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ZUSAMMENFASSUNG

Wellerdiek, geb. Biertz, Julia
Experimentelle Untersuchungen zur Proarrhythmie in einem Modell
der schrittmacherinduzierten chronischen Herzinsuffizienz.

In dieser Arbeit wurden elektrophysiologische Mechanismen pro-
arrhythmischer Medikamenteneffekte bei einer chronischen Herz-
insuffizienz untersucht. Dazu wurde durch schnelle ventrikulare
Schrittmacherstimulation bei Kaninchen eine chronische Herzinsuf-
fizienz erzeugt, um die Auswirkungen einer medikamentdésen Ka-
liumkanalblockade auf die Repolarisation am Langendorff-perfun-
dierten Herzen zu untersuchen. Die Messung monophasischer Ak-
tionspotentiale ergab eine signifikante Verlangerung der Repolari-
sation bei insuffizienten Herzen, auch das Auftreten proarrhythmi-
scher Medikamenteneffekte im Vergleich zu normalen Herzen war
signifikant erh6ht aufgrund einer Verminderung der sog. Repolari-
sationsreserve. Des Weiteren zeigten sich geschlechtsabhéngige
Unterschiede: Bei weiblichen Tieren wurde eine héhere transmura-
le Dispersion der Repolarisation als Korrelat der geringeren Repo-
larisationsreserve gemessen, wohingegen maénnliche Tiere eine
homogene Aktionspotentialverlangerung und mehr friilhe Nach-
depolarisationen. Aber erst eine erh6hte transmurale Dispersion
bildete das geeignete Substrat auf dessen Grundlage es durch
Trigger wie frihe Nachdepolarisationen zu mehr ventrikularen Ta-
chykardien kam. Eine reduzierte myokardiale Repolarisationsre-
serve muld bei der Anwendung von repolarisations-verlangernden
sowie antiarrhythmischen Medikamenten in der Therapie der Herz-
insuffizienz beachtet werden. Die tierexperimentelle Arbeit wurde
am 11. Juli 2002 (Aktenzeichen G44/2002) genehmigt.

Tag der mundlichen Prifung: 29.07.2010






Summary

Experimental study of proarrhythmia in a model of pacing
induced chronic heart failure
Wellerdiek, Biertz, Julia

Sudden cardiac death due to ventricular tachyarrhythmia is a major
concern of chronic heart failure. In this study basic electrophysi-
ologic mechanisms were analyzed regarding their proarrhythmic
effects. Rapid pacing was used to induce chronic heart failure in
rabbits. In the following the electrophysiologic influence of Iy-
blocking drugs on the repolarization of these Langendorff perfused-
hearts was investigated.

Measurement of monophasic action potentials showed a signifi-
cant increase in prolongation of repolarization of the insufficient
hearts. Moreover the proarrhythmic drug effects were significant
increased on insufficient hearts compared to control hearts.

This effect could be explained as a result of a reduced repolariza-
tion reserve. Additionally, there could be seen gender specific dif-
ferences: There was measured a higher transmural dispersion of
repolarization in female hearts due to their reduced repolarization
reserve. However, male hearts had a more homogenous increase
of action potential duration and more early after depolarizations.
But only increase of transmural dispersion represented the basis,
on which triggers like early afterdepolarizations could lead to a
higher development of torsade de pointes.

Reduced repolarization reserve has to be taken into account, when
administering repolarization prolonging drugs as well as antiar-
rhythmic drugs in the therapy of chronic heart failure.
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und meinen Eltern






,LComplications arose, ensued, were overcome”

Cpt. Jack Sparrow,
Pirates of the Carribean. Dead Man’s Chest.
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1. Einleitung

1.1. Die chronische Herzinsuffizienz

Es existieren zahlreiche Definitionen zu chronischer Herzinsuffi-
zienz'**, in denen jedoch jeweils nur einige spezifische Aspekte
hervorgehoben werden. Eine simple objektive und umfassende De-
finition ist derzeit nicht maglich®. Es gibt keinen Parameter, der al-
lein eine Aussage Uber den Zustand der Herzfunktion macht. Pa-
thophysiologisch betrachtet ist bei der Herzinsuffizienz das Herz
nicht mehr in der Lage, die Gewebe ausreichend mit Blut und damit
ausreichend mit Sauerstoff zu versorgen, um den Gewebestoff-
wechsel in Ruhe oder unter Belastung sicherzustellen. Klinisch
mufld man die Herzinsuffizienz als ein Syndrom sehen, das bei kar-
dialer Ursache zu Symptomen wie Mdudigkeit, Wasserretention,
Angina pectoris und Dyspnoe fihrt®. Zur allgemeinen Einschatzung
der Situation des Patienten und des Stadiums seiner Herzinsuffi-
zienz dient die NYHA (New York Heart Association) - Klassifikati-

on®.

|.  Herzerkrankung ohne kd&rperliche Limitation. Alltagliche kor-
perliche Belastung verursacht keine inadaquate Erschdpfung,
Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris.

lI.  Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der kérperlichen
Leistungsfahigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Alltagliche
kérperliche Belastung verursacht Erschépfung, Rhythmussté-
rungen. Luftnot oder Angina pectoris.

lll.  Herzerkrankung mit hdhergradiger Einschréankung der kdrper-
lichen Leistungsfahigkeit bei gewohnter Tatigkeit. Keine Be-
schwerden in Ruhe. Geringe koérperliche Belastung verur-
sacht Erschépfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina
pectoris,

I\VV. Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen kérperlichen Akti-
vitaten und in Ruhe, Bettlagerigkeit.



Die Herzinsuffizienz stellt eine sehr haufige internistische Erkran-
kung dar mit europaweit schatzungsweise mehr als 10 Millionen
Erkrankten’. Mit zunehmendem Alter steigt die Pravalenz zudem
rasch an®. Mit steigendem Durchschnittsalter der Bevolkerung ist
die Herzinsuffizienz au’erdem eine Erkrankung, die weiter an Be-
deutung zunehmen wird. Die Prognose der Herzinsuffizienz ist ge-
nerell schlecht, insbesondere wenn das zugrundeliegende Problem
nicht identifiziert wird. Die Halfte der Patienten, die an Herzinsuffi-
zienz leiden, verstirbt innerhalb von 4 Jahren, Patienten mit einer
Herzinsuffizienz im Stadium NYHA 1l oder IV haben sogar nur eine
durchschnittliche Lebenserwartung von weniger als einem Jahr®.
Die schlechte Langzeit-Prognose ist in vielen Studien belegt'® "%,

Im Gegensatz zu den Mechanismen der Pathogenese von Herz-
rhythmusstérungen bei bestehender koronarer Herzkrankheit mit
durchgemachtem Herzinfarkt sind die pathophysiologischen Grund-
lagen der Entstehung von Arrhythmien bei chronischer Herzinsuffi-
zienz ohne akut ischdmischen Hintergrund heute weitaus weniger
bekannt. Wahrend bei zugrunde liegender Koronarer Herzkrankheit
(KHK) Rhythmusstérungen wie Reentry-Tachykardien eine wesent-
liche Rolle spielen, sind die arrhythmogenen Mechanismen bei
nicht-ischamischer Herzinsuffizienz komplexer. Sowohl getriggerter
Aktivitdt als auch abnormen Automatiemechanismen kommt eine
besondere Bedeutung zu'. Zur genaueren Untersuchung dieses
Problems sind in den letzten Jahren verschiedene experimentelle
Tiermodelle der Herzinsuffizienz entwickelt worden, die in unter-
schiedlichem Ausmal} die pathophysiologischen Mechanismen der
chronischen Herzinsuffizienz beim Menschen widerspiegeln. Un-
tersuchungen der ventrikularen Funktion und der elektrophysiologi-
schen Verénderungen an kleinen Tieren wie z.B. Mausen oder Rat-
ten sind allerdings nur eingeschrankt moglich, da diese Spezies
bereits im gesunden Zustand wesentliche Unterschiede zum men-
schlichen Myokard aufweisen, z. B in der Verteilung der lonenka-
nale. GroRe Tierarten , z.B. Hunde'"® oder Schweine'®'" weisen
andere Nachteile auf, wenn es darum geht, elektrophysiologische
Untersuchungen am ganzen Herzen durchzufiihren. Allein durch
die anatomische Gré3e des Herzens in Kombination mit der tech-



nischen Durchflhrbarkeit, gestaltet es sich bei diesen Tiermodellen
schwierig, die Myokardperfusion adaquat aufrecht zu erhalten. Als
gute Alternative bietet sich das Kaninchen an. Die Daten zur Repo-
larisation lassen sich besser auf den Menschen Ubertragen als die
von kleineren Tieren, und es stellt im Vergleich zu den grof3en Tie-
ren ein weitaus praktikableres Modell dar.

1.2. Der plétzliche Herztod

Die Definition des plétzlichen Herztodes ist umstritten, denn nur
selten gelingt die Verifizierung eines solchen Ereignisses mittels
EKG, und ohne eine solche Aufzeichnung bleibt der zugrunde lie-
gende arrhythmische Vorgang unklar. 2001 wurde von Zheng eine
Studie verdffentlicht, basierend auf der Auswertung der Toten-
scheine aller verstorbenen US-Blrger aus dem Jahr 1998, in der er
719.456 kardial bedingte Todesfalle zahlte'®. Den plétzlichen Herz-
tod definierte er als Todesfélle, die aulderhalb Krankenh&usern, in
der Notaufnahme und bei Ankunft im Krankenhaus bei zugrunde-
liegender Herzerkrankung auftraten. Demnach lag in 456.076 Fal-
len der aus kardialer Ursache Verstorbenen (63 %) ein plétzlicher
Herztod vor. Weiterhin konnte eine jahrliche Zunahme der an plétz-
lichem Herztod Verstorbenen nachgewiesen werden, die Inzidenz
stieg in dem Zeitraum von 1989 bis 1998 um 12 %. In Deutschland
ist ungefahr die Halfte aller Todesfélle auf Herzkreislauf-
Erkrankungen zurlckzufihren. Den gré3ten Anteil hieran stellen
Herzinfarkt und plétzlicher Herztod. So verstarben 1999 in
Deutschland tber 70.000 Menschen an einem Herzinfarkt und et-
wa 118.000 am plstzlichen Herztod™. In der Framingham Studie
wurde der plétzliche Herztod ebenfalls untersucht. Hier konnte fol-
gender Zusammenhang hergestellt werden: die Wahrscheinlichkeit
fur Patienten mit Herzinsuffizienz am plétzlichen Herztod zu ver-
sterben war 10 mal hdéher als in der altersentsprechenden Ver-
gleichsgruppe?.

Die Analyse von Studien hat gezeigt, dal} proportional mehr Men-
schen in den niedriger eingestuften NYHA Klassen Il und Il am



plétzlichen Herztod durch Arrhythmie als vergleichsweise an
Pumpversagen in der NYHA-Klasse IV sterben®'. Ventrikulare Arr-
hythmien sind der haufigste alleinige kardiale Grund bei herzinsuf-
fizienten Patienten, am pl6tzlichen Herztod zu versterben.?. Nur
wenige Parameter lassen sich statistisch erheben, und kaum einer
hat sich als sicherer und stets verlallicher Pradiktoren erwiesen,
das Risiko eines solchen Ereignisses vorauszusagen. Als eine der
zuverlassigsten Methoden gilt sicherlich die Echokardiographie,
obwohl selbst aus den mit dieser Methode erhobenen Daten nur
ein beschreibende Einstufung in die einzelnen NYHA-Klassen vor-
genommen werden kann, nicht jedoch eine Aussage Uber Proarr-
hythmie getroffen werden kann und damit eine exakte Prognose
auch hiermit nicht moglich ist.>*?*. Bei der Dilatativen Kardiomyo-
pathie (DCM) werden einzelne Extrasystolen bei bis zu 95 % der
Patienten, nicht anhaltende ventrikulare Tachykardien bei 30-40 %
und der plétzliche Herztod bei 10 % der Patienten beobachtet®.
Allerdings kann man keine Korrelation zwischen dem Auftreten
ventrikulare Tachykardien und einem plétzlichen Herztod erstellen.
Bei Patienten mit hochgradig eingeschrankter linksventrikularer
Funktion flhrt die ventrikulare Tachykardie unabhangig von der
Herzfrequenz schnell zu einer Synkope, weil es wesentlich schnel-
ler zu einer hamodynamisch relevanten Abnahme des Herzzeitvo-
lumens kommt. Das Auftreten von Synkopen bei Herzinsuffizienten
wiederum gilt als guter Indikator fir die Risikoeinschatzung fir das
Auftreten eines plétzlichen Herztodes?®?’. Synkopen treten bei et-
wa 16% der herzinsuffizienten Patienten auf, das Risiko eines
plétzlichen Herztodes innerhalb eines Jahres nach Synkope be-
tragt unabhangig vom NYHA-Stadium etwa 45 %2°.

1.3. Elektrophysiologische Grundlagen der Repolari-
sation

An der Herzmuskelzelle lassen sich mehrere lonenkanéle unter-
scheiden, die zu unterschiedlichen Zeiten des Aktionspotentials ak-
tiv sind. Sie alle sind Proteine, die in die Diphospholipidschicht der



Zellwand integriert sind**>°. Hodgin und Huxley®! waren die Ersten
die 1952 durch ihre Experimente am Tintenfisch-Riesenaxon die
Rolle von Natrium- und Kaliumkanalen beim Ruhemembranpoten-
tial und der Depolarisation definierten. Das Ruhemembranpotential
der Herzmuskelzelle des Arbeitsmyokards betragt in der Diastole —
85 mV. Die myokardiale Erregung beginnt mit einem Reiz, der
normalerweise vom Sinusknoten ausgeht und der das Membran-
potential der Myozyten auf -65 mV anhebt, dem so genannten
Schwellenpotential. Auf diesen Reiz hin wird ein vollstandiges mo-
nophasisches Aktionspotential ausgefiuhrt.

Das Besondere des myokardialen Aktionspotentials des Menschen
ist die lange Dauer von ca. 300 ms im Vergleich zum kurzen Akti-
onspotential an peripheren neuralen Zellen ohne eine Plateaupha-
se. lonenkandle werden héufig an isolierten Zellen untersucht.
Schwieriger gestaltet es sich, einen lonenkanal in einem bestehen-
den physiologischen Organ, im Idealfall einen ganzen Organismus
zu untersuchen. Bei transgenen Mausen ware die Moéglichkeit ge-
boten, allerdings hat die Maus ein kardiales Aktionspotential ohne
Plateauphase®?, weshalb in dieser Arbeit isolierte Kaninchenherzen
untersucht wurden, deren Aktionspotentiale denen menschlicher
Herzmuskelzellen dhnlicher sind®.

Das Aktionspotential 183t sich in verschiede Phasen einteilen:

0. schnelle Depolarisation (Natrium-Einstrom)
1. Plateauphase (Kalium-Ausstrom)

2. Plateauphase (Calcium-Einstrom)

3. Terminale Repolarisation (Kalium-Ausstrom)
4. Ruhzustand des Membranpotentials

Die Form und die Dauer des Aktionspotentials hdngen von der Ba-
lance zwischen Einwarts- und Auswaértsstrémen der lonen ab>.
Abbildung 1 zeigt, wie es zunéchst zu einem massiven Einstrom
von Na'-lonen kommt, der zu einer iberschieRenden Depolarisati-
on fiihrt®®. Dieser wird gefolgt von einem Ca**-loneneinsstrom, der
fur die Plateauphase typisch ist**>’. Die Repolarisationsphase ist
gekennzeichnet durch die Aktivierung verschiedener Kaliumkanale
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Abb. 1: Darstellung der lonenstréme im Zeitverlauf eines Aktions-
potentials, Depolarisation (Abstrich) und Repolarisation
(Aufstrich), (modifiziert nach*®)

zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Bei grélieren Saugetieren sind
insgesamt 18 verschiedene Kaliumstrdme beschrieben®, der wich-
tigste ist der verzdgerte Gleichrichtstrom mit seinen beiden Kom-
ponenten lks und lx,. Der einwéartsgerichtete Kaliumgleichrichtstrom
lks bestimmt die Hohe des Membranruhepotentials®®, er ist wah-
rend des Aktionspotentials inaktiviert und wird erst wieder zum En-
de der Repolarisationsphase aktiv. Der transiente auswartsgerich-



tete Strom |, hat einen schnellen (li1) und einen langsamen (li2)
Anteil. Diese sind in der frihen Phase der Repolarisation von Be-
deutung®'. Der bereits erwahnte verzégerte Gleichrichtstrom Ix be-
steht ebenfalls aus einer schnellen (lx;) und langsamen (lks). Kom-
ponente****. Das Gen, das die schnelle Komponente kodiert, wird
heute KCNH2 genannt und hiel3 friher HERG (human ether-a-go-
go-related gene)*. Die Leitfahigkeit des verzogerten Gleichricht-
stroms nimmt zu Beginn des Aktionspotentials ab, und steigt bei
zunehmender Repolarisation wieder an. Dadurch ist dieser Kanal
hauptsachlich an der spaten Repolarisation zwischen Phase 2 und
3 beteiligt. Beide Untereinheiten, die schnelle und die langsame,
weisen im Myokard eine unterschiedliche regionale Verteilung®
auf, aber auch eine unterschiedliche Verteilung bei verschiedenen
Spezies. Das Kaninchenherz ist ein sehr gutes Modell flr experi-
mentelle Untersuchungen zu repolarisationsverlangernden Medi-
kamenten, da es gut auf Ik, Blockade reagiert. Dies liegt daran,
dass beim Kaninchen Ik, stérker als beim menschlichen Herzen
exprimiert wird und die Repolarisation mehr von Ik, abhangt, was
zu einer besonderen Sensitivitét fiir eine Blockade von Iy, fuhrt*°.
Zu Beginn der Repolarisationsphase befindet sich die Herzmuskel-
zelle noch in einer absoluten Refraktarzeit, d.h. bei erneutem Ein-
treffen eines Reizes 16st dieser kein Aktionspotential aus. Es
schlie®t sich die Phase der relativen Refraktérzeit an. In dieser
Phase kénnen Aktionspotentiale ausgelost werden, allerdings ist
eine héhere Reizstarke notwendig und die Amplitude des ausge-
|6sten Aktionspotentials ist vermindert. Der Herzmuskel ist aller-
dings erst dann wieder neu zu erregen, wenn die Kontraktion be-
reits vollstdndig abgeschlossen ist. Dieser Mechanismus schuitzt
den Herzmuskel im Vergleich zum Skelettmuskel vor tetanischer
Kontraktion®’.



1.4. Pathophysiologie der Repolarisation

1.4.1. Mechanismus fiir die Entstehung friiher Nachdepo-
larisationen und TdP

Die lonenkanéle, durch die lonen bei der Depolarisation strémen
sind relativ gleichméaRig im Myokard verteilt*®. Dagegen sind die an
der Repolarisation beteiligten Kanale regional unterschiedlich im
Myokard verteilt, was zu erheblichen Differenzen bei der Erre-
gungsruckbildung fihren kann. Es gibt eigene charakteristische
Repolarisationsprofile von epikardialen, endokardialen und mid-
myokardialen Zellen (M-Zellen)*. Die Repolarisationszeit von M-
Zellen verlangert sich bei Bradykardie oder unter Therapie mit re-
polarisationsverlangernden Medikamenten weitaus mehr, als die
Repolarisationszeit von epi- oder endokardiale Zellen®°. Die lonen-
kanale lxs und i sind in M-Zellen mehr vorhanden als in anderen
Myozyten®'!, und eine Blockade dieser Kanale wirkt sich somit hier
besonders deutlich aus. Im Zusammenspiel aller Myozyten sind de-
ren einzelne Repolarisationszeiten nicht genau auf einen gemein-
samen Punkt terminiert. Man spricht von einer gewissen naturli-
chen Dispersion der Repolarisation. Kommt es durch verschiedene
Einflisse in der Repolarisationsphase zu weiteren Abweichungen
in der Repolarisationszeit einzelner Myozyten, nimmt die Dispersi-
on in dieser Region zu. Diese unterschiedlichen Repolarisations-
zeiten lassen sich entlang der dulReren Oberflache der Herzmus-
kelwand (epikardial) messen, aber auch von aufl’en nach innen
durch die Herzwand hindurch (transmural).

Eine Erh6hung der transmuralen Dispersion durch zuséatzliche Fak-
toren beginstigt das Auftreten von Herzrhythmusstérungen, die auf
Reentry—Mechanismen beruhen®. Die Mdglichkeit zum Auftreten
von kreisenden Erregungen ist dann gegeben, wenn in einem ana-
tomisch definierten Erregungskreis die Erregungsausbreitung in
eine Richtung blockiert, in der anderen Richtung dagegen mdglich
ist, es kommt zu einem sogenannten unidirektionaler Block. Die Er-
regungswelle tritt in den Kreis ein und durchlauft ihn nur in einer
Richtung. Trifft sie nach Durchlaufen des Kreises erneut auf erreg-



bare Zellen, so entsteht eine kreisende Bewegung, die sich auf das
tibrige Myokard ausbreiten kann>°.

Abb. 2: Entstehung eines Re-entry-Mechanismus®”.

Um einer solchen Reentry-Tachykardie vorzubeugen gibt es ver-
schieden Mdéglichkeiten. Generell wird eine Verlangerung und Ho-
mogenisierung der Aktionspotentialdauer und damit der gesamten
Repolarisation als antiarrhythmisch bewertet. Eine Verlangerung
des Aktionspotentials ist auch das Wirkprinzip der sogenannten
Klasse-lll-Antiarrhythmika®. Bei Substanzen dieser Klasse konnte
sowohl eine Verlangerung als auch eine Homogenisierung der Re-
polarisation festgestellt und dadurch das Auftreten von Reentry-
Tachykardien vermindert werden.

Unter bestimmten Umstanden kann eine Verlangerung der Repola-
risation jedoch auch proarrhythmisch wirken. Proarrhythmische Ef-
fekte wurden von primar antiarrhythmisch wirksamen Medikamen-
ten sowie nicht antiarrhythmisch wirksamen Medikamenten be-
schrieben, die Ik, blockieren®®*’. Die Verminderung des Gesamt-
auswartsstroms von Kalium-lonen fuhrt zu einer Verlangerung des
Aktionspotentials. Das kann eine Hemmung von Ik, oder Iks betref-
fen, wobei eine Steigerung der Einwéartsstréme von Natrium (Ina)
bzw. Calcium (Ica) begiinstigend wirkt®®. In dieser labilen Phase
stellt eine erhohte Dispersion der Repolarisation mit heterogenen
Refraktarzeiten das geeignete Substrat dar, um durch einen geeig-
neten Trigger wie frihe Nachdepolarisationen Torsade de Pointes



auslosen®®. Die Bezeichnung Torsade de Pointes wurde zuerst
1966 von Dessertenne % eingefiihrt, um eine ungewshnliche Form
der ventrikularen Tachyarrhythmie zu beschreiben. Es handelt sich
dabei um eine polymorphe ventrikuldre Tachykardien mit einer
Frequenz von typischerweise mehr als 200 Schlagen/min und mit
charakteristischer Spitzenumkehr der QRS-Komplexe im Oberfla-
chen-EKG. Eine Torsade de Pointes ist in der Regel selbstlimitie-
rend, ein Ubergang in Kammerflimmern ist jedoch méglich.
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Abb. 3: Substrat (APD-Dispersion) und Trigger (EAD), die Torsa-
de de Pointes auslésen kénnen.®’
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1.4.2. Zusatzliche proarrhythmische Faktoren

Obwohl die Einnahme von bestimmten Medikamenten nur selten
als Nebenwirkung zu einer QT-Zeit- Verldngerung im Oberflachen-
EKG fluhren kann und in seltenen Fallen zum Auftreten von Herz-
rhythmusstérungen wie Torsade de Pointes, gibt es doch zahlrei-
che Berichte bei denen diese Form der ventrikularen Tachykardie
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schlieRlich zum plétzlichen Herztod gefiihrt hat®?. Patienten, die mit

QT-Zeit-verlangernden Substanzen behandelt werden, haben
schatzungsweise eine Inzidenz von 1-8%, Torsade de Pointes zu
erleiden®®. Medikamenteninduzierte Torsade de Pointes durch QT-
Zeit-Verldngerung bleiben also insbesondere dann ein Problem,
wenn weitere Risikofaktoren hinzukommen. Bei der Entstehung
von Torsade de Pointes spielen eine ganze Reihe anderer Fakto-
ren eine Rolle. Bereits 1935 wurde ein Zusammenhang zwischen
niedrigem Serum-Magnesium und polymorphen ventrikuldren Arr-
hythmien gesehen®, und auch heute werden Torsade de Pointes
mit Magnesiuminfusionen therapiert®. Eine niedrige extrazellulére
Kaliumkonzentration fuhrt zu einer zusatzlichen Blockade von Iy,
und damit zu einer mdglichen Verlangerung der Repolarisation®.
Es wurde aullerdem beobachtet, dass bei dem Gebrauch von Diu-
retika, im Rahmen der Therapie einer chronischen Herzinsuffizienz,
und einem normalen Serum-Kaliumwert Aktionspotentialverlange-
rungen auftraten, welche entweder auf einem erniedrigten totalen
Kérper-Kalium-Wert beruhen, oder bereits durch eine direkte Wir-
kung des Diuretikums beeinfluRt werden®”°®. Ebenso kénnen eini-
ge Medikamente, die repolarisationsverlangernd wirken, insbeson-
dere unter Bradykardie®, TdP hervorrufen, so daR auch eine AV-
Blockierung oder ein hoher Vagotonus bereits Risikofaktoren sein
kénnen. Generell wird das weibliche Geschlecht mit vermehrtem
Auftreten von Torsade de Pointes in Verbindung gebracht7°. Be-
reits seit 1920 ist durch Untersuchungen von Bazett bekannt, dass
Manner ein kiirzeres QT.-Intervall haben als Frauen’".

Patienten, die ein angeborenes Long-QT-Syndrom (LQTS) aufwei-
sen gehdren schon genetisch bedingt zum Risikokollektiv. Gene-
tisch verursachte Anomalien von K'- bzw. Na*-lonenkanélen liegen
dem angeborenen Long-QT-Syndrom zugrunde, das durch eine
Verlédngerung der QT-Zeit im EKG gekennzeichnet ist. Das auto-
somal-rezessive LQTS (Jervell-Lange-Nielson-Syndrom) geht mit
angeborener Innenohr-Schwerhdérigkeit einher und ist im Unter-
schied zum autosomal-dominant vererbten LQTS (Romano-Ward-
Syndrom) sehr selten’*">",

11



Die wichtigsten Subtypen, LQT;- bis LQT3 der bekannten 10 LQT-
Formen, sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Die genetischen De-
fekte fuhren zu einer Abnahme von K'-Auswaértsstrémen oder zu
einer Steigerung des Na'-Einwéartsstroms infolge einer verminder-
ten Na'-Kanal-Inaktivierung. Die Folge dieser Stérung ist eine Ver-
ldngerung des Aktionspotentials, die sich im Oberflachen-EKG
auch als Verlangerung der QT-Zeit aulRert. Fur die LQT-Syndrome
wurden Unterschiede in der phanotypischen Auspragung des Gen-
defekts, die sich durch die Lédnge der QT-Zeit aul3erten, zwischen
Mannern und Frauen gefunden. Frauen hatten ab einem Alter von
16 Jahren eine verlangerte QT.-Zeit, unter 16 Jahren gab es noch
keinen Unterschied zum méannlichen Geschlecht”> .

Tabelle 1: Angeborenes Long-QT-Syndrom 7778

Typ Gen Protein lon-Defekt
LQT-1 KCNQ1 KvLQT1 lks

LQT-2 KCNH2 hERG lird

LQT-3 SCN5A hH1 INa-Inaktivierung

Von einem erworbenen Long-QT-Syndrom spricht man, wenn es
bei Patienten im Rahmen einer medikamentdsen antiarrhythmi-
schen Therapie oder einer primar nicht rhythmuskorrigierenden
Therapie, z.B. einer antibiotischen Behandlung mit Erythromycin zu
einer Verldngerung der QT-Zeit kommt. Das QT-Intervall der be-
troffenen Personen ist vor Therapiebeginn normal lang, erst nach
Gabe eines repolarisationszeitverlangernden Medikaments kommt
es zu einer Verlangerung der QT-Zeit”. Es hat eine gréRere klini-
sche Bedeutung als das angeborene Lange-QT-Syndrom, weil es
eine hohe Anzahl an kardial sowie primar nicht-kardial wirksamen
Medikamenten gibt, bei denen es unter der Therapie zu einer Ver-
ldngerung der QT-Zeit kommt. Unter der Einnahme repolarisations-
verlangernder Medikamente wie Antiarrhythmika der Klasse IA und
[l kann es als seltene unerwiinschte Wirkung zum Auftreten von
Torsade de Pointes kommen®’. Aber auch eine standig zunehmen-
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de Zahl von priméar nicht-kardial wirksamen Medikamente wie Mak-
rolidantibiotika (Erythromycin), Antihistaminika (Terfenadin®’), Neu-
roleptika (Droperidol — bereits ausser Handel, Haloperidol®?), Anti-
malariamittel (Chinin), Motilitatssteigerer (Cisaprid® - bereits aus-
ser Handel) fihren zu einer Verlangerung der QT-Zeit. Ebenso gibt
es Medikamente, die Uber eine metabolische Interaktion zu einer
QT-Zeit-verlangerung fuhren: Erythromycin bzw. Ketokonazol hem-
men Cytochrom P450 Isoenzyme und damit die Metabolisierung
u.a. von Terfenadin oder Chinidin®. Ab welcher Hohe des QTc-
Wertes das Risiko einer ventrikuldren Tachyarrhythmie und damit
die Gefahr von Torsade de Pointes gegeben ist, ist umstritten, al-
lerdings wird gemeinhin ein Wert ab 0,44 s bis 0,48 s als die untere
Grenze angesehen, ab der erhéhte Vorsicht geboten ist 8

MNormal Verlangerte QT-Stracke
L ]

1 Sekunde

Abb. 4: Normales EKG und EKG mit verlangerter QT-Zeit.

Zahlreiche lonenstréme, die einer Aktionspotentialverlangerung bei
einer Herzinsuffizienz zugrunde liegen, sind untersucht und be-
schrieben worden®. Es wird angenommen, dass eine Herunterre-
gulierung der K*-Kanéle fur die verldngerte Repolarisation verant-
wortlich ist®”. Die normale kardiale Repolarisation hangt vom ge-
nauen Zusammenspiel der verschiedenen lonenkanale ab, die eine
gewissen Reserve oder Redundanz zur Verfigung stellen, um vor
exzessiver QT-Zeit-Verldngerung zu schitzen. Eine Herzinsuffi-
zienz kann zu einer weiteren Reduktion dieser Reserve'® fiihren.
Bei Zunahme der Insuffizienz oder Addition von anderen Faktoren
wie Medikamentenwirkung kann es zur Dekompensation des aus-
gelasteten Systems kommen. Der Zusammenhang zwischen einer
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chronischen Herzinsuffizienz, der damit verbundenen Verldngerung
der Repolarisation und dem Auftreten von Arrhythmien vom Torsa-
de de Pointes-Typ wurde in dieser Arbeit genauer untersucht.

1.5. Verapamil

Das Phenylalkylamin Verapamilhydrochlorid ist ein Arzneistoff aus
der Gruppe der Calciumantagonisten. Die transmembranalen Ab-
schnitte des betreffenden spannungsabhé&ngigen Calciumkanals
gruppieren sich in vier gleichartige Domanen. Die Domé&nen sind in
Form eines Ringes angeordnet, in dessen Zentrum sich der lonen-
kanal befindet. Im Ruhezustand der Zelle ist dieser verschlossen.
Eine Anderung des Membranpotentials 16st eine solche Konforma-
tionsanderung des Proteins aus, dass sich der Kanal 6ffnet und
Calcium-lonen einstréomen. Als Calciumantagonisten bezeichnet
man Substanzen, die den Durchtritt von Calcium durch die Cal-
ciumkanéale in der Zellmembran verhindern, man bezeichnet sie
auch als Calciumkanalblocker. Man unterscheidet die spannungs-
abhangigen Calciumkanéle von den rezeptorabhangigen Calcium-
kanalen®. Die spannungsabhangigen Kanéle lassen sich weiter in
vier Untergruppen unterscheiden. Verapamil wirkt am sogenannten
L-Typ-Calcium-Kanal®.

hydrophob o —cH;

H3C—O Lty
HaC O—CHs;
\ " L=y
F/lC——|C-—CEN
H3C H2$
ey CH>
. H>C_+ _C~
hydrophil /N\ H>
H3C H

Abb. 5:  Strukturformel von Verapamil.
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Verapamil ist eine amphiphile Substanz, deren positiv geladener
Stickstoff fur die Bindung an das Kanalprotein wichtig ist. Die Bin-
dung an das Kanalprotein verhindert dessen spannungsabhéangige
Anderung und damit den Durchtritt von Calcium-lonen. Damit fiihrt
Verapamil zu einer Hemmung der Kontraktionskraft der Herzmus-
kelzelle (negativ inotrop) sowie zu einer Leitungsverzégerung im
AV-Knoten®™. Durch den negativ inotropen Effekt ist der Einsatz
von Verapamil bei Patienten mit eingeschrankter linksventrikularer
Funktion Funktion nur bedingt méglich.

1.6. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, ein Modell zu entwickeln, dass eine chro-
nische Herzinsuffizienz nicht-ischamischen Ursprungs erzeugt, um
die beim insuffizienten Herzen bestehende Neigung zu potentiell
lebensbedrohlichen Kammertachykardien néher zu untersuchen.
Am Modell eines intakten Herzens sollten die zugrundeliegenden
elektrophysiologischen Vorgédnge untersucht werden. Dabei inter-
essierte insbesondere, inwieweit durch eine Herzinsuffizienz eine
Reduktion der Repolarisationsreserve entsteht, und ob sich diese
auf die Entstehung von Arrhythmien auswirkt. Letztendlich sollte
damit die proarrhythmische Wirkung einer Herzinsuffizienz selbst
untersucht werden.

Basierend auf den elektrophysiologischen Untersuchungen sollten
neue Erkenntnisse fir die Entstehungsbedingungen von Rhyth-
musstérungen bei Herzinsuffizienz und deren Behandlung gewon-
nen werden. In einem weiteren Schritt wurde der Einfluss von Ver-
apamil auf die myokardiale Repolarisation bei chronischer Herzin-
suffizienz untersucht. Darliber hinaus sollten geschlechtsspezifi-
sche Unterschiede bei der Arrhythmogenese herausgearbeitet
werden.
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2. Methodik

2.1. Operationsvorbereitungen
2.1.1. Rasur der Tiere

Die Untersuchungen wurden an Weilken Neuseelédnder Kaninchen
(mé&nnlichen und weiblichen Geschlechts jeweils ca. 5 kg schwer)
durchgefiihrt. Die Tiere wurden durch eine einmalige intramuskul&-
re Injektion eines Gemisches aus 1 ml/kg Kérpergewicht Ketanest
S (25 mg/ml S-Ketaminhydrochlorid, Parke-Davis/Pfizer) und 0,5
ml/kg Kérpergewicht Xylazin (2 %iges Xylazinhydro-chlorid, Ceva
Sante Animale, Tiergesundheit GmbH) in den Musculus quadriceps
femoris narkotisiert. Durch Auftragen von Fettsalbe (Bepanthen
Salbe, Roche) auf die Konjunktiven wurden die bei dieser Form der
Narkose offen stehenden Augen vor Austrocknung und evtl. fol-
gender Entzindung geschitzt. Thorax und Hals, sowie ein ca. 2
cm breiter Streifen im Nacken wurden geschoren und mit Enthaa-
rungscreme (Pilca-med, Asid Bonz/Medi-Globe, Bdblingen) soweit
nachbehandelt, daf® die glatte Haut schliellich freilag.

2.1.2. Narkose

Die Narkose fiir die Operation wurde eingeleitet durch intramusku-
lare Injektion der oben beschriebene Mischung aus Ketanest S und
Xylazin. Vertieft und aufrechterhalten wurde die Narkose bei Be-
darf durch weitere intramuskulare Applikationen desselben Gemi-
sches. Vor OP-Beginn waren vier Einzeldosen appliziert worden,
um eine ausreichende Narkosetiefe zu erreichen.

2.1.3. Lagerung

Die Tiere wurden fir die Operation mit erniedrigtem Kopf auf dem
Ricken gelagert (Trendelenburg-Lagerung). Als Unterlage in Form
einer schiefen Ebene diente hierzu ein modifiziertes réntgenstrah-
lendurchlassiges Plastikregal. Der Hals wurde tber eine Nacken-
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rolle gestreckt. Die Tiere wurden mit den Hinterlaufen an der héch-
sten Stelle der Unterlage fixiert, um ein Abgleiten kopfwarts zu ver-
hindern. Die Vorderldufe wurden seitlich am Koérper des Tieres be-
festigt.

2.1.4. Uberwachung vitaler Parameter

Uber den Kopf des Tieres wurde eine angepalite Beatmungsmas-
ke gestllpt, und wahrend der gesamten Operation wurde Sauers-
toff mit einem Flow von 10 I/min gegeben. Die Tiere atmeten spon-
tan. Das Herz wurde zunéchst auskultiert, wahrend der Operation
wurden die Herzaktionen dann durch ein Elektrokardiogramm
(EKG) Uberwacht und aufgezeichnet. Dazu wurden fir die bipola-
ren Ableitungen nach Einthoven (I, II, 1ll), sowie fUr die unipolaren
Ableitungen nach Goldberger (aVF, aVL, aVR) subkutane Stech-
elektroden an allen vier Extremitaten des Tieres angebracht. Uber
eine Verweilkanule (Butterfly 50 Venofix A, 25G, Braun Melsungen)
an der lateralen superfizialen Ohrrandvene wurden Uber die Dauer
von 1 h etwa 50 ml isotone Natriumchlorid-L6sung (0,9%, Braun
Melsungen) infundiert.

Die radiologischen Untersuchungen wurden mit einem C-Bogen
der Firma Siemens durchgefuhrt, es wurde gepulst mit 6 Bildern
pro Sekunde durchleuchtet. Es wurden einzelne ,Screenshots® zur
Dokumentation angefertigt.

2.2. Operation
2.2.1. Darstellung des Operationssitus

Mithilfe eines sterilen selbstklebenden Lochtuches (Adhesive To-
wel 75 x 75 cm, MéInlycke Health Care GmbH) wurde die rechte
Halsregion des Kanichens dargestellt. Ein zweites Tuch diente der
sterilen Abdeckung kopfwarts.
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2.2.2. Vena sectio

Der Fuhrungskatheter fur die Schrittmacherelektrode wurde ent-
sprechend den anatomischen Verhaltnissen des Kaninchens auf
eine Lange von ca. 12 cm gekiirzt. Mit sterilen Klebestreifen wurde
ein Adapterendstiick nun auf dem verktrzten Fihrungskatheter be-
festigt, um eine Spritze mit 0,9 %iger NaCl-Lésung daran anschlie-
Ren zu kénnen.

Abb. 6: Operations-Situs.

Die Haut wurde lateral der Trachea in craniocaudaler Richtung ca.
5 cm eingeschnitten. Im subcutanen Fettgewebe wurde zuné&chst
die V. jugularis externa aufgesucht. lhrem Verlauf folgend wurde
weiter nach caudal bis zum Zusammenfluld der V. jugularis externa
und jugularis interna prapariert, um die V. jugularis externa auf ei-
ner Ladnge von ca. 2 cm vollstdndig zu mobilisieren.

Die Vene wurde am cranialen und caudalen Ende des mobilisierten
Teilstlicks jeweils mit einem Faden (Ethibond Excel griin gefloch-
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ten, beschichtet, CP-1, 36 mm %2 c) umschlungen. Mit speziellen
Knoten liel3 sich der Blutfluf® in dem Venenteilstlick regulieren.

In gestautem Zustand wurde die Vena jugularis externa mit einer
Gefaldschere eingeschnitten, und mit einem Gefal3haken erdffnet.
Durch diese Offnung wurde der Fiihrungskatheter unter Durch-
leuchtung mit Réntgenstrahlen vorgeschoben. Gleichzeitiger Zug
am verschlossenen cranialen Teil der Vene verhinderte eine Inva-
gination an ihrem caudalen Anteil und erleichterte so das Vor-
schieben. Aullerdem konnte durch die Unterbrechung des vendsen
Zustroms der Blutverlust wahrend der Operation minimiert werden.

Abb. 7:  Einfihren der Schrittmachersonde unter Durchleuchtung.
Die abgebildeten Halbkreise sind Strukturen der Unterla-

ge.
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2.2.3. Einfiihrung der Schrittmachersonde

Sobald der Fuhrungskatheter sicher im rechten Ventrikel plaziert
war, konnte die eigentliche Schrittmachersonde Uber den Katheter
vorgeschoben werden. Dann wurden verschiedene Stellen des En-
dokards mittels einer Schwellenbestimmung getestet, bis der glins-
tigste Ort mit einer maximalen Reizschwelle von < 1 mV gefunden
war. Der FUhrungskatheter wurde nun tber die Schrittmacherson-
de wieder aus der Vene gezogen. Gleichzeitig wurde ein geringer
Druck auf die Sonde ausgelbt, um deren Position im Ventrikel
durch die Manipulationen am Fuhrungskatheter nicht mehr zu ver-
andern. Die Sonde wurde nun mit dem ehemaligen caudalen
Stauungsfaden in der er6ffneten Vene fixiert, und anschlielend im
Subkutangewebe des Kaninchens durch Naht befestigt. Das cra-
niale Ende der Vene wurde ebenfalls verschlossen. Mit einer lan-
gen Kanule (Braunile Splittocan Luer Lock 3G 14 8 cm, Braun
Melsungen) wurde von der Wunde ausgehend ein subkutaner
Stichkanal fir die Schrittmachersonde seitlich bis in den Nacken
des Tieres prapariert, so dald die Schrittmachersonde im Nacken
des Tieres erst durch die Haut nach aul3en gefuhrt wurde und so-
lange noch geschitzt im Unterhautfettgewebe des Halses verlau-
fen konnte.

2.2.4. WundverschluR

Die Wundrander auf der Halsvorderseite wurden adaptiert (Prolene
3-0, PS-2 19 mm 3/8 ¢, blau monofil, nicht resorbierbar). Der Tell
der Schrittmachersonde aulierhalb des Kaninchens wurde im Na-
cken des Tieres zusammengerollt, und in Kompressen eingewi-
ckelt. Zusammen mit den in Betaisodona (Mundipharma GmbH)
getrankten Kompressen auf dem Hautschnitt an der Halsvordersei-
te wurde der Hals verbunden. (Acrylastic dehnbar, 10 cm breit).
Stabilitat verlieh dem Verband ein ca. 4 cm breit ausgeschnittener
Ring aus einem Plastikbecher, der mit Kompressen und Klebeband
allseits gut abgepolstert war.
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2.2.5. postoperative Versorgung

Die Tiere erhielten direkt postoperativ noch ca. 30 min Sauerstoff
Uber die Gesichtsmaske, im weiteren Verlauf einmal wéchentlich
eine prophylaktische Antibiotikagabe (i.m.-Injektion 0,1 ml/ kg Ko&r-
pergewicht, Tardomycel comp. lll, Penicillin-Streptomycin-Kombi-
nation mit Depotwirkung, Suspension, Bayer). Trockenfutter und
Wasser wurde den Tieren wegen der eingeschrankten Beweglich-
keit des Halses in Bodennapfen ad libitum gereicht.

2.3. Stimulation
2.3.1. AnschlieRen des externen Schrittmachers

Nach einer dreitdgigen Rekonvaleszenz wurden die Tiere erneut
mit dem Gemisch aus Ketamin und Xylazin anasthesiert und ein
externer Schrittmacher (BIOTRONIK GmbH & Co. KG) an die lie-
genden Schrittmachersonden angeschlossen. Ein EKG wurde ab-
geleitet, gleichzeitig die Stimulationsstarke des Schrittmachers so-
lange gesteigert, bis ventrikulare Schrittmacherkomplexe im EKG
den Eigenrhythmus des Kaninchenherzens abldsten. Dadurch liel3
sich die Stimulationsschwelle exakt bestimmen und bei Kontrollun-
tersuchungen die dauerhafte Stimulation verifizieren. Die physiolo-
gische Herzfrequenz des Kaninchens lag bei 180-200 Schlagen
pro Minute. Die Stimulation erfolgte dann mit 300 Schlagen pro Mi-
nute, jeweils 1 mV tber dem zuvor bestimmten Schwellenwert.

2.3.2. Intensivierung der Stimulation

Am zehnten postoperativen Tag wurde die Schrittmacherstimulati-
on auf 400 Schlage pro Minute erhéht. Auch dieser Vorgang wurde
mittels EKG verifiziert und dokumentiert. Im weiteren Verlauf wur-
de die Ankopplung an den Schrittmacher bei jeder echokardiogra-
phischen Folgeuntersuchung aufs Neue Uberprift, und die Stimula-
tionsstarke gegebenenfalls erhdht.
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Abb. 8: EKG-Ableitung eines Tieres vor Schrittmacherimplantation.
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Abb. 9: EKG-Ableitung eines schrittmacherstimulierten Tieres.




2.4. Echokardiographie

Um den Verlauf der Herzinsuffizienz verfolgen und erfassen zu
kénnen, wurden regelméafRige echokardiographische Kontrollen
durchgefiihrt. Die nicht-invasive Messung der kardialen Funktion
mittels Doppler-Echokardiographie stellte einen wichtigen Bestand-
teil der Einschatzung des zeitlichen Verlaufs und der morphologi-
schen Auspragung der Herzinsuffizienz dar. Fir diese Untersu-
chungen wurden die Tiere wegen der kardialen Belastung nicht
mehr mit dem Ketanest/Xylazin-Gemisch betdubt, sondern beka-
men eine Inhalationsnarkose mit Isoflurane.

Es kamen der M-Mode zur Berechnung der Verkirzungsfraktion
(fractional shortening, FS) sowie Untersuchungen zur Berechnung
der Ejektionsfraktion (ejection fraction, EF) und Beurteilung von
Wandbewegungsstérungen zum Einsatz. Der M-Mode erlaubt in
der parasternalen Ansicht eine Beurteilung der Wanddicken des
interventrikuldren Septums, der rechtsventrikularen Vorderwand
und der posterolateralen Wand wahrend Systole und Diastole, so-
wie des Durchmessers des linken Ventrikels wéhrend Systole und
Diastole. Aus diesen Werten la3t sich die relative Verkirzungsfrak-
tion (Fractional shortening, FS) als Mal} der Kontraktionsfahigkeit
berechnen. Von links thorakal erfolgte die Darstellung des Herzens
im Vierkammerblick. Dies erméglichte die Berechnung der Ejekti-
onsfraktion (EF) des linken Ventrikels als weiteres Mal} fiir dessen
Kontraktilitdt mit Hilfe der im Geréat integrierten Mel3vorrichtung.
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Abb. 10: Darstellung im M-Mode. Sham-operiertes-Tier mit sehr
guter linksventrikularer Kontraktilitat (FS: 31%).
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Abb. 11: Darstellung im M-Mode: herzinsuffizientes Tier mit stark
reduzierten Kontraktionsbewegungen (FS: 14 % ).
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Farbdoppleruntersuchungen wurden ergénzend zur Beurteilung
des KlappenschluBverhaltens verwendet. So konnte regelmalig
eine Trikuspidalklappeninsuffizienz entlang der Schrittmacherson-
de mit Regurgitation in den rechten Vorhof beobachtet werden.
Nach 3 - 4 Wochen zeigten sich typische Verénderungen einer
Links- und Rechtsherzinsuffizienz mit deutlicher Verschlechterung
der linksventrikuldren Funktion, eine Dilatation des linken und rech-
ten Ventrikels, sowie Klappeninsuffizienzen. Parallel dazu entwi-
ckelten die Tiere deutliche klinische Zeichen einer Herzinsuffizienz.
Das Ziel der hochfrequenten ventrikuldren Stimulation war dann
erreicht, wenn sich bei den Tieren eine chronische Herzinsuffizienz
mit einer Ejektionsfraktion von weniger als 25 % manifestierte.

2.5. Das insuffiziente Kaninchenherz
2.5.1. Ende der Schrittmacherstimulation

Eine ausreichende Herzinsuffizienz der Kaninchen war dann er-
reicht, wenn sich echokardiographisch eine EF unter 25 % nach-
weisen lied. Klinisch wurden die Tiere apathisch, verloren an Ge-
wicht, entwickelten teils massiven Aszites sowie Pleuraergtsse,
was zu Dyspnoe flhrte.

2.5.2. Praparation der isolierten Kaninchenherzen

Erst unmittelbar vor der Préparation wurde der externe Schrittma-
cher entfernt und der besseren Ubersicht halber die Schrittmacher-
sonde durchtrennt. Die Herzen schlugen fir wenige Minuten wieder
in ihrem eigenen Sinusrhythmus, im Rahmen des Schrittmacher-
entfernens kam es nie zu einem Herzstillstand oder Ausfall des ei-
genen Sinusrhythmus. Nach Desinfektion eines Ohres mit reinem
Alkohol wurde die laterale Ohrvene punktiert. Um die Entstehung
intrakardialer Thromben zu vermeiden wurde ein Initialbolus von
1ml Heparin Natrium (1000 I.E., Liguemin, Hoffmann-La Roche AG
Grenzach-Whylen, Deutschland) verabreicht. Zur Anasthesie folgte
Natrium-Thiopental (Trapanal Byk Gulden, Konstanz). Die Gabe
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von Thiopental fihrte zu einer Erschlaffung der Willkiirmuskulatur
sowie zu einem Bewultseinsverlust. Die Narkosetiefe wurde durch
Testen des Kornealreflexes gesichert. Fiel dieser noch positiv aus,
wurde weiter Thiopental injiziert, bis er schlielich nicht mehr aus-
zulésen war und die Praparation begonnen werden konnte. Mit ei-
nem Kehlschnitt wurden die Halsvenen durchtrennt. Der Perito-
nealraum konnte dann mit einer scharfen Schere erdffnet werden.
Das Zwerchfell wurde vom Rippenbogen geldst, sowie die Rippen
zu beiden Seiten von der unteren Thoraxapertur aus durchtrennt,
um den knéchernen Thorax von einem Assistenten gedéffnet halten
zu lassen. Unter nun guter Sicht auf das schlagende Herz wurde
das Perikard erdffnet und der Aortenbogen dargestellt. Die Gefalde
wurden unter Erhaltung eines Aortenstumpfes durchtrennt, das
Schrittmacherkabel in H6he der Vena cava superior durchtrennt,
und das entnommene Herz sofort in eiskalte KHB getaucht, um es
zunachst in 3-4 Schlagen ausbluten zu lassen. Das Herz wurde mit
dem Aortenstumpf an die Perfusionskanile der Langendorffanlage
gebunden, wobei die Pulmonalarterie ganz proximal abgeschnitten
wurde, damit die perfundierte L6sung nach Passage des Myokards
Uber den rechten Ventrikel und die Pulmonalarterie ungehindert
abflieen konnte. Anschlieend wurde das Herz in ein 37° warmes
Warmebad getaucht, und es konnte von Geweberesten der Prapa-
ration gesaubert werden. Die Schrittmachersonde blieb dabei im
rechten Ventrikel verankert, und das Ende ragte aus der Vena cava
superior heraus. Zwischen der Eréffnung des Bauchraumes und
dem Beginn der koronaren Perfusion vergingen durchschnittlich
eineinhalb Minuten.

Mit zwei spitzen Pinzetten wurde im linken Vorhof eine Offnung ge-
schaffen, um dartber einen Ballonkatheter in den linken Ventrikel
einzufihren. Dabei galt es, die Mitralklappe vorsichtig zu passie-
ren, ohne die Papillarmuskeln zu verletzen. Der Ballonkatheter
wurde anschlieRend an der Perfusionskanile mit Klebestreifen be-
festigt, um dem Herz in seiner Lage einen stabilen Halt zu verlei-
hen. Mit einer Schere wurde an den Rickseiten beider Vorhéfe je-
weils ein Zugang geschaffen, tber die jeweils ein Schenkel einer
chirurgischen Pinzette eingefiihrt wurde. Unter EKG-Kontrolle wur-
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de das Vorhofseptum nahe der Ventilebene so lange komprimiert,
bis ein langsamer junktionaler Ersatzrhythmus den schnellen Si-
nusrhythmus abl6ste. Diese Stelle wurde dann fur weitere 15 s mit
der Pinzette gedrlckt, bis sich ein kompletter AV-Block Il einstellte
und die Zykluslange des Ersatzrhythmus mindestens 900 ms lang
war. Sobald dieser Rhythmus tUber mehrere Minuten stabil war,
wurde mit der Plazierung der Katheter begonnen. Erholte sich der
AV-Block wahrend eines Versuchs wieder, wurde die mechanische
Ablation des AV-Knotens wiederholt.
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2.6. Versuchsaufbau

Fur die Versuche wurde eine Langendorff-Apparatur verwendet
(Hugo Sachs Elektronik, Medical Research Instrumentation, March
Hugstetten, Deutschland), die es ermdglichte, isolierte Herzen un-
ter kontrollierten standardisierten Bedingungen (Koronarfluf3,
Druck, Temperatur, Inhalt des Lésung) zu perfundieren, und dabei
elektrophysiologische Untersuchungen durchzufthren.

Abb. 12: Versuchsaufbau der Langendorff-Anlage.
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2.6.1. Warmebad und Perfusionslésung

An der Langendorff-Anlage der Firma Hugo Sachs konnte ein
konstanter Perfusionsdruck von 100 mmHg vorgegeben werden.
Die Perfusionslédsung wurde von einer Kreiselpumpe mit konstanter
Geschwindigkeit (Flow: 52 ml/min) durch einen Warmeaustauscher
geférdert. Dieser erwarmte die L6ésung auf 37 °C, bevor sie durch
die Perfusionskaniile retrograd die Aorta ascendens und schlief3-
lich die Koronarien durchflol}. Nach Passage des Myokards flof}
das Perfusat Uber den Sinus coronarius in den rechten Vorhof, in
den rechten Ventrikel und tber die erdffnete Arteria pulmonalis zu
der Ubrigen Lésung des Warmebads. Folglich befand sich diese
Lésung in einem standigen Austausch, da Uberschissige Anteile
Uber ein Ventil aus dem Warmebad wieder abflieRen konnten. Die
Temperatur des Warmebads und des geférderten Perfusats wur-
den vor Beginn und wéhrend des Versuches mit einem digitalen
Thermometer Uberprift. Flr die Versuche wurden jeweils 18 Liter
einer KHB - Lésung hergestellt (A). Aulerdem wurden 2 Liter KHB-
Lésung mit reduziertem Kalium (B) hergestellt.

Tab. 2: Zusammensetzung der verwendeten Krebs-Henseleit-Puffer-
Lésung (KHB).

Substanz C [mmol/l]
NaCl 118,00
NaHCO3 24,88
Glucose H20 5,55
Na-Pyruvat 2,00
MgSo4 x 7 H20 0,83
CaCl2 x 2 H20 1,80
KH2PO4 1,18
+a.)KCI(5,8mmol) 4,70
+b.)KCI(1,5 mmol) 0,33
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Die Perfusionslésung wurde mit Carbogen, einem Gasgemisch aus
95 % Sauerstoff und 5 % Kohlenstoffdioxid angereichert. GréRere
Gasmengen, die in den Ansaugschlauch der Kreiselpumpe gerie-
ten, wurden in der Langendorffanlage von einer Gasfalle abgefan-
gen, bevor das Perfusat die Aorta erreichte. Es konnten verschiede
Medikamente dem Perfusat durch seitliche Zugange zugegeben
werden. Ebenso waren Modifikationen der Perfusatzufuhr von
normaler KHB zu hypokalidmischer KHB maoglich, ohne durch den
Wechsel Perfusionspausen im Myokard entstehen zu lassen.

2.6.2. EKG-Ableitung

Die Elektroden der Vielpol-EKG-Ableitung aus Silber/Silberchlorid
(HUGO SACHS Elektronik) waren in dem Warmebad auf einer Vor-
richtung so angebracht, daf® durch ihre Positionen das Vorhanden-
sein des Kaninchenkdrpers fur die Ableitungen nach Einthoven und
Goldberger sowie sechs Brustwandableitungen simuliert wurde.
Die Elektroden hatten keinen Kontakt zum Herzmuskel, sondern
erfaldten elektrische Strdme in dem Warmebad an ihrer jeweiligen
Position. Beim Auftreten von Kammerflimmern wurden zwei zuséatz-
liche Elektroden zur Defibrilllation herznah in das Warmebad gehal-
ten, so daf sich das fimmernde Herz zwischen ihnen befand. Das
EKG wurde Uber eine Anlage der Firma Bard (Lab System, Recor-
ding and Analysis for Electrophysiology, C.R. Bard, Inc.) tber die
gesamte Versuchsdauer aufgezeichnet.
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Abb. 13: Vielpol-EKG Ableitung eingetaucht im Wé&rmebad ohne
Kontakt zum Herz.

2.6.3. Ableitungen der Monophasischen Aktionspotentiale
(MAP)

Das isolierte Herz wurde an der Perfusionskaniile in der Mitte von
sieben kreisférmig angeordneten Kathetern (EP Technologies
Mountain View, CA, USA) befestigt. Diese waren jeweils in einem
Stahlréhrchen mit einem eigens verstellbaren Federmechanismus
angebracht, um senkrecht auf dem Herzmuskel zu stehen, und den
Kontraktionsbewegungen des Herzmuskels mit konstantem Druck
folgen zu kénnen. Ein weiterer achter Katheter wurde in den linken
Ventrikel vorgeschoben, um dort endokardiale Messungen vorzu-
nehmen. (siehe Abb. 14) Die Positionen der Katheter waren stan-
dardisiert vorgegeben und wurden, einmal plaziert, wéhrend des
Versuchs nur zur Justierung der Signale noch minimal veréndert.
Blieben deutliche Formveranderungen, Verkirzung oder Zuspit-
zung der Potentiale bestehen, war die Ursache zumeist eine lokale
Myokardischamie und die Katheterspitze musste grof3zigiger ver-
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schoben werden. Diese Katheter leiteten monophasische Aktions-
potentiale ab und gaben damit Dauer und Ablauf von Depolarisati-
on und Repolarisation der Einzelzelle wahrend des gesamten Ver-
suchs wieder.

Abb. 14: Regionale Unterschiede bei der Plazierung der MAP-
Katheter. Das Herz ist dargestellt, wie es in der Langend-
orff-Anlage im Wasserbad mit der Aorta an der Perfusi-
onskantle angebunden ist. Die A. pulmonalis ist erdffnet.
Durch eine im linken Herzohr geschaffene Offnung wird
der endokardiale Katheter eingefthrt.

MAP 1 e, LV, basal, epikardial
MAP 2 RV, mitte, epikardial
MAP 3. RV, apikal, epikardial
MAP 4: RV, basal, epikardial
MAP 5 s LV, mitte, epikardial
MAP B: e LV, mitte, epikardial
MAP 7. LV, apikal, epikardial
MAP 8 LV, endokardial

Stimuliert wurde das Kaninchenherz stets Uber den gleichen
rechtsventrikular epikardialen Katheter mittels eines Stimulators
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(universal programmable stimulator, UHS 20, Biotronik, Germany).
Auch diese Signale wurden verstarkt und gefiltert (0,1-300 Hz) und
zur Offline-Analyse auf einer volldigitalen Aufzeichnungsanlage
(BARD Electrophysiology LabSystem) aufgezeichnet. Die MAP
wurden digital semiautomatisch ausgewertet, so daf® Langzeitver-
ldufe der Aktionspotentialdauern mef3bar waren.

2.6.4. Stimulation

Nach erfolgreicher mechanischer Ablation des AV-Knotens wurde
die Stimulationsschwelle des Herzens bestimmt. Verwendet wurde
hierflr ein Stimulationsgerat der Firma Biotronic, UHS 20 (siehe
Abb. 15). Die Stimulationsstéarke am epikardialen Katheter des
rechten Ventrikels wurde solange gesteigert, bis die elektrischen
Impulse Kontraktionen des Herzens auslésten. Sobald dies der Fall
war, wurde die Stimulationsstarke verdoppelt, und damit dann alle
Teile des Versuchsprotokolls durchgefiihrt Zur Stimulation des
Herzens wurden Impulse von 2 ms Dauer verwendet.

Abb. 15: Biotronic UHS 20, Stimulationsgerat
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2.7. Versuchsdurchfiihrung

Das Herz wurde zunachst ohne Zugabe weiterer Medikamente bei
sieben verschiedenen Zykluslangen stimuliert. Beginnend bei 900
ms wurde die Zykluslange nach jeweils einer Minute schrittweise
um 100 ms reduziert. 300 ms war schliefdlich die schnellste Stimu-
lationsart. Nach einmindtiger Stimulation auf einer Frequenzstufe
hatte sich die Ladnge der MAP-Signale jeweils so stabilisiert, dass
die letzten 10 Sekunden jeder Frequenzstufe fir die Analyse der
Monophasischen Aktionspotentiale (MAP) verwendet werden konn-
ten. Nach dieser ersten ,Frequenztreppe” wurde die Stimulation
beendet. Das Herz schlug jetzt wieder in seinem Ersatz-
Eigenrhythmus. Die MAP-Signale stabilisierten sich bald wieder in
Form und Lange. Daraufhin folgte eine Phase, in der die KHB-
|I6sung (K+ 5,8 mmol) durch eine KHB-L&sung mit reduziertem Ka-
lium (K+ 1,5 mmol) ersetzt. Die niedrigere Kalium-Konzentration
stellte einen zusatzlichen Risikofaktor flr das Auftreten von friihen
Nachdepolarisationen und Torsade de Pointes dar. Uber einen
Zeitraum von funf Minuten wurde das Auftreten von Herzrhythmus-
stérungen beobachtet, aufgezeichnet und spéater offline ausgewer-
tet. Nach Ablauf der finf Minuten wurde wieder KHB mit normaler
Kaliumkonzentration (K+ 5,8 mmol) infundiert und die MAP-Signale
konnten sich wieder erholen. Danach wurde der KHB-L6sung 10
Minuten lang eine erythromycinhaltige L6sung in der ersten Kon-
zentration von 150 pymol Erythromycin Gber einen Dreiwegehahn
zugefligt. Eine Frequenztreppe bei dieser Konzentration (900 ms —
300 ms) schloss sich an. Daraufhin folgte erneut eine Phase, in der
die KHB-l6sung (K+ 5,8 mmol) durch die KHB-L&sung mit reduzier-
tem Kalium (K+ 1,5 mmol) ersetzt wurde, bei gleichbleibender kon-
tinuierlicher Erythromycinzufiihrung. Auch in dieser Phase wurde
das Auftreten von Herzrhythmusstérungen beobachtet und ausge-
wertet. Nach Ablauf der flinf Minuten wurde wieder KHB mit norma-
ler Kaliumkonzentration (K+ 5,8 mmol) infundiert und die MAP-
Signale konnten sich wieder erholen. Dann wurde die Erythromy-
cinkonzentration von 150 ymol auf 200 pmol erhéht und zehn Mi-
nuten infundiert, bis sich die MAP-Signale zwar verandert, aber
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wieder in Form und Lange stabilisiert hatten. Nach der Einlaufpha-
se wurde auch hier eine Frequenztreppe durchgefiihrt, sowie an-
schlieBend die KHB-L6sung auf 1,5 mmol reduziert, um erneut
Rhythmusstérungen zu induzieren. Dieser Protokollteil (Einlauf-
phase, Frequenztreppe, KHB mit reduziertem Kalium) wurde ent-
sprechend bei 300 pymol Erythromycin durchgefuhrt. Nach Fertig-
stellung des Protokollteils mit 300 ymol Erythromycin wurde der
KHB-L8sung wéahrend der Erythromycininfusion simultan Verapamil
in einer Konzentration von 0,75 mmol hinzugegeben. Auch unter
dieser Kombination mit Erythromycin 300 ymol und Verapamil 0,75
mmol wurde die Einlaufphase von 10 min, die Frequenztreppe von
900 bis 300 ms und die anschlielfende Provokation mit KHB K+ 1,5
mmol durchgefuhrt. Alle Versuche wurden gleichermalien nach
diesem Protokoll durchgeftihrt.

2.8. Histopathologie

Nach Beendigung des Experiments wurden standardisierte Berei-
che des rechten und linken Ventrikels, sowie des Septums nahe
der Ventilebene in ca 1cm x1cm grol3e Stilicke zurechtgeschnitten
und in flissigem Stickstoff schnellgefroren. Diese Préparate wur-
den anschlieldend histologisch untersucht. Die tbrigen Herzanteile
wurden in Formaldehyd konserviert und ebenfalls anschliel3end un-
tersucht.

2.9. Auswertung
2.9.1. Ermittlung der QT-Zeiten und MAP-Werte

Wahrend des gesamten Experiments wurden die acht monophasi-
schen Aktionspotentiale und zwdlf EKG-Spuren digital aufgezeich-
net. Im Anschlul} an das Experiment wurden jeweils die letzten
zehn Sekunden einer Zykluslange ausgewertet, und die Kurven
Uber ein LabVIEW-Programm91 in numerische Excel-Dateien kon-
vertiert. Gemessen wurden die MAPg, jedes monophasischen Akiti-
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onspotentials tUber einen Zeitraum von zehn Sekunden. Als MAPg,
bezeichnet man die Lédnge des Aktionspotentials, gemessen vom
steilsten Aufstieg der Depolarisation bis zu dessen 90 %iger Repo-
larisation (siehe Abb. 16).

0% Repolarisation

MAP-Dauer

90 % Repolarisation

100% Repolarisation

Abb. 16: Messung der monophasischen Aktionspotentialdauer,
(MAP-Dauer).

Die QT-Zeiten wurden manuell durch ein Mel3programm unterstitzt
ausgemessen und Mittelwerte flr die jeweiligen Zykluslangen be-
rechnet. Aullerdem wurden noch die minimalen (MAP-Dauerpyin)
und maximalen (MAP-Dauernh.x) Werte berechnet sowie die ent-
sprechende Standardabweichung. Aus diesen Werten wurde die
Dispersion der Repolarisation als Differenz von MAP.x und MAP-
min jeweils flir den rechten und linken Ventrikel epikardial sowie
links endokardial berechnet.

Das verwendete Computerprogramm LabVIEW 2.0 ermittelte MAP
Werte aus den zahlreichen innerhalb der zehn Sekunden aufge-
nommenen MAP-Werten. Die einzelnen Werte mufdten die gleiche
Nullinie aufweisen und durften in ihrer Amplitude nicht mehr als
10% voneinander abweichen, um in die Analyse einzugehen.
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2.9.2. Auswertung der Rhythmusstoérungen

Auftretende Rhythmusstérungen wurden kontinuierlich sowohl
quantitativ als auch qualitativ erfalt. Es wurden frihe Nachdepola-
risationen registriert. Dabei handelt es sich um Nachschwankungen
des kardialen Aktionspotentials vor Abschlul® der Repolarisations-
phase®®. AuRerdem konnten polymorphe Kammertachykardien
vom Torsade de Pointes Typ registriert werden. Dabei wurde fest-
gehalten, ob sie Uberhaupt auftraten, und zudem ihre Haufigkeit
bestimmt, um quantitative Unterschiede erfassen zu kénnen. Tor-
sade de Pointes wurde nach Dessertenne® definiert, als eine po-
lymorphe Kammertachykardie mit mindestens sechs Schlagen, ei-
ner um die Nullinie rotierenden Achse und spontaner Terminierung.

2.10. Statistik

Fur die statistische Analyse wurden SPSS 11.0 und SPSS 15.0
(Statistik- und Analyseprogramm fir Windows) verwendet. Bei al-
len gemittelten Datenmengen wurde immer der Mittelwert mit ein-
facher Standardabweichung angegeben. Um die Differenzen der
QT-Zeiten zwischen herzinsuffizienten und sham-operierten Tieren
zu vergleichen wurde zunachst der Mann-Whitney-U-Test ange-
wendet, anschliefend in den einzelnen Konzentrationen gepaarte
Stichproben durchgefuhrt. Zur Bewertung der Dispersion der Repo-
larisation, abh&ngig von den unterschiedlichen Konzentrationen
wurde der Wilcoxontest angewendet.

Der Einfluly unterschiedlicher Konzentrationen von Erythromycin
auf die Ladnge der MAPg, wurde ebenfalls mit dem Wilcoxontest un-
tersucht. Bei der Erfassung der Einzelereignisse von Torsade de
Pointes wurden der Chi-Quadrat-Test sowie deskriptive Statistiken
wie z. B. Boxplots zur Ubersichtlichen Darstellung zu Hilfe genom-
men. Ein Wert von p< 0,05 wurde als statistisch signifikant gewer-
tet.
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3. Ergebnisse

3.1. Anatomische und histologische Beurteilung

Die schnellgefrorenen Schnitte des Ventrikelmyokards sowie die
makroskopischen Praparate in Formalinfixierung der herzinsuffi-
zienten Tiere wiesen deutliche Unterschiede im Vergleich zu den
sham-operierten Herzen auf.

Zunachst waren bei den insuffizienten Herzen beide Ventrikel so-
wie beide Vorhéfe bereits makroskopisch deutlich vergréfiert. Die
Ventrikelwand war ausgedinnt bei insgesamt unruhiger Myokard-
textur und vermehrter Gefaldizeichnung. Fir die histologische Auf-
arbeitung wurden die schnellgefrorenen Praparatteile in der ,van-
Gieson“-Farbung fixiert. Mit dieser Farbemethode werden Binde-
gewebsanteile leuchtend rot dargestellt. Zellplasma stellt sich hell-
rosa bis gelblich dar, Zellkerne blaulich-schwarz.

Abb. 17: Morphologischer Vergleich eines normalen Herzens
(links) mit einem insuffizienten Herz (rechts) in der Lang-
endorff-Apparatur. Aus der Vena cava superior ragt noch
das Schrittmacherkabel heraus.
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Beim herzinsuffizienten Tier zeigt sich eine deutliche Zunahme des
interstitiellen sowie des perivaskuldren Bindegewebes im Sinne ei-
ner myokardialen Fibrose. In den abgebildeten Schnitten ist diese
Zunahme des Bindegewebes durch die Zunahme der kraftig rot ge-
farbten Areale gut zu erkennen. Aullerdem wirken die Myozyten
zerkliftet.

Abb. 18-19: Myokardauschnitte eines sham-operierten-Tieres in 40
facher (oben) und 100 facher (unten) Vergrélierung,
van Gieson-Farbung.
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Der Vorgang der intersitiellen Fibrose wird besonders im Gewebe
des Myokards deutlich, wo das verlorengegangene Organvolumen
durch eine Vermehrung von kollagenfaserreichem Bindegewebe
ausgeglichen wird. Dies ist stets auch ein indirekter Hinweis auf ei-
ne chronische hypoxische Gewebsschadigung®. Dieser Effekt
wurde nach schneller ventrikuldrer Stimulation in anderen Arbeits-
gruppen auch bei Hunden nachgewiesen®.

= i &

Abb. 20-21: Myokardausschnitt eines herzinsuffizienten Tieres in 40
facher (oben) und 100 facher Vergréfderung (unten),
van Gieson-Férbung.
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3.2. Erzeugung einer signifikanten Herzinsuffizienz

Die schnelle ventrikuldre Stimulation fiihrte bei den stimulierten
weiblichen Tieren (n= 11) zu einer signifikanten Abnahme der
Herzleistung. Quantitativ zeigen dies die gemessene EF und FS.
Die EF nahm von 733 auf 21+5 ab (p<0,001), die FS sank von
3714 auf 1114 (p<0,001).

EF bei Weibchen
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Herzinsuffizient Baseline

Abb. 22: Signifikante Abnahme der EF bei herzinsuffizienten Tieren
im Vergleich zu sham-operierten Tieren.

Die sham-operierten Tiere dienen als Baseline-Vergleichskollektiv.
Die Tiere wurden durch die Operation und Anlage eines funktions-
losen Schrittmachers nur kurzfristig beeintrachtigt, Die Operation
selbst hatte keinen Einfluss auf die Herzleistung gemessen an der
Ejektionsfraktion und fractional shortening. Auch waren sie klinisch
nach 4-6 woéchiger Kontrollzeit nicht beeintrachtigt.
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Abb. 23: Signifikante Abnahme der FS bei herzinsuffizienten Tie-
ren im Vergleich zu sham-operierten Tieren.

3.3. EinfluB der Herzinsuffizienz auf die myokardiale
Repolarisation

Die Repolarisation war bei den insuffizienten Herzen im Vergleich
zu den gesunden deutlich verlangert. Das zeigte sich zunachst an
den verldngerten QT-Zeiten sowie an der Verlangerung einzelner
MAP-Signale. Die Dispersion der Repolarisation der MAP-Signale
insuffizienter Herzen nahm ebenfalls im Vergleich zu gesunden bei
steigenden Erythromycinkonzentrationen zu. SchlieBlich wurde bei
den insuffizienten Herzen ein vermehrtes Auftreten von Herzrhyth-
musstérungen vom TdP-Typ beobachtet.
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Abb. 24: Vergleich der Konfiguration der MAP-Signale eines sham-

operierten weiblichen Tieres (links) mit denen eines herz-
insuffizienten weiblichen Tieres (rechts). In Zahlen dahin-
ter ist die Zunahme der Aktionspotentialdauer ohne Me-
dikamentengabe aufgefihrt.
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Tab. 3: Effekt der Herzinsuffizienz auf die MAP-Dauer und QT-Zeit sowie
die Dispersion der Repolarisation. (Herzinsuffizient vs. sham-
operiert , signifikant: * bei p<0,01, # bei p<0,05

QT- Mittl. DISP
Zeit(ms) MAP(ms) MAP(ms)
Weibchen Baseline 230+17 173116 3319
HI 150 uM 256122 191+20 * 46119
200 uM 27727 * 195+31 * S1£19 #
300uM 306+39 * 212437 * 53+18 #
+Verapamil 226+16 145139 3313
Weibchen Baseline 23517 161129 38120
Sham 150 uM 250122 167123 40114
200 uM 265120 172421 42120
300uM 273+23 178122 43115
+Verapamil 210+21 132126 42116

Die nachfolgenden Abbildungen veranschaulichen den Effekt der
erzeugten Herzinsuffizienz auf die Aktionspotentialdauer. Die insuf-
fizienten weiblichen Tiere wiesen in ihrer Vergleichsgruppe zu den
sham-operierten Tieren bereits unter Baseline-Bedingungen ohne
Zugabe von Kaliumkanalblockern eine Verldngerung der MAP auf.
Die QT-Zeit war bei 200 pmol und 300 umol Erythromycin siginifi-
kant verlangert (p<0,01). Die Verlangerung der Aktionspotentiale
ist besonders deutlich bei niedrigen Herzfrequenzen ausgepragt
(CL >600 ms). Dieses Phédnomen der Reverse-Use-Dependence
lie sich sowohl bei herzinsuffizienten wie auch bei sham-
operierten Tieren nachweisen. Nach Zugabe von Verapamil ver-
kirzten sich die MAP bei herzinsuffizienten und sham-operierten
Tieren signifikant (p<0,02).
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Abb. 25: Dosisabhangiger Effekt von Erythromycin auf die Aktions-
potentialdauer  weiblicher ~ sham-operierter  Herzen
(e=baseline, A=Erythromycin 150uM, V=Erythromycin
200uM, m=Erythomycin 300uM).

Bei den sham-operierten Weibchen waren die MAP-Signale in den
unterschiedlichen Erythromycinkonzentrationen zwar verléngert,
allerdings fand hier nur eine geringe prozentuale Verlangerung (le-
diglich 2 % bei 300 ms und 10 % bei 900 ms) statt. Die maximalen
MAP der weiblichen sham-operierten Tiere waren im Vergleich zu
allen anderen Gruppen die kirzesten. Auch bei den sham-
operierten Tieren ohne Herzinsuffizienzzeichen konnte eine starke-
re Verldngerung der Aktionspotentiale bei niedrigeren Herzfre-
quenzen beobachtet werden. Somit ist auch hier das Phdnomen
der ,Reverse-use-dependence” nachzuweisen.
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Abb. 26: Dosisabhangiger Effekt von Erythromycin auf die Aktions-
potentialdauer insuffizienter weiblicher Herzen
(e=baseline, A=Erythromycin 150uM, V=Erythromycin
200uM, m=Erythomycin 300uM).

Die Aktionspotentiale waren bei den weiblichen Tieren in allen
Konzentrationsstufen starker verlangert. Bei einer Zykluslédnge von
300 ms kam es bei den insuffizienten Tieren zu einer Verlangerung
der Signale um 13 %, bei 900 ms wurden die Signale um 30 %
langer. Bei den herzinsuffizienten weiblichen Tieren fihrte Erythro-
mycin in der Konzentrationsstufe von 300 uM zu einem signifikan-
ten Anstieg der Aktionspotential-Dauer um 60 % (p<0,001).
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3.4. Der EinfluB der Herzinsuffizienz auf die QT-Zeit

Die weiblichen sham-operierten Tiere wiesen mit 230 ms &ahnliche
Werte auf wie die basale QT-Zeit der herzinsuffizienten Weibchen
mit 232 ms (p=ns). Kam zu diesen Ausgangsbedingungen als wei-
terer die Repolarisation verlangernder Faktor die sukzessive Be-
lastung mit dem I -Blocker Erythromycin hinzu, konnte bereits bei
den sham-operierten Weibchen eine Verlangerung der QT-Zeit
hervorgerufen werden. Bei den insuffizienten Tieren pragte sich
diese Verlangerung allerdings deutlicher aus. Die maximalen QT-
Zeiten der insuffizienten Weibchen erreichten im Mittel 308 * 39
ms. Bei den Kontrolltieren ergaben sich von Baseline bis zur héch-
sten Erythromycin-Konzentrationsstufe Verldngerungen auf durch-
schnittlich 284 ms.

QT-Zeiten der Weibchen

350 —"
300 w

200

QT-Zeit (ms)

I I I I I I I I
Baseline 150 Ery 200 Ery 300 Ery Baseline 150 Ery 200 Ery 300 Ery
Herzinsuffizient Baseline

Abb. 27: Vergleich der QT-Zeiten abhangig von der Erythromycin-
konzentration.
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Das ist eine Verldngerung von nur 19 % im Vergleich zu der Ver-
ldngerung von 32 % bei den insuffizienten Tieren (p< 0,05 bei
300pmol Erythromycin).

Im Vergleich zu den etwas verlangerten Ausgangs-MAP’s konnte
eine Verlangerung der QT-Zeit durch die Erzeugung einer Herzin-
suffizienz bei den Weibchen damit nicht nachgewiesen werden.
Unter zunehmender Belastung mit dem Kaliumkanalblocker Eryth-
romycin entwickelten sich allerdings deutliche Unterschiede in der
Verlangerung der Repolarisation zwischen den Versuchstieren und
der Kontrollgruppe, indem es zu einer starkeren Zunahme der QT-
Zeit bei den herzinsuffizienten Tieren kam.

3.5. Einfluss der Herzinsuffizienz auf die Dispersion
der Repolarisation

Mehrere zugrunde liegende Mechanismen werden vermutet, die
zum Entstehen von polymorphen Tachykardien vom Torsade de
pointes Typ beitragen. Zum einen die Verlangerung der QT-Zeit
und des Aktionspotentials, andererseits auch die Art der Verlange-
rung der Repolarisation und damit der Konfiguration des Aktionspo-
tentials und als weiteres die Dispersion der Repolarisation *°. Be-
trachtete man nur die Veranderung der MAP-Dauer der herzinsuffi-
zienten Tiere wahrend eines Versuchs, so fiel die unterschiedlich
starke Verlangerung der MAP auf. Die linksventrikuléren epikardia-
len Aktionspotentiale nahmen nicht so stark an Dauer zu wie die
rechtsventrikuldren epikardialen und die linksventrikularen endo-
kardialen. Dargestellt ist die ausgepragtere Zunahme der endokar-
dialen Repolarisationszeit im Gegensatz zu den beiden epikardia-
len Repolarisationszeiten.
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Abb. 28: Unterschiede in der MAP-Verlangerung eines herzinsuffi-
zienten Weibchens an unterschiedlichen reprasentativen
Katheterstandorten (LV-epi-, RV-epi-, und LV-endokar-
dial) unter Baseline-Bedingungen (senkrechter Pfeil) bis
zur maximalen medikamentdsen Kaliumkanalblockade mit
300 pmol Erythromycin (Schrager Pfeil).

Die Zugabe von Erythromycin flhrte bei allen Versuchsgruppen der
vorliegenden Arbeit zu einer unterschiedlichen Verlangerung der
MAP. Die Mittelwerte aus der Differenz der langsten und der kir-
zesten MAP wurden definiert als die Dispersion der Repolarisation
in den jeweiligen Konzentrationsstufen. Die Dispersion stieg dabei
mit steigender Erythromycinkonzentration an. Bei den sham-
operierten weiblichen Kontrolltieren stieg die Dispersion jeweils
weniger stark an. In der folgenden Abbildung (Abb. 29) ist die Dis-
persion als Differenz der ermittelten Repolarisationszeiten der
weiblichen Tiere fur die einzelnen Konzentrationsstufen dargestelit.
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Abb. 29: MAP-Dispersion der weiblichen herzinsuffizienten und
sham-operierten Tiere.

Die Dispersion beschreibt allerdings zunachst nur die gemittelten
Gesamtunterschiede der Repolarisationsdauern global auf das ge-
samte Herz bezogen. Damit ist mit der Dispersion der Repolarisa-
tion zunachst nur beschrieben, dass die Repolarisation in ver-
schiedenen Myokardzellen unterschiedlich verlangert ist. Zur ge-
naueren Differenzierung der Dispersionszunahme ist daher an-
schliel3end die Berechnung der transmuralen und interventrikularen
Dispersion sinnvoll. Dazu werden die unterschiedlichen MAP-
Dauern zunachst nach regionalen Gesichtspunkten zusammenge-
fasst:

1) Epikardial rechter Ventrikel (MAP 2, MAP 3, MAP 4)

2) Epikardial linker Ventrikel (MAP 1, MAP 5, MAP 6, MAP 7)
3) Endokardial linker Ventrikel (MAP 8)
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Betrachtet man also nicht nur die gemittelten Werte der Dispersion
der Repolarisation, sondern stellt man den endokardialen Werten
der Repolarisationsverlangerung die rechts- und linksventrikularen
epikardialen Werte gegeniber, so ergibt sich die folgende Darstel-
lung:

250

@RV MAP-Dauer sham-operierter Weibchen
225 4 |mLVv

@ ENDO
200 -

MAP-Dauer (ms)
— — — —
o N (&) ~
o (@) o O
| | | |
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! !
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[@)]
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Base Erythromycin 150 Erythromycin 200 Erythromycin 300

Abb. 31: Homogener Anstieg der absoluten MAPg,-Dauern bei
sham-operierten Weibchen. Die epikardialen Werte des
rechten (RV) und linken (LV) Ventrikels, grau, sind den
endokardialen Werten (ENDO), gelb, gegenibergestellt.

Dargestellt ist hier die MAP-Dispersion der weiblichen sham-
operierten Tiere, in der die homogene Zunahme der Dispersion
epi- wie endokardial sichtbar wird. Insgesamt zeigte sich bei den
sham-operierten Tieren nur eine Zunahme der Dispersion von
hdéchstens 4 % zwischen epi- und endokardialen Messpunkten

(p=ns).
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Abb. 30: Die absoluten MAP bei herzinsuffizienten Weibchen des
rechten (RV) und linken Ventrikel (LV), beide rot, sind
dem endokardialen (ENDO) MAP, gelb, gegeniberge-
stellt.

Bei den untersuchten herzinsuffizienten Tieren beobachtete man
innerhalb des Anstiegs der Repolarisationszeiten eine Differenzie-
rung der verglichenen epi- und endokardialen Areale: ohne Ery-
thromycinzugabe lag die endokardiale Repolarisationszeit knapp
unterhalb der epikardialen. Bei steigenden Erythromycinkonzentra-
tionen stieg die endokardiale Repolarisationszeit jedoch deutlich
mehr an als epikardial, wobei dieser Abstand bei jeder Stufe noch
vergréliert wurde. Bei 300 uM Erythromycin war die endokardiale
Repo-larisationszeit bereits um 17 % mehr angestiegen als dies
epikardial der Fall ist.

In der folgenden Abbildung werden die Unterschiede der Repolari-
sation endokardial gegen die zusammengefaldten epikardialen
links- und rechtsventrikularen Repolarisationszeiten aus der voran-
gegangenen Abbildung dargestelit.
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Abb. 32: Transmurale Dispersion der herzinsuffizienten und sham-
operierten Weibchen.

Die Abbildung zeigt, dass eine Zunahme der Differenz der Repola-
risationszeiten hauptséachlich auf einer Zunahme der Differenz zwi-
schen endokardialer Repolarisation und epikardialer Repolarisation
beruht. Die transmurale Dispersion bei den sham-operierten Kont-
rolltieren steigt nur um 5 ms an, bei den herzinsuffizienten Weib-
chen hingegen kommt es zu einer signifikanten Zunahme der
transmuralen Dispersion (p<0,003). Die epikardialen interventriku-
laren Unterschiede sind zu vernachléassigen gering, bei beiden
steigt die Dispersion der Repolarisation homogen an. Ein Anstieg
der transmuralen Dispersion der Repolarisation gilt mit als wichti-
ger Faktor bei der Entstehung von polymorphen ventrikuldren Ta-
chykardien.
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Abb. 33: Homogener Anstieg im interventrikulédren Vergleich bei
herzinsuffizienten Weibchen.
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Abb. 34: Kein signifikanter Anstieg in der interventrikuléren Disper-
sion bei herzinsuffizienten Weibchen.
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Die Repolarisationszeiten des rechten Ventrikels sind durchweg
etwas langer als die des linken Ventrikels. Dieser Unterschied von
durchschnittlich 6 ms, (minimal 4 und maximal 10 ms) bezogen auf
MAP-Dauern von 150 ms bis 250 ms bleibt nahezu konstant wah-
rend der gesamten Versuchsdauer. Die Veranderungen liegen im
Bereich von 1,5 bis 6 % und sind nicht signifikant (p=ns). Zudem ist
keine eindeutige Tendenz in Richtung starkere Dispersion unter
hoéherer Kaliumkanalblockade zu erkennen. Die epikardialen Repo-
larisationszeiten des linken und rechten Ventrikels verlangern sich
also homogen, anders als die endokardial erhobenen Werte.

3.6. EinfluB der Herzinsuffizienz auf die Entstehung
von frithen Nachdepolarisationen

Eine Verlangerung der Repolarisation, und eine erhdhte Instabilitat
der Repolarisation, sind beide bei der Herzinsuffizienz in erhéhtem
Malde nachweisbar. Dies bietet den insuffizienten Herzen und
Myozyten ein Substrat zum Auftreten von Proarrhythmie. Hier wird
zunachst das Auftreten friiher Nachdepolarisationen betrachtet.

MAP 1 —J >N I N N N N
Map2 —| TN B It N Bt
MAP 3 N B e NI A [~~~ [T~
MAP 4 J\[\”\f\ B S N B RN
MAP 5 B BN A N N I e N B
MAP 6 —J "™~ I NG DN
MAP 7 TN NN U VAN
MAP 8 —/ —~~J"—_ N D e N B

200 ms

Abb. 35: Beispiel fur frihe Nachdepolarisationen bei 300uM Eryth-
romycin bei einem herzinsuffizienten Weibchen in der
Versuchsphase mit Pufferldésung mit herabgesetztem Ka-
lium.
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Bei den insuffizienten weiblichen Herzen wurden bis zur héchsten
Erythromycinkonzentration bei doppelt soviel Herzen, ndmlich bei 8
Herzen (72 %) friihe Nachdepolarisationen (EAD) beobachtet wie
bei den sham-operierten Tieren, bei denen nur in 4 Herzen (36 %)
EAD’s ausgelést wurden (p<0,05 bei 200 pMol und 300 upMol
Erythromycin).

(L Frithe Nachdepolarisationen
101 (EAD)
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Anzahl der Herzen
o1

2,
M1 00
0 |

Base 150umol 200umol 300pumol
Erythromycinkonzentration

Abb. 36: Haufigkeit von frihen Nachdepolarisationen bei Weibchen
unter Baseline-Bedingungen und in den drei verschiede-
nen Erythromycinkonzentrationen.
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3.7. EinfluB der Herzinsuffizienz auf die Entstehung
von Torsade de Pointes

Die Rhythmusstérungen vom Typ Torsade de Pointes wurden nach
den zuvor definierten Kriterien ausgewertet.
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Abb. 37: Beispiel fir eine Torsade de Pointes, aufgenommen bei
150uM Erythromycin und einem herzinsuffizienten Weib-
chen. Zu sehen ist die Spitzenumkehr in den Extremita-
ten-Ableitungen, und der Beginn mit einer frihen Nach-
depolarisation in MAP 6 bis 8.
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Wahrend der Aufzeichnung der Frequenztreppen sowie in den Ein-
laufphasen der neuen Konzentrationsstufe des I-Blockers Eryth-
romycin wurden keine Torsade de Pointes registriert.

Nur in den jeweils 5 Minuten nach Beendigung des Protokolls,
wenn bei vorliegendem AV-Block gleichzeitig das Kalium der KHB-
Pufferlésung von 5,88 mmol auf 1,5 mmol abgesenkt wurde, ent-
standen Torsade de Pointes. Bei den herzinsuffizienten Weibchen
hatten 8 von 11 Tieren (72%) bei 300 uM Erythromycin Torsade de
Pointes. Bei den sham-operierten Weibchen traten nur bei 5 von 11
Tieren (45 %) in der héchsten Erythromycinkonzentrationsstufe
Torsade de Pointes auf. Insgesamt kam es bei den insuffizienten
Weibchen weitaus haufiger zu TdP.

11" || @sham-operiert | 14 5ade de Pointes
10- m herzinsuffizient

Anzahl der Herzen

150umol 200umol 300umol
Erythromycinkonzentration

Abb. 38: Anzahl der weiblichen Herzen, bei denen TdP aufgetreten
sind.
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Im direkten Vergleich zwischen insuffizienten und sham-operierten
Tieren kam es zu einer signifikanten Zunahme der Torsade de
Pointes. Insgesamt wurden bei den sham-operierten Tieren 28
Einzelereignisse registriert, bei den insuffizienten Weibchen wur-
den mit 127 Einzelereignisse signifikant mehr registriert (p<0,05 bei
200uMol und 300 pMol Erythromycin).
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Abb. 39: Anzahl der TdP bei Weibchen in den drei Konzentrations-
stufen im Vergleich.
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3.8. Vergleich zwischen Weibchen und Mannchen

3.8.1. Die Erzeugung einer chronischen Herzinsuffizienz
bei Médnnchen

Im Rahmen der Untersuchungen zur chronischen Herzinsuffizienz
wurden die bereits im Detail beschriebenen Versuche auch bei
mannlichen Versuchtieren durchgefiihrt. Die schnelle ventrikulare
Stimulation fuhrte bei den stimulierten mannlichen Tieren (n= 11)
ebenfalls zu einer signifikanten Abnahme der Herzleistung. Quanti-
tativ zeigen dies die gemessene EF und FS. Die EF nahm von
73x7 auf 258 ab, die FS sank von 385 auf 13+3. (p<0,001).

80— EF bei M&nnchen T
60
9
L.
11}
40~
p<0,001
20
. I . . I ]
Herzinsuffizient Baseline

Abb. 40: Signifikante Abnahme der Ejektionsfraktion, einem echo-
kardiographisch ermittelten Parameter zur Abschéatzung
der Herzinsuffizienz.
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Bei den kérperlichen Untersuchungen zeigten die Tiere mit Apa-
thie, Aszites, Gewichtsverlust, Mludigkeit und Ruhedyspnoe nach 4-
6 Wochen die gleichen Symptome wie die Weibchen.

Nachfolgend wurde der Effekt untersucht, den die erzeugte Herzin-
suffizienz auf die Monophasischen Aktionspotentiale bei den mann-
lichen Tieren hatte. Die insuffizienten méannlichen Tiere wiesen
ahnlich wie die untersuchten weiblichen Tiere zu den sham-
operierten Tieren bereits unter Baseline-Bedingungen ohne Zuga-
be von Kaliumkanalblockern eine Verlangerung der MAP auf. Die-
ser Unterschied nahm bei héheren Erythromycin-Konzentrationen
auch hier zu.

Tab. 4: Effekt der Herzinsuffizienz auf die MAP-Dauer und QT-Zeit
sowie die Dispersion der Repolarisation (Herzinsuffizient vs.
sham-operiert, signifikant:* p<0,05; # p<0,01).

QT-Intervall Mittl. DISP
(ms) MAP(ms) MAP(ms)
Mannchen
HI Baseline 239+25 * 173120 * 39+19
150 uM 261%31 * 192+21 * 50+23 *
200 uM 282139 # 210%29 * 62131
300uM 318140 # 23128 # 7318 #
+Verapamil 235%36 * 147+19 * 58+13 *
Mannchen
SHAM Baseline 20529 157+49 42+29
150 uM 227*37 167+41 42+30
200 uM 238+41 176152 52+32
300uM 263153 186+58 58+27
+Verapamil 205%29 134127 48+19
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Die Aktionspotentialdauer war bei den mannlichen Tieren in allen
Konzentrationsstufen verlédngert. Bei einer Zyklusldénge von 300 ms
kam es bei den insuffizienten Tieren zu einer Verldngerung der
Signale um 20 %, bei 900 ms wurden die Signale um 40 % langer.
Bei den herzinsuffizienten mannlichen Tieren fuhrte Erythromycin
in der Konzentrationsstufe von 300 uM zu einem signifikanten Ans-
tieg der MAP-Dauer um 25 % (p<0,01) im Vergleich zu den sham-
operierten Tieren.

320 = J—

280 =

240 —

MAP,, (ms)

200 =

160 =

120 -

300 400 500 600 700 800 900
CL (ms)

Abb. 41.: Dosisabhangiger Effekt von Erythromycin auf die MAPg,
insuffizienter méannlicher Kaninchenherzen (e=baseline,
A =Erythromycin 150 pM, V=Erythromycin 200 uM,
m=Erythomycin 300 yM).
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Auch bei den sham-operierten méannlichen Vergleichstieren er-
zeugte Erythromycin eine Verlangerung der MAP, wenn auch nicht
so deutlich wie bei den herzinsuffizienten mannlichen Tieren. Bei
einer Zykluslange von 300 ms ergab sich eine Aktionspotential-
Verlangerung von ebenfalls 20 %, bei 900 ms steigerte sich diese
Verlangerung jedoch nur um 26 %.
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Abb. 42: Dosisabhangiger Effekt von Erythromycin auf die MAPg,
mannlicher SHAM-operierter Kaninchenherzen (e=base-
line, A=Erythromycin 150 uM, V¥ =Erythromycin 200 uM,
m=Erythomycin 300 uM).
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3.8.2. Der EinfluB der Herzinsuffizienz auf die QT-Zeit bei
Mannchen

Die weiblichen sham-operierten Tiere wiesen mit 239 ms eine lan-
gere basale QT-Zeit auf als die Mannchen mit 205 ms. Die insuffi-
zienten Tiere hingegen hatten in ihren basalen QT-Zeiten beide
ahnliche Werte (Weibchen: 232 ms, Mannchen: 239 ms). Bei den
mannlichen Tieren kam es so durch die erzeugte Herzinsuffizienz
zu einer signifikanten Verlangerung der basalen QT-Zeit um 16 %,
wohingegen die weiblichen Tiere durch die Erzeugung der Herzin-
suffizienz zumindest unter Baseline Bedingungen keine Unter-
schiede aufwiesen.
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herzinsuffizient sham-operiert

Abb. 43: Signifikanter Anstieg der QT-Zeiten in den steigenden
Erythromycin-konzentrationen.

Bei den sham-operierten méannlichen Tieren konnte eine Verlange-
rung der QT-Zeit durch die verschieden Konzentrationsstufen des
Ik-Blockers Erythromycin hervorgerufen werden. Bei den insuffi-
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zienten Tieren pragte sich diese Verlangerung deutlicher aus. Die
herzinsuffizienten Mannchen erreichten maximale Werte von 318
ms im Mittel. Bei den sham-operierten Tieren ergab sich von Base-
line bis zur héchsten Erythromycin-Konzentrationsstufe eine Ver-
l&dngerung von nur 20 %. Die insuffizienten mannlichen Tiere wie-
sen damit eine signifikante Zunahme ihres bereits unter Baseline
Bedingungen verlangerten QT-Intervalls um 33 % auf (p<0,01).

3.8.3. EinfluB der Herzinsuffizienz auf die Dispersion der
Repolarisation bei Mannchen

Die Zugabe von Erythromycin flhrte bei allen Versuchsgruppen der
vorliegenden Arbeit zu einem Anstieg der Dispersion der Repolari-
sation. Die Dispersion stieg dabei mit steigender Makrolidkonzent-
ration an. Bei den herzinsuffizienten mannlichen Tieren fihrte
Erythromycin in der Konzentrationsstufe von 300 uM zu einem sig-
nifikanten Anstieg um 87 % (p<0,05 bei 300uMol) im Vergleich zu
einem Anstieg um 38 % bei den sham-operierten Mannchen.
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Abb. 44: MAP-Dispersion der mannlichen herzinsuffizienten und
sham-operierten Tiere.
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Auch bei den Ménnchen wurde eine Aufteilung der Dispersion nach
regionalen Standorten vorgenommen und so die transmurale Dis-
persion berechnet. Auch hier wurden die Katheterstandorte wie
folgt zusammengefalit:

1) Epikardial rechter Ventrikel ( MAP 2, MAP 3, MAP 4)
2) Epikardial linker Ventrikel (MAP 1, MAP 5, MAP 6, MAP 7)
3) Endokardial linker Ventrikel (MAP 8)

Demnach ergibt sich folgende Darstellung der linksventrikularen,
der rechtsventrikularen und der endokardialen Aktionspotential-
dauer:

300
275 - Anstieg der absoluten MAP-Dauern bei Madnnchen

mLv
m RV
225 4 | mENDO

200 -
175 ~
150 -
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100 +
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Base Erythromycin 150  Erythromycin 200 Erythromycin 300

Abb. 45: Transmurale Dispersion: Aufteilung der Dispersion nach
rechtem (RV) und linken Ventrikel (LV), sowie endokardial
(ENDO) bei herzinsuffizienten Mannchen.

Im Vergleich zu den Weibchen fiel auf, dal} die endokardialen Wer-
te weniger stark von den beiden Epikardialen abwichen. Die epi-
kardial und endokardial linksventrikularen Werte nahmen in glei-
cher Weise homogen zu, die epikardialen MAP’s stiegen bei der
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hdchsten Erythromycinkonzentration um 32 % an, die endokar-
dialen verlangerten sich um 36 %. Die interventrikulére Dispersion
nahm wie bei den Weibchen auch nur gering zu und wurde nicht
grolder als 5 %.
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Abb. 46: Regionale Unterschiede der Aktionspotential-Dauern bei
sham-operierten Mannchen.
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Bei den sham-operierten Mannchen stieg die Dispersion der Repo-
larisation auch mit steigenden Erythromycinkonzentrationen an.
Die Aktionspotential-Verlangerungen fanden prozentual in &hnli-
chen Grélenordnungen statt, 17 % epikardial (linker und rechter
Ventrikel gemittelt), und 19 % endokardial. Die transmurale Diffe-
renz lag somit nur bei 2 %. Die interventrikul&re Dispersion war ge-
ring, und lag ebenfalls nur bei 2% (p=ns).
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Abb. 47: Transmurale Dispersion bei Mannchen.
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3.8.4. EinfluB der Herzinsuffizienz auf Friihe Nachdepola-
risationen

Auch bei den méannlichen Herzen traten in den Protokollphasen mit
niedrigem Kaliumgehalt in der KHB-L6sung Herzrhythmusstdrun-
gen auf. Zunachst wurde auch hier das Auftreten von frihen Nach-
depolarisationen bestimmt. Diese Ereignisse wurden auch hier
nicht quantitativ ausgezahlt, sondern qualitativ bewertet, ob sie auf-
traten, oder nicht. Bei den insuffizienten mannlichen Herzen wur-
den bis zur héchsten Erythromycinkonzentration nur wenig mehr,
namlich bei 8 Herzen (72 %) frihe Nachdepolarisationen (EAD)
beobachtet wie bei den sham-operierten Tieren, bei denen in 7
Herzen (63 %) EAD’s ausgel6st wurden (p=ns). Im Vergleich zu
den Weibchen zeigen sich zwischen insuffizienten und Kontrolltie-
ren keine signifikanten Unterschiede.
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Friihe Nachdepolarisationen
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Erythromycinkonzentration

Abb. 48: Haufigkeit von frihen Nachdepolarisationen bei Mann-
chen unter Baselinebedingungen und in den drei ver-
schiedenen Erythromycinkonzentrationen.
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3.8.5. EinfluR der Herzinsuffizienz auf die Entstehung von
Torsade de Pointes

Torsade de Pointes wurden nach den zuvor definierten Kriterien
ausgewertet. Wahrend der Aufzeichnung der Frequenztreppen so-
wie in den Einlaufphasen der neuen Konzentrationsstufe des Iy -
Blockers Erythromycin wurden auch bei den Mannchen keine Tor-
sade de Pointes registriert. Nur in den jeweils 5 Minuten nach Be-
endigung des Protokolls, wenn bei vorliegendem AV-Block gleich-
zeitig das Kalium der KHB-Pufferlésung von 5,88 mmol auf 1,5
mmol abgesenkt wurde, traten auch hier Torsade de Pointes auf.
Bei den herzinsuffizienten Mdnnchen hatten 6 von 11 Tieren (54%)
bei 300 uM Erythromycin TdP, etwas mehr als bei den sham-
operierten Mannchen, dort waren es nur 5 von 11 Tieren (36%).

115 @ sham-operiert

Torsade de Pointes

101 m herzinsuffizient

Anzahl der Herzen
o

14 0 0
0 L A

Base 150umol 200umol 300umol

Erythromycinkonzentration

Abb. 49: Anzahl der mannlichen Herzen, bei denen TdP aufgetre-
ten sind.

Insgesamt kam es bei den insuffizienten Mannchen etwas haufiger
dazu, dass Torsade de Pointes auftraten. Im direkten Vergleich
zwischen insuffizienten und sham-operierten Tieren konnte bei ei-
nem der insuffizienten Tiere Torsade de Pointes ausgeldst werden,
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wohingegen bei 4 der sham-operierten Tiere Torsade de Pointes
ausgel6st werden konnten. Bei 200 pmol und 300pmoll Erythromy-
cin waren es dann bei den insuffizienten Tieren wieder geringfligig
mehr Herzen, bei denen Torsade de Pointes ausgel6st wurden, al-
lerdings in nichtsignifikanter Menge (p= ns).

War bei 200pmol Erythromycon noch ein deutlicher vorsprung der
insuffizienten Herzen zu sehen, hatten die sham-operierten unter
der hochsten Konzentration von Erythromycin genauso viele Tor-
sade de Pointes entwickelt wie die insuffizienten Mannchen. Insge-
samt wurden bei den sham-operierten Tieren 69 Einzelereignisse
registriert, bei den insuffizienten Mannchen wurden mit 81 TdP
zwar 15 % mehr Einzelereignisse registriert, aber nur zwei Drittel
so viel , wie bei den insuffizienten Weibchen mit 127 Ereignissen.
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Abb. 50: Anzahl der TdP bei Mannchen in den drei Konzentrati-
onsstufen im Vergleich.
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3.9. Der EinfluR von Verapamil auf frithe Nachdepola-
risationen und Torsade de Pointes bei Midnnchen
und Weibchen

Nach der Gabe von 300 uymol Erythromycin allein kam es bei allen
Herzen zunachst zu einer Verldngerung der QT-Zeit. Verapamil
wurde im Anschlu® an die drei verschiedenen Erythromycin-
konzentrationen zuséatzlich zur héchsten Stufe von 300 umol Eryth-
romycin in einer Konzentration von 0,75 mmol zusatzlich perfun-
diert. Darunter kam es zu einer deutlichen Verkirzung der QT-Zeit
selbst unter Fortfihren der Erythromycingabe auf nahezu Aus-
gangswerte in allen untersuchten Gruppen. Die zuséatzliche Gabe
von Verapamil fihrte bei allen Versuchen (Sowohl Mannchen als
auch Weibchen, beide herzinsuffizient und sham-operiert) zu einer
signifikanten Verklirzung der QT-Zeiten (p<0,0006).
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Abb. 51: Signifikanter Rickgang der QT-Zeit unter Verapamil bei
Weibchen.
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Abb. 52: Signifikanter Ruckgang der QT-Zeit unter Verapamil bei
Mannchen.

AulRerdem traten weniger Herzrhythmusstérungen unter der zu-
satzlichen Gabe von Verapamil auf. Bei den Mannchen wurde nur
eine Torsade de Pointes ausgeldst, bei den Weibchen traten noch
bei zwei der insuffizienten Herzen bzw. bei einem sham-operierten
Tier Torsade de Pointes auf. Verapamil reduzierte das Auftreten
von Torsade de Pointes in den untersuchten Gruppen signifikant
(p<0,006).
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Abb. 53: Haufigkeit von TdP nach Gabe von 300 pmol Erythromy-
cin und zusétzlich 0,75 mmol Verapamil (bei Mannchen).
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Abb. 54: Haufigkeit von TdP nach Gabe von 300 umol Erythromy-
cin und zusatzlich 0,75 mmol Verapamil (bei Weibchen).
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Zusatzlich veranderte sich unter dem Einflul von Verapamil die
Dispersion der Repolarisation. Fir Erythromycin wurde bereits eine
signifikante Erhéhung der Dispersion der Repolarisation nachge-
wiesen (p<0,01 bei den herzinsuffizienten Tieren, p<0,05 bei den
sham-operierten Tieren). Die Zugabe von Verapamil reduzierte
diese Dispersion bei herzinsuffizienten sowie sham-operierten
mannlichen Tieren wieder signifikant (p< 0,05).
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Abb. 55: Die Dispersion bei Mdnnchen in Baseline, nach Gabe von

Erythromycin und nach zuséatzlicher Gabe von Verapamil
(* p<0,05; # p<0,01).
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Abb. 56: Die Dispersion bei Weibchen in Baseline, nach Gabe von
300 pmol Erythromycin und nach zusatzlicher Gabe von
0,75 mmol Verapamil (* p<0,05).

Bei den weiblichen insuffizienten Tieren nahm unter Zugabe von
Erythromycin die Dispersion der MAP signifikant (p<0,05) zu. Bei
den sham-operierten Tieren war diese Zunahme der Dispersion ge-
ringer, und damit nicht signifikant nachzuweisen. Die Zugabe von
Verapamil fihrte bei den herzinsuffizienten Tieren zu einer signifi-
kanten Abnahme der Dispersion (p<0,05), bei den sham-operierten
Tieren veréanderte sich die Dispersion auch nach Zugabe von Ver-
apamil nicht (p=ns).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden proarrhythmische Medikamen-
teneffekte bei chronischer Herzinsuffizienz untersucht. Dazu wurde
zunachst ein Modell entwickelt, in dem an einem intakten Herz
durch schnelle ventrikulare Stimulation eine chronische Herzinsuf-
fizienz erzeugt wurde. Anschlie3end wurde ein etabliertes Verfah-
ren zur elektrophysiologischen Untersuchung des proarrhythmi-
schen Potentials bei dieser chronischen Herzinsuffizienz unter-
sucht. Die erhobenen Daten geben einen Einblick in die zugrunde-
liegenden Mechanismen, die zu lebensgefahrlichen ventrikularen
Arrhythmien bei chronischer Herzinsuffizienz fihren kdnnen. Die
chronische Herzinsuffizienz flihrte zu einer signifikanten Repolari-
sationsverlangerung und zu einer signifikanten Zunahme von pro-
arrhythmischen Ereignissen wie friihen Nachdepolarisationen und
Torsade de Pointes. Die wichtigste Aussage ergibt sich daraus,
dal® unter Zugabe von Erythromycin als |y, blockierende Substanz
eine zugrundeliegende bis dahin klinisch inapparente Reduktion
der Repolarisationsreserve aufgedeckt werden konnte. Bei zuneh-
mender |-Blockade liel3 sich eine deutliche Zunahme der Disper-
sion der Repolarisation, insbesondere der transmuralen Dispersion
erkennen. Dies la3t auf eine verminderte Repolarisationsreserve
der insuffizienten Myozyten schliel3en, da unter Baselinebedingun-
gen eine kompetente Repolarisation moglich war, und es unter Ba-
selinebedingungen auch bei den insuffizienten Herzen nicht zu
Rhythmusstérungen kam. Aullerdem stitzen die Ergebnisse die
Hypothese, dal} Ix-Kanale nicht gleichmalig im Myokard verteilt
sind, da es regional zu einer unterschiedlichen Verlangerung der
Repolarisation kam.
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4.1. Der plotzliche Herztod als gemeinsames Ereignis
verschiedener Patientenkollektive: Herzinsuffi-
zienz und Long-QT-Syndrom

Das Long-QT-Syndrom (LQTS) ist eine entweder erworbene oder
angeborene Stérung, der eine verzdgerte zellulare Repolarisation
zugrunde liegt. phanotypisch charakterisiert durch eine Verlange-
rung der QT-Zeit im EKG®’ *8. Klinisch imponiert das Syndrom hau-
fig durch rezidivierende Synkopen, verursacht durch spontan ter-
minierende polymorphe ventrikuldre Tachykardien (Torsade de
Pointes). Wenn diese ventrikularen Kammertachykardien in Kam-
merflimmern degenerieren, kann es zum plétzlichen Herztod kom-
men. Das angeborene LQTS tritt mit einer Prévalenz von 1 pro
5000 Personen auf und ist verantwortlich flur rezidivierende Synko-
pen bei mehr als 50 % der Gentrager®™'%°. Das erworbene LQTS
hingegen, meist verursacht durch bestimmte Medikamente, ist ver-
gleichsweise haufig'®"*’. Fur die Fragestellung der QT-Zeit-
Verlangerung werden Medikamente heute sehr genau Uberprift
und langwierigen klinischen Studien unterzogen, bevor sie bei Pa-
tienten eingesetzt werden. Zusammengefal3t handelt es sich also
um den Phéanotyp eines abnormal verlangerten QT-Intervalls unter-
schiedlichster genetischer und erworbener Ursachen'®, welches
auch die insuffizienten méannlichen Herzen nach lédngerer Schritt-
macherstimulation aufwiesen.

Ein anderes Patientenkollektiv mit &hnlichen Ereignissen wie Syn-
kopen und dem plétzlichen Herztod, ausgel6st durch Herzrhyth-
musstérungen stellen Menschen mit chronischer Herzinsuffizienz
dar. Bei diesen Erkrankten kommt es hé&ufiger als bei Gesunden
zum Auftreten ventrikuldrer Tachykardien. Der plétzliche Herztod
als Folge ventrikuldrer Rhythmusstérungen ist die Hauptursache
fur Mortalitat bei chronischer Herzinsuffizienz'®®. Um nun allerdings
urséchliche Mechanismen herauszufinden, die zum pl6tzlichen
Herztod bei Herzinsuffizienz gefiihrt haben kénnen, muld man be-
ricksichtigen, dass Patienten mit Herzinsuffizienz eine sehr ge-
mischte Gruppe aus Post-Myokardinfarkt-Patienten, Patienten mit
dilatativer Kardiomyopathie und Patienten mit vielfaltigen anderen
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Ursachen einer Herzinsuffizienz darstellen. In die MERIT-HF Stu-
die™ beispielsweise wurden zu 50 % Postmyokardinfarkt-Patienten
eingeschlossen, die wiederum aufgrund des stattgehabten Infarkts
ein ganz anderes Risiko haben, Herzrhythmusstérungen im Be-
reich von Vernarbungen zu entwickeln. 60 % des gesamten Patien-
tenkollektivs starb am plétzlichen Herztod. In einer Subanalyse
zeigte die Studie, dal3 Patienten mit nur milder Herzinsuffizienz
(entsprechend den niedrigeren NYHA-KIlassen | und Il) proportional
haufiger am plétzlichen Herztod versterben als Patienten mit mani-
fester Herzinsuffizienz der NYHA-Klassen Il und IV. Ahnliche Da-
ten wurden in groRen Meta-Analysen bestatigt'®*.

In dieser Arbeit wurden Herzen mit einer chronischen Herzinsuffi-
zienz untersucht, die kein akut ischamisches Ereignis durchlaufen
hatten. Untersucht wurde eine chronisch entstandene Herzinsuffi-
zienz, die eben nicht auf einer alten Infarktnarbe beruhte, sondern
global den gesamten Herzmuskel betraf und aus anderen Ursa-
chen als einem infarzierten Koronargefass entstanden war. Ursa-
che der Arrhythmien nach einem Herzinfarkt ist zumeist das lokale
Geschehen um die alte Infarktnarbe, die zu Stérungen in der elekt-
rischen Leitung und zu autonomer Aktivitat fihrt. Bei einer chroni-
schen Herzinsuffizienz nichtischdmischer Ursache liegen andere
Phanomene zu grunde.

Nur selten gelingen elektrokardiographische Aufzeichnungen Uber
die tddlich verlaufenden Arrhythmien, so dal} diesbeziglich viel
spekuliert wird. So eindeutig das klinische Bild mit den typischen
EKG-Veranderungen ist, die genauen Mechanismen, die zur Ent-
stehung von Torsade de Pointes filhren sind bislang unklar'®. So
werden eine verldngerte Repolarisation, wie sie beim Long-QT-
Syndrom vorkommt, die regional unterschiedliche Verteilung von
Kaliumkanalen, eine erh6hten Dispersion der Repolarisation und
das Auftreten von frihen Nachdepolarisationen mit dem Auftreten
von Torsade de Pointes assoziiert, und als mdégliche Ursachen dis-
kutiert. Auch bei chronischer Herzinsuffizienz werden gehauft
komplexe Arrhythmien und polymorphe ventrikuldre Tachykardien
beobachtet und als Ursache fur die erhdhte Mortalitat in den friihen
Stadien diskutiert'®®.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die proarrhythmischen Effekte
einer Kaliumkanalblockade durch repolarisationsverzégernde Me-
dikamente nicht nur an einem gesunden Herzen, sondern unter
den besonderen Bedingungen einer chronischen Herzinsuffizienz
untersucht. Nach der schnellen ventrikuldren Stimulation konnte
die linksventrikulare Funktionsstérung echokardiographisch be-
stimmt und anschlie3end histologisch verifiziert werden. So wurden
strukturelle myokardiale Umbauprozesse nachgewiesen, die mit
vermehrter globaler Fibrose, und einem Untergang der Myozyten
einhergingen. Diese und auch andere Umbauvorgange'® im Sinne
eines ,Remodeling® wurden bereits zuvor im Zusammenhang mit
der Enstehung einer Herzinsuffizienz beschrieben und konnten in
dieser Arbeit damit das Vorliegenden einer Herzinsuffizeinz besta-
tigen. Die in mehreren Studien untersuchte Neigung dieser insuffi-
zienten Herzen, komplexe Arrhythmien zu entwickeln'®®%91"0
konnte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls nachgewiesen und
elektrophysiologisch naher untersucht werden.

Es kam zu einer signifikanten Verlangerung der QT-Zeit sowie der
Aktionspotentialdauer bereits unter Baselinebedingungen. Die ver-
langerte Repolarisation, ohne weitere medikamentdse Blockade,
|&Rt sich erklaren durch eine verminderte Funktion oder eine Re-
duktion der Anzahl der verantwortlichen Kaliumkanéle. Die erzeug-
te chronische Herzinsuffizienz steht damit urséachlich in direkten
Zusammenhang fur die verminderte Funktion oder die Downregula-
tion der Kaliumkanale. Durch die Zugabe von Erythromycin, einem
potenten I-Blocker kam es bei den insuffizienten Herzen im Ver-
gleich zu den sham-operierten Herzen zu einer weiteren deutlichen
Verlangerung der Repolarisation, was die Hypothese der Downre-
gulation der Kaliumkandle oder deren Funktionsminderung durch
die Herzinsuffizienz stitzt. Dies wird auch gestitzt durch Befunde
anderer Autoren""1211311% |5 dem Moment allerdings, in dem
man Herzinsuffizienz mit einer verlangerten Repolarisation in Ver-
bindung bringt, mu® man gleichzeitig davon ausgehen, dafl} durch
die Herzinsuffizienz die Voraussetzung fur frihe Nachdepolarisatio-
nen entstehen. Auch wenn die QT-Zeit-Verlangerung nicht mit dem
Auftreten von Torsade de Pointes korreliert, ist mit den frithen
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Nachdepolarisationen zumindest ein geeigneter Trigger vorhanden,
der auf dem Boden eines geeigneten Substrats (z.B. Dispersion
der Repolarisation) zu TdP filhren kann'",

Um den Vergleich zu vervollstandigen kann man chronische Herz-
insuffizienz unter gewissen Gesichtspunkten als Form eines erwor-
benen Long-QT-Syndroms auffassen und sollte diesen Gedanken
in die medikamentdése Behandlung der Patienten unbedingt mitein-

beziehen.

4.2. Die myokardiale Repolarisationsreserve

Das Konzept der Repolarisationsreserve wurde bereits 1998 von
Roden entwickelt''®. Es besagt, dass bei der kardialen Repolarisa-
tion, die abhangig ist vom genauen Zusammenspiel vieler lonen-
stréme und deren spezifischer Kandle, einige in einer Art Uberlap-
pendem Kompensationsmechanismus angelegt sind. Bei Stérung
dieses Zusammenspiels durch Blockade von spezifischen lonen-
kanalen durch z. B. Medikamentenwirkung kénnen die zunachst
weniger aktiven lonenkanéle vor einer exzessiven QT-Zeit-Verlan-
gerung schutzen, indem sie sich dann an den Vorgangen der Re-
polarisation beteiligen und die bereits blockierten Kanéle ersetzen.
Kleine Fehler in diesem Mechanismus durch genetische Mutation
kénnen ohne klinische Relevanz bleiben, es entsteht kein vollstan-
diger Phénotyp eines Long-QT-Syndroms, trotzdem erhéht sich
das Risiko flir eine Aktionspotentialverlangerung wenn sich andere
Risikofaktoren mit auswirken und das Risiko potenzierenm. Wirkt
auf eine subklinisch austarierte Veranderung eine weitere Einflul3-
groRe auf dieses System ein, kann es zur deutlichen Aktionspoten-
tialverlangerung und damit méglicherweise zu Rhythmusstérungen
im Sinne von frihen Nachdepolarisationen und Torsade de Pointes
kommen''® Eine dieser subklinischen Veranderungen kénnte ne-
ben einer genetischen Mutation im Sinne eines Long-QT-Syndroms
auch eine milde ausgepragte Herzinsuffizienz im NYHA-Stadium 1-
2 sein. Dies sind jeweils individuelle subklinische Voraussetzungen
von Patienten, die in keinem Screening erfal3t werden, und zu er-
heblichen Komplikationen filhren kénnen. Die Ergebnisse dieser
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Arbeit zeigen deutlich die ausgepragte Verlangerung der Repolari-
sation der chronisch geschadigten Myozyten im Vergleich zu den
sham-operierten Herzen. Dies laft die Schluldfolgerung zu, dafly
chronische Herzinsuffizienz eine wichtige Rolle spielt bei der Re-
duktion der Repolarisationsreserve, und daf bei herzinsuffizienten
Patienten die Verordnung auch von bereits etablierten potentiell
QT-verlangernden Medikamente besonders sorgféaltig abgewogen
werden mul3.

Im Rahmen dieser Studie konnten deutliche Verlangerungen der
Repolarisation chronisch geschadigter Myozyten im Vergleich zu
den sham-operierten Herzen gezeigt werden. So kam es in der vor-
liegenden Arbeit zu einer ausgepragten Verlangerung der Aktions-
potentialdauer. In Anbetracht der Erkenntnisse der Arbeitsgruppe
um Roden''® kann man daraus schlussfolgern, daR die chronische
Herzinsuffizienz eine bedeutende Rolle bei der Reduktion der Re-
polarisationsreserve der untersuchten Herzen spielt. Eine beste-
hende Herzinsuffizienz erhéht demnach die Empfindlichkeit gege-
ndber dem proarrhythmischen Potential I -blockierender Substan-
zen wie Erythromycin. Dies wiederum impliziert, dal® bei bekannter
Herzinsuffizienz eines Patienten die Verordnung auch bereits etab-
lierter Medikamente besonders sorgféltig abzuwagen ist. Dies gilt
zum Beispiel fir Betablocker. Durch sie wird eine Bradykardie her-
vorgerufen, die indirekt zu einem verlangerten QT-Intervall flhrt.
Weiterhin zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dald es regionale
Unterschiede in der Kaliumkanalexpression gibt, welche schon zu-
vor postuliert wurden*>*°. Deutlich werden diese Unterschiede bei
Gabe von Erythromycin als I-Blocker. Die Repolarisationszeiten
beginnen voneinander zu differieren, die Dispersion der Repolari-
sationszeiten nimmt zu. Durch die deutliche Zunahme der Repola-
risation in den endokardialen Bereichen im Vergleich zu den epi-
kardialen Bereichen kommt es hier insbesondere zu einer Zunah-
me der transmuralen Dispersion. Die transmurale Dispersion ist
wiederum ein wichtiger Aspekt bei der Betrachtung der Entstehung

von Torsade de Pointes™®.
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4.3. Transmurale Dispersion

Einige aktuelle Studien beschéftigen sich mit den elektrophysiolo-
gischen Veranderungen, die durch chronische Herzinsuffizienz
hervorgerufen werden'®'?"" Dazu gehért neben der bereits er-
wahnten generellen Verlangerung der Repolarisationszeit, eine
Zunahme der Heterogenitat der Repolarisationszeiten. Eine Ver-
ldngerung der Repolarisation galt bislang als Risikofaktor flr das
Entstehen von frihen Nachdepolarisationen, die wiederum als arr-
hythmogene Trigger bei Herzinsuffizienz wirken und Torsade de
Pointes auslésen kénnen. Die Dispersion der Repolarisation galt in
diesen Studien als mdgliches Substrat, flir das Auftreten von fri-
hen Nachdepolarisationen, die ihrerseits wiederum zu TdP und
damit einem plétzlichen Herztod filhren kdnnen'??. Diese Thesen
decken sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Die Dis-
persion der Repolarisation nahm mit steigenden Erythromycinkon-
zentrationen bei mannlichen und weiblichen Tieren zu. Bei den
Weibchen konnte sogar noch eine signifikante Zunahme der
transmuralen Dispersion nachgewiesen werden. Bei beiden Ge-
schlechtern konnten auch Herzrhythmusstérungen im Sinne von
frihen Nachdepolarisationen und polymorphen ventrikuldren Ta-
chykardien ausgeldst werden, bei den insuffizienten Herzen signifi-
kant mehr als bei den Kontrolltieren.

Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist, dass unter Vorbedingun-
gen wie Bradykardie, Hypokaliamie und zusatzlicher |-Blockade
eine generelle QT-Verlangerung, und damit einhergehend eine
Verlangerung der monophasischen Aktionspotentiale allein nicht
ausreicht, um reproduzierbar Torsade de Pointes zu provozieren.
Durch die Verlangerung der QT-Zeit konnten gehauft frihe Nach-
depolarisationen ausgeldst werden, die zwar mit einer Triggerfunk-
tion bei der Entstehung von ventrikularen Arrhythmien assoziiert
werden, allerdings nicht automatisch zu Torsade de Pointes Uber-
leiten. Die ménnlichen Tier hatten in dieser Arbeit mehr friihe
Nachdepolarisationen als die weiblichen, sie hatten auch eine mi-
nimal langere QT-Zeit, was zu der Vermutung fuhren kénnte, dal}
sie auch mehr Torsade de Pointes entwickelt hatten, was allerdings
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nicht so war. Erst wenn zuséatzlich zur QT-Verldngerung die Dis-
persion der Repolarisation zunahm, insbesondere die transmurale
Repolarisation, kam es zum gehé&uften Auftreten von Torsade de
Pointes. So konnten in der vorliegenden Arbeit bei den mannlichen
Tieren aufgrund der QT-Zeit Verlangerung friilhe Nachdepolarisa-
tionen und Torsade de Pointes ausgel6st werden, die weiblichen
Tiere hatten jedoch bei ahnlich langer QT-Zeit, erst das geeignete
Substrat, das erst die Grundlage fir die Entstehung von Torsade
de Pointes bot, namlich die signifikant erhdhte transmurale Disper-
sion. So lafkt sich die viel hdhere Anzahl an Torsade de Pointes in
dieser Gruppe erklaren. Schon Antzelevitch'® hat zuvor die Hete-
rogenitdt der Repolarisation als ein Substrat bezeichnet, durch
welches erst Torsade de Pointes auftreten und aufrecht erhalten
werden kénnen, was sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit deckt.

4.4. Der EinfluBR des weiblichen Geschlechts auf die
Repolarisation

Noch nicht geklart ist in dem Zusammenhang der Repolarisation
die genaue Wirkung weiblicher Geschlechtshormone. Bekannt ist,
dalR Ostrogene eine deutlich proarrhythmische Rolle spielen bei
einer medikamenteninduzierten Ix-Blockade. Bislang ungeklart ist
dabei, ob dies Uber Ligandenbindung der lx-Kanals, Downregula-
tion oder andersartige lonenkanalmodulation geschieht'*. Damit
ist das Wissen um eine Ostrogenwirkung auf den Herg-Kanal von
entscheidender Bedeutung bei der antiarrhythmischen Therapie bei
Frauen. Denn, wie bereits in der Einleitung erwéahnt, ist schon lan-
ge bekannt, dass Frauen ein langeres QTc—Intervall als Manner
haben und dass das Geschlecht einen Einfluly auf elektrophysiolo-
gische Vorgiange am Herzen hat'®. Klinische Studien haben au-
Rerdem gezeigt, dald Frauen eine erhdéhte Neigung haben, medi-
kamenteninduzierte Torsade de Pointes zu bekommen'#®'?". Frau-
en haben im Erwachsenenalter im Ruhe-EKG eine héhere Ruhe-
Herzfrequenz und ein langeres QT-Intervall. Im Gegensatz dazu
weisen Neugeborene und Kinder vor der Pubertat keine ge-
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schlechtsabhéngigen Unterschiede des QT-Intervalls auf'?®'#. Der
Einfluy der Pubertat auf dieses Phanomen fihrt zu der Annahme,
dal® Geschlechtshormone ursachlich daran beteiligt sind. Fir den
QT-Zeit-verlangernden Effekt des Ostrogens spricht auRerdem,
dass ovarektomierte Kaninchen ein verkirztes QT-Intervall hatten,
und eine Hormonersatztherapie mit 17-Beta-Estradiol das QT-
Intervall wieder verlangerte™. Weitere Studien haben gezeigt, dai
Ostrogen und Testosteron die Expression und die Modulation von
kardialen Kaliumkandalen beeinflussen kénnen. Estradiol senkte im
Experiment die mRNA-Expression und fiihrte somit zu einer Down-
regulation von Iks und lx; in Meerschweinchenmyozyten™'. In einer
anderen Arbeit’*? wird dem Testosteron ein schiitzender Effekt bei
der Entstehung von TdP zugeschrieben. Die Assoziation zwischen
hormonell induzierten Veranderungen und Modulation der Kalium-
kanadle weist darauf hin, daly Geschlechtshormone eine wichtige
Rolle bei der kardialen Repolarisation spielen. In der vorliegenden
Arbeit ist das QT-Intervall der weiblichen sham-operierten Tiere un-
ter Kontrollbedingungen, ohne Zugabe jeglicher Medikamente lan-
ger, als das der mannlichen Vergleichstiere. In einigen Gruppen
wurden allerdings keine QT-Zeit-Unterschiede zwischen Mannchen
und Weibchen. beschrieben'*"**1% Wieder andere Gruppen be-
obachteten ebenfalls QT-Zeit-Differenzen und wiesen sogar nach,
dass in weiblichen Myozyten Ik, signifikant weniger exprimiert wird,
als in mannlichen Vergleichsherzen'®. Nach vier- bis sechswéchi-
ger schneller Schrittmacherstimulation glichen sich in der vorlie-
genden Arbeit die QT-Zeiten von herzinsuffizienten Mannchen und
Weibchen an. Bei beiden Geschlechtern nahm die QT-Zeit zu, bis
annahernd gleiche Werte erreicht waren. Der Einflu® der chroni-
sche Herzinsuffizienz auf die QT-Zeit scheint den zuvor hormonell
bedingten geschlechtlichen Unterschieden zu Uberwiegen, und zu
einer allgemeinen Downregulation der Kaliumkanale zu flhren,
was wiederum zu einer bei beiden Geschlechtern gleichartigen
Verlédngerung der Repolarisation fihrt. Hier werden weitere Unter-
suchungen nétig sein, um den genauen Mechanismus zu untersu-
chen, ob es sich z.B. um eine direkte Interaktion mit dem lonenka-
nal handelt, oder ob Informationen auf intrazellularen Wegen ver-
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mittelt werden, Gber die die Hormone ihre Wirkung auf die Kalium-
kanéle entfalten, und auf welche Art und Weise die chronische
Herzinsuffizienz diesen Mechanismus ihrerseits beeinfluldt. Die An-
zahl der aufgetretenen Torsade de Pointes war bei den weiblichen
sham-operierten-Versuchstieren nicht wesentlich héher als bei den
mannlichen Vergleichstieren. Kam allerdings als weiterer Risikofak-
tor die chronische Herzinsuffizienz mit hinzu, zeigte sich eine signi-
fikante Zunahme der beobachteten Torsade de Pointes bei den
weiblichen Tieren. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit spre-
chen jedenfalls daflr, dal} sich die Faktoren weibliches Geschlecht
und die reduzierte Repolarisationsreserve bei einer Herzinsuffi-
zienz in ihrer proarrhythmischen Auswirkung verstéarken.

4.5. Der EinfluB von Verapamil

In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem Calciumantagonisten
Verapamil ein neuer therapeutischer Aspekt betrachtet. Herzinsuf-
fizienz gilt fur die Verordnung von Verapamil eigentlich als Kont-
raindikation aufgrund seiner negativ inotropen Eigenschaften'”’.
Bei nicht vorgeschadigten Herzen wurden in der Literatur bereits
Félle beschrieben, dall es durch die Behandlung mit Verapamil
Torsade de Pointes unterdriickt werden konnten®"°_ Auch in der
vorliegenden Arbeit konnte bei den sham-operierten wie bei den
chronisch insuffizienten Herzen durch die Zugabe von Verapamil
die Entstehung von friithen Nachdepolarisationen sowie von Torsa-
de de Pointes signifikant gesenkt werden. Aul3erdem senkte Vera-
pamil in allen untersuchten Gruppen die Aktionspotentialdauer sig-
nifikant. Zwar kam es nicht zu einer Reduktion der transmuralen
Dispersion, dies scheint aber erst vor dem Hintergrund einer ab-
normal verlangerten QT-Zeit relevant zu werden'*’. Bei gesunden
Herzen konnte schon ein positiver Effekt des Verapamil auf die
Entstehung von frihen Nachdepolarisationen und Torsade de
Pointes gezeigt werden. Ein Ergebnis dieser Arbeit ist, dal3 Vera-
pamil auch bei chronisch insuffizienten Herzen effektiv und repro-
duzierbar das Auftreten von Torsade de Pointes unterdrickte. Die
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Verhinderung von Torsade de Pointes korreliert mit der Unterdru-
ckung der frihen Nachdepolarisationen. Die Idee dieser Therapie-
form beinhaltet zum einen die Unterdriickung des Triggers, nédmlich
der frihen Nachdepolarisationen, zum anderen wird das vorhan-
dene Substrat, die verlangerte QT-Zeit bei gleichzeitig vorhandener
erhdhter transmuraler Dispersion vermindert. Dieser Ansatz kénnte
eine modglicherweise vorbeugende Therapieoption bei chronischer
Herzinsuffizienz sein.

4.6. Grenzen der Methodik

Die Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um experimentelle
Untersuchungen am Modell einer schrittmacherinduzierten Kar-
diomyopathie beim Kaninchen. Das Kaninchenherz ist fir solche
Untersuchungen gut geeignet, da es dem menschlichen Herz be-
ziuglich der APD-Morphologie sehr dhnlich ist und im Gegensatz
zur Maus eine ahnlich lange Plateauphase aufweist. Hondeghem
konnte jedoch zeigen, dall das Kaninchenherz weniger lxs-Kanéle
besitzt als der Mensch und die Repolarisation tiberwiegend auf .-
lonenstrémen beruht. Eine ungefilterte Ubertragung ist also trotz
groBer Ahnlichkeit nicht gerechtfertigt. Zudem handelt es sich um
ein sehr spezielles Modell zur Entwicklung einer chronischen Herz-
insuffizienz und aufgrund der schrittmacherinduzierten Kardiomyo-
pathie nicht ohne weiteres auf eine natirlich entstandene Herzin-
suffizienz zu Ubertragen. Damit sind die Ergebnisse nicht allge-
meingultig, sondern gelten zundchst einmal fir dieses spezielle
Modell. Weiterhin wurden fur die Tierexperimente nur junge Tiere
verwendet, so dal} es fraglich bleibt, inwieweit die Ergebnisse auf
altere Patienten Ubertragbar sind, da davon ausgegangen werden
kann, dal® der Herzmuskel altersbedingten Umbauveranderungen
unterliegt. Des Weiteren gilt, dal} natirlich die Aussagekraft einer
Studie umso gréler ist, je mehr Einzelergebnisse in die statisti-
schen Untersuchungen mit einflieRen. In dieser Arbeit wurden je-
weils 11 Tiere in den einzelnen Gruppen untersucht, was de-
mentsprechend einen limitierenden Einflud auf die statistische
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Aussagekraft hat. Als weitere Einschrdnkung muf} die manuelle
Auswertung der QT-Zeiten sowie die echokardiografischen Unter-
suchungen genannt werden, diese natlrlich subjektiven Einflissen
unterliegen. Um interindividuelle Messabweichungen so weit wie
moglich zu reduzieren, wurden die Messungen allerdings von nur
einer Person unter standardisierten Bedingung durchgefihrt.

4.7. Ein Ausblick

Die vorliegende Arbeit betont die Bedeutung des Konzepts der Re-
polarisationsreserve. Die Dispersion der Repolarisation, insbeson-
dere die transmurale Dispersion stellt als Ausdruck der reduzierten
Repolarisationsreserve das notwendige Substrat dar, um bei ge-
eignetem Trigger, wie einer frithen Nachdepolarisation polymorphe
ventrikuldre Tachykardien zu unterhalten. Aufderdem scheint eine
chronische Herzinsuffizienz die Repolarisationsreserve zu reduzie-
ren, was sich im Beisein von anderen Risikofaktoren potenziert.
Dies ist insbesondere dann wichtig, wenn es um die Therapie einer
chronischen Herzinsuffizienz geht. Nicht selten besteht die medi-
kamentbse Therapie aus Betablockern, verschiedenen Diuretika,
ACE-Hemmern, AT-II-Antagonisten, in ganz wenigen Fallen noch
erganzt durch Digitalis. Diese Medikamente haben sich bereits
haufig bewahrt in Reduktion der Morbitidt chronischer Herzinsuffi-
zienz. Allerdings mul® man zukinftig beachten, dal} z.B. Betablo-
cker zu einer Bradykardie, Diuretika evtl. zu einer Hypokaliamie
fuhren kédnnen, Symptome die mdglicherweise erst in Zusammen-
hang mit einer reduzierten Repolarisationsreserve klinisch in Er-
scheinung treten und zu malignen Herzrhythmusstdérungen fihren
kénnen. Als Restimee muld man fir die Behandlung ziehen, dal}
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz dhnlich sensibel auf
Medikamente eingestellt werden sollten, wie Patienten mit einem
Long-QT-Syndrom.

Der Calciumantagonist Verapamil hingegen hat sich in der vorlie-
genden Arbeit als wirksames Instrument gezeigt, das Auftreten von
frihen Nachdepolarisationen effektiv zu unterbinden und stellt so-
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mit trotz negativ inotroper Eigenschaften eine interessante neue
Therapieoption der Herzrhythmusstérungen bei Herzinsuffizienz in
geringen Stadien (NYHA | und Il) dar.

Die chronische Herzinsuffizienz ist eine Erkrankung des hdheren
Lebensalters. Bei steigender Lebenserwartung nimmt damit auch
die Pravalenz fur das Auftreten der begleitenden proarrythmischen
Ereignisse zu und bedarf deshalb besonderer Beachtung. Diese
Arbeit soll einen Beitrag dazu leisten, unser Verstandnis tber die
Mechanismen von Herzrhythmusstérungen bei Herzinsuffizienz
voranzubringen, um eventuell neue Therapieoptionen zu entwi-
ckeln.
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Experimentelle Untersuchungen zur Proarrhythmie in einem
Modell der schrittmacherinduzierten chronischen Herzinsuffizienz

Julia Wellerdiek

In dieser Arbeit wurden elektrophysiologische Mechanismen
proarrhythmischer Medikamenteneffekte bei einer chronischen
Herzinsuffizienz untersucht. Dazu wurde durch schnelle ventrikulare
Schrittmacherstimulation bei Kaninchen eine chronische Herzin-
suffizienz erzeugt, um die Auswirkungen einer medikamentdsen
Kaliumkanalblockade auf die Repolarisation am Langendorff-perfun-
dierten Herzen zu untersuchen. Eine Verlangerung der Repolarisation
bei insuffizienten Herzen sowie das Auftreten proarrhythmischer
Medikamenteneffekte konnte bei den insuffizienten Herzen
nachgewiesen werden. Bei weiblichen Tieren wurde eine hohere
transmurale Dispersion der Repolarisation als Korrelat der geringe-
ren Repolarisationsreserve gemessen. Diese bildete das geeignete
Substrat auf dessen Grundlage es durch Trigger wie frithe Nach-
depolarisationen zu mehr ventrikularen Tachykardien kam. Diese
Ergebnisse gilt es in die differenzierte medikamentdse Behandlung
der Herzinsuffizienz mit einzubeziehen.
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