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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Hintergrund der vorliegenden Arbeit ist die Beobachtung, dass n-3 mehrfach
ungesattigte Fettsauren (PUFAs), wie insbesondere die in marinem Fisch enthaltene
Eicosapentaensaure (EPA) und Docosahexaensaure (DHA), vor kardiovaskularen
Erkrankungen und Arrhythmien schitzen. Weiterhin ist aus in vitro Untersuchungen
bekannt, dass rekombinante Cytochrom P450 (CYP) Enzyme nicht nur die
physiologisch bedeutsamste n-6 PUFA Arachidonsaure (AA), sondern auch die n-3
PUFAs EPA und DHA als alternative Substrate verwenden. Dabei werden die PUFAs
zu einer Reihe von bioaktiven regio- und stereocisomeren Epoxy- und
Hydroxymetaboliten, den CYP-Eicosanoiden, umgesetzt. CYP-Eicosanoide
fungieren als sekundare Botenstoffe bei der Regulation von Gefal3-, Nieren- und
Herzfunktionen. Die genauen molekularen Mechanismen dieser Metabolite sind noch
weitgehend unerforscht. Vor diesem Hintergrund ergaben sich die drei wesentlichen

Fragestellungen dieser Arbeit.

1. Erndhrungsbedingter Einfluss auf das endogene CYP-Eicosanoidprofil

Aufgrund des Befundes, dass CYP-Enzyme in vitro n-3 PUFAs als alternative
Substrate verwenden, wurde angenommen, dass Uber die Erndhrung aufgenommene
n-3 PUFAs das endogene CYP-Eicosanoidprofil modulieren. Vorarbeiten der eigenen
Arbeitsgruppe mit Ratten zeigten tatsachlich eine Verschiebung des CYP-
Eicosanoidprofils nach EPA/DHA-Supplementation hin zu den n-3 PUFA abgeleiteten
Metaboliten in verschiedenen Geweben bzw. Organen. Uber die endogene Bildung
von EPA/DHA-abgeleiteten CYP-Eicosanoide im Menschen ist jedoch noch wenig
bekannt. Daraus abgeleitet war das erste Ziel der vorliegenden Arbeit zu zeigen, dass
auch im Menschen die CYP-Eicosanoidbildung von der Verfligbarkeit der
Vorlauferfettsduren abhangt. Um den Einfluss von n-3 PUFAs auf das endogene
CYP-Eicosanoidprofil im Menschen zu untersuchen, wurde eine klinische Studie mit
20 gesunden Teilnehmern durchgefuhrt. Die Ergebnisse der Arbeit zeigten, dass mit
Gabe von Omacor® (EPA/DHA-Supplementation) sowohl im Plasma als auch im Urin
die n-3 PUFA abgeleiteten Metabolite signifikant anstiegen. Besonders trat dabei der
EPA-Metabolit 17,18-EEQ hervor. EPA und DHA schienen im Vergleich zu AA mit

héherer Effektivitat zu ihren entsprechenden Epoxymetaboliten umgesetzt zu werden.

2. Anti-arrhythmische Wirkung von n-3 PUFA abgeleiteten CYP-Eicosanoiden



Zusammenfassung

Weiterhin wurde in dieser Arbeit der Fragestellung nachgegangen, ob mdglicherweise
die von n-3 PUFAs abgeleiteten CYP-Eicosanoide die eigentlichen Vermittler der
kardioprotektiven Wirkung von n-3 PUFAs sind. Zur Untersuchung anti-
arrhythmischer Effekte des von EPA abgeleiteten CYP-Epoxyeicosanoids 17,18-
Epoxyeicosatetraensaure (17,18-EEQ) wurde ein etabliertes Zellmodell mit spontan
schlagenden neonatalen Rattenkardiomyozyten (NRKMs) verwendet. Mit den
NRKMs wurde gezeigt, dass der negativ chronotrope Effekt von EPA tatsachlich
durch 17,18-EEQ vermittelt wurde, wobei nur das R,S-Enantiomer (17(R),18(S)-EEQ)
wirksam war. Zudem wurden mittels Strukturfunktionsanalyse synthetische Analoga
gefunden, die die gleiche Wirksamkeit wie 17,18-EEQ aufwiesen. Dabei wurde
deutlich, dass folgende strikte strukturelle Merkmale fiir die agonistische Funktion von
Bedeutung waren: (i) eine Doppelbindung in 11,12-Position, sowie (ii) eine
Sauerstofffunktion in 17,18-Position, die (iii) in R,S-Konfiguration vorliegen musste.
Die strikten strukturellen Merkmale und die schnelle Wirkung von 17,18-EEQ und den
synthetischen Analoga lieRen eine spezifische Wechselwirkung mit zellularen

Zielstrukturen, wie z.B. Rezeptoren, vermuten.

Zunachst wurde durch pharmakologische Intervention mit Pertussistoxin die Rolle von
Gai-Protein gekoppelten Rezeptoren in der Vermittlung des 17,18-EEQ-Effekts in
NRKMs untersucht. Da der 17,18-EEQ-Effekt nach Pertussistoxinbehandlung ausfiel,
war zu vermuten, dass dieser Effekt tatsachlich Gber die Aktivierung von Gai-Protein

gekoppelten Rezeptoren vermittelt ist.
3. Identifizierung eines molekularen Ziels fiir CYP-Eicosanoide

Daraus ergab sich als weiteres Ziel der Arbeit die Identifizierung eines Rezeptors als
mogliche Zielstruktur fir n-3 PUFA abgeleitete CYP-Eicosanoide. Aus einer
ermittelten Liste von moglichen Kandidaten wurde ein Kandidat fir weiterfiihrende
Versuche ausgewahlt. Als moglicher Rezeptorkandidat wurde GPR22 vermutet, da
er u.a. im humanen und murinen Herzen sowie in NRKMs exprimiert ist. Eine
verminderte GPR22-Expression in NRKMs fuhrte zur Aufhebung des 17,18-EEQ
Effekts. Zur Verifizierung der Rezeptorfunktion wurde GPR22 in Insekten- und
Saugerzellen heterolog exprimiert. Zuvor wurde fur eine verbesserte Expression die
GPR22-Sequenz Codon-optimiert und N-terminal eine Signalsequenz (Melittin) sowie
C-terminal ein 6x HisTag in die Sequenz eingefugt. In ersten Versuchen zur
Bindungskapazitat des Rezeptors von CYP-Epoxyeicosanoiden konnte gezeigt
werden, dass GPR22-exprimierende Zellen wesentlich mehr radioaktiven Ligand

([*H]-14,15-EET) gebunden hatten als die Kontrollzellen. Diese Bindung konnte durch

VI



Zusammenfassung

Zugabe von 100 nM des potentiellen endogenen Liganden 17,18-EEQ verdrangt

werden.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass n-3 PUFAs auch in vivo alternative
Substrate von CYP-Enzymen darstellen und bei entsprechender Verfiigbarkeit sogar
effektiver zu ihren Metaboliten umgesetzt wurden als AA. Als ein wichtiger Metabolit
entsteht nach EPA/DHA-Supplementation 17,18-EEQ, welcher womdglich der
eigentliche Vermittler der kardioprotektiven Effekte von n-3 PUFAs ist. Die Suche
nach einem molekularen Ziel fir CYP-Epoxyeicosanoide flhrte zu einem moglichen
Rezeptorkandidaten, der hinsichtlich seiner Ligandenspezifitat untersucht wurde.
Sollten sich die Ergebnisse der Ligandenbindungsversuche in zuklinftigen Versuchen
bestatigen, stellt der ermittelte Rezeptorkandidat ein mogliches neues zellulares Ziel
zur Behandlung kardialer Arrhythmien dar. Dieser Rezeptor wéare zudem der Erste,

der fur die Klasse der CYP-Eicosanoide identifiziert werden konnte.

VI



Abstract

Abstract

The n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFAs) eicosapentaenoic acid (EPA) and
docosahexaenoic acid (DHA), as found in fatty fish, protect from cardiovascular
disease, especially from fetal arrhythmia. Moreover, it is known from in vitro studies
that recombinant cytochrome P450 (CYP) enzymes not only accept the
physiologically most important n-6 PUFA arachidonic acid (AA), but also EPA and
DHA as alternative substrates. Thereby, CYP enzymes generate regio- and
stereospecific a series of biologically active epoxy- and hydroxymetabolites, the so-
called CYP-eicosanoids. These CYP-dependent eicosanoids serve as second
messengers regulating vascular, renal and cardiac function. The precise underlying
molecular mechanisms are only partially understood and need further investigation.

Hence, the three major objectives for the thesis were derived.
1. Dietary changes in the endogenous CYP-eicosanoid profile

Due to the finding, that CYP-enzymes use n-3 PUFAs as alternative substrates
in vitro, it was assumed, that dietary n-3 PUFA-supplementation modulates the
endogenous CYP-eicosanoid profile. Previous work of the group showed, that
EPA/DHA-supplementation led to a substantial replacement of AA by EPA and DHA
in rats, which was accompanied by a shift in the endogenous CYP-eicosanoid profile
towards EPA- and DHA-derived metabolites. However, little is known about the
formation of EPA- and DHA-dependent CYP-eicosanoids in men. Therefore, the first
aim of the thesis was to show that the endogenous CYP-eicosanoid profile depends
on the availability of the precursor fatty acids. To test this hypothesis a clinical trial
with 20 healthy volunteers was performed. The results showed, that after EPA/DHA-
supplementation there was a significant increase in n-3 PUFA derived metabolites
measured in plasma and urine. Interestingly, 17,18-EEQ, an EPA-derived CYP-
epoxymetabolite, predominated, compared to the corresponding AA- or DHA-derived
metabolites. Moreover, the obtained metabolite/precursor fatty acid ratios indicate
that EPA and DHA were metabolized via the CYP-epoxygenase pathway with a higher
efficiency than AA.

2. Anti-arrhythmic effect of n-3 PUFA derived CYP-eicosanoids

The second major objective of the thesis dealt with the question if n-3 PUFA derived
CYP-eicosanoids are the actual mediators of cardioprotective effects originally
attributed to n-3 PUFAs. To test the anti-arrhythmic effect of EPA and its CYP-
dependent epoxymetabolite 17,18-EEQ, an established cell model with neonatal rat
cardiomyocytes (NRKMs) was used. In this bioassay it was shown, that the negative

chronotropic effect of EPA was mimicked by 17,18-EEQ, whereas only the R,S-
VI



Abstract

enantiomer of 17,18-EEQ was active. With the help of a structure activity relationship
study synthetic analogs were found, exerting the same biological effect as 17,18-
EEQ. Moreover, the following strict structural requirements were found for agonistic
function: (i) a double bond in 11,12-position, (ii) an oxygen functionality in 17,18-
position, which (iii) needed to be in R,S-configuration. Due to the strict structural
requirements and an immediate effect of 17,18-EEQ and the synthetic analogs, a
specific interaction with cellular targets, like membrane-associated receptors, was
assumed. Following this idea, the role of Gai-proteins in mediating the 17,18-EEQ
effect was investigated by preincubating NRKMs with pertussistoxin. Since the 17,18-
EEQ effect on NRKMs was abolished with pertussistoxin treatment, a Gai-protein

mediated mechanism was assumed.
3. Identification of a molecular target for CYP-eicosanoids

Thus, the third objective of the thesis was the identification of a potential receptor as
a molecular target for n-3 PUFA derived CYP-eicosanoids. Of the long orphan
receptor list in question, GPR22 was chosen as a potential candidate. GPR22-
expression was found in human and murine heart tissue as well as in NRKMs.
Knockdown of GPR22 in NRKMs abolished the 17,18-EEQ effect indicating the
physiological importance of this receptor. For verification of the GPR22 receptor
function, GPR22 was heterologously expressed in insect and mammalian cells.
Beforehand, the GPR22-sequence was codon optimized and a signal sequence at
the N-terminus and a 6x HisTag at the C-terminus were added for improved
expression. In preliminary competition assays on the binding capacity of GPR22 for
CYP-eicosanoids it was shown, that the receptor expressing cells had bound much
more radioactive ligand ([®*H]-14,15-EET) than the control cells. This binding was

repressed by addition of the putative endogenous ligand 17,18-EEQ.

In summary, the results show that n-3 PUFAs serve also in vivo as alternative CYP-
dependent substrates and are even preferentially metabolized compared to AA. After
EPA/DHA-supplementation 17,18-EEQ was generated as a major metabolite, which
might be an important mediator of cardiovascular effects originally attributed to n-3
PUFAs. The search of a molecular target of CYP-eicosanoids led to a putative
receptor, which was tested for ligand binding specificity. If the preliminary results on
the ligand binding are confirmed in future experiments this receptor might be a novel
target for the treatment of cardiac arrhythmia. Moreover, GPR22 would be the first

receptor in the class of CYP-eicosanoids to be identified.






1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 n-3 Fettsauren und deren Bedeutung bei kardiovaskularen

Erkrankungen

Mehrfach ungesattigte Fettsauren (PUFAs; polyunsaturated fatty acids) sind fur die
menschliche Gesundheit essentielle Bestandteile der Nahrung. Die Klassifizierung
der PUFAs erfolgt aufgrund der Lange der vom Methylende der Fettsaure (omega-C
Atom) entfernten ersten Doppelbindung. Beginnt sie sechs C-Atome vom Methylende
entfernt, spricht man von n-6 PUFAs und bei einer Entfernung von drei C-Atomen von
n-3 PUFAs, Abbildung 1. Die n-6 Fettsaure (FS) Linolsaure (LA; C18:2 n-6) und n-3
PUFA o-Linolensaure (ALA; C18:3 n-3) sind essentielle Fettsauren, die Uber die
Nahrung aufgenommen werden mussen, da fur eine de novo Synthese in Saugern
entsprechende Desaturasen zum Einflgen einer n-6 bzw. n-3 Doppelbindung nicht
vorhanden sind. Prinzipiell kénnen die in pflanzlichen Olen, Nissen und griinem
BlattgemUse enthaltenden FS LA und ALA als Vorlaufer fir l1angerkettige PUFAs wie
Arachidonsaure (AA; C20:4 n-6) bzw. Eicosapentaensaure (EPA; C20:5 n-3) und
Docosahexaensaure (DHA; C22:6 n-3) dienen. Die Umwandlung durch
Kettenverlangerung und Desaturierung von LA zu AA und ALA zu EPA und weiter zu
DHA l1auft in Sdugern jedoch recht ineffizient ab [1-3]. Zudem sind n-6 und n-3 PUFAs
aufgrund einer fehlenden n-3 Desaturase in Sdugern nicht ineinander umwandelbar.
Die Verfugbarkeit von AA, EPA und DHA im menschlichen Kérper wird somit v.a. Gber

die Nahrungsaufnahme bestimmt.

EPA und DHA, denen man eine kardioprotektive Wirkung zuspricht, kommen in
besonders hohen Konzentrationen bei marinen Tieren wie fetten Fisch,
Meereskrebsen und Meeressaugern vor. EPA und DHA werden urspriunglich von
marinen Algen (Phytoplankton) synthetisiert und gelangen so in die Nahrungskette
mariner Lebewesen. AA hingegen wird v.a. Uber tierische Nahrung aufgenommen.
EPA und DHA kdénnen AA, die physiologisch bedeutsamste n-6 PUFA, partiell in
Membranphospholipiden ersetzen [4, 5] und sind so mitbestimmend bei (patho-)

physiologischen Prozessen im Kdrper.



Einleitung1
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Abbildung 1: Biosyntheseweg langkettiger n-6 und n-3 PUFAs in Saugern.

LA kann als Vorlaufer fir AA dienen, wohingegen ALA als Vorlaufer EPA bzw. DHA dient.
Abbildung verandert nach [6].

Die in Fischol enthaltenden n-3 PUFAs EPA und DHA haben anti-inflammatorische,
anti-thrombotische, vasodilatorische, Lipid senkende und anti-arrhythmische
Eigenschaften und Gben mit ihren pleiotropen Effekten schitzende Wirkung auf das
kardiovaskulare System aus [7, 8], Tabelle 1. Die kardioprotektive Wirkung von n-3
PUFAs ist schon lange bekannt. Erstmals wurde sie in den 1940er Jahren von dem
britischen Wissenschaftler Hugh M. Sinclair, der epidemiologische Studien
durchfuhrte, beschrieben. Er untersuchte den Zusammenhang zwischen einem
Mangel an essentiellen FS und der Entstehung von koronaren Herzerkrankungen.
Daflr unternahm Sinclair Expeditionen zu in Kanada lebenden Inuit und nahm an,
dass die Ernahrung der Inuit Ursache flir den Schutz vor Arteriosklerose und anderen
,westlichen Krankheiten® sei [9]. Spatere Expeditionen der danischen Wissenschaftler
Bang und Dyerberg zu auf Grénland lebenden Inuit bestatigten diesen Befund. Trotz
fettreicher Ernahrung wiesen die Inuit im Vergleich zu einer danischen Kontrollgruppe
eine sehr niedrige Inzidenz fir die Mortalitat aufgrund von kardiovaskularen
Erkrankungen auf [10]. Dieser Umstand wird auch als ,Eskimoparadox® bezeichnet

[10, 11]. Weitere vergleichende Studien der Ernahrung von Inuit und Danen zeigten,

2



Einleitung1

dass der wesentliche Unterschied nicht in der Quantitat der Fette, sondern in deren
Qualitat lag [10, 12, 13]. Bang und Dyerberg fanden heraus, dass bei den Inuit im
Vergleich zu den Danen n-6 PUFAs durch n-3 PUFAs (v.a. EPA) in den Serumlipiden
ersetzt waren [12]. Zudem wiesen die Danen im Vergleich zu den Inuit einen

wesentlich héheren Anteil an gesattigten FS auf.

Auch neuere epidemiologische Studien zeigen, dass das Verhaltnis der n-6 PUFAs
zu den n-3 PUFAs von entscheidender Bedeutung flr einen Schutz vor
kardiovaskularen Erkrankungen sein kann. Ein Ungleichgewicht im n-6/n-3 PUFA-
Verhaltnis konnte somit beim Menschen schon in jungen Jahren zu einer
beginnenden inflammatorischen Arteriosklerose flihren [5]. Eine kurzlich
veroffentliche Studie zeigte, dass in alteren Menschen ein héherer Gehalt an
zirkulierenden n-3 PUFAs im Plasma mit einem geringeren Risiko flir das Auftreten
von Vorhofflimmern (artrial fibrillation, AF) assoziiert ist [14]. Es wird angenommen,
dass das Verhaltnis von n-6/n-3 in der Nahrung unserer Vorfahren bei 1:1 lag [15].
Eine ,westliche Ernahrung“ hingegen weist durch die reduzierte Aufnahme von n-3
PUFAs ein zu den n-6 PUFAs verschobenes Verhaltnis auf, das bei 15-20:1 liegt.

Tierstudien belegen die kardioprotektive Wirkung von n-3 PUFAs. So wurden in
verschiedenen Tiermodellen fUr ventrikulare Tachykardien [16-18] oder fur AF [19,
20] starke anti-arrhythmische Effekte der n-3 PUFAs beobachtet. Vorarbeiten der
eigenen Arbeitsgruppe zeigen, dass n-3 PUFAs in einem Rattenmodell fir
Angiotensin llI-induzierten kardialen Schaden vor plétzlichen Herztod schiitzen [16].
Die fur den Versuch verwendeten doppeltransgenen Ratten (dTGR), tragen die Gene
fur menschliches Renin und Angiotensinogen. Diese Tiere entwickeln unbehandelt
neben schwerem Bluthochdruck, Hypertrophie, Entzindungen und Fibrosen auch
kleine Herzinfarkte. Ventrikulare Arrhythmien und ein plétzlich auftretender Herztod
tragen zu einer hohen Sterblichkeit der dTGR-Tiere im Alter von bereits 7-8 Wochen
bei. Im Gegensatz dazu starben die dTGR-Tiere nicht, wenn sie fir drei Wochen mit
entweder n-3 PUFA-Ethylestern mit Aliskiren (direkte Renininhibition) behandelt
wurden. Trotz eines 70 mmHg Unterschiedes im Blutdruck und einer entwickelten
Herzhypertrophie zwischen den Aliskiren- und den n-3 PUFA-behandelten Tieren,
verbesserten n-3 PUFAs elektrophysiologische Veranderungen, die Auslosbarkeit
von Arrhythmien und erhielten die Expression von gap-junction Protein Connexin43
(Cx43) im ahnlichen Malde wie Aliskiren [16].

Um die anti-arrhythmischen Effekte von n-3 PUFAs in vitro zu untersuchen, wurde
von Kang und Leaf ein Zellmodell mit kultivierten neonatalen Rattenkardiomyozyten
(NRKMs) etabliert [21, 22]. Das Zellmodell erlaubte die Beobachtung von n-3 PUFA
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Effekten auf Kardiomyozyten in einem System, dass frei von hormonellen und
neuronalen Einflissen war. Mit Hilfe dieses Modells konnte gezeigt werden, dass EPA
die spontane Schlagfrequenz der kultivierten Zellen reduzierte. EPA unterdriickte
sogar die Antwort auf eine B-adrenerge Stimulation oder eine erhdhte Calcium-
Konzentration und hob unter diesen Bedingungen auftretende Arrhythmien auf [21,
23, 24].

Eine Vielzahl Kklinischer Studien zur primdren oder sekundaren Pravention
kardiovaskularer Ereignisse durch die Einnahme von n-3 PUFAs belegen eine
Reduktion der Gesamtmortalitdt, des Auftretens eines plbtzlichen Herztods oder
Schlaganfalls [7, 8, 25-27]. Ursachlich dafir kénnte ein n-3 PUFA-vermittelter Schutz
der Patienten vor Herzkammerflimmern (ventricular fibrillation, VF) nach einem
Myokardinfarkt (MI) oder Herzversagen sein [28, 29]. Eine sehr wichtige klinische
Studie war die 1999 veréffentlichte Gruppo Italiano per lo Studio della Soprawivenza
nell’Infarto Miocardio (GISSI)-Prevenzione Studie. In dieser randomisierten Studie
wurden 11.324 Patienten untersucht, die kirzlich einen MI erlitten hatten. Die
Patienten wurden zuféllig in vier gleichgrol3e Gruppen eingeteilt, um den Effekt von
der taglichen Dosis von 1 g n-3 PUFAs (EPA+DHA), von 300 mg Vitamin E, oder n-3
PUFAs plus Vitamin E im Vergleich zu einer Kontrollgruppe zu beobachten [30].
Primare Endpunkte der Studie waren: Tod, nicht-tédliche MIs und das Auftreten eines
Schlaganfalls. Die Behandlung mit n-3 PUFAs, nicht aber mit Vitamin E reduzierte
das Risiko der primaren Endpunkte zu 15 % mit einer 20 %gen Reduktion eines
generellen todlichen Ereignisses und mit einer 45 %gen Reduktion eines plétzlichen
Herztodes. Die Inzidenz nicht-todlicher Mls reduzierte sich jedoch nicht signifikant
[29].

In weiteren klinischen Studien zum Auftreten von AF nach einer Koronararterien-
Bypassoperation wurde in einigen, aber nicht allen Studien, ein signifikanter anti-
arrhythmischer Effekt von n-3 PUFAs beobachtet [31-33]. Bei Patienten mit
persistierender AF unterstitzte die Gabe von n-3 PUFAs nach Kardioversion den
Erhalt des Sinusrhythmus [34].

Neben vielen Positivstudien gibt es auch Negativstudien, v.a. aus einer Reihe von
Metanalysen, die kirzlich verdffentlicht wurden [35, 36]. Teilweise widersprichliche
Ergebnisse sind wahrscheinlich auf eine Vielzahl von Faktoren zurtickzufiihren [37].
Design, Durchfihrung und Auswertung vieler Studien sind nicht einheitlich genug, um
sie direkt miteinander vergleichen zu kdnnen. Ein wichtiger Punkt bei der Betrachtung
der Studien ist auch die Medikation der Patienten. Nach neuesten Regularien fur

klinische Studien sind die Patienten bereits zu Studienbeginn optimal mit
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Medikamenten wie Anti-Hypertensiva, Anti-Thrombotika oder Statinen eingestellt
[38], sodass ein zusatzlicher Behandlungserfolg mit n-3 PUFAs nicht nachweisbar ist.
In friheren Studien, bei denen ein eindeutiger anti-arrhythmischer Effekt der n-3
PUFAs schon bei geringen EPA/DHA-Dosen auftrat, wurden Patienten
eingeschlossen, die z.B. keine Statine zur Behandlung kardiovaskularer
Erkrankungen erhalten haben. Statine inhibieren moglicherweise die von n-3 PUFAs
ausgehenden protektiven Effekte [37]. Klinisch relevante unerwiinschte Nebeneffekte
von n-3 PUFAs sind bisher nicht bekannt [25, 37]. In vitro Untersuchungen zeigten
eine n-3 PUFA-vermittelte signifikante Verlangerung der Blutungszeit [39]. Klinische
Studien bestatigen diesen Befund [40], jedoch stellt es bei der Einnahme normaler

diatischer Dosen kein Risiko dar [27].

Uber die optimale n-3 PUFA Dosis, d.h. die endogene EPA/DHA-Konzentration zur
Erreichung der gewunschten klinischen Effekte, wird derzeit noch diskutiert. Kurrzlich
veroffentlichte Studien stellen einen neu entwickelten Biomarker vor, den Omega-3
Index, mit dem die Bestimmung des aktuellen EPA/DHA-Status eines Patienten
moglich ist [41, 42]. Der Omega-3 Index berechnet sich aus der Summe von EPA und
DHA als prozentualer Anteil an den Gesamtfettsduren in Erythrozyten. Der Omega-3
Index spiegelt den Uber die Nahrung aufgenommenen Gehalt an EPA+DHA im
Herzen oder anderen Geweben wider und korreliert mit klinischen Ereignissen [43].
Untersuchungen zeigen, dass ein Omega-3 Index < 4 % mit einem 10-fach hoherem
Risiko fur das Eintreten eines plétzlichen Herztods assoziiert ist, als im Vergleich zu
einem Omega-3 Index > 8 % [42]. Abgeleitet von diesem Konzept ist eine n-3
Supplementation womdglich nur fir n-3 defiziente Patienten protektiv, nicht aber fir
Patienten mit einem hohen Omega-3 Index, die aus anderen Griinden ein hohes

Risiko fir kardiovaskulare Erkrankungen tragen [44].

1.2 Molekulare Mechanismen der Effekte von n-3 PUFAs

Die anti-arrhythmischen, hypolipidamischen, anti-thrombotischen sowie andere
physiologische Effekte treten in dosis- und zeitabhangiger Weise auf. Dies deutet auf
mechanistische Unterschiede in der pleiotropen Wirkung von n-3 PUFAs hin [27, 45].
Die genauen molekularen Mechanismen der n-3 PUFA-Effekte sind noch weitgehend
unbekannt, sie schlieRen aber Veranderungen in der Struktur von Membranen, der
Genexpression, die direkte Interaktion mit lonenkanalen oder Membranproteinen und

eine modifizierte Eicosanoidbiosynthese mit ein [4, 46-50], Tabelle 1.
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EPA, DHA und AA konkurrieren um den Einbau in Membranphospholipide und
beeinflussen die Fluiditdt von Membranen bzw. die Anordnung von Mikrodomanen
(lipid rafts) und damit auch die Funktion von membranstandigen Proteinen
(lonenkanale, Rezeptoren, Enzymen) sowie die Signaltransduktion der Zellen [47, 51-
53]. Die in den Membranen enthaltenden Lipide ihrerseits konnen die Synthese
diverser Eicosanoide oder anderer Lipidmediatoren beeinflussen, die an der
Signaltransduktion beteiligt sind [26]. Nicht-veresterte n-3 PUFAs interagieren mit
Peroxisomen-Proliferator-akitvierten Rezeptoren  (PPARs) und  anderen
Transkriptionsfaktoren (z.B. SREBP-1c¢) und modulieren so die Genexpression [48].
Kirzlich wurde eine Reihe von Fettsaure-bindenden G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (GPCRs) entdeckt [54], die Fettsduren unterschiedlicher Kettenlange
binden kénnen. Unter ihnen befindet sich der Rezeptor GPR120, der als erster n-3
PUFA bindender Rezeptor beschrieben wurde [55].

Tabelle 1: Herzschiitzende Wirkung und mégliche Mechanismen von n-3 PUFAs.
Tabelle abgeleitet aus [56].

Klinische Effekte

Risikoreduktion fiir koronare Herzerkrankungen und Myokardinfarkt (MI) [57]
Risikoreduktion fir plotzlichen Herztod [29]
Reduktion von Vorhofflimmern (AF) [32, 34]
Verbesserung der linksventrikularen Funktion [28]

Physiologische Effekte

Anti-arrhythmisch [21, 58, 59]
Anti-inflammatorisch [8, 46, 49, 60]
Anti-artherogen (Plaquestabilisierung) [42, 61]
Anti-thrombotisch [39, 62]
Triglyzerid-senkend [63-65]
Verbesserte Endothelfunktion [7, 8, 66]
Molekulare Effekte auf

lonenkanale [8, 59]
Lipid raft Zusammensetzung und Signaltransduktion [4, 47, 62]
Nukledre Rezeptoren (PPARSs), Transkriptionsfaktoren (SREBP) [48]
Fettsdure bindende Rezeptoren [54, 67, 68]
COX-, LOX- und CYP-abhangige Eicosanoidbiosynthese [4]
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1.2.1 Freisetzung von PUFAs aus Membranphospholipiden und Bildung von

Eicosanoiden

Ahnlich wie AA werden EPA und DHA bevorzugt in der sn2-Position von
Membranphospholipiden eingebaut [62, 69]. Nach Phospholipase A2 (PLA?)
vermittelter Freisetzung stehen die PUFAs zur Eicosanoidbiosynthese zur Verfligung.
In den meisten Geweben induzieren extrazellulare Stimuli (wie Stress, Ischamie,
Hormone und Wachstumsfaktoren) die Aktivitait der zytosolischen Calcium-
abhangigen PLA: (cPLA2a) und initiieren so die AA-Freisetzung. cPLAa setzt EPA in
gleichem Male wie AA aus Phospholipiden frei [70], zeigt jedoch keine Aktivitatin der
Freisetzung von DHA [71]. Im Myokardium ist neben der Calcium-unabhangigen
iPLA2y die iPLA2B die vorherrschende PLA; [72]. iPLA2y und iPLAB setzen jeweils
AA aus Plasmamembranen frei und sind vermutlich auch fir die Freisetzung von EPA

oder DHA im Herzen verantwortlich.

AA wird sowohl durch Cyclooxygenasen (COX), als auch Lipoxygenasen (LOX) zu
biologisch aktiven Metaboliten oxidiert, den Eicosanoiden, Abbildung 2. Traditionell
gesehen bezieht sich der Begriff Eicosanoide auf die n-6 PUFA AA und die von ihr
abgeleiteten Metabolite mit einer Kettenlange von 20 C-Atomen, aber im weiteren
Sinne wird er auch fur n-3 PUFA-abgeleitete Metabolite verwendet. Die Signalwege
der Eicosanoide sind wichtige klinische Ziele zur Behandlung von Entzindungen,

Asthma, Fieber, Schmerz und kardiovaskularen Erkrankungen [72, 73].

o) 0 0
- - OH - - OH - - — H
AA EPA DHA
I Prostaglandin E2 (PGE2) Prostaglandin E3 (PGE3)
cox Prostacyclin 12 (PGI2) Prostacyclin 13 (PGI3)
Thromboxan A2 (TXA2) Thromboxan A3 (TXA3)
Leukotrien B4 (LTB4) Leukotrien B5 (LTB5) Hydroxdocosahexaensaure
I ] Lipoxin (LxA) (HDHAS)
LOX || Hydroxyeicosatetraenssure
(HETEs)
m Epoxyeicosatriensiure (EETs) Epoxyeicosatetraensaure (EEQs) Epoxydocosapentaenséure (EDPs)
CYP HETEs Hydroxyeicosapentaensaure HDHAs
(HEPEs)
COX + CYP + LOX COX + LOX
E-Serie Resolvine D-Serie Resolvine
Protectine
Maresine

Abbildung 2: Die drei Wege der Arachidonsaure-Kaskade.
Auch n-3 PUFAs (EPA und DHA) kénnen durch COX-, LOX- und CYP-Enzyme zur biologisch
aktiven Eicosanoiden metabolisiert werden.
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1.2.2 Physiologische Bedeutung n-3 abgeleiteter Eicosanoide

AA, EPA und DHA sind konkurrierende Substrate flir die COX- und LOX- vermittelte
Eicosanoid-Biosynthese. Hohere Konzentrationen an EPA und DHA unterdricken
sogar die Synthese der AA-abgeleiteten Metabolite [8, 53, 62, 70]. Zudem haben n-3
PUFA abgeleitete Eicosanoide oft, aber nicht immer entgegengesetzte Eigenschaften
zu den AA-abgeleiteten Metaboliten [53]. EPA z.B. hat die Kapazitat die Biosynthese
des pro-inflammatorischen Leukotrien B4 (LTB4) zu unterdriicken und wird selbst zu
dem weniger starken LTBs umgewandelt [74]. Dyerberg und Bang gingen bei der
kardioprotektiven Wirkung der n-3 PUFAs von einem anti-aggregatorischen Effekt
aus. Der kompetitive Umsatz von EPA und AA mag zu einem Austausch des pro-
aggregatorisch wirkenden Thromboxan A, (TXA2) gegen das von der EPA-abgeleitete
inaktive TXAs gefuhrt haben [39]. Im Gegensatz dazu haben die Prostacycline von
AA (PGIl2) und EPA (PGIs) beide anti-aggregatorische Eigenschaften. Spatere
Analysen zeigten, dass EPA als alternatives Substrat alle Schritte der AA-
Prostanoidbiosynthese durchlaufen kann [70]. Dennoch, EPA und DHA stellen im
Gegensatz zu AA schlechte Substrate fir COX- und LOX-Enzyme in der Eicosanoid-
Biosynthese dar [4].

Jungste Untersuchungen belegen, dass EPA und DHA nicht nur mit AA um die
Synthese klassischer COX- und LOX-abhangiger Eicosanoide konkurrieren. EPA und
DHA sind auch Vorlaufer einer neuen Klasse von anti-inflammatorischen und
entziindungsauflésenden Lipidmediatoren: den Resolvinen, Protectinen und
Maresinen [49, 75]. Sie entstehen durch transzellulare Prozesse unter Beteiligung
von LOX-Enzymen. Untersuchungen mit verschiedenen Tiermodellen fir
entzindliche Krankheiten bestatigen die wichtige Rolle dieser neuen Lipidmediatoren
in der Auflésung/Linderung von Entziindungen (siehe Tab. 2 in Referenz [49]). Die
Entdeckung von Resolvinen, Protectinen und Maresinen hat malfigeblich zum

Verstandnis des anti-inflammatorischen Effekts von n-3 PUFAs beigetragen.

Als Haupteffekt der herzschutzenden Funktion von n-3 PUFAs wird jedoch das
Verhindern von Arrhythmien und dem Auftreten eines plétzlichen Herztods
angesehen. Der molekulare Mechanismus der EPA- und DHA-vermittelten anti-

arrhythmischen Effekte ist noch weitestgehend unbekannt.

Zur Identifizierung anti- oder pro-arrhythmischer Eicosanoide wurden verschiedene
AA- und EPA-abgeleitete Eicosanoide im von Kang und Leaf etablierten Zellmodell
getestet [76]. Die Untersuchungen ergaben ein pro-arrhythmisches Potenzial der AA-
abgeleiteten Metabolite (PGD;, PGE;, PGF,,). Die entsprechenden von EPA-

abgeleiteten Metabolite PGDs, PGE3; und PGF34 zeigten wesentlich schwachere oder
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keine Effekte. Ferner wurden sowohl mit PGl, als auch mit PGI; anti-arrhythmische
Effekte beobachtet [66]. Leukotriene hingegen blieben ohne Einfluss auf die
Kontraktilitat der NRKMs. Verschiedene Tierstudien und in vitro Versuche deuteten
auf einen direkten Einfluss der n-3 PUFAs auf elektrophysiologische Signalwege in
Kardiomyozyten hin [24, 28, 52, 77]. n-3 PUFAs veranderten das
Ruhemembranpotential in eine verstarkt negative Richtung, sodass der
Depolarisierungsstrom zur Auslosung eines Aktionspotentials erhoht sowie die
Refraktarzeit verlangert wurde [50, 78]. Weiterfiihrende wissenschaftliche Arbeiten
zeigten, dass n-3 PUFAs modulatorisch auf die Aktivitat von kardialen lonenkanalen,
wie den spannungsabhangigen, schnellen Na*-Kanal, dem L-Typ Ca?*-Kanal (LTCC),
Na*/Ca?*-Austauscher oder auf kardiale Kare-Kanale in der sarkolemmalen Membran
wirken [50, 79-84]. Neuste Erkenntnisse schlieRen auch einen Einfluss der n-3 PUFAs
auf die autonome Kontrolle des Herzens, insbesondere eine Erhéhung des

Vagotonus, mit ein [27, 38].

1.3 Bildung und Wirkung von CYP-Eicosanoiden

Cytochrom P450-Enzyme (CYPs) sind intrazellulare Ham-Thiolat-Proteine
(Monooxygenasen), die molekularen Sauerstoff aktivieren, um fremde oder endogene
lipophile Substanzen zu metabolisieren [85]. CYPs spielen im Menschen eine
wichtige Rolle bei einer Reihe von katalysierten Reaktionen wie (i)
Arzneimittelmetabolismus, (i) Steroidhormonbiosynthese, (iii) stereo- und
regiospezifischen Metabolismus von fettléslichen Vitaminen und (iv) Oxidation von
PUFAs zu biologisch aktiven Metaboliten [86]. Die Familie der CYP-codierenden
Gene ist so grol3, dass sie die grote Gen-Superfamilie bilden. CYP-Enzyme werden
in einer Vielzahl von prokaryotischen als auch eukaryotischen Organismen exprimiert,
wobei im menschlichen Genom 57 funktionelle CYP-Gene identifiziert wurden [87].
CYP-Enzyme sind integrale Membranproteine, die mittels einer hydrophoben am N-
Terminus befindlichen Sequenz im endoplasmatischen Retikulum verankert sind [88].
Weiterhin bestehen CYP-Enzyme aus einer gro3en zytosolischen Domane, welche
eine prosthetische Gruppe mit Hdm-Eisen umschlieRen. Im geringen MalRe kommen
CYP-Enzyme auch in Mitochondrien vor [85]. CYP-Enzyme werden v.a. in der Leber
exprimiert, kbnnen aber auch in bedeutenden Mengen in extrahepatischen Geweben
wie Lunge, Niere, Gastrointestinaltrakt und im Herzen auftreten. Die Expression und
Aktivitat der verschiedenen CYP-Enzyme stehen unter der Kontrolle von Hormonen

sowie Wachstums- und Transkriptionsfaktoren [85].
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Die Nomenklatur der CYPs erfolgt anhand ihrer Sequenzhomologien [89]. So gehdren
CYPs, die eine Sequenzhomologie von > 40 % aufweisen zu einer Familie (z.B.
CYP2, CYP4), Tabelle 2. Die Einteilung der CYP-Enzyme in Unterfamilien erfolgt bei
einer Ubereinstimmung von > 55 % (z.B. CYP2C, CYP2J, CYP4A, CYP4F).
Individuelle Mitglieder der Unterfamilien (Isoformen) werden zusatzlich mit einer
Nummer gekennzeichnet (z.B. CYP2J2, CYP2C8, CYP2C9, CYP4A11, CYP4F2).

Tabelle 2: AA-metabolisierende CYP Isoformen, die auch EPA und DHA als alternative

Substrate akzeptieren.
Tabelle abgeleitet aus [56].

Enzyme Hauptmetabolite Ref.
AA EPA DHA
CYP1A1 19-HETE 17,18-EEQ 19,20-EDP [90-92]
CYP1A2 19-HETE 17,18-EEQ 19,20-EDP [91]
CYP2C8 11,12-,14,15-EET 17,18-EEQ 19,20-EDP [90, 91, 93,
94]
CYP2C9 14,15-, 11,12-EET 14,15-EEQ 10,11-EDP [90, 91, 94]
CYP2C11 11,12-, 14,15-EET 14,15-,17,18-EEQ  7,8-, 19,20-EDP [93, 94]
CyP2C18  8,9-, 11,12-, 14,15- 11,12-, 17,18-EEQ 19,20-EDP [90]
EET
CYP2C19  8,9-, 1415-EET 17,18-EEQ 7,8-,10,11-, [90, 91, 93]
19,20-EDP
CYP2C23 11,12-EET 17,18-EEQ 7,8-EDP [93, 94]
CYP2E1 19-HETE 17,18-EEQ 19,20-EDP [90, 91, 93]
CYP2J2 14,15-EET 17,18-EEQ 19,20-EDP [90, 91, 93]
CYP4A1 20-HETE 19-, 20-HEPE, ? [95]
17,18-EEQ
CYP4A11 20-HETE 19,- 20-HEPE 21,22-HDHA [93, 96]
Cyp4al2a  20-HETE 20-HEPE, 19,20-EDP [93, 97]
17,18-EEQ

CYP4F2 20-HETE 19-, 20-HEPE 22-HDHA [96]
CYP4F3A  20-HETE 19-, 20-HEPE 22-HDHA [96]
CYP4F3B  20-HETE 19-, 20-HEPE 22-HDHA [96, 98]
CYP4F8 18-, 19-HETE 17,18-EEQ 19,20-EDP [99]
CYP4F12 18-, 19-HETE 17,18-EEQ 19,20-EDP [99]
Legende: HETE = Hydroxyeicosatetraensaure, EET Epoxyeicosatriensaure, EEQ =

Epoxyeicosatetraensaure, EDP = Epoxydocosapentaensdure, HEPE = Hydroxyeicosapentaensaure
und HDHA = Hydroxydocosahexaensaure

CYP-Enzyme sind Schllisselenzyme des sogenannten dritten Arms der AA-Kaskade
[100-104]. Denn neben COX- und LOX- Enzymen kann AA auch von CYP-Enzymen
umgesetzt werden. Erst 1981 wurde dieser alternative Weg der AA-Kaskade entdeckt

[105-108]. Studien zur kardiovaskularen Bedeutung dieses Signalweges waren v.a.
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auf AA als Vorlaufer flr biologisch aktive CYP-Metabolite fokussiert. Jedoch kdnnen
auch die n-3 PUFAs EPA und DHA als alternative Substrate fur die meisten CYP-
Enzyme dienen, die in der Lage sind AA umzusetzen [109]. CYP-Enzyme katalysieren
abhangig von der Isoform den Umsatz von sowohl n-6 PUFAs als auch n-3 PUFAs

zu biologisch aktiven Epoxy- oder Hydroxymetaboliten, Abbildung 3.

— — COOH — — COOH
|G e |2
(o] HO OH
= — COOH
11,12-EET 11,12-DHET
\ —_ COOH
Arachidonsaure <_T/\_/\\/X/°“
20:4 n-6 = =
20- HETE
—— — COOH — —_— COOH
7| | sEH [{a
0 HO OH
— — COOH
17,18-EEQ 11,12-DHET
\ —_ COOH
Eicosapentaenséaure
20:5n-3 =" N=—="""="""0H
20- HEPE
: : - COOH SEHE : : o COOH
o HO  ©OH
v COOH 19,20-EDP 19,20-DHDP
Docosahexaensaure \ N COoH
22:6 n-3 ="N=""=""0H
22-HDoHE

Abbildung 3: Cytochrom P450 (CYP)-abhédngiger n-6 bzw. n-3 PUFA Metabolismus.

Die dargestellten  Strukturformeln sind Beispiele verschiedener Epoxy- und
Hydroxymetabolite, die durch einen regio- und stereospezifischen Umsatz verschiedener
CYP-Isoformen entstehen konnen. Die Epoxymetabolite werden durch die sEH zu
entsprechenden Diolen hydrolysiert. Die Abbildung wurde aus [6] angepasst.

Die Isoformen CYP4A und CYP4F, die eine w/(w-1)-Hydroxylase-Aktivitat aufweisen,
katalysieren den Umsatz zu entsprechenden Hydroxymetaboliten von AA (20-
Hydroxyeicosatriensaure; 20-HETE), EPA (20-Hydroxyeicosapentaen-saure; 20-
HEPE) und DHA (22-Hydroxydocosahexaensaure; 22-HDoHE) [110], Abbildung 3.
Unter den menschlichen Hydroxylasen setzt CYP4A11 EPA am effektivsten um.
CYP4F2 hingegen katalysiert bevorzugt den Umsatz von DHA [56].

Mitglieder der CYP2J- und CYP2C-Subfamilien fungieren als Epoxygenasen.
Abhangig von der Isoform setzten CYP-Enzyme die PUFAs AA, EPA und DHA zu

einer Reihe von regio- und stereocisomeren Epoxymetaboliten um, den
11
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Epoxyeicosatriensduren (EETs von AA), Epoxyeicosatetraensaduren (EEQs von EPA)
und Epoxydocosahexaensauren (EDPs von DHA) [104], Abbildung 3. Jedes
Regioisomer kann als R,S- sowie als S,R-Enantiomer vorliegen [104]. CYP2J2, die
im menschlichen Herzen am starksten exprimierte Epoxygenase, generiert zwar alle
von AA-abgeleiteten regioisomeren Epoxymetabolite, wobei v.a. 14(R),15(S)-EET
dominiert [111]. 8,9- und 11,12-EET hingegen entstehen jeweils als razemisches
Gemisch. Beim Umsatz von AA zeigt CYP2J2 nur eine geringe Regioselektivitat, aber
beim Umsatz von EPA und DHA zeigt CYP2J2 vorrangig eine (w-3)-
Epoxygenaseselektivitat. Manche der AA (w-1)-Hydroxylasen oder sogar w-
Hydroxylasen fungieren mit EPA oder DHA als Substrat als (w-3)-Epoxygenasen,
Beispiele sind: CYP1A1, CYP1A2, CYP2E1 und Cyp4a12. Als (w-3)-Epoxygenase
generieren die meisten CYP-Isoformen von Saugern stereoselektiv R,S-Enantiomere.
So entstehen durch den Umsatz von EPA und DHA bevorzugt die Epoxymetabolite
17(R),18(S)-EEQ bzw. 19(R),20(S)-EDP [109]. CYP2J2 zeigt eine Substratspezifitat
fur EPA, das mit einer 17-fach héheren relativen Aktivitdt des Enzyms zu seinen
Metaboliten umgesetzt wird als AA. Der DHA-Umsatz geschieht mit einer nur 4-fach
erhdhten Aktivitdt von CYP2J2 gegenuber dem AA-Umsatz [56]. Enzymatisch werden
die Epoxymetabolite durch die I6sliche Epoxidhydrolase (soluble epoxide hydrolase;
sEH) zu den korrespondierenden Diolen umgesetzt [112] (Abbildung 3), die im
Allgemeinen biologisch unwirksam sind [113]. Nicht nur CYP-Enzyme, sondern auch
die sEH zeigt eine Regio- und Stereoselektivitdt in der Effizienz beim Abbau

verschiedener Epoxyeicosanoide [114, 115].

1.4 Physiologische Bedeutung von CYP-Eicosanoiden im Herzen

CYP-Enzyme bendtigen freie AA, NADPH und molekularen Sauerstoff, um die
Monooxygenasereaktion wie oben beschrieben zu katalysieren. Unter
physiologischen Bedingungen ist der Grofteil von AA an der sn2-Position in
Phospholipiden verestert. Daher hangt eine de novo Synthese von CYP-
Eicosanoiden von extrazellularen Signalen ab, die PLA, aktivieren, um AA aus den
Membranspeichern freizusetzen [72, 116, 117]. Im Gegensatz zu den kurzlebigen
Prostanoiden und Leukotrienen, kénnen CYP-Eicosanoide wieder zurlck in
Phospholipide verestert werden und stellen somit einen Membranvorrat an
praformierten Hydroxy- und Epoxymetaboliten bereit, die durch die PLA, freigesetzt
werden koénnen [118, 119]. Diese Eigenschaften verbinden die Biosynthese, den
Einbau und die Freisetzung von CYP-Eicosanoiden mit verschiedenen Signalwegen,

die durch Hormone, Wachstumsfaktoren, mechanischen Stress, Hypoxie und
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anderen Bedingungen ausgeldst werden und alle eine Aktivierung der PLA, gemein

haben.

Unter pathologischen Bedingungen wie Entziindung oder Ischamie/Reperfusion (I/R)
werden verschiedene PLA: aktiviert, was zunachst zur Freisetzung von PUFAs aus
der Plasmamembran und letztlich zu einer massiven Produktion von CYP-
Eicosanoiden in den betroffenen Geweben fihren kann [72, 120, 121]. EETs und 20-
HETE wirken als sekundare Botenstoffe von verschiedenen Hormonen und
Wachstumsfaktoren und beeinflussen vaskulare, renale und kardiale Funktionen. Sie
greifen  somit modulatorisch in  Signalwege ein, die lonenkanale,
Transkriptionsfaktoren und Kinasen aktivieren [56]. Eine Vielzahl von Studien
belegen, dass EETs vasodilatatorische, anti-inflammatorische und anti-apoptotische
Mechanismen vermitteln und das Herz vor Schaden nach Ischamie-Reperfusion
schitzen [122] sowie Schutz vor der Entwicklung einer Herzinsuffizienz bieten [123].
Im Gegensatz dazu verstarken HETEs, insbesondere 20-HETE, die
GefalRkonstriktion und Entziindungen und verschlechtern damit kardiale

Verletzungen [124].

Die kardioprotektive Funktion von EETs wurde zuerst mit der Entdeckung, dass eine
exogene Gabe von 11,12-EET die funktionelle Erholung isolierter Rattenherzen nach
Ischamie verbesserte, gezeigt [125], Tabelle 3. Der gleiche Effekt konnte mit einer
Kardiomyozyten-spezifischen Expression von CYP2J2 in Mausen erzielt werden
[122]. Es konnte auch gezeigt werden, dass EETs im isolieten Herzen vor
UnregelmaRigkeiten im Elektrokardiogramm nach Ischamie schitzte [126]. Im Herzen
vom Hund und von der Ratte wurde die Infarktgro3e nach transienter Verengung der
Koronararterie stark reduziert [127-129]. EET-vermittelte kardioprotektive Effekte
wurden mit Hilfe eines selektiven EET-Antagonisten (14,15-EEZE) aufgehoben [127].
Interessanterweise verhinderte 14,15-EEZE auch die schiitzenden Effekte einer
ischamischen Vorkonditionierung oder nachfolgenden konditionierenden Effekten in
Herzen von Hunden, was auf eine bedeutende Rolle der CYP-Epoxyeicosanoide in
endogenen protektiven Signalwegen hinweist [130]. Eine Uber die Verbesserung von
I/R-Schaden hinausgehende Wirkung von EETs, war der Schutz vor Doxorubicin-
induzierter Kardiotoxizitat, wie in CYP2J2-exprimierenden Tieren gezeigt wurde [131],
Tabelle 3. In zwei unterschiedlichen Maus-Modellen zur Herzhypertrophie konnte
zudem gezeigt werden, dass eine Kardiomyozyten-spezifische Expression von

CYP2J2 gegen das Ausldsen von Arrhythmien schitzte [132].

Inhibitoren der sEH werden seit kurzem als wichtiges Werkzeug entwickelt, um die

EET-Konzentration im kardiovaskuldrem System zu erhdéhen [113]. Die
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pharmakologische Inhibition von sEH war sehr effektiv im Schutz vor einer Drucklast-
induzierten Herzhypertrophie in Mausen [133] oder unterband die Angiotensin IlI-
induzierte Herzhypertrophie in Ratten [134]. Zudem wurde gezeigt, dass das sEH-
Gen ein Suszeptibilitatsfaktor fir Herzversagen in Ratten ist und dass sEH-KO Mause

vor einer maladaptiven Herzhypertrophie geschutzt waren [123].

Tabelle 3: Tiermodelle zur Verifizierung der kardioprotektiven Wirkung von EETs.

Genetische oder

Modell pharmakologische Wirkung Ref.
Intervention

MI 5 Isoliortos Horg  CYP2J2-TG / verminderte InfarktgréRe / Aktivierung [112272_’
11,12-/14,15-EET von Katp-Kanalen und ERK1/2 129]

I/R-Schaden CYP2J2-TG Schutz vor elektrophysiologischen [126]

- lsoliertes Herz 14 15-EET Veranderungen nach Ischamie
endogenes Verbesserte Herzfunktion /

VR-Schaden CYP2J3 Verminderte InfarktgroRe [130]

Doxorubicin-

induzierte CYP2J2-TG Verminderte Kardiotoxizitat [131]

Kardiotoxizitat

Herzhypertrophie: . .

. ) Schutz vor elektrophysiologischen
Drucklast- induziert/ CYP2J2-TG Veranderungen und Auslésen von [132]
-adrenerge .
) ; Arrhythmien
Stimulation
. . Rickbildung der Hypertrophie /
prucKiastnduZIerte e inhivitor Hemmung der NFxB-Aktivierung / [133]
yp P Verhindern von Arrhythmien

Ang-Il induzierte / -~ Verminderte linksventrikulare

Herzhypertrophie sEH-Inhibitor Hypertrophie [134]

Drucklast-induzierte Schutz vor Herzversagen und kardialen

Herzhypertrophie SEH-KO Arrhythmien [123]

Verbesserte Herzfunktion / Aktivierung

VR-Schaden SEH-KO PI3K-Signalweg und K*-Kanélen [139]
CYP w-Hydroxylase . .

IR-Schaden Inhibitor / 20-HETE ¥ erminderte Infarkigrolie / [124,

. synergistischer Effekt mit IPC 136]

Antagonist

Ischamischer / CYP w-Hvdroxvlase Antagonisiert zerebrale Vasospasmen

hamorrhagischer y y Verminderte Infarktgrof3e bei [137]

Schlaganfall

Inhibitor

ischamischen Schlaganfall

Legende: MI = Myokardinfarkt, TG = transgene Tiere, I/R = Ischdmie/Reperfusion, Ang Il = Angiotensin I,
sEH = I3sliche Epoxidhydrolase, KO = knockout, IPC = ischamische Vorkonditionierung

Durch Ischamie ausgeldst, werden sowohl EETs als auch 20-HETE freigesetzt [138].
20-HETE spielt
Organschaden. Der positive Effekt ischamischer Vorkonditionierung wurde durch
Inhibition der 20-HETE Synthese verstarkt [136], Tabelle 3. Die Inhibition der

eine wichtige schadigende Rolle in Ischamie-induzierten
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20-HETE Synthese reduzierte auch Mls und zeigte positive Effekte bei einem

hamorrhagischen oder ischamischen Schlaganfall [124, 137].

1.5 Zellulare Mechanismen von CYP-Eicosanoiden

Die herzschitzende Funktion der EETs beruht womdglich auf dem Zusammenspiel
der anti-inflammatorischen, anti-hypertrophen und anti-apoptotischen Wirkung dieser
CYP-Eicosanoide. Die Fahigkeit die Aktivierung des pro-inflammatorischen
Transkriptionsfaktors NF-kB zu inhibieren, wurde fiir EETs in Endothelzellen [139],
Kardiomyozyten [133] und Fibroblasten [140] nachgewiesen. Die EET-vermittelte
Inhibition der NF-kB Aktivierung ist wahrscheinlich der entscheidende Mechanismus
im Verstandnis der anti-hypertrophen Effekte einer sEH-Inhibition im Angiotensin Il
und Drucklast-induzierten Modell fir Herzhypertrophie [133, 134], Tabelle 3. Sowohl
endogene als auch exogene EETs sichern im Myokardium das Uberleben der Zellen
Uber die Aktivierung von mindestens zwei anti-apoptotischen Signalwegen: die
Aktivierung von PI3K/Akt und/oder ERK1/2 [141]. Nachfolgende Schritte beinhalten
die Aktivierung von mitochondrialen ATP-sensitiven Kalium (mKartp) Kanalen und die
Inhibition der Offnung von mitochondrialen ,permeability transition pores* (mPTP)
[129, 141, 142]. Uber die Regulation von L-Typ Kalziumkanalen (LTCC), Ca?*-, Katp-
, Na*-Kanadlen und den Erhalt der gap junction Integritdt modulieren EETs

elektrophysiologische Eigenschaften des Herzens [143-147].

Es ist noch unklar, ob die von den EETs vermittelten kardioprotektiven Effekte auch
von den CYP-abhangigen Epoxymetaboliten der EPA bzw. DHA ausgeubt werden
[56]. Aber es gibt Hinweise darauf, dass die EPA- und DHA-abgeleiteten CYP-
Eicosanoide sogar starkere Effekte als die von AA abgeleiteten EETs ausiben. Die
Kapazitat der EETs, Katp-Kanale in Kardiomyozyten zu aktivieren, wird von den
entsprechenden EPA- und DHA-Metaboliten deutlich GUbertroffen [148]. Auch in
GefalRen ubersteigen EEQs und EDPs partiell die vasodilatorische Funktion der EETs
[95, 149-151]. In einem Modell der TNF-a induzierten Entzindung der Lunge wirkte
17,18-EEQ stark anti-inflammatorisch [152, 153].

1.6 Mogliche Rolle von Rezeptoren in der Vermittlung von CYP-

Eicosanoideffekten

Eine wesentliche noch ungeklarte Frage betrifft die Identitat der primaren zellularen
Zielstrukturen von CYP-Eicosanoiden im Herzen und anderen Geweben. Die meisten
biologischen Effekte dieser Metabolite beruhen auf der gezielten Aktivierung
bestimmter intrazellularer Signalwege. Derzeit werden zwei mogliche Mechanismen

zur Vermittlung der CYP-Eicosanoid Effekte diskutiert. Einerseits wird eine direkte
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Wechselwirkung der CYP-Eicosanoide mit lonenkanalen, Transkriptionsfaktoren oder
anderen intrazellularen Zielen vermutet, die zu einer spezifischen zellularen Antwort
fihren. Andererseits kénnten CYP-Eicosanoide Membranrezeptoren (GPCRs)
binden und so intrazelluldre Signalkaskaden anstoBen [56, 154]. Kdirzlich
veroffentliche Untersuchungen in verschiedenen Laboren scheinen letztere
Hypothese zu stiitzen. So zeigen experimentelle Daten den Nachweis eines 47 kDa
grolen Membranproteins, welches hohe Affinitat zu 11,12- und 14,15-EET aufweist
[155, 156]. Der vasodilatatorische Effekt von AA-abgeleiteten EETs ist womdglich
Uber einen oder mehrere Gas-Protein gekoppelte Rezeptoren vermittelt [155, 157].
Eine EET-vermittelte Aktivierung von Gas-Protein gekoppelten Rezeptoren konnte
auch den Anstieg von cAMP in Kardiomyozyten erklaren [145]. Dieser Mechanismus
fihrt zur Aktivierung von kardialen LTCCs [145, 146] und spielt womoglich eine
wichtige Rolle wahrend der funktionellen Erholungsphase von Herzen nach Ischamie.
Einige kardioprotektive Effekte der Epoxyeicosanoide dhneln eher Signalwegen, die
durch Aktivierung von Gai-Protein gekoppelten Rezeptoren wahrend ischamischer
oder chemischer Vorkonditionierung ausgeldst werden [158, 159]. Womdoglich handelt
es sich in Kardiomyozyten um eine Klasse von GPCRs mit einer Kopplung an
verschiedene G-Proteine, welche wiederum mit diversen CYP-Eicosanoiden
interagieren und so eine spezifische Rolle in der Vermittlung kardioprotektiver Effekte
spielen. Bis jetzt konnten jedoch noch keine GPCRs fur CYP-Eicosanoide identifiziert

werden.

Alle derzeit bekannten Eicosanoid-Rezeptoren gehéren zur Klasse der
Lipidrezeptoren innerhalb der Rhodopsinfamilie, Tabelle 4. Die Rhodoposinfamilie
stellt mit ~680 Rezeptoren die grolte Klasse der GPCRs dar. In einer Arbeit von
Bjarnadottir et al. wurden 495 Maus- und 400 humane funktionale nicht-olfaktorische
GPCRs miteinander verglichen [160]. Die Studie zeigte, dass die orthologen Paare
fur Lipidrezeptoren am geringsten konserviert waren. Lipidrezeptoren sind in
mindestens drei verschiedenen phylogenetischen Gruppen innerhalb der
Rhodopsinfamilie (a, y und d) anzutreffen. Im Allgemeinen lassen die Lipidliganden
keine Ruckschlusse auf gleiche evolutionar bedingte Strukturmerkmale ihrer
Rezeptoren zu. Daher sind neue GPCRs fiur z.B. CYP-Eicosanoide nicht einfach von

schon bekannten Lipidrezeptoren ableitbar.

In der Gruppe der nicht-olfaktorischen rhodopsindhnlichen Rezeptoren wurden mittels
phylogentischer Untersuchungen etwa 67 Rezeptoren identifiziert, deren Funktion
und Ligand(en) bis jetzt noch unbekannt sind, sogenannten orphan GPCRs.
Anstrengungen zur Ligandenidentifizierung fur orphan GPCRs dieser Gruppe fuhrten
u.a. zur Entdeckung der free fatty acid receptors (FFAR1 = GPR40, FFAR3 = GPR41,
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FFAR2 = GPR43 und FFAR4 = GPR120), die freie FS binden [161], Tabelle 4. Unter
ihnen befindet sich GPR120, der in Adipocyten und Macrophagen exprimiert wird.
GPR120 ist der einzige Rezeptor unter den FFARSs, der langkettige PUFAs binden
kann. Eine n-3 PUFA-Bindung an GPR120 vermittelt zelltypspezifisch anti-
inflammatorische und Insulin-sensibilisierende systemische Effekte [67]. Wie oben
beschrieben, koénnen n-3 PUFAs in neue anti-inflammatorische und
entziindungsauflésende Mediatoren umgewandelt werden: den Resolvinen,
Protectinen und Maresinen. Uber die méglichen zellulédren Zielstrukturen dieser
Metabolitenklasse wird derzeit noch diskutiert. Bisher hat man mehrere mdgliche
GPCRs (Chemokinrezeptor ChemR23, BTL, ALX/FPR2 und GPR32, siehe Tabelle
4) als Zielstrukturen identifiziert [162]. Als molekulare Ziele von Resolvin E1 (RVE1),
ein von EPA abgeleiteter Metabolit, wurden Chem23 und BTL+ identifiziert. Beide
Rezeptoren spielen eine entscheidende Rolle in der Vermittlung verschiedener anti-
inflammatorischer Effekte von RvE1 [162]. Das aus DHA-abgeleitete Resolvin D1
(RvD1) zeigte eine spezifische Bindung an polymorphkernige Leukozyten im
nanomolaren Bereich und aktivierte phagozytotische Prozesse [163]. Neben ALX
wurde der orphan Rezeptor GPR32 als Vermittler der entziindungsauflésenden
Wirkung von RvD1 identifiziert. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die n-
3 PUFAs und deren abgeleitete Metabolite eher Uber die Aktivierung einer Reihe von
verschiedenen GPCRs ihre anti-inflammtorischen Effekte vermitteln, als nur ein
einziges zellulares Ziel zu haben. Ahnlich kénnte es sich fir die Vermittiung der
Effekte von n-3 PUFAs abgeleiteten CYP-Eicosanoiden verhalten. Denkbar ware eine
noch nicht identifizierte neue Klasse von Rezeptoren, die regio- und stereospezifisch
CYP-Eicosanoide binden und deren Aktivierung Teil der pleiotropen kardioprotektiven
Wirkung von n-3 PUFAs ist.
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Tabelle 4: Bekannte Eicosanoid-Rezeptoren und kiirzlich neu entdeckte GPCRs.

Eicosanoid-Rezeptoren

Klasse Rezeptor Ligand G-Protein Referenz
Leukotriene CysLT Cysteinyl-Leukotrien Cs (LTC4) Gq [164]

CysLT2 Cysteinyl-Leukotrien D4 (LTD4) Gq [164]

CyLTe Cysteinyl-Leukotrien E4 (LTE4) Gi [164]

BLT: Leukotrien B4 (LTB4); RVE1 Gi [162, 165]

BLT: Leukotrien B (LTB4) Gi [165]
Prostanoide DP+ Prostaglandin D2 (PGDy2) Gs [166]

DP2 Prostaglandin D2 (PGD2) Gi [166]

EP+ Prostaglandin E2 (PGE-2) Gq [166, 167]

EP2 Prostaglandin E2 (PGE-2) Gs [166, 167]

EP; Prostaglandin E2 (PGE-2) Gi [166, 167]

EP4 Prostaglandin E2 (PGE2) Gs [166, 167]

FP Prostaglandin F2q (PGF24) Gq [166]

IP Prostacyclin (PGI2) Gs [168]

TP Thromboxan Az (TXAz) Gq [169]
Lipoxine ALX Lipoxin A4 (LXA4); RvD1 Gi [162, 170]
Oxoeicosanoide OXERj 5-OxoETE Gilo [171,172]
Kiirzlich entschliisselte FS-Rezeptoren
Rezeptor Ligand G-Protein Referenz
GPR31 12-(S)-HETE ? [173]
GPR32 RvD1, LXA4 Gi [162]
GPR40 Mittellange und lange freie Fettsauren (FFS)  Gg/11 [54]
GPR41 kurzkettige FFS Gi [54, 174]
GPR43 kurzkettige FFS Gag/11, Gi  [54, 174]
GPR84 FFS mit mittlerer Kettenlange (C9-C14) Gi [175]
GPR120 mittellange und lange FFS (u.a. DHA) Ga/11 [54, 67]
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1.7 Zielsetzung

Die n-3 PUFAs EPA und DHA, die v.a. in fettem Fisch enthalten sind, schiitzen vor
kardiovaskularen Erkrankungen und insbesondere Arrhythmien (vgl. Kapitel 1.1).
Rekombinante CYP-Enzyme kénnen EPA und DHA zu biologisch aktiven Metaboliten

umsetzen (vgl. Kapitel 1.3).

Daraus abgeleitet war das erste Ziel dieser Arbeit zu zeigen, ob liber die Nahrung
aufgenommene n-3 PUFAs (EPA+DHA) das endogene CYP-Eicosanoidprofil im
Menschen modulieren. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde eine klinische

Studie mit 20 gesunden Teilnehmern durchgefihrt.

Weiterfuhrende Untersuchungen befassten sich mit der anti-arrhythmischen Wirkung
von n-3 PUFAs. Mit Hilfe eines etablierten Zellmodells in neonatalen
Rattenkardiomyozyten sollten sowohl die Vorlauferfettsdure EPA als auch der daraus
abgeleitete CYP-Epoxymetabolit 17,18-EEQ vergleichend betrachtet werden.
Zweites Ziel der Arbeit war es zu zeigen, dass n-3 PUFAs abgeleitete CYP-
Epoxyeicosanoide die eigentlichen Vermittler der kardioprotektiven Wirkung
von n-3 PUFAs sind. AnschlieBende Untersuchungen zur  Struktur-
Wirkungsbeziehung sollten Aufschluss dariber geben, welche strukturellen
Merkmale von 17,18-EEQ fur den negativ chronotropen Effekt in NRKMs
verantwortlich sind. Dafur erhielten wir von unserem Kooperationspartner J.R. Falck

(UT Southwestern, Dallas, Texas, USA) gezielt modifizierte Strukturanaloga.

Studien verschiedener Arbeitsgruppen deuten darauf hin, dass CYP-Eicosanoide, die
von AA abgeleitet sind, Uber GPCRs intrazellulare Signalkaskaden anstofl3en. Die
Befunde der Strukturfunktionsanalyse von 17,18-EEQ sprechen ebenfalls fir einen
GPCR-vermittelten Mechanismus. Zur Untersuchung eines G-Protein vermittelten
Mechanismus, sollte der Einfluss von Pertussistoxin (Inhibitor von Gai-Proteinen) auf
den 17,18-EEQ Effekt in NRKMs getestet. Da die Identitat solcher Rezeptoren noch
vollig unbekannt ist, war das dritte Ziel dieser Arbeit einen moglichen
Rezeptorkandidaten fiir n-3 PUFA abgeleitete CYP-Eicosanoide zu
identifizieren. Die Suche und Auswahl eines mdglichen Rezeptorkandidaten sollte
Uber Sequenzhomologien von schon bekannten Lipidrezeptoren und orphan GPCRs
ermittelt werden. Weiterhin sollten Untersuchungen sowohl mit NRKMs als auch mit
Zellen, die einen mdglichen Rezeptorkandidaten heterolog exprimierten, stattfinden.
Zur Verifizierung der Ligandenspezifitat des Rezeptors sollten Bindungsversuche mit

Insekten- bzw. Saugerzellen durchgefihrt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien und Chemikalien

2.1.1 Chemikalien

Die fur diese Arbeit bendtigten Chemikalien wurden, wenn nicht anders aufgefiihrt,

von folgenden Firmen erworben: Carl Roth GmbH, Fluka, Merck, Life Technologies

(ehemals Invitrogen, Gibco), Sigma Aldrich, Millipore, Amersham Bioscience und

Roche.

2.1.2 PCR-Primer

Zielgen
GPR120

GPR135

GPR150

GPR153

GPR162

GPR173

GPR22

GPR25

GPR26

GPR27

GPR85

GPR88

hGPCRS8

GAPDH

Primer
vorwarts
rickwarts
vorwarts
rickwarts
vorwarts
rickwarts
vorwarts
rackwarts
vorwarts
rickwarts
vorwarts
rickwarts
vorwarts
ruckwarts
vorwarts
rickwarts
vorwarts
rickwarts
vorwarts
rickwarts
vorwarts
rickwarts
vorwarts
ruckwarts
vorwarts
rickwarts
vorwarts

rickwarts

Sequenz (5’ ... 3’)
CGGCGCTGCTGGCTTTCATAT
CCTGCCGGAAGTTCTGGATCAAG
CGCCGCCTTCCTCGACCTGTT
GGGCCCCAGCAGCAGATGACAA
TGCGTGCAGGAGGAAGAAGC
GGGCATTGTGAGAGGAACCA
GCTCGCTCTGCCTCGGTCTC
CCCTCCAGGCGACATCAGAA
GCCAGCCTTCGACAGTTTCT
CGGGTGAGTTGGGTATCTGG
CGCCCACCACCGCTTCTATGC
CGGCCCAGCTGCTTTTCACCCT
TGGAAATGCGTGGGAAAACA
TCGTTCCCGGTGTCGTTTCA
TCGGGCTGTTGCTGCTGCTACTG
GCCGAGCTGATCCTGCGCACCT
CCGCGCTCGCCCTGTCCT
CGCAGCAAGGAGTACACGAAGGG
CGCCGCGATGCTGGTGTG
GCCCCCAGAGGAGCAGGAAGAG
GCTGACTGCTGGCGAAGGTT
GGGAAGAGGGGAAAGCATTG
GCCCCCAAGCCCTTTATTCT
TGCCACATGCCCGATAAGTT
CGCGGGCTCGGTGGGGTTTAT
CCGCGCCACCAGGAAGATGCTAC
CCCCTTCATTGACCTCAACTA
ATGCATTGCTGACAATCTTGAG
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2.1.3 TaqMan-Primer

Spezies Zielgen
Ratte GPR22

Mensch GPR22

Mensch GPRopt

2.1.4 Plasmide

Plasmid
pMA

pcDNAS3.1 (-)

pOET2

Primer Sequenz (5’ ... 3’)

vorwarts CCATAAAGCAACAGCGAACA
rickwarts TTCAGACTGCATGTTGATTTCC
vorwarts AGGCTTGTGTATCTTTTGCAAGTG
rickwarts TTGCAGGTTTTACAGAGATGTCATATC

Sonde ACTTTGGA-TAMRA

vorwarts CGGCCGCTGAGCTT

6-FAM-ACAGCAATCAACGTTTTTGCTATC-

ruckwarts GCTCTCGCTCTGCATGTTGA

Sonde TAMRA

Verwendung
Mit Codon-optimierter Sequenz;

Zum Einbringen der Melittin-
Signalsequenz und des HisTag verwendet

Heterologe Expression in Saugerzellen
unter CMV-Promotor und flir stabile
Transfektion mittels G418-Selektion

Heterologe Expression in Insektenzellen
unter ph-Promotor

Transfervektor

2.1.5 DNA- und Protein-Marker

Bezeichnung
1 kb Plus DNA Ladder
100 bp ladder

AGOWA Mengenstandard (100 ng £ 1,2 pl)

Anbieter
Invitrogen

Invitrogen

G190A Blue Orange 6x Loading Dye Promega
SeeBlue® Marker Plus2, Protein Standard Invitrogen
Supercoiled DNA Ladder (SC Marker) Invitrogen

2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Primére Antikbrper

Antikorper Klonalitat Spezies Wirtsspezies
anti-GPR22 polyklonal Mensch Kaninchen
anti-GPR22 monoklonal Mensch Maus
anti-GPR22 polyklonal Mensch Kaninchen
anti-GPR22 polyklonal Mensch Kaninchen

6-FAM-TGTGCTTCAGCCCCATCCTGGAA-

Anbieter
GeneArt

Invitrogen

Oxford

LCG Genomics

Anbieter

Novus Biologicals
R&D Systems Inc.
Atlas Antibodies
AG Schunck
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2.1.6.2 Sekundére Antikérper

Antikorper Klonalitat Wirtsspezies Anbieter
Anti-Polyhistidine polyklonal Kaninchen Sigma Aldrich
Meerrettichperoxidase polyklonal Ziege Sigma Aldrich
gekoppeltes IgG

2.1.7 Fluorochrome
Fluorochrom Anregung Emission Anbieter
Cy™3—conjugated  AffiniPure 550 nm 570 nm Jackson Immuno
Donkey anti-mouse/ anti-rabbit Research
IgG
DAPI 360 nm 460 nm Vector Laboratories
Fluoreszein (FITC) konjugiertes 492 nm 520 nm Jackson Immuno
Streptavidin Research

2.1.8 Enzyme
Enzym Anbieter

Proteinase K
Restriktionsendonukleasen:
Hindlll, Xhol, BamHI, Bsu36l, Pacl
RNase A

SuperScript™ reverse Transkriptase

New England Biolabs Inc. (NEB)

Invitrogen, Life technologies

2.1.9 Puffer und Lésungen fur molekularbiologische Arbeiten

STET - Puffer

Cetyltrimethylammoniumbromid-
(CTAB) Lésung

TE - Puffer

Lysispuffer zur Gewinnung von gDNA

8 % (wiv) Saccharose

1 % (viv) TritonX 100

50 mM EDTA

50 mM Tris/HCI, pH 8,0

Lagerung bei 4 °C

5 % (Wiv) CTAB in Hz0

Lagerung bei 37 °C

10 mM Tris/HCI, pH 8,0
1 mM EDTA

100 mM Tris/HCI pH 8,5
5mM EDTA

200 mM NaCl

0,2 % SDS
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RNase A

Tris-Acetat-EDTA (TAE) — Puffer

50x Stammlésung

GelRed-Firbelosung

20 pg/ml SLin TE

242 g Tris base

57,1049 Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0

auf 1 L mit A.dest auffiillen

1x TAE Puffer vor Gebrauch herstellen

5ml 1M NaCl
45 ml A. bidest.
15 ul GelRed

2.1.10 Puffer und Losungen fiir mikro- und zellbiologische Arbeiten

Luria-Bertani (LB) - Medium

LB - Agar

Antibiotika

S.0.C. Medium

Super Optimal Broth with Catabolite

Repression

1,0 % Bacto Trypton
0,5 % Hefeextrakt
1,0 % NaCl

pH 7,0 mit 1N NaOH eintstellen und

autoklavieren

1,0 % Bacto Trypton
0,5 % Hefeextrakt
1,0 % NaCl

pH 7,0 mit 1N NaOH eintstellen

2,0 % Agar-Agar

autoklavieren

Ampicillin
2% Bacto-Trypton
0,5 % Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5mM KCI
Lésung sterilisieren
10 mM MgCl2
20 mM Glukose
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2.1.11 Puffer und Losungen fiir Proteinbiochemie

2.1.11.1 Puffer fiir die Gewinnung von Proteinproben

Lowry L6sung 1

Lowry LOosung 2

0,98 ml
0,01 ml
0,01 ml

0,01 ml

2.1.11.2 Puffer fiir SDS-PAGE und Western blot

Probenverdiinnugspuffer

Gellaufpuffer nach Laemmli

Transferpuffer nach Laemmli

1x PBS

Waschpuffer

Blocklosung in Waschpuffer

Ponceau-Rot

20 mM

2 mM

20 %
2%

160 mM
6 M

0,1 mg/mi

25 mM
192 mM
1%

0,25 M
1,92 M
10 %

140 mM
10 mM
3 mM

0,1 N NaOH + 2 % NaCOs

2%
0,5 %

50 %

Kalium-Natrium-Tartrat
CuSOq4

Folin-Ciocalteaus-
Phenolreagenz

1:1 in A.bidest

Tris/HCI, pH 6,8
EDTA

Glyzerin

SDS (viv)

DTT

Harnstoff

Bromphenolblau

Tris, pH 8,0
Glycin
SDS

Tris
Glycin
99,9 % EtOH

NaCl
PO4
KCI

1 Tablette in 500 ml A. bidest gel6st

1X
0,1 %

5%

0,5%
1,0 %

PBS

Tween 20

Magermilchpulver

Ponceau S

Essigsaure
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Superlumi 150 pl Lumigen™ Lésung A
150 pl Lumigen™ Losung A
A+B auf 10 ml A. bidest

2.1.12 Puffer und Lésungen fiir Membranfarbung

Natriumacetat - Puffer 100 mM Natriumacetat
pH 5,5 mit 1N NaOH
in A. bidest

Natriumperiodat - Losung 10 mM Natriumperiodat
in 1x PBS

immer frisch ansetzen

EZ-Link® Biotin-Hydrazid 1 mM Biotin-Hydrazid
in Natriumacetat- Puffer

immer frisch ansetzen

Ammoniumchlorid - Puffer 267 g Ammoniumchlorid

in 100 ml 1x PBS 4°C Lagerung

2.1.13 Puffer und Lésungen fur Immunfluoreszenz

Paraformaldehyd 4 % (wiv) Paraformaldehyd
bei 60 °C in 1x PBS fir 2 h I6sen

sterilfiltrieren, frisch ansetzen

Blocklésung 5 % (w/v) BSA
in 1x PBS

Inkubationslésung 1 % (w/v) BSA
in 1x PBS

2.1.14 Zelllinien

Zellinie Spezies Anbieter
HEK293 Mensch Life Technologies

(human embryonal kidney cells)

NRKM Ratte Primarzellen: prapariert von Frau Hempel
(E.R.D.E. e.V.) oder Herrn Wallukat

(neonatale Rattenkardiomyozyten)

S$f9- Insektenzellen Insekten Life Technologies

(Ovarzellen von Spodoptera frugiperda)
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2.1.15 Kits
Kit
DNA extraction kit
EndoFree® Plasmid Maxi Kit

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

innuPREP Gel extraction kit
Peglab Gold (PCR-Mastermix)
pOET expression Kit

RNase free DNase Set

RNeasy® Mini-Kit

2.1.16 Gerate

Anbieter

Invitek (Stratek)

Qiagen

Applied Biosystems

Analytik Jena

Peqglab

Oxford Expression Technologies
Qiagen

Qiagen

Wenn nicht gesondert im Protokoll erwahnt, dann wurden folgende Gerate verwendet:

Gerat

Analysewaage Typ41
BioDoc Gelanalysesystem
Biofuge 15

Blotting Apparatur (semi-dry)
CO2-Brutschrank

Elektrophoreseapparatur (PowerPac300)

Gene Pulser™
Konfokalmikroskop LSM700
Lichtmikroskop CK2 ULWCD 0.30
Mikro 120 Zentrifuge

Multifuge 15-R Zentrifuge
PCR-Gerat (QRT-PCR)
PCR-Gerét (RT-PCR)

Schuttler (CERTOMAT® HK)
Spektrophotometer (UV-2401 PC)
Thermoblock: Thermostat TCR 100
Thermoschuttler 5436

Vortexer

Waage SI-2002

2.1.17 Software

Software

Hersteller

Kern

Biometra

Haereus

BioRad

Biometra

BioRad

BioRad

Carl Zeiss

Olympus

Hettich

Thermo Scientific
Applied Biosciences
Techne

B. Braun

Shimadzu

Carl Roth
Eppendorf

Janke & Kunkel IKA-Labortechnik

Denver Instruments

Anbieter
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Ape (Universal)

ChemSketch

Clustalw2

EndNote X5

GraphPad Prism 5.0d

lllustrator CS4

MS Office 2011

Primer Express 3.0

Sequence manipulation suite (SMS)
PAWS Statistics 18

http://bioweb.biology.utah.edu/jorgensen/wayn
ed/ape/

Advanced Chemistry Development, Inc.
(ACD/Labs)

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
Thomson Reuters

GraphPad Software Inc.

Adobe

Microsoft

Applied Biosystems
http://www.bioinformatics.org/sms2/index.html
SPSS Inc.
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2.2 Methoden zur klinischen Studie

OMEICOS-Studie (CCB-KARD-09-01) / EudraCT-Nr.: 2009-013258-33
Studienort: ECRC, Berlin-Buch
Studienleiter: Dr. med. R. Fischer

Priifarzte: Dr. med. R. Fischer, Dr. med. H. Mehling, P. Kast, C. Schréder

2.2.1 Studiendesign

In einer monozentrischen klinischen Studie mit 10 weiblichen und 10 mannlichen
gesunden Teilnehmern im Alter zwischen 23 und 47 Jahren wurde durch Gabe von
Omacor®-Kapseln (480 mg EPA + 360 mg DHA) der Einfluss der Erndhrung auf das
endogene CYP-Eicosanoidprofil untersucht. Es wurde eine offene Studie ohne
Kontrollgruppe gewahlt, da der primare Zielparameter relativ unempfindlich
gegenuber Stoérvariablen ist. Zielparameter war eine Veranderung des n-3/n-6

Verhaltnisses von CYP-Eicosanoiden in Erythrozyten nach Gabe von Omacor®.

Die Probanden bekamen fiir vier Wochen 1 g Omacor® pro Tag und vier weitere
Wochen 2 g Omacor® pro Tag. AnschlieBend wurde das Medikament abgesetzt und
die Probanden fur weitere acht Wochen beobachtet. Eine Woche vor Studienbeginn
sowie in den Wochen 1, 4, 8, 9 und in Woche 16 nach Behandlungsbeginn wurden
Blutproben (morgens, im nichternem Zustand) und Urinproben (24 h Sammelurin)

gewonnen und wie im folgenden Abschnitt beschrieben analysiert.

2.2.2 Aufarbeitung und Messung der Proben

Die Aufarbeitung der Proben erfolgte wie in Arnold et al. [109] beschrieben. 500 pl
Plasmaprobe wurde mit internem Standard versetzt und eine alkalische Hydrolyse
durchgefiihrt. Die alkalische Hydrolyse diente dem Herauslésen veresterter
Fettsauren (u.a. CYP-Metabolite) aus Glycerophospholipiden und Lipoproteinen. Zur
Aufkonzentration und Aufreinigung der Metabolite aus den Proben wurde eine
Festphasenextraktion durchgefihrt. Die von der Saule eluierten Metabolite wurden
unter Stickstoffbegasung verdampft und in Acetonitril aufgenommen. Die Proben
standen so einer Analyse mittels LC-MS/MS zur Verfugung. Die Urinproben (2 ml)
wurden mit 0,2 mg B-Glucuronidase von E. coliin 0,1 M Phosphatpuffer (pH 6,8), der
1 mg/ml Rinderserumalbumin enthielt, fir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Danach
wurde der pH mit Essigsdure auf 6,0 eingestellt und die Metabolite mittels

Festphasenextraktion wie oben beschrieben extrahiert.

Zur Untersuchung des Supplementations-Effektes auf die Bildung von Leukotrienen

und Prostanoiden wurde deren de novo Synthese mit einem Ca?*-lonophor (A23187,
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Sigma Aldrich) in heparinisierten Vollblutproben stimuliert. Dazu wurden 7,5 ml
Vollblut der Probanden mit 50 yM Ca?*-lonophor fir 30 min bei 37 °C im
Wasserbadschuttler inkubiert. Danach wurden die Proben 10 min bei 4 °C und
3000 rpm zentrifugiert, um Plasma fur die weitere Aufarbeitung (siehe oben) zu

gewinnen.

Die oben beschriebene Aufarbeitung der Plasmaproben erfolgte durch Christel
Andrée (AG Schunck) und die Aufarbeitung der Urinproben durch Inci Dogan
(Lipidomix GmbH). Die Messung des Metabolitenprofils mittels LC-MS/MS wurde von
der Firma Lipidomix GmbH (Berlin, Deutschland) durchgefihrt.

Die Zusammensetzung der Fettsauren wurde nach der Methode zur Bestimmung des
HS-Omega-3 Index® aus Erythrozytenproben von der Firma Omegametrix GmbH
(Martinsried, Deutschland) bestimmt [176]. Dazu wurden Fettsaure-Methylester
mittels saurekatalysierter Umesterung (direkte saure Hydrolyse mit anschlieRender
Transmethylierung) hergestellt und dann gaschromatographisch gemessen. Unter
folgenden Link finden Sie eine genaue Beschreibung dieser Methode:
http://www.patent-de.com/20090924/DE102009021678A1.html

2.2.3 Definition von Omega-3 Index und CYP-Eicosanoid-Index

Der sogenannte Omega-3 Index berechnet sich aus der Summe von EPA und DHA
als prozentualer Anteil an den Gesamtfettsauren in Erythrozyten. Der Gehalt an
omega-3 PUFAs in Erythrozytenmembranen korreliert mit dem Anteil in anderen
Geweben und Organen, u.a. im Herzen. Der Omega-3 Index in Erythrozyten kann
also als Malf fur den n-3 Fettsaurestatus in Herzgewebe dienen [43] und gibt bei der
durchgefiihrten klinischen Studie Auskunft Gber den omega-3 Fettsaurestatus der

Probanden zu allen Untersuchungszeitpunkten der Studie.

Der CYP-Eicosanoid-Index hingegen definiert sich als Ratio aus der Summe von
(EEQs+Diole) und (EDPs+Diole) Uber (EETs+DHETs) und gibt Auskunft Gber den
Status an CYP-abhangigen Metaboliten, die aus EPA und DHA hervorgegangen sind.
Da in Erythrozyten auch CYP-unabhangig Epoxymetabolite entstehen kdnnen, wurde
der CYP-Eicosanoid-Index nur aus den Plasma- und Urinproben der Probanden

bestimmt.

2.2.4 Messung klinischer Risikofaktoren

RoutinemaRig wurden zu allen Zeitpunkten auch klinische Parameter wie das
Kdrpergewicht, der Blutdruck, Plasmatriglyzeride und ein Elektrokardiogramm sowie

Nahrungsgewohnheiten dokumentiert.
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2.3 Molekularbiologische und gentechnische Methoden

2.3.1 RNA-Isolation

Zur Gewinnung von RNA aus Geweben wurde ein Aliquot pulverisierten Gewebes mit
dem Lysisreagenz QlAzol (Qiagen) und 2,8 mm grofen Keramikktgelchen versetzt
und mittels Precelly24 Homogenisator (Peglab) homogenisiert. Nach einer
Zentrifugation wurde die RNA-enthaltende wassrige Phase in Saulen aus dem
RNeasy Kit (Qiagen) tberfuhrt. Bei Zellen erfolgte der Zellaufschluss durch einmalige
Zentrifugation durch Shredder-Saulen (Qiagen) der Zellsuspension in RLT-
Lysispuffer, der mit 10 ul/ml R-Mercaptoethanol versetzt war. Der Durchlauf wurde
auf Spin-Saulen aufgetragen. Nach dem ersten Waschschritt wurde auf der Saule ein
DNase-Verdau (RNase free DNase Set, Qiagen) durchgefuhrt. Alle weiteren Schritte
erfolgten nach Protokoll des Herstellers. Die Qualitadt und Quantitat der praparierten
RNA wurden mittels Spektrophotometer (Nanodrop) bei einer Wellenlange von
260 nm ermittelt. Die dauerhafte Lagerung der RNA-Proben erfolgte bei -80 °C.

2.3.2 cDNA-Synthese

Fir RT-PCR: Die reverse Transkription wurde mit oligo-dT2 Primern und
SuperScript™ reverse Transkriptase (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers
durchgefihrt. 1 ug aufgereinigte Gesamt-RNA (RNAeasy Kit, Qiagen) pro Probe

diente als Vorlage fiir jede Reaktion.

Fir gRT-PCR: Die reverse Transkription erfolgte nach Protokoll des Herstellers mit
dem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Life
Technologies), das Radom-Primer fiir die Transkription enthielt. Zur Umschreibung

wurden 2 ug aufgereinigte Gesamt-RNA (RNAeasy Kit, Qiagen) verwendet.

2.3.3 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Die fur die PCR notwendigen Primer wurden mit Hilfe des im Internet frei
zuganglichen Programms Pimer-BLAST von NCBI entwickelt (siehe Liste der
verwendeten Primer unter 2.1.2). Die RT-PCR wurde mit Chemikalien von Peglab
durchgefuhrt. Bei jeder PCR wurde eine Wasserkontrolle als Negativkontrolle
mitgefuhrt. Die PCR bestand, wenn nicht anders angeflihrt, aus 38 Zyklen mit einer
initialen Denaturierung von 10 min bei 95°C, dem Aufschmelzen (30 sec, 95 °C), der
Anlagerung (30 sec, entsprechende Anlagerungstemperatur), der Elongation (45 sec,
72 °C) und einer finalen Verlangerung (72 °C fur 5 min, 4 °C). Die

Anlagerungstemperatur errechnete sich nach folgender Formel:
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Tm (°C) = 69,3 + (0,41*GC) - (650/L) — 5

Tm = Anlagerungstemperatur; GC = prozentualer Anteil von G und C in der

Primersequenz und L = Lange des Primers.

2.3.4 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Quantitative RT-PCR wurde unter Nutzung eines Man® Fast Universal PCR
Mastermix (Applied Biosystems) am 7500 Fast Real-time PCR System durchgefihrt
(Applied Biosystems). Zur Analyse von cDNA-Proben mittels qRT-PCR wurden
Primer mit Sonden mit Hilfe des Programms Primer Express 3.0 entworfen
(verwendete Primer siehe 2.1.3) und das Messprotokoll nach Angaben des
Herstellers durchgefihrt. Pro Probe wurden 0,2 ng cDNA verwendet. Die Proben
wurden in biologischen Triplikaten und je nach Probenaufwand in technischen
Duplikaten oder Triplikaten gemessen. Fur die Normalisierung der Proben wurde die
Expression des Referenzgens 18S in den gleichen Proben gemessen. Die

Quantifizierung der Proben erfolgte nach der Methode der relativen Standardkurve.

2.3.5 Restriktionsverdau

Ein Restriktionsverdau von Plasmid-DNA und PCR-Fragmente wurde mit
Endonukleasen von NEB nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.

2.3.6 Agarose-Gelelektrophorese

Je nach GroRe der aufzutrennenden DNA aus einer Probe wurde der Gehalt an
Agarose und die Agarosesorte ausgewahlt. Fir eine Gelelektrophorese mit
Plasmiden wurde ein 1 - 1,5 %tiges Gel mit NEEO-Agarose (Carl Roth) in 1x TAE-
Puffer angesetzt. Zur Analyse von kleineren Fragmenten (< 1000 bp) wurden 2 %tige
Gele mit High Resolution Agarose (Carl Roth) angefertigt. Die Gele liefen fur 60 min
bei 75 - 100 V in 1x TAE-Puffer. Fur die Analyse der DNA im Gel wurde das Gel mit
einem DNA-interkalierenden Farbstoff (GelRed, Biotum) fiir 15 min gefarbt und unter
UV-Licht die DNA-Banden sichtbar gemacht. Es erfolgte eine Aufnahme des Gels mit

dem BioDoc Gelanalysegerat von Biometra zur Dokumentation.

2.3.7 DNA-Gelextraktion

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurde zunachst ein Agarosegel mit der zu
isolierenden DNA-Probe laufen gelassen. Das Gel wurde wie unter 2.3.6 beschrieben
gefarbt und dann unter UV-Licht die entsprechende Bande mit einem Skalpell aus
dem Gel ausgeschnitten. Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus einem Gelstuck

erfolgte mit entsprechenden Kits von innuPREP Analytik Jena. Die Aufarbeitung der
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Probe erfolgte nach jeweiliger Anleitung des Kit-Herstellers. Welches Kit verwendet

wurde, wird im Folgenden genau gekennzeichnet.

2.3.8 Ligation

Fir die Ligation wurde T4-Ligase (NEB) nach Angaben des Herstellers verwendet.
Der folgende Ligationsansatz (20 pl) wurde fir 1 h bei RT inkubiert:

5pul  ca. 300 ng geschnittener Vektor
2yl Oligonukleotide

2yl Ligationspuffer

1ul Polyethylenglykollésung

1ul T4 Ligase

9ul  Wasser

2.3.9 Transformation von E.coli —Zellen mittels Elektroporation

Zur Transformation von Plasmiden in E.coli-Zellen wurde der elektrokompetente
Stamm TOP10 verwendet. 40 pl dieser Zellen wurden in eine auf Eis vorgekinhlte
Elektroporationsklvette Uberfihrt und, wenn nicht anders vermerkt, mit 2 pl
Plasmid/Ligationsansatz versetzt. Es folgte eine Inkubation von 1 min auf Eis. Die
Elektroporation wurde bei 2,25 kV, 25 yF, 200 Ohm durchgefihrt. Danach wurde der
Ansatz in 1 ml S.0.C.-Medium tberfiihrt und eine Stunde bei 37 °C geschdittelt. 20 pl,
50 ul (jeweils auf 100 pl mit S.0.C.-Medium aufgefillt) und 100 ul des Ansatzes
wurden auf LB-Agarplatten ausplattiert, die 50 pg/ml Ampicillin enthielten. Die
Inkubation der Platten erfolge bei 37 °C Uber Nacht.

2.3.10 Plasmidpraparation nach der CTAB-Methode

Fur die Praparation von Plasmiden wurden entsprechende Einzelkolonien mit sterilen
Zahnstochern von den Platten gepickt und in 2 ml LB-Medium (50 ug/ml Ampicillin)
fir 16-18 h schittelnd inkubiert. 1,5 ml der Ubernachtkulturen wurden fiir die
Plasmidpraparation in 1,5 ml MikroreaktionsgefalRe tiberfihrt und fir 1 min bei 13000x
g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das entstandene Pellet in 200 pl
STET-Puffer resuspendiert. Durch Zugabe von 10 pl Lysozym und Inkubation von
5 min bei Raumtemperatur wurden die Zellen aufgeschlossen. Die Inaktivierung des
Enzyms und Abtrennung von der genomischen DNA erfolgte mittels einer Inkubation
bei 95 °C fur 1 min. Anschliel’end wurden die Proben 10 min bei 13000x g zentrifugiert
und das Zelltrummer- und Protein-enthaltende Pellet mit Hilfe eines sterilen
Zahnstochers entfernt. Die Zugabe von 8 ul kationischen Tensid CTAB bewirkt eine
selektive Fallung der Plasmid-DNA und damit einhergehende Trennung von

Proteinen und/oder Endotoxinen [177]. Nach einer Zentrifugation von 5 min bei
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13000x g wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 300 ul NaCl (1,2 M)
resuspendiert und 750 ul Ethanol (99,9 %, raumtemperiert) hinzugegeben. Erneut
wurden die Proben fiir 10 min bei 13000x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und diesmal das Pellet mit 1000 pl Ethanol (70 %) gewaschen. Es folgte ein letzter
Zentrifugationsschritt bei 13000x g fiir 10 min. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet getrocknet. Die getrockneten Proben wurden in 40 ul TE-Puffer
aufgenommen, der zur Entfernung von RNA mit RNaseA (Stammlésung 10 mg/ml in

Wasser; ce = 2 ul/ml) versetzt war, und fir 20 min bei 37 °C inkubiert.

2.3.11 Bestimmung von Quantitit und Qualitét isolierter DNA

Zur Bestimmung der Plasmidkonzentration wurde mit einem Spektralphotometer ein
Spektrum von 220 nm bis 300 nm aufgenommen. Fur die Messung wurde 1 pl
Plasmid auf 50 pl doppelt destilliertem Wasser (ddH20) in eine Quarzkivette pipettiert
und zuvor mit ddH2O eine Grundlinie erstellt. Der Absoptionswert bei 260 nm wurde
zur Konzentrationsberechnung verwendet. Eine ODzgonm Von 1 entspricht 50 ug/ml

Plasmid bzw. doppelstrangiger DNA.

Die Ratio aus OD2sonm/ OD2gonm gibt Auskunft Uber die Reinheit der isolierten DNA.

Werte zwischen 1,8 und 2,0 stehen fiir eine hohe Reinheit der DNA-Praparation.

Weiterhin kann die DNA-Menge mit Hilfe eines Mengenstandards von AGOWA (LCG
Genomics, Berlin) im Agarosegel abgeschatzt werden. 1,2 pl des Standards

entsprechen 100 ng DNA.

2.3.12 Plasmidpraparation fiir eine Transfektion

Um gentigend Plasmid flr eine Transfektion bereitzustellen, das auch Endotoxin-frei
ist, wurde Plasmid in E.coli-Zellen amplifiziert und nach Angaben des Herstellers mit

einem Kit aufgereinigt (EndoFree® Plasmid Maxi Kit, Qiagen).

2.3.13 Sequenzierung

Die Vorbereitung der Proben fiir eine Sequenzierung erfolgte nach Vorgaben des
Dienstleisters AGOWA, LCG Genomics, Berlin.

2.3.14 Klonierung des Rezeptorkandidaten GPR22

Fur die Klonierung des Rezeptors wurde die kodierende Sequenz von GPR22 aus
genomischer DNA humaner Proben mittels PCR extrahiert. Als Vorwartsprimer wurde
die Sequenz 5...TAGCTAGCACCATGTGTTTTTCTCCCATTCTGGAA...3’
verwendet und als Rickprimer die Sequenz 5’.. TACTCGAGCTAGTCTGTGACA-
ACCTGAGGCACTAAA...3'. Die kodierende Sequenz wurde mit Hilfe des TOPO-TA
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Cloning Kits (Invitrogen) amplifiziert und dann fur die Expression in verschiedene

Expressionsvektoren (pFastBac oder pcDNA3) eingebracht.

2.3.15 Codon-Optimierung

Fir eine verbesserte heterologe Expression wurde die GPR22-cDNA optimiert. Daflr
wurden die Codons innerhalb der kodierenden Region mit haufiger verwendeten
Codons, die fur die gleiche Aminosaure kodieren, ausgetauscht (siehe Appendix
Abbildung 58). Eine solche Veranderung fuhrt zur verbesserten und beschleunigten
Translation und erhéht zudem die Stabilitat der mMRNA. Die Codon-Optimierung wurde
von der Firma GeneArt durchgefiihrt und dann die Codon-optimierte GPR22-
Rezeptorsequenz in einem Vektor zur Verfigung gestellt (GPRopt_pMA; 5 ug
lyophylisiert).

3326 Sfil (2
3316 Ascl (
3308 Sacl (

3302 BamHI (

3281 Bsu36l (1) ||

)
1)
1)
1)

544 Pvul (1)
AmpR 129...989

MA_GPRopt
P 3690 bp P

GPRopt 2000...3301
2457 Ncol (1)

Col\E\origin 1137...1804
1988 Hindlll (
1982 Kpnl (1)
1972 Pacl (1)
1957 Sfil (2)

Abbildung 4: pMA-Vektor mit Condon-optimierter Sequenz von GPR22 (GPRopt).
Die GPRopt-Sequenz flankieren verschiedene Restriktionsschnittstellen.

2.3.16 Anbringen einer Melittinsignalsequenz an GPRopt-Sequenz
Um die Melittinsignalsequenz in den pMA-Vektor einzufiigen, wurde der Vektor

zunachst durch einen Verdau mit Pacl und Hindlll linearisiert.

Tabelle 5: 50 pl Spaltansatz zur Linearisierung des pMA-Vektors mit GPRopt-Sequenz.

20 pl (2 pg) pMA-Vektor mit GPRopt

5ul NEB Puffer 2

2yl Pacl

2yl Hindlll

0,2 pl BSA (Stammlésung von NEB 100x)
21 ul Wasser
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Dieser Linearisierungsansatz wurde fir 90 min in einem Thermoblock bei 37 °C
inkubiert. Der gesamte Spaltansatz (50 ul) wurde mit 8 pl Loading-Puffer versetzt und
auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen. Die ca. 4 kb grofe Bande wurde aus dem
Gel ausgeschnitten und nach Anleitung des innuPREP Gel Extraction Kits von
AnalytikJena aufgereinigt. Der linearisierte Vektor wurde am Ende der Aufreinigung
in 40 pl Elutionspuffer aufgenommen und die Extraktions-Saule anschlieRend

nochmals mit 10 ul Elutionspuffer gespdilt.

In Abbildung 5 ist die Sequenz des Oligonukleotids zur Klonierung mit der
Melittinsignalsequenz (grau markiert) zu sehen. Die Enden des Oligonukleotids waren
mit entsprechenden Uberhdngen versehen, um eine Ligation mit dem Vektor zu
ermoglichen. Mit erfolgreichem Einbringen der Signalsequenz wurde die Hindlll-
Schnittstelle (magenta) zerstort, wahrend die Restriktionsschnittstelle Pacl (blau)
nach Einbringen des Oligonukleotids erhalten blieb. Zusatzlich wurde Xhol (gelb) als
neue Restriktionsschnittstelle eingefugt. Xhol war fur die spatere Umklonierung der
modifizierten GPR22-Sequenz in den Expressionsvektor pcDNA 3.1 (-) fir

Saugerzellen bzw. den Transfervektor pOET2 fiir Insektenzellen notwendig.

57... TAACTCGAGAAAATGAAATTCTTAGTCAACGTTGCCCTTGTTTTT.. .3’
37 ... TAATTGAGCTCTTTTACTTTAAGAATCAGTTGCAACGGGAACAAAAA. . .5’
57 ... ATGGTCGTATACATTTCTTACATCTATGCGGCCGCT ... 37

37 ... TACCAGCATATGTAAAGAATGTAGATACGCCGGCGA ...h7

Abbildung 5: Oligonukleotid mit Melittinsignalsequenz.
Die Mellitinsignalsequenz (grau) ist von folgenden Restriktionsschnittstellen flankiert: Pacl
(blau), Xhol (gelb) und Hindlll (magenta).

Bevor die Sequenz in den pMA-Vektor ligiert werden konnte, wurden die
Einzelstrange der Melittinsequenz tragenden Oligonukleotide aneinander angelagert.
Dazu wurden je 2 ul (100 pmol) vorwarts und rickwarts Oligonukleotide mit 46 ul
1x TAE versetzt und fir 5 min bei 90 °C inkubiert. Danach wurde der Ansatz auf
Raumtemperatur abgekuihlt (ca. 90 min). 1 pl des Ansatzes enthielt 2 pmol der

doppelstrangigen Oligonukleotide.

Die Ligation erfolgte wie in Abschnitt 2.3.8 beschrieben. Mit 2 pl des
Ligationsansatzes wurde eine Transformation in elektrokompetente E.coli-Zellen
durchgefiihrt (Abschnitt 2.3.9). Die Zellen wurden auf LB-Agar ausplattiert und bei
37 °C inkubiert. Fir eine Plasmidpraparation nach der CTAB-Methode (Abschnitt
2.3.10) wurden einzelne Klone von den Platten gepickt und Gber Nacht in einer LB-
Schuttelkultur inkubiert. Ausgewahlte Plasmide wurden sequenziert (AGOWA, LCG

Genomics, Berlin).
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Mittels CTAB-Methode gewonnenes Plasmid wurde zur Begutachtung auf ein Gel
aufgetragen und aulerdem eine Testspaltung durchgefihrt. Fir die Testspaltung
wurden die Schnittstellen Xhol (neu eingefiigt) und BamHI verwendet. Die daraus
entstandenen Fragmente wurden mit einer Gré3e von 1,3 kb und 2,4 kb vorhergesagt.

Im Folgenden ist der Spaltansatz dargestellt:

Tabelle 6: Ansatz fiir eine Testspaltung des GPRopt und Melittinsignalsequenz
entahltenen pMA-Vektors

3,0 ul DNA aus Plasmidpraparation
1,0 ul NEB Puffer 3
1,0 ul Xhol
1,0 ul BamHI
0,1 ul BSA (Stammlésung von NEB 100x)
5,0 ul Wasser
PacI XhoT Start Melittin
57 .. M K F L V N V A L V F M V V Y..3'

5’ . .TTAATTAACTCGAGAAAATGAAATTCTTAGTCAACGTTGCCCTTGTTTTTATGGTCGTAT. .3’
Start GPRopt

5.. I s Y I Y A A A E L A T M C F s P I L E..3

57. .ACATTTCTTACATCTATGCGGCCGCT_GCCACCATGTGCTTCAGCCCCATCCTGG. .37

Abbildung 6: pMA-Vektor mit Melittin-Signalsequenz und entsprechenden Ubergang
zur GPRopt-Sequenz.
Das Alignment wurde mit Hilfe von http://nadv.herokuapp.com/ erstellt.

2.3.17 Einbringen eines 6x HisTags in die GPRopt-Sequenz

Plasmide, die nach Sequenzierung die richtige Melittinsequenz enthielten, wurden flr
weitere Klonierungsschritte verwendet. Folgend ist die Oligonukleotidsequenz zu

sehen, die das 6x HisTag tragt (grau).

57 ... TGGTGACAGACCATCACCATCATCATCACTGA G M
37... ACCACTGTCTGGTAGTGGTAGTAGTAGTGACT ... 57

Abbildung 7: Oligonukleotid mit 6x HisTag.
Das Oligonukleotid mit dem 6x HisTag (grau) ist von folgenden Restriktionsschnittstellen
flankiert: Bsu36l (blaugriin) und BamHI (rot).

Mit Hilfe der Restriktionsenzyme Bsu36l und BamHIl wurde der pMA-Vektor

linearisiert, folgend der Spaltansatz:
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Tabelle 7: 30 pl Spaltansatz zur Offnung des pMA-Vektors, um eine Ligation mit dem 6x
HisTag Oligonukleotid durchzufiihren.

25 ul pMA-Vektor mit GPRopt + Melittin
3ul NEB Puffer 3 + BSA

1 ul Bsu36l

1l BamHlI

Der Spaltansatz wurde fiir 90 min in einem Thermoblock bei 37 °C inkubiert. Der
gesamte Spaltansatz (30 pl) wurde mit Loading-Puffer versetzt und dann eine
Gelelektrophorese (1 % Agarosegel) durchgefiihrt. Die ca. 3,7 kb grof3e Bande wurde
aus dem Gel ausgeschnitten und nach Anleitung des innuPREP Gel Extraction Kits
(Analytikdena) aufgereinigt. Der linearisierte Vektor wurde am Ende der Aufreinigung
in 40 ul Elutionspuffer aufgenommen. Aufgereinigter Vektor wurde fir eine
Amplifikation in E.coli-Zellen verwendet und mittels CTAB-Methode (Abschnitt 2.3.10)

Plasmid prapariert.

Folgend ist die GPRopt-Sequenz gezeigt, die nach Klonierung nun am 3’-Ende ein 6x

HisTag eingefligt hat:

Bsu36l 6x HisTag * BamHI
5VvV_P QV V TDHHHHHH* .3

5. .GTGCCI@RBEBTGGTGACAGACCATCACCATCATCATCACTGABEBEMIE@CGAGC..3’

Abbildung 8: Eingefiigtes 6x HisTag am 3’-Ende der GPRopt-Sequenz.
Das Alignment wurde mit Hilfe von http://nadv.herokuapp.com/ erstellt.

2.3.18 Umklonierung von modifiziertem GPRopt in pcDNA 3.1(-) und pOET2

Um die veranderte Rezeptorsequenz in Sauger- oder Insektenzellen heterolog zu
exprimieren, war es notwendig die Sequenz in einen dafur geeigneten Vektor zu
klonieren. Abbildung 9 A zeigt den verwendeten Expressionsvektor pcDNA 3.1 (-) von
Invitrogen flr eine Saugerzellexpression. Abbildung 9 B zeigt den Baculovirus-

Transfervektor fur eine Expression in Insektenzellen (pOET2).
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Abbildung 9: Verwendete Klonierungsvektoren.

pcDNA 3.1 (-) fir eine heterologe Expression in Saugerzellen (A) und der Transfervektor
pOET2 fiir die Insektenzellexpression (B). Fir die Umklonierung wurden die Vektoren jeweils
mit Xhol und BamHI geschnitten, siehe ,multiple cloning site* in den Vektoren.

Fur die Umklonierung wurde die modifizierte GPRopt-Sequenz im pMA-Vektor mit
den Restriktionsenzymen Xhol und BamHI ausgeschnitten, Uber eine
Gelelektrophorese im Agarosegel isoliert und die DNA aus dem Gel extrahiert
(Abschnitt 2.3.7). Auch pcDNA 3.1 (-) und pOET2 wurden mit Xhol und BamHI
geschnitten und Gber ein Gel aufgereinigt. AnschlieRend wurden die Fragmente durch
Ligation miteinander verbunden und in TOP10 elektrokompetente E.coli-Zellen
transformiert. Die in E.coli-Zellen amplifizierten Plasmide wurden vor der Transfektion
in Sauger- bzw Insektenzellen mit dem EndoFree® Plasmid Maxi Kit (Qiagen)
aufgearbeitet (Abschnitt 2.3.12).

2.4 Mikro- und zellbiologische Arbeiten

2.4.1 Kultivierung von E. coli

E.coli-Zellen wurden sowohl in LB-Medium als auch auf LB-Agarplatten kultiviert (zum
Ansetzen der Losungen siehe Abschnitt 2.1.10). Plattenkulturen wurden bei 37 °C
Uber Nacht bebritet. Fur Flussigkulturen wurden einzelne Kolonien von der Platte in
2 ml LB-Medium Uberfiihrt und (iber Nacht bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Uber die

Zugabe von 50 ug/ml Ampicillin erfolgte eine Selektion Plasmid-tragender Zellen.
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2.4.2 Kultivierung von Sf9-Zellen

SfO9-Insektenzellen wurden in SF-900TM Il -Medium (life technologies), welches
zusatzlich mit 10 % hitzeinaktiviertem fotalen Kalberserum und 100 U/ml Penicillin
sowie 100 pg/ml Streptomycin (jeweils Invitrogen) versetzt war, kultiviert. Fir die
Stammhaltung wurden die Zellen alle zwei Tage passagiert. Zum Umsetzen der
Zellen wurde zunachst mit Hilfe einer Neubauerkammer die Zellzahl der Kultur
ermittelt. Fur die Zahlung wurden die Zellen 1:1 mit Trypanblau (Sigma) gefarbt, um
vitale von toten Zellen zu unterscheiden. Vor dem Umsetzen sollte die Zellzahl nicht
mehr als 2,5x 108 Zellen/ml betragen, damit sich die Zellen noch in der
logarithmischen Wachstumsphase befinden. Fur eine Weiterkultivierung wurden die
Zellen nach der Zahlung entsprechend mit Medium auf 0,5 x 108 Zellen/ml eingestellt.
100 ml dieser Zellsuspension wurden dann in einen sterilen 500 ml-Erlenmeyerkolben
Uberfiihrt. Die Haltung der Zellen erfolgte in Schuttelkulturen bei 27 °C und 120 rpm
(CERTOMAT® HK, B. BRAUN).

Fir die Vermehrung von Baculoviren, die Virustiterbestimmung, sowie die
Proteinexpression  (GPRopt) wurden Zellen aus der logarithmischen

Wachstumsphase (2 x 108 Zellen/ml) verwendet.

2.4.3 Herstellung rekombinanter GPRopt/Baculoviren

Zur Herstellung von Baculoviren wurde das flashBACULTRA-System von Oxford
Expression Technologies verwendet. Dazu wurde die modifizierte GPRopt-
Rezeptorsequenz in den Transfervektor pOET2 kloniert (siehe Abschnitt 2.3.18). Fir
die Transfektion von Insektenzellen wurde in E.coli amplifizerter und aufgereinigter
Vektor verwendet. 1 h vor Transfektion der Sf9-Zellen wurden 1 x 108 Zellen in 2 ml
Medium auf eine 35 cm Schale ausgesat. In der Zwischenzeit wurde der

Transfektionsansatz vorbreitet:

1 ml Serum- und Antibiotika-freies Medium
5l Transfektionsmittel Lipofectin® (Invitrogen)
5l flashBAC DNA (enthalt ,bacterial artificial chromosome® (BAC), 5 l

entsprechen 100 ng)

500 ng Transfervektor (pOET2 mit modifiziertem GPRopt bzw. zur Kontrolle ohne
GPRopt = Leervirus)

Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Kurz vor Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen sanft mit Serum- und
Antibiotika-freiem Medium gewaschen und dann tropfenweise mit dem
Transfektionsansatz versehen. Die transfizierten Zellen wurden tber Nacht bei 27 °C

inkubiert und am folgenden Tag erneut mit 1 ml Medium versetzt und so weitere 5
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Tage kultiviert. Wahrend der ersten Inkubationszeit erfolgte ein homologe
Rekombination des Zielgens in die Virus-DNA, wodurch rekombinanter Virus
entstand. Nach funf Tagen Inkubationszeit der Sf9-Zellen mit rekombinanten Virus
wurde Kulturmedium abgenommen, welches freigesetzten Virus enthielt, den
sogenannten Primarvirus. Dieses Aliquot diente zunachst zur Amplifikation des Virus
in einer Sf9-Suspensionskultur. Dafir wurden 50 ml Suspensionskultur mit einer
Zelldichte von 2,0 x 108 Zellen/ml mit 100 ul Primarvirus infiziert und fir 2 Tage
kultiviert. Gut infizierte Zellen sehen insgesamt vergrofiert aus und haben auch einen
vergroflierten Zellkern, auRerdem nimmt die Vitalitat der Zellen ab. Das Kulturmedium
mit dem amplifizierten Virus wurde geerntet und bei 3000 rpm und 4 °C fir 15 min
zentrifugiert, dekantiert und letztlich sterilfiltriert. Der Virus ist abgedunkelt bei 4 °C fir
ca. 6 Monate lagerfahig.

2.4.4 Bestimmung des Titers der rekombinanten GPRopt/Baculoviren

Vor dem Einsatz des Virus im Experiment wurde der Virustiter des
GPRopt/Baculovirus und des Leervirus bestimmt. Dazu wurden Sf9-Zellen mit
verschiedenen Verdinnungen des amplifizierten Virus infiziert. Die Zellen wurden mit
einer Zelldichte von 5 x 10° Zellen/well in eine 12-well-Schale ausgesat. Nach
Absetzten der Zellen fur 1 h wurden die Zellen mit 1 ml frischem Medium versetzt und
dann mit unterschiedlichen Mengen Virus infiziert und fir 48 h bei 27 °C inkubiert.
Nach Inkubation wurden die Zellen am Mikroskop begutachtet. Die Menge an Virus
in ul, die zu einer vollstandigen Infektion der Sf9-Zellen in einem Well geflhrt hatte,

wurde zur Berechnung des Virustiters (pfu/ml) herangezogen. Folgend ein Beispiel:
5 x 105 Zellen / 0,005 ml Inokulum =1 x 108 pfu/ml

Der Virustiter der Viren lag flir GPRopt bei 2,5 x 10° pfu/ml und beim Leervirus bei
1 x 10° pfu/ml. Die Menge an Virus, mit der eine Sf9-Insektenkultur fiir eine heterologe
Expression infiziert wird - das Inokulum - errechnet sich aus der ,mutiplicity of

infection“ (MOI), der absoluten Zellzahl und dem Virustiter.

Inokulum [ml] = (MOI [pfu] x absolute Zellzahl) / Virustiter [pfu/ml]

2.4.5 Heterologe Expression der GPRopt/Baculoviren in Sf9-Zellen

Fir die heterologe Expression wurden Sf9-Zellen bei einer Zelldichte von
2 x 108 Zellen/ml (100 ml Kulturvolumen) mit GPRopt-Virus infiziert. Zur Kontrolle
wurden die Zellen auch mit Leervirus infiziert. Flr Expressionskontrollen wurden die
infizierten Zellen jeweils nach 24 h, 48 h und 72 h geerntet. Dafir wurden 5 ml

Suspensionskultur bei 500x g und 4 °C fur 15 min zentrifugiert, in Puffer (50 mM
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Tris/HCI pH 7,5, 10 mM MgCl,, 1 mM EDTA) aufgenommen, einmal mit PBS

gewaschen und letztlich in 100 yl PBS fur die Proteinanalysen aufgenommen.

2.4.6 Kultivierung von HEK293 Zellen

Die adharenten Saugerzellen HEK293 wurden bei 37 °C im Brutschrank unter 5 %
COz Atmosphare kultiviert. Zur Kultivierung wurde DMEM (low glucose, GlutaMAX,
Invitrogen) verwendet, das zusatzlich 10 % FBS und 50 U/ml Penicillin sowie 50 pg/ml

Streptomycin (jeweils Invitrogen) enthielt.

Bei einer Konfluenz von 90-100 % wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde
zunachst das Medium abgesaugt und die Zellen mit 10 ml frischem Medium versorgt.
Da HEK?293-Zellen nur leicht adharent sind, konnten die Zellen mittels einer 10 ml
Pipette von der Platte gesplilt und in dem Medium resuspendiert werden. 1 ml dieser
resupendierten Zellen wurde dann auf eine neue 10 cm Schale Uberfiihrt, die 9 ml
frisches Medium enthielt. Dies entspricht dem Splitten der Zellen in einem Verhaltnis

von 1:10. Die Zellen wurden jeden zweiten Tag passagiert.

GPRopt exprimierende Klone wurden aufgrund eines verlangsamten Wachstums nur
in einem Verhaltnis von 1:3 bis 1:5 gesplittet und enthielten zusatzlich 400 pg/ml G418

zur Selektion stabil transfizierter Klone.

2.4.7 Heterologe Expression von GPRopt in HEK293 Zellen

Die heterologe Expression des mit Melittinsignalsequenz und 6x HisTag modifizierten
GPRopts fand in adharenten HEK293-Zellen (Invitrogen) statt.

Mittels Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) wurden die Zellen nach Angaben des
Herstellers mit Plasmid transfiziert. Nach 2 h Inkubationszeit im Brutschrank erfolgte
ein Mediumwechsel auf normales Kulturmedium. 24 h nach Transfektion wurde auf
Medium mit 400 pg/ml des Antibiotikums G418 gewechselt. Dies diente der Selektion
der Zellen zur Erzeugung einer stabilen Zelllinie. Ein im Plasmid enthaltendes
Resistenzgen sollte nur Zellen die Plasmid aufgenommen hatten, erméglichen sich
unter dem Selektionsdruck weiter zu vermehren. Dazu wurden die Zellen nach
Erreichen einer Konfluenz von ca. 90 % vereinzelt und weiter unter Selektionsdruck
kultiviert. FUr Expressionsanalysen wurden mRNA- und Proteinproben von diesen

Zellen gewonnen.

2.5 Herstellung Peptid-spezifischer Antikorper

Zur ldentifizierung von GPR22-Protein im Western Blot wurde ein Peptid-spezifischer
Antikérper hergestellt. Das fir die Immunisierung verwendete Peptid NHs-
CAVKRHERRERQKR-Amid entspricht den Aminosauren 297 - 310 der humanen
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GPR22-Rezeptorsequenz. Die Sequenz befindet sich in der dritten intrazellularen
Schleife des 7-transmembranspannenden Proteins und weist 100 % Homologie zu
den Spezies Maus und Ratte auf. Die Peptidsynthese wurde von der Firma
BIOSYNTHAN GmbH und die folgende Immunisierung von Kaninchen mit dem Peptid
von der Firma Biogenes GmbH durchgefihrt. Es erfolgten finf Immunisierungszyklen
mit dem Peptid, bevor Gesamt-lgG mittels Affinitdtschromatographie
(Protein A - Saule) aus Serum des immunisierten Kaninchens gewonnen wurde.
Dieser anti-GPR22 Antikérper, im folgenden CAVK-Antikorper genannt, wurde flr

Western blot Analysen verwendet.
2.6 Biochemische Methoden

2.6.1 Proteinaufarbeitung fiir Western blot

Fir eine Proteinanalyse wurden NRKMs (Zellisolation und Kultivierung siehe
Abschnitt 2.8) einmal vorsichtig mit kaltem PBS gewaschen und dann in 1 ml PBS auf
Eis von der Kulturschale abgeschabt. Die abgeschabten Zellen wurden in ein
Eppendorf-Gefal tiberfiihrt und zentrifugiert (14000 rpm, 2 min, 4 °C). Der Uberstand
wurde nach der Zentrifugation verworfen und das Pellet in 30 - 200 pl PBS
aufgenommen (PBS plus 40 ul/ml Protease Inhibitor-Cocktail (Complete, Roche) und
1 ug/ml Phosphatase Inhibitor NaF). Nach drei Zyklen von Einfrieren in
Flussigstickstoff und Auftauen wurden 10 ul jeder Probe flir die Bestimmung der
Proteinkonzentration nach Lowry (Abschnitt 2.1.11.1) abgenommen und in 390 yl 1 N
NaOH verdunnt. Letztlich wurden die Proben 1:1 mit Probenverdinnungspuffer
(Abschnitt 2.1.11.2) versetzt und fir 5 min bei 65 °C inkubiert.

Sf9-Zellen wurden in ahnlicher Weise aufgearbeitet. 10 ml der Suspensionskultur
wurden dabei fur die Proteinaufarbeitung verwendet. Die Zellen wurden fur 10 min bei
500x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet zwei
Mal mit 5 - 1 ml 1x PBS gewaschen. Letztlich wurde das Pellet in TE-Puffer (20 mM
Tris/HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA, 0,2 mM PMSF, 40 pg/ml Proteinase-Inhibitor Cocktail
(Roche)) aufgenommen. Die Zellen wurden mit einem 2 ml-Teflonpotter
homogenisiert und die Protein-konzentration des Homogenats mittels Lowry-Methode
bestimmt. Fir Western blot Analysen wurde das Zellhomogenat zundchst fur 10 min
bei 600x g, 4 °C und dann der Uberstand erneut fiir 25 min bei 50000x g, 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 pl Puffer (20 mM Tris/HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl,
10 mM MgCl,) resuspendiert.
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2.6.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von Lowry
[178]. Die Probe wird dabei bei einer Wellenlange von 750 nm am Spektralphotometer
gemessen. Die Extinktionseinheiten sollten im Bereich zwischen 0,15 und 0,4 liegen.
Fir die Messung wurden die Proben in 0,1 N NaOH 1:200 vorverdinnt.
Dementsprechend erfolgte auch die Leerwertmessung mit 0,1 N NaOH. Weiterhin
wurde BSA mit definierter Konzentration (100 ug/ml Stammlésung) als Referenzwert
verwendet, von dem unter Berlicksichtigung der Verdiinnung und der Schichtdicke

d = 1 die Proteinkonzentration ermittelt werden konnte.

Fir die Messung wurden Doppelwerte angefertigt. 200 pl der vorverdiinnten Probe,
des Leerwertes und des Standards wurden mit frisch hergestellter Ldsung 1 versetzt,
kurz gevortext und fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end wurden
100 ul der frisch hergestellten Lésung 2 hinzugegeben und 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben

spektralphotometrisch gemessen.

2.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die Auftrennung der Proteinproben erfolgte nach Laemmli [179]. Dazu wurden SDS-
Gradientengele (PAGE® Gold Precast Gels, Polyacrylamide, 4-20% Glyerine) von
Lonza und Elektrophoreseapparaturen von BioRad verwendet. Vor Beladung des
Gels wurden die Proben mit 4x Roti-Load (reduzierend, Carl Roth) oder
Probenverdinnungspuffer (Abschnitt 2.1.11.2) versetzt und fur 5 min bei 95 °C
inkubiert bzw. 15 min bei 60 °C. 20 ug einer Proteinprobe und SeeBlue®-Marker als
Standard wurden auf das Gel aufgetragen und in Laufpuffer fiir 1,5 h bei konstanter

Spannung von 120 V aufgetrennt.

2.6.4 Western Blot

Nach Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE (Abschnitt 2.6.3) wurden die
Proteine auf eine PVDF-Membran (Carl Roth) transferiert. Dafir wurden die Gele flr
10 min in Transferpuffer (Abschnitt 2.1.11.2) equilibriert. Dieser Waschschritt diente
dem Herauswaschen von SDS aus den Gelen. Wahrend dieser Zeit wurde die PVDF-
Membran in 99,9 % Ethanol aktiviert. Nach Inkubationszeit wurden Gel und Membran
zwischen Transferpuffer-getrankte Filterpapiere im Stapelverfahren in eine
Transferapparatur (BioRad) gelegt. Bei konstantem Strom von 0,8 mA/cm? erfolgte
der Proteintransfer auf die PVDF-Membran fir 90 min. Danach wurde die Membran
fur 5 min in Ponceau-Ldsung zur Kontrolle des Transfers inkubiert und dann dreimal

mit ausreichend A. bidest gewaschen.
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Der spezifische Nachweis von Proteinen erfolgte mittels einer Immunreaktion. Dazu
wurde die Membran zunachst fur 1 h in Blocklésung (5 % Magermilch in Waschpuffer
ohne Tween20) leicht schwenkend inkubiert, um unspezifische Bindungen zu
blockieren. Es folgte eine Inkubation mit dem primaren Antikérper (anti-GPR22
(Novus Biologicals) 1:4000; anti-GPR22 1:7500 (CAVK-Antikorper); anti-Polyhistidin
(Sigma) 1:2000) zur spezifischen Erkennung des Rezeptors in 1 %
Magermilch/Waschpuffer bei 4 °C leicht schwenkend iber Nacht. Nach dreimaligem
Waschen fiir 10 min mit ausreichend Waschpuffer erfolgte erneut eine Inkubation fur
1 h mit Blockldésung. Letztlich wurde die Membran mit sekundaren Antikorper, den
sogenannten Detektionsantikorper, in 1 % Magermilch/Waschpuffer fir 90 min leicht
schwenkend inkubiert. Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppeltes Anti-Kaninchen-
oder Anti-Maus-IgG (Sigma Aldrich) kamen als Detektionsantikdrper zum Einsatz.
Nach dreimaligen Waschen fur 10 min mit reichlich Waschpuffer wurden die
Membranen mit Chemilumineszenz-Substrat (Lumigen, Amersham Biosciences) fur
10 min inkubiert. Das Substrat kann von der an dem Antikdrper gekoppelten
Peroxidase umgesetzt werden und erzeugt Chemilumineszenz. Diese
Chemilumineszenz dient dazu einen Hyperfilim-HCL® (Amersham Biosciences, GE
Healthcare) zu belichten. Das anhand der Aminosauresequenz errechnete
Molekulargewicht fir den humanen Rezeptor GPR22 liegt bei 49 kDa und fir den

Ratten- bzw. Mausrezeptor bei 53 kDa.

2.6.5 Beschichtung von Deckglaschen

Fir die Farbung von Zellen war es zunachst notwendig Deckglaschen (Fisher
Scientific) mit Fibronectin (1:100 in PBS; Millipore) zu beschichten. 400 pl der
Fibronectin-L6ésung wurden auf jedes mit einem Deckglaschen bestiickten Well (24-
Well-Paltte) verteilt. Die Deckglaschen wurden bei 37 °C im Brutschrank fir
mindestens 2 h inkubiert. AnschlieRend wurde die Fibronectin-Lésung abgesaugt und
die Deckglaschen einmal mit PBS gewaschen. Dann wurden in jedes Well 20.000

Zellen in 500 pl Medium ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank inkubiert.

2.6.6 Plasmamembranfarbung

Far die Membranfarbung wurden Zellen wie in Kapitel 2.6.5 beschrieben vorbereitet.
Am nachsten Tag wurden die Zellen vorsichtig mit 1x PBS gewaschen und fur 30 min
bei 4 °C im Dunkeln mit 500 pl Natriumperiodadldsung inkubiert. Die an
plasmamembranstandigen Kohlenhydraten vorkommenden Hydroxylgruppen werden
durch Natriumperiodad zu Aldehydgruppen oxidiert. Nach Inkubation wurden die

Zellen zunachst einmal mit 1x PBS gewaschen und dann einmal mit Natriumacetat-
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Puffer. Es folgte eine Inkubation der Zellen fir 30 min im Dunkeln mit 500 ul N-Biotin-
Hydrazid-Lésung, wodurch eine Biotinylierung der Kohlenhydratreste durch
Reduktion der Aldehyde mit Hydrazid erfolgte. Diese Reaktion entspricht einer
Schiffschen Basen-Bildung. Nun wurden die Zellen zunachst einmal mit
Natriumacetat-Puffer und einmal mit 1x PBS gewaschen. Die Zellen wurden flr
15 min mit 500 pl 4 % Paraformaldehyd fixiert. Vor einem letzten Mal mit 1x PBS
waschen erfolgte eine Inkubation mit 500 ul Ammoniumchlorid-Puffer fir 10 min bei
Raumtemperatur, um verbleibendes Paraformaldehyd durch Reaktion der

Aldehydgruppen mit den Ammoniumionen zu entfernen.

2.6.7 Immunzytochemie

Zur Farbung von Zellen wurden diese zunachst auf Fibronectin beschichtete
Glasdeckglaschen (DG; @ 12 mm, Fisher Scientific) ausgesat und fir 2 - 3 Tage in
einer 24-well-Platte kultiviert. Nachdem die Zellen mit 1x PBS gewaschen wurden,
wurden sie fur 15 min mit 4 % Paraformaldehyd bei Raumtemperatur fixiert und dann
erneut 3x mit PBS gewaschen. Um das Binden intrazelluldrer Doménen fir die
Antikorper zu ermoglichen, wurden die Zellen 4 min mit 0,2 % Triton X-100
permeabilisiert. Anschlieend erfolgte eine Inkubation mit 5 % BSA in PBS um
unspezifische Bindungsstellen zu blocken. Fir die Inkubation der Zellen mit
Primarantikérper wurde ein Tropfen (50 ul) entsprechend verdinnter Antikérper (in
1 % BSA) auf Parafilm pipettiert und die DG mit der Zellseite darauf gelegt. Der
Primarantikérper wurde bei Raumtemperatur fir 60 - 90 min inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die DG wieder in die Wells Gberflihrt und 3x mit PBS gewaschen.
Der mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc.)
markierte Sekundarantikdrper wurde ebenfalls in 1 % BSA verdinnt und wie fur den
Primarantikorper beschrieben mit den Zellen fiir 45 min inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Zellen wieder 3x mit PBS gewaschen und dann 10 min mit DAPI
(Vectorshield plus DAPI) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden die gefarbten
Zellen mit einem Tropfen (ca. 10 pl) Mowiol 4-88 (Carl Roth) auf Objekttragern
eingedeckelt und vor der mikroskopischen Begutachtung mindestens eine Nacht im

Kuhlschrank zur Aushartung gelagert.

2.7 Mikroskopie

Die Analyse der gefarbten Zellen fand am Konfokalmikroskop statt (LSM700, Carl
Zeiss). Es wurde ein 63x Objektiv (Plan-Apochromat 63x/NA 1,4 Immersionsdl Ph3)
verwendet. Die folgende Tabelle zeigt die verwendeten Detektionsfluorochrome, die

Laser zur Anregung der Fluoreszenz und die Filter.
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Tabelle 8 zeigt die Wellenldngen der verwendeten Laser zur Anregung der Detektions-
fluorochrome und die angewandten Filtersets zur Detektion.

Fluorochrom Laser (Wellenlénge) Filter

Cy™3 555 nm LP 490
Fluorescein (FITC) 488 nm SP 555
4' 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) 405 nm SP 490

2.8 Bioassay mit neonatalen Rattenkardiomyozyten

Zur Untersuchung der biologischen Aktivitdt von EPA, dessen CYP-abhangigen
Epoxymetaboliten 17,18-EEQ und synthetischen 17,18-EEQ Analoga haben wir ein
bereits etabliertes Zellmodell gewahlt. Kang und Leaf fihrten 1994 ein Zellmodell auf
der Basis kultivierter neonataler Rattenkardiomoyzyten (NRKMs) ein, um den Effekt
von n-3 PUFAs auf die Kontraktion von Zellen zu untersuchen [21]. Das Zellmodell
erfullte eine Reihe von Kriterien zur Untersuchung anti-arryhthmischer Effekte: (i) auf
eine erhdhte extrazellulare Ca?*-Konzentration sowie B-adrenerge Stimulation mittels
Isoproterenol reagierten die Zellen mit Tachykardien. Das irregulare und asynchrone
Schlagen der Zellen als Antwort auf arrhythmogene Substanzen stellte das in vitro
Aquivalent zum Herzflimmern in vivo dar, (ii) die Kardiomyozyten zeigten einen Abfall
der Schlagfrequenz unter Basalbedingungen (negativ chronotroper Effekt) nach
Zugabe von EPA oder DHA, (iii) durch Vorinkubation mit EPA oder DHA konnten die

Arrhythmien verhindert werden.

Fir den Bioassay wurden NRKMs aus 1 - 2 Tage alten Wistar Ratten (E.R.D.E. e.V.)
isoliert, in Flaschen (Falkon, 12,5 cm) ausgesat und in 2 ml Halle SM20-I Medium
(Biochrom AG) kultiviert, das mit 10 % hitzeinaktiviertem fetalen Kalberserum und
2 uM Fluorodeoxyuridine versetzt war. Eine Praparation von Kardiomyozyten enthalt
immer auch Nichtmuskelzellen, wie z.B. Fibroblasten. Das im Medium enthaltene
Fluorodeoxyuridine unterdriickt das Wachstum dieser sich noch teilenden Zellen.
NRKMs hingegen sind nicht mehr in der Lage sich zu teilen. Spontan schlagende
Zellhaufen traten nach ca. 4 - 6 Tagen in Kultur auf (120-150 Kontraktionen/min,
Messung am Inversmikroskop bei 37 °C). Die Schlagfrequenz wurde von 6 - 8
individuellen Zellhaufen einer Flasche 5 min vor und nach Zugabe der Substanz(en)
gemessen. Basierend auf der Differenz der Schlagfrequenz unter basalen
Bedingungen und nach Substanzzugabe wurden die chronotropen Effekte
(veranderte Schlagfrequenz/ min) ermittelt und werden als Mittelwerte + SEM
angegeben; n=18 - 40 Zellhaufen stammen aus mindestens drei unabhangigen
NRKM Kulturen. Alle Testsubstanzen wurden in 1000facher Stammldsung in Ethanol

hergestellt und mit einer Endkonzentration von 30 nM getestet. EPA gilt dabei als
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Ausnahme, es wurde in einer Endkonzentration von 3,3 uM eingesetzt und zudem
30 min statt 5 min vorinkubiert. Die Messung der Schlagfrequenz von NRKMs wurde

in Kooperation mit Dr. Gerd Wallukat durchgeflhrt.
Agonisten und Antagonisten

17,18-EEQ Analoga wurden wie in [180] beschriecben von unserem
Kooperationspartner John R. Falck (UT Southwestern, Dallas, Texas, USA)
synthetisch hergestellt. EPA, 17,18-EEQ und 11,12-EET wurden bei Cayman
Chemicals erworben. Die R,S- und S,R-Enantiomere wurden durch Auftrennung der
entsprechenden razemischen Gemische mit Chiralphasen-HPLC gewonnen [180].
Alle Analoga von 17,18-EEQ wurden mit einer Endkonzentration von 30 nM
eingesetzt und fur 5 min vorinkubiert. Die Vehikelkontrolle (0,1 % Ethanol) zeigte unter

gleichen Bedingungen keinen Effekt auf die Schlagfrequenz der NRKMs.

Pharmakologische Interventionsstudien

Mit Hilfe pharmakologischer Interventionen konnte die Bedeutung von beteiligten
Signalwegen und deren Komponenten aufgeklart werden. Dazu wurden die NRKMs
vor der Messung u.a. fur vier Stunden mit 100 ng/ml Pertussistoxin, ein Inhibitor fur
Gai-Proteine, inkubiert. Pertussistoxin katalysiert die ADP-Ribolysierung des C-
terminalen Cystein-Restes der a-Untereinheit von G-Proteinen (Gai, Gao, and Gat)
[181]. Dies verhindert die Interaktion der G-Proteine mit Rezeptoren und somit auch
deren Aktivierung. Da die Ga Untereinheiten in einem inaktiven, GDP-bindenden,
Status verbleiben, kdnnen sie die Adenylatzyklase nicht inaktivieren oder sind nicht
mehr an der Offnung von Kalium-Kanalen beteiligt. Weiterhin wurden H89, ein
Inhibitor der cAMP-aktivierten Proteinkinase A (PKA), und der unspezifische
Prostanoidrezeptor-Antagonist AH6809 eingesetzt, der mit einer Endkonzentration
von 1 yM 5 min vor der Messung auf die Zellen gegeben wurde. Calphostin C, ein
hoch spezifischer Inhibitor der Proteinkinase C (PKC), wurde mit einer

Endkonzentration von 0,1 uM ebenfalls 5 min vor der Messung dazugegeben.

Isoproterenol ist ein synthetisches Katecholamin, das sowohl 31- als auch B2-
adrenerge Rezeptoren stimuliert. Die Substanz hat eine Erhéhung der inotropischen
und chronotropischen Aktivitat im Herzen zur Folge. Isoproterenol (1 uM) wurde auf

NRKMs angewendet, um einen positiv chronotropen Effekt auszulésen.
Alle genannten Chemikalien wurden von Sigma Aldrich erworben.

Reduktion der GPR22-Expression

NRKMs wurden fiir eine verminderte Expression des Rezeptors mit zwei

unterschiedlichen Rezeptor-spezifischen siRNAs (0,5 pg/ul, Tabelle 9) von QIAGEN

47



Material und Methoden2

(HP GenomeWide siRNAs) unter Verwendung des Transfektionsreagenz
GenomOne™-Neo EX (Cosmo Bio Co. LTD) transfiziert. Die Transfektion erfolgte

nach Angaben des Herstellers.

Tabelle 9: Verwendete siRNA-Paare zur Reduktion der GPR22-Expression
siRNA Paar eins vorwarts r(GGCUCUUAAUAUCCGGAUA)JTAT
UAUCCGGAUAUUAAGAGCC)TdT
GCGAGUUGUUUCCAUU)dTAT
rickwarts r(AACUAUGGAAACAACUCGC)TdT

rickwarts r

siRNA Paar zwei vorwarts r

(
(
(
(

Die Veranderung in der Schlagfrequenz in Antwort auf CYP-abhangige Metabolite
wurde 24 h, 48 h und 72 h nach Transfektion gemessen. Als Kontrolle dienten
NRKMs, die nicht mit siRNA transfiziert waren. Vergleichend zur siRNA wurden
Rezeptor-spezifische antisense Oligonukleotide (5’...GACATTCCTCCCACC-
ACTGCT...3) hergestellt (BIOTEZ GmbH) und mit einer Endkonzentration von 1 yM
auf die Zellen fur 48 h und 72 h angewendet. Es erfolgte ein taglicher Mediumwechsel
mit dem Zusatz von 1 pM Oligonukleotiden. Zellen, die mit scrambled
Oligonukleotiden (5’...CACCGCTCAACTCCCTCAT...3’) transfiziert wurden, dienten
als Kontrolle. Die Testung verschiedener Transfektionsreagenzien mit FITC-
markierten Oligonukleotiden ergab, dass eine Transfektion von NRKMs mit den
Oligonukleotiden ohne Transfektionsmittel am effektivsten war. Daher wurden sowohl

antisense als auch scrambled Oligonukleotide ohne Transfektionsmittel transfiziert.

29 Ligandenbindungstests

Die im Folgenden beschriebenen Methoden wurden mafgeblich mit der Hilfe von
Ramona Zummach (AG Schunck) durchgefiihrt.

2.9.1 Chemische Epoxidation von 3H-Arachidonsiure

Fir die Ligandenbindungstests wurde der verwendete Ligand [*H]-14,15-EET selbst
hergestellt. Dafiir wurde [3H]-Arachidonsaure (Hartmann, ART-0196-1 Arachidonic
Acid [5,6,8,9,11,12,14,15-(3H/N)], spezifische Aktivitat 200-240 Ci/mmol;
Konzentration 1 mCi/ml) chemisch oxidiert. 125 pl [*H]-Arachidonséure (= 125 uCi =
277,5 Mio DPM) wurden daftr mit 5 ml Methylenchlorid und 60,4 pl 3-
Chlorperbenzoesaure (32 mg/ml) versetzt und flir 1 h abgedunkelt bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die Reaktion durch Zugabe von 5,3 pl
Dimethylsulfid gestoppt und fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde der Ansatz im Rotationsverdampfer eingeengt und letztlich in

500 ul Ethanol aufgenommen.
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2.9.2 Gewinnung von *H-14,15-EET Enantiomeren mittels HPLC

Die verwendete ,high performance liquid chromatography“ (HPLC) — Anlage
(Shimadzu) war mit einem Systemkontroller SCL-10A, zwei LC10AD Pumpen, dem
gekuhlten automatischen Probengeber SIL-10AD, einem Saulenofen CTO-10AS und
einem UV-Detektor SPD-M10A ausgestattet. Radioaktivitdt wurde mit einem
Radioflow Detektor von E&G Berthold gemessen. Fir die ,reverse phase” (RP)-HPLC
wurde eine Nucleosil 100-5C18HD Saule (Macherey & Nagel) verwendet.

Bei der chemischen Oxidation von Arachidonsdure entstehen verschiedene
Regioisomere. Fur die Ligandenbindungsstudie hingegen war nur das 14,15-EET von
Interesse. Aus diesem Grund wurde die chemisch oxidierte [*H]-Arachidonsaure Uiber
die RP-HPLC geschickt. Dies geschah in 40 pl Fraktionen. Der RP-HPLC Lauf wurde
mit einem linearen Gradienten von Wasser: Acetonitril: Essigsaure (49,95: 49,95: 0,1
(vol/vol/vol)) durchgefiihrt. Das bei einer Retentionszeit von ca. 22,5 min auftretende
[*H]-14,15-EET wurde separat aufgefangen und lag als razemisches Gemisch vor.
Eluiertes, razemisches [?H]-14,15-EET wurde sofort im Rotationsverdampfer
eingeengt, da die im Laufmittel befindliche Essigsadure zu einer Hydrolyse des
Metaboliten gefuhrt hatte.

Die Konformation des Metaboliten kann ebenfalls eine Rolle bei der Rezeptorbindung
spielen. Deshalb sollten die Stereoisomere vom [3H]-14,15-EET (R,S und S,R)
einzeln in ihrer Bindungskapazitat getestet werden. Die Gewinnung der [*H]-14,15-
EET Enantiomere erfolgte mittels Chiralphasen-HPLC. [*H]-14,15-EET wurde (ber
eine Chiral OD Saule (250 x 4,6 mm; Diacel) isokratisch unter Verwendung von
Hexan: lIsopropanol: Essigsaure (99,65: 0,3: 0,05 (vol/ vol/ vol)) als Laufmittel
aufgetrennt. Die Stereoisomere wurden separat aufgefangen, wobei [3H]-
14(S),15(R)-EET (R= ca. 57 min) vor [*H]-14(R),15(S)-EET (R«= ca. 60 min) eluierte.
Auch die Stereoismomere wurden sofort im Rotationsverdampfer eingeengt und
letztlich in Ethanol aufgenommen. Fir die Anwendung der Substanzen im Test wurde

eine Konzentration von 100.000 DPM pro 1 pl eingestellt.

2.9.3 Bindungstests

Zunachst wurden die Substanzen fur die Inkubation mit den Zellen vorbereitet. Es
erfolgte eine Dreifachbestimmung mit den Substanzen, woraus sich folgende Ansatze
ergaben. Als Ligand wurden sowohl [3H]-14(S),15(R)-EET als auch [*H]-14(R),15(S)-
EET eingesetzt. Pro Well sollte eine Radioaktivitdt von 100.000 DPM verwendet

werden.

96 yl PBS + 3,3 pl [*H]-Ligand +1,1 pl Zusatz
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1 Ligand 14,15-EET (ce = 10 pM)
Ligand 17,18-EEQ (ce = 100 nM)
Ligand Ethanol

Die Inkubation der Substanzen mit den Zellen wurde in einer 96-Well-Filterplatte
(MSF BN6B, Millipore) durchgeflhrt.

Im Bindungstest wurden sowohl GPRopt heterolog exprimierende Insektenzellen als
auch Saugerzellen untersucht. 45 ml Insektenzellkulturen wurden mit GPRopt Virus
oder Leervirus mit einer MOI von 2 infiziert und fiir 48 h inkubiert. Nach Inkubation
wurden die Zellen zunachst auf eine 10 cm Schale ausgesat und fir 1 -2 h stehen
gelassen. Dann wurden die Zellen 4x mit PBS gewaschen, um tote Zellen
abzuwaschen. Die vitalen Zellen wurden von der Platte abgespult und in 2 ml PBS
aufgenommen. Spektralphotometrisch wurde die optische Dichte der Zellsuspension
gemessen und fur GPRopt Zellen sowie fur Leervirus infizierte Zellen auf eine ODgoonm

von ~1 eingestellt.

Fir die Untersuchung von GPRopt heterolog exprimierenden HEK293-Zellen wurde
eine konfluente 10 cm Schale verwendet. Als Kontrolle diente der HEK293-Wildtyp-
Stamm (WT). Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, in 2 ml PBS aufgenommen und

letztlich auf eine ODgoonm VONn ~1 eingestellt.

30 pl der vorbereiteten Substratansatze wurden pro Well vorgelegt. Mit Zugabe von
70 pl Zellsuspension pro Well wurde die Inkubationszeit von 10 min auf Eis gestartet.
Nach Inkubation wurde der Ansatz abgesaugt und 2x mit 200 yl PBS gewaschen und
wieder abgesaugt. Die Platte wurde fur 1 h bei Raumtemperatur unter der Laminarbox
getrocknet und dann mit 40 ul Szintillationsflissigkeit pro Well versehen. Nach einer
weiteren Inkubation von 1 h bei Raumtemperatur wurde die Platte mit dem TopCount

Scintillation Counter (PerkinElmer) gemessen.
210 Statistische Auswertung

2.10.1 Statistische Auswertung fiir die klinische Studie

Vor Analyse der Daten wurde eine Haufigkeitsverteilung des Omega-3 Index von
allen Individuen, die an der Voruntersuchung teilgenommen hatten, durchgefiihrt
(GraphPad Prism 5.0). Von insgesamt 38 Teilnehmern wurden 20 fir die Studie
ausgewahlt, da sie wie als Einschlusskriterium definiert einen Omega-3 Index von < 6
aufwiesen. Ein Studienteilnehmer (Omeicos26) wurde allerdings von allen weiteren
Datenanalysen ausgeschlossen, da ein Nichteinhalten des Studienprotokolls

vermutet wurde (insgesamt n=19).
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Die folgenden statistischen Analysen wurden mit PAWS Statistics 18, SPSS Inc.
durchgefuhrt. Zunachst wurden die Daten auf Normalverteilung mittels Kolmogorov-
Smirnov Test untersucht. Um den Einfluss der EPA/DHA-Supplementierung auf die
Probanden zu untersuchen, wurden die Daten mittels allgemeinen linearen Modells
fur Mehrfachmessung untersucht. AnschlieRend erfolgte ein Posthoc Test basierend
auf geschatzten Randmitteln und einer Korrektur der Signifikanzniveaus nach der
Holm-Bonferroni-Prozedur. Ein moglicher Geschlechterunterschied wurde mit Hilfe
eines t-Tests fir unabhangige Stichproben ermittelt. Fiir p < 0,05 wurde ein statistisch
signifikanter Unterschied angenommen. Die graphische Darstellung der Daten
erfolgte sowohl in Sdulendiagrammen als auch mit Hilfe von Liniendiagrammen. Die
dargestellten Werte aus der klinischen Studie sind als Mittelwerte + Standardfehler

(SEM) angegeben.

Um die relative Effizienz des Umsatzes der Vorlauferfettsauren (EPA/AA bzw.
DHA/AA) zu den entsprechenden CYP-abhdngigen Epoxymetaboliten und
korrespondierenden Diolen zu untersuchen, wurden diese miteinander korreliert
((EEQs+DHEQs)/(EETs+DHETs) bzw. (EDPs+DHDPs)/(EETs+DHETs)). Als
Grundlage der Korrelation dienten entsprechende Daten zu allen Messpunkten der
Studie. Korrelationsanalysen wurden entsprechend der Verteilung der Stichprobe

nach Pearson oder Spearman-Rho durchgeflhrt.

2.10.2 Statistische Auswertung der A Kontraktion/min in NRKMs

Alle Daten aus dem Bioassay mit NRKMs wurden als Mittelwerte £+ SEM in
Saulendiagrammen dargestellt. Die statistische Analyse der Daten wurde mit dem
Programm GraphPad Prism 5.0d durchgefiihrt. Zunachst erfolgte eine einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) der Daten und anschlieRend ein Posthoc Test nach Tukey-

Kamer. p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von omega-3 Fettsdauren auf das endogene CYP-

Eicosanoidprofil

Vorangegangene Arbeiten der Arbeitsgruppe zu einer Futterungsstudie mit Ratten
hatten gezeigt, dass die CYP-Eicosanoidbildung in vivo von der Verfugbarkeit der
Vorlauferfettsduren abhangt. Da noch wenig Uber die endogene CYP-
Eicosanoidbildung beim Menschen bekannt ist, wurde als zweite Uberpriifung des
Konzepts eine klinische Studie durchgefiihrt. In der hier vorgestellten Studie erfolgte
eine Nahrungserganzung mit n-3 PUFAs durch die Gabe von Omacor® (im Folgenden
auch EPA/DHA-Supplementation genannt). Die Ergebnisse zeigen, dass die
Omacor®-Gabe auch im Menschen zu einer Verschiebung des CYP-
Eicosanoidprofils von den AA- hin zu den EPA- und DHA-abgeleiteten Metaboliten
fihrte, Abschnitt 3.1.3. Als prominente Epoxymetabolite der n-3 PUFAs wurden
17,18-EEQ und 19,20-EDP identifiziert. Die Ergebnisse zeigen weiterhin nicht nur,
dass EPA und DHA in vivo alternative Substrate fir die CYP-Enzyme darstellen,
sondern auch dass sie mit AA um den Umsatz zu endogenen Metaboliten

konkurrieren und z.T. effektiver umgesetzt werden.

3.1.1 Basale Charakterisierung der Probanden

In der klinischen Studie erhielten 20 freiwillige Teilnehmer (10 Manner und 10 Frauen)
fUr vier Wochen eine Kapsel Omacor®/Tag (480 mg EPA und 360 mg DHA) und fir
vier weitere Wochen zwei Kapseln Omacor®Tag. AnschlieBend wurde das
Medikament abgesetzt und die Probanden fur weitere acht Wochen beobachtet. Eine
Woche vor Studienbeginn und zu allen in Abbildung 10 gezeigten Zeitpunkten,
wurden Blut- und Urinproben gewonnen und Fettsduren mittels Gaschromatographie
und CYP-abhangige Metabolite mittels LC-MS/MS bestimmt.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des Studiendesigns.

In die Studie wurden nur gesunde Teilnehmer mit eingeschlossen. Das mittlere Alter
der Probanden lag bei 31 £ 8 (Manner) bzw. bei 38 + 6 (Frauen) Jahren und deren
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BMI bei 24,9 + 2,7 kg/m? (Manner) bzw. 25,5 + 3,8 kg/m? (Frauen). Weitere basale

Charakteristika sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10: Basale Charakterisierung der Probanden.

Supplementation

Basal 2g OM-3 Absetzen
(W0) (W8) (W16)
Klinischer Parameter MW = SEM MW = SEM MW + SEM
Alter [Jahre]
mannlich 31.3+£25
weiblich 38.0+1.8
BMI [kg/m?]
mannlich 249+1.0 249+1.0 249+1.0
weiblich 255+1.3 255+1.3 255+1.3
Herzfrequenz [bpm] 64.4+21 67.4+21 67.9+2.1
Systolischer BD [mmHg] 123.2+2.9 121.3+2.9 121.2+29
Diastolischer BD [mmHg] 75.5+1.7 72017 73417
Totales Cholesterin [mmol/L] 52+0.2 56+0.2 52+0.2
LDL [mmol/L] 3.1+£0.2 34+0.2 3.2+0.2
HDL [mmol/L] 1.4 +0.1 1.5+0.1 1.4 +0.1
Triglyzeride [mmol/L] 1.5+£0.2 1.1+£0.2 1.2+0.2

Legende: MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler, BMI = body mass index, BP = Blutdruck, LDL = low-
density lipoprotein, HDL = high-density lipoprotein

3.1.2 Veranderung der endogenen Fettsdurezusammensetzung nach
Omacor®- Gabe

Der Omega-3 Index, der sich aus der Summe von EPA und DHA als prozentualer
Anteil an den Gesamtfettsduren in Erythrozyten berechnet, gilt als Mal} fir die
Aufnahme von n-3 PUFAs und spiegelt die langfristige Einlagerung der PUFAs in
verschiedenen Geweben/Organen wider (vgl. Einleitung 1.1). Ein Proband
(Omeicos26, mannlich) reagierte nach Omacor®-Gabe nicht wie alle anderen
Probanden mit einem Anstieg des Omega-3 Index. Aus diesem Grund wurde der

Proband fur diese und alle folgenden Analysen ausgeschlossen.

In die Studie wurden nach einer Voruntersuchung nur Teilnehmer mit einem basalen
Omega-3 Index < 6 eingeschlossen. Demzufolge lag der Omega-3 Index vor
Behandlung bei 4,9 + 0,2. Die Gabe von 1 g Omacor®/Tag flhrte bereits nach vier
Wochen zu einem signifikanten Anstieg des Omega-3 Index, ohne dass ein

Aufnahmeplateau erreicht wurde (Abbildung 11 A). Nach anschlieRender
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vierwochiger Behandlung mit 2 g Omacor®/Tag stieg der Omega-3 Index weiter auf
84 + 0,2 an. Zu diesem Zeitpunkt der Studie zeigte sich tendenziell ein
Geschlechterunterschied (p = 0,085). Bei Frauen stieg der Omega-3 Index héher an
(8,8 £ 0,3) als bei Mannern (8,0 £ 0,3). Nach Absetzen der Medikation sank der
Omega-3 Index zwar wieder ab, jedoch blieb er zum Basalwert signifikant erhoht
(6,6 = 0,2). Abbildung 11 B zeigt die Abhangigkeit der eingenommen Dosis vom

Erreichen der Omega-3 Index-Werte.
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Abbildung 11: Veranderung des Omega-3 Index und individuelle Dosiseffekte auf den
Omega-3 Index nach Omacor®-Gabe.

Die Abbildung zeigt den gemittelten Omega-3 Index der Probanden Uber den Verlauf der
Studie (A) und die Dosisabhangigkeit des Anstiegs im Omega-3 Index (B). Der nach acht
Wochen erreichte Omega-3 Index der Probanden korrelierte positiv mit dem basalen Omega-
3 Index und der eingenommenen Dosis (r = 0,599, p = 0,007, Korrelation nach Pearson). Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte £+ SEM. Die Signifikanzen (p < 0,05) sind wie folgt
dargestellt: * zu Basal (WO0) und # zu 8 Wochen Einnahme (W8); n=19 pro Gruppe.

Bei Betrachtung der einzelnen Fettsauren fiel auf, dass die n-3 PUFAs EPA und DHA
nach acht Wochen Omacor®-Gabe signifikant anstiegen, wahrend die entsprechende
n-6 PUFA AA signifikant reduziert war, Abbildung 12.
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Abbildung 12: Veranderung im Fettsaureprofil.

Dargestellt sind Werte aus einer Messung in Erythrozyten nach acht Wochen Omacor®-Gabe
im Vergleich zum basalen Fettsaureprofil als Mittelwerte + SEM. Die Signifikanzen (p < 0,05)
sind wie folgt dargestellt: * zu Basal (WO0); n = 19 pro Gruppe.

Eine genaue Analyse der Fettsauren ergab, dass AA Uber den gesamten
Studienverlauf die dominierende langkettige PUFA blieb, Tabelle 11. Trotzdem sank
der AA-Gehalt nach Omacor®-Gabe geringfiigig aber signifikant ab: Basal 16,8 + 0,3,
2g OM-3 15,8 + 0,3 und Absetzen 14,6 + 0,9. Die Konzentration von EPA (Basal
0,7 £ 0,04) und DHA (Basal 4,3 £ 0,2) hingegen stieg mit Omacor®-Gabe signifikant
an (2g OM-3 2,3 + 0,1 bzw. 6,0 £ 0,2) und verblieb auch nach Absetzten der
Medikation signifikant hdher als zu Studienbeginn (Absetzen 1,1 £ 0,1 bzw. 5,6 £ 0,2).

Als weitere langkettige PUFA wurde Docosapentaensaure (C22:5 n-6; DPA)
untersucht, die als n-6 und als n-3 PUFA auftreten kann. Der Gehalt an n-6 DPA sank
nach Omacor®-Gabe nur geringfligig ab und war erst nach Absetzen der Medikation
signifikant unterschiedlich zur Ausganskonzentration, Tabelle 11. Im Gegensatz zur
DPA n-6 stieg die DPA n-3 Konzentration mit Omacor®-Gabe an und verblieb auch

nach Absetzen der Medikation signifikant erhoht.
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Tabelle 11: Effekt der Omacor®-Gabe auf die Fettsdurezusammensetzung aller
Studienteilnehmer.

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (Gewichtsprozent und Gesamtfettsduren) vor
Studienbeginn (Basal), wahrend der maximalen Einnahme von Omacor® (2 g OM-3) und
8 Wochen nach Absetzen der Medikation (Absetzen), n=19 pro Gruppe. p-Werte < 0,05 waren
statistisch signifikant. Hervorgehoben sind AA (C20:4 n-6), EPA (C20:5 n-3) und DHA (C22:6
n-3).

Basal (W0) 2g OM-3 (W8) Absetzen (W16)
Mittelwert SEM Mittelwert SEM p (vs W) |Mittelwert SEM p (vs W0) p (vs W8)
C14:0 0,43 0,03 0,38 0,03 ns 0,37 0,04 ns ns
C16:0 20,97 0,23 20,77 0,31 ns 21,38 0,25 ns ns
C16:1 n-7 0,67 0,16 0,32 0,04 ns 0,47 0,06 ns ns
C18:0 15,18 0,30 15,15 0,25 ns 15,29 0,33 ns ns
C18:1 n-9 15,70 0,27 14,77 0,39 =0.048 15,11 0,18 ns ns
C18:2 n-6 12,74 0,45 11,95 0,44 =0.007 12,61 0,39 ns ns
C18:3 n-6 0,10 0,02 0,11 0,04 ns o1 0,01 ns ns
C20:1 n-9 0,20 0,01 0,24 ‘ 0,09 ns 0,20 0,01 - ns ns
C18:3 n-3 0,21 0,02 017 0,02 ns 0,18 0,02 ns ns
C20:2 n-6 0,22 0,0 0,28 ‘ 0,08 ns 0,22 0,01 | ns ns
C20:3 n-6 1,76 0,08 1,52 0,12 ns 1,77 0,09 ns ns
C20:4 n-6 16,88 0,30 15,96 | 0,25 =0.038 15,65 0,29 | =0.012 ns
C24:0 1,28 0,09 1,19 0,10 ns 1,40 0,10 ns ns
C20:5 n-3 0,69 0,04 2,32 | 0,1 = 0.001 1,06 0,08 | < 0.001 < 0.001
C24:1 n-9 1,45 0,10 1,38 0,08 ns 1,40 0,05 ns ns
C22:4 n-6 3,00 0,10 2,68 I 0,11 =0.038 247 0,10 | < 0.001 ns
C22:5 n-6 0,69 0,04 0,64 0,09 ns 0,56 0,04 = 0.006 ns
C22:5n-3 2,65 0,09 3,04 ' 0,07 < 0.001 2,84 0,07 " =o0015 =0.020
C22:6 n-3 4,25 0,18 6,10 0,18 = 0.001 5,56 0,18 < 0.001 < 0.001

3.1.3 Veranderung des endogenen CYP-Eicosanoidprofils nach Omacor®-
Gabe

Zur Bewertung einer Verschiebung des CYP-Eicosanoidprofils wurde in der
vorliegenden Arbeit der sogenannte CYP-Eicosanoidindex eingefuhrt. Dieser Index
stellt das Verhaltnis zwischen der Summe aller gebildeten EPA- und DHA-Metabolite
zu den AA-Metaboliten dar. Als Metabolite wurden dabei alle regioisomeren Epoxide

und ihre korrespondierenden Diole fur die Berechnung mit einbezogen:
CYP-Eicosanoidindex = ((EEQs+DHEQs) + (EDPs+DHDPs)) / (EETs+DHETS)

Die Bestimmung des CYP-Eicosanoidindex erfolgte in Plasmaproben. Zu
Studienbeginn dominierten die AA-abgeleiteten Metabolite und der CYP-
Eicosanoidindex aller Studienteilnehmer lag bei 0,6 + 0,03. Die Gabe von 1 g

Omacor®/Tag fiihrte bereits nach einer Woche zu einer annahernden Verdopplung
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des CYP-Eicosanoidindex, der bis zu vier Wochen noch geringfligig weiter anstieg
(1,3 £ 0,1), Abbildung 13 A. Nach anschlieRender vierwochigen Behandlung mit 2 g
Omacor®/Tag kam es zu einem nochmaligen Anstieg des CYP-Eicosanoidindex auf
2,1 £ 0,2. Nach Absetzen der Medikation sank der CYP-Eicosanoidindex ab, blieb
aber im Vergleich zum Studienbeginn leicht erhdht (0,8 £ 0,1).
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Abbildung 13: Einfluss der Omacor®-Gabe auf den CYP-Eicosanoidindex (A) und die
Plasmakonzentration AA-, EPA- und DHA-abgeleiteter CYP-Eicosanoide (B).

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM. Die Signifikanzen (p < 0,05) sind wie folgt
dargestellt: * zu Basal (W0) und # zu 2g OM-3 (W8); n=19 pro Gruppe.

Die oben dargestellten Effekte der Omacor®-Gabe auf den CYP-Eicosanoidindex
beruhten v.a. auf einem starken Anstieg der EPA- und DHA-abgeleiteten Metabolite,
Abbildung 13 B. So fiihrte die Omacor®-Gabe zu einem geringfiigigen aber
signifikanten Abfall der AA-Metabolite (von 17,4 £ 1,2 ng/ml vor Studienbeginn auf
154 + 1,0 ng/ml nach acht Wochen Behandlung). Parallel stiegen die
Plasmakonzentrationen der EPA-Metabolite um nahezu das Vierfache (von
2,5 £ 0,3 ng/ml auf 9,6 £ 0,7 ng/ml) und die der DHA-Metabolite um das Zweifache
an (von 5,4 = 0,5 ng/ml auf 11,3 = 0,9 ng/ml). Nach achtwochiger Omacor®-Gabe
Uberstieg die Gesamtkonzentration der (EPA+DHA)-Metabolite (20,8 + 1,6 ng/ml)
sogar die Konzentration der AA-Metabolite. Nach Absetzen der Medikation sank der
Gehalt an (EPA+DHA)-Metaboliten wieder unter das Niveau der AA-Metabolite,
Abbildung 13 B.

Die Regioisomerenzusammensetzung der AA-, EPA- und DHA-abgeleiteten
Metabolite ist in Abbildung 14 gezeigt. Die regioisomeren AA-Metabolite traten in

ahnlich hohen Konzentrationen mit folgender Reihenfolge auf:
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5,6-(EET+DHET) = 8,9-(EET+DHET) > 14,15-(EEHT+DHET) > 11,12-(EET+DHET).
Als  Hauptprodukte der EPA-Epoxidation waren 5,6-(EEQ-DHEQ) und
17,18-(EEQ+DHEQ) nachweisbar. Unter den DHA-Metaboliten dominierten die
16,17-, 7,8- und 19,20-Regioisomere.
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Abbildung 14: Effekt der Omacor®-Gabe auf die Bildung der von AA-, EPA- und DHA-
abgeleiteten regioisomeren Epoxymetaboliten.

Zusammenstellung verschiedener regioisomerer Epoxymetabolite, die aus dem CYP-
abhangigen Umsatz von AA, EPA und DHA entstanden sind. Die dargestellten Werte sind
Mittelwerte £ SEM. Die Signifikanzen (p < 0,05) sind wie folgt dargestellt: * zu Basal (W0) und
# zu 2g OM-3 (W8); n=19 pro Gruppe.

Bei vergleichender Betrachtung der Metabolite, die durch CYP-abhangige
Epoxidation der jeweiligen endstandigen Doppelbindung entstehen, wurde die
Verschiebung des Metabolitenprofils durch Omacor®-Gabe besonders deutlich,
Abbildung 15. Nach maximaler Behandlung mit Omacor® (berstieg die
Plasmakonzentration von 17,18-(EEQ+DEHQ) (6,2 + 0,4 ng/ml 2 g OM-3) den Gehalt
an 14,15-(EET+DHET) (3,0 £+ 0,2 ng/ml 2g OM-3). Die 17,18-(EEQ+DHEQ)-
Konzentration, war nach Omacor®-Gabe dreimal so hoch wie vor der Behandlung.
19,20-(EDP+DHDP) wies im Vergleich die geringste Ausgangskonzentration auf
(1,2 £ 0,1 ng/ml Basal), stieg aber mit Omacor®-Gabe signifikant an (2,5 £ 0,2 ng/ml
2g OM-3). Nach Absetzen der Medikation wurden fiir 17,18-(EEQ+DEHQ) und 19,20-
(EDP+DHDP) wieder Basalwerte erreicht (2,1 £ 0,3 ng/ml bzw. 1,4 £ 0,2 ng/ml

Absetzen).
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Abbildung 15: Vergleich ausgewahlter regioisomerer Epoxymetabolite.

Vergleichend sind CYP-abhangige Metabolite aus AA, EPA und DHA gezeigt, deren
endstandige Doppelbindung epoxidiert ist. Die Balken stellen Mittelwerte + SEM dar. Die
Signifikanzen (p < 0,05) sind wie folgt definiert: * zu Basal (WO0) und # zu 2g OM-3 (W8); n=19
pro Gruppe.

Als nachstes wurde untersucht, ob das Verhaltnis der Vorlauferfettsduren EPA/AA
dem Verhaltnis der CYP-abhangigen Metabolite (EEQs+DHEQs)/(EETs+DHETS)
entspricht oder ob abhangig von der Aktivitat der CYP-Enzyme eine Verschiebung im
Metabolitverhaltnis vorliegt. Zu diesem Zweck wurden die Verhaltnisse der
Vorlauferfettsduren und der Metabolite miteinander korreliert, Abbildung 16 links. Die

Korrelation nach Pearson war statistisch signifikant (r=0,826, p < 0,001).

Eine vergleichende Analyse mit dem Verhaltnis von DHA/AA zeigte ebenfalls eine
Korrelation mit dem Verhaltnis der entsprechenden Metabolite
(EDPs+DHDPs)/(EETs+DHETs; Korrelation nach Pearson: r=0,587 p < 0,001),
Abbildung 16 rechts.

Der Anstieg der Korrelationsgeraden dient als Mal fur die relative Effizienz des
Umsatzes von Vorlduferfettsdure zu den Metaboliten und deutet bei den erhobenen
Daten darauf hin, dass EPA ~8,6 mal (y=8,60x - 0,06) und DHA ~2,2 mal
(y=2,21x - 0,21) effizienter als AA zu den entsprechenden CYP-Eicosanoiden

umgesetzt werden, Abbildung 16.

59



Ergebnisse3

Ratio n-3/n-6 Metabolite
o - - N N
o N o o »

o
FS

S
(=)

0.0

EPA/AA or DHA/AA

Abbildung 16: Relative Effizienz im Umsatz der Vorlauferfettsduren zu
Epoxymetaboliten und deren Diolen.

Aufgetragen ist in das Verhdltnis aus den Vorlduferfettsduren EPA und AA zu den
entsprechenden Metaboliten von EPA und AA (links) sowie das Verhaltnis aus den
Vorlauferfettsduren DHA und AA zu den entsprechenden Metaboliten von DHA und AA
(rechts). Die dargestellien Werte sind Messwerte von allen Probanden (n=19) zu jedem
Untersuchungszeitpunkt der Studie.

Veranderungen im CYP-Eicosanoidprofil wurden nach Omacor®-Gabe auch im Urin
gemessen. Hier Uberstieg die Summe aus EPA- und DHA-abgeleiteten Metaboliten
(2,7 £ 0,5 ng/ml) den Gehalt an AA-Metaboliten (1,2 + 0,2 ng/ml) nach acht Wochen
Omacor®-Gabe. Nach Absetzen der Medikation sank der Gehalt an (EPA+DHA)-
Metaboliten (0,9 + 0,2 ng/ml) wieder unter den der AA-Metabolite (1,2 + 0,2 ng/ml),
Abbildung 17 A. Wahrend die AA- und DHA-abgeleiteten verschiedenen
Regioisomere nach Omacor®-Gabe weitgehend unverandert blieben, stiegen die
verschiedenen EPA-Metabolite, insbesondere 17,18-EEQ, signifikant an. Der Gehalt
an 17,18-(EEQ+DHEQ) erhohte sich mit der Einnahme von Omacor® um knapp das
4-fache (von 0,3 £ 0,1 ng/ml Basal auf 1,3 £ 0,2 ng/ml 2 g OM-3). Nach Absetzen der

Medikation wurden wieder Ausgangswerte erreicht (0,4 £ 0,1 ng/ml).
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Abbildung 17: Einfluss der Omacor®-Gabe auf das CYP-Eicosanoidprofil im Urin.
Gehalt an AA- bzw. (EPA+DHA)-abgeleiteten Epoxymetaboliten und deren
korrespondierenden Diolen tber den Verlauf der Studie (A). Darstellung der verschiedenen
Regioisomere und deren Verdnderung vor, wahrend und nach der Studie (B). Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte £ SEM. Die Signifikanzen (p < 0,05) sind wie folgt
dargestellt: * gegenlber Basal (W0) und # gegenuber 2g OM-3 (W8); n=19 pro Gruppe.

3.1.4 Veranderung des endogenen COX- und LOX-Eicosanoidprofils nach
Omacor®-Gabe

Neben der Analyse des endogenen CYP-Eicosanoidprofils (Kapitel 3.1.3), wurden
auch die Veranderungen im COX- und LOX-abhangigen Eicosanoidprofil untersucht.
Ziel war es herauszufinden, ob diese Enzymwege in gleicher Weise wie der CYP-
abhangige Weg durch die EPA/DHA-Gabe beeinflusst werden.

Zunachst wurde der Einfluss der EPA/DHA-Supplementation auf das COX-abhangige
Eicosanoidprofil untersucht, Abbildung 18. Der von EPA abgeleitete COX-abhangige
Metabolit Prostaglandin E3 (PGES3) stieg nach acht Wochen Behandlung geringfugig,
aber statistisch signifikant an (Basal 0,003 + 0,001 ng/ml zu 2 g OM-3
0,014 £ 0,002 ng/ml) und sank nach Absetzen der Medikation wieder ab (Absetzen
0,004 £ 0,001 ng/ml). Der von AA abgeleitete Metabolit PGE2 blieb durch die
Behandlung unverandert, war aber der dominierende Metabolit (= 0,78 ng/ml),
Abbildung 18 A.

Die EPA/DHA-Supplementation hatte keinen Effekt auf die COX-abhangige
Metabolisierung von AA und EPA zu entsprechenden Thromboxanen (TXB2 bzw.
TXB3). Auch hier trat der AA-abgeleitete Metabolit TXB2 dominierend auf
(= 48,12 ng/ml TXB2 vs = 1,33 ng/ml TXB3), Abbildung 18 B.
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Abbildung 18: Einfluss der Omacor®-Gabe auf das COX-abhingige Eicosanoidprofil.
Die hier gezeigte Gehalt an Metaboliten wurde durch Stimulation von Vollblutproben mit Ca?*-
lonophor erhalten. Dies gab Auskunft Uber die Kapazitat der Bildung von Metaboliten aus dem
Umsatz von AA oder EPA durch entweder COX-Enzyme (A) oder LOX-Enzyme (B). Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte £+ SEM. Die Signifikanzen (p < 0,05) sind wie folgt
dargestellt: * gegenlber Basal (W0) und # gegenuber 2g OM-3 (W8); n=19 pro Gruppe.

Weiterhin wurde der Effekt der EPA/DHA-Supplementation auf die Bildung LOX-
abhangiger Metabolite untersucht, Abbildung 19. Ahnlich dem PGE3 stieg auch
Leukotrien B5 (LTB5), das von EPA abgeleitet ist, nach acht Wochen Behandlung
geringfugig aber signifikant an (Basal 2,50 + 0,27 ng/ml zu 2g OM-3 9,67 + 1,61 ng/ml)
und sank nach Absetzen der Medikation wieder ab (Absetzen 3,10 + 0,48 ng/ml). Der
entsprechende von AA-abgeleitete Metabolit LTB4 blieb wahrend er Behandlung
unverandert und war in wesentlich groReren Mengen als der EPA-abgeleitete
Metabolit LTB5 vorhanden, Abbildung 19 A. LTB4 und LTB5 sind Metabolite, die
durch den 5-LOX-Metabolismus aus AA bzw. EPA entstehen, aber auch weitere
Metabolite, sogenannte Hydroxymetabolite, kénnen durch den Umsatz von 5-LOX-
Enzymen entstehen, Abbildung 19 B. Nach Supplementation stiegen die von EPA-
und DHA-abgeleiteten Hydroxymetabolite leicht, aber signifikant an. Die DHA-
Metabolite blieben nach Absetzen der Medikation sogar signifikant zu den
Basalwerten erhoht. 5-HETE, der AA-abgeleitete 5-LOX-abhangige Metabolit, blieb
wahrend der Behandlung unverandert.

Der 12-LOX Weg aus dem von AA 12-HETE, von EPA 12-HEPE und von DHA
14-HDHA hervorgehen, reagierte auf die EPA/DHA-Supplementation mit einem
signifikanten Anstieg von sowohl 12-HEPE als auch 14-HDHA, Abbildung 19 C. Nach
Absetzen der Medikation sank der Gehalt wieder auf das Ausgangsniveau. Der von
AA abgeleitete Hydroxymetabolit 12-HETE hingegen blieb wahrend der Behandlung
unverandert. Ahnlich stellt es sich mit dem Umsatz von AA, EPA und DHA durch 15-
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LOX Enzyme dar. Wahrend 15-HEPE und 17-HDHA nach acht Wochen EPA/DHA-
Supplementation signifikant anstiegen, bleib 15-HETE unverandert, Abbildung 19 D.
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Abbildung 19: Einfluss der Omacor®-Gabe auf das LOX-abhangige Eicosanoidprofil.
5-LOX abhangige Metabolite, die von AA (LTB4) oder EPA (LTB5) abgeleitet sind (A).
Metabolisierung von AA, EPA und DHA zu entsprechenden Hydroxymetaboliten durch 5-LOX
(B), 12-LOX (C) oder 15-LOX (D). Die dargestellten Werte sind Mittelwerte £+ SEM. Die
Signifikanzen (p < 0,05) sind wie folgt dargestellt: * gegenliber Basal (WO0) und # gegenuber
2g OM-3 (W8); n=19 pro Gruppe.

18-HEPE ist ein von EPA abgeleiteter Metabolit, der als Vorlaufer fir anti-
inflammatorische und entzindungsauflésenden Mediatoren, sogenannten E-Serie
Resolvinen, dienen kann. Die Messung dieses Metaboliten zeigte, dass eine acht
wochige Behandlung der Probanden zu einer signifikanten Erhohung flhrte (Basal
3,83 £ 0,65 ng/ml zu 2g OM-3 12,82 + 0,98 ng/ml), Abbildung 20. Nach Absetzen der
Medikation sanken die 18-HEPE-Werte wieder auf die Ausgangswerte (Absetzen
4,62 £ 0,90 ng/ml).

63




Ergebnisse3

15

£

> 10 1

s

11}

o

s

o I

-

0 d

Basal 2g OM-3 Absetzen
(W0) (W8) (W16)

Abbildung 20: Einfluss der Omacor®-Gabe auf die Bildung von 18-HEPE.

18-HEPE ist ein von EPA abgeleiteter Metabolit, der als Vorlaufer fir anti-inflammatorische
Metabolite, sogenannten E-Resolvinen, dienen kann. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte
+ SEM. Die Signifikanzen (p < 0,05) sind wie folgt dargestellt: * gegeniiber Basal (W0) und #
gegeniiber 2 g OM-3 (W8); n=19 pro Gruppe.

3.1.5 Einfluss der Omacor®-Gabe auf klinische Risikofaktoren

Neben massiven Veranderungen im endogenen CYP-Eicosanoidprofil nach
EPA/DHA-Supplementation wurden auch Veranderungen von klinischen

Risikofaktoren wie Blutdruck und Plasmatriglyzeride gefunden.
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Abbildung 21: Einfluss der Omacor®-Gabe auf den Blutdruck.

Veranderungen im systolischen und diastolischen Blutdruck aller Probanden tber den Verlauf
der Studie (A) und Abhangigkeit der Reduktion des Blutdrucks vom basalen Blutdruck (B). Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM. Die Signifikanzen (p < 0,05) sind wie folgt
dargestellt: * gegenuber Basal (WO0) und # gegenlber 2 g OM-3 (W8); n=19 pro Gruppe.

Bei Betrachtung des Blutdrucks fiel auf, dass sowohl der systolische als auch der
diastolische BD nach acht Wochen Behandlung reduziert waren, wobei nur die
Reduktion des diastolischen Blutdrucks statistisch signifikant war (Basal
75,54 £ 1,66 mmHg zu 2g OM-3 72,0 £+ 1,68 mmHg; p=0,036), Abbildung 21 A. Mit
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nur einer Ausnahme lag der Blutdruck der Probanden im Normalbereich. Probanden
mit einem relativ hohen Blutdruck zeigten nach acht Wochen Behandlung die gréte
Reduktion im Blutdruck, Abbildung 21 B.

Die Untersuchungen der klinischen Parameter ergaben weiterhin Veranderungen in
den Plasmatriglyzeriden der Probanden. Eine achtwdchige Behandlung mit EPA/DHA
fUhrte zu einer signifikanten Reduktion der Triglyzeridwerte (Basal 1,31 £ 0,18 mmol/L
auf 2 g OM-3 0,99 £ 0,13 mmol/L; p=0,004), Abbildung 22 A. Dies war ein Effekt, der
reversibel war, da nach Absetzen der Medikation die Triglyzeridwerte wieder
anstiegen (1,24 mmol/L). Ahnlich dem Blutdruck wurde bei Probanden mit relativ
hohen Triglyzeridwerten die groRte Reduktion nach Omacor®-Gabe beobachtet,
Abbildung 22 B.
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Abbildung 22: Einfluss der Omacor®-Gabe auf Plasmatriglyzeride.

Veranderungen der Triglyzeridwerte aller Probanden Uber den Verlauf der Studie (A).
Abhangigkeit einer Reduktion der Triglyzeridwerte von basalen Werten (B). Die dargestellten
Werte sind Mittelwerte + SEM. Die Signifikanzen (p < 0,05) sind wie folgt dargestellt:
* gegenuber Basal (W0) und # gegeniber 2 g OM-3 (W8); n=19 pro Gruppe.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass mit Gabe von Omacor® sowohl im
Plasma als auch im Urin die n-3 PUFA abgeleiteten CYP-Epoxymetabolite signifikant
anstiegen. Besonders trat dabei der EPA-Metabolit 17,18-EEQ hervor. EPA scheint
im Vergleich zu AA besonders effektiv. zu den entsprechenden CYP-
Epoxymetaboliten umgesetzt zu werden. Im Vergleich dazu spiegelte sich die
Aufnahme von n-3 PUFAs nicht so stark in der Bildung COX- bzw. LOX-abhangiger
Metabolite wider. Eine Ausnahme stellte dabei das von EPA abgeleitete 18-HEPE
dar, welches deutlich unter EPA/DHA-Supplementation anstieg. Zudem ergaben
Untersuchungen klinischer Parameter eine Reduktion im Blutdruck und den

Plasmatriglyzeriden.
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3.2 Anti-arrhythmischer Effekt von EPA, dem CYP-abhangigen
Epoxymetabolit 17,18-EEQ und synthetischen 17,18-EEQ-Analoga

im Zellmodell

Um den biologischen Effekt von n-3 PUFAs und den davon abgeleiteten CYP-
Eicosanoiden zu untersuchen, wurde ein etabliertes Zellmodell gewahlt, mit dem die
anti-arrhythmische Wirkung von EPA und DHA bereits gezeigt wurde (vgl. Einleitung
1.2.2 und Methoden 2.8). Dazu wurden Kardiomyozyten aus neonatalen
Rattenherzen praparierten (NRKMs), die nach 3 - 4 Tagen in Kultur spontan anfingen
zu schlagen (vgl. Methoden 2.8). Unter basalen Bedingungen zeigten die Zellen eine
Schlagfrequenz von 120 - 150 Kontraktionen pro Minute. Als MessgréfRe fir das
Bioassay wurde die Differenz der Schlagfrequenz vor (basal) und nach Zugabe von
Substanz herangezogen (chronotroper Effekt). Zunachst wurde die biologische
Wirkung von EPA und 17,18-EEQ vergleichend untersucht (Kapitel 3.2.1) und dann
eine weiterfihrende Analyse der Strukturwirkungsbeziehung des 17,18-EEQ auf
NRKMs mit Hilfe neu entwickelter synthetischer 17,18-EEQ-Analoga durchgefiihrt
(Kapitel 3.2.2).

Wie im Einzelnen unter Kapitel 3.2.1 beschrieben, zeigte 17,18-EEQ den gleichen
biologischen Effekt wie seine Vorlauferfettsaure EPA, wobei 17,18-EEQ schneller und
in niedrigerer Konzentration wirkte. Die Untersuchungen zur
Strukturwirkungsbeziehung von 17,18-EEQ ergaben (Kapitel 3.2.2), dass strikte
strukturelle Voraussetzungen notwendig sind, damit der Epoxymetabolit biologisch

wirksam ist.

3.21 17,18-EEQ wirkt in gleicher Weise wie die Vorlauferfettsaure EPA auf
die Kontraktilitdit von NRKMs

Wie in Abbildung 23 zu sehen, reagierten die Kontroll-NRKMs (weil3e Balken) auf die
Erhohung der extrazellularen Ca?*-Konzentration mit einer Steigerung der
Schlagfrequenz. Wurden die Kardiomyozyten hingegen mit EPA vorbehandelt,
konnte sowohl unter Basalbedingungen als auch unter steigenden Ca?*-
Konzentrationen eine Reduktion der Schlagfrequenz gemessen werden (graue
Balken). 17,18-EEQ ubte in gleicher Weise wie EPA negativ chronotrope Effekte auf
NRKMs aus und wirkte dabei sogar signifikant starker als EPA (dunkelgraue Balken).
Wahrend EPA eine langere Inkubationszeit (30 min) und eine héhere Konzentration
(3,3 M) bendtigte, war 17,18-EEQ bereits nach 5 min und bei einer Endkonzentration

von 30 nM wirksam.
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Abbildung 23: Biologische Wirkung von EPA und 17,18-EEQ auf NRKMs bei steigender
extrazelluldrer Kalziumkonzentration.

17,18-EEQ (ce=30 nM) wirkt in gleicher Weise wie EPA (ce=3,3 uM) und schitzt NRKMs vor
einer Uberladung mit Kalzium. Die Werte stellen Mittelwerte + SEM dar. Es wurden
mindestens zwei unabhangige NRKMs-Kulturen zur Messung verwendet (n=12). * p < 0,05
zur Kontrolle und # zu EPA.

NRKMs reagierten nicht nur auf eine erhohte extrazellulare Ca?*-Konzentration mit
einer Erhéhung der Schlagfrequenz (Abbildung 23), sondern auch auf B-adrenerge
Stimulation (1 pM Isoproterenol: 45,0 £ 4,2 AKontraktionen/min). 17,18-EEQ allein
zeigte einen negativ chronotropen Effekt (-21,5 £ 0,4 AKontraktionen/min) und
reduzierte die Antwort der Kardiomyozyten auf Isoproterenol signifikant (5,0 £ 1,0
AKontraktionen/ min), Abbildung 24.
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Abbildung 24: 17,18-EEQ reduziert den Effekt B-adrenerger Stimulation in NRKMs.

Der positiv chronotrope Effekt nach B-adrenerger Stimulation mit 1 uM Isproterenol (ISO) auf
spontan-schlagende NRKMs wurde durch Zugabe von 30 nM 17,18-EEQ signifikant
vermindert. Die Werte stellen Mittelwerte £+ SEM dar. Es wurden mindestens zwei
unabhangige NRKMs-Kulturen zur Messung verwendet (n=12). Die Signifikanzen (p < 0,05)
sind wie folgt dargestellt: * zur Kontrolle und # zu Isoproterenol.

3.2.2 Strukturfunktionsanalyse

Ziele der hier beschriebenen Untersuchungen waren (i) die Identifizierung
struktureller Merkmale, die die biologische Wirkung von 17,18-EEQ vermitteln, (ii) die
Identifizierung von synthetischen Analoga mit selektiver agonistischer bzw.
antagonistischer Funktion fur weiterfihrende mechanistische Untersuchungen und
(iii) die Verbesserung der chemischen und metabolischen Stabilitdt von 17,18-EEQ
flr eine mdgliche in vivo Anwendung (Grundstruktur von 17,18-EEQ siehe Abbildung
25).

Abbildung 25: Struktur des natiirlichen EPA-Metaboliten 17,18-EEQ.

Epoxygenasen, generieren in Abhangigkeit von der Isoform nicht nur eine Reihe von
Regioisomeren, sondern auch verschiedene Stereoisomere (vgl. Einleitung 1.3).
CYP-abhangig wird EPA bevorzugt an der endstandigen Doppelbindung epoxidiert
wobei der Epoxymetabolit 17,18-EEQ entsteht. Wie in Kapitel 3.2.2.1 beschrieben,
wurde zunachst die Wirkung der beiden 17,18-EEQ-Stereoisomere (R,S- und S,R-
Enantiomer) auf NRKMs getestet.
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Doppelbindungen in der 17,18-EEQ-Struktur kénnen Angriffspunkte fir COX- und
LOX-Enzyme bzw. fur eine Autoxidation sein. Zur Identifizierung essentieller
Doppelbindungen wurde die Auswirkung der partiellen Sattigung von
Doppelbindungen auf den 17,18-EEQ-Effekt untersucht (siehe 3.2.2.2). Ein weiterer
Angriffspunkt innerhalb der Struktur des Metaboliten ist die Epoxygruppe in 17,18-
Position, Abbildung 25. Zur Identifizierung von Epoxybioisosteren wurde die
Epoxygruppe durch eine Harnstoff- oder Oxamidgruppe ersetzt und die Wirkung
dieser Strukturanaloga auf NRKMs getestet (siehe Abschnitt 3.2.2.3).

3.2.2.1 Stereoselektive 17,18-EEQ-Wirkung auf NRKMs

Das razemische Gemisch von 17,18-EEQ hatte wie bereits in Kapitel 3.2.1
beschrieben einen negativ chronotropen Effekt auf NRKMs (-22,5 + 0,8
AKontraktionen/min). Dieser Effekt war stereoselektiv, Abbildung 26. Denn, nur das
17(R),18(S)-Enantiomer reduzierte die Schlagfrequenz der Kardiomyozyten
(-21,3 £ 0,9 AKontraktionen/min) in gleicher Weise wie das Razemat. Im Gegensatz
dazu blieb das 17(S),18(R)-Enantiomer unwirksam (1,3 = 1,6 AKontraktionen/min).
17,18-DHEQ, das sEH-vermittelte Hydrolyseprodukt von 17,18-EEQ, zeigte keinen
Effekt auf NRKMs.

[s]

17,18-DHEQ wd oH

IR IO

L4

A Kontraktion/ min

Abbildung 26: Die biologische Aktivitit von 17,18-EEQ ist abhdngig von der
Stereochemie des Metaboliten.

Nur das R,S-Enantiomer zeigte die gleiche biologische Aktivitat wie 17,18-EEQ und EPA. Die
Hydrolyse der Epoxygruppe flihrte zu einem Funktionsverlust des Metaboliten. Die Werte
stellen Mittelwerte + SEM dar. Die Substanzen wurden in einer Endkonzentration von 30 nM
eingesetzt, a8uller EPA (3,3 uM). Es wurden mindestens zwei unabhangige NRKMs-Kulturen
zur Messung verwendet und die Schlagfrequenz jeweils 6 Clustern bestimmt (n=12).
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3.2.2.2 Identifizierung essentieller Doppelbindungen

In enger Zusammenarbeit mit John R. Falck (UT Southwestern) erhielten wir zur
Testung auf NRKMs gezielt modifizierte Strukturen von 17,18-EEQ. Eine erste
Modifikation der 17,18-EEQ-Struktur beinhaltete die partielle Sattigung von
Doppelbindungen. In Tabelle 12 ist die Wirkung dieser synthetischen Analoga auf

NRKMs zusammengefasst.

Tabelle 12 Chronotrope Effekte von 17,18-EEQ Analoga mit partiell gesattigten
Doppelbindungen auf NRKMs.

Analog 3, 6 und 9 stellen modifizierte Strukturen mit einem negativ chronotropen Effekt ahnlich
dem endogenen Metaboliten 17,18-EEQ dar. Alle Substanzen wurden in einer
Endkonzentration von 30 nM eingesetzt. Die Werte sind Mittelwerte £+ SEM.

Veranderung Veranderung

# Analog (Schlige/min) n-Zahl # Analog (Schldge/min) n-Zahl
[o] o]
1 CMVT/\V\)LDH 00+1,2 14 | 8 M"" +0,8+ 1,6 14
[o] o
[o] [+]
2 mm‘ 27414 2 |9 m"“ 20,3%1,2 27
o (=]
a o
3 mﬂ 198+08 28 |10 m 433211 29
— /
o [s]
o o
4 <—/M/W\—/\)UH 0,610 14 | 11 CZ;/\H,\\)LOH 21,108 18
5 X
[o] o
5 mm‘ 0,6+13 14 | 12 m"” +0,7+0,9 18
5 X
[o] o
6 CZ:—,\/\)LDH 18315 21 | 13 m‘:‘ 4,8+0,26 18
o (4]
o o
7 Cx“ 12£13 14 | 14 mj 1,4+0,34 18
5 x

Analoga 1-3 sind modifizierte Strukturen mit nur noch 2 Doppelbindungen an
verschiedenen Positionen, Tabelle 12. Analog 3, welches eine Doppelbindung in
11,12-Position aufwies, zeigte einen negativ chronotropen Effekt ahnlich der
endogenen Substanz 17,18-EEQ. Analog 1 und 2 zeigten nur einen schwachen bzw.
keinen negativ chronotropen Effekt auf NRKMs. Analoga 4-7 stellen eine Reihe von
17,18-EEQ Strukturanaloga mit nur einer Doppelbindung dar. Auch hier war nur das
Analog mit einer 11,12-Doppelbindung wirksam (Analog 6). Die anderen Analoga
hingegen zeigten einen schwach negativ chronotropen Effekt. Die vollstdndige
Sattigung der Doppelbindungen fiihrte zu einem unwirksamen 17,18-EEQ-Analog
(Analog 8).
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Wie in Kapitel 3.2.2.1 beschrieben, wirkte 17,18-EEQ stereoselektiv. Die Testung der
Strukturanaloga 9 und 10 bestatigen diese Enantioselektivitdt, denn nur das
17(R),18(S)-Enantiomer war wirksam (Analog 9). Analoga 11 und 12 trugen eine
Doppelbindung in 14,15-Position statt in 11,12-Position, aber das 17(R),18(S)-
Enantiomer war dennoch wirksam (Analog 11). Eine endstandige Hydroxylierung ist
Teil des Abbauweges von FS und CYP-Eicosanoiden. Strukturen, die zwar eine
11,12-Doppelbindung aufwiesen, aber endstandig hydroxyliert waren (Analoga 13
und 14), verloren ihre Aktivitdt und zeigten nur noch einen schwach negativ
chronotropen Effekt auf NRKMs.

3.2.2.3 Identifizierung von 17,18-EEQ Strukturen mit stabiler Epoxygruppe:

Epoxybioisostere

Wie in Abbildung 26 zu sehen, flhrte der Umsatz von 17,18-EEQ mit sEH zu einem
unwirksamen Metaboliten, 17,18-DHEQ. In vivo spielt die sEH eine zentrale Rolle
beim Abbau von Monoepoxiden verschiedener PUFAs. Um robustere und
langlebigere Analoga fur eine mdgliche in vivo Anwendung zur erhalten, wurden
Strukturanaloga des 17,18-EEQ entwickelt, bei denen die 17,18-Sauerstofffunktion

durch eine Harnstoff- oder Oxamidgruppe ersetzt wurde (Epoxybioisostere).

In Tabelle 13 ist die Wirkung verschiedener Epoxybioisostere von 17,18-EEQ auf
NRKMs zusammengestellt. Die Substitution der Epoxidgruppe durch eine (NHCO)-
Gruppe (Bsp. Analog 15) zeigte die gleiche biologische Aktivitat wie der endogene
Metabolit 17,18-EEQ. Der negativ chronotrope Effekt fiel sogar etwas starker aus.
Wenn die Harnstoffgruppe allerdings mit Methylgruppen am Stickstoff erganzt war,

war der negativ chronotrope Effekt stark vermindert (Analog 16).
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Tabelle 13: Chronotrope Effekte von Epoxybioisosteren auf NRKMs.

Unter den Epoybioisosteren zeigte Analog 17 den starksten negativ chronotropen Effekt. Alle
Substanzen wurden in einer Endkonzentration von 30 nM eingesetzt. Die Werte stellen
Mittelwerte £+ SEM dar. Es wurden mindestens zwei unabhangige NRKMs-Kulturen zur
Messung verwendet (n = 6).

Verdanderung Verdanderung
# Analog (Schlige/min) n-Zahl # Analog (Schlige/min) n-Zahl
[+] o
15 WOH 27,0£12 27 | 21 mo”*’ -1,6+0,9 18
= NHJ'kNHJ\ — NJK/\
o [o]
16 P 5804 6 |22 {_ o 47£1,0 18
[ I
0 0
_Na
17 m 33,7£13 24 | 23 CSLA)LOH 224£17 18
M = AN
2 o]
"OH
18 Q;/\O)tu -4,7+0,45 18 | 24 CC\/})%" +12,8+15 18
= NHJJ\E’ ~ — NHJK/\
o o]
19 . 264035 18 | 25 g7 1,3£1,0 18
— Nujﬁrml T — NHJJ\n/M'L e
@ [}
]
) OH o
20 = AN 40,2513 1 26 5 oH +17,8+ 1,4 18
A AN

Analysen zu verschiedenen Strukturanaloga mit einer (NHCO)-Gruppe zeigten, dass
die Position dieser Gruppe im Molekul entscheidend fur die biologische Funktion des

Analogs ist (siehe Analoga 20-23).

Die Analoga 24, 25 und 26 tragen eine Doppelbindung in 14,15-Position. Unter
Betrachtung entsprechender Surrogate (15/26, 17/25, und 21/24) fihrte die 14,15-
Doppelbindung zu einer starken Verminderung oder Aufhebung des negativ

chronotropen Effekts.

Eine Substitution der Epoxygruppe an 17,18-Position mit einer Oxamidgruppe
reproduzierte den biologischen Effekt des 17,18-EEQ und stellte sich als effektivstes
Bioisoster heraus (Analog 17). Die Oxamid-tragenden Verbindungen mit einer trans-
Doppelbindung (Analog 18) oder einer Dreifachbindung in 11,12-Position (Analog 19)

hingegen zeigten nur eine geringe Aktivitat.

3.2.3 EPA, 17,18-EEQ und ein synthetischer Agonist aktivieren gleiche

Signalwege

Folgender Versuch diente zur Uberpriifung, ob EPA, 17,18-EEQ und der am besten
wirksame synthetische Agonist (Analog 17) in gleicher Weise zellulare Signalwege

aktivieren.

72



Ergebnisse3

Wie in Abbildung 27 gezeigt, Ubte EPA unter Basalbedingungen einen negativ
chronotropen Effekt auf NRKMs aus. Sowohl der CYP-abhangige AA-Metabolit
11,12-EET, als auch das synthetische Analog 2 (Antagonist) haben die Reduktion der
Schlagfrequenz durch EPA aufgehoben. Nach Zugabe eines PKC-Inhibitors
(Calphostin C) und eines unspezifischen Prostanoidrezeptor-Antagonisten (AH6809)
wurde der negativ chronotrope Effekt von EPA geblockt. Der PKA-Inhibitor H89
beeinflusste den EPA-Effekt nicht. Das gleiche Inhibitorprofil wurde mit 17,18-EEQ
und Analog 17 gezeigt. Analog 17 (-33,7 + 0,7 AKontraktionen/min) Gberstieg dabei
sogar den negativ chronotropen Effekt von 17,18-EEQ.

EPA H Kontrolle
o 11,12-EET
— —_— o H Analog 2
] AHB809
Calphostin C
Y H89

17,18-EEQ ] Kontrolle
11,12-EET
—— OH I Analog 2
] AHB809
Calphostin C
L. H89

H Kontrolle
Analog 17 0 11,12-EET

oo oy
— NH

AHG809
CalphostinC
35 .30 -25 20 -15 10 -5 0 5
A Kontraktion/ min

HB9

Abbildung 27: EPA, 17,18-EEQ und ein synthetischer Agonist von 17,18-EEQ (Analog 2)
verwenden die gleichen Signalwege.

Die getesteten Substanzen wurden in folgenden Endkonzentrationen verwendet: EPA 3,3 uM,
17,18-EEQ, 11,12-EET, Analog2 30 nM, AH6809 10 uM, CalphostinC 100 nM und H89 1 uM.
Die Werte stellen Mittelwerte £+ SEM dar. Es wurden mindestens zwei unabhangige NRKMs-
Kulturen zur Messung verwendet (n=12).

Die Ergebnisse zeigen, dass der negativ chronotrope Effekt von EPA durch den
Epoxymetaboliten 17,18-EEQ vermittelt wird. Dabei wurden stereospezifische
Unterschiede in dem Effekt auf NRKMs beobachtet, denn nur das 17(R),18(S)-EEQ
war wirksam. Mittels Strukturfunktionsanalyse fanden wir synthetische Analoga, die
die gleiche Wirksamkeit wie der endogene Metabolit 17,18-EEQ zeigten. Weiterhin
wurde deutlich, dass strikte strukturelle Voraussetzungen gegeben sein missen,

damit 17,18-EEQ wirksam ist. Voraussetzungen waren: (i) die Wirkung der 17,18-
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EEQ-Analoga war stereoselektiv, nur das 17(R),18(S)-Enantiomer war wirksam, (ii)
eine Doppelbindung in 11,12-Position war flr eine agonistische Funktion von

Bedeutung und (iii) die Sauerstofffunktion musste in 17,18-Position vorliegen.

Die Vorlauferfettsaure EPA, der CYP-abhangige Epoxymetabolit 17,18-EEQ und der
am besten wirksame Agonist (Analog 17) aktivieren gleiche Signalwege, die sich
jeweils durch das Strukturanalog 2 antagonisieren lieRen. Die oben genannten
strikten strukturellen Voraussetzungen und die schnelle Wirkung von 17,18-EEQ und
den synthetischen Analoga lassen eine spezifische Wechselwirkung mit zellularen

Zielstrukturen in den NRKMs vermuten.

3.3 Identifizierung eines Rezeptorkandidaten fiir den 17,18-EEQ-
Effekt auf NRKMs

Neben lonenkanalen und Transkriptionsfaktoren werden auch
Plasmamembranrezeptoren als zellulare Zielstrukturen fir n-3 PUFAs bzw. CYP-
Epoxyeicosanoide, angesehen (vgl. Einleitung Kapitel 1.6). Dieses Kapitel der Arbeit
diente zur Uberprifung der Hypothese, ob von n-3 PUFAs abgeleitete CYP-
Epoxyeicosanoide, im speziellen 17,18-EEQ, uber einen Rezeptor-vermittelten

Mechanismus wirken.

Mittels pharmakologischer Intervention mit Pertussistoxin, einem Inhibitor fir Gai-
Protein gekoppelte Rezeptoren, wurde die Rolle von GPCRs in der Vermittlung des
17,18-EEQ-Effekts auf NRKMs untersucht (Kapitel 3.3.1). Weiterhin wurde ein orphan
Rezeptor als moglicher Rezeptorkandidat ermittelt (Kapitel 3.3.2), der fur
anschlielende Analysen verwendet wurde. Mittels PCR und Western blot wurde eine
Expressionsanalyse des Rezeptorkandidaten in verschiedenen Geweben
durchgefuhrt (Kapitel 3.3.3). Letztlich wurde untersucht, ob der Rezeptor eine
funktionale Rolle in der Vermittlung des 17,18-EEQ-Effekts spielt (Kapitel 3.3.4).

Die Ergebnisse zeigten, dass die spezifische Wechselwirkung von 17,18-EEQ mit
NRKMs abhangig von Gai-Proteinen stattfindet. Es wurde ein mdglicher
Rezeptorkandidat ermittelt, der ebenfalls Gai-Protein gekoppelt ist und

speziesibergreifend v.a. im Herzen und Gehirn eine starke Expression zeigte.

3.3.1 Rolle von Gai-Proteinen in der Vermittlung des 17,18-EEQ-Effekts auf
NRKMs

Um eine maogliche Rolle von GPCRs in der Vermittlung des 17,18-EEQ Effekts zu

untersuchen, wurden erneut spontan schlagende NRKMs als Testmodell verwendet.
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Durch pharmakologische Intervention mit einem Inhibitor von Gai-Proteinen
(Pertussistoxin), wurde eine mdgliche Rolle von Gai-Protein gekoppelten Rezeptoren
untersucht. Dazu wurde die Wirkung von 17,18-EEQ auf unbehandelte Zellen

vergleichend mit Pertussistoxin behandelten Zellen untersucht.

Wie in Abbildung 28 zu sehen, zeigte 17,18-EEQ unter Kontrollbedingungen einen
negativ chronotropen Effekt (-21,5 + 0,7 AKontraktionen/min). Durch Zugabe von
1 UM Isoproterenol reagierten die Zellen mit einem deutlichen Anstieg der
Schlagfrequenz im Vergleich zu den Basalwerten (45,0 + 4,3 AKontraktionen/min).
Dieser Effekt wurde signifikant reduziert wenn die Zellen zusatzlich mit 17,18-EEQ

inkubiert wurden (7,5 + 1,0 AKontraktionen/min).

60{ [] Kontrolle
50{ [ Pertussistoxin

A Kontraktionen/ min
N
Q

Abbildung 28: Rolle von Gai-Protein gekoppelten Rezeptoren in der Vermittlung des
17,18-EEQ Effekts.

Eine Inhibition von Gai-Proteinen mit Pertussistoxin hat den 17,18-EEQ-Effekt aufgehoben.
Die Balken stellen Mittelwerte + SEM dar, n=12. Die Signifikanzen (p < 0,05) sind wie folgt
dargestellt: * zum Basalwert, # zur Isoprotrerenolantwort unter Kontrollbedingungen.

Eine Prainkubation mit Pertussistoxin (200 nM fur 4 h) wirkte sich unter
Basalbedingungen nicht auf die Zellen aus, jedoch blieb der 17,18-EEQ-Effekt aus (-
0,7 £ 1,0 AKontraktionen/min). Mit Pertussistoxin vorbehandelte Zellen reagierten auf
Isoproterenol mit einem Anstieg der Schlagfrequenz (59,2 + 2,4 AKontraktionen/ min).
Ubereinstimmend mit dem Ausfall des 17,18-EEQ-Effekts unter Basalbedingungen
nach Prainkubation mit Pertussistoxin, wurde in Pertussistoxin vorbehandelten
NRKMs auch die Fahigkeit des 17,18-EEQ Effekis unterdriickt, die positiv
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chronotrope  Antwort der NRKMs auf Isoproterenol zu inhibieren
(56,7 + 1,8 AKontraktionen/min).

3.3.2 Auswabhl eines Rezeptorkandidaten

Um einen mdglichen Rezeptorkandidaten zu finden, haben wir zunachst aus einer
vergleichenden Liste von GPCRs zwischen Maus, Ratte und Mensch die Rezeptoren
herausgesucht, die als Lipidrezeptoren beschriecben waren (Liste wurde im
Supplement von Gloriam et al., 2006 [182] veréffentlicht). Weiterhin wurden von
Gloriam et al. phylogenetische Stammbaume erstellt, anhand derer wir die
Verwandtschaftsverhaltnisse der orphan GPCRs mit den schon bekannten
Lipidrezeptoren begutachten konnten. Wir erhielten letztlich eine Liste von 13
moglichen Rezeptorkandidaten, die alle orphan GPCRs waren: GPR22, GPR25,
GPR26, GPR27, GPR62 (hGPCRS8), GPR85, GPR88, GPR120, GPR135, GPR150,
GPR153, GPR162, GPR173.

Fur weitere Analysen eines mdglichen Rezeptorkandidaten fur CYP-Eicosanoide
haben wir den orphan Rezeptor GPR22 ausgewahlt. GPR22 erflllt eine Reihe von
Kriterien flr einen potentiellen CYP-Eicosanoid-Rezeptor: (i) Phylogenetische
Analysen des humanen Genoms zeigten eine Zuordnung von GPR22 zur
Rhodopsinfamilie a der GPCRs [160]. Dies ist eine Unterfamilie, in der schon
bekannte Eicosanoidrezeptoren, wie die Prostaglandinrezeptoren (EP1-EP4), zu
finden sind. (ii) Neben einer Expression des orphan Rezeptors GPR22 im Gehirn
[183], wurde v.a. eine Expression des Rezeptors im humanen sowie murinen Herzen
nachgewiesen [184, 185]. Innerhalb verschiedener Spezies ist GPR22 hoch
konserviert, siehe Abbildung 29. (iii) Uber die Funktion von GPR22 ist noch wenig
bekannt. Von Adams et al. wurde in einem Mausmodell fir Herzhypertrophie
beschrieben, dass die GPR22-Epxression nach Ausldsen einer Drucklast-induzierten
Herzhypertrophie (TAC) stark reduziert war und ein KO von GPR22 zu einer erhéhten
Empfindlichkeit zu kardialer Dysfunktion nach TAC fiihrte [185]. Dies deutet auf eine
physiologische Bedeutung von GPR22 wahrend einer Herzhypertrophie hin.
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= [N v54E24.1, Celegans
! = B BX936415.2, Zebrafish
= GPR22, Zebrafish
= GPR22 (1 OF 2), Zebrafish
« & Grr22, Chicken
S ' GPR22, Norway rat
‘ GPR22, House mouse
= | |GPR22, Human

Abbildung 29: Phylogenetischer Stammbaum des Rezeptorkandidaten GPR22.
Quelle: http://www.treefam.org/family/TF318505#tabview=tab1

3.3.3 Expressionsprofil des Rezeptorkandidaten

Von dem ausgewahlten Rezeptorkandidaten GPR22 wurde zunachst ein
Expressionsprofil erstellt. Dazu wurde cDNA verschiedener humaner Gewebe
verwendet und mittels quantitativer RT-PCR analysiert. Die Analyse der
verschiedenen Gewebe hat ergeben, dass GPR22 v.a. in Herzgewebe, Gehirn und
in der Lunge exprimiert ist, Abbildung 30. Dies sind Gewebe, die nachweislich von
einer n-3 PUFA Gabe profitieren. In der Niere, Plazenta, dem Skelettmuskel und der

Leber konnte hingegen nur eine sehr geringe Expression gemessen werden.

Relative Expression von hGPR22
normalisiert auf 18S

Abbildung 30: Analyse der gewebespezifischen GPR22-Expression mittels qRT-PCR.
Fir die PCR wurden humane cDNA Proben (Clontech) verschiedener Gewebe verwendet und
die GPR22-Genexpression in technischen Triplikaten gemessen.
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Mittels RT-PCR wurden verschiedene Rattengewebe auf die Expression des
Rezeptors hin untersucht. Auch hier lies sich eine erhdhte Expression von GPR22 im
Herzen (linken Ventrikel), Gehirn (Cortex) und der Lunge feststellen. In
Nierengewebe, der Leber und Pankreas wurde eine geringere Expression
beobachtet.

M Herz Pan. Niere Gehirn Leber Lunge

jggﬁg - -f-—-.-_-n. GPR22
:gz:g “BBeuBBBABALLBM crroH

Abbildung 31: Gewebespezifische Expression von GPR22 in der Ratte.

Nachweis der GPR22-Rezeptorexpression mittels RT-PCR. Verwendet wurden
Gewebeproben von SD-Ratten. Die erwartete Grofde des PCR-Produkts fir Ratten-GPR22
lag bei 352 bp. Als interne Kontrolle wurde mit den gleichen Gewebeproben eine RT-PCR mit
GAPDH-Primern durchgefihrt (347 bp). Pan. = Pankreas.

GPR22 war auf Proteinebene sowohl in neonatalen als auch adulten Herzen von SD-
Ratten sowie in den Modellzellen unseres Bioassays (NRKMs) nachweisbar,
Abbildung 32.

GPR22
R-Actin

Abbildung 32: Nachweis der GPR22-Proteinexpression in neonatalen und adulten
Rattenherzen sowie in praparierten neonatalen Rattenkardiomyozyten (NRKMs).

Es wurden je 10 yg Protein fir die Western blot Analyse aufgetragen und GPR22 mittels
peptidspezifischen polyklonalen Antikdrper (CAVK-Antikérper) detektiert. Das theoretische
Molekulargewicht von GPR22 liegt bei 53 kDa. Als Referenzprotein wurde B-Actin (42 kDa)
verwendet. w = weiblich und m = mannlich.

3.3.4 GPR22 als Vermittler der Wirkung von 17,18-EEQ

Dieses Kapitel beschreibt die mogliche funktionelle Rolle von GPR22. Dazu wurden
NRKMs mit siRNAs oder anti-sense Oligonukleotiden behandelt, die gegen den
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Rezeptor gerichtet waren. Zur Kontrolle wurden die Zellen nur mit Transfektionsmittel

(ohne siRNA) oder mit scrambled Oligonukleotiden inkubiert.

Eine verminderte Expression des Rezeptors mit sowohl siRNA als auch anti-sense
Oligonukleotiden flhrte zu einer signifikanten Reduktion des 17,18-EEQ Effekts (von
-21,4 £ 1,5 auf -5,9 £ 1,6 bzw. -3,3 £ 1,5 AKontraktionen/min; p < 0,001); Abbildung
33. Bei Transfektion der Zellen mit Kontrollsubstanzen blieb der negativ chronotrope
Effekt von 17,18-EEQ bestehen und im Vergleich zur absoluten Kontrolle

unverandert.
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Abbildung 33: 17,18-EEQ-Effekt auf NRKMs ist GPR22-vermittelt.
Die Balken stellen Mittelwerte + SEM dar, n=12.) * zur Kontrolle war signifikant (p < 0,05).

Die Ergebnisse zeigen, dass die 17,18-EEQ-Effekte auf NRKMs (ber einen Gai-
Protein gekoppelten Rezeptor vermittelt werden. Ein modglicher Rezeptorkandidat
konnte somit der Gai-Protein gekoppelte orphan GPCR GPR22 sein. GPR22 ist v.a.
im Herzen und Gehirn exprimiert. Letztlich wurde eine funktionelle Rolle von GPR22
in der Vermittlung des 17,18-EEQ Effekts gezeigt.

3.4 Klonierung und Expression des potenziellen Rezeptors in Sauger-

und Insektenzellen

Zur Verifizierung der Rezeptorfunktion wurde der Rezeptorkandidat GPR22 sowohl in
Saugerzellen als auch in Insektenzellen heterolog exprimiert. Erste Versuche die
endogene Sequenz zu exprimieren, fihrten zu keiner deutlich erhéhten Expression
des Rezeptors. Deshalb wurde in einem zweiten Schritt die Sequenz Codon-optimiert
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(Kapitel 3.4.1.1) und N-terminal eine Signalsequenz (Kapitel 3.4.1.2) eingeflgt.
Zusatzlich wurde flir verbesserte Detektionsmoglichkeiten C-terminal ein HisTag
eingefligt (Kapitel 3.4.1.3). In Abbildung 34 ist ein Ablaufschema der Klonierung
dargestellt. GPR22 konnte sowohl in Sf9-Insektenzellen (Kapitel 3.4.2) als auch in
HEK293-Saugerzellen (Kapitel 3.4.3) heterolog exprimiert werden.

genomische DNA synthetische DNA
l (Codon-optimiert in pMA-Vector)

PCR mit Klonierungsprimern + Melittin-Signalsequenz

+ 6x HisTag
TOPO-TA-Cloning (Invitrogen)

l

UMKLONIERUNG ~~——
pcDNA 3.1 (-) pOET2

Transformation in E.coli

DNA-Aufreinigung und Transfektion

HEK293 Sf9
H9c2 High Five

Abbildung 34: Ablaufschema zur Klonierung des potentiellen Rezeptorkandidaten.

3.4.1 Kilonierung

3.4.1.1 Codon Optimierung

Ein erster Versuch GPR22-cDNA unmodifiziert in Sduger- oder Insektenzellen zu
exprimieren war nicht erfolgreich. Um eine verbesserte heterologe Expression zu
erreichen, wurde die GPR22 cDNA Codon-optimiert. Codons innerhalb der
kodierenden Region wurden daflir mit haufiger verwendeten Codons ausgetauscht
(vgl. Methoden 2.3.15).

Ein Vergleich der Originalsequenz des endogenen Rezeptors (GPR22) mit der
Codon-optimierten Sequenz (GPRopt) zeigt die Veranderungen, die durch die Codon-
Optimierung entstanden sind, siehe Appendix Abbildung 58. Die Veranderungen
zeichneten sich v.a. durch den Austausch der dritten Base eines Tripletts aus. Sowohl

die Orginal- als auch die GPRopt—-Sequenz kodierten fir das gleiche Protein.
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3.4.1.2 Anfiigen der Melittin-Signalsequenz an die Codon-optimierte

Rezeptorsequenz

Oft besitzen GPCRs N-terminal eine Signalsequenz, die die Integration des
entstehenden Proteins in die ER-Membran unterstitzt und dessen Bestimmungsort
mit definiert. Untersuchungen der GPR22-Sequenz zur Vorhersage von
Signalsequenzen (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) haben ergeben, dass der
Rezeptor GPR22 eine solche Signalsequenz nicht besitzt. Deshalb wurde zur
weiteren Verbesserung der Expression des Rezeptors am 5’-Ende eine abspaltbare
Signalsequenz eingefigt. Zu diesem Zweck wurde die Melittin-Signalsequenz (grau

markiert) der Honigbiene verwendet.

PacI XhoI Start Melittin
5’ . .TTAATTAACTCGAGAAAATGAAATTCTTAGTCAACGTTGCCCTTGTTTTTATGGTCGTAT. .3’

Start GPRopt
5/ ..ACATTTCTTACATCTATGCGGCCGC T EREEHNGCCACCATGTGCTTCAGCCCCATCCTGG. . 37

Abbildung 35: Melittinsignalsequenz mit Ubergang zur GPRopt-Sequenz.
Das Alignment wurde mit Hilfe von http://nadv.herokuapp.com/ erstellt.

Die Enden des Melittin-enthaltenden Oligonukleotids waren mit entsprechenden
Uberhangen versehen, um eine Ligation mit dem GPRopt-enthaltenden pMA-Vektor
zu ermoglichen. Mit erfolgreichem Einbringen der Signalsequenz wurde die Hindlll-
Schnittstelle  (magenta) zerstdort und zusatzlich Xhol (gelb) als neue

Restriktionsschnittstelle eingefugt, Klonierungsstrategie siehe Abbildung 36.

pMA_GPRopt_

pMA_GPRopt

Melittin
3690 bp 3

778 bp

GPRopt 2000...3301 GPRopt 2070...3389

1988 Hindlll (1

1972 Pacl (1) +

[~ " “
] Melittin 1989...2057
1980 Xhol (1)

Melittinsequenz-Oligonukleotid 1972 Pacl (1)

Abbildung 36: Klonierungsstrategie zum Einbringen einer Melittinsignalsequenz in den
GPRopt-tragenden pMA-Vektor.
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Zum Einbringen der Melittinsignalsequenz wurde der GPRopt-enthaltende pMA-
Vektor mit den Restriktionsenzymen Pacl und Hindlll gedffneten und mit dem
entsprechenden Oligonukleotid ligiert, Abbildung 36. Nach Einbringen der Melittin-
Signalsequenz wurde das Plasmid in E.coli amplifiziert und mittels CTAB-Methode

aufgereinigt.

Zur Uberpriifung einer gelungenen Klonierung wurden die neue Spaltstelle Xhol
sowie die Restriktionsschnittstelle BamHI fir einen Verdau der aufgereinigten
Plasmid-Klone (pMA+GPRopt+Melittin) verwendet. Die Fragmente lagen bei 1392 bp
und 2368 bp, Abbildung 37. Die endgliltige Bestatigung der Richtigkeit der Sequenz
wurde Uber eine Sequenzierung ermittelt und anschlieend ausgewahlte Klone flr

weitere Klonierungsschritte verwendet.

23
&
N N9 9
hS) N O ) Q{

bp ,\\& \EO \l}O @0 *30
3054 Ap——
2036
1636 ——— w— —
1018

Abbildung 37: Testspaltung des pMA-Vektors mit GPRopt- und Melittinsequenz

Die Testspaltung wurde mit BamHI und Xhol nach Klonierung der Melittin-Signalsequenz mit
verschiedenen aufgereinigten Plasmidklonen (1 + 2) durchgefiihrt. Die erwarteten Fragmente
nach der Spaltung lagen bei 1392 bp und 2368 bp.

3.4.1.3 Einfligen eines 6x HisTags in die Codon-optimierte Rezeptorsequenz

Im Folgenden sollte C-terminal ein 6x HisTag eingefligt werden. Dies diente der
besseren Analyse des heterolog exprimierten Proteins im Western blot oder in der
Immunfluoreszenz. Folgend ist die Oligonukleotidsequenz zu sehen, die das 6x
HisTag tragt (grau). Die Restriktionsorte Bsu36l und BamHI sind griin bzw. rot
markiert, siehe auch Abbildung 26.
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57 ... TGGTGACAGACCATCACCATCATCATCACTGA G
37... ACCACTGTCTGGTAGTGGTAGTAGTAGTGACT ...5

3390 BamHI (1) 3390 BamHI (1)
3351 Bsu36l (1) His;:sg13§69:;é?((5$)6
Su.

pMA_GPRopt_
Melittin PMA_GPRopt_
3778 bp Melittin_HisTa
GPRopt 2070...3389 3778 bp 9

GPRopt 2070...3389

Melittin 1989...2057 “ [ |
1980 Xhol (1) + ] Melittin 1989...2057
1972 Pacl (1) 1980 Xhol (1)
. . . 1972 Pacl (1
6xHisTag-Oligonukleotid el

Abbildung 38: Klonierungsstrategie zum Einbringen des 6x HisTags in den GPRopt-
und Melittinsequenz tragenden pMA-Vektor.

Zum Einbringen des 6x HisTags in die GPRopt-Sequenz wurde der Vektor mit Bsu36l
innerhalb der GPRopt-Sequenz und mit BamHI dirket nach dem Stopp-Codon
gespalten, Uber ein Gel aufgereinigt und mit entsprechenden Oligonukleotiden ligiert,
Abbildung 39. Die sequenzoptimierte GPR22- c¢DNA mit N-teminaler
Melittinisiganalsequenz und C-terminalem 6x HisTag wird im Folgenden als *GPRopt*

bezeichnet.

4072
3054 w—

roxpgllh’ T

2036 m—
1636 ==

TR

Abbildung 39: GPRopt-, Melittinsignalsequenz und HisTag enthaltender pMA-Vektor
nach Spaltung der Plasmidklone 1 und 2 mit Bsu36l und BamHI.
Die FragmentgréRen betrugen 39 kb und 3739 kb. Nur das groliere Fragment ist zu sehen.
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Melittinsignalsequenz

M K ¥ L VN V A L V F M V V Y I § Y I Y

ATGAAATTCTTAGTCAACGTTGCCCTTGTTTTTATGGTCGTATACATTTCTTACATCTAT

Spaltstelle GPRopt 6x HisTag Stopp
A A"A E L A T M C F ...V T D H H H H H H *
GCGGCCGCTGAGCTTGCCACCATGTGCTTC ... GTGACAGACCATCACCATCATCATCACTGA

Abbildung 40: Darstellung der zur GPRopt-Sequenz hinzugefiigten Melitttinsignal-
sequenz und dem 6x HisTag.
V¥ Stellt die Spaltstelle fiir Signalpeptidasen dar

3.4.2 Expression des GPR22-Rezeptors in Sf9-Insektenzellen

3.4.2.1 Umklonierung in einen Transfervektor fiir die Insektenzellexpression

Fir eine Expression in Insektenzellen wurde *GPRopt* in den Transfervektor pOET2
umkloniert. Dies war Voraussetzung fur die Herstellung von Baculoviren mit dem
flashBAC-Ultra System von Oxford Expression Technologies, Inc. (vgl.
Kapitel 2.3.18). Zwei das Zielgen (*GPRopt*) flankierende Autographa californica
multicapsid  nucleopolyhedrovirus  (AcMNPV)-Sequenzen im pOET2-Vektor
ermdglichten die Ubertragung des Zielgens in Virus-DNA.
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3390 BamHI (1)
HisTag 3369...3386

pMA-*GPRopt"
GPAopt 2070...3389 3378 bp

AcMMNPY 623 1768

Caol E12404...2785

Pr_Ph 17701870
1899 Xhol (1)

Malittin 1989...2057
1048 BamH1 (1)

1980 Xhol {1)

Restriktionsverdau mit
Xhol /BamHI

3300 BarnHI (1)

HisTag 3369.. 3386
Ampicillin 57794918

AcMNPY 623...1760

+ GPRopt 2070...3339

Pr_Ph 1770...1870
1889 Xhol (1}

GPRopt mit
Melittin/6xHis Tag

Col E1 4764...4145

Melitlin 13802057

AcMNPY 3355...3939 1860 Xhal (1)

3308 BamHl (1)

Ligation

Ampicillin 5779..4919

AcMMNPY 623..1769

Caol E1 4764...4145

Pr_Ph1770...1870

\ 1898 Xhal (1)
Melittin 1908...1978
AcMNPY 3355...3939

2309 BamHI (1)
HisTag 3288...3306

GPRopt 1989...3308

Abbildung 41: Klonierungsschema zur Umklonierung von *GPRopt* in den
Transfervektor pOET2 fiir eine Insektenzellexpression.

Legende: Ampicillin = Resistenzgen und Col E1 = Replikationsursprung aus Bakterien sind fur
die Selektion in E. coli; AcMNPV = Autographa californica multicapsid nucleopolyhrdrovirus =
die multiple cloning site flankierende Rekombinationsstellen, und Pr_Ph = AcMNPV
polyhedron promotor.; Xhol und BamHI = Restriktionsschnittstellen fiir die Klonierung.
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Um *GPRopt* in pOET2 zu transferieren, wurden sowohl pOET2 als auch der
*GPRopt*-tragende pMA-Vektor mit den Restriktionsenzymen Xhol und BamHI
geodffnet, Abbildung 41. Die modifizierte GPRopt-Sequenz wurde durch Ligation mit
pOET2 verbunden und dann in E.coli amplifiziert. Mittels CTAB-Methode wurden
entsprechende Plasmid-DNA aus den E.coli-Kulturen gewonnen. Zur Kontrolle
richtiger Plasmidklone wurde eine Testspaltung mit Xhol und BamHI durchgefiihrt,
Abbildung 42. Alle untersuchten Klone schienen das richtige Insert (*GPRopt*;
1401 bp) zu tragen. Der Restvektor von pOET2 hatte eine Gréfke von ~4,5 kb. Jeweils
zwei ausgewahlte Klone wurden anschlieBend sequenziert (AGOWA, LCG

Genomics, Berlin). Die Sequenzen stimmten mit der theoretischen Sequenz Gberein.

6108
5090

4072 —
3054 —

2036 —
1636 —

1018 —

Abbildung 42: Testspaltung von pOET2 mit *GPRopt* mit den Restriktionsenzymen
Xhol und BamHI

Dargestellt sind vier verschiedene Plasmidklone, die mittels CTAB-Methode aufgereinigt
wurden. Die Fragmentgrofien betrugen 1410 bp und 4497 kb.

Nach einer Maxipraparation von *GPRopt*-tragenden pOET2-Plasmid stand fir eine

Transfektion von Insektenzellen eine Konzentration von 2,8 pg/pl zur Verfigung.

Dieses Plasmid wurde verwendet, um in Sf9-Insektenzellen rekombinante
GPRopt/Baculoviren herzustellen (vgl. Methoden 2.4.3 und 2.4.4) und die Zellen

letztlich mit Viren fur die heterologe Expression zu infizieren (vgl. Methoden 2.4.5).

3.4.2.2 Nachweis der GPRopt-Proteinexpression in Sf9-Zellen

3.4.2.2.1 Western Blot Analyse

Der *GPRopt*-tragenden pOET2-Vektor ermoéglichte eine Kotransfektion mit dem
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flashBAC-Vektor zur Herstellung rekombinanter Viren in Insektenzellen. Der
flashBAC-Vektor bestent aus einem Aufographa californica multicapsid
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV)-Gen, welches durch Deletion funktionslos gemacht
wurde und zusatzlich anstelle des Polyhedringens ein ,bacterial artificial
chromosome® (BAC) enthalt, Abbildung 43. Die Gendeletion verhindert eine
Virusreplikation innerhalb der Insektenzellen. Das BAC erhalt die virale DNA. Das
Polyherdin-Gen ist flr die Virusreplikation nicht essentiell. Rekombinanter Virus
entsteht letztlich durch die Transfektion von Insektenzellen mit sowohl flashBAC DNA
als auch Transfervektor (vgl. Methoden 2.3.18). Eine homologe Rekombination stellt
die Funktion des AcMNPV - Gens zur Virusamplifikation wieder her und das Zielgen

(*GPRopt*) wird unter Kontrolle des starken Polyhedrin-Promotors inseriert.

flashBAC Vektor

Clefz )(BAC ) )

X X
(tef2 ) (Gen )(ORF1629)

\ 4

Rekombinanter Virus

Oef2 )(Gen ) @RF162SD

Abbildung 43: Schematische Darstellung des flashBAC-Systems zur Herstellung
rekombinanter Baculoviren.

Detailierte Beschreibung im Text. Legende: AchiA = chitinase A, lef2 = late expression factor
2, BAC = bacterial artificial chromosome, Gen = heterolog zu exprimierendes Gen und
ORF1629 = AcMNPV Genom (Virus-DNA).

Fir eine GPR22-Expression wurden Sf9-Insektenzellen mit rekombinanten
*GPRopt*-Virus infiziert und in Schittelkulturen kultiviert. Zur Kontrolle der
Expression von *GPRopt* in Insektenzellen wurden Proben von drei verschiedenen
Zeitpunkten (24 h, 48 h und 72 h) nach Infektion mit Virus entnommen und im Western
blot untersucht. Als Kontrolle diente Material von parallel angesetzten Sfo-Kulturen,
die mit nicht-rekombinanten Virus (Leervirus) infiziert waren. Die Aufarbeitung der
Proben erfolgte wie in Methoden unter 2.4.5 beschrieben. Als spezifischer Nachweis
des heterolog exprimierten *GPRopt*s wurde ein anti-Polyhistindin-Antikdrper

gewahlt, der gegen den 6x HisTag gerichtet war. Eine Expression war nach 48 h zu
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beobachten, Abbildung 44. Nach 24 h fand in den Zellen noch die Virusvermehrung
statt und somit konnte keine Expression nachgewiesen werden. Auch die Leervirus-

Kontrolle zeigte kein Signal.

Die prominenten Banden bei 64 kDa (48 h und 72 h) liegen etwas hdher als das
theoretisch errechnete Molekulargeweicht von ~50 kDa. Moglicherweise ist das
Protein zusatzlich glykosyliert, was sein Molekulargewicht erhdht. Die bei 98 kDa

liegende Bande kénnte auf ein Rezeptor-Dimer hindeuten.

kDa E ©
08 -

p—
50 [

Abbildung 44: Western blot Analyse von Sf9-Zellen nach Infektion mit GPRopt-Virus
Der verwendete Antikdrper war gegen das im heterolog exprimierten GPRopt enthaltende
6x HisTag gerichtet. Kon = Leervirus infizierte Zellen, 48 h.

3.4.2.2.2 Immunfluoreszenz

Mit Hilfe der Immunfluoreszenz konnte die Expression von GPR22 in Sf9-
Insektezellen bestatigt werden. Der Nachweis des Proteins in Sf9-Zellen, die mit
rekombinanten *GPRopt*-Virus infiziert waren, wurde mit zwei verschiedenen
spezifischen primaren Antikdrpern durchgefihrt. Das heterolog exprimierte Protein
wurde sowohl mittels AntikGrper, der gegen den 6xHisTag gerichtet war, detektiert
(Abbildung 45 oben) als auch mit einem AntikOrper, der gegen eine intrazellulare
Domane des Proteins gerichtet war (Abbildung 45 unten). Als Kontrollen dienten auch
hier Sf9-Zellen, die mit Leervirus infiziert waren. Beide Antikdrperbehandlungen
zeigten die gleiche Farbung, was auf eine echte Expression des *GPRopt*-Proteins
hinweist. Weiterhin deutet die Farbung der Zellen auf eine Lokalisation des Proteins

in der Plasmamembran hin.
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Anti-Polyhistidin Antikorper

59+ LV S19 + GPRopt Virus

Anti-GPR22 Antikorper (monoklonal)

Sf8 + LV 59 + GPRopt Virus

Abbildung 45: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von GPRopt exprimierenden Sf9-
Zellen.

Die Aufnahmen wurden am LSM700 mit einem Zeiss-Objektiv Plan-Apochromat 63x/1,40 Oil
Ph3 erstellt. Der Balken stellt eine Lange von 20 ym dar.

3.4.3 Expression des GPR22-Rezeptors in HEK293-Saugerzellen

3.4.3.1 Umklonierung in den Vektor pcDNA3.1(-) fiir eine Expression in

Séugerzellen

Um *GPRopt* in Saugerzellen, hier HEK293, zu exprimieren wurde die Sequenz in
den Expressionsvektor pcDNA 3.1 (-) kloniert, Abbildung 46. Daflir wurde der Vektor
pcDNA 3.1 (-) mit Xhol und BamHi gedffnet. Auch der pMA-Vektor mit modifizierter
GPRopt-Sequenz wurde mit diesen Restriktionsenzymen behandelt, um die GPRopt-
Sequenz aus dem pMA-Vektor herauszuholen. Die GPRopt-Sequenz wurde dann

durch Ligation mit pcDNA 3.1 (-) verbunden und in E.coli amplifiziert.
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3390 BamH1 (1)

CMV 232819 HisTag 3369...3386

Ampicillin 5292...4432

921 Xhal (1)
977 BamHl (1)

pMA-*GPRopt*
GPAopt 2070...3389 3378 bp

Neomycin 2135...2330 Malittin 1989 2057
1980 Xhol {1}

Restriktionsverdau mit
Xhol /BamHI|

3300 BamHI {1)
Ampicillin 6646.. 5786 CMY_Promotor 232.. 819 HisTeg 33693366

821 Xhal (1)

GPRopt mit

pcDNA 3.1 (-) Melittin/6xHisTag

5427 bp

+ GPRopt 2070...3339

2331 BamHI (1)
Melittin 1388,_.2057

1860 Xhol {1)
Meomycin 34894284 )

Ligation

CMV_Promotor 232819
21 Xhol (1)
Melittin 330...998

Ampicillin 6646...5786

pcDNA 3.1 (-)
*GPRopt*
6781 bp

GPRopt 1011...2330

isTag 2310..2327
2331 BamHI (1)

MNecmycin 34894284

Abbildung 46: Klonierungsschema zur Umklonierung von *GPRopt* in den
Expressionsvektor pcDNA3.1(-) furr eine Expression in Saugerzellen.

Zur Kontrolle richtiger Plasmidklone wurde eine Testspaltung mit Xhol und BamHI
durchgefiihrt, Abbildung 47. Alle untersuchten Klone schienen das richtige Insert zu
tragen (1401 bp). Der Restvektor von pcDNA 3.1 (-) hatte eine Grofie von 5380 bp.

90



Ergebnisse3

Jeweils zwei ausgewahlte Klone wurden anschlieRend sequenziert (AGOWA, LCG

Genomics, Berlin). Die Sequenzen stimmten mit der theoretischen Sequenz lberein.
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Abbildung 47: Testspaltung von pCDNA 3.1 (-) mit *GPRopt* mit den
Restriktionsenzymen Xhol und BamHI.
Dargestellt sind drei verschiedene Plasmidklone.

Nach einer Maxipraparation von kloniertem pcDNA 3.1 (-) Plasmid stand fir die

Transfektion von Saugerzellen eine Menge von 2,13 pug/ml zur Verfugung.

3.4.3.2 mRNA- und Proteinexpression von GPRopt in HEK293-Zellen

Mit Erhalt des Expressionsvektors pcDNA 3.1 (-) mit der *GPRopt* -Sequenz konnten
HEK293-Zellen transfiziert werden. Als Kontrollen dienten Wildtypzellen.

Ziel der Transfektion war es stabile Klone heranzuziehen, die die modifizierte GPR22-
Sequenz exprimierten. Im pcDNA 3.1 (-) Vektor enthalten ist eine Neomycinresistenz,
die man zur Selektion stabil transfizierter Zellklone verwenden kann. Aus diesem
Grund wurde das Medium nach Transfektion mit dem Antibiotikum G418 als
Selektionsdruck versetzt. Zusatzlich wurden die Zellen vereinzelt, damit theoretisch
aus nur einer Zelle ein Klon heranwachsen konnte. Nur stabil transfizierte Zellen
sollten unter Selektionsdruck tUberleben und sich weiter vermehren kénnen. Trotz des
Selektionsdrucks (400 pg/ml G418) kdnnen Kulturen entstehen, die zwar resistent
gegenlber der Antibiotikabehandlung sind, aber das Zielgen (*GPRopt*) nicht

exprimieren.
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3.4.3.2.1 mRNA-Analyse

Zunachst wurde mRNA der verschiedenen Klone, die wir nach Selektion erhielten,

mittels gRT-PCR auf Expression von *GPRopt* untersucht.

In Abbildung 48 ist der Vergleich zwischen der Expression des endogenen Rezeptors
mit der Expression von *GPRopt* gezeigt. Die getesteten Klone zeigten eine
unterschiedlich starke mMRNA-Expression von *GPRopt*. Endogen war der GPR22-
Rezeptor in HEK293-Zellen nur sehr gering exprimiert.

100

D endogenes GPR22
Il GPRopt
ausgewahlter Klon

[}
o
N

[<2]
o
N

H
o
-

20

Relative GPRopt Expression
normalisiert gegen 18S

Abbildung 48: mRNA-Analyse verschiedener HEK293-Klone nach stabiler Transfektion
mit GPRopt.

Die Werte entstanden aus biologischen Triplikaten und einer technischen Doppelbestimmung
aller Proben in der gRT-PCR.

3.4.3.2.2 Immunfluoreszenz

Die mRNA-Analyse allein gibt nur Auskunft dartber, ob entsprechende mRNA fur die
Translation vorhanden ist. Fur eine Aussage der tatsachlichen Proteinexpression

wurden die verschiedenen Klone mittels Immunfluoreszenz untersucht.

Im Folgenden ist das Beispiel eines ausgewahlten Klons (Abbildung 49) gezeigt, der
die fur HEK293-Zellen typische Morphologie zeigte und trotz Selektionsdrucks eine
schnelle Replikationszeit aufwies. Der Klon 8 und die als Kontrolle verwendeten
Wildtypzellen (WT) wurden fir die Analyse mittels Immunfluoreszenz mit Antikérper
gegen das im *GPRopt*-enthaltende 6x HisTag (oben) und mit GPR22-Rezeptor-
spezifischen Antikorper (unten) gefarbt. Beide primaren Antikoper zeigten die gleiche
Farbung, was auf eine echte Expression des *GPRopt*s hindeutet. Die Kontrollzellen

zeigten keine Farbung.
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Anti-Polyhistidin Antikorper

Anti-GPR22 Antikérper (monokional)

Abbildung 49: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von *GPRopt* exprimierenden
HEK293-Zellen.

Die Aufnahmen wurden am LSM700 mit einem Zeiss-Objektiv Plan-Apochromat 63x/1,40 Oil
Ph3 erstellt. Der Balken stellt eine Ladnge von 20 ym dar.

3.4.3.2.3 Kolokalisation

GPR22 ist ein 7-transmenbranspannendes Protein, dessen Lokalisation als reifes
Protein in der Plasmamembran zu vermuten ware. Um eine mogliche Assoziation von
GPR22 mit der Plasmamembran zu zeigen, wurde zusatzlich die Plasmamembran
der heterolog exprimierenden Zellen von Klon 8 mit Fluorescein isothiocyanate (FITC,
gran) markiert (vgl. Methoden 2.6.6). In Abbildung 50 ist zu sehen, dass sich die
Membranmarkierung (FITC, grin) mit der Farbung des Rezeptors (Cy3, rot)
Uberlagerte. Die Uberlagerten Bereiche erschienen im Gesamtbild gelblich und

deuten darauf hin, dass GPR22 tatsachlich an der Plasmamembran zu finden war.
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Abbildung 50: Plasmamembranlokalisierung von GPR22 in HEK293-Zellen.

Mit Klon 8 wurde eine Plasmamembranfarbung durchgefiihrt (FITC), um eine Kolokalisation
mit GPR22 (Cy3, monoklonaler anti-GPR22-Antikdrper) zu zeigen. Als Gegenfarbung wurden
die Zellkerne mit DAPI (blau) gefarbt. Die Aufnahmen wurden am LSM700 mit einem Zeiss-
Objektiv Plan-Apochromat 63x/1,40 Oil Ph3 erstellt.

3.4.4 Ligandenbindungstests

Zur Verifizierung des moglichen Rezeptorkandidaten GPR22 wurden erste
Bindungstests durchgefuhrt. Der potentielle Ligand von GPR22, 17,18-EEQ, stand fur
die Bindungstests leider nicht Tritium-markiert zur Verfigung. Als Ersatz fur 17,18-
EEQ haben wir den von der AA-abgeleiteten CYP-abhangigen Epoxymetaboliten
14,15-EET verwendet. Diesen Metaboliten konnten wir selbst mittels chemischer

Synthese aus Tritium-markierter AA herstellen (Methoden 2.9).

Ziel der Bindungstests war die Klarung der Fragen ob (i) GPR22-exprimierende Zellen

mehr Epoxymetabolit ([*H]-14,15-EET) binden wirden als die Kontrollzellen, (ii) ob
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die Bindung spezifisch und/oder reversibel ist und (iii) ob die Bindung stereospezifisch
ist. Die Ligandenbindung plus Vehikel stellte dabei die totale Bindungskapazitat dar.
Eine Verdrangung der Bindung mit nicht-markiertem Liganden im Uberschuss diente
dazu unspezifische Bindung zu identifizieren. Die spezifische Bindung wurde als

totale Bindung abziiglich der unspezifischen Bindung definiert.

Im Folgenden sind die Ergebnisse erster Versuche mit Sf9-Insektenzellen (Kapitel
3.4.4.1) und HEK293-Zellen (Kapitel 3.4.4.2) dargestellt. Die Ergebnisse zeigten eine
vermehrte Bindung des Liganden an GPR22-exprimierende Zellen im Vergleich zu
den Kontrollzellen. Die Bindung konnte durch Verdrangung mit nicht-markierten AA-

und EPA-abgeleiteten Epoxymetaboliten reduziert werden.

3.4.4.1 Bindungsstudien mit Sf9-Insektenzellen

Ein erster Bindungstest mit Sf9-Zellen wurde mit ganzen Zellen durchgefiihrt. Dabei
kamen Sf9-Zellen zum Einsatz, die entweder mit GPRopt-Virus oder als Kontrolle mit
Leervirus infiziert wurden. FlUr den Test wurden die Zellen nach 48 h nach
Virusinfektion geerntet (vgl. Methoden 2.9.3). Getestet wurde die Bindung der
Enantiomere von [3H]-14,15-EET mit (i) Ethanol als Vehikel, (ii) nicht-markiertem
Liganden im Uberschuss (10 uM) und (i) dem vermeintlichen endogenen Liganden
17,18-EEQ (100 nM).

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass GPRopt exprimierende Zellen mehr Liganden
binden als die Leervirus infizierten Zellen, Tabelle 14. Durch Zugabe von 10 pM nicht-
markierten 14,15-EET wurde die spezifische Bindung ermittelt. Die Reduktion der
spezifischen Bindung durch 100 nM 17,18-EEQ bei den Kontrollzellen war fur beide
Enantiomere ungefahr gleich. Es erfolgte eine Reduktion um 28,1 % bei Inkubation
mit [?H]-14(S),15(R)-EET und um 32,9 % bei Inkubation der Zellen mit [3H]-
14(R),15(S)-EET, Tabelle 14. Die mit GPRopt-Virus infizierten Zellen hingegen
zeigten hinsichtlich der beiden Enantiomere einen deutlichen Unterschied in der
Verdrangung der spezifischen Bindung. Das [®H]-14(S),15(R)-Enantiomer wurde von
100 nM 17,18-EEQ um 61,0 % verdrangt, wohingegen die spezifische Bindung des
[*H]-14(R),15(S)-Enantiomers um 13,3 % reduziert wurde.

Sowohl Leervirus-infizierte Sf9-Zellen als auch GPRopt-exprimierende Zellen haben
mehr vom [3H]-14(S),15(R)-Enantiomer als vom [*H]-14(R),15(S)-Enantiomer

gebunden.
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Tabelle 14: Spezifische Bindung der [3H]-14,15-EET Enantiomere an Sf9-Zellen

Die Messung erfolgte in technischen Triplikaten.

Ligand Sf9-Zellen | Spezifische Bindung nach | %
infiziert Bindung Inkubation mit | Verdrangung
mit 17,18-EEQ

[fmol/10° Zellen]
[fmol/10° Zellen]

[BH]- Leervirus 266 191 28,1
14(S),15(R)-EET | GPRopt 641 250 61,0
[BHJ- Leervirus 184 124 32,9
14(R),15(S)-EET | GPRopt 521 452 13,3

3.4.4.2 Bindungsstudien HEK293-S&ugerzellen

Far einen ersten Bindungstest mit HEK293-Zellen wurden ein stabil transfizierter Klon
und Wildtypzellen (WT) als Kontrolle verwendet. Auch hier wurden ganze Zellen fur
den Versuch genommen. Mittels Bestimmung der optischen Dichte wurde die Menge
der verwendeten Zellen eingestellt (vgl. Methoden 2.9.3). Getestet wurde die Bindung
der Enantiomere von [*H]-14,15-EET mit (i) Ethanol als Vehikel, (ii) nicht-markiertem
Liganden im Uberschuss (10 uM) und (iii) 17,18-EEQ (100 nM).

Die Ergebnisse zeigten, dass der stabil transfizierte Klon unabhdngig vom
Stereoisomer deutlich mehr [*H]-markierten Liganden gebunden hatte als die WT-
Zellen. Die Zugabe von 10 uM nicht-markierten 14,15-EET ermoglichte die

Identifizierung der spezifischen Bindung des [*H]-markierten Liganden.

Die Reduktion der spezifischen Bindung in den Kontrollzellen durch Inkubation mit
100 nM 17,18-EEQ schien flur die Stereoisomere ungefahr gleich zu sein. Es erfolgte
eine Reduktion der [*H]-14(S),15(R)-EET-Bindung um 37,6 % und der [*H]-
14(R),15(S)-EET-Bindung um 32,1 %, Tabelle 15. Der Klon zeigte ein umgekehrtes
Verhaltnis in der Reduktion der spezifischen Bindung mit 100 nM 17,18-EEQ. Die
[*H]-14(S),15(R)-EET-Bindung wurde nur um 24,% reduziert, wahrend die
Verdrangung des [3H]-14(R),15(S)-Enantiomers um 31,9 % reduziert wurde, Tabelle
15.

Anders als beim Bindungsversuch mit Sf9-Zellen hatten sowohl WT-Zellen als auch
GPRopt-exprimierende Zellen mehr vom [3H]-14(R),15(S)-Enantiomer als vom [3H]-
14(S),15(R)-Enantiomer gebunden.
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Tabelle 15: Spezifische Bindung der [3H]-14,15-EET Enantiomere an HEK293-Zellen

Die Messung erfolgte in technischen Triplikaten.

Ligand HEK293 Spezifische Bindung nach %

Bindung Inkubation mit Verdriangung

[fmol/10¢ Zellen] | 1718-EEQ

[fmol/10° Zellen]

[BH]- WT 200 125 37,6
14(S),15(R)-EET | GPRopt 713 540 24,3
[BH]- WT 352 239 32,1
14(R),15(S)-EET | GPRopt 724 493 31,9

Die Ergebnisse zur Untersuchung der Ligandenbindungspezifitat in Sf9- und
HEK293-Zellen zeigten, dass heterolog exprimierende Zellen wesentlich mehr
Liganden gebunden hatten als die jeweiligen Kontrollzellen. Die spezifische Bindung
liel® sich durch Zugabe von 100 nM 17,18-EEQ deutlich reduzieren.

97




Diskussion4

4 Diskussion

4.1 Beeinflussung der Fettsdurezusammensetzung und des
endogenen CYP-Eicosanoidprofils durch EPA/DHA-

Supplementation im Menschen

Ergebnisse zu Untersuchungen mit rekombinanten CYP-Enzymen [109] und aus
einer Futterungsstudie mit Ratten [109], die in der eigenen Arbeitsgruppe
durchgefiihrt wurden, gaben Anlass zu der Annahme, dass auch im Menschen
moglicherweise das endogene CYP-Eicosanoidprofil Uber die Verfligbarkeit der
Vorlauferfettsauren beeinflusst wird. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde eine
klinische Studie mit 20 gesunden Teilnehmern (je 10 Manner und Frauen)

durchgeflhrt, die flr acht Wochen eine Supplementation mit EPA/DHA erhielten.
4.1.1 Effekt der Omacor®-Gabe auf die Fettsdurezusammensetzung

4.1.1.1 Verédnderungen im Omega-3 Index

Aufgrund der limitierten Verfugbarkeit menschlichen Gewebes fur Untersuchungen,
ist nur wenig uber den n-3 PUFA Gehalt in verschiedenen Organen des Menschen
bekannt. Jedoch wurde mit Hilfe von Biopsien herausgefunden, dass der EPA- und
DHA-Gehalt nach Fischdlgabe im menschlichen Herzmuskel oder in Skelettmuskeln
anstiegen [43, 186]. Dabei wurde gezeigt, dass der n-3 PUFA-Gehalt (v.a. von
Herzgewebe) sehr gut mit dem n-3 PUFA-Gehalt in Erythrozyten korrelierte. Dieser
Zusammenhang wurde genutzt, um einen neuen Biomarker, den Omega-3 Index, zu
entwickeln [42, 43, 176]. Der Omega-3 Index von Erythrozyten dient als Mal flr die
langfristige Einlagerung der n-3 PUFAs in verschiedenen Geweben/Organen (siehe
Einleitung Kapitel 1.1). Ein Ziel der durchgefiihrten Studie war es Veranderungen des
Omega-3 Index von gesunden Probanden in Abhangigkeit einer Supplementation mit
n-3 PUFAs zu beobachten.

Der Omega-3 Index der Studienteilnehmer stieg nach acht Wochen Omacor®-Gabe
von 4,9 + 0,2 auf einen Wert von 8,3 + 0,3 an, Abbildung 11 A. Nach Absetzen der
Medikation war der Omega-3 Index wieder reduziert, blieb aber zu den Basalwerten
signifikant erhoht. Moglicherweise tragt das im Vergleich zu EPA langsamere
Auswaschen von DHA aus Plasma oder Erythrozyten zu dem nicht vollstandigen
Ruckgang bei [1]. Insgesamt deuten die Ergebnisse des Omega-3 Index darauf hin,
das der Gehalt an EPA und DHA mit entsprechender Supplementation ansteigt.
Zudem konnte gezeigt werden, dass der Anstieg des Omega-3 Index auch von der

eingenommenen Dosis abhing, Abbildung 11 B. Je hdher die eingenommene Dosis
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war, desto hoéher war der erreichte Omega-3 Index nach achtwdchiger

Supplementation.

Interessanterweise stieg der Omega-3 Index der Studienteilnehmer zwar nach vier
Wochen 1 g Omacor®Tag deutlich an (6,8 % 0,1), erreichte aber kein
Aufnahmeplateau, denn die Gabe weiterer vier Wochen der doppelten Dosis (2 g
Omacor®/Tag) erhohte den Omega-3 Index aller Probanden weiter auf > 8, Abbildung
11 A. Moglicherweise war auch nach der achtwodchigen Behandlung der Probanden
mit EPA/DHA noch keine maximale Aufnahme erreicht. Eine klinische Studie zur
Aufnahmekinetik von EPA und DHA (je 3 g/d) in Plasma und Membranphospholipiden
zeigte, dass EPA nach sechs Wochen und DHA erst nach 18 Wochen eine Sattigung
erreichten [187].

Studien belegen, dass ein Omega-3 Index > 8 ein 10-fach niedrigeres Risiko flur einen
plétzlichen Herztod darstellt als ein Omega-3 Index < 4 [188]. Demnach konnte durch
die achtwdchige Behandlung der Probanden mit EPA/DHA ein schutzender Omega-
3 Index > 8 erreicht werden. Die Dosis zur Erreichung/Erhaltung eines Omega-3 Index
> 8 hangt laut einer neueren Studie mal3geblich vom basalen n-3 PUFA Status ab
[189]. Bei gleichen diatischen Dosen steigt der Omega-3 Index bei n-3 PUFA
defizienten Menschen deutlich starker an als bei Menschen, die ohnehin einen hohen
Omega-3 Index aufweisen. Womoglich profitieren von einer EPA/DHA-
Supplementation demzufolge nur Menschen mit einem niedrigen Omega-3 Index [44,
190]. Zur besseren Beobachtung der Veranderungen im Fettsdureprofil wurden aus
diesem Grund nur Probanden mit einem basalen Omega-3 Index < 6 in die Studie mit
eingeschlossen, Abbildung 51. Der basale n-3 PUFA Status ist auch ein wichtiges
Kriterium bei der Betrachtung und Bewertung von klinischen Studien zum Einfluss
von n-3 PUFAs auf kardiovaskulare Ereignisse, denn in den meisten Studien blieb
der basale n-3 PUFA Status unbeachtet und fuhrte somit letztlich zu unterschiedlichen

Bewertungen einer n-3 PUFA Intervention.
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Abbildung 51: Haufigkeitsverteilung des Omega-3 Index

Die Haufigkeitsverteilung des Omega-3 Index wurde mit allen freiwilligen Teilnehmern zur
Voruntersuchung durchgefihrt (n=38). Nur Teilnehmer mit einem Omega-3 Index < 6%
(Grenze = gestrichelte Linie) wurden in die Studie mit eingeschlossen (n=20).

Neben einigen anderen Faktoren (wie z.B. Alter, Diabetes, BMI) beeinflusst auch das
Geschlecht den Omega-3 Index. Frauen haben einen um 0,5 % héheren Omega-3
Index als Manner [191]. Die Ergebnisse der klinischen Studie bestatigen diesen
Befund. Der Omega-3 Index acht Wochen nach Medikation lag bei den Frauen bei
8,8 = 0,3 und bei Mannern, wenn auch nicht signifikant (p=0,085), um 0,8 niedriger
(8,0 £ 0,3) als bei den Frauen. Weitere Untersuchungen mit gro3eren Gruppengrofien
sind notwendig, um den Geschlechterunterschied besser charakterisieren zu kénnen.
Moglicherweise lagern Frauen bei entsprechender Verfugung von n-3 PUFAs diese
auch schneller in Membranphospholipide ein. Es ist bekannt, dass
geschlechterspezifische = Unterschiede in der Rate der R-Oxidation,
Zusammensetzung des Fettgewebes und der Mobilisierung von Fett bestehen.
Weiterhin beeinflussen Sexualhormone die Aktivitdt von Enzymen (Desaturasen und
Elongasen), die an der Synthese von langkettigen n-3 PUFAs beteiligt sind [1, 192,
193].

4.1.1.2 Beeinflussung des Fettsdureprofils

Bei Betrachtung der einzelnen Fettsauren fiel auf, dass die n-6 PUFA AA (ber den
gesamten Studienverlauf die dominierende PUFA war, Abbildung 12.
Ubereinstimmend mit Daten aus der Literatur und einer von der eigenen
Arbeitsgruppe durchgeflihrten Fltterungsstudie an Ratten [109], wurde auch in der
klinischen Studie eine statistisch signifikante Reduktion des relativen AA-Gehalts
durch eine EPA/DHA Supplementation beobachtet, Abbildung 12. Es fand also auch
hier ein partieller Ersatz von AA durch EPA und DHA in den Membranphospholipiden
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statt, der fur alle Studienteilnehmer signifikant war. Trotz signifikanten Anstiegs blieb
der relative EPA- bzw. DHA-Gehalt in Erythrozyten 6,8-fach bzw. 2,6-fach unter dem
relativen AA-Gehalt, Tabelle 11.

In der Literatur wird ein ~10-fach héherer DHA-Gehalt gegeniiber EPA in humanen
Herzen und Erythrozyten beschrieben [194]. Nach EPA/DHA-Supplementation zeigt
EPA jedoch relativ gesehen einen wesentlich hdheren Anstieg [43, 195]. Dies konnte
ebenfalls in der hier vorgestellten Studie beobachtet werden. Denn lag der DHA-
Gehalt zu Basalbedingungen noch ~6,2-fach hoher als der EPA-Gehalt, war er nach
acht Wochen Supplementation nur noch ~2,6-fach hdher. In einer klinischen Studie
wurde gezeigt, dass die Zufuhr von 0,6 g/d EPA und 0,4 g/d DHA fir 6 Monate zu
einem Anstieg von > 300 % des kardialen EPAs und nur ~50 % des kardialen DHAs
fiihrte [43]. Ahnliche Studien mit héheren Dosen EPA/DHA bestatigen diesen Befund
[195, 196]. Damit Ubereinstimmend zeigte sich in der hier vorgestellten Studie ein
Anstieg von EPA nach acht Wochen Medikation um 236 % und DHA um 44 % im
Plasma. Es gibt Hinweise darauf, dass DHA Uber R-Oxidation zurick zu EPA
umgewandelt wird. Zirkulierendes EPA jedoch wird womaoglich aufgrund der geringen
enzymatischen Aktivitdt entsprechender Elongasen und Desaturasen in Saugern
(insbesondere im Menschen) kaum zu DHA verlangert [1]. Womd&glich sind schon
geringe Veranderungen des EPA—Gehalts physiologisch bedeutsam. Nach PLA2-
induzierter Freisetzung aus Membranphospholipiden stehen EPA und DHA auch zur
Umsetzung durch COX- , LOX- und CYP-Enzyme zur Verfugung. EPA kann zu
biologisch aktiven Eicosanoiden metabolisiert werden, die zu AA-abgeleiteten

Eicosanoiden oft entgegengesetzte Wirkung zeigen (siehe Einleitung Kapitel 1.2).

Eine weitere langkettige PUFA, die durch diatische Einflisse verandert wird, ist die
Docosapentaensaure (DPA, C22:5). Sie kann sowohl als n-6 als auch als n-3 PUFA
vorliegen, Tabelle 11. Neben EPA und DHA stieg v.a. der DPANn-3 - Gehalt in den
Probanden nach EPA/DHA-Supplementation signifikant an. Der DPAn-6 - Gehalt
hingegen war deutlich niedriger und blieb durch die Behandlung unverandert. DPAN-6
ist normalerweise nicht im Organismus vorhanden. Bei einem Mangel an n-3 PUFAs
wird DPANn-6 aus AA synthetisiert und als DHA-Ersatz verwendet [62]. DPAN-3
hingegen ist die in Fischdl am dritt-haufigsten auftretende FS und kann so Uber die
Nahrung aufgenommen werden. DPAN-3 kann aber auch uUber Kettenverlangerung
aus EPA synthetisiert werden und stellt zudem ein Zwischenprodukt auf dem Weg
zur DHA-Synthese dar. Im Menschen korreliert der Gehalt an zirkulierendem DPAN-
3 mit zirkulierendem EPA [197]. Da die Probanden kein zusatzliches DPA
aufgenommen hatten, ist diese Beobachtung woméglich auf eine endogene de novo

Synthese von DPAN-3 aus EPA oder durch den Prozess der Retrokonversion aus
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DHA zurickzufihren [198, 199]. Ein Mechanismus, der sich auch bei den
untersuchten Probanden durch den Anstieg von DPAN-3 in Erythrozyten wiederfinden
lasst. Insgesamt ist nur wenig Uber die physiologische Bedeutung von DPAN-3
bekannt, jedoch wird eine schitzende Wirkung bei Entzindungen vermutet. Eine
erhdhte Konzentration sowohl von zirkulierendem EPA als auch DPAN-3 ist mit einer
Reduktion nicht-letaler kardiovaskularer Ereignisse, wie MI [200] und der Inzidenz von
HF [201], assoziiert. Kirzlich veroffentlichte Daten zeigen zudem, dass DPA ahnlich
wie EPA und DHA als Vorlaufer fir potente anti-inflammatorische und
entziindungsauflésende Metabolite (entsprechend den Resolvinen, Protectinen und

Maresinen) dienen kann [202].
4.1.2 Effekt der Omacor®-Gabe auf n-3 PUFA abgeleitete Metabolite

4.1.2.1 Verdnderungen im CYP-Eicosanoidprofil

Essentielle FS konkurrieren nicht nur um den Einbau in Membranphospholipide,
sondern auch als Substrate fur CYP-Enzyme. In vitro Untersuchungen, auch der
eigenen Arbeitsgruppe, zeigten, dass CYP-Enzyme EPA und DHA als alternative
Substrate zu AA akzeptieren und sie zu entsprechenden CYP-Eicosanoiden
metabolisieren [90, 91, 109]. Daher wurde vermutet, dass eine Supplementation mit
n-3 PUFAs modulierend auf die Bildung endogener CYP-Eicosanoide wirkt. Erste
Hinweise auf die Entstehung von CYP-abhangigen n-3 PUFA-abgeleiteten
Metaboliten (EEQs von EPA oder EDPs von DHA) in vivo gaben Arbeiten, die diese
Metabolite nach n-3 PUFA Gabe in humanen Urin [203], Plasma [189, 204-206] oder
Serum [207] identifiziert haben. Um die durch Omacor®-Gabe bewirkte Veranderung
des CYP-Eicosanoidprofils in der durchgefiihrten klinischen Studie zu bewerten,
wurde der sogenannte CYP-Eicosanoid-Index eingefiihrt (Berechnung siehe
Methoden 2.2.3).

Der CYP-Eicosanoid-Index stieg ahnlich dem Omega-3 Index bereits nach einer
Woche signifikant an und stieg nochmals deutlich mit der Gabe der doppelten Dosis
bevor er nach Absetzten der Medikation wieder signifikant absank, Abbildung 13 A.
Dies deutet auf eine massive endogene Bildung von n-3 PUFA abgeleiteten CYP-
Eicosanoiden hin (Abbildung 13 B), die abhangig von der exogenen Zufuhr der
Vorlauferfettsduren ist. Die Summe aus EPA- und DHA-abgeleiteten CYP-
Eicosanoiden Uberstieg nach achtwdchiger EPA/DHA Supplementation sogar den
Gehalt an AA-Metaboliten um das 1,4-fache im Plasma und um das 2,2-fache im Urin.
Da EPA und DHA deutlich unter dem AA-Gehalt lagen, war dieses Ergebnis so nicht

zu erwarten. Es lasst jedoch vermuten, dass EPA und DHA in vivo sehr effektive
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alternative Substrate fur humane CYP-Isoformen darstellen, die mit hdherer Effizienz
zu ihren entsprechenden Metaboliten umgesetzt werden als AA, Abbildung 16. Die
relative Effizienz des Umsatzes von EPA im Vergleich zu AA war dabei ungefahr
doppelt so hoch wie die von DHA.

Wo die im Plasma gemessenen CYP-Eicosanoide entstehen, ist bislang unklar. CYP-
Enzyme werden v.a. in der Leber exprimiert, treten aber auch in extrahepatischen
Geweben wie Lunge, Niere, Gastrointestinaltrakt und im Herzen auf. Eine wichtige
Quelle von CYP-Eicosanoiden kdnnen aber auch Endothelzellen der Gefalie sein, die
in nahezu allen Geweben vorhanden sind. Im menschlichen Genom wurden 57
funktionelle CYP-Gene identifiziert, von denen 12 CYP-Enzyme mit
Epoxygenaseaktivitat codieren. Unter ihnen scheinen nur CYP-Enzyme der Familie
CYP2C (CYP2C8 und CYP2C9) und CYP2J (CYP2J2) von Bedeutung zu sein [208].
Relativ gesehen ist im Herzen die Expression von CYP2J2 starker als CYP2C8 und
in  GefalRendothelzellen ist die Reihenfolge der Expression wie folgt:
CYP2C9 > CYP2J2 > CYP2C8 [209]. Das im Endothel exprimierte CYP2C9 neigt im
Gegensatz zu CYP2J2 dazu wahrend des katalytischen Zyklus zu entkoppeln und
reaktive Sauerstoffspezies zu generieren, was bei erhdhter Enzymaktivitat zu
entziindlichen Prozessen fiihren kann [210]. Die im Plasma gemessenen CYP-
Eicosanoide sollen Auskunft darliiber geben, wieviel der Metabolite systemisch
vorhanden sind. Dennoch sind lokale und gewebespezifische Unterschiede zu
erwarten, da die Expression und Aktivitat der verschiedenen CYP-Enzyme unter der
Kontrolle von Hormonen sowie Wachstums- und Transkriptionsfaktoren stehen [85].
Beim in vitro Umsatz von AA, EPA bzw. DHA lassen rekombinante CYP-Enzyme
abhangig von der Isoform die abgeleiteten regioisomeren Metabolite in einem
bestimmten Verhaltnis entstehen. Am Beispiel fir den CYP-abhangigen
Metabolismus von EPA ist aus in vitro Untersuchungen bekannt, dass EPA durch
CYP2C8 v.a. zu 17,18-EEQ und 14,15-EEQ und zu geringeren Mengen auch zu
11,12-EEQ umgewandelt wird [90, 91]. Durch den Umsatz von EPA durch die CYP-
Isoformen CYP2C9 und CYP2J2 entstehen alle vier mdglichen regioisomeren
Epoxymetabolite. Wahrend das 17,18-EEQ beim Umsatz mit CYP2J2 der
Hauptmetabolit ist, entsteht beim Umsatz mit CYP2C9 v.a. 14,15-EEQ.
Interessanterweise besteht zur Regioselektivitat dieser Enzyme zusétzlich noch eine
Selektivitat zur Bildung bestimmter Enantiomere, den R,S-Enantiomeren [90, 91, 94].
Im Gegensatz dazu lasst CYP2C8 aus EPA bevorzugt S,R-Enantiomere entstehen
[91, 94].

Im Plasma werden EETs v.a. in low density-Lipoproteinen (LDL) transportiert [211],

die in der Leber entstehen. Moéglicherweise werden auch EEQs und EDPs tber LDL
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im Plasma transportiert. Das gemessene CYP-Eicosanoidprofil der Probanden
konnte keinem Profil eines bestimmten CYP-Enzyms zugeordnet werden.
Méglicherweise entsprechen die im Plasma gemessenen CYP-Eicosanoide nicht
ausschlief8lich dem Profil der Neusynthese durch eine bestimmte CYP-Isoform,
sondern setzen sich aus verschiedenen Quellen zusammen. Womdglich tragen auch
deutliche interindividuelle Unterschiede in der Enzymaktivitat zu dem beobachteten
Mischeffekt bei. Wie bei vielen Eicosanoiden, geht man bei EETs und wohl auch
EEQs und EDPs von lokal wirkenden Mediatoren aus. Deren Prasenz in der

Zirkulation jedoch legt auch eine endokrine Funktion dieser Metabolite nahe.

Studien mit rekombinanten CYP-Enzymen zeigen, dass 17,18-EEQ der
vorherrschende EPA-Metabolit beim Umsatz mit den humanen CYP-Isoformen
CYP1A, CYP2C und CYP2J ist [109]. CYP2J2, das Haupt-CYP-Enzym im
menschlichen Herzen, bevorzugt unter den PUFAs EPA als Substrat und
metabolisiert EPA mit regio- und stereospezifischer Selektivitat hauptsachlich zu dem
Epoxymetaboliten 17(R),18(S)-EEQ [91, 111]. Einen weiteren mdglichen Anteil an der
Metabolisierung von EPA zu 17,18-EEQ kdnnte die humane CYP-Isoform CYP1A1
haben. Sie ist im Herzen moderat exprimiert [85] und katalysiert die Epoxidation von
EPA v.a. an der endstandigen Doppelbindung [90, 91, 212], wobei bevorzugt das R,S-
Enantiomer von 17,18-EEQ entsteht [212].

Die hier vorgestellte klinische Studie ist mit derzeitigem Kenntnisstand die erste
klinische Studie, die systematisch die Veranderungen v.a. im CYP-Eicosanoidprofil
nach n-3 PUFA Supplementation zeigt. Trotz der massiven Veranderung der relativen
Menge von AA-, EPA- und DHA-abgeleiteten Metaboliten, blieb die generelle
Zusammensetzung der verschiedenen regioisomeren Epoxymetabolite innerhalb
einer Metabolitenklasse weitestgehend gleich. Dies legt den Schluss nahe, dass die
EPA/DHA Supplementation womaoglich keinen Einfluss auf das Expressionsmuster
der CYP-Enzyme hatte.

Alle EPA- und DHA-abgeleiteten Metabolite stiegen nach acht Wochen
Supplementation signifikant an, wahrend bis auf das endstandig epoxidierte
14,15-EET alle AA-abgeleiteten Metabolite signifikant reduziert waren. Bei
vergleichender Betrachtung der von AA-, EPA- und DHA-abgeleiteten Metabolite, die
endstandig epoxidiert wurden, fiel auf, dass nach Behandlung 17,18-EEQ der
vorherrschende Metabolit im Plasma war, Abbildung 15. 17,18-EEQ stieg im
Vergleich zum basalen Wert um das ~3-fache an. Fur n-6 PUFA abgeleitete CYP-
Eicosanoide (EETs und 20-HETE) ist bekannt, dass sie in vivo u.a. in

Membranphospholipide nach einer de novo Synthese wieder verestert werden [101-
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103, 118, 213]. Es ist sogar der Grolteil der endogenen CYP-Eicosanoide, die in
Membranphospholipiden verestert vorliegen und bis zu 85 % ausmachen kdnnen
[211]. Neben der de novo Synthese stehen CYP-Eicosanoide somit auch als
praformierter Pool in Membranphospholipiden zur Verfigung. Als Antwort auf
extrazellulare Stimuli werden PLAz-induziert EETs und 20-HETE freigesetzt und
aktivieren diverse zellulare Prozesse. Die hier erzielten Ergebnisse deuten darauf hin,
dass der prinzipielle Mechanismus von Synthese, Speicherung und Freisetzung
scheinbar auch auf die von EPA- und DHA-abgeleiteten Epoxy- und
Hydroxymetabolite anwendbar ist. Denn der partielle Ersatz von AA durch EPA und
DHA in den Membranphospholipiden ging mit einer deutlichen Verschiebung des
endogenen CYP-Eicosanoidprofils einher. EETs wurden dabei v.a. durch EEQs und
EDPs ersetzt.

In noch héheren Mengen als 17,18-EEQ trat der EPA-Metabolit 5,6-EEQ auf,
Abbildung 14. Uber die physiologische Bedeutung von 5,6-EEQ ist noch wenig
bekannt. 5,6-EET, ein nah verwandter Metabolit, der von AA abgeleitet ist, spielt als
vasodilatorischer Metabolit eine Rolle in Gefalten [214]. Die Analyse von 5,6-EET
birgt aufgrund der labilen Eigenschaften des Metaboliten Probleme. In
physiologischen Lésungen und wahrend der Probenaufarbeitung ist 5,6-EET im
Gegensatz zu den anderen regioisomeren Epoxymetaboliten von AA, instabil
(Halbwertzeit von ~8 Minuten). Unter diesen Bedingungen wandelt sich der Metabolit
spontan zu einem &-Lacton um oder hydrolysiert zum korrespondierenden Diol (5,6-
DHET) [215]. Es ist denkbar, dass auch 5,6-EEQ ein &hnliches Verhalten zeigt. Die
hier gewahlten alkalischen Bedingungen fir die Aufarbeitung der Metabolite, zeigten

sich als vorteilhaft. Sowohl 5,6-EET als auch 5,6-EEQ waren sehr gut nachweisbar.

EETs sind gute Substrate der sEH und werden von dem Enzym zu ihren
korrespondieren Diolen umgesetzt [216]. Experimente aus der AG Schunck haben
gezeigt, dass auch EPA- und DHA-Metabolite (17,18-EEQ bzw. 19,20-EDP) gute
Substrate fur die sEH sind [217], siehe auch [218]. Da die sEH ubiquitar vorhanden
ist [219], werden die Epoxymetabolite recht schnell zu ihren korrespondierenden
Diolen umgesetzt, die weitgehend unwirksam sind [216]. Die Reduktion biologisch
aktiver Epoxymetabolite durch die sEH stellt demnach moglicherweise einen
Mechanismus dar, der die Signalstarke der CYP-Epoxyeicosanoide reguliert. Dies
wurde bereits fur die Modulation von vasokonstriktiven und vasodilativen Signalen
durch die sEH beschrieben, die sich auf den GefalRwiderstand und Blutdruck im

Organismus auswirkte [220].
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Da CYP-Eicosanoide an der Regulation von Gefall-, Nieren- und Herzfunktion
beteiligt sind, kann die Verschiebung des endogenen CYP-Eicosanoidprofils
weitreichende Konsequenzen hinsichtlich der Entwicklung von kardiovaskularen oder
anderen chronischen Erkrankungen haben. Ein Schutz vor Arrhythmien und
plotzlichen Herztod ist womdglich der grofite Nutzen einer EPA/DHA
Supplementation [28, 29]. Frihere Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe haben
gezeigt, dass in einem Rattenmodell fiir plotzlichen Herztod die hohe Mortalitat und
die Induzierbarkeit von Arrhythmien durch die Gabe von zusatzlich 2,5 % Omacor®-
Ol zum Standardfutter reduziert werden konnte [16]. In einer weiteren
Futterungsstudie mit Ratten wurde die gleiche EPA/DHA Supplementation verwendet
und gezeigt, dass in Herzgewebe und Plasma 17,18-EEQ und 19,20-EDP die
vorherrschenden Metabolite waren [109]. Untersuchungen zur physiologischen
Funktion dieser Metabolite sind rar. Jedoch gibt es Hinweise, dass EPA- und DHA
abgeleitete CYP-Eicosanoide dhnlich den EETs potente Vasodilatoren sind [95, 149-
151, 153] und Uber die Aktivierung von z.B. Katp-Kanalen [148] kardioprotektiv wirken.

4.1.2.2 Verdnderungen im Profil COX- und LOX-abhéngiger Eicosanoide

Neben CYP-Metaboliten wurde fur die klinische Studie auch der Gehalt verschiedener
COX- und LOX-Metabolite gemessen. Dies erfolgte, um einen Eindruck zu erhalten,
welche drei Arme der Arachidonsdure-Kaskade am starksten auf Veranderungen in
der Ernahrung bezogen auf das n-6/n-3 Verhaltnis reagierte. COX-abhangige
Eicosanoide werden im Gegensatz zu den CYP-Eicosanoiden nur sehr vermindert in
Membranphospholipide eingebaut und haben zudem eine sehr kurze Halbwertzeit
(Sekunden bis Minuten) [118, 119]. Sie stehen damit eher aus einer de novo Synthese
als aus Membranspeichern zur Verfigung. In den 1970°er Jahren wurde die
Hypothese aufgestellt, dass die kardioprotektive Wirkung der n-3 PUFAs Uber (i) eine
vermehrte Synthese von v.a. EPA/DHA abgeleiteten COX- und LOX-Metaboliten, die
meist eine verminderte Wirkung oder sogar entgegengesetzte Wirkung zu den AA-
Metaboliten aufweisen oder (ii) durch die Inhibierung von COX- und LOX-Enzymen
aufgrund erhohter EPA/DHA-Konzentrationen zu erklaren ist (siehe Einleitung Kapitel
1.1).

Unter Betrachtung des COX-Eicosanoidprofils fiel auf, dass das von EPA-abgeleitete
PGES3 nur leicht, aber signifikant nach EPA/DHA Supplementation anstieg, Abbildung
18 A. PGE2, das von AA-abgeleitet ist, hingegen blieb zwar durch die Behandlung
unbeeinflusst, stellte aber mit Abstand den haufigsten Metaboliten dar. Die Metabolite
TXB2 und TXB3 hingegen blieben beide durch EPA/DHA Supplementation
unbeeinflusst, Abbildung 18 B. Auch hier war der AA abgeleitete Metabolit der
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Dominierende. Ahnlich stellt es sich fir die 5-LOX-abhdngigen Metabolite
(Leukotriene und Hydroxymetabolite) dar, Abbildung 19.

Uberraschenderweise steht dieser Befund im Widerspruch zu der in den 1970’er
Jahren etablierten Annahme, dass Uber die Erndhrung induzierte Veranderungen im
endogenen COX- und LOX-Eicosanoidprofil zu dem maf3geblichen Unterschieden in
der Mortalitat aufgrund von kardiovaskularen Erkrankungen beitragen. Solche
Unterschiede wurden in Bevdlkerungsgruppen mit n-6 bzw. n-3 PUFA reicher
Ernahrung beobachtet [5]. Um ein geringes Auftreten von Mls unter Inuits, die sich
hauptsachlich von fettem Fisch ernahren, zu erklaren, wurde angenommen, dass
EPA mit AA um die Bildung von COX- und LOX- abhangigen Eicosanoiden
konkurriert. EPA-abgeleitete Eicosanoide sind durch weniger pro-aggregatorische
und pro-inflammatorische Eigenschaften gekennzeichnet. Erste Beispiele waren die
Bildung und Funktion des wesentlich weniger potenten Thromboxan A3 (TXA3)
versus TXA2 und von Leukotrien BS (LTBS) versus LTB4 [74, 221]. In 2007
durchgeflihrte Analysen zeigten, dass EPA und AA konkurrierende Substrate in allen
Schritten der Prostanoidbiosynthese und auch der Signaltransduktion sind [70]. Wie
jedoch die Ergebnisse der klinischen Studie belegen, bleiben die AA-abgeleiteten
Eicosanoide trotz EPA/DHA Supplementation die dominierenden Metabolite. Der

Einfluss der n-3 PUFA abgeleiteten Eicosanoide kann dabei nur sehr gering sein.

Jungste Untersuchungen belegen, dass EPA und DHA nicht nur mit AA um die
Synthese klassischer COX- und LOX-abhangiger Eicosanoide konkurrieren, sondern
auch Vorlaufer einer neuen Klasse von potenten anti-inflammatorischen und
entziindungsauflésenden Lipidmediatoren darstellen, den Resolvinen, Protectinen
und Maresinen [49, 75]. 18-HEPE z.B. ist ein von EPA abgeleiteter Vorlaufer der
sogenannten E-Resolvine. In der Kklinischen Studie wurde nach EPA/DHA
Supplementation ein signifikanter Anstieg von 18-HEPE im Plasma gemessen. Die
Bildung von 18-HEPE scheint von der Verfligbarkeit von EPA abzuhangen, denn mit

Absetzen der Medikation sank der 18-HEPE Gehalt wieder auf das Basalniveau.

Um einen direkten Vergleich der relativen Empfindlichkeit der drei Wege der
Arachidonsaure-Kaskaden zu Veranderungen im ernahrungsbedingten n-3/n-6 PUFA
Verhaltnisses zu erlangen, wurden die Ratio der Vorlauferfettsauren (EPA/AA) mit der
Ratio der entsprechenden Metabolite (n-3/n-6) korreliert. Wie in Abbildung 52 zu
sehen, lag die relative Effizienz des Umsatzes von EPA durch CYP-Enzyme 8,6-fach
hoher als der Umsatz von AA und stellte damit Gberraschenderweise die hdchste
relative Effizienz im Vergleich der verschiedenen Wege der Arachidonsaure-Kaskade

dar.
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Abbildung 52: Darstellung der relativen Umsatze aus dem Verhéltnis der
Vorlauferfettsauren (EPA/AA) zu den entsprechenden Metaboliten (Ratio n-3/n-6).

EPA stellt fur CYP-Enzyme ein besonders effektives Substrat im Vergleich zu den
verschiedenen COX- und LOX-Enzymen dar. Die Metabolite wurden im Plasma gemessen.
Zur Auswertung der Daten wurde eine lineare Regressionsanalyse durchgefihrt. Die
angegebenen relativen Effizienzen entsprechen dem Anstieg aus der ermittelten
Geradengleichung.

Die relativen Effizienzen des EPA-Umsatzes durch 5-LOX, 12-LOX oder 15-LOX
waren deutlich niedriger als der CYP-abhangige Umsatz von EPA und lagen nur noch
4,1-fach, 3,4-fach bzw. 1,9-fach Uber den AA-Umsatz. Der COX-vermittelte Umsatz
von EPA zu Serie-3 Prostaglandinen oder Thromboxanen und der LOX-vermittelte
Umsatz zu Serie-5 Leukotrienen scheint jedoch recht ineffizient abzulaufen, da hier
der AA-Umsatz scheinbar deutlich effizienter ist. Dies stimmt mit dem Befund Uberein,
dass EPA und DHA eher schlechte Substrate fur COX-und LOX-Enzyme sind [70].
Die Ergebnisse lassen vermuten, dass humane CYP-Enzyme in vivo n-3 PUFAs als
effektive alternative Substrate verwenden und zu biologisch aktiven CYP-
Eicosanoiden metabolisieren. Somit sind womdglich nicht die COX- und LOX-
abhangigen Metabolite, sondern die n-3 PUFA abgeleiteten CYP-Eicosanoide, die
eigentlichen Vermittler der kardioprotektiven Effekte, die den in Fischoél enthaltenden
n-3 PUFAs zugesprochen werden [8, 27]. Abgeleitet von einer in unserer
Arbeitsgruppe durchgefiihrten Fitterungsstudie mit Ratten [109] ist zu vermuten,
dass es nach EPA/DHA Supplementation auch beim Menschen zu einer

Verschiebung des endogenen CYP-Eicosanoidprofils im Herzen kommt. Der in der
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klinischen Studie erreichte Omega-3 Index von > 8 % entspricht zudem dem Bereich,
in dem eine EPA/DHA-Supplementation am effektivsten vor tédlichen

Herzrhythmusstérungen schiitzt.

4.1.2.3 Einfluss der Omacor®-Gabe auf klinische Parameter

n-3 PUFAs beeinflussen eine Reihe von kardiovaskularen Risikofaktoren [7, 8, 45,
64]. Klinisch relevante Effekte treten innerhalb von Wochen der Einnahme auf und
sind womoglich Folge von Veranderungen der Membranstruktur, der Genexpression,
einer direkten Interaktion mit lonenkanalen oder Membranproteinen bzw. einer
modifizierten Eicosanoidbiosynthese [4, 46-50]. Die Heterogenitat der n-3 PUFA
vermittelten Effekte auf kardiovaskulare Ereignisse scheint abhangig von der Dosis
und der Dauer der n-3 PUFA Einnahme zu sein und ist sehr wahrscheinlich Ausdruck

verschiedener Wirkmechanismen, Abbildung 53.

Bei typischen diatischen Dosen (bis zu 750 mg/d EPA+DHA), dominieren anti-
arrhythmische Effekte, wie die Reduktion von plétzlichem Herztod und koronaren
Herzerkrankungen. Der anti-arrhythmische Effekt tritt schon nach wenigen Wochen
auf und erreicht bei hdheren Dosen ein Plateau, Abbildung 53. Andere Klinisch
relevante Effekte wie z.B. die Triglyzerid-senkende oder moglicherweise auch der

anti-aggregatorische Wirkung von n-3 PUFAs gewinnen erst bei hdheren Dosen an

Bedeutung.
Diatische Supplementations- Klinische Effekte Zeit bis zur Beeinflussung
Dosen Dosen der klinischen Effekte
- L — Arrhythmien Wochen
o
o
0
(=]
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E Triglyzeride-senkend Monate bis Jahre
- Herzfrequenz-senkend  Monate
g Blutdruck-senkend Monate bis Jahre
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Abbildung 53: Einfluss der Dosis- und Zeit-abhangigen Einnahme von n-3 PUFAs auf
klinische Ereignisse.
Schema angepasst aus Mozaffarian, D. und Rimm, E.B. (2006) [45].

Interessanterweise konnte in der hier vorgestellten klinischen Studie trotz einer

verhaltnismaRig geringen Konzentration (1 g EPA+DHA/d fur vier Wochen plus 2 g/d
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fur vier weitere Wochen) und einer geringen Einnahmezeit von insgesamt acht
Wochen eine signifikante Reduktion der Triglyzeride beobachtet werden (p < 0,01,
n=19; t-Test fir gepaarte Stichproben), Abbildung 22. Die basalen Triglyzeridwerte
der gesunden Probanden lagen, auflier bei zwei mannlichen Teilnehmern, im
Normalbereich von < 2,3 mmol/L. Dennoch, Probanden mit einem relativ hohen
basalen Triglyzeridwert profitierten am meisten von einer Intervention mit EPA/DHA.
Auch zu therapeutischen Zwecken wird sich mittlerweile die Triglyzerid-senkende
Wirkung zu Nutze gemacht. So werden derzeit z.B. EPA+DHA-Ethylester (Lovaza™,
GlaxoSmithKline) oder nur EPA-Ethylester (Amr101™, Amarin Pharma) erfolgreich
zur Behandlung von Hypertriglyzeridamie eingesetzt. Der Triglyzerid-senkende Effekt
der n-3 PUFAs beruht einerseits auf einer Reduktion von VLDL-Cholesterol bei
gleichzeitiger Erh6hung von HDL-Cholesterol und andererseits auf der Beeinflussung
der Lipidmetabolismus-regulierenden Genexpression (Aktivierung von PPARa/y- und
Inhibition von SREBP-1) [4, 48, 194]. Aufgrund des veranderten Genprogramms
findet eine Verschiebung des v.a. in der Leber stattfindenden Metabolismus von
Lipidsynthese und -speicherung hin zur erhéhten Lipid-degradation (B-Oxidation)
statt.

Wahrend die Triglyzerid-senkende Wirkung von n-3 PUFAs linear mit der Dosis
ansteigt, scheint die Wirkung n-3 PUFAs auf den Blutdruck eher vom Grad der
Schwere des Bluthochdrucks als von der Dosis abzuhangen [222]. Effektive Dosen
von n-3 PUFAs schwanken zwischen 3 bis 5 g/d [7], mit denen eine Reduktion des
systolischen und diastolischen Blutdruck um ca. 3-5 mmHg bzw. 2-3 mmHg erreicht
werden kénnen [223]. Der Blutdruck-senkende Effekt von n-3 PUFAs lasst sich
womaglich nur auf die Wirkung von DHA, nicht aber EPA zurtckflhren [7, 64]. In der
hier vorgestellten klinischen Studie kénnen nur Mischeffekte von EPA+DHA
beobachtet werden. Die Omacor®-Gabe flihrte sowohl zu einer Reduktion im
systolischen Blutdruck (-1,8 mmHg), als auch zu einer Reduktion im diastolischen
Blutdruck (-3,5 mmHg), die nur fur den diastolischen Blutdruck als signifikant ermittelt
wurde (p = 0,036, n=19; Wilcoxon Test), Abbildung 21. Mbglicherweise war die
Gruppengréle von 19 Probanden zu klein, um eindeutige statistische
Untersuchungen durchzufuhren, denn trotz einer gesunden Probandengruppe traten
z.T. groRere interindividuelle Unterschiede auf. Eine entsprechende Analyse hat
zudem gezeigt, dass Probanden mit einem relativ hohen basalen Blutdruck die grofite

Reduktion nach EPA/DHA Supplementation aufwiesen.
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4.2 Anti-arrhythmische Effekte von EPA, 17,18-EEQ und synthetischen

Analoga

4.21 17,18-EEQ als Vermittler der anti-arrhythmischen Effekte von EPA

Das von Kang und Leaf etablierte Zellmodell zur Untersuchung anti-arrhythmischer
Effekte von EPA und DHA auf NRKMs [21, 28] wurde in der vorliegenden Arbeit zur
Untersuchung von EPA, 17,18-EEQ und davon abgeleiteten synthetischen Analoga
verwendet. Ubereinstimmend mit den Daten aus der Literatur zeigte EPA auch in
unserem Bioassay eine Reduktion der Schlagfrequenz. Diese Reduktion wurde
sowohl unter Basalbedingungen als auch unter Bedingungen mit steigender Kalzium-
Konzentration beobachtet. Ahnlich wie EPA zeigte 17,18-EEQ einen negativ
chronotropen Effekt auf NRKMs und schiitzte ebenfalls vor einer Uberladung mit
Kalzium, Abbildung 23. Im Vergleich zu EPA wurde 17,18-EEQ bereits nach einer
kurzen Inkubationszeit (5 min vs. 30 min) und mit einer Konzentration im nanomolaren
Bereich (30 nM vs. 3,3 pM) wirksam. Das 17,18-EEQ akut und bereits im
nanomolaren Bereich wirkt, legt den Schluss nahe, dass EPA eine vorausgehende
CYP-abhangige Metabolisierung bendtigt, um den beobachteten negativ

chronotropen Effekt auf NRKMs auszutiben.

Weiterhin wurde gezeigt, dass 17,18-EEQ die Antwort auf eine B-adrenerge
Stimulation mit Isoproterenol reduzierte, Abbildung 24. Als synthetisches
Katecholamin wirkt Isoproterenol Uber die Aktivierung B-adrenerger Rezeptoren, die
zur Familie der GPCRs gehdren und an Gas-Proteine gekoppelt sind. Uber die
anschlielRende Aktivierung der Adenylatzyklase wird die intrazelluldre cAMP-
Konzentration erhéht und die PKA aktiviert, was u.a. Uber die Offnung von L-Typ
Kalzium-Kanalen zu einer erhéhten Kontraktilitdt von Kardiomyozyten flhrt [224].
Eine Reduktion der B-adrenergen Antwort konnte auf eine 17,18-EEQ vermittelte
Aktivierung von Gai-Proteinen hindeuten, die eine Inhibition der Adenylylzyklase-
Aktivitdt und eine damit einhergehenden reduzierte intrazellulare cAMP-

Konzentration zur Folge hat (siehe auch Hypthesenschema: Abbildung 56).

Die in NRKMs befindlichen CYP-Enzyme sind noch unbekannt. Untersuchungen mit
rekombinanten CYP-Isoformen zeigten, dass 17,18-EEQ der bevorzugte Metabolit
von EPA ist und aus einer Katalyse von EPA durch verschiedene CYP-Isoformen der
CYP1A, CYP2C und CYP2J Unterfamilien hervorgeht [109]. CYP2J2 metabolisiert,
wie oben beschrieben, EPA mit regio- und stereospezifischer Selektivitat
hauptsachlich zu 17(R),18(S)-EEQ [91, 111]. Im Rattenherzen gibt es eine nah
verwandte CYP-Isoform (CYP2J3 [125]), die in NRKMs fiir die Metabolisierung von
17,18-EEQ verantwortlich sein kdnnte. Eine andere CYP-Isoform (CYP1A1) scheint
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keine Rolle zu spielen, da es nicht wie beim Menschen Kkonstitutiv im
kardiovaskularem System exprimiert wird [85]. Wie in einer Flitterungsstudie gezeigt,
entstand auch in vivo 17,18-EEQ, das sich nach EPA/DHA-Supplementation im

Herzgewebe der Ratte anreicherte [109].

4.2.2 Identifikation struktureller Voraussetzungen fiir die 17,18-EEQ Wirkung

Trotz einer méglichen wichtigen Rolle von n-3 PUFA abgeleiteten CYP-Eicosanoiden,
wie 17,18-EEQ und 19,20-EDP, in der Vermittlung kardioprotektiver Effekte, werden
sie nicht therapeutisch genutzt. Ursache dafiir ist eine limitierte Bioverfligbarkeit und
die chemische sowie metabolische Instabilitat dieser Substanzen. Im Rahmen einer
Zusammenarbeit mit John R. Falck (UT Southwestern, Dallas, Texas) erhielten wir
gezielt modifizierte Strukturen von 17,18-EEQ zur Testung auf NRKMs. Die Starke
des chronotropen Effekts wurde dabei als Mal flr das ,anti-arrhythmische Potential*

der Strukturanaloga verwendet.

Abbildung 54 zeigt eine graphische Zusammenfassung der Strukturfunktionsanalyse
von 17,18-EEQ. Gekennzeichnet sind u.a. strukturelle Merkmale, die essentiell flr
den negativ chronotropen Effekt von 17,18-EEQ auf NRKMs von Bedeutung sind.
Zusatzlich sind weitere Angriffspunkte gezeigt, die zur Instabilitdt des Metaboliten

beitragen konnen.

OH

5 &
Essentiell fur Essenstiell fur Essentiell in R,S-Konfiguration/

agonistische Funktion || antagonistische Fkt. || sEH vermittelte Inaktivierung

Abbildung 54: Zusammenfassende Darstellung der Strukturfunktionsanalyse.
Essentiell fur die agonistische Funktion von 17,18-EEQ sind eine Carboxylgruppe am C1-
Atom, eine Doppelbindung in 11,12-Position und eine Epoxygruppe in 17,18-Position und R,S-
Konfiguration. Angepasste Graphik aus J.R. Falck et al., JMC 2011 [180].

Die Stereochemie der 17,18-Epoxygruppe spielt fir die Funktion von 17,18-EEQ
eine wichtige Rolle. Untersuchungen mit NRKMs zeigten, dass nur das 17(R),18(S)-

Enantiomer den gleichen negativ chronotropen Effekt wie das Racemat ausubte. Das
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17(S),18(R)-Enantiomer hingegen blieb unwirksam, Abbildung 26. Dieser Befund
bestatigte sich in der Testung verschiedener 17,18-EEQ Strukturanaloga, bei denen
ebenfalls nur das 17(R),18(S)-Enantiomer wirksam war. Neben dem anti-
arrhythmischen Potential von 17(R),18(S)-EEQ auf NRKMs, ist die stereospezifische
Wirkung in Gefalken untersucht worden. In Ratten-Cerebralarterien fungierte
17(R),18(S)-EEQ als potenter Aktivator von BK-Kanalen und wirkte so vasodilatorisch
[95]. Interessanterweise blieb auch hier das 17(S),18(R)-Enantiomer unwirksam.
Daruberhinaus, konnte 17(R),18(S)-EEQ moglicherweise auch ein potenter Aktivator
von kardialen Karp-Kanalen sein, die eine besondere Rolle in der ischamischen
Vorkonditionierung spielen [225, 226]. Untersuchungen dazu gibt es noch nicht, aber
fur kardiale sarkolemmale Kartpe-Kanale konnte eine stereospezifische Aktivierung
gezeigt werden. Getestet wurde dies mit dem AA-abgeleiteten Metaboliten 11,12-
EET, wobei nur das 11(S),12(R)-Enantiomer aktiv war [148]. Uberraschenderweise
zeigten entsprechende EPA- und DHA-abgeleiteten Metabolite, die als Razemate
getestet wurden, sogar ein deutlich héheres Potential sarkolemmale Katp-Kanale zu
aktivieren als die von AA-abgeleiteten EETs [148]. Neben dem sarkolemmalen Katp-
Kanal spielt v.a auch der mitochondriale Katp-Kanal (mKarp-Kanal) eine wichtige Rolle
in kardioprotektiven Ereignissen wie ischamischer Vorkonditionierung. Mit Hilfe eines
fur den mKatp-Kanal spezifischen Kanal6ffners (Diazoxid) oder Kanalblockers (5-HD,
5-hydroxydeconate) konnte in verschiedenen Zellmodellen gezeigt werden, dass der
mKatp-Kanal tatsachlich die Vorkonditionierung in Kardiomyozyten vermittelt [225,
227]. Einen Hinweis auf die Beteiligung von mKarp-Kandlen in der 17,18-EEQ
vermittelten Signaltransduktion, lieferte ein Vorversuch in unserem Bioassay mit
Diazoxid, Abbildung 55. Diazoxid Ubte den gleichen negativ chronotropen Effekt wie
der natlrliche Metabolit 17,18-EEQ aus. Dieser Effekt wurde durch die Zugabe von
5-HD aufgehoben.
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Abbildung 55: Die Offnung von Kare-Kanilen ist Teil der 17,18-EEQ vermittelten
Signaltransduktion.

Der Karp-Kanal-Offner Diazoxid zeigte den gleichen negativ chronotropen Effekt wie 17,18-
EEQ, der sich durch den Inhibitor 5-HD blockieren lief3. Die Daten sind Mittelwerte + SEM aus
2 Praparationen (n=12).

Eine weitere Modifikation der 17,18-EEQ-Struktur beinhaltete die partielle Sattigung
von Doppelbindungen. Doppelbindungen (DB) innerhalb der Struktur sind mégliche
Orte von Autoxidation oder kénnen als Angriffspunkt fur COX- oder LOX-Enzyme
dienen [180, 228]. Die Strukturfunktionsanalyse mit einer Serie von mehr als 25
synthetischen Analoga zeigte, dass eine DB in 11,12-Position und cis-Konfiguration
Voraussetzungen fur eine agonistische Wirkung waren, Abbildung 54. Mit Hilfe von
Strukturanaloga, die entweder eine DB in trans-Konfiguration oder eine
Dreifachbindung in 11,12-Position aufwiesen, konnte bestatigt werden, dass nur
Analoga mit cis-DB biologisch aktiv waren. Analoga mit einer Doppelbindung in 14,15-
Position hingegen antagonisierten den EPA- und 17,18-EEQ-Effekt. DBs in 8,9- und
5,6-Position scheinen keine essentielle Rolle in der Vermittlung des 17,18-EEQ
Effekts zu spielen. Dies deutet darauf hin, dass die 11,12-DB in cis-Konfiguration

mafgeblich zum negativ chronotropen Effekt von 17,18-EEQ auf NRKMs beitragt.

Die Hydroxylierung des endstandigen C-Atoms (C20) ist Teil des gewohnlichen
Abbauwegs von FS und Eicosanoiden [229]. Nicht Uberraschend zeigte die
Untersuchung entsprechender Analoga im Bioassay eine deutliche Verschlechterung

der biologischen Aktivitat.

Die Epoxygruppe innerhalb des Moleklls ist mdglicher Angriffspunkt flr eine
enzymatische Hydrolyse mittels sEH. Die sEH ist ubiquitdr vorhanden und spielt im
Abbau von CYP-Epoxyeicosanoiden eine grof’e Rolle [220]. AA-abgeleitete CYP-

Epoxyeicoasnoide (EETs) sind nach sEH-Umsatz zum korrespondierenden Diol
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meist unwirksam, insbesondere hinsichtlich ihrer vasodilatorischen Funktion [113,
230]. Auch 17,18-DHEQ, das korrespondierende Diol zu 17,18-EEQ, konnte die
Schlagfrequenz der NRKMs nicht reduzieren. Nicht nur CYP-Enzyme, sondern auch
die sEH zeigen eine Regio- und Stereoselektivitat in der Effizienz beim Abbau
verschiedener Epoxyeicosanoide [114, 115]. Daten der eigenen Arbeitsgruppe
zeigten, dass sowohl 17,18-EEQ als auch 19,20-EDP mit hoher Steroselektivitat
hydrolysiert werden [217]. Das R,S-Enantiomer beider Metabolite war gegenuiber
dem S,R-Enantiomer das bevorzugte Substrat, welches mit hoherer katalytischer
Aktivitat von der sEH hydrolysiert wurde. Um den Abbau mit sEH zu entgehen und
einen stabilen Metaboliten fir moégliche in vivo Anwendungen zu generieren, wurde
die Epoxygruppe an 17,18-Position durch stabilere Epoxid-Derivate (Harnstoffderivat
oder Oxamid) ersetzt. Prinzipiell konnte die biologische Aktivitat von 17,18-EEQ mit
den Epoxybioisosteren reproduziert werden. Das Oxamid-Derivat libte sogar einen
starkeren Effekt auf NRKMs als der naturliche Metabolit aus. Die absolute
Konfiguration der Epoxygruppe scheint dem Einfluss der Position der Doppelbindung
auf die Wirkung der Strukturanaloga ubergeordnet zu sein. Denn wie Analog 11
zeigte, war es, trotz einer Doppelbindung in 14,15- statt 11,12-Position, als R,S-

Enantiomer wirksam.

Um zu zeigen, das die oben beschriebenen chemischen Veranderungen der
17,18-EEQ-Struktur zu einer verbesserten metabolischen Stabilitat fuhrten, wurden
ausgewahlte Strukturanaloga mit Rattenleber-Homogenaten untersucht [180]. So
konnte z.B. gezeigt werden, dass das am besten wirksamste Epoxybioisoster (Analog
17) nach 30 min noch zu 85 % vorhanden war, wahrend der natlrliche Metabolit in

der gleichen Zeit schon zu 80 % metabolisiert war.

Hier nicht naher untersucht, aber auch ein moglicher Angriffspunkt in der 17,18-EEQ
Struktur ist die Carboxylgruppe. Die Caboxylgruppe ist Ausgang fir eine mogliche
Veresterung des Metaboliten in Membranphospholipiden oder den Abbau Uber -
Oxidation. Durch den Ersatz der Carboxylgruppe mit reversiblen oder irreversiblen

Gruppen, konnte die Stabilitat weiter gesteigert werden.

Ahnliche Studien zur Struktur-Wirkungsbeziehung wurden bereits mit dem AA-
abgeleiteten Metaboliten 14,15-EET durchgefuhrt [230-233]. Untersucht wurde die
vasodilatorische Funktion von 14,15-EET Strukturanaloga in Koronararterien vom
Rind. Fir eine volle Funktion waren eine Carboxylgruppe am ersten C-Atom, eine DB
in 8,9-Position, eine Gesamtlange des Molekils von 20 C-Atomen und ein
14(S),15(R)-Epoxid in cis-Konfiguration notwendig. Die Ergebnisse aus dieser Studie

und aus der hier vorgestellten Strukturfunktionsanalyse zeigen, dass die Funktion der
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CYP-Epoxyeicosanoide im  biologischen  System  strikten  strukturellen
Voraussetzungen unterliegt und mdglicherweise Uber ein primares zellulares Ziel,
einen Rezeptor, vermittelt wird. Weitere Argumente flir eine Rezeptorvermittelte
17,18-Wirkung sind (i) die Beobachtung, dass der nattrliche Metabolit 17,18-EEQ
und die davon abgeleiteten Strukturanaloga bereits im nanomolaren Bereich hoch
wirksam sind. Aktuelle Untersuchungen ergaben fir 17,18-EEQ einen ECs, Wert von
~7,3 nM. (ii) 17,18-EEQ und ein ausgewahltes Strukturanalog (Analog 17) zeigten
das gleiche Inhibitorprofil wie EPA. Das heil3t, dass alle drei Substanzen den gleichen

Signaltransduktionsweg anstofR3en, Abbildung 27.
4.3 Identifizierung eines 17,18-EEQ Rezeptors

4.3.1 Suche eines potentiellen Rezeptorkandidaten

Die primaren zelluldren Ziele von CYP-Epoxyeicosanoiden sind bislang noch
unbekannt, schliel3en aber intrazellulare Ziele mit niedriger Affinitat, wie Proteine der
PPAR-Familie [234], lonenkandle (z.B. Karp-Kanéle) [144] oder hoch affine,
membrangebundene Rezeptoren wie GPCRs [6, 155, 235] mit ein. Kdirzlich
durchgefiihrte Untersuchungen in verschiedenen Laboren unterstitzen die
Hypothese, dass CYP-Eicosanoide intrazellulare Signalwege Uber die Aktivierung
von GPCRs anstof3en, wobei die Identitat dieser GPCRs weiterhin unbekannt ist. Der
vasodilatorische Effekt von AA-abgeleiteten EETs ist womaoglich Uber einen oder
mehrere Gas-Protein gekoppelte Rezeptoren vermittelt [155, 156, 235]. Die Bindung
von EETs an einen moglichen Rezeptor aktiviert die Adenylatcyclase, was zu einem
Anstieg des intrazellularen Ca?* und einer Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) und
letztlich zu einer verminderten Rezeptorexpression fihrt [236, 237]. Ein weiterer
Hinweis auf einen GPCR-vermittelten Mechanismus wurde dadurch geliefert, dass
11,12-EET sowohl BKcs-Kanale als auch ,tissue plasminogen activator (tPA) Gber
Gas-Proteine aktivierte [157, 216, 238, 239]. Auch die 11,12-EET vermittelte
Erhéhung des intrazelluldaren cAMPs in Kardiomyozyten lauft womadglich Gber die
Aktivierung von Gas-Proteinen ab [145] Im Gegensatz dazu sind die kardioprotektiven
Effekte von 17,18-EEQ und dessen synthetischen Analoga womdglich eher Gber Gai-
Protein gekoppelte Rezeptoren, wie sie wahrend ischamischer oder chemischer

Vorkonditionierung aktiviert werden, zu erklaren, Abbildung 56.
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Abbildung 56: Hypothesenschema zum mdglichen molekularen Mechanismus der
17,18-EEQ Wirkung in Kardiomyozyten.

Durch externe Stimuli wie ischamischen Stress wird Phospholipase Az (PLA2) aktiviert, die
EPA oder 17,18-EEQ aus Membranphospholipiden freisetzt. Extrazellular bindet 17,18-EEQ
womdglich an einen Gai-Protein gekoppelten Rezeptor und stdlit damit eine Signalkaskade
an, die ahnlich dem ,reperfusion injury salvage kinase“ (RISK)-Signalweg ist. Von besonderer
Bedeutung ist dabei die Aktivierung der Protein Kinase C epsilon (PKCg), die einmal auf
mitochondriale ATP sensitive Kaliumkanale (mKatp) wirkt und damit vor einen durch
Mitochondrien induzierten Zelltod schiitzt. Zum Anderen wirkt die PKCe auf sarkolemmale
Katp-Kanale (Katp) als auch auf Connexin 43 (Cx43), wodurch die elektrische Erregbarkeit der
Zelle reduziert wird und die Funktion der Cx43 zur gerichteten Weiterleitung von
Aktionspotentialen erhalten bleibt. AC = Adenylatcyclase, CYP450 = Cytochrome P450, eNOS
= endotheliale NO-Synthase, cGMP = cyclisches Guanosinmonophosphat, PKG =
Proteinkinase G, GSK3-8 = Glykogen Synthase Kinase 3 3, mPTP = mitochodrial permeability
transition pore, ROS = reaktive Sauerstoffspezies, Cx43 = Connexin43, LTCC = L-Typ
Calcium Kanal.

Zur Uberprifung dieser Hypothese wurden NRKMs mit Pertussistoxin, welches Gai-
Proteine inaktiviert, vorinkubiert. Eine Behandlung der Zellen mit Pertussistoxin fihrte
tatsachlich zu einer Aufhebung des negativ chronotropen Effekts von 17,18-EEQ,
Abbildung 28. Dies deutet darauf hin, dass Gai-Protein gekoppelte Rezeptoren Teil
der 17,18-EEQ vermittelten Signaltransduktion sind. Da die molekulare Identitat eines
solchen Rezeptors noch unbekannt ist, wurden Anstrengungen unternommen einen

mdglichen Rezeptorkandidaten zu identifizieren.

Rund 36 % der auf dem Markt befindlichen Medikamente sind gegen GPCRs gerichtet
[240]. Sie sind damit die am haufigsten angewendete Zielgruppe flir die
Medikamentenentwicklung. Damit verbunden ist ein enormes Potential fir die Suche

nach neuen Rezeptoren fiir CYP-Eicosanoide, v.a. unter den orphan GPCRs, deren
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natirlicher Ligand noch unbekannt ist. Daher wurde die Suche nach einem
geeigneten Rezeptorkandidaten ausschliellich auf orphan GPCRs beschrankt. Aus
einer Liste von potentiellen orphan GPCRs als Kandidaten wurde GPR22 ausgewahilt,
da er eine Reihe von Kriterien als mdglicher 17,18-EEQ-Rezeptor erfiillte. GPR22
gehort zur Rhodposin-Familie der GPCRs, zu der auch Rezeptoren gehdren, die freie
Fettsauren, Prostaglandine und Leukotriene binden [160]. Neben einer Expression
von GPR22 im Gehirn [183], wurde eine Expression des Rezeptors v.a. im humanen
sowie murinen Herzen nachgewiesen [184, 185]. Eigene Untersuchungen
verschiedener Gewebe der Ratte und humaner Gewebeproben zeigten eine GPR22-
Expression v.a. im Herzen, Gehirn und in der Lunge, Abbildung 30 und Abbildung 31.
Dies sind Gewebe, die von einer schitzenden Funktion der n-3 PUFAs oder 17,18-
EEQ profitieren. Von Bedeutung fir die Interpretation der Ergebnisse aus dem
Bioassay war der Befund, dass GPR22 auch in NRKMs exprimiert ist, Abbildung 32.

Wie oben beschrieben, scheinen Gai-Protein gekoppelte Rezeptoren an der
Vermittlung des 17,18-EEQ Effekts beteiligt zu sein. Interessanterweise wurde von
Adams et al. fir GPR22 eine Kopplung an Gai-Proteine beschrieben [185]. Zur
Uberpriifung der funktionellen Rolle von GPR22 in NRKMs wurden diese mit siRNA
oder antisense Oligonukleotiden behandelt, die gegen GPR22 gerichtet waren. Eine
verminderte Expression des Rezeptors flihrte tatsachlich zu einer Aufhebung des
17,18-EEQ Effekts, was die Bedeutung von GPR22 als potentiellen

Rezeptorkandidaten in NRKMs unterstreicht.

4.3.2 Mogliche physiologische Bedeutung von GPR22 im kardiovaskuladren
System

Uber die physiologische Bedeutung von GPR22 ist noch wenig bekannt, jedoch
wurde von Adams et al. beschrieben, dass GPR22 bei kardialer Hypertrophie
vermindert exprimiert ist [185]. Wahrend die Entwicklung einer kardialen Hypertrophie
in WT und GPR22-KO Mausen gleich war, war die Herzkontraktilitat nach chronischer
Druckbelastung (transverse aortic constriction, TAC) in GPR22-KO Mausen
signifikant verschlechtert. Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe mit C57BL/6
Mausen zeigten ebenfalls, dass eine verschlechterte Herzfunktion nach TAC
(Abbildung 1 in [132]) mit einer verminderten GPR22-Expression einherging,
Abbildung 57.
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Abbildung 57: Die GPR22-Expression ist bei Herzhypertrophie reduziert.

Gezeigt ist die Expression in mannlichen (m) und weiblichen (w) C57BL/6 Wildtyp (WT)-
Tieren, die entweder einer Scheinoperation (sham) oder einer Operation mit transverser
Aortenkonstriktion (TAC) unterzogen wurden (n=8-10 pro Gruppe). Die Tiere wurden 8
Wochen nach der Operation getétet und Gewebe des linken Ventrikels fir die mRNA-Analyse
aufgearbeitet. Die Daten zur GPR22-Expression wurden mittels qRT-PCR erhoben. Das
Gewebe stammt von Tieren einer Versuchsreihe, die von Westphal et al. 2013 verdffentlicht
wurde [132].

In der eigenen Arbeitsgruppe wurden Untersuchungen zum Einfluss einer erhéhten
endogenen EET-Biosynthese auf das kardiovaskulare System vorgenommen. Dazu
wurden transgene Tiere verwendet, die Kardiomyozyten-spezifisch die humane CYP-
Epoxygenase CYP2J2 exprimieren [132]. Die Studie zeigte, dass die erhdhte
CYP2J2-Expression in zwei Modellen der Herzhypertrophie vor Arrhythmieneigung
schitzte, wie z.B. vor der Neigung zu ventrikularen Arrhythmien nach chronischer
Druckbelastung (TAC). Dies liel3 sich v.a. auf eine verbesserte elektrophysiologische
Funktion des Herzens zurickfiihren. Ergebnisse der Studie lassen vermuten, dass
CYP2J2-abgeleitete Metabolite wie EETs, EEQs oder EDPs eine wichtige Rolle in der
Regulation der Integritat von gap junction Proteinen, wie dem Cx43, spielen. Cx43-
Proteine leiten elektrische Signale von einer Zelle zur nachsten schnell weiter und
tragen somit zur gerichteten Ubertragung des Aktionspotentials im Herzen bei [241].
Eine durch Hypertrophie-induzierte Dislokalisation von Cx43, wie sie in den WT-
Tieren, aber nicht in den CYP2J2 TG zu beobachten war, fUhrte zu andauernden
Arrhythmien [132].

Moglicherweise ist der schitzende Effekt von EETs zusatzlich mit der Kapazitat der
EETs verbunden mKatp-Kanale zu aktivieren. Bei Zugabe exogener EETs wurde in

Kardiomyozyten von CYP2J2 transgenen Tieren eine erhohte Aktivitat der mKare-
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Kanale im Vergleich zu Kardiomyozyten aus WT-Tieren beobachtetet [122]. Es ist
denkbar, dass CYP-abhangige Epoxymetabolite, die von n-3 PUFAs abgeleitet sind,
womoglich wesentlich potentere Substanzen darstellen als die EETs. n-3 PUFAs sind
sehr effektive alternative Substrate, die von CYP2J2 gegenuber der n-6 PUFA AA
sogar bevorzugt zu entsprechenden Epoxyeicosanoiden umgesetzt werden (s.0.).
Bezogen auf die Kapazitat Katp-Kanale in Kardiomyozyten zu 6ffnen, sind EEQs und
EDPs deutlich effektiver als EETs [148]. Wie oben bereits beschrieben, scheint auch
der negativ chronotrope Effekt in NRKMs von 17,18-EEQ iber die Offnung von

mKatp-Kanalen vermittelt zu sein, Abbildung 55.

Uber die Wirkung von EEQs und EDPs auf die Integritdt von Cx43-Proteinen im
Herzen gibt es noch keine Untersuchungen. Aber in einem Modell fir Angiotensin Il
induzierte kardiale Schaden, konnte gezeigt werden, dass eine EPA/DHA-
Supplementation die Dislokation von Cx43-Proteinen verhinderte [16]. In einem
Rattenmodell flr essentielle Hypertonie konnte kirzlich gezeigt werden, dass n-3
PUFAs vor ventrikularen Arrhythmien schatzten und halfen den Sinusrhythmus
wieder herzustellen [242]. In diesem Modell trugen ebenfalls eine Verbesserung der
Cx43-Integritat, aber auch das Auslosen PKC-vermittelter Signalkaskaden und ein
normalisiertes Profil der schweren Myosinkette entscheidend zur anti-arrhythmischen
Wirkung der n-3 PUFAs bei. Wenn man davon ausgeht, dass die CYP-
Epoxymetabolite die eigentlichen Vermittler der n-3 PUFA Effekte sind, dann
schitzen womaoglich auch EPA- und DHA-abgeleitete CYP-Metabolite wie 17,18-EEQ
und 19,20-EDP vor einer Dislokation von Cx43-Proteinen bei Herzhypertrophie, siehe
auch Abbildung 56.

Sowohl mKarp-Kanale als auch Cx43-Proteine werden von der PKCe aktiviert [243].
Die PKCe kann sowohl zytosolisch als auch mitochondrial vorliegen [244]. Eine
kirzlich veroffentlichte Studie zur Reduktion eines Infarktschadens durch EET-Gabe
hat gezeigt, dass sowohl die eNOS als auch mKartp-Kanale und mPTPs eine Rolle in
der Vermittlung der schiitzenden EET-Funktion hatten [245]. Eine zentrale Rolle der
Effektvermittiung kénnte dabei die PKCe einnehmen. In Ubereinstimmung mit den
Daten zum Inhibitorprofil in NRKMs, 16sen die vom aktivierten GPCR freigesetzten
GB/y-Untereinheiten eine Signalkaskade aus, die von einer PKCe-Aktivierung und der
Offnung von Karte-Kanalen abhangig ist, Abbildung 27 und Abbildung 55. PKCe und
Katp-Kanale sind als wichtige Komponenten kardioprotektiver Mechanismen wie sie
z.B. bei ischamischer Vorkonditionierung auftreten bekannt [225, 226, 243, 248].
Daher kénnte man vermuten, dass n-3 PUFAs und ihre abgeleiteten CYP-Metabolite
im wesentlichen den gleichen Signalweg nutzen, um anti-arrhythmisch zu wirken.

Ischamie-induziert  werden sowohl EETs als auch 20-HETE aus
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Membranphospholipiden freigesetzt [138]. Analog dazu werden womdglich auch
entsprechende von EPA- und DHA-abgeleitete CYP-Metabolite freigesetzt, die
kardioprotektive Signalwege initiieren. Somit hangt es vom Metabolitenprofil in den
Plasmamembranen ab, welche Signalwege letztlich bei ischdmischen Stress

angestol3en werden.
4.3.3 Erste Schritte zur Validierung der Rezeptorfunktion

Zur Uberpriifung der GPR22 Funktion wurde der humane Rezeptor in zwei
verschiedenen Zellsystemen heterolog exprimiert. Fir die Expression wurden Sf9-
Insektenzellen und humane embryonale Nierenzellen (HEK293-Zellen) verwendet.
Die Expression der endogenen Sequenz gelang zunachst nicht. Eine Analyse der
cDNA-Sequenz ergab, dass GPR22 keine Signalsequenz enthalt und AT-reich ist,
was moglicherweise aufgrund einer instabilen mRNA einen Einfluss auf die
Expression hat. GPR22 gehdért zu den GPCRs und damit zu den 7-
transmembranspannenden Rezeptoren. Der erste Schritt im intrazellularen Transport
des Proteins ist der Einbau in die ER-Membran [247]. Signalsequenzen unterstitzen
die initiale Faltung des Proteins wahrend der Proteinbiosynthese im ER und
definieren den Bestimmungsort des Proteins [248]. Aus diesem Grund wurde zur
Verbesserung der Proteinexpression N-termial eine Signalsequenz (Melittin-
Signalsequenz von der Honigbiene) an die GPR22-Sequenz angefligt. Eine ahnliche
Strategie wurde bereits fur die heterologe Expression des Dopaminrezeptors
beschrieben [249]. Zusatzlich wurde die endogene Sequenz Codon-optimiert, um
eine verbesserte Translation sowie erhohte Stabilitat der GPR22-mRNA zu erreichen.
Zum Schluss wurde an der optimierten GPR22-Sequenz C-terminal noch eine
Erkennungssequenz (6x HisTag) angefiigt, was eine Unterscheidung des heterolog

exprimierten Proteins vom endogenen Protein ermdglichte.

Nach oben beschriebener Optimierung gelang eine Expression in sowohl
Insektenzellen (Abbildung 45) als auch HEK293-Zellen (Abbildung 49). Als 7-
transmembranspannendes Protein ware die Lokalisation von GPR22 als reifes
Protein in der Plasmamembran zu erwarten. Eine Kofarbung von sowohl dem
Rezeptor als auch der Plasmamembran zeigte in HEK293-Zellen eine Kolokalisation,
Abbildung 50. Damit schien der heterolog exprimierte Rezeptor tatsachlich in
ausreichender Menge in der Plasmamembran vorhanden zu sein. Dies war

Voraussetzung flr weitere Experimente zur Verifizierung des Rezeptors.

Die heterolog exprimierenden Zellen wurden zur Untersuchung der Ligandenspezifitat

von GPR22 verwendet. Dazu wurden erste Bindungsversuche mit [*H]-markiertem
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14,15-EET durchgefihrt. Ziel der Bindungstests war die Klarung der Fragen ob (i)
GPR22-exprimierende Zellen mehr Epoxymetabolit ([*H]-14,15-EET) binden wiirden
als die Kontrollzellen, (ii) ob die Bindung spezifisch und/oder reversibel ist und (iii) ob
die Bindung stereospezifisch ist. Im kompetitiven Versuchsaufbau wurde der
vermeintlich endogene Ligand von GPR22, 17,18-EEQ, zur Verdrangung des [*H]-
markierten Liganden eingesetzt. 14,15-EET bindet wegen seiner ahnlichen Struktur
zu 17,18-EEQ womoglich auch an GPR22, stellt aber wahrscheinlich nicht den
endogenen Hauptliganden dar, der eine Gai Protein vermittelte Signaltransduktion

anstoft.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten, dass die heterolog exprimierenden Sf—
9-Zellen tatsachlich mehr [3H]-markierten Liganden gebunden hatten als die
entsprechenden Kontrollzellen. Die Bindung von [®H]-14,15-EET schien in Sf9-Zellen
abhangig vom Stereoisomer zu sein, denn sowohl die Kontrollzellen als auch die
GPR22 exprimierenden Zellen hatten mehr S,R-Enantiomer als R,S-Enantiomer
gebunden, Tabelle 14. Interessanterweise ist es auch das 14(S),15(R)-EET, das auf
NRKMs einen negativ chronotropen Effekt ausibte und nicht das R,S-Enantiomer
(Daten nicht gezeigt). Eine stereospezifische Bindung von [*H]-14,15-EET ist bereits
von Wong et al. beschrieben worden [68]. Erstaunlicherweise war es hier das
14(R),15(S)-Enantiomer, welches mit einer Kd von 5,7 nM an die Membran gebunden
hatte und den [*H]-markierten, razemischen Liganden wesentlich effektiver als das
14(S),15(R)-Enantiomer verdrangte. Fur die Untersuchungen von Wong et al. wurden
mononukledre Zellen verwendet. Moglicherweise weisen diese Zellen ein anderes
Rezeptorprofil auf, als Kardiomyozyten, in denen wir GPR22 als Vermittler der
protektiven Effekte von 17,18-EEQ vermuten. Dies kénnte die unterschiedliche

Bindung der Stereoisomere erklaren.

Wahrend die spezifische Bindung beider Enantiomere durch 100 nM 17,18-EEQ in
den Sf9-Kontrollzellen um ca. 30 % reduziert wurde, lie® sich die spezifische Bindung
von [®H]-14(S),15(R)-EET in GPR22 exprimierenden Zellen deutlich starker durch
17,18-EEQ reduzieren als das R,S-Enantiomer (61 % vs. 13 %). Moglicherweise
unterscheiden sich die beiden Enantiomere in der Affinitat zu GPR22. Zur Aktivierung
eines Rezeptors ist nicht immer eine besonders hohe Affinitdt des Liganden
notwendig. Im Gegenteil, Antagonisten kdnnen den Rezeptor auch mit hdherer
Affinitat als entsprechende Agonisten binden [156]. Aber auch die intrazellulare
Kopplung an G-Proteine vor oder nach Bindung des Liganden kann die Affinitat des
Liganden zum Rezeptor mit beeinflussen [250]. Mdglicherweise spielt dies jedoch in
Insektenzellen keine Rolle, denn in einer von Schneider et al. veroffentlichten Studie

wurde gezeigt, dass Gai-ahnliche Proteine aus Insektenzellen nicht an Sauger-
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GPCRs koppeln [251]. Demzufolge dirfte der heterolog exprimierte Rezeptor GPR22

in Insektenzellen ohne G-Protein Kopplung vorliegen.

In humanen Zellen, die GPR22 heterolog exprimierten, ist zu vermuten, dass die
endogenen Gai-Proteine der HEK293-Zellen nach Rezeptoraktivierung an den
Rezeptor gebunden waren. Ahnlich wie bei den Insektenzellen wurde von den GPR22
exprimierenden HEK293-Zellen wesentlich mehr [*H]-markierter Ligand gebunden als
bei den entsprechenden Kontrollzellen, wobei hier keine stereospezifischen
Unterschiede auftraten, Tabelle 15. Méglicherweise treten die Unterschiede nicht in
der Bindungsstarke an den Rezeptor auf, sondern aufiern sich erst in der Vermittlung
intrazellularer Signalkaskaden. Es ist von GPCRs bekannt, dass verschiedene
Agonisten die Bindung spezifischer G-Proteine an den gleichen Rezeptor
beeinflussen kénnen [250]. Somit konnten die verschiedenen Stereoisomere vom
[*H]-14,15-EET zwar an GPR22 binden, aber diesen entweder inaktivieren oder durch
bestimmte Konformationsanderungen nach Ligandenbindung bedingt eine Kopplung
an andere G-Proteine als Gai-Proteine, wie es nach Bindung mit 17,18-EEQ vermutet

wird, auslosen.

In GPR22-exprimierenden Zellen wurde durch Zugabe von 100 nM 17,18-EEQ eine
Reduktion der spezifischen Ligandenbindung zwischen 24 % und 38 % erreicht. Die
Reduktion lag damit deutlich niedriger als in den Insektenzellen (Reduktion um 6 %).
Moglicherweise ist die Affinitat des Liganden aufgrund der Kopplung von GPR22 an
endogene Ga-Proteine in den HEK293-Zellen starker als in den Insektenzellen, in
denen eine Kopplung zu endogenen Ga-ahnlichen Proteinen nur bedingt moglich ist.
Daher ist zu vermuten, dass eine vergleichbare Reduktion der spezifischen Bindung

in HEK293-Zellen nur mit hdheren 17,18-EEQ-Konzentrationen erreichbar ware.

Andere Arbeitsgruppen, die Ligandenbindungsstudien mit [*H]-markiertem 14,15-EET
in Membranen mononuklearer Zellen und U937-Zellmembranen durchgefiihrt haben,
fanden eine hochaffine Bindungsstelle fur 14,15-EET [68, 236], die stereospezifisch
war. Die Bindung von 14(R),15(S)-EET an mononukleare Zellen war 20-mal
schwacher als an U937-Zellen, was darauf hindeutet, dass es sich in diesen Zellen
mdglicherweise um verschiedene Rezeptoren handelt [112]. WeiterflUhrende
Untersuchungen mit U937-Zellen fuhrten zur Identifizierung eines 47 kDa groRen
Membranproteins, welches starke Affinitdt zu 11,12-EET und 14,15-EET aufwies
[155]. Jlingste Bindungsstudien mit einem ['?°I]-markierten 14,15-EET-Analog
bestatigten diese Ergebnisse [156, 235]. Die molekulare Identitat des 47 kDa grof3en
Rezeptors konnte jedoch bislang nicht aufgeklart werden. Auch Analysen mit einem

14,15-EET-Analog an HEK293-Zellmembranen von tUber 79 verschiedenen Klonen,
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die jeweils verschiedene orphan GPCRs exprimierten, flihrten bis jetzt zu keinem
Ergebnis [155]. Womdglich handelt es sich aber auch zwischen dem identifizierten 47
kDa groRen Rezeptor und den hier vorgestellten moglichen Rezeptorkandidaten
GPR22 um unterschiedliche Rezeptoren. Zumindest scheinen die beiden Rezeptoren
an verschiedene G-Proteine gekoppelt zu sein. Wahrend fir den 47 kDa grof3en
Rezeptor eine Kopplung an Gas-Proteine nachgewiesen wurde [235], war die
Funktion von GPR22 von Gai-Proteinen abhangig [185]. Daher ist zu vermuten, dass
die Suche nach Rezeptoren fiir CYP-Eicosanoide wohl eher eine Suche nach einer
ganzen Klasse von Rezeptoren ist, als die Suche eines einzelnen

Rezeptorkandidaten.

Kbénnen die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zu GPR22 in zuklnftigen
Versuchen zur Ligandenspezifitdt verifiziert werden, ware GPR22 der erste

identifizierte Rezeptor flir CYP-Eicosanoide.
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5 Limitationen und Ausblick

5.1.1 Ligandenbindungsstudien

[*H]-markiertes 14,15-EET wurde aus kauflicher, radioaktiv markierter AA
synthetisiert. Die Synthese ist recht ineffizient und kostenintensiv. Die Ausbeute liegt
unter 50 % da alle vier regioisomeren Epoxide in unterschiedlichen Mengen und
zusatzlich Diepoxide entstehen [235]. Wir gehen aber davon aus, dass 17,18-EEQ
der eigentliche endogene Ligand von GPR22 ist. [3H]-markierte EPA war fir
Bindungsversuche nicht kommerziell erhaltlich. Alternativ ware die Anwendung eines
radioaktiv markierten Strukturanalogs madglich, welches eine hdhere Stabilitat des
Metaboliten und  zusatzlich eine  hohere  Sensitivitat  fir  weitere
Ligandenbindungsstudien bieten wirde. In Zusammenarbeit mit J.R. Falck (UT
Southwestern, Dallas, Texas, USA) haben wir ein Strukturanalog erhalten, dass durch
Markierung mit ['?%1] in den Bindungstests eingesetzt werden kdnnte. Das kalte (nicht
radioaktiv markierte) Strukturanalog wurde bereits im Bioassay mit NRKMs getestet
und zeigte einen negativ chronotropen Effekt dhnlich dem endogenen Liganden
17,18-EEQ. Unter Verwendung eines kompetitiven Assays, soll zuklnftig die
Bindungsaffinitat verschiedener regio- und stereoisomeren Epoxide von AA, EPA und
DHA verglichen werden. Dies soll helfen GPR22-spezifische Charakteristika
gegeniber anderen moglichen EET-Rezeptoren, die eher vasodilatorische

Funktionen vermitteln, herauszuarbeiten.

5.1.2 Rezeptorcharakterisierung

Neben der Bestatigung der Ligandenspezifitdt des Rezeptors sollen zuklinftig Peptid-
spezifische Antikérper in immunzytochemischen Analysen zur Anwendung kommen.
Ziel ist es den Rezeptor genauer zu Charakterisieren. Bislang ist noch unbekannt, ob
GPR22 nach Ligandenbindung z.B. internalisiert wird. Fur GPCRs wurden
verschiedene Mechanismen zur Rezeptorinternalisierung beschrieben. Sie
beinhalten eine Internalisierung Uber clathrin coated pits, Caveolae und nicht

ummantelte Vesikel [252].

Die Internalisierung von GPCRs stellt eine Form der Reduktion des GPCR-
vermittelten Signals dar, aber auch andere Arten der Desensibilisierung sind bekannt.
So kénnen GPCRs Uber eine PKA- oder PKC-vermittelte Phosphorylierung, Gber den
G-Protein-Kinase-3-Arrestin-Signalweg, Uber einen Abbau in Lysosomen oder Uber
sogenannte GTPase aktivierende Proteine, welche die GTP-Hydrolyse

beschleunigen, inaktiviert werden [252-254] . Unter Anwendung entsprechender

125



Limitationen und Ausblick5

Assays konnte man womdglich aufklaren tber welchen Weg GPR22 desensibilisiert
wird und ob diese Desensibilisierung durch Zugabe von 17,18-EEQ bzw. dessen

Strukturanaloga beeinflusst wird.

Uber viele Jahre hinweg ging man davon aus, dass GPCRs als Monomere funktional
sind. Jiingste Untersuchungen jedoch legen den Schluss nahe, dass GPCRs Dimere
oder Oligomere héherer Ordnung bzw. Homodimere oder Heterodimere ausbilden
kénnen [255]. Eine Oligomerisierung von Rezeptoren kann die anschlieRenden
Signalkaskaden auf verschiedene Arten beeinflussen: (i) Bindung verschiedener Ga-
Proteine, (ii) Agonist induzierte Oligomerisierung, (iii) Vermittlung der Starke der
Rezeptorphosphorylierung und (iv) asymmetrische Aktivierung von GPCRs im
Oligomer. Die Rezeptordimerisierung von delta und kappa Opioidrezeptoren z.B.
wirkte als Funktionsmodulator [256]. So war eine Agonist-induzierte Inhibition der
Adenylatcyclase bei den Rezeptordimeren wesentlich starker als bei den monomeren
Rezeptoren. Zusatzlich veranderten sich auch die pharmakologischen Eigenschaften
der Rezeptoren [252, 257]. Weitere Evidenz fir die mogliche Dimerisierung von
Lipidrezeptoren ist der Befund einer Homodimerisierung und Kopplung zu Gai-
Proteinen vom LTB4-Rezeptor [258].

Sowohl die GPR22-heterolog exprimierenden Zellen als auch die endogen Rezeptor-
exprimierenden NRKMs koénnten zukilnftig gut zur Untersuchung einer moglichen
Rezeptordimerisierung verwendet werden. Dabei kdnnten Methoden wie die Ko-
Immunoprazipitation, Crosslinking, Western blot Analysen zur Anwendung kommen.
Unter Verwendung von Fusionsproteinen zwischen dem Rezeptor und
biolumineszierenden  oder fluoreszierenden  Proteinen  koénnte  mittels
bioluminescence resonance energy transfer (BRET) oder fluorecence resonance
energy transfer (FRET) Rezeptordimerisierung mikroskopisch nachgewiesen

werden.

Der orphan GPCR GPR22 lief3 sich phylogenetisch bislang nicht eindeutig zu einer
Gruppe von Rezeptoren zuordnen. Seit den 1980’ern nutzt man Sequenzhomologien
von Rezeptoren zur Klassifizierung der GPCRs. Unter diesen Rezeptoren befinden
sich auch die orphan GPCRs. Da Rezeptoren mit &ahnlicher Sequenz nicht
zwangslaufig den gleichen Liganden binden oder gleiche
Signaltransduktionsprozesse anstolden, war dies z.T. nur bedingt hilfreich in der
Identifizierung neuer Rezeptoren. In der sogenannten reversen Pharmakologie
hingegen geht man umgekehrt vor: man nutzt einen orphan GPCRs zur
Identifizierung eines mdglichen Liganden [259]. Die meisten Liganden flr Rezeptoren

innerhalb der Rhodopsinfamilie binden in einer Vertiefung zwischen den TM-
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Regionen [260]. Neuere Studien nutzten diese Informationen, um sogenannte
chemogenomische Analysen durchzufuhren, bei denen Rezeptoren hinsichtlich ihrer
Bindungsdoménen verglichen werden [261]. Tatsachlich gelang damit eine
Klassifizierung der GPCRs ahnlich den phylogenetischen Analysen mit der gesamten
Sequenz. Mit Hilfe dieser Analysemethoden fand man heraus, dass sich GPR22 in
eine Reihe von Melatoninrezeptoren gruppiert. Die Bedeutung dessen ist jedoch

unklar.

5.1.3 lIdentifizierung verschiedener Signalkomponenten

Um die 17,18-EEQ Effekte besser zu verstehen sind weitere Experimente zur
Identifizierung von Signalkomponenten, die an der Vermittlung des Effekts beteiligt
sind, geplant. So sind z.B. in vitro Experimente geplant, die zeigen, ob 17,18-EEQ zu
einer Reduktion des intrazellularen cAMP-Gehalts fihrt und ob sich dieser
vermeintlich Gai-Protein vermittelte Effekt durch Zugabe von Pertussistoxin inhibieren
lasst. Uber die By-Untereinheit des G-Proteins werden durch 17,18-EEQ womdglich
Signalkaskaden ausgel6st, die der ischamischen Vorkonditionierung &hneln,
Abbildung 56. Ziel ist es einzelne Signalkomponenten aus dieser Kaskade auf den
Einfluss von 17,18-EEQ oder Strukturanaloga hin zu Uberprifen. Dazu sind u.a.
Experimente geplant, die eine mdgliche 17,18-EEQ vermittelte Erhdhung des

intrazellularen NOs oder cGMP-Gehalts zeigen.
5.1.4 KO-Maus-Modell

Um die Bedeutung von GPR22 in der Vermittlung der kardioprotektiven Effekte von
omega-3 PUFA in vivo genauer untersuchen zu kénnen, ist die Entwicklung einer
knockout (KO)-Maus geplant. Das KO-Modell liefert zunachst einen globalen KO von
GPR22, der durch die Aktivitat einer FLP-Rekombinase wieder in ein funktionelles
Transkript umgewandelt werden kann. Letztlich besteht auch die Mdglichkeit eines
gewebespezifischen Ausschaltens des GPR22-Gens mittels Cre-Rekombinase. So
kann das KO-Modell helfen die Auswirkung sowohl einer globalen als auch einer
gewebespezifischen Reduktion der GPR22-Expression zu untersuchen. Dabei soll
die Hypothese Uberprift werden, ob GPR22 Vermittler kardioprotektiver und anti-
arrhythmischer Effekte von n-3 PUFAs ist. Da GPR22 nachweislich auch in anderen
Geweben als dem Herzen exprimiert wird, kdnnte die KO-Maus dazu verwendet
werden, die in vivo Relevanz von GPR22 hinsichtlich weiterer schiitzender Effekte
auf z.B. das Gehirn [183, 262-264] oder bei entziindlichen Erkrankunen wie Arthrose
[265-267] zu untersuchen.
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ATGTGTTTTTCTCCCATTCTGGAAATCAACATGCAGTCTGAATCTAACATTACAGTGCGA

ATGTGCTTCAGCCCCATCCTGGAAATCAACATGCAGAGCGAGAGCAACATCACCGTGCGG

GATGACATTGATGACATCAACACCAATATGTACCAACCACTATCATATCCGTTAAGCTTT
GACGACATCGACGATATCAACACCAACATGTACCAGCCCCTGAGCTACCCACTGAGCTTC

CAAGTGTCTCTCACCGGATTTCTTATGTTAGAAATTGTGTTGGGACTTGGCAGCAACCTC

CAGGTGTCCCTGACCGGCTTCCTGATGCTGGAAATCGTGCTGGGCCTGGGCAGCAACCTG
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ACTGTATTGGTACTTTACTGCATGAAATCCAACTTAATCAACTCTGTCAGTAACATTATT
ACCGTGCTGGTGCTGTACTGCATGAAGTCCAACCTGATCAACAGCGTGTCCAACATCATC

ACAATGAATCTTCATGTACTTGATGTAATAATTTGTGTGGGATGTATTCCTCTAACTATA

ACCATGAACCTGCACGTGCTGGACGTGATCATCTGCGTGGGCTGCATCCCCCTGACCATC

GTTATCCTTCTGCTTTCACTGGAGAGTAACACTGCTCTCATTTGCTGTTTCCATGAGGCT
GTGATCCTGCTGCTGAGCCTGGAAAGCAACACCGCCCTGATCTGCTGCTTCCACGAGGCC

TGTGTATCTTTTGCAAGTGTCTCAACAGCAATCAACGTTTTTGCTATCACTTTGGACAGA

TGCGTGTCCTTCGCCTCCGTGTCCACCGCCATCAACGTGTTCGCCATCACCCTGGACAGA

TATGACATCTCTGTAAAACCTGCAAACCGAATTCTGACAATGGGCAGAGCTGTAATGTTA
TACGACATCAGCGTGAAGCCCGCCAACAGAATCCTGACCATGGGCAGAGCCGTGATGCTG

ATGATATCCATTTGGATTTTTTCTTTTTTCTCTTTCCTGATTCCTTTTATTGAGGTAAAT

ATGATCTCTATCTGGATCTTCAGCTTCTTCAGTTTCCTGATCCCCTTCATCGAAGTGAAT

TTTTTCAGTCTTCAAAGTGGAAATACCTGGGAAAACAAGACACTTTTATGTGTCAGTACA

TTCTTCAGCCTGCAGTCCGGCAACACCTGGGAGAACAAGACCCTGCTGTGCGTGTCCACC
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AATGAATACTACACTGAACTGGGAATGTATTATCACCTGTTAGTACAGATCCCAATATTC
AACGAGTACTACACCGAGCTGGGCATGTACTACCATCTGCTGGTGCAGATCCCTATCTTC

TTTTTCACTGTTGTAGTAATGTTAATCACATACACCAAAATACTTCAGGCTCTTAATATT

TTCTTCACCGTGGTGGTGATGCTGATCACCTACACCAAGATCCTGCAGGCCCTGAACATC
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CGAATAGGCACAAGATTTTCAACAGGGCAGAAGAAGAAAGCAAGAAAGAAAAAGACAATT
CGGATCGGCACCCGGTTCAGCACCGGCCAGAAGAAGAAGGCCCGGAAGAAGAAAACCATC

TCTCTAACCACACAACATGAGGCTACAGACATGTCACAAAGCAGTGGTGGGAGAAATGTA

AGCCTGACCACCCAGCACGAGGCCACCGACATGAGCCAGAGCAGCGGCGGCAGAAACGTG

v F G V R T s v S v I I A L R R A V K R

GTCTTTGGTGTAAGAACTTCAGTTTCTGTAATAATTGCCCTCCGGCGAGCTGTGAAACGA
GTGTTCGGCGTGCGGACCAGCGTGTCCGTGATCATTGCCCTGCGGAGAGCCGTGAAGCGG

CACCGTGAACGACGAGAAAGACAAAAGAGAGTCTTCAGGATGTCTTTATTGATTATTTCT

CACAGAGAGCGGCGCGAGAGACAGAAAAGGGTGTTCCGGATGAGCCTGCTGATCATCAGC

ACATTTCTTCTCTGCTGGACACCAATTTCTGTTTTAAATACCACCATTTTATGTTTAGGC

ACCTTTCTGCTGTGCTGGACCCCCATCAGCGTGCTGAACACCACCATCCTGTGCCTGGGC

CCAAGTGACCTTTTAGTAAAATTAAGATTGTGTTTTTTAGTCATGGCTTATGGAACAACT

CCCAGCGACCTGCTGGTGAAACTGCGGCTGTGCTTCCTGGTGATGGCCTACGGCACCACC
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ATATTTCACCCTCTATTATATGCATTCACTAGACAAAAATTTCAAAAGGTCTTGAAAAGT

ATCTTCCACCCCCTGCTGTACGCCTTCACCCGGCAGAAATTCCAGAAGGTGCTGAAGTCC

AAAATGAAAAAGCGAGTTGTTTCTATAGTAGAAGCTGATCCCCTGCCTAATAATGCTGTA

AAGATGAAGAAACGGGTGGTGTCCATCGTGGAAGCCGACCCCCTGCCCAACAACGCCGTG

ATACACAACTCTTGGATAGATCCTAAAAGAAACAAAAAAATTACCTTTGAAGATAGTGAA

ATCCACAACAGCTGGATCGACCCCAAGCGGAACAAGAAGATCACCTTCGAGGACAGCGAG

Protein
GPR22

GPRopt

Protein
GPR22

GPRopt

Protein
GPR22

GPRopt

Protein
GPR22

GPRopt

Protein
GPR22

GPRopt

Protein
GPR22

GPRopt

Protein
GPR22

GPRopt

Protein
GPR22

GPRopt

Protein
GPR22

GPRopt

Protein
GPR22

GPRopt

Protein
GPR22

GPRopt

145



Appendix

421 I R E K C L V P QO V V T D * Protein

1261 ATAAGAGAAAAATGTTTAGTGCCTCAGGTTGTCACAGACTAG GPR22
1261 ATCCGCGAGAAGTGCCTGGTGCCTCAGGTGGTGACAGACTGA GPRopt

Abbildung 58: Alignment der Protein-codierenden cDNA-Sequenzen von GPR22 und
GPRopt mit der Proteinsequenz.
Das Alignment wurde mit Hilfe von http://nadv.herokuapp.com/ erstellt.
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AA
AF
ALA
cAMP
cGMP
COX
Cx43
CYP
DHA
DHDP
DHEQ
DHET
DPA
EDP
EEQ
EET
EPA
FS
GPCR
HDHA
HEPE
HETE
HPLC
LA
LOX
LTCC

mKartp-Kanal

Arachidonsaure (C20:4 n-6)

atrial fibrillation, Vorhofflimmern
alpha-Linolensaure (C18:3 n-3)

cyclic adenosin monophosphate, zyklisches AMP
cyclic guanoisn monophosphate, zyklisches GMP
Cyclooxygenase

Connexin 43

Cyptochrom P450

Docosahexaensaure (C22:6 n-3)
Dihydroxydocosapentaensaure
Dihydroxyeicosatetraensaure
Dihydroxyeicosatriensaure

Docosapentaensaure (C22:5 n-6 und n-3)
Epoxyeicosadocosapentaensaure
Epoxyeicosatetraensaure

Epoxyeicosatriensaure

Eicosapentaensaure (C20:5 n-3)

Fettsaure

G-protein coupled receptor, G-Protein gekoppelter Rezeptor
Hydroxydocosahexaensaure
Hydroxyeicosapentaensaure
Hydroxyeicosatetraensaure

High pressure liquid chromatography, Hochdruckflissigchromatigraphie
Linolsaure (C18:2 n-6)

Lipoxygenase

L-Typ Kalzium-Kanal

mitochondrialer ATP-sensitiver Kalium-Kanal

147



Abkurzungsverzeichnis

NRKMs Neonatale Rattenkardiomyozyten

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PLA2 Phospholipase A2

sEH soluble Epoxide Hydrolase, |16sliche Epoxidhydrolase

SERBP-1 sterol regulatory element-binding protein, Sterolregulierendes Element

bindendes Protein

VF ventricular fibrillation, Kammerflimmern
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