-Kinase/Akt-
Signaltransduktion von Bedeutung [130]. Die P13-Kinase/Akt-
Signaltransduktionsachse steuert die Koordination des BlutgefaR- und
Organwachstums [165]. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass FOXO als
downstream Substrat eine Atrophie der Skelettmuskulatur induziert [143]. Uber die
biologische Rolle von Forkhead-Transkriptionsfaktoren in Kardiomzoyzten war bisher
nichts bekannt. Aus diesen Grinden wurden die Expression, Regulation und
Funktion der FOXO-Transkriptionsfaktoren in kardialen Muskelzellen untersucht
[168].
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Die kardiale Hypertrophie ist durch eine Zunahme der Kardiomyozytengrosse
gekennzeichnet. Die Grosse der kardialen Myozyten wird durch ein Gleichgewicht
zwischen Proteinsynthese und -degradation determiniert. In unserer Studie [168]
charakterisieren wir die funktionellen Effekte von Forkhead-Transkriptionsfaktoren
bei der Kontrolle der Expression atrogener Proteine sowie der Zellgrosse in
Kardiomyozyten. Alle drei Mitglieder der FOXO-Subfamilie, FOXO1, FOXO3a und
FOXO4, werden in Kardiomyozyten exprimiert und Uber verschiedene hypertrophe
Stimuli durch Phosphorylierung reguliert. Weiterhin konnten wir zeigen, dass
FOXO3a als ein negativer Regulator der Kardiomyozytengrésse uUber die Regulation
eines atrogenen Gen-Expressionsprogrammes wirkt.

Die Wachstumsfaktor/PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsachse stellt einen
wichtigen Regulator der Herzgrésse dar. Die Uberexpression von IGF-1 Rezeptor
[108], der PI-3-Kinase [27] oder von Akt [26, 107, 164] fuhren zu einer signifikanten
Erhéhung der Herz:Kérpergewichts-Ratio in Mausen. Im Gegensatz dazu zeigen
Mause mit einem kardiospezifischen Insulin-Rezeptor-knockout kleine Herzen
aufgrund einer verringerten PI3-Kinase-Signaltransduktion [167]. Die Aktivierung
dieses Signalwegs scheint eine pradominante Rolle beim physiologischen
Herzwachstum zu spielen, da transgene Mause mit dominant-negativer Pl3-Kinase
(p110a-Untereinheit) eine Hypertrophie nach Druckbelastung, aber nicht nach
Ausdauertraining entwickeln [109]. AuRerdem fiihrt eine Uberexpression von Akt in
Kardiomyozyten zu einer Zellvergrésserung ohne Reorganisation der Myofibrillen
oder der Expression eines fetalen Genprogramms, die bei der pathologischen
Hypertrophie beobachtet werden [167]. Allerdings tragt das PI3-Kinase/Akt-
Signalsystem auch zu der Entwicklung einer pathologischen Hypertrophie bei, da es
auch bei der Druckbelastung aktiviert wird (PI3ky) [93] und die chronische
Uberexpression von Akt suffizient fiir die Genese einer pathologischen Hypertrophie
ist [107, 164]. Wir zeigen, dass die Regulation von FOXO-Transkriptionsfaktoren
durch PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktion eine bedeutende Determinante der
Kardiomyozytengrésse, ahnlich der Wirkung im Skelettmuskel, darstellt [81].
Verschiedene pro-hypertrophe Aktivatoren wie Wachstumsfaktoren, mechanische
Dehnung, Angiotensin Il und eine Druckbelastung fihren zur Inaktivierung von FOXO
uber eine durch die PI3-Kinase vermittelte Phosphorylierung. Im Gegensatz dazu
bedingt eine Inhibition der PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsaktivitdt nach Serum-
Entzug eine nukledre Translokalisation von FOXO3a mit assoziierter Hochregulation
der atrogenen Genexpression in Muskelzellen [96, 110]. Zusatzlich zu der
Beobachtung, dass FOXO-Transkriptionsfaktoren downstream von Akt in

Kardiomyozyten reguliert werden zeigten wir, dass die Uberexpression von FOX03a
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zur aktivierenden Phosphorylierung von Akt beitragt. Diese Daten weisen auf einen
feedback-Mechanismus zwischen FOXO und Akt hin, welcher zu einer Autoinhibition
von FOXO und somit zur Begrenzung seiner Aktivitdt fuhren wirde. Diese
Beobachtung steht im Widerspruch zu einem Bericht, dass die FOXO4-
Uberexpression in Tumorzellen zur Inhibition der Akt-Signaltransduktion fiihrt [202].
Unsere Studie identifizierte eine Reihe potentieller transkriptioneller
Zielgene der Akt/FOXO-Signaltranduktion im Herzen, die an der Verminderung der
kardialen Muskelmasse beteiligt sind. Diese Proteine umfassen den
Ubiquitinierungsfaktor E4B, die E3 Ubiquitin-Ligasen Atrogin-1/MAFbx und MuRF-1,
welche den proteosomalen Abbau von Proteinen steuern, Cathepsin L, welches den
lysosomalen Abbau reguliert, und insulin growth factor binding protein 5 (Igfbp5).
Diese Genprodukte werden im Rahmen einer Skelettmuskelatrophie in einer
koordinierten Weise induziert bzw. im Fall von Igfbp5 herunterreguliert [81, 140, 143].
Atrogin-1  wird im Skelettmuskel wahrend Hungerns [61], Sepsis [200],
Niereninsuffizienz, Kachexie [61] und Denervation [9] induziert. Atrogin-1-Nullmause
weisen einen geringeren Muskelmassenverlust nach Denervation auf, und beide
Ubiquitin-Ligasen werden durch FOXO1 und FOXO3a im Skelettmuskel
hochreguliert [143, 174]. Interessanterweise war die Regulation des
Ubiquitinierungsfaktors E4B, welcher zusammen mit E3-Ligasen die Erhéhung der
Ubiquitinierungseffizienz steuert [69], mit der Hochregulation von Atrogin-1 und
MuRF assoziiert. Cathepsin L stellt eine lysosomale Cystein-Protease dar. Obwohl
der lysosomale Proteinabbau eine limitierte Rolle bei der Proteolyse intrazellularer
Proteine spielt, wird Cathepsin L im Skelettmuskel von Nagetieren in der Sepsis und
wahrend Nahrungsentzugs induziert, was fir eine Rolle beim Abbau extrazellularer
Komponenten wahrend der Atrophie spricht [37]. Igfbp5 moduliert die Antwort auf
eine IGF-1-Stimulation [156] und wird wahrend der Skelettmuskelatrophie dramatisch
herunterreguliert [96]. Die Ergebnisse transgener Mausmodelle zeigen, dass das
Protein ein transkriptionelles ,Target* von FOXO1 sein koénnte [85].
Zusammenfassend weisen diese Daten nach, dass die Akt/FOXO3a-
Signaltransduktionsachse transkriptionelle Veranderungen im Herzen in Analogie zu
den transkriptionellen Veranderungen bei der Skelettmuskelatrophie induziert und
somit ahnliche Mechanismen der Reduktion der Zellgrosse in beiden Zellsystemen
existieren. Kirzlich konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass Atrogin-
1 im Herzen exprimiert wird und die Calcineurin-abhangige Hypertrophie durch
Ubiquitin vermittelte Proteolyse von Calcineurin selbst inhibiert [97]. Die durch IGF-1
und durch Calcineurin induzierte  Hypertrophie wird Uber getrennte

Signaltransduktionswege vermittelt [197]. Unsere Ergebnisse [168] und die Daten
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von Li et. al [97] implizieren allerdings, dass Atrogin-1 als gemeinsamer negativer
Regulator der kardialen Hypertrophie diese beiden Signaltransduktionswege
verbindet. In diesem Modell bedingt eine Verminderung der PI3-Kinase/Akt-
Signaltransduktion die durch FOXO vermittelte Hochregulation von Atrogin-1 mit
assoziiertem proteolytischem Abbau von Calcineurin im Atrogin-1/SCF/Ubiquitin-
Ligase-Komplex. Die durch NFAT vermittelte Hypertrophie ware somit unter
Bedingungen einer Reduktion der Akt-Aktivierung in diesen Herzen nicht wirksam.
Zusammenfassend charakterisieren unsere Daten die FOXO-Transkriptionsfaktoren
als negative Regulatoren der kardialen Hypertrophie, welche wahrscheinlich eine
wichtige Rolle am ,reversen Remodeling® wahrend der Unterstitzung mit LVADs
[127], der Behandlung der Hypertrophie [38] und bei Hungerzustanden sowie
Gewichtsverlust [167] spielen. Aufgrund des erhdéhten Risikos flir den plétzlichen
Herztod oder die Entwicklung einer Herzinsuffizienz, welches mit einer exzessiven
Hypertrophie assoziiert ist, kann die weitere Erforschung der Rolle von FOXO der

Entwicklung neuer therapeutischer Interventionen dienen.

Neben den Effekten der PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktion auf die
Angiogenese und das kardiale Remodeling bestehen direkte metabolische
Wirkungen. So steht die transkriptionelle Regulation von Adiponectin, einem
Adipozytokin mit bedeutenden kardiovaskuldren Effekten, unter FOXO-Kontrolle
[117]. Adiponectin Ubt durch die Aktivierung von Akt in Endothelzellen pro-angiogene
Effekte in vitro [123] und in einem Mausmodell der ischamischen Hinterpfote in vivo
[160] aus. Aulerdem besitzt das Adipozytokin durch die Freisetzung und Induktion
der Differenzierung endothelialer Progenitorzellen eine pro-angiogene Wirkung [162].
Adiponectin steigert die Insulinsensitivitat Uber eine Akt-Aktivierung und inhibiert das
kardiale Remodeling [159]. Im Rahmen einer klinischen Studie, welche die kardiale
Expression des Zytokins und deren Effekte bei Patienten mit einer dilatativen
Kardiomyopathie (DCM) charakterisierte, wurden auch upstream Effekte auf die PI3-
Kinase/Akt-Signaltransduktionsachse untersucht. Die Adiponectin-Expression im
Herzmuskel war bei Patienten mit einer dilatativer Kardiomyopathie herunterreguliert.
Um die funktionellen Effekte dieser Beobachtung aufzuklaren, wurden neonatale
Rattenkardiomyozyten mit Adiponectin inkubiert. Adiponectin flhrte zu einer
Aktivierung von PKB/Akt und eNOS in einer dosis-und zeitabhangigen Art und
Weise. Eine erhdhte NO-Synthese durch die Stimulation der AMPK/Akt/eNOS-
Signaltransduktion konnte in Endothelzellen beobachtet werden [123]. Die
Proteinexpression von eNOS bei der DCM ist herunterreguliert [31] und die

kardiospezifische Uberexpression von eNOS verbessert die linksventrikulare
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Pumpfunktion, limitiert das linksventrikuldare Remodeling und reduziert die
Entwicklung einer Hypertrophie in einem Mausmodell der Herzinsufizienz [82].
Desweiteren wird durch eine chronische Druckbelastung in eNOS-Nullmausen eine
exzentrische Hypertrophie mit einer diastolischen und systolischen Dysfunktion
induziert [75]. Klinisch konnte im American African Heart Failure Trial gezeigt
werden, dass ein NO-Donor die Mortalitat von Patienten mit einer Herzinsuffizienz im
Stadium NYHA IlI-IV signifikant senken kann [185]. Letztendlich schitzt NO das
Endothel vor Dysfunktion, welche charakteristischerweise bei der Herzinsuffizienz
auftritt. Zusammenfassend kdnnte Adiponectin Uber die Stimulation der NO-Synthese
das linksventrikulare Remodeling und die endotheliale Dysfunktion bei der DCM
positiv beeinflussen.

AuRerdem inhibierte Adiponectin in unserer Studie die stressinduzierte
Apoptose durch die Aktivierung von Akt. Verschiedene Studien unterstitzen die
These, dass der apoptotische Zelltod eine Rolle in der Pathogenese der DCM spielt
und dass die Inhibition der kardialen Apoptose die linksventrikulare Funktion
verbessert [49]. Die Administration von IGF-1, einem upstream Aktivator des PI3-
Kinase/Akt-Signaltransduktionsweges, reduziert die myokardiale Apoptose nach
Ischamie und Reperfusion in Ratten [15] und wirkt als Uberlebensfakor in kardialen
Myozyten [196]. Der zytoprotektive Effekt von IGF-1 kann durch die Transduktion der
Zellen mit einer dominant-negativen Form von Akt blockiert werden, wahrend
konstitutiv-aktives Akt Kardiomyozyten vor einer Apoptose bei Fehlen von IGF-1 im
Medium schiitzt [54, 106]. Der Gentransfer von konstitutiv-aktivem Akt inhibiert die
kardiale Apoptose sowie die linksventrikulare Dysfunktion nach Doxorubicin-
Applikation [183]. Die Aktivierung von Akt durch Adiponectin, welche die Apoptose in
Kardiomyozyten nach verlangertem Mitogenentzug und nach Doxorubicin-Inkubation
in vitro inhibierte, kdnnte einer der Mechanismen sein, mit denen Adiponectin die
Apoptose und kontraktile Dysfunktion in Patienten mit DCM vermindert. Weiterhin
wirkt Adiponectin Uber durch ERK vermittelte Mechanismen anti-hypertroph [159].
Aufgrund seines pro-angiogenen, anti-apoptotischen und anti-hypertrophen
Wirkungsspektrums stellt die Beeinflussung der Adiponectin-Expression einen

interessanten Ansatz in der Therapie der DCM dar.

Zusammenfassend besitzt die PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsachse
einen bedeutenden Einfluss auf das Zellwachstum. Wie in Endothelzellen reguliert
Akt auch in kardialen Muskelzellen die Forkhead-Transkriptionsfaktoren. In
Kardiomyozyten steht die Expression eines atrogenen Genprogramms unter FOXO-

Kontrolle. Eine FOXO-Aktivierung fihrt Gber die Expression von Ubiquitin-Ligasen
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zum proteosomalen Abbau verschiedener intrazellularer Proteine und Uber einen
positiven feedback-Mechanismus zur Inaktivierung der Forkhead-
Transkriptionsfaktoren. In diesem Zusammenhang zeigen kirzlich publizierte
Studien, dass Atrogin-1 ber eine Ubiquitinierung der FOXO-Transkriptionsfaktoren
deren transkriptionelle Aktivierung erhdht und die Wachstumsfaktor/PI3K/Akt-
abhangige Phosphorylierung von FOXO3a inhibiert [98]. Somit besteht neben dem
negativen, von uns beschriebenen feedback-Mechanismus der FOXO induzierten
Akt-Aktivierung ein zweiter Regulationsmechanismus der zum gesteigerten
Proteinabbau fuhrt [154]. Die Aufklarung der Regulaion und Funktion der E3-
Ubiquitin Ligasen Atrogin-1 und MuRF kénnte aufgrund der Steuerung verschiedener
zellularer Prozesse zukunftig therapeutisch genutzt werden [198].

FOXO induziert auch die Expression von Adiponectin, welches seinerseits
Akt und eNOS upstream aktiviert und den apoptotischen Zelltod in Akt-abhangiger
Weise in Kardiomyozyten inhibiert. Aufgrund der Bedeutung der PI3-Kinase/Akt-
Signaltransduktion fur die Koordination des kardialen Organwachstums und der
Angiogenese stellen FOXO-Transkriptionsfaktoren neue interessante Substrate,
welche als Stellfaktoren dieser physiologischen Prozesse dienen, dar. Die
Imbalance zwischen Myozytenwachstum und der Angiogenese wurde als eine
kritische Determinante der kardialen Funktion charakterisiert und spielt eine
bedeutende Rolle beim Ubergang einer adaptiven Hypertrophie in eine kardiale
Dekompensation. Die weitere Aufklarung der PI3K/Akt-Signaltransduktion und der
Funktion der FOXO-Transkriptionsfaktoren kénnte den Weg zur Einfiihrung neuer

anti-hypertropher und pro-angiogener Therapien bei der Herzinsuffizienz ebnen.
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4, ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden die Relevanz und downstream Substrate
des PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsweges in Endothelzellen und kardialen
Myozyten sowie deren funktionelle Effekte untersucht. Sowohl fur GSK3p als auch
fur FOXO3a lagen bislang keine Untersuchungen in Endothelzellen, und fur FOXO-

Transkriptionsfaktoren keine Daten in Kardiomyozyten vor.

Die Ergebnisse zeigen, dass GSK3f in Endothelzellen in verschiedenen
Kompartimenten mit unterschiedlicher funktioneller Sigifikanz nachweisbar ist. Der
Wachstumsfaktor/PI3-Kinase-Akt-Signaltransduktionsweg inaktiviert GSK3f durch
Phosphorylierung am Serin-9. Hierdurch werden teilweise die pro-angiogenen
Effekte von Akt Uber eine verbesserte Migration und eine verminderte Apoptose der
Endothelzellen unabhéangig von eNOS vermittelt. Desweiteren existiert ein GSK3p/p-
Catenin/TCF/LCF-Signaltransduktionsweg, der jedoch upstream von Proteinkinase
B/Akt das Gefallwachstum Uber die transkriptionelle Aktivierung von VEGF-A und -C

moduliert und eine bedeutende Rolle in der Angiogenese spielt (Abb. 5).

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit stellte die Aufklarung der Regulation
und der funktionellen Effekte von FOXO3a in Endothelzellen dar. Wir konnten
zeigen, dass FOXO3a durch den Wachstumsfaktor/PI3-Kinase/Akt-
Signaltransduktionsweg in Endothelzellen reguliert wird und als ein wichtiger
Modulator des zellspezifischen apoptotischen Zelltodes via Aktivierung des
extrinsischen und intrisischen Apoptoseweges fungiert (Abb. 5), was daflr spricht,
dass der Transkriptionsfaktor am vaskuldren Remodeling nach Zellschadigung und in
der postnatalen Angiogenese beteiligt ist. Unsere Ergebnisse konnten in
nachfolgenden Studien bestatigt werden. Potente et. al zeigten, dass FOXO3a durch
die Inhibition der eNOS-Expression in Endothelzellen anti-angiogen wirkt und auch
die Angiogenese in vivo reguliert [131]. Desweiteren konnten wir in zusatzlichen
Untersuchungen nachweisen, dass die Restenose nach vaskularer Schadigung
durch FOXO3a inhibiert wird [128].

Die Rolle von Forkhead-Transkriptionsfaktoren wurde auch in
Kardiomyozyten untersucht. Wir konnten zeigen, dass sowohl FOXO1, als auch
FOXO3a und FOXO4 in kardialen Myozyten der Kontrolle durch die P13-Kinase/Akt-
Signaltransduktion unterliegen. Verschiedene hypertrophe Stimuli wie Angiotensin II,

IGF, Insulin, Noadrenalin und eine Druckbelastung sowie mechanische Dehnung
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flhrten zur Inaktivierung der Forkhead-Transkriptionsfaktoren. Die Uberexpression
von FOXO3a induzierte die Expression eines atrogenen Genprogramms (Abb. 5).
Die Ergebnisse weisen auf eine Rolle von Forkhead-Transkriptionsfaktoren beim
,reversen Remodeling®, wie es beispielsweise beim mechanischen Unloading nach
Implantation linksventrikularer Assisstsysteme, nach Klappenersatz, bei der
Kachexie, und Implantation biventrikularer Schrittmachersysteme oder auch der
Behandlung einer arteriellen Hypertrophie zu beobachten ist, hin. Desweiteren
identifizierten sie die durch FOXO induzierte Expression von Atrogin-1 als
gemeinsamen Antagonist der physiologischen und pathologischen Hypertrophie. Hier
sind weitere Studien gerade auch Uber den Einfluss der Transkriptionsfaktoren auf
das Matrixremodeling dringend geboten. Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass
grundsatzlich gleiche Signaltransduktionswege eine Atrophie im Skelett-und

Herzmuskel induzieren [143, 168].

Letztendlich wurden die Effekte von Adiponectin, eines Adipozytokins,
dessen Expression durch FOXO induziert wird, untersucht. Adiponectin bindet Uber
seine Rezeptoren an kardiale Zellen, um dber AMPK die PI3-Kinase/Akt-
Signaltransduktion zu aktivieren. In einer klinischen Studie konnten wir zeigen, dass
Adiponectin Akt in kardialen Myozyten aktiviert und die stressinduzierte Apoptose in
diesen Zellen inhibiert (Abb. 5). Die Herunterregulation der lokalen kardialen
Adiponectinexpression konnte somit ein Faktor im Fortschreiten der dilatativen
Kardiomyopathie darstellen. Desweiteren konnten wir in nachfolgenden
Untersuchungen nachweisen, dass Adiponectin durch die Aktivierung von PKB/AKkt in
Endothelzellen pro-angiogene Effekte besitzt und die Freisetzung und
Differenzierung von endothelialen Progenitorzellen reguliert [162]. Aufgrund dieses

Wirkungsspektrums ware ein therapeutischer Einsatz bei der Erkrankung sinnvoll.
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Abb. 5: PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktion in Endothelzellen und Kardiomyozyten

A) In Endothelzellen bedingt eine mitogene Stimulation durch Wachstumsfaktoren die
Aktivierung von PI3K/Akt. Akt phosphoryliert und inaktiviert GSK-3p. Dadurch werden
bedeutende Prozesse der angiogenen Antwort wie Inhibition der Apoptose, Foérderung der
Migration und Differenzierung der Zellen in einen angiogenen Phanotyp vermittelt. Im Axin-
APC-Komplex befindliche GSK3p stellt kein Substrat fir Akt dar. p-Catenin rekrutiert PI-3-
Kinase an den VEGF-R2 und erleichtert die Pl13-Kinase/Akt-Signaltransduktion. Desweiteren
bindet es im Nukleus an TCF/LEF und induziert die Expression von VEGF-A und VEGF-C,
potenter Induktoren der Angiogenese. FOXO3a transloziert in Abwesenheit von mitogenen
Faktoren in den Nukleus und inhibiert die Expression von FLIP. Die hierdurch induzierte
Caspase-8-Aktivierung fiihrt im Rahmen eines Circulus vitiosus zur proteolytischen Spaltung
von FLIP und zur Apoptoseinduktion Uber den extrinsischen Weg. FOXO reguliert auch
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HSP70, so dass via Oligomerisierung von APAF-1 mit Cytochrom c¢ Caspase-9 im
intrinsischen Apoptoseweg aktiviert wird. Die Stimulation mit Wachstumsfaktoren aktiviert Akt
und wirkt Gber die verbesserte Zellviabilitat pro-angiogen.

B) In Kardiomyozyten wird die FOXO-Aktivitat durch multiple Stimuli wie Mitogene (IGF-1,
Insulin, Adiponectin), Angiotensin Il, Adrenalin, Dehnung und eine Druckbelastung uber eine
PI3-Kinase/Akt-abhéngige Signaltransduktion reguliert. Die Aktivierung der FOXO-
Genexpression fuhrt zur Expression eines atrogenen Genprogramms (Induktion von Atrogin-
1, MuRF und Repression von Igfbp5). Hierdurch wird das Gleichgewicht zwischen
Proteinsynthese (vermittelt durch mTOR) und Proteindegradation (FOXO) zu Gunsten des
Proteinabbaus verschoben. FOXO fiihrt Gber die retrograde Aktivierung von Akt und die
Freisetzung von Adiponectin verbunden mit AMPK/Akt-Signaltransduktion zur Inhibition
seiner Aktivitat (negativer feedback-loop).
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