
 
Aus dem Institut für Pharmakologie und Toxikologie 
der Medizinischen Fakultät der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 
(Direktor: Prof. Dr. med. Joachim Neumann) 
 
Sektion Pharmakokinetik 
(Leiter: Prof. Dr. Michael Weiss) 
 
 
 
 
 
 

 
Kinetik der Metabolisierung von Ebastin im Rattenmyokard 

 
 
 
 

Dissertation 
zur Erlangung des akademischen Grades 

Doktor der Medizin (Dr. med.) 
 
 
 

vorgelegt 
der Medizinischen Fakultät 

der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 
 
 

 
 
 
von Susann Elitzer 
 
geboren am 15.07.1987 in Borna 
 
 
 
Gutachter:  Prof. Dr. Michael Weiss 

  Prof. Dr. Ursula Müller-Werdan 

  Prof. Dr. Karsten Schrör, Düsseldorf 

 

Eröffnung des Promotionsverfahrens: 07.05.2013 

Datum der Verteidigung: 29.04.2014 



Referat 

 

Zielsetzung: Ziel dieser Arbeit war es, erste pharmakokinetische Daten zur Metabolisierung von 

Ebastin im Herzmuskel zu liefern und darüber Hinweise auf die Aktivität der myokardialen 

CYP 2J zu erhalten. Dazu wurde, unter Verwendung einer pharmakokinetischen-

pharmakodynamischen Modellierung, die Kinetik der Metabolisierung von Ebastin im 

Herzmuskel unter Normalbedingungen als auch unter verschiedenen Behandlungen untersucht. 

 

Methoden: Für alle Versuchsreihen wurden isoliert perfundierte Rattenherzen in einer 

rezirkulierenden Langendorff-Versuchsapparatur verwendet. Die Experimente erfolgten dabei 

unter Kontroll-Bedingungen, mit verändertem Perfusionsmedium, nach Hypoxie-Einwirkung, 

nach Isoprenalin-Gabe und unter Isoprenalin-induzierter myokardialer Hypertrophie. 

Abschließend wurde die Wirkung eines CYP 2J-Hemmers allein sowie zusammen mit Ebastin 

getestet. In den Perfusatproben wurde die Konzentration von Ebastin und dessen Metaboliten, 

Hydroxyebastin und Carebastin, bestimmt. Die Analyse der Daten erfolgte unter Verwendung 

eines Kompartiment-Modells. Dabei wurden die Geschwindigkeitskonstanten der 

Metabolisierung für die Hydroxyebastin-Bildung, keh, die Carebastin-Bildung, khc, sowie die 

Carebastin-Metabolisierung, kcm, bestimmt. Außerdem wurde der Zeitverlauf der negativ 

inotropen Wirkung in Bezug zu der myokardialen Ebastin-Konzentration gesetzt, um die 

Konzentrations-Wirkungs-Beziehung zu ermitteln.  

 

Ergebnisse: Ebastin wurde zu Hydroxyebastin und dann zu Carebastin metabolisiert. Die 

Hypoxie-Einwirkung führte zu signifikanten Änderungen der Metabolisierungs-Parameter mit 

Abnahme von keh und Zunahme von khc und kcm. Nach akuter Isoprenalin-Wirkung kam es zu 

einer signifikanten Reduktion bei khc und kcm. In den hypertrophen Herzen zeigten sich 

signifikante Unterschiede in den Konzentrations-Zeit-Verläufen von Ebastin, Hydroxy- und 

Carebastin. In Anwesenheit des CYP 2J-Hemmers war eine Metabolisierung von Ebastin zu 

Hydroxyebastin nicht mehr nachweisbar. 

  

Schlussfolgerungen: Mit Hilfe des pharmakokinetischen Kompartiment-Modells lassen sich 

quantitative Ergebnisse zur Metabolisierung von Ebastin im Herzmuskel gewinnen. Dabei kann 

Ebastin als Testsubstanz zur Beurteilung der Aktivität der myokardialen CYP 2J verwendet 

werden. 

 

Elitzer, Susann: Kinetik der Metabolisierung von Ebastin im Rattenmyokard, Halle (Saale), 
Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2013 



 I

Inhaltsverzeichnis 

 

1.  Einleitung .......................................................................................................................... 1 

1.1.  Ebastin ................................................................................................................................ 1 

1.1.1.  Allgemeines ........................................................................................................................ 1 

1.1.2.  Metabolisierung .................................................................................................................. 1 

1.1.3.  Antihistaminika .................................................................................................................. 3 

1.1.4.  Herzwirkung der Antihistaminika ...................................................................................... 4 

1.2.  Cytochrom P 450 ................................................................................................................ 5 

1.2.1.  Allgemeines / Definition .................................................................................................... 5 

1.2.2.  Klassifizierung und Nomenklatur der Cytochrom P 450-Enzyme ..................................... 6 

1.3.  Arachidonsäure ................................................................................................................... 6 

1.3.1.  Metabolisierung durch Cyclooxygenase ............................................................................ 7 

1.3.2.  Metabolisierung durch Lipoxygenase ................................................................................ 9 

1.3.3.  Metabolisierung durch Cytochrom P 450 .......................................................................... 9 

1.4.  EETs ................................................................................................................................. 10 

1.4.1.  Wirkung der EETs ............................................................................................................ 10 

1.4.2.  Metabolisierung der EETs ................................................................................................ 11 

1.5.  CYP 2J2 ........................................................................................................................... 12 

 

2.  Zielstellung ...................................................................................................................... 15 

 

3.  Material und Methodik .................................................................................................. 16 

3.1.  Das Langendorff-Herz ...................................................................................................... 16 

3.1.1.  Prinzip .............................................................................................................................. 16 

3.1.2.  Aufbau der Versuchsapparatur ......................................................................................... 17 

3.1.3.  Präparation der Versuchstiere .......................................................................................... 20 

3.1.4.  Perfusionsmedium ............................................................................................................ 21 

3.2.  Modellierung und Datenanalyse ....................................................................................... 21 

3.2.1.  Pharmakokinetik ............................................................................................................... 21 

3.2.2.  Pharmakodynamik ............................................................................................................ 23 

3.3.  Medikamente und Chemikalien........................................................................................ 23 

3.4.  Experimentelle Protokolle ................................................................................................ 24 

3.4.1.  Ebastin (Kontroll-Experimente) ....................................................................................... 24 

3.4.2.  Ebastin ohne BSA im Puffer ............................................................................................ 25 

3.4.3.  Ebastin nach Hypoxie ....................................................................................................... 25 



 II

3.4.4.  Ebastin nach akuter Isoprenalin-Wirkung ........................................................................ 25 

3.4.5.  Ebastin unter Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie .......................................... 25 

3.4.6.  Ebastin mit CYP 2J-Hemmer und CYP 2J-Hemmer ....................................................... 26 

3.5.  Probenmessung ................................................................................................................. 27 

3.6.  Statistische Analyse .......................................................................................................... 27 

 

4.  Ergebnisse ....................................................................................................................... 28 

4.1.  Ebastin (Kontroll-Experimente) ....................................................................................... 28 

4.2.  Ebastin ohne BSA im Puffer ............................................................................................ 32 

4.3.  Ebastin nach Hypoxie ....................................................................................................... 34 

4.4.  Ebastin nach akuter Isoprenalin-Wirkung ........................................................................ 40 

4.5.  Ebastin unter Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie .......................................... 46 

4.6.  Ebastin mit CYP 2J-Hemmer und CYP 2J-Hemmer ....................................................... 50 

 

5.  Diskussion ....................................................................................................................... 56 

5.1.  Ebastin (Kontroll-Experimente) ....................................................................................... 56 

5.2.  Ebastin ohne BSA im Puffer ............................................................................................ 57 

5.3.  Ebastin nach Hypoxie ....................................................................................................... 58 

5.4.  Ebastin nach akuter Isoprenalin-Wirkung ........................................................................ 60 

5.5.  Ebastin unter Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie .......................................... 61 

5.6.  Ebastin mit CYP 2J-Hemmer und CYP 2J-Hemmer ....................................................... 63 

5.7.  Methodendiskussion ......................................................................................................... 64 

 

6.  Zusammenfassung .......................................................................................................... 67 

 

7.  Literaturverzeichnis ....................................................................................................... 69 

 

8.  Thesen .............................................................................................................................. 80 

 

 

 
 
 
 
 

 



 III

Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb.   Abbildung 

Aca(t)   Carebastin-Endmenge im Herz zum Zeitpunkt t 

Aeb(t)   Ebastin-Endmenge im Herz zum Zeitpunkt t 

Aend   Endkonzentration im Herz 

Ahy(t)   Hydroxyebastin-Endmenge im Herz zum Zeitpunkt t 

AIC   Akaike Information Criterion 

bzw.   beziehungsweise 

Cca(t)   Carebastin-Konzentration zum Zeitpunkt t 

Ceb(t)   Ebastin-Konzentration zum Zeitpunkt t 

Chy(t)   Hydroxyebastin-Konzentration zum Zeitpunkt t 

CVR koronarvaskulärer Widerstand 

CYP 450  Cytochrom P450 

DHETs   Dihydroeicosatriensäuren 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

E(t)   inotroper Effekt 

E0   Grundlinien-Effekt 

EC50   benötigte Konzentration, um 50 % der maximalen Reaktion zu erzielen 

EDHFs   endothelial derived hyperpolarizing factors 

EETs   Epoxyeicosatriensäuren  

EKG   Elektrokardiogramm 

EM   Estimation-Maximization 

et al.    (et alii), und andere 

g   Gramm 

h   Stunde 

HETEs   Hydroxyeicosatetransäuren 

HR Herzfrequenz 

kcm   Geschwindigkeitskonstante der Carebastin-Metabolisierung 

keh   Geschwindigkeitskonstante der Hydroxyebastin-Bildung 

kg   Kilogramm 

khc   Geschwindigkeitskonstante der Carebastin-Bildung 

KHK   koronare Herzkrankheit 

kin,c   Carebastin-Aufnahme-Geschwindigkeitskonstante  

kin,e   Ebastin-Aufnahme-Geschwindigkeitskonstante  

kin,h   Hydroxyebastin-Aufnahme-Geschwindigkeitskonstante  



 IV

kout,c   Carebastin-Abgabe-Geschwindigkeitskonstante  

kout,e   Ebastin-Abgabe-Geschwindigkeitskonstante  

kout,h   Hydroxyebastin-Abgabe-Geschwindigkeitskonstante  

LOX   Lipoxygenase 

LVDP   sich entwickelnder linksventrikulärer Druck 

LVDP(t)  LVDP zum Zeitpunkt t 

LVEDP  linksventrikulärer enddiastolischer Druck 

LVSP   linksventrikulärer systolischer Druck 

M   Molar 

mg   Milligramm 

min   Minute 

ml   Milliliter 

MLEM   Maximum-Likelihood-Schätzung 

mM   Millimolar 

mm   Millimeter 

mmHg   Millimeter Quecksilbersäule 

µg   Mikrogramm 

µl   Mikroliter 

ng   Nanogramm 

PGH2   Prostaglandin H2 

PGHS   Prostaglandin-H-Synthase 

PK/PD   Pharmakokinetik/Pharmakodynamik 

PLA2   Phospholipase A2 

SD   Standardabweichung 

SEM   Standardfehler des Mittelwertes 

Tab.   Tabelle 

tPA   tissue plasminogen activator 

Vres   Reservoir-Volumen  

%   Prozent 

°C   Grad Celsius 

z.B.   zum Beispiel 

 



 1

1. Einleitung 

 

1.1. Ebastin 

 

1.1.1. Allgemeines 

 

Ebastin (4-Diphenylmethoxy-1-[3-(4-terbutylbenzoyl)-propyl]-piperidin) ist ein langwirksamer, 

selektiver H1-Rezeptor-Antagonist der 2. Generation, der von Almirall SA entdeckt und 

entwickelt wurde (Roberts, 1998; Rico et al., 2009). Studien zu Ebastin finden in Europa seit 

1988 und in den USA seit 1991 statt. Nach über 20-jährigem Einsatz in zahlreichen Ländern der 

Erde wurde die Sicherheit und Wirksamkeit von Ebastin ausgiebig demonstriert. Zu den 

klinischen Indikationen gehören beispielsweise neben der saisonalen und ganzjährigen 

allergischen Rhinitis auch die chronisch ideopatische Urtikaria und das allergische Asthma 

(Mattila und Paakkari, 1999; Hurst und Spencer, 2000; Lasseter et al., 2004; Gupta et al., 2005; 

Rico et al., 2009). 

 

 

1.1.2. Metabolisierung 

 

Nach oraler Gabe unterliegt Ebastin einem ausgeprägten First-Pass-Metabolismus in Leber und 

Dünndarm. Dabei wird das an sich wenig aktive Ebastin in seinen pharmakologisch aktiven 

Metaboliten Carebastin und weitere inaktive Metaboliten verstoffwechselt (Abb. 1). 

Verschiedene Cytochrom P450, vor allem CYP 3A und CYP 2J,  sind an diesen Vorgängen 

beteiligt. Die wichtigsten primären Metaboliten sind Desalkyl- und Hydroxyebastin. 

Desalkylebastin entsteht durch N-Dealkylierung von Ebastin, katalysiert durch CYP 3A, 

während Hydroxyebastin durch Hydroxylierung unter Beteiligung von CYP 2J2 gebildet wird. 

Nach anschließender Carboxylierung durch CYP 2J2/3A4 entsteht aus Hydroxyebastin der 

aktive Metabolit Carebastin. Dieser wird durch N-Dealkylierung (CYP 3A4) zu Desalkylebastin 

abgebaut (Hashizume et al., 1998; Hashizume et al., 2001; Hashizume et al., 2002; Liu et al., 

2006). 
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Abb. 1 
Metabolisierung von Ebastin (modifiziert nach Hashizume et al., 2001; Hashizume et al., 2002; 
Liu et al., 2006). 
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1.1.3. Antihistaminika 

 

Histamin, einer der wichtigsten Mediatoren der allergischen Reaktion, wurde Anfang des 20. 

Jahrhunderts entdeckt (Dale und Laidlaw, 1919). 1929 erkannte Dale die Verbindung zwischen 

Histamin und der anaphylaktischen Reaktion (MacGlashan, 2003; Nettis et al., 2005). Das erste 

Antihistaminikum, 929 F (Thymo-Ethyl-Diethylamin), wurde 1937 von Bovet und Staub 

entdeckt (Rico et al., 2009). Im Jahr 1942 beschrieb Halpern das erste Antihistaminikum 

Antergan, das klinisch am Menschen eingesetzt wurde (MacGlashan, 2003; Nettis et al., 2005). 

Histamin vermittelt seine Wirkung über verschiedene Rezeptoren. Bislang sind vier Subtypen 

von Histamin-Rezeptoren beschrieben worden (H1, H2, H3 und H4). Sie gehören alle zu den G-

Protein-gekoppelten-Rezeptoren (Leurs et al., 2002) und unterscheiden sich in Bezug auf 

Lokalisation, Second-messenger und Histamin-bindende Eigenschaften (MacGlashan, 2003). 

H1-Rezeptoren sind in den glatten Muskelzellen des Darms, der Bronchien und Blutgefäße 

lokalisiert. In der Regel werden alle allergischen Reaktionen durch H1-Rezeptoren vermittelt 

(Hill et al., 1997; Nettis et al., 2005). H2-Rezeptoren befinden sich in der Magenschleimhaut, im 

Uterus, im Herzen und Gehirn (Hill et al., 1997). Des Weiteren kommen sie auf 

Entzündungszellen und auf dem Bronchialepithel vor. Die Stimulierung der H2-Rezeptoren 

führt unter anderem zu einer erhöhten Säuresekretion aus den Belegzellen im Magen (Nettis et 

al., 2005). H3-Rezeptoren sind im Gehirn, in den glatten Muskelzellen der Bronchien und in 

postganglionären, cholinergen Nerven in menschlichen Bronchien lokalisiert (Hill et al., 1997; 

Nettis et al., 2005). Auf Neutrophilen, Eosinophilen, Mastzellen und CD4+T-Lymphozyten 

kommen H4-Rezeptoren vor (Nettis et al., 2005). 

Antihistaminika werden nach dem Histamin-Rezeptor, mit dem sie interagieren, bezeichnet. 

Ebastin gehört zur Gruppe der H1-Antihistaminika. Diese werden in Antihistaminika der ersten 

und zweiten Generation differenziert. Erstere (zum Beispiel Chlorpheniramin, Diphenhydramin, 

Promethazin) sind stark lipophil, besitzen ein geringes Molekulargewicht und sind in der Lage, 

die Blut-Hirn-Schranke zu überqueren. Sie binden an zerebrale H1-Rezeptoren und verursachen 

so ihre bekannten Nebenwirkungen im Zentralnervensystem wie Sedierung, Schwindel, 

Konzentrationsstörungen und Beeinträchtigung der Reaktionszeiten (Mattila und Paakkari, 

1999; Taglialatela und Annunziato, 2000; Nettis et al., 2005; Camelo-Nunes, 2006). Außerdem 

werden sie rasch resorbiert und metabolisiert, weshalb sie drei- oder viermal am Tag 

eingenommen werden müssen (Camelo-Nunes, 2006). Ein weiterer Nachteil der 

Antihistaminika der ersten Generation ist ihr Mangel an Selektivität für den H1-Rezeptor. So 

sind sie in der Lage, an Acetylcholin- und Serotonin-Rezeptoren sowie Calcium-Kanäle zu 

binden (Kubo et al., 1987; Hayashi und Hashimoto, 1999; Nettis et al., 2005). Aufgrund ihrer 

Fähigkeit an muskarine Rezeptoren binden zu können, rufen sie anticholinerge Effekte wie 
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Tachykardie, Mundtrockenheit und Harnretention hervor (Kubo et al., 1987; Mattila und 

Paakkari, 1999; Camelo-Nunes, 2006).  

Im Gegensatz dazu besitzen Antihistaminika der zweiten Generation (zum Beispiel Terfenadin, 

Loratadin, Cetirizin, Ebastin) eine lang anhaltende Wirkung mit minimalen Nebenwirkungen. 

Sie haben ein größeres Molekulargewicht, sind sehr hydrophob und gering lipophil, überqueren 

die Blut-Hirn-Schranke nicht und besitzen eine niedrigere Affinität für zerebrale H1-Rezeptoren 

(Mattila und Paakkari, 1999; Taglialatela und Annunziato, 2000; Camelo-Nunes, 2006). Des 

Weiteren verfügen sie über eine höhere Selektivität für H1-Rezeptoren mit geringer oder gar 

keiner Affinität zu muskarinen cholinergen Rezeptoren (Taglialatela und Annunziato, 2000; 

Holgate et al., 2003). Aufgrund ihrer verlängerten Halbwertszeit müssen Antihistaminika der 

zweiten Generation nur ein- oder zweimal am Tag verabreicht werden (Camelo-Nunes, 2006). 

Außerdem zeigen einige von ihnen eine anti-inflammatorische Wirkung (Hayashi und 

Hashimoto, 1999; Leurs et al., 2002; Holgate et al., 2003). Trotz der vielen Vorteile der 

Antihistaminika der zweiten Generation sind auch diese nicht ohne Nebenwirkungen. Zu den 

wichtigsten Problemen zählt die Kardiotoxizität, die zur Rücknahme von Terfenadin und 

Astemizol vom Markt führte (Woosley et al., 1993; Woosley, 1996; Rico et al., 2009). Darüber 

hinaus wurde gezeigt, dass einige der Antihistaminika der zweiten Generation zu Somnolenz 

führen können (Rico et al., 2009). 

 

 

1.1.4. Herzwirkung der Antihistaminika 

 

Trotz des enormen Erfolgs der Antihistaminika der zweiten Generation in der Mitte der 1980er 

Jahre erschienen nach einigen Jahren der weltweiten klinischen Nutzung mehrere Berichte in 

der Literatur, in denen von polymorphen ventrikulären Rhythmusstörungen, den sogenannten 

„Torsades de Pointes“, nach Verabreichung von Terfenadin und Astemizol berichtet wurde 

(Craft, 1986; Davies et al., 1989; Monahan et al., 1990). Beide Stoffe verursachen eine 

Verlängerung des QT-Intervalls im EKG aufgrund der Blockade von kardialen Kalium-Kanälen 

(Valenzuela et al., 1997; Ohtani et al., 1999a; Paakkari, 2002). Dies führt zu einer 

Beeinträchtigung der Repolarisation des Herzens und erhöht das Risiko für ventrikuläre 

Tachykardien (Torsades de Pointes-Tachykardien) (Yap und Camm, 2003; Recanatini et al., 

2005). Diese polymorphe ventrikuläre Tachykardie kann eine Synkope verursachen und 

schlimmstenfalls in Kammerflimmern und plötzlichem Tod enden (Yap und Camm, 2003). 

Allerdings ist die Inzidenz von „Torsades de Pointes“ bei Stoffen, die nicht zu den 

Antiarrhythmika zählen, gering (Viskin, 1999; Darpö, 2001). Sie traten vor allem bei Patienten 

mit erhöhten Plasmaleveln von H1-Rezeptor-Blockern auf. Ursache dafür können eine 

vorsätzliche Überdosierung (Craft, 1986; Davies et al., 1989) oder ein reduzierter Arzneimittel-
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Metabolismus aufgrund von Lebererkrankungen oder der gleichzeitigen Einnahme von 

Medikamenten wie Makrolid-Antibiotika (z.B. Erythromycin) und oralen Antimykotika (z.B. 

Ketoconazol), die die hepatische Metabolisierung der Antihistaminika beeinträchtigen, sein 

(Monahan et al., 1990; Hey et al., 1996; Mattila und Paakkari, 1999; Moss und Morganroth, 

1999). Des Weiteren existieren auch verschiedene prädisponierende Faktoren für die 

Entwicklung von Herzrhythmusstörungen wie eine angeborene oder erworbene Verlängerung 

des QT-Intervalls, ischämische Herzerkrankungen, Bradykardie und Störungen des 

Elektrolythaushalts, vor allem Hypokaliämie und / oder Hypomagnesiämie (Woosley, 1996; 

Yap und Camm, 2003). 
In zahlreichen Studien wurde untersucht, ob Ebastin, welches eine ähnliche chemische Struktur 

und pharmakokinetische Eigenschaften wie Terfenadin besitzt (Ohtani et al., 1999b), ebenfalls 

zu ventrikulären Rhythmusstörungen (Torsades de Pointes), wie sie nach Verabreichung von 

Terfenadin beobachtet worden sind, führen kann. Obwohl gezeigt wurde, dass Ebastin Kalium-

Kanäle von Säugetieren hemmt (Ko et al., 1997; Valenzuela et al., 1997; Ohtani et al., 1999a) 

und nach intravenöser Gabe das QT-Intervall in Meerschweinchen und Ratten verlängert (Hey 

et al., 1996; Ohtani et al., 1999b), sind keine schweren unerwünschten kardialen Wirkungen 

berichtet worden (Wiseman und Faulds, 1996; Moss et al., 1999; Moss und Morganroth, 1999; 

Hurst und Spencer, 2000; Gillen et al., 2001; Lawrence et al., 2006). 

 

 

 

1.2. Cytochrom P 450 

 

1.2.1. Allgemeines / Definition 

 

Cytochrome sind hämhaltige Oxidoreduktasen. Als Oxidoreduktasen werden Enzyme 

bezeichnet, die Redoxreaktionen katalysieren. Sie können in fünf Gruppen eingeteilt werden. 

Die Cytochrom P 450-Enzyme gehören in die Gruppe der Monooxygenasen (Löffler et al., 

2006) und kommen im glatten endoplasmatischen Retikulum und in den Mitochondrien in 

vielen verschiedenen menschlichen Geweben vor, darunter vor allem in der Leber, im Darm, 

der Lunge, den Nieren und der Haut (Park, 2000). Sie haben vielfältige Aufgaben im 

menschlichen Körper und katalysieren unterschiedliche chemische Reaktionen. So sind sie an 

der Biosynthese von Steroidhormonen, der Hydroxylierung von Fettsäurederivaten und der 

Metabolisierung der Arachidonsäure beteiligt (Löffler et al., 2006). Auch die Hydroxylierung 

von Xenobiotika, darunter die meisten Medikamente, gehört zu ihren Aufgaben. An der 

Arzneimittel-Metabolisierung sind hauptsächlich Mitglieder der CYP 1-, CYP 2- und CYP 3-
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Familien beteiligt. Diese katalysieren die Umwandlung der Medikamente in Metabolite, die 

über die Galle oder den Harn ausgeschieden werden können (Park, 2000). 

 

 

1.2.2. Klassifizierung und Nomenklatur der Cytochrom P 450-Enzyme 

 

Die Einteilung der Cytochrom P 450-Enzyme in verschiedene Familien erfolgt anhand ihrer 

Gensequenz. Cytochrom P 450, die in ihrer Gensequenz in mindestens 40 Prozent 

übereinstimmen, werden zu einzelnen Familien zusammengefasst. In den Unterfamilien liegt 

die Übereinstimmung bei mindestens 55 Prozent. Die Nomenklatur der Cytochrome (z.B. CYP 

2J2) orientiert sich an ihrer Einteilung. Zunächst beginnt der Name mit den Buchstaben CYP. 

Die folgende erste Zahl (CYP 2J2) bezeichnet die jeweilige Familie, der folgende 

Großbuchstabe (CYP 2J2) die Unterfamilie. Die letzte Zahl (CYP 2J2) steht für spezifische 

Genprodukte (Coon et al., 1992).  

 

 

 

1.3. Arachidonsäure 

 

Zu den vielfältigen Aufgaben der Cytochrom P 450-Enzyme zählt unter anderem die 

Metabolisierung der Arachidonsäure. Die Arachidonsäure gehört zu den mehrfach ungesättigten 

Fettsäuren und ist Bestandteil vieler Phosphoglyceride. In veresterter Form befindet sie sich in 

Zellmembranen, aus denen sie durch die Aktivierung von Phospholipasen (z.B. zytosolische 

Phospholipase A2) freigesetzt wird und so den unterschiedlichen Metabolisierungswegen 

zugänglich gemacht werden kann (Abb. 2) (Zeldin, 2001; Gross et al., 2005; Nithipatikom und 

Gross, 2010). 
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Abb. 2 
Metabolisierungswege der Arachidonsäure (modifiziert aus Gross et al., 2005; Nithipatikom 
und Gross, 2010). 
 

 

 

1.3.1. Metabolisierung durch Cyclooxygenase 

 

Im ersten Schritt der Prostanoidsynthese erfolgt die Bildung von Prostaglandin H2 (PGH2) aus 

Arachidonsäure mithilfe der Prostaglandin-H-Synthase (PGHS) (Smith et al., 1996; Zeldin, 

2001). In dieser sind eine Cyclooxygenase- und eine Peroxidaseaktivität enthalten. Mithilfe der 

Cyclooxygenase erfolgt die Metabolisierung der Arachidonsäure zu Prostaglandin G2, während 
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die Peroxidase für die anschließende Umwandlung des Prostaglandin G2 in Prostaglandin H2 

verantwortlich ist (Löffler et al., 2006). PGH2 dient als Vorläufer für weitere Prostaglandine, 

Thromboxane und Prostacyclin, die aus Prostaglandin H2 unter Beteiligung verschiedener 

spezifischer Prostaglandin-Synthasen gebildet werden (Abb. 3) (Smith et al., 1996; Zeldin, 

2001; Löffler et al., 2006). 
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Abb. 3 
Prostanoidsssynthese (modifiziert aus Smith et al., 1996; Zeldin, 2001; Löffler et al., 2006). 
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1.3.2. Metabolisierung durch Lipoxygenase 

 

Eine weitere Modifikation der Arachidonsäure erfolgt durch Lipoxygenasen (LOX). Es werden 

drei verschiedene Lipoxygenasen unterschieden. Die 5-Lipoxygenase wurde in 

Schweineleukozyten, im Verdauungstrakt und Thymus, in der Lunge sowie in anderen Zellen 

identifiziert (Breitbart et al., 1996). Sie ist an der Bildung von Leukotrien A4 aus 

Arachidonsäure über 5-Hydroperoxyeicosatetraenoat (5-HPTE) beteiligt (Yamamoto et al., 

2004; Löffler et al., 2006). Aus Leukotrien A4 erfolgt die Synthese der anderen Leukotriene. Die 

Metaboliten der 5-Lipoxygenase haben eine bedeutende biologische Aktivität. Unter anderem 

zählen sie zu den stärksten Konstriktoren der glatten Muskulatur und haben einen 

chemotaktischen Effekt auf Leukozyten (Breitbart et al., 1996). Neben der 5-Lipoxygenase 

existieren außerdem die 12- und 15-Lipoxygenase, die an der Bildung von 12- bzw. 15-

Hydroperoxyeicosatetraen-Säuren (12-, 15-HPETE) beteiligt sind (Breitbart et al., 1996; 

Yamamoto et al., 2004; Löffler et al., 2006). 

 

 

1.3.3. Metabolisierung durch Cytochrom P 450 

 

Die Metabolisierung der Arachidonsäure durch Cytochrom P 450 kann in zwei verschiedene 

Wege eingeteilt werden (siehe auch Abb. 2). Die CYP-ω-Hydroxylasen (vor allem CYP 3A, 4A 

und 4F) führen zur Entstehung von verschiedenen Hydroxyeicosatetransäuren (HETEs), 

einschließlich 19- und 20-HETE, während die CYP-Epoxygenasen (vor allem CYP 2C und 2J) 

an der Bildung von Epoxyeicosatriensäuren (EETs) beteiligt sind (Spector et al., 2004; Gross et 

al., 2005; Spector und Norris, 2007; Nithipatikom und Gross, 2010). Es können vier 

verschiedene regiomere cis-Epoxyeicosatriensäuren (EETs) unterschieden werden: 5,6-EET,  

8,9-EET, 11,12-EET und 14,15-EET, von denen jedes als R, S- oder S, R-Enantiomer vorliegen 

kann, so dass insgesamt acht chemisch verschiedene Verbindungen entstehen (Zeldin, 2001; 

Spector et al., 2004; Iliff und Alkayed, 2009). Alle vier EET-Regioisomere können von jeder 

CYP-Epoxygenase gebildet werden. Jedoch dominieren in der Regel ein oder zwei Produkte, in 

den meisten Fällen 11,12- und 14,15-EET (Spector und Norris, 2007). Beispielsweise produziert 

die im Rattenherzen vorhandene CYP 2J3 zu 41 % 14,15-EET (Wu et al., 1997). Darüber 

hinaus können die zwei Enantiomere einer Epoxyeicosatriensäure unterschiedliche Funktionen 

besitzen. Zum Beispiel produziert die CYP 2J2 der menschlichen Niere gleiche Mengen beider 

11,12-EET-Enantiomere (Wu et al., 1996), aber nur 11(R),12(S)-EET führt zur Relaxierung der 

kleinen Nierenarterien (Spector und Norris, 2007). 
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1.4. EETs 

 

Wie bereits erwähnt, erfolgt die Bildung der EETs unter Beteiligung einer CYP-Epoxygenase 

aus Arachidonsäure, nachdem diese mithilfe einer Phospholipase freigesetzt wurde.  

 

 

1.4.1. Wirkung der EETs 

 

EETs sind autokrine und parakrine Mediatoren. Aufgrund ihres breiten Wirkungsspektrums im 

kardiovaskulären System spielen sie eine wichtige Rolle bei der Regulation von Herz-Kreislauf-

Funktionen (Chaudhary et al., 2009; Nithipatikom und Gross, 2010). Sie verursachen diese 

Effekte in erster Linie durch Beeinflussung des Gefäßsystems und der Nieren (Spector et al., 

2004). EETs funktionieren als EDHFs (Campbell et al., 1996) und besitzen bedeutende 

vasodilatatorische Eigenschaften. Sie führen zur Öffnung von Calcium-aktivierten-K+-Kanälen 

(BKCa). Dies bewirkt eine Hyperpolarisation und Vasodilatation der Gefäße sowie Relaxierung 

der glatten Muskulatur von Gefäßen (Miura und Gutterman, 1998; Oltman et al., 1998; 

Campbell und Harder, 1999; Zhang et al., 2001; Li et al., 2002; Spector und Norris, 2007). Des 

Weiteren spielen EETs und ihre korrespondierenden DHETs bei der Regulation des Blutdrucks 

eine Rolle (Sinal et al., 2000). 

 

Einige CYP-Epoxygenase-Produkte wie 11,12-EET besitzen kardioprotektive Effekte. Sie 

schützen das Myokard vor der schädlichen Wirkung von Ischämie und Reperfusion (Wu et al., 

1997; Yang et al., 2001; Seubert et al., 2004; Gross et al., 2005). Außerdem besitzen sie eine 

protektive Wirkung gegen die Entstehung von postischämischen EKG-Veränderungen (Batchu 

et al., 2009). Des Weiteren reduzieren sie die myokardiale Infarktgröße (Nithipatikom und 

Gross, 2010). 

 

Eine weitere Funktion der EETs liegt in der Beeinflussung des Gerinnungssystems. Sie wirken 

anti-thrombotisch und hemmen die Thrombozytenaggregation und -adhäsion an das Endothel 

(Heizer et al., 1991; Krötz et al., 2004). Des Weiteren besitzen EETs fibrinolytische Aktivität 

und erhöhen die Expression von Gewebs-Plasminogenaktivator tPA (tissue plasminogen 

activator) (Zeldin, 2001). 

 

EETs haben anti-inflammatorische Eigenschaften. Durch Hemmung des Transkriptionsfaktors 

NF-κB (nuclear factor kappa B) verhindern sie eine Leukozytenadhäsion an die Gefäßwand. 
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Außerdem senken sie die Expression Zytokin-induzierter endothelialer Zelladhäsionsmoleküle 

(Node et al., 1999). 

 

Zu den weiteren Eigenschaften der EETs zählen ihre angiogene (Zhang und Harder, 2002) und 

anti-apoptotische (Dhanasekaran et al., 2006; Yang et al., 2007) sowie anti-oxidante (Iliff und 

Alkayed, 2009) Wirkung. Des Weiteren stimulieren EETs die Glukagon- und Insulinfreisetzung 

aus isolierten Langerhans-Inseln aus dem Ratten-Pankreas (Falck et al., 1983). 

 

EETs besitzen außerdem eine Wirkung auf Tumorzellen. So verbesserte zum Beispiel die 

Zugabe von exogenen EETs die Proliferation von Krebszellen in vitro und in vivo (Chen et al., 

2009). Zusätzlich erhöhen sowohl endogen gebildete als auch exogen applizierte EETs die 

Proliferation, Motilität, Adhäsion, Invasion und Genexpression der Krebszellen sowie das 

Tumorwachstum (Jiang et al., 2007; Chen et al., 2009). Außerdem hemmen EETs die Apoptose 

in Karzinomzellen durch Herabregulierung des proapoptotischen Proteins Bax und 

Hochregulation der antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-XL (Chen et al., 2009). Anhand 

dieser Ergebnisse ergeben sich neue Behandlungsansätze in der Krebstherapie. So könnte die 

Hemmung der CYP 2J2-vermittelten Biosynthese der EETs eine mögliche Behandlung von 

Krebserkrankungen darstellen (Chen et al., 2009). 

 

 

1.4.2. Metabolisierung der EETs 

 

EETs werden von Epoxidhydrolasen (EH) zu ihren entsprechenden Dihydroeicosatriensäuren 

(DHETs) umgewandelt (Zeldin et al., 1993; Zeldin et al., 1995). Diese Metabolisierung ist 

regio- und stereoselektiv, wobei 14(R),15(S)-EET bevorzugt wird (Zeldin et al., 1993). DHETs 

wurden ursprünglich für inaktive Abbauprodukte der EETs gehalten aber weitere Studien 

zeigen, dass auch DHETs vasodilatatorische Eigenschaften besitzen und Calcium-aktivierte-K+-

Kanäle (BKCa) aktivieren können (Weintraub et al., 1997; Oltman et al., 1998; Lu et al., 2001; 

Campbell et al., 2002). 

Des Weiteren existieren weitere Metabolisierungswege der EETs wie deren Umwandlung durch 

Cyclooxygenase, Lipoxygenase, CYP-ω-Oxidase, Glutathion-S-Transferase, β-Oxidation, 

Kettenverlängerung und deren Integration in Phospholipide durch die Acyltransferase (Zeldin, 

2001; Spector et al., 2004; Spector und Norris, 2007). 
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1.5. CYP 2J2 

 

Wie viele andere Cytochrom P 450 wird auch CYP 2J in der Leber exprimiert. Daneben kommt 

es in einigen extrahepatischen Geweben vor, darunter in Herz (Wu et al., 1996; DeLozier et al., 

2007), Lunge (Zeldin et al., 1996), Niere (Enayetallah et al., 2004), Pankreas (Langerhans´sche 

Inseln) (Zeldin et al., 1997a; Enayetallah et al., 2004) und Dünndarm (Zeldin et al., 1997b). 

 

Wie andere Cytochrom P 450 ist auch CYP 2J2 an der Metabolisierung von Medikamenten, 

darunter auch Ebastin, beteiligt. So entsteht aus Ebastin durch Hydroxylierung Hydroxyebastin, 

welches nach anschließender Carboxylierung in den aktiven Metaboliten Carebastin 

umgewandelt wird (Hashizume et al., 2001; Hashizume et al., 2002; Liu et al., 2006). 

 

Wie bereits erwähnt, wird CYP 2J2 in hohem Maße im Herzen exprimiert (Wu et al., 1996), vor 

allem in den kardialen Myozyten. Daneben ist es auch im Endothel der Koronararterien und in 

der Aorta enthalten (DeLozier et al., 2007). 

            

Cytochrom P 450 und CYP 2J2 spielen eine bedeutende Rolle bei der menschlichen 

Kreislaufregulation und Homöostase (Fleming, 2001). 11,12-EET, das Produkt von CYP 2J2 

und dem entsprechenden Homolog CYP 2J3 im Rattenherzen, verbessert deutlich die Erholung 

der kontraktilen Funktion des Herzens nach längerer globaler, kardialer Ischämie im isolierten 

perfundierten Rattenherz-Modell (Wu et al., 1997). In einem transgenen Mausmodell konnte 

gezeigt werden, dass die Überexpression von CYP 2J2 zu einer verbesserten Erholung und 

Wiedererlangung der linksventrikulären Funktion nach kardialer Ischämie und Reperfusion 

geführt hat (Seubert et al., 2004). Des Weiteren wurde für die CYP 2J2-Überexpression eine 

kardioprotektive Wirkung durch Hemmung des Hypoxie-/ Reoxygenierungsschadens von 

vaskulärem Endothel nachgewiesen (Yang et al., 2001). Außerdem schützt sie vor Doxorubicin-

induzierter Kardiotoxizität (Zhang et al., 2009). 

 

In den letzten Jahren wurden verschiedene CYP 2J2-Polymorphismen entdeckt (King et al., 

2002). Sie stehen im Zusammenhang mit kardiovaskulären Erkrankungen (Spiecker at al., 

2004). Der am besten untersuchte Polymorphismus ist CYP 2J2*7. In vielen Studien wurde 

nach dem Zusammenhang zwischen CYP 2J2*7 und verschieden Krankheiten gesucht. Jedoch 

wurden widersprüchliche Ergebnisse gefunden. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, 

dass Polymorphismen im CYP 2J2-Gen wichtige Risikofaktoren für die Entstehung einer 

klinisch relevanten koronaren Herzkrankheit sind. Spieker et al. (2004) fanden einen 

Zusammenhang zwischen dem CYP G-50T-Polymorphismus und einem erhöhten Risiko für 
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koronare Herzkrankheit (KHK). In vaskulären Endothelzellen führte der G-50T-

Polymorphismus zu einer nahezu 50%igen Reduzierung der CYP 2J2-Promotor-Aktivität 

(Spiecker at al., 2004). Die verringerte CYP 2J2-Genaktivität könnte wiederum zu einer 

reduzierten EET-Synthese führen (Spiecker und Liao, 2006). Auch Lee et al. (2007) 

postulierten, dass der G-50T-Polymorphismus in CYP 2J2 ein wichtiger Risikofaktor für die 

Entwicklung einer KHK ist. Des Weiteren besteht auch ein Zusammenhang mit Asthma und 

Hypertonie. Die Daten von Wu et al. (2007) verstärken die Annahme, dass es eine Assoziation 

zwischen dem Auftreten von CYP 2J2-Polymorphismen und essentieller Hypertonie gibt. 

Polonikov et al. (2007) fanden ein signifikant höheres Vorkommen des 50T-Allels im CYP 2J2-

Gen von Asthma-Patienten verglichen mit gesunden Probanden. 

Im Gegensatz zu den gerade erwähnten Ergebnissen konnten einige Studien keinen 

Zusammenhang zwischen CYP 2J2-Polymorphismen und verschiedenen Krankheiten 

feststellen. Dreisbach et al. (2005) fanden keine Beziehung zwischen dem CYP 2J2*7-

Polymorphismus und einem erhöhten Risiko für Hypertonie in einer amerikanischen Population 

afrikanischer Abstammung. Außerdem spielt der CYP 2J2 G-50T-Polymorphismus keine 

signifikante Rolle in der Entwicklung eines Herzinfarktes (Börgel et al., 2008). Zhang et al. 

(2008) untersuchten einen möglichen Zusammenhang zwischen Polymorphismen im CYP 2J2-

Gen und dem Risiko für das Auftreten eines ischämischen Schlaganfalls in einer chinesischen 

Population. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der CYP 2J2-G-50T-Allelfrequenz 

in Patienten, die einen ischämischen Schlaganfall erlitten haben, gegenüber den 

Kontrollpersonen festgestellt werden. Der CYP 2J2 G-50T-Polymorphismus beeinflusst das 

Schlaganfall-Risiko in dieser Population nicht (Zhang et al., 2008). Des Weiteren wird das 

Risiko einer Nierenfunktionsstörung nicht signifikant durch den CYP 2J2*7-Polymorphismus 

beeinflusst (Smith et al., 2008). 

 

Neuere Studien untersuchten eine mögliche Beziehung zwischen CYP 2J2 und Krebs bzw. die 

Rolle von CYP 2J2 in der Krebstherapie. In vitro Experimente von Jiang et al. (2009) zeigten 

eine hohe Expression von CYP 2J2 in verschiedenen menschlichen Tumorgeweben und 

Zelllinien. Außerdem wurde ein CYP 2J2-Anstieg in Tumorproben von Patienten mit 

fortgeschrittenem epithelialen Ovarialkarzinom festgestellt (Freedman et al., 2007). Wie bereits 

erwähnt, verbessern EETs das Tumorwachstum, erhöhen die Proliferation der Karzinomzellen 

und verhindern die Apoptose von Krebszellen. Außerdem fördert eine CYP 2J2-Überexpression 

mit nachfolgender ansteigender EET-Produktion oder eine Behandlung mit synthetischen EETs 

die Migration, Invasion, Adhäsion und Metastasierung von Tumorzellen (Jiang et al., 2007). 

Alle diese Ergebnisse legen nahe, dass CYP 2J2 eine bisher unbekannte Rolle in der 

Pathogenese einer Vielzahl von Krebserkrankungen spielt (Jiang et al., 2007). Diese Annahme 

wird unter anderem durch eine Studie von Chen et al. (2009) unterstützt, in der die selektive 
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Hemmung von CYP 2J2 die Adhäsion und Invasion von humanen Tumorzellen reduziert. 

Darüber hinaus verbessert die CYP 2J2-Hemmung den Zugang der Krebszellen zur Apoptose. 

Alle diese Effekte sind mit einer reduzierten EET-Biosynthese verknüpft. Die Zugabe von 

exogenen EETs machte diese Effekte teilweise wieder rückgängig. Zusammengefasst 

verdeutlichen diese Erkenntnisse den möglicherweise potenziellen therapeutischen Nutzen der 

CYP 2J2-Inhibitoren in der Behandlung von malignen Erkrankungen (Chen et al., 2009). 
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2. Zielstellung 

 

Cytochrom P 450-Enzyme haben vielfältige Aufgaben im menschlichen Körper und 

katalysieren unterschiedliche chemische Reaktionen. Sie kommen in vielen verschiedenen 

menschlichen Geweben vor, darunter vor allem in der Leber, im Darm, der Lunge, den Nieren, 

der Haut und dem Herzen (Wu et al., 1996; Park, 2000; DeLozier et al., 2007). Während in 

menschlichen Herzen CYP 2J2 exprimiert wird, findet sich in Rattenherzen das 

dementsprechende CYP 2J3 (Wu et al., 1996; Wu et al., 1997; DeLozier et al., 2007). Eine 

Aufgabe der Cytochrom P 450-Enzyme besteht unter anderem in der Metabolisierung der 

Arachidonsäure zu Epoxyeicosatriensäuren (EETs), die eine wichtige Rolle bei der Regulation 

der Herz-Kreislauf-Funktionen spielen (Chaudhary et al., 2009; Nithipatikom und Gross, 2010). 

Des Weiteren ist CYP 2J für die Hydroxylierung des H1-Rezeptor-Antagnoisten Ebastin in der 

menschlichen Leber und intestinalen Mikrosomen verantwortlich (Hashizume et al., 2002; Liu 

et al., 2006).  

Ziel dieser Arbeit ist es, erste pharmakokinetische Daten zur Metabolisierung von Ebastin im 

Herzmuskel zu liefern. Die kinetische Analyse von Ebastin und sequentielle Bildung von 

Hydroxyebastin und Carebastin erfolgte, basierend auf dem zeitlichen Verlauf der 

Perfusatkonzentrationen und Endmengen im Herzgewebe am Ende der Perfusion, in einer 

rezirkulierenden Langendorff-Versuchsapparatur, unter Verwendung eines Kompartiment-

Modells. Die geschätzte myokardiale Bildungsrate von Hydroxyebastin diente dabei als Maß für 

die CYP 2J-Aktivität. Um die zugrunde liegende Aufnahmekinetik von Ebastin in das Herz 

besser zu verstehen, wurde, unter Verwendung einer pharmakokinetisch-pharmakodynamischen 

(PK-PD) Modellierung, die myokardiale Ebastin-Konzentration in Bezug zu deren negativ 

inotroper Wirkung gesetzt. Dieser Ansatz erlaubt die Schätzung der Konzentrations-Wirkungs-

Parameter für den kardiodepressiven Effekt von Ebastin (Kang et al., 2011). 

Des Weiteren wurde die Kinetik der Metabolisierung von Ebastin im Herzmuskel unter 

verschiedenen Bedingungen untersucht. Dabei erfolgte die Verwendung eines Gases zur 

Erzielung einer Hypoxie mit anschließender Reperfusion. Außerdem wurde die Wirkung einer 

akuten Isoprenalin-Gabe sowie der Einfluss einer Isoprenalin-induzierten kardialen 

Hypertrophie auf den Ebastin-Stoffwechsel untersucht. Abschließend wurde die Wirkung eines 

CYP 2J-Hemmers allein sowie zusammen mit Ebastin getestet, um Informationen über den 

Einfluss der Hemmung der CYP 2J auf die kardiale Funktion und den Ebastin-Stoffwechsel zu 

erhalten. 
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3. Material und Methodik 

 

3.1. Das Langendorff-Herz 

 

3.1.1. Prinzip  

 

Das isolierte perfundierte Herz nach Langendorff ist eines der ersten Modelle eines isolierten 

Organs und wurde 1895 von Oscar Langendorff beschrieben (Fawzi, 1997). Das Grundprinzip 

des isolierten Langendorff-Herzens besteht in einer retrograden Perfusion der Koronargefäße 

mit einer oxygenierten physiologischen Lösung durch Einführen einer Kanüle in die Aorta 

ascendens. Diese retrograde Perfusion führt zum Schließen der Aortenklappe. Das Perfusat 

fließt während der Diastole in die Koronargefäße, die oberhalb der Aortenklappe aus der Aorta 

ascendens entspringen. Nach der Passage des Koronargefäßsystems gelangt das Perfusat in den 

rechten Herzvorhof und fließt anschließend über den rechten Ventrikel und die Pulmonalarterie 

ab (Fawzi, 1997; Dhein, 2005). 

Als Perfusat eignet sich homologes oder heterologes Blut, Tyrode-, Locke- oder Krebs-

Henseleit-Puffer. Das verwendete Perfusat wird auf physiologische Temperatur gebracht und 

mit Carbogen (95% O2 / 5% CO2) begast. Als Versuchstiere eignen sich alle laborüblichen 

Warmblüter wie Ratten, Meerschweinchen und Hasen (Dhein, 2005). 

Der Grundaufbau des Systems ermöglicht das Arbeiten unter konstanten Druck-Bedingungen 

und unter konstanten Fluss-Bedingungen (Dhein, 2005). Für alle Versuchsreihen wurde das 

System unter konstanten Fluss-Bedingungen verwendet. 

 

Das isolierte perfundierte Herz nach Langendorff findet zahlreiche Anwendungen im Bereich 

der pharmakologischen, physiologischen, morphologischen, biochemischen und klinischen 

Forschung. Die Methode ermöglicht die detaillierte Analyse von ventrikulären Mechanismen, 

metabolischen Veränderungen und Änderungen im EKG sowie der Reaktion der koronaren 

Blutgefäße (Sutherland und Hearse, 2000; Dhein, 2005). 

Der Vorteil der Methode nach Langendorff besteht in der Übersichtlichkeit, Einfachheit und 

hohen Reproduzierbarkeit der Präparation. Sie ermöglicht die schnelle Untersuchung einer 

Vielzahl von Organen bei nur geringen Kosten. Das isolierte Organ ist frei von 

Rückkopplungsmechanismen sowie hormonellen und neuronalen Einflüssen, wodurch eine 

spezifischere Untersuchung der Wirkung von verschiedenen Agenzien auf das Herz ermöglicht 

wird. Somit liefert das isolierte perfundierte Herz ideale Bedingungen für die Durchführung von 
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Dosis-Wirkungs-Studien zu metabolischen und pharmakologischen Interventionen (Sutherland 

und Hearse, 2000). 
 

 

3.1.2. Aufbau der Versuchsapparatur 

 

Für alle Experimente wurde die Langendorff-Versuchsapparatur „Isoliertes Herz Größe 3 Typ 

830“ (Hugo Sachs Elektronik, Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten, Deutschland) 

verwendet (Abb. 4). Die Hauptbestandteile des Systems sind die Schleuderpumpe, der 

Oxygenator, eine Schlauchpumpe, ein Glas-Wärmeaustauscher, eine temperierbare 

Herzkammer und Druckaufnehmer (Transducer). Das zentrale Teil der Apparatur ist der 

Oxygenator, ein temperierbares, doppelwandiges Glasgefäß, dessen innerer Teil eine kugelige 

Form besitzt, um die Oberfläche zu vergrößern. Am oberen Teil des Oxygenators befindet sich 

eine rotierende Schleuderscheibe, die das mit Hilfe der Schleuderpumpe anströmende Perfusat 

gleichmäßig auf der Innenfläche des Oxygenators verteilt. Während das Perfusat als dünner 

Film nach unten fließt, erwärmt es sich und wird mit Carbogen (95% O2, 5% CO2) gesättigt, 

welches durch eine Öffnung im unteren Bereich des Oxygenators eingeleitet wird. Im Bereich 

dieser Öffnung befindet sich außerdem eine Niveauelektrode und ein elektronischer Regler 

(LLC = Liquid Level Controller), mit dessen Hilfe der Flüssigkeitspegel des Perfusats im 

Oxygenator konstant gehalten werden kann. Das unten aus dem Oxygenator austretende 

Perfusat gelangt über eine zwischengeschaltete Schlauchpumpe zum Herzen. Sie ermöglicht das 

Einstellen einer konstanten Durchflussrate. Zusätzlich ist der Schlauchpumpe ein kleiner Glas-

Wärmeaustauscher zum Ausgleich des Temperaturverlustes im Pumpenschlauch 

nachgeschaltet. Um eventuell im Perfusat vorhandene Gasblasen abzufangen, ist zwischen dem 

Glas-Wärmeaustauscher und der Aortenkanüle eine Blasenfalle eingebaut. An dieser befinden 

sich zwei seitliche Anschlussstutzen. Der Obere dient zum Entfernen der Gasblasen, während 

am Unteren der sich entsprechend am Herzen einstellende Perfusionsdruck über den Transducer 

Nummer 1 gemessen wird. Im unteren Teil der Apparatur befindet sich die Herzkammer, ein 

doppelwandiger Glaszylinder mit Verbindung zum Thermostat und Abflussrohr im Boden. Sie 

lässt sich nach Anschluss des Herzens an die Apparatur von unten über das Herz schieben (Zink 

et al., 2007).  

Über einen in den linken Ventrikel eingebrachten Ballon, der mit dem Transducer Nummer 2 

verbunden ist, erfolgt die Messung des linksventrikulären Druckes. Der Ballon wird mit 50% 

Methanol entfaltet, um einen diastolischen Druck von 5 bis 6 mmHg zu erzeugen. Es werden 

der linksventrikuläre systolische Druck (LVSP), der linksventrikuläre enddiastolische Druck 

(LVEDP), die Herzfrequenz (HR) und der koronare Perfusionsdruck gemessen und mit der 

HSE-Software ISOHEART (Vers. 1.1.1.129, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, 
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Deutschland) aufgezeichnet. Der entstehende linksventrikuläre Druck (LVDP) ergibt sich aus 

LVDP = LVSP – LVEDP. Der koronarvaskuläre Widerstand (CVR) berechnet sich als Quotient 

aus Perfusionsdruck und koronarem Fluss. 

  

Während aller Experimente erfolgte eine Rezirkulation des Perfusats. Dazu wurde in die 

Herzkammer ein kleines Becherglas gestellt, in der das aus dem rechten Ventrikel bzw. aus der 

Pulmonalarterie abfließende Perfusat gesammelt wurde. Dieses gelangte anschließend mit Hilfe 

der Schleuderpumpe wieder in den Oxygenator und wurde so dem System erneut zur Verfügung 

gestellt. 
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Abb. 4 
Aufbau der Langendorff-Versuchsapparatur unter konstanten Fluss-Bedingungen (modifiziert 
aus Zink et al., 2007). 
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3.1.3. Präparation der Versuchstiere 

 

Die Behandlung der Versuchstiere sowie die Versuchsdurchführung erfolgte entsprechend den 

Richtlinien der Europäischen Gemeinschaft für Versuchstiere und andere wissenschaftliche 

Zwecke verwendete Tiere. Alle Versuche wurden von der Abteilung Verbraucherschutz und 

Veterinärangelegenheiten vom Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt genehmigt. 

Für alle Versuchsreihen wurden ausschließlich männliche Wistar-Ratten mit einem 

Körpergewicht zwischen 274g – 328g verwendet. Zunächst wurde das Tier durch eine 

intraperitoneale Injektion mit Narcoren® (16g/100ml Pentobarbital-Natrium, 50-80 mg/kg 

Körpergewicht) anästhesiert. Anschließend erfolgte eine intraperitoneale Injektion von 1500 

Einheiten Heparin, um eine eventuell auftretende Thrombosierung und Embolisierung während 

der Präperation zu verhindern. Nach circa 5 min war meist eine ausreichende Narkosetiefe 

erreicht. Das Tier reagierte nicht mehr auf äußere Reize. Um eine vollständige Schmerzfreiheit 

sicherzustellen, erfolgte zusätzlich ein Genickbruch. Anschließend wurde das Tier auf einem 

kleinen OP-Tisch befestigt, das Fell mit Ethanol desinfiziert und mit einer Schere die Haut und 

Muskulatur am Hals durchtrennt. Nach dem Aufsuchen der Trachea wurde diese aufgeschnitten 

und mittels einer darin platzierten Kanüle an ein Beatmungsgerät angeschlossen. Anschließend 

erfolgte die Öffnung des Thorax. Dazu wurde das Fell entfernt und das Abdomen mit einem 

Medianschnitt bis hinauf zum Brustkorb geöffnet. Nach Inzision des Diaphragmas und 

Eröffnung der unteren Thoraxapertur erfolgte das beidseitige, möglichst lateral und weit nach 

kranial reichende Durchtrennen der Rippenbögen. Nachdem der vordere Brustkorb über den 

Kopf des Tieres weggeklappt war, zeigte sich eine freie Sicht auf das Mediastinum und das 

schlagende Herz. Die Vena cava caudalis wurde mit Hilfe einer Klemme abgeklemmt und das 

Herz mitsamt der Lunge herausgeschnitten und sofort in ein vorher bereitgestelltes Gefäß mit 

oxygeniertem, eisgekühlten Krebs-Henseleit-Puffer gelegt. Als Nächstes wurde die Aorta 

freipräpariert, auf circa 3 bis 5 mm Länge gekürzt und retrograd mittels einer eingeführten 

Kanüle mit oxygeniertem Krebs-Henseleit-Puffer perfundiert. Anschließend wurde das Herz 

schnellstmöglich an der Langendorff-Apparatur befestigt. Nachdem die Lungen abpräpariert 

und das Herz vom restlichen Gewebe befreit worden war, erfolgte die Einführung eines Latex-

Ballons in den linken Ventrikel durch einen kleinen Einschnitt im linken Vorhof.  
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3.1.4. Perfusionsmedium 

 

Als Perfusionslösung diente ein modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer folgender 

Zusammensetzung: NaCl (118 mM), KCl (4,7 mM), CaCl2 (1,5 mM), MgSO4 (1,66mM), 

NaHCO3 (24,88 mM), KH2PO4 (1,18 mM), Glucose (5,55 mM) Na-Pyruvat (2 mM) und 

bovines Serumalbumin (BSA) (0,1%w/v).  Das Perfusat wurde täglich frisch hergestellt und 

durch eine 0,45 µm hydrophile Mikrofiltrationsmembran basierend auf Polyethersulfon 

(Sartorius AG, Göttingen, Deutschland) filtriert. Der fertige modifizierte Krebs-Henseleit-Puffer 

wurde während jedes Versuches mit Carbogen (95% O2, 5% CO2) gesättigt und die Temperatur 

bei 37 °C konstant gehalten. Während eines Versuches passierte das Perfusat mit einer 

konstanten Flussrate von 9,5 ± 0,5 ml/min das System. 

 

 

 

3.2. Modellierung und Datenanalyse 

 

3.2.1. Pharmakokinetik 

 

Grundlage der Datenanalyse war das Modell der kardialen Verteilung und sequentiellen 

Metabolisierung von Ebastin (Abb. 5). Es beschreibt die Wirkstoffaufnahme aus dem Reservoir 

mit dem Volumen Vres in das Herzgewebe mit Geschwindigkeitskonstanten für die Aufnahme, 

kin,e, und den Efflux, kout,e. Da keine Informationen zum Ebastin-Stoffwechsel in Rattenherzen 

verfügbar waren, orientiert sich das Modell an dem sequentiellen Ebastin-Metabolisierungsweg 

in menschlichen Lebermikrosomen (Liu et al., 2006), wobei die Beobachtung mit einbezogen 

wird, dass Enzyme der CYP 3A Unterfamilie gar nicht oder nur in sehr geringem Ausmaß im 

menschlichen Myokard und Rattenmyokard exprimiert sind (Thum und Borlak, 2000a; Thum 

und Borlak, 2000b; DeLozier et al., 2007). Somit wird keine Dealkylierung von Ebastin und 

Hydroxyebastin angenommen. Die Bildung von Hydroxyebastin und dessen folgende 

Metabolisierung zu Carebastin werden von den Geschwindigkeitskonstanten keh und khc 

beschrieben und die Metabolisierung von Carebastin durch kcm. Das im Myokard gebildete 

Hydroxyebastin und Carebastin wird in das Reservoir transportiert (kout,h und kout,c) und einer 

Wiederaufnahme unterzogen (kin,h und kin,c). Die zeitlichen Verläufe der Konzentrationen von 

Ebastin, Ceb(t), Hydroxyebastin, Chy(t), und Carebastin, Cca(t), die durch Lösung der zum 

Kompartiment-Modell (Abb. 5) gehörenden Differentialgleichungen erhalten wurden, werden 

an die Daten angepasst, um die Modell-Parameter zu schätzen. Jedoch braucht man für eine 

Schätzung der Parameter keh, khc und kcm zusätzliche Informationen, da eine Metabolisierung von 
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Ebastin und Hydroxyebastin durch andere Enzyme nicht ausgeschlossen werden kann. Diese 

Information stammt aus den Gewebekonzentrationen der Substanzen, die am Ende der 

Perfusion im Herzen gemessen wurden (Aend). Als Erstes wurde die Ebastin-Konzentration, 

Ceb(t), und -Menge, Aeb,end, gefittet, um kin,e, kout,e und keh zu schätzen. Zweitens wurde unter 

Konstanthaltung dieser Parameter die Hydroxyebastin-Daten, Chy(t), und -Menge im Herzen, 

Ahy,end, gefittet, um kin,h, kout,h und khc zu schätzen. Drittens wurden auf die gleiche Weise die 

Carebastin-Daten, Cca(t), gefittet, um kin,c, kout,c und kcm zu erhalten (Kang et al., 2011). 

 

Die Daten wurden mit Hilfe eines Populations-Ansatzes mit Maximum-Likelihood-Schätzung 

über den EM-Algorithmus, der in der Software ADAPT 5 implementiert ist, analysiert 

(D’Argenio et al., 2009). Das MLEM-Programm liefert eine Schätzung des 

Populationsdurchschnitts und interindividueller Variabilität sowie der individuellen Subjekt-

Parameter. Wir haben log-normal verteilte Modellparameter angenommen und dass der 

Messfehler eine Standardabweichung hat, die eine lineare Funktion von der gemessenen 

Konzentration ist (Kang et al., 2011). 

 

 

 

   
   

   
 
 
 

Abb. 5 
Kompartiment-Modell zur Analyse des sequentiellen kardialen Metabolismus von Ebastin im 
isolierten Rattenherzen mit rezirkulierendem Perfusat (Kang et al., 2011). 
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3.2.2. Pharmakodynamik 

 

Für den Zusammenhang zwischen der Menge von Ebastin im Myokard, Aeb(t), die von dem 

Modell geschätzt wurde, und dem inotropen Effekt E(t), wurde folgende Dosis-Wirkungs-

Beziehung angenommen: 

 

)(

)(
)(

50,

max
0 tAA

tAE
EtE

ebeb

eb

+
−=                      (1)  

 

wobei Emax und Aeb,50 jeweils der maximale negativ inotrope Effekt und die Menge sind, um eine 

50 %ige maximale Reaktion zu erhalten. Als Maß für den inotropen Effekt E(t) wurde die 

Veränderung im sich entwickelnden linksventrikulären Druck LVDP(t) verwendet, das heißt die 

Abnahme des LVDP in Bezug auf den Grundlinien-Wert (vor Stoffzugabe) E0 = LVDP0. Da die 

maximal erreichbare Reduzierung von LVDP nur E0 ist, nutzten wir dies als Emax-Wert in 

Gleichung 1. Die pharmakodynamischen Parameter E0 und Aeb,50 wurden durch Fitten der 

Gleichung 1 an die beobachteten LVDP(t)-Daten bis zu dem Zeitpunkt geschätzt, bevor der 

LVDP-Wiederanstieg stoppt und ein scheinbares Plateau erreicht ist. Das EC50 des 

kardiodepressiven Effekts von Ebastin wurde dann entsprechend zu der Verteilung im Steady-

State berechnet (Kang et al., 2011). 
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3.3. Medikamente und Chemikalien 

 

Ebastin wurde von Chemos GmbH (Regenstauf, Deutschland), DL-Isoproterenol-Hydrochlorid 

von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland) und Methanol von Carl Roth 

GmbH (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Das Gas für die Hypoxie-Experimente stammt von 

Linde AG (Leuna, Deutschland). Alle anderen Chemikalien waren ausreichend verfügbar. 

Die Herstellung des CYP 2J-Hemmers erfolgte von Prof. W. Kang, Institut für Pharmazie, 

Yeungnam Universität, Kyoungbuk, Südkorea. Dabei handelt es sich um eine von Lafite et al. 

(2006) entwickelte Verbindung (siehe Abb. 6), die als potenter CYP 2J-Hemmer fungiert. 
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Abb. 6 
Strukturformel des CYP 2J-Hemmers (nach Lafite et al., 2006). 
 

 

 

3.4. Experimentelle Protokolle 

 

Um eine konzentrierte Ebastin-Stammlösung zu erhalten, wurde 1 mg Ebastin in 1 ml Methanol 

gelöst. 40 µl dieser Stammlösung wurden mit modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer auf 20 ml 

aufgefüllt. Die fertige Lösung wurde zur Rezirkulation in ein kleines Becherglas gefüllt und in 

die Herzkammer gestellt. Während der Rezirkulation mischte sich die Lösung mit 40 ml 

modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer, der bereits im System vorhanden war. 

 

 

3.4.1. Ebastin (Kontroll-Experimente) 

 

Nach der unter 3.1.3. beschriebenen Methode wurden insgesamt 6 Herzen präpariert und an der 

Langendorff-Apparatur befestigt. Nachdem sich die Herzen 20 min stabilisiert hatten, erfolgte 

der Wechsel des Perfusats von modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer zu modifiziertem Krebs-

Henseleit-Puffer mit Ebastin. Dazu wurde die fertige Ebastin-Lösung (20 ml) in ein Becherglas 

gefüllt, in die Herzkammer gestellt und durch Umstellen der Schleuderpumpe dem System 

zugeführt. Während der Rezirkulation mischte sich die Lösung mit 40 ml modifiziertem Krebs-

Henseleit-Puffer, der bereits im System vorhanden war. Die Probenentnahme (jeweils 500 µl 

des Perfusats) erfolgte während der Rezirkulation aus dem Reservoir nach 5 min und 10 min 

und jede weiteren 10 min bis zu einer Endzeit von 130 min. Am Ende der Perfusion wurden alle 

Herzen gewogen und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Sie wurden zusammen mit den Proben 

bei –70 °C aufbewahrt.  
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3.4.2. Ebastin ohne BSA im Puffer 

 

Für diese Versuchsreihe wurden 6 Herzen verwendet. Der modifizierte Krebs-Henseleit-Puffer 

wurde, wie unter 3.1.4. beschrieben, präpariert, allerdings ohne Zusatz von BSA. Der 

Versuchsablauf war analog zu 3.4.1., jedoch erfolgte die Probennahme nach 2,5 min, 5 min, 7,5 

min, 10 min, 12,5 min, 15 min, 17,5 min, 20 min, 25 min, 30 min und jede weiteren 10 min bis 

zu einer Endzeit von 130 min. 

  

 

3.4.3. Ebastin nach Hypoxie 

 

6 Herzen wurden nach der unter 3.1.3. beschriebenen Methode präpariert und an der 

Langendorff-Apparatur befestigt. Nach einer Stabilisierungsphase von 20 min erfolgte die 

Umstellung der Begasung des Systems von Carbogen auf ein Gas ohne Sauerstoff (95% N2, 5% 

CO2) für 45 min. Anschließend wurde die Begasung wieder auf Carbogen gewechselt. Nach 2 

min Reoxygenierung erfolgte der weitere Versuchsablauf wie unter 3.4.1. beschrieben. 

 

 

3.4.4. Ebastin nach akuter Isoprenalin-Wirkung 

 

Zur Herstellung der Isoprenalin-Lösung wurde zunächst 1 mg Isoprenalin in 1 ml destilliertem 

Wasser gelöst. Von dieser Stammlösung wurden 62 µl genommen und mit modifiziertem 

Krebs-Henseleit-Puffer auf 500 ml aufgefüllt. 

Nach der unter 3.1.3. beschriebenen Methode wurden insgesamt 6 Herzen präpariert und an der 

Langendorff-Apparatur befestigt. Nachdem sich die Herzen 20 min stabilisiert hatten, erfolgte 

der Wechsel des Perfusats von modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer zur Isoprenalin-Lösung 

(0,5 µM Isoprenlain) für die Dauer von einer Stunde.  Nach erneutem Umstellen des Perfusats 

auf modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer wurde nach 2 min die fertige Ebastin-Lösung 

hinzugefügt. Der weitere Versuchsablauf und die Probennahme erfolgten analog zu 3.4.1.. 

 

 

3.4.5. Ebastin unter Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie 

 

Zur Erzeugung einer kardialen Hypertrophie erhielten 6 männliche Wistar-Ratten 7 Tage lang 

täglich eine intraperitoneale Injektion mit Isoprenalin (5mg/kg Körpergewicht). 

Die am 8. Tag durchgeführten Experimente erfolgten wie unter 3.4.1. beschrieben. 
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3.4.6. Ebastin mit CYP 2J-Hemmer und CYP 2J-Hemmer 

 

Zur Herstellung einer CYP 2J-Hemmer-Stammlösung wurden 13,67 mg des Hemmers in 1 ml 

DMSO gelöst. 10 µl dieser Lösung wurden mit 40 µl Ebastin-Stammlösung gemischt und mit 

modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer auf 20 ml aufgefüllt. 

Nach der unter 3.1.3. beschriebenen Methode wurden insgesamt 5 Herzen präpariert und an der 

Langendorff-Apparatur befestigt. Die Ebastin-CYP2J-Hemmer-Lösung wurde zur Rezirkulation 

in ein kleines Becherglas gefüllt und in die Herzkammer gestellt. Während der Rezirkulation 

mischte sich die Lösung mit 40 ml modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer. Während der 

Rezirkulation erfolgte die Probennahme (jeweils 500 µl) aus dem Reservoir nach 5 min und 10 

min und jede weiteren 10 min bis zu einer Endzeit von 130 min. Am Ende der Perfusion wurden 

alle Herzen gewogen und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Sie wurden zusammen mit den 

Proben  bei –70 °C aufbewahrt.  

 

Zur Herstellung verschiedener CYP 2J-Hemmer-Stammlösung wurden 0,05 mg, 0,11 mg, 0,55 

mg, 1,09 mg, 1,64 mg, 2,19 mg, 4,1 mg und 13,67 mg des Hemmers in jeweils 1 ml DMSO 

gelöst. 10 µl dieser Lösungen wurden jeweils mit modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer auf 20 

ml aufgefüllt. 

Nach der unter 3.1.3. beschriebenen Methode wurden 4 Herzen präpariert und an der 

Langendorff-Apparatur befestigt. Die CYP 2J-Hemmer-Lösung wurde zur Rezirkulation in ein 

kleines Becherglas gefüllt und in die Herzkammer gestellt. Während der Rezirkulation mischte 

sich die Lösung mit 40 ml modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer, so dass verschiedene 

Endkonzentrationen von 0,02 µM, 0,04 µM, 0,2 µM, 0,4 µM, 0,6 µM, 0,8 µM, 1,5 µM und 5 

µM CYP 2J-Hemmer erreicht wurden. Eine Konzentration rezirkulierte für 10 min im System. 

Anschließend wurde auf die nächst höhere Konzentration gewechselt. Während der 

Rezirkulation erfolgte die Probennahme (jeweils 500 µl) für jede Konzentration nach 5 min und 

10 min. Am Ende der Perfusion wurden alle Herzen gewogen und in flüssigem Stickstoff 

eingefroren. Sie wurden zusammen mit den Proben  bei –70 °C aufbewahrt.  
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3.5. Probenmessung 

 

Die Bestimmung von Ebastin sowie dessen drei Metaboliten im Perfusat und im Herzen erfolgte 

durch Prof. W. Kang und Mitarbeiter (Institut für Pharmazie, Yeungnam Universität, 

Kyoungbuk, Südkorea) nach einer bereits früher beschriebenen Methode (Kang et al., 2004).  

 

 

 

3.6. Statistische Analyse 

 

Die gemessenen Daten werden im Text als Mittelwert ± Standardabweichung und in den 

Tabellen als Mittelwerte mit inter-individueller Variabilität als in Klammern gestellter relativer 

Standardfehler in % dargestellt. In den Graphiken sind die Mittelwerte ± Standardfehler des 

Mittelwerts (SEM) angegeben. Die Säulendiagramme beinhalten Mittelwerte ± 

Standardabweichung (SD). 

Die Messwerte der Kontrolle und behandelten Gruppen wurden unter Nutzung des t-test 

verglichen. Die Signifikanzprüfung der Hypertrophie-Experimente erfolgte mit Hilfe einer 

Varianzanalyse für wiederholte Messungen (linear mixed model, S-Plus, Math Soft, Seattle, 

USA). Bei p < 0,05 wurden die Ergebnisse als statistisch signifikant betrachtet.  
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4. Ergebnisse 

 

4.1. Ebastin (Kontroll-Experimente) 

 

Die Messung von Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin erfolgte aus den genommenen 

Proben des Perfusats. Die Konzentration von Desalkylebastin lag zu allen Messzeitpunkten 

unterhalb der Bestimmungsgrenze. Abbildung 7 zeigt die durchschnittlichen Konzentrations-

Zeit-Verläufe von Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin innerhalb des Reservoirs nach 

initialer Zugabe einer Ebastin-Menge zwischen 7,8 und 12,1 µg (10,1 ± 1,5 µg) zum Zeitpunkt t 

= 0. Die Menge an Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin im linken Ventrikel am Ende der 

Perfusion betrug 22,3 ± 4,3 %, 3,6 ± 0,9 % und 19,1 ± 5,4 % der Anfangsmenge. Im Myokard 

wurde kein Desalkylebastin gefunden. Die gemessenen und vom Modell gefitteten 

Konzentrationen im Perfusat [Ceb(t), Chy(t) und Cca(t)] sowie die Endmengen im Herzen [Aeb(t), 

Ahy(t) and Aca(t)] werden in Abbildung 8 für ein Herz dargestellt. Als Beispiel wurde das 

Experiment gewählt, dessen AIC-Wert (Ebastin-Daten) am nächsten zum medianen Wert der 

Gruppe lag (Kang et al., 2011). 

Tabelle 1 zeigt die vom Modell geschätzten Parameter für die kardiale Aufnahme und 

Metabolisierungskinetik von Ebastin beziehungsweise Bildung von Hydroxyebastin und 

Carebastin. Dargestellt sind die Mittelwerte (n = 6) und die inter-individuelle Variabilität als 

relativer Standardfehler (%) in Klammern (Kang et al., 2011). 

Ebastin bewirkte eine Verringerung von LVDP auf 57,3 ± 4,9 % des Ausgangswerts mit einem 

Maximum nach 10 Minuten. Abbildung 9 zeigt den Fit, der unter Verwendung von Gleichung 1, 

welche den Zeitverlauf der negativ inotropen Reaktion, bezogen auf den entsprechenden 

Zeitverlauf der Ebastin-Menge im Herzen [Aeb(t), siehe auch Abbildung 8], beschreibt, erhalten 

wurde. Der Populations-Schätzwert der pharmakodynamischen Parameter beträgt für E0 = 107 ± 

5,4 mmHg und für EC50 = 8,9 ± 0,5 ng/ml. Es wurde keine signifikante Veränderung der 

Herzfrequenz beobachtet (Kang et al., 2011).  
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Abb. 7 
Zeitverlauf der Reservoir-Konzentration von Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM der Ergebnisse von 6 Herzen (Kang et al., 2011). 
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Abb. 8 
Modell-Anpassung der Reservoir-Konzentration von Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin in 
einem Herz sowie der Endmenge im Herzen am Ende der Perfusion. Die gemessenen Werte 
werden als schwarze Punkte, die individuelle Modell-Vorhersage als Linie dargestellt (Kang et 
al., 2011). 
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Tab. 1 
Modell-Parameter für die kardiale Aufnahme und Metabolisierungskinetik von Ebastin 
beziehungsweise Bildung von Hydroxyebastin und Carebastin. Dargestellt sind die durch Fitten 
der Daten erhaltenen Mittelwerte sowie die inter-individuelle Variabilität als in Klammern 
gestellter relativer Standardfehler (%) der Ergebnisse von 6 Herzen (Kang et al., 2011). 
 

Parameter (h-1) Aufnahme Metabolisierung 

Ebastin kin,e kout,e keh 

 16,3 (16) 0,846 (32) 0,834 (9) 

Hydroxyebastin kin,h kout,h khc 

 0,067 (7) 0,307 (49) 4,82 (22) 

Carebastin kin,c kout,c kcm 

 13,7 (28) 492 (17) 1,31 (5) 

 

 

 

 

 

 
 
 

Abb. 9 
Modellierung des Zeitverlaufs der negativ inotropen Reaktion als Funktion der Ebastin-Menge 
in einem Herz [Aeb(t), wie in Abbildung 8 dargestellt] (Kang et al., 2011). 
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4.2. Ebastin ohne BSA im Puffer  

 

In dieser Versuchsreihe wurden orientierende Experimente ohne BSA im Puffer durchgeführt. 

Initial erfolgte die Zugabe einer Ebastin-Menge zwischen 2,1 und 11,6 µg (8,1 ± 4,4 µg) zu 

Beginn der Experimente. Abbildung 10 zeigt die durchschnittlichen Konzentrations-Zeit-

Verläufe von Ebastin und Carebastin innerhalb des Reservoirs. Nach 17,5 min lag die 

gemessene Ebastin-Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze. Auch die Konzentration von 

Hydroxyebastin lag von Beginn an zu allen Messzeitpunkten unterhalb der Bestimmungsgrenze, 

weshalb eine Modellierung der Daten nicht möglich war. 

Zu Beginn der Experimente betrug der linksventrikulär entwickelte Druck (LVDP) 127,9 

mmHg. Nach Ebastin-Zugabe zeigte sich ein signifikant geringerer LVDP-Abfall auf 69,4 ± 6,3 

% (p < 0,001) des Ausgangswerts im Vergleich zu den Kontroll-Experimenten. Der maximale 

Effekt wurde auch in dieser Versuchsreihe nach 10 Minuten erreicht.  

Es wurde keine signifikante Veränderung der Herzfrequenz beobachtet. 
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Abb. 10 
Zeitverlauf der Reservoir-Konzentration von Ebastin und Carebastin der Ebastin-Experimente 
ohne BSA im Puffer verglichen mit der Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM der 
Ergebnisse von jeweils 6 Herzen. 
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4.3. Ebastin nach Hypoxie  

 

Zur Auswertung wurden 5 der 6 Versuche verwendet. Auf die Auswertung des 6. Versuches 

wurde aufgrund von im Versuchsablauf aufgetretenen Arrhythmien verzichtet. 

Die durchschnittlichen Konzentrations-Zeit-Verläufe von Ebastin, Hydroxyebastin und 

Carebastin innerhalb des Reservoirs nach der Hypoxie-Behandlung werden in Abbildung 11 im 

Vergleich zu den Kontroll-Experimenten dargestellt. Zuvor erfolgte die Zugabe einer Ebastin-

Menge zwischen 11,2 und 15,6 µg (12,4 ± 1,6 µg) zum Zeitpunkt t = 0. Die Konzentration von 

Desalkylebastin lag zu allen Messzeitpunkten unterhalb der Bestimmungsgrenze. Die Menge an 

Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin im linken Ventrikel am Ende der Perfusion betrug 39,1 

± 5,5 %, 1,8 ± 0,3 % und 19,5 ± 6,9 % der Anfangsmenge. Im Vergleich zu den Kontroll-

Experimenten zeigte sich, bei nahezu unveränderter Carebastin-Menge, eine signifikant (p < 

0,001) höhere Ebastin-Menge sowie signifikant (p < 0,01) geringere Hydroxyebastin-Menge im 

Herzen am Ende der Perfusion. Auch in dieser Versuchsreihe wurde kein Desalkylebastin im 

Myokard gefunden. Abbildung 12 zeigt, beispielhaft für ein Herz, die gemessenen und vom 

Modell gefitteten Konzentrationen im Perfusat [Ceb(t), Chy(t) und Cca(t)] sowie die Endmengen 

im Herzen [Aeb(t), Ahy(t) and Aca(t)]. 

In Tabelle 2 werden die vom Modell geschätzten Parameter für die Aufnahme und 

Metabolisierungskinetik von Ebastin nach der Hypoxie-Behandlung dargestellt. Angegeben sind 

die Mittelwerte (n = 5) und die inter-individuelle Variabilität als relativer Standardfehler (%) in 

Klammern im Vergleich zu den Kontroll-Experimenten (n = 6). Die Unterschiede zwischen den 

jeweiligen Parameter sind bis auf kin,e jeweils statistisch signifikant. 

Zunächst kam es unter Einwirkung der Hypoxie zu einem LVDP-Abfall auf 47,3 ± 9,1 % des 

Ausgangswerts. Der maximale Effekt wurde nach 30 Minuten der insgesamt 45-minütigen 

Hypoxie erreicht. Die anschließenden Reoxygenierungsphase bewirkte einen LVDP-Anstieg 

von 31,4 ± 9,8 % auf 78,7 ± 16,3 % des Ausgangswerts. Unter Ebastin zeigte sich eine erneute 

Verringerung von LVDP auf 84,5 ± 15,7 % des Wertes bei Beginn der Ebastin-Zugabe bzw. auf  

74,6 ± 25,4 % des initialen Ausgangswerts zu Beginn der Hypoxie mit einem Maximum nach 

20 Minuten. Im Verlauf dieser Versuchsreihe konnte nach Ebastin-Zugabe eine stärker 

ausgeprägte negativ inotrope Wirkung im Vergleich zu den Kontroll-Experimenten beobachtet 

werden. Jedoch war dieser Effekt statistisch nicht signifikant, weshalb auf eine vergleichende 

Darstellung der LVDP-Verläufe verzichtet wurde. Die Modellierung des Zeitverlaufs der 

negativ inotropen Reaktion als Funktion der Ebastin-Menge im Herzen [Aeb(t), siehe auch 

Abbildung 12] wird in Abbildung 13 für diese Versuchsreihe dargestellt. 

Für die pharmakodynamischen Parameter konnte ein Populations-Schätzwert von 127 ± 9,4 

mmHg für E0 und 5,3 ± 0,7 ng/ml für EC50 ermittelt werden. In Abbildung 14 werden diese 
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Parameter mit denen der Kontroll-Experimente vergleichend dargestellt. Dabei zeigt sich nach 

der Hypoxie-Behandlung eine signifikante Zunahme des linksventrikulär entwickelten Druckes 

(E0 = LVDP0) von 18,7 % vor Beginn der Ebastin-Zugabe (p < 0,01) im Vergleich zu den 

Kontroll-Experimenten. Außerdem fand sich eine signifikante Abnahme von EC50 um 40,4 % (p 

< 0,05). 

Unter Einwirkung der Hypoxie kam es zu einem Abfall der Herzfrequenz auf 11,0 ± 6,7 % des 

Ausgangswerts. Der maximale Effekt wurde nach 30 Minuten der insgesamt 45-minütigen 

Hypoxie erreicht. Die anschließende Reoxygenierungsphase und folgende Ebastin-Zugabe 

bewirkte einen Anstieg der Herzfrequenz auf Ausgangsniveau. Unter Ebastin wurde in diesen 

Experimenten eine signifikant geringere Herzfrequenz im Vergleich zu den Kontrollversuchen 

beobachtet (p < 0,001). 
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Abb. 11 
Zeitverlauf der Reservoir-Konzentration von Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin nach 
Hypoxie (n = 5) verglichen mit der Kontrolle (n = 6). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. 
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Abb. 12 
Modell-Anpassung der Reservoir-Konzentration von Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin 
nach Hypoxie in einem Herz sowie der Endmenge im Herzen am Ende der Perfusion. Die 
gemessenen Werte werden als schwarze Punkte, die individuelle Modell-Vorhersage als Linie 
dargestellt. 
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Tab. 2 
Modell-Parameter für die kardiale Aufnahme und Metabolisierungskinetik von Ebastin 
beziehungsweise Bildung von Hydroxyebastin und Carebastin nach Hypoxie im Vergleich zu 
den Kontroll-Experimenten. Dargestellt sind die durch Fitten der Daten erhaltenen Mittelwerte 
sowie die inter-individuelle Variabilität als in Klammern gestellter relativer Standardfehler (%) 
der Ergebnisse von 6 bzw. 5 Herzen sowie die entsprechende Signifikanz. 
 

Parameter (h-1) Kontroll-Experimente Hypoxie-Experimente Signifikanz 

kout,e 0,846 (32) 0,514 (12) p < 0,05 

kin,e 16,3 (16) 16,0 (17) n. s.  

keh 0,834 (9) 0,467 (8) p < 0,001 

kout,h 0,307 (49) 0,533 (13) p < 0,01 

kin,h 0,067 (7) 0,200 (20) p < 0,001 

khc 4,82 (22) 10,3 (16) p < 0,001 

kout,c 492 (17) 296 (17) p < 0,001 

kin,c 13,7 (28) 18,5 (19) p < 0,01 

kcm 1,31 (5) 1,77 (31) p < 0,01 

 
n. s. = nicht signifikant 

 
 

 

 
 
 

Abb. 13 
Modellierung des Zeitverlaufs der negativ inotropen Reaktion als Funktion der Ebastin-Menge 
in einem Herz [Aeb(t), wie in Abbildung 12 dargestellt] nach Hypoxie. 
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Abb. 14 
Vergleich der vom Modell geschätzten pharmakodynamischen Parameter E0 und EC50 nach 
Hypoxie mit der Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD der Ergebnisse von 6 Herzen 
der Kontrolle bzw. 5 Herzen der Hypoxie-Behandlung. Signifikante Unterschiede zwischen 
beiden Versuchsreihen sind, wie folgt, gekennzeichnet: * p < 0,05; ** p < 0,01. 
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4.4. Ebastin nach akuter Isoprenalin-Wirkung 

 

Nachdem die akute Isoprenalin-Einwirkung von 60 Minuten beendet war, erfolgte die Zugabe 

einer Ebastin-Dosis zwischen 5,2 und 9,0 µg (6,8 ± 1,4 µg). Die ermittelten durchschnittlichen 

Konzentrations-Zeit-Verläufe von Ebastin und dessen Metaboliten werden in Abbildung 15 im 

Vergleich zu den Kontroll-Experimenten dargestellt. Die Konzentration von Desalkylebastin lag 

zu allen Messzeitpunkten unterhalb der Bestimmungsgrenze. Die Menge an Ebastin, 

Hydroxyebastin und Carebastin betrug 35,3 ± 6,5 %, 6,4 ± 2,1 % und 27,2 ± 14,4 % der 

Anfangsmenge. Somit fanden sich, verglichen mit den Kontroll-Experimenten, signifikant (p < 

0,05) höhere Endmengen im linken Ventrikel am Ende der Perfusion. Im Myokard konnte 

ebenfalls kein Desalkylebastin gefunden werden. Die gemessenen und vom Modell gefitteten 

Konzentrationen im Perfusat [Ceb(t), Chy(t) und Cca(t)] sowie die Endmengen im Herzen [Aeb(t), 

Ahy(t) and Aca(t)] werden in Abbildung 16 für ein Herz dargestellt.  

Nach dem Fitten der Daten wurden die Parameter für die kardiale Aufnahme und 

Metabolisierungskinetik von Ebastin nach akuter Isoprenalin-Wirkung erhalten. Diese werden 

in Tabelle 3 als Mittelwerte (n = 6) mit inter-individueller Variabilität als in Klammern 

gestellter relativer Standardfehler (%) im Vergleich zu den Kontroll-Experimenten (n = 6) 

dargestellt. Dabei wurden für kin,e, kout,h, khc und kcm statistisch signifikante Unterschiede 

ermittelt (p < 0,01). 

Isoprenalin bewirkte zunächst einen LVDP-Anstieg von 34,5 ± 42,0 %, dessen Maximum am 

Ende der einstündigen Behandlung erreicht wurde. Anschließend erfolgte der Wechsel des 

Perfusats auf modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer. Unter der nun folgenden Ebastin-Zugabe 

kam es zu einer Verringerung des linksventrikulär entwickelten Druckes (LVDP) auf 90,4 ± 

11,3 % des Werts zu Beginn der Ebastin-Zugabe mit einem maximalen Effekt nach 5 Minuten. 

Ein Vergleich des Zeitverlaufs der negativ inotropen Reaktion der Isoprenalin-Experimente 

nach Ebastin-Zugabe mit den Kontroll-Versuchen ist in Abbildung 17 dargestellt. Dabei zeigt 

sich ein signifikant geringerer LVDP-Abfall nach akuter Isoprenalin-Wirkung (p < 0,05). 

Aufgrund des schlechten Fits wurde auf die Darstellung der Modellierung des Zeitverlaufs der 

negativ inotropen Reaktion verzichtet. 

Abbildung 18 zeigt die pharmakodynamischen Parameter E0 und EC50 dieser Versuchsreihe im 

Vergleich zu den Kontroll-Experimenten. Dabei beträgt der Populations-Schätzwert für E0 = 

120 ± 14,3 mmHg und für EC50 = 18,9 ± 3,5 ng/ml. Somit ergab sich nach der Isoprenalin-

Behandlung ein leicht erhöhter linksventrikulär entwickelter Druck (E0 = LVDP0) vor Beginn 

der Ebastin-Zugabe im Vergleich zu den Kontroll-Experimenten. Dieser Unterschied war 

jedoch nicht signifikant. Für EC50 konnte eine deutlich signifikante Zunahme um 112 % 

ermittelt werden (p < 0,001). 
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Unter Einwirkung von Isoprenalin kam es zunächst zu einem Anstieg der Herzfrequenz um 22,2 

± 31,0 % des Ausgangswerts mit einem Maximum am Ende der einstündigen Behandlung und 

anschließendem Wechsel des Perfusats auf modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer. Nach Ebastin-

Zugabe wurde in diesen Experimenten eine signifikant höhere Herzfrequenz im Vergleich zu 

den Kontrollversuchen beobachtet (p < 0,001). 
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Abb. 15 
Zeitverlauf der Reservoir-Konzentration von Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin nach 
akuter Isoprenalin-Wirkung verglichen mit der Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
SEM der Ergebnisse von jeweils 6 Herzen. 
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Abb. 16 
Modell-Anpassung der Reservoir-Konzentration von Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin 
nach akuter Isoprenalin-Wirkung in einem Herz sowie der Endmenge im Herzen am Ende der 
Perfusion. Die gemessenen Werte werden als schwarze Punkte, die individuelle Modell-
Vorhersage als Linie dargestellt. 
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Tab. 3 
Modell-Parameter für die kardiale Aufnahme und Metabolisierungskinetik von Ebastin 
beziehungsweise Bildung von Hydroxyebastin und Carebastin nach akuter Isoprenalin-Wirkung 
im Vergleich zu den Kontroll-Experimenten. Dargestellt sind die durch Fitten der Daten 
erhaltenen Mittelwerte sowie die inter-individuelle Variabilität als in Klammern gestellter 
relativer Standardfehler (%) der Ergebnisse von jeweils 6 Herzen sowie die entsprechende 
Signifikanz. 
 

Parameter (h-1) Kontroll-Experimente Isoprenalin-Experimente Signifikanz 

kout,e 0,846 (32) 0,678 (12) n. s. 

kin,e 16,3 (16) 10,5 (13) p < 0,001 

keh 0,834 (9) 0,792 (9) n. s. 

kout,h 0,307 (49) 0,612 (23) p < 0,01 

kin,h 0,067 (7) 0,085 (29) n. s. 

khc 4,82 (22) 3,30 (22) p < 0,01 

kout,c 492 (17) 520 (10) n. s. 

kin,c 13,7 (28) 12,3 (11) n. s. 

kcm 1,31 (5) 0,780 (11) p < 0,001 

 
n. s. = nicht signifikant 

 

 

 

 
 
 

Abb. 17 
Vergleich der negativ inotropen Reaktion nach akuter Isoprenalin-Wirkung mit der Kontrolle. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM der Ergebnisse von jeweils 6 Herzen. 
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Abb. 18 
Vergleich der vom Modell geschätzten pharmakodynamischen Parameter E0 und EC50 nach 
akuter Isoprenalin-Wirkung mit der Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD der 
Ergebnisse von jeweils 6 Herzen. Signifikante Unterschiede zwischen beiden Versuchsreihen 
sind, wie folgt, gekennzeichnet: *** p < 0,001. 
 
 
 
 

 

Kontrolle Isoprenalin akut

E
0 

(m
m

H
g)

0

20

40

60

80

100

120

140

160

Kontrolle Isoprenalin akut

E
C

50
 (

ng
/m

l)

0

5

10

15

20

25

  ***  



 46

4.5. Ebastin unter Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie 

 

Zur Auswertung wurden 5 der 6 Versuche herangezogen. Da der 6. Versuch aufgrund von 

Herzversagen vorzeitig abgebrochen werden musste, wurde auf dessen Einbeziehung in die 

Ergebnisauswertung verzichtet. 

Die durchschnittlichen Konzentrations-Zeit-Verläufe von Ebastin, Hydroxyebastin und 

Carebastin unter Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie innerhalb des Reservoirs 

werden in Abbildung 19 im Vergleich zu den Kontroll-Experimenten dargestellt. Zuvor erfolgte 

die initiale Zugabe einer Ebastin-Menge zwischen 1,2 und 2,8 µg (2,1 ± 0,6 µg) zum Zeitpunkt t 

= 0. Die Konzentration von Desalkylebastin lag zu allen Messzeitpunkten unterhalb der 

Bestimmungsgrenze. Aufgrund des schlechten Fits der Endmengen der Stoffe im Herzen war 

eine Modellierung der Daten dieser Versuchsreihe nicht möglich. Jedoch konnten mit Hilfe 

einer Varianzanalyse für wiederholte Messungen (linear mixed model, S-Plus, Math Soft, 

Seattle, USA) signifikante Unterschiede (p < 0,01) in den Konzentrations-Zeit-Kurvenverläufen 

der einzelnen Stoffe ermittelt werden (siehe auch Abb. 19). 

Nach der Ebastin-Zugabe konnte eine LVDP-Reduktion auf 67,0 ± 7,1 % des Ausgangswerts 

nach 10 Minuten beobachtet werden. Abbildung 20 zeigt die Modellierung des Zeitverlaufs der 

negativ inotropen Reaktion als Funktion der Ebastin-Menge im Herzen. Ein Vergleich des 

Zeitverlaufs der negativ inotropen Reaktion der Hypertrophie-Experimente mit den Kontroll-

Versuchen nach Ebastin-Zugabe ist in Abbildung 21 dargestellt. Dabei zeigt sich ein signifikant 

geringer LVDP-Abfall unter Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie (p < 0,001).  

Für die pharmakodynamischen Parameter wurde ein Populations-Schätzwert von 113 ± 11,7 

mmHg für E0 und 9,5 ± 3,5 ng/ml für EC50 erhalten. In Abbildung 22 werden diese Parameter 

mit denen der Kontroll-Experimente vergleichend dargestellt. Dabei zeigen sich zwischen 

Hypertrophie- und Kontroll-Experimenten für E0 als auch für EC50 keine signifikanten 

Unterschiede. 

Es wurden keine signifikanten Veränderungen der Herzfrequenz beobachtet. 

Um zu überprüfen, ob die Isoprenalin-Behandlung eine kardiale Hypertrophie verursacht hat, 

wurde das Verhältnis aus Herzgewicht zu Körpergewicht der Versuchstiere dieser Experimente 

mit der Kontroll-Versuchsreihe verglichen. Dabei zeigte sich unter der Isoprenalin-Behandlung 

ein statistisch signifikanter (p < 0,01) Anstieg des Verhältnis aus Herz-/Körpergewicht von 21 

% im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 23). 
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Abb. 19 
Zeitverlauf der Reservoir-Konzentration von Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin unter 
Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie (n = 5) verglichen mit der Kontrolle (n = 6). 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. 
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Abb. 20 
Modellierung des Zeitverlaufs der negativ inotropen Reaktion als Funktion der Ebastin-Menge 
in einem Herz unter Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie. 

 

 

 

 

 

 
 
Abb. 21 
Vergleich der negativ inotropen Reaktion unter Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie 
(n = 5) mit der Kontrolle (n = 6). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. 
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Abb. 22 
Vergleich der vom Modell geschätzten pharmakodynamischen Parameter E0 und EC50 unter 
Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie mit der Kontrolle. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± SD der Ergebnisse von 6 Herzen der Kontrolle bzw. 5 Hypertrophie-Herzen. Die 
Unterschiede zwischen beiden Versuchsreihen sind jeweils nicht signifikant. 
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Abb. 23 
Verhältnis aus Herzgewicht zu Körpergewicht (mg/g) der Versuchstiere nach täglicher 
Isoprenalin-Injektion für 7 Tage zur Erzeugung einer kardialen Hypertrophie. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± SD der Ergebnisse von 6 Herzen der Kontrolle bzw. 5 Hypertrophie-Herzen. 
Signifikante Unterschiede zwischen beiden Versuchsreihen sind, wie folgt, gekennzeichnet: ** 
p < 0,01. 
 

 

 

4.6. Ebastin mit CYP 2J-Hemmer und CYP 2J-Hemmer 

 

In dieser Versuchsreihe wurden orientierende Experimente mit Ebastin unter Zugabe eines CYP 

2J-Hemmers im Rahmen einer Pilotstudie durchgeführt. Zu Beginn der Experimente erfolgte 

die Zugabe einer Ebastin-Menge zwischen 1,4 und 2,2 µg (1,9 ± 0,3 µg). Abbildung 24 zeigt die 

durchschnittlichen Konzentrations-Zeit-Verläufe von Ebastin und Carebastin innerhalb des 

Reservoirs. Die Konzentration von Desalkylebastin lag zu allen Messzeitpunkten unterhalb der 

Bestimmungsgrenze. Auch die Hydroxyebastin-Konzentration war bei allen Messungen 

unterhalb der Bestimmungsgrenze, weshalb eine Modellierung der Daten nicht möglich war. Im 

Myokard wurden kein Carebastin und kein Desalkylebastin gefunden. 

Nach Zugabe von Ebastin und dem CYP 2J-Hemmer kam es zu einer Verringerung von LVDP 

auf 33,9 ± 4,5 % des Wertes zu Beginn der Experimente. Der maximale Effekt wurde nach 20 

Minuten beobachtet. Die Modellierung des Zeitverlaufs der negativ inotropen Reaktion als 

Funktion der Ebastin-Menge im Herzen wird in Abbildung 25 für diese Versuchsreihe 

dargestellt. Eine vergleichende Darstellung des Zeitverlaufs der negativ inotropen Reaktion 
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nach Ebastin-Zugabe mit den Kontroll-Versuchen erfolgt in Abbildung 26. Dabei fand sich eine 

signifikant höhere LVDP-Reduktion bei Ebastin mit CYP 2J-Hemmer (p < 0,001).  

Abbildung 27 zeigt die pharmakodynamischen Parameter E0 und EC50 dieser Versuchsreihe im 

Vergleich zu den Kontroll-Experimenten. Dabei beträgt der Populations-Schätzwert für E0 = 78 

± 5,2 mmHg und für EC50 = 0,3 ± 0,02 ng/ml. Es zeigte sich eine signifikante Abnahme für E0 

von 27,1 % (p < 0,001). Auch für EC50 konnte in dieser Versuchsreihe eine signifikante 

Reduktion im Vergleich zu den Kontroll-Experimenten beobachtet werden (p < 0,001). Diese 

war mit 96,6 % besonders deutlich ausgeprägt.  

Es wurde eine signifikant geringere Herzfrequenz unter Zugabe des CYP 2J-Hemmers 

verglichen mit den Kontroll-Versuchen beobachtet (p < 0,001). 

 

Abbildung 28 zeigt die Auswirkung einer ansteigenden Konzentration des CYP 2J-Hemmers 

auf den sich entwickelnden linksventrikulären Druck (LVDP). Dabei sind 8 verschiedene 

Konzentrationen (0,02 µM, 0,04 µM, 0,2 µM, 0,4 µM, 0,6 µM, 0,8 µM, 1,5 µM, 5 µM), welche 

jeweils für 10 min im System zirkulierten, in aufsteigender Reihenfolge dargestellt. Der CYP 

2J-Hemmer bewirkte eine durchschnittliche LVDP-Reduktion um 8,7 ± 3,2 % mit einem 

Maximum nach 5 Minuten. Danach zeigte sich ein Anstieg von LVDP um 4,4 ± 2,2 %, bevor 

die weitere Zugabe der nächst höheren Konzentration des Hemmers zu einem erneuten Abfall 

führte. Ab einer Hemmer-Konzentration von 1,5 µM wurde eine kontinuierliche LVDP-

Abnahme festgestellt. 

Es wurde keine signifikante Veränderung der Herzfrequenz beobachtet. 
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Abb. 24 
Zeitverlauf der Reservoir-Konzentration von Ebastin und Carebastin von Ebastin mit CYP 2J-
Hemmer (n = 5) verglichen mit der Kontrolle (n = 6). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. 
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Abb. 25 
Modellierung des Zeitverlaufs der negativ inotropen Reaktion als Funktion der Ebastin-Menge 
in einem Herz mit CYP 2J-Hemmer. 

 

 

 

 

 
 
 
 

Abb. 26 
Vergleich der negativ inotropen Reaktion von Ebastin mit CYP 2J-Hemmer (n = 5) mit der 
Kontrolle (n = 6). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. 
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Abb. 27 
Vergleich der vom Modell geschätzten pharmakodynamischen Parameter E0 und EC50 von 
Ebastin mit CYP 2J-Hemmer und der Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD der 
Ergebnisse von 6 Herzen der Kontrolle bzw. 5 Herzen von Ebastin mit CYP 2J-Hemmer. 
Signifikante Unterschiede zwischen beiden Versuchsreihen sind, wie folgt, gekennzeichnet:      
*** p < 0,001. 
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Abb. 28 
Konzentrations-Wirkungs-Kurve des CYP 2J-Hemmers mit ansteigender Konzentration des 
Hemmers. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM der Ergebnisse von 4 Herzen. 
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5. Diskussion 

 

5.1. Ebastin (Kontroll-Experimente) 

 

Diese Versuchsreihe zeigt, dass Ebastin im Herzen metabolisiert wird (Kang et al., 2011). 

Bereits eine frühere Studie legte, basierend auf ihren Ergebnissen für menschliche 

Lebermikrosomen, die Verwendung von Ebastin als Testsubstanz für die Aktivität von CYP 2J2 

nahe (Liu et al., 2006). Obwohl die CYP 2J3-Isoform in Rattenherzen zu 70 % mit der CYP 

2J2-Isoform in menschlichen Herzen übereinstimmt (Wu et al., 1997), ist noch nicht klar, 

welche CYP 450-Enzyme für die Hydroxylierung von Ebastin im Rattenherzen verantwortlich 

sind. Trotz dieser Einschränkung liefern unsere Ergebnisse neue Erkenntnisse über die Kinetik 

der sequentiellen Metabolisierung von Ebastin in Rattenherzen und die Aktivität der 

möglicherweise daran beteiligten CYP 450-Enzyme (Kang et al., 2011). Die Darstellung des 

Metabolismus ähnelt stark derjenigen, die in einer früheren Studie für menschliche 

Lebermikrosomen beschrieben wurde (Liu et al., 2006), mit der Ausnahme, dass kein 

Desalkylebastin gefunden wurde. Die Konstante der Carboxylierung von Hydroxyebastin (khc) 

ist wesentlich höher als die der Hydroxylierung von Ebastin (keh), weshalb die Konzentration 

des aus Ebastin gebildeten Hydroxyebastins relativ niedrig ist. Andererseits ist die 

Eliminierungskonstante von Carebastin (kcm) viel niedriger als die Bildungskonstante (khc), so 

dass Carebastin zum hauptsächlichen, relativ stabilen Metaboliten von Ebastin wird. Die gute 

Modellierung der Endmenge von Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin im Herzen legt nahe, 

dass keine Metabolisierung von Ebastin und Hydroxyebastin durch andere Wege (z.B. 

Dealkylierung) erfolgt (Kang et al., 2011). Dies entspricht den Beobachtungen einer früheren 

Studie, nach deren Ergebnissen die CYP 3A-Isoformen entweder gar nicht oder nur in sehr 

geringen Mengen im Rattenmyokard vorhanden sind (Thum und Borlak, 2000b). Es ist jedoch 

noch nicht geklärt, welches Enzym für die Metabolisierung von Carebastin verantwortlich ist 

(kcm). In einer klinischen Studie zur Pharmakokinetik wurde vermutet, dass Carebastin nicht 

allein durch CYP 3A4 metabolisiert wird (Shon et al., 2010). Interessanterweise ähneln die in 

vivo beobachteten Plasma-Konzentrations-Zeit-Verläufe von Ebastin und dessen Metaboliten 

(Kang et al., 2004) denen hier ex vivo am isolierten perfundierten Rattenherzen nach 

Langendorff gewonnenen Ergebnissen. Nun stellt sich die Frage, ob der kardiale Metabolismus 

von Ebastin zur gesamten Clearance von Ebastin in vivo beiträgt. Obwohl eine Extraktion von 

ca. 90 % im perfundierten Rattenherzen vorlag, könnte die kardiale Extraktion in vivo aufgrund 

der hohen Plasmaproteinbindung wesentlich geringer sein. Aber auch die Möglichkeit, dass ein 

Teil der Ebastin-Clearance in vivo auf den Metabolismus im Herzen zurückzuführen ist, kann 
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nicht ausgeschlossen werden. Beachtet werden muss, dass eine rezirkulierende Perfusion des 

Herzens gewählt wurde, da so eine Akkumulation der gebildeten Metaboliten möglich ist. Die 

Populations-Modellierung, bei der gleichzeitig die Konzentrations-Zeit-Daten aus allen Herzen 

unter Verwendung der Daten aus allen Herzen anstatt nur eines Herzens gefittet werden, hat 

sich als erfolgreich erwiesen, wenn Parameter unter Verwendung einer individuellen 

Modellierung schlecht geschätzt werden können (Krudys et al., 2006; Kang et al., 2011). 

Zum Vergleich der aktuellen Schätzung für die EC50 der negativ inotropen Wirkung von Ebastin 

mit der Situation in vivo: eine in Ratten gemessene ungebundene Fraktion von < 0,2 % (Fujii et 

al., 1997) würde zu einem Wert von 3,2 mg/ml führen. Dieser ist um das Vierfache höher als die 

EC50 für die QT-Verlängerung in Ratten (Ohtani et al., 1999b). Da jedoch diese Ebastin-

Konzentrationen sehr viel höher als die klinisch maximal erreichbaren Plasmakonzentrationen 

im Menschen sind (Moss und Morganroth, 1999), unterstützen die aktuellen Ergebnisse die 

Tatsache, dass Ebastin keine klinisch schädlichen kardialen Wirkungen besitzt (Moss und 

Morganroth, 1999; Kang et al., 2011). 

Der Mechanismus, der der negativ inotropen Wirkung von Ebastin bei höheren Konzentrationen 

zugrunde liegt, ist noch nicht geklärt. Neben der Hypothese, dass Ebastin zu einer Freisetzung 

von Histamin führt (was in einer reduzierten ventrikulären Kontraktilität bei Ratten resultiert) 

(Llenas et al. 1999), könnte eine Hemmung der CYP 2J per se einen negativen inotropen Effekt 

haben (Kang et al., 2011). 

 

 

 

5.2. Ebastin ohne BSA im Puffer 

 

In dieser Versuchsreihe wurden orientierende Experimente ohne BSA im Perfusionsmedium 

durchgeführt. Ebastin besitzt eine hohe Plasmaproteinbindung von über 95 % (Simons, 2002). 

Aufgrund des fehlenden Albumin-Gehalts im Puffer erfolgte eine sehr schnelle kardiale 

Aufnahme und Bindung von Ebastin sowie ein geringer und mit zunehmendem Zeitverlauf 

fehlender Rückfluss in das Reservoir. Auch die Reservoir-Konzentrationen von Hydroxyebastin 

und Carebastin lassen auf eine Akkumulation der Metaboliten im Herzen schließen. Da das 

Fehlen von Serumalbumin unphysiologischen Bedingungen entspricht und eine Analyse der 

Daten aufgrund des Verteilungsverhaltens der drei Stoffe nicht möglich war, eignet sich dieser 

Versuchsaufbau nicht für die Durchführung von Experimenten zur Gewinnung 

pharmakokinetischer Daten über den Ebastin-Stoffwechsel im Herzen. Dennoch wurde in dieser 

Versuchsreihe die Rolle der Plasmaproteinbindung für die kardiale Pharmakokinetik von 

Ebastin besonders deutlich. 
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5.3. Ebastin nach Hypoxie 

 

Ziel dieser Versuchsreihe war es, mit Ebastin als Testsubstanz zur Beurteilung der 

myokardialen CYP 2J, Informationen über die Aktivität dieses Enzyms nach 45-minütiger 

Hypoxie und anschließender Reoxygenierung (2 Minuten) zu erhalten. Dafür wurde die 

Begasung des Systems von Carbogen (95% O2, 5% CO2) auf ein Gas ohne Sauerstoff (95% N2, 

5% CO2) gewechselt.  

Einige Studien haben sich bereits mit diesem Thema beschäftigt. So publizierten Yang et al. 

(2001) eine reduzierte CYP 2J2-Expression in aortalen Endothelzellen vom Rind, welche einer 

24-stündigen Hypoxie und anschließender Reoxygenierung für 4 Stunden ausgesetzt waren. 

Auch bei Marden et al. (2003) zeigten sich ähnliche Ergebnisse. Sie untersuchten die 

Auswirkung einer 16-stündigen Hypoxie und anschließender Reoxygenierungphase von 30 

Minuten auf eine menschliche Leberzelllinie. Dabei kam es zu einer Herabregulierung der CYP 

2J2 während der hypoxischen Phase. Die anschließende Reoxygenierung bewirkte zwar einen 

Wiederanstieg der CYP 2J2-mRNA-Level, allerdings blieben die CYP 2J2-Proteinlevel 

reduziert. Entsprechend dieser Ergebnisse zeigte sich auch in der durchgeführten Versuchsreihe 

eine reduzierte Hydroxylierungskonstante von Ebastin (keh). Diese hatte sich nach Einwirkung 

von Hypoxie und anschließender Reoxygenierung, verglichen mit den Kontroll-Versuchen, 

nahezu halbiert, was mit einer Herabregulierung der CYP 2J erklärt werden kann und den 

Beobachtungen der oben genannten Studien entspricht. Jedoch fanden sich gegenteilige Werte 

für die Carboxylierungskonstante von Hydroxyebastin (khc) sowie Eliminierungskonstante von 

Carebastin (kcm). So kam es zu einer Verdoppelung von khc und auch für kcm konnte ein Anstieg 

beobachtet werden. Diese Ergebnisse stehen sowohl im Widerspruch zu anderen publizierten 

Studien (Yang et al., 2001; Marden et al., 2003) als auch zu den aktuellen Ergebnissen für die 

Hydroxylierungskonstante von Ebastin (keh). Unklar scheint, warum es unter Hypoxie und 

anschließender Reoxygenierung nicht ebenfalls zu einer Reduzierung von khc und kcm 

gekommen ist. Die erhöhte Carboxylierungskonstante von Hydroxyebastin (khc) sowie 

Eliminierungskonstante von Carebastin (kcm) lassen auf eine erhöhte Metabolisierung der beiden 

Stoffe und folglich gesteigerte Cytochrom P450-Enzymaktivität schließen. 

Unsere Ergebnisse einer partiell erhöhten Cytochrom P450-Aktivität stehen teilweise im 

Gegensatz zu anderen publizierten Ergebnissen. Zu bedenken ist aber, dass in diesen Studien 

(Yang et al., 2001; Marden et al., 2003) eine wesentlich längere hypoxische Phase als in unseren 

Experimenten vorlag und es aufgrund der geringeren Hypoxie-Dauer nur zu einer geringfügigen 

oder keiner Verringerung der CYP 2J-Aktivität gekommen sein könnte. Bei anderen 

Cytochromen, genauer CYP 2C, zeigte sich bereits eine zeitabhängige Veränderung der 

Enzymexpression als Reaktion auf Hypoxie. So wurde ein gleichbleibendes CYP 2C-RNA-
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Level erst nach 4 Stunden Hypoxie erreicht (Michaelis et al., 2005). Möglicherweise ist es 

während der kurzen hypoxischen Phase und anschließender Reoxygenierung aber auch zu einer 

erhöhten Cytochrom P450-Aktivität gekommen, wie auch von Michaelis et al. (2005) 

beobachtet. Sie untersuchten den Effekt von Hypoxie auf die CYP 2C8/9-Expression in 

menschlichen Endothelzellen. Dabei zeigte sich eine ansteigende Expression von CYP 2C8-

RNA und CYP 2C-Protein. Die erhöhte CYP 2C-Expression stand im Zusammenhang mit einer 

vermehrten EET-Bildung, genauer 11,12-EET und 11,12-DHET (Michaelis et al., 2005). Auch 

in retinalen Endothelzellen konnte unter hypoxischen Bedingungen ein signifikanter Anstieg in 

der CYP 2C-Expression nachgewiesen werden. Hier zeigten sich ebenfalls erhöhte 11,12-EET- 

und 14,15-EET-Level nach 16-stündiger Hypoxie (Michaelis et al., 2008). Des Weiteren wurde 

unter Hypoxie eine erhöhte CYP 3A-Expression und reduzierte CYP 1A-Expression und 

Aktivität in der Leber beobachtet (Kurdi et al., 1999; Fradette et al., 2002; Fradette et al., 2007). 

Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Auswirkungen einer Hypoxie-Behandlung auf 

die CYP-Expression isoformspezifisch sein kann (Fradette et al., 2007). Auch am Ebastin-

Metabolismus sind verschiedene CYP-Isoformen beteiligt (Liu et al., 2006). In den aktuell 

durchgeführten Experimenten fand sich eine höhere Metabolisierungskonstante von 

Hydroxyebastin (Bildungskonstante von Carebastin) (khc) und Eliminierungskonstante von 

Carebastin (kcm) nach Hypoxie verglichen mit den Kontroll-Experimenten. Dabei orientiert sich 

das verwendete Modell der Metabolisierung von Ebastin stark an dem von Liu et al. (2006) für 

menschliche Lebermikrosomen. In diesem erfolgt die Carboxylierung von Hydroxyebastin 

neben CYP 2J2 auch durch CYP 3A4, welches auch an der weiteren Metabolisierung von 

Carebastin beteiligt sein soll. Obwohl die CYP 3A-Isoformen nur in sehr geringen Mengen im 

Rattenmyokard vorhanden sind (Thum und Borlak, 2000b), könnte es unter Hypoxie zu einer 

Zunahme der Enzymaktivität gekommen sein, was sich in den erhöhten Metabolisierungs-

Parametern von Hydroxy- und Carebastin äußert. Entsprechend wurde in verschiedenen Studien 

eine ansteigende CYP 3A-Expression unter Hypoxie beobachtet (Kurdi et al., 1999; Fradette et 

al., 2002; Fradette et al., 2007). 

Unter Einwirkung von Hypoxie kam es zunächst zu einem Abfall von LVDP, welcher durch die 

anschließende kurze Reoxygenierungsphase teilweise rückgängig gemacht werden konnte. 

Auch Seubert et al. (2004) fanden diesen LVDP-Verlauf während Hypoxie und anschließender 

Reoxygenierung. Die EC50 nach Hypoxie-Einwirkung lag mit 5,3 ± 0,7 ng/ml signifikant 

unterhalb deren der Kontroll-Versuche mit 8,9 ± 0,5 ng/ml. 

Es wurde eine signifikant geringere Herzfrequenz beobachtet (p < 0,001), welche noch auf die 

Auswirkung der zuvor durchgeführten Hypoxie-Behandlung zurückzuführen sein könnte. 

Außerdem könnte auch Ebastin diese Verringerungen bewirkt haben. Ohtani et al. (1999b) 

beobachteten, dass Ebastin eine Bradykardie hervorrufen kann. 
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5.4. Ebastin nach akuter Isoprenalin-Wirkung 

 

Isoprenalin zählt zu den Sympathomimetika. Die positiv chronotrope und inotrope Wirkung 

dieses Stoffes ist hinreichend bekannt. So kommt es zu einer Erhöhung der Schlagfrequenz und 

Steigerung der Kontraktionskraft des Herzens (Ross et al., 1965; Ledda et al., 1975; Nuttall und 

Snow, 1982).  

Es existieren einige Studien über den Effekt des indirekten Sympathomimetikums 

Methamphetamin auf die Cytochrom P450-Aktivität in der Leber von Ratten nach chronischer 

Gabe. Zendulka et al. (2010) beobachteten keine Beeinflussung der metabolischen Aktivität der 

CYP 1A2, 2C6 und 2D2 in isoliert perfundierten Rattenlebern nach 10 Tage andauernder 

intraperitonealer Methamphetamin-Gabe in ansteigender Dosierung von 2,5 mg/kg/Tag bis 10 

mg/kg/Tag. Auch Minarikova et al. (2006) fanden keine signifikanten Änderungen der CYP 

1A-, 3A- oder 2D-Aktivität nach einer oralen Gabe von Methamphetamin in einer täglichen 

Dosierung von 10 mg/kg für 5 Tage. Jedoch kam es zu einer Hemmung der CYP 2E. Im 

Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von Dostalek et al. (2007). Die sechstägige 

intraperitoneale Methamphetamin-Injektion resultierte in einer Induktion der CYP 2C6 und 2D. 

Insgesamt lassen diese Beobachtungen auf eine dosisabhängige Beeinflussung der Cytochrom 

P450-Aktivität schließen, wobei mit zunehmender Methamphetamin-Dosis die Möglichkeit 

einer Enzyminduktion steigt (Zendulka et al., 2010). Diese Publikationen basieren alle auf 

Untersuchungen an Rattenlebern. Jedoch existieren auch Informationen zu kardialen 

Cytochromen. So untersuchten Wang et al. (2002) die Einwirkung von Cocain, eines indirekten 

Sympathomimetikums, auf die Funktion kardialer Cytochrom P 450. Dabei führten die 

täglichen Injektionen von Cocain über einen Zeitraum von 14 Tagen zu einem signifikanten 

Anstieg von kardialen CYP 1A1 und 2J2 in Mäusen.  

Ziel des aktuell durchgeführten Versuches war es, Informationen über die Auswirkung einer 

einstündigen Isoprenalin-Behandlung auf die Aktivität der myokardialen Cytochrom P450 zu 

gewinnen. Dabei zeigte sich für die Hydroxylierungskonstante von Ebastin (keh), im Vergleich 

zu den Kontroll-Versuchen, keine signifikante Abnahme, was auf eine unveränderte bis minimal 

reduzierte CYP 2J-Aktivität hindeutet. Im Gegensatz dazu fanden sich sowohl für die 

Carboxylierungskonstante von Hydroxyebastin (khc) als auch die Eliminierungskonstante von 

Carebastin (kcm) deutlich reduzierte Werte nach der akuten Isoprenalin-Behandlung. So scheint 

die akute Einwirkung des direkten Sympathomimetikums Isoprenalin zu einer Herabregulierung 

der Aktivität der myokardialen Cytochrome, genauer CYP 2J und CYP 3A, zu führen. Diese 

Ergebnisse nach akuter Isoprenalin-Einwirkung stehen nicht im Widerspruch zu den oben 

zitierten Befunden nach chronischer Gabe, da der Faktor Zeit für die Enzyminduktion eine 

wichtige Rolle spielt.  
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Zunächst kam es unter Einwirkung der Isoprenalin-Lösung zu einem LVDP-Anstieg mit einem 

Maximum am Ende der einstündigen Behandlung. Die anschließende Ebastin-Zugabe bewirkte 

einen signifikant (p < 0,05) geringeren LVDP-Abfall im Vergleich zu den Kontroll-

Experimenten. Dies entspricht auch den ermittelten pharmakodynamischen Parametern. 

Während nach akuter Isoprenalin-Einwirkung 18,9 ± 3,5 ng/ml Ebastin benötigt werden, um 

50% des maximalen LVDP-Abfalls (EC50) zu erzielen, wird dieser Effekt in den Kontroll-

Versuchen schon bei 8,9 ± 0,5 ng/ml erreicht. Der, der negativ inotropen Wirkung von Ebastin 

bei höheren Konzentrationen, zugrunde liegende Mechanismus ist noch nicht geklärt. Es 

existiert die Hypothese, dass Ebastin zu einer Freisetzung von Histamin führt, was in einer 

reduzierten ventrikulären Kontraktilität resultiert (Llenas et al., 1999). Für Isoprenalin ist  

bekannt, dass es die antigenvermittelte Freisetzung von Mediatorsubstanzen wie Histamin 

hemmt (Chong et al., 1995). So könnte es durch die vorherige Isoprenalin-Einwirkung zu einer 

geringeren Histaminfreisetzung und damit Ebastin-Wirkung im Hinblick auf den negativ 

inotropen Effekt gekommen sein. Daneben besitzt Isoprenalin selbst eine positiv inotrope 

Wirkung (Ledda et al., 1975). 

Unter der Isoprenalin-Behandlung wurde eine signifikant höhere Herzfrequenz im Vergleich zu 

den Kontroll-Experimenten beobachtet. Dies entspricht dem Fakt, dass Isoprenalin eine positiv 

chronotrope Wirkung am Herzen besitzt (Ross et al., 1965; Nuttall und Snow, 1982). 

 

 

 

5.5. Ebastin unter Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie 

 

Aufgrund ihres breiten Wirkungsspektrums im kardiovaskulären System spielen EETs eine 

wichtige Rolle bei der Regulation von Herz-Kreislauf-Funktionen (Chaudhary et al., 2009; 

Nithipatikom und Gross, 2010). Ihre vasodilatativen (Weintraub et al., 1997; Miura und 

Gutterman, 1998; Zhang et al., 2001), anti-thrombotischen (Heizer et al., 1991; Krötz et al., 

2004) und anti-inflammatorischen (Node et al., 1999) Eigenschaften sind hinreichend bekannt.  

Ziel dieser Versuchsreihe war es, den Effekt einer experimentell induzierten kardialen 

Hypertrophie auf die Metabolisierung von Ebastin zu untersuchen und dadurch indirekt 

Informationen über die Aktivität von CYP 2J zu erhalten.  

Zur Erzeugung einer kardialen Hypertrophie erhielten die Versuchstiere eine tägliche 

intraperitoneale Injektion mit Isoprenalin (5 mg/kg Körpergewicht) für 7 Tage. Diese Dosis 

wurde gewählt, da sie eine kardiale Hypertrophie induziert, ohne Herzversagen oder einen 

Blutdruckanstieg zu verursachen (Kráľová et al., 2008). Zum Ausschluss einer Beeinflussung 

der Versuchstiere durch die täglich verabreichten Injektionen hätte zusätzlich eine 
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Kontrollgruppe mit gewichtsmäßig adaptierten Tieren gebildet werden müssen. Diese hätten 

ebenfalls eine tägliche intraperitoneale Injektion gleichen Volumens mit einer physiologischen 

Kochsalzlösung über denselben Zeitraum erhalten sollen. Jedoch standen für die 

Versuchsdurchführung keine entsprechenden Versuchstiere zur Verfügung. 

Aufgrund des schlechten Fits der Endmengen der Stoffe im Herzen war eine Modellierung der 

Daten dieser Versuchsreihe nicht möglich, so dass keine pharmakokinetischen Parameter zum 

Ebastin-Metabolismus ermittelt werden konnten. Jedoch lässt sich auch anhand der 

durchschnittlichen Konzentrations-Zeit-Verläufe von Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin 

im Reservoir auf die Aktivität der myokardialen CYP 2J schließen. Die Konzentrationen von 

Ebastin und Hydroxyebastin sind unter Hypertrophie wesentlich geringer als in der 

Kontrollgruppe, während die Carebastin-Konzentrationen unter der Behandlung höher liegen. 

Dies legt eine höhere Metabolisierung von Ebastin und somit eine höhere Aktivität des daran 

beteiligten Enzyms CYP 2J nahe.  

Ebenfalls eine erhöhte CYP 2J3-Genexpression zeigte sich in Herzen von spontan 

hypertenstiven Ratten verglichen mit normotensiven (Thum und Borlak, 2002). Zuvor fanden 

Yu et al. (2000) bereits eine ansteigende CYP 2J-Expression und EET-Bildung in den Nieren 

von spontan hypertensiven Ratten.  

Thum und Borlak (2002) untersuchten die Beeinflussung der Cytochrom P450-Expression und 

des Testosteron-Metabolismus in hypertrophen Herzen. Dabei konnte eine zwei- bis dreifach 

erhöhte Genexpression für CYP 2A6/7 und 4A11 im hypertrophen Gewebe festgestellt werden, 

während CYP 2J2 und 2E1 nahezu unverändert blieben. Außerdem fand sich ein zunehmender 

Testosteron-Metabolismus und eine damit verbundene Induktion der CYP-Monooxygenasen, 

was eine wichtige Rolle dieser Enzyme im Rahmen einer kardialen Hypertrophie nahe legt. 

Zordoky et al. (2008) konnten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen Isoprenalin-induzierter 

kardialer Hypertrophie und signifikanten Veränderungen der Genexpression verschiedener 

Cytochrom P450 herstellen. Auch sie fanden keine veränderte CYP 2J3-Genexpression. 

Stattdessen kam es zu einer Induktion von CYP 1A1, 1B1 und 4A3 sowie Hemmung von CYP 

2C11 und 2E1. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu unseren Beobachtungen. Jedoch 

scheint eine kardiale Hypertrophie unterschiedliche Auswirkungen auf die Aktivität der 

einzelnen CYP 450-Unterfamilien zu haben. Im Rahmen einer Hypoxie-Behandlung konnte 

festgestellt werden, dass deren Auswirkung auf die CYP-Expression isoformspezifisch sein 

kann (Fradette et al., 2007). Auch am Ebastin-Metabolismus sind verschiedene CYP-Isoformen 

beteiligt. So erfolgt die Bildung von Hydroxy- und Carebastin vor allem durch CYP 2J, 

während an der Metabolisierung von Carebastin hauptsächlich CYP 3A beteiligt ist (Liu et al., 

2006). Entsprechend den Ergebnissen von Thum und Borlak (2002), bei denen nur eine 

minimale Erhöhung der CYP 2J2-Genexpression beobachtet werden konnte, scheint es auch in 

unserer Versuchsreihe zu einer Erhöhung der CYP 2J-Aktivität gekommen zu sein, während 
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CYP 3A gar nicht beeinflusst oder in ihrer Aktivität reduziert worden ist. Dies würde sowohl 

die wesentlich geringeren Konzentrationen von Ebastin und Hydroxyebastin unter 

Hypertrophie, aufgrund eines erhöhten Metabolismus durch ansteigende CYP 2J-Aktivität, als 

auch die höhere Carebastin-Konzentration durch einen geringeren Abbau durch CYP 3A, im 

Vergleich zu den Kontroll-Experimenten, erklären.  

In diesen Experimenten zeigte sich ein signifikant (p < 0,001) geringerer LVDP-Abfall 

verglichen mit den Kontroll-Versuchen. Dies lässt auf einen geringeren negativ inotropen Effekt 

von Ebastin im hypertrophen Myokard schließen.  

Es wurden keine signifikanten Veränderungen der Herzfrequenz beobachtet. Dies entspricht den 

Beobachtungen von Kráľová et al. (2008), welche ebenfalls keine signifikanten Änderungen der 

Herzfrequenz zwischen der mit Isoprenalin behandelten Gruppe und der Kontrollgruppe 

beobachten konnten. 

 

 

 

5.6. Ebastin mit CYP 2J-Hemmer und CYP 2J-Hemmer 

 

Inhibitoren von Cytochromen werden häufig verwendet, um die Rolle einzelner CYP 450-

Isoenzyme in verschiedenen Stoffwechselprozessen festzustellen. Dazu werden verschiedene 

Hemmer von CYP 450-Isoenzymen auf ihre inhibitorische Spezifität gegenüber CYP-

vermittelten Reaktionen getestet. So fand sich Furafyllin als Inhibitor der Phenacetin-

Metabolisierung (CYP 1A2-vermittelt), Sulphaphenazol als selektiver Inhibitor der CYP 2C9-

katalysierten Tolbutamid-Metabolisierung und Ketoconazol als selektiver Inhibitor der CYP 

3A4-Aktivität, um einige Beispiele zu nennen (Bourrié et al., 1996; Eagling et al., 1998; Moody 

et al., 1999). Auch für CYP 2J2 wurden verschiedene Inhibitoren entwickelt (Lafite et al., 

2006). Als Probe für deren Wirksamkeit diente dabei die Hydroxylierung von Ebastin durch 

rekombinantes CYP 2J2. Die Grundlage für die Entwicklung eines CYP 2J2-Inhibitors bildete 

Terfenadin, welches bereits als CYP 2J2-Hemmer beschrieben wurde (Lafite et al., 2006).  

Bei den von Lafite et al. (2006) entwickelten CYP 2J2-Inhibitoren wurde die Verbindung in 

Abbildung 6 ausgewählt, da hiervon die niedrigste Konzentration benötigt wird, um eine 50 

%ige Hemmung der Hydroxylierung von Ebastin durch CYP 2J2 zu erhalten (IC50 = 0,4 µM). 

Außerdem stellt diese Verbindung einen selektiven CYP 2J2-Hemmer dar. Andere, im 

kardiovaskulären System auftretende Cytochrome, wie CYP 3A4, werden durch sie kaum 

beeinflusst (Lafite et al., 2006). 

Ziel dieser Versuchsreihe war es, den Einfluss der CYP 2J-Hemmung auf die kardiale Funktion 

und den Ebastin-Stoffwechsel festzustellen. Dafür nutzen wir die von Prof. W. Kang (Institut 
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für Pharmazie, Yeungnam Universität, Kyoungbuk, Südkorea) hergestellte Verbindung (siehe 

Abb. 6) als potenten CYP 2J-Hemmer unter Verwendung von Ebastin als Testsubstanz zur 

Beurteilung der Aktivität der myokardialen CYP 2J.  

In dieser Versuchsreihe lag die Konzentration von Hydroxyebastin zu allen Messzeitpunkten 

unterhalb der Bestimmungsgrenze und auch die Mittelwerte der Carebastin-Konzentrationen 

waren stets unter 1 ng/ml und damit wesentlich geringer im Vergleich zu den Kontroll-

Experimenten. Diese geringe Ebastin-Metabolisierung legt eine gute Wirkung des CYP 2J-

Hemmers nahe und liefert einen weiteren Anhaltspunkt, dass Ebastin als Testsubstanz zur 

Beurteilung der myokardialen CYP 2J verwendet werden kann. 

Wie auch bei den Kontroll-Versuchen konnte unter Einwirkung von Ebastin mit dem CYP 2J-

Hemmer ein LVDP-Abfall beobachtet werden. Dieser war jedoch signifikant stärker ausgeprägt 

als in den Kontroll-Experimenten (p < 0,001). Dies entspricht auch den ermittelten 

pharmakodynamischen Parametern. Die EC50 unter Ebastin mit CYP 2J-Hemmer lag bei 0,3 ± 

0,02 ng/ml, im Vergleich zu 8,9 ± 0,5 ng/ml in den Kontroll-Versuchen ohne Hemmer. Diese 

Beobachtungen deuten darauf hin, dass die negativ inotrope Wirkung von Ebastin unter Zugabe 

des CYP 2J-Hemmers verstärkt wird. Dabei wäre es interessant zu wissen, ob die Hemmung der 

myokardialen CYP 2J an sich eine negativ inotrope Wirkung besitzt. Um dies zu testen, wurden 

Konzentrations-Wirkungs-Kurven erstellt. Es wurden die Auswirkungen von ansteigenden 

Konzentrationen des CYP 2J-Hemmers, welche jeweils für 10 min im System zirkulierten, auf 

den sich entwickelnden linksventrikulären Druck (LVDP) untersucht. Dabei konnte ein LVDP-

Abfall beobachtet werden, anhand dessen darauf geschlossen wurde, dass die Hemmung der 

CYP 2J per se einen negativen inotropen Effekt besitzt. Allerdings führte die gleichzeitige Gabe 

von Ebastin und CYP 2J-Hemmer zu einem LVDP-Abfall, der über die reine Addition der 

negativ inotropen Wirkung von Ebastin und CYP 2J-Hemmer allein hinausging.  

Es wurde eine signifikant geringere Herzfrequenz unter Ebastin mit CYP 2J-Hemmer, 

verglichen mit den Kontroll-Versuchen, beobachtet (p < 0,001), während weder unter Ebastin 

allein noch innerhalb der Konzentrations-Wirkungskurven des CYP 2J-Hemmers signifikante 

Veränderungen gefunden werden konnten. 

 

 

 

5.7. Methodendiskussion 

 

Das isolierte perfundierte Herz nach Langendorff findet zahlreiche Anwendungen im Bereich 

der pharmakologischen, physiologischen, morphologischen, biochemischen und klinischen 

Forschung (Sutherland und Hearse, 2000; Dhein, 2005). Es liefert ideale Bedingungen für die 
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Durchführung von Dosis-Wirkungs-Studien zu metabolischen und pharmakologischen 

Interventionen (Sutherland und Hearse, 2000). Außerdem ermöglicht es eine genaue Analyse 

pharmakokinetisch-pharmakodynamischer (PK/PD) Prozesse, weshalb es in vielen Studien 

verwendet wurde. Im Vergleich zur Pharmakokinetik des gesamten Organismus liefert die 

Betrachtung eines einzelnen Organs direkte, detaillierte Informationen über PK/PD-Prozesse 

auf der Organ-Ebene. Des Weiteren bietet das isoliert perfundierte Herz im Vergleich zu in vitro 

Studien den Vorteil, dass verschiedene pharmakokinetische Parameter gleichzeitig ausgewertet 

werden können (Weiss, 2011). 

Zur Gewinnung pharmakokinetischer Daten zur Metabolisierung von Ebastin im Herzmuskel 

wurde ein Kompartiment-Modell verwendet. Diese mathematische Modellierung ermöglicht es, 

Transport- und Metabolisierungsprozesse im Herzen zu untersuchen, die eine wichtige Rolle bei 

dem quantitativen Verständnis der kardialen Aufnahme, des Metabolismus und der Elimination 

von Wirkstoffen spielen, deren direkte Beobachtung aber nicht möglich ist. Dabei wird die 

Verteilungskinetik eines Wirkstoffes vereinfacht als Transfer zwischen verschiedenen 

Kompartimenten dargestellt. In der traditionellen PK/PD-Modellierung wird die 

Plasmakonzentration eines Wirkstoffes mit dem zeitlichen Verlauf dessen pharmakologischer 

Wirkung verknüpft (Weiss, 2011). Dies kam auch in dem hier beschriebenen Modell zur 

Anwendung. Basierend auf der Grundlage des sequentiellen Ebastin-Metabolisierungswegs in 

menschlichen Lebermikrosomen (Liu et al., 2006) wurde ein pharmakokinetisch-

pharmakodynamisches Kompartiment-Modell entwickelt. Dabei wurde unter anderem der 

Verlauf der Ebastin-Konzentration mit dem Zeitverlauf dessen kardialer Wirkung verknüpft. 

Das verwendete Modell stellt eine geeignete Methode zur kinetischen Analyse von Ebastin und 

dessen Metaboliten dar. Anhand der ermittelten Ergebnisse wurde deutlich, dass die Kinetik des 

sequentiellen Ebastin-Metabolismus sehr gut von dem entwickelten Kompartiment-Modell 

beschrieben wurde. Unter Nutzung dieses Modells lassen sich sowohl Informationen über die 

Wirkstoffaufnahme aus dem Reservoir in das Herzgewebe als auch deren Efflux mit den 

entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten für die Aufnahme und den Efflux bestimmen. Des 

Weiteren können Metabolisierungs-Parameter ermittelt werden, mit deren Hilfe auf die 

Enzymaktivität der am Ebastin-Metabolismus beteiligten Cytochrome geschlossen werden 

kann. So lassen sich mit einfachen Mitteln Informationen über die Aktivität einzelner 

Cytochrome sowohl unter Standardbedingungen als auch unter verschiedenen 

pathophysiologischen Zuständen ermitteln. Jedoch ist ein Modell per Definition immer eine 

Vereinfachung, dessen Gültigkeit von den Zielen der Modellierung und dem Detaillierungsgrad 

der verfügbaren Daten abhängig ist. Das bedeutet, dass Modellauswahl und experimentelles 

Design eng miteinander verknüpft sind (Weiss, 2011). 

Ebastin, ein H1-Antihistaminikum der zweiten Generation, wurde als Testsubstanz zur 

Beurteilung der myokardialen Cytochrome (CYP 2J) verwendet. Dies stellt eine gute 
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Wirkstoffauswahl dar, da die Möglichkeit der Nutzung von Ebastin als Testsubstanz für die 

Beurteilung der Aktivität von CYP 2J bereits publiziert wurde (Liu et al., 2006). Außerdem sind 

über keine schweren unerwünschten kardialen Wirkungen unter Verwendung von Ebastin, im 

Gegensatz zu anderen Antihistaminika, berichtet worden (Wiseman und Faulds, 1996; Moss et 

al., 1999; Moss und Morganroth, 1999; Hurst und Spencer, 2000; Gillen et al., 2001; Lawrence 

et al., 2006). 

Um die Konzentration des verwendeten Stoffes Ebastin und dessen Metaboliten zu den 

verschiedenen Messzeitpunkten zu bestimmen, wurde eine Flüssigchromatographie mit 

Tandem-Massenspektrometrie verwendet. Dieses Verfahren stellte sich bereits in einer früheren 

Publikation als eine sehr einfache, sensible und präzise Möglichkeit zur gleichzeitigen 

Bestimmung von Ebastin und seinen drei Metaboliten (Hydroxyebastin, Carebastin, 

Desalkylebastin) dar. Es eignet sich gut für in vitro und in vivo Studien zur Pharmakokinetik 

von Ebastin (Kang et al., 2004). 
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6. Zusammenfassung 

 

Cytochrom P 450-Enzyme haben vielfältige Aufgaben im menschlichen Körper und 

katalysieren unterschiedliche chemische Reaktionen. Außerdem spielen sie eine wichtige Rolle 

im Arzneimittel-Metabolismus. Ziel dieser Arbeit war es, erste pharmakokinetische Daten zur 

Metabolisierung des H1-Antihistaminikums Ebastin im Herzmuskel zu liefern und darüber 

Hinweise auf die Aktivität der kardialen CYP 2J zu erhalten. Dabei erfolgte die kinetische 

Analyse von Ebastin und sequentielle Bildung von Hydroxyebastin und Carebastin unter 

Verwendung eines neu entwickelten pharmakokinetisch-pharmakodynamischen Kompartiment-

Modells (Kang et al., 2011), welches auf der Grundlage des sequentiellen Ebastin-

Metabolisierungswegs in menschlichen Lebermikrosomen beruht (Liu et al., 2006). Die vom 

Modell geschätzten Metabolisierungs-Parameter (Geschwindigkeitskonstante der 

Hydroxyebastin-Bildung, keh, der Carebastin-Bildung, khc, sowie der Carebastin-

Metabolisierung, kcm) dienten dabei als Maß für die Aktivität der am Ebastin-Metabolismus 

beteiligten CYP 2J und 3A.  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern neue Erkenntnisse über die Kinetik der 

sequentiellen Metabolisierung von Ebastin in Rattenherzen und die Aktivität der daran 

beteiligten CYP 450-Enzyme. Dabei ähnelt der aktuell beobachtete Metabolismus von Ebastin 

stark demjenigen, der für menschliche Lebermikrosomen beschrieben wurde (Liu et al., 2006). 

Die pharmakokinetische Modellierung der Daten eröffnet die Möglichkeit, unter Verwendung 

von Ebastin als Testsubstanz, die Aktivität kardialer CYP 2J zu ermitteln. 

Des Weiteren wurden die Effekte pathophysiologischer Bedingungen untersucht. Der Einfluss 

einer 45-minütigen Hypoxie und anschließende Reoxygenierung führte zu einer Reduzierung 

von keh sowie Zunahme von  khc und kcm, was für eine Herabregulierung der CYP 2J-Aktivität 

sowie gesteigerte CYP 3A-Aktivität spricht. Diese Ergebnisse unterstützen die Beobachtungen, 

dass die Auswirkung einer Hypoxie-Behandlung auf die CYP-Expression isoformspezifisch 

sein kann (Fradette et al., 2007). Außerdem belegen sie, dass am Ebastin-Metabolismus 

verschiedene Cytochrom-Unterfamilien beteiligt sind (Liu et al., 2006). 

Auch die einstündige Einwirkung von Isoprenalin resultierte ebenfalls in einer Änderung der 

Metabolisierungs-Parameter. Es kam zu einer signifikanten Abnahme von khc und kcm mit daraus 

folgender Abnahme der CYP 2J- und 3A-Aktivität. Zusammen mit anderen publizierten 

Ergebnissen nach chronischer Wirkstoff-Gabe, die keine signifikanten Änderungen der 

hepatischen CYP 3A-Aktiviät nach oraler fünftägiger Methamphetamin-Gabe (Minarikova et 

al., 2006) jedoch einen signifikanten Anstieg kardialer CYP 1A1 und 2J2 nach 14-tägiger 

Cocain-Gabe (Wang et al., 2002) feststellen konnten, belegen die aktuellen Daten, dass der 

Faktor Zeit für die Enzyminduktion eine wichtige Rolle spielt.  
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Des Weiteren führte eine Isoprenalin-induzierte kardiale Hypertrophie zu einer erhöhten CYP 

2J-Aktivität, worauf anhand signifikanter Unterschiede der Konzentrations-Zeit-Verläufe von 

Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin geschlossen werden konnte. 

Die Gabe von Ebastin in Kombination mit einem CYP 2J-Hemmer resultierte in einer deutlich 

ausgeprägten Inhibierung der CYP 2J-Aktivität und liefert einen weiteren Anhaltspunkt, dass 

Ebastin als Testsubstanz zur Beurteilung der kardialen CYP 2J verwendet werden kann. 

Außerdem wird deutlich, dass die Hemmung der CYP 2J mit einer Verstärkung des negativ 

inotropen Effektes verbunden ist. 

Zusammengefasst lässt die pharmakokinetische Modellierung des sequentiellen Ebastin-

Metabolismus in Rattenherzen vermuten, dass CYP 2J darin eine große Rolle spielt. Die 

Ergebnisse können zum Verständnis der funktionellen Eigenschaften der CYP 2J in Ratten 

beitragen und liefern wertvolle Anhaltspunkte, wie sich der Einfluss verschiedener 

pathophysiologischer Zustände, wie Hypoxie, die Einwirkung eines Sympathomimetikums 

sowie kardiale Hypertrophie, auf die Aktivität der im Herzen vorhandenen Cytochrome 

auswirkt. Diese Informationen sind auch von klinischem Interesse. So können Induktion oder 

Hemmung der kardialen CYP zu Veränderungen im Stoffwechsel von körpereigenen Stoffen 

sowie Änderung im Metabolismus verschiedener Medikamente führen, was sowohl in einer 

Beeinflussung der Herzfunktion als auch der Arzneimittelwirkung resultieren kann. 
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8. Thesen 

 

1.  Die Auswertung der am perfundierten Rattenherzen gemessenen kinetischen Daten zur 

Metabolisierung von Ebastin mit einem Kompartiment-Modell liefert quantitative 

Informationen über die sequentielle Metabolisierung von Ebastin im Herzmuskel und 

Hinweise auf die Aktivität der daran beteiligten Cytochrome. 

 

2.  Ebastin kann als Testsubstanz zur Beurteilung myokardialer CYP 2J verwendet werden. 

 

3.  Nach Hypoxie und anschließender Reoxygenierung kommt es zu einer Herabregulierung 

der kardialen CYP 2J-Aktivität sowie gesteigerten CYP 3A-Aktivität. 

 

4. Die einstündige Isoprenalin-Behandlung resultiert in einem reduzierten Ebastin-

Metabolismus sowie geringerer CYP 2J- und 3A-Aktivität im Herzen. 

 

5. Die Isoprenalin-induzierte kardiale Hypertrophie ist begleitet von einer erhöhten CYP 2J-

Aktivität im hypertrophen Gewebe. 

 

6. In Anwesenheit eines CYP 2J-Hemmers werden die Ebastin-Metabolisierung und der 

negativ inotrope Effekt stark reduziert.   
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