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1 Einleitung

1.1 Kardiomyopathien

Die Kardiomyopathie wurde 1980 erstmals von der World Health Organization und der
International Society and Federation of Cardiology klassifiziert und als eine unbekannte
Erkrankung des Herzmuskels bezeichnet (1). Grundsétzlich ist diese Erkrankung nicht Folge
eines Hypertonus, angeborener Herzfehler, einer Herzklappenerkrankung, einer koronaren
Herzkrankheit oder von Perikarderkrankungen. Die Klassifikation wurde 1996 (87) als eine
Herzerkrankung mit einer kardialen Dysfunktion prazisiert und um die Kardiomyopathien erweitert,
die durch spezifische Herz- oder Systemerkrankungen wie die Myokarditis, der Morbus Fabry, die
Amyloidose oder andere erklart werden kdnnen. Zudem wurde die phanotypische
Unterscheidung einer dilatativen (DCM, systolische Pumpstérung des dilatierten Ventrikels),
hypertrophen (HCM, mit und ohne Obstruktion, reduzierte diastolische Relaxation des verdickten
Herzmuskels, haufig autosomal dominant vererbt), restriktiven (RCM, reduzierte diastolische
Dehnbarkeit auch bei normaler Myokarddicke, z.B. infolge Endomyokardfibrose) und
arrhythmogenen rechtsventrikularen Kardiomyopathie (ARVCM, Uberwiegend rechtsventrikuléares
kombiniertes Pumpversagen mit ventrikularen Tachykardien, haufig autosomal dominant vererbt)
unddieni cht kl assi fizierbaren Kardiomyopathieaon-(verschie
c o mp a c kingefithil. Die American Heart Association veroffentlichte 2006 eine Definition
basierend auf weitergehenden genotypischen Veranderungen. Primére Kardiomyopathien
wurden in genetische, gemischte und erworbene Erkrankungen eingeteilt (70). Die European
Society of Cardiology Uberarbeitete 2008 die Klassifikation von 1996, um zunéchst dem
klinischen Aspekt d.h. dem funktionellen und morphologischen Phanotyp gerecht zu werden und
anschlieBend der weiterfihrenden Diagnostik Rechnung tragen zu kdénnen (28). Hiermit entfallt
die Unterscheidung in primare/sekundare bzw. spezifische/unspezifische Kardiomyopathien. Die
Kardiomyopathie als myokardiale Erkrankung, die nicht ursachlich durch eine koronare
Herzkrankheit, einen Hypertonus, eine Herzklappen- oder angeborene Herzerkrankung erklart
werden kann, wird demnach in die DCM, HCM, RCM und die nicht klassifizierten
Kardiomyopathien eingeteilt (Abbildung 1). Jeweils wird weiter unterteilt, ob eine genetische bzw.
familiare Genese zu Grunde liegt oder ob ein anderer differentialdiagnostischer Subtyp, wie eine

entziundliche, eosinophile oder virale Erkrankung, vorliegt.
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Abbildung 1. Morphologische Klassifikation der Kardiomyopathien der Europaischen

Gesellschatft fir Kardiologie. Abbildung nach Pankuweit et al. (82).

Dilatative Kardiomyopathie

Die dilatative Kardiomyopathie als haufigste Kardiomyopathieform ist durch eine
Dilatation des Herzmuskels, insbesondere des linken Ventrikels einhergehend mit einer
eingeschréankten linksventrikularen Ejektionsfraktion, charakterisiert (64). Dartber hinaus kommt
es zu einer Storung der diastolischen Funktion mit einer verzogerten, inkompletten Relaxation
und reduzierten Dehnbarkeit. Pathologische Korrelate sind eine interstitielle Fibrose und
strukturelle Veranderungen der extrazellularen Matrix.

Uberwiegend sind méannliche Patienten betroffen. Die Inzidenz liegt bei 6 pro 100.000
Einwohner pro Jahr und die Pravalenz bei 36.5 pro 100.000 Einwohner in Deutschland (66).
Haufig lauft die langsam progredient verlaufende Erkrankung zunéchst asymptomatisch ab,
weshalb von einer hohen Dunkelziffer ausgegangen wird. Die Atiologie und Pathologie sind sehr
vielfaltig. In etwa 20% der Féalle liegt eine familiiare DCM zu Grunde, meist mit einer autosomal
dominanten (mit z.B. Erregungsleitungsstdrung und Sick-Sinus-Syndrom), seltener X-
chromosomalen (z.B. durch Mutationen des Dystrophiegens) oder autosomal-rezessiven (z.B.
durch Genmutation der Fettsaureoxidation) Vererbung. Haufig tritt eine Kardiomyopathie auch in
Folge einer Virusinfektion, vor allem Coxsackie B, Zytomegalie-, Adeno-, Parvovirus B19,
seltener nach Infektion mit Bakterien (z.B. Borrelia burgdorferi), Protozoen (z.B. Trypanosoma
cruzi, Chagas Krankheit) auf. Diese inflammatorische Kardiomyopathie kann sich als eine
Achroni schefi Mmo k a\Brdspeesigtenz oder als Autoimmunreaktion ohne
Erregerpersistenz manifestieren (82). Daruber hinaus gelten viele andere Systemerkrankungen
als Ausléser einer DCM, wie z.B. Kollagenosen, Amyloidosen, Stoffwechselstérungen oder
Neoplasien. Ebenso kdnnen Medikamente (vor allem Zytostatika wie Doxorubicin u.a.
Anthracycline, Phenothiazine, Clozapin, Lithiumcarbonat oder trizyklische Antidepressiva) und
andere Noxen (vor allem Alkohol oder Cocain) das Bild einer DCM verursachen. Im letzten

Drittel der Schwangerschaft bis 6 Monate nach Entbindung kann die so genannte peripartale
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Kardiomyopathie auftreten. Falls die Ursache unbekannt bleibt, spricht man von einer
idiopathischen DCM.

Die Symptome der DCM mit Belastungsdyspnoe, Angina pectoris und Palpitationen
spiegeln sich vor allem in einer progressiven Linksherzinsuffizienz mit Rhythmusstérungen wider.
Nach der Anamnese einschlie3lich der Familienanamnese ist vor allem die Echokardiographie
diagnosewegweisend. Laborchemisch kann die Bestimmung des BNP Spiegels als
Herzinsuffizienzparameter sinnvoll sein. Elektrokardiographisch findet man oft einen
Linksschenkelblock, Zeichen der VergréRerung des linken Ventrikels oder Vorhofflimmern. Im
Nativ-Rontgen des Thorax ist haufig eine unspezifische Kardiomegalie spater auch mit
Lungenstauung zu sehen. In der Echokardiographie zeigen sich eine Dilatation beider Ventrikel,
eine Hypokinesie der Ventrikelwand bei Einschrankung der systolischen Einwartsbewegung und
eine reduzierte LVEF. Zusatzlich zu einer invasiven Diagnostik mittels Koronarangiographie zum
Ausschluss einer ischédmischen Ursache, kann mit einer Myokardbiopsie mit anschlieRend
immun-/ histologischer Untersuchung mit Virusdiagnostik oder Nachweis von Auto-Antikdrpern
die Ursachen einer DCM identifiziert werden.

Die Therapie der DCM zielt wenn mdglich zunachst auf die kausale Behandlung der
Ursachen ab, das bedeutet beispielweise Alkoholkarenz auf Dauer, Absetzen kardiotoxischer
Medikamente oder bei Nachweis von Virusgenom, der Versuch einer Viruselimination. Die
weitere Therapie spiegelt sich als Behandlung der Herzinsuffizienz wider, d.h. kérperliche
Schonung und medikamentdse Therapie mit ACE-Hemmern (Prognose verbessernd, ab NYHA-
Stadium |, alternativ AT1-Rezeptorblocker), Betablocker (Prognose verbessernd, ab NYHA-
Stadium Il, ab Stadium | bei Hypertonie und Zustand nach Myokardinfarkt), Diuretika (ab NYHA-
Stadium Ill, sowie stadienunabhéngig bei Hypertonie oder Odemen) und Aldosteronantagonisten
(Prognose verbessernd, ab NYHA-Stadium 11, ab Stadium | bei Zustand nach Myokardinfarkt),
Herzglykoside (ab NYHA-Stadium Ill, sowie stadienunabhangig bei Vorhofflimmern) (44).
Daruber hinaus kann eine Thromboembolieprophylaxe mit Antikoagulanzien bei niedriger LVEF
oder Vorhofflimmern indiziert sein. Zur Sekundéarprophylaxe bei Zustand nach Reanimation
aufgrund Kammerflattern/-flimmern oder als Priméarprophylaxe bei fortgeschrittener
Herzinsuffizienz und schlechter LVEF kann ein implantierbarer Cardioverter-Defibrillator
eingesetzt werden (40; 41). Bei einer QRS-Verbreiterung muss die Indikation fir eine kardiale
Resynchronisationstherapie bei NYHA-Stadium llI-IV und erhaltenem Sinusrhythmus und
asynchroner Aktion beider Ventrikel durch kompletten Linksschenkelblock diskutiert werden. Bei
terminaler Herzinsuffizienz kann der Versuch einer Entlastung des Herzens durch temporéren
mechanischen Herzersatz unternommen werden. Als Ultima ratio bleibt die Herztransplantation.

Als Komplikationen kdnnen die akute Herzinsuffizienz mit Dekompensation, arterielle und
pulmonale Embolien infolge intrakardialer Thrombenbildung, ventrikulare Herzrhythmusstérungen
und der plétzliche Herztod auftreten. Die Prognose ist abhangig vom Grad der Herzinsuffizienz,

der LVEF und der diastolischen ventrikularen Fillungscharakteristik. Die 10-Jahres-



Uberlebensrate liegt bei 10-30% und die jahrliche Letalitéat bei 10% (66). Haupttodesursache ist
die progressive Herzinsuffizienz und der plétzliche Herztod aufgrund Herzrhythmusstérungen.
Prognostisch ungunstig ist eine LVEF unter 35%, hohergradige ventrikulare Rhythmusstérungen,

sowie ein Linksschenkelblock oder AV-Block.

1.2 Zusammenhang kardiale Erkrankungen und Fetts&uren

1.2.1 Pl6tzlicher Herztod und n-3 Fettsauren

Die Risikostratifizierung zur Pravention und Therapie des plétzlichen Herztodes stellt
immer noch eine Herausforderung dar, insbesondere in der alteren Bevolkerung. Ungtinstige
strukturelle und molekulare Veranderungen im Herzen treten im Laufe des Lebens ein, welche
die elektrische Instabilitat steigern und den plétzlichen Herztod beginstigen. Bei Patienten mit
idiopathischer DCM wurde von Grimm et al. (41) in einer prospektiven Studie (Marburg
Cardiomyopathy Study) Parameter beschrieben, die das Risiko ventrikularer Arrhythmien
widerspiegeln. Die wichtigsten Risikopréadiktoren fir das Auftreten von Arrhythmien waren die
reduzierte LVEF und das Fehlen einer Betablocker-Therapie. Signalgemitteltes EKG,
Baroreflexsensitivitat, Herzfrequenzvariabilitat, und T-Wellen-Veranderungen wurden fir die
Risikostratifizierung von Arrhythmien hingegen als nicht hilfreich beschrieben. Zuséatzlich zur
linksventrikularen Dilatation ist die Linksherzhypertrophie ein wesentlicher Pradiktor fir den
plétzlichen Herztod, deren Ursache haufig ein inadaquat behandelter Hypertonus ist. Bei der
hypertensiven Herzkrankheit kommt es wie bei der DCM zu einer Myokardfibrose, die eine
Myokardischamie begunstigt und daher einen ungunstigen Einfluss auf die synchrone
Erregungsausbreitung hat. Wahrend der zunehmenden Verschlechterung der Pumpfunktion
erhoht sich das Risiko des plétzlichen Herztodes und ventrikularer Arrhythmien.

Etablierte Parameter zur kardiovaskularen Risikostratifizierung beziehen sich priméar
auf die Pravention und Therapie von Hypertonie, Lipidstérungen und Diabetes mellitus.
Hinsichtlich der verbleibenden hohen Mortalitat und Morbiditat von kardiovaskulédren Krankheiten,
stellt sich die Frage, ob die derzeitige Therapie adaquat ist, vor allem ob es zusatzliche Risiken
gibt, deren Bedeutung noch nicht ausreichend berticksichtigt wurden. Die Risiken, welche zurzeit
noch nicht adaquat therapiert werden kdnnen, schlieRen Entziindungsreaktionen bei
verschiedenen Herzkrankheiten ein (45). Eine prospektive Studie mit den Parametern CRP,
Homocystein und Plasma Lipidspiegel zeigte, dass nur der CRP Spiegel signifikant mit dem
Risiko vom plétzlichen Herztod assoziiert ist (4). Zuséatzlich zu inflammatorischen und
ischamischen Ereignissen ist das Risiko vom plétzlichen Herztod und Kammerflimmern erhéht,
wenn die kardiale Pumpfunktion kritisch beeintrachtigt wird (41), wobei die Herzgeometrie einen

entscheidenden Einfluss hat.



Zusatzlich zu den genannten und zumindest ansatzweise therapierbaren Faktoren wird
das Risiko des plétzlichen Herztodes durch eine kardiale Dilatation begtinstigt. Die Herzdilatation
tritt auch in ungefahr einem Viertel (59) bis einem Drittel (23) von Patienten nach einem
Myokardinfarkt auf und geht mit einem hohen Risiko von Arrhythmien einher (35). Wéhrend die
hypertensive Herzkrankheit und ihre unglinstigen Konsequenzen durch eine strenge
antihypertensive Therapie verhindert werden kdnnte, kann die Dilatation bei Infarktpatienten
aufgrund des Verlustes von funktionsfahigem Myokard meist nicht mehr verhindert werden.
Ungeachtet der Atiologie begiinstigt die Ventrikeldilatation das Auftreten von Arrhythmien (15)
unter anderem durch eine gesteigerte Offnungswahrscheinlichkeit von dehnungsaktivierten
Kationenkandalen (33). Die daraus resultierende elektrische Instabilitat begtinstigt ventrikulare
Tachyarrhythmien auf dem Boden einer Fibrose, lokaler Ischdmie und von reduzierten
lonenstr°men des At r ap4)bypertrophiartenKardiamyozyten. Eswird s i |
daher seit Jahren verstarkt nach Risikoparametern gesucht, welche nicht nur ein erhéhtes Risiko
inflammatorischer Ereignisse, sondern auch eine gesteigerte elektrische Instabilitdt beschreiben.
Die therapeutischen Optionen zur Verhinderung des plétzlichen Herztodes bleiben jedoch
begrenzt. Bei entsprechender Indikation kommen auch ICDs zum Einsatz, wobei aber nicht alle
Patienten mit einem Risikofaktor fir maligne Arrhythmien mit einem ICD versorgt werden kénnen.
Hier kann der automatische externe Defibrillator hilfreich sein, jedoch werden entsprechend
geschulte Helfer bendétigt, die die Notfélle erkennen, das medizinische Notfallservicesystem
aktivieren, eine Defibrillation und eine kardiopulmonale Wiederbelebung durchfiihren (43). Auch
ist die Effektivitat von automatischen externen Defibrillatoren in 6ffentlichen Defibrillator-
Programmen dadurch begrenzt, dass der pl6tzliche Herzstillstand sehr haufig zu Hause auftritt
(fast 80% in der Maastrichter Gegend) und nicht auf 6ffentlichen Platzen (25). Deshalb wird eine
Entwicklung von alternativen Interventionen dringend benétigt, die den ungunstigen
Auswirkungen einer elektrischen Instabilitat des Herzens entgegenwirken kénnen.

Die bisherigen Schlussfolgerungen hinsichtlich der klinischen Wirksamkeit einer
Anreicherung von Eicosapentaensaure (EPA) und Docosahexaensaure (DHA) in Blutlipiden sind
hauptsachlich aus der Verabreichung von Omacor® abgeleitet, welches hoch gereinigte EPA
(46%) und DHA (38%) Ethylester enthélt. Bei einer Verabreichung von 1g Omacor®/Tag wurde
das relative Risiko von plotzlichem Herztod bei Myokardinfarkt-Patienten in der GISSI-
Prevenzione Studie (38) um 45% reduziert. Da die Inzidenz eines zweiten Myokardinfarkts nicht
signifikant reduziert war, scheinen Mechanismen einer Plaquestabilisierung nicht beteiligt zu sein.
Vielmehr wurde der EPA+DHA Spiegel als identifizierbarer Risikoparameter fiir schwere
Arrhythmiestdrungen beschrieben, insbesondere wenn diese mit einem Myokardinfarkt assoziiert
sind. I'n der Physicians® Heal tghlvo8 langkeitigen naBa-ettedarern i edr i ge E
mit einem erhdhten Risiko des plétzlichen Todes assoziiert, wahrend Arachidonséure

offensichtlich keinen Einfluss hatte (3). Dariiber hinaus war ein Spiegel von 5,0% verglichen mit
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3,3% der in Erythrozyten gemessenen Fettsauren mit einer 70%igen Reduktion des Risikos eines
priméaren Herzstillstandes assoziiert (106).

Da nach einem Myokardinfarkt die Sympathikusaktivitat aufgrund der eingeschrénkten
Herzfunktion gesteigert ist, kommt es als Folge einer Phospholipase A, Aktivierung zu einem
Anstieg freier Fettsauren im Myokard und Blut, wobei bevorzugt EPA und DHA aus der inneren
Position von Phospholipiden freigesetzt werden. Es werden daher lediglich moderate Effekte bei
Patienten mit einem ICD erwartet, da dieser ventrikulare Tachyarrhythmien héchstwahrscheinlich
so rasch beendet, dass EPA und DHA nicht in gréRerem Umfang freigesetzt werden. Somit wird
vermutlich keine ausreichende Konzentration im Umfeld von Kanélen oder Austauschern erreicht.
So war in der Studie von Leaf et al. (53) mit ICD Patienten in einer Gruppe mit 2,69
EPA+DHA/Tag und einer Gruppe mit Olivendl nach 12 Monaten der primére Endpunkt (Zeit bis
zum ersten ICD-Ereignis oder Tod jeglicher Ursache) nur an der Signifikanzgrenze
(Risikoreduktion 28%, p=0,057) verandert. Bei Patienten mit einem Beobachtungszeitraum tber
mindestens 11 Monate und bestatigten Ereignissen war der anti-arrhythmogene Vorteil von EPA
und DHA Ethylestern jedoch belegt (Risikoreduktion 38%, p= 0,034).

Eine éltere Vorstellung war, dass die anti-arrhythmogenen Effekte von EPA und DHA
aus deren Einbau in Membranphospholipide und damit einhergehende verédnderte
Membranfluiditat zuriickzufiihren sind. In einer sehr frihen Arbeitwurdemi t der Al oose patch
c | a Aipchnik gezeigt (13), dass es keine signifikanten Veranderungen in der Na* Kanalaktivitat
der Papillarmuskeln von mit Fischol gefutterten Ratten gibt (27), obwohl der DHA Gehalt der
Phospholipide von 9% auf 28% erhoht (2) und die Anzahl der Ischdmie-Reperfusionsarrhythmien
reduziert war (47).

Demnach kann man postulieren, dass Membran-gebundenes EPA und DHA nicht die
Eigenschaften des Na* Kanals beeinflusst. Zu dieser Zeit war nicht bekannt, dass freie
Fettsauren von EPA und DHA eine anti-arrhythmogene Wirkung haben. Freies EPA und DHA
wurde wahrend dieser elektrophysiologischen Experimente nicht dem Medium hinzugefugt,
welches hinsichtlich spaterer Experimente von Leaf et al. (50; 126) notig gewesen ware, um
hemmende Effekte auf lonenkanéle beobachten zu kénnen. In einer Serie von detaillierten
Studien (50; 126) wurde gezeigt, dass die freien Fettsduren EPA und DHA, nicht aber
membrangebundene Fettsduren, die Na* Kanal Aktivitdt hemmen. Zusétzlich waren der kardiale
Na’'-Ca”" Austauscher und der L-Typ ca” Kanal gehemmt, was insbesondere das Auftreten von
Nachdepolarisationen verhindern kénnte. Um inhibitorische Effekte auch auf andere Kanéle, wie
den transienten K™ Auswértsstrom, erklaren zu kénnen, missen inhibitorische Effekte, die
spezifisch fur EPA und DHA aber nicht fir einen speziellen lonenkanal sind, vermutet werden.
Auch die Ca®* Freisetzung aus dem intrazellularen Speicher, dem sarkoplasmatischen Retikulum,
war gehemmt. Die hemmenden Effekte wurden der Einlagerung von EPA und DHA in die

Mikroumgebung von lonenkanalen mit nachfolgender Konformationsanderung zugeschrieben
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(54) . Eine Konsequenz dieses Mechanismus ist, dass eine kritische Konzentration an freiem

EPA und DHA erreicht werden muss, um eine adaquate Anzahl von Kanélen zu hemmen.

1.2.2 Herzinsuffizienz und n-3 Fettsauren

Die dilatative Herzinsuffizienz ist haufig mit einer progressiven VergréRerung des linken
Ventrikels assoziiert. Wenn eine Ventrikeldilatation ohne adaquate Hypertrophie auftritt, steigt die
Wandspannung, die mit Volumendaten von kardialem MRT und intraventrikularem Druck genau
bestimmt werden kann (9). Eine erhdhte Wandspannung ist mit einem gesteigerten Serum BNP
(10; 11) assoziiert. Die Steigerung der Wandspannung fuihrt zusétzlich durch ein Remodeling der
Kardiomyozyten und extrazelullaren Matrix zu einer weiteren Beeintrachtigung der Herzfunktion.
In der GISSI-HF Studie war die Dilatation des linken Ventrikels in ungefahr einem Drittel der
Patienten die Ursache der Herzinsuffizienz (37). Die Verabreichung von 1g Omacor®/Tag fihrte
Zu einer statistisch signifikanten Lebensverlangerung und Reduktion der Hospitalisierung
aufgrund kardiovaskularer Ursachen (37). Ebenfalls fihrten ventrikulare Arrhythmien bei den mit
Omacor® behandelten Patienten seltener zur ersten Krankenhauseinweisung als bei den mit
Placebo behandelten Patienten. Es bleibt jedoch ungeklért, inwieweit die n-3 Fettséurespiegel
durch die ventrikulére Dilatation beeinflusst wurden und ob ein ausreichend hoher Spiegel
erreicht wurde (91).

Die Veranderungen in Lipiden und Lipidmediatoren wahrend der Progression der
Herzinsuffizienz sind bisher wenig verstanden. Insbesondere kénnte der Spiegel hoch
ungesattigter Fettsauren verandert sein, wobei nicht nur EPA und DHA, sondern auch die n-6
Fettséure Arachidonséure betroffen sein kdnnte. Da von der Arachidonsaure ausgehend
hochwirksame Prostanoide synthetisiert werden und da die Konzentration von Arachidonsaure
mit der Prostanoidsynthese korreliert, wird beim Gesunden der Serumspiegel der Arachidonsaure
trotz groRer Variationen in der Ausgangsfettsaure Linolsédure eng kontrolliert (119).
Arachidonséaure beeinflusst auch tiber eine Reihe von Mechanismen die elektrischen
Eigenschaften des Herzmuskels (114). Auch kénnte Prostazyklin lonenkanale beeinflussen (71).
Da die Wirkung auf lonenkanale von der Zahl der Doppelbindungen abhéngt, missen vor allem
Auswirkungen veranderter Spiegel von EPA und DHA betrachtet werden (126). Im Gegensatz zur
Arachidonsaure ist jedoch viel weniger Uber die Biosynthese von EPA und DHA im Kdrper
bekannt. Es stellt sich daher die Frage, wie der Serumspiegel von hoch ungesattigten Fettsauren
reguliert wird, vor allem ob die Progression der Herzinsuffizienz einen Einfluss hat.

Da in der vorliegenden Arbeit im Serum nicht nur Hauptfettsduren erfasst, sondern ein
komplettes Fettsaureprofil mit ca. 30 verschiedenen Fettsauren erstellt werden sollte, wird im

Folgenden auf die Nomenklatur, die Neusynthese und den Abbau von Fettsduren eingegangen.
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1.3 Fettsauren

1.3.1 Struktur von Fettsauren

Fettsauren kommen im Korper entweder als unveresterte, d.h. freie Fettsduren oder als
Bestandteile von Acylglycerinen, Phosphoglycerinen, Sphingolipiden und Cholesterinester vor.
Der Begriff Fettsaure ist eine Bezeichnung fur die Gruppe der Monocarbonsauren, die aus einer
Carboxylgruppe (-COOH) und einer variabel langen Kette aus Kohlenwasserstoffatomen
bestehen und entsprechend ihrer Biosynthese aus Acetylresten meist geradzahlig sind. Aufgrund
ihrer Kettenlange lassen sie sich in kurzkettige (4 7 7 C-Atome), mittelkettige (8 7 12 C-Atome)
und langkettige (> 12 C-Atome) Fettsauren, zudem aufgrund des Vorhandenseins von
Doppelbindungen in gesattigte und ungesattigte Fettsauren einteilen (Tabelle 1). Mehrfach
ungesattigte Fettsduren besitzen mindestens zwei Doppelbindungen. Die Positionsnummer und
damit die Einteilung der Doppelbindungen kénnen entweder ausgehend vom Carboxylende mit
Hilfe des Kiirzels Alelta” ( a@der ausgehend vom Methylende mit Hilfe des griechischen
Buchstabens Aomega"odeni Angegeben werden. ZuKirz8@26s-pi el bedeut
dass die Fettsaure eine Kohlenstofflange von 22 C-Atomen und 6 Doppelbindungen besitzt,
wobei sich die erste Doppelbindung an der Positionsnummer 3 ab dem Methylende befindet.
Andererseits bezeichnet der Begriff delta3 eine Doppelbindung zwischen den C-Atomen 3 und 4
ab der Carboxylgruppe. Bei Doppelbindungen kann eine cis- oder eine trans-Isomerie auftreten.
Als essentielle Fettsauren bezeichnet man Fettsauren, die der Mensch und Saugetiere nicht
synthetisieren kdnnen. Aufgrund des Fehlens eines entsprechenden Enzyms sind alle Fettséduren
essentiell, die mindestens eine Doppelbindung vom 10. C-Atom ab der Carboxylgruppe besitzen.
Beispielsweise gehort die n-6 Fettséaure Linolsaure bzw. a9,12-Octadecadiensaure zu den
essentiellen Fettsauren, die durch Dehydrierung und Kettenverlangerung tber mehrere
Zwischenstufen zur Arachidonsaure tbergefihrt werden kann.

Wichtige Fettsadurederivate sind Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene, welche
aus Arachidonsaure und EPA entstehen und aufgrund der 20 C-Atome auch als Eikosanoide
bezeichnet werden. Wahrend gesattigte Fettsauren gegentiber oxidativem Stress, z.B.
Sauerstoff, stabil sind, unterliegen ungesattigte und vor allem mehrfach ungesattigte Fettsauren
leicht einer Autoxidation. Es entstehen zunachst allylische Hydroperoxide, die zu Radikalen

zerfallen und sich zu stabilen leicht flichtigen Verbindungen umlagern.
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Tabelle 1. Nomenklatur von Fettséuren. Die in der vorliegenden Arbeit im Serum bestimmten

Fettsauren sind in Fettschrift hervorgehoben.

Kurzel Trivialname Formel Nomenklatur

Gesattigte Fettsauren:

4.0 Buttersaure C4HgO> Butansaure

6:0 Capronsaure CeH1202 Hexans&ure

8.0 Caprylsaure CsHi1602 Octansaure

10:0 Caprinsaure C10H2002 Decansédure

11:0 Undecansaure C11H220, Undecansaure

12:0 Laurinsaure C12H2402 Dodecansaure

13:0 Tridecansaure Ci3H2602 Tridecansaure

14:0 Myristinséaure C14H2802 Tetradecanséure

15:0 Pentadecanséaure C15H3002 Pentadecanséaure

16:0 Palmitinséure C16H3202 Hexadecansaure

17:0 Margarinsaure C17H3402 Heptadecanséure

18:0 Stearinsaure C18H3602 Octadecansaure

20:0 Arachinsaure C20H4002 Eicosansaure

21:0 Heneicosansaure C21H420, Heneicosansaure

22:0 Behensaure C22H4402 Docosansaure

23:.0 Tricosansaure C23H4602 Tricosansaure

24:0 Lignocerinsaure C24H4802 Tetracosanséure

26:0 Cerotinsaure CosH5202 Hexacosansaure

28:0 Montansaure CosHs5602 Octaacosansaure

30:0 Melissinsaure C30Hs002 Triacontansaure

Einfach ungesattigte Fettsauren:

11:1 | 11:1n-1c Undecylenséure C11H2002 Cis-deltal0-Undecenséure

14:1 | 14:1n-5¢ Myristoleinséure C14H2602 Cis-delta9-Tetradecenséaure

15:1 | 15:1n-5c Pentadecenséaure C15H250, Cis-deltal0-Pentadecenséaure

16:1 | 16:1n-7c Palmitoleinséure C16H3002 Cis-delta9-Hexadecenséaure

17:1 | 17:1n-7c Heptadecenséure C17H3202 Cis-deltal0-Heptadecenséure

18:1 18:1n-12 Petroselinsaure Ci18H3402 Cis-delta6-Octadecensaure

18:1 | 18:1n-9c Olsaure C18H3402 Cis-delta9-Octadecensaure

18:1 | 18:1n-9t Elaidinsédure C18H3402 Trans-delta9-Octadecenséure

18:1 | 18:1n-7c Vaccensaure (cis) Ci8H3402 Cis-deltall-Octadecensaure

18:1 | 18:1n-7t Vaccensaure (trans) Ci8H3402 Trans-deltall-Octadecenséure

20:1 | 20:1n-9c Gadoleinsaure CooH3302 Cis-deltall-Eicosaensaure

22:1 | 22:1n-11c Cetoleinsaure C22H420, Cis-deltall-Docosaensaure

22:1 | 22:1n-9c Erucasaure C22H420, Cis-deltal3-Docosaensaure

24:1 | 24:1n-9c Nervonsaure Co4H4602 Cis-deltal5-Tetracosaensaure

Mehrfach ungesattigte Fettsauren:

18:2 | 18:2n-6¢ Linolséure C18H3202 Cis-delta9,12-Octadecadiensaure

18:2 | 18:2n-6t Linolelaidinsaure Ci18H320 Trans-delta9,12-Octadecadiensaure

18:2 18:2n-6t Rumensaure Ci18H320- Delta9cis,12trans-Octadecadiensaure

18:3 | 18:3n-3c U-Linolens&ure C18H3002 Cis-delta9,12,15-Octadecatriensaure

18:3 | 18:3n-6¢C 9-Linolensaure C18H3002 Cis-delta6,9,12-Octadecatriensaure

18:3 | 18:3n-6¢C Calendulasaure C18H3002 Cis-delta8,10,12-Octadecatriensaure

18:3 18:3n-5¢ Punicinsaure C18H3002 Cis-delta9,11,13-Octadecatriensaure

18:3 18:3n-5¢ U-Eleostearinsaure C18H3002 Cis-delta9,11,13-Octadecatriensaure

20:2 | 20:2n-6¢ Eicosadienséaure C20H3602 Cis-deltall,14-Eicosadiensaure

20:3 | 20:3n-3c Eicosatriensaure C20H3402 Cis-deltall,14,17-Eicosatriensaure

20:3 | 20:3n-6¢ :_Dlhomo-"o- CooH3402 Cis-delta8,11,14-Eicosatriensaure
inolensaure
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20:3 | 20:3n-9c Meaddsche S3 CyHz0:2 Cis-delta5,8,11-Eicosatriensaure

20:4 | 20:4n-6¢c Arachidonsaure C20H320: Cis-deltab,8,11,14-Eicosatetraensaure

505 | 20'5n-3¢ E]cosapentgensaure/ CaoHs00» C]s-delta5,8,11,1__41,17-
Timnodonsaure Eicosapentaensaure

22:2 | 22:2n-6¢ Docosadiensaure C2oH4002 Cis-deltal3,16-Docosadiensaure

22:5 | 22:5n-3c Clupanodonséure CooH340; gls-delta7,10,13,}6,19-

ocosapentaensaure

22:6 | 22:6n-3c Docosah_gxaensaure/ CaoHs20, C|s-delta4,7,10,1_3,16,19-

Cervonsaure Docosahexaenséaure

1.3.2 Fettsaurestoffwechsel

Da in der vorliegenden Arbeit die Hypothese tUberprift wird, dass in der Progression der
dilatativen Herzinsuffizienz sich das Fettsaureprofil im Serum andert, wird der Stoffwechsel von
Fettsauren unter dem Gesichtspunkt neuroendokriner Einflisse dargestellt. In der Progression
der Herzinsuffizienz kommt es im Herzen zu einer Ver
engi ne o u(74) werbunden mitleifiegm gesteigerten Sympathikotonus und einer
Insulinresistenz mit Hyperinsulinamie.

1.3.2.1 Biosynthese gesattigter Fettsauren

Die Fettsaurebiosynthese wird vor allem an der Acetyl-CoA-Carboxylase und der
Fettsauresynthase reguliert (Abbildung 2). Insulin zusammen mit Glucose ist ein starker Induktor
der Fettsduresynthase. Dies erklart die starke Zunahme der Fettsaurebiosynthese bei
kohlenhydratreicher Ernéhrung. Langkettige, mehrfach ungesattigte Fettsduren und Hormone wie
z.B. Katecholamine oder Glucagon, die zu einer Steigerung der cAMP-Konzentration fiihren,
hemmen die Fettsauresynthase. Die Rate der Fettsduresynthese wird vor allem von Malonyl-CoA
bestimmt, das aus Acetyl-CoA von der Acetyl-CoA Carboxylase gebildet wird. Ein Teil des Acetyl-
CoA entsteht durch eine mitochondriale, dehydrierende Decarboxylierung von Pyruvat, welches
das Endprodukt der Glykolyse unter anaeroben Bedingungen ist. Da Acetyl-CoA die innere
Mitochondrienmembran nicht passieren kann, wird eine Reaktion mit Oxalacetat zu Citrat
notwendig, welche im Cytosol wieder riickgéngig gemacht wird.

Ein Energiemangel als Folge einer chronischen Ischamie und ein damit verbundener
Anstieg von AMP fiihrt zu einer Hemmung der Fettsauresynthese (31). Die AMP-abhangige
Kinase fihrt zu einer Phosphorylierung und Hemmung der Acetyl-CoA Carboxylase. Ein
gesteigerter Sympathikotonus fiihrt ebenfalls Gber cAMP Einfluss zu einer verstarkten
Phosphorylierung der Acetyl-CoA Carboxylase. In einem anabolen Zustand wird dagegen tber
Insulin die Acetyl-CoA Carboxylase stimuliert und die Aktivitat der Fettsduresynthase gesteigert.
Die Lipogenese wird auch dadurch erhéht, dass Insulin die Glucoseaufnahme und die Glycolyse

fordert und die Pyruvat-Dehydrogenase von der inaktiven in die aktive Form Gberfihrt. Kommt es
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als Folge einer Ischamie zu einem Abfall von Malonyl-CoA und damit einer stark gesteigerten
Fettsdureoxidation, kann pharmakologisch tiber eine Hemmung der Malonyl-CoA Decarboxylase
der Malonyl-CoA Spiegel gesteigert werden und die kardialen Folgen einer Ischamie/Reperfusion
teilweise verringert werden (118).

Die Fettsaduresynthese erfolgt im Cytosol in einem Multienzymkomplex, der
Fettsauresynthase. An das erste Molekul Acetyl-CoA werden sukzessiv Bruchstiicke aus zwei
Kohlenwasserstoffatomen abstammend vom Malonyl-CoA angehangt. Die nachfolgenden
Reaktionen dienen der Verlangerung der Kohlenstoffkette. Vereinfacht dargestellt, kommt es zur
Bindung des Malonylrestes von Malonyl-CoA an die Acyl-Carrier-Protein-Domane der
Fettsauresynthase und Kondensation mit dem Acetyl- bzw. Acylrest. Es erfolgt eine
Decarboxylierung, eine Reduktion, eine Dehydratisierung und anschlieend eine weitere
Reduktion, die den ungesattigten in einen gesattigten Acylrest umwandelt. Der Zyklus beginnt
erneut und wiederholt sich bis der Acylrest eine Lange von 167 18 C-Atomen betragt und durch
die Thioesterase-Domane abgespalten wird (57). Es gibt eine enge Beziehung zwischen
Fettsauresynthese und dem Pentosephosphatweg, der NADPH+H" fiir die Fettsauresynthese
liefert. Zum jetzigen Zeitpunkt wird die pharmakologische Hemmung der Fettsduresynthase (49;
61) vor allem in der Tumortherapie untersucht, kdnnte aber auch bei pathophysiologischen
Zustanden mit gesteigerter Fettsauresynthese wie Diabetes mellitus und Steatose der Leber von
Bedeutung sein. So wurde im Tierversuch gezeigt, dass die Hemmung der Fettsauresynthase zu
einer verminderten Lipogenese der Leber, einer reduzierten Fettsdureoxidation und verbesserten

Insulinsensitivitat fuhrt (125).
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Abbildung 2. Wechselwirkungen zwischen Fettsdure- und Glukosestoffwechsel unter
Berlicksichtigung von mdéglichen Auswirkungen einer Herzinsuffizienz (Insulinresistenz,
Hyperinsulindmie, gesteigerter Sympathikotonus, Energiemangel im Herzen). Eine gesteigerte
Fettsaureoxidation fuhrt zu einer reduzierten Glucoseoxidation (Randle-Zyklus, Glucose-
Fettsaurezyklus), die durch eine Insulinresistenz verstarkt wird. Nur schematisch dargestellt sind
metabolische Einflisse auf die Genexpression (94; 128).

Abkiurzungen: GLUT, Glucosetransporter; HK, Hexokinase; PFK, Phosphofructokinase; PDH,
Pyruvatdehydrogenase; FAT, Fettsauretransporter; CPT, Carnitin-Palmitoyltransferase; CACT,
Carnitin/Acylcarnitin-Translokase; TCA, Citratcyclus; ANT, Adenin-Nukleotid-Translokase; FAS,
Fettsauresynthase; ACC, Acetyl-CoA-Carboxylase; MDC, Malonyl-CoA Decarboxylase; gbD, gb-
Desaturase; 6D, gb-Desaturase; qBD, gP-Desaturase; ELOVL, elongation of very long chain
fatty acids; SREBPs, sterol regulatory element-binding proteins; USFs, upstream stimulatory

factors.

1.3.2.2 Biosynthese ungesattigter Fettsduren
Ungesaéttigte Fettsauren sind fur den unterschiedlichen Schmelzpunkt von

Triacylglyceriden, die Membranfluiditat und als Vorlaufer fur wichtige Signalmolekile
verantwortlich. Mehrfach ungesattigte Fettsduren entstehen durch Kettenverlangerung und

Desaturierung.
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Fur die Biosynthese von ungeséttigten Fettsduren aus gesattigten Fettsauren werden
Desaturasen benétigt (Abbildung 2 und 3). In tierischen und menschlichen Zellen kénnen
lediglich Palmitolein- und Olsaure gebildet werden, Linol- und Linolenséure als
Ausgangsfettsduren von n-6 (Arachidonséure) und n-3 (EPA und DHA) hochungeséttigten
Fettsauren missen mit der Nahrung zugefuhrt werden. Ein erhéhtes Vorkommen der
Meaddschen S$9) kanreein ZeicBen 8ines Mangels an essentiellen Fettsauren sein
(104).

Desaturasen sind Enzymkomplexe, die an das endoplasmatische Retikulum gebunden
sind und aus einer NADPH/H+-Cytochrom b5-Reduktase, Cytochrom b5 und der eigentlichen
Desaturase bestehen. Hierbei kann eine Doppelbindung gebildet werden. In tierischen und
menschlichen Zellen kommen jedoch nur g®, g6 und gb-Desaturasen vor. Diese Desaturasen
kénnen nur Doppelbindungen erzeugen, die nicht weiter als 10 C-Atome von der Carboxylgruppe
entfernt sind.

g®-Desaturasen: An den Substraten Palmityl- und vor allem Stearyl-CoA wird durch die
so genannten Stearyl-CoA-Desaturasen eine Doppelbindung am C-Atom 9 eingebunden, so dass
als Reaktionsprodukte Palmitoleyl-CoA bzw. Oleyl-CoA entstehen. Es gibt vier Isoformen der gB-
Desaturasen, die sich durch unterschiedliche Organverteilungen auszeichnen (101). Ein in der
Leber wirksamer Hemmer der Stearyl-CoA-Desaturase hat eine antidiabetische und
antidyslipidamische Wirkung (78).

b und gb-Desaturasen: An die bevorzugten Substrate Linoleyl-CoA bzw. Linolenyl-CoA,
werden an den C-Atomen 6 bzw. 5 weitere Doppelbindungen eingebaut. Zunachst wird in das
Linoleyl-CoA durch die gB-Desaturase eine neue Doppelbindung eingefihrt. Es entsteht q6,9,12-
Octadecatrienoyl-CoA (18:3n-6), welches anschlieliend um zwei C-Atome zum ¢8,11,14-
Eikosatrienoyl-CoA (20:3n-6) verlangert wird. Dieser Mechanismus mit Malonyl-CoA als Substrat
ahnelt der Fettsauresynthese, jedoch mit dem Unterschied, dass dieser im endoplasmatischen
Retikulum stattfindet und die Substrate als Thioester mit Coenzym A vorliegen. Durch die gb-
Desaturase kann eine weitere Doppelbindung eingefiigt werden, wodurch das gb,8,11,14-
Eikosatetraenoyl-CoA, das Arachidonyl-CoA (20:4n-6), gebildet wird. Wahrend EPA (20:5n-3) in
geringer Menge ebenfalls durch die g6 und gb-Desaturase synthetisiert werden kann, erfordert
die Synthese von DHA (22:6n-3) nach einer Elongation von 20:5n-3 zu 22:5n-3 und 24:5n-3 eine
Desaturierung zu 24:6n-3 gefolgt von einer peroxisomalen -®xidation zu 22:6n-3. Eine direkte

Konversion von 22:5n-3 durch eine gy-Desaturase findet nicht statt (121).
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der in der vorliegenden Arbeit bestimmten Fettsduren
(in Fettschrift). Die durchgehenden Pfeile markieren die Bildung einer Doppelbindung durch

Desaturasen und unterbrochene Pfeile eine Kettenverlangerung durch Elongasen (123).

1.3.2.3 Fettsadureabbau

Die Speicherung der Fettsduren erfolgt im Koérper als Triglyzeride. Eine Lipolyse in freie
Fettsauren erfolgt unter anderem durch die Hormone Adrenalin, Noradrenalin, Glucagon und
ACTH. Freie Fettsduren werden unter ATP-Verbrauch an Coenzym-A gebunden. Zur
Energiegewi nnung wer den Fetts?2ur e-Oxidation ahgelvaut (AbbildorgR)o ndr i al en
Da langkettige Fettsduren die Mitochondrienmembran nicht durchdringen kénnen, missen sie
zunéchst durch die Carnitin-Palmitoyltransferase-1 der auf3eren Mitochondrienmembran in einen
Carnitinester umgewandelt werden (56). Dieses fur den Fettsdureabbau
geschwindigkeitsbestimmende Enzym wird durch mehrere Mechanismen reguliert: Malonyl-CoA
ist ein physiologischer Hemmer, der verhindert, dass gleichzeitig die Fettsduresynthese uber
Malonyl-CoA stimuliert wird und FettsaurenindieMi t oc hon dr i-@xidatibon, r di e b

aufgenommen werden. Hohe Spiegel von Malonyl-CoA treten dementsprechend bei gesteigerter
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Fettsdurebiosynthese auf. Langkettige Fettsauren steigern hingegen die Expression der Carnitin-
Palmitoyltransferase-1. Hierfur ist auch der Transkriptionsfaktor PPARU verantwortlich, der durch
Fibrate aktiviert werden kann. Schilddriisenhormone induzieren ebenfalls die Expression der
Carnitin-Palmitoyltransferase-1, um den erhdhten Energiebedarf durch Steigerung der b-
Oxidation decken zu kénnen.

Eine pharmakologische Hemmung der Carnitin-Palmitoyltransferase-1 durch Etomoxir
oder Perhexilin flhrt zu einer gesteigerten Glucoseoxidation und bewirkte nicht nur im
Ischamie/Reperfusionsmodell sondern auch bei einer chronischen Druckbelastung des Herzens
eine Verbesserung der Herzfunktion (116). Auch kdnnte ein Teil der Funktionsverbesserung
d u r cBlocker auf eine Hemmung der Carnitin-Palmitoyltransferase-1 beruhen (81). Zusétzlich
zu Carnitin-Palmitoyltransferase-1 hemmt Etomoxir die Acetyl-CoA Carboxylase und wirkt als
schwacher PPARU Agonist.

An der inneren Mitochondrienmembran wird der Acylrest durch die Carnitin-
Palmitoyltransferase-2 wieder auf Coenzym A Ubertragen. In der mitochondrialen Matrix findet
d i eOxiflation der Fettsauren zu Acetyl-CoA statt, welches in den Citratzyklus eingeschleust
wird. Be i st ar k gexsldtianiergstehen ia der Lieber aus Acetyl-CoA Ketonkdrper als
wasserldsliche Derivate der Fettsduren. Die b-Oxidation der Fettsauren beginnt mit Acyl-CoA und
lauft in vier Einzelreaktionen ab. Zunachst wird durch die Acyl-CoA-Dehydrogenase Acyl-CoA an
den C-Atomen 2 und 3 dehydriert, wobei ein q2-trans-Enoyl-CoA entsteht. AnschlieRend entsteht
durch die Enoyl-CoA-Hydratase ein L-3-Hydroxyacyl-CoA und durch die L-3-Hydroxyacyl-CoA-
Dehydrogenase ein 3-Ketoacyl-CoA. Im letzten Reaktionsschritt wird durch die 3-Ketoacyl-CoA-
thiolase ein Molekil Acetyl-CoA vom 3-Ketoacyl-CoA abgespalten. Die Reaktionsprodukte
Oxidation sind ein Acetyl-CoA und ein um zwei C-Atome verkirztes Acyl-CoA, welches erneut
durch die b-Oxidation bis zuletzt zu einem Acetyl-CoA gekiirzt werden kann. Hemmer der 3-
Ketoacyl-CoA-thiolase steigern die Glucoseoxidation und erhéhen die Ischamieschwelle bei
Belastung (32). Fur die am besten untersuchte Substanz Trimetazidine wurde flr Patienten mit
idiopathischer DCM gezeigt, dass die Insulinresistenz reduziert und die LVEF verbessert wird
(117).

Bei Fettsauren mit einer ungeraden Zahl von C-Atomen entsteht bei der b-Oxidation am
Ende statt einem Acetyl-CoA ein aus drei C-Atomen bestehendes Acyl-CoA, das Propionyl-CoA.
Dieses kann nach enyzmatischem Umbau als Succinyl-CoA in den Citratzyklus eingeschleust
werden. Die ungesattigten Fettsauren werden durch die Enzyme der b-Oxidation soweit abgebaut,
bis ein gB-cis- oder ein gA-cis-Enoyl-CoA entsteht. Da in ungeséttigten Fettsauren cis-
Doppelbindungen vorliegen, muss die cis-Konfiguration zunachst in eine trans-Konfiguration
umgewandelt werden. Das g8-cis-Enoyl-CoA wird durch eine g8-cis-g®2-trans-Enoyl-CoA-
Isomerase zu gR-trans-Enoyl-CoA isomerisiert. Hingegen wird das g#-cis-Enoyl-CoA zum g®-

trans-g#-cis-Dienoyl-CoA oxidiert und in einer weiteren Reaktion zum g8-cis-Enoyl-CoA reduziert.
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Durch die Isomerase entsteht das gR-trans-Enoyl-CoA, das durch die Enzyme der b-Oxidation
weiter abgebaut werden kann.

Neben der mitochondrialen Fettsdureoxidation findet in den Peroxisomen eine weitere
Verstoffwechselung der Fettsduren statt. Da der grof3te Teil der Fettsduren eine gerade Anzahl
von C-Atomen aufweist, erfolgt der Abbau ebenfalls in Bruchstiicken aus zwei C-Atomen.
Prinzipiell &hneln die peroxisomalen Reaktionen denen der mitochondrialen b-Oxidation,
allerdings ist nicht die Einschleusung von Acyl-CoA in die Peroxisomen Carnitin-abhangig,
sondern der Auswartstransport von Acyl-CoA Verbindungen (122). Die peroxisomale Acyl-CoA
Oxidase katalysiert folgende Reaktion: Acyl-CoA + O, Y trans-g2-Enoyl-CoA + H,0,. Das
entstehende H,O, wird durch eine entsprechende peroxisomale Katalase eliminiert. Die
peroxisomale Fettsaureoxidation ist an der Synthese von DHA beteiligt (29; 108; 109; 121; 122).
Wenn es in der Progression der Herzinsuffizienz zu Veranderungen in der peroxisomalen
Fettsdureoxidation kommt, kénnte dies zu einem veranderten Verhaltnis von EPA zu DHA fuhren.
Gegensatzlich zur mitochondrialen b-Oxidation lauft die peroxisomale nur Uber zwei bis maximal
fanf Zyklen und dient somit eher der Verkirzung langkettiger Fettsauren als dem vollstandigen
Abbau zu Acetyl-CoA. Eine erhdhte diatetische Lipidzufuhr fihrt zu einer VergréRerung der
Peroxisomen, sowie zu einer vermehrten Biosynthese von Enzymen der peroxisomalen b-
Oxidation.

1.4 Perikardzugang

DCM Patienten haben wegen der erh6hten Wandspannung ein gesteigertes Risiko von
malignen Arrhythmien und plétzlichem Herztod. Es ist daher ein langerfristiges Ziel, den
Herzbeutel dieser Patienten vor einem elektiven Eingriff fir therapeutische Interventionen zu
nutzen (68). In Frage kommt hier vor allem die intraperikardiale Verabreichung von Stammzellen
(90) oder n-3 Fettsauren (127). Bei elektiven Eingriffen kdnnten n-3 Fettsduren in einer hohen
Konzentration in den Herzbeutel eingebracht werden, die bei oraler Verabreichung nicht erreicht
werden kdnnte.

Es wurde daher parallel zu den Bestimmungen der Fettsduren im Serum von Patienten
mit dilatativer Herzinsuffizienz versucht, neuartige Instrumente fir den Zugang in den normalen
Herzbeutel zu entwickeln. Zum jetzigen Zeitpunkt gelingt der sichere Zugang mit einer Nadel nur,
wenn eine ausreichende Separation von Perikard und Epikard als Folge eines chronischen
Perikardergusses vorhanden ist. Im Folgenden wird zunéchst der Stand der Technik hinsichtlich
des Zugangs in den Herzbeutel bei Patienten mit Perikarderguss dargestellt. Die Kenntnis des
Vorgehens bei einem chronischen Perikarderguss ist entscheidend fur die Anforderungen, die an
ein Instrument fiir den Zugang in einen Herzbeutel ohne oder mit nur geringem Perikarderguss

gestellt werden.
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1.4.1 Perikarderguss

Echokardiographisch kann die Separation des Perikards ab einem Erguss von 157 35 ml
festgestellt werden, bei gréReren Ergiissenkanns i ch das Her z al sstees.wi ngi ng hea
Die GréRe der Ergiisse wird eingeteilt in: 1. klein (echofreier Raum in der Diastole <10mm), 2.
moderat (10-20mm), 3. grof3 (>20mm) oder 4. sehr groR (>20mm und Kompression des Herzens).
Zur weiteren Diagnostik steht das CT und MRT zur Verfiigung. Im Réntgen-Thorax bilden sich
groCe Erg¢sse als global e Kar diBoontekgsabl e udt Aami hte rszchh ar f e n
lateralen Rontgendarstellungen kann die Perikardflissigkeit als transparente Linie innerhalb des
kardioperikardialen Schattens (Halo-Zeichen) zu sehen sein (69).

Ein Perikarderguss kann als transsudative, exsudative, eitrige oder hAmorrhagische
Form auftreten. Gro3e Ergisse kommen haufig bei neoplastischer, tuberkuléser, Cholesterin-
bedingter oder uramischer Perikarditis, einem Myxddem und Parasitosen vor. Sich langsam
bildende Erglsse bleiben lange asymptomatisch, wahrenddessen schnell zunehmende Ergiisse
(vor allem hamorrhagisch, innerhalb von Minuten bis Stunden) sich rasch als Tamponade mit
kardialer Kompression manifestieren kdnnen. Steigt der intraperikardiale Druck tber 20 mmHg,
kann es zu einer Asystolie kommen. Massive chronische Perikardergusse sind selten (2% - 3,5%
aller grof3en Ergusse). Gekammerte Erglisse kommen haufiger bei Narbenbildung z.B.
postoperativ, posttraumatisch und bei postpurulenter Perikarditis vor.

Diagnostisch kénnen sich elektrokardiographisch eine Niedervoltage, ST-Strecken-
Veréanderungen und Blockbilder zeigen. Patienten mit symptomatischen Perikardergiissen und
lokaler Kompression kénnen unter Dyspnoe, Heiserkeit, Schluckauf oder Ubelkeit leiden. Bei
Auftreten einer Tamponade kommt es zu einer raschen Beschwerdezunahme mit Angina pectoris,
Tachypnoe, Dyspnoe bis hin zur Bewusstlosigkeit. Eine sich zunachst verschleiernde
Tamponade kann sich erst mit den Zeichen ihrer Komplikationen (Nierenversagen, abdomineller
Plethora, Schockleber und Mesenterialischdmie) manifestieren. Bis zu einem Drittel der
asymptomatischen Patienten mit gro3em chronischem Perikarderguss entwickeln eine

unerwartete Tamponade.

1.4.2 Perikardpunktion

Die Perikardpunktion erfolgt am haufigsten, um einen hdmodynamisch relevanten
Perikarderguss unabhangig von seiner Atiologie zu entlasten. Aufgrund haufig fehlender
atiologischer Diagnose kdnnen initial leichtere Perikarditisformen mit nur kleinem Erguss schwere
Langzeitkonsequenzen zur Folge haben. Jedoch erfolgt die Perikardpunktion aufgrund der
gefurchteten Komplikation der Myokardperforation oft erst im Stadium einer Herztamponade bei
ca. 500 ml. Kleinere Ergiisse mit nur 100 ml werden nur in spezialisierten Zentren, wie im

Marburger Herzzentrum, punktiert.
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Therapeutisch ist die Perikardpunktion bei Erglissen ohne hamodynamische
Kompromittierung ab echokardiographisch >20 mm in der Diastole indiziert. Hdmodynamisch
relevante Ergisse und die Herztamponade sind absolute Indikationen (Klasse | Indikation) (69).
Daruber hinaus ist eine Perikardpunktion fur diagnostische Zwecke bei ungeklarter Ursache (mit
Flussigkeits- und Gewebeanalysen, Perikardioskopie und epikardiale/perikardiale Biopsie mit
PCR, Immunzytochemie und Immunhistochemie) anzustreben (Evidenzlevel B, Klasse lla
Indikation).

Die Aortendissektion ist eine absolute Kontraindikation. Relative Kontraindikationen
stellen eine nicht korrigierte Koagulopathie, eine medikamentése Antikoagulation, eine
Thrombozytopenie <50.000/mm?® und kleine, posteriore und gekammerte Ergiisse dar. Bei einer
akuten, traumatischen Einblutung, einer purulenten Perikarditis und bei gekammerten Erglissen
scheint eine chirurgische Drainage geeigneter. Bei erfolglosen wiederholten Perikardpunktionen
wird eine chirurgische Intervention empfohlen (69).

Die Perikardpunktion wird Uberwiegend unter Durchleuchtung in einem Herzkatheterlabor
mit EKG-Monitoring durchgefiihrt. Ein direktes EKG-Monitoring der Punktionsnadel stellt jedoch
alleinig keine adaquate Sicherungsmal3nahme dar. Eine simultane Rechtsherzangiographie kann
die hamodynamische Verbesserung durch den drainierten Erguss nachweisen. Der
subxyphoidale Zugang ist der in Deutschland am héaufigsten genutzte, hierzu wird eine lange
Nadel (Tuohy oder diunnwandige 18-Gauge) in Richtung der linken Schulter unter einem 30°
Winkel zur Haut unter standiger Aspiration gestochen. Diese Strecke liegt extrapleural und
umgeht die Mammariaarterien und die perikardialen Arterien. Unter Durchleuchtung mit Halo-
Phanomen im lateralen Blickwinkel kann durch das langsam injizierte Kontrastmittel die korrekte
Lage dargestellt und ein weicher J-FUhrungsdraht eingefiihrt und nach Dilatation gegen einen
Anschlusskatheter gewechselt werden. Anteriore Ergisse >10 mm sind wesentlich einfacher zu
punktieren als kleine, posterior lokalisierte Erglisse. Der kirzeste Weg zur sonographischen
Kontrolle stellt der 6./ 7. Intercostalraum in der anterioren Axillarlinie dar. Die Perikardioskopie mit
Luft- statt Flissigkeitsinsufflation ist geeigneter, um die Perikardoberflache zu inspizieren und um
mdgliche epi-/perikardiale Biopsien sicher zu entnehmen. Die anschlieRende Histologie kann die
Diagnose bei neoplastischer Perikarditis und Tuberkulose, ferner bei viraler Perikarditis durch die
PCR oder die IgG-, IgM- und IgA- und Komplement Fixation erméglichen (65).

Mdgliche Komplikationen der Perikardpunktion sind die Verletzung und Perforation des
Myokards und der Koronarien. Dariiber hinaus kénnen eine Luftembolie, Pneumothorax und
Arrhythmien (vasovagale Bradykardie) auftreten. Echokardiographiestudien zeigten eine Rate
von schweren Komplikationen von 1,3-1,6% (69). In einer grof3en Serie von perkutanen
Perikardpunktionen unter Durchleuchtungskontrolle kam es in 0,9% zu kardialen Perforationen, in
0,6% zu schweren Arrhythmien, in 1,1% zu arteriellen Blutungen, in 0,6% zu einem

Pneumothorax, in 0,3% zu einer Infektion und in 0,3% zu einer schweren vagalen Reaktion (69).
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2 Zielstellung

Die Dilatation des Herzens geht mit einer schlechten Prognose einher. Die Ursachen sind
weitgehend unbekannt und es gibt zum jetzigen Zeitpunkt keine spezifische Therapie, um die
Progression aufzuhalten. Da als Folge einer Dilatation und damit einhergehender
eingeschrankter Herzfunktion und veranderter neuroendokriner Aktivierung auch der
Stoffwechsel beeinflusst wird, kann man Veranderungen im Profil von Fettsauren im Serum
annehmen.

Die Entwicklung eines Gaschromatographie-Verfahrens zur Bestimmung eines
ausfihrlichen Fettsaureprofils in kleinen Blutvolumina (ca. 20 ul) von Patienten ist ein
Hauptanliegen dieser Arbeit. Es soll das Serum von Patienten mit einer unterschiedlich stark
ausgepragten kardialen Dilatation untersucht werden. Die Frage wird gestellt, ob die insuffiziente
und nicht insuffiziente Herzlberbelastung verschiedene Wirkungen auf den Stoffwechsel
mehrfach ungesattigter, einfach ungesattigter und gesattigter Fettsduren hat. Des Weiteren sollen
die Einflisse von geometrischen und funktionellen Parametern des Herzens untersucht werden.
Die mdgliche Assoziation des Ausmales der kardialen Dilatation mit einer Reduktion hoch
ungesattigter Fettsduren wird untersucht und die Hypothese aufgestellt, dass hoch ungesattigte
Fettsauren eine Risikostratifizierung einer kardialen Dilatation ermdglichen.

Weiterfuhrend soll untersucht werden, ob bei einem Rattenmodell mit iberbelastetem
Herzen Veranderungen im Serumfettsdureprofil auftreten, die vergleichbar mit den
Patientendaten sind.

Ebenso sollen Blutspiegel von EPA und DHA bei gesunden Freiwilligen untersucht
werden. Bisher stehen lediglich Einbaudaten mit der Dosis von 4 und 8g Omacor®/Tag bei
Patienten mit inflammatorischer IgA-Nephropathie und Hypertriglyzeridémie zur Verfugung. Um
das Ausmal} von beobachteten n-3 Fettsaureveréanderungen bei dilatativer Herzinsuffizienz
abschéatzen zu kénnen, soll 1g Omacor®fl'ag (840mg EPA und DHA Ethylester) verabreicht und
Fettsauren im Vollblut, Serum und Blutzellen bestimmt werden. Um Omacor® von Fischélen
(Triglyzeride) unterscheiden zu kénnen, sollen mit dem Gaschromatograph-Massenspektrometer
oxidative Abbauprodukte von EPA und DHA nachgewiesen werden.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Voraussetzungen fur einen
risikoarmen Zugang in den Herzbeutel bei einer nur geringen Separation von Perikard und
Epikard zu schaffen, der mit der seitherigen Methode einer Nadelpunktion als nicht sicher
einzustufen ist. Zur Reduzierung von Arrhythmien und der Infarktgré3e, wie im Infarkt-

Schweinemodell von Xiao et al. (127) gezeigt, konnte DHA in den Herzbeutel appliziert werden.
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Mikrobestimmung des Fettsaureprofils mit Gaschromatographie

3.1.1 Extraktion von Lipiden

Lipide kénnen mit einer Vielzahl von organischen Lésungsmitteln extrahiert werden, die
gebrauchlichste Methode von Folch et al. (30) erfordert eine Mischung aus Methanol und
Chloroform. Die Extraktionsprozedur fiir 12 Proben und die Umesterung benétigen etwa 3,5 h
und erfordern folgende Schritte:

1. Eine Stammldsung aus 10% butyliertem Hydroxytoluol in Methanol wird vorbereitet (kann
im Kuhlschrank gelagert werden).

2. 5l 10% butyliertem Hydroxytoluol werden zu 10 ml Methanol in einen Erlenmeyer
Glaskolben pipettiert.

3. Eine Extraktionslésung entsprechend Folch et al. (30) wird durch Mischung von 1 ml
Methanol/0,005% butyliertem Hydroxytoluol mit 2 ml Chloroform ( AFol ¢ hl ©sungf
hergestellt.

4. 290 Ol AFolchl®°sungfd wir @032mg) QlO:®Staddard®er um und 10
einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal hinzugefugt und geschdittelt. Im Falle von
Vollblut wird ein Ultraschallbad mit Eiswasser fur 5 min benutzt.

5. AnschlieRend erfolgt eine Extraktion in Eiswasser (45 min) unter Verwendung eines
Schiittlers, anschlieend eine Zentrifugation bei 4°C (15 min, 4000 Umdrehungen/min;
Hettich Universal 30RF, Rotor 1412).

6. 200 pl vom Uberstand werden in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal pipettiert und mit
40 ul einer 0,9% NaCl Losung gemischt, 5 min geschuttelt und 15 min bei 4000
Umdrehungen/min und 4°C zentrifugiert.

7. Die untere Phase wird abpipettiert, wobei durch einen positiven Druck (leichtes
Alubbern") verhindert wird, dass die obere Phase in die Pipettenspitze gelangt, wobei
nicht mehr als 90% der unteren Phase enthommen werden.

8. Der Extrakt wird in einem Reaktionsgefal mit einem gasdichten Teflon® ausgekleideten

Schraubdeckel unter schwachem Stickstoffstrom konzentriert.

3.1.2 Umesterung der Triglyzeride mit Methanol

Eine haufig angewandte Methode, um Methylester aus Fettsauren herzustellen,
verwendet wasserfreies Methanol in Anwesenheit des Katalysators Bortrifluorid (14% BF3, 86%

Methanol) bei 60°C - 90°C. Es wurde jedoch berichtet, dass ein selektiver Verlust von mehrfach
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ungesattigten Fettsduren und Artefakt-Peaks auftreten kénnen (34; 111), was auch in den hier
beschriebenen Experimenten beobachtet wurde. Deshalb wurde eine Basen-katalysierte
Umesterung verwendet, die eine nur schwache Erwarmung erfordert:

1. 0,2 M KOH wird in trockenem Methanol geldst.
Der Rickstand (von obigem 8. Schritt) wird in 750 pl 1:1 Methanol:Toluol geldst.
750 pl 0,2 M KOH in Methanol wird hinzugefiigt und gut geschuittelt.
Das Gefaf? wird dicht verschraubt und fur 15 min auf 35°C erhitzt.

o~ D

Nach Abkihlung auf Zimmertemperatur werden 1,5 ml einer 4:1 Hexan:Chloroform

Mischung hinzugefugt.

6. Durch Hinzuftigen von 100 yl 1 M Essigsaure wird die Lésung neutralisiert und der pH-
Wert durch Aufbringen kleiner Tropfen auf ein pH-Indikatorpapier kontrolliert.

7. 1,5 ml Quarz-destilliertes Wasser wird hinzugefugt und geschuttelt, bis die obere Phase
klar wird.

8. Es erfolgt eine Zentrifugation bei 2000 Umdrehungen/min fiir 5 min bei
Zimmertemperatur.

9. Die obere Phase wird in ein Eppendorf-Reaktionsgefald pipettiert und das Losungsmittel

unter schwachem Stickstoffstrom fast vollstandig verdampft.

10. 1 pl der Probe wird in den Gaschromatographen eingespritzt.

3.1.3 Gaschromatographie

Die Gaschromatographie als Verteilungschromatographie wird als Analysenmethode zur
Auftrennung von Gemischen in einzelne chemische Komponenten verwendet. Dabei findet die
Gaschromatographie nur bei Komponenten Anwendung, die gasférmig sind oder sich
verdampfen lassen (Siedebereich bis ca. 400°C). Der Gaschromatograph besteht aus drei
wesentlichen Teilen, dem Injektor, der Trennséaule im Ofen und dem Detektor. Die Probe wird in
einem niedrig siedenden Ldsungsmittel gelést und durch ein Septum in den Injektor eingespritzt.
Der Injektor wird auf 260°C beheizt, um eine méglichst rasche und vollstandige Verdampfung der
Probe zu erreichen. Die zu trennenden Fettsauremethylester werden dann durch das Tragergas
(Saulenvordruck bis zu 6 bar) in die Trennsaule transportiert, die sich in einem Ofen mit einer fir
die Auftrennung erforderlichen Temperatur befindet. In der vorliegenden Arbeit wurde
Wasserstoff als Tragergas (mobile Phase) benutzt. Die Quarzglas-Saule (fused silica) ist innen
mit einer stationaren Phase von Polysiloxanen ausgekleidet. Die eingespritzten
Fettsduremethylester verweilen je nach Polaritat unterschiedlich lange an der stationaren Phase
der Séaule. Bei unpolaren Fettsauren treten ausschlie3lich Van-der-Waals-Bindungen
(Dispersionswechselwirkungen) auf, wahrend bei polaren Substanzen auch polare

Wechselwirkungen, z.B. Wasserstoffbriickenbindungen oder Donator-Akzeptor-Bindungen
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auftreten kdnnen. Am Ende der Séule befindet sich ein Flammenionisationsdetektor, der ein
elektronisches Signal erzeugt, wenn eine Substanz die Saule verlasst. Das elektronische Signal
wird als Peak registriert und mit Hilfe einer Software integriert und ausgewertet. Die Auftrennung
einer Probe dauert 50 min.

Fir die Gaschromatographie wurde ein 8610C Gaschromatograph von SRI Instruments

(Torrance, CA, USA) benutzt, ausgestattet mit einem Flammenionisationsdetektor (Abbildung 4).

Abbildung 4. Gaschromatograph mit einem fir die vorliegende Arbeit entwickelten Mikroschalter,

der die Probeninjektion und den Registrierungsbeginn synchronisiert.

Aus Sicherheitsgriinden wurde Wasserstoff mit einem H2-50XR Wasserstoff-Generator
(50 ml/min, 30 psi/3 bar; SRI Instruments) kontinuierlich in kleiner Menge hergestellt. Fur die
Datenerfassung und Integration wurde das Peak Simple Chromatography Data System Modell
302 (SRI Instruments) verwendet. Methylester von Fettsduren wurden auf der SP-2560 fused-
silica Kapillarsaule (100 m x 0,25 mm x 0,2 um Filmdicke) von Supelco (Sigma-Aldrich Chemie,

Taufkirchen) aufgetrennt, fir die ein Standard mit 37 Fettsauremethylester (Supelco F.A.M.E. Mix
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C4-C24, Nr. 18919-1AMP) erhéltlich ist (Abbildung 5). Die Me a dhe Saure (C20:3n-9) wurde
mit dem cis-p5 , 8-Eicbshtriensduremethylester (Sigma-Aldrich, Nr. E6013) identifiziert. Die
chromatographischen Bedingungen waren: Saulenofen, 140°C fir 5 min, Erh6hung auf 240°C bei
einer Rate von 4°C/min, Plateau bei 240°C fiir 20 min; Injektor 260°C, Detektor 260°C, Tragergas
Wasserstoff 1 ml/min, Split 1:10, Brenngas Wasserstoff 30 ml/min, synthetische Luft 300 ml/min.
Um die Datenaufnahme mit der Probeninjektion zu synchronisieren, wurde eine
Anordnung benutzt (gemeinsam entwickelt und gebaut mit Herrn E. Schiiler, Technische
Entwicklungsabteilung der Medizinischen Forschungseinheiten), die mit einem Mikroschalter auf
der Vorderseite des Probeninjektionsanschlusses ausgeristet war (Abbildung 4). Der Hebel des
Schalters war U-férmig mit zwei Stahlstdben verbunden. Bei der Probeninjektion wurde der

Kontakt des Mikroschalters geschlossen und die Datenerfassung gestartet.
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Abbildung 5. (Oben) Gaschromatogramm mit 37 Fettsuren des Fettsdurestandards Supelco
F.A.M.E. Mix C4-C24. Arachinsaure (C20:0), Arachidonsaure (C20:4n-6, cis-5,8,11,14),
Behensaure (C22:0), Buttersaure (C4:0), Caprinsaure (C10:0), Capronsaure (C6:0), Caprylsaure
(C8:0), Docosadiensaure (C22:2, cis-13,16), Docosahexaenséaure (C22:6n-3, cis-
4,7,10,13,16,19), Eicosadiensaure (C20:2n-6, cis-11,14), Eicosapentaensaure (C20:5n-3, cis-
5,8,11,14,17), Eicosatriensaure (C20:3n-6, cis-8,11,14), Eicosatrienséaure (C20:3n-3, cis-
11,14,17), Eicosaenséaure (C20:1, cis-11), Elaidinsaure (C18:1, trans-9), Erucaséaure (C22:1, cis-
13), Heneicosanséaure (C21:0), Heptadecansaure (C17:0), Heptadecenséure (C17:1, cis-10),
Laurinséaure (C12:0), Lignocerinséure (C24:0), Linolsaure (C18:2n-6 cis-9,12), Linolelaidinsaure
(C18:2, trans-9,12), o-Linolenséaure (C18:3n-6, cis-6,9,12), Linolensaure (C18:3n-3, cis-9,12,15),
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Myristinsaure (C14:0), Myristoleinsaure (C14:1, cis-9), Nervonséaure (C24:1, cis-15), Olsaure
(C18:1n-9, cis-9), Palmitinsaure (C16:0), Palmitoleinsaure (C16:1, cis-9), Pentadecanséaure
(C15:0), Pentadecenséaure (C15:1, cis-10), Stearinsaure (C18:0), Tricosanséure (C23:0),
Tridecansaure (C13:0), Undecansaure (C11:0). (Unten) Reprasentatives Fettsdureprofil von

humanen Blutzellen.

3.1.4 Integration der Fettsaurepeaks

Die Flachen der Fettsdurekomponenten wurden basierend auf den folgenden Regeln
berechnet (Abbildung 6):

1. Die Basislinie wird fortlaufend und so gerade wie moglich gezogen, wobei die kleinsten
Peaks/Hebungen direkt auf der Basislinie lokalisiert sind bzw. sie standig berthren. (Pfeil
1).

2. Falls die Basislinie keinen klaren horizontalen Verlauf nimmt, wird die Basislinie dem
Verlauf der kleinsten Peaks/Hebungen folgend gezogen (Pfeil 2).

3. Im Falle von sich Uiberschneidenden Peaks wird eine senkrechte lotfallende Linie von der

Senke zur Basislinie gezeichnet (Pfeil 3). Die Basislinie wird nicht durch die

Senkungspunkte gezogen.

Abbildung 6. Auswertung einer exemplarischen Serumprobe mit Integration der entsprechenden
Peaks mit Hilfe der aufgestellten Regeln (Peak Simple Chromatography Data System Modell 302,

SRI Instruments).
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Befolgt man diese Regeln, wird die Variabilitat zwischen zwei auswertenden Personen
sehr klein (Abbildung 7). Es sollte erwahnt werden, dass der eigentliche Prozentsatz der
Fettsauren durch die Anzahl der Fettsauren bestimmt wird, die in die Analyse eingeschlossen

werden.
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Abbildung 7. Variabilitat der prozentualen Werte von DHA in Seren, die von zwei Personen

unabhéngig voneinander ausgewertet wurden.

3.2 Patienten mit dilatativer Herzinsuffizienz

Bei 308 Patienten mit Kardiomyopathie und Belastungsdyspnoe, typischen thorakalen
Beschwerden, Auffalligkeiten im 12-Kanal-Elektrokardiogramm oder positiver
Ergometrieuntersuchungen (10; 11) wurden in einer retrospektiven Analyse Serumfettsduren
bestimmt. Die Patienten erhielten eine medikamentdse Standardtherapie fur Herzinsuffizienz. N-3
Fettsaurepraparate wurden nicht verabreicht. Zur Bestimmung der hAmodynamischen Parameter
wurden Links- und Rechtsherzkatheter durchgefiihrt und die intraventrikularen Driicke mit Hilfe
eines Pigtail-Katheters bestimmt. Der Pulmonalarteriendruck und der mittlere

Kapillarverschlussdruck wurden mit einem Swan-Ganz-Katheter gemessen.
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3.2.1 Echokardiographie und Wandspannung

Die linksventrikularen Diameter (LVEDD, LVESD), die intraventrikulare
Septumwanddicke (IVSD, IVSS), die posteriore Wanddicke (LVPWD, LVPWS) jeweils bei
Enddiastole und Endsystole und die LVEF wurden echokardiographisch im apikalen Vierkammer-
und parasternalen Langachsenschnitt mittels B-mode bzw. M-mode-Technik ermittelt. Die
Parameter wurden zur Kérperoberflache mit der DuBois Gleichung normiert, angegeben mit A
z.B. LVEDVI, und mit 0N°'425 X H°'725) x 0.007184 (Gewicht W in kg, Korpergrof3e H in cm)
berechnet. Die LV Masse (g) wurde mit der Penn-cube Gleichung von Devereux et al. (26) als
1,04 x [(LVEDD + IVSD + LVPWD)3 - LVEDD?] - 13.6 (Durchmesser in cm) bestimmt.

Die Wandspannung S (in kPa ausgedriickt) wurde mit den echokardiographischen Daten
und dem linksventrikularen Druck als Pr2/(2tr+t2) berechnet (9; 10); P beschreibt den
intraventrikuldren Druck, r den linksventrikul&ren Innenradius und t die Wanddicke. Um die
enddiastolische und endsystolische LV Wandspannung bestimmen zu kénnen, wurde LVEDP
bzw. LVESP fir P eingesetzt, die Halfte von LVEDD bzw. LVESD fir r und LVPWD bzw. LVPWS
far t.

3.2.2 Zeitbereichsanalyse der Herzfrequenzvariabilitat

Digitale Aufzeichnungen vom Langzeit-Elektrokardiogramm wurden in einer Teilmenge
der Patienten (n=135) analysiert (6; 115). Bei der Zeitbereichsanalyse der
Herzfrequenzvariabilitat stehen Veranderungen des Abstandes aufeinander folgender
Herzschlage bei normalem Sinusrhythmus im Vordergrund. Es wurden Schlag-zu-Schlag
Intervalle (Normal-zu-Normal-Intervalle, NN-Intervalle) bestimmt und die Standardabweichung
der NN-Intervalle (SDNN) berechnet. Dartber hinaus wurde der SDNN-Index (SDNN-I, Mittelwert
der Standardabweichungen der NN-Intervalle aller 5 min Intervalle) und SDANN

(Standardabweichung der Mittelwerte der NN-Intervalle aller 5 min Intervalle) bestimmt.

3.3 Bestimmung von Aldehyden in Fischdlpréparaten mit
Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist ein Verfahren zur Messung des Verhéltnisses von Masse zu
Ladung. Bei bekannter Ladung kann die Masse der Teilchen ermittelt werden. Allgemein besteht
ein Massenspektrometer aus einer lonenquelle, einem Analysator und einem Detektor. Bei dem
verwendeten lonenfallen MS sind die lonenquelle und der Analysator eine Einheit.

Der hier benutzte Saturn 2200 GC/MS besteht aus einem CP-3800 Gaschromatograph
mit gekoppeltem Varian Saturn 2200 lonenfallen MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
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USA), wobei der Gaschromatograph zur Auftrennung der zu untersuchenden Substanzen und die
Massenspektrometrie zur Identifizierung der einzelnen Komponenten dient (Abbildung 8). Da eine
Kapillarsédule (Varian VF-5ms 30mx25mm ID DF=0.25) mit nur geringem Tragergasfluss
verwendet wurde, die das erforderliche Vakuum im MS nicht stért, konnten die beiden Gerate
Uber eine beheizte Transferline direkt miteinander gekoppelt werden. Nach Einspritzung der
Proben in die Kapillarsaule uber den GC-Injektor gelangten die in der Saule aufgetrennten
Molekdle Uber die Transferline in die lonenfalle, wo sie ionisiert wurden. Bei der lonisation einer
Substanz fragmentiert diese in ein vorhersehbares lonenmuster. Aus den Massenzahlen des
Molpeaks und eventuell vorhandener Isotopenmustern kann auf die Strukturformel der zu
untersuchenden Substanz geschlossen und mit Hilfe einer Massenspektrenbibliothek (z.B. NIST)
verglichen werden. Die lonisierung kann entweder durch eine ElektronenstofRionisation mit einer
Energie von 50 - 80 eV oder eine chemische lonisation erfolgen. Bei der El werden die Molekdle
der Einzelsubstanz stark, bei der Cl nur schwach fragmentiert. Bei der El wird durch den
Zusammenstol3 der Elektronen mit den Molekilen Energie tbertragen und primére positive lonen
erzeugt. Diese sind jedoch meist sehr instabil und zerfallen ganz oder teilweise zu kleineren
geladenen Massenfragmenten. Bei der CI (z.B. Acetonitril) reagieren die aus dem Gas gebildeten
lonen mit dem Analyten. Der Fragmentierungsgrad ist geringer als bei der El, sodass haufig ein
Molpeak und charakteristische Addukte beobachtet werden. Uber die Molmasse kénnen vor
allem Fettsauren eindeutig identifiziert werden (72). Die lonen werden durch einen
Elektronenverstarker bzw. Sekundarelektronenvervielfacher detektiert, welcher ein zur Anzahl der
lonen proportionales Signal produziert.

Es sollten Omacor® (840 mg EPA+DHA Ethylester) und zwei handelsibliche Fischéle
beziiglich ihres Gehaltes an fliichtigen Verbindungen (VOCs) mit der El untersucht werden. Die
chromatographischen Bedingungen waren: 35°C fur 3 min, Erhéhung auf 70°C bei einer Rate von
3°C/min, Erhéhung auf 200°C bei einer Rate von 10°C/min, Erhéhung auf 260°C bei einer Rate
von 20°C, Plateau bei 260°C fur 1 min.

Fur die Bestimmung von flichtigen organischen Verbindungen, die bei der Autoxidation
ungesattigter Fettsauren entstehen, wurde das Festphasenmikroextraktionsverfahren (SPME)
und der Supelco Micro-Extraction Holder 57330-U (75um Carboxen PDMS; Sigma-Aldrich)

eingesetzt.
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Abbildung 8. Schematischer Aufbau des Saturn 2200 GC/MS (aus Varian Hardware Manual, 03-
914978-00:Rev.1).

3.4 Verabreichung von EPA+DHA Ethylestern an gesunde Probanden

Nach Verabreichung von Omacor® (840 mg EPA (46%) und DHA (38%) Ethylester;
Solvay Pharma, Hannover; Abbildung 9) als Nahrungserganzungsmittel an freiwillige, kardial
nicht vorerkrankte Probanden wurden die Spiegel der Fettsauren in Blut bestimmt, wobei ca. 20

pl Blut stets 18 h nach der Einnahme einer Kapsel abgenommen wurden.
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Abbildung 9. Ein reprasentatives Gaschromatogramm von Omacor®, das ohne Derivatisierung in
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den Gaschromatographen eingespritzt wurde.
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In einem ersten Protokoll (9 Personen) wurden die Fettsauren im Vollblut bestimmt,
einmal vor der ersten Kapseleinnahme und 3, 7, 11, 15, 22 und 30 Tage nach taglicher
Verabreichung und an Tag 3, 6, 9, 13 und 27 nach Beendigung der Einnahme (97). In einem
zweiten Protokoll wurde zweimal mit jeweils 3 Personen und zwischenzeitlicher Pause von 5
Wochen Omacor® verabreicht. Die Bestimmung der Fettsauren wurde in geronnenen Blutzellen
und im Serum vorgenommen. Die Blutabnahme fand vor der ersten Verabreichung und an den
Tagen 1, 3, 7, 11, 15, 16, 30, 43 nach taglicher Omacor®-Einnahme statt. Nach der 44. Einnahme
wurde die Verabreichung beendet und anschlie3end an den Tagen 1, 3, 6, 9, 13, 30 Blut
enthommen. Um auch zirkadiane Einflisse zu untersuchen, wurde Blut auch 3, 6, 9, 18 und 24
Stunden nach der Kapseleinnahme am 1.Tag, 16.Tag und 44.Tag abgenommen. Es waren keine
Unterschiede bei EPA und DHA in geronnenen Blutzellen und Vollblut erkennbar.

Vorgehensweise bei der Blutenthahme: Nach Desinfektion des Fingers mit Softasept N
(B. Braun, Melsungen) wurde mit einer Stechhilfe Accu-Check Softclix (Roche Diagnostics,
Mannheim) in eine Fingerspitze gestochen und ca. 20 pl des entstehenden Bluttropfens mit einer
Eppendorf-Pipette abpipettiert. AnschlieRend wurde die Probe in einem Eppendorf-
Reaktionsgefall 40 min auf Eis gestellt. Flr die getrennte Untersuchung von Serum und
Blutzellen wurde das Blut 20 min bei 5000 Umdrehungen/min und 10°C zentrifugiert. Die
zentrifugierte Probe wies 2 getrennte Phasen (untere, Sediment; obere, Serum) auf. Die Proben
wurden in einem -70°C Tiefkihlschrank gelagert. Alle Blutentnahmen und die Aufarbeitung

wurden von mir durchgefihrt.

3.5 Druckbelastung des Herzens bei der Ratte

Uninephrektomierte mannliche Ratten (Charles River, Sulzfeld), denen subkutan ein
Silikongummi mit Deoxycorticosteronacetat (DOCA; Sigma-Aldrich) mit einem Silikon : DOCA
Verhéltnis von 3 : 1 und einer Dosis von 1 mg DOCA/g Kérpergewicht implantiert wurde (86) und
die Trinkwasser mit 1% NacCl erhielten, wurden mit Kontrollratten verglichen (Tabelle 2). Die
Kontrollratten bekamen Standardfutter und Leitungswasser. Einer weiteren Gruppe von DOCA-
Salz Ratten wurde tberkalorisches Futter mit 24% Kokosnussfett (47% der Kalorienaufnahme)
und 32% Saccharose (26% der Kalorienaufnahme) verabreicht. Es wurde folgende
Gruppenaufteilung vorgenommen: 10 Ratten mit DOCA-Salz Behandlung, 11 Ratten mit DOCA-
Salz Behandlung und Uberkalorischer Fitterung, 8 Kontrollratten. Die Ratten wurden 12 Wochen
nach Versuchsbeginn dekapitiert, die Organe rasch entfernt und in flussigem Stickstoff
eingefroren. Die Fettsdureaufarbeitung aus dem Serum, die Injektion in den

Gaschromatographen und die Integration der Fettsauren wurden von mir durchgefihrt.
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3.6 Statistische Auswertung

Die Patientendaten wurden von Prof. Dr. P. Alter aus der ORBIS Datenbank zur
Verfuigung gestellt und von mir nach Uberfiihrung in die Access (Microsoft) Datenbank in
Statistica (StatSoft, Tulsa, OK, USA) ibernommen, dort mit den Serumfettsaurespiegeln
zusammengefuhrt und statistisch ausgewertet. Es wurden von mir alle verfiigbaren Akten der 308
Patienten auf Langzeit-EKG Aufzeichnungen durchgesehen und bei 135 Patienten die
Herzfrequenzvariabilitdtsparameter in Access Ubertragen. Die Rohdaten des
Gaschromatographen wurden getrennt von Frau D. Wagner (CTA) und mir integriert (siehe
Abbildung 7), von mir gemittelt und zusammen mit den klinischen Daten statistisch ausgewertet.

Der Kolmogorov-Smirnov-Test wurde zur Uberpriifung der Normalverteilung verwendet.
Mit der Varianzanalyse (ANOVA)unddemDuncandés mul t ieffolgten mulipege Tes't
Vergleiche. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Alle
Wabhrscheinlichkeitswerte sind zweiseitig. Eine statistische Signifikanz wurde bei p< 0,05
angenommen. Die Prifung auf Gleichheit der Varianzen erfolgte mit dem Brown-Forsythe Test
(73). Beim Zeitverlauf der Omacor® Verabreichung wurden die Repeated measures ANOVA und
der Tukey-Kramer multiple comparison test verwendet (GraphPad InStat, San Diego, USA). Mit
einer multiplen Regressionsanalyse wurde die Vorhersagewert von verschiedenen
Serumfettsauren fiir LVEDD beurteilt. Die Receiver operating characteristics Analyse wurde
angewandt, um einen geeigneten Cut-off-Punkt fir die Variablen zu bestimmen. Der Cut-off-
Punkt wurde bei einem Wert von DHA mit der héchsten Genauigkeit festgelegt (minimal falsch
negative und falsch positive Ergebnisse, entsprechend dem héchsten Durchschnitt von
Sensitivitat und Spezifitat) (MedCalc, MedCalc Software, Mariakerke, Belgien). Eine 4-Felder-
Tafel wurde benutzt, um die Sensitivitat, Spezifitat und den pradiktiven Wert von Serum DHA zum

Ausschluss einer schweren linksventrikularen Dilatation zu berechnen.

35



4 Ergebnisse

4.1 Patienten mit dilatativer Herzinsuffizienz

4.1.1 Korrelationen von Serumfettsauren

DHA war mit der Vorstufe EPA positiv korreliert (r=0,48, p<0,001), jedoch nicht mit 18:3n-
3 -Litblensaure), der Ausgangsfettsaure der n-3 Familie (Abbildung 10). In der n-6
Fettsaurefamilie war Arachidonsaure mit der direkten Vorstufe 20:3n-6 korreliert (r=0,42,
p<0,001) aber nur schwach mit der Ausgangsfettsaure 18:2n-6 (r=0,18, p<0,001). GroRRe
Unterschiede in EPA, DHA und Arachidonsaurespiegel kénnen durch die Ausgangsfettsauren
daher nicht erklart werden. Die mehrfach ungeséttigten n-3 und n-6 Fettsdurefamilien werden
aber durch gemeinsame Faktoren beeinflusst, wie aus der Korrelation (r=0,53, p<0,001) von DHA
mit Arachidonséure (Abbildung 11) gefolgert werden kann.

Die mehrfach ungesattigten n-3 und n-6 Fettsauren korrelierten wiederum negativ mit
einfach ungesattigten n-9 und n-7 Fettsduren (Abbildung 11). DHA war negativ mit 16:1n-7 und
18:1n-9 korreliert (r=-0,28, p<0,001 bzw. r=-0,42, p<0,001). Ebenso war Arachidonsaure negativ
mit 16:1n-7 und 18:1n-9 korreliert (r=-0,38, p<0,001 bzw. r=-0,44, p<0,001). Beziglich der
Einflisse der Ausgangsfettsauren einfach ungesattigter Fettsauren war 16:1n-7 positiv mit 16:0
korreliert (r=0,24, p<0,001) und 18:1n-9 negativ mit 18:0 (r=-0,63, p<0,001). Es muss hierbei

berlcksichtigt werden, dass die Konzentration von 16:0 im Vergleich zu 18:0 héher war.
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Abbildung 10. Produkt/Vorstufe Beziehungen von Serumfettsauren (%) bei Patienten mit
dilatativer Herzinsuffizienz. Korrelationen: (A) 16:0 mit 16:1n-7 (y=-0,54+0,10x; r=0,24; p<0,001),
(B) 18:0 mit 18:1n-9 (y=42,43-1,92x; r=-0,63; p<0,001), (C) 20:3n-6 mit Arachidonsaure
(y=2,92+1,45x; r=0,42; p<0,001), (D) EPA mit DHA (y=0,77+0,85x; r=0,48; p<0,001), (E) 18:2n-6
mit Arachidonsaure (y=3,07+0,10x; r=0,18; p<0,001), (F) 18:3n-3 mit DHA (y=1,25-0,10x; r=-0,03;

ns).
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Abbildung 11. Korrelationen von Serumfettsauren (%), die verschiedenen Fettsaurefamilien
angehoren, bei Patienten mit dilatativer Herzinsuffizienz. Korrelationen von DHA mit (A)
Arachidonséaure (y=2,86+1,78x; r=0,53; p<0,001), (C) 16:0 (y=30,38-1,22x; r=-0,21; p<0,001), (E)
16:1n-7 (y=2,92-0,51x; r=-0,28; p<0,001) und (G) 18:1n-9 (y=29,91-3,84x; r=-0,42; p<0,001).
Korrelationen von Arachidonsaure mit (B) EPA (y=0,19+0,07x; r=0,40; p<0,001), (D) 16:0
(y=31,77-0,57x%; r=-0,42; p=0,001), (F) 16:1n-7 (y=3,30-0,20x; r=-0,38; p<0,001) und (H) 18:1n-9
(y=31,19-1,17x; r=-0,44; p<0,001).
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