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ZUSAMMENFASSUNG
Der Effekt parasympathischer Stimulation
auf die Entstehung von Arrhythmien
beim langen QT-Syndrom Typ 3
Dierk Damke

Das lange QT-Syndrom ist eine seltene aber schon im frithen Lebensalter auftretende und
zu letalen Arrhythmien fiihrende Kardiomyopathie. Nach sporadischen klinischen
Beobachtungen scheint eine parasympathische Stimulation beim langen QT-Syndrom Typ 3
pathophysiologisch das Auftreten einer Bradykardie und das Auftreten von Arrhythmien
vom Typ der Torsade de Pointes zu begiinstigen. Dieses haben wir am Model der genetisch
verdnderten AKPQ SCNS5A Knock-in Maus, die das lange QT-Syndrom Typ 3 zeigt,

untersucht.

Bei frei laufenden AKPQ SCNS5A Tieren traten unter parasympathischer Stimulation durch
Carbachol (0,5 mg/ kg KG i.p.) Bradykardien und nachfolgende Bigemini und TdP (p<0,05
vs. Baseline und vs. WT) auf. Unter Atropin (0,5 mg/ kg KG i.p.) traten keine Arrhythmien
auf. Am isolierten, schlagenden AKPQ SCNS5A Herz konnte gezeigt werden, dass unter
Carbachol primir keine Verldngerung der Aktionspotenzialdauer auftritt. Es kommt aber zu
einer Bradykardie und in Folge dieser tritt eine frequenzbedingte Verlingerung der APD

auf (p< 0,05).

Zusammenfassend zeigt sich, dass eine parasympathische Stimulation beim langen QT-
Syndrom Typ 3 Arrhythmien provoziert. Wesentlich fiir die Provokation von Arrhythmien
ist der bradykardisierende Effekt der parasympathischen Stimulation. Eine
parasympatholytische Medikation oder antibradykarde Stimulation kénnen helfen, Torsade
de Pointes in Notfallsituationen beim Patienten mit dem langem QT-Syndrom Typ 3 zu

beenden.
Tag der miindlichen Priifung: 02. November 2009

Die Genehmigung der Tierversuche wurde am 13.01.2005 ausgestellt und am 10.12.2007
verlangert vom Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW (Az G83/2004).
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1. Einleitung

Das lange QT-Syndrom wurde erstmals 1957 von Jervell und Lange-Nielsen im
Zusammenhang mit Taubstummbheit bei einer schwedischen Familie beschrieben [24].
Im Elektrokardiogramm fielen eine verldngerte QT-Zeit und eine abnorme T-Wellen-
Morphologie auf. Ein GroBteil der Kinder (3 von 4) der Familie verstarb am pl6tzlichen
Herztod. Dieses Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom wird autosomal rezessiv vererbt. Im
weiteren wurde 1963 durch Romano et. al [40] und 1964 durch Ward [55] das
autosomal dominant vererbte Romano-Ward-Syndrom beschrieben, welches in
mehreren Varianten auftritt [39]. AuBerdem sind diverse erworbene Formen des langen
QT-Syndroms entdeckt worden, welche durch Medikamente hervorgerufen werden

[21].

Syndrom Locus Gen Kanal

Romano-Ward Syndrom (autosomal dominant)

LQT 1 11pl5.5 KCNQI1 (KVLQTT1) Ixs
LQT 2 7q35-36 KCNH2 (HERG) Ixr
LQT 3 3p21-24 SCNSA Ina
LQT 4 4q25-27 Ankyrin B
LQTS 21q22.1-22 KCNEI (minK) Iks
LQT 6 21q22.1-22 KCNE2 (MIRP1) Ixr
LQT 7 12q23.2 KCNIJ2 Ik,
LQT 8 LQT 1-7 ausgeschlossen

Jervell and Lange-Nielsen Syndrom (autosomal rezessiv)
JNL 1 11p15.5 KCNQ1 Ixs
JNL 2 21ql-22 KCNEI Ixs
JNL 3 JNL 1+2 ausgeschlossen

Abbildung 1.1: Ubersicht und genetische Klassifizierung iiber die angeborenen langen QT-
Syndrome (modifiziert nach Haverkamp, 2007) [20].
Ix;:  einwdrtsgerichteter  Kalium-Gleichrichterstrom; Ix.:  schnell  aktivierende
Komponente des verzégerten Kalium-Gleichrichterstroms Iy, Ix,: langsam aktivierende
Komponente des verzégerten Kalium-Gleichrichterstroms Iy, Iy,: schneller Natrium-
Einwdrtsstrom.

Dem angeborenen langen QT-Syndrom 3 (LQT-Syndrom 3) liegt eine Mutation im
SCNS5A-Gen fiir den kardialen Natriumkanal zugrunde [18, 25, 54]. Charakteristisch fiir

dieses Syndrom ist eine verldngerte Aktionspotenzialdauer der Kardiomyozyten, eine



verldngerte QT-Zeit im Oberflichenkardiogramm und ein erhdhtes Risiko fiir Synkopen
und den plétzlichen Herztod durch ventrikuldre Arrhythmien [42]. Die
frequenzkorrigierte QT-Zeit ist bei Tridgern der Mutation auf {iber 440 ms verldngert,
vor allem bei niedriger Herzfrequenz. Bei einer Verldngerung auf iiber 500 ms fallen die
Patienten in eine Hochrisikogruppe [30, 44]. Die Verlingerung kommt durch eine
verldngerte Repolarisationsphase und das daraus resultierende verlédngerte ventrikuldre
Aktionspotenzial zustande [13]. Diese elektrophysiologischen Verdnderungen sind die
Ursache fiir Synkopen und einen Teil der plotzlichen Herztode bei sonst gesunden
Kindern, Jugendlichen und jungen Erwachsenen, die durch polymorphe ventrikulédre
Arrhythmien vom Typ der Torsade de Pointes (TdP) verursacht werden. Diese Form der
Arrhythmie zeichnet sich dadurch aus, dass sich die Morphologie des QRS-Komplexes
kontinuierlich um die isoelektrische Linie dreht mit einer oszillierenden Amplitude [5,
22]. Speziell die Patienten mit dem LQT 3 Syndrom, im Vergleich zu den anderen
langen QT-Syndromen, versterben hdufiger und vor allem auch jlinger, im Kindesalter

oder jungen Erwachsenenalter, an den Arrhythmien [17, 47, 56].
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Abbildung 1.2: Torsade de Pointes
Torsade de Pointes bei einem 9 Wochen alten Sdugling mit dem langen QT-Syndrom 3,
wdhrend des Schlafes aufgetreten [56]

Arrhythmien sind beim LQT-Syndrom 3 nicht so hédufig wie bei anderen LQT-
Syndromen, sie sind jedoch, wenn sie auftreten, wesentlich héaufiger letal [57].
Weiterhin treten die kardialen Ereignisse, im Gegensatz zu den anderen Formen des
LQT-Syndroms, beim LQT-Syndrom 3 vor allem in Ruhe und wihrend des Schlafes auf
[46]. Dieser Sachverhalt wird jedoch nur in wenigen klinischen Observationen
beschrieben. Das Problem fiir die Betroffenen konnte eine Bradykardie zu diesen Zeiten
sein [32] beziehungsweise ein funktioneller AV-Block vor dem Auftreten von
Arrhythmien, der in einigen wenigen Féllen beobachtet wurde [41, 48, 52]. Daher

profitieren Patienten mit einem LQT-Syndrom 3 auch moglicherweise eher nicht von



der  medikamentdsen  Standardtherapie  des  LQT-Syndroms, dem -
Adrenozeptorantagonisten [31, 43]. Ein mdglicher Grund konnte die [B-Blocker
induzierte Bradykardie sein oder die direkte myokardiale B-adrenerge Reaktion. Auf der
Basis einzelner klinischer Beobachtungen [45] und experimenteller Daten [14] wird
angenommen, dass das Vorbeugen einer Bradykardie als eine Gen-spezifische Therapie

beim LQT-Syndrom 3 angesehen werden kann.

Wir postulieren, dass eine Verdnderung der autonomen Innervation des Herzens durch
parasympathische Stimulation zu einer Bradykardie fiihrt, zu einer Verldngerung des
Aktionspotenzials und damit der QT-Zeit im EKG und vor allem auch zu Arrhythmien
vom Typ der Torsade de Pointes und in ihrer Folge zum plétzlichen Herztod bei

Menschen mit LQT-Syndrom 3.

Da es bisher lediglich klinische Einzelbeobachtungen gibt, die eine Bradykardie in
Ruhe oder wihrend des Schlafes als auslosenden Mechanismus von Torsade de Pointes
beim LQT-Syndrom 3 belegen, soll in der vorliegenden Arbeit der Effekt der
parasympathischen Stimulation am Herzen der AKPQ SCNS5A Maus in vivo und in
vitro, am isolierten Herz, untersucht werden. Dabei soll besonders der These nach
einem Bradykardie induzierten Auftreten von Arrhythmien, speziell vom Typ der
Torsade de Pointes, und moglichen auslésenden Mechanismen nachgegangen werden.

Dazu sollen durch die vorliegende Arbeit folgende Fragen beantwortet werden:

e Tritt eine Bradykardie induzierte Verlingerung der Aktionspotenzialdauer und
der QT-Zeit bei der AKPQ SCN5SA Maus unter parasympathischer Stimulation
mit Carbachol auf?

e Treten Bradykardie induziert Arrhythmien vom Typ der Torsade de Pointes

unter parasympathischer Stimulation auf?

e Treten Arrhythmien vom Typ der Torsade de Pointes bei der AKPQ SCNSA
Maus nicht auf, wenn eine Bradykardie, durch Blockade des Parasympathikus

mit Atropin, verhindert wird?



2. Materialien und Methoden

Da die Datenlage in Bezug auf klinische Studien zum Thema wegen der geringen
Inzidenz und des oft plotzlichen Versterbens vieler Patienten schlecht ist und es
lediglich wenige klinische Beobachtungen gibt, griffen wir auf das Modell der AKPQ
SCN5A Maus zuriick. Dieses Modell zeigt die klinischen Eigenschaften des LQT
Syndroms 3 wie die verldngerte ventrikuldre Repolarisation, die intrinsische

Bradykardie und die Bradykardie induzierten Arrhythmien im isolierten Herz [14, 36].

2.1 Versuchstiere
Sowohl der Entwurf als auch die Durchfiihrung der Versuche erfolgt streng nach den

allgemeinen und lokalen Richtlinien des Tierschutzes ,,Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals® (NIH publication No. 85-23, revised 1996). Genehmigt wurden
die Tierversuche am 13.01.2005 und die Genehmigung verlidngert am 10.12.2007 vom
Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen unter dem
Aktenzeichen G83/2004.

In der durchgefiihrten Studie wurden AKPQ SCN5A-transgene Miuse (TG) und eine
Kontrollgruppe entsprechender Wildtyp Geschwistertiere (WT) verglichen.

Die transgene Maus trégt eine Knock-in Deletion der Aminoséuresequenz 1505-1507
(KPQ) im kardialen Natriumkanal, die durch das SCN5A-Gen auf Chromosom 3p21
codiert wird. Diese Deletion verursacht eine autosomal dominant vererbte Verldngerung
der QT-Zeit, welche in heterozygoten Individuen (SCN5A™") dem LQT-Syndrom Typ
3 entspricht. Die Verldngerung der QT-Zeit tritt vor allem bei niedriger Herzfrequenz in
Erscheinung, wie sie auch physiologischerweise in Ruhe oder wéhrend des Schlafes
auftritt. Assoziiert mit der QT-Verldngerung treten vermehrt letale polymorphe
ventrikuldre Arrhythmien von Typ der Torsade de Points auf. Vererbt wird das SCN5A-
Gen nach Mendel. Das heifit Nachkommen treten in einem Verhiltnis ein homozygot
gesundes zu zwei heterozygot kranken zu einem homozygot vor der Geburt, in der

Embryonalphase, verstorbenen Individuen auf [36].



2.2 Medikamente

Zur parasympathischen Stimulation des Herzens nahmen wir das Carbachol
(Carbaminoylcholin), ein Strukturanalogon des Acetylcholins, welches hauptsédchlich an
den muskarinergen  Acetylcholinrezeptor bindet und somit als direktes
Parasympathomimetikum wirkt. AuBBerdem hat es zusétzlich in vivo noch eine geringe
indirekte Wirkung durch Hemmung der Cholinesterase.

Als Parasympatholytikum nutzten wir Atropin ((£)-Hyoscyamin). Dieses wirkt als

kompetitiver Antagonist am muscarinergen Acetylcholinrezeptor.

2.3 Elektrophysiologische Untersuchung des isolierten Herzens

2.3.1 Préoperative Vorbereitung der Mause
Zu Beginn der Untersuchung werden die Méduse gewogen und anschlielend werden 2

Gramm pro Kilogramm Korpergewicht Urethane zur letalen Narkose und 250 IE
Natrium-Heparin (Liquemin®), 1:1 verdiinnt mit 0,9%iger Natriumchloridlésung,
intraperitoneal mit einer Kaniile (27 G, 0,4 mm Durchmesser) injiziert.

Im Anschluss wird ein 12-Kanal EKG, mit den drei bipolaren Extremitétenableitungen
nach Einthoven, den drei unipolaren nach Goldberger und den sechs
Brustwandableitungen nach Wilson und zeitgleich ein einminiitiges digitales 6-Kanal
EKG, entsprechend den Extremitdtenableitungen, abgeleitet. Hierzu werden vier
Drahtschlingen (Elektroden) an den vier, mit Elektrodengel versehenen, Extremitéten
befestigt. Die sechs Brustwandelektroden sind in einen an den Brustkorb der Maus
angepassten Kunststoffblock eingelassen. Sie werden mit etwas Elektrodengel versehen
und manuell an den zuvor rasierten Thorax zur Aufnahme des EKG fixiert. - Die genaue
Beschreibung der Methode erfolgt weiter unten im Text.

Die Tiefe der Narkose wird vor der Herzexplantation durch eine Schmerzstimulation
tiberpriift. Dazu wird der Zwischenzehenraum der Maus an den Hinterbeinen mit einer
Pinzette gequetscht. Bei noch vorhandenem Schmerzreiz wird die Narkose durch
weitere fraktionierte Urethangaben vertieft bis Schmerzfreiheit besteht.

Die narkotisierte Maus wird im Anschluss auf einer Styroporplatte mit vier Kaniilen (27
G, 0,4 mm Durchmesser), an den Beinen in Riickenlage fixiert und auf einer

Wairmeplatte gelagert, um die Korpertemperatur stabil zu halten.



2.3.2 Herzexplantation
Zur Entnahme des Herzens wird ein kurzer medianer Léngsschnitt unterhalb des

Processus xiphoideus mit einer scharfen Schere gesetzt, der dann zu beiden Seiten,
jeweils kaudal des Zwerchfells, nach lateral fortgesetzt wird. Danach wird das
Zwerchfell von der ventralen Thoraxwand geldst und die Rippen beidseits, jeweils in
der Medioaxillarlinie, nach kranial hin durchtrennt, um die Thoraxwand komplett nach
kranial hin wegklappen zu konnen. Eventuelle Verwachsungen werden dabei mit der
Schere gelost.

Das Herz wird zusammen mit der Lunge und den restlichen Mediastinalstrukturen aus
dem Situs entnommen, indem die Gefdfle, Nerven und sonstigen Strukturen oberhalb

und unterhalb des Herzens durchtrennt werden.

2.3.3 Pridparation
Das entnommene Gewebe wird sofort nach der Entnahme aus dem Situs in eine

Petrischale mit oxygeniertem und heparinisiertem Krebs-Henseleit-Puffer (KHB)
gegeben, welcher sich ebenfalls auf der Wéarmeplatte befindet.

Innerhalb dieses Gefdles und stindig unterhalb der Oberfldche der Losung befindlich
wird das Herz pripariert. Dazu werden die Lunge und die groben mediastinalen
Strukturen mit einer feinen spitzen Schere abgetrennt. Die Aorta wird von dem
periaortalen Bindegewebe befreit und auf etwa 2 bis 3 mm eingekiirzt. Die so frei
préparierte Aorta wird auf eine Kaniile (Durchmesser 1,3 mm) aufgezogen und mit
einem chirurgischen Faden (Seide, 4-0) auf dieser fixiert. Das Ende der Kaniile muss
sich distal der Aortenklappe in der Aorta befinden, um im weiteren die retrograde

Perfusion der Aorta und die Perfusion der Koronargefa3e zu gewihrleisten.

2.3.4 Perfusion
Das Herz wird wihrend des Versuchs in der Langendorff-Apparatur retrograd tiber die

Aorta und die Koronarien mit einer Nahrlosung, dem Krebs-Henseleit-Puffer (KHB),
bei einem voreingestellten Perfusionsdruck von 110 + 5 mm/ Hg perfundiert, die

resultierende Flussrate betrigt bei diesem Druck 2,4 + 0,1 ml/ min.



Natriumchlorid NaCl 11 8,00Amm01/ 111 18,OOBmmol/ 1111 8,00Cmmol/ 1
Natriumhydrogencarbonat |[NaHCO; [24,88 mmol/1 |24,88 mmol/1 |24,88 mmol/ |
Kaliumdihydrogenphosphat JKH,PO 41,18 mmol/1 |41,18 mmol/1 |41,18 mmol/ |
Glucose C¢H,,04 5,55 mmol/1 [5,55 mmol/1 |5,55 mmol/ 1
Natriumpyruvat C;H;NaO; 12,00 mmol/1 2,00 mmol/1  |2,00 mmol/ 1
Magnesiumsulfat MgSO, 0,83 mmol/1 0,83 mmol/1 0,83 mmol/ 1
Calciumchlorid CaCl, 1,80 mmol/1 1,80 mmol/1 1,80 mmol/ 1
Kaliumchlorid KCl 4,70 mmol/1 3,52 mmol/1 ]2.32 mmol/ 1

Tabelle 2.1: Zusammensetzung des Krebs-Henseleit-Puffers
Grundlage der Losungen ist jeweils bidestilliertes Wasser. Abgewogen wurden die
einzelnen Chemikalien auf einer Analysewaage (Typ ABS120-4, Kern & Sohn,
Balingen, Germany). A entspricht einer Zusammensetzung mit einer
Kaliumkonzentration von 5,9 mmol/ | KHB, B entspricht 4,7 mmol/ | KHB, C entspricht
3,5 mmol/ | KHB.

Entsprechender Fluss und Druck werden iiber eine Rollerpumpe (Reglo Digital,
Ismatec, Wertheim-Mondfeld, Germany) aufgebaut. Die Losung wird kontinuierlich mit
einem Gasgemisch aus 95 % Sauerstoff und 5% Kohlenstoffdioxid (Carbogen)
aufgesittigt. Mittels Salzsdure (HCl 1 mmol/ 1) beziehungsweise Natronlauge (NaOH 1
mmol/ 1) erfolgt die Feineinstellung des pH-Wertes des Puffers auf einen Wert zwischen
7,35 und 7,45. Um eine konstante Temperatur gewahrleisten zu konnen, wird die KHB-
Losung in einem doppelwandigen, 1000 ml fassenden Gefa3 (Radnoti Glas Technology
INC., Monrovia, CA, USA) von 43°C warmen Wasser umspiilt, welches in einem
Kreislaufsystem durch einen Durchlauferhitzer (Lauda, Lauda-Konigshofen, Germany)
erwarmt wird. Die resultierende Temperatur an der Herzoberfliche wéhrend der

Versuche betréigt 34,9 + 0,1 °C.

2.3.5 Versuchsaufbau

Das auf der Kaniile fixierte Herz wird sofort, ohne nennenswerten Zeitverlust nach der
Priparation in die Langendorff-Apparatur (Apparatus Isolated Heart, Typ 1, Hugo-
Sachs, Typ 844, March-Hugstetten, Germany) eingehdngt und somit kontinuierlich
perfundiert.



Zur Datenverarbeitung
& pacing (iiber den
oktapolaren Katheder)
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Abbildung 2.1: Das Herz in der Langendorff-Apparatur (modifiziert nach Fabritz et. al, 2003) [13]
Die drei MAP-Elektroden sind jeweils gefedert befestigt, um einen optimalen
Anpressdruck zu gewdhrleisten. Die EKG-Elektroden sind in einem Schwamm gelagert
und so verschaltet, dass sie drei EKG-Ableitungen entsprechen. Der oktapolare
Katheter ist durch ein Loch im rechten Atrium in diesen und weiter in den rechten
Ventrikel eingefiihrt.

Die Apparatur besteht aus einem Plexiglasgehduse in dem die notwendigen
Komponenten zur Perfusion des Herzen verarbeitet sind, inklusive der Mdglichkeit
einer Einstellung des Perfusionsdruckes iiber eine Stellschraube und der damit
verbundenen Druckmembran. AuBlerdem befinden sich in, beziehungsweise an dem
Gehéduse Moglichkeiten zur Fixierung der verschiedenen Katheter und Elektroden, zur
Aufzeichnung der verschiedenen Signale. Auch die Langendorff-Apparatur besitzt eine
doppelwandige AuBlenwand, welche in dem Kreislaufsystem mit dem 43°C warmen
Wasser durchspiilt wird, um ein Auskiihlen des Herzens zu verhindern.

Um den linken Ventrikel vor einem zu hohen Druck und Volumen, durch eventuell
zuriickflieBende Nahrlosung tiber die Aortenklappe zu schiitzen, wird zur Entlastung die
Stahlnadel einer Injektionskaniile (27 G, 0,4 mm Durchmesser) im Bereich des linken
Apex cordis durch das Myokard in den linken Ventrikel eingestochen. Um einen
Katheter in den rechten Vorhof, bezichungsweise weiter in den rechten Ventrikel

einfilhren zu konnen, wird in den rechten Vorhof mit einer feinen Schere ein kleines,



etwa 2 mm messendes Loch geschnitten, wobei auf jeden Fall der Sinusknoten, der

atrioventrikuldre Knoten (AV) und auch die Koronarien zu schonen sind.
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Abbildung 2.2: Langendorff-Versuchsanordnung
Das erwdrmte Wasser (rot) fliefit vom Durchlauferhitzer zum Vorratsbehdlter und der
Langendorff-Apparatur, erwdrmt diese Komponenten und flief3it abgekiihlt (blau) zuriick
zum Durchlauferhitzer. Die erwdrmte KHB-Losung (grau) wird durch die Rollerpumpe

aus dem Vorratsbehdlter in die Langendorff-Apparatur gepumpt. Die alte Losung flief3t
durch eine Offnung im Boden der Anlage ab.

Die abgeleiteten Signale werden gefiltert, verstdrkt und umgewandelt und dann an den
Computer zur Speicherung und Auswertung weitergeleitet.

Uber einen Dreiwegehahn in der Zuleitung zur Langendorff-Apparatur und einen
Perfusor (B. Braun, Melsungen, Germany) besteht die Moglichkeit der KHB-Losung
verschiedene Substanzen wie zum Beispiel Medikamente oder besonderer Elektrolyte
zufiihren zu konnen. Eine andere Moglichkeit dazu besteht darin, dass der KHB-Losung

entsprechende Substanzen gleich beim Anriithren zugesetzt werden.



2.3.6 Fluss- und Temperaturmessung
Die Messung des Perfusionsflusses erfolgt automatisch tiber einen Flussmesser (Transit

time flowmeter modul, Hugo Sachs Elektronik, March, Germany), dieser zeigt den
Fluss zum einen digital an, zum anderen kann eine kontinuierliche Aufzeichnung iiber
den PC und die Software LabVIEW® erfolgen. Die Temperatur wird mit einem
digitalen Thermometer (Peak tech® 5115, H.- G. Lau GmbH, Ahrensburg, Germany) an

der Herzoberflache gemessen.

2.3.7 Ableitung der Signale

Uber das Loch in der Wand des rechten Vorhofs wird mit einer Pinzette ein 2,0 French
oktapolarer, elektrophysiologischer Mauskatheter (CIB’ER MOUSE; NuMED, Inc.,
Hopkinton, N.Y., USA) iiber den Vorhof, durch die Trikuspidalklappe bis in den
rechten Ventrikel vorgeschoben. Die Elektroden an diesem Katheter haben eine Grofle
von 0,5 mm und ebenfalls einen Abstand zueinander von jeweils 0,5 mm. Uber diesen
Katheter konnen entweder intrakardiale Signale aus Vorhof oder Kammer abgeleitet,
oder entsprechende Strukturen {iber einen universal 2-Kanal Stimulator (Rissel
Medizintechnik, Miinster, Germany), stimuliert werden.

Uber Ag-AgCl-Elektroden, die sich in kleinen feuchten Schwimmen befinden, werden
von epikardial Signale abgeleitet, die einem Elektrokardiogramm entsprechen. Diese
Signale werden von einem EKG-Verstirker mit einer Bandbreite von 0,1 bis 300 Hz
(ECG-Amplifier, Hugo Sachs, March-Hugstetten, Germany) verstirkt und gefiltert.
Direkt von der Herzoberflache werden drei monophasische Aktionspotenziale (MAPs)
kontinuierlich und simultan abgeleitet. Dieses kann je nach Protokoll von den
verschiedenen Strukturen des Herzens geschehen. Die Signale werden durch spezielle
MAP-Katheter, die an speziellen gefederten Halterungen befestigt sind, aufgezeichnet
und jeweils iiber einen Vorverstiarker (MAP-Preamplifier, EP Technologies, Sunnyvale,
CA, USA) verstirkt. Um gute MAP-Signale zu erhalten, miissen diese Katheter
moglichst senkrecht auf den entsprechenden Herzabschnitten, auf das Epikard
aufgesetzt werden und es muss ein geeigneter sanfter Anpressdruck vorhanden sein.
Verarbeitet werden die Signale iiber einen DC-gekoppelten Vorverstirker (Modell

2000, EP Technologies Inc., San Jose, CA, USA). Aufgezeichnet werden sie digital mit
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einer speziell auf die monophasischen Aktionspotenziale der Maus angepassten halb

automatischen Software (LabVIEW™, Version 5.0, 1998) [15].

2.3.8 Auswertung
Die Auswertung erfolgt offline, ebenfalls halb automatisch, mit der oben genannten

Software (LabVIEW®, Version 5.0, 1998). Es werden zum einen einzelne
monophasische Aktionspotenziale (MAPs) ausgewertet und zum anderen die gesamte
Aufzeichnung im Hinblick auf Arrhythmien, Pausen und andere Auffailligkeiten von
geblindeten Untersuchern durchgesehen.

Die einzelnen MAPs, die ausgewertet werden sollen, miissen bestimmten Kriterien
entsprechen, um eine korrekte und reproduzierbare Auswertung zu gewihrleisten. Zu
diesen Kriterien zdhlen: eine stabile Baseline, ein schneller Aufstrich ohne Umkehr oder
Negativititsbewegung mit einer Dauer von unter 2 ms und einer Amplitude von tiiber 1
mV und eine schnelle frithe Repolarisation [13, 27].

Die Auswertung der MAPs bei fixfrequenter Stimulation umfasst die Bestimmung der
Aktionspotenzialdauer (APD) bei einer Repolarisation von 50%, 70% und 90% der
maximalen Depolarisation, in Millisekunden [27]. Der Startpunkt der Messung wird
automatisch und zusétzlich visuell kontrolliert und eventuell manuell korrigiert an die
Stelle der hochsten Aufstrichgeschwindigkeit des MAPs gesetzt. Als Beginn der
Repolarisation (0%) wird, wegen der speziellen Morphologie des MAPs der Maus ohne
Plateau der Peak des MAPs angenommen. 100% Repolarisation entspricht der
elektrischen Diastole [19]. Zu den Zeitpunkten an denen das Herz stimuliert wird kann
zusétzlich eine Aktivierungszeit gemessen werden. Diese entspricht der Zeitspanne vom
Beginn des Stimulationsartefakts bis zur Stelle der hochsten Aufstrichgeschwindigkeit
des MAPs. Die gemessenen Daten werden automatisch gespeichert und kénnen im
weiteren in einer Tabellenkalkulation (EXCEL®, Microsoft Corp., Redmond, WA,

USA) geoftnet und weiter analysiert werden.
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Abbildung 2.3: Das monophasische Aktionspotenzial der Maus
Das MAP zeichnet sich aus durch einen schnellen Aufstrich, eine Spitze, dessen
Amplitude héher als 1 mV sein sollte und eine ziigige Repolarisation, um dann eine
stabile isoelektrische Baseline zu erreichen..

Weiterhin kann aus den gemessenen Daten die Dispersion der Dauer der
Aktionspotenziale errechnet werden. Diese entspricht der Differenz der maximalen und
minimalen Aktionspotenzialdauer, bei entsprechender Repolarisation, der drei zeitgleich
abgeleiteten MAPs [26].

Entsprechend der Auswertung der MAPs bei fixfrequenter Stimulation wird auch die
Auswertung der MAPs bei spontaner Herzaktion durchgefiihrt. Die Messungen werden
jeweils, wenn gute Signale vorhanden sind, circa 5 Minuten (4 bis 8 Minuten) nach
Beginn der Aufzeichnung, beziehungsweise Beginn der Medikamenteninfusion
durchgefiihrt.

Die Messung der spontanen Zykluslingen erfolgt jeweils von Peak zu Peak der
einzelnen MAPs. Ein Baselinewert wird in der Signalaufzeichnung nach 5 min
Stabilisation gemessen und die Werte bei Medikamentengabe jeweils nach 5 Minuten
Medikamenteninfusion.

Um stabilere Werte zu erhalten, werden jeweils drei MAPs beziechungsweise drei

Zyklusldngen ausgemessen und daraus der Mittelwert (Median) berechnet.
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Zur Auswertung der Arrhythmien und Pausen werden die einzelnen Aufzeichnungen
erneut mithilfe der Software LabVIEW® danach durchsucht. Dabei wird zwischen
spontanen und induzierten Arrhythmien unterschieden, wobei induzierte Arrhythmien
denen entsprechen, die wahrend der Stimulation auftreten. Andererseits wird zwischen
den verschiedenen Arrhythmieformen wie monomorphen oder polymorphen (Torsade
de Pointes artigen) ventrikuldiren Tachykardien (> 5 Beats), frithen
Nachdepolarisationen (early after depolarisations: EADs), Bigemini und Salven (3 und
4 Beats) unterschieden. AuBBerdem wird nach Pausen gréBer gleich 10 Sekunden Dauer

gesucht.

2.3.9 Protokolle

Abbildung 2.4: Schema der Elektrodenplatzierung
MAP auf dem rechten Ventrikel (1); MAP2 auf dem linken Vorhof (2) oder auf dem
linken Ventrikel (2*); MAP3 auf dem Septum (3); oktapolarer Katheter durch die kleine
Offnung im rechten Vorhof und weiter durch die Trikuspidalklappe in den rechten
Ventrikel, im Bereich des Septums direkt unterhalb der Mitralklappe, um eine moglichst
physiologische Reizleitung in den Ventrikeln zu gewdhrleisten.

Bei den Untersuchungen werden MAPs vom rechten Ventrikel (MAP 1), vom linken
Vorhof (MAP 2) und vom Septum (MAP 3) abgeleitet. Zusétzlich werden ein EKG und

die Signale vom oktapolaren Katheter aufgezeichnet. Eine Modifikation dieser
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Versuchsanordnung besteht darin das MAP 2 nicht vom linken Vorhof, sondern von der
freien linken Ventrikelwand abzuleiten.

Jeder Versuch beginnt mit einer kurzen Stabilisierungsphase, in welcher das Herz
lediglich in die Langendorff-Apparatur eingehdngt ist und mit der KHB-L&sung
(Kalium 5,9 mmol/ 1) perfundiert wird. Im Anschluss daran wird eine kleine Offnung
fiir den oktapolaren Katheter in den rechten Vorhof geschnitten, die EKG-Elektroden
und die einzelnen MAP-Katheter werden an das Herz angelegt und der oktapolare
Katheter wird bis in den rechten Ventrikel vorgeschoben. Nach der Einstellung guter
Signale wird eine Baselineaufzeichnung von 5 Minuten Dauer angefertigt. Die beiden
folgenden Protokolle sind Grundlagen, die im Verlauf der Versuchsreihen modifiziert
werden, um die verschiedenen Konzentrationen von Carbachol und Kalium auszutesten
und die Stimulationszyklen auf die Wesentlichen beschrianken zu konnen.

1.) Zu Beginn wird eine Vorhofstimulation bei Kalium 5,9 mmol/ 1 durchgefiihrt,
beziehungsweise eine Kammerstimulation beim Bestehen eines AV-Blocks. Im
Anschluss wird Carbachol 0,1 pumol bei Kalium 5,9 mmol/ | eingewaschen und es wird
wieder stimuliert. Dann wird Carbachol 1 pmol mit Kalium 5,9 mmol/ 1 eingewaschen,
danch Kalium 4,7 mmol/ I und zum Schluss Carbachol 10 umol mit Kalium 5,9 mmol/ 1
und es wird jeweils stimuliert.

2.) Kurze Baselineaufzeichnung mit Kalium 4,7 mmol/ 1. Danach Kalium 3,5 mmol/ 1,
dann Carbachol 0,1 pmol mit Kalium 4,7 mmol/ I, dann Kalium 4,7 mmol/ 1. Im
Anschluss Carbachol 0,1 pumol in Kalium 3,5 mmol/ I mit Stimulation, im weiteren
Kalium 4,7 mmol/ 1 mit Stimulation, dann Carbachol 0,1pmol mit Kalium 4,7 mmol/ 1

mit Stimulation. Am Ende Kalium 3,5 mmol/ 1 mit Stimulation.

Vorhofstimulation: Bei der Vorhofstimulation wird der rechte Vorhof iiber den
oktapolaren Katheter fixfrequent stimuliert und die Erregung wird an den linken Vorhof
und an die Ventrikel weitergeleitet.

Kammerstimulation: Bei der Kammerstimulation wird der rechte Ventrikel iiber den
oktapolaren Katheter fixfrequent stimuliert und die Erregung breitet sich {iber die
Ventrikel aus.

Effektiv refraktire Periode (ERP): Zur Bestimmung der ERP wird eine fixfrequente

Stimulation durchgefiihrt, bis ein stabile Baseline besteht, und dann werden jeweils 8
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Stimuli der entsprechenden Frequenz abgegeben und danach ein Extrastimulus (S;) mit
einem immer kiirzer werdenden Intervall um 2 ms, ausgehend von 64 ms bei der
Kammerstimulation und 46 ms bei der Vorhofstimulation. Beim Ausfall der Reaktion

auf S, ist die ERP erreicht.

Stimulation

EEEEEEEE PR PR
VLU

el ¢
Fixfrequente S, S, Ausfallvon S,
Stimulation - ERP erreicht

Abbildung 2.5: Die Effektive refraktire Periode (ERP) im Schema
Zur Bestimmung der ERP werden acht fixfrequente Stimulationen durchgefiihrt und im
Anschluss daran eine vorzeitige Stimulation (S;). Die Zykluslinge der vorzeitigen

Stimulation wird immer weiter verkiirzt, bis die Reaktion darauf ausbleibt. An diesem
Punkt ist die ERP erreicht.

2.4 Das Oberflaichenkardiogramm

2.4.1 Die Ableitung des EKG
Die Ableitung des Oberflichenelektrokardiogramms erfolgt iiber ein manuelles 6-Kanal

EKG (Siemens Megacart, Siemens, Erlangen, Germany) und ein digitales 6-Kanal
EKG. Abgeleitet werden die drei bipolaren Extremitidtenableitungen nach Einthoven (I,
I, IIT) und die drei unipolaren nach Goldberger (aVL, aVR, aVF).

Das digitale EKG wird iiber einen ITF 16 EKG Verstiarker (EMKA Technologies, Paris,
France) und einen AC 246 EKG Verstirker (EMKA Technologies, Paris, France)
verschaltet und mit einer speziellen Software (IOX Cardiology Research Software,
Version 1.6.7.9, EMKA Technologies, Paris, France) aufgezeichnet.

Das manuelle EKG wird bei einer Papierlaufgeschwindigkeit von 100 mm/ s und einer
Amplitudenhdhe von 20 mm/ mV geschrieben. Gefiltert werden die Signale mit einem
35 Hz Tremorfilter und einen 100 Hz Schwéchungsfilter.

Zur EKG-Aufzeichnung werden die Méuse mit einer Isofluran-Inhalationsnarkose (circa
2% Isofluran, 98% Sauerstoff), je nach Bedarf der Maus, narkotisiert. Nach dem

Wirkeintritt des Anidsthetikums werden die Méuse auf dem Riicken gelagert, die
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Extremitidten mit Elektrodengel versehen und die Schlaufenelektroden aus diinnem,
weichem Stahldraht an diesen befestigt. Diese Elektroden sind sowohl mit dem

manuellen als auch mit den Verstirkern des digitalen EKG verbunden.

EKG
digital

= -

L_EKG manuell

Verstar 2

Abbildung 2.6: Ableitung des EKG
L= Bein links vorne, R= Bein rechts vorne, F= Bein links hinten, N= Bein rechts hinten

Die Aufzeichnung des digitalen EKG beginnt etwa eine Minute vor der
Carbacholinjektion, um eine Baselineaufzeichnung zu schreiben, und lduft bis zum
Ende der Beobachtungszeit. Nach der einen Minute werden der Maus 0,5 mg/ kg
Korpergewicht Carbachol intraperitoneal appliziert. Dieser Zeitpunkt wird im digitalen
EKG durch einen elektronischen Kommentar gekennzeichnet, um diesen Zeitpunkt bei
der Auswertung in der Aufzeichnung auffinden zu kénnen. Vom manuellen EKG wird
ein kurzer Baseline-Ausdruck angefertigt und nach der Injektion werden Ausdrucke von
Auffilligkeiten und Verdnderungen geschrieben. Es wird zehn Minuten lang die
Wirkung des Carbachols beobachtet.

Falls die Maus beginnt unter der parasympathischen Stimulation zu speicheln wird sie
unter Beibehaltung der Elektrodenpositionen auf den Bauch umgelagert, um einer

Aspiration vorzubeugen.
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2.4.2 Auswertung
Die Auswertung der Oberflichen-EKGs erfolgt mit der Software ,,EcgAuto, Version

1.5.7.36“ (EMKA Technologies, Paris, France). Diese Software mittelt den Verlauf
mehrerer Herzaktionen, um dadurch ein verbessertes Summenpotenzial zu erhalten.
Anhand dieses Potenzials werden der Anfang, das Ende, der Hochpunkt und Tiefpunkt
der P-Welle, die Baseline, Q, R, S, der Anfang der T-Welle, das Ende, der Hoch- und
Tiefpunkt manuell festgelegt. Im Anschluss durchsucht das Programm die
Aufzeichnung in vorgegebenen Intervallen automatisch nach den entsprechenden
Mustern, um die Ergebnisse ausgeben zu konnen. Diese werden dann visuell

nachkontrolliert und eventuell bei Bedarf korrigiert.

PR-Abstand P bis R ms
P-Dauer Anfang P bis Ende P ms
QRS-Dauer Qbis S ms
QT-Zeit Qbis Ende T ms
S bis Anfang T-Welle S bis Anfang T ms
T-Dauer Anfang T bis Ende T ms
RR-Abstand R bis R ms
Herzfrequenz 60000/(R bis R) Schldge/min

Tabelle 2.2: Werte aus dem EKG
Durch das Programm bestimmte Parameter aus dem digital aufgezeichneten EKG.

N e

P-Welle

PQ- Intervall

QRS- [;aL er

QT-Zeit

Abbildung 2.7: Das EKG der AKPQ SCN5A Maus
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Diese Auswertung kann fiir alle sechs EKG-Ableitungen separat durchgefiihrt werden.
Die ausgegebenen Ergebnisse werden in einer externen Datei gespeichert und konnen in
einer Tabellenkalkulation (EXCEL®, Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) gedffnet
und analysiert werden.

Zusitzlich werden die einzelnen EKG-Aufzeichnungen manuell nach Extrasystolen,
Bigemini, Salven (3 und 4 Beats) und ventrikuldiren Tachykardien (> 5 Beats)

durchsucht, jeweils ab dem Zeitpunkt der Carbacholinjektion.

* ® * * *
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Abbildung 2.8: Beispiele fiir ventrikulire Arrhythmien im EKG
A. Extrasystole; B. Bigemini; C. Salve; D. Ventrikuldre Tachykardie (VT)
* ventrikuldre Herzaktion (ORS-Komplex), * atriale Herzaktion (P-Welle)

2.5 Telemetrie
Die Radiotelemetrie dient der Erfassung des EKG-Signals einer lebendigen Maus in

threm ,,natiirlichen” Umfeld, ohne direkte menschliche Einwirkung beziehungsweise
wihrend spezieller Tests. Dazu wird der Maus ein Transmitter implantiert, der die
Potenzialinderungen am Herzen aufnimmt und dann tber Funkwellen an ein
Empféangersystem sendet. Dazu befindet sich der Kéfig in dem sich die Maus befindet

auf einer Platte, dem Transponder. Von diesem ausgehend werden die Signale {iber eine
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Input-Matrix gefiltert und digitalisiert zu einem Computer weitergeleitet, welcher die
Daten speichert und die Funktion der Transponder iiberwacht. Uber eine Output-Matrix
werden die Daten schlieBlich zu einem zweiten Computer geleitet, an welchem die
Elektrokardiogramme mit einer speziellen Software (IOX, Version 1.8.9.4, EMKA
Technologies, Paris, France) mit einer Rate von 1000 Hz aufgezeichnet und gespeichert

werden.

M3use in einzelnen
Kifigen

Transponder

Input- Matrix Bildschirm

— & | — =

°oQ XYe)
N
Output- Matrix
PC PC zur
Speicherung und

Analyse

Abbildung 2.9: Aufbau der Telemetrieanlage

2.5.1 Der Transmitter
Der EKG-Transmitter hat ein Volumen von 1 cm?® und ein Gewicht von 4 g. Er besteht

aus einer Batterie, einem Signalverstirker und der Sendeeinheit fiir die
Radiofrequenzsignale. Ummantelt ist er von biovertraglichem Kunststoff. Vom
Transmitter gehen zwei Elektroden aus. Diese bestehen aus jeweils 7 cm langen
rostfreien, flexiblen Stahldrihten, die ebenfalls mit Kunststoff ummantelt sind: Die rote
Elektrode ist negativ, die weille Elektrode positiv gepolt. An- und Ausschalten ldsst sich
der Transmitter mithilfe eines Magneten, die Funktionsfdahigkeit 14sst sich mit einem
normalen Radio kontrollieren. An dem Transmitter befinden sich zwei Fixierpunkte, um

ihn in der Maus zu fixieren.
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2.5.2 Die Implantation des Transmitters
Zur Durchfiihrung der Operation werden die Méduse in eine Isofluran-Inhalationsnarkose

versetzt (2% Isofluran, 98% Sauerstoff). Die Narkosetiefe wird, wie oben bereits
beschrieben, durch den Zwischenzehenreflex gepriift. Zur Operationsvorbereitung wird
das Operationsgebiet (der Bauch) rasiert und mittels Enthaarungscreme komplett von
Haaren befteit.

Die Bauchdecke wird iiber einen medianen Bauchschnitt auf etwa 2 cm Lénge eroffnet
und anschliefend werden zwischen der Muskulatur und dem subkutanen Fettgewebe
zwei Kanile fiir die Kabel des Transmitters préipariert, einer in Richtung der vorderen
rechten Extremitit und einer in Richtung auf den unteren Teil des linken Rippenbogens.
Im Anschluss wird die Bauchhdhle durch einen Schnitt in der Linea alba erdffnet. Uber
diesen Zugang wird der Transmitter vorsichtig in der Bauchhohle platziert, mit den
Transmitterkabeln nach kaudal und den Fixierpunkten nach ventral zur Bauchdecke
zeigend. Die Elektroden des Transmitters werden innerhalb der Bauchhdhle in einer
Schleife gelegt und dann links und rechts circa 2 mm unterhalb des Schnittes in der
Muskulatur nach subkutan gefiihrt (rot (-) gleich rechts; wei3 (+) gleich links). Der
Transmitter wird durch die zwei Fixierpunkte an der Muskulatur mit nicht
resorbierbarem Nahtmaterial (Prolene, 3-0) befestigt und im Anschluss wird die
Muskulatur mit Einzelknopfnéhten verschlossen. Die Elektroden werden auf die
erforderliche Lénge eingekiirzt und die Enden mit Silikonkappen verschlossen, sodass
ein kurzes Stiick Elektrode zur Registrierung der Signale frei bleibt, die Gefahr der
Perforation von Gewebe jedoch nicht besteht. Das rote Kabel wird durch den
vorbereiteten subkutanen Kanal bis zur rechten Achselhdhle vorgeschoben und an der
lateralen Bauchmuskulatur mit einer Einzelknopfnaht fixiert. Mit dem anderen Kabel
wird auf der linken Seite entsprechend verfahren, das Ende sollte im Bereich des
kaudalen linken Rippenbogens liegen. Um einer Exsikkose vorzubeugen, werden in das
Operationsfeld intraoperativ circa 2 ml Sterofundin gegeben. Die Hautnaht wird zum
Ende der Operation mit resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl, 5-0) fortlaufend
verschlossen und mit handelsiiblichem Spriihpflaster versehen, um Infektionen
vorzubeugen.

Die reine Operationszeit vom Hautschnitt bis zur Hautnaht betrdgt etwa 30 bis 35 min.

Nach der Operation werden die Miause in der Aufwachphase wieder in ihren Kifig
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gelegt und dieser auf einer Wirmeplatte gelagert und von Rotlicht bestrahlt. In der
ersten Zeit nach der Operation wird die Maus kontinuierlich {iberwacht, zum einen nach
dem klinischen Zustand und wenn es erforderlich ist iiber den Transmitter und die
Telemetrie. Zusétzlich wird der Gewichtsverlauf kontrolliert.

Eine Schmerztherapie wird tiber 4 bis 5 Tage postoperativ mit 7mg/ kg Korpergewicht
Ibuprofen im Trinkwasser oder in aufgeweichten Futterpellets durchgefiihrt. Bei Bedarf,
wenn Infektionszeichen bestehen, wird zusétzlich iiber 3 Tage eine antimikrobielle
Therapie mit Enrofloxacin subkutan (5mg/ kg Korpergewicht/ Tag) durchgefiihrt. Nach
Abschluss der Wundheilung, nach circa 2 Wochen konnen Belastungstests durchgefiihrt

werden.

Abbildung 2.10: Rontgenaufnahme der Maus nach Transmitterimplantation

2.5.3 Die Telemetrieaufzeichnung
Die Aufzeichnung der Radiofrequenztelemetrie entspricht der zweiten Ableitung der

unipolaren Extremitétenableitung nach Einthoven (rechter Arm = linker Rippenbogen)
und entspricht damit am ehesten der elektrischen Herzachse. Es gibt somit die besten
Signale.

Die Dauer der Aufzeichnungen kann den Erfordernissen angepasst werden. Es kdnnen

Langzeitaufzeichnungen iiber 24 Stunden oder mehr angefertigt werden, um ein
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Tagesprofil zu erhalten. Es konnen aber auch Aufzeichnungen unter chronischer
Medikamenteneinnahme oder auch kurze Stresstests unter physischen Stress oder unter

akuter Medikamenteneinwirkung angefertigt werden.

2.5.4 Medikamenteninjektion
Zur Untersuchung der Wirkung von Medikamenten werden die Tiere in ihren Kifigen

mindestens 2 Stunden vor Versuchsbeginn auf die Transponderplatten gestellt, um sich
an die neue Situation zu gewohnen. Nach der Adaptationszeit werden sie 15 Minuten
unter Telemetrieaufzeichnung in ihren Kéifigen beobachtet. Dann werden sie fiir die
Dauer der Injektion aus ihrem Kafig herausgenommen, erhalten 0,5 mg/ kg
Korpergewicht Carbachol beziehungsweise 0,5 mg/ kg Korpergewicht Atropin
intraperitoneal injiziert und werden sofort wieder zuriick in den Kéfig gesetzt. Eine
halbe Stunde lang werden die Méuse klinisch und iiber die Radiotelemetrie iiberwacht
und Auffilligkeiten und Aktivititsmuster der Méause werden dokumentiert. Im
Anschluss wird die Aufzeichnung der Herzaktionen fiir weitere mindestens 4 2 Stunden

fortgesetzt.

2.5.5 Auswertung
Die Auswertung der digitalen Telemetricaufzeichnungen erfolgt mit der Software

»EcgAuto, Version 1.5.7.36“ (EMKA Technologies, Paris, France) entsprechend der

Auswertung des Oberflichenelektrokardiogramms.

2.6 Statistik

Die statistische Testung der einzelnen Ergebnisse nach Genotypen oder auch nach den
verschiedenen Carbacholkonzentrationen erfolgt durch den gepaarten beziehungsweise
ungepaarten Student’schen t-Test (EXCEL®, Microsoft Corp., Redmond, WA, USA)
bei quantitativen Merkmalen und den exakten Fisher Test bei qualitativen Merkmalen.
Ein Unterschied wird als signifikant anerkannt, wenn p < 0,05. Alle Ergebnisse
qualitativer Merkmale wurden in der Form Mittelwert plus/ minus Standardabweichung

angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Die Telemetrie
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Abbildung 3.1: Telemetrieaufzeichnung
Telemetrieaufzeichnung der WT und AKPQ SCNS5A Tiere, jeweils Baseline und unter
Carbachol 0,5mg/ kg Korpergewicht i.p.

Unter 0,5 mg/ kg Korpergewicht Carbachol, intraperitoneal injiziert, zeigen AKPQ
SCNSA Maiuse in der Telemetrie deutlich mehr Bigemini und Arrhythmien vom Typ
der Torsade de Pointes als WT Maiuse (p < 0,05). Baseline und auch unter
Carbacholwirkung zeigt kein wildtyp Tier hohergradige Arrhythmien (0 von 8), sondern
lediglich gelegentliche Extrasystolen, bei den AKPQ SCNS5A Tieren zeigen Baseline
ebenfalls 0 von 8 Tieren hohergradige Arrhythmien, unter Carbachol treten diese jedoch

bei 8 von 8 Tieren auf.
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Abbildung 3.2: Torsade de Pointes artige Arrhythmie einer AKPQ SCN5A Maus in der Telemetrie
Eine Arrhythmie vom Typ der Torsade de Pointes von 10s Dauer per Line bei einer
AKPQ SCN5A Maus in der Telemetrie.
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Abbildung 3.3: Der Effekt der Herzfrequenz und von Carbachol auf die QT-Zeit
Die QT-Zeit bei WT und AKPQ SCNS5A unter verschiedenen Herzfrequenzen und
Carbacholwirkung in der Telemetrie

Wihrend der Telemetrieaufzeichnung sind die QT-Zeiten bei den AKPQ SCNSA
transgenen Tieren verldngert im Vergleich zu den wildtyp Tieren, vor allem bei
niedriger Herzfrequenz. Unter Carbacholwirkung sind eine QT-Zeit Verlingerung und
eine abnorme T-Wellen-Morphologie deutlich zu erkennen, wobei ebenfalls zu

erkennen ist, dass unter Carbachol die Herzfrequenz deutlich verlangsamt ist.

0,5 mg/ kg KG Atropin, intraperitoneal injiziert, bewirkte bei den wildtyp Tieren einen
Anstieg der Herzfrequenz von 445 + 40/ min auf 717 = 16/ min. Bei den AKPQ SCN5SA
transgenen Tieren stieg die Herzfrequenz von 439 + 29/ min auf 699 + 14/ min. Es
traten unter Atropinmedikation bei den AKPQ SCNS5A transgenen Tieren keine

Arrhythmien auf.
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3.2 Versuche am isolierten Herzen
Es wurden insgesamt 62 Méuse in der Langendorff-Apparatur untersucht, davon 34

AKPQ SCNSA Maiuse und 28 wildtyp Méuse.

AKPQ SCNS5SA WT

ménnlich weiblich ménnlich weiblich

34 Mduse 28 Miuse
15 Miuse 19 Miiuse 14 Miuse 14 Mdiuse

0 Korpergewicht (g) 34,5+ 1,0 35,5+0,9
37,9 +0,4 * 32,2+0,2 36,3+ 0,4 34,6 +0,3

O Herzgewicht (mg) 199,8+5,6 206,4 + 7,2
2194 +2,5 * 186,1 +1,2 219,3+2,9 191,4 + 1,9

@ Alter (Wochen) 27,6 2,5 29,9+3,6
28,8+ 0,8 26,7+ 0,8 22,6 £ 0,7 * 38,2+ 1,8

Tabelle 3.1: Ubersicht der untersuchten Miuse in der Langendorff-Apparatur
Korper-, Herzgewicht und Alter sind jeweils als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben. * p < 0,05 weiblich vs. mdnnlich

In den verschiedenen Auswertungen tauchen nicht immer alle untersuchten Méuse auf,
da einzelne Aufzeichnungen dann im Hinblick auf den entsprechenden Aspekt nicht

auswertbar waren oder die Protokolle abwichen.

AKPQ SCN5A WT
Nach Arrhythmien ausgewertet 31 26
Fixfrequente Stimulation ausgewertet 20 17
Spontane Zyklusldngen ausgewertet 32 27
Spontane APDs ausgewertet 26 22

Tabelle 3.2: Anzahl der ausgewerteten Versuche in den verschiedenen Kategorien

In den folgenden Auswertungen tauchen n-Zahlen auf, welche teilweise groBer sind als
die Anzahl der Tiere, dieses ldsst sich dadurch erkliren, dass in einzelnen Protokollen
ein Herz mit verschiedenen Carbacholkonzentrationen untersucht wurde und somit in

der entsprechenden Auswertung mehrmals vorkommt.

3.2.1 Konzentrationsfindung
Zur Austestung der geeigneten Konzentrationen von Kalium im Krebs-Henseleit-Puffer

(Kalium 3,5 bis 5,9 mmol/ 1) und Carbachol (0,1 bis 10 pmol) wurden die einzelnen
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Versuche im Laufe der Versuchsreihe durch kontinuierliche Auswertung angepasst und
modifiziert.

Bei 22 wildtyp (WT) und 22 AKPQ SCNS5SA transgenen (TG) Tieren wurden
Messungen unter Kalium 5,9 mmol/ | durchgefiihrt, bei 17 WT und 21 TG unter Kalium
4,7 mmol/ 1 und bei 6 WT und 12 TG unter Kalium 3,5 mmol/ 1. Carbachol 0,1 pmol
unter Kalium 5,9 mmol/ I erhielten 5 WT und 5 TG. Carbachol 1pmol 22 WT und 22
TG und Carbachol 0,1 pmol 8 WT und 12 TG, jeweils unter Kalium 5,9 mmol/ 1. 7 WT
und 4 TG Herzen wurden mit Carbachol 10 pmol unter Carbachol 4,7 mmol/ 1
perfundiert, 6 WT und 12 TG mit Carbachol 0,1 pmol unter Kalium 4,7 mmol/ 1 und
gleich viel Herzen mit Carbachol 0,1 pmol unter Kalium 3,5 mmol/ L.

Es hat sich herausgestellt, dass die verschiedenen Kaliumkonzentrationen im Bereich
physiologischer Werte, von Niedrignormal bis Hochnormal, unter diesen
Versuchsbedingungen zu keinem signifikanten Unterschied in den Aktionspotenzialen
fiihren. Daher konnen in der Auswertung die Versuche mit unterschiedlichen
Kaliumkonzentrationen zusammengefasst werden.

Die verschiedenen Carbacholkonzentrationen zeigen Effekte, auf die in den einzelnen
Auswertungen an entsprechender Stelle eingegangen wird.

Zur Begrenzung der Versuchszeit wurden die zu stimulierende Zykluslédngen auf die,

wie sich herausgestellt hat, Wesentlichen zwischen 100 und 200 ms beschrankt.

3.2.2 Arrhythmien

Bigemini (>10 Zyklen) Salven spontane VI/VF
Baseline | Carbachol | Baseline | Carbachol | Baseline | Carbachol
Anzahl der Versuche 43 42 43 42 43 43
Anzahl der Versuche
mit Arrhythmien 22 34 12 23 4 13
Anzahle der Versuche
ohne Arrythmien 21 8 31 19 39 30
Versuche mit
Arrhythmien in % 51,16% 80,95% 27,91% 54,76% 9,30% 30,23%

Tabelle 3.3: Arrhythmien bei AKPQ SCN5A Miusen im Elektrokardiogramm
Aufgetretene Arrhythmien (Bigemini, Salven und spontane Torsade de Pointes-artige
ventrikuldre Tachykardien oder ventrikuldires Flimmern) Baseline und unter
Carbacholwirkung 0,1 bis 10umol, absolut und prozentual. Jeweils p < 0,05 Baseline
vs. Carbachol
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Arrhythmien traten unter Carbacholwirkung bei den AKPQ SCNS5SA Tieren bei
Konzentrationen von 0,1 umol, 1 pmol und 10 umol signifikant hdufiger auf als unter
Baselinebedingungen. 22 von 43 Versuchen zeigten Baseline Bigemini von mindestens
10 Zyklen, dagegen traten unter Carbacholwirkung bei 34 von 42 Versuchen Bigemini
auf (p <0,01).

Salven waren Baseline bei 12 von 43 Versuchen, unter Carbachol bei 23 von 42
Versuchen zu beobachten (p < 0,05). Spontane ventrikuldre Tachykardien vom Typ der
Torsade de Pointes oder auch spontanes Kammerflimmern traten bei 4 von 43
Versuchen Baseline auf und bei 13 von 43 unter Carbachol (p < 0,05) auf.

Im Folgenden sind zwei Beispiele fiir eine kurze polymorphe ventrikuldre Tachykardie
und einer Episode von Bigemini am isolierten Herzen in der Langendorft-

Versuchsanordnung dargestellt.

|
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\ EJ\\ |'.J'\ ﬂ,\\]\\/
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100ms

I 4 e ifml M“MMJ\ [~ EKG

Abbildung 3.4: Beispiel einer kurzen polymorphen VT am isolierten Herzen
Simultan aufgezeichnete Signale wdihrend einer kurzen polymorphen ventrikuldren
Tachykardie unter Carbachol bei einer AKPQ SCN5A transgenen Maus. LV= freie
Wand des linken Ventrikels;, LV Sep= linksventrikulires Septum;, EKG= Ableitung
entspricht einem Elektrokardiogramm
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Abbildung 3.5: Beispiel eines Bigeminus am isolierten Herz
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Simultan aufgezeichnete Signale wihrend eines Bigeminus unter Carbachol bei einer
AKPQ SCN5A transgenen Maus. LA= Atrium links; RV= freie Wand des rechten
Ventrikels, LV Sep= linksventrikulires Septum;, EKG= Ableitung entspricht einem

Elektrokardiogramm.

Der Bigeminus tritt auf wihrend einer Phase des kompletten atrioventrikuldren Blockes
(AV-Block °3), da die Vorhofsignale in einer physiologischen Frequenz weiter laufen
ohne Uberleitung auf die Kammern.

3.2.3 Pausen
Pausen mit einer Dauer von iiber 10 Sekunden zeigten sich am isolierten Herzen in der

Langendorff-Apparatur bei den AKPQ SCN5SA Méusen unter Kontrollbedingungen bei

8 von 43 Versuchen und unter Carbachol 0,1 umol bis 10 pmol insgesamt bei 24 von 43

Versuchen (p <0,01).
Carbachol
Baseline « s | . #

0,1 pmol 1 umol 10 pmol” | insgesamt
Versuche 43 31 21 13 43
Pausen 8 11 11 7 24
keine Pausen 35 20 10 6 19

18,60% 35,48% 52,38% 53,85% 55,81%

Tabelle 3.4: Pausen bei AKPQ SCNSA
Pausen mit einer Dauer von iiber 10 Sekunden am isolierten Herz bei AKPQ SCN5A
Tieren. * p < 0,05 Carbachol vs. Baseline, *p < 0,01 Carbachol vs. Baseline
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Carbachol Pausen Keine Pausen #

Baseline Pausen Keine Pausen

Anzahl (n)

Abbildung 3.6: Pausen iiber 10s Linge bei AKPQ SCNSA
#p < 0,01 Carbachol 0,1 bis 10umol vs. Baseline

3.2.4 Fixfrequente Stimulation
Unter den Bedingungen der fixfrequenten Stimulation konnte bei den AKPQ SCN5SA
Herzen unter Carbacholwirkung keine Verldngerung der Aktionspotenzialdauer

festgestellt werden. Eher eine tendenzielle Verkiirzung ist unter Carbachol aufgetreten.

100ms CL 120ms CL 140ms CL 150ms CL 200ms CL
baseline| 42 ms + 3 46 ms + 3 49 ms + 4 49 ms + 4 53 ms =5

AKPQ SCNSA  Carbachol 0,1pymol| 37 ms +4 | 37 ms + 3# [ 40 ms + 5 40 ms £4* | 41 ms £3
Carbachol 1umol| 45 ms + 2 42 ms £ 3 45 ms £3 42 ms =3 46 ms + 4

APD 90
baseline|] 40 ms + 2 40 ms + 2 4] ms + 2 42 ms + 2 47 ms + 3

WT Carbachol 0,1pmolf 33 ms + 2# | 31 ms + 3# | 32 ms + 2# | 28 ms + 2# | 33 ms + 3#
Carbachol 1pmolf 42 ms + 3 42 ms + 3 44 ms + 4 44 ms + 4 46 ms + 3

baseline| 24 ms =+ 2 26 ms + 3 28 ms + 3 28 ms + 3 28 ms + 4
AKPQ SCN5SA  Carbachol 0,1pmol|f 21 ms + 3 20 ms =2 2l ms £ 3 20 ms + 2* | 22 ms + 3%
Carbachol 1umol| 24 ms + 2 21 ms + 2 22 ms + 2 20 ms + 2 24 ms + 3
APD70
baseline| 23 ms + 2 23 ms £ 2 22 ms £ 2 22 ms £2 27 ms £ 2
WT Carbachol 0,1umolf 17 ms + 1# | 15 ms £2# | 16 ms + 1# | 14 ms £ 0# | 15 ms + 2#
Carbachol 1umol| 23 ms + 3 20 ms + 2 19 ms + 3 20 ms + 3 20 ms + 2

Tabelle 3.5: APD70 und APD90 bei fixfrequenter Stimulation
Dargestellt sind die APD70 und APD90 bei AKPQ SCN5A und WT Tieren, jeweils
Baseline und unter Carbachol 0,1umol und Carbachol 1umol bei Zykluslingen von
100ms, 120ms, 140ms, 150ms und 200ms. Jeweils als Mittelwert =+
Standardabweichung, * p< 0,05 AKPQ SCN5A vs. WT; #p < 0,05 Carbachol 0,1 oder
1 ymol vs. Baseline
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Abbildung 3.7: Fixfrequente Stimulation Carbachol 0,1pmol versus Baseline bei AKPQ SCNSA
Dargestellt ist die APD70 bei verschiedenen Zykluslingen. Unter Carbachol 0,1umol
ist die APD70 im Vergleich zu Baseline tendenziell verkiirzt, aber nicht verldngert

(jeweils p > 0,05).
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Abbildung 3.8: Fixfrequente Stimulation Carbachol 1pmol versus Baseline bei AKPQ SCNSA
Dargestellt ist die APD70 bei verschiedenen Zykluslingen. Unter Carbachol 1umol ist
die APD70 im Vergleich zu Baseline tendenziell verkiirzt, aber nicht verlingert (jeweils

p>0,05).
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Abbildung 3.9: Fixfrequente Stimulation AKPQ SCN5a versus WT, Baseline
Dargestellt ist die APD70 bei kurzen Zykluslingen. Baseline haben die AKPQ SCN5A
Herzen eine tendenziell lingere APD70 als die WT Herzen (jeweils p > 0,1).
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Abbildung 3.10: Fixfrequente Stimulation AKPQ SCN5a versus WT, Carbachol 0,1pmol
Dargestellt ist die APD70 bei kurzen Zykluslingen. Unter Carbachol 0,1umol zeigen
die AKPQ SCN5A bei den Zykluslingen 100ms, 120, 140ms eine tendenziell ldingere
APD70 als die WT Herzen (p > 0,05), bei den Zyklusidingen 150ms und 200ms eine
signifikant ldngere APD70 (p < 0,05).
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Es wurden alle Versuche ohne AV-Block und daher bei relativ kurzen Zyklusldngen
durchgefiihrt. Bei sehr langsamen Zykluslingen (> 200 ms) ist die

Aktionspotenzialdauer sehr wohl verldangert. [14]

3.2.5 Spontane ventrikuldre Zyklusldngen und APDs
Unter Kontrollbedingungen ist kein Unterschied der APD90 zwischen WT und AKPQ

SCNSA Herzen zu erkennen, 48 = 3ms versus 46 + 2ms. 5 Minuten nach Beginn der
Carbacholinfusion zeigen die transgenen Herzen unter Bradykardie eine tendenziell
langere APD90 als die WT Herzen, 78 = 6ms versus 87 + 6ms. Dabei ist die
Bradykardie nicht durch einen AV-Block getriggert.

100 H

OWT

80 mAKPQ SCN5A

60

APD90 (ms)

40

20

0
H#Hp<o0,01 base carbachol 1umol

Abbildung 3.11: Spontane APD90 bei WT und AKPQ SCN5A
Gezeigt ist die spontane APD90 Baseline und 5Smin nach Beginn der Carbacholinfusion
Tumol bei den WT und AKPQ SCN5A Herzen.

Die Steigerung der APD90 bei den transgenen Herzen ausgehend von einem
Baselinewert von 46ms betrdgt unter Carbachol 0,1pmol 41%, unter Carbachol 1umol

90% und unter Carbachol 10pmol 167%.
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APD90 Prozent}laler
Anstieg
Baseline 46 + 2ms 0%
Carbachol 0,1umol 64 + 7ms 41%
Carbachol 1pmol 87 + 6ms 90%
Carbachol 10umol 121 + 13ms 167%

Tabelle 3.6: Anstieg der spontanen APD90 bei AKPQ SCN5A Herzen

Bei allen Herzen ist eine Zunahme der Zyklusldngen unter Carbachol, 5min nach
Beginn der Carbacholinfusion, zu beobachten. Diese Bradykardie ist nicht durch einen
AV-Block getriggert. Die AKPQ SCN5A Herzen zeigen eine baseline Zyklusldnge von
233ms. Unter Carbachol 0,1umol tritt eine Zunahme von 216% auf 737ms auf, unter
Carbachol 1umol eine Zunahme von 371% auf 1100ms und unter Carbachol 10pmol
eine Zunahme von 406% auf 1182ms, jeweils ist p < 0,05. Die WT Herzen haben eine
baseline Zykluslange von 206ms. Die Steigerungen der Zyklusldngen betragen bei
Carbachol 0,1pmol 93% (auf 397ms), bei Carbachol 1pmol 162% (auf 540ms) und bei
Carbachol 10pmol 205% (auf 627ms), jeweils mit p < 0,05.
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Abbildung 3.12: Anstieg der spontanen APD90 bei AKPQ SCNSA Herzen
Die spontane APD90 bei AKPQ SCN5A Herzen Baseline und bei steigender
Carbacholkonzentration 0,1 umol bis 10umol, # p< 0,05
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Der Anstieg der Zyklusldngen ist bei den transgenen Herzen bei den niedrigen
Carbacholkonzentrationen tendenziell stirker ausgeprigt als bei den WT Herzen
(Baseline vs. Carbachol 0,1pmol p = 0,06; vs. Carbachol 1umol p = 0,09; vs. Carbachol
10pmol p = 0,29)

Zykluslédngen iiber 5 Sekunden Dauer sind in dieser Berechnung nicht berticksichtigt, da
bei diesen nicht mehr von regelméfBigen Herzaktionen ausgegangen werden kann,

sondern sie kommen durch lange Pausen zustande.
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Abbildung 3.13: Spontane Zykluslingen
Dargestellt sind die spontanen Zykluslingen der AKPQ SCN5A und WT Herzen, jeweils
Baseline, unter Carbachol 0,1umol, 1umol und 10umol. #p < 0,05

Die gemeinsame Betrachtung der Aktionspotenzialdauer und der Zyklusldnge bei den
AKPQ SCNS5A Herzen zeigt eine Zunahme beider Parameter unter Carbachol 0,1pmol
und Carbachol 1pmol (p < 0,05). Von Carbachol 0,Iumol zu 1pmol ist jeweils eine

tendenzielle Zunahme zu erkennen.
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Abbildung 3.14: Spontane APD90 und Zykusléingen
Der obere Graph zeigt die Zykluslingen, in logarithmischer Darstellung, der untere
Graph zeigt die APD90. Beides jeweils Baseline, unter Carbachol 0,1umol und 1umol,
#p < 0,05 Baseline vs. Carbachol 0,1 bzw. 1 umol, ° p < 0,05 Carbachol 0,1 vs. 1umol.

3.3 Das Elektrokardiogramm unter Narkose
Es wurde an insgesamt 31 Tieren ein Elektrokardiogramm in Narkose abgeleitet.

Darunter befanden sich 19 AKPQ SCNS5A transgene Méuse und 12 wildtyp Méuse. In
die Auswertung der Arrhythmien flossen die Ergebnisse von 17 transgenen und 11
Wildtyp Méusen ein, in die der gemessenen Zeiten und Intervalle die Ergebnisse von 19
transgenen und 11 Wildtyp Tieren. Unterschiedliche Zahlen ergeben sich daher, dass

nicht alle Aufzeichnungen fiir jede Auswertung geeignet waren.

3.3.1 Arrhythmien
Nach der Injektion von 0,5mg/ kg Korpergewicht Carbachol zeigten Wildtyp und

AKPQ SCNSA Tiere keinen deutlichen Unterschied bei dem Auftreten vereinzelter
Extrasystolen, weniger als 10 Extrasystolen in den 10 min Aufzeichnung. Mehr als 10
Extrasystolen traten bei den AKPQ SCNSA signifikant hdufiger auf (p < 0,05).
Hohergradige Arrhythmien wie Bigemini, Salven und ventrikulire Tachykardien

zeigten die transgenen Tiere insgesamt hdufiger als die Wildtyp Tiere (p < 0,05).
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Wihrend der kurzen Baselineaufzeichnung zu Beginn der Versuche traten in beiden

Gruppen lediglich vereinzelte ventrikuldre Extrasystolen auf.

< 10 Extrasystolen | > 10 Extrasystolen Bigemini Salven & VT
AKPQ AKPQ AKPQ AKPQ
WT SCNSA WT SCNSA WT SCNSA WT SCNSA
Anzahl der Mduse 11 17 11 17 11 17 11 17
Anzahl der Arrhythmien 6 8 0 6 1 4 0 5
% 55% 47% 0% 35% 9% 24% 0% 29%

Tabelle 3.7: Arrhythmien im EKG unter Carbachol 0,5mg/ kg KG
Arrhythmien bei AKPQ SCN5A und WT Mdusen unter Isoflurannarkose in den 10
Minuten nach Carbacholinjektion.

25
® Salven & VT
= Bigemini
20 - > 10 Extrasystolen
<10 Extrasystolen
_ 15 1
£
IS
N
g *
10 -
I
5 -
0
* p<0,05 WT (n = 11) AKPQ SCN5A (n = 17)

Abbildung 3.15: Arrhythmien im EKG unter Carbachol 0,Smg/ kg KG
Aufgetretene Arrhythmien im EKG bei den WT und AKPQ SCN5A Tieren unter

Isoflurannarkose in der Zeit 10min nach Carbacholinjektion.
*p < 0,05 AKPQ SCN5A4 vs. WT
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Abbildung 3.16: Beispiel einer ventrikuliren Tachykardie unter Carbachol im EKG
Eine ventrikuldre Tachykardie im EKG bei einer AKPQ SCN5A transgenen Maus unter
Carbachol 0,5mg/ kg KG. Dargestellt sind die Ableitungen I, I1, Ill, aVR, aVL, aVF. Ein
Artefakt, hervorgerufen durch ein Atemzug ist markiert. Eingetragen sind die
Zykluslingen in ms.
| letzte P-Welle vor der Arrhythmie, * letzter QRS-Komplex vor der Arrhythmie

3.3.2 Zeiten und Intervalle im EKG
Die Gabe von 0,5mg/ kg KG Carbachol unter Isoflurannarkose fiihrte zu einem

signifikanten Anstieg der Lénge der P-Welle, des PQ-Intervalls, der Lange des QRS-
Komplexes und der QT-Zeit bei den AKPQ SCNS5A Tieren (p < 0,01). Gleichzeitig tritt

eine signifikante Verlangsamung der Herzfrequenz auf (p < 0,01).

Die frequenzkorrigierte QT-Zeit (QTc) zeigt keinen Unterschied zwischen Baseline und
Carbachol (p = 0,83). Somit ist die Verldngerung der absoluten QT-Zeit mit der

Verringerung der Herzfrequenz zu erklaren.

Im Vergleich mit den Wildtyp Tieren zeigen die AKPQ SCNSA Tiere keine
signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Herzfrequenz und die QT-Zeit. In den
Kontrollgruppen zeigen die AKPQ SCNS5A Tiere eine tendenziell hhere Herzfrequenz
und unter Carbacholeinwirkung einen tendenziell stirkeren Abfall. Die QT-Zeiten sind

jeweils tendenziell geringfligig verlangert bei den AKPQ SCNSA.
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Abbildung 3.17: Gemessene Zeiten im EKG bei den AKPQ SCN5SA
Gemessenen Zeiten im EKG in Isoflurannarkose Baseline und nach der Injektion von
0,5mg/ kg KG Carbachol, # p< 0,01 Baseline vs. Carbachol
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Abbildung 3.18: Herzfrequenz bei WT und AKPQ SCNSA Tieren im EKG
Vergleich der Herzfrequenzen im EKG in Isoflurannarkose Baseline und nach der
Injektion von 0,5 mg/ kg KG Carbachol bei WT und AKPQ SCN5A Mdusen, #p< 0,01
Baseline vs. Carbachol
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Abbildung 3.19: QT-Zeit bei WT und AKPQ SCNS5A Tieren im EKG
Vergleich der QT-Zeit im EKG in Isoflurannarkose Baseline und nach der Infektion von
0,5 mg/ kg KG Carbachol bei WT und AKPQ SCN5A Mdusen, # p< 0,01 Baseline vs.
Carbachol
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die parasympathische
Stimulation am Modell der AKPQ SCNS5A Maus, induziert durch das direkte
Parasympathomimetikum Carbachol eine Bradykardie, vermehrte Bigemini und
Arrhythmien vom Typ der Torsade de Pointes bei frei laufenden Tieren verursacht.
Dabei ist auffillig, dass nicht das ventrikuldre Aktionspotenzial des AKPQ SCNSA
Herzen an sich verldngert ist, sondern dass primdr durch die parasympathische
Stimulation eine Verldngerung der ventrikuldren Zykluslinge auftritt und dass es
dadurch sekunddr zu einer verldngerten Aktionspotenzialdauer kommt, welche

frequenzabhingig ist.

Dieser Sachverhalt wird dadurch deutlich, da es bei den isolierten AKPQ SCNSA
Herzen zu keiner Verliangerung des ventrikuldren Aktionspotenzials in Phasen der
fixfrequenten Stimulation, im Bereich physiologischer Zykluslingen, unter Carbachol
kommt. Die Dauer der spontanen ventrikuldren Aktionspotenziale unter Carbachol ist
jedoch signifikant verldngert im Vergleich zu Baselinebedingungen, wobei gleichzeitig
auch die Zykluslangen der ventrikuldren Aktionspotenziale signifikant verldngert sind.
Dieses deutet darauf hin, dass es einen kausalen Zusammenhang zwischen der

verldngerten Aktionspotenzialdauer und der verlédngerten Zykluslédnge gibt.

Weiterhin sahen wir in vivo unter Atropin eine Zunahme der Herzfrequenz und eine

Verhinderung von Arrhythmien bei den AKPQ SCN5A transgenen Tieren.

4.1 Bradykardie als Ursache fiir Torsade de Pointes Arrhythmien

Eine Verldngerung des kardialen ventrikuldren Aktionspotenzials und auch ein
vermehrter spiter Natriumeinstrom (In,) konnte bereits beim LQT-Syndrom 3 und am
Modell der AKPQ SCN5SA Maus nachgewiesen werden [14, 36]. Auch wurde gezeigt,
dass Arrhythmien vom Typ der Torsade de Pointes beim LQT-Syndrom 3 bei extremer
Verldangerung des ventrikuldren Aktionspotenzials und damit der QT-Zeit im
Elektrokardiogramm auftreten, sodass dieses der entscheidende Faktor fiir die

Entstehung von Arrhythmien zu sein scheint wie klinisch bereits angenommen [30].
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Die Verldngerung des Aktionspotenzials hat wahrscheinlich folgende Ursache: Das
Plateau des kardialen Aktionspotenzials wird durch ein komplexes Zusammenspiel
verschiedener Ionenkandle aufrecht erhalten. Die darauf folgende Repolarisation des
Aktionspotenzials setzt dann ein, wenn der resultierende Auswirtsstrom (vor allem
Kaliumausstrom) grofer wird als der Einwértsstrom (vor allem Natriumeinstrom). Beim
LQT-Syndrom 3 tritt diese Situation der Repolarisation jedoch erst verspitet ein, da die
AKPQ SCNSA Mutation im kardialen Natriumkanal zu einem vermehrten spéten
Einstrom von Natrium (In,) in die Zellen des Herzens fiihrt. Dadurch kommt es zu
einem spdteren und verlangsamten Abfall des Plateaus und damit zu einer Verlangerung
des ventrikuldren Aktionspotenzials, welches sich im Oberflichen-EKG durch eine
Verldngerung der QT-Zeit zeigt [1]. Der spite In, bei der AKPQ Mutation des LQT 3
Syndroms zeigt eine frequenzabhédngige Kinetik. Bei hoheren Frequenzen also kiirzeren
Zyklusldngen wird der spate Natriumeinstrom kleiner und das Aktionspotenzial dadurch
kiirzer [16, 33]. Im Umkehrschluss wiirde bei niedrigen Frequenzen der Iy, ansteigen

und das Aktionspotenzial langer werden.

Die Wirksamkeit von Manipulationen am Herzen welche eine Bradykardie verhindert
und damit auch die daraus resultierenden Arrhythmien, konnte bereits mehrfach belegt
werden. Am intakten Herz der KPQ SCNS5SA Maus [14], an Zellen die den SCNS5A-
Defekt medikamentenbedingt zeigen [37] und beim Patienten [45] verkiirzt
antibradykardes Pacing im Bereich physiologischer Zyklusldngen das Aktionspotenzial
damit die QT-Zeit und verhindert Arrhythmien. Auch die Gabe des
Adrenozeptoragonisten Orciprenalin zur direkten sympathischen Aktivierung oder die
intrinsische Aktivierung des sympathischen Systems durch Stress am Modell der AKPQ
SCNS5A Maus zeigen den gleichen Effekt [4, 9-12]. Noda et al. konnten zeigen, dass bei
Patienten mit LQT-Syndrom 3 die QTc-Zeit Verlingerung unter Adrenalin nicht so
stark ausgepragt ist wie bei den Patienten mit LQT Syndromen Typ 1 oder 2 oder wie in
der Kontrollgruppe. Unter steady state Bedingungen ist die QTc-Zeit im Vergleich zu

Baseline sogar verkiirzt [35].
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Eine weitere Moglichkeit Arrhythmien beim LQT-Syndrom 3 vorzubeugen ist die
direkte Blockade von Na-Kanilen. Unter Mexiletin konnte am Modell der AKPQ
SCNS5A Maus [14] und in pharmakologischen Modellen des LQT-Syndroms 3 [37, 49]
gezeigt werden, dass es zu einer Verkiirzung der Aktionspotenzialdauer bei langen
Zyklusldngen und zu einer Reduktion von Arrhythmie kommt. Die direkte Na-Kanal
Blockade fiihrt jedoch beim LQT-Syndrom 3 als unerwiinschte Wirkung zu einer
intrinsischen Bradykardie und Leitungsverzdgerungen, welche einen proarrhythmischen
Effekt darstellen. Die Reduktion von Arrhythmien und eine Leitungsverzogerung
konnte auch fiir Flecainid, einem weiteren Na-Kanal Blocker, beim LQT-Syndrom 3 am

Modell der AKPQ SCNSA Maus gezeigt werden [2, 6, 10].

Im Gegensatz dazu konnte der Effekt von [B-Adrenozeptorantagonisten auf die
Herzfrequenz und den AV-Knoten fiir die Bradykardie induzierten Torsade de Pointes
beim LQT-Syndrom 3 verantwortlich sein, welche unter entsprechender Medikation
auftreten. Diese medikamentenbedingt entstehende Bradykardie koénnte zumindest
teilweise erklidren, warum B-Blocker oft nicht die Arrhythmien beim LQT 3 Patienten

verhindern [4, 9-12, 29, 38, 51].

Wir konnten nun zeigen, dass es bei AKPQ SCN5SA Méusen wihrend Phasen mit
geringer Herzfrequenz und damit langer Zykluslinge zu einer Verldngerung des
ventrikuldren Aktionspotenzials und zum vermehrten Auftreten von Arrhythmien
kommt, wie es bereits fiir einzelne Patienten mit dem LQT 3 Syndrom zuvor gezeigt
wurde [30]. Dieses wire mit der Vermutung zu vereinbaren, dass der spite
Natriumkanal Arrhythmien vom Typ der Torsade de Pointes wéihrend Phasen der
Bradykardie im AKPQ SCN5A Mausmodel des LQT 3 Syndroms verursacht [45]. Auch
die Kinetik des spéten Natriumkanals passt zu dieser Vorstellung [16, 33], da es danach
durch eine Verlangerung der Zykluslinge zu einem zunehmend vermehrten spiten
Natriumeinstrom kommt, der damit zu einem zunehmend verldngerten Aktionspotenzial
filhrt. Weiterhin konnte zum Auftreten von Arrhythmie auch das verldngerte atriale
Aktionspotenzial beitragen, welches zu einer verdnderten atrialen Elektrophysiologie

fiihren konnte [3, 7, 8].
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4.2 Atropin als Antiarrhythmikum beim langen QT-Syndrom 3

Die in vivo beobachtete Zunahme der Herzfrequenz und Verhinderung von
Arrhythmien bei der AKPQ SCN5SA Maus unter Atropinmedikation untermauert das
zuvor Beschriebene, da unter Authebung des parasympathischen Stimulus ein
entsprechend gegenteiliger Effekt auftritt. Durch den Wegfall der parasympathischen
Stimulation iiberwiegt die sympathische Aktivitit und flihrt zu antiarrhythmischen
Effekten, wie sie bereits in transgenen [10, 23] und pharmakologischen [50] Modellen
des LQT-Syndroms 3 unter Catecholaminen beschrieben wurden. Weiterhin besteht

auch die Moglichkeit einer direkten Wirkung des Atropins auf das Myokard.

4.3 Limitationen
Die Ergebnisse dieser Arbeit in Bezug auf die AKPQ SCN5A-Mutation miissen nicht

unbedingt mit denen anderer Mutationen des Natriumkanals beim LQT-Syndrom 3
tibereinstimmen. Bei diesen konnte es durchaus zu Abweichungen kommen, da bei
anderen Varianten gegebenenfalls die entsprechenden Ionenkanile eine etwas andere

Kinetik aufweisen.

Weiterhin kann der proarrhythmische Effekt der parasympathischen Stimulation durch
die ventrikuldre Bradykardie erkldrt werden und scheint sogar der wichtigste Faktor fiir
die Entstehung der Arrhythmien zu sein [13]. Dies schlieBt jedoch nicht aus, dass es
nicht andere zusitzliche Effekte gibt, die eventuell zusétzlich fiir die proarrhythmische
Wirkung verantwortlich sind. Dieser Sachverhalt miisste in weiteren Studien noch

tiberpriift werden.

AuBlerdem ist zu beachten, dass alle Ergebnisse in dieser Arbeit an dem Versuchstier
,transgene Maus‘ erhoben wurden und nicht ohne Einschrdnkungen auf den Menschen
tibertragen werden konnen, da einige erhebliche Unterschiede zwischen dem Herz des
Menschen und dem der Maus bestehen [28]. Die vorliegenden Daten miissen daher
durchaus kritisch betrachtet werden und konnen nicht einfach fiir die Klinik
tibernommen werden [34]. Aber zum Beispiel die ventrikuldre Aktionspotenzialdauer
des schlagenden Mauseherzen scheint ein gleiches frequenzadaptierendes Verhalten zu

Zeigen wie das Herz des Menschen [53].
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4.4 Schlussfolgerungen
Bisher gibt es lediglich klinische Einzelbeobachtungen die eine Bradykardie, in Ruhe

oder wihrend des Schlafes, als auslosenden Mechanismus von Torsade de Pointes beim
LQT-Syndrom 3 belegen. Wir konnten nun in vivo, am Modell der AKPQ SCNS5SA
Maus, zeigen das eine vagale Stimulation durch den direkten parasympathomimetischen
Effekt des Carbachols eine signifikante Bradykardie ausldst. In Folge dieser kommt es
am Herzen der AKPQ SCNSA transgenen Maus zu einer extremen Verldngerung des
ventrikuldren Aktionspotenzials und damit zur Entstehung von Arrhythmien, speziell
vom Typ der Torsade de Pointes. Somit kann der sicherste Schutz vor diesen
Arrhythmien durch eine Verhinderung vagal ausgeloster Bradykardien erreicht werden.
Dies konnten wir beispielhaft durch das parasympatholytisch wirkende Atropin zeigen

und wurde zuvor bereits fiir das antibradykarde Pacing gezeigt [14].

In Bezug auf die zu Beginn gestellten Fragen haben sich folgende Antworten ergeben:

* Bei der AKPQ SCNS5A Maus tritt unter Carbachol eine Bradykardie induzierte

Verldngerung der Aktionspotenzialdauer und der QT-Zeit auf.

*  Bradykardie induziert treten Arrhythmien vom Typ der Torsade de Pointes unter

parasympathischer Stimulation auf.

*  Durch Verhinderung von Bradykardie kann das Auftreten von Arrhythmien vom

Typ der Torsade de Pointes bei der AKPQ SCNS5A Maus verhindert werden.

4.5 Klinische Aspekte
Trotz oben genannter Limitationen in Bezug auf das Modell der AKPQ SCN5A Maus

koénnen folgende Uberlegungen angestellt werden:

Die parasympathische Stimulation, zum Beispiel mittels Carbachol, kénnte einen
klinischen Test darstellen, um das LQT-Syndrom 3 zu diagnostizieren und von den
anderen LQT-Syndromen unter klinischen Bedingungen abzugrenzen. Dabei ist darauf
zu achten, dass eine parasympathische Stimulation fiir Patienten eine erhebliche Gefahr

darstellt und moglichst vermieden werden sollte. Wenn es dennoch appliziert wird,
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sollte dieses mit Pacing kombiniert werden, um einer extremen Bradykardie und damit
der Gefahr einer moglichen Arrhythmie vorzubeugen. Zusitzlich sollte der Test immer

nur unter Bereitschaft zur Defibrillation durchgefiihrt werden.

Einen weniger gefdhrlichen Test stellt, unter Beachtung entsprechender
Kontraindikationen, das Belastungs-EKG dar. Bei diesem konnten unter Stress bei
einem Patienten mit LQT-Syndrom 3 im Gegensatz zu anderen Formen des Syndroms

eine Verkiirzung der QT-Zeit auftreten und zur Diagnosefindung beitragen.

Eine parasympatholytische Medikation zum Beispiel mittels Atropin kdénnte ein
wirksames Mittel zur Verhinderung von Arrhythmien vom Typ der Torsade de Pointes

beim LQT-Syndrom 3 darstellen durch die Verhinderung von Bradykardien.

Als Notfallmainahmen wéhrend Phasen mit extremer Bradykardie bei Patienten mit
dem LQT-Syndrom Typ 3 konnten die [B-adrenerge Stimulation durch (-
Adrenozeptoragonisten, die parasympatholytische Medikation durch Atropin oder das
direkte antibradykarde Pacing im Bereich physiologischer Zykluslingen genutzt
werden, um den potenziell letalen Arrhythmien vom Typ der Torsade de Pointes

vorzubeugen oder diese sogar eventuell zu beenden.
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B. Werte der spontanen Zykluslédngen (LangendorfY)

AKPQ SCN5A WT
Mittelwert (ms)| £|STEM (ms) | Anzahl (n)|Mittelwert (ms)| £[STEM (ms) | Anzahl (n)
Baseline 233 £ 16 33 206 23 28
Carbachol 0,1pmol 737 * 165 28 397 * 58 24
Carbachol 1pmol 1100 * 295 19 540 * 86 20
Carbachol 10pumol 1182 * 429 7 627 + 143 7
p
AKPQ SCN5A

Baseline vs. Carbachol 0,1pmol 0,0047

Baseline vs. Carbachol 1pumol 0,0031

Baseline vs. Carbachol 10umol 0,0032

wr

Baseline vs. Carbachol 0,1pmol 0,0161

Baseline vs. Carbachol 1pumol 0,0087

Baseline vs. Carbachol 10pmol 0,0065

AKPQ SCN5A vs. WT

Carbachol 0,1umol 0,0650

Carbachol 1pumol 0,0899

Carbachol 10pmol 0,2920

Werte aus dem student’schen t-Test (ungepaart)

III




C. Werte der spontanen APDs (LangendorfY)

APD90 AKPQ SCN5SA WT
Mittelwert (ms)| +| STEM (ms)| Anzahl (n)|Mittelwert (ms)| £| STEM (ms)|Anzahl (n)
Baseline 46 t 2 32 48 t 3 26
Carbachol 0,1 umol 64 t 7 12 54 t 4 15
Carbachol 1pmol 87 t 6 17 78 * 6 14
Carbachol 10pmol 121 t 13 6 61 t 17 3
APD70 AKPQ SCN5SA WT
Mittelwert (ms)| +| STEM (ms)| Anzahl (n)|Mittelwert (ms)| £| STEM (ms)|Anzahl (n)
Baseline 27 t 2 30 27 t 2 27
Carbachol 0,1 umol 34 t 5 12 28 t 3 14
Carbachol 1pmol 52 + 6 16 49 + 6 13
Carbachol 10pmol 72 t 11 5 37 t 17 3
prozentuale Steigerung AKPQ SCNS5SA WT
Baseline vs. ... APD90 | APD70 APD90 | APD70
Carbachol 0,1 umol 41% 29% 12% 3%
... Carbachol 1pumol 90% 96% 63% 81%
... Carbachol 10pumol 167% 173% 27% 35%
p
APD90 APD70
AKPQ SCN5A
Baseline vs. Carbachol 0,1pmol 0,0260 0,1564
Baseline vs. Carbachol 1pumol 0,0000 0,0011
Baseline vs. Carbachol 10pmol 0,0028 0,0212
wrT
Baseline vs. Carbachol 0,1pmol 0,2832 0,8478
Baseline vs. Carbachol 1pumol 0,0005 0,0047
Baseline vs. Carbachol 10umol 0,5875 0,7006
AKPQ SCN5A vs. WT
Baseline 0,9170 0,9504
Carbachol 0,1pmol 0,2130 0,3037
Carbachol 1pumol 0,3650 0,7557
Carbachol 10pmol 0,0700 0,2313

Werte aus dem student’schen t-Test (ungepaart)

1Y%



AKPQ SCN5A

AKPQ SCN5A

WT
APD90

APD90

APD70

D. Werte der fixfrequenten Stimulation (LangendorfY)

CL | 100ms | 120ms | 140ms | 150ms | 180ms | 200ms
Mittelwert (ms)] 42 46 49 49 52 53
Carbachol 0,1pmol STEM (ms) 3 3 4 4 5 5
Anzahl (n)] 14 15 14 15 13 14
Mittelwert (ms)] 37 37 40 40 42 41
Carbachol 1pumol STEM (ms) 4 3 5 4 4 3
Anzahl (n)] 12 14 10 11 10 11
Mittelwert (ms)| 45 42 45 42 47 46
Carbachol 10pumol STEM (ms)] 2 3 3 3 4 4
Anzahl (n)] 14 15 14 17 11 12
CL | 100ms | 120ms | 140ms | 150ms | 180ms [ 200ms
Mittelwert (ms)| 24 26 28 28 28 28
Carbachol 0,1pmol STEM (ms) 2 3 3 3 4 4
Anzahl (n)] 14 15 14 15 13 14
Mittelwert (ms)] 21 20 21 20 23 22
Carbachol 1 umol STEM (ms) 3 2 3 2 2 3
Anzahl (n)] 12 14 10 11 10 11
Mittelwert (ms)] 24 21 22 20 23 24
Carbachol 10umol STEM (ms)| 2 2 2 2 2 3
Anzahl (n)] 14 15 14 17 11 13
CL | 100ms | 120ms | 140ms | 150ms | 180ms [ 200ms
Mittelwert (ms)|] 40 40 41 42 47 47
Carbachol 0,1 umol STEM (ms) 2 2 2 2 3 3
Anzahl (n)] 13 13 11 11 7 8
Mittelwert (ms)| 33 31 32 28 28 33
Carbachol 1pumol STEM (ms) 2 3 2 2 3 3
Anzahl (n)] 12 13 9 9 5 10
Mittelwert (ms)] 42 42 44 44 49 46
Carbachol 10umol STEM (ms)] 3 3 4 4 4 3
Anzahl (n)] 12 12 7 7 8 9




CL | 100ms | 120ms | 140ms | 150ms | 180ms [ 200ms

Mittelwert (ms)] 23 23 22 22 27 27

Carbachol 0,1 umol STEM (ms) 2 2 2 2 2 2

Anzahl (n)] 13 13 11 11 7 8

. o Mittelwert (ms)] 17 15 16 14 14 15

= 2 Carbachol 1pmol STEM (ms)| 1 2 0 1 2

< Anzahl (n)] 12 13 8 9 6 11

Mittelwert (ms)] 23 20 19 20 22 20

Carbachol 10pumol STEM (ms) 3 2 3 3 2 2

Anzahl (n)] 12 12 7 7 8 9

p
CL 100ms|CL 120ms|CL 140ms|CL 150ms|CL 180ms|CL 200ms
AKPQ SCN35A
Baseline vs. Carbachol 0,1 umol APD90 | 0,2824 | 0,0465 | 0,1858 | 0,1022 | 0,1532 | 0,0837
’ APD70 | 0,4831 0,0588 | 0,0987 | 0,0598 [ 0,2047 | 0,1939
Baseline vs. Carbachol 1 umol APD90 | 0,3888 | 0,3126 | 0,4080 | 0,1305 | 0,4211 0,3356
APD70 | 0,9234 | 0,1211 0,1807 | 0,0641 0,2281 0,3401
wT
Baseline vs. Carbachol 0, 1 pmol APD90 | 0,0435 0,0435 0,0040 0,0004 0,0030 0,0075
’ APD70 | 0,0279 0,0088 0,0151 0,0006 0,0003 0,0005
Baseline vs. Carbachol 1 umol APD90 | 0,6295 | 0,6295 | 0,5276 | 0,6334 | 0,7714 | 0,8505
APD70 | 0,9612 | 03716 | 0,5333 | 0,5288 | 0,2435 | 0,0484
AKPQ SCN5A vs. WT

Bascline APD90 | 0,5386 0,1165 0,0993 0,1210 0,3877 0,3706
APD70 | 0,7536 | 0,3180 | 0,1237 | 0,1484 | 0,6554 | 0,7317
Carbachol 0,1 mol APD90 | 0,4325 | 0,1220 | 0,0575 | 0,0196 | 0,0146 | 0,0962
’ APD70 | 0,1928 | 0,0622 | 0,0699 | 0,0112 | 0,0042 | 0,0404
Carbachol Tpmol APD90 | 0,4633 | 0,9468 | 0,9055 | 0,6107 | 0,7884 | 0,9848
APD70 | 0,7654 | 0,7476 | 0,4587 | 0,8964 | 0,8846 | 0,3340

Werte aus dem student’schen t-Test (ungepaart)

VI




E. Arrhythmien (LangendorfY)

Werte aus dem exakten Fisher Test

VII

AKPQ SCN5SA n n n %
insgesamt Arrhythmien |keine Arrhythmien| Arrhythmien
Bigemini Baseline 43 22 21 51,16%
(> 10 Zyklen) Carbachol 42 34 8 80,95%
Salven Baseline 43 12 31 27,91%
Carbachol 42 23 19 54,76%
spontane VT/ Baseline 43 4 39 9,30%
VF Carbachol 43 13 30 30,23%
WT n n n %
insgesamt Arrhythmien |keine Arrhythmien| Arrhythmien
Bigemini Baseline 32 7 25 21,88%
(> 10 Zyklen)  Carbachol 30 15 15 50,00%
Salven Baseline 32 3 29 9,38%
Carbachol 30 9 21 30,00%
spontane VT/ Baseline 33 10 23 30,30%
VF Carbachol 32 15 17 46,88%
p
Bigemini Salven spontane
(> 10 Zyklen) VT/ VF
AKPQ SCN5A
Baseline vs. Carbachol 0,00571 0,01565 0,02829
wr
Baseline vs. Carbachol 0,03303 0,05549 0,20749
AKPQ SCN5A vs. WT
Baseline 0,01593 0,07808 0,03425
Carbachol 0,00964 0,05422 0,15614



F. Werte aus dem Oberflichen-EKG

AKPQ SCN5A
Mittelwert (ms)|+|STEM (ms) |Anzahl (n)

Baseline 1020 |+ 232 19

P- Well ; )
Welle Carbachol 16,76 + 2,91 19
Baseline 34,65 + 4,72 19
PQ- Intervall Carbachol 45,43 + 11,01 19
Baseline 12,31 o 103 19

RS- Kompl ; )
QRS- Komplex 4 achol 1515 ||  2.89 19
) Baseline 46,58 + 4.99 19

T_ Z 9 b
QT- Zeit Carbachol 77.82 +| 16,99 19
) Baseline 40,41 + 451 19

Te- Zeit ; )
QTc- Zei Carbachol 3995  |+| 874 19
Hersfroqueny | BASClne 45509 |+| 60,95 19
e Carbachol 16244 |+ 60,95 19

WT
Mittelwert (ms)|+|STEM (ms) |Anzahl (n)

Baseline 9,89 + 1,98 11
P- Welle Carbachol 14,73 +| 3,19 11
Baseline 34,53 + 4,58 11
PQ-Intervall 4 chol 4475 x| 872 11
Baseline 12,21 + 1,68 11
QRS- Komplex .+ achol 1489  |+| 243 1
. Baseline 46,02 + 6,21 11
QT- Zeit Carbachol 7252 |+ 1187 11
. Baseline 39,04 + 4,97 11
QTc- Zeit Carbachol 3849 || 525 1
Herzfrequenz Baseline 433,70 + 30,60 11
d Carbachol 18123 |+| 78.56 11

VIII




prozentuale Steigerung p1 p2 TG p2 WT
AKPQ SCN5SA WT TG vs. WT| drug vs. base | drug vs. base

P- Welle 64,27% 48,93% 0,0995 0,0000 0,0011
PQ- Intervall 31,10% 29,60% 0,8526 0,0006 0,0007
QRS- Komplex 23,02% 21,96% 0,8000 0,0003 0,0025
QT- Zeit 67,08% 57,61% 0,3257 0,0000 0,0000
QTec- Zeit -1,12% -1,40% 0,5718 0,8292 0,7514
Herzfrequenz -64,31% -58,21% 0,4742 0,0000 0,0000

p'-Werte aus dem student’schen t-Test (ungepaart)
p’-Werte aus dem student’schen t-Test (gepaart)
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QG. Die verschiedenen Protokolle der LD-Versuche

Protokoll 1:
Carbachol 1 pmol in KHB-L&sung 5,9 mmol/ I Kalium fiir 13 + 1 Minute
Washout mit KHB-Losung 5,9 mmol/ 1 Kalium fiir 10 Minuten

Protokoll 2:
Vorhofstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180, 200, 300 ms CL)
Bei bestehendem AV-Block: Kammerstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180,
200, 300 ms CL)
Carbachol 1 umol in KHB-Ldsung 5,9 mmol/ 1 Kalium bis Effekt sichtbar
Vorhofstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180, 200, 300 ms CL)
Bei bestehendem AV-Block: Kammerstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180,
200, 300 ms CL)
Carbachol 10 pmol in KHB-Lésung 5,9 mmol/ 1 Kalium bis Effekt sichtbar
Vorhofstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180, 200, 300 ms CL)
Bei bestehendem AV-Block: Kammerstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180,
200, 300 ms CL)
Washout mit KHB-Losung 5.9 mmol/ 1 Kalium fiir 10 Minuten

Protokoll 3:
Vorhofstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180, 200, 300 ms CL)
Bei bestehendem AV-Block: Kammerstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180,
200, 300 ms CL plus ERP bei 100,120 ms CL)
Carbachol 1 umol in KHB-Ldsung 5,9 mmol/ 1 Kalium fiir 10 Minuten
Vorhofstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180, 200, 300 ms CL)
Bei bestehendem AV-Block: Kammerstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180,
200, 300 ms CL plus ERP bei 100,120 ms CL)
KHB-Loésung 4,7 mmol/ 1 Kalium fiir 5 Minuten
Carbachol 10 pmol in KHB-Lésung 5,9 mmol/ 1 Kalium bis Effekt sichtbar

Ggf. bei noch guten Signalen Stimulation:

Vorhofstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180, 200, 300 ms CL)



Bei bestehendem AV-Block: Kammerstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180,
200, 300 ms CL plus ERP bei 100,120 ms CL)

Protokoll 4:
Carbachol 1 umol in KHB-L&sung 5,9 mmol/ 1 Kalium fiir 10 Minuten
Vorhofstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180, 200, 300 ms CL plus ERP bei
100, 120, 200 ms CL)
Bei bestehendem AV-Block: Kammerstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180,
200, 300 ms CL plus ERP bei 100,120 ms CL)
KHB-Lo6sung 4,7 mmol/ 1 Kalium fiir 5 Minuten
Vorhofstimulation (ERP 100, 120, 200 ms CL)
Carbachol 10 pmol in KHB-Lésung 4,7 mmol/ 1 Kalium bis Effekt sichtbar
Vorhofstimulation (ERP 100, 120, 200 ms CL)

Protokoll 5:
Vorhofstimulation (100, 120, 200 ms)
Bei bestehendem AV-Block: Kammerstimulation (100, 120, 200 ms)
Carbachol 0,1 pmol in KHB-L&ésung 5,9 mmol/ 1 Kalium fiir 10 Minuten
Vorhofstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180, 200, 300 ms CL plus ERP 100,
120, 200 ms CL)
Bei bestehendem AV-Block: Kammerstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180,
200, 300 ms CL plus ERP bei 100, 120, 200 ms CL)
Carbachol 1 pmol in KHB-L6sung 5.9 mmol/ 1 Kalium fiir 10 Minuten
Vorhofstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180, 200, 300 ms CL plus ERP 100,
120, 200 ms CL)
Bei bestehendem AV-Block: Kammerstimulation (80, 100, 120, 140, 150, 180,
200, 300 ms CL plus ERP bei 100, 120, 200 ms CL)

Protokoll 6:
Baselineaufzeichnung mit Kalium 4,7 mmol/ 1 (nicht 5,9 mmol/ 1)
Kalium 3,5 mmol/ 1 KHB fiir 5 + 1 Minuten
Carbachol 0,1 umol in KHB-L6sung 4,7 mmol/ 1 Kalium fiir 5 + 1 Minuten
Kalium 4,7 mmol/ 1 KHB fiir 5 + 1 Minuten
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Carbachol 0.1 pmol in KHB-Losung 3.5 mmol/ 1 Kalium fiir 5 + 1 Minuten
Vorhofstimulation (100, 120, 140, 180, 200 ms CL plus ERP 100, 120, 200 ms
CL)

Bei bestehendem AV-Block: Kammerstimulation (100, 120, 140, 180, 200 ms CL
plus ERP bei 100, 120, 200 ms CL)

Kalium 4,7 mmol/ 1 KHB fiir 5 + 1 Minuten

Vorhofstimulation (100, 120, 140, 180, 200 ms CL plus ERP 100, 120, 200 ms
CL)

Bei bestehendem AV-Block: Kammerstimulation (100, 120, 140, 180, 200 ms CL
plus ERP bei 100, 120, 200 ms CL)

Carbachol 0,1 umol in KHB-Losung 4,7 mmol/ 1 Kalium fiir 5 + 1 Minuten
Vorhofstimulation (100, 120, 140, 180, 200 ms CL plus ERP 100, 120, 200 ms
CL)

Bei bestehendem AV-Block: Kammerstimulation (100, 120, 140, 180, 200 ms CL
plus ERP bei 100, 120, 200 ms CL)

Kalium 3,5 mmol/ 1 KHB fiir 5 + 1 Minuten

Vorhofstimulation (100, 120, 140, 180, 200 ms CL plus ERP 100, 120, 200 ms
CL)

Bei bestehendem AV-Block: Kammerstimulation (100, 120, 140, 180, 200 ms CL
plus ERP bei 100, 120, 200 ms CL)
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H. Genehmigung der Tierversuche

Landesamt fur Natur,
Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen

LANUV NRW, Postfach 10 10 52, 45610 Recklinghausen Auskunft erteilt
Herr Skoff
Herrn Direktwahl 02361/305-3478

Prof. Dr. Wilhelm Schmitz

Institut fir Pharmakologie und Toxikologie Fax 02361/305-3439

Universitatsklinikum Muanster poststelle@lanuv.nrw.de

Domagkstr. 12

48149 Manster Aktenzeichen 9.93.2.10.36
G 83/2004

bei Antwort bitte angeben
Ihre Nachricht vom:

lhr Aktenzeichen.

Tierschutz Datum: 10.12.2007
Verlangerungsanzeige zu genehmigungspflichtigen Versuchsvorhaben
gem. § 8 Tierschutzgesetz

Genehmigungsbescheid vom 13.01.2005

Ihr Schreiben vom 03.12.2007 Lelbnizstrate 10

45659 Recklinghausen

Hauptsitz

Telefon 02361 305-0
Fax 02361 305-3215

Sehr geehrter Herr Prof. Dr. Schmitz,

poststelle@lanuv.nrw.de

www.fanuv.nrw.de

die mit Datum vom 13.01.2005 erteilte Genehmigung zu dem Ver-
suchsvorhaben mit dem Titel ,Kardiale Kontraktilitat” wird hiermit wie
folgt geéndert: Dienstgebaude:

Hauptsitz Recklinghausen

1. Die erteilte Genehmigung wird um ein weiteres Jahr bis zum
31.12.2008 verlangert.

Offentliche Verkehrsmittel:
Ich weise darauf hin, dass gem. Ziff. 6.4.3 der Verwaltungsvorschriften
zu § 8 TierSchG eine Genehmigung nochsten zweimai urn je ein Jahr
verlangert werden kann.

Ab Recklinghausen Hbf mit
Buslinie 236 bis Haltestelle

"Siemensstralle" oder mit Busli-

Im Ubrigen bleibt der 0. g. Genehmigungsbescheid unberiihrt. nie 235 bis Haltestelle "Blitzkuh-
lenstrale" und 10 Min. FuRweg
//Mlt fraundlichen Grulen in Richtung Trabrenn-bahn bis
( Im AL{, rag Siemensstrake

Bankverbindung:
Landeskasse Diisseldorf
Konto-Nr.. 41 000 12
West LB AG

(BLZ 300 500 00)
BIC-Code: WELADEDD
IBAN-Code: DE 41 3005
0000 0004 1000 12
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