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1. EINLEITUNG

1.1 Herzhypertrophie und -insuffizienz

1.1.1 Definitionen

Der Begriff Hypertrophie (griechisch: hyper. GbermaRig, trophé: Erndhrung) ist defi-
niert als VergréBerung von Geweben oder Organen durch Zunahme des Zellvolu-
mens bei gleich bleibender Zellzahl. Im Gegensatz dazu steht die Hyperplasie
(griechisch: hyper: Gbermalig, plassein: bilden, gestalten), bei der die Vergrélierung
des Organs durch eine vermehrte Zellzahl bedingt ist. Der Herzmuskel als stark
ausdifferenziertes Gewebe reagiert auf dauerhaft erhdhte Belastung fast aus-
schliellich mit einer Hypertrophie (Kajsutra et al. 1998). Eine Hyperplasie beobach-
tet man nur bei den Bindegeweben im Herz, den Fibroblasten, die im Rahmen einer
Herzinsuffizienz deutlich vermehrt vorkommen (Mann 1999; Manabe et al. 2002).
Die Herzinsuffizienz ist definiert als Unfahigkeit des Herzens, Blut und Sauerstoff in
einem Male zu den Organen zu transportieren, die den jeweiligen Bedirfnissen
entspricht. Es resultieren die Krankheitssymptome Luftnot und schnelle Ermudbar-
keit (nach WHO-Definition von 1995).

1.1.2 Ursachen der Herzhypertrophie

Die Ursachen einer Herzhypertrophie sind sehr vielfaltig. Generell kann bei den ex-
trinsischen Auslésern zwischen einer vermehrten Druckbelastung (Nachlasterhé-
hung) oder einer Volumenbelastung (Vorlasterhéhung) unterschieden werden.

Einer der haufigsten Ausldser einer Hypertrophieantwort des Myokards ist der arte-
rielle Hypertonus, wobei das Risiko, eine Herzhypertrophie zu entwickeln, mit der
Hohe des Blutdruckes korreliert (Lip et al. 2000). Auf Grund der erhéhten Druckbe-
lastung kommt es vorerst zu einer konzentrischen Hypertrophie des linken Ventri-
kels mit einer Verdickung der myokardialen Wande ohne signifikante Veranderung
des Ventrikelvolumens. Auch im Rahmen einer Aortenstenose kommt es als Folge
der Nachlasterhéhung zu einer konzentrischen Hypertrophie (Kupari et al. 2005).
Insuffizienz-Vitien fihren durch eine vermehrte Volumenbelastung zu einer exzentri-
schen Hypertrophie mit einer erweiterten Herzkammer und wenig verdickten Herz-

wanden.
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Nach einer ischamischen Schadigung von Herzmuskelgewebe im Rahmen eines
Myokardinfarktes kommt es durch Umbauvorgange zu einer kompensatorischen
Hypertrophie des verbleibenden Myokards (Sutton et Sharpe 2000).

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen extrinsischen Ursachen einer Hypertro-
phie stehen die so genannten intrinsischen Ausléser im Rahmen genetisch beding-
ter hypertropher Kardiomyopathien. Bis heute hat man eine Vielzahl von geneti-
schen Veranderungen gefunden. besonders haufig betroffen sind hierbei die schwe-
ren Ketten des Myosins, das Myosinbindende Protein C oder das Troponin-T-Gen
(Lim et al. 2001).

Auch ein erhéhtes Herzzeitvolumen im Rahmen eines exzessiven kérperlichen Trai-
nings (Pluim et al. 1999) oder bei gesunden Frauen in der Schwangerschaft (Mesa

et al. 1999) spielt als Ausloser einer Hypertrophie eine Rolle.

1.1.3 Bedeutung der Herzhypertrophie

Lange war man der Meinung, dass eine Hypertrophie des Herzens als Reaktion auf
eine erhohte Belastung ein rein adaptiver Prozess sei. Eine Zunahme der Herz-
wanddicke fuhrt laut dem Gesetz von Laplace (K =P x r/ 2 d; K = Kraft pro Quer-
schnitt der Wand; P = Innendruck; d = Wanddicke; r = Radius) zum Ausgleich der
steigenden Wandspannung. Man hielt die Hypertrophie fiir den Erhalt der Pump-
funktion des Herzens fir notwendig (Hood et al. 1968; Grossman et al. 1975).
Ergebnisse neuerer Studien stellen dies jedoch in Frage: Setzt man transgen ver-
anderte Tiere, deren Herzen die Fahigkeit zur Hypertrophie verloren haben, einer
vermehrten Druckbelastung aus, so kommt es trotz fehlendem Ausgleich der Wand-
spannung nicht zu einer Einschrankung der Herzleistung (Esposito et al. 2002). Die
Hypertrophie scheint also kein notwendiger Bestandteil einer adaptiven Reaktion auf
vermehrte Belastung zu sein.

Bedeutung gewinnt diese Erkenntnis vor dem Hintergrund, dass das Auftreten einer
Herzhypertrophie mit einer deutlich erhéhten Morbiditat und einer bis zu flinffach
erhohten Mortalitat assoziiert ist (Levy et al. 1990; Koren et al. 1991; Sullivan et al.
1993; Vakili et al. 2001). Entscheidend hierfir ist das Risiko einer sich entwickeln-
den Herzinsuffizienz. So findet man bei nahezu 70 % aller Patienten mit Herzinsuffi-
zienz echokardiographisch eine Hypertrophie des linken Ventrikels (Cowie et
al.1999; Kupari et al. 2005). Eine Herzinsuffizienz ist assoziiert mit einer mittleren 5
Jahres-Uberlebensrate von 59 % (Mosterd et al. 2001).
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Auch das Auftreten von Herzrhythmusstérungen beobachtet man gehauft bei Pati-
enten mit einer linksventrikularen Hypertrophie. Das Risiko, an einem plétzlichen
Herztod zu versterben, ist erhdht (McLenachan et al. 1987; Messerli et Grodzicki
1992).

1.1.4 Physiologische versus pathologische Hypertrophie

Nicht alle Ausléser der Hypertrophie gehen mit einem erhdhten Risiko flir die Ent-
stehung einer Herzinsuffizienz einher. Bei Leistungssportlern und Schwangeren
kommt es durch das zunehmende Herzzeitvolumen ebenfalls zu einer Herzhyper-
trophie, die jedoch nicht mit einem erhéhten Risiko flr die Entstehung einer Herzin-
suffizienz assoziiert ist (Pluim et al. 1999, Eghbali et al. 2005). Man spricht in die-
sem Zusammenhang auch von einer physiologischen Herzhypertrophie im Gegen-
satz zur pathologischen Herzhypertrophie.

Neben den funktionellen Einschrankungen unterscheidet sich die pathologische
Herzhypertrophie auch in anderen Merkmalen von einer physiologischen Herzhyper-
trophie, zum Beispiel in einer Verdnderung des Genexpressionsmusters (Izumo et
al. 1988). Ein typischer Marker der pathologischen Hypertrophie ist die Re-
Expression des fetalen Genproduktes BNP (Brain-natriuretisches Peptid). Wahrend
in gesunden Herzen kaum BNP nachweisbar ist (Yamamato et al., 1996), wird es
bei pathologischer Uberbelastung des Herzens (arterieller Hypertonus, Aortenste-
nose, etc.) in den Ventrikeln produziert. Schon nach 1 h steigt die Expression der
BNP-m-RNA maximal an (Nakagawa et al. 1995). Die BNP-Konzentration im Blut
korreliert mit der Herzbelastung und ist ein etablierter Marker zur Beurteilung der
Schwere einer aus der Hypertrophie resultierenden Herzinsuffizienz (Jourdain et al.
2003; Lee et al. 2002). Bei Leistungssportlern ist trotz teilweise deutlicher Herzhy-
pertrophie keine vermehrte BNP-Expression messbar (Almeida et al. 2002).

Auch histologisch betrachtet unterscheidet sich die pathologische von der physiolo-
gischen Hypertrophie. Das Vorkommen einer vermehrten Fibrose ist ein Zeichen
einer pathologischen Herzhypertrophie, wohingegen es bei Sportlern nicht zu einer
gesteigerten Ausbildung von Bindegeweben im Herzen kommt (McMullen et al.
2003). Eine gesteigerte Proteinsyntheserate und eine veranderte Organisation des
Sarkomers sind allgemeine Zeichen und bei beiden Formen der Herzhypertrophie
zu beobachten (Sugden et Fuller 1991).

10
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Es ist nicht endgultig geklart, welche molekularen Mechanismen die Unterschiede
zwischen physiologischer und pathologischer Hypertrophie bedingen. Wahrend ei-
nige Autoren den beiden Hypertrophieformen unterschiedliche Signalwege zu-
schreiben (McMullen et al. 2003; Selvetella et al. 2004; Wilkins et al. 2004; DeBosch
et al. 2006), wird heute vermehrt diskutiert, ob nicht die gleichen Signalwege in Ab-
hangigkeit von der Aktivierungsintensitat und -dauer an der Entstehung beider Hy-
pertrophieformen beteiligt sein kénnten (Matsui et al. 2002; O’Neill et Abel 2005;
Shiojima et al. 2005).

1.2 Der Akt-Signalweg

wc%mw-m

¥
G - Ga-e

—Translation —Transkription
— Hyperirophie — Hyperirophie

Abbildung 1.1 Uberblick iiber den Akt-Signalweg, Erklarungen siehe im folgenden Text

Einen wichtigen Anteil an der Regulierung der Herzhypertrophie tragt der Akt-
Signalweg, welcher bei der Regulation von Zellgrofle, Stoffwechsel und Apoptose
eine wichtige Rolle spielt (Frey et Olson 2003). Bekannte Stimulatoren dieser Kas-
kade sind Insulin, der insulinahnliche Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) und Phenylephrin
(Alessi et al. 1996).
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1.2.1 Akt

308 und

Akt ist eine Serin/Threonin-Kinase. Eine Phosphorylierung von Akt an Thr
Ser*” fiihrt zur Aktivierung der Kinaseaktivitat (Alessi et al. 1997). Die Phosphorylie-
rung von Akt erfolgt durch die Phosphoinositol-abhangige Proteinkinase 1 (PDK-1)
und kann nur in Anwesenheit von Phosphatydylinositoltriphosphat (PtdIns(3,4,5)P3)
stattfinden (Anderson 1998, Stephens et al. 1998). Das bendétigte Ptdins(3,4,5)P;
wird von der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) aus seinen Vorstufen syntheti-
siert (Vanhaesebroeck et al. 1997). Eine Hemmung der PI3-Kinase verhindert eine
Aktivierung der Akt durch die PDK-1 (Alessi et al. 1996).

Gegenspieler der Pl13-Kinase bei der Regulation der Akt-Aktivitat ist die Phosphata-
se PTEN. PTEN dephosphoryliert Ptdins(3,4,5P3 zu Phosphatidyl-
inositoldiphosphat und antagonisiert dadurch die Wirkung der PI3-Kinase (Maehama
et Dixon 1998). In ruhenden Zellen liegt PTEN in seiner dephosphorylierten, aktiven
Form vor. Eine Phosphorylierung von PTEN inaktiviert die Lipidphosphatase-
Eigenschaften, flihrt somit zu einer erhéhten Ptdins(3,4,5)P3-Konzentration und in
der Folge zu einer vermehrten Akt-Aktivierung (Lu et al. 2003).

Zwei wichtige Zielsubstrate der Kinase Akt sind die Glykogen-Synthase-Kinase-3[3
(GSK-3B) und das mammalian target of rapamycin (mTor) (Cross et al. 1995; Seku-
lic et al. 2000).

1.2.2 GSK-3p3

GSK-3p ist eine Serin/Threonin-Kinase. Ursprlinglich wurde es als Schlisselenzym
im Glykogenstoffwechsel entdeckt, inzwischen ist GSK-3 als wichtiger Regulator
verschiedener Zellfunktionen bekannt (Cohen et Frame 2001).

Anders als viele andere Kinasen liegt GSK-3B in ruhenden Zellen in aktiver
dephosphorylierter Form vor. Eine Phosphorylierung an Ser® durch Akt filhrt zur
Inaktivierung von GSK-3[3 (Cross et al. 1995).

Ein wichtiges Zielsubstrat von GSK-3B ist der Nukledre Faktor der aktivierten T-
Zellen (NFAT). In seiner dephosphorylierten Form kann NFAT in den Zellkern trans-
portiert werden, wo es als Transkriptionsfaktor eine Hypertrophie fordernde Wirkung
entwickelt (Crabtree et Olson 2002). Unter anderem reguliert NFAT die vermehrte
Transkription von BNP (Molkentin et al. 1998).

12
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GSK-3[3 phosphoryliert eine N-terminal gelegene regulatorische Domane von NFAT,
wodurch der Transport in den Zellkern und somit die Hypertrophie-Wirkung verhin-
dert wird (Beals et al. 1997).

Eine vermehrte Akt-Aktivitat fihrt also zu einer Herabsetzung der GSK-3[3-Aktivitat
und somit Uber eine erhéhte NFAT-Konzentration im Zellkern zur vermehrten Hyper-

trophie.

1.2.3 mTor

Ein weiteres relevantes Ziel von Akt ist mTor, eine Serin/Threonin-Kinase (Schmelz-
le et Hall 2000). Akt phosphoryliert mTOR an Thr®**¢ und Ser®**® und maskiert damit
eine so genannte Repressordomane. Es kommt zu einer verstarkten Proteinkinase
Aktivitat von mTor (Sekulic et al. 2000), was in der Folge eine vermehrte Translati-
onsrate und gesteigerte Proteinsynthese auslost (Wang et al. 2000).

Eine wichtige Rolle spielt hierbei die von mTor regulierte p70S6-Kinase. Eine Phos-
phorylierung der p70S6-Kinase an Thr389 durch mTor fuhrt zur Aktivierung des En-
zyms (Burnett et al. 1998). Durch die Phosphorylierung von S6, einer Komponente
der 40S-Untereinheit der Ribosomen, fiihrt die p70S6-Kinase zur vermehrten Stimu-
lation der Initierung und Elongation der Proteintranslation (Stewart et Thomas
1994).

Eine vermehrte Akt-Aktivitat fihrt also Uber eine vermehrte mTor- und p70S6-

Aktivitat zu einer Steigerung der Proteinbiosynthese.

1.2.4 Bedeutung des Akt-Signalweges fur die Herzhypertrophie

Die Relevanz des Akt-Signalweges bei der Entwicklung der Herzhypertrophie lasst
sich in verschiedenen Tierversuchen eindeutig darstellen. In hypertrophierten Her-
zen von Mausen nach pathologischer Druckbelastung konnte eine deutlich gestei-
gerte Aktivitat von Akt und p70S6-Kinase gemessen werden (Esposito et al. 2002;
Shioi et al. 2003). Auch eine durch korperliches Training ausgeldste physiologische
Hypertrophie geht mit einer gesteigerten Akt-Aktivitat einher (McMullen et al. 2003).

Weitere wichtige Informationen Uber die Bedeutung des Akt-Signalweges bei der
Vermittlung einer Herzhypertrophie bieten diverse Studien mit transgen veranderten
Tieren. Eine Uberexpression von Akt fihrt schon nach etwa 2 Wochen zu einer
deutlichen Erhéhung des Herzgewichtes (Matsui et al. 2002; Shioi et al. 2002; Shio-

13
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jima et al. 2005; Tanijama et al. 2005). Eine dauerhaft inaktive Form von Akt verhin-
dert eine Hypertrophieantwort auf Druckbelastung (Esposito et al. 2002).

Auch eine veranderte Expression anderer Komponenten im Akt-Signalweg fuhren
zu einer veranderten Hypertrophienantwort der Zellen. Eine vermehrte Aktivitat der
PI13-Kinase 16st eine Herzhypertrophie aus (Shioi et al. 2000), ein Herabsetzen der
P13-Kinase-Aktivitat in Kardiomyozyten fihrt zu einer verminderten Herzgrofe unter
Ruhebedingungen und einer abgeschwachten Hypertrophieantwort bei kérperlichem
Training (McMullen et al., 2003). Die Expression einer dauerhaft aktiven Form von
GSK-33 in Mausen reduziert die Hypertrophieantwort auf Druckbelastung und (-
adrenerge Stimulation (Antos et al. 2002).

Nicht nur bei der Entstehung der Hypertrophie, sondern auch bei dem Ubergang
einer Hypertrophie in die Herzinsuffizienz scheint Akt eine Rolle zu spielen. So fin-
det man in Gewebeproben aus humanen insuffizienten Herzen eine vermehrte
Phosphorylierung von Akt und GSK-3 im Vergleich zu Kontrollproben (Haq et al.
2001).

Weitere Erkenntnisse wirden Versuche mit einem pharmakologischen Hemmstoff
von Akt bringen. Eine pharmakologische Hemmung von Akt in Kardiomyozyten in

vivo ist bis heute jedoch nicht beschrieben.

1.3 Celecoxib und der Akt-Signalweg
1.3.1 Celecoxib

Celecoxib ist ein selektiver Hemmstoff der Cyclooxygenase-2 (COX-2). Pharmako-
logisch gehdrt Celecoxib in die groRe Gruppe der nicht-steroidalen antiinflammatori-
schen Wirkstoffe (NSAIDs). Auf Grund seiner analgetischen und antiinflammatori-
schen Eigenschaften wird Celecoxib zur Behandlung bei Reizzustdnden degenerati-
ver Gelenkerkrankungen und rheumatoider Arthritis eingesetzt. Ublich ist eine Do-
sierung von 200-400 mg pro Tag.

Die COX ist ein in 2 Isoformen vorkommendes Enzym, welches die aus Phospholi-
piden der Zellmembran gespaltene Arachidonsaure zu Prostaglandinen und Throm-
boxan umsetzt (Dubois et al. 1998). Wahrend die COX-1 nahezu ubiquitar vor-
kommt und besonders in der Magenmukosa, der Niere und in den Thrombozyten
exprimiert wird (Crofford 1997), ist die Aktivitat der COX-2 bei akuten oder chroni-

schen Entziindungen und in Tumoren hochreguliert (Eberhart et al. 1994).

14
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Die Notwendigkeit einer Entwicklung von selektiven COX-2-Hemmern, wie Celeco-
xib, ergab sich aus den gehauft auftretenden gastrointestinalen Nebenwirkungen
der unselektiven COX-Hemmer. Auf Grund einer verminderten Prostaglandin-
synthese bei COX-1-Hemmung kommt es zu einer verminderten Produktion von
protektivem Bikarbonat und Schleim der Magenmukosazellen (Wolfe et al. 1999). Es
entstehen Erosionen oder Ulcera, aus denen es aufgrund der zusatzlich antithrom-
botischen Wirkung der COX-1-Hemmer, vermittelt Uber die Thromboxan-A-
abhangige verminderte Thrombozytenaggregation, zu teilweise lebensbedrohlichen
Blutungen kommen kann. Unter der Therapie mit selektiven COX-2-Hemmern treten
diese gastrointestinalen Nebenwirkungen deutlich seltener auf (Bombardier et al.
2000).

1.3.2 Celecoxib als Hemmer von Akt in Tumorzellen

Schon langer bekannt ist ein Zusammenhang zwischen der regelmafligen Einnah-
me von NSAIDs und der Inzidenz des Kolonkarzinoms (Kune et al. 1988; Baron et
al. 2003), aber auch der Anzahl von Darm-Polypen bei familidrer Adenomatosis po-
lyposis (Steinbach et al. 2000) und sporadisch auftretenden Darm-Polypen (Arber et
al. 2006). Ein gemeinsamer Wirkmechanismus der verschiedenen eingesetzten
NSAIDs ist die Hemmung der Cyclooxygenase, als Angriffspunkt fir die antiprolife-
rative Wirkung. Hsu et al. konnten jedoch zeigen, dass es speziell fuir Celecoxib
neben den eventuell COX-abhangigen Wirkungen einen weiteren wichtigen antipro-
liferativ wirkenden Mechanismus gibt. An humanen Prostatakarzinomzellen konnte
erstmalig gezeigt werden, dass Celecoxib Einfluss auf den Akt-Signalweg nehmen
kann (Hsu et al. 2000). Auch in anderen Tumorgeweben konnte in der Folge gezeigt
werden, dass die Rate an phosphoryliertem Akt durch den Einsatz von Celecoxib
signifikant gesenkt werden konnte (Arico et al. 2002; Wu et al. 2004).

Im Jahre 2004 konnten Yang et al. zeigen, dass Celecoxib nicht nur in Tumorzellen,
sondern auch in anderen Geweben die Phosphorylierung von Akt hemmen kann.
Durch den Einsatz von Celecoxib konnte in vitro und in vivo die Proliferation von

glatten Muskelzellen in Gefalken gehemmt werden (Yang et al 2004).
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1.4 Fragestellung dieser Arbeit

Der Akt-Signalweg spielt eine bedeutende Rolle bei der Entstehung der Herzhyper-
trophie. Durch den Einsatz von Celecoxib lasst sich in verschiedenen Ausgangsge-
weben die Akt-Aktivitdt hemmen.

Die Auswirkungen von Celecoxib auf den Akt-Signalweg in Kardiomyozyten und die
Folgen einer moglichen Regulation sind noch nicht bekannt, sodass sich folgende

Fragestellung ergibt:

1. Kann Celecoxib auch in Kardiomyozyten die Phosphorylierung von Akt regulie-
ren?

2. Welche Auswirkungen hat diese Intervention auf die unterhalb von Akt gelegenen
Signalwege?

3. Ist der Effekt von Celecoxib auf den Akt-Signalweg unabhangig von der COX?

4. Wie reguliert Celecoxib die Phosphorylierung von Akt?

5. Verandert eine Regulation des Akt-Signalweges in vitro die Hypertrophieantwort
an isolierten Kardiomyozyten?

6. Welchen Einfluss hat Celecoxib auf die Ausbildung und den Verlauf einer Hyper-
trophie in vivo?

7. Wie wirkt es sich auf die Uberlebensrate nach Druckbelastung aus?
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2. MATERIAL UND METHODEN
21 Zellkultur

2.1.1 Isolation von Kaninchenkardiomyozyten

Die Isolation ventrikularer Kardiomyozyten erfolgt aus den Herzen weiblicher Chin-
chilla-Bastard-Kaninchen (1,5-2 kg). Die Tiere werden Uber eine Ohrvene heparini-
siert und mit Thiopental Natrium (50mg/kg Korpergewicht) narkotisiert. Nach Aus-
setzen der Spontanatmung wird der Thorax er6ffnet. Das Herz wird mit dem Aorten-
stumpf entnommen und in eisgekihlter Thyrode-Lésung gesplilt. Anschliel3end wird
das Herz mit dem Aortenstumpf an einer Langendorff-Perfusionsapparatur fixiert
und Uber 5-10 min mit Thyrode-Lésung retrograd perfundiert. Dabei soll das Herz
kraftig und regelmafig schlagen. Ein Wechsel auf kalziumfreie Thyrode-Lésung fur
5 min flhrt zum Aussetzen der Kontraktion. Alle Ldsungen missen wahrend des
gesamten Vorgangs mit Sauerstoff begast werden.

Um die Herzmuskelzellen aus ihrem Verband zu I6sen, wird das Herz durch Perfu-
sion mit Kollagenaselosung Uber 10-20 min, abhangig von der Herzgrofie, ange-
daut. Beginnt das Herz weich zu werden, wird die Verdauungsreaktion durch Zuga-
be der Stopp-Losung beendet. Die Vorhdfe werden abgetrennt und die Ventrikel in
der aufgefangenen Stopp-Lésung mit einer Schere zerteilt. Der Kolben mit der Zell-
suspension wird bei 37 °C etwa 20 min geschwenkt und danach mit einer 25 ml Pi-
pette mehrmals aufgezogen, um noch letzte Zellen zulésen. Die Zellsuspension wird
durch Nylon-Gaze gefiltert und der Durchfluss mit der gleichen Menge Waschlésung
verdunnt. Die Zellen werden in Thyrode-Lésung gewaschen. Der Kalziumgehalt der
Waschlésungen wird langsam gesteigert bis eine Kalzium-Konzentration von 1,0
mM erreicht ist. AnschlieRend werden die Zellen in M199 Kulturmedium resuspen-
diert. Die Zellen werden bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank gelagert.

2.1.2  Ausplattieren der Zellen

Die verwendeten 10-cm-Zellkulturschalen werden vor dem Einbringen der Zellen mit
Laminin beschichtet, um ein Anheften der Myozyten am Boden zu erreichen und so
folgende Waschschritte zu ermdglichen. Das Laminin wird mit Medium im Verhaltnis
1:100 verdunnt. In jede 10-cm-Schale werden 3 ml pipettiert und diese anschliel3end

fur 30 min in den Brutschrank gestellt.
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Die isolierten Kaninchenmyozyten werden fur alle Versuche in einer Dichte von
500000 Zellen pro 10-cm-Schale in 5 ml Medium ausgesat. Das uUberschissige Me-
dium aus dem Laminierungsprozess muss vorher absaugt werden. Nach 3-4 h Kul-
tur im Brutschrank haben sich die Zellen am Boden angeheftet. Versuche mit einer
Inkubationszeit von 24 h kénnen jetzt gestartet werden. Bei Versuchen mit kirzeren
Inkubationszeiten hat es sich als hilfreich erwiesen, die Schalen Gber Nacht ruhen
zu lassen und erst am nachsten Tag mit der Stimulation zu beginnen, um nach dem
Stress der Isolation wieder einen Ruhezustand der Zellen zu gewahrleisten.

Sollen die Zellen Gber Nacht ruhen, erfolgt noch ein Mediumwechsel auf 10 ml fri-

sches Medium.

2.1.3 Stimulation der Zellen

Die Stimulation der Zellen erfolgt mit Insulin (10 umol/l) oder Phenylephrin (10
pmol/l). Zusatzlich wird in den jeweiligen Gruppen Celecoxib in verschiedenen Kon-
zentrationen eingesetzt (0, 10, 25, 30, 50, 70, 100 umol/l). Das Celecoxib wird als
Stocklésung in DMSO (Dimethylsulfoxid) angesetzt. Um einen Einfluss der jeweili-
gen Losungsmittel auszuschlieRen, wird den Kontroll- und Insulingruppen jeweils die
gleiche Menge der Losungsmittel beigefligt. Je nach Versuchsaufbau verbleiben die
Wirkstoffe in je 10 ml Medium 1h oder 24h auf den Zellen.

2.1.4  Aufbereitung der Zellen

Die Versuchslésung wird abgesaugt und in jede Schale 5 ml eisgekihltes PBS pi-
pettiert. Die Zellen werden mit einem Zellschaber vom Boden der Schale gelost und
resuspendiert. Die PBS-Zell-L6sung wird in ein 10 ml Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt.
Der Vorgang wird mit 5 ml PBS wiederholt. Die Zentrifugenréhrchen werden 5 min
bei 3000 Umdrehungen bei 4° C zentrifugiert. Der klare Uberstand wird abgesaugt
und die zurlckbleibenden Zellen in flissigem Stickstoff eingefroren. Werden die

Zellen nicht sofort weiterverarbeitet, kdbnnen sie bei -80° C gelagert werden.
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2.2 Western-Blot

2.2.1  Zelllyse und Probenvorbereitung

Um im Western Blot und der anschliefienden Immunfarbung Proteine auftrennen
und analysieren zu kdénnen, mussen die Zellen lysiert werden. Um die Proteine vor
einem vorzeitigen Abbau zu schitzen werden alle Versuchsschritte eisgekuhit
durchgefiihrt. Zusatzlich ist der Lysepuffer mit Proteaseinhibitoren versetzt.

Jeder Zellansatz wird in 200 ul Lysepuffer resuspendiert. Der Lysepuffer muss 30
min auf Eis einwirken. Danach wird die Zell-Ldsung in ein 1,5-ml-Eppendorf-Cup
Uberflhrt und zur mechanischen Unterstutzung der Lyse funfmal mit einer feinen
Insulinspritze aufgezogen. Bei 8000 Umdrehungen werden die Proben 5 min bei 4°
C zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues 1,5-ml-Eppendorf-Cup Uberfiihrt

und das den Zelldebris enthaltende Pellet verworfen.

2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgt mit dem BCA-Proteinbestimmungs-Kit
der Firma Pierce. Die Proteine bilden mit den in der Reaktionslésung vorgegebenen
Cu?-lonen einen Komplex, wobei diese zu Cu'*-lonen reduziert werden. Die Cu'*-
lonen bilden wiederum einen Komplex mit in der Lésung enthaltener Bicinchoninin-
saure (BCA). Es kommt zum Farbumschlag von Grin nach Violett, der photomet-
risch bestimmt wird.

Die Proben werden 1:20 mit doppelt destilliertem Wasser verdiinnt. Je 25 ul ver-
dinnte Probe werden mit 200 ul Reaktionslésung versetzt und 30 min bei 37°C
leicht geschittelt. Es wird in Dreifachbestimmung gearbeitet. Als Proteinstandard
wird eine Albuminkonzentrationsreihe mit definierten Konzentrationen in Doppeltbe-
stimmung mitgefihrt. Alle Proben und Standards werden bei einer Wellenlange von
562 nm im Photometer gemessen und die Proteinkonzentration an Hand der Stan-
dardkurve bestimmt.

Im Anschluss wird die Proteinkonzentration der spater verwendeten Proben auf 1
Mg/ul durch Verdinnung mit dem Lysepuffer eingestellt und mit Laemmli-Puffer im
Verhaltnis 1:5 versetzt. Je 100 pl der Proben werden vor der Verwendung 3,5 min
bei 95°C erhitzt. Eine Ausnahme bilden hier die Proben, in denen SERCA-2A ge-

messen werden soll. Diese werden nicht erhitzt.

19



MATERIAL UND METHODEN

2.2.3  Gel-Elektrophorese

Diese Methode ermdglicht das Auftrennen eines Proteingemisches nach der Mole-
kulgroRe. Die Proteine werden denaturiert und mit Natriumdodecylsulfat behandelt.
Die Molekile dieses Detergens sind negativ geladen. Sie legen sich an die aufzu-
trennenden Proteine und maskieren deren Eigenladung, so dass in der anschlie-
Renden Gel-Elektrophorese alle Proteine unabhangig von ihrer urspringlichen Ei-
genladung zur Anode wandern. Die Geschwindigkeit und somit die erreichte Lauf-
strecke in einem als Molekulsieb dienenden Acrylamid-Gel sind allein von der Mole-
kllgréRe abhangig. Kleinere Proteine wandern schneller und damit weiter als grofRe-
re.

Das hier verwendete Gelelektrophoresesystem nach Laemmli arbeitet mit einem
Tris-Glycin Puffersystem. Die 0,7-1mm dicken Gele werden in einem vertikalen Gel-
system gegossen. Ein 10 % Trenngel wird mit einem 4% Sammelgel Uberschichtet,
ein eingesetzter Kamm bildet 10 Taschen, in die spater die Proben aufgetragen
werden. Ist das Sammelgel auspolymerisiert, werden die Gele mit den Glasplatten
in eine Elektrodenapparatur eingespannt. Die innere und die auflere Laufkammer
werden mit Laufpuffer befiillt, der Kamm entfernt und die Taschen vorsichtig mit je
25 ul Probe (bzw 6 pl bei der Bestimmung von SERCA-2A) beflillt. Zusatzlich wer-
den 8 pl eines Proteinmarkers pipettiert, der als Standard mitlduft und spater das
Zuordnen der einzelnen Banden ermdglicht. Bei 100 mA lauft das Gel etwa eine
Stunde, bis der mit den kleinsten Molekllen laufende Laemmli-Puffer, als Blaufront

sichtbar, gerade aus dem Gel heraus gelaufen ist.

2.2.4  Protein-Transfer (Blotten)

Die im Gel nach ihrer Molekulgrofie aufgetrennten Proteine werden im nachsten
Schritt auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen, da hier eine Anfarbung der Pro-
teine mit Antikbrpern moglich ist. Fur den Protein-Transfer wird das Gel von den
Glasscheiben getrennt und das Sammelgel abgeschnitten. Anschlielend werden
jeweils ein Kunststoffschwamm, 2 Lagen Filterpapier, die Nitrozellulosemembran,
das Gel und wieder 2 Lagen Filterpapier und ein Kunststoffschwamm als ,Blot-
Sandwich® aufeinander aufgebaut. Die Nitrozellulosemembran muss spater ano-
denwarts liegen, da die Proteine im angelegten Spannungsfeld auf Grund der SDS-

Beladung wieder in Richtung Anode wandern. Alle Bestandteile missen in Blockpuf-
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fer eingeweicht werden. Die ,Sandwichs“ werden in eine Plastikkammer einge-
bracht, die mit Blockpuffer gefullt wird. Unter Kihlung im Eisbad wird nun 2 mal 1h
mit 500 mA geblottet.

Die Proteine befinden sich anschliellend auf der Nitrozellulosemembran und kénnen
zur Qualitatskontrolle mittels Ponceau-Farbung angefarbt werden. Die gefarbten
Membranen werden fotographiert und anschliefend in TBS-Puffer gewaschen.

Fir die Immunfarbung werden die Membranen teilweise im Ponceau-gefarbten Zu-
stand je nach Laufhéhe der gesuchten Proteine zerschnitten, um die Antikorperin-
kubation fir die einzelnen zu untersuchenden Proteine zeitgleich durchflinren zu

kdénnen.

2.3  Immun-Férbung

Vor Beginn der Immunfarbungen missen alle ungesattigten Bindungen der Nitrozel-
lulosemembran geblockt werden. Hierzu wird die Membran ber Nacht bei 4°C in 5
% Milchpuffer geschwenkt, alternativ 2 h bei Raumtemperatur. Vor dem Zugeben
des ersten Antikorpers wird noch einmal mit TBS-Puffer gewaschen.

Die Membranen werden 2 h bei Raumtemperatur mit dem 1. Antikdrper inkubiert

(Ausnahme: GAPD 30 min, Konzentrationen siehe Tabelle 2.1).

Verdiinnung Losungsmittel Hersteller
GAPDH 1:50 000 0,5 % Milchpuffer Bio Trend
P-Akt 1:1 000 0,5 % Milchpuffer Cell Signaling
Akt 1:1 000 0,5 % Milchpuffer Cell Signaling
P-GSK 1:5 000 0,5 % Milchpuffer Cell Signaling
GSK 1:2 500 0,5 % Milchpuffer BD Biosciences
P-p70S6 1:1 000 0,5 % Milchpuffer Cell Signaling
p70S6 1:1 000 0,5 % Milchpuffer Cell Signaling
SERCA2A 1:20 000 0,5 % Milchpuffer ABR
P-PTEN 1:1 000 0,5 % Milchpuffer Cell Signaling

Tabelle 2.1 Konzentrationen 1. Antikorper fiir die Immunfarbung

Um ungebundene Antikérper zu entfernen, bevor der 2. Antikrper aufgetragen wird,

werden die Membranen dreimal fir 5 min in TBS-Puffer gewaschen,

21



MATERIAL UND METHODEN

Die Membranen werden 1 h bei Raumtemperatur mit dem 2. Antikdrper inkubiert

(Konzentrationen siehe Tabelle 2.2).

2. Antikorper 1. Antikorper Verdiinnung Losungsmittel

Anti-Maus-IgG GAPDH 1:10 000 0,5 % Milchpuffer
Anti-Kaninchen-IgG P-Akt 1:2 000 0,5 % Milchpuffer
Anti-Kaninchen-IgG Akt 1:2 000 0,5 % Milchpuffer
Anti-Kaninchen-IgG P-GSK-388 1:10 000 0,5 % Milchpuffer
Anti-Maus-1gG GSK-3pB 1:5 000 0,5 % Milchpuffer
Anti-Kaninchen-IgG P-p70S6 1:2.000 0,5 % Milchpuffer
Anti-Kaninchen-IgG p70S6 1:2.000 0,5 % Milchpuffer
Anti-Maus-IgG SERCA2A 1:10 000 0,5 % Milchpuffer
Anti-Kaninchen-lgG P-PTEN 1:2 000 0,5 % Milchpuffer

Tabelle 2.2 Konzentrationen 2. Antikorper fiir Inmunfarbung

Anschliellend werden die Membranen erneut in TBS-Puffer dreimal fir 10 min ge-
waschen. Die 2. Antikorper sind spezifisch gegen Maus- oder Kaninchen-IgG ge-
richtet und binden somit die in Maus oder Kaninchen produzierten 1. Antikorper.
Zusatzlich ist an den 2. Antikorper eine Peroxidase gekoppelt. Die Membranen wer-
den mit einem Chemolumineszenzsubstrat versetzt. Die Umsetzung des Substrates
durch die antikérpergekoppelte Peroxidase filhrt zu einer Chemolumineszenzreakti-
on, die durch Auflegen von Filmen in der Dunkelkammer detektiert werden kann.
Die Belichtungszeiten betragen je nach Antikérper und Verdlinnung zwischen 5 s
und 15 min. AnschlieRend werden die Filme entwickelt und fixiert. Um die Intensitat
der erhaltenen Banden quantifizieren und vergleichen zu kénnen, werden die Filme
eingescannt und mit Hilfe des Alphalmager® HP (Alpha Innotech Corporation) densi-

tometrisch ausgewertet.

2.4  Quantitative m-RNA-Messungen

Die real time PCR ist eine Methode, die es ermdglicht, die in einer Polymerase-
Ketten-Reaktion entstehenden Produkte in Echtzeit, beziehungsweise unmittelbar
nach jedem Zyklus zu messen. Dies erfolgt mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes

SYBR-Green der Firma Roche. Dieser Farbstoff bindet unspezifisch in der kleinen
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Furche von Doppelstrang-DNA. In dieser gebundenen Form fluoresziert SYBR
Green bei gleicher Anregung wesentlich starker als der freie Farbstoff. Die Intensitat
des Lichtsignals bei gleicher Menge Farbstoff ist also proportional zur Menge der
vorliegenden Konzentration an Doppelstrang-DNA.

Tragt man die Starke des gemessenen Signals gegen die Anzahl der bereits durch-
gefuhrten Zyklen auf, so erhalt man eine Kurve, die die spezielle Kinetik der PCR
wiedergibt. Zu Beginn ist das Signal einige Zyklen lang schwach mit nur sehr gerin-
ger Signalsteigerung, bis der Verlauf der Kurve in einen exponentielles Wachstum
Ubergeht, wo mit jedem weiteren Zyklus eine deutliche Signalverstarkung sichtbar
wird, um dann schlieRlich in einer Plateauphase zu enden. Der Ubergang in die Pla-
teauphase ist durch den Verbrauch der Edukte und einer Akkumulation der Produk-
te zu erklaren. Die Zahl der bendétigten Zyklen bis zum Beginn des exponentiellen
Wachstums ist von der Anzahl der in der Ausgangslosung vorliegenden Kopienzah-
len der zu messenden Nukleinsgure abhangig. Je mehr Kopien schon vorliegen,
desto schneller wird ein exponentielles Wachstumsverhalten erreicht.

So ist es moglich, auf Grund der Reaktionskinetik im Vergleich zu Standardproben
mit bekannter cONA-Ausgangskonzentration auf die ursprunglich in der Versuchslo-

sung vorhandene Kopienzahl riickzuschlieRen.

2.4.1 RNA Extraktion aus isolierten Kardiomyozyten

Die Myozyten werden isoliert, ausplattiert und anschlieffend mit Insulin und Celeco-
xib behandelt wie in den Abschnitten 2.1 bis 2.2.3 beschrieben. Das Ernten der Zel-
len erfolgt nicht mit PBS, sondern mit 175 ul RNA-Lysepuffer. Die Zellldsung wird in
ein 1,5-ml-Eppendorf-Cup Uberfiihrt.

Die anschliellende Extraktion der gesamten RNA aus den isolierten Myozyten er-
folgte mit Hilfe des SV total RNA Isolation-Kits (Promega, Madison, USA).

350 pl des RNA-Dilutions-Puffers werden zu der Zellldsung hinzu gegeben und gut
vermischt. Nachdem die Lésung 3 min auf 70°C erhitzt wurde, wird 10 min bei
12000-14000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und in ein anderes
Eppendorf-Cup Uberfuhrt, mit 200 yl 95% Ethanol versetzt und in das Kérbchen ei-
nes Zentrifugenréhrchens transferiert, welches 1 min bei 12000-14000 g zentrifu-
giert wird. Die Flissigkeit in dem Rohrchen wird verworfen, das Kérbchen mit 600 pl
RNA-Wasch-Lésung befillt und erneut 1 min bei 12000-14000 g zentrifugiert.
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Wieder wird das Réhrchen geleert und das Kérbchen diesmal mit 50 ul frisch ange-
setztem DNase-Inkubations-Mix befiillt. Nach 15 min Inkubation bei 20-25 °C wird
200 pl DNase-Stop-Lésung dazugegeben und fir 1 min bei 12000-14000g zentrifu-
giert.

AnschlielRend wird noch zweimal mit RNA-Wasch-Lésung gewaschen, wobei beim
letzten Mal nur 250 pl RNA-Wasch-Ldsung eingesetzt und 2 min zentrifugiert wird.
Zum Schluss wird der Deckel vom Kérbchen entfernt und dieses in ein Elutions-
Roéhrchen geben. 100 ul Nuclease-freies Wasser wird auf die Membran pipettiert,
bei 12000-14000 g fir 1 min zentrifugiert und anschlie®end das Kérbchen entfernt.

Die im Rdhrchen verbleibende Losung enthalt die gereinigte RNA.

2.4.2  Erstellen der cDNA mittels Reverser Transkriptase

Um die gewonnene RNA in die fir die PCR bendtigte DNA umzusetzen wird die
Superscript Il Reverse Transkriptase und Oligo(dT)-Primer eingesetzt.

1 pl der gewonnen RNA wird mit 1 pl Oligo(dT)-Primern ( 50 ymol/l), 1 ul dNTPs (10
mmol/l) und 11 pl RNase -freiem Wasser gemischt, dann 5 Minuten auf 65° C er-
warmt und anschlieRend 1 min auf Eis gelagert.

Es werden 4 pl des 5xRT-Puffers, 1 ul 0,1 DTT (mol/l) und 0,5 ul Reverse Transkrip-
tase Superscript Il hinzugefugt und die Proben 5 Minuten auf 25° C und 50 Minuten
auf 50° C erwarmt, anschlieRend wird 15 Minuten auf 70° C erhitzt, um die Tran-
skriptase zu inaktivieren. Zum Schluss wird alles auf Eis gekuhlt. FUr die sich an-

schlielRende PCR werden die Proben mit 20 ul Wasser verdinnt.

2.4.3 Real time PCR

Die real time PCR wird in einem LightCycler® (Roche Diagnostics) mit einem Pro-
benvolumen von 20 pl je Glaskapillare durchgefihrt.

Jeder Reaktionsansatz beinhaltet: 2 yl cDNA, je 0,5 pl der beiden Primer, 1U Taq
DNA-Polymerase, 2 yl 10xPCR Puffer, 0,2 mmol/l dNTP, 2,5 mmol/l MgCl,, 500
mg/l BSA, 50 ml/l DMSO und 1ul des 1/1000 SYBR Green Stocks.

Nach einer Initialen Denaturierung bei 95° C Uber 30 s folgen 45 Zyklen mit einer
Denaturierung bei 95° C, einer Annealing-Phase bei 60° C fir 5 s und der Elongati-

onszeit von 10 s bei 72° C.
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Die Emission wird jeden Zyklus bei 530 nm fur BNP bei 82° C und fir GAPDH bei
85° C gemessen.

Als Standards werden cDNA Ldsungen mit bekannter Konzentration mitgefihrt.

2.5 [H]-Leucin —Aufnahme-Messung

Mittels einer [*H]-Leucin-Aufnahme-Messung ist es mdéglich, die Protein-Synthese-
Leistung der Zellen anhand der eingebauten radioaktiv markierten Aminosaure Leu-
cin zu messen. Eine erhdhte Proteinsyntheserate ist ein bekanntes Merkmal der
kardialen Hypertrophie (Sudgen et Fuller 1991). Stellt eine Zelle vermehrt Proteine
her, so bendtigt sie hierfir verschiedene Aminosaurebausteine, die sie in der Zell-
kultur aus dem N&hrmedium aufnimmt. Setzt man dem Nahrmedium fur die letzte
Zeit der Inkubation radioaktiv markiertes Leucin zu, wird dieses von den Zellen auf-
genommen und in die verschiedenen Proteine eingebaut. Die Menge des aufge-
nommenen radioaktiven Substrates ist anschliefend messbar und korreliert mit dem
Ausmal} der Proteinsyntheseleistung.

Isolierte Kaninchenmyozyten werden wie in 1.2.1 beschrieben ausplattiert. Die Sti-
mulation der Zellen erfolgt mittels Insulin (10 pymol/l) oder Phenylephrin (10 umol/l).
Zusatzlich wird ein Teil der Zellen mit Celecoxib (10 umol/l) behandelt. Fir die letz-
ten 4h einer 24 stiindigen Inkubationszeit wird den Zellkulturen 5 yCi/ml der radioak-
tiv markierten Aminosaure Leucin zugegeben. Nach Beendigung der Inkubationszeit
werden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 15 min auf Eis in 400 ul Lyse-
puffer inkubiert. AnschlieRend werden die Zellen abgeschabt und in ein 2 ml Eppen-
dorf-Cup Uberfihrt. 250 pl eiskalte Trichloressigsaure (20%) wird fur 15 min zuge-
geben, um die Proteine auszufallen. Nach 2 min Zentrifugation bei 14000 U/min wird
der entstandene Uberstand verworfen, das Pellet in 250ul 0,2 N NaOH resuspen-
diert und 2 min bei 50°C im Thermomixer geschuttelt.

1,5 ml Szintillationscocktail wird zugegeben und die Radioaktivitat in einem Liquid-

Scintillation-Counter (Wallac 1409) gemessen.

2.6 In-vivo-Versuche

Um zu untersuchen, ob eine Celecoxibbehandlung auch in vivo Einfluss auf die Ent-
stehung der Herzhypertrophie nehmen kann, wird ein entsprechender Tierversuch

durchgefliihrt. Als etabliertes Verfahren zur Induktion einer Herzhypertrophie wird
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eine operative Einengung der transversalen Aorta gewahlt. Die Behandlung der Tie-
re mit Celecoxib erfolgt Uber speziell prapariertes Futter.

Alle durchgeflihrten Versuche sind gemal® § 8 Abs.1 Tierschutzgesetzes von der
Bezirksregierung Braunschweig genehmigt (Aktenzeichen 509.42502/01-50.04 vom
11.10.2004). Fur die Tierversuche werden weibliche C57BL/6-Mause verwendet, die

zu Beginn der Untersuchung 22-25 g wiegen.

2.6.1  Versuchsprotokoll

Zu Beginn des Versuchsablaufs werden alle Tiere echokardiographisch untersucht.
Es werden die Herzdimensionen (Wanddicke und Durchmesser der Herzhdhlen)
und die Pumpfunktion bestimmt (Siehe auch Abschnitt 2.6.2). Danach wird die The-
rapie der Tiere mit Celecoxib oder Placebo Uber das Futter begonnen. 4 Tag nach
Therapiebeginn werden die Mause operiert. Ein Teil der Tiere erhalt eine operative
Einengung der transversalen Aorta (TAC) wie in 2.6.4 beschrieben. Die anderen
Mause werden ebenfalls einem operativen Eingriff unterzogen, bleiben jedoch ohne
Konstriktion der Aorta (Sham-OP; Siehe auch Abschnitt 2.6.4). Hierdurch kénnen
unspezifische Effekte durch Narkose-, Wundheilungs- oder allgemeine Operations-
nebenwirkungen ausgeschlossen werden. Tiere, die intraoperativ oder innerhalb der
ersten 24 h postoperativ an den direkten Folgen der Operation, wie zum Beispiel zu
starkem Blutverlust oder Pneumothorax, versterben, gehen nicht in die statistischen
Auswertungen ein.

Jeweils 2 und 4 Wochen nach der Operation werden die Tiere erneut mittels Echo-
kardiographie untersucht. Wahrend des gesamten Versuchszeitraumes werden die
Tiere regelmaRig klinisch beobachtet und gewogen, wobei besonders auf die At-
mung, Bewegungsarmut und die Entstehung von Odemen als Zeichen einer begin-
nenden Herzinsuffizienz geachtet wird. Bei einem Gewichtsverlust von mehr als

20% werden die Tiere mittels Genickbruch schmerzlos getotet.

2.6.2  Echokardiographie

Fur die Echokardiographie werden die Tiere mit dem kurzwirksamen Avertin
(1,2%ige Verdinnung, 0,02 ml/g Kérpergewicht) gewichtsadaptiert narkotisiert. Die
Injektion des Avertins erfolgt intraperitonal. Die Tiere werden mit einem handelsibli-

chen Einmalrasierer an Brust und ventralem Hals rasiert. Um die Narkosetiefe ver-
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gleichbar zu gestalten, wird jeweils 10 min nach Injektion des Narkotikums mit der
Untersuchung begonnen. Die Tiere werden flr die Untersuchung in leichter Links-
seitenlage fixiert. In einer zwei dimensionalen M-Mode Darstellung werden die kurze
und die lange Achse eingestellt und der gréte linksventrikulare Durchmesser ein-
gestellt. Die Septumdicke, die Dicke der Hinterwand, der endsystolische und enddi-
astolische Durchmesser des linken Ventrikels und Herzfrequenz werden gemessen.
Die relative systolische Verkirzungsfraktion (fractional shortening) und die kalkulier-
te linksventrikuldre Masse werden aus den Angaben errechnet. Die Untersuchungen
werden mit einem Schallkopf VS-VEVO 660/230 High Resolution Imaging System
(VisualSonics Inc) durchgefihrt. Bis die Tiere wieder bei Bewusstsein sind, werden
sie von den anderen getrennt gehalten. Der Untersucher ist verblindet in Bezug auf

die Gruppenzugehdrigkeit der Tiere.

2.6.3  Celecoxibtherapie

Das Celecoxib wird den Tieren Uber die Nahrung zugefiihrt. Eine 25 g schwere
Maus frisst unter Normalbedingungen konstant etwa 5 g Haltungsfutter pro Tag. Die
Celecoxibkonzentration im Futter wird so gewahlt, dass eine Tagesdosis von 50
mg/kg Korpergewicht nicht unterschritten wird. Hierflir werden 400 g Haltungsfutter
Uber Nacht in Wasser eingeweicht. Der entstandene Futterbrei wird mit dem Inhalt
einer 200 mg Kapsel Celecoxib gut vermischt. Danach wird das Futter wieder porti-
oniert und getrocknet, jedoch nie uber 38 °C erhitzt, da der Wirkstoff nicht hitzebe-
standig ist. Das Placebofutter wird ebenfalls in Wasser geldst und neu geformt.

Dieses Futter und Wasser bekommen die Tiere ad libitum. Nach der ersten Echo-
kardiographie und 4 Tage vor dem operativen Eingriff wird mit der Celecoxibfltte-

rung begonnen.

2.6.4  Konstriktion der transversalen Aorta (TAC)

Am 4. Tag nach Beginn der Futterung mit Celecoxib erfolgt der operative Eingriff.
Die Mause werden mit einer Ketamin/Xylazin Narkose betaubt. Die Injektion erfolgt
intraperitoneal. Anschlie®end werden die Tiere mit einer handelslblichen Enthaa-
rungscreme an Brust und ventralem Hals enthaart und die Augen durch Auftragen
einer Augensalbe geschitzt. Nach Kontrolle der Narkosetiefe mittels eines gezielten

Schmerzreizes werden die Tiere in Rickenlage fixiert. Die Haut wird mit einem ca.
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1-1,5 cm langen Querschnitt oberhalb des Brustbeines erdffnet. Durch stumpfe Pra-
paration der muskularen Strukturen wird die Luftréhre dargestellt und die Arteria
carotis communis aufgesucht. Entlang dieser Leitstruktur wird der Aortenbogen dar-
gestellt. Dazu ist es unter Umstanden nétig, das OP-Gebiet durch einen kleinen
Schnitt in das Manubrium sterni zu erweitern. Nach Erreichen des Aortenbogens
wird dieser vorsichtig mobilisiert und ein chirurgischer Faden (6-0) mit Hilfe einer
gebogenen Nadel unter der Aorta hindurch geflihrt. Eine auf der Aorta liegende
stumpfe 27G- Kanile dient beim Knoten zur Standardisierung des Stenosegrades
Nach der Entfernung der Kaniile wird die Muskulatur des Halses mit einer Naht mit-
tig adaptiert. Abschlieend wird die Haut mit drei Einzelnahten geschlossen.

Bis zum Erwachen werden die Tiere auf einer Warmeplatte von den Ubrigen Tieren
getrennt gehalten. Die Tiere der Sham-Gruppe werden wie oben beschrieben narko-
tisiert und vorbereitet. Auch hier wird die Aorta mobilisiert und die gebogene Nadel
unter der Aorta hindurchgefuhrt, der Aortendurchmesser wird jedoch anschlief3end
nicht eingeengt, sondern die Wunde wie oben beschrieben wieder verschlossen.

Der Operateur ist verblindet in Bezug auf die Gruppenzugehdrig der Tiere.

2.7  Statistische Auswertungen

Alle Daten werden als MittelwertexSEM angegeben. Die statistische Signifikanz der
Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen wurde mit Hilfe des gepaarten
Student-t-Test ermittelt, wobei p<0,05 als statistisch signifikant angesehen wurde.
Wenn Ergebnisse fur mehrere Vergleiche herangezogen wurden, wurde ein Bonfer-
roni-Korrektur durchgefthrt (p<0,05/Anzahl der Vergleiche). Zur Beurteilung der
Uberlebenskurven wurde eine Kaplan-Meier-Kurve erstellt und mittels Logrank-Test

anlysiert.

2.8 Verwendete Materialien

Losungen fiir die Zellisolation

10xThyrodepuffer

NaCl (137 mM) 80,06 g
KCI (5,4 mM) 4,039
MgSO4x7H20 (1,2 mM) 2,9 ¢
NaoHPO4x12 H20(1,2 mM) 43¢
HEPES (20 mM) 47,66 g

auf 11 mit ddH20 auffiillen
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1xThyrodepuffer ohne Kalzium
10xThyrodepuffer

Glucose (2,7g/l)

100xPen/Strep

1xThyrodepuffer mit Kalzium
1xThyrodepuffer ohne Kalzium
1 M CaCly

Kollagenase-Losung
1xThyrodepuffer ohne Calcium
Taurin

D,L-Glutaminsaure
D,L-Carnitin

Collagenase

Protease XIV

1 M CaCl,

Stopp-Losung
1xThyrodepuffer ohne Kalzium
1 M CaCl,

Albumin-Fraktion V

BDM

Losungen flir Zellkultur

Medium M199 ready-to-use
M199-Medium (Sigma#M7528)
Taurin

D,L-Carnitin

Creatin

100x Pen/Strep

100x L-Glutamin

Celecoxib Stock
Celecoxib
DMSO

Phenylephrin Stock
Phenylephrin
ddH20

Lyse-Puffer
IGEPAL CA-630
Glycerol

200 ml

5449

20 ml

auf 11 mit ddH20 auffiillen

300 ml
15

80 ml
600 mg
94 mg
31 mg
80 mg
3,2 mg
2 i

300 ml
15 pl
69
607 mg

500 ml
312,5mg
500 mg
327,5 mg
5ml

5ml

200 mg
5,24 ml

10,37 mg
10 ml

100 pl
1 ml
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NaCl (1,37 M)

Tris pH 7,4 (200 mM)

NaF (200 mM)

Natrium orthovanadat (100 mM)
Natrium pyrophosphat (100 mM)
R3-Glycerolphosphat (500 mM)
EDTA pH 8,8 (100 mM)

EGTA pH 7,0 (10 mM)
Aprotonin (10 mg/ml)

Leupeptin (10 mg/ml)

Pepstatin A (0,5 mg/ml)

PMSF (200 mM)

ddH20

Losungen fiur Western Blots

Laemmli-Puffer

Tris HCI

SDS

pH mit HCI 37% auf 6,8 einstellen
Bromphenolblau
B-Mercapto-Ethanol

10% Trenn-Gel
30% Acrylamid

4x Tris/SDS, pH 8,8
H.0

10% APS

TEMED

4% Sammel-Gel
30% Acrylamid

4x Tris/SDS, pH 6,8
H,0

10% APS

TEMED

4x Tris/SDS, pH 8,8

Tris Base

SDS

pH mit HCI 37% auf 8,8 einstellen

4x Tris/SDS, pH 6,8

Tris Base

SDS

pH mit HCI 37% auf 6,8 einstellen

1 ml

1 ml

1 ml
100 pl
100 pl
1 ml

1 ml

1 ml

4 ul

4 ul
80 i
50 pl
2,562 ml

0,79¢

29

auf 18 ml mit H20 auffiillen
5mg

2ml

5ml
3,75 ml
6,25 ml
0,05 ml
0,01 ml

0,67 ml
1,25 ml
3,08 ml
0,03 ml
0,01 ml

455 g

19
auf 250ml mit H20 auffiillen

6,05¢
0449
auf 100ml mit H20 auffiillen
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5x Transfer-Puffer (ohne Methanol)
Tris Base

Glycine

pH mit HCI 37% auf 8,3 einstellen

1x Transfer-Puffer
5x Transfer-Puffer
Methanol

SDS 10%

5x SDS-Page Lauf-Puffer
Tris Base

Glycine

SDS

pH mit HCI 37% auf 8,3 einstellen

1x SDS-Page Lauf-Puffer
5x SDS-Page Lauf-Puffer

Losungen fur Immunfarbungen

10x TBS Losung

Tris Base

NaCl

pH mit HCI 37% auf 7,5 einstellen

TBS-Tween Wasch-Puffer
10x TBS Lésung
Tween 20

Losungen fur RNA-Extraktion

RNA-Lyse-Puffer
RNA-Lyse-Puffer
Mercaptoethanol

DNase-Inkubations-Mix
Yellow core buffer

MnCl,

DNase Losung

RNA-Wasch-Losung
konzentrierte RNA-Wasch-Losung
95% Ethanol

39,4 g
144 g

mit H20 auf 21 auffiillen

400 ml
400 ml
2ml

mit H20 auf 2| auffiillen

30,29
144 g
1049

mit H20 auf 2| auffiillen

400 ml

mit H20 auf 21 auffiillen

484 g
58,48 g

mit H20 auf 21 auffiillen

500 ml
5ml

250 ml
5ml

40 pl
5ul
Sl

177 ml
300 ml
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DNase-Stop-Losung
konzentrierte DNase-Stop-L6sung
95% Ethanol

Chemikalien

Chemikalien

100xPen/Strep

Acrylamid

Ammoniumpersulfat (APS)
Bromphenolblau
Butan-Dion-Monoxim (BDM)
Calciumchlorid (CaCly)

Celecoxib

D,L-Carnitin

D,L-Glutaminsaure

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat
Entwickler

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglykoltetraessigsaure (EGTA)
Fixierer

Glukose

Glyzerol

HCI

HEPES

IGEPAL CA-630

Insulin

Kaliumchlorid (KCI)

Kollagenase CLS 2

Laminin

L-Glutamin

M199-Medium
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4x7H.0)
Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumorthovanadat (NasPOa)
Natriumpyrophosphat (Na:P207x10H,0)
PBS

Phenylephrin
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Precision Plus Protein, All Blue Standarts
Protease XIV

Rinderalbumin

32

26,5ml

40 ml

Hersteller

Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Bio Rad, Miinchen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Pfizer, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck,Darmstadt
Merck,Darmstadt

Kodak, Paris, Frankreich

Merck,Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Tetanal Photowerk

Merck,Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Merck,Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Aventis, Frankfurt

Merck,Darmstadt

Biochrom, Berlin
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Merck,Darmstadt

Merck,Darmstadt

Merck,Darmstadt

Bio Rad, Miinchen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Bio Rad, Minchen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
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R-Glyzerolphosphat

SYBR Green Stock

Taurin

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trichloressigsaure

Tris Base

Tween 20

B-Mercaptoethanol

Proteinaseinhibitoren

Proteaseinhibitoren
Pepstatin

Leupeptin

Aprotinin

Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Kit

Proteinbestimmungskit

Super script Il reverse Transkriptase kit
SV total RNA isolation kit

Taq DNA Polymerase

Primer fur RT-PCR

Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Bio Rad, Miinchen

Sigma, Deisenhofen
Hersteller
Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg
Roche, Mannheim
Hersteller
Pierce, Bonn
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Promega, Madison, USA

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

BNP: sense TGC TCT TCT TGC ACC TGT, antisense GCA GCT GCT GTA TCT CAG AAA;
GAPDH: sense TGC CGA GTA CGT GGT GGA AT, antisense ATG GCG TGC ACC GTG

GTC AT

Verwendete Radioaktivitat

Radioaktivitat
L-[3,4,5-3H]-Leucin
Szintillisationscocktail Rotiszint eco plus

Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Filme

Nitrozellulosemembran Protran
Serologische Pipetten
Pipettenspitzen
Zellkulturschalen
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Hersteller
PercinElmer, Boston, USA

Carl Roth, Karlsruhe

Hersteller

Fuji, Disseldorf

Schleicher und Schuell, Dassel
Sarstedt, Newton, USA
Biozym, Oldenburg

Sarstedt, Newton, USA
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Zentrifugenrohrchen
E-cups (0,5 ml, 1 ml, 2 ml)
Zellschaber

Gerate

Gerite

Blotkammer
Brutschrank
Gefrierschrank -86°C
Gelelektrophoreseanlage
Light Cycler
Megafuge 2-OR
Multiimager
Photokammer
Photometer

Pipetten
Thermomixer 5436
Vortex Genie 2
Zentrifuge 5415R

Tiere

Chinchilla bastard Kaninchen

C57bl6 Mause

Narkotika

Narkotika
Ketamin
Avertin
Xylazin

Sarstedt, Newton, USA
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Newton, USA

Hersteller

Bio Rad, Miinchen

Heraeus Instruments, Berlin

Sanyo, Minchen

Bio Rad, Miinchen

Roche, Mannheim, Deutschland
Heraeus Instruments, Berlin
Alphalnnotech Inc., San Leandro, USA
Siemens, Deutschland

BIO TEK Instruments GmbH, Bad Friedrichshall
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Bender + Hobein AG, Zlirich, Schweiz
Eppendorf, Hamburg

Charles River Laboratories,Kisslegg
Charles River Laboratories,Kisslegg

Hersteller

Pfizer, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
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3. ERGEBNISSE
3.1. Einfluss von Celecoxib auf den Akt-Signalweg

3.1.1. Effekt von Celecoxib auf Akt

Um den Einfluss von Celecoxib auf den Akt-Signalweg in Herzmuskelzellen zu un-
tersuchen, wurden isolierte Kardiomyozyten mit Insulin, einem bekannten Aktivator
des Akt-Signalweges, stimuliert und gleichzeitig mit Celecoxib in unterschiedlichen
Konzentrationen behandelt. Die Zellen wurden lysiert und die Proteine in einem
Western-Blot-Verfahren aufgetrennt. Es wurde eine Immunfarbung mit spezifischen
Antikérpern gegen Akt und seine Phospho-Form durchgeflhrt und die optischen
Dichten der Western-Blot-Banden als MaR flr die Expression von Akt bzw. von

phosphoryliertem Akt densitometrisch ausgewertet.

A 1h B # 1h
E 2.5'
P-Akt — — < 2
= i
o
= 1,54
Akt B ol &Ic 14
o
a 0,5+
GAPDH s i ™ - o
0
Insulin -+ 4+ + + + Insulin
Celecoxib 0 0 30 50 70 100 Celecoxib
(pmolll} (pmolil)

Abbildung 3.1 Konzentrationsabhangiger Effekt von Celecoxib auf die Phosphorylie-
rung von Akt (Inkubationszeit 1 h);

A Reprasentativer Western-Blot: isolierte Kaninchenmyozyten wurden mit (+) und ohne (-)
Insulin und mit Celecoxib in aufsteigender Konzentration (0-100 umol/l) 1h behandelt. Die
Myozyten-Lysate wurden im Western-Blot-Verfahren analysiert und anschliel3end mit spezi-
fischen Antikdrpern fur Akt und seine Phosphoform (P-Akt) inkubiert;

B statistische Auswertung von 8 Experimenten. Gemessen wurden die optischen Dichten
(OD) der Western-Blot-Banden, # vs Kontrolle p<0,0002; * vs Insulin p<0,04

Eine Stimulation der Kardiomyozyten mit Insulin fuhrte nach 1h zu einer signifikan-
ten Erhdhung des Anteils an phosphorylietem Akt (ODP-Akt/ODAkt: Insulin:
2,0810,28 vs Kontrolle: 0,60+0,15; n=8, p<0,0002; Abb. 3.1). In Anwesenheit von
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Celecoxib (50 ymol/l) wurde die insulinbedingte Zunahme der Phosphorylierung von
Akt signifikant gehemmt (ODP-Akt/ODAkt: Ins+Cel50: 1,14+0,24 vs Insulin:
2,0840,28; n=8, p<0,002; Abb. 3.1).

Durch den Einsatz héherer Celecoxibkonzentrationen (100 pmol/l) konnte die insu-
linbedingte Zunahme der Phosphorylierung von Akt vollstadndig aufgehoben werden
(Abb. 3.1).

Durch eine Verlangerung der Inkubationszeit (24 h) konnte bereits eine deutlich ge-
ringere Celecoxibkonzentration (10 umol/l) die insulinbedingte vermehrte Phospho-
rylierung von Akt signifikant senken (ODP-Akt/ODAKkt: Ins+Cel10: 0,9510,14 vs Insu-
lin: 1,99£0,14; n=4, p<0,01; Abb. 3.2).

B 24h

24h
o 25 #
o (-
8
= 1,5 %
w0 ¢
o B3
Q 0,5
e N
0
Insulin - + + Insulin — + +
Celecoxib 0 0 10 Celecoxib 0 0 10
(umol/l) (umol/l)

Abbildung 3.2 Zeitabhédngiger Effekt von Celecoxib auf die Phosphorylierung von Akt
(Inkubationszeit 24 h);

A Reprasentativer Western-Blot: isolierte Kaninchenmyozyten wurden mit (+) und ohne (-)
Insulin und mit Celecoxib (10 pmol) behandelt. Die Myozyten-Lysate wurden im Western-
Blot-Verfahren analysiert und anschliefdend mit spezifischen Antikérpern fir Akt und seine
Phosphoform (P-Akt) inkubiert;

B Statistische Auswertung von 4 Experimenten. Gemessen wurden die optischen Dichten
(OD) der Western-Blot-Banden, # vs Kontrolle p<0,007; * vs Insulin p<0,006

Um auszuschlief3en, dass es sich bei den an Kaninchenmyozyten gesehen Effekten
um eine artspezifische Besonderheit handelt, fihrten wir exemplarische Versuche
mit isolierten Myozyten von Mausen durch.

Die Behandlung der Zellen mit Insulin (30 min) erhdohte die Rate an phosphorylier-
tem Akt (ODP-Akt/ODAKkt: Kontrolle: 5,7910,71 vs Insulin: 7,89+3,3; n=2). Eine zeit-
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gleiche Behandlung der Zellen mit Celecoxib (10 pymol/l) fihrte auch bei den Maus-
myozyten zu einer deutlich geringeren Zunahme der insulinbedingt vermehrten Akt-
Phosphorylierung (ODP-Akt/ODAKkt: Ins+Cel10: 4,14+0,28 vs Insulin: 7,89+3,3; n=2).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Celecoxib in Herzmuskelzellen die Phosphorylierung

von Akt hemmt. Dieser Effekt ist zeit- und konzentrationsabhangig.

3.1.2. Einfluss von Celecoxib auf GSK-3(3 und p70S6-Kinase

Wichtige Zielsubstrate von Akt sind GSK-3[3 und die p70S6-Kinase. Um einen Effekt
auch auf GSK-3B und die p70S6-Kinase nachzuweisen, wurden Kaninchenmyozy-
ten mit Insulin und Celecoxib behandelt, ein Western-Blot durchgefihrt und in der
anschlielenden Immunfarbung spezifische Antikérper gegen GSK-3B und p70S6-
Kinase und die jeweiligen phosphorylierten Formen eingesetzt und die optischen
Dichten der Western-Blot-Banden als Mal} fiir die Expression densitometrisch be-
stimmt.

Die Stimulation der Zellen mit Insulin Uber 1 h steigerte den Anteil an phosphorylier-
tem GSK-3R signifikant (ODP-GSK/ODGSK: Insulin: 1,51+0,18 vs Kontrolle:
0,5610,10; n=8, p<0,0002; Abb. 3.3). Auch die Rate an phosphorylierter p70S6-
Kinase stieg nach der Behandlung mit Insulin signifikant an (ODP-p70S6/ODp70S6:
Insulin: 1,27+0,07 vs Kontrolle: 0,84+0,06; n=5, p<0,02 ; Abb. 3.3).

Eine zeitgleiche Behandlung mit Celecoxib (50 ymol/l) fihrte zu einer signifikant
geringer ausgepragten Steigerung der insulinbedingt erhéhten Rate an phosphory-
liertem GSK-3} (ODP-GSK/ODGSK: Ins+Cel50: 0,83+0,10 vs Insulin: 1,51+0,18;
n=8, p<0,005; Abb. 3.3) und p70S6-Kinase (ODP-p70S6/ODp70S6: Ins+Cel50:
0,8810,10 vs Insulin: 1,27+£0,07; n=5, p<0,02; Abb. 3.3). In Anwesenheit von 100
pmol/l Celecoxib wurde die insulinbedingte Zunahme der Phosphorylierung von
GSK-33 vollstandig gehemmt (Abb. 3.3).

Die Auswirkungen der Celecoxib bedingten Hemmung von Akt lassen sich auch in
den nachgeschalteten Signalwegen nachweisen. Die reduzierte Akt-Aktivitat flihrte

zu einer verminderten Phosphorylierung von p70S6-Kinase und GSK-3.
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Abbildung 3.3 Konzentrationabhangiger Effekt von Celecoxib auf die Phosphorylie-
rung von GSK-3f und p70S6-Kinase (Inkubationszeit 1 h);

A+C Reprasentative Western-Blots: isolierte Kaninchenmyozyten wurden mit (+) und ohne (-
) Insulin und mit Celecoxib in aufsteigender Konzentration (0-100 pmol/l) inkubiert. Die Myo-
zytenlysate wurden im Western-Blot-Verfahren aufgetrennt und anschlieRend mit spezifi-
schen Antikérpern fir GSK-3[3, p70S6-Kinase und seine Phosphoform (P-GSK-3f3, P-S6K)
behandelt;

B statistische Auswertung von 8 Experimenten, gemessen wurden die optischen Dichten
(OD) der Western-Blot-Banden, # vs Kontrolle p<0,0002; * vs Insulin p<0,002; D Statistische
Auswertung von 5 Experimenten, gemessen wurden die optischen Dichten (OD) der Wes-
tern-Blot-Banden, # vs Kontrolle p<0,02; * vs Insulin p<0,02

3.2. Angriffspunkt flir Celecoxib
3.2.1. COX-unabhangige Wirkung von Celecoxib

Um zu untersuchen, ob die Effekte von Celecoxib auf den Akt-Signalweg abhangig
von der COX-Hemmung der Substanz sind, wurde alternativ Acetylsalicylsaure
(ASS) als etablierter Hemmstoff der COX eingesetzt.

Isolierte Kardiomyozyten wurden mit Insulin stimuliert (1 h) und gleichzeitig mit ASS

in unterschiedlichen Konzentrationen (50 ymol/l, 100 ymol/l) behandelt.
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Die Stimulation mit Insulin Uber 1 h fuhrte zu der bekannten Zunahme der Akt-
Phosphorylierung. Im Gegensatz zu Celecoxib konnte ASS die insulinbedingte ver-
mehrte Phosphorylierung von Akt nicht hemmen (ODP-Akt/ODAkt: Ins+ASS50:
1,079 vs Insulin: 1,102; n=4; ODP-Akt/ODAKkt: Ins+ASS100: 1,088 vs Insulin: 1,102;
n=4; Abb. 3.4).

Acetylsalicylsaure als typischer Vertreter der COX-Hemmer hatte im Gegensatz zu
Celecoxib keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von Akt, so dass die Wirkung

von Celecoxib auf den Akt-Signalweg als COX unabhangig gewertet werden

kann.
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Abb. 3.4 Wirkung von ASS auf die Phosphorylierung der Akt (Inkubationszeit 1 h);

A Reprasentativer Western-Blot: isolierte Kaninchenmyozyten wurden mit (+) und ohne (-)
Insulin und mit ASS in aufsteigender Konzentration (0-100 pumol/l) 1h behandelt. Die Myozy-
ten-Lysate wurden im Western-Blot-Verfahren analysiert und anschlie3end mit spezifischen
Antikdrpern fur Akt und seine Phosphoform (P-Akt) inkubiert; B statistische Auswertung von
4 Experimenten. Gemessen wurden die optischen Dichten (OD) der Western-Blot-Banden

3.2.2.PTEN

Um den Mechanismus zu klaren, Gber den Celecoxib die Phosphorylierung von Akt
hemmt, untersuchten wir oberhalb von Akt gelegene Elemente der Signalkaskade.
Eine wichtige Rolle bei der Regulation der Akt-Aktivitat spielt die Phosphatase
PTEN. Damit Akt phosphoryliert und aktiviert werden kann, ist PtdIns(3,4,5)P3 not-
wendig, welches von der PI3-Kinase bereitgestellt wird. PTEN, als Gegenspieler der
P13-Kinase, dephosphoryliert Ptdins(3,4,5)P;, so dass dieses nicht mehr flr die
Phosphorylierung von Akt zur Verfligung steht. Eine vermehrte Aktivitat der PTEN
kénnte eine verminderte Phosphorylierung von Akt erklaren. Die dephosphorylierte
Form von PTEN ist aktiv, die phosphorylierte Form ist inaktiv (Oudit et al. 2004).
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Um die Auswirkungen einer Celecoxibbehandlung auf PTEN zu untersuchen, wur-
den isolierte Kaninchenmyozyten wieder mit Insulin und Celecoxib in verschiedenen
Konzentrationen behandelt.

Durch die Celecoxibbehandlung lie3 sich die Rate an phosphoryliertem PTEN signi-
fikant hemmen (ODP-PTEN/ODGAPDH: Ins+Cel50: 0,86+0,11 vs Insulin: 1,15+0,09;
n=5, p<0,005; Abb. 3.5).

Die Tatsache, dass Celecoxib zu einer vermehrten Dephoshorylierung der PTEN
und damit zu einer vermehrten PTEN Aktivitat fihrte, weist darauf hin, dass die be-
schriebenen Einfliisse von Celecoxib auf den Akt-Signalweg Uber eine Regulation
der PTEN-AKktivitat bedingt sind.
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Abbildung 3.5 Konzentrationsabhangiger Effekt von Celecoxib auf die Phosphorylie-
rung von PTEN (Inkubationszeit 1 h);

A exemplarischer Western-Blot: isolierte Kaninchenmyozyten wurden mit (+) und ohne (-)
Insulin und mit Celecoxib in aufsteigender Konzentration (0-100 pymol/l) 1h inkubiert, die
Myozytenlysate wurden im Western-Blot-Verfahren analysiert und anschlief3end mit spezifi-
schen Antikérpern fir die Phospho-Form der PTEN (P-PTEN) angefarbt;

B statistische Auswertung von finf Experimenten, gemessen wurden die optischen Dichten
(OD) der Western-Blot-Banden, * vs Insulin p<0,005

3.3. Auswirkung auf indirekte Hypertrophiezeichen

Der Akt-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung der Herzhypertro-
phie (Hardt et Sadoshima 2002). Nachdem wir zeigen konnten, dass die Behand-
lung von Myozyten mit Celecoxib hemmende Wirkung auf den Akt-Signalweg hat,
untersuchten wir, ob diese Regulation auf zellularer Ebene Auswirkungen auf die

Hypertrophieantwort der Myozyten hat. Hierzu wurden die Expression des fetalen
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Genproduktes BNP und die Proteinsyntheseleistung der Zellen als indirekte Hyper-

trophiezeichen gemessen.

3.3.1. Proteinsynthese

Ein Surrogatparameter der kardialen Hypertrophie ist das Maf} der Proteinsynthese-
rate. Hypertrophierende Zellen zeigen eine gesteigerte Proteinsynthese (Sugden et
Fuller 1991).

Isolierte Kaninchenmyozyten wurden mit Insulin stimuliert (24 h). Fir die letzen 4 h
wurde radioaktiv markiertes Leucin ins Nahrmedium der Zellen gegeben. Die Zellen
nehmen Aminosauren aus dem Nahrmedium auf und setzen diese in der Protein-
synthese um. Die aufgenommene Menge an radioaktiven Aminosauren ist proporti-

onal zur Syntheseleistung der Zelle.
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Abbildung 3.6 Auswirkung einer Celecoxibbehandlung auf die Proteinsyntheseleis-
tung (Inkubationszeit 24 h); isolierte Kaninchenmyozyten wurden ohne (-) und mit Insulin
(+) oder Phenylephrin (+) und mit Celecoxib verschiedener Konzentrationen (0,10, 25 pmol/l)
behandelt, die Proteinsyntheseleistung mittels [3H]-Leucin Aufnahme Messung analysiert,
statistische Auswertung der Experimente;

A Insulin als Stimulator des Akt-Signalweges; # vs Kontrolle p<0,0004, * vs Insulin p<0,01;

B Phenylephrin als Stimulator des Akt-Signalweges; # vs Kontrolle p<0,0004, * vs Insulin
p<0,01

Die Stimulation der Zellen mit Insulin fihrte zu einer Steigerung der Proteinsynthese
um 36.9+7.3% (n=11, p<0,0004; Abb. 3.6). Eine Behandlung der Zellen mit Pheny-
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lephrin, einem alternativen Stimulator des Akt-Signalweges, steigerte die Synthese-
rate um 26.2+6.9% (n=12, p<0,001).

Durch eine Behandlung der Zellen mit Celecoxib (10 oder 25 pmol/l) konnte der Ef-
fekt der Insulin- und Phenylephrin-Stimulation auf die Proteinsyntheserate vollstan-
dig gehemmt werden (n=9, p<0.0005 vs Insulin; n=10, p<0.0001 vs Phenylephrin;
Abb. 3.6).

3.3.2. BNP-Expression

Ein weiteres Merkmal hypertrophierender Myozyten ist die Reexpression fetaler
Genprodukte (Izumo et al. 1988), wie zum Beispiel das Brain natriuretische Peptid
(BNP). Wahrend in gesunden Herzen kaum BNP nachweisbar ist, wird es bei patho-
logischer Uberbelastung in den Ventrikeln exprimiert (Yamamato et al. 1996).

Um die Auswirkungen einer Celecoxibbehandlung auf die Expression von BNP zu
messen, wurden isolierte Kaninchenmyozyten mit Insulin stimuliert und gleichzeitig
mit Celecoxib behandelt. Die Zellen wurden lysiert und in einem real-time PCR Ver-
fahren analysiert. Gemessen wurde der BNP/GAPDH m-RNA Quotient als Maf3 fur
die BNP m-RNA Expression.

Die Inkubation isolierter Kaninchenmyozyten mit Insulin (24 h) fuhrte zu einer deut-
lich vermehrten mRNA-Expression von BNP (BNP/GAPDH: Kontrolle: 0,039+0,002
vs Insulin: 0,051+0,003; n=6, p<0,01; Abb. 3.7).

Eine Behandlung der Zellen mit Celecoxib (25 umol/l) konnte die insulinbedingte
Zunahme der BNP Expression vollstdndig hemmen (Abb. 3.7).

Durch eine Behandlung mit Celecoxib ist sowohl die Proteinsyntheseleistung als
auch die Reexpression von BNP als Reaktion auf hypertrophe Stimuli beeinflussbar.
Somit konnten wir zeigen, dass Celecoxib Auswirkungen auf Merkmale der kardia-

len Hypertrophie hat.
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Abbildung 3.7 Auswirkung einer Celecoxibbehandlung auf die BNP-m-RNA-
Expression (Inkubationszeit 24 h); isolierte Kaninchenmyozyten wurden mit (+) und ohne
() Insulin und mit 25 pymol/l (25) und ohne (0) Celecoxib behandelt, anschlielend quantitati-
ve BNP mRNA Bestimmung per real time PCR normalisiert gegen GAPDH; Statistische
Auswertung von 6 Experimenten; # vs Kontrolle p<0,006; * vs Insulin p<0,0002; 1 vs Kontrol-
le p<0,007

3.4. Einfluss auf SERCA-2A-Expression

In transgen veranderten Tieren, die kardial eine dauerhafte GSK-33 Aktivitat auf-
weisen, beobachtet man eine herabgesetzte Expression des Kalziumtransporters
SERCA-2A und eine deutlich eingeschrankte Relaxationsfahigkeit der Kardiomyozy-
ten (Michael et al. 2004). Auch in humanen insuffizienten Herzen konnte eine Run-
terregulation der SERCA-2A nachgewiesen werden (Hasenfuss 1998). Durch die
Celecoxibbehandlung in vitro kam es ebenfalls zu einer vermehrten Aktivitat der
GSK-38, so dass wir die Auswirkungen der Celecoxibbehandlung auf die Expressi-
on der SERCA-2A untersuchten.

Isolierte Kaninchenmyozyten wurden mit Insulin und Celecoxib (25 umol/l) behan-
delt (24 h). Die Zellen wurden lysiert und mittels eines Western-Blot-Verfahrens auf-
getrennt. In der anschlieRenden Immunfarbung wurden spezifische Antikérper ge-
gen SERCA-2A eingesetzt.

Nach 24 h Inkubation konnte keine Veranderung in der SERCA-2A Expression fest-
gestellt werden, weder durch die Insulinstimulation (ODSERCA/ODGAPDH: Insulin:
3,23 vs Kontrolle: 3,34; n=4; Abb. 3.8) noch durch eine Celecoxibbehandlung
(ODSERCA/ODGAPDH: Ins+Cel25: 3,09 vs Insulin: 3,07; n=4; Abb. 3.8).
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Eine maRige Regulation der GSK-38, wie sie mittels Celecoxib erreicht wurde fuhrte

nicht zu einer Veranderten Expression der SERCA-2A.

A 24 h B 24 h

w

OD SERCA / OD GAPDH
N

SERCA
1
GAPDH
0
Insulin — + + Insulin — + +
Celecoxib 0 0 25 Celecoxib 0 0 25

Abbildung 3.8 Einfluss von Celecoxib auf die Expression der SERCA-2A (Inkubations-
zeit 24);

A Reprasentativer Western-Blot: isolierte Kaninchenmyozyten wurden mit (+) oder ohne (-)
Insulin und mit Celecoxib (25 pmol/l) 24 h inkubiert; Die Myozytenlysate wurden im Western-
Blot-Verfahren analysiert und anschliefend mit spezifischen Antikdrpern fir SERCA behan-
delt;

B Statistische Auswertung von 4 Experimenten; Gemessen wurden die optischen Dichten
(OD) der Western-Blot-Banden

3.5. In-vivo-Versuche

Nachdem wir zeigen konnten, dass Celecoxib in vitro die Phosphorylierung von Akt
und den untergeordneten Signalwegen regulieren kann und dadurch antihypertroph
wirkt, untersuchten wir im folgenden den Effekt dieser Regulation auf die Entste-
hung und den Verlauf einer Herzhypertrophie im Tiermodel.

Als etabliertes Verfahren zur Induktion einer Hypertrophie wahlten wir eine operative
Einengung der transversalen Aorta (TAC). Durch diese kinstlich erzeugte Aor-
tenstenose kommt es zu einer deutlich gesteigerten Druckbelastung des linken Her-
zens und zu einer vermehrten Herzarbeit. Die Tiere einer Kontrollgruppe wurden
ebenfalls einer Operation unterzogen, blieben jedoch ohne Einengung der Aorta
(Sham).
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Bereits 3 Tage vor dem jeweiligen operativen Eingriff und wahrend des gesamten
Versuchablaufes wurde die Halfte der Tiere Uber das Futter mit Celecoxib behan-

delt, die anderen Tiere erhielten Placebo-Futter.

3.5.1. Auswirkungen der Celecoxib-Behandlung auf Kontrolltiere

Zunachst untersuchten wir den Einfluss der Celecoxibbehandlung auf die Kontroll-
tiere. Nach zwei Wochen konnten keine signifikanten Veranderungen in Bezug auf
die Dimensionen der Herzhohlen oder die Kontraktilitat des linken Ventrikels zwi-
schen den mit Celecoxib behandelten und den mit Placebo behandelten Kontrolltie-
re gemessen werden (LVEDD: Sham/Celecoxib (n=15): 3,69 mm vs Sham/Placebo
(n=11): 3,78 mm; Abb. 3.9 D; FS: Sham/Celecoxib (n=15): 44,6 % vs Sham/Placebo
(n=11): 42,2 %; Abb. 3.9 A).

Die Sterblichkeit der Kontrolltiere wurde durch die Celecoxibbehandlung nicht er-
hoht, keines dieser Tiere verstarb innerhalb des Beobachtungszeitraumes. In der
Entwicklung des Koérpergewichtes kam es nach 3 Wochen zu keiner signifikanten
Veranderungen (Abb. 3.9 B). Andere Nebenwirkungen der medikamentdsen Thera-

pie konnten ebenfalls nicht beobachtet werden.

3.5.2. Einfluss der Celecoxib-Behandlung auf TAC Tiere

Nach zwei Wochen kam es bei den mit Placebo gefltterten TAC Tieren zu einer
signifikanten Steigerung der linksventrikularen Masse (LVM: Placebo/TAC
4,36+0,12 (n=10) vs Placebo/Sham 6,78+0,27 (n=5); p<0,001; Abb. 3.9 E) und der
Septumdicke (SW: Placebo/TAC 0,9210,03 mm (n=5), vs Placebo/Sham 0,74+0,01
mm (n=11); p<0,0007; Abb. 3.9 F) als Ausdruck einer deutlichen Herzhypertrophie.
Bereits nach zwei Wochen erhéhter Druckbelastung zeigten sich neben der Hyper-
trophie Zeichen einer beginnenden Maladaptation. Der linksventrikulare enddiastoli-
sche Durchmesser (LVEDD) und der linksventrilkulare endsystolische Durchmesser
(LVESD) waren signifikant vergroRert im Sinne einer Ventrikel-Dilatation (LVESD:
Placebo/Sham 2,05+0,04 mm (n=10) vs Placebo/TAC 3,66+0,08 mm (n=5),
p<0,0001; LVEDD: Placebo/Sham 3,651£0,03 mm (n=10) vs Placebo/TAC 4,50+0,09
mm (n=5), p<0,0005; Abb. 3.9 C+D).

45



ERGEBNISSE

FS [%]
== B E 5B
-—|4,
= —
EW [a]
1]
I
A

TAC - — + + TAC - - + +
Celecoxib o 50 0 50 Celecoxib 0 50 0 50
(migikgid) (mgllegid)
n 10 15 5 10 n 10 15 5 10

LYESD [mm]
= (] [
LWVEDD [mm]
[ T T .
L3

TAC - - + + TAC - - + +
Celecoxib [i] 50 0 50 Celecoxib 1] 50 0 50
(migikgid] [migilkgid)

n 10 15 5 10 n 10 15 5 10
E — F —
8 1,2
= 8 T 1
o £ 04
= 4 = 05
3 g4
2
02
1] 1]

TAC - - + + TAC - - + +
Celecoxib ] 50 ] 50 Celecoxib ] ] o 5
(mgikg'd) (mgllogid)

n 10 15 5 10 n 10 15 5 10

Abbildung 3.9 In-vivo-Versuche: Einfluss der Celecoxibbehandlung (50 mg/kg/d) auf ge-
bandete (TAC+) und Sham-operierte (TAC-)Tiere. Echokardiographische Parameter be-
stimmt 14 Tage nach OP; statistische Auswertung aller durchgefiihrten Untersuchungen: A
Prozentuale Verkirzungsfraktion (FS): # p<0,00005, * p<0,01; B Kdrpergewicht nach 3 Wo-
chen; C linksventrikularer endsystolischer Durchmesser (LVESD): # p<0,0001, * p<0,005; D
linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser (LVEDD): # p<0,0005, * p<0,01; E kalkulier-
te linksventrikulare Masse (LVM): # p<0,001; F Septumdicke (SW): # p<0,0007
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Als Zeichen einer Funktionseinschrankung war die prozentuale Verkirzungsfraktion
(FS) zwei Wochen nach der TAC-Operation signifikant erniedrigt (FS: Place-
bo/Sham 43,66+0,99% (n=10) vs Placebo/TAC 18,82+0,47% (n=5), p<0,00001;
Abb. 3.9 A).

Durch die Behandlung mit Celecoxib konnte die Ventrikel-Dilatation signifikant redu-
ziert werden (LVEDD: Celecoxib/TAC (n=19): 4,094£0,09 mm vs Placebo/TAC (n=5)
4,50+0,09 mm; p<0,01; LVESD: Celecoxib/TAC (n=10): 3,06£0,13 mm vs Place-
bo/TAC (n=5): 3,67+0,08 mm, p<0,005; Abb. 3.9 C+D). Die kontraktile Funktion
nach TAC war bei den Celecoxib-behandelten Tieren im Vergleich zu den mit Pla-
cebo gefltterten Tieren signifikant besser (FS: Celecoxib/TAC 25,411£1,80 % (n=10)
vs Placebo/TAC 18,82+0,47 % (n=5); p<0,01; Abb. 3.9 A).

Bei den mit Celecoxib behandelten Tieren kam es zu einer verminderten Zunahme
der linksventrikularen Masse, dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch signifi-
kant (LVM: Celecoxib/TAC 6,0310,28 (n=10) vs Placebo/TAC 6,78+0,27 (n=5);
p=0,1; Abb. 3.9 E).

Im Tierversuch konnten wir zeigen, dass die Behandlung mit Celecoxib Zeichen der

maladaptiven Hypertrophie und Herzinsuffizienz nach Druckbelastung reduziert.

Abbildung 3.10 Original Echokardiographie- Aufzeichnungen 14 Tage nach TAC:

A reprasentative Untersuchung einer mit Placebo gefiitterten und TAC-Tieren: FS: 17,47 %,
LVEDD: 4,77 mm, LVESD: 3,67 mm; B reprasentative Untersuchung einer mit Celecoxib
gefutterten und TAC-Tieren FS: 27,96 %, LVEDD: 4,02 mm, LVESD: 3,06 mm.
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3.5.3. Auswirkung auf die Sterblichkeit

Um beurteilen zu kénnen, ob sich die Verbesserung der kontraktilen Funktion und
die reduzierte Dilatation unter Celecoxibtherapie auch in der Uberlebenszeit der
Tiere widerspiegelt, untersuchten wir die Mortalitat in einer Kaplan-Meier Analyse.
Es zeigte sich, dass durch die Celecoxibbehandlung die Sterblichkeit acht Wochen
nach Beginn der Druckbelastung signifikant gesenkt werden konnte (Placebo/TAC:
n=13, Celecoxib/TAC: n=14, p<0.05, Abb. 3.11).
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Abbildung 3.11 Auswirkung der Celecoxibbehandlung auf das prozentuale Uberleben
nach Banding-OP, Kaplan-Meier Analysen, p<0,05
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4. DISKUSSION
4.1 Rickblick auf die Fragestellungen der Arbeit

1. Kann Celecoxib auch in Kardiomyozyten die Phosphorylierung von Akt regulie-
ren? Celecoxib hemmt die Phosphorylierung von Akt in Kardiomyozyten zeit- und
dosisabhangig.

2. Welche Auswirkungen hat diese Intervention auf die unterhalb von Akt gelegenen
Signalwege? Auch in den distal von Akt gelegenen Komponenten (GSK-33 und
p70S6-Kinase) lasst sich in vitro eine reduzierte Phosphorylierungsrate durch Cele-
coxib feststellen.

3. Ist der Effekt von Celecoxib auf den Akt-Signalweg unabhédngig von der COX?
Der Einsatz alternativer COX-Hemmer zeigt keinen Einfluss auf den Akt-Signalweg,
sodass von einer COX-unabhangigen Wirkung von Celecoxib auszugehen ist.

4. Wie reguliert Celecoxib die Phosphorylierung von Akt? Celecoxib steigert die Ak-
tivitat von PTEN Dies flhrt zu einer vermehrten Dephosphorylierung von Akt.

5. Veréndert eine Regulation des Akt-Signalweges in vitro die Hypertrophieantwort
an isolierten Kardiomyozyten? Die Behandlung mit Celecoxib hemmt sowohl die
gesteigerte Expression von BNP als auch eine gesteigerte Proteinbiosynthese signi-
fikant.

6. Welchen Einfluss hat Celecoxib auf die Ausbildung und den Verlauf einer Hyper-
trophie in vivo? Celecoxib reduziert typische Merkmale einer maladaptiven Hyper-
trophie (Ventrikeldilatation und myokardiale Dysfunktion). Es hemmt den Ubergang
der Hypertrophie in eine Herzinsuffizienz.

7. Wie wirkt es sich auf die Uberlebensrate nach Druckbelastung aus? Die Mortalitat

nach Druckbelastung wird durch die Behandlung mit Celecoxib signifikant reduziert.

4.2 Akt und die Bedeutung der Herzhypertrophie

Bis heute sind die genauen Mechanismen die zur Entwicklung einer Herzhypertro-
phie fihren nicht abschlieRend erklart. Fir eine Vielzahl von verschiedenen Signal-
wegen ist ein hypertropher Einfluss auf Kardiomyozyten gesichert (Frey et Olson
2003; Frey et al. 2004; Selvetella et al. 2004; Heinecke et Molkentin 2006). Auch

wenn einzelne Signalwege, wie der Akt —Signalweg, mit den einzelnen Komponen-
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ten der Signal-Kaskaden bis ins Detail beschrieben sind (Alessi et al. 1997; Seculic
et al. 2000; Lu et al. 2003), sind das genaue Zusammenwirken und die Hierarchie
der einzelnen Signalwege untereinander nicht vollstandig bekannt.

Neben der Frage nach den beteiligten Regulationsmechanismen bleibt vor allem die
genaue Bedeutung der Herzhypertrophie ungeklart. Wurde die Herzhypertrophie
lange als rein adaptive Reaktion und als notwendig flir den Erhalt der Pumpfunktion
beurteilt (Hood et al. 1968; Grossman et al. 1975), so wird heute die enge Korrelati-
on der Hypertrophie mit der Entwicklung einer Herzinsuffizienz und der damit ver-
bunden Mortalitat und Morbiditat starker in den Vordergrund gestellt (Levy et al.
1990; Koren et al. 1991; Sullivan et al. 1993; Vakili et al. 2001). Bedeutend hierfir
ist die Tatsache, dass diverse Studien zeigen, dass transgen veranderte Tiere, die
keine Hypertrophie entwickeln kénnen, auf vermehrte Herzarbeit nicht mit einer Ver-
schlechterung der Herzleistung reagieren (Hill et al. 2000; Rothermel et al. 2001;
Espositos et al. 2002; Hill et al. 2002), die Entstehung der Herzhypertrophie fiir den
Erhalt der Pumpfunktion des Herzens also nicht notwendig erscheint.

In Anbetracht der Ergebnisse stellt sich die Frage nach der Bedeutung der Herzhy-
pertrophie als fraglich notwendige Antwort auf vermehrte Herzarbeit und die Bedeu-
tung des Akt-Signalweges als Mediator einer reinen Hypertrophie oder als Vorstufe

der Herzinsuffizienz.

4.2.1 Adaptive versus maladaptive Hypertrophie

So divergent wie die Bedeutung der Herzhypertrophie diskutiert wird, zeigen sich
auch die Ergebnisse der Studien, die die Auswirkung des Akt-Signalweges auf den
lebenden Organismus untersuchen. Eine vermehrte Aktivitat von Akt fihrt am Her-
zen zu einer deutlichen Hypertrophiereaktion (Matsui et al. 2002; Shioi et al. 2002;
Tanijama et al. 2004; Shiojima et al. 2005).

Die meisten Erkenntnisse zur Bedeutung des Akt-Signalweges bei der Entstehung
der Herzhypertrophie stammen aus Studien mit transgen veranderten Tieren, die
eine dauerhafte Uberexpression von Akt aufweisen. Die Tiere entwickeln eine deut-
liche Hypertrophie der Herzen, die zu Beginn keine Funktionseinschrankung oder
Dilatation mit sich bringt. Im Verlauf beschreiben jedoch verschiedene Arbeitsgrup-
pen den Ubergang der Hypertrophie in eine Herzinsuffizienz mit Dilatation, Funkti-

onsverlusten und einer erhdhten Sterblichkeit (Shioi et al. 2002; Tanijama et al.
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2004; Shiojima et al. 2005). Histologisch zeigt sich eine vermehrte Fibrose im Sinne
einer pathologischen Herzhypertrophie (Shioi et al. 2001; Shiojima et al. 2005).

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen stehen Beobachtungen, die auf eine Bedeu-
tung des Akt-Signalweges bei der Vermittlung einer rein physiologischen Hypertro-
phieantwort hinweisen. Verstarkte korperliche Aktivitat fuhrt zu einer vermehrten
Akt-Phosphorylierung (Mc Mullen et al. 2003), wohingegen transgen veranderte
Mause mit einer eingeschrankten Aktivitat der Akt nur eine abgeschwachte Hyper-
trophieantwort auf regelmaRiges Schwimmtraining entwickeln kénnen (McMullen et
al. 2003; deBosch et al. 2006). Auch bei der postnatalen Herzentwicklung scheint
der Akt-Signalweg eine Rolle zu spielen (Shiojima et al. 2002). Es wird sogar eine
verbesserte Resistenz gegen toxische Einfliisse mit einer signifikant geringeren A-
poptoserate beschrieben bei transgenen Tieren mit einer dauerhaft erhéhten Akt-
Aktivitdt, sowie eine verbesserte Toleranz gegenlber ischdmischer Schadigung
(Matsui et al. 2002; Taniyama et al. 2004).

Einige Studien mit erhohter Akt-Aktivitat bei transgenen Tieren beschreiben eine
Entwicklung der Herzhypertrophie, die zu keinem Zeitpunkt in eine Dilatation Uber-
geht oder eine verminderte Funktion des linken Ventrikels zeigt (Condorelli et al.
2002; Matsui et al. 2002).

In der vorliegenden Arbeit profitierten die Tiere von der parallel zum Hypertrophie-
stimulus gegebenen Celecoxibtherapie. Das Ausmal} der Herzhypertrophie wird nur
wenig verandert, der Ubergang in die Herzinsuffizienzwird jedoch signifikant ge-
hemmt. Die Hemmung des Akt-Signalweges scheint im Zusammenhang zu stehen
mit dem Ubergang der Herzhypertrophie in die Herzinsuffizienz.

Auf der einen Seite scheint eine Aktivierung des Akt-Signalweges also ein physiolo-
gischer Prozess im Rahmen des postnatalen Wachstums und eines korperlichen
Trainings zu sein, auf der anderen Seite aber auch eine Bedeutung bei der Entwick-
lung der pathologischen Herzhypertrophie und den damit verbundenen fatalen Fol-

gen zu haben.

4.2.2 Welche Bedeutung hat das Ausmal} der Akt-Aktivitat?

Als mdglicher Varianzparameter erscheint das MaR der Uberexpression. Vergleicht
man Studien, in denen transgene Tiere mit einer dauerhaft erhdhten Akt-Aktivitat
untersucht wurden, so fallt auf, dass sich die Versuchsprotokolle in der Quantitat der

erreichten Akt-Aktivitat unterscheiden. In den Studien, die Gber eine Entwicklung der
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Herzhypertrophie hin zur Herzinsuffizienz berichten, wurde eine um das 15- bis 80-
fach gesteigerte Akt-Aktivitat gegenliber dem Wildtyp erreicht (Shioi et al. 2002;
Nagoshi et al.2005; Shiojima et al. 2005). Im Vergleich dazu beobachtet man bei
Mausen, die unter regelmaligem Schwimmtraining eine physiologische Herzhyper-
trophie entwickeln, nur eine Verdopplung der Akt-Aktivitat (Mc Mullen et al. 2003).
So scheint eine moderate Steigerungen der Akt-Aktivitat mit einem physiologischen
Verlauf der Hypertrophie assoziiert (Shioi et al. 2000; Yamashita et al. 2001; McMul-
len et al. 2003), eine starke Uberexpression von Akt fihrt zu einer pathologischen
Hypertrophie und zum Ubergang in eine Herzinsuffizienz mit Einschrankung der
Pumpfunktion, Ventrikeldilatation und erhdhter Mortalitat (Shioi et al. 2002; Nagoshi
et al.2005; Shiojima et al. 2005).

Ein weiterer Einflussfaktor scheint die zeitliche Ausdehnung der Akt-Uberexpression
zu sein. Wichtige Erkenntnisse in dieser Frage erbrachten Shiojima et al. mit der
Entwicklung eines Tiermodels mit einer Doxorubicin gesteuert induzierbaren Uber-
expression von Akt. Durch diese Versuchsbedingungen ist es mdglich, eine Akt-
Uberexpression Uber eine definierte Zeit zu induzieren, diese aber auch wieder zu
beenden. Schon die Induktion der Akt-Uberexpression Uber einen Zeitraum von
zwei Wochen fihrt zu einer Herzhypertrophie, jedoch ohne eine Einschrankung der
Pumpfunktion und ohne eine vermehrte Fibrose. Diese Hypertrophie ist nach Been-
digung des Stimulus vollsténdig reversibel. Erst eine langerfristige Hochregulation
der Akt Uber 6 Wochen fuhrt zu einer deutlichen Verschlechterung der linksventriku-
laren Funktion, vermehrter Fibrose und erhdhter Sterblichkeit. In diesem Fall sind
die entstandene Hypertrophie und die damit verbundenen Komplikationen auch
nach Normalisierung der Akt-Expression nicht mehr vollstandig reversibel (Shiojima
et al. 2005).

Untersuchungen humaner Gewebeproben zeigen ebenfalls einen Zusammenhang
zwischen dem AusmaR der Akt-Uberexpression und dem Ubergang der Hypertro-
phie in eine Herzinsuffizienz. In hypertrophem humanem Myokard lasst sich zwar
eine Uberexpression von Akt feststellen, aber erst der Ubergang in die Herzinsuffi-
zienz ist mit einem massiven Anstieg von Akt assoziiert (Haq et al. 2001; Baba et al.
2003).

Eine vermehrte Akt-Aktivitdt scheint also auch bei vergleichbarem AusmafR der U-
berstimulation sehr unterschiedliche Auspragungen und Folgen der Hypertrophie

hervorzurufen, in Abhangigkeit von der zeitlichen Komponente der Akt-Aktivierung.

52



DISKUSSION

Eine Kategorisierung des Akt-Signalweges als ausschliel3licher Mediator einer pa-
thologischen oder physiologischen Herzhypertrophie ist also nicht méglich, sondern
vielmehr scheinen Ausmafll und Dauer der vermehrten Akt-Aktivitdt ausschlagge-
bend zu sein. Eine kontrollierte Reduktion der Aktivitat der Akt kdnnte dementspre-
chend ein gutes Werkzeug sein, um ein Fortschreiten einer Herzhypertrophie und
den Ubergang in eine Herzinsuffizienz zu vermeiden ohne dabei die normale Herz-

entwicklung und physiologische Anpassungsmechanismen zu stéren.

4.3 Celecoxib als Therapieoption

4.3.1 Pharmakologische Modulationsmoglichkeiten

Um die Phosphorylierung von Akt kontrolliert steuern zu kdnnen, ware eine gezielte
pharmakologische Modulation sinnvoll. Durch variieren der Dosierungen und der
Anwendungsdauer kénnte die Aktivitat des Akt-Signalweges den physiologischen
Gegebenheiten angepasst werden. Bis jetzt gibt es hierfiir jedoch keinen geeigneten
Wirkstoff, der beim Menschen regelrecht zum Einsatz kommen koénnte.

In Laborexperimenten zur Untersuchung des Akt-Signalweges wird der PI3-Kinase
Hemmstoff Wortmannin und der mTor-Inhibitor Rapamycin zur pharmakologischen
Modulation verwendet. Der Einsatz von Wortmannin an isolierten Myozyten zeigte
eine Reduktion indirekter Hypertrophiezeichen (Rabkin et al 1997; Schllter et al.
1998; Kenessey et Ojmanaa 2005), ein therapeutischer Einsatz von Wortmannin
beim Menschen ist jedoch auf Grund seiner starken Nebenwirkungen insbesondere
der Lebertoxizitat nicht moglich (lhle et al. 2004; Howes et al. 2007). Fir den kiirz-
lich zur Krebstherapie entwickelten nebenwirkungsarmeren Hemmstoff der PI3-
Kinase PX-866 gibt es bis jetzt keinerlei Ergebnisse uUber die Auswirkung im Akt-
Signalweg in Kardiomyozyten.

Rapamycin nimmt nur Einfluss auf den mTor regulierten Anteil des Akt-
Signalweges, beeinflusst aber ebenfalls die hypertrophe Antwort von Kardiomyozy-
ten auf unterschiedlichste Stimuli in vitro (Ha et al. 2005; Kuzman et al. 2007) und
vermindert eine Hypertrophieentwicklung in vivo (Shioi et al. 2003; McMullen et al.
2004; Ha et al. 2005; Kuzman et al. 2007). Rapamycin ist fir den therapeutischen
Einsatz beim Menschen zugelassen und wird als Immunsuppresivum nach Trans-
plantationen (Stegall et al. 2003; Morard et al. 2007) und zur Beschichtung von Ko-

ronar-Stents (Morice et al. 2002) eingesetzt. Ein groftes Problem stellt jedoch auch
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hier das Nebenwirkungsspektrum dar, insbesondere die Immunsuppression mit er-
hohter Infektionsgefahr (Kuypers 2005).

Ein regelmaRiger Einsatz von Rapamycin oder Wortmannin als systemische antihy-
pertrophe Therapie beim Menschen scheint unter den gegebenen Umstanden nicht

moglich.

4.3.2 Die Diskussion um selektive COX-2-Hemmer

Die selektiven COX-2 Hemmer sind in den letzen Jahren sehr stark in die 6ffentliche
Kritik geraten, das ihre regelmaRige Einnahme mit einem erhdhten Risiko fiir kardi-
ovaskulare Ereignisse assoziiert ist. Im September 2004 gab die Firma Merck den
Rickruf des zu dem Zeitpunkt meist verschriebenen selektiven COX-2 Hemmer
Rofecoxib (Vioxx®) bekannt. In mehreren Studien war ein vermehrtes Auftreten von
kardiovaskularen Nebenwirkungen unter Rofecoxib-Therapie im Vergleich zu ande-
ren NSAIDs aufgefallen (Bombardier et al. 2000; Mukerjee et al. 2001).

In der darauf folgenden Debatte wurde haufig ein so genannter Klasseneffekt aller
selektiven COX-2 Hemmer in Bezug auf ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko disku-
tiert. Celecoxib geriet in Verruf obwohl weder in der VIGOR-Studie noch in der
CLASS-Studie ein erhdhtes Herzinfarktrisiko fir Celecoxib behandelte Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt werden konnte (Bombardier et al. 2000; Sil-
verstein et al. 2000). Wiederbelebt wurde die Diskussion, als 2006 in einer Studie
zur Pravention von kolorektalen Adenomen eine erhdhte Rate an kardiovaskularen
Ereignissen bei Celecoxib behandelten versus Placebo behandelten Patienten auf-
fiel (Bertagnolli et al 2006). Weitere Studien konnten dies jedoch nicht bestatigen
(Solomon et al. 2004; Graham et al. 2005; Arber et al. 2006) und auch zwei neue
grole Metaanalysen konnten kein vermehrtes Auftreten von kardiovaskularen Er-
eignissen unter Celecoxibeinnahme finden (McGettigan et Henry 2006; White et al.
2007).

Die Tatsache, dass Celecoxib urspringlich entwickelt wurde, um ASS und andere
NSAIDs in ihrer Aufgabe als suffiziente antiinflammatorische und analgetische The-
rapie verbunden mit geringeren gastrointestinalen Nebenwirkungen zu ersetzen,
fuhrt haufig zu der Fehlinterpretation, dass Celecoxib auch die antikoagulative Kom-
ponente von ASS ersetzt. Die Thromboxansynthese, die von Aspirin gehemmt wird,
ist COX-1 abhangig. Somit hat Celecoxib als selektiver Hemmer der COX-2 keinen

Einfluss auf die Thrombozytenaggregation (Leese et al. 2000). Eine niedrig dosierte
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Aspirintherapie in praventiver Absicht zum Beispiel bei koronaren Herzkrankungen
kann also nicht durch Celecoxib ersetzt werden.

Auch eine vermehrte Hypertonieneigung unter Celecoxibtherapie, vermehrte Odem-
neigung oder eine renale Dysfunktion, wie sie flr Rofecoxib beschrieben sind, konn-
ten flr Celecoxib nicht nachgewiesen werden (Zhang et al. 2006; Whelton et al.
2006; Solomon et al. 2006; Wang et al. 2007). Unter der von uns im Tierversuch
verwendeten Dosis Celecoxib (50 mg/kg/d) kam es bei den Mausen zu keiner Zu-
nahme des Koérpergewichtes als Hinweis auf eine eingeschrankte Nierenfunktion

oder Odembildung.

4.4 Zukunftsperspektiven

Im Zuge der immer alter werdenden Bevdlkerung spielt die Herzinsuffizienz als im
Alter gehauft auftretende Erkrankung eine immer gréRer werdende Rolle. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate liegt bei 59 %, das Risiko am plotzlichen Herztod zu verster-
ben ist um das 2-fache erhdht (Mosterd et al. 2001). Eine kausale Therapie der
Herzinsuffizienz ist in Abhangigkeit von den auslésenden Faktoren nur teilweise
maoglich. Symptomatik und Prognose konnten durch die Weiterentwicklung der me-
dikamentdsen und elektrischen Therapien verbessert werden. Trotzdem bleibt die
Herzinsuffizienz eine schwerwiegende Erkrankung. Umso wichtiger erscheint es,
schon die Entstehung der Herzinsuffizienz zu verhindern.

Im Tierversuch konnten wir zeigen, dass eine Behandlung mit Celecoxib die Ent-
wicklung einer Herzinsuffizienz aus einer Hypertrophie verzdgert und somit das U-
berleben signifikant verlangern kann. Mittels Celecoxib scheint die Hemmung einer
Uberschieltenden Akt-Aktivitat moglich, ohne eine Stérung der Akt abhangigen phy-
siologischen Vorgange zu verursachen. Gezielte Studien, die untersuchen, ob eine
solche Therapie auch beim Menschen erfolgreich sein konnte, fehlen.

Hinweis fir einen protektiven Effekt von Celecoxib gibt eine Studie von Mamdani et
al von 2003., die zeigt, dass Patienten, die regelmafig Celecoxib einnehmen, signi-
fikant seltener auf Grund von dekompensierter Herzinsuffizienz stationar im Kran-
kenhaus aufgenommen werden als Patienten, die Rofecoxib oder andere NSAIDs
einnehmen. Dies konnte ein Hinweis sein auf einen positiven Effekt von Celecoxib
auf den Verlauf einer Herzinsuffizienz.

Auf dem Gebiet der Proliferation von Zellen der Gefallwand gibt es bereits erste

Erfahrungen mit dem Einsatz von Celecoxib als antiproliferative Therapie beim
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Menschen. Im Tierversuch konnte ein hemmender Effekt von Celecoxib auf die Pro-
liferation von glatten Muskelzellen nach Intimaverletzung gezeigt werden (Yang et
al. 2004). In einem weiteren Schritt konnte gezeigt werden, dass dieses Model auf
den Menschen zu Ubertragen ist. Durch die prophylaktische Gabe von 200 mg Ce-
lecoxib pro Tag nach drug-eluting Stent Implantation Uber 6 Monate konnte eine
signifikant geminderte Restenose-Rate erreicht werden (Koo et al. 2007).

Entgegen der Diskussion um ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko der regelmafi-
gen Celecoxibtherapie besonders bei Patienten mit koronaren Herzerkrankungen
konnte in diesem Hoch-Risiko-Kollektiv bei gleichzeitiger Gabe von ASS und Clopi-
dogrel zur adaquaten Thrombozytenaggregation kein vermehrtes Auftreten von kar-
diovaskularen Ereignissen beobachtet werden. Der Benefit der Celecoxibbehand-
lung als antiproliferative Therapie stand eindeutig im Vordergrund.

Dies konnte ein Anreiz sein, auch in Bezug auf eine antihypertrophe und Herzinsuf-
fizienz verzogernde Therapie mit Celecoxib als Hemmer des Akt-Signalweges wei-
ter zu forschen. Wichtige Voraussetzung ist hierfur ein detailliertes Wissen uber die
zur Hypertrophie fihrenden Signalwege und die Differenzierung der unterschiedli-

chen Hypertrophiearten und ihrer Ausldser.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Eine vermehrte Aktivitat der Kinase Akt flihrt zu einer kardialen Hypertrophie. Der
Ubergang von der Hypertrophie in die Herzinsuffizienz ist ebenfalls mit einer ver-
mehrten Aktivitdt von Akt assoziiert. Dies ist auch in Gewebeproben von humanen
insuffizienten Herzen nachweisbar.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass der COX 2-
Inhibitor Celecoxib die Phosphorylierung des Signalmolekils Akt in Kardiomyozyten
hemmt. Hierdurch werden auch die distalen Komponenten der Akt-Signalkaskade,
GSK-3B und p70S6-Kinase, gehemmt. Der Effekt ist zeit- und konzentrationsab-
hangig und unabhangig von der COX-inhibierenden Wirkung der Substanz. Es
konnte gezeigt werden, dass die Hemmung von Akt durch Celecoxib durch eine
Zunahme der Phosphatase-Aktivitat von PTEN vermittelt wird.

Auf zellularer Ebene wurden die Proteinsyntheseleistung und die BNP-Expression,
etablierte Surrogatparameter der kardialen Hypertrophie, durch Celecoxib gehemmt.
Am Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die pharmakologisch kontrollierte
Hemmung einer Ubermafligen Akt-Aktivitat die linksventrikulare Dilatation und kon-
traktile Dysfunktion nach Druckbelastung reduziert und somit charakteristische
Merkmale einer maladaptiven Hypertrophie und Herzinsuffizienz abschwacht. Hier-
durch wurde die Mortalitat reduziert.

Celecoxib scheint ein geeignetes Werkzeug zur gezielten pharmakologischen Regu-
lation des Akt-Signalweges zu sein. Durch eine moderate Hemmung der Akt-
Aktivitat kdnnte eine Ubermalige Aktivierung abgemildert werden, ohne Akt abhan-

gige physiologische Vorgange zu stéren.
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