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1. Einleitung

1.1. Cytochrom P450-Enzyme

Seit langem ist bekannt, dass Cyclooxygenasen und Lipooxygenasen Arachidon-
saure zu Hydroxyeicosatetraensauren (HETE), Prostaglandinen, Prostazyklinen
(PGly), Thromboxanen und Leukotrienen metabolisieren. Bereits vor mehr als 20
Jahren berichteten Capdevila et al. (1981), Morrison und Pascoe (1981) sowie Oliw
et al. (1981) von einem dritten Weg der Metabolisierung der Arachidonsaure zu
Epoxyeicosatriensauren (EET) und Dihydroxytetraensauren (DHET) durch Cyto-
chrom P450 (CYP)-Epoxygenasen in der Leber und Niere. Diese Entdeckung wurde
fur viele Jahre weitestgehend ignoriert, zurlckzufihren zum einen auf die
Fokussierung auf die Cyclooxygenasen und die Lipooxygenasen und zum anderen
auf das fehlende Vorhandensein selektiver Hemmer der CYP-Enzyme. Beachtliche
Fortschritte in diesem Sektor erbrachten den Durchbruch im Verstandnis der CYP-

Epoxygenasen.

Bei den CYP-Enzymen handelt es sich um membrangebundene Monooxygenasen,
in deren Zentren sich die prosthetische Gruppe Ham befindet. Sie sind Teil eines
Multienzymkomplexes, zusatzlich bestehend aus einer NADPH-CYP-Reduktase und
Cytochrom bs, das unter Zuhilfenahme von Kofaktoren Sauerstoffatome auf das
jeweilige Substrat Ubertragt. Auf diese Weise oxidieren, peroxidieren und reduzieren
CYP-Enzyme Cholesterin, Vitamine, Steroide, Xenobiotika und zahllose pharmako-
logische Substanzen (Nelson et al., 1996).

Die Nomenklatur der CYP-Enzyme richtet sich nach den Homologien in ihrer
Nukleinsduresequenz. Ab einer Ubereinstimmung von 40% werden sie in einer
Familie zusammengefasst, die mit einer arabischen Ziffer gekennzeichnet wird.
Proteine mit einer Homologie von 55% unterteilen sich in Subfamilien, die mit
Buchstaben bezeichnet werden (Coon et al., 1992).

Die CYP-Enzyme werden vorwiegend in der Leber exprimiert. Dennoch werden
einige Isoformen hauptsachlich extrahepatisch, z.B. im Herz, in GefalRen, in der

Niere, im Gastrointestinaltrakt und in der Lunge, nachgewiesen. Bestimmte, in



glatten Muskel- und Endothelzellen lokalisierte, CYP-Isoenzyme tragen zur Re-
gulation des vaskularen Tonus und der Homoéostase bei (Roman, 2002). Zu den
CYP-Enzymen, die diesbezuglich eine wichtige Rolle einnehmen, zahlen die Epoxy-
genasen und die w-Hydroxylasen. Es handelt sich um Epoxygenasen der Genfamilie
2, von welchen die Unterfamilien CYP 2B, 2C und 2J im Endothel exprimiert werden,
wahrend die w-Hydroxylasen der Unterfamilie CYP 4A vor allem in glatten

Muskelzellen zu finden sind (Roman, 2002).



1.2. Cytochrom P450-abhangige Arachidonsauremetabolite

Die Arachidonsaure wird durch CYP-Enzyme zu EET und HETE metabolisiert.
Enzyme der CYP 4A-, 4B- und 4F-Familien katalysieren die o/@m-Hydroxylierung von
Arachidonsaure zu 19-/20-HETE. Die Bildung von EET aus Arachidonsaure ist sehr
komplex und wurde fur CYP-Enzyme der 1A-, 2B-, 2C-, 2D-, 2E-, 2J- und 4A-
Familien beschrieben und fir jede Isoform wurde ein bestimmtes Verhaltnis der
regioisomeren Produkte gefunden. CYP 2C8 produziert 14,15- und 11,12-EET in
einer Ratio von 1,25:1. CYP 2C9 14,15-, 11,12- und 8,9-EET in einer Ratio von 2:1:1
(Daikh et al., 1994).

Arachidonsaure

/ N

Cyclooxygenasen Cytochrom P450 Lipoxygenasen

Epoxygenasen w/w-1-Hydroxylasen

SN N /N

8,9-EET 14,15-EET 11,12-EET 5,6-EET 20-HETE 19-HETE

p-Oxidation sEH Cyclooxygenasen
10,11-EHDD 11,12-DHET 5,6-Epoxy PGE1

Abb. 1: Arachidonséduremetabolismus durch CYP-Monooxygenasen fiihrt zur Bildung von EET
und HETE (nach Fleming, 2001).

Menschliche Endothelzellen exprimieren Enzyme der CYP 2C8-, 2C9-, 2J2-, 3A- und
2B1-Familien, die alle EET produzieren (Fisslthaler et al., 1999). EET fuhren anhand
einer Hyperpolarisation, durch Offnung von Kalzium-abhéngigen Kaliumkanalen

(Kca), zu einer Dilatation von Koronargefalen (Miura et al., 1999). Aus der



Entdeckung einer Potenzierung der Bradykinin-induzierten Vasodilatation durch den
CYP 2C8/9-Induktor B-Naphtoflavon (Popp et al., 1996) und einer Inhibierung durch
den spezifischen CYP 2C9-Hemmer Sulfaphenazol (Mancy et al., 1996) ist
abzuleiten, dass CYP 2C8 und 2C9 aller Voraussicht nach die entscheidenden
Isoformen fur die Bildung von EET in humanen Endothelzellen darstellen. In
Experimenten mit Antisense-Oligonukleotiden gegen CYP 2C8/2C9-Isoformen
konnte in Schweinekoronararterien die EET-Bildung drastisch gehemmt werden
(Fisslthaler et al., 1999). Dieser Befund zeigt, dass auch in Koronarendothelzellen

des Schweins eine CYP 2C-Isoform mal3geblich an der EET-Bildung beteiligt ist.

Arachidonsaure

Cytochrom P450-Epoxygenase

11,12-EET

SEH |— sEH-Hemmer

1-Adamantyl-3-Cyclohexylurea
(ACU)

11,12-DHET
Abb. 2: Metabolisierung der CYP-Metabolite durch die sEH (nach Fleming, 2001).

EET werden durch die 16sliche (sEH) und mikrosomale (mEH) Epoxydhydrolase zu
den korrespondierenden DHET abgebaut. Epoxydhydrolasen katalysieren die
Konversion von Oxiranen zu besser I0slichen und leichter ausscheidbaren Diolen

durch die formale Addierung eines Wassermolekuls (Zou et al., 2000).



Die sEH besteht aus einem Homodimer, in welchem sich jede Untereinheit aus zwei
Domanen zusammensetzt. Die 35 kDa C-terminale Domane ist eine a/B-Hydrolase
und stellt das katalytische Zentrum fur die EH-Aktivitat dar (Cronin et al., 2003). In
den meisten Zelltypen erfolgt der dominierende Metabolisierungsweg der EET Uber
die sEH. Von der Hemmung der sEH ist ein angehobenes intrazellulares Konzen-
trationsniveau der EET mit konsekutiver Verlangerung der EET-vermittelten Effekte
zu erwarten (Imig et al., 2002), da die entsprechenden DHET eine weitaus geringere
Aktivitat aufweisen (Abb. 2).

Dennoch bleibt anzumerken, dass weder die CYP, die EET generieren, noch die
sEH, die sie metabolisieren, eine strenge Substratspezifitat einhalten und so mit
hoher Wahrscheinlichkeit weitere Fettsauren, auller der Arachidonsaure, in gleich-

artiger Weise verstoffwechselt werden.

Weitere Metabolisierungswege stellen die B-Oxidation zu 18- und 16-Carbon-
derivaten mit geringerer biologischer Aktivitat und der Abbau durch Cyclooxygenasen
sowohl zu vasokonstriktorischen Endoperoxidasen als auch zu vasodilatatorischen
Prostaglandinen und PGlz-ahnlichen Derivaten dar (Roman, 2002). EET, DHET und
HETE werden aullerdem wieder in den membrandsen Phospholipid-Pool eingebaut.
Die erneute Freisetzung erfolgt durch Agenzien, die Phospholipasen aktivieren. All
diese Fettsauren werden zum Transport im Blut an Plasmaproteine gebunden, zum
einen zur Limitierung ihrer biologischen Aktivitdt und zum anderen zur Verhinderung

ihrer Verteilung im Plasma (Roman, 2002).



1.3. Epoxyeicosatriensauren in der vaskularen Homoostase

Die wichtigsten vasodilatierenden Autakoide sind Stickstoffmonoxid (NO), PGl, und
der endotheliale hyperpolarisierende Faktor (EDHF). Bei der EDHF-induzierten
Relaxation handelt es sich um den NO/PGIl,-unabhangigen Anteil der endothel-
abhangigen Relaxation. Per Definition handelt es sich bei EDHF um eine Substanz,
die vom Endothel gebildet und freigesetzt wird und durch Aktivierung eines Kc, eine
Hyperpolarisation und konsekutiv eine Vasodilatation der glatten GefalRmuskeln
hervorruft (Quilley und McGiff, 2000).

Die chemische Identitat von EDHF ist allerdings nach wie vor umstritten und differiert
je nach Spezies und Gefal3bett. Neben NO, Kalium und Anandamid stellen EET wohl
einen wichtigen Kandidaten in der Frage der Identitat von EDHF dar.

Zahlreiche Wirkungen von EET in diesem Kontext werden auf einen Anstieg der
zytosolischen Konzentration von zyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) und die
darauf folgende Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) zurlickgeflihrt. So ist die PKA
involviert in die 11,12-EET-vermittelte Vasodilatation von afferenten Arteriolen
juxtamedullarer Nephrone (Imig et al., 1999) sowie die EET-vermittelte Modulation

der Leitfahigkeit von interendothelialen gap junctions.

Die Rolle der EET geht jedoch weit Uber die Regulation des Gefal3tonus hinaus. So
werden EET in Zusammenhang gebracht mit antiinflammatorischen, antiapopto-
tischen, antiaggregatorischen, proliferativen und angiogenetischen Eigenschaften
(Fleming, 2001; Roman, 2002). lhren antiinflammatorischen Effekt entwickeln EET
durch die Hemmung der Aktivierung des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors
NF-kB und der TNFa-induzierten Expression von VCAM-1 und E-Selektin (Fleming,
2001). Dadurch verhindern EET die Adhasion von aktivierten Leukozyten an die
GefalRwand (Node et al., 1999).

In renalen Epithelzellen, Mesangialzellen (Chen et al., 1998) sowie in Endothelzellen
(Michaelis et al., 2003) konnte ein proliferativer und angiogenetischer Effekt der EET
in Zusammenhang mit der Aktivierung des epidermalen Wachstumsfaktor (epidermal
growth factor, EGF)-Rezeptors gezeigt werden. Diese Befunde zeigen, dass EET

auch wichtige Funktionen als intrazellulare Botenstoffe haben (Chen et al., 1998).



EET hemmen weiterhin die Aggregation von Thrombozyten und vermindern die
Bildung von Thromboxan. Die Fibrinolyse beeinflussen EET Uber die Induktion des
Gewebsplasminogen-Aktivators (tissue plasminogen activator, tPA; Node et al,
2001).

Neben der Produktion vasoaktiver Substanzen sind CYP-Enzyme mal3geblich an der
Bildung von Superoxidanionen, Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikalen beteiligt
(Bondy und Naderi, 1994). Dies wird durch den Reaktionszyklus der CYP-Enzyme
bedingt: zu Beginn der Reaktion bindet Substrat an das aktive Zentrum in der Nahe
des dreiwertigen Eisenions der zentralen Ham-Gruppe. Bei der Reduktion zu zwei-
wertigem Eisen und der sich anschlieRenden erneuten Oxidation, vermittelt durch
Anlagerung molekularen Sauerstoffs, kann es zur Bildung der oben genannten
Substanzen kommen. Die einzelnen CYP-Isoformen unterscheiden sich hierbei in
der Quantitat der Radikalbildung (Puntarulo und Cederbaum, 1998).

Anhand dieser Eigenschaft der CYP-Enzyme wird diskutiert, inwieweit Sauerstoff-
radikale und nicht EET flur einen Teil der oben genannten Effekte verantwortlich sein
konnten (Fleming et al., 2001).

Der hierdurch induzierte oxidative Stress spielt vermutlich eine entscheidende Rolle

in den frihen Stadien der Atherosklerose (Davydov, 2001).



1.4. Kalzium in der vaskularen Homoostase

Endothelzellen stellen eine ideale Oberflache fur den Blutfluss dar. Sie hemmen die
Initiation der Blutgerinnung, kdnnen aber auch unter gewissen Umstanden zu einer
Aktivierung flihren. Endothelzellen beeinflussen die Thrombolyse ebenso wie die
Thrombogenese. Sie sind Antigen-prasentierende Zellen und spielen eine Schllssel-
rolle in der Angiogenese. Zusatzlich kontrollieren Endothelzellen die Permeabilitat
zwischen dem intravasalen Raum und dem Interstitium. Eine ihrer bedeutsamsten
Aufgaben ist die Regulation des Gefal3tonus und ihre Adaption an die Hamodynamik.
Die Produktion und Freisetzung diverser Substanzen initiieren diese Vielzahl an
Funktionen.

Kalziumionen in Endothelzellen spielen hierbei die Schlusselrolle in der Freisetzung
von NO, PGIl,, Plattchen-aktivierenden Faktor, von Willebrand Faktor, tPA und
Wachstumsfaktoren, wie platelet-derived growth factor und transforming growth
factor 8. Hierbei ist die kontrollierte Erhdhung der intrazellularen Kalziumkonzen-
tration ([Ca®']) von entscheidender Bedeutung. Verdnderungen in der [Ca®']
resultieren aus der Freisetzung aus intrazellularen Speichern sowie durch den
transmembrandsen Einstrom aus dem Extrazellularraum. Verschiedene Wege des
Kalziumeinstroms existieren: hochselektive Kalziumkanale, Agonisten-aktivierte
nichtselektive Kalzium-durchgangige Kationenkanale und so genannte speicher-
abhangige Kalziumkanale (store-operated calcium channel, SOC), die durch
Entleerung der intrazellularen Kalziumspeicher aktiviert werden. Insbesondere SOC
scheinen eine entscheidende Rolle in der Regulation zellularer Prozesse von der
Genexpression bis zur Signaltransduktion einzunehmen (Nilius et al., 2003; Nilius
und Droogmans, 2001; Nilius, 1998). Die molekulare Natur dieser Kanale konnte
bisher jedoch noch nicht identifiziert werden. Die meisten der vorgeschlagenen
Kandidaten sind Mitglieder der kurzlich entdeckten Familie der transient receptor
potential (TRP)-Kanale. Sie gehoren zu den bedeutendsten Kalzium-durchlassigen
Kanalen in vaskularen Endothelzellen. Bis jetzt wurden 28 Isoformen der TRP-
Kanale identifiziert, die in 6 Unterfamilien unterteilt werden: TRPC (canonical), TRPV
(vanilloid), TRPM (melastatin), TRPP (polycystin), TRPML (mucolipin) und TRPA
(ankyrin). Die weitere Unterteilung erfolgt in Subfamilien, die mit einer arabischen

Ziffer gekennzeichnet werden. Unter diesen werden mindestens 19 in Endothelzellen



exprimiert (Nilius et al.,, 2003). Sie scheinen an zahllosen vaskularen Funktionen
beteiligt zu sein - von der Kontrolle des Blutdruckes, der Regulation der vaskularen
Permeabilitat, der Sekretion, der Angiogenese, der endothelialen Proliferation bis zur
Apoptose.

Basierend auf diesem Konzept der SOC wurde das Modell des speicherabhangigen
oder kapazitiven Kalziumeinstroms eingefuhrt. Es schlagt einen Mechanismus vor,
der durch Aktivierung von Rezeptoren auf der Membranoberflache einen Kalzium-
einstrom vom Extra- in den Intrazellularraum bewirkt, abhangig vom Fullungsgrad der
intrazelluldaren Speicher. Die biphasische Natur des Agonisten-aktivierten oder
kapazitiven Kalziumeinstroms wird in nahezu allen nicht-erregbaren Zellen gefunden
(Putney, 1990). Sie wird erklart durch die initiale Entleerung der intrazellularen
Speicher anhand des Inosit-1,4,5-triphoshat (IP3)-Signalweges: die Stimulation von
G-Protein-gekoppelter Rezeptoren bzw. von Rezeptor-Tyrosinkinasen fuhrt zur
Aktivierung der Phospholipase C (PLC). Die aktivierte PLC spaltet infolge dessen
Phosphatidyl-inositol-4,5-biphosphonat der Plasmamembran in Diacylglycerin und
IPs. IP3 wiederum vermittelt Uber die Bindung an den IP3-Rezeptor, einen liganden-
gesteuerten Kalziumkanal, eine Kalziumfreisetzung aus dem Endoplasmatischen
Retikulum (Nilius, 2003). Bedingt durch die Entleerung der intrazellularen Speicher
kommt es zur Offnung der SOC, wodurch der Bogen zum speicherabhangigen oder

kapazitiven Kalziumeinstrom geschlossen wird.



1.5. Modelle des kapazitiven Kalziumeinstroms

Zwar sind bis heute die molekularen Grundlagen des Aktivierungsmechanismus der
SOC noch weitgehend ungeklart (Parekh et al., 1997; Putney, 1990), doch sind in

der Literatur zahlreiche Modelle zu finden.

Auf der einen Seite wird ein direkter Kontakt zwischen dem IP3-Rezeptor des Endo-
plasmatischen Retikulums und dem entsprechenden SOC der Plasmamembran als

Signal flr den nachfolgenden kapazitiven Kalziumeinstrom diskutiert.

Eines dieser Modelle (conformational coupling hypothesis) basiert auf der Annahme,
dass eine konstitutive Interaktion zwischen I[P3-Rezeptoren und SOC besteht
(Berridge, 1995). In diesem Fall fuhrt eine Entleerung des Endoplasmatischen Reti-
kulums zu einer Konformationsanderung des IP3-Rezeptors, welche unverziglich auf
den SOC der Plasmamembran Ubertragen wird und in einem Kalziumeinstrom in die
Zelle resultiert. Diese These basiert auf Verdffentlichungen, die zeigen, dass der
TRPC1, der TRPC3 sowie der TRPC6 unter Ruhebedingungen mit dem |IP;-Rezeptor
koimmunoprazipitiert werden kdnnen (Boulay et al., 1999; Delmas und Brown, 2002;
Vazquez et al., 2004).

Im Gegensatz dazu stehen Autoren, welche die These vertreten, dass keine
konstitutive Interaktion zwischen IP3-Rezeptoren und SOC besteht, sondern eine
reversible Verbindung, die unmittelbar nach der Entleerung des Kalziumspeichers
durch Verlagerung von Teilen des Endoplasmatischen Retikulums an die Plasma-
membran zustande kommt. Die Interaktion der beiden Kanale miteinander fuhrt dann
uber eine Konformationsanderung des SOC zum kapazitiven Kalziumeinstrom (de
novo conformational coupling model). Dieses Model wurde postuliert, nachdem eine
Koimmunoprazipitation des TRPC1 und des IP3-Rezeptors zwar nach Entleerung des
Endoplasmatischen Retikulums, aber nicht unter Ruhebedingungen nachgewiesen

werden konnte (Rosado und Sage, 2000).



Darlber hinaus gibt es Veroffentlichungen, die den kapazitiven Kalziumeinstrom
dadurch erklaren, dass es infolge der Entleerung des Endoplasmatischen Retikulums
zu einer Fusion von Membranvesikeln mit der Plasmamembran kommt. Die
Membranvesikel enthalten SOC und erhdhen so die Dichte der Kanale an der
Zellmembran, was zu einem verstarkten Kalziumeinstrom in die Zelle flhrt (secretion-
like coupling model). Diese Hypothese wird unterstitzt durch Studien, die
demonstrieren konnten, dass das Protein SNAP-25 fur den kapazitiven
Kalziumeinstrom essentiell ist (Yao et al., 1999). SNAP-25 zahlt zu den SNARE-
Proteinen, welche eine zentrale Rolle in der Exozytose spielen, indem sie in die Ver-
und Anlagerung sowie die Fusion von Vesikeln mit der Plasmamembran involviert

sind.
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Abb. 3: Modelle des kapazitiven Kalziumeinstroms. A: Die Entleerung der Kalziumspeicher des
Endoplasmatischen Retikulums fiihrt zur Exozytose von SOC-enthaltenden Vesikeln mit der
Zellmembran. B: Die Entleerung des Endoplasmatischen Retikulums induziert die Freisetzung oder
Bildung eines CIF, der konsekutiv die SOC der Zellmembran aktiviert. C: Die direkte Interaktion
zwischen IP3-Rezeptoren und SOC fiihrt zum kapazitiven Kalziumeinstrom. (CIF: calcium influx factor,
G: heterotrimeres G-Protein, ER: Endoplasmatisches Retikulum, IP3: Inosit-1,4,5-triphosphat, IP3R:
IP;-Rezeptor, PLC: Phospholipase C, R: Rezeptor, SOC: store-operated calcium channel) (nach Nilius
und Droogmans, 2001).



Nicht zuletzt wird die Existenz eines Faktors (calcium influx factor, CIF) postuliert, der
infolge der Speicherentleerung synthetisiert bzw. aktiviert wird und dann als second
messenger die SOC der Plasmamembran aktiviert (Randriamampita und Tsien,
1993). Die genaue Identitat dieses Faktors konnte bislang nicht entschlisselt
werden, wobei neben anderen auch EET als CIF diskutiert werden (Graier et al.,
1995; Hoebel et al., 1997). Trotz der Datenlage, die den Einfluss der EET auf die
[Ca?"]; (Alvarez et al., 1991; Fang et al., 1999) zu untermauern scheint, wird der
Zusammenhang immer wieder in Frage gestellt. Dies ist zum einen bedingt durch die
Verwendung unspezifischer Hemmer und zum anderen durch das rapide Absinken
der Expression der CYP 2C-Proteine mit Beginn der Kultivierung. Endothelzellen
sind zwar in situ in der Lage das CYP 2C-Protein zu exprimieren (Fisslthaler et al.,
1999), nach 24-stindiger Kultivierung jedoch ist nur noch eine geringe Menge an
CYP 2C zu detektieren.

Bezuglich der unterschiedlichen Hypothesen fur den kapazitiven Kalziumeinstrom
bleibt zu sagen, dass insbesondere zwischen den letzten drei Modellen die
Ubergénge flieRend sind, denn viele der Faktoren, die als mégliche CIF diskutiert
werden, sind auch an der Signaltransduktion beteiligt, die zu der Translokation der
SOC bzw. IP3-Rezeptor-Anlagerung an die Plasmamembran flihrt (Rosado und
Sage, 2000).



1.6. Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, inwiefern EET in Endothelzellen

die [Ca®*]; beeinflussen.

Zunachst wurde der Effekt von Bradykinin auf die [Ca®*]; in humanen Endothelzellen,
die aufgrund der Kultivierung CYP 2C-Proteine nicht mehr exprimieren, in Relation
zu Endothelzellen mit Nifedipin induzierter CYP 2C-Expression untersucht. Im An-
schluss wurde ermittelt, inwieweit der erzielte Effekt durch Sulfaphenazol, einen
spezifischen CYP 2C9-Hemmer, aufgehoben und durch 1-Adamantyl-3-Cylcohexyl-

urea (ACU; Morisseau et al., 2002), einen Hemmer der sEH, verstarkt wird.

Neben der Verwendung dieser pharmakologisch-vermittelten Enzyminduktion von
CYP 2C wurde zusatzlich ein nicht-pharmakologischer Ansatz gewahlt, indem ein
adenoviral-vermitteltes Uberexpressionssystem verwendet wurde. Hierfir wurde
CYP 2C9 angewandt, da mit Sulfaphenazol ein selektiver Hemmer zur Verfugung
steht. Wie bereits bei dem pharmakologischen Ansatz wurde im Folgenden ermittelt,
inwiefern die Bradykinin-vermittelte Veranderung der [Ca®*']; durch ACU und zu-
satzlich N,N-Dicyclohexylurea (DCU), einen weiteren spezifischen Hemmer der sEH,
verstarkt und durch Sulfaphenazol, 14,15-Epoxyeicosa-5(Z)-Enoicsaure (14,15-
EEZE; Gauthier et al., 2002), einen Antagonisten der EET, sowie Rp-Adenosin-3,5-
zyklisches Monophosphorothioat (Rp-cAMPs), einen Hemmer der PKA, aufgehoben
wird. In den meisten Zelltypen scheint, wie bereits erwahnt, die Metabolisierung uber
die sEH den Hauptabbauweg der EET darzustellen, wohingegen die Metabolisierung
durch die mEH zu vernachlassigen ist. Um dieser Uberlegung nachzugehen, wurde

Elaidamid, ein Hemmer der mEH, verwendet.

Um daruber hinaus die physiologische Relevanz der Ergebnisse in vivo beurteilen zu
konnen, wurde untersucht, in welchem Malde die Bradykinin-induzierte Veranderung
der [Ca®']; in humanen Endothelzellen frisch isolierter Umbilikalvenen durch CYP 2C

vermittelt wird.



2. Material und Methoden

2.1. Materialien

Die Medien, Enzyme und Puffer fur die Zell- und Organkultur wurden von der Firma
GIBCO Life Technology (Karlsruhe) bezogen, Fibrinogen von Sigma (Deisenhofen)
und Bradykinin von Bachem Biochemica (Heidelberg). Das fetale Kalberserum (fetal
calf serum, FCS) wurde von Life Technologies Inc., die Zellkulturschaden von Falcon
(Becton Dickinson) bezogen. Das fiir die Messung der [Ca?']; benédtigte Fura 2-AM
stammte von Molecular Probes (Goéttingen). Der PKA-Hemmer Rp-cAMPs wurde von
Alexis Biochemicals (Grunberg) bezogen. Die sEH-Hemmer ACU und DCU bzw. der
mEH-Hemmer Elaidamid wurden von Dr. Bruce Hammock (Davis, Kalifornien) und
der EET-Antagonist 14,15-EEZE von Dr. John Falck (Dallas, Texas) zur Verfugung
gestellt. Dermabond wurde von Ethicon (Norderstedt) bezogen. Die verwendeten
Erst-Anti-Korper gegen CYP 2C9 wurden durch Immunisierung von Kaninchen mit
den Peptiden RRRKLPPGPTPPLPIC und IGRNRSPCMQDRSHM synthetisiert und
anschlieBend Uber Immunaffinitat aufgereinigt (Eurogentec, Seraing, Belgien). Der
Peroxidase-konjugierte Zweit-Antikorper wurde von Calbiochem-Novabiochem (Bad
Soden) bezogen.

Sulfaphenazol und alle hier nicht aufgefliihrten Substanzen waren von Sigma

(Deisenhofen).



2.2. Zellkultur

Die Isolation von humanen Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (human
umbilical vein endothelial cell, HUVEC) erfolgte durch Ablosung der Zellen mit
Dispase (Popp et al., 1996). Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mit
Dispase von der Kulturschale abgelést und im Anschluss auf beschichteten
Quarzglas-/Glasplattchen oder auf beschichteten Zellkulturschalen in MCDB 131 (mit
8% FCS, 10 mmol/L L-Glutamin, 1 ng/mL basischem Fibroblastenwachstumsfaktor
(basic fibroblast growth factor, bFGF), 0,1 ng/mL EGF, 0,4% endothelial cell growth
supplement mit Heparin aus Rinderhirn (ECGS/H) von Promocell, 50 U/mL Penicillin,

50 ug/mL Streptomycin) kultiviert.



2.3. Adenovirale Infektion von kultivierten Endothelzellen

Zur Infektion von Endothelzellen mit adenoviralen Vektoren wurden rekombinations-
defiziente Adenoviren verwendet, die entweder CYP 2C9-Gen in Sense- oder
Antisense-Richtung relativ zu einem CMV-Promotor exprimierten. Die Inkubation
subkonfluenter HUVEC mit den Adenoviren (10 pfU/Zelle) erfolgte in MCDB mit 0,1%
Rinderserumalbumin (bovine serum albumin, BSA) ohne Zusatz von Antiobiotika fur
vier Stunden bei 37°C. Nach der Inkubation wurden die Adenoviren durch mehr-
maliges Waschen mit Medium ohne Zusatz von Antibiotika und FCS abgenommen
und die HUVEC in MCDB 131 (mit 8% FCS, 10 mmol/L L-Glutamin, 1 ng/mL bFGF,
0,1 ng/mL EGF, 0,4% ECGS/H, 50 U/mL Penicillin, 50 pg/mL Streptomycin) weiter

kultiviert. Die Infektionseffizienz betrug zwischen 90% und 100%.



2.4. Proteinisolation

Die Proteinisolation erfolgte mittels Solubilisierung der detergenzloslichen Proteine
mit Triton-X 100. Nach dem Waschen der Zellen mit phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS, bestehend aus 140 mmol/L NaCl, 2,68 mmol/L KCI, 10 mmol/L Na;HPO,, 1,47
mmol/L KH;PO4; pH 7,0) wurden die Zellen durch Zugabe von Lysispuffer (20
mmol/L TRIS-HCI; pH 7,5, 1% Triton-X 100, 25 mmol/L B-Glycerophosphat, 150
mmol/L NaCl, 10 mmol/L Natriumpyrophosphat, 20 mmol/L NaF, 2 mmol/L Natrium-
orthovanadat, 10 nmol/L Okadainsaure, Protease-Inhibitorenmix) fur 10 Minuten auf
Eis lysiert. Nach Zentrifugation (10.000 g, 4°C, 10 Minuten) der unldslichen
Bestandteile wurde der Proteingehalt des Uberstandes nach Bradford (Bradford,
1976) quantifiziert, unter Verwendung einer Standardreihe aus Serumalbumin als

Referenz.



2.5. Western Blot Analyse

Die durch Aufarbeitung erhaltenen Proteinextrakte wurden zur immunochemischen
Detektion auf denaturierenden Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt
(Laufpuffer, bestehend aus 190 mmol/L Glycin, 0,1% SDS, 25 mmol/L TRIS-HCI) und
auf Nitrozellulosemembranen (Biorad) transferiert. Unter Anlegung einer festgelegten
Stromstarke von 250 mA pro Apparatur bestehend aus 2 Gelen erfolgte der Transfer
(Puffer, aus 190 mmol/L Glycin, 25 mmol/L TRIS-HCI, 20% Methanol) in 70 bis 90
Minuten. Anschlieend wurden die Membranen eine Stunde entweder in 5% fettfreier
Milch oder in 3% Rinderserumalbumin in TRIS gepufferter Kochsalzlésung mit 0,3%
Tween-20 (TBST, zusammengesetzt aus 50 mmol/L TRIS-HCI; pH 7,5, 150 mmol/L
NaCl, 0,3% Tween) geschuttelt, um eine Sattigung unspezifischer Bindungsstellen
der Membranen zu erreichen. Die Inkubation mit dem entsprechenden Erst-Anti-
kérper erfolgte Uber Nacht, dessen Uberschuss und unspezifische Bindungen
danach durch mehrmaliges Waschen mit TBST vollstandig entfernt wurden. Nach
einer zweiten Inkubation mit Blockingpuffer fur eine Stunde schloss sich die
Inkubation mit einem Peroxidase-konjugierten Zweit-Antikorper an, wiederum gefolgt
von mehreren Waschschritten mit TBST. Im Anschluss wurden die Proteine durch
Auflegen eines Rontgenfilms (Fuji RX-Film, Du Pont de Nemours) nach Auslésen
der Chemilumineszenz-Reaktion mittels enhanced chemiluminescence (Amersham/

Pharmacia) oder Lumi Light Plus (Pierce) detektiert.



2.6. Messung der intrazellularen Kalziumkonzentration

Zur Messung der [Ca®*], wurden die HUVEC auf Fibronektin-beschichteten
Quarzplattchen angezogen. Bei ausreichender Konfluenz wurden die Platichen im
entsprechenden Kulturmedium mit 0,1% BSA und Antibiotika inkubiert und in
Gegenwart von Pluronic F-127, zur Permeabilisierung der Zellen, fur 30 Minuten bei
37°C mit Fura 2-AM (3 umol/L) beladen. Im Anschluss wurden die Plattchen zweimal
15 Minuten in phosphatfreier HEPES Tyrode-Lésung (132 mmol/L NaCl, 4,0 mmol/L
KCI, 1,6 mmol/L CaCl,, 0,98 mmol/L MgClz, 11,9 mmol/L NaHCO3, 10 mmol/L
Glucose) bei 37°C in einer Dunkelkammer gewaschen, um sie zur Messung in eine
mit phosphat- und kalziumfreier HEPES Tyrode-Losung gefullte Quarzkivette zu
uberfihren. Mittels einer hierflr konstruierten Bricke, auf der das Quarzplattchen
fixiert wurde, konnte eine Durchmischung der Lésung in der Kivette durch einen
Magnetruhrer sichergestellt werden. Die Temperatur wurde mit einem Wasserbad bei
37°C konstant gehalten. Die Aufzeichnung der Fluoreszenz fand bei 510 nm statt,
wobei die Zellen im Wechsel (Zeitintervalle von 0,6 Sekunden) mit Licht der
Wellenlange 340 nm oder 380 nm angeregt wurden. Aus dem Verhaltnis der
Fluoreszenz der beiden Wellenlangen (340/380 nm) errechnet sich die [Ca®];
(Deltascan, Photon Technology). Zur Kalibration der einzelnen Messungen wurde die
maximale Fluoreszenz durch Permeabilisierung der Zellen mit lonomycin (10-15
umol/L), die minimale durch den Kalzium-Chelator EGTA (1,8 mmol/L) bestimmt. Die
basale Fluoreszenz, gemessen durch die Zugabe von Manganchlorid (0,1 mmol/L),

wurde von der Fura 2-AM-Fluoreszenz subtrahiert.



2.7. Praparation von humanen Umbilikalvenen

Menschliche Umbilikalvenen wurden aus der Nabelschnur freiprapariert, an beiden
Enden kanuliert, mit Medium gefullt und far 30 Minuten bei 37°C mit Fura 2-AM
inkubiert. Im Anschluss wurden die Venen mit HEPES Tyrode-Lésung gespdlt und in
20 mm x 10 mm Segmente zerteilt. Nach Aufbringen der Adventitia mit Gewebe-
kleber (Dermabond) auf Fibronektin-beschichtete Quarzplatichen, erfolgte die
Messung der [Ca®"]; wie unter 2.6. beschrieben. Die Daten wurden als Veranderung
in der 340/380 Ratio dargestellt. Mit dieser Methode war die Fluoreszenz (340/380
nm) 1,4 + 0,05 unter basalen Konditionen und 3,4 + 1,3 als Antwort auf lonomycin,
CaCl; und KCI.



2.8. Statistik

Alle Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (standard error of
the mean, SEM) dargestellt. Die statistische Analyse der Daten wurde mit dem
Student’s t-Test, der einseitigen Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von dem
Bonferroni-Test oder dem ANOVA-Test fur wiederholte Messungen durchgefihrt.
Werte von p<0,05 wurden als statistisch signifikant und von p<0,01 als hoch-

signifikant erachtet.



3. Ergebnisse

3.1. Effekt einer erhdhten CYP 2C-Expression durch Inkubation mit

Nifedipin auf den Bradykinin-induzierten Kalziumeinstrom

Trotz der Tatsache, dass CYP 2C-Isoformen in nativen Endothelzellen nachge-
wiesen werden konnten, nimmt die Expression von CYP 2C nach Zellisolation mit
Beginn der Zellkultivierung rapide ab und ist kaum noch nachweisbar. Um dennoch
die biologische Relevanz der EET im Zellkulturmodell untersuchen zu kénnen, wurde
die Expression von CYP 2C zum einen durch ein adenoviral-vermitteltes Uber-
expressionssystem und zum anderen durch Inkubation der Zellen mit dem CYP-

Induktor Nifedipin induziert.

Zur Charakterisierung der Effekte der durch CYP 2C-gebildeten EET auf die [Ca®*]; in
endothelialen Zellen wurde der Bradykinin-induzierte Kalziumeinstrom in humanen
Endothelzellen, die infolge der Kultivierung das CYP 2C-Protein nicht mehr
exprimieren, und humanen Endothelzellen, die das CYP 2C-Protein durch Inkubation

mit Nifedipin (Fisslthaler et al., 2000) exprimieren, verglichen.



3.1.1. Effekt von Nifedipin auf den Bradykinin-induzierten Kalzium-

einstrom

Die Inkubation von HUVEC mit Nifedipin steigerte die Expression der CYP 2C-mRNA
in diesen Zellen (Abb. 4A).

Zunachst wurde der Effekt der CYP 2C-Expression auf die basale [Ca®*]; untersucht.
Zu diesem Zweck wurden Zellen verwendet, die nach der Inkubation mit Nifedipin
das CYP 2C-Protein exprimierten sowie Zellen, die lediglich mit dem Losungsmittel
behandelt wurden und das CYP 2C-Protein aus diesem Grund nicht exprimierten.

Es zeigte sich, dass die basale [Ca®);
in CYP 2C-defizienten Zellen (Abb. 4B).

Der Effekt der CYP 2C-Induktion auf die Agonisten-vermittelte Erhéhung der [Ca?'];

wurde ermittelt, indem die Endothelzellen mit Bradykinin stimuliert wurden.
2+
Iis

in CYP 2C-exprimierenden Zellen hoher ist als

Der Stimulation mit Bradykinin folgte ein biphasischer Anstieg der [Ca“'];, bestehend
aus einer initialen Peakphase, gefolgt von einer lang anhaltenden Plateauphase. Die
Peakphase entspricht einer Kalziumfreisetzung aus intrazellularen Speichern,
wahrend die Plateauphase auf einen Kalziumeinstrom aus dem Extrazellularraum
zuruckzufuhren ist.

Diesen charakteristischen Verlauf der [Ca®']; nach Bradykininstimulation zeigten
sowohl die CYP 2C-defizienten als auch die CYP 2C-exprimierenden Endothelzellen
(Abb. 4B). Allerdings zeigten letztere im Vergleich zu den Kontrollzellen eine
deutliche Steigerung der Bradykinin-vermittelten Kalziumantwort (Abb. 4B).

Die Selektivitat dieser Effekte fur CYP 2C wurde untersucht, indem die Bradykinin-
vermittelte Kalziumantwort in An- bzw. Abwesenheit des spezifischen CYP 2C9-
Hemmers Sulfaphenazol (Mancy et al., 1996) bestimmt wurde.

Es zeigte sich, dass die Steigerung sowohl der basalen [Ca®'], als auch der
Bradykinin-induzierten Kalziumantwort, die in CYP 2C-exprimierenden Endothel-
zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen beobachtet wurde, durch die Behandlung
mit Sulfaphenazol aufgehoben wurde (Abb. 4B).

Dahingegen hatte die Behandlung der Kontrollzellen mit Sulfaphenazol weder
Einfluss auf die basale [Ca®);
(Abb. 4B).

noch auf die Bradykinin-induzierte Kalziumantwort
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Abb. 4 (A-B): Nifedipin potenziert die Bradykinin-induzierte Kalziumantwort mittels eines CYP
2C-abhangigen Signalibertragungsweges. A: Southern Blot von RT-PCR-Produkten fir CYP 2C
aus Gesamt-RNA von HUVEC P1 3 und 12 Stunden nach der Isolation sowie nach Inkubation mit
Nifedipin (0,1 pmol/L; 18 Stunden). B: Die Bradykinin-induzierte (10 nmol/L; Zugabe nach 180
Sekunden) Kalziumantwort wurde in Fura 2-AM (3 pmol/L; 30 Minuten) beladenen HUVEC P1
bestimmt, die mit Lésungsmittel (Solvent; 18 Stunden) bzw. Nifedipin (0,1 umol/L; 18 Stunden)
vorbehandelt worden waren. Die Experimente fanden in An- bzw. Abwesenheit von Sulfaphenazol (1
pmol/L; Inkubation fir zweimal 15 Minuten in phosphatfreier HEPES Tyrode-Ldsung bei 37°C/pH 7,4)
statt. Die Ergebnisse sind als statistische Zusammenfassung von jeweils 6 voneinander unabhéngigen
Versuchen dargestellt. ***P<0,001 Nifedipin vs. Solvent.



3.1.2. Effekt von 1-Adamantyl-3-Cyclohexylurea (ACU) auf den

Bradykinin-induzierten Kalziumeinstrom

Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass die Expression von CYP 2C zu
einer Modulation des Bradykinin-induzierten Kalziumeinstroms fuhrt.

Anhand der Ergebnisse kann allerdings keine Aussage Uber die Rolle der EET inner-
halb dieser CYP 2C-vermittelten Effekte getroffen werden.

Denn viele CYP-Epoxygenasen, einschlieBlich CYP 2C, bilden neben EET auch
Sauerstoffradikale (Fleming et al., 2001; Kuthan und Ullrich, 1982).
Sauerstoffradikale wiederum beeinflussen die [Ca*']; Uber eine Kalziumfreisetzung
aus intrazellularen Speichern sowie Uber einen verstarkten Kalziumeinstrom aus dem
Extrazellularraum (Graier et al., 1998). Somit ist es moglich, dass die hier
beschriebenen CYP 2C-vermittelten Effekte auf der Wirkung von Radikalen und nicht
auf der Wirkung von EET beruhen. Der Sachverhalt sollte geklart werden, indem
selektiv die intrazellulare EET-Konzentration durch Hemmung der sEH gesteigert
wurde. Wie in der Einleitung erwahnt, stellt die sEH ein zentrales Enzym fir die
intrazellulare EET-Konzentration dar, da sie die EET-Regioisomere zu ihren
korrespondierenden DHET metabolisiert.

Die Hemmung der sEH wurde durch Behandlung der Endothelzellen mit dem
spezifischen sEH-Hemmer ACU (Morisseau et al., 2002) erzielt.

Wie in den vorhergehenden Versuchen zeigten die CYP 2C-exprimierenden Endo-
thelzellen eine deutlich erhdhte basale [Ca®']; sowie eine verstarkte Kalziumantwort
auf Bradykinin als die Kontrollzellen (Abb. 5).

Des Weiteren fuhrte die Inkubation mit ACU in den CYP 2C-exprimierenden
Endothelzellen zu einem Anstieg der Plateauphase. Die Inkubation dieser Zellen mit
ACU in Verbindung mit Sulfaphenazol senkte sowohl die basale [Ca**]; als auch die
Bradykinin-induzierte Kalziumantwort auf das Niveau der Kontrollzellen (Abb. 5).
Dahingegen beeinflussten weder ACU noch Sulfaphenazol die basale [Ca®"]; sowie

die Bradykinin-vermittelte Kalziumantwort der Kontrollzellen (Abb. 5).
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Abb. 5: Die Hemmung der sEH durch ACU potenziert den Bradykinin-induzierten
Kalziumeinstrom in humanen, CYP 2C-exprimierenden Endothelzellen. Nach 18-stiindiger
Inkubation mit Lésungsmittel (Solvent) bzw. Nifedipin (1 ymol/L) wurden HUVEC PO mit Fura 2-AM (3
pmol/L; 30 Minuten) beladen. Die Bradykinin-induzierte (10 nmol/L; Zugabe nach 180 Sekunden)
Kalziumantwort wurde in An- bzw. Abwesenheit von ACU (1 pmol/L; Inkubation fir zweimal 15
Minuten in phosphatfreier HEPES Tyrode-Losung bei 37°C/pH 7,4) und Sulfaphenazol (1 pmol/L;
Inkubation fir zweimal 15 Minuten in phosphatfreier HEPES Tyrode-Losung bei 37°C/pH 7,4)
bestimmt. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte + S.E.M. von 8 unabhangig voneinander
durchgefiihrten Experimenten. ***P<0,001 ACU vs. ACU + Sulfaphenazol.



3.2. Effekt der CYP 2C9-Uberexpression auf den Bradykinin-induzierten

Kalziumeinstrom

Wie in der Einleitung erwahnt wurden in der Vergangenheit zahlreiche Studien
durchgefuhrt, die die Bedeutung der EET fur den Agonisten-induzierten Kalzium-
einstrom klaren sollten. Diese Studien basierten zum groften Teil auf der Induktion
von CYP 2C durch Substanzen wie z.B. B-Naphtoflavon (Graier et al., 1995). Die
Aussagekraft dieser Studien wurde allerdings immer wieder angezweifelt, da
unspezifische Wirkungen der verwendeten Substanzen nicht ausgeschlossen
werden konnten. Letzteres gilt auch fir die Substanz Nifedipin, fur welche unter
anderem eine Hemmung der Proteinkinase C (PKC; Lenasi et al., 2003) beschrieben
wurde. Aus diesem Grund basiert die vorliegende Arbeit nicht nur auf dem Prinzip
der Enzyminduktion, sondern =zusatzlich auf der Verwendung eines
Uberexpressionssystems. Die Uberexpression wurde durch Adenoviren, die CYP
2C9 in Sense bzw. Antisense Richtung exprimieren, erzielt. Zur Bestimmung der
Infektionseffizienz wurden Viren verwendet, die neben CYP 2C9 auch GFP (green
fluorescent protein) exprimieren. Die Infektionseffizienz der HUVEC betrug in allen

Experimenten zwischen 90% und 100%.



3.2.1. Effekt von 1-Adamantyl-3-Cyclohexylurea (ACU) auf den

Bradykinin-induzierten Kalziumeinstrom

In der Literatur findet sich keine eindeutige Aussage dartber, welche Phase der
Agonisten-induzierten Kalziumantwort durch EET beeinflusst wird. So wurde sowohl
eine Beeinflussung des kapazitiven Kalziumseinstroms durch EET (Graier et al.,
1995), als auch eine Kalziumfreisetzung aus intrazellularen Speichern durch EET
beschrieben (Madhun et al., 1991; Snyder et al., 1986).

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit gezielt zwischen einer
Entleerung der intrazellularen Kalziumspeicher und einem Kalziumeinstrom aus dem
Extrazellularraum unterschieden, indem die Zellen in Abwesenheit von extrazel-
luldarem Kalzium mit Bradykinin stimuliert wurden und erst 400 Sekunden nach dieser

Stimulation Kalzium extrazellular zugegeben wurde.

Es zeigte sich kein Unterschied beziiglich der basalen [Ca®'], zwischen den CYP
2C9-Uberexprimierenden Zellen und den mit Kontrollvirus behandelten Zellen (Abb. 6
B). Des Weiteren hatte die Uberexpression von CYP 2C9 keinen signifikanten
Einfluss auf die durch Bradykinin-hervorgerufene Kalziumantwort (Abb. 6B).
Allerdings resultierte die Inkubation der CYP 2C9-uberexprimierenden Endothel-
zellen mit ACU in Anwesenheit, jedoch nicht in Abwesenheit, von extrazellularem
Kalzium in einer deutlichen Steigerung der Plateauphase der Bradykinin-induzierten
Kalziumantwort (Abb. 6B). Dieser Effekt erwies sich als sensitiv gegenlber
Sulfaphenazol und somit als CYP 2C9 vermittelt (Abb. 6B).

Im Gegensatz zu den CYP 2C9-Uberexprimierenden Endothelzellen wurde die
Kalziumantwort der Kontrollzellen weder durch die Inkubation mit ACU noch mit
Sulfaphenazol beeinflusst (Abb. 6B).
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Abb. 6 (A-B): Die Hemmung der sEH durch ACU potenziert den Bradykinin-induzierten
Kalziumeinstrom in humanen, CYP 2C9-tuberexprimierenden Endothelzellen. A: Der Western
Blot zeigt die Expression von CYP 2C9 in Zellen, die mit Sense (CYP 2C9) bzw. Antisense (CTL
Virus) kodierenden Adenoviren behandelt wurden. B: 48 Stunden nach der Infektion wurde die
Bradykinin-vermittelte (10 nmol/L; Zugabe nach 100 Sekunden) Kalziumantwort Fura 2-AM-beladener
HUVEC P1 (3 umol/L; 30 Minuten) bestimmt. Die Experimente wurden in kalziumfreier HEPES
Tyrode-Losung begonnen, 400 Sekunden nach Beginn der Messung wurde Kalzium (1,5 mmol/L)
hinzugegeben. Die Experimente wurden in An- bzw. Abwesenheit von ACU (1 ymol/L; Inkubation flr
zweimal 15 Minuten in phosphatfreier HEPES Tyrode-Lésung bei 37°C/pH 7,4) und/oder
Sulfaphenazol (1 ymol/L; Inkubation fir zweimal 15 Minuten in phosphatfreier HEPES Tyrode-Lésung
bei 37°C/pH 7,4) durchgefihrt. Die Darstellung fasst die Ergebnisse von 5 unabhangigen Messungen
zusammen. ***P<0,001 ACU vs. ACU + Sulfaphenazol.



3.2.2. Effekt von N,N-Dicyclohexylurea (DCU) auf den Bradykinin-

induzierten Kalziumeinstrom

Die oben beschriebenen Ergebnisse, erzielt durch die Hemmung der sEH, deuten
daraufhin, dass die CYP 2C-abhangige Modulation des Bradykinin-induzierten
Kalziumeinstroms tatsachlich auf der Wirkung von EET basiert.

Um sicherzustellen, dass die mit der Substanz ACU erzielten Effekte auf der
selektiven Wirkung der sEH-Hemmung basieren, wurde eine Reihe weiterer
Versuche durchgefihrt.

Zunachst sollte ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem, durch die sEH-
Hemmung erzielten Effekt, um eine unspezifische Wirkung der Substanz ACU
handelt. Zu diesem Zweck wurden die Versuche in An- bzw. Abwesenheit der
Substanz DCU, ebenfalls einem selektiven Hemmer der sEH, durchgefihrt.

Die Hemmung der sEH durch DCU beeinflusste die endotheliale Kalziumantwort in
derselben Weise wie zuvor ACU (Abb. 7).
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Abb. 7: Die Hemmung der sEH durch DCU potenziert den Bradykinin-induzierten
Kalziumeinstrom in humanen, CYP 2C9-tuberexprimierenden Endothelzellen. HUVEC P1 wurden
mit CYP 2C9 Sense (CYP 2C9) bzw. Antisense (CTL Virus) kodierenden Adenoviren infiziert. 48
Stunden nach der Infektion erfolgte die Beladung der Zellen mit Fura 2-AM (3 pmol/L; 30 Minuten).
Die Experimente wurden in kalziumfreier HEPES Tyrode-Losung durchgefiihrt. Bradykinin (10 nmol/L)
wurde nach 100 Sekunden hinzugegeben, Kalzium (1,5 mmol/L) nach 400 Sekunden. Die
Experimente wurden in An- bzw. Abwesenheit von DCU (1 pmol/L; Inkubation fir zweimal 15 Minuten
in phosphatfreier HEPES Tyrode-Lésung bei 37°C/pH 7,4) ausgefihrt. Dargestellt ist die statistische

Zusammenfassung von jeweils 5 voneinander unabhangigen Versuchen. *P<0,05 DCU vs. Solvent.



3.2.3. Effekt von Elaidamid auf den Bradykinin-induzierten Kalzium-

einstrom

Neben Eigeneffekten der Substanz ACU sollte zudem ausgeschlossen werden, dass
die Wirkungen der sEH-Hemmung auf der charakteristischen Struktur der Hemmer
von Epoxydhydrolasen basieren.

Wie in der Einleitung erlautert, spielt die mEH, im Gegensatz zur sEH, nur eine
untergeordnete Rolle in der Metabolisierung von EET, allerdings weisen die Hemmer
von sEH und mEH eine hohe Strukturahnlichkeit auf (Morisseau und Hammock,
2005; Morisseau et al., 2002).

Aus diesem Grund wurden die Versuche mit Elaidamid, einem spezifischen Hemmer
der mEH (Morisseau et al., 2002), durchgefihrt, um die Selektivitat der Hemmer von
Epoxydhydrolasen zu prifen.

Im Gegensatz zu der Blockade der sEH nahm die Hemmung der mEH keinen
Einfluss auf die Bradykinin-vermittelte Kalziumantwort der CYP 2C9-Uberexprimie-
renden Endothelzellen (Abb. 8).
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Abb. 8: Die Hemmung der mEH zeigt keinen Effekt auf den Bradykinin-induzierten
Kalziumeinstrom. HUVEC P1 wurden mit CYP 2C9 Sense (CYP 2C9) bzw. Antisense (CTL Virus)
kodierenden Adenoviren infiziert. 48 Stunden nach der Infektion wurden die Zellen mit Fura 2-AM (3
pmol/L; 30 Minuten) beladen, daraufhin wurde die Bradykinin-induzierte (10 nmol/L; Zugabe nach 100
Sekunden) Kalziumantwort bestimmt. Die Messungen wurden in kalziumfreier HEPES Tyrode-Lésung
begonnen, 400 Sekunden nach Beginn wurde eine Kalzium-enthaltende Ldsung (1,5 mmol/L)
hinzugegeben. Die Experimente wurden in An- bzw. Abwesenheit von Elaidamid (1 ymol/L; Inkubation
fur zweimal 15 Minuten in phosphatfreier HEPES Tyrode-Ldsung bei 37°C/pH 7,4) durchgefuhrt. Die

Darstellung fasst die Ergebnisse von 5 unabhangigen Messungen zusammen.



3.2.4. Effekt von 14,15-Epoxyeicosa-5(Z)-Enoicsaure (14,15-EEZE)

auf den Bradykinin-induzierten Kalziumeinstrom

Um sicher zu stellen, dass die beschriebenen Effekte nicht auf weitere unspezifische
Reaktionen zuriickzufiihren sind, wurde die Beeinflussung der basalen [Ca®]; und
der Plateauphase durch 14,15-EEZE, einen spezifischen EET-Antagonisten
(Gauthier et al., 2002), untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die durch ACU-induzierte Erhéhung des Plateaus in
CYP 2C9 Sense-uberexprimierenden Endothelzellen nach Zugabe von 14,15-EEZE
sogar unterhalb des Ausgangsniveaus unterdrickt werden konnte. Die mit dem

Antisense-Virus behandelten Kontrollzellen blieben hiervon unbeeinflusst (Abb. 9).
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Abb. 9: Der EET-Antagonist 14,15-EEZE hebt den potenzierenden Effekt von sEH-Hemmern auf
den Agonisten-induzierten Kalzium-Signaltransduktionsweg auf. HUVEC P1 wurden mit CYP
2C9 Sense (CYP 2C9) bzw. Antisense (CTL Virus) kodierenden Adenoviren infiziert. 48 Stunden nach
der Infektion wurden die Zellen mit Fura 2-AM (3 pmol/L; 30 Minuten) beladen und die Bradykinin-
vermittelte (10 nmol/L; Zugabe nach 100 Sekunden) Kalziumantwort bestimmt. Die Experimente
wurden primar in kalziumfreier HEPES Tyrode-Lésung durchgefihrt, nach 400 Sekunden wurde eine
Kalzium-enthaltende Lésung (1,5 mmol/L) hinzugegeben. Die Experimente wurden in Ab- oder
Anwesenheit von ACU (1 pumol/L; Inkubation fiir zweimal 15 Minuten in phosphatfreier HEPES Tyrode-
Lésung bei 37°C/pH 7,4) und 14,15-EEZE (10 pmol/L; Inkubation flr zweimal 15 Minuten in
phosphatfreier HEPES Tyrode-Losung bei 37°C/pH 7,4) vollzogen. Die Darstellung zeigt die
Zusammenfassung von 6-11 unabhangigen Messungen. ***P<0,001 ACU vs. ACU + EEZE.



3.2.5. Effekt von Rp-Adenosin-3,5-zyklisches Monophosphorothioat

(Rp-cAMPs) auf den Bradykinin-induzierten Kalziumeinstrom

Es ist allgemein anerkannt, dass zahlreiche Effekte von EET in Endothelzellen durch
die Erhdhung der zytosolischen Konzentration von cAMP und der daraus resul-
tierenden Aktivierung der PKA (Imig et al, 1999; Wong et al., 1997) vermittelt
werden. So ist die EET-bedingte Aktivierung der PKA von entscheidender Bedeutung
fur den EET-vermittelten Anstieg in der Cyclooxygenase-Expression. Um zu
analysieren, ob die Aktivierung der PKA in die EET-vermittelten Veranderungen des
Bradykinin-induzierten Kalziumeinstroms involviert ist, wurde die PKA in den
folgenden Versuchen mit dem spezifischen PKA-Hemmer Rp-cAMPs (Wang et al.,
1991) gehemmt.

Die Inkubation von CYP 2C9-uberexprimierenden Zellen mit Rp-cAMPs flhrte zu
einer kompletten Unterdrickung des Effektes der sEH-Hemmung auf den Bradykinin-
induzierten transmembrandsen Kalziumeinstrom, wobei die mit dem Kontrollvirus
behandelten Endothelzellen unbeeinflusst blieben (Abb. 10).
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Abb. 10: Die Hemmung der PKA hebt den potenzierenden Effekt von sEH-Hemmern auf den
Bradykinin-induzierten Kalziumeinstrom auf. HUVEC P1 wurden mit CYP 2C9 Sense (CYP 2C9)
bzw. Antisense (CTL Virus) kodierenden Adenoviren infiziert. Die Beladung mit Fura 2-AM (3 umol/L;
30 Minuten) erfolgte 48 Stunden nach der Infektion. Die Experimente wurden in kalziumfreier HEPES
Tyrode-Losung durchgeflhrt. Bradykinin (10 nmol/L) wurde nach 100 Sekunden hinzugegeben,
Kalzium (1,5 mmol/L) nach 400 Sekunden. Die Experimente wurden in Ab- oder Anwesenheit von
ACU (1 pmol/L; Inkubation fir zweimal 15 Minuten in phosphatfreier HEPES Tyrode-Lésung bei
37°C/pH 7,4) und Rp-cAMPs (10 uymol/L; Inkubation fiir zweimal 15 Minuten in phosphatfreier HEPES
Tyrode-Losung bei 37°C/pH 7,4) ausgefiihrt. Die Ergebnisse sind als statistische Zusammenfassung
von jeweils 6-9 voneinander unabhangigen Versuchen dargestellt. **P<0,01 ACU vs. ACU + Rp-
CcAMPs.



3.3. Effekt der CYP-Expression auf den Bradykinin-induzierten Kalzium-

einstrom in humanen Umbilikalvenen.

Die oben beschriebenen Daten belegen, dass EET an der Regulation des kapa-
zitiven Kalziumeinstroms beteiligt sind. Um jedoch die physiologische Relevanz
unserer Ergebnisse beurteilen zu konnen, wurde untersucht in welchem Male die
Bradykinin-induzierte Kalziumantwort in humanen Umbilikalvenen durch CYP 2C

beeinflusst wird.

Die Bradykinin-induzierte Kalziumantwort wurde hierzu an Ringen isolierter
endothelintakter Umbilikalvenen bestimmt, die mit einem Gewebekleber (Derma-

bond) auf Quarzglasplattchen fixiert wurden.

Die Inkubation mit ACU fuhrte in den CYP 2C-exprimierenden Endothelzellen der
Umbilikalvenen zu einem Anstieg des Kalziumeinstroms wahrend der Plateauphase.
Die Inkubation dieser Venen mit ACU in Verbindung mit Miconazol, einem un-
spezifischen Hemmer von CYP-Epoxygenasen, senkte den Kalziumeinstrom
wahrend der Plateauphase auf das Niveau der Endothelzellen der Kontrollvenen
(Abb. 11B). Dahingegen beeinflussten weder ACU noch Miconazol die basale [Ca?*];
sowie die Bradykinin-vermittelte Kalziumantwort der Endothelzellen der Kontroll-
venen (Abb. 11B).
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Abb. 11 (A-B): Die Hemmung der sEH durch ACU potenziert den Bradykinin-induzierten
Kalziumeinstrom in humanen, CYP 2C-exprimierenden Endothelzellen. A: CYP 2C aus Gesamt-
RNA in Endothelzellen aus Umbilikalarterien (A) und Umbilikalvenen (V). B: Ringe isolierter
endothelintakter Umbilikalvenen wurden mit Gewebekleber (Dermabond) auf Quarzglasplattchen
fixiert. Die Experimente wurden in kalziumfreier HEPES Tyrode-Lésung durchgefihrt. Bradykinin (10
nmol/L) wurde nach 100 Sekunden hinzugegeben, eine Kalzium-enthaltende Lésung (1,5 mmol/L)
nach 400 Sekunden. Die Experimente wurden in Ab- oder Anwesenheit von ACU (1 umol/L;
Inkubation fiir zweimal 15 Minuten in phosphatfreier HEPES Tyrode-L6sung bei 37°C/pH 7,4) und
Miconazol (10 ymol/L; Inkubation fiir zweimal 15 Minuten in phosphatfreier HEPES Tyrode-Ldsung bei
37°C/pH 7,4) ausgefiihrt.



4. Diskussion

Die in nativen Endothelzellen exprimierten CYP-Epoxygenasen synthetisieren aus
der Arachidonsaure vier Regioisomere der EET, die durch Aktivierung verschiedener
Signalwege vielfaltige Effekte auf die vaskulare Homdostase ausuben. So wurden
EET proliferative, angiogenetische, antiaggregatorische, antiapoptotische und anti-
inflammatorische Eigenschaften zugesprochen. In der vorliegenden Arbeit sollte
untersucht werden inwieweit EET neben K¢, auch den Agonisten-induzierten
Kalziumeinstrom beeinflussen.

Die Expression der CYP-Epoxygenasen wird durch eine Vielzahl von physikalischen
(pulsatile oder zyklische Dehnung) und pharmakologischen Stimuli reguliert. Die in
der vorliegenden Studie erhobenen Befunde demonstrieren zum einen, dass sowohl
die Induktion der CYP 2C-Enzym-Expression durch Nifedipin, als auch die Uber-
expression der Epoxygenasen zu einer Steigerung des kapazitiven Kalziumeinstroms
fuhren. Zum anderen unterstreicht die Arbeit die zentrale Rolle der sEH fur die

Regulation der biologischen Aktivitat von EET.

Zahlreiche Studien belegen die Bedeutung der EET in der Regulation der [Ca®']; in
nicht-erregbaren Zellen. Sie zeigen die Modulation des Agonisten-induzierten
Kalziumeinstroms in verschiedenen Zelltypen, einschliel3lich Endothelzellen, Throm-
bozyten, Fibroblasten, glatten Muskelzellen und Zellen der Hypophyse, so genannten
Pituizyten (Alonso-Torre et al., 1993; Alvarez et al., 1991; Fang et al., 1999; Snyder
et al., 1986). Doch trotz dieser Evidenz besteht kein Konsens uber die Rolle der EET
in der Modulation der [Ca®'], und welche Komponente der Agonisten-vermittelten

Kalziumantwort durch EET beeinflusst wird.

Dies liegt zum einen darin begrindet, dass zahlreiche Autoren Zellen verwenden, die
kaum CYP-Expoxygenasen exprimieren. Ursachlich hierfur ist, dass die Expression
der CYP 2C-Isoformen, die in nativen Endothelzellen deutlich exprimiert werden,
nach 24-stindiger Kultivierung rapide abnimmt (Popp et al., 1996). Um diesem
Argumentationspunkt von vornherein entgegenzuwirken, wurde die endogene Ex-
pression von CYP 2C in den verwendeten Endothelzellen mittels Nifedipin oder

durch ein adenoviral-vermitteltes CYP 2C9-Uberexpressionssystem erhoht.



Zum anderen wird die Aussagekraft dadurch eingeschrankt, dass die Datenlage in
einem Groldteil der Falle auf der Verwendung von unspezifischen CYP-Induktoren,
wie B-Naphtoflavon (Graier et al., 1995), Dexamethason oder Clofibrat (Hoebel et al.,
1997) basiert. Da hierbei die CYP-Expression nicht auf einem Uberexpressions-
system beruht, sondern auf pharmakologischer Induktion, kénnen unspezifische
Effekte nicht ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden
Studie die Expression des CYP 2C-Proteins nicht nur mit Hilfe pharmakologischer
Substanzen erhoht, sondern das CYP 2C-Protein auch adenoviral-vermittelt Gber-

exprimiert.

Die durch Agonisten-vermittelte Erhdhung der [Ca?*]; fiihrt zu einer Aktivierung von
Kca, deren erhohte C)ffnungswahrscheinlichkeit letztendlich eine endotheliale Hyper-
polarisation zur Folge hat.

In diesem Zusammenhang liegt ein weiteres Problem der Verwendung pharmako-
logischer Inhibitoren begriindet - die meisten Studien basieren auf der Verwendung
von unspezifischen CYP-Hemmern, wie Miconazol, Clotrimazol, Econazol oder
Tioconazol. Diese Substanzen hemmen neben den verschiedenen CYP-Enzymen
allerdings auch K¢, (Alvarez et al., 1991). Eine Hemmung von Kca vermindert den
kapazitiven Kalziumeinstrom, da eine Membranhyperpolarisation die treibende Kraft
fur den Kalziumeinstrom erhoht (Luckhoff und Busse, 1990). Aus diesem Grund
wurde in der vorliegenden Arbeit Sulfaphenazol, ein spezifischer CYP 2C9-Hemmer,

verwendet.

Neben der Produktion von vasoaktiven Arachidonsaurederivaten sind die CYP-
Epoxygenasen eine biologisch relevante Quelle von Superoxidanionen, Wasser-
stoffperoxid und Hydroxylradikalen (Fleming et al., 2001). Sauerstoffradikale

beeinflussen jedoch die [Ca®']

auf vielfaltige Weise. So belegen Studien, dass
Sauerstoffradikale in der Lage sind, eine Kalziumfreisetzung sowohl aus intra-
zellularen Speichern als auch einen Kalziumeinstrom aus dem Extrazellularraum zu
induzieren (Graier et al., 1998).

Um die Problematik, ob die beschriebenen CYP-vermittelten Effekte bezlglich der
[Ca®*], auf der Bildung von EET oder auf der Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies beruhen, zu entkraften, wurde fur die Durchfihrung der Versuche

14,15-EEZE, ein spezifischer EET-Antagonist, verwendet. Zusatzlich wurden die



Versuche mit ACU, einem spezifischen Hemmer der sEH, durchgefuhrt und somit
indirekt, durch erhdhte Bioverfligbarkeit der EET, die Spezifitat sichergestellt.

Durch Kombination der genannten Methoden und Verwendung von spezifischen
Hemmern konnte die Modulation des Agonisten-induzierten Kalziumeinstroms durch

EET belegt werden.

Im zellularen Niveau entstammt Kalzium aus zwei verschiedenen Orten - von
extrazellular und intrazellular. Extrazellular durch Passieren von Kanalen, die die
Plasmamembran durchspannen, intrazelluldar aus internen Speichern im Endo-
plasmatischen oder Sarkoplasmatischen Retikulum. Nach Stimulation von Endothel-
zellen mit einem Agonisten kommt es initial zu einer Freisetzung von Kalzium aus
den internen Speichern, sekundar zu einem Einstrom von Kalzium aus dem Extra-
zellularraum.

Beim Studium der Datenlage wird offenbar, dass keine Einigkeit dariber besteht, ob
der EET-vermittelte Anstieg der [Ca®']i aus einer Entleerung der intrazelluldren
Speicher oder einem verstarkten kapazitiven Kalziumeinstrom resultiert. So belegen
Studien zum einen eine EET-vermittelte Freisetzung aus intrazellularen Speichern
(Madhun et al., 1991; Snyder et al., 1986) und zum anderen eine EET-vermittelte
Beeinflussung des kapazitiven Kalziumeinstroms mit (Fang et al., 1999; Graber et al.,
1997; Graier et al., 1995) und ohne (Vriens et al., 2005; Watanabe et al., 2003)
vorherige Entleerung der intrazellularen Speicher.

Ein Grund fur die Kontroverse kdnnte darauf zurickzufuhren sein, dass die meisten
Veroffentlichungen auf einer exogenen Applikation von EET beruhen und nur ein
geringer Teil der Studien die zellularen Konsequenzen von endogen-gebildeten EET,
bedingt durch CYP-Induktoren wie Clofibrat (Hoebel et al., 1997), Dexamethason
und B-Naphtoflavon (Graier et al., 1995), untersuchen. Durch intrazellulare Komparti-
mentierung kann der Syntheseort von Substanzen und damit der Wirkort
entscheidenden Einfluss auf die Wirkungsweise haben.

Aufgrund dieser Tatsache basiert die vorliegende Arbeit auf einer Steigerung der
endogenen Produktion von EET, einerseits durch adenoviral-vermittelte
Uberexpression und andererseits durch pharmakologische Induktion des CYP 2C-
Proteins. Um gezielt zwischen einer Entleerung der intrazellularen Kalziumspeicher
und dem kapazitiven Kalziumeinstrom, also einem Kalziumeinstrom aus dem

extrazellularen Raum, zu differenzieren, wurden in der vorliegenden Studie die



Untersuchungen in An- und Abwesenheit von extrazellularem Kalzium durchgefihrt.
Durch Zusammenfassung dieser Ansatze konnte gezeigt werden, dass endogen-
gebildete EET die [Ca®']; durch die Verstarkung des kapazitiven Kalziumeinstroms

beeinflussen.

Nachdem in der vorliegenden Arbeit die Frage geklart werden konnte, welche Phase
des kapazitiven Kalziumeinstroms durch EET beeinflusst wird, ist bis heute nicht
genau geklart, wie EET ihre Effekte auf die intra- und extrazellulare Signaltrans-
duktion initiieren. Obwohl EET als intrazellulare Signaltransduktionsmolekile zu
werten sind (Fleming, 2001; Roman, 2002), bleibt der Signalweg auf molekularer
Ebene weiter unklar. Im Wesentlichen werden zwei Modelle der EET-vermittelten
Zellaktivierung vorgeschlagen. Das erste Modell geht von der Existenz eines spezi-
fischen EET-Rezeptors aus (Wong et al., 2000; Wong et al., 1997; Wong et al.,
1993). Das zweite Modell postuliert, unter Bertcksichtigung der lipophilen Natur der
EET, eine Inkorporation von EET in die Plasmamembran mit konsekutiver Beein-
flussung der Offnungswahrscheinlichkeit von Kanalen (Chen et al., 1999; Zhang et
al., 2001) und Interaktion mit anderen Effektormolekulen, wie zum Beispiel der ADP-
Ribosyltransferase (Li et al., 1999), dem kleinen G-Protein Ras (Muthalif et al., 2001)
und der PKA (Imig et al., 1999).

Trotz intensiver Forschung und zahlreicher Hypothesen bleiben die Signaltrans-
duktionsmechanismen, sowohl bezuglich eines EET-Rezeptors als auch eines
Bindungsproteins, schwer greifbar. Nichts desto trotz basieren zahlreiche Wirkungen
von EET auf einem Anstieg der intrazellularen Konzentration von cAMP, welcher
konsekutiv zu einer Aktivierung der PKA fuhrt. So konnte zum Beispiel gezeigt
werden, dass die 11,12-EET-vermittelte Aktivierung der PKA einen entscheidenden
Mechanismus in der Vasodilatation von juxtamedullaren Nephronen darstellt (Imig et
al., 1999). Weiterhin belegt die bestehende Datenlage in diesem Zusammenhang
auch eine PKA-vermittelte Rolle in der Regulation des kapazitiven Kalziumeinstroms
in verschiedenen Zelltypen. So scheint die PKA den kapazitiven Kalziumeintritt in
menschlichen Lymphozyten zu modulieren und hierbei eine wichtige Rolle in der
Feinregulation inne zu haben (de la Rosa et al.,, 2001). In Astrozyten konnte
ebenfalls ein positiver Zusammenhang der cAMP-vermittelten Aktivierung der PKA
mit dem kapazitiven Kalziumeinstrom hergestellt werden (Ju et al., 2003).

Interessanterweise konnte ebenfalls in Astrozyten gezeigt werden, dass EET eine



Komponente des CIF darstellen und somit an der Regulation des kapazitiven
Kalziumeinstroms beteiligt sind (Rzigalinski et al., 1999).

Die Beteiligung der EET-vermittelten PKA Aktivierung am endothelialen Kalzium-
einstrom wird durch die Daten der vorliegenden Arbeit untermauert. So fuhrte die
Inkubation von CYP 2C9-Uberexprimierenden Zellen mit Rp-cAMPs, einem Hemmer
der PKA, zu einer Unterdrickung des Effektes der sEH-Hemmung auf den

Bradykinin-induzierten Kalziumeinstrom.

Im Rahmen der Diskussion der mdglichen Signaltransduktionswege der EET muss
naher auf die Frage eingegangen werden, welche Kanale mégliche Kandidaten des
kapazitiven Kalziumeinstroms darstellen. Die Hypothese geht davon aus, dass die
Entleerung der intrazellularen Kalziumspeicher einen Kalziumeintritt durch SOC
triggert. Die molekulare Struktur dieser Kanale ist jedoch weiterhin unbekannt. Zahl-
reiche Kandidaten wurden als SOC vorgeschlagen (Nilius, 2003). Die meisten, der
modglichen Kandidaten, sind Mitglieder der kirzlich entdeckten Superfamilie der TRP-
Kanale. Zahlreiche Mitglieder dieser Familie werden in Endothelzellen exprimiert. So
haben knockout-Modelle von TRPC4 bewiesen, dass dieser Kanal funktionell in die
Regulation des kapazitiven Kalziumeinstroms und der endothelabhangigen
Vasodilatation eingebunden ist (Nilius, 2003). Um die Hypothese, dass EET als CIF
agieren mit dem Konzept, dass der Kalziumeinstrom anhand von TRP-Kanalen
vermittelt wird, in Einklang zu bringen, war es notwendig die Effekte von EET auf
TRP-Kanale zu untersuchen. In diesem Zusammenhang belegen Studien, dass
Lipidmediatoren in der Lage sind die Leitfahigkeit von TRP-Kanale zu modulieren -
Arachidonsdure und Anandamid erhdéhen die Offnungswahrscheinlichkeit der
TRPV4-Kanale durch Bildung von 5,6-EET (Watanabe et al., 2003). Sowohl die
Induktion der CYP-Expression, als auch die Hemmung der sEH flhren hierbei zu
einer Steigerung der Leitfahigkeit von TRP-Kanalen (Vriens et al., 2005). Der zu

Grunde liegende Mechanismus ist allerdings bislang ungeklart.

Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass fast alle TRP-Proteine in Sequenz-
vergleichen putative Phosphorylierungsstellen fir die PKA als auch die PKC
(Mohapatra und Nau, 2003; Bhave et al., 2003) zeigen. In Bezug auf den TRPV1-
Kanal (De Petrocellis et al., 2001; Distler et al., 2003) sowie den TRPV2-Kanal

(Stokes et al., 2004) konnte hierbei ein PKA-vermittelter Anstieg des kapazitiven



Kalziumeinstroms gezeigt werden. Da fur EET die Aktivierung diverser Kinasen,
insbesondere der PKA, beschrieben ist, konnte somit eine EET-abhangige
Aktivierung der PKA die Phosphorylierung und konsekutiv die Aktivitat von TRP-
Kanalen modulieren.

In diesem Zusammenhang lag es nahe fir den TRPV4-Kanal eine PKA-abhangige
Phosphorylierung zu untersuchen. In hier nicht gezeigten Ergebnissen der Arbeits-
gruppe konnte zwar eine basale Phosphorylierung von TRPV4 gezeigt werden, die
jedoch weder durch PKA-Aktivatoren noch durch PKA-Hemmer verandert wurde.
Vorlaufigen Resultaten zufolge, konnte auch fur TRPC3 und TRPC6 auler einer
Phosphorylierung unter basalen Bedingungen weder eine PKA-abhangige noch eine
CYP 2C-vermittelte Veranderung des Phosphorylierungsgrades nachgewiesen
werden (Fleming et al., paper in revision).

Die Phosphorylierung eines Proteins stellt natirlich nur eine der zahllosen
Mdglichkeiten der Regulation von lonenkanalen und im Besonderen von TRP-
Kanalen dar. Im Falle der haufig konstitutiv-aktiven TRP-Kanale scheint hier
insbesondere die intrazellulare Translokation eine Rolle in der Modulation des

kapazitiven Kalziumeinstroms einzunehmen.

Nach Diskussion der in Frage kommenden Kanale des kapazitiven Kalziumeinstroms
bleibt der Mechanismus zu klaren, wie der Fullungsgrad der intrazellularen
Kalziumsspeicher die Offnungswahrscheinlichkeit der SOC in der Plasmamembran
reguliert. Die bestehenden Hypothesen kdnnen folgendermalien zusammengefasst
werden: (1) ein l6sliches Molekll, der so genannte CIF, der SOC in der
Plasmamembran aktiviert, (2) die Translokation von SOC-enthaltenden Vesikeln in
die Plasmamembran, (3) die physikalische Interaktion zwischen SOC der Plasma-
membran und |P3-Rezeptoren der Membran der intrazellularen Kalziumspeicher
(Rosado et al., 2005).

In Bezug auf die physikalische Interaktion zwischen der Plasmamembran und dem
IPs-Rezeptor wird im klassischen Modell (conformational coupling hypothesis) davon
ausgegangen, dass das Endoplasmatische Retikulum raumlich nah genug bei der
Plasmamembran liegt, um eine konstitutive Protein-Protein-Interaktion zwischen dem
Rezeptor und dem SOC sicherzustellen (Berridge, 1995). Ein Protein-Protein-
Interaktionsmodell schlagt in diesem Zusammenhang den IP3;-Rezeptor im Endo-

plasmatischen Retikulum und den IP4-Rezeptor in der Plasmamembran vor (lrvine,



1990). Diese Hypothese ist Ubereinstimmend mit kirzlich erhobenen Befunden zur
Aktivierung des kapazitiven Kalziumeinstroms durch ein Protein, welches die Ver-
bindung zwischen dem IP3-Rezeptor und dem TRPC3-Kanal zum einen induziert und
zum anderen stabilisiert (Treves et al., 2004). Der IP3-Rezeptor agiert in diesem
Modell als Kalziumsensor und seine N-terminale Domaine wird fiir die Offnung von
SOC in der Plasmamembran herangezogen (Kiselyov et al., 1999), der zu Grunde
liegende Mechanismus bleibt zu detektieren.

Eine Modifikation dieses Modells propagiert eine Aktivierung von SOC durch
Verlagerung von Teilen des Endoplasmatischen Retikulums in Richtung der Plasma-
membran (de novo conformational coupling model) und bietet somit die Moglichkeit
der reversiblen Interaktion von IP3-Rezeptoren und SOC (Rosado und Sage, 2000).
Im Falle von TRPC1 wird dieses Modell als Grundlage einer Beteiligung am
kapazitiven Kalziumeinstrom gesehen (Rosado und Sage, 2000). Das Zytoskelett
scheint hierbei eine modulierende Funktion in Bezug auf die Lokalisation der TRP-
Kanale einzunehmen (Lockwich et al., 2001). Die in der vorliegenden Arbeit ge-
zeigten Ergebnisse konnten moglicherweise auf eine EET-vermittelte Reorganisation
des Zytoskeletts zurlckzufuhren sein.

Darlber hinaus gibt es Veroffentlichungen, die den kapazitiven Kalziumeinstrom
dadurch erklaren, dass es infolge der Entleerung des Endoplasmatischen Retikulums
zu einer Fusion von Membranvesikeln mit der Plasmamembran kommt (secretion-like
coupling model). Diese Vesikel enthalten SOC, wodurch es durch die erhdhte Dichte
der Kanale in der Zellmembran zu einem erhdhten Kalziumeinstrom kommt (Fasolato
et al., 1993). So konnte in Neuronen eine Wachstumsfaktor-induzierte Translokation
von TRPCS5 (Bezzerides et al, 2004) und in Endothelzellen eine Carbachol/
Thapsigargin-induzierte Translokation von TRCP3 (Cayouette et al., 2004; Singh et
al., 2004) in die Plasmamembran beschrieben werden. Vorlaufige Ergebnisse, die
kurz nach Abschluss dieser Arbeit erhoben wurden, zeigen eine CYP 2C-induzierte
Translokation der TRPC3- und TRPC6-Kanale in die Plasmamembran, ein Effekt der
durch die Hemmung der PKA aufgehoben und durch Hemmung der sEH verstarkt
wird (Fleming et al., paper in revision).

Dieser Ansatz wird anhand kurzlich veroffentlicher Studien unterstitzt, die in diesem
Zusammenhang eine Proteingruppe vorschlagen, die Ubereinkommend den Namen
SNARE erhalten haben. Hierbei handelt es sich um Proteine, die als

Membranerkennungsmolekile und Akzeptoren fur Vesikelwanderung und -fusion



fungieren. Unter den SNARE-Proteinen stellen zum einen SNAP und zum anderen
VAMP Komponenten eines Multiproteinkomplexes dar, die fur die Vesikelfusion mit
der Plasmamembran verantwortlich sind (Duman und Forte, 2003). Moglicherweise
liegt gerade in diesem Proteinkomplex das fehlende Bindeglied: die CYP 2C-
abhangige Translokation von TRPC3-/C6-Kanalen konnte auf eine EET-induzierte
Phosphorylierung von SNARE-Proteinen durch die PKA zurlckzufihren sein, die
konsekutiv zu einer Modulation des kapazitiven Kalziumeinstroms fuhrt. Somit ware
die Funktion der EET eine Induktion der Vesikelfusion und es ergabe sich ein inter-
mediarer Mechanismus zwischen der Exozytose von SOC-enthaltenden Vesikeln mit
der Zellmembran und der Freisetzung eines CIF (Abb. 3). Hieraus ist zu schluss-
folgern, dass die unterschiedlichen Mechanismen fir den kapazitiven Kalzium-
einstrom moglicherweise als koexistent und nicht als Alternativen zu erachten sind,
da viele der Faktoren, die als mogliche CIF diskutiert werden, auch an der Signal-
transduktion beteiligt sind, die zu der Translokation der SOC bzw. der IP3;-Rezeptor-

Anlagerung an die Plasmamembran flhrt (Rosado und Sage, 2000).

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit demonstriert werden, dass
endogen-gebildete EET zu einer Erhdhung der [Ca®'] durch Verstirkung des
kapazitiven Kalziumeinstroms fuhren. Weiterhin unterstreichen die Daten die zentrale
Rolle der sEH fur die Regulation der biologischen Aktivitat von EET und belegen die
Involvierung der PKA in die EET-vermittelte Erhohung des kapazitiven Kalzium-
einstroms. Der Mechanismus, wie der Fullungsgrad der intrazellularen Kalzium-
speicher die Offnungswahrscheinlichkeit der SOC in der Plasmamembran reguliert,
und die Identifikation weiterer in Frage kommender Kanale des kapazitiven

Kalziumeinstroms obliegen weiteren Studien.

Nach Diskussion der molekularen Mechanismen und Signalwege fir den Effekt der
EET auf den kapazitiven Kalziumeinstrom soll zum Abschluss die klinische Relevanz
und die Eingliederung in den Kontext der vaskularen Homdostase dargestellt
werden. Wie bereits in der Einleitung erwahnt, fihrt eine Erhdhung des kapazitiven
Kalziumeinstroms durch Aktivierung von Kca zu einer Hyperpolarisation von Endo-
thelzellen. Diese Hyperpolarisation wird, moglicherweise Uber myoendotheliale gap
junctions, auf die GefalBmuskulatur Gbertragen und fuhrt konsekutiv zu einer Vaso-

dilation von vaskularen glatten Muskelzellen (Quilley und McGiff, 2000). Wahrend in



gesunden Gefallen besonders NO und PGl, potente Vasodilatatoren darstellen, ist
gerade in der Mikrozirkulation und in atherosklerotischen Gefalden durch eine
verminderte Bioverfugbarkeit von NO bei endothelialer Dysfunktion die EDHF-vermit-
telte Vasodilatation von entscheidender Bedeutung. Hier nicht gezeigte Ergebnisse
der Arbeitsgruppe belegen, dass EET in Koronararterien des Schweins die Kriterien
eines klassischen EDHF erfullen und in diesen Gefalken einen Groliteil der EDHF-
vermittelten Relaxation vermitteln (Fisslthaler et al., 1999). Durch die EET-vermittelte
Erhohung des Agonisten-induzierten Kalziumeinstroms und der dadurch verbes-
serten endothelabhangigen Relaxation ware ein therapeutischer Einsatz von sEH-
Hemmern bei Hypertonikern denkbar. Da EET weiterhin Uber eine antiinflamma-
torische Wirkkomponente verfligen, kénnte es durch den Einsatz von sEH-Hemmern
zu einer Verzogerung der Progression atherosklerotischer GefalRveranderungen
kommen - somit ein hochst eleganter intermediarer Ansatz, um in die Pathogenese

der Hypertonie und der Atherosklerose einzugreifen.



5. Zusammenfassung

Seit den ersten Berichten Uber renale CYP-Enzyme, die den arteriellen Tonus be-
einflussen koénnen, steht die entscheidende Rolle der CYP-Epoxygenasen in der
Modulation der vaskularen Homoostase aulder Frage. Die Verbindung zwischen
CYP-Expression und kardiovaskularen Erkrankungen ist jedoch noch mit Vorbehalt
zu betrachten. Dennoch kann ihre Bedeutung in der Pathogenese der Hypertonie
und Atherosklerose nicht langer ignoriert werden. Ziel der vorliegenden Arbeit war
der Nachweis, inwieweit endogen-gebildete EET an der Regulation des Agonisten-
induzierten Kalziumeinstroms in nicht-erregbaren Endothelzellen beteiligt sind. Da es
in kultivierten Endothelzellen im Gegensatz zu nativen Endothelzellen zu einer
rapiden Reduktion der CYP 2C-Expression kommt, wurde die Expression von CYP
2C zu einem durch die Verwendung eines adenoviral-vermittelten Uberexpressions-

systems und zum anderen durch Nifedipin induziert.

Zunachst fuhrte die Stimulation mit Bradykinin in kultivierten Endothelzellen, die
infolge der Kultivierung das CYP 2C-Protein nicht mehr exprimieren, zu einem
Kalziumeinstrom. Dieser Effekt wurde weder von Sulfaphenazol, einem spezifischen
CYP 2C9-Hemmer, noch von ACU, einem Hemmer der sEH, beeinflusst. Dahin-
gegen flhrte die Hemmung der sEH durch ACU in CYP 2C-exprimierenden Endo-
thelzellen zu einem signifikanten Anstieg der Plateauphase des Bradykinin-
induzierten Kalziumeinstroms. Dieser Effekt konnte sowohl durch Sulfaphenazol als
auch durch 14,15-EEZE, einen EET-Antagonisten, aufgehoben werden. Die Kontroll-
zellen wurden weder von den Substanzen alleine noch in Kombination mit ACU
beeinflusst. Die Verwendung von DCU, einem weiteren spezifischen Hemmer der
sEH, fuhrte ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg der Plateauphase des
Bradykinin-induzierten Kalziumeinstroms in CYP 2C-exprimierenden Endothelzellen
im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die Hypothese der sEH-Hemmer als potente
Modulatoren des EET-vermittelten Kalziumeinstroms wurde weiterhin durch den
Befund belegt, dass die Inkubation mit dem mEH-Hemmer Elaidamid keinen Einfluss
auf die Hohe des Bradykinin-induzierten Kalziumplateaus hatte. Durch die

Untersuchungen in An- und Abwesenheit von extrazellularem Kalzium konnte gezeigt



werden, dass endogen-gebildete EET die [Ca?']; durch Verstarkung des kapazitiven
Kalziumeinstroms beeinflussen.

Die Aufhebung der Effekte durch den PKA-Hemmer Rp-cAMPs lasst auf eine Rolle
der PKA schlieen, der Signaltransduktionsweg bleibt zu klaren.

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in isolierten endothelintakten Umbilikalvenen

belegt die physiologische Relevanz.

In der vorliegenden Studie konnte die Bedeutung der EET in der Regulation des
kapazitiven Kalziumeinstroms und der sEH-Hemmer als potente Modulatoren der
biologischen Aktivitat von EET demonstriert werden. Die Eingliederung in den
Kontext der vaskularen Homoostase und der Pathogenese von kardiovaskularen

Erkrankungen bleibt hochinteressant und zukunftsweisend.



6. Summary

Since the initial reports that renal cytochrome P450 (CYP) enzymes metabolize
arachidonic acid to substances which affect arterial tone, the evidence that CYP
enzymes play a crucial role in the modulation of vascular homeostasis has steadily
increased. Although the link between CYP expression and cardiovascular disease is
currently tentative, numerous studies have suggested that CYP-dependent pathways
are altered in animal models of hypertension and atherosclerosis. As the intracellular
Ca®* concentration is important for the regulation of vascular tone as well as
proliferation, the aim of the present study was to address the role of CYP-derived
epoxyeicosatrienoic acids (EET) in the regulation of agonist-induced Ca?* signaling in

endothelial cells.

A confounding problem has been that although endothelial cells in situ express CYP
2C epoxygenase protein, expression levels decrease rapidly following cell isolation
and culture. Therefore, it was necessary to study CYP-dependent signaling in
endothelial cells using a combination of either CYP 2C induction with nifedipine or
adenoviral overexpression of CYP 2C9. Both approaches resulted in an enhanced
capacitive Ca** entry into endothelial cells in response to agonist stimulation
(bradykinin). The effects were pronounced in cells treated with inhibitors of the
soluble epoxide hydrolase (sEH; the enzyme that metabolises EET to their less
active DHET) and were inhibited by the CYP 2C9 inhibitor sulfaphenazole as well as
by the EET antagonist, 14,15-EEZE. The microsomal epoxide hydrolase inhibitor,
elaidamid, had no influence on the bradykinin-induced Ca?* influx into endothelial
cells. Furthermore, experiments in presence and absence of extracellular Ca*
supported the finding that endogenously generated EET regulate the capacitative
Ca?* entry and have no significant influence on the release of Ca* from intracellular
stores.

The effects of the EET did not appear to be direct as the CYP-dependent increase in
Ca** entry was not observed in cells treated with the protein kinase A inhibitor Rp-
cAMPs, however further investigation into the exact molecular mechanisms involved

is required.



The physiological relevance of the observations made was underlined by the
observation that in endothelium-intact umbilical veins, which express CYP 2C
protein, inhibition of the sEH also augmented the bradykinin-induced capacitive Ca**

influx.

Taken together, the results of the present study demonstrate the importance of EET
in the regulation of the capacitative Ca?* influx. The integration in the context of
vascular homeostasis and pathogenesis of cardiovascular diseases remains exciting

and pivotal.
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8. Anhang

Abkurzungen

ACU
bFGF
BSA
[Ca™],
cAMP
CIF
CYP
DCU
DHET
ECGS/H
EDHF
EET
14,15-EEZE
EGF
FCS
GFP
HETE
HUVEC
IP3

Kea
mEH

NO

1-Adamantyl-3-Cylcohexylurea
basic fibroblast growth factor

bovine serum albumin

intrazellulare Kalziumkonzentration
zyklisches Adenosinmonophosphat
calcium influx factor

Cytochrom P450
N,N-Dicyclohexylurea
Dihydroxytetraensaure

endothelial cell growth supplement mit Heparin aus Rinderhirn
endothelialer hyperpolarisierender Faktor
Epoxyeicosatriensaure
14,15-Epoxyeicosa-5(Z)-Enoicsaure
epidermal growth factor

fetal calf serum

green fluorescent protein
Hydroxyeicosatriensaure

human umbilical vein endothelial cell
Inosit-1,4,5-triphosphat
Kalzium-abhangiger Kaliumkanal
mikrosomale Epoxydhydrolase

Stickstoffmonoxid



PGl,

PKA

PKC

PLC
Rp-cAMPs
sEH

SEM

SOC

tPA

TRP

Prostazyklin

Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phospholipase C

Rp-Adenosin-3,5-zyklisches Monophosphorothioat
I6sliche Epoxydhydrolase

standard error of the mean

store-operated calcium channel

tissue plasminogen activator

transient receptor potential
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