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Zusammenfassung

Hintergrund: Kardiale Ischimie-Reperfusionsschidden sind geprégt durch die Bildung und den
Einfluss von Mediatoren aus Lipidbestandteilen auf der Basis mehrfach ungesittigter Fettsduren.
Zu diesen zdhlt die Linolsdure (LA), die liber CytochromP450(CYP)-Epoxygenasen zunéchst zu
Epoxyoctadecensidure(-methylester) (EpOME) und weiter durch die 16sliche Epoxidhydrolase
(sEH) zu Dihydroxyoctadecensidure(-methylester) (DiHOME) verstoffwechselt wird.
Fragestellung: Ziel der Studie war es die Effekte von EpPOME und DiHOME auf die funktionel-
le kardiale Erholung wéhrend der Reperfusion nach 20-miniitiger Ischdmie sowie auf die basale
kardiale Funktion zu untersuchen.

Methoden: Zur Beantwortung der Fragestellung wurden Versuche an isolierten Méduseherzen in
einem Langendorff-System durchgefiihrt. Herzen von C57Bl16-Méusen wurden 12,13-EpOME,
12,13-DiHOME oder Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) zum Vergleich ausgesetzt. Links-
ventrikuldre Druckentwicklung (LVPdevp), Koronarfluss (CF) und ein Elektrokardiogramm
(EKG) wurden kontinuierlich aufgezeichnet. Die Ischdmie-Reperfusions-Experimente wurden
unter Applikation von sEH-Inhibitor Adamantanylureidododecansédure (AUDA) wiederholt.
Ergebnisse: Durch Gabe von EpOME und DiHOME in einer Konzentration von 100 nM zeigte
sich postischdmisch eine schlechtere funktionelle Erholung der murinen Herzen mit verminderter
linksventrikuldrer Druckentwicklung. Die beobachteten Effekte unter EpOME, nicht aber
DiHOME, konnten durch sEH-Inhibition abgewendet werden. Es wurde kein Effekt auf die ba-
sale kardiale Funktion verzeichnet.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse zeigen, dass die LA-Derivate EpOME und DiHOME eine
relevante Rolle bei kardialer Ischdmie spielen. Eine Inhibition der sEH stellt eine neue potenziel-
le Behandlungsoption zur Verhinderung der nachteiligen DIHOME-Effekte bei akuter kardialer

Ischiamie dar.



Abstract

Background: Cardiac ischemia/reperfusion injury is associated with the formation and action of
lipid mediators derived from polyunsaturated fatty acids. Among them, linoleic acid (LA) is me-
tabolized to epoxyoctadecanoic acid (methylester) (EpOME) by cytochrome P450 (CYP) epoxy-
genases and further to dihydroxyoctadecanoic acid (methylester) (DIHOME) by soluble epoxide
hydrolase (sEH).

Purpose: This study was to investigate the effects of EpPOME and DiIHOME on functional ca-
diac recovery during reperfusion following 20 min of ischemia as well as basal cardiac function.
Methods: This question was addressed using isolated murine hearts in a Langendorff system.
Hearts from C57BI16 mice were exposed to 12,13-EpOME, 12,13-DiHOME, or vehicle (phos-
phate buffered sodium; PBS). Left ventricular developed pressure (LVdevp), coronary flow
(CF), and electrocardiogram (ECG) were continuously recorded. Ischemia reperfusion experi-
ments were repeated after administration of the sEH-inhibitor adamantanylureidododecanoic
acid (AUDA).

Results: At a concentration of 100 nM, both EpPOME and DiHOME decreased post-ischemic
functional recovery in murine hearts in regards to a diminished left ventricular developed pres-
sure. The detrimental effects seen under EpPOME, but not DIHOME, were averted by sEH inhibi-
tion. There was no effect on basal cardiac function.

Conclusion: The results indicate that LA-derived mediators EpOME and DiHOME play a rele-
vant role in cardiac ischemic events. Inhibition of sEH appears as a potential novel treatment

option to prevent detrimental DIHOME effects in acute cardiac ischemia.



1. Einleitung

Kardiovaskuldre Erkrankungen stellen die Haupttodesursache in der Welt dar. Die Koronare
Herzkrankheit ist dabei die grofite Gruppe mit iiber 7,1 Millionen Toten pro Jahr weltweit (1).
Chronische Herzinsuffizienz und akutes Pumpversagen sind fatale Folgen des Myokardinfarkts
(2). Die postischdmische Erholung der linksventrikuldren Pumpfunktion ist dabei entscheidend
fiir das Outcome der Patienten (3). Signalmolekiile auf chemischer Basis von Fettsduren spielen
eine wichtige Rolle bei Prozessen wie Apoptose und Inflammation des Myokards wihrend Is-
chidmie und Reperfusion (4). Ein genaueres Verstidndnis von den ablaufenden Prozessen und
involvierten Mediatoren bei der myokardialen Schidigung sind von Interesse fiir Behandlungs-

strategien in der Zukunft, um Prognose und Uberleben zu verbessern.

1.1. Fettsduren

Fettsduren sind organische Verbindungen aus Kohlenstoff und Wasserstoff, die nicht aromatisch
sind. Es handelt sich um Monocarbonséiuren, die natiirlicherweise in Form von Triglyceriden und
Phospholipiden, als Glycerinester gebunden, vorkommen. Sie unterscheiden sich durch die An-
zahl der Kohlenstoffatome sowie das Vorhandensein bzw. die Anzahl und Position ihrer Dop-
pelbindungen. Eingeteilt werden sie in niedere (bis sieben), mittlere (acht bis zwolf) und hohere
(mehr als zwolf Kohlenstoffatome) sowie gesittigte (Alkansduren ohne Doppelbindung) und

ungesittigte Fettsduren (Alkensdure mit mindestens einer Doppelbindung) (5).

1.1.1. Essenzielle Fettsduren

Nicht alle vom Korper bendtigten Fettsduren konnen endogen synthetisiert werden. Sie miissen
mit der Nahrung aufgenommen werden und werden daher als essenziell bezeichnet. Zu ihnen

zédhlen Linolsdure (LA) und Alpha-Linolensédure (ALA).

Ausgehend von LA und ALA werden durch enzymatische Prozesse weitere Metabolite syntheti-
siert. LA, Arachidonsidure (AA), ALA, Eicosapentaensdure (EPA) und Docosahexaensidure

(DHA) konnen von der einen zu anderen Fettsdure durch Kettenverldngerungs- und Desaturie-



rungsprozesse umgewandelt werden. Abbildung 1 stellt eine Ubersicht iiber die Stoffwechselwe-

ge physiologisch relevanter Fettsduren dar.

Hydroxy-FS FS Epoxy-FS Dihydroxy-FS
HODE LA EpOME DiHOME
LOX CYpP2C sEH .
HETE AA EET DiHEET
D —> —> :
HOT:E g’fo‘ ALA CYP2J| EpODE DiHODE
HEPE EPA EpETE DIiHETE
HDoHE DHA EpDPE DiHDPE

Abbildung 1: Stoffwechselwege physiologisch relevanter Fettsduren (FS). Produktion von
Hydroxy-FS durch die Lipoxygenase (LOX) oder durch Auto-Oxidation (Ox), von Epoxy-FS
durch CYP2C- und CYP2J-Oxygenasen sowie ferner von Dihydroxy-FS durch die 16sliche Epo-
xidhydrolase (sEH). Linolsdure/Octadecadiensdure (LA), Arachidonsdure (AA), Alpha-
Linolensidure (ALA), Eicosapentaensidure (EPA), Docosahexaensidure (DHA); Hydroxyocta-
decadiensidure (HODE), Hydroxyeicosatetraensidure (HETE), Hydroxyoctadecatriensdure (HOT-
rE), Hydroxyeicosapentaensdure (HEPE), Hydroxydocosahexaensidure (HDoHE); Epoxyoctade-
censdure (EpOME), Epoxyeicosatriensdure (EET), Epoxyoctadecadiensdure (EpODE), Epo-
xyeicosatetraensidure (EpETE), Epoxydocosapentaensdure (EpDPE); Dihydroxyocta-decensidure
(DiHOME), Dihydroxyeicosatriensdaure (DIHEET), Dihydroxyoctadecadiensidure (DiHODE),
Dihydroxyeicosatetraensidure (DIHETE), Dihydroxydocosapentaensidure (DiHDPE).

Nach Schuchardt et al. (6).

1.1.2. Biologische Eigenschaften von Fettsduren

Fettsduren haben wichtige biologische, strukturelle und funktionelle Eigenschaften. Sie sind sub-
stanzielle Bestandteile von Phospholipiden und bilden Membranen von Zellen und deren Orga-
nellen. Sie konnen nichtionische lamellare oder kristalline Aggregate bilden und tiber die Plas-
mamembran diffundieren oder in dieser aufgenommen werden (7, 8). Damit bestimmen sie deren
Fluiditdt und beeinflussen die Eigenschaften von Rezeptoren und membrangebundenen Enzy-

men, die ()ffnungswahrscheinlichkeit von Ionenkanilen und die Kinetik von Enzymen (9-20).
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Freigesetzt werden Fettsduren durch Phospholipasen. Sie sind dann zugéinglich als Substrat fiir
weitere Synthesewege. Dabei spielen sie als Mediatoren unter anderem bei Inflammation,
Apoptose und Blutgerinnung eine entscheidende Rolle:
- Synthese von Hydroperoxiden durch die Lipoxygenase (LOX) als Vorldufer von Leuko-
trienen (21).
- Synthese von Peroxiden durch die Cyclooxygenase (COX) als Vorldufer von Prostaglan-
dinen, Thromboxan und Prostycyclin (21).
- Synthese von Epoxiden durch CytochromP450(CYP)-Epoxygenasen (22).
Wesentliche Stoffwechselprozesse im Organismus sind sowohl auf zelluldrer als auch iiberge-

ordneter Ebene abhéngig von LA und LA-Derivaten.

Ferner sind Fettsduren Energiesubstrat fiir die Produktion von Adenosintriphosphat (ATP) mit-
tels beta-Oxidation in den Mitochondrien.

Sie konnen im Korper in Form von Fettgewebe gespeichert werden. Neben der Aufnahme mit
der Nahrung, konnen sie, abgesehen von den essenziellen Fettsduren, auch endogen synthetisiert

werden (23).

1.2. Linolsdure und Stoffwechselprodukte

LA (18:2) besitzt zwei Doppelbindungen und zéhlt deshalb zu den mehrfach ungesittigten Fett-
sduren (PUFA). Sie befinden sich an den Stellen neun und zwolf im C-18-Geriist, bei einer Zih-
lung ausgehend vom Kohlenstoffatom der Carboxylgruppe. Somit entspricht die 12-
Doppelbindung der Omega-6-Stellung, bei einer Zahlung ausgehend vom Omega-Ende, gegen-
tiber der Carboxylgruppe. Beide Atome der vorhandenen Doppelbindungen tragen unterschiedli-
che Substituenten. Physiologisch liegen diese beide auf der gleichen Seite. Es handelt sich daher

um ein cis-Isomer (siehe Abbildung 2).

O 0)

HO 1 9 12

Abbildung 2: Struktur der Linolsiure (18:2; 9,12), mit Doppelbindung in Omega-6-Stellung.
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LA stellt den Ausgangpunkt fiir die Synthese vieler Derivate mit weitreichenden metabolischen
Effekten dar. Das Zusammenspiel und die Wirkung der Metabolite sind komplex. Abbildung 3

stellt eine Ubersicht iiber die Stoffwechselwege von LA und deren Produkte dar.

PG-1
TX-1

i

COX

*

DGLA 20:3

*

Elongase

*

GLA 18:3

*

Delta-6-Desaturase

t

LOX CYP SEH
HODE <«— LA 18:2 ——> EpOME ——> DiHOME

v

Linoleoyl-Desaturase
Elongationsenzyme
Delta-5-Desaturase

v

AA20:4

Vs

EET PG-2 HETE
TX-2

Abbildung 3: Stoffwechselwege der Linolsiure (LA) und deren Produkte. Arachidonsiure
(AA), Epoxyoctadecnsduremethylester (EpOME), Dihydroxyoctadecensduremethylester
(DIHOME), Gamma-Linolsdure (GLA), Dihomogammalinolsiure (DGLA), Hydro-
xyoctadecdiensdure/Hydroxy-Linolsdure ~ (HODE), Epoxyeicosatriensdure (EET), Cy-
tochromP450-Oxygenase (CYP), Cyclooxygenase (COX), Lipoxygenase (LOX), 16sliche Epo-
xidhydroxylase (sEH), Prostaglandin (PG), Thromboxan (TX).
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1.2.1. Arachidonséure und Stoffwechselprodukte

Die AA, als Abkommling der Linolsédure, und deren Metabolite waren in der Vergangenheit in-

tensiver Gegenstand der Forschung.

AA (20:4) besitzt vier Doppelbindungen und zdhlt daher ebenfalls zu den PUFA. Die Doppel-
bindungen befinden sich an den Stellen fiinf, acht, elf und 14 im C-20-Geriist, die Substituenten
befinden sich physiologisch auf der gleichen Seite. Somit handelt es sich auch hier um eine

Omega-6-Fettsdure in Form eines cis-Isomers (sieche Abbildung 4).

O )

HO™ 1 5 8 11 14

Abbildung 4: Struktur der Arachidonsiaure (20:4; 5,8,11,14), mit Doppelbindung in Omega-
6-Stellung.

Freie AA steht den CYP-Oxygenasen, der COX und der LOX als Substrat zur Verfiigung, deren
Produkte in ihrer Gesamtheit als Eicosanoide bezeichnet werden (24).
Darunter standen insbesondere die Epoxyeicosatriensduren (EET) in den letzten Jahren im Fokus

der Forschung.

1.2.1.1. Epoxyeicosatriensidure (EET)

Die vorherrschenden EET sind die Metabolite 11,12-EET und 14,15-EET, neben 5,6-EET und
8,9-EET. Sie werden vor allem in extrahepatischen Geweben iliber CYP2C und CYP2J syntheti-
siert. Ihre Stoffwechselwege und Effekte als auto- und parakrine Mediatoren sind vielfdltig, sie
sind maf3geblich beteiligt an der Modulation von Ionenkanaldffnungwahrscheinlichkeiten und
wikrken antiinflammtorisch (25).

Ein Rezeptor konnte bislang nicht entdeckt werden, auch wenn es Hinweise auf das Vorkommen
eines solchen gibt. Die Vermutung eines G-Protein-abhédngigen Mechanismus an glatten Mus-

kelzellen wird diskutiert (26, 27).
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Generell begiinstigen EET die Einstellung bzw. die Wiederherstellung der Homdostase bei Pro-
zessen wie Inflammation und Regulation des GefédBtonus (28). Die spezifischen Effekten sind
jedoch abhiéngig von dem Verhiltnis der Regioisomere. Dieses ist wiederum bedingt durch Ex-
pression verschiedener CYP-Isoenzyme (29).

EET werden iiber viele Wege weiter metabolisiert, wobei die Hydrolyse durch die 16sliche Epo-
xidhydrolase (sEH) in den meisten Geweben den wichtigsten Weg darstellt (25, 30). Das Pro-
dukt ist dabei Dihydroxyeicosatriensdure (DiHET), die, wenn auch in geringerem Malle, biolo-
gisch aktiv ist und beispielsweise Einfluss auf die Relaxation der Koronararterien hat (31).
Ferner konnen EET in Phospholipide aufgenommen werden. Die endogenen Konzentrationen

werden durch Biosynthese, Freisetzung und Abbau reguliert (28).

Vielfach wurde in der Vergangenheit die Rolle der EET auf das vaskuldre System untersucht:
Es gibt Hinweise auf enge Zusammenhénge mit endothelialer Dysfunktion, einschlieBlich signi-
fikanter Endorganschidden wie renovaskuldren Pathologien, assoziiert mit konsekutiver arteriel-
ler Hypertonie (32, 33). Insbesondere die Blutdrucksenkung in Modellen von Angiotensin-
induzierter und salzsensitiver Hypertonie, scheint erfolgsversprechend zu sein (30). Dabei
kommt es zu einer EET-abhiingigen Aktivierung von Calcium-aktivierten Kaliumkanélen der
glatten Muskulatur, was zu einer Vasodilatation fiihrt, weswegen von einer endothelium derived
hyperpolarisation factor (EDHF)-dhnlichen Wirkung gesprochen wird (34). Niedrige EET-
Spiegel sind assoziiert mit kardialer Hypertrophie (35).

Erhohte Konzentrationen vermindern die Inflammationsantwort in Kardiomyozyten und wirken
kardioprotektiv in Ischdmie-Reperfusionsversuchen (36-38).

EET weisen eine analgetische Potenz in Schmerzmodellen auf, sie verhindern die Pléttchenag-
gregation und fordern die Fibrinolyse (39). Ferner werden ihnen Effekte bei der Lipidregulation

und Normalisierung glykdmischer Dysregulation zugeschrieben (40).

14



1.2.2. Epoxyoctadecensdure(-methylester) (EpOME) und Dihydroxyoctadecensédure(-
methylester) (DiIHOME)

Eine weitaus weniger gut untersuchte Gruppe der Linolsdurederivate stellen die Epoxyoctade-
censdure(-methylester) (EpOME) und deren Metabolite dar. Auf Grund ihres physiologischen
Vorkommens sind diese jedoch ebenfalls von hohem Interesse fiir das Verstindnis endogener
Stoffwechselprozesse. Eine biologische Wirkung auf den Organismus wurde bereits Ende der
1980er Jahre nachgewiesen (41, 42). Ihnen werden primér toxische Effekte im Rahmen von ent-

ziindlichen Prozessen und ischdmischen Ereignissen zugeschrieben.

Eine Ubersicht iiber die Stoffwechselwege von EpOME und Dihydroxyoctadecensiure(-
methylester) (DiIHOME), die im Weiteren niher erldutert werden, gibt Abbildung 5.

freie LA CYP2C 9,10-/12,13-EOA  sEH 9,10-/12,13-DHOA  Glucoronidierung
LA-Methylester CYP2J} 9,10-/12,13-EpOME 9,10-/12,13-DiHOME

» Urin

Abbildung 5: Ubersicht iiber die Stoffwechselwege von EpOME und DiHOME. Epo-
xyoctadecensidure (EOA), Epoxyoctadecensduremethylester (EpOME), Dihydroxyoctadecensiu-
re (DHOA), Dihydroxyoctadecensiduremethylester (DiHOME), Linolsdue (LA), Cytochrom-
P450 (CYP), Iosliche Epoxidhydrolase (sEH).

1.2.2.1. Struktur und Synthese

EpOME ist das Epoxid der LA. Endogen kommen die Regioisomere 9,10 und 12,13 vor (Abbil-
dung 6).

O, COOH
COOH

(e)

Abbildung 6: Struktur von 9,10-EpOME und 12,13-EpOME.

Abhingig davon, ob LA frei oder als Methylester als Substrat zur Verfiigung steht, triagt auch
das Epoxid ein Methylrest an der Carboxylgruppe.
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Der enzymatische Schritt von LA zu EpOME wird mittels CYP-1A2, -3A4, -2C und 2J in ver-
schiedenen Geweben, so auch im Endothel und in Kardiomyozyten katalysiert (37, 43, 44). Un-
terschiede hinsichtlich der biologischen Aktivitit und Toxizitdt zwischen den Regioisomeren
sind moglich. Das Verhiltnis unterscheidet sich durch die endogenen Produktion (45-47).

Unterschiede zeigen sich auflerdem in der Potenz der Metabolite in Bezug auf das Vorhanden-
sein einer Methylgruppe, wenn auch nicht in der Wirkungsweise an sich (48, 49). Eine Differen-
zierung zwischen Epoxyoctadecensiduremethylester und Epoxyoctadecensdure erfolgt in der Li-

teratur allerdings kaum, wo die Bezeichnungen weitestgehend Synonym gebraucht werden.

Die Epoxide konnen durch die sEH zu ihrem korrespondierenden Diol, 9,10- bzw. 12,13-
DiHOME verstoffwechselt werden (45), sieche Abbildung 7.

COOH

OH
Abbildung 7: Struktur von 9,10-DiHOME und 12,13-DiHOME.

1.2.2.2. Losliche Epoxidhydrolase (SEH)

Epoxidhydrolasen hydrolysieren Epoxide durch Hinzufiigen von Wasser in einer exothermen
Reaktion. Im menschlichen Korper finden sich vor allem zwei dieser Enzyme: Die microsomale
Epoxidhydrolase (mEH), welche auf dem Genabschnitt EPHX1 kodiert ist und in den meisten
Geweben nur eine untergeordnete Rolle spielt. Thr Umsatz ist relativ gering (50, 51). Lediglich in
bestimmten Arealen des Gehirns scheint sie von groflerer Bedeutung zu sein (52, 53). Fiir bis-
lang erforschte Stoffwechselprozesse ist die 16sliche Epoxidhydrolase (sEH) von weitaus grof3e-
rer Relevanz. Sie ist auf dem EPHX?2-Gen kodiert (52, 54). Dariiberhinaus wurden neue Enzyme
mit funktioneller Epoxidhydrolase-Aktivitidt gefunden, deren physiologische Beteiligung an

Stoffwechselwegen bislang unklar ist (55).
Das sEH-Gen der Menschen liegt auf Chromosom acht und besteht aus 19 Exons, die fiir 555

Aminosduren kodieren (54). Bei der Maus liegt das Gen auf Chromosom 14. Die 19 Exons be-

stehen aus 554 Aminoséuren (56).
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Exprimiert wird die sEH in verschiedenen Geweben, so auch in Aorta, den Herzvorhofen und -

kammern (55, 57).

Die sEH besteht aus zwei Monomeren, die iiber eine kurze Prolin-reiche Verbindung zusam-
mengehalten werden. Sie kommt vor allem im Cytosol, aber auch in den Peroxisomen vor (55,
58-60). Die N-terminale Doméne zeigt eine Phosphataseaktivitit, die Lysphosphatidsdure ver-
stoffwechselt, wihrend die C-terminale Doméne eine Epoxidhydrolaseaktivitit besitzt und Epo-
xide in ihre korrespondierenden Diole umsetzt. Unter die Substrate fallen vor allem EET, EpO-
ME, DHA und EPA. Das Enzym weist dabei eine Selektivitit fiir bestimmte Regioisomere und
Enantiomere auf. Die hochsten Umsatzraten zeigen sich bei Metaboliten, deren Epoxidgruppe

weiter entfernt von der Carboxylgruppe liegen (61, 62).

Hohere sEH-Protein-Level wurden in Herzen von Ratten mit Angiotensin-1I- und Arsen(III)-
induzierter kardialer Hypertrophie nachgewiesen (36). Ferner scheint Homocystein eine Indukti-

on der sEH zu bewirken (63).

Die physiologische Relevanz von verschiedenen single nucleotide polymorphisms (SNPs) des
sEH-Gens wurde mehrfach beschrieben (64, 65). Die CARDIA (The Coronary Artery Risk De-
velopment in Young Adults) und ARIC (The Atherosclerosis Risk in Communities)-Studie ge-
ben Hinweise darauf, dass diese eine Rolle bei kardiovaskulidren Erkrankungen spielen. Im Vor-
dergrund stehen dabei Polymorphismen bei der Modulation von Fibrose, Entziindungsreaktionen

und Regulation von lonenkanélen (30, 55, 66).

Auf Grund des Zusammenhangs mit kardiovaskuldren Erkrankungen und Entziindungsreaktio-
nen stellt die SEH einen potenziellen pharmakologischen Angriffspunkt dar (67).

Bei kristallografischen Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass Harnstoff an die Region
des Enzyms mit EH-Aktivitit passt und dieser die Bindung einer Fettsdure imitiert (51, 68). Da-
von ausgehend wurden verschiedene sEH-Inhibitoren synthetisiert, darunter auch der Enzymin-

hibitor Adamantanylureidododecansédure (AUDA), siche Abbildung 8.
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COOH

Abbildung 8: Struktur von Adamantanylureidododecansiure (AUDA).

Durch sEH-Inhibition konnte kardiales Remodelling nach induzierter Ischimie vermindert wer-
den, wobei sich eine Verschiebung des Metabolitprofils mit einem Riickgang an Inflammations-
markern zeigte (69). In einem anderen Modell konnten kleinere Infarktbezirke nach Koronararte-
rienokklusion und anschlieBender Reperfusion nachgewiesen werden (70). Bei Versuchen am
isolierten Herzen nach Langendorff zeigten sEH-defiziente Miuse eine verbesserte Erholung der

linksventrikuldren Druckentwicklung nach Ischidmie (47, 71).

1.2.2.3. Elimination

Die Ausscheidung von EpOME und DiHOME findet im Organismus iiber den Urin statt. Dazu

werden die Diole glucoronidiert, um den an sich hydrophoben Stoff 16slich zu machen (72, 73).

1.2.2.4. Biologische Eigenschaften

Sevanian et al. beschrieben 1979 die Akkumulation von Epoxiden im Lungenparenchym und der
Alveolarmembran von Ratten nach akuter Lungenschadigung durch Exposition mit Stickstoffdi-
oxid. Ozawa et al. konnten 1986 EpOME in der Bronchiallavage, in Anwesenheit von Leukozy-
ten, in Rattenlungen nach Hyperoxie nachweisen und nannten den Stoff daher zunéchst Leu-

kotoxin. Sie zeigten ferner die hepatotoxische Wirkung der Substanz auf.

In weiteren tierexperimentellen Studien wurde die Toxizitat auf das Herz-Kreislauf-System un-

tersucht: EpOME bewirkt eine Verschlechterung der kardialen Funktion in Bezug auf links-
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ventrikuldren Druck, Aortenfluss und -druck, was bis zum Herzkreislaufversagen fiihren kann
(41,76, 77). Ferner wurden eine dosisabhingige Verminderung der Kontraktilitit isolierter Kat-
zenpapillarmuskeln und Koagulationsabnormalitdten im Sinne einer disseminierten intravasale

Koagulation (DIC) beobachtet (42, 77) .

Kosaka et al. beschrieben erstmals am Menschen einen Zusammenhang zwischen erhéhten Kon-

zentrationen im Serum (> 100 xM) bei Verbrennungspatienten und einer erhdhten Sterblichkeit.

Dudda et al. machten 1996 ischidmische Geschehen fiir die Induktion von Enzymen zur Freiset-
zung der Epoxide und ferner korrespondierender Diole verantwortlich. An Spodoptera frugiper-
da-21-Zellen bestitigte Moghaddam et al. 1997 die toxische Wirkung von frei vorliegendem
EpOME, das jedoch nur bei Expression von sEH auftrat, was mit den Ergebnissen von Moran et
al. aus dem gleichen Jahr einhergeht, wo eine 50 %ige Zelllyse von renalen proximalen Tubulus-
zellen bei Gabe von DIHOME, nicht aber von EpOME oder LA induziert werden konnte. Damit
wurden die potenziell unterschiedlichen Effekte von EpOME und DiHOME sowie einem en-

zymatischen Zwischenschritt in den Vordergrund geriickt.

Die Forschungsanstrengungen der nédchsten Jahre galten dem Versuch den zu Grunde liegenden
Pathomechanismus aufzukldren:

Stimers et al. erkannte 1999 eine DIHOME-bedingte Steigerung der Dauer und Verminderung
des Overshoots des Aktionspotenzials von Kardiomyozyten durch eine Hemmung von I, und I,
was Arrhythmien und Herzstillstand in sonst intakten Herzen begiinstigte. Eine Hemmung des
I\, konnte auch Harrel et al. 2002 nachweisen, wobei eine Stabilisierung des Inaktivierungszu-
standes durch Hyperpolarisation, auf Grund einer Blockade der Kanalpore oder Verhinderung
des Ubergangs in den offenen Zustand des Kanals postuliert wurde. Die hchste Potenz der Ef-
fekte auf die Kanalkinetik wurde fiir DIHOME nachgewiesen, vorliegend als Methylester.
AuBerdem wurde gezeigt, dass DIHOME eine dosisabhidngigen LDH-Erhohung bewirkt, wobei
die Toxizitdt durch direkte Storung der mitochondrialen Funktion bedingt sei (44). Die mito-
chondriale Storung konne durch eine Entkopplung der Atmungskette verursacht sein und mit

einer vermehrten Bildung schidigender Sauerstoffradikale einhergehen (81, 82).

Wie weiter oben beschrieben, weisen EET insgesamt eher eine kardioprotektive Wirkung auf,
wihrend bei EpPOME und DiHOME deren Toxizitdt im Vordergrund steht. Diese gegensitzli-

chen Effekte sind von besonderem Interesse, da sich die Metabolite gewisse Stoffwechselwege
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teilen: Edin et al. konnten 2011 bei einer CYP2J2-Uberexpression eine protektive Wirkung auf
das isolierte murine Herz im Ischdmie-Reperfusions-Versuch durch einen erhthten Umsatz von
AA zu EET erkliren. Gleichwohl fiihrt eine CYP2C8-Uberexpression bei identischem Ver-
suchsaufbau zu einer schlechteren Erholung nach Ischdmie. Dabei kommt es zu einem selektiv
erhohten Umsatz von LA zu EpOME, und ferner DiIHOME, durch CYP2CS8 im Verhiltnis zum
Umsatz von AA zu EET durch CYP2J2. Ahnliches wurde bei einer Uberexpression von sowohl
CYP2J2, wie auch sEH, wodurch die protektive Wirkung abgewendet wurde. Letzteres Modell
resultierte in einem schnelleren Abbau von EET zu DHET und einer vermehrten Synthese von
DiHOME.

Dementsprechend scheint DIHOME die vorteilhaften Effekte der EET zu maskieren, was auf
Grund der gemeinsamen Endstrecke, bei pharmakologischen und genetischen Eingriff in das

System, in Betracht gezogen werden sollte.

1.3. Langendorff als ex vivo Modell

Das isolierte Herz nach Langendorff ist eine Untersuchungsmethode in der kardiovaskuldren und
pharmazeutischen Forschung. Sie bietet die Moglichkeit Effekte von biologisch aktiven Sub-
stanzen und/oder Ereignisse, wie Ischimie, zu simulieren und deren Auswirkung auf die Herzak-
tivitdt zu erfassen. Das sind insbesondere linksventrikuldrer Druck, Koronarfluss bzw. Koronar-
widerstand und die elektrische Aktivitit. Es handelt sich dabei um ein ex-vivo Modell. So kon-
nen Organ-spezifisch physiologisch relevante Daten erhoben werden, unabhiingig von neurohu-
moralen Faktoren und Effekten mit sonst auch potenziell todlicher Wirkung auf den gesamten
Organismus.

Vorteilhaft ist auBerdem die relative Einfachheit und die gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

1.3.1. Historische Aspekte

Die ersten Versuche am schlagenden Herzen gehen auf Karl Ludwigs Forschung im Jahr 1866
zuriick (83, 84). Dabei nutzte er Kaninchenserum zur Perfusion eines Froschherzens, welches

physiologisch aus nur einer Kammer besteht.
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Vereinfacht wurde die Forschung einige Jahre spéter durch die Erfindung der Elektrolyt-Losung
(85). Diese Losung ist in leicht modifizierter Form bis heute in der Praxis als (Ringer)-
Vollelektrolyt-Losung bekannt.

Die Messung der kardialen Funktion an Wirbeltierherzen wurde durch Oskar Langendorff etab-
liert (86). Dabei fanden vor allem Katzen-, aber auch Kaninchen- und Hundeherzen Verwen-
dung. Die Idee bestand in der retrograden Perfusion der Aorta ascendens und damit der Koro-
narien bei Schluss der Aortenklappe, sodass das isolierte Herz wieder zum Schlagen gebracht
wird. Langendorff zeichnete die Kontraktionen durch mechanische Kopplung mittels eines an
der Herzspitze befestigten Fadens auf.

Gottlieb und Magnus beschrieben 1904 erstmals die Messung des linksventrikuldren Drucks mit
Hilfe der Einfiihrung eines fliissigkeitsgefiillten Ballons in die linke Herzkammer, was den Ein-
satzbereich der auf Langendorff zuriickgehenden Technik erheblich erweiterte. Aulerdem zeigte
Katz 1939, die Moglichkeit zur Bestimmung des GefidBBwiderstandes der Koronarien durch Mes-
sung des Perfusionsdrucks bei konstantem Fluss anstelle von konstantem Druck an der Aorta
auf.

1967 wurde von Neely et al. das ,,Working Heart* Modell vorgestellt. Dabei wird das Herz phy-
siologisch antegrad und nicht wie in den voran erwidhnten Versuchen retrograd perfundiert. Der
Fluss geht vom linken Vorhof iiber den linken Ventrikel und linksventrikuldren Ausflusstrakt in
die Aorta ascendens. Auf Grund der hohen Komplexitit des Versuchsaufbaus, v.a. im Mausmo-

dell, ist ein Einsatz jedoch nur bei speziellen Fragestellungen sinnvoll.

1.3.2. Langendorff-Perfusion heute

Die Langendorff-Perfusion ist heutzutage eine etablierte Methode in der Erforschung medizini-

scher und pharmakologischer Fragestellungen. Apparaturen sind kommerziell erhiltlich.

1.3.2.1. Modi der Perfusion

Bei der Langendorff-Perfusion an Apparaturen, wie wir sie heute kennen, stehen zwei Modi zur
Verfiigung:
- Konstanter Aortendruck bei erhaltener Autoregulation des vaskuldren Tonus

VErsus
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- konstanter Aortenfluss zur Untersuchung des Koronarwiderstandes.
Beide Versuchsaufbauten sind durchfiihrbar in Kombination mit:

- Isovolumetrischer Kontraktion mit Messung des linksventrikuldren Drucks mittels eines
kleinen fliissigkeitsgefiillten Ballons im linken Ventrikel (LV) verbunden mit einem
Drucksensor
versus

- isometrischer Kontraktion (wie Langendorff urspriinglich).

Abbildung 9 zeigt eine Langendorf-Apparatur im Labor.

— 0-..._ ¢ Nt .
Abbildung 9: Langendorff-Apparatur heute. 1 Langendorffapparatur, 2 Manometer fiir Aor-

tendruck, 3 Rollenpumpe, 4 Kammer, 5 Drucksensor, 6 Datenaufnehmer.

1.3.2.2. Perfusionspuffer

Kristalloide Puffer, wie sie auf Ringer zuriickgehen, sind kostengiinstig, einfach in der Handha-

bung und Herstellung. Als giinstig erwiesen hat sich der Krebs-Henseleit-Puffer in modifizierter
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Form. Dieser wird mit einem Gemisch aus 95 % O, und 5 % CO, zur Oxygenierung und pH-
Einstellung begast. Die Sauerstoffbindungskapazitit ist gering, aber unter diesen Bedingungen
ausreichend. Problematisch ist die Odembildung am Herzen durch den realtiv geringen onkoti-
schen Druck. Dies kann durch Zugabe von Albumin und Fettsduren vermieden werden, was je-
doch wiederum zu starker Schaumbildung bei der Oxygenierung fiihrt und daher insgesamt nur
begrenzt Abhilfe leistet.

Ideal sind Erythrozyten-basierte Puffer fiir die bestmogliche kardiale Funktion ex vivo. Diese

sind jedoch ungiinstig in der Handhabung sowie Beschaffung und kostenintensiv (90).

1.4. Zielsetzung

Eine myokardiale Schidigung im Rahmen von ischdmischen Ereignissen ist gepragt durch die
Bildung und den Einfluss von Mediatoren aus Lipidbestandteilen auf der Basis mehrfach unge-
sattigter Fettsduren. Zu diesen zihlt die LA, die iiber CYP450-Epoxygenasen zunéchst zu EpO-
ME und weiter durch die SEH zu DIHOME verstoffwechselt wird. Die Rolle von EpOME und
DiHOME ist bei der kardialen Ischdmie jedoch bislang unklar. Vorangegangene Arbeiten sugge-
rieren eine potenzielle negative Wirkung der Metabolite. In engem Zusammenhang stehen die

protektiven Effekte der EET, die sich wesentliche Stoffwechselwege teilen.

Ziel der Arbeit war es, die Effekte von 12,13-EpOME sowie dem korrespondierenden Diol
12,13-DiHOME auf die funktionelle Erholung nach induzierter Ischdmie und auf die basale kar-

diale Funktion am isolierten murinen Herzen zu untersuchen.

Im Langendorff-Modell sollten folgende Fragen beantwortet werden:
1. Welche Effekte habe EpOME und DIHOME im Ischdmie-Reperfusions-Versuch hin-
sichtlich linksventrikuldrem Druck, Koronarfluss und Herzfrequenz.
2. Welche Effekte haben EpPOME und DiIHOME auf die basale kardiale Funktion hinsicht-
lich linksventrikuldarem Druck, Koronarfluss und Herzfrequenz.

3. Welche Rolle spielt eine sEH-Inhibition.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Gerite, Software

In Tabelle 1 bis 4 sind Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Gerite und Software zur Ubersicht

aufgefiihrt.

Tabelle 1: Chemikalien und Reagenzien.

Substanz

Hersteller

(£)12,(13)-Epoxy-9-cis-
octadecensiduremethylester (EpOME)

()12 ,(13)-Dihydroxy-9-cis-
octadecensiduremethylester (DIHOME)

12-Tricyclodec-1-

ylaminoarbonylaminododecansiure (AUDA)

Cayman Chemical, deutscher Vetriebspartner:

Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland

(x)Isoproterenol Hydrochlorid

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Kaliumchlorid (KCl)

Glucose

Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,)

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Magnesiumsulfat in Wasser (MgSO, x 7H,0)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;)

Calciumchlorid in Wasser (CaCl, x H,0)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Heparin-Natrium 25.000 L.E.

Ratiopharm, Ulm, Deutschland

Ethanol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien.

Produkt Hersteller

Faden Supramid B. Braun, Melsungen, Deutschland

Falcon 5ml Becton Dickinson (BD) Biosciences, Heidel-
Falcon 20ml berg, Deutschland

Mikroreaktionsgefilie Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Tabelle 3: Geriate.

Gerit

Hersteller

Langendorff Apparatur

Data Aquisition Hardware Modell 603

Perfusor Modell 22

Hugo Sachs Elektronik, Harvard Apparatus,
March, Deutschland

Mikroskop Mantis

Vision Engineering, Woking, Vereinigtes Ko-

nigsreich

Rollenpumpe Modell ISM 834C

Ismatec, Wertheim, Deutschland

Wirmepumpen Lauda E 100

Lauda, Laud-Ko6nigshofen, Deutschland

Prizisionswaage FA 1500

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Thermometer GTH 1170

Greisinger Electronic, Regenstauf, Deutsch-

land

Tabelle 4. Software.

Software

Hersteller

Isoheart

Hugo Sachs Elektronik, Harvard Apparatus,
March, Deutschland

SPSS (Statistical Package for the Social Sci-

ences) Version 23.0

IBM, Chicago, Illinois, USA
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2.2. Tiere

Alle Versuche wurden mit ménnlichen acht bis zwolf Wochen alten (25-30 g) Wildtyp-
C57BL/6-Miusen (Charles River, Sulzfeld) durchgefiihrt.

Die Tiere wurden iibergangsweise im Tierhaus des Max Dellbriick Centrums Berlin gehalten, wo
sie Zugang zu Fliissigkeit und Nahrung ad libitum und einen zwolf Stunden Tag-Nacht-
Rhythmus hatten.

Alle Versuche erfolgten gemi3 dem Deutschen Tierschutzgesetz.

2.3. Isoliertes perfundiertes Herz nach Langendorff

Einen kurzen Uberblick iiber die Funktionsweise, Entstehung und Weiterentwicklung des nach

Langendorff perfundierten, isolierten Herzens findet sich unter Punkt 1.3. der Einleitung.

2.3.1. Versuchsaufbau

Das kaniilierte Herz wird retrograd iiber die Aorta mit begastem Perfusionsspuffer perfundiert,
sodass eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff und Glucose stattfindet und es schlagen
kann. Der Aortendruck wird eingestellt, der Koronarfluss kann kontinuierlich gemessen werden.
Ein Ballon im linken Ventrikel des Herzens dient als Druckaufnehmer. Epikardiale Elektroden
leiten ein EKG ab. Den Versuchsaufbau der Langendorff-Perfusion zeigt schematisch Abbildung
10.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Langendorff-Perfusion. Linksventrikuldrer
Druck (LVP), Aortendruck (AP), Koronarfluss (CF).

2.3.2. Vorbereitung

Fiir den Perfusionspuffer dienten vier Glucose-freie Stammldsungen, die bei 4 °C gelagert wur-

den, siehe Tabelle 5. Vor Versuchsbeginn wurde die Arbeitslosung unter Hinzugabe von Gluco-

se hergestellt.
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Tabelle 5: Krebs-Henseleit-Puffer.

Zusammensetzung der Stammldsungen

Stammlosung Substanz Molekulargewicht Einwaage [g/l]] Endkonzentration
[e/M] [mM]
1 MgSO, x 7TH,O 246 48 5,18 2,1
NaCl 58,44 69 118
KCl 74,56 35 4,7
2 NaHCO; 84 414 24,7
3 KH,PO, 135,1 21 0,23
4 CaCl, x H,0O 1469 8,82 1,5

Modifiziert nach Krebs-Henseleit.

EpOME bzw. DiIHOME wurden mit Stickstoff eingeengt, in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost
und Aliquots bei -20 °C eingefroren. Daraus wurden am Versuchstag Losungen mit 10 nM bzw.
1 uM hergestellt, die mittels Perfusor zu einem Zehntel-Anteil des Perfusionspuffer infundiert
wurden, womit am isolierten Herzen Konzentrationen von 1 nM respektive 100 nM erreicht
wurden.

AUDA wurde ebenfalls in DMSO gel6st und Aliquots bei -20 °C eingefroren. Fiir die Versuche
wurden Konzentrationen von 100 puM (Losung), d.h. 10 uM Endkonzentration am Herzen, ver-
wendet.

Die DMSO Menge war stets < 0,1 % des Perfusionspuffers.

Zur ventrikuldren Druckmessung in den Miuseherzen wurde ein Ballon mit folgenden Spezifika-
tionen hergestellt:

- Adiquate GroBe, d.h. groBer entfaltbar, als das maximal Volumen des relaxierten Ventri-

kels.

- Hohe Flexibilitit fiir eine gute Anpassung an das ventrikuldre Cavum.

- Hohe Compliance fiir eine addquate Druckaufnahme.
Da es fiir Mauseherzen im Gegensatz zu Rattenherzen keine kéuflich erwerbbaren Latexbollons
gibt, wurden die Ballons aus Frischhaltefolie gefertigt, da diese erfahrungsgemif die Kriterien

am besten erfiillt.
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Der Ballon wurde iiber einen Schlauch mit entgastem Wasser befiillt und mit dem Drucksensor

verbunden. Kritisch wurde dabei auf ein Luftblasen-freies System geachtet.

Vor den Versuchen wurde die Anlage mit destilliertem, gefiltertem Wasser gespiilt.
Die entsprechenden Losungen wurden zusammengegeben, der Perfusionspuffer filtriert, an-
schlieBend mindestens eine halbe Stunde vor Versuchsbeginn auf 37 °C erwidrmt und mit Carbo-

gen (95 % O,,5 % CO,) begast.

Das Langendorff-System wurde iiber eine separate Warmepumpe auf eine Temperatur von 37 °C

eingestellt.

2.3.3. Priparation

Um das Risiko einer Thrombembolie zu minimieren, wurde allen Méusen 20 min vor Préiparati-
on 200 IE Heparin intraperitoneal injiziert, das in Phosphat gepufferter Salzlosung (PBS) gelost
war.

Die Versuchstiere wurden durch zervikale Dislokation getdtet. Nach einem Bauchschnitt wurde
das Diaphragma durchtrennt und die Thoraxhohle ertffnet, anschlieend eine bilaterale Thora-
kotomie durchgefiihrt, der Brustkorb nach oben geklappt und das schlagende Herz dargestellt.
Der Herzbeutel wurde erdffnet, das Herz an den proximalen GefidBBen mit einer Pinzette gefasst
und vorsichtig préapariert. Es wurde ziigig gearbeitet, da die Zeit von der Durchtrennung der Aor-
ta bis zur Perfusion durch die Langendorff-Anlage Ischdmie bedeutet.

Die Kaniilierung erfolgte unter einem Lichtmikroskop, wobei das Herz in gekiihlter Krebs-
Henseleit-Losung lag. SchlieBlich wurde die Aorta ascendens durch einen Faden an der Kaniile
fixiert.

Das isolierte Herz wurde mittels Kaniile mit der Langendorff-Apparatur verbunden, siche Abbil-
dung 11. Es galt eingeschwemmte Luftblasen als potenzielle Emboliequelle zu vermeiden.

Bei entsprechend eingestelltem Aortendruck, hier 70 mmHg, konnte das Herz adidquat perfun-
diert werden und begann sofort wieder zu schlagen. Der Druck blieb wihrend allen Experimente
stabil.

Durch eine Erweiterung der Miindung der Pulmonalvenen wurde der vorher préiparierte Ballon

durch den linken Vorhof und schlielich die Mitralklappe geschoben, bis er im linken Ventrikel
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positioniert werden konnte. Er wurde auf 10 mmHg aufgepumpt, wodurch der enddiastolische
Druck und damit die Vorlast vorgegeben wurde.

Die EKG-Elektroden wurden im Bereich des rechten Vorhofs und des linken Ventrikels ange-
bracht.

Bei allen Versuchen betrug die Einschlagzeit mindestens 20 min.

Es wurden kontinuierlich aufgezeichnet: Herzfrequenz (HR), linksventrikulidre Druckentwick-

lung (LVPdevp), Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt) und Koronarfluss (CF).

Abbildung 11: Kaniiliertes Miuserherz an Langendorff-Apparatur. 1 Miuseherz, 2 Kaniile,

3 EKG-Elektroden, 4 Temperatursonde, 5 Perfusorzuliufe.

2.4. Versuchsablauf

Im Folgenden wird der Versuchsablauf der zwei Untersuchungsgruppen dargestellt:
- EpOME und DiHOME, Ischidmie-Reperfusion
- EpOME und DiHOME, basale kardiale Funktion
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2.4.1. EpOME und DiHOME, Ischémie-Reperfusion

Substanzen: EpOME 100 nM, DiHOME 100 nM, AUDA 10 uM, PBS.

Nach dem Einschlagen wurde die Testsubstanz iiber 20 min kontinuierlich appliziert. Die Mit-
telwerte der Parameter HR, LVPdevp, dP/dt und CF aus 200 s unmittelbar vor der 20-Miniitigen
no-flow-Ischidmie dienten als Baselinewerte. Die Perfusatproben wurden aus den ersten ausge-
worfenen Tropfen des Perfusats nach Reperfusion gewonnen. Fiir die vergleichende Analyse
wurden nach 20 min bzw. 40 min Reperfusion erneut die Mittelwerte der Parameter aus 200 s
gebildet. PBS diente als Wildtyp (WT)-Kontrolle. Abbildung 12 zeigt schematisch den Ver-

suchsablauf.

Applikation der Substanzen

i i 200 s jon 200 s 200 s

Einschlagen | Baseline _ Reperfusion 200s. 205
20 min 20 min [ 20 min 20 min [ 20 min [
Messpunkt 1 Messpunkt 2 Messpunkt 3

Abbildung 12: Schematische Darstellung des Protokolls EpOME, DiHOME, Ischimie-

Reperfusion. Applizierte Substanzen: EpOME 100 nM, EpOME 100 nM + AUDA, DiHOME
100 nM, DiHOME 100 nM + AUDA, PBS.

2.4.2. EpOME und DiHOME, basale kardiale Funktion

Substanzen: EpPOME 1n M, EpOME 100 nM, DiHOME 1 nM, DiHOME 100 nM, PBS.

Nach dem Einschlagen wurden die Mittelwerte der Parameter HR, LVPdevp, dP/dt und CF aus
den letzten 200 s gebildet und dienten als Baseline. AnschlieBend wurden die Metabolite iliber
einen Zeitraum von 40 min kontinuierlich appliziert. Zum Vergleich wurden erneut die Mittel-
werte der Parameter aus den letzten 200s des Beobachtungszeitraums berechnet. PBS diente als

WT-Kontrolle. Abbildung 13 zeigt schematisch den Versuchsablauf.
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Applikation der Substanzen

i i 200 s i 200 s
Einschlagen | Baseline = 200s Intervention 2L
20 min 20 min [ 40 min [
Messpunkt1 Messpunkt 2

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Protokolls EpOME, DiHOME, basale kardia-
le Funktion. Applizierte Substanzen: EpOME 1 nM, EpOME 100 nM, DiHOME 1 nM, DiHO-
ME 100 nM, PBS.

2.5. Metabolitbestimmung

Die Bestimmung der Metabolite EpPOME und DiHOME im Perfusat wurde durch die Firma Lip-
idomix GmbH Berlin (Dr. Michael Rothe) durchgefiihrt. Grundlage dafiir stellt die Rapid-
Resolution-High-Performance Liquid Chromatography in Kombination mit Triplequad-

Tandemmassenspektrometern dar.

2.6. Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe der Software SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) Version 23.0 (IBM, Chicago, IL, USA).

Die vorliegenden Messdaten der Langendorff-Versuche sind intervallskaliert und stammen aus
unabhiingigen Stichproben. Prozentwerte geben die relativen Anderungen im Verlauf des Ver-
suchs an. Es wurden Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler bestimmt. Vor der
Test-Statistik auf Unterschiede wurden die Daten zuerst auf Normalverteilung (Shapiro-Wilk-
Test) und Varianzhomogenitit (Levene-Statistik) liberpriift. Diese Kriterien waren formal erfiillt.
Die Versuchsgruppen der Langendorffexperimente wurden untereinander mittels einer Analysis
of Variance (ANOVA) mit anschlieBendem Post Hoc-Test (Bonferroni bzw. Least Significant
Difference) auf Unterschiede getestet.

Zur Analyse der Metabolite aus dem Perfusat wurde einerseits ebenfalls eine ANOVA durchge-
fiihrt. Um die Stirke des Zusammenhangs zu priifen erfolgte eine Korrelationsanalyse unter An-
gabe des Pearson-Korrelations-Koeffizienten.

Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant angesehen.

Die grafische Darstellung erfolgte mit Adobe Illustrator CC 2016.
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In den Diagrammen zur Veranschaulichung der Ergebnisse sind die Mittelwerte plus Standard-
fehler bzw. Standardabweichung aufgefiihrt. Unterschiede mit p < 0,05 wurden mit einem Stern-

chen (*) markiert.
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3. Ergebnisse

Zur Evaluierung der Effekte von EpOME und DiHOME wurden die beiden Metabolite unter
Ischdmie und Reperfusion sowie basalen Bedingungen am isolierten, perfundierten Herz von

C57BL/6-Méusen untersucht.

3.1. Effekte von 12,13-EpOME und 12,13-DiHOME im Ischémie-Reperfusions-

Versuch

Die Gabe von EpOME 100 nM und DiHOME 100 nM fiihrte nach 40 min Reperfusion in Folge
einer 20-Miniitigen no-flow Ischidmie zu einer signifikant schlechteren Erholung der kardialen
Funktion im Vergleich zur WT-Kontrollgruppe mittels PBS.

Tabelle 6 stellt eine Ubersicht iiber die kardialen Funktionsparameter (HR, LVPdevp,.,,
dP/dt, ;. Und CF) dar. Im Folgenden werden die Ergebnisse unter den Punkten 3.1.1. bis 3.1.4.
im Detail aufgefiihrt.
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Tabelle 6: Kardiale Funktionsparameter in der Wildtyp- und den Interventionsgruppen im

Ischéimie-Reperfusions-Versuch.

Parameter WT EpOME EpOME DiHOME DiHOME
+ AUDA + AUDA
n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5

M SD SE M SD SE M SD SE M SD SE M SD SE

HR [%] 87 10 5 94 52 23 80 13 6 184* 79 35 160* 94 41
LVPdevp 20

98 27 12 65 34 15 90 12 5 3% 27 12 39* 34 15
[%]
LVPdevp 40

89 30 13 49* 24 11 83 20 9 31 28 12 45% 30 13
[%]
dp/dt,,, [%] 85 25 11 43* 20 9 74 16 7 33* 28 13 41* 27 12
dp/dt,, [%] 83 24 11 44* 19 8 71 15 7 4% 24 10 44* 27 12
CF [%] 84 21 10 62 17 8 71 28 13 78 21 10 105 26 12

Verhiltnis nach zu vor Ischimie, Werte sind Prozente; Herzfrequenz (HF); linksventrikulédre
Druckentwicklung nach 20 min Reperfusion (LVPdevp 20); linksventrikuldre Druckentwicklung
nach 40 min Reperfusion (LVPdevp 40); maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt,,,);
minimale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt,,,); Koronarfluss (CF); Wildtyp (WT); Mittel-
wert (M); Standardabweichung (SD); Standardfehler (SE); * = p < 0,05 (in Bezug zu WT).

3.1.1. Linksventrikulidrer Druck

EpOME und DiHOME fiihren zu einer signifikant niedrigeren linksventrikuldren Druckentwick-
lung postischdmisch (89 % + 30 vs. 49 % + 24 bzw. 31 % + 28; p = 0,029 bzw. p = 0,003) (siehe
Abbildung 14 A und 15). Die maximale und minimale Druckanstiegsgeschwindigkeit, war eben-
falls geringer (85 % + 25 vs. 43 % + 20 bzw. 33 % + 28; p = 0,009 bzw. p = 0,002 und 83 % +
24 vs.44 % = 19 bzw. 34 % + 24; p = 0,012 bzw. p = 0,003) (siche Abbildung 14 B und C).

Der Effekt auf die kardiale Funktion von EpOME konnte bei zusitzlicher Gabe von sEH-
Inhibitor AUDA nicht beobachtet werden. Im Gegensatz dazu wurde keine Verbesserung durch
AUDA in der DIHOME-Gruppe erreicht (LVPdevp 89 % + 30 vs. 45 % + 30; p = 0,015 und
dP/dt,,min 85 % = 25 vs. 41 % + 27; p=0,007 und 83 % =+ 24 vs. 44 % + 27; p = 0,012) (siehe
Abbildung 14 und 15).
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Abbildung 14: Postischimische Effekte der Metabolite EpOME und DiHOME auf den
linksventrikuliren Druck. A) Linksventrikuldre Druckentwicklung (LVPdevp), B) dLVP/dt,,,
und C) dLVP/dt,,, jeweils in den Gruppen Wildtyp (WT), EpOME, EpOME+AUDA, DiHOME
und DiIHOME+AUDA. Werte sind Prozente + SEM, Verhiltnis nach zu vor Ischidmie. Signifi-
kanzen bezogen auf die Baseline-Gruppe (WT), * =p <0,05.
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Abbildung 15: Linksventrikulire Druckentwicklung iiber den zeitlichen Verlauf. Einschla-

gen, Baseline, no-flow Ischimie, Reperfusion. A) WT. B) EpOME. C) EpOME+AUDA. D)
DiHOME. E) DiIHOME+AUDA.

3.1.2. Koronarfluss

Es wurde kein statisch signifikanter Unterschied hinsichtlich des Koronarflusses zwischen den

Gruppen WT, EpPOME+AUDA und DiIHOME+AUDA verzeichnet (einfaktorielle ANOVA; p =
0,086) (sieche Abbildung 16).
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Abbildung 16: Postischimische Effekte der Metabolite EpOME und DiHOME auf den Ko-
ronarfluss in den Gruppen Wiltyp (WT), EpOME, EpOME+AUDA, DiHOME und DiHO-
ME+AUDA. Werte sind Prozente + SEM, Verhiltnis nach zu vor Ischdmie. Keine Signifikanzen
im Bezug zur Baseline (WT).

3.1.3. Herzfrequenz und Herzrhythmus

Durch Gabe von EpOME bzw. DIHOME war das Auftreten von ventrikuldren Tachykardien
(VT) und Kammerflimmern (VF) nach Ischimie hoher als in der Kontrollgruppe, wobei dieser
Unterschied statistisch nicht signifikant war (einfaktorielle ANOVA; p = 0,221), siehe Tabelle 7
sowie Abbildung 17 und 18.

Tabelle 7: Postischdmisches Auftreten von Ventrikulidren Tachykardien (VT) und Kam-

merflimmern (VF).

WT EpOME EpOME + DiHOME DiHOME +
AUDA AUDA
n=>5 n=>5 n=5 n=5 n=>5

M SD M SD M SD M SD M SD

VT/VF [%] 14,1 19,7 439 41,1 188 227 589 439 525 449

Anteil an ventrikuldren Tachykardien (VT) und Kammerflimmern (VF) wihrend der gesamten
Reperfusion. Werte sind Prozente. Wildtyp (WT); Mittelwert (M); Standardabweichung (SD).
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Abbildung 17: Postischimisches Auftreten von VI/VF unter EpOME und DiHOME in den
Gruppen Wildtyp (WT), EpOME, EpOME+AUDA, DiHOME und DiIHOME+AUDA. Werte
sind Prozente + SEM. Keine Signifikanzen im Bezug zur Baseline (WT).
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Abbildung 18: Ventrikulire Tachykardie. A) Beginn einer VT. B) Spontankonversion einer
VT in den Sinusrhythmus. Linksventrikuldre Druckentwicklung (LVP), linksventrikuldre Druck-
anstiegsgeschwindigkeit (dLVP), Perfusionsdruck/Aortendruck (PP), Koronarfluss (CF).
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EpOME hatte keinen Einfluss auf die gemessene Herzfrequenz an sich. In der DIHOME-Gruppe
zeigte sich dagegen ein signifikanter Unterschied zur WT-Kontrolle (87 % =+ 10 vs. 184 % + 79;
p = 0,018), ebenso in der DIHOME+AUDA-Gruppe (87 % + 10 vs. 160 % + 94; p = 0,050),
siehe Abbildung 19.
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Abbildung 19: Postischimische Effekte der Metabolite EpOME und DiHOME auf die
Herzfrequenz in den Gruppen WT, EpOME, EpOME+AUDA, DiHOME und DiHO-
ME+AUDA. Werte sind Prozente + SEM. Verhiltnis nach zu vor Ischdmie. Signifikanzen bezo-
gen auf die Baseline-Gruppe (WT), * = p <0,05.

3.1.5. Zusammenfassung der Teilergebnisse

EpOME 100 nM und DiHOME 100 nM zeigten negative Effekte auf die Erholung der kardialen
Funktion im Ischimie-Reperfusions-Modell hinsichtlich einer schlechteren linksventrikuldren
Druckentwicklung und Compliance. Die unter EpOME beobachteten Effekte konnten durch
Hinzugabe von AUDA abgewendet werden.

Es zeigt sich in der Tendenz eine erhohte Inzidenz von VTs und VF bei signifikant hoherer

Herzfrequenz unter DIHOME (+xAUDA) postischédmisch.

3.2. Effekte von EpPOME und DiHOME auf die basale kardiale Funktion

Weder die Gabe von EpOME noch DiHOME hatten einen nachweisbaren Effekt auf die basale
kardiale Funktion im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Tabelle 8 stellt eine Ubersicht iiber die kardialen Funktionsparameter (HR, LVPdevp,.,.,
dP/dt,;,/m. Und CF) dar.
Tabelle 8: Kardiale Funktionsparameter in der Wildtyp- und den Interventionsgruppen,

basale kardiale Funktion.

Parameter WT EpOME EpOME DiHOME DiHOME
1 nM 100 nM 1 nM 100 nM
n=06 n=>5 n=5 n=6 n=6
M SD SE M SD SEM SD SE M SD SE M SD SE
HR [%] 89 17 7 124 79 29 113 55 25 113 42 17 96 28 11
LVPdevp [%] 84 10 4 95 28 16 75 18 8 89 25 10 106 26 11
CF [%] 8 13 5 102 22 10 93 20 9 96 22 9 124 46 19

Werte sind Prozente, Verhiltnis nach zu vor Ischimie. Herzfrequenz (HR); linksventrikulére
Druckentwicklung (LVPdevp); Koronarfluss (CF); Wildtyp (WT); Mittelwert (M); Standardab-
weichung (SD); Standardfehler (SE). Keine Signifikanzen im Bezug zur Baseline (WT).

3.2.1. Linksventrikuldrer Druck, Koronarfluss, Herzfrequenz
EpOME respektive DIHOME zeigten in den Konzentrationen 1 nM und 100nM keinen Effekt

auf die untersuchten Parameter (LVPdevp, CF und HR) iiber den zeitlichen Verlauf von 40 min

(siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: Effekte der Metabolite EpOME und DiHOME auf die basale kardiale
Funktion. A) Linksventrikuldre Druckentwicklung, B) Koronarfluss, C) Herzfrequenz, jeweils
in den Gruppen Wildtyp (WT), EpOME 1 nM, EpOME 100 nM, DiHOME 1 nM und DiHOME
100 nM. Werte sind Prozente + SEM, Verhiltnis 40 min Perfusion zur Baseline. Keine Signifi-
kanzen im Bezug zur Baseline (WT).

3.3. Metabolit-Analyse des Perfusats

In der Metabolit-Analyse wurden die Konzentrationen von EpOME und DiHOME untersucht.
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Eine hohe 12,13-DiHOME-Konzentration korrelierte mittelstark mit einer geringeren links-
ventrikuldren Druckentwicklung nach Ischidmie (n = 24; Korrelation nach Pearson -0,644; p <
0,001 zweiseitig).

Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die Konzentration von 12,13-DiHOME in der EpOME,
DiHOME- und DiHOME+AUDA-Gruppe signifikant erhoht (0,058 + 0,026 ng/ml vs. 1,686 +
0,981 ng/ml bzw. 11,936 + 5,648 ng/ml und 7,433 + 4,23 ng/ml; p = 0,021 bzw. p = 0,004 und p
= 0,013), siehe Tabelle 9 und Abbildung 21. AuBlerdem zeigte sich eine Unterschied im Grup-
penvergleich EpOME zu DiHOME und DiHOME+AUDA (1,686 + 0,981 ng/ml vs. 11,936 +
5,648 ng/ml bzw. 7,433 + 4,236 ng/ml; p = 0,004 bzw. p = 0,020), siche Tabelle 9 und Abbil-
dung 21.

Tabelle 9: Konzentration von DiHOME im Perfusat.

Parameter WT EpOME EpOME DiHOME DiHOME
+AUDA +AUDA
n=4 n=>5 n=>5 n=5 n=>
M SD M SD M SD M SD M SD

DiHOME 0,058 0,026 1,686* 0981 0,130 0,025 11,936* 5,648 7433*% 4236
[ng/ml]

Werte sind Konzentrationen von 12,13-DiHOME in ng/ml im Perfusat unmittelbar nach Ischa-
mie. Wildtyp (WT); Mittelwert (M); Standardabweichung (SD); Standardfehler (SE). Signifi-
kanzen bezogen auf die Baseline-Gruppe (WT), * =p <0,05.
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Abbildung 21: Konzentration von DiHOME im Perfusat. Werte sind Konzentrationen im
Perfusat [ng/ml] + SD. Signifikanzen bezogen auf die Baseline-Gruppe (WT) bzw. im Vergleich
zu EpOME, * =p <0,05.

3.4. Zusammenfassung der Hauptergebnisse

EpOME und DiHOME fiihrten zu einer signifikant schlechteren Erholung der linksventrikulidren
Funktion im Ischémie-Reperfusions-Modell. Die beobachteten Effekte waren unter EpOME,
nicht aber DIHOME, durch Inhibition der sEH abzuwenden. Eine hohe DiHOME-Konzentration
im Perfusat korrelierte mit einer niedrigeren linksventrikuldren Druckentwicklung nach Isché-
mie.

Die Metabolite EpOME und DiHOME zeigten keinen Effekt auf die basale kardiale Funktion.
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4. Diskussion

Ziel dieser Studie war es, die Effekte von 12,13-EpOME sowie dem korrespondierenden Diol
12,13-DiHOME auf die kardiale Funktion zu untersuchen. Dies sollte unter Bedingungen der
myokardialen Ischdmie und Reperfusion sowie im Hinblick auf die basale kardiale Aktivitit er-
folgen. Ferner sollte die Rolle der enzymatischen Umsetzung von EpOME zu DiHOME mittels
sEH-Inhibition evaluiert werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass EpPOME und DiIHOME am Herzen eine schlechtere funktionelle
Erholung hinsichtlich einer verminderten linksventrikuldren Druckentwicklung nach Ischdmie
bewirkten. Die Applikation des sEH-Inhibitors AUDA schiitzte vor den negativen Effekten von
EpOME.

Beide Metabolite hatten keinen Effekt auf die basale kardiale Funktion.

4.1. Effekte von EpOME und DiHOME auf die kardiale Funktion

In fritheren Studien wurde gezeigt, dass EPOME und DiHOME als toxische Metabolite bei Herz-
und Lungenversagen fungieren (41, 75, 77, 91). DIHOME wurde in erhohter Konzentration bei
Schweinen nach Ischdmie nachgewiesen. Es wurde gezeigt, dass das LA-Derivat die Kontraktili-
tait von Katzenpapillarmuskeln vermindert, eine mitochondriale Dysfunktion bewirkt und die
Funktion der Na*/K*-ATPase stort (10, 77,79, 92).

Edin et al. konnten darstellen, dass sEH-defiziente Mause eine verbesserte Erholung der links-
ventrikuldren Druckentwicklung aufweisen. Die Autoren machten einerseits erhohte EET-, ande-
rerseits verminderte LA-Diol-Konzentrationen fiir den Effekt verantwortlich. Auflerdem postu-
lierten sie, dass eine endotheliale CYP2C8-Uberexpression mit einer erhdhten DiHOME- und
verminderten EET-Konzentration assoziiert sei und sich dies negativ auf die postischdmische
kardiale Erholung im Mausmodell auswirkte.

In dieser Studie wurde eine verminderte postischdmische Kontraktilitdt von Méuseherzen nach-

gewiesen, die mit 12,13-EpOME oder 12,13-DiHOME behandelt worden sind.

Wenn LA freigesetzt wird, z.B. im Rahmen einer Ischimie im Sinne einer Inflammationsant-
wort, synthetisieren CYP-Epoxygenasen die korrespondierenden Epoxide. Diese konnen wiede-
rum durch die sEH weiter zu Diolen verstoffwechselt werden. Hier schiitzte in den Versuchen

die Gabe des sEH-Inhibitors AUDA vor den unter EpOME, nicht aber den unter DIHOME beo-

46



bachteten Effekten. Das Ergebnis suggeriert einen sEH-abhédngigen Stoffwechselweg beim kar-
dialen Ischidmie-Reperfusions-Schaden bei Miusen, wobei DIHOME die aktive Substanz mit
schiadigender Wirkung darstellt. Dies unterstiitzt die potenziell positiven Effekte einer sEH-

Inhibition fritherer Untersuchungen (47, 70).

Der zu Grunde liegende Mechanismus fiir die schddlichen Effekte von DIHOME (und EpOME)
wurden in der Vergangenheit in verschiedenen Modellen diskutiert. Dabei konnen die Metabolite
sowohl extra- als auch intrazelluldr wirken, da diese in der Lage sind Plasmamembran zu passie-
ren, sofern sie nicht an Albumin gebunden sind (81).

In den durchgefiihrten Experimenten konnten durch Applikation von EpOME erhohte Endkon-
zentrationen von DIHOME im Perfusat erreicht werden. Dies ist durch einen gesteigerten Um-
satz durch die sEH, welche in Ventrikeln, Vorhofen und Aorta vorkommt, bei hdherem Sub-

stratangebot zu erkldren, was mittels Perfusat-Analyse verifiziert wurde.

In Studien am Menschen wurden EpOME- und DiIHOME-Konzentrationen zwischen 10 und 100
#M im Plasma bei Verbrennungsopfer nachgewiesen (78). In Tierversuchen zeigten wesentlich
niedrigere Konzentrationen Effekte auf die Funktion von Endorganen sowie einzelnen Zellen
(37, 93-95). Konzentrationen zwischen 1 und 100 nM schienen daher fiir die Untersuchungen

addquat.

4.1.1. Postischdmische Wirkung auf die linksventrikuldre Druckentwicklung

Eine verminderte linksventrikuldre Druckentwicklung kann potenziell durch eine DIHOME as-
soziierte gesteigerte Freisetzung von Sauerstoffradikalenbedingt bedingt sein (82). Dabei kommt
es zu einem erhohten zelluldren Energiebedarf zur Stabilisierung des Membranpotenzials. Dies
ist insbesondere unter ischdmischen Bedingungen kritisch. Damit einher geht eine Oxidation von
Proteinen, die folglich in ihrer Funktionsfihigkeit gestort werden und akkumulieren, was eine
weitere Zellschadigung mit sich fiihrt.

Ferner ist eine mitochondriale Dysfunktion und Stérung der Na'/K*-ATPase als Ursache fiir eine
Verringerung der Kontraktilitdt moglich (10, 92, 96). Die ATP-Regeneration und die Aufrecht-
erhaltung des Membranpotenzials sind vital fiir die Zellfunktion. Kommt es zu einem Zusam-

menbruch des Membranpotenzials, konnen Zellsignale nicht weitergegeben werden und eine
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effektive Kontraktion durch elektromechanische Kopplung, insbesondere mittels Calcium-
Einstrom, wird unméglich.

SchlieBlich kann auch eine Verinderung der Offnungswahrscheinlichkeit von Ionenkanilen,
iiber eine Anderungen des Membranpotenzials die Herzaktion beeinflussen, die ebenfalls als

schiadigender Mechanismus in Betracht gezogen werden muss (80).

4.1.2. Postischdmische Wirkung auf die Herzfrequenz und den Herzrhythmus

In der DIHOME- und DiHOME-AUDA-Gruppe konnte eine hohere Herzfrequenz im Vergleich
zur Kontrollgruppe beobachtet werden.

Stimers et al. beschrieben, dass DIHOME durch Inhibition von Natriumkanélen friihe Nachdepo-
larisationen bewirken konne, was wiederum in ventrikuldren Tachykardien, insbesondere Tor-
sade-de-Pointes-Tachykardien, resultieren kann (80). Das mag die beobachteten Effekte in dieser
Studie mit einem in der Tendenz deutlich vermehrten Auftreten ventrikulidrer Tachykardien und
einer dadurch im Durchschnitt hoheren Herzfrequenz erklidren. Interessanterweise konnte eine
hohere Herzfrequenz nicht in der EpOME-Gruppe beobachtet werden. Dort waren die DIHOME-
Konzentrationen in der Perfusatanalyse jedoch niedriger im Vergleich zur DiHOME- oder
DiHOME+AUDA-Gruppe, wenngleich signifikant hoher als in der WT-Kontrolle. Letzteres ist
dadurch zu erkldren, dass EPOME zunichst durch die sEH umgesetzt werden muss und die En-
zymaktivitdt limitiert ist. MutmaBlich haben bereits geringere DiIHOME-Konzentrationen einen
negativen Effekt auf die postischdmie Druckerholung, wihrend Rhythmusstorungen erst bei ho-

heren Konzentrationen induziert werden.

4.1.3. Rolle der l6slichen Epoxidhydrolase (sEH)

Bei der Betrachtung der Effekte ist im vorliegenden Modell eine alleinige ursidchliche Wirkung
von EpOME bzw. DIHOME anzunehmen. In vivo wirken die Substanzen jedoch gemeinsam mit
weiteren Fettsdurederivaten. Allen voran teilen sie sich Stoffwechselwege mit den AA-
Abkommlingen, den EET. Diesen wird eine antiiflammatorische Potenz sowie eine kardiopro-
tektive Wirkung zugeschrieben (36-38). Der Abbau der EET erfolgt durch die sEH zu DiHEET.
Eine sEH-Hemmung hat daher geringere Konzentrationen der schidigenden DiHOME und

gleichzeitig hohere Konzentrationen der schiitzenden EET zur Folge. Sie stellt damit in zweierlei
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Hinsicht einen potenziell giinstigen therapeutischen Angriffspunkt dar. Dies entspricht auch den
bereits publizierten Ergebnissen, in denen einen pharmakologische Inhibition bzw. ein sEH-
knock-out mit einer Verschiebung des Metabolitprofils und einem Riickgang an Inflammations-
markern assoziiert war sowie kleinere Infarktareale und eine bessere postischdmische kardiale

Erholung nachgewiesen werden konnten (37,47, 69, 70, 97).

Die Rolle von EpOME und DiHOME bei der kardialen Ischimie war bislang unklar. Vorange-
gangene Arbeiten suggerierten eine potenzielle negative Wirkung der Metabolite im Zusammen-
hang mit Entziindungsprozessen und kardiovaskuldren Ereignissen. Im Gegensatz dazu stehen
die protektiven Effekte der EET, die liber gemeinsame Stoffwechselwege in enger Beziehung
stehen. Dies ist die erste Studie, die beschreibt, dass EpPOME und DiHOME einen alleinigen
negativen Effekt auf die kardiale Erholung nach Ischdmie am isolierten Herzen haben, wobei

dieser durch sEH-Inhibition abwendbar ist.

4.1.4 Wirkung von EpOME und DiHOME auf die basale kardiale Funktion

Einen Effekt auf die basale kardiale Funktion hinsichtlich der erhobenen Parameter konnte in
diesen Versuchen nicht beobachtet werden. Gegebenenfalls wire bei einer wesentlich ldngeren
Versuchsdauer eine Wirkung auf das isolierte Herz zu verzeichnen. Denkbar ist jedoch auch,
dass die schidigende Wirkung nur unter bestimmten Bedingungen auftritt, wie z.B. gelichzeiti-

ger Ischidmie. Weitere Versuche sind notig, um dies zu bestitigen.

4 2. Diskussion der Methode und Limitationen

Das isolierte, perfundierte Herz nach Langendorff als ex vivo-Modell bietet die Moglichkeit un-
abhingig von neurohumeralen Einfliissen des Organismus einzelne Substanzen in ihrer Wirkung
zu untersuchen. Nach anfanglichen methodischen Schwierigkeiten, wie der Herstellung des Bal-
lons fiir den Druckabnehmer sowie der Kaniilierung der Herzen, die nach der entsprechenden
Ubungszeit iiberwunden wurden, konnten verlissliche Daten erhoben werden. Sicher sind der
Methode gewisse Grenzen gesetzt, insbesondere hinsichtlich einer Odembildung bei Verwen-
dung kristalloider Losungen. Dadurch ist die Versuchsdauer auf einige wenige Stunden begrenzt,

sodass Langzeiteffekte nicht untersucht werden konnen. In den hier durchgefiihrten Versuchen
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konnte eine visuelle Odematisierung am Ende der Ischimie-Reperfusions-Versuche beobachtet
werden, welche durch die Dauer des Versuchs, aber auch durch die induzierte Ischdmie bedingt
sein konnen.

Insgesamt stellt das isolierte, perfundierte Herz aber eine exzellente Moglichkeit zur Testung

pharmakologischer Einfliisse auf die physiologischen Eigenschaften des Herzens dar.

Bekanntlich existieren die beiden Regioisomere 9,10- und 12,13-EpOME sowie 9,10- und 12,13-
DiHOME. Ob diesen Isomeren nochmals eine unterschiedliche biologische Wirkung zugespro-
chen werden muss, ist bislang nicht klar. In jedem Fall zeigen sich Unterschiede in der endoge-
nen Produktion und damit im Verhiltnis dieser (37, 43, 44, 47). Nachweise in Bezug auf eine
unterschiedlich starke Wirkung gibt es fiir andere LA- und AA-Derivate (22, 28, 98, 99). Ob dies
auch fiir EpPOME und DiHOME zutrifft, war nicht Gegenstand der aktuellen Arbeit, sollte jedoch

in der Zukunft gepriift werden.

Die hier durchgefiihrten Grundlagenversuche wurden an Méausen praktiziert. Weitere Untersu-
chungen an einer groleren Zahl von Tieren und perspektivisch in einem anderen Tiermodell sind
zur Bestidtigung und weiteren Einordnung der Bedeutung der Ergebnisse notig. Die moglichen
Mechanismen auf zelluldrer Ebene der hier beobachteten Effekte am ganzen Herzen bleiben spe-
kulativ. Weitere Versuche an einzelnen Zellen sind nétig, um die zu Grunde liegenden Mecha-
nismen auf zelluldrer Ebene besser zu verstehen. In friiheren Studien konnten Kinetik-
Veridnderungen von Ionenkanilen beschrieben werden. Hier wiren weitere Untersuchungen zur
Calcium-Homoostase von besonderem Interesse, z.B. mittels Calcium-Imaging oder Patch-

Clamp, da diese in direktem Zusammenhang zur Kontraktilitét steht.

4 8. Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Kardiovaskulédre Erkrankungen, allen voran die Koronare Herzkrankheit, stellen die hédufigste
Todesursache weltweit dar. Die Erholung der linksventrikuldren Funktion nach stattgehabter
Ischiimie ist entscheidend fiir Prognose und Uberleben der Patienten. Fettsiurederivate fungieren
als Mediatoren wihrend Ischdmie und Reperfusion. Die durchgefiihrten Versuche zeigen eine
relevante Rolle von EpOME und DiHOME bei der funktionellen Erholung nach induzierter Is-

chiimie am Méiuseherzen auf. EpPOME und DiHOME verursachen eine verminderte postischidmi-
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sche linksventrikuldre Druckentwicklung. DIHOME ist nach Ischidmie assoziiert mit einer hohe-
ren Herzfrequenz und moglicherweise mit dem vermehrten Auftreten ventrikuldrer Tachykardi-
en. Interessanterweise sind die beobachteten negativen Effekt unter EpOME durch sEH-
Inhibition abwendbar. Das Enzym stellt somit einen potenziellen therapeutischen Angriffspunkt

beim kardialen Ischimie-Reperfusionsschaden dar.
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