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Referat

Zielsetzung: Ziel dieser Arbeit war es, erste plakokinetische Daten zur Metabolisierung von
Ebastin im Herzmuskel zu liefern und dartber Hirsgeauf die Aktivitat der myokardialen
CYP 2J zu erhalten. Dazu wurde, unter Verwendungereipharmakokinetischen-
pharmakodynamischen Modellierung, die Kinetik deretdbolisierung von Ebastin im

Herzmuskel unter Normalbedingungen als auch umteschiedenen Behandlungen untersucht.

Methoden: Fir alle Versuchsreihen wurden isolieerfyndierte Rattenherzen in einer
rezirkulierenden Langendorff-Versuchsapparatur escet. Die Experimente erfolgten dabei
unter Kontroll-Bedingungen, mit verandertem Pedosimedium, nach Hypoxie-Einwirkung,
nach Isoprenalin-Gabe und unter Isoprenalin-indtesie myokardialer Hypertrophie.
AbschlieRend wurde die Wirkung eines CYP 2J-Hemna#lesn sowie zusammen mit Ebastin
getestet. In den Perfusatproben wurde die Konz@iraon Ebastin und dessen Metaboliten,
Hydroxyebastin und Carebastin, bestimmt. Die Aralgler Daten erfolgte unter Verwendung
eines Kompartiment-Modells. Dabei wurden die Gesotigkeitskonstanten der
Metabolisierung fir die Hydroxyebastin-Bildunk, die Carebastin-Bildundg,., sowie die
Carebastin-Metabolisierungk., bestimmt. AufRerdem wurde der Zeitverlauf der tigga
inotropen Wirkung in Bezug zu der myokardialen HEipakKonzentration gesetzt, um die

Konzentrations-Wirkungs-Beziehung zu ermitteln.

Ergebnisse: Ebastin wurde zu Hydroxyebastin undndam Carebastin metabolisiert. Die
Hypoxie-Einwirkung fiihrte zu signifikanten Anderwgder Metabolisierungs-Parameter mit
Abnahme vorkg, und Zunahme voRi,. und k., Nach akuter Isoprenalin-Wirkung kam es zu
einer signifikanten Reduktion bé{,. und k., In den hypertrophen Herzen zeigten sich
signifikante Unterschiede in den Konzentrations:X@rlaufen von Ebastin, Hydroxy- und
Carebastin. In Anwesenheit des CYP 2J-Hemmers vwa Metabolisierung von Ebastin zu

Hydroxyebastin nicht mehr nachweisbar.

Schlussfolgerungen: Mit Hilfe des pharmakokinetsthKompartiment-Modells lassen sich

quantitative Ergebnisse zur Metabolisierung vondiham Herzmuskel gewinnen. Dabei kann
Ebastin als Testsubstanz zur Beurteilung der Aiiviler myokardialen CYP 2J verwendet

werden.

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

1.1. Ebastin

1.1.1. Allgemeines

Ebastin (4-Diphenylmethoxy-1-[3-(4-terbutylbenzeptppyl]-piperidin) ist ein langwirksamer,
selektiver H-Rezeptor-Antagonist der 2. Generation, der von ifin SA entdeckt und
entwickelt wurde (Roberts, 1998; Rico et al., 20@udien zu Ebastin finden in Europa seit
1988 und in den USA seit 1991 statt. Nach Gbed@igem Einsatz in zahlreichen Landern der
Erde wurde die Sicherheit und Wirksamkeit von HBbastusgiebig demonstriert. Zu den
klinischen Indikationen gehéren beispielsweise nelmer saisonalen und ganzjahrigen
allergischen Rhinitis auch die chronisch ideopaestrtikaria und das allergische Asthma
(Mattila und Paakkari, 1999; Hurst und Spencer(2Q@sseter et al., 2004; Gupta et al., 2005;
Rico et al., 2009).

1.1.2. Metabolisierung

Nach oraler Gabe unterliegt Ebastin einem ausgemagjrst-Pass-Metabolismus in Leber und
Dinndarm. Dabei wird das an sich wenig aktive Ebast seinen pharmakologisch aktiven
Metaboliten Carebastin und weitere inaktive Metdbnol verstoffwechselt (Abb. 1).
Verschiedene Cytochrom P450, vor allem CYP 3A uMPQJ, sind an diesen Vorgangen
beteiligt. Die wichtigsten primaren Metaboliten &inDesalkyl- und Hydroxyebastin.
Desalkylebastin entsteht durch N-Dealkylierung vgbastin, katalysiert durch CYP 3A,
wahrend Hydroxyebastin durch Hydroxylierung untetdfligung von CYP 2J2 gebildet wird.
Nach anschlieRender Carboxylierung durch CYP 2J2/8Atsteht aus Hydroxyebastin der
aktive Metabolit Carebastin. Dieser wird durch Nalkglierung (CYP 3A4) zu Desalkylebastin
abgebaut (Hashizume et al., 1998; Hashizume eP@0]; Hashizume et al., 2002; Liu et al.,
2006).
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Metabolisierung von Ebastin (modifiziert nach Hasine et al.

Liu et al., 2006).
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1.1.3. Antihistaminika

Histamin, einer der wichtigsten Mediatoren der rgikchen Reaktion, wurde Anfang des 20.
Jahrhunderts entdeckt (Dale und Laidlaw, 1919)91&R&annte Dale die Verbindung zwischen
Histamin und der anaphylaktischen Reaktion (Mad@&las 2003; Nettis et al., 2005). Das erste
Antihistaminikum, 929 F (Thymo-Ethyl-Diethylamin)yurde 1937 von Bovet und Staub
entdeckt (Rico et al., 2009). Im Jahr 1942 besbhtialpern das erste Antihistaminikum
Antergan, das Kklinisch am Menschen eingesetzt wiM@eGlashan, 2003; Nettis et al., 2005).
Histamin vermittelt seine Wirkung tber verschied&ezeptoren. Bislang sind vier Subtypen
von Histamin-Rezeptoren beschrieben wordep B4, H; und H;). Sie gehéren alle zu den G-
Protein-gekoppelten-Rezeptoren (Leurs et al., 2008) unterscheiden sich in Bezug auf
Lokalisation, Second-messenger und Histamin-bindeBjenschaften (MacGlashan, 2003).
H;-Rezeptoren sind in den glatten Muskelzellen desmiSader Bronchien und Blutgefal3e
lokalisiert. In der Regel werden alle allergiscHeeaktionen durch HRezeptoren vermittelt
(Hill et al., 1997; Nettis et al., 2005) Rezeptoren befinden sich in der Magenschleimhauit,
Uterus, im Herzen und Gehirn (Hill et al., 1997).ed Weiteren kommen sie auf
Entziindungszellen und auf dem Bronchialepithel \ie Stimulierung der HRezeptoren
fuhrt unter anderem zu einer erhéhten Sauresehkratis den Belegzellen im Magen (Nettis et
al., 2005). H-Rezeptoren sind im Gehirn, in den glatten Mushklgreder Bronchien und in
postgangliondren, cholinergen Nerven in menschiidBnchien lokalisiert (Hill et al., 1997,
Nettis et al., 2005). Auf Neutrophilen, EosinophjleMastzellen und CD4+T-Lymphozyten
kommen H-Rezeptoren vor (Nettis et al., 2005).

Antihistaminika werden nach dem Histamin-Rezeptoit, dem sie interagieren, bezeichnet.
Ebastin gehort zur Gruppe deg-Bintihistaminika. Diese werden in Antihistaminikardersten
und zweiten Generation differenziert. Erstere (Bgeispiel Chlorpheniramin, Diphenhydramin,
Promethazin) sind stark lipophil, besitzen ein gges Molekulargewicht und sind in der Lage,
die Blut-Hirn-Schranke zu Uberqueren. Sie bindezerebrale KHRezeptoren und verursachen
so ihre bekannten Nebenwirkungen im Zentralnervaesy wie Sedierung, Schwindel,
Konzentrationsstorungen und Beeintrachtigung deakBenszeiten (Mattila und Paakkari,
1999; Taglialatela und Annunziato, 2000; Nettiglet2005; Camelo-Nunes, 2006). AuRerdem
werden sie rasch resorbiert und metabolisiert, albstsie drei- oder viermal am Tag
eingenommen werden mussen (Camelo-Nunes, 2006). \Eeiterer Nachteil der
Antihistaminika der ersten Generation ist ihr Mdnge Selektivitat fir den HRezeptor. So
sind sie in der Lage, an Acetylcholin- und SerateRezeptoren sowie Calcium-Kanéle zu
binden (Kubo et al., 1987; Hayashi und Hashimof991 Nettis et al., 2005). Aufgrund ihrer

Fahigkeit an muskarine Rezeptoren binden zu kdnngen sie anticholinerge Effekte wie



Tachykardie, Mundtrockenheit und Harnretention ber{Kubo et al., 1987; Mattila und
Paakkari, 1999; Camelo-Nunes, 2006).

Im Gegensatz dazu besitzen Antihistaminika der temetGeneration (zum Beispiel Terfenadin,
Loratadin, Cetirizin, Ebastin) eine lang anhalteMdiekung mit minimalen Nebenwirkungen.
Sie haben ein groReres Molekulargewicht, sind kgtrophob und gering lipophil, Gberqueren
die Blut-Hirn-Schranke nicht und besitzen eine ngete Affinitat fir zerebrale HRezeptoren
(Mattila und Paakkari, 1999; Taglialatela und Anmato, 2000; Camelo-Nunes, 2006). Des
Weiteren verfligen sie Uber eine hdhere SelektifitttH;-Rezeptoren mit geringer oder gar
keiner Affinitat zu muskarinen cholinergen Rezeptol(Taglialatela und Annunziato, 2000;
Holgate et al., 2003). Aufgrund ihrer verlangertéalbwertszeit missen Antihistaminika der
zweiten Generation nur ein- oder zweimal am Taglwesicht werden (Camelo-Nunes, 2006).
AulRerdem zeigen einige von ihnen eine anti-inflatomsche Wirkung (Hayashi und
Hashimoto, 1999; Leurs et al.,, 2002; Holgate et 2003). Trotz der vielen Vorteile der
Antihistaminika der zweiten Generation sind audbsdinicht ohne Nebenwirkungen. Zu den
wichtigsten Problemen zahlt die Kardiotoxizitate diur Ricknahme von Terfenadin und
Astemizol vom Markt fihrte (Woosley et al., 1993p@éley, 1996; Rico et al., 2009). Dartiber
hinaus wurde gezeigt, dass einige der Antihistétaimder zweiten Generation zu Somnolenz
fuhren kénnen (Rico et al., 2009).

1.1.4. Herzwirkung der Antihistaminika

Trotz des enormen Erfolgs der Antihistaminika deeiten Generation in der Mitte der 1980er
Jahre erschienen nach einigen Jahren der weltwiditeischen Nutzung mehrere Berichte in
der Literatur, in denen von polymorphen ventriketaRhythmusstérungen, den sogenannten
.Torsades de Pointes”, nach Verabreichung von hada und Astemizol berichtet wurde
(Craft, 1986; Davies et al., 1989; Monahan et #890). Beide Stoffe verursachen eine
Verlangerung des QT-Intervalls im EKG aufgrund Beyckade von kardialen Kalium-Kanélen
(Valenzuela et al.,1997; Ohtani et al.,, 1999a; Paakkari, 2002). Diébrtf zu einer
Beeintrachtigung der Repolarisation des Herzens erwht das Risiko fir ventrikulare
Tachykardien (Torsades de Pointes-Tachykardienp (Yad Camm, 2003; Recanatini et al.,
2005). Diese polymorphe ventrikulare Tachykardienrkeeine Synkope verursachen und
schlimmstenfalls in Kammerflimmern und plétzlichehod enden (Yap und Camm, 2003).
Allerdings ist die Inzidenz von ,Torsades de Paftdei Stoffen, die nicht zu den
Antiarrhythmika zahlen, gering (Viskin, 1999; Dar@®01). Sie traten vor allem bei Patienten
mit erhdhten Plasmaleveln von ;-Rezeptor-Blockern auf. Ursache dafir kdnnen eine

vorséatzliche Uberdosierung (Craft, 1986; Daviealgt1989) oder ein reduzierter Arzneimittel-



Metabolismus aufgrund von Lebererkrankungen oder gleichzeitigen Einnahme von
Medikamenten wie Makrolid-Antibiotika (z.B. Erythmycin) und oralen Antimykotika (z.B.
Ketoconazol), die die hepatische Metabolisierung Aetihistaminika beeintrachtigen, sein
(Monahan et al., 1990; Hey et al., 1996; Mattilal dtaakkari, 1999; Moss und Morganroth,
1999). Des Weiteren existieren auch verschiedeng&digponierende Faktoren fir die
Entwicklung von Herzrhythmusstérungen wie eine &ogene oder erworbene Verlangerung
des QT-Intervalls, ischamische Herzerkrankungen,adikardie und Stérungen des
Elektrolythaushalts, vor allem Hypokaliamie unddeo Hypomagnesiamie (Woosley, 1996;
Yap und Camm, 2003).

In zahlreichen Studien wurde untersucht, ob Ebastiiches eine ahnliche chemische Struktur
und pharmakokinetische Eigenschaften wie Terfenbdaitzt (Ohtani et al., 1999b), ebenfalls
zu ventrikularen Rhythmusstérungen (Torsades det&€%)i wie sie nach Verabreichung von
Terfenadin beobachtet worden sind, fihren kann. @ibgezeigt wurde, dass Ebastin Kalium-
Kandale von Saugetieren hemmt (Ko et al., 1997; Malela et al., 1997; Ohtani et al., 1999a)
und nach intraventdser Gabe das QT-Intervall in Btdewveinchen und Ratten verlangert (Hey
et al., 1996; Ohtani et al., 1999b), sind keinewsgien unerwiinschten kardialen Wirkungen
berichtet worden (Wiseman und Faulds, 1996; Moss.e1999; Moss und Morganroth, 1999;
Hurst und Spencer, 2000; Gillen et al., 2001; Lanwveeet al., 2006).

1.2. Cytochrom P 450

1.2.1. Allgemeines / Definition

Cytochrome sind héamhaltige Oxidoreduktasen. Als doveduktasen werden Enzyme
bezeichnet, die Redoxreaktionen katalysieren. Siené&n in funf Gruppen eingeteilt werden.
Die Cytochrom P 450-Enzyme gehéren in die Gruppe Menooxygenasen (Loffler et al.,
2006) und kommen im glatten endoplasmatischen Retik und in den Mitochondrien in
vielen verschiedenen menschlichen Geweben vorntErwor allem in der Leber, im Darm,
der Lunge, den Nieren und der Haut (Park, 2000 Isaben vielfaltige Aufgaben im
menschlichen Korper und katalysieren unterschikdlichemische Reaktionen. So sind sie an
der Biosynthese von Steroidhormonen, der Hydromytig von Fettsdurederivaten und der
Metabolisierung der Arachidonsdure beteiligt (Léxffet al., 2006). Auch die Hydroxylierung
von Xenobiotika, darunter die meisten Medikamergehoért zu ihren Aufgaben. An der
Arzneimittel-Metabolisierung sind hauptséachlich ¢fieder der CYP 1-, CYP 2- und CYP 3-



Familien beteiligt. Diese katalysieren die Umwamgjuder Medikamente in Metabolite, die
Uber die Galle oder den Harn ausgeschieden weridamek (Park, 2000).

1.2.2. Klassifizierung und Nomenklatur der Cytochran P 450-Enzyme

Die Einteilung der Cytochrom P 450-Enzyme in vermsdblne Familien erfolgt anhand ihrer
Gensequenz. Cytochrom P 450, die in ihrer Gensequen mindestens 40 Prozent
Ubereinstimmen, werden zu einzelnen Familien zusamgefasst. In den Unterfamilien liegt
die Ubereinstimmung bei mindestens 55 Prozent.Ndimenklatur der Cytochrome (z.B. CYP
2J2) orientiert sich an ihrer Einteilung. Zunéachsginnt der Name mit den Buchstaben CYP.
Die folgende erste Zahl (CYR2J2) bezeichnet die jeweilige Familie, der folgende
GroRRbuchstabe (CYPJ2) die Unterfamilie. Die letzte Zahl (CYP 2Jsteht fir spezifische
Genprodukte (Coon et al., 1992).

1.3. Arachidonsaure

Zu den vielfaltigen Aufgaben der Cytochrom P 45@4Ene zahlt unter anderem die
Metabolisierung der Arachidonsaure. Die Arachidomsdehdrt zu den mehrfach ungesattigten
Fettsauren und ist Bestandteil vieler Phosphogigeetn veresterter Form befindet sie sich in
Zellmembranen, aus denen sie durch die Aktivieruog Phospholipasen (z.B. zytosolische
Phospholipase A freigesetzt wird und so den unterschiedlichen didelisierungswegen
zuganglich gemacht werden kann (Abb. 2) (Zeldirg1205ross et al., 2005; Nithipatikom und
Gross, 2010).
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Abb. 2
Metabolisierungswege der Arachidonsaure (modifizéers Gross et al., 2005; Nithipatikom
und Gross, 2010).

1.3.1. Metabolisierung durch Cyclooxygenase

Im ersten Schritt der Prostanoidsynthese erfolgtBlidung von Prostaglandin,HPGH,) aus
Arachidonsaure mithilfe der Prostaglandin-H-Syn¢h&dBGHS) (Smith et al., 1996; Zeldin,
2001). In dieser sind eine Cyclooxygenase- und Berexidaseaktivitdt enthalten. Mithilfe der

Cyclooxygenase erfolgt die Metabolisierung der Aidonséure zu Prostaglandin, ®/dhrend



die Peroxidase fur die anschlieRende UmwandlungRiestaglandin &in Prostaglandin H
verantwortlich ist (L6ffler et al., 2006). PGldient als Vorlaufer fir weitere Prostaglandine,
Thromboxane und Prostacyclin, die aus Prostaglahtlirunter Beteiligung verschiedener
spezifischer Prostaglandin-Synthasen gebildet wei@dbdb. 3) (Smith et al., 1996; Zeldin,
2001; Loffler et al., 2006).

Arachidonsaure \

Cyclooxygenase

Prostaglandin G, Prostaglandin-H-Synthase

Peroxidase

Prostaglandin H /

spezifische
Prostaglandin
Synthasen

Prostaglandin  Prostaglandin  Prostadjh  Thromboxan
D> E> 2 Az
(Prostacyclin)

J

Abb. 3
Prostanoidsssynthese (modifiziert aus Smith e1@86; Zeldin, 2001, Loffler et al., 2006).



1.3.2. Metabolisierung durch Lipoxygenase

Eine weitere Modifikation der Arachidonsaure erfalgrch Lipoxygenasen (LOX). Es werden
drei verschiedene Lipoxygenasen unterschieden. [EHd.ipoxygenase wurde in
Schweineleukozyten, im Verdauungstrakt und Thynmsler Lunge sowie in anderen Zellen
identifiziert (Breitbart et al., 1996). Sie ist ater Bildung von Leukotrien A aus
Arachidonsaure Uber 5-HydroperoxyeicosatetraenbaiRTE) beteiligt (Yamamoto et al.,
2004; Loffler et al., 2006). Aus Leukotriery Arfolgt die Synthese der anderen Leukotriene. Die
Metaboliten der 5-Lipoxygenase haben eine bedeatbimlogische Aktivitat. Unter anderem
zahlen sie zu den starksten Konstriktoren der atatMuskulatur und haben einen
chemotaktischen Effekt auf Leukozyten (Breitbartabt 1996). Neben der 5-Lipoxygenase
existieren auRerdem die 12- und 15-Lipoxygenase, aiti der Bildung von 12- bzw. 15-
Hydroperoxyeicosatetraen-Sauren (12-, 15-HPETERilmgt sind (Breitbart et al., 1996;
Yamamoto et al., 2004; Loffler et al., 2006).

1.3.3. Metabolisierung durch Cytochrom P 450

Die Metabolisierung der Arachidonsaure durch Cytooh P 450 kann in zwei verschiedene
Wege eingeteilt werden (siehe auch Abb. 2). Die @¥Rydroxylasen (vor allem CYP 3A, 4A

und 4F) fuhren zur Entstehung von verschiedenenrdiygicosatetransauren (HETES),
einschlief3lich 19- und 20-HETE, wahrend die CYP-Bmenasen (vor allem CYP 2C und 2J)
an der Bildung von Epoxyeicosatriensauren (EET®iligt sind (Spector et al., 2004; Gross et
al., 2005; Spector und Norris, 2007; NithipatikonmduGross, 2010). Es k&nnen vier
verschiedene regiomere cis-Epoxyeicosatriensaus8iTg) unterschieden werden: 5,6-EET,
8,9-EET, 11,12-EET und 14,15-EET, von denen jeteRAaS- oder S, R-Enantiomer vorliegen
kann, so dass insgesamt acht chemisch verschiedenéendungen entstehen (Zeldin, 2001;
Spector et al., 2004; lliff und Alkayed, 2009). &Nier EET-Regioisomere kénnen von jeder
CYP-Epoxygenase gebildet werden. Jedoch dominierder Regel ein oder zwei Produkte, in
den meisten Fallen 11,12- und 14,15-EET (SpectdNorris, 2007). Beispielsweise produziert
die im Rattenherzen vorhandene CYP 2J3 zu 41 %5IEET (Wu et al., 1997). Daruber

hinaus kdnnen die zwei Enantiomere einer Epoxyaicesnsaure unterschiedliche Funktionen
besitzen. Zum Beispiel produziert die CYP 2J2 denschlichen Niere gleiche Mengen beider
11,12-EET-Enantiomere (Wu et al., 1996), aber AR),12(S)-EET fihrt zur Relaxierung der

kleinen Nierenarterien (Spector und Norris, 2007).



1.4. EETs

Wie bereits erwadhnt, erfolgt die Bildung der EETdgen Beteiligung einer CYP-Epoxygenase

aus Arachidonsaure, nachdem diese mithilfe einesjptiolipase freigesetzt wurde.

1.4.1. Wirkung der EETs

EETs sind autokrine und parakrine Mediatoren. Aurfigrihres breiten Wirkungsspektrums im
kardiovaskularen System spielen sie eine wichtigbeRbei der Regulation von Herz-Kreislauf-
Funktionen (Chaudhary et al., 2009; Nithipatikond u@ross, 2010). Sie verursachen diese
Effekte in erster Linie durch Beeinflussung des dBsf/stems und der Nieren (Spector et al.,
2004). EETs funktionieren als EDHFs (Campbell et 4B96) und besitzen bedeutende
vasodilatatorische Eigenschaften. Sie fiihren zdindy von Calcium-aktivierten-KKanélen
(BKcy). Dies bewirkt eine Hyperpolarisation und Vasaditen der Gefal3e sowie Relaxierung
der glatten Muskulatur von GefalRen (Miura und Guotgn, 1998; Oltman et al., 1998;
Campbell und Harder, 1999; Zhang et al., 2001;tlale 2002; Spector und Norris, 2007). Des
Weiteren spielen EETs und ihre korrespondierendd&Ts bei der Regulation des Blutdrucks
eine Rolle (Sinal et al., 2000).

Einige CYP-Epoxygenase-Produkte wie 11,12-EET besitkardioprotektive Effekte. Sie
schitzen das Myokard vor der schadlichen Wirkung isghamie und Reperfusion (Wu et al.,
1997; Yang et al., 2001; Seubert et al., 2004; &risal., 2005). AuRerdem besitzen sie eine
protektive Wirkung gegen die Entstehung von poktistischen EKG-Veranderungen (Batchu
et al., 2009). Des Weiteren reduzieren sie die ragdikle InfarkigréRe (Nithipatikom und
Gross, 2010).

Eine weitere Funktion der EETs liegt in der Beeisflung des Gerinnungssystems. Sie wirken
anti-thrombotisch und hemmen die Thrombozytenaggreg und -adhasion an das Endothel
(Heizer et al., 1991; Krétz et al., 2004). Des Wieh besitzen EETSs fibrinolytische Aktivitat
und erhdohen die Expression von Gewebs-Plasminogeattk tPA (tissue plasminogen
activator) (Zeldin, 2001).

EETs haben anti-inflammatorische Eigenschaftencbitemmung des Transkriptionsfaktors

NF-kB (nuclear factor kappa B) verhindern sie eine loeykenadhéasion an die Gefal3wand.
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AulBerdem senken sie die Expression Zytokin-indteiezndothelialer Zelladhasionsmolekile
(Node et al., 1999).

Zu den weiteren Eigenschaften der EETs zahlenahggogene (Zhang und Harder, 2002) und
anti-apoptotische (Dhanasekaran et al., 2006; Ydra., 2007) sowie anti-oxidante (lliff und
Alkayed, 2009) Wirkung. Des Weiteren stimulierenTEHlie Glukagon- und Insulinfreisetzung

aus isolierten Langerhans-Inseln aus dem Rattekr@am (Falck et al., 1983).

EETs besitzen auf3erdem eine Wirkung auf TumorzelBm verbesserte zum Beispiel die
Zugabe von exogenen EETs die Proliferation von &zelben in vitro und in vivo (Chen et al.,
2009). Zusatzlich erhéhen sowohl endogen gebildéteauch exogen applizierte EETs die
Proliferation, Motilitat, Adhasion, Invasion und @xpression der Krebszellen sowie das
Tumorwachstum (Jiang et al., 2007; Chen et al.9p08uRerdem hemmen EETs die Apoptose
in Karzinomzellen durch Herabregulierung des prpamischen Proteins Bax und
Hochregulation der antiapoptotischen Proteine Bah@d Bcl-XL (Chen et al., 2009). Anhand
dieser Ergebnisse ergeben sich neue Behandlunggamséder Krebstherapie. So konnte die
Hemmung der CYP 2J2-vermittelten Biosynthese def<£Eine mogliche Behandlung von

Krebserkrankungen darstellen (Chen et al., 2009).

1.4.2. Metabolisierung der EETs

EETs werden von Epoxidhydrolasen (EH) zu ihren methenden Dihydroeicosatriensauren
(DHETSs) umgewandelt (Zeldin et al., 1993; Zeldinakt 1995). Diese Metabolisierung ist
regio- und stereoselektiv, wobei 14(R),15(S)-EEVdprugt wird (Zeldin et al., 1993). DHETs
wurden urspringlich fir inaktive Abbauprodukte d€ETs gehalten aber weitere Studien
zeigen, dass auch DHETSs vasodilatatorische Eigeftechbesitzen und Calcium-aktivierté-K
Kandle (BKkey) aktivieren kdnnen (Weintraub et al., 1997; Oltnedral., 1998; Lu et al., 2001;
Campbell et al., 2002).

Des Weiteren existieren weitere Metabolisierungenedgy EETs wie deren Umwandlung durch
Cyclooxygenase, Lipoxygenase, CYPOxidase, Glutathion-S-Transferas@-Oxidation,
Kettenverlangerung und deren Integration in Phogplde durch die Acyltransferase (Zeldin,
2001; Spector et al., 2004; Spector und Norris 7200
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1.5. CYP 2J2

Wie viele andere Cytochrom P 450 wird auch CYPn2dar Leber exprimiert. Daneben kommt
es in einigen extrahepatischen Geweben vor, darimtderz (Wu et al., 1996; Delozier et al.,
2007), Lunge (Zeldin et al., 1996), Niere (Enayatakt al., 2004), Pankreas (Langerhans’sche
Inseln) (Zeldin et al., 1997a; Enayetallah et2004) und Dinndarm (Zeldin et al., 1997b).

Wie andere Cytochrom P 450 ist auch CYP 2J2 anvidabolisierung von Medikamenten,
darunter auch Ebastin, beteiligt. So entsteht dugstih durch Hydroxylierung Hydroxyebastin,
welches nach anschlieBender Carboxylierung in dé&tivem Metaboliten Carebastin
umgewandelt wird (Hashizume et al., 2001; Hashizetra., 2002; Liu et al., 2006).

Wie bereits erwahnt, wird CYP 2J2 in hohem MaRdlienzen exprimiert (Wu et al., 1996), vor
allem in den kardialen Myozyten. Daneben ist ehaocEndothel der Koronararterien und in
der Aorta enthalten (DeLozier et al., 2007).

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

Kreislaufregulation und Homdostase (Fleming, 20a1),12-EET, das Produkt von CYP 2J2
und dem entsprechenden Homolog CYP 2J3 im Ratteahgverbessert deutlich die Erholung
der kontraktilen Funktion des Herzens nach langgiavaler, kardialer Ischamie im isolierten
perfundierten Rattenherz-Modell (Wu et al., 199%)einem transgenen Mausmodell konnte
gezeigt werden, dass die Uberexpression von CYPzRJ&iner verbesserten Erholung und
Wiedererlangung der linksventrikularen Funktion mdardialer Ischamie und Reperfusion
gefuihrt hat (Seubert et al., 2004). Des Weiterendeudiir die CYP 2J2-Uberexpression eine
kardioprotektive Wirkung durch Hemmung des HypaXi®eoxygenierungsschadens von
vaskularem Endothel nachgewiesen (Yang et al., 2@@Berdem schitzt sie vor Doxorubicin-

induzierter Kardiotoxizitat (Zhang et al., 2009).

In den letzten Jahren wurden verschiedene CYP @i2rdrphismen entdeckt (King et al.,
2002). Sie stehen im Zusammenhang mit kardiovaskul&rkrankungen (Spiecker at al.,
2004). Der am besten untersuchte Polymorphismu€Y® 2J2*7. In vielen Studien wurde
nach dem Zusammenhang zwischen CYP 2J2*7 und vedssh Krankheiten gesucht. Jedoch
wurden widersprichliche Ergebnisse gefunden. Inreveh Studien konnte gezeigt werden,
dass Polymorphismen im CYP 2J2-Gen wichtige Risiktfren fiur die Entstehung einer
klinisch relevanten koronaren Herzkrankheit sincgieler et al. (2004) fanden einen

Zusammenhang zwischen dem CYP G-50T-Polymorphisumals einem erhéhten Risiko far
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koronare Herzkrankheit (KHK). In vaskularen Enddeb#en fihrte der G-50T-
Polymorphismus zu einer nahezu 50%igen Reduziemsrg CYP 2J2-Promotor-Aktivitat
(Spiecker at al., 2004). Die verringerte CYP 2J2w&kivitat konnte wiederum zu einer
reduzierten EET-Synthese fuhren (Spiecker und Li2006). Auch Lee et al. (2007)
postulierten, dass der G-50T-Polymorphismus in CJR ein wichtiger Risikofaktor fur die
Entwicklung einer KHK ist. Des Weiteren besteht lawin Zusammenhang mit Asthma und
Hypertonie. Die Daten von Wu et al. (2007) verstérklie Annahme, dass es eine Assoziation
zwischen dem Auftreten von CYP 2J2-Polymorphismenl essentieller Hypertonie gibt.
Polonikov et al. (2007) fanden ein signifikant higgeVorkommen des 50T-Allels im CYP 2J2-
Gen von Asthma-Patienten verglichen mit gesundebdden.

Im Gegensatz zu den gerade erwahnten Ergebnissenteko einige Studien keinen
Zusammenhang zwischen CYP 2J2-Polymorphismen undschiedenen Krankheiten
feststellen. Dreisbach et al. (2005) fanden keirezighung zwischen dem CYP 2J2*7-
Polymorphismus und einem erhéhten Risiko fur Hygrég in einer amerikanischen Population
afrikanischer Abstammung. Auferdem spielt der CYR Z-50T-Polymorphismus keine
signifikante Rolle in der Entwicklung eines Herariftes (Borgel et al., 2008). Zhang et al.
(2008) untersuchten einen moglichen Zusammenhaigrzen Polymorphismen im CYP 2J2-
Gen und dem Risiko fur das Auftreten eines ischélngis Schlaganfalls in einer chinesischen
Population. Es konnten keine signifikanten Unteiesdda in der CYP 2J2-G-50T-Allelfrequenz
in Patienten, die einen ischdmischen Schlaganfalittee haben, gegentber den
Kontrollpersonen festgestellt werden. Der CYP 2JB0&-Polymorphismus beeinflusst das
Schlaganfall-Risiko in dieser Population nicht (Abaet al., 2008). Des Weiteren wird das
Risiko einer Nierenfunktionsstérung nicht signifitadurch den CYP 2J2*7-Polymorphismus
beeinflusst (Smith et al., 2008).

Neuere Studien untersuchten eine mogliche Bezieluigchen CYP 2J2 und Krebs bzw. die
Rolle von CYP 2J2 in der Krebstherapie. In vitrgpEsimente von Jiang et al. (2009) zeigten
eine hohe Expression von CYP 2J2 in verschiedenenschlichen Tumorgeweben und
Zelllinien. AuBerdem wurde ein CYP 2J2-Anstieg irumorproben von Patienten mit
fortgeschrittenem epithelialen Ovarialkarzinom gestellt (Freedman et al., 2007). Wie bereits
erwahnt, verbessern EETs das Tumorwachstum, erhdikeRroliferation der Karzinomzellen
und verhindern die Apoptose von Krebszellen. Au@erdrdert eine CYP 2J2-Uberexpression
mit nachfolgender ansteigender EET-Produktion edlee Behandlung mit synthetischen EETs
die Migration, Invasion, Adhéasion und Metastasigrion Tumorzellen (Jiang et al., 2007).
Alle diese Ergebnisse legen nahe, dass CYP 2J2 l@isteer unbekannte Rolle in der
Pathogenese einer Vielzahl von Krebserkrankungesit §giang et al., 2007). Diese Annahme

wird unter anderem durch eine Studie von Chen.ef2809) unterstitzt, in der die selektive
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Hemmung von CYP 2J2 die Adhasion und Invasion vamdnen Tumorzellen reduziert.

Daruiber hinaus verbessert die CYP 2J2-Hemmung degardy der Krebszellen zur Apoptose.
Alle diese Effekte sind mit einer reduzierten EED®ynthese verknipft. Die Zugabe von
exogenen EETs machte diese Effekte teilweise wiedskgangig. Zusammengefasst
verdeutlichen diese Erkenntnisse den moglicherweidenziellen therapeutischen Nutzen der

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

Cytochrom P 450-Enzyme haben vielfaltige Aufgaben menschlichen Kérper und
katalysieren unterschiedliche chemische Reaktiora. kommen in vielen verschiedenen
menschlichen Geweben vor, darunter vor allem inLééer, im Darm, der Lunge, den Nieren,
der Haut und dem Herzen (Wu et al., 1996; ParkQ20®Lozier et al., 2007). Wahrend in
menschlichen Herzen CYP 2J2 exprimiert wird, findsich in Rattenherzen das
dementsprechende CYP 2J3 (Wu et al., 1996; Wu.etl@97; DelLozier et al., 2007). Eine
Aufgabe der Cytochrom P 450-Enzyme besteht untderam in der Metabolisierung der
Arachidonsaure zu Epoxyeicosatriensauren (EETe)eitie wichtige Rolle bei der Regulation
der Herz-Kreislauf-Funktionen spielen (Chaudharglgt2009; Nithipatikom und Gross, 2010).
Des Weiteren ist CYP 2J fur die Hydroxylierung #sRezeptor-Antagnoisten Ebastin in der
menschlichen Leber und intestinalen Mikrosomen mevartlich (Hashizume et al., 2002; Liu
et al., 2006).

Ziel dieser Arbeit ist es, erste pharmakokinetisBtagen zur Metabolisierung von Ebastin im
Herzmuskel zu liefern. Die kinetische Analyse voha&in und sequentielle Bildung von
Hydroxyebastin und Carebastin erfolgte, basierend dem zeitlichen Verlauf der
Perfusatkonzentrationen und Endmengen im HerzgevweetheEnde der Perfusion, in einer
rezirkulierenden Langendorff-Versuchsapparatur,eunerwendung eines Kompartiment-
Modells. Die geschatzte myokardiale Bildungsrate Mydroxyebastin diente dabei als Mal fir
die CYP 2J-Aktivitdt. Um die zugrunde liegende Aafimekinetik von Ebastin in das Herz
besser zu verstehen, wurde, unter Verwendung pheemakokinetisch-pharmakodynamischen
(PK-PD) Modellierung, die myokardiale Ebastin-Konization in Bezug zu deren negativ
inotroper Wirkung gesetzt. Dieser Ansatz erlaubt $ichatzung der Konzentrations-Wirkungs-
Parameter fur den kardiodepressiven Effekt von ibésang et al., 2011).

Des Weiteren wurde die Kinetik der Metabolisierumgn Ebastin im Herzmuskel unter
verschiedenen Bedingungen untersucht. Dabei eefotlie Verwendung eines Gases zur
Erzielung einer Hypoxie mit anschlieRender Repé@fusAuRerdem wurde die Wirkung einer
akuten Isoprenalin-Gabe sowie der Einfluss eineoprinalin-induzierten kardialen
Hypertrophie auf den Ebastin-Stoffwechsel untersuhschlieRend wurde die Wirkung eines
CYP 2J-Hemmers allein sowie zusammen mit Ebasttestet, um Informationen tber den
Einfluss der Hemmung der CYP 2J auf die kardialekiion 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 Langendotffeines der ersten Modelle eines isolierten
Organs und wurde 1895 von Oscar Langendorff beswhn (Fawzi, 1997). Das Grundprinzip
des isolierten Langendorff-Herzens besteht in eiegograden Perfusion der Koronargefalle
mit einer oxygenierten physiologischen Losung duiEghfihren einer Kandle in die Aorta
ascendens. Diese retrograde Perfusion fuhrt zuntieBelm der Aortenklappe. Das Perfusat
flieRt wahrend der Diastole in die Koronargefafie,aberhalb der Aortenklappe aus der Aorta
ascendens entspringen. Nach der Passage des Kyeféfisystems gelangt das Perfusat in den
rechten Herzvorhof und fliel3t anschlieRend tberréehten Ventrikel und die Pulmonalarterie
ab (Fawzi, 1997; Dhein, 2005).

Als Perfusat eignet sich homologes oder heteroldgles, Tyrode-, Locke- oder Krebs-
Henseleit-Puffer. Das verwendete Perfusat wird ghyfsiologische Temperatur gebracht und
mit Carbogen (95% O/ 5% CQ) begast. Als Versuchstiere eignen sich alle |alblarien
Warmbliiter wie Ratten, Meerschweinchen und Hasédmif) 2005).

Der Grundaufbau des Systems ermoglicht das Arbeitdar konstanten Druck-Bedingungen
und unter konstanten Fluss-Bedingungen (Dhein, 20B&r alle Versuchsreihen wurde das

System unter konstanten Fluss-Bedingungen verwendet

Das isolierte perfundierte Herz nach Langendorftiét zahlreiche Anwendungen im Bereich
der pharmakologischen, physiologischen, morphobtbgis, biochemischen und klinischen
Forschung. Die Methode erméglicht die detailliedgalyse von ventrikularen Mechanismen,
metabolischenVeranderungen und Anderungen im EKG sowie der Rmalkder koronaren
Blutgefal3e (Sutherland und Hearse, 2000; Dhein5R00

Der Vorteil der Methode nach Langendorff bestehtiém Ubersichtlichkeit, Einfachheit und
hohen Reproduzierbarkeit der Praparation. Sie diafiigdie schnelle Untersuchung einer
Vielzahl von Organen bei nur geringen Kosten. Daslierte Organ ist frei von
Ruckkopplungsmechanismen sowie hormonellen undoneien Einflussen, wodurch eine
spezifischere Untersuchung der Wirkung von verstgnen Agenzien auf das Herz ermoglicht

wird. Somit liefert das isolierte perfundierte Hedeale Bedingungen fur die Durchfiihrung von
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Dosis-Wirkungs-Studien zu metabolischen und phaalegikschen Interventionen (Sutherland
und Hearse, 2000).

3.1.2. Aufbau der Versuchsapparatur

Fur alle Experimente wurde die Langendorff-Versagmaratur ,Isoliertes Herz GroRe 3 Typ
830" (Hugo Sachs Elektronik, Harvard Apparatus Gmibtarch-Hugstetten, Deutschland)
verwendet (Abb. 4). Die Hauptbestandteile des %ystesind die Schleuderpumpe, der
Oxygenator, eine Schlauchpumpe, ein Glas-Warmeasddiar, eine temperierbare
Herzkammer und Druckaufnehmer (Transducer). DadralenTeil der Apparatur ist der
Oxygenator, ein temperierbares, doppelwandigesgéfaB, dessen innerer Teil eine kugelige
Form besitzt, um die Oberflache zu vergrof3ern. Areren Teil des Oxygenators befindet sich
eine rotierende Schleuderscheibe, die das mit ld#fieSchleuderpumpe anstromende Perfusat
gleichméaRig auf der Innenflache des OxygenatorgeNerWahrend das Perfusat als dinner
Film nach unten flie3t, erw&rmt es sich und wird @arbogen (95% 9 5% CQ) gesattigt,
welches durch eine Offnung im unteren Bereich degg@nators eingeleitet wird. Im Bereich
dieser Offnung befindet sich auRerdem eine Niveskiielde und ein elektronischer Regler
(LLC = Liquid Level Controller), mit dessen Hilfeed Flissigkeitspegel des Perfusats im
Oxygenator konstant gehalten werden kann. Das uaten dem Oxygenator austretende
Perfusat gelangt Uiber eine zwischengeschalteta&dipumpe zum Herzen. Sie ermdglicht das
Einstellen einer konstanten Durchflussrate. Zugdtibt der Schlauchpumpe ein kleiner Glas-
Warmeaustauscher zum  Ausgleich des Temperaturteslusim Pumpenschlauch
nachgeschaltet. Um eventuell im Perfusat vorhan@asblasen abzufangen, ist zwischen dem
Glas-Warmeaustauscher und der Aortenkanile eingeBlalle eingebaut. An dieser befinden
sich zwei seitliche Anschlussstutzen. Der Oberatdiem Entfernen der Gasblasen, wéhrend
am Unteren der sich entsprechend am Herzen ersdelIPerfusionsdruck Gber den Transducer
Nummer 1 gemessen wird. Im unteren Teil der Apparbefindet sich die Herzkammer, ein
doppelwandiger Glaszylinder mit Verbindung zum Thestat und Abflussrohr im Boden. Sie
lasst sich nach Anschluss des Herzens an die Appamen unten Uber das Herz schieben (Zink
et al., 2007).

Uber einen in den linken Ventrikel eingebrachtedidda der mit dem Transducer Nummer 2
verbunden ist, erfolgt die Messung des linksventéken Druckes. Der Ballon wird mit 50%
Methanol entfaltet, um einen diastolischen Druck %obis 6 mmHg zu erzeugen. Es werden
der linksventrikulare systolische Druck (LVSP), dieksventrikulare enddiastolische Druck
(LVEDP), die Herzfrequenz (HR) und der koronarefé®@onsdruck gemessen und mit der
HSE-Software ISOHEART (Vers. 1.1.1.129, Hugo SadHektronik, March-Hugstetten,
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Deutschland) aufgezeichnet. Der entstehende limkskalare Druck (LVDP) ergibt sich aus
LVDP = LVSP — LVEDP. Der koronarvaskulare Widerst4@€VR) berechnet sich als Quotient

aus Perfusionsdruck und koronarem Fluss.

Wahrend aller Experimente erfolgte eine Rezirkolatides Perfusats. Dazu wurde in die
Herzkammer ein kleines Becherglas gestellt, indder aus dem rechten Ventrikel bzw. aus der
Pulmonalarterie abflieRende Perfusat gesammeltevidokses gelangte anschlieRend mit Hilfe
der Schleuderpumpe wieder in den Oxygenator undevso dem System erneut zur Verfligung

gestellt.
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Aufbau der Langendorff-Versuchsapparatur unter teorien Fluss-Bedingungen (modifiziert
aus Zink et al., 2007).
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3.1.3. Praparation der Versuchstiere

Die Behandlung der Versuchstiere sowie die Vergatthfihrung erfolgte entsprechend den
Richtlinien der Européaischen Gemeinschaft fir Vehstiere und andere wissenschaftliche
Zwecke verwendete Tierdlle Versuche wurden von der Abteilung Verbrauchbrdz und
Veterinarangelegenheiten vom Landesverwaltungsactisen-Anhalt genehmigt.

Fur alle Versuchsreihnen wurden ausschlielich mémal Wistar-Ratten mit einem
Korpergewicht zwischen 274g — 328g verwendet. Zhstiavurde das Tier durch eine
intraperitoneale Injektion mit Narcoren® (16g/100/kntobarbital-Natrium, 50-80 mg/kg
Korpergewicht) anasthesiert. AnschlieRend erfolgitee intraperitoneale Injektion von 1500
Einheiten Heparin, um eine eventuell auftretendeifibosierung und Embolisierung wahrend
der Praperation zu verhindern. Nach circa 5 min maist eine ausreichende Narkosetiefe
erreicht. Das Tier reagierte nicht mehr auf dufR@ze. Um eine vollstdndige Schmerzfreiheit
sicherzustellen, erfolgte zusatzlich ein Genickbrugnschlielend wurde das Tier auf einem
kleinen OP-Tisch befestigt, das Fell mit Ethandidfziert und mit einer Schere die Haut und
Muskulatur am Hals durchtrennt. Nach dem AufsudhenTrachea wurde diese aufgeschnitten
und mittels einer darin platzierten Kantle an eegathungsgerét angeschlossen. Anschlief3end
erfolgte die Offnung des Thorax. Dazu wurde dag &effernt und das Abdomen mit einem
Medianschnitt bis hinauf zum Brustkorb gedéffnet. cNalnzision des Diaphragmas und
Eroffnung der unteren Thoraxapertur erfolgte dagdmitige, moglichst lateral und weit nach
kranial reichende Durchtrennen der Rippenbdgenhdiam der vordere Brustkorb Gber den
Kopf des Tieres weggeklappt war, zeigte sich enegefSicht auf das Mediastinum und das
schlagende Herz. Die Vena cava caudalis wurde iifit Hiner Klemme abgeklemmt und das
Herz mitsamt der Lunge herausgeschnitten und sofaetn vorher bereitgestelltes Gefal? mit
oxygeniertem, eisgeklhlten Krebs-Henseleit-Puffetegt. Als Nachstes wurde die Aorta
freiprapariert, auf circa 3 bis 5 mm Lange gekiratl retrograd mittels einer eingefiihrten
Kanlle mit oxygeniertem Krebs-Henseleit-Puffer pediert. AnschlieBend wurde das Herz
schnellstmdglich an der Langendorff-Apparatur béfes Nachdem die Lungen abprépariert
und das Herz vom restlichen Gewebe befreit worden erfolgte die Einfihrung eines Latex-

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

Als Perfusionslosung diente ein  modifizierter Krébenseleit-Puffer  folgender
Zusammensetzung: NaCl (118 mM), KCI (4,7 mM), Ga@@,5 mM), MgSQ (1,66mM),
NaHCG; (24,88 mM), KHPQ, (1,18 mM), Glucose (5,55 mM) Na-Pyruvat (2 mM) und
bovines Serumalbumin (BSA) (0,1%w/v). Das Perfusatde taglich frisch hergestellt und
durch eine 0,45um hydrophile Mikrofiltrationsmembran basierend aRBblyethersulfon
(Sartorius AG, Gottingen, Deutschland) filtrierefertige modifizierte Krebs-Henseleit-Puffer
wurde wahrend jedes Versuches mit Carbogen (95%% CQ) gesattigt und die Temperatur
bei 37 °C konstant gehalten. Wahrend eines Versugassierte das Perfusat mit einer

konstanten Flussrate von 9,5 = 0,5 ml/min das &yste

3.2. Modellierung und Datenanalyse

3.2.1. Pharmakokinetik

Grundlage der Datenanalyse war das Modell der &kemli Verteilung und sequentiellen
Metabolisierung von Ebastin (Abb. 5). Es beschrdibtWirkstoffaufnahme aus dem Reservoir
mit dem VolumenV,e in das Herzgewebe mit Geschwindigkeitskonstanterdie Aufnahme,
kine und den Effluxkoe Da keine Informationen zum Ebastin-StoffwechseRiattenherzen
verfugbar waren, orientiert sich das Modell an demmuentiellen Ebastin-Metabolisierungsweg
in menschlichen Lebermikrosomen (Liu et al., 20@6)bei die Beobachtung mit einbezogen
wird, dass Enzyme der CYP 3A Unterfamilie gar nigber nur in sehr geringem Ausmalf im
menschlichen Myokard und Rattenmyokard exprimigrt $Thum und Borlak, 2000a; Thum
und Borlak, 2000b; DeLozier et al., 2007). Somitdrkeine Dealkylierung von Ebastin und
Hydroxyebastin angenommen. Die Bildung von Hydrdastin und dessen folgende
Metabolisierung zu Carebastin werden von den Gescligkeitskonstantenks, und kpe
beschrieben und die Metabolisierung von Carebattirch k., Das im Myokard gebildete
Hydroxyebastin und Carebastin wird in das Reserirainsportiert Ky,.» und Koy und einer
Wiederaufnahme unterzogek, ¢ und ki, ). Die zeitlichen Verlaufe der Konzentrationen von
Ebastin, Cc(t), Hydroxyebastin,Cyy(t), und CarebastinC.4t), die durch Losung der zum
Kompartiment-Modell (Abb. 5) gehérenden Differetdlaichungen erhalten wurden, werden
an die Daten angepasst, um die Modell-Parametexckétzen. Jedoch braucht man fir eine

Schatzung der Parametey, ki undk., zusatzliche Informationen, da eine Metabolisieruog
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Ebastin und Hydroxyebastin durch andere Enzymet raasgeschlossen werden kann. Diese
Information stammt aus den Gewebekonzentrationen Siébstanzen, die am Ende der
Perfusion im Herzen gemessen wurdég,d. Als Erstes wurde die Ebastin-Konzentration,
Ced(t), und -Menge Aepeng gefittet, umki, ¢, Koure UNd ke, zu schatzen. Zweitens wurde unter
Konstanthaltung dieser Parameter die Hydroxyeb#&sdiien, C,(t), und -Menge im Herzen,
Anyena gefittet, umkinp, Kournh UNd Kne zu schétzen. Drittens wurden auf die gleiche Wdise
Carebastin-DaterG.(t), gefittet, unki, ¢, Koutc Undkem zu erhalten (Kang et al., 2011).

Die Daten wurden mit Hilfe eines Populations-Aneatmit Maximume-Likelihood-Schéatzung
Uber den EM-Algorithmus, der in der Software ADAPST implementiert ist, analysiert
(D’Argenio et al., 2009). Das MLEM-Programm lieferteine Schatzung des
Populationsdurchschnitts und interindividueller Mhbilitdét sowie der individuellen Subjekt-
Parameter. Wir haben log-normal verteilte Modebpaeter angenommen und dass der
Messfehler eine Standardabweichung hat, die eimeale Funktion von der gemessenen

Konzentration ist (Kang et al., 2011).

k = k. k,
ALVDP(1) Ebastin | ——> '25;’;2’:3’ " 3| Carebastin —="» | Myokard
) . .
kr'u.. el kum. € kcm." W] kr'n h krmr. . kin. L
Y N h 4
Ebastin Hydroxy- ;
i Carebastin¢ .
Dose Euzstln ebastin Reservoir
: : :
~ N ~
Ceb(r) C.hy('r ) CL‘{J(")
Abb. 5

Kompartiment-Modell zur Analyse des sequentiellandialen Metabolismus von Ebastin im
isolierten Rattenherzen mit rezirkulierendem Peaxf(lsang et al., 2011).
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3.2.2. Pharmakodynamik

Fur den Zusammenhang zwischen der Menge von Ebastidyokard, A.t), die von dem
Modell geschéatzt wurde, und dem inotropen Effekt), wurde folgende Dosis-Wirkungs-

Beziehung angenommen:

E Ao ()
E(t)=E, - ——* =2~ ~
O B e T A @

wobeiE . und Agp sojeweils der maximale negativ inotrope Effekt unel Blenge sind, um eine
50 %ige maximale Reaktion zu erhalten. Als Mal dén inotropen EffekE(t) wurde die
Verédnderung im sich entwickelnden linksventrikukafruck LVDP(t) verwendet, das heildt die
Abnahme des LVDP in Bezug auf den Grundlinien-Weot Stoffzugabe)g, = LVDP,. Da die
maximal erreichbare Reduzierung vaWDP nur E, ist, nutzten wir dies al&n,cWert in
Gleichung 1. Die pharmakodynamischen ParamBteund A, s0 wurden durch Fitten der
Gleichung 1 an die beobachteteWDP(t)-Daten bis zu dem Zeitpunkt geschéatzt, bevor der
LVDP-Wiederanstieg stoppt und ein scheinbares ®&laterreicht ist. DaskECs, des
kardiodepressiven Effekts von Ebastin wurde danapeechend zu der Verteilung im Steady-
State berechnet (Kang et al., 2011).

Koo Ao 50
k. .V

ineYres

EC,, = @

3.3. Medikamente und Chemikalien

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

von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutsot)aund Methanol von Carl Roth
GmbH (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Das GasliRiHypoxie-Experimente stammt von
Linde AG (Leuna, Deutschland). Alle anderen Chefiiekawaren ausreichend verfligbar.

Die Herstellung des CYP 2J-Hemmers erfolgte vonf.Pf. Kang, Institut fir Pharmazie,

Yeungnam Universitat, Kyoungbuk, Stidkorea. Dabeidett es sich um eine von Lafite et al.
(2006) entwickelte Verbindung (siehe Abb. 6), deeotenter CYP 2J-Hemmer fungiert.
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CH—CH—CH,

Abb. 6
Strukturformel des CYP 2J-Hemmers (nach Lafitd.e2806).

3.4. Experimentelle Protokolle

Um eine konzentrierte Ebastin-Stammlésung zu exhalvurde 1 mg Ebastin in 1 ml Methanol
gelost. 40ul dieser Stammlésung wurden mit modifiziertem Krétenseleit-Puffer auf 20 ml

aufgefullt. Die fertige Losung wurde zur Rezirkidat in ein kleines Becherglas gefillt und in
die Herzkammer gestellt. Wahrend der Rezirkulatoischte sich die Lésung mit 40 ml

modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer, der bereits$ystem vorhanden war.

3.4.1. Ebastin (Kontroll-Experimente)

Nach der unter 3.1.3. beschriebenen Methode wurdgesamt 6 Herzen prépariert und an der
Langendorff-Apparatur befestigt. Nachdem sich dexzdn 20 min stabilisiert hatten, erfolgte
der Wechsel des Perfusats von modifiziertem Krebsddleit-Puffer zu modifiziertem Krebs-
Henseleit-Puffer mit Ebastin. Dazu wurde die fertigpastin-Lésung (20 ml) in ein Becherglas
gefullt, in die Herzkammer gestellt und durch Urtiete der Schleuderpumpe dem System
zugefuhrt. Wahrend der Rezirkulation mischte sighladisung mit 40 ml modifiziertem Krebs-
Henseleit-Puffer, der bereits im System vorhandan W®ie Probenentnahme (jeweils 500
des Perfusats) erfolgte wahrend der Rezirkulatiess gem Reservoir nach 5 min und 10 min
und jede weiteren 10 min bis zu einer Endzeit v@d rhin. Am Ende der Perfusion wurden alle
Herzen gewogen und in flissigem Stickstoff eingefno Sie wurden zusammen mit den Proben
bei —70 °C aufbewahrt.
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3.4.2. Ebastin ohne BSA im Puffer

Fur diese Versuchsreihe wurden 6 Herzen verwemnatmodifizierte Krebs-Henseleit-Puffer
wurde, wie unter 3.1.4. beschrieben, praparieterdihgs ohne Zusatz von BSA. Der
Versuchsablauf war analog zu 3.4.1., jedoch edalfig Probennahme nach 2,5 min, 5 min, 7,5
min, 10 min, 12,5 min, 15 min, 17,5 min, 20 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. beschriebéviethode prapariert und an der
Langendorff-Apparatur befestigt. Nach einer Staldlungsphase von 20 min erfolgte die
Umstellung der Begasung des Systems von CarbodenraGas ohne Sauerstoff (95%, 8%

CO,) fir 45 min. AnschlieRend wurde die Begasung wiedd Carbogen gewechselt. Nach 2

min Reoxygenierung erfolgte der weitere Versucre#hbhie unter 3.4.1. beschrieben.

3.4.4. Ebastin nach akuter Isoprenalin-Wirkung

Zur Herstellung der Isoprenalin-Losung wurde zusfidhmg Isoprenalin in 1 ml destilliertem
Wasser geldst. Von dieser Stamml6ésung wurderpléBenommen und mit modifiziertem
Krebs-Henseleit-Puffer auf 500 ml aufgefullt.

Nach der unter 3.1.3. beschriebenen Methode wurdgesamt 6 Herzen prépariert und an der
Langendorff-Apparatur befestigt. Nachdem sich dexzdn 20 min stabilisiert hatten, erfolgte
der Wechsel des Perfusats von modifiziertem Krebssgdleit-Puffer zur Isoprenalin-Losung
(0,5 uM lIsoprenlain) fur die Dauer von einer Stunde. INacneutem Umstellen des Perfusats
auf modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer wurde na2hmin die fertige Ebastin-Losung

hinzugefligt. Der weitere Versuchsablauf und didoBnoahme erfolgten analog zu 3.4.1..

3.4.5. Ebastin unter Isoprenalin-induzierter kardider Hypertrophie
Zur Erzeugung einer kardialen Hypertrophie erhieliemannliche Wistar-Ratten 7 Tage lang

taglich eine intraperitoneale Injektion mit Isopaén (5mg/kg Korpergewicht).

Die am 8. Tag durchgefiihrten Experimente erfolgtenunter 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-Stammldsungdenrl3,67 mg des Hemmers in 1 ml
DMSO gel6st. 1Qul dieser Losung wurden mit 4@ Ebastin-Stammldsung gemischt und mit
modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer auf 20 ml aefigit.

Nach der unter 3.1.3. beschriebenen Methode wurdgesamt 5 Herzen prépariert und an der
Langendorff-Apparatur befestigt. Die Ebastin-CYR&mmer-Losung wurde zur Rezirkulation
in ein kleines Becherglas geflillt und in die Hernkaer gestellt. Wahrend der Rezirkulation
mischte sich die Lésung mit 40 ml modifiziertem KseHenseleit-Puffer. Wahrend der
Rezirkulation erfolgte die Probennahme (jeweils f)0aus dem Reservoir nach 5 min und 10
min und jede weiteren 10 min bis zu einer Endzeit £30 min. Am Ende der Perfusion wurden
alle Herzen gewogen und in flissigem Stickstofigefroren. Sie wurden zusammen mit den
Proben bei —70 °C aufbewahrt.

Zur Herstellung verschiedener CYP 2J-Hemmer-Stasuong wurden 0,05 mg, 0,11 mg, 0,55
mg, 1,09 mg, 1,64 mg, 2,19 mg, 4,1 mg und 13,67degyHemmers in jeweils 1 ml DMSO
gelost. 10ul dieser Lésungen wurden jeweils mit modifiziert&mebs-Henseleit-Puffer auf 20
ml aufgefullt.

Nach der unter 3.1.3. beschriebenen Methode wudleHerzen préapariert und an der
Langendorff-Apparatur befestigt. Die CYP 2J-Hemrésung wurde zur Rezirkulation in ein
kleines Becherglas geflillt und in die Herzkammestgét. Wahrend der Rezirkulation mischte
sich die Ldsung mit 40 ml modifiziertem Krebs-HeegePuffer, so dass verschiedene
Endkonzentrationen von 0,2V, 0,04 uM, 0,2 uM, 0,4 uM, 0,6 uM, 0,8 uM, 1,5uM und 5
UM CYP 2J-Hemmer erreicht wurden. Eine Konzentratiexrirkulierte fur 10 min im System.
AnschlieBend wurde auf die nachst hohere Konzéotragewechselt. Wahrend der
Rezirkulation erfolgte die Probennahme (jeweils GDGir jede Konzentration nach 5 min und
10 min. Am Ende der Perfusion wurden alle Herzewoggen und in flissigem Stickstoff

eingefroren. Sie wurden zusammen mit den Prober-7A8e°C aufbewahrt.
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3.5. Probenmessung

Die Bestimmung von Ebastin sowie dessen drei Mditebam Perfusat und im Herzen erfolgte
durch Prof. W. Kang und Mitarbeiter (Institut furhd&mazie, Yeungnam Universitat,
Kyoungbuk, Stdkorea) nach einer bereits friher lrésoenen Methode (Kang et al., 2004).

3.6. Statistische Analyse

Die gemessenen Daten werden im Text als Mittelwei$tandardabweichung und in den
Tabellen als Mittelwerte mit inter-individueller ¥abilitat als in Klammern gestellter relativer
Standardfehler in % dargestellt. In den Graphikiewl slie Mittelwerte + Standardfehler des
Mittelwerts (SEM) angegeben. Die Saulendiagrammeinhadten Mittelwerte =+
Standardabweichung (SD).

Die Messwerte der Kontrolle und behandelten Gruppemden unter Nutzung des t-test
verglichen. Die Signifikanzprifung der Hypertropiiigperimente erfolgte mit Hilfe einer
Varianzanalyse fur wiederholte Messungen (lineaxeshimodel, S-Plus, Math Soft, Seattle,
USA). Bei p < 0,05 wurden die Ergebnisse als gtstis signifikant betrachtet.
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4. Ergebnisse

4.1. Ebastin (Kontroll-Experimente)

Die Messung von Ebastin, Hydroxyebastin und Cateba=folgte aus den genommenen
Proben des Perfusats. Die Konzentration von Dekdikgtin lag zu allen Messzeitpunkten
unterhalb der Bestimmungsgrenze. Abbildung 7 zdigtdurchschnittlichen Konzentrations-
Zeit-Verlaufe von Ebastin, Hydroxyebastin und Castim innerhalb des Reservoirs nach
initialer Zugabe einer Ebastin-Menge zwischen h8 12,1ug (10,1+ 1,5ug) zum Zeitpunkt t

= 0. Die Menge an Ebastin, Hydroxyebastin und Castb im linken Ventrikel am Ende der
Perfusion betrug 22,8 4,3 %, 3,6t 0,9 % und 19,% 5,4 % der Anfangsmenge. Im Myokard
wurde kein Desalkylebastin gefunden. Die gemessened vom Modell gefitteten
Konzentrationen im PerfusaC{i(t), Cn/(t) und C.{(t)] sowie die Endmengen im Herzef.{t),
Any(t) and Ac(t)] werden in Abbildung 8 fir ein Herz dargestelils Beispiel wurde das
Experiment gewahlt, dessen AIC-Wert (Ebastin-Datem) ndchsten zum medianen Wert der
Gruppe lag (Kang et al., 2011).

Tabelle 1 zeigt die vom Modell geschatzten Paraméie die kardiale Aufnahme und
Metabolisierungskinetik von Ebastin beziehungsweii&lung von Hydroxyebastin und
Carebastin. Dargestellt sind die Mittelwerte (n)=uéd die inter-individuelle Variabilitat als
relativer Standardfehler (%) in Klammern (Kanglet2011).

Ebastin bewirkte eine Verringerung von LVDP auf3®¥ 4,9 % des Ausgangswerts mit einem
Maximum nach 10 Minuten. Abbildung 9 zeigt den Bér unter Verwendung von Gleichung 1,
welche den Zeitverlauf der negativ inotropen Resktibezogen auf den entsprechenden
Zeitverlauf der Ebastin-Menge im Herzen @), siehe auch Abbildung 8], beschreibt, erhalten
wurde. Der Populations-Schatzwert der pharmakodiswran Parameter betragt fey= 107+

5,4 mmHg und fUirECs, = 8,9+ 0,5 ng/ml. Es wurde keine signifikante Veranderway
Herzfrequenz beobachtet (Kang et al., 2011).
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Abb. 7
Zeitverlauf der Reservoir-Konzentration von Ebastidydroxyebastin 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 voadtim, Hydroxyebastin und Carebastin in
einem Herz sowie der Endmenge im Herzen am Endé>eddusion. Die gemessenen Werte
werden als schwarze Punkte, die individuelle Modleithersage als Linie dargestellt (Kang et
al., 2011).
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Tab. 1
Modell-Parameter fir die kardiale Aufnahme und Metsierungskinetik von Ebastin

beziehungsweise Bildung von Hydroxyebastin und Rastn. Dargestellt sind die durch Fitten
der Daten erhaltenen Mittelwerte sowie die intetividuelle Variabilitat als in Klammern
gestellter relativer Standardfehler (%) der Ergebmivon 6 Herzen (Kang et al., 2011).

Parameter (f) Aufnahme Metabolisierung
Ebastin kin,e kout,e Ken
16,3 (16) 0,846 (32) 0,834 (9)
Hydroxyebastin Kin.h Kout,n Knc
0,067 (7) 0,307 (49) 4,82 (22)
Carebastin Kin,c Kout,c Kem
13,7 (28) 492 (17) 1,31 (5)
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Abb. 9

Modellierung des Zeitverlaufs der negativ inotrofptgaktion als Funktion der Ebastin-Menge

in einem Herz A.(t), wie in Abbildung 8 dargestellt] (Kang et al.,12).
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4.2. Ebastin ohne BSA im Puffer

In dieser Versuchsreihe wurden orientierende Erprte ohne BSA im Puffer durchgefuhrt.
Initial erfolgte die Zugabe einer Ebastin-Menge sohien 2,1 und 11,89 (8,1+ 4,4 ug) zu
Beginn der Experimente. Abbildung 10 zeigt die tsahnittichen Konzentrations-Zeit-
Verlaufe von Ebastin und Carebastin innerhalb deseRroirs. Nach 17,5 min lag die
gemessene Ebastin-Konzentration unterhalb der Neisgrenze. Auch die Konzentration von
Hydroxyebastin lag von Beginn an zu allen Messmpeigen unterhalb der Bestimmungsgrenze,
weshalb eine Modellierung der Daten nicht moglicr.w

Zu Beginn der Experimente betrug der linksventékuentwickelte Druck (LVDP) 127,9
mmHg. Nach Ebastin-Zugabe zeigte sich ein signifilgeeringerer LVDP-Abfall auf 69,4 6,3

% (p < 0,001) des Ausgangswerts im Vergleich zu ldentroll-Experimenten. Der maximale
Effekt wurde auch in dieser Versuchsreihe nach irtutén erreicht.

Es wurde keine signifikante Verdnderung der Heogfemz beobachtet.
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Abb. 10
Zeitverlauf der Reservoir-Konzentration von Ebastitd Carebastin der Ebastin-Experimente

ohne BSA im Puffer verglichen mit der Kontrolle. i@estellt 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 verwendef. die Auswertung des 6. Versuches
wurde aufgrund von im Versuchsablauf aufgetretekrenythmien verzichtet.

Die durchschnittlichen Konzentrations-Zeit-Verlaufeon Ebastin, Hydroxyebastin und
Carebastin innerhalb des Reservoirs nach der Hgg@&handlung werden in Abbildung 11 im
Vergleich zu den Kontroll-Experimenten dargestellivor erfolgte die Zugabe einer Ebastin-
Menge zwischen 11,2 und 15)§ (12,4+ 1,6 ug) zum Zeitpunkt t = 0. Die Konzentration von
Desalkylebastin lag zu allen Messzeitpunkten uiaibrber Bestimmungsgrenze. Die Menge an
Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin im linkemtvikel am Ende der Perfusion betrug 39,1
+ 55 %, 1,8+ 0,3 % und 19,5 6,9 % der Anfangsmenge. Im Vergleich zu den Kdhtro
Experimenten zeigte sich, bei nahezu unverdnd&éeebastin-Menge, eine signifikant (p <
0,001) hohere Ebastin-Menge sowie signifikant (6) geringere Hydroxyebastin-Menge im
Herzen am Ende der Perfusion. Auch in dieser Vésathe wurde kein Desalkylebastin im
Myokard gefunden. Abbildung 12 zeigt, beispielhi@iit ein Herz, die gemessenen und vom
Modell gefitteten Konzentrationen im Perfus@tdt), C,(t) und C{(t)] sowie die Endmengen
im Herzen Pe(t), Any(t) andAc(t)].

In Tabelle 2 werden die vom Modell geschatzten atar fir die Aufnahme und
Metabolisierungskinetik von Ebastin nach der HypeBehandlung dargestellt. Angegeben sind
die Mittelwerte (n = 5) und die inter-individueNéariabilitat als relativer Standardfehler (%) in
Klammern im Vergleich zu den Kontroll-Experimentgn= 6). Die Unterschiede zwischen den
jeweiligen Parameter sind bis df. jeweils statistisch signifikant.

Zunachst kam es unter Einwirkung der Hypoxie zemirVDP-Abfall auf 47,3+ 9,1 % des
Ausgangswerts. Der maximale Effekt wurde nach 3@iu¥éin der insgesamt 45-minitigen
Hypoxie erreicht. Die anschlielenden Reoxygeniesphgse bewirkte einen LVDP-Anstieg
von 31,4+ 9,8 % auf 78,& 16,3 % des Ausgangswerts. Unter Ebastin zeigteaite erneute
Verringerung von LVDP auf 84,5 15,7 % des Wertes bei Beginn der Ebastin-Zugate &af
74,6+ 25,4 % des initialen Ausgangswerts zu Beginn dgsadie mit einem Maximum nach
20 Minuten. Im Verlauf dieser Versuchsreihe konmtgch Ebastin-Zugabe eine starker
ausgepragte negativ inotrope Wirkung im Vergleiobhden Kontroll-Experimenten beobachtet
werden. Jedoch war dieser Effekt statistisch nsitpifikant, weshalb auf eine vergleichende
Darstellung der LVDP-Verlaufe verzichtet wurde. Didodellierung des Zeitverlaufs der
negativ inotropen Reaktion als Funktion der Ebasteange im Herzen Agt), siehe auch
Abbildung 12] wird in Abbildung 13 fur diese Verdwsreihe dargestellt.

Fur die pharmakodynamischen Parameter konnte giul&@ons-Schatzwert von 12¥ 9,4

mmHg fir Eq und 5,3+ 0,7 ng/ml fUrECs, ermittelt werden. In Abbildung 14 werden diese
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Parameter mit denen der Kontroll-Experimente véchknd dargestellt. Dabei zeigt sich nach
der Hypoxie-Behandlung eine signifikante Zunahme lde&sventrikuléar entwickelten Druckes
(Eo = LVDPg) von 18,7 % vor Beginn der Ebastin-Zugabe (p <LPjén Vergleich zu den
Kontroll-Experimenten. AuRerdem fand sich eine sikginte Abnahme voECsoum 40,4 % (p

< 0,05).

Unter Einwirkung der Hypoxie kam es zu einem Abtil Herzfrequenz auf 11#6,7 % des
Ausgangswerts. Der maximale Effekt wurde nach 3GUt&in der insgesamt 45-mindtigen
Hypoxie erreicht. Die anschlielende Reoxygeniemingse und folgende Ebastin-Zugabe
bewirkte einen Anstieg der Herzfrequenz auf Ausgaivgau. Unter Ebastin wurde in diesen
Experimenten eine signifikant geringere Herzfrequien Vergleich zu den Kontrollversuchen
beobachtet (p < 0,001).
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Abb. 11

Zeitverlauf der Reservoir-Konzentration von Ebastiydroxyebastin

Ebastin-Konzentration (ng/ml)

Hydroxyebastin-Konzentration (ng/ml)

Carebastin-Konzentration (ng/ml)

1000 A

100
10 -
14
01 T T T T T T .
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit (min)
10
14
0,14
0,01 . T T T T T )
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit (min)
100 4
10 4
14
0,1
0,01 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit (min)
—— Kontrolle
—O— Hypoxie

und Carebastin nach

Hypoxie (n = 5) verglichen mit der Kontrolle (n ¥ ®argestellt sind die Mittelwerte SEM.
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Abb. 12

Modell-Anpassung der Reservoir-Konzentration voragfim, Hydroxyebastin und Carebastin
nach Hypoxie in einem Herz sowie der Endmenge imzéte am Ende der Perfusion. Die
gemessenen Werte werden als schwarze Punkte,diigédirelle Modell-Vorhersage als Linie
dargestellt.
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Tab. 2

Modell-Parameter fir die kardiale Aufnahme und Metsierungskinetik von Ebastin
beziehungsweise Bildung von Hydroxyebastin und astn nach Hypoxie im Vergleich zu
den Kontroll-Experimenten. Dargestellt sind diedtuFitten der Daten erhaltenen Mittelwerte
sowie die inter-individuelle Variabilitat als in &inmern gestellter relativer Standardfehler (%)
der Ergebnisse von 6 bzw. 5 Herzen sowie die esthpnde Signifikanz.

Parameter (f) 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.

Ken 0,834 (9) 0,467 (8) p < 0,001
Kout.n 0,307 (49) 0,533 (13) p<0,01
Kin.h 0,067 (7) 0,200 (20) p < 0,001
Knc 4,82 (22) 10,3 (16) p < 0,001
Kout.c 492 (17) 296 (17) p < 0,001
Kinc 13,7 (28) 18,5 (19) p<0,01
Kerm 1,31 (5) 1,77 (31) p<0,01

n. s. = nicht signifikant

LVDP (mmHg)

140 4

40

40
Zeit (min)

Abb. 13

Modellierung des Zeitverlaufs der negativ inotrofptgaktion als Funktion der Ebastin-Menge

in einem HerzAq(t), wie in Abbildung 12 dargestellt] nach Hypoxie.
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Abb. 14

Vergleich der vom Modell geschéatzten pharmakodysahen Parametdf, und ECsy nach
Hypoxie mit der Kontrolle. Dargestellt sind die kitwertex SD der Ergebnisse von 6 Herzen
der Kontrolle bzw. 5 Herzen der Hypoxie-BehandluBignifikante Unterschiede zwischen
beiden Versuchsreihen sind, wie folgt, gekennzeithnp < 0,05; ** p < 0,01.
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4.4. Ebastin nach akuter Isoprenalin-Wirkung

Nachdem die akute Isoprenalin-Einwirkung von 60 liém beendet war, erfolgte die Zugabe
einer Ebastin-Dosis zwischen 5,2 und 8¢d(6,8+ 1,4 ug). Die ermittelten durchschnittlichen
Konzentrations-Zeit-Verlaufe von Ebastin und dedgetaboliten werden in Abbildung 15 im
Vergleich zu den Kontroll-Experimenten dargestéie Konzentration von Desalkylebastin lag
zu allen Messzeitpunkten unterhalb der Bestimmumgeg. Die Menge an Ebastin,
Hydroxyebastin und Carebastin betrug 3%,3,5 %, 6,4+ 2,1 % und 27,2 14,4 % der
Anfangsmenge. Somit fanden sich, verglichen mit identroll-Experimenten, signifikant (p <
0,05) hohere Endmengen im linken Ventrikel am Edde Perfusion. Im Myokard konnte
ebenfalls kein Desalkylebastin gefunden werden. g@messenen und vom Modell gefitteten
Konzentrationen im PerfusaC{t), Cn/(t) undC.{(t)] sowie die Endmengen im Herzef.{t),
Any(t) andAc{t)] werden in Abbildung 16 flr ein Herz dargestelit.

Nach dem Fitten der Daten wurden die Parameter diégr kardiale Aufnahme und
Metabolisierungskinetik von Ebastin nach akutepifsoalin-Wirkung erhalten. Diese werden
in Tabelle 3 als Mittelwerte (n = 6) mit inter-intllueller Variabilitdt als in Klammern
gestellter relativer Standardfehler (%) im Verdheizu den Kontroll-Experimenten (n = 6)
dargestellt. Dabei wurden fukne, Koutn kne UNd ke Statistisch signifikante Unterschiede
ermittelt (p < 0,01).

Isoprenalin bewirkte zundchst einen LVDP-Anstiegn 82,5+ 42,0 %, dessen Maximum am
Ende der einstiindigen Behandlung erreicht wurdescAlireRend erfolgte der Wechsel des
Perfusats auf modifizierten Krebs-Henseleit-Puffénter der nun folgenden Ebastin-Zugabe
kam es zu einer Verringerung des linksventrikuldwickelten Druckes (LVDP) auf 904
11,3 % des Werts zu Beginn der Ebastin-Zugabe iméine maximalen Effekt nach 5 Minuten.
Ein Vergleich des Zeitverlaufs der negativ inotnodeeaktion der Isoprenalin-Experimente
nach Ebastin-Zugabe mit den Kontroll-Versucheririsdbbildung 17 dargestellt. Dabei zeigt
sich ein signifikant geringerer LVDP-Abfall nach ua&r Isoprenalin-Wirkung (p < 0,05).
Aufgrund des schlechten Fits wurde auf die Darstgllder Modellierung des Zeitverlaufs der
negativ inotropen Reaktion verzichtet.

Abbildung 18 zeigt die pharmakodynamischen Parantgtend ECs, dieser Versuchsreihe im
Vergleich zu den Kontroll-Experimenten. Dabei bgtrder Populations-Schatzwert fip =
120+ 14,3 mmHg und fuECs, = 18,9+ 3,5 ng/ml. Somit ergab sich nach der Isoprenalin-
Behandlung ein leicht erhéhter linksventrikularveiokelter Druck E, = LVDPg) vor Beginn
der Ebastin-Zugabe im Vergleich zu den Kontroll-Bsmenten. Dieser Unterschied war
jedoch nicht signifikant. FUECs, konnte eine deutlich signifikante Zunahme um 112 %

ermittelt werden (p < 0,001).
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Unter Einwirkung von Isoprenalin kam es zunéachstinem Anstieg der Herzfrequenz um 22,2
*+ 31,0 % des Ausgangswerts mit einem Maximum am Eledeeinstindigen Behandlung und
anschlieBendem Wechsel des Perfusats auf modiéimi&rebs-Henseleit-Puffer. Nach Ebastin-
Zugabe wurde in diesen Experimenten eine signifikeihere Herzfrequenz im Vergleich zu

den Kontrollversuchen beobachtet (p < 0,001).
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Abb. 15

Zeitverlauf der Reservoir-Konzentration von Ebastiydroxyebastin und Carebastin nach
akuter Isoprenalin-Wirkung verglichen mit der Kailiie. Dargestellt sind die Mittelwerte
SEM der Ergebnisse von jeweils 6 Herzen.
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Abb. 16

Modell-Anpassung der Reservoir-Konzentration voradfim, Hydroxyebastin und Carebastin
nach akuter Isoprenalin-Wirkung in einem Herz sodee Endmenge im Herzen am Ende der
Perfusion. Die gemessenen Werte werden als schwRwmnkte, die individuelle Modell-
Vorhersage als Linie dargestellt.
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Tab. 3

Modell-Parameter fir die kardiale Aufnahme und MNetsierungskinetik von Ebastin
beziehungsweise Bildung von Hydroxyebastin und Qastn nach akuter Isoprenalin-Wirkung
im Vergleich zu den Kontroll-Experimenten. Dargdéisteind die durch Fitten der Daten
erhaltenen Mittelwerte sowie die inter-individueN&riabilitat als in Klammern gestellter
relativer Standardfehler (%) der Ergebnisse vonejswé Herzen sowie die entsprechende

Signifikanz.
Parameter (f) Kontroll-Experimente| Isoprenalin-Experiment Signifikanz
Kout,e 0,846 (32) 0,678 (12) n.s.
Kin.e 16,3 (16) 10,5 (13) p < 0,001
Ken 0,834 (9) 0,792 (9) n.s.
Kout,n 0,307 (49) 0,612 (23) p<0,01
Kinh 0,067 (7) 0,085 (29) n.s.
Knc 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.
Kem 1,31 (5) 0,780 (11) p < 0,001
n. s. = nicht signifikant

g 100

% 80

60 -
Zeit (min)

Abb. 17

Vergleich der negativ inotropen Reaktion nach akigeprenalin-Wirkung mit der Kontrolle.

—&— Kontrolle
—O— Isoprenalin akut

Dargestellt sind die Mittelwerte SEM der Ergebnisse von jeweils 6 Herzen.
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Abb. 18

Vergleich der vom Modell geschatzten pharmakodysahen Parametdf, und ECsy nach
akuter Isoprenalin-Wirkung mit der Kontrolle. Dasgglt sind die Mittelwertex SD der
Ergebnisse von jeweils 6 Herzen. Signifikante Wstkiede zwischen beiden Versuchsreihen
sind, wie folgt, gekennzeichnet: *** p < 0,001.
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4.5. Ebastin unter Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie

Zur Auswertung wurden 5 der 6 Versuche herangezoBender 6. Versuch aufgrund von
Herzversagen vorzeitig abgebrochen werden mussiejevauf dessen Einbeziehung in die
Ergebnisauswertung verzichtet.

Die durchschnittlichen Konzentrations-Zeit-Verlaufeon Ebastin, Hydroxyebastin und
Carebastin unter Isoprenalin-induzierter kardialéypertrophie innerhalb des Reservoirs
werden in Abbildung 19 im Vergleich zu den KontrBkperimenten dargestellt. Zuvor erfolgte
die initiale Zugabe einer Ebastin-Menge zwischénuhd 2,8.g (2,1+ 0,6 ug) zum Zeitpunkt t

= 0. Die Konzentration von Desalkylebastin lag Zlera Messzeitpunkten unterhalb der
Bestimmungsgrenze. Aufgrund des schlechten FitsEdeimengen der Stoffe im Herzen war
eine Modellierung der Daten dieser Versuchsreitoltnmoglich. Jedoch konnten mit Hilfe
einer Varianzanalyse fur wiederholte Messungenediinmixed model, S-Plus, Math Soft,
Seattle, USA) signifikante Unterschiede (p < 0,@1den Konzentrations-Zeit-Kurvenverlaufen
der einzelnen Stoffe ermittelt werden (siehe aubh.A9).

Nach der Ebastin-Zugabe konnte eine LVDP-Reduksioh67,0+ 7,1 % des Ausgangswerts
nach 10 Minuten beobachtet werden. Abbildung 2@tztie Modellierung des Zeitverlaufs der
negativ inotropen Reaktion als Funktion der Ebastange im Herzen. Ein Vergleich des
Zeitverlaufs der negativ inotropen Reaktion der étymphie-Experimente mit den Kontroll-
Versuchen nach Ebastin-Zugabe ist in Abbildung &4estellt. Dabei zeigt sich ein signifikant
geringer LVDP-Abfall unter Isoprenalin-induziertardialer Hypertrophie (p < 0,001).

Fiur die pharmakodynamischen Parameter wurde einl&ams-Schatzwert von 118 11,7
mmHg furEy, und 9,5+ 3,5 ng/ml fUrECsq erhalten. In Abbildung 22 werden diese Parameter
mit denen der Kontroll-Experimente vergleichend gastellt. Dabei zeigen sich zwischen
Hypertrophie- und Kontroll-Experimenten fli, als auch firECsy keine signifikanten
Unterschiede.

Es wurden keine signifikanten Verdnderungen dertdsguenz beobachtet.

Um zu Uberprifen, ob die Isoprenalin-Behandlungs édardiale Hypertrophie verursacht hat,
wurde das Verhaltnis aus Herzgewicht zu Korpergbinder Versuchstiere dieser Experimente
mit der Kontroll-Versuchsreihe verglichen. Dabeigte sich unter der Isoprenalin-Behandlung
ein statistisch signifikanter (p < 0,01) Anstiegsdéerhaltnis aus Herz-/Kérpergewicht von 21

% im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 23).
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Abb. 19

Zeitverlauf der Reservoir-Konzentration von Ebastitydroxyebastin und Carebastin unter
Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie (n5¥ verglichen mit der Kontrolle (n = 6).
Dargestellt sind die Mittelwerte SEM.
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Abb. 20
Modellierung des Zeitverlaufs der negativ inotrofptgaktion als Funktion der Ebastin-Menge

in einem Herz unter Isoprenalin-induzierter karelidflypertrophie.
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Abb. 21
Vergleich der negativ inotropen Reaktion unter tsoplin-induzierter kardialer Hypertrophie

(n = 5) mit der Kontrolle (n = 6). Dargestellt side Mittelwertet SEM.
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Abb. 22

Vergleich der vom Modell geschétzten pharmakodysah@n Parametdf, und ECs, unter
Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie miter Kontrolle. Dargestellt sind die
Mittelwerte+ SD der Ergebnisse von 6 Herzen der Kontrolle EzWypertrophie-Herzen. Die
Unterschiede zwischen beiden Versuchsreihen simgilienicht signifikant.
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Herzgewicht / Korpergewicht (mg/g)

Kontrolle Hypertrophie

Abb. 23

Verhéltnis aus Herzgewicht zu Korpergewicht (mgfigr Versuchstiere nach téaglicher
Isoprenalin-Injektion fur 7 Tage zur Erzeugung eikardialen Hypertrophie. Dargestellt sind
die Mittelwertex SD der Ergebnisse von 6 Herzen der Kontrolle dzWypertrophie-Herzen.
Signifikante Unterschiede zwischen beiden Verswghsn sind, wie folgt, gekennzeichnet: **
p<0,01

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

In dieser Versuchsreihe wurden orientierende Erparte mit Ebastin unter Zugabe eines CYP
2J-Hemmers im Rahmen einer Pilotstudie durchgefitutBeginn der Experimente erfolgte
die Zugabe einer Ebastin-Menge zwischen 1,4 ungd@@,9+ 0,3ug). Abbildung 24 zeigt die
durchschnittlichen Konzentrations-Zeit-Verlaufe vébastin und Carebastin innerhalb des
Reservoirs. Die Konzentration von Desalkylebasim zu allen Messzeitpunkten unterhalb der
Bestimmungsgrenze. Auch die Hydroxyebastin-Konzadiain war bei allen Messungen
unterhalb der Bestimmungsgrenze, weshalb eine Medaig der Daten nicht mdglich war. Im
Myokard wurden kein Carebastin und kein Desalkydtihagefunden.

Nach Zugabe von Ebastin und dem CYP 2J-Hemmer lsapu @iner Verringerung von LVDP
auf 33,9+ 4,5 % des Wertes zu Beginn der Experimente. Detimade Effekt wurde nach 20
Minuten beobachtet. Die Modellierung des Zeitvefldader negativ inotropen Reaktion als
Funktion der Ebastin-Menge im Herzen wird in Abbidd 25 fur diese Versuchsreihe

dargestellt. Eine vergleichende Darstellung dedvé&daufs der negativ inotropen Reaktion
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nach Ebastin-Zugabe mit den Kontroll-Versuchenlgtfim Abbildung 26. Dabei fand sich eine
signifikant hohere LVDP-Reduktion bei Ebastin m¥E2J-Hemmer (p < 0,001).

Abbildung 27 zeigt die pharmakodynamischen Parantgtend ECs, dieser Versuchsreihe im
Vergleich zu den Kontroll-Experimenten. Dabei bgtréer Populations-Schatzwert figg = 78

+ 5,2 mmHg und fUECs, = 0,3+ 0,02 ng/ml. Es zeigte sich eine signifikante AtmaHUrE,
von 27,1 % (p < 0,001). Auch flECs, konnte in dieser Versuchsreihe eine signifikante
Reduktion im Vergleich zu den Kontroll-Experimente@obachtet werden (p < 0,001). Diese
war mit 96,6 % besonders deutlich ausgepragt.

Es wurde eine signifikant geringere HerzfrequenzeurZugabe des CYP 2J-Hemmers

verglichen mit den Kontroll-Versuchen beobachtet (3001).

Abbildung 28 zeigt die Auswirkung einer ansteigandonzentration des CYP 2J-Hemmers
auf den sich entwickelnden linksventrikularen Drugk/DP). Dabei sind 8 verschiedene
Konzentrationen (0,0@M, 0,04uM, 0,2 uM, 0,4 uM, 0,6 uM, 0,8 uM, 1,5uM, 5 uM), welche
jeweils fur 10 min im System zirkulierten, in a@figiender Reihenfolge dargestellt. Der CYP
2J-Hemmer bewirkte eine durchschnittliche LVDP-Réuin um 8,7+ 3,2 % mit einem
Maximum nach 5 Minuten. Danach zeigte sich ein #gsvon LVDP um 4,4+ 2.2 %, bevor
die weitere Zugabe der nachst héheren KonzentratenHemmers zu einem erneuten Abfall
fuhrte. Ab einer Hemmer-Konzentration von 1y wurde eine kontinuierliche LVDP-
Abnahme festgestellt.

Es wurde keine signifikante Verdnderung der Heogfemz beobachtet.
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Abb. 24
Zeitverlauf der Reservoir-Konzentration von Ebastiml Carebastin von Ebastin mit CYP 2J-
Hemmer (n = 5) verglichen mit der Kontrolle (n = Bargestellt sind die Mittelwerte SEM.
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Abb. 25
Modellierung des Zeitverlaufs der negativ inotrofptgaktion als Funktion der Ebastin-Menge

in einem Herz mit CYP 2J-Hemmer.
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Abb. 26
Vergleich der negativ inotropen Reaktion von Elmastit CYP 2J-Hemmer (n = 5) mit der

Kontrolle (n = 6). Dargestellt sind die MittelweseSEM.
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Abb. 27

Vergleich der vom Modell geschatzten pharmakodysahen Parametef, und ECs, von
Ebastin mit CYP 2J-Hemmer und der Kontrolle. Datgiissind die Mittelwertex SD der
Ergebnisse von 6 Herzen der Kontrolle bzw. 5 Herzen Ebastin mit CYP 2J-Hemmer.
Signifikante Unterschiede zwischen beiden Verswihen sind, wie folgt, gekennzeichnet:
*** p < 0,001.
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Abb. 28
Konzentrations-Wirkungs-Kurve des CYP 2J-Hemmers amisteigender Konzentration des

Hemmers. Dargestellt sind die Mittelwett&SEM der Ergebnisse von 4 Herzen.
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5. Diskussion

5.1. Ebastin (Kontroll-Experimente)

Diese Versuchsreihe zeigt, dass Ebastin im Herzetabolisiert wird (Kang et al., 2011).
Bereits eine frihere Studie legte, basierend autnihErgebnissen fiir menschliche
Lebermikrosomen, die Verwendung von Ebastin al¢sliéstanz fir die Aktivitat von CYP 2J2
nahe (Liu et al., 2006). Obwohl die CYP 2J3-IsofdamRattenherzen zu 70 % mit der CYP
2J2-Isoform in menschlichen Herzen Ubereinstimmu (& al., 1997), ist noch nicht klar,
welche CYP 450-Enzyme fir die Hydroxylierung vonaEtin im Rattenherzen verantwortlich
sind. Trotz dieser Einschrankung liefern unsereeBnisse neue Erkenntnisse Uber die Kinetik
der sequentiellen Metabolisierung von Ebastin inttdéddnerzen und die Aktivitat der
moglicherweise daran beteiligten CYP 450-Enzymen(Kat al., 2011). Die Darstellung des
Metabolismus &hnelt stark derjenigen, die in eirfigiheren Studie fir menschliche
Lebermikrosomen beschrieben wurde (Liu et al.,, 2006it der Ausnahme, dass kein
Desalkylebastin gefunden wurde. Die Konstante deb@xylierung von Hydroxyebastitk.()

ist wesentlich hoher als die der Hydroxylierung Jbioastin k), weshalb die Konzentration
des aus Ebastin gebildeten Hydroxyebastins relafiedrig ist. Andererseits ist die
Eliminierungskonstante von Carebastig,) viel niedriger als die Bildungskonstante.), so
dass Carebastin zum hauptsachlichen, relativ staldetaboliten von Ebastin wird. Die gute
Modellierung der Endmenge von Ebastin, Hydroxyebastd Carebastin im Herzen legt nahe,
dass keine Metabolisierung von Ebastin und Hydrbagén durch andere Wege (z.B.
Dealkylierung) erfolgt (Kang et al., 2011). Diestggricht den Beobachtungen einer friheren
Studie, nach deren Ergebnissen die CYP 3A-Isoforeweder gar nicht oder nur in sehr
geringen Mengen im Rattenmyokard vorhanden sindifTind Borlak, 2000b). Es ist jedoch
noch nicht geklart, welches Enzym fiur die Metabetisng von Carebastin verantwortlich ist
(kem). In einer Klinischen Studie zur Pharmakokinetibrde vermutet, dass Carebastin nicht
allein durch CYP 3A4 metabolisiert wird (Shon et @010). Interessanterweise @hneln die in
vivo beobachteten Plasma-Konzentrations-Zeit-Véelaton Ebastin und dessen Metaboliten
(Kang et al.,, 2004) denen hier ex vivo am isolierjeerfundierten Rattenherzen nach
Langendorff gewonnenen Ergebnissen. Nun stellt dieH-rage, ob der kardiale Metabolismus
von Ebastin zur gesamten Clearance von Ebastiivinbeitragt. Obwohl eine Extraktion von
ca. 90 % im perfundierten Rattenherzen vorlag, t@xire kardiale Extraktion in vivo aufgrund
der hohen Plasmaproteinbindung wesentlich geriggier. Aber auch die Mdglichkeit, dass ein

Teil der Ebastin-Clearance in vivo auf den Metablis im Herzen zurickzufiuhren ist, kann
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nicht ausgeschlossen werden. Beachtet werden mass, eine rezirkulierende Perfusion des
Herzens gewahlt wurde, da so eine Akkumulationgddnildeten Metaboliten mdglich ist. Die
Populations-Modellierung, bei der gleichzeitig #ienzentrations-Zeit-Daten aus allen Herzen
unter Verwendung der Daten aus allen Herzen anstateines Herzens gefittet werden, hat
sich als erfolgreich erwiesen, wenn Parameter unterwendung einer individuellen
Modellierung schlecht geschatzt werden kénnen (Kswet al., 2006; Kang et al., 2011).

Zum Vergleich der aktuellen Schéatzung fur B@s, der negativ inotropen Wirkung von Ebastin
mit der Situation in vivo: eine in Ratten gemessengebundene Fraktion von < 0,2 % (Fujii et
al., 1997) wirde zu einem Wert von 3,2 mg/ml fUhiRieser ist um das Vierfache hdher als die
ECs, fUr die QT-Verlangerung in Ratten (Ohtani et dl999b). Da jedoch diese Ebastin-
Konzentrationen sehr viel hoher als die klinischximel erreichbaren Plasmakonzentrationen
im Menschen sind (Moss und Morganroth, 1999), wtiézen die aktuellen Ergebnisse die
Tatsache, dass Ebastin keine klinisch schadlicrediden Wirkungen besitzt (Moss und
Morganroth, 1999; Kang et al., 2011).

Der Mechanismus, der der negativ inotropen Wirkumig Ebastin bei htheren Konzentrationen
zugrunde liegt, ist noch nicht geklart. Neben dgpséthese, dass Ebastin zu einer Freisetzung
von Histamin fuhrt (was in einer reduzierten vdattiren Kontraktilitdt bei Ratten resultiert)
(Llenas et al. 1999), konnte eine Hemmung der CY P& se einen negativen inotropen Effekt
haben (Kang et al., 2011).

5.2. Ebastin ohne BSA im Puffer

In dieser Versuchsreihe wurden orientierende Erpante ohne BSA im Perfusionsmedium
durchgefuhrt. Ebastin besitzt eine hohe Plasmaiptitelung von tber 95 % (Simons, 2002).
Aufgrund des fehlenden Albumin-Gehalts im Puffefolgte eine sehr schnelle kardiale
Aufnahme und Bindung von Ebastin sowie ein geringed mit zunehmendem Zeitverlauf
fehlender Rickfluss in das Reservoir. Auch die ReseKonzentrationen von Hydroxyebastin
und Carebastin lassen auf eine Akkumulation derabiditen im Herzen schlieBen. Da das
Fehlen von Serumalbumin unphysiologischen Bedingangntspricht und eine Analyse der
Daten aufgrund des Verteilungsverhaltens der d@feSnicht moglich war, eignet sich dieser
Versuchsaufbau nicht fur die Durchfihrung von Expenten zur Gewinnung

pharmakokinetischer Daten tUiber den Ebastin-Stotigeldm Herzen. Dennoch wurde in dieser
Versuchsreihe die Rolle der Plasmaproteinbindung dié kardiale Pharmakokinetik von

Ebastin besonders deutlich.
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5.3. Ebastin nach Hypoxie

Ziel dieser Versuchsreihe war es, mit Ebastin alsstubstanz zur Beurteilung der
myokardialen CYP 2J, Informationen uber die Ak#vitdieses Enzyms nach 45-minutiger
Hypoxie und anschlieBender Reoxygenierung (2 Mmuteu erhalten. Daflr wurde die
Begasung des Systems von Carbogen (95%% CQ) auf ein Gas ohne Sauerstoff (95% N
5% CQ) gewechselt.

Einige Studien haben sich bereits mit diesem Thbashaftigt. So publizierten Yang et al.
(2001) eine reduzierte CYP 2J2-Expression in aemt&ndothelzellen vom Rind, welche einer
24-stindigen Hypoxie und anschlielBender Reoxygemiefir 4 Stunden ausgesetzt waren.
Auch bei Marden et al. (2003) zeigten sich ahnlidbegebnisse. Sie untersuchten die
Auswirkung einer 16-stindigen Hypoxie und anscldieler Reoxygenierungphase von 30
Minuten auf eine menschliche Leberzelllinie. Dakesin es zu einer Herabregulierung der CYP
2J2 wahrend der hypoxischen Phase. Die anschliel¥8edxygenierung bewirkte zwar einen
Wiederanstieg der CYP 2J2-mRNA-Level, allerdingselt#n die CYP 2J2-Proteinlevel
reduziert. Entsprechend dieser Ergebnisse zeigeasich in der durchgefihrten Versuchsreihe
eine reduzierte Hydroxylierungskonstante von Ebafti). Diese hatte sich nach Einwirkung
von Hypoxie und anschlieBender Reoxygenierung, licken mit den Kontroll-Versuchen,
nahezu halbiert, was mit einer Herabregulierung @¥P 2J erklart werden kann und den
Beobachtungen der oben genannten Studien entspiaihvch fanden sich gegenteilige Werte
fur die Carboxylierungskonstante von Hydroxyebaétjig sowie Eliminierungskonstante von
Carebastinky). So kam es zu einer Verdoppelung ¥anund auch fuk., konnte ein Anstieg
beobachtet werden. Diese Ergebnisse stehen somolViderspruch zu anderen publizierten
Studien (Yang et al., 2001; Marden et al., 2008)aaich zu den aktuellen Ergebnissen fur die
Hydroxylierungskonstante von Ebastik,). Unklar scheint, warum es unter Hypoxie und
anschlielBender Reoxygenierung nicht ebenfalls xereiReduzierung vork,. und kg
gekommen ist. Die erhohte Carboxylierungskonstamte Hydroxyebastin k) sowie
Eliminierungskonstante von Carebasti,) lassen auf eine erhdhte Metabolisierung der Ineide
Stoffe und folglich gesteigerte Cytochrom P450-Enaigtivitat schliel3en.

Unsere Ergebnisse einer partiell erhdhten Cytochffb0-Aktivitat stehen teilweise im
Gegensatz zu anderen publizierten Ergebnissen.edariken ist aber, dass in diesen Studien
(Yang et al., 2001; Marden et al., 2003) eine wiisbrlangere hypoxische Phase als in unseren
Experimenten vorlag und es aufgrund der geringelygroxie-Dauer nur zu einer geringfligigen
oder keiner Verringerung der CYP 2J-Aktivitat gekoen sein konnte. Bei anderen
Cytochromen, genauer CYP 2C, zeigte sich berem® aeitabhangige Veranderung der

Enzymexpression als Reaktion auf Hypoxie. So wugthegleichbleibendes CYP 2C-RNA-
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Level erst nach 4 Stunden Hypoxie erreicht (Mictsaet al., 2005). Mdglicherweise ist es
wahrend der kurzen hypoxischen Phase und anschileR&eoxygenierung aber auch zu einer
erhohten Cytochrom P450-Aktivitdt gekommen, wie haumn Michaelis et al. (2005)
beobachtet. Sie untersuchten den Effekt von Hyp@ué die CYP 2C8/9-Expression in
menschlichen Endothelzellen. Dabei zeigte sich ammsteigende Expression von CYP 2C8-
RNA und CYP 2C-Protein. Die erhohte CYP 2C-Exprasstand im Zusammenhang mit einer
vermehrten EET-Bildung, genauer 11,12-EET und XDHET (Michaelis et al., 2005). Auch
in retinalen Endothelzellen konnte unter hypoxiscBedingungen ein signifikanter Anstieg in
der CYP 2C-Expression hachgewiesen werden. Higtereisich ebenfalls erhéhte 11,12-EET-
und 14,15-EET-Level nach 16-stiindiger Hypoxie (Mielis et al., 2008). Des Weiteren wurde
unter Hypoxie eine erhdohte CYP 3A-Expression unduréerte CYP 1A-Expression und
Aktivitat in der Leber beobachtet (Kurdi et al., 989 Fradette et al., 2002; Fradette et al., 2007).
Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass dieiAusgen einer Hypoxie-Behandlung auf
die CYP-Expression isoformspezifisch sein kann et et al.,, 2007). Auch am Ebastin-
Metabolismus sind verschiedene CYP-Isoformen hgtefLiu et al., 2006). In den aktuell
durchgefuhrten Experimenten fand sich eine hoheretabblisierungskonstante von
Hydroxyebastin (Bildungskonstante von Carebastiy)) (und Eliminierungskonstante von
Carebastink;) nach Hypoxie verglichen mit den Kontroll-Experimben. Dabei orientiert sich
das verwendete Modell der Metabolisierung von Ebeastark an dem von Liu et al. (2006) fur
menschliche Lebermikrosomen. In diesem erfolgt @erboxylierung von Hydroxyebastin
neben CYP 2J2 auch durch CYP 3A4, welches aucheanwditeren Metabolisierung von
Carebastin beteiligt sein soll. Obwohl die CYP 3&fbrmen nur in sehr geringen Mengen im
Rattenmyokard vorhanden sind (Thum und Borlak, BpORSnnte es unter Hypoxie zu einer
Zunahme der Enzymaktivitdt gekommen sein, was 8ickden erhdhten Metabolisierungs-
Parametern von Hydroxy- und Carebastin au3ertpEgthend wurde in verschiedenen Studien
eine ansteigende CYP 3A-Expression unter Hypoxabaehtet (Kurdi et al., 1999; Fradette et
al., 2002; Fradette et al., 2007).

Unter Einwirkung von Hypoxie kam es zunachst zemirAbfall von LVDP, welcher durch die
anschlielBende kurze Reoxygenierungsphase teilwéislegangig gemacht werden konnte.
Auch Seubert et al. (2004) fanden diesen LVDP-\én@ihrend Hypoxie und anschlieRender
Reoxygenierung. Di€ECs, nach Hypoxie-Einwirkung lag mit 5,3 0,7 ng/ml signifikant
unterhalb deren der Kontroll-Versuche mit &,0,5 ng/ml.

Es wurde eine signifikant geringere Herzfrequenablaehtet (p < 0,001), welche noch auf die
Auswirkung der zuvor durchgefiuhrten Hypoxie-Behandl zuriickzufiihren sein konnte.
AulRerdem kénnte auch Ebastin diese Verringerungemrkt haben. Ohtani et al. (1999b)

beobachteten, dass Ebastin eine Bradykardie hefearkann.
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5.4. Ebastin nach akuter Isoprenalin-Wirkung

Isoprenalin z&hlt zu den Sympathomimetika. Die tposihronotrope und inotrope Wirkung
dieses Stoffes ist hinreichend bekannt. So komnauesner Erhéhung der Schlagfrequenz und
Steigerung der Kontraktionskraft des Herzens (Rbsd., 1965; Ledda et al., 1975; Nuttall und
Snow, 1982).

Es existieren einige Studien Uber den Effekt desdirékten Sympathomimetikums
Methamphetamin auf die Cytochrom P450-Aktivitatdier Leber von Ratten nach chronischer
Gabe. Zendulka et al. (2010) beobachteten keinenBessung der metabolischen Aktivitat der
CYP 1A2, 2C6 und 2D2 in isoliert perfundierten Ratebern nach 10 Tage andauernder
intraperitonealer Methamphetamin-Gabe in ansteigembsierung von 2,5 mg/kg/Tag bis 10
mg/kg/Tag. Auch Minarikova et al. (2006) fandenrkeisignifikanten Anderungen der CYP
1A-, 3A- oder 2D-Aktivitat nach einer oralen GabenvMethamphetamin in einer téaglichen
Dosierung von 10 mg/kg fur 5 Tage. Jedoch kam egimar Hemmung der CYP 2E. Im
Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von Dostalekl. e(2007). Die sechstagige
intraperitoneale Methamphetamin-Injektion resuléen einer Induktion der CYP 2C6 und 2D.
Insgesamt lassen diese Beobachtungen auf eineatlbaisgige Beeinflussung der Cytochrom
P450-Aktivitat schlieBen, wobei mit zunehmender haetphetamin-Dosis die Mdglichkeit
einer Enzyminduktion steigt (Zendulka et al., 201D)ese Publikationen basieren alle auf
Untersuchungen an Rattenlebern. Jedoch existiengch adnformationen zu kardialen
Cytochromen. So untersuchten Wang et al. (2002ohieirkung von Cocain, eines indirekten
Sympathomimetikums, auf die Funktion kardialer Chtom P 450. Dabei fihrten die
taglichen Injektionen von Cocain Uber einen Zeimavon 14 Tagen zu einem signifikanten
Anstieg von kardialen CYP 1A1 und 2J2 in Mausen.

Ziel des aktuell durchgefuhrten Versuches war efgrinationen Uber die Auswirkung einer
einstindigen Isoprenalin-Behandlung auf die Akditviler myokardialen Cytochrom P450 zu
gewinnen. Dabei zeigte sich fur die Hydroxylierukmsstante von Ebastik), im Vergleich

zu den Kontroll-Versuchen, keine signifikante Abmeat) was auf eine unverénderte bis minimal
reduzierte CYP 2J-Aktivitat hindeutet. Im Gegensafazu fanden sich sowohl fir die
Carboxylierungskonstante von Hydroxyebastp)(als auch die Eliminierungskonstante von
Carebastinl) deutlich reduzierte Werte nach der akuten IsagdnesBehandlung. So scheint
die akute Einwirkung des direkten Sympathomimeti&usoprenalin zu einer Herabregulierung
der Aktivitat der myokardialen Cytochrome, gena@afP 2J und CYP 3A, zu fuhren. Diese
Ergebnisse nach akuter Isoprenalin-Einwirkung steheht im Widerspruch zu den oben
zitierten Befunden nach chronischer Gabe, da d&toF&eit fir die Enzyminduktion eine

wichtige Rolle spielt.
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Zunachst kam es unter Einwirkung der Isoprenaligtily zu einem LVDP-Anstieg mit einem
Maximum am Ende der einstiindigen Behandlung. Dseldire3ende Ebastin-Zugabe bewirkte
einen signifikant (p < 0,05) geringeren LVDP-Abfailin Vergleich zu den Kontroll-
Experimenten. Dies entspricht auch den ermittelfgrarmakodynamischen Parametern.
Wahrend nach akuter Isoprenalin-Einwirkung 18,3,5 ng/ml Ebastin bendtigt werden, um
50% des maximalen LVDP-AbfallE£Csg) zu erzielen, wird dieser Effekt in den Kontroll-
Versuchen schon bei 80,5 ng/ml erreicht. Der, der negativ inotropen k\fi\g von Ebastin
bei hdéheren Konzentrationen, zugrunde liegende Rlsmus ist noch nicht geklart. Es
existiert die Hypothese, dass Ebastin zu einersétaing von Histamin fuhrt, was in einer
reduzierten ventrikul&ren Kontraktilitdt resultigitlenas et al., 1999). Fiur Isoprenalin ist
bekannt, dass es die antigenvermittelte Freisetalorg Mediatorsubstanzen wie Histamin
hemmt (Chong et al., 1995). So kdnnte es durclvalirerige Isoprenalin-Einwirkung zu einer
geringeren Histaminfreisetzung und damit Ebastinkifig im Hinblick auf den negativ
inotropen Effekt gekommen sein. Daneben besitzpriwalin selbst eine positiv inotrope
Wirkung (Ledda et al., 1975).

Unter der Isoprenalin-Behandlung wurde eine sigarit hbhere Herzfrequenz im Vergleich zu
den Kontroll-Experimenten beobachtet. Dies entgpriem Fakt, dass Isoprenalin eine positiv

chronotrope Wirkung am Herzen besitzt (Ross efl@b5; Nuttall und Snow, 1982).

5.5. Ebastin unter Isoprenalin-induzierter kardialer Hypertrophie

Aufgrund ihres breiten Wirkungsspektrums im kardiskuldren System spielen EETs eine
wichtige Rolle bei der Regulation von Herz-Kreigt&unktionen (Chaudhary et al., 2009;

Nithipatikom und Gross, 2010). lhre vasodilatativBiWeintraub et al., 1997; Miura und

Gutterman, 1998; Zhang et al., 2001), anti-thronsisben (Heizer et al., 1991; Krotz et al.,
2004) und anti-inflammatorischen (Node et al., J3genschaften sind hinreichend bekannt.

Ziel dieser Versuchsreine war es, den Effekt eie&perimentell induzierten kardialen

Hypertrophie auf die Metabolisierung von Ebastin watersuchen und dadurch indirekt
Informationen Uber die Aktivitat von CYP 2J zu dtba.

Zur Erzeugung einer kardialen Hypertrophie erhieltdie Versuchstiere eine tagliche
intraperitoneale Injektion mit Isoprenalin (5 mg/k@rpergewicht) fur 7 Tage. Diese Dosis
wurde gewadhlt, da sie eine kardiale Hypertrophi@umiert, ohne Herzversagen oder einen
Blutdruckanstieg zu verursachen (Ko&a et al., 2008). Zum Ausschluss einer Beeinflogsu

der Versuchstiere durch die taglich verabreichteyektionen hatte zusatzlich eine
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Kontrollgruppe mit gewichtsmaRig adaptierten Tiegebildet werden missen. Diese hétten
ebenfalls eine tagliche intraperitoneale Injektgdaichen Volumens mit einer physiologischen
Kochsalzldsung Uber denselben Zeitraum erhaltenlersol Jedoch standen fir die
Versuchsdurchfiihrung keine entsprechenden Versaohgur Verfligung.

Aufgrund des schlechten Fits der Endmengen defeSiimf Herzen war eine Modellierung der
Daten dieser Versuchsreihe nicht mdglich, so dagsekpharmakokinetischen Parameter zum
Ebastin-Metabolismus ermittelt werden konnten. dhddasst sich auch anhand der
durchschnittlichen Konzentrations-Zeit-Verlaufe vBbastin, Hydroxyebastin und Carebastin
im Reservoir auf die Aktivitat der myokardialen C¥B schlieRen. Die Konzentrationen von
Ebastin und Hydroxyebastin sind unter Hypertrophiesentlich geringer als in der
Kontrollgruppe, wéhrend die Carebastin-Konzentraio unter der Behandlung hoéher liegen.
Dies legt eine hohere Metabolisierung von Ebastid somit eine héhere Aktivitat des daran
beteiligten Enzyms CYP 2J nahe.

Ebenfalls eine erhdohte CYP 2J3-Genexpression zegith in Herzen von spontan
hypertenstiven Ratten verglichen mit normotensi¢Emum und Borlak, 2002). Zuvor fanden
Yu et al. (2000) bereits eine ansteigende CYP Zirdssion und EET-Bildung in den Nieren
von spontan hypertensiven Ratten.

Thum und Borlak (2002) untersuchten die Beeinflagsder Cytochrom P450-Expression und
des Testosteron-Metabolismus in hypertrophen Herabei konnte eine zwei- bis dreifach
erhohte Genexpression fir CYP 2A6/7 und 4A11 imenypphen Gewebe festgestellt werden,
wahrend CYP 2J2 und 2E1 nahezu unverandert bligh#®erdem fand sich ein zunehmender
Testosteron-Metabolismus und eine damit verbundedektion der CYP-Monooxygenasen,
was eine wichtige Rolle dieser Enzyme im Rahmerrekardialen Hypertrophie nahe legt.
Zordoky et al. (2008) konnten ebenfalls einen Zusamhang zwischen Isoprenalin-induzierter
kardialer Hypertrophie und signifikanten Verandemem der Genexpression verschiedener
Cytochrom P450 herstellen. Auch sie fanden keinedngerte CYP 2J3-Genexpression.
Stattdessen kam es zu einer Induktion von CYP 181, und 4A3 sowie Hemmung von CYP
2C11 und 2E1. Diese Ergebnisse stehen im Widersmucunseren Beobachtungen. Jedoch
scheint eine kardiale Hypertrophie unterschiedlidheswirkungen auf die Aktivitat der
einzelnen CYP 450-Unterfamilien zu haben. Im Rahragrer Hypoxie-Behandlung konnte
festgestellt werden, dass deren Auswirkung auf @¥dP-Expression isoformspezifisch sein
kann (Fradette et al., 2007). Auch am Ebastin-Matsimus sind verschiedene CYP-Isoformen
beteiligt. So erfolgt die Bildung von Hydroxy- ur@darebastin vor allem durch CYP 2],
wahrend an der Metabolisierung von Carebastin Iséesptich CYP 3A beteiligt ist (Liu et al.,
2006). Entsprechend den Ergebnissen von Thum umtblB@2002), bei denen nur eine
minimale Erh6hung der CYP 2J2-Genexpression bedbbelerden konnte, scheint es auch in

unserer Versuchsreihe zu einer Erhéhung der CYRkBJHat gekommen zu sein, wéahrend
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CYP 3A gar nicht beeinflusst oder in ihrer Aktitité&duziert worden ist. Dies wirde sowohl
die wesentlich geringeren Konzentrationen von Hbasind Hydroxyebastin unter
Hypertrophie, aufgrund eines erhéhten Metabolisadwrsh ansteigende CYP 2J-Aktivitat, als
auch die hohere Carebastin-Konzentration durchnegezingeren Abbau durch CYP 3A, im
Vergleich zu den Kontroll-Experimenten, erklaren.

In diesen Experimenten zeigte sich ein signifiképt < 0,001) geringerer LVDP-Abfall
verglichen mit den Kontroll-Versuchen. Dies lagst @inen geringeren negativ inotropen Effekt
von Ebastin im hypertrophen Myokard schlief3en.

Es wurden keine signifikanten Veranderungen deetdsguenz beobachtet. Dies entspricht den
Beobachtungen von Kréva et al. (2008), welche ebenfalls keine signiftem Anderungen der
Herzfrequenz zwischen der mit Isoprenalin behaadelGruppe und der Kontrollgruppe

beobachten konnten.

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

Inhibitoren von Cytochromen werden haufig verwendeh die Rolle einzelner CYP 450-
Isoenzyme in verschiedenen Stoffwechselprozessenutgellen. Dazu werden verschiedene
Hemmer von CYP 450-Isoenzymen auf ihre inhibitdrescSpezifitat gegenuber CYP-
vermittelten Reaktionen getestet. So fand sich figllira als Inhibitor der Phenacetin-
Metabolisierung (CYP 1A2-vermittelt), Sulphapheriaals selektiver Inhibitor der CYP 2C9-
katalysierten Tolbutamid-Metabolisierung und Ketogzol als selektiver Inhibitor der CYP
3A4-Aktivitat, um einige Beispiele zu nennen (Baéiret al., 1996; Eagling et al., 1998; Moody
et al., 1999). Auch fir CYP 2J2 wurden verschiedbrgbitoren entwickelt (Lafite et al.,
2006). Als Probe fur deren Wirksamkeit diente datiei Hydroxylierung von Ebastin durch
rekombinantes CYP 2J2. Die Grundlage fur die Ertluitg eines CYP 2J2-Inhibitors bildete
Terfenadin, welches bereits als CYP 2J2-Hemmerhreten wurde (Lafite et al., 2006).

Bei den von Lafite et al. (2006) entwickelten CY®22nhibitoren wurde die Verbindung in
Abbildung 6 ausgewahlt, da hiervon die niedrigsenkentration bendtigt wird, um eine 50
%ige Hemmung der Hydroxylierung von Ebastin durcfiPCJ2 zu erhalten (kg= 0,4 uM).
AulRerdem stellt diese Verbindung einen selektiveriP C2J2-Hemmer dar. Andere, im
kardiovaskularen System auftretende Cytochrome, @¥d> 3A4, werden durch sie kaum
beeinflusst (Lafite et al., 2006).

Ziel dieser Versuchsreihe war es, den Einfluss@éP 2J-Hemmung auf die kardiale Funktion

und den Ebastin-Stoffwechsel festzustellen. Datfiizen wir die von Prof. W. Kang (Institut
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fur Pharmazie, Yeungnam Universitat, Kyoungbuk, Ksiiea) hergestellte Verbindung (siehe
Abb. 6) als potenten CYP 2J-Hemmer unter Verwendumy Ebastin als Testsubstanz zur
Beurteilung der Aktivitat der myokardialen CYP 2J.

In dieser Versuchsreihe lag die Konzentration vomrdxyebastin zu allen Messzeitpunkten
unterhalb der Bestimmungsgrenze und auch die Miteé der Carebastin-Konzentrationen
waren stets unter 1 ng/ml und damit wesentlichngen im Vergleich zu den Kontroll-
Experimenten. Diese geringe Ebastin-Metabolisierleyy eine gute Wirkung des CYP 2J-
Hemmers nahe und liefert einen weiteren Anhaltshudiss Ebastin als Testsubstanz zur
Beurteilung der myokardialen CYP 2J verwendet weidan.

Wie auch bei den Kontroll-Versuchen konnte untemiiikung von Ebastin mit dem CYP 2J-
Hemmer ein LVDP-Abfall beobachtet werden. Dieser jgdoch signifikant starker ausgepragt
als in den Kontroll-Experimenten (p < 0,001). Diemtspricht auch den ermittelten
pharmakodynamischen Parametern. B@&, unter Ebastin mit CYP 2J-Hemmer lag bei 8,3
0,02 ng/ml, im Vergleich zu 8,8 0,5 ng/ml in den Kontroll-Versuchen ohne Hemmeiede
Beobachtungen deuten darauf hin, dass die negaticope Wirkung von Ebastin unter Zugabe
des CYP 2J-Hemmers verstarkt wird. Dabei wére tesaasant zu wissen, ob die Hemmung der
myokardialen CYP 2J an sich eine negativ inotropekiiig besitzt. Um dies zu testen, wurden
Konzentrations-Wirkungs-Kurven erstellt. Es wurddie Auswirkungen von ansteigenden
Konzentrationen des CYP 2J-Hemmers, welche jeVfi@ld0 min im System zirkulierten, auf
den sich entwickelnden linksventrikularen Druck (@R) untersucht. Dabei konnte ein LVDP-
Abfall beobachtet werden, anhand dessen darauhlpssen wurde, dass die Hemmung der
CYP 2J per se einen negativen inotropen Effekttitedillerdings flhrte die gleichzeitige Gabe
von Ebastin und CYP 2J-Hemmer zu einem LVDP-Abfd#y Gber die reine Addition der
negativ inotropen Wirkung von Ebastin und CYP 2Jrtdeer allein hinausging.

Es wurde eine signifikant geringere HerzfrequenzeurEbastin mit CYP 2J-Hemmer,
verglichen mit den Kontroll-Versuchen, beobachpek(0,001), wahrend weder unter Ebastin
allein noch innerhalb der Konzentrations-Wirkungsiem des CYP 2J-Hemmers signifikante

Verédnderungen gefunden werden konnten.

5.7. Methodendiskussion

Das isolierte perfundierte Herz nach Langendorftiét zahlreiche Anwendungen im Bereich
der pharmakologischen, physiologischen, morphobtbgis, biochemischen und klinischen

Forschung (Sutherland und Hearse, 2000; Dhein, )2@5liefert ideale Bedingungen fur die
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Durchfiihrung von Dosis-Wirkungs-Studien zu metamdien und pharmakologischen
Interventionen (Sutherland und Hearse, 2000). Addsarermdglicht es eine genaue Analyse
pharmakokinetisch-pharmakodynamischer (PK/PD) Psxzeweshalb es in vielen Studien
verwendet wurde. Im Vergleich zur Pharmakokinetds cgesamten Organismus liefert die
Betrachtung eines einzelnen Organs direkte, detadl Informationen Uber PK/PD-Prozesse
auf der Organ-Ebene. Des Weiteren bietet das rspkgfundierte Herz im Vergleich zu in vitro
Studien den Vorteil, dass verschiedene pharmakbg&aie Parameter gleichzeitig ausgewertet
werden kénnen (Weiss, 2011).

Zur Gewinnung pharmakokinetischer Daten zur Metalesling von Ebastin im Herzmuskel
wurde ein Kompartiment-Modell verwendet. Diese reathtische Modellierung ermdglicht es,
Transport- und Metabolisierungsprozesse im Herzeuntersuchen, die eine wichtige Rolle bei
dem quantitativen Verstandnis der kardialen Aufnehdes Metabolismus und der Elimination
von Wirkstoffen spielen, deren direkte Beobachtatgr nicht mdglich ist. Dabei wird die
Verteilungskinetik eines Wirkstoffes vereinfachts alTransfer zwischen verschiedenen
Kompartimenten dargestellt. In der traditionellenK/PD-Modellierung wird die
Plasmakonzentration eines Wirkstoffes mit dem izéign Verlauf dessen pharmakologischer
Wirkung verknipft (Weiss, 2011). Dies kam auch @mdhier beschriebenen Modell zur
Anwendung. Basierend auf der Grundlage des se@lientiEbastin-Metabolisierungswegs in
menschlichen Lebermikrosomen (Liu et al., 2006) deurein pharmakokinetisch-
pharmakodynamisches Kompartiment-Modell entwick&abei wurde unter anderem der
Verlauf der Ebastin-Konzentration mit dem Zeitveflalessen kardialer Wirkung verknupft.
Das verwendete Modell stellt eine geeignete Metlmaekinetischen Analyse von Ebastin und
dessen Metaboliten dar. Anhand der ermittelten lEmgse wurde deutlich, dass die Kinetik des
sequentiellen Ebastin-Metabolismus sehr gut von derwickelten Kompartiment-Modell
beschrieben wurde. Unter Nutzung dieses Modelkelasich sowohl Informationen Uber die
Wirkstoffaufnahme aus dem Reservoir in das Herzpewals auch deren Efflux mit den
entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten fur dieakme und den Efflux bestimmen. Des
Weiteren kénnen Metabolisierungs-Parameter ermittedrden, mit deren Hilfe auf die
Enzymaktivitdat der am Ebastin-Metabolismus bettslig Cytochrome geschlossen werden
kann. So lassen sich mit einfachen Mitteln Infoior@n Uber die Aktivitdt einzelner
Cytochrome sowohl unter Standardbedingungen als h auwenter verschiedenen
pathophysiologischen Zustéanden ermitteln. Jedocleiis Modell per Definition immer eine
Vereinfachung, dessen Gultigkeit von den ZielenMedellierung und dem Detaillierungsgrad
der verfugbaren Daten abhangig ist. Das bedeudsts d1odellauswahl und experimentelles
Design eng miteinander verknuipft sind (Weiss, 2011)

Ebastin, ein HAntihistaminikum der zweiten Generation, wurde dlgstsubstanz zur

Beurteilung der myokardialen Cytochrome (CYP 2Jywendet. Dies stellt eine gute
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Wirkstoffauswahl dar, da die Méglichkeit der Nutguon Ebastin als Testsubstanz fir die
Beurteilung der Aktivitat von CYP 2J bereits puldiz wurde (Liu et al., 2006). Au3erdem sind
Uber keine schweren unerwiinschten kardialen Wirknngnter Verwendung von Ebastin, im
Gegensatz zu anderen Antihistaminika, berichtetewr(Wiseman und Faulds, 1996; Moss et
al., 1999; Moss und Morganroth, 1999; Hurst undn8pe 2000; Gillen et al., 2001; Lawrence
et al., 2006).

Um die Konzentration des verwendeten Stoffes Ebastid dessen Metaboliten zu den
verschiedenen Messzeitpunkten zu bestimmen, wuide €lUissigchromatographie mit
Tandem-Massenspektrometrie verwendet. Dieses \ferfadtellte sich bereits in einer friiheren
Publikation als eine sehr einfache, sensible unéizipe Moglichkeit zur gleichzeitigen
Bestimmung von Ebastin und seinen drei Metabolit@ydroxyebastin, Carebastin,
Desalkylebastin) dar. Es eignet sich gut fir imoviind in vivo Studien zur Pharmakokinetik
von Ebastin (Kang et al., 2004).
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6. Zusammenfassung

Cytochrom P 450-Enzyme haben vielfaltige Aufgaben menschlichen Kérper und
katalysieren unterschiedliche chemische ReaktioAaflerdem spielen sie eine wichtige Rolle
im Arzneimittel-Metabolismus. Ziel dieser Arbeit wes, erste pharmakokinetische Daten zur
Metabolisierung des pAntihistaminikums Ebastin im Herzmuskel zu liefeamd dartber
Hinweise auf die Aktivitdt der kardialen CYP 2J ethalten. Dabei erfolgte die kinetische
Analyse von Ebastin und sequentielle Bildung vondtdyxyebastin und Carebastin unter
Verwendung eines neu entwickelten pharmakokinejdermakodynamischen Kompartiment-
Modells (Kang et al., 2011), welches auf der Gragdl des sequentiellen Ebastin-
Metabolisierungswegs in menschlichen Lebermikrosofmeruht (Liu et al., 2006). Die vom
Modell geschatzten Metabolisierungs-Parameter (@eiscligkeitskonstante der
Hydroxyebastin-Bildung, k., der Carebastin-Bildung, k., sowie der Carebastin-
Metabolisierung k.) dienten dabei als MaR fir die Aktivitat der amaktin-Metabolismus
beteiligten CYP 2J und 3A.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern netikenntnisse Uber die Kinetik der
sequentiellen Metabolisierung von Ebastin in Rdaiteren und die Aktivitdt der daran
beteiligten CYP 450-Enzyme. Dabei ahnelt der aktoebbachtete Metabolismus von Ebastin
stark demjenigen, der fir menschliche Lebermikramoimeschrieben wurde (Liu et al., 2006).
Die pharmakokinetische Modellierung der Daten ewgiffdie Mdoglichkeit, unter Verwendung
von Ebastin als Testsubstanz, die Aktivitat kaeti&@YP 2J zu ermitteln.

Des Weiteren wurden die Effekte pathophysiologis@edingungen untersucht. Der Einfluss
einer 45-minitigen Hypoxie und anschlieRende Reemigung fihrte zu einer Reduzierung
von ke, sowie Zunahme vork,. und k., was fur eine Herabregulierung der CYP 2J-Aktivita
sowie gesteigerte CYP 3A-Aktivitat spricht. Diesey&bnisse unterstiitzen die Beobachtungen,
dass die Auswirkung einer Hypoxie-Behandlung aw @iYP-Expression isoformspezifisch
sein kann (Fradette et al., 2007). Auf’erdem belegien dass am Ebastin-Metabolismus
verschiedene Cytochrom-Unterfamilien beteiligt sjhidi et al., 2006).

Auch die einstiindige Einwirkung von Isoprenalinufésrte ebenfalls in einer Anderung der
Metabolisierungs-Parameter. Es kam zu einer slgmifen Abnahme voky,. undk.,, mit daraus
folgender Abnahme der CYP 2J- und 3A-Aktivitdt. Zoesnen mit anderen publizierten
Ergebnissen nach chronischer Wirkstoff-Gabe, diénekesignifikanten Anderungen der
hepatischen CYP 3A-Aktividt nach oraler funftagiddethamphetamin-Gabe (Minarikova et
al., 2006) jedoch einen signifikanten Anstieg kaleli CYP 1Al und 2J2 nach 14-tagiger
Cocain-Gabe (Wang et al., 2002) feststellen konnbehegen die aktuellen Daten, dass der

Faktor Zeit fur die Enzyminduktion eine wichtige lRaspielt.
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Des Weiteren fiuhrte eine Isoprenalin-induziertedkde Hypertrophie zu einer erhohten CYP
2J-Aktivitat, worauf anhand signifikanter Untersathe der Konzentrations-Zeit-Verlaufe von
Ebastin, Hydroxyebastin und Carebastin geschlosseden konnte.

Die Gabe von Ebastin in Kombination mit einem CYFHemmer resultierte in einer deutlich

ausgepragten Inhibierung der CYP 2J-Aktivitat uiedelt einen weiteren Anhaltspunkt, dass
Ebastin als Testsubstanz zur Beurteilung der KemdiYP 2J verwendet werden kann.
AulRerdem wird deutlich, dass die Hemmung der CYRnitJeiner Verstarkung des negativ

inotropen Effektes verbunden ist.

Zusammengefasst lasst die pharmakokinetische Medgily des sequentiellen Ebastin-
Metabolismus in Rattenherzen vermuten, dass CYRI&ih eine groRe Rolle spielt. Die

Ergebnisse kénnen zum Verstéandnis der funktioneiggenschaften der CYP 2J in Ratten
beitragen und liefern wertvolle Anhaltspunkte, widch der Einfluss verschiedener

pathophysiologischer Zustande, wie Hypoxie, diewlikung eines Sympathomimetikums

sowie kardiale Hypertrophie, auf die Aktivitdit den Herzen vorhandenen Cytochrome
auswirkt. Diese Informationen sind auch von kliheso Interesse. So kdnnen Induktion oder
Hemmung der kardialen CYP zu Veranderungen im Weafhsel von kdrpereigenen Stoffen
sowie Anderung im Metabolismus verschiedener Mediate fuhren, was sowohl in einer

Beeinflussung der Herzfunktion als auch der Arziiéaivirkung resultieren kann.
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8. Thesen

1. Die Auswertung der am perfundierten Rattenlrergemessenen kinetischen Daten zur
Metabolisierung von Ebastin mit einem Kompartimbiadeell liefert quantitative
Informationen Uber die sequentielle Metabolisiervran Ebastin im Herzmuskel und

Hinweise auf die Aktivitat der daran beteiligtent@hrome.

2. Ebastin kann als Testsubstanz zur Beurteilupgkardialer CYP 2J verwendet werden.

3. Nach Hypoxie und anschlieRender Reoxygeniekomgmt es zu einer Herabregulierung
der kardialen CYP 2J-Aktivitat sowie gesteigertefPC3A-Aktivitat.

4. Die einstindige Isoprenalin-Behandlung resultién einem reduzierten Ebastin-

Metabolismus sowie geringerer CYP 2J- und 3A-Alkdit/im Herzen.

5. Die Isoprenalin-induzierte kardiale Hypertropfse begleitet von einer erhéhten CYP 2J-

Aktivitat im hypertrophen Gewebe.

6. In Anwesenheit eines CYP 2J-Hemmers werden diasth-Metabolisierung und der

negativ inotrope Effekt stark reduziert.

80



Lebenslauf

Personliche Daten

Name: Susann Elitzer
Geburtsdatum: 15.07.1987
Ort: Borna
Familienstand: ledig
Staatsbirgerschatt: deutsch
Schulbildung

09/1994 — 08/1998 Grundschule Zedstlitz/Neukirchen
09/1998 — 07/2006 Pestalozzi-Gymnasium in Borna
Abschluss: Abitur (Durchschnittsnote 1,4)

Studium
10/2006 — 11/2012 Studium der Medizin an der Mdtither-Universitat Halle-
Wittenberg, Abschluss: Staatsexamen (Note 2,0)

Praktische Ausbildung

Praktisches Jahr:

08/2011 — 12/2011 Innere Medizin am Spital Wil,t&8jpegion Firstenland Toggenburg,
Schweiz

12/2011 — 03/2012 Augenheilkunde am Universitatgklim Halle

03/2012 — 07/2012 Chirurgie am HELIOS Klinikum, §arhausen

Beruflicher Werdegang

ab 05/2013 Assistenzarztin in der Klinik fir Augeilkunde, Kreiskrankenhaus
Rudolf Virchow GmbH, Glauchau

Halle (Saale), den 24.04.2013 Susann Elitzer

81



Selbststandigkeitserklarung

Ich erklare hiermit, dass ich die vorliegende Arlmine unzuldssige Hilfe Dritter und ohne
Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmitigéfartigt habe. Die aus anderen Quellen
direkt oder indirekt Gbernommenen Daten und Korezegind unter Angabe der Quelle
gekennzeichnet.

Ich versichere, dass ich fur die inhaltliche Eigted der vorliegenden Arbeit nicht die
entgeltliche Hilfe von Vermittlungs- und Beratungststen (Promotionsberater oder anderer
Personen) in Anspruch genommen habe. Niemand hatmio unmittelbar oder mittelbar
geldwerte Leistungen fir Arbeiten erhalten, die Zusammenhang mit dem Inhalt der

vorgelegten Dissertation stehen.

Halle (Saale), den 24.04.2013 Susann Elitzer



Erklarung tGber vorherige Promotionsversuche

Hiermit versichere ich, dass von mir, Susann Hijtkeine friiheren Promotionsversuche mit
dieser oder einer anderen Dissertation erfolgt. dnd Arbeit wurde bisher weder im In- noch

im Ausland in gleicher oder ahnlicher Form einedleren Priifungsbehdrde vorgelegt.

Halle (Saale), den 24.04.2013 Susann Elitzer



Danksagung

Von Beginn an haben mich mehrere Menschen bei deeit\an meiner Dissertation begleitet

und unterstitzt. Bei allen mdchte ich mich hierngitzlich bedanken.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Weiss fiir tieerlassung des Themas und die gute
Betreuung. Er hat mich wahrend dieser Arbeit kanérich mit seinem Fachwissen und

konstruktiven Anregungen untersttzt.

AuBerdem danke ich Prof. W. Kang und seinen Mittebe des Instituts fir Pharmazie,
Yeungnam Universitat, Kyoungbuk, Sidkorea fir diessung der Proben und Herstellung des

CYP 2J-Hemmers. Ohne ihre Hilfe ware diese Arbiettthmdéglich gewesen.

Weiterhin mochte ich mich bei Petra Arendt, FrauntBér, Frau Niebisch, Tobias Bednarek

und Rana Hassna bedanken, die mir stets mit Rat anzdur Seite standen.

Ebenso gilt mein Dank dem Institut fir Pharmakatognd Toxikologie der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg unter der Leitung vdterrn Prof. Neumann sowie allen

Mitarbeitern des Instituts fir die freundliche Attisatmosphére.

Weiterhin danke ich meinen Eltern und Freunden,ndiiedurch ihre Unterstitzung wahrend

des Studiums den Weg zu dieser Arbeit ermdglicheha



