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Zusammenfassung

Effekte von ventrikuldrer Stimulation und Natriumkanalblockade auf die
Dispersion der Repolarisation und Rhythmusstéorungen beim langen

QT Syndrom Typ 3

Willem-Alexander Ottenhof

Das lange QT-Syndrom 3 ist eine seltene ventrikuldre Repolarisationsstorung mit hiufig
letalem Ausgang schon im Kindesalter. Wir haben am Modell der genetisch verdnderten
AKPQ SCNS5A knock-in Maus, einem knock-in Model des langen QT-Syndroms 3,
Auswirkungen von ventrikuldrer Stimulation und Mexiletin auf kardiale Ereignisse wie
Arrhythmien, frithen Nachdepolarisationen (EADs) und Pausen in der Herzaktivitdt
sowie Auswirkungen auf die Dispersion der Repolarisation untersucht.

Es zeigte sich bei isolierten, retrograd perfundierten transgenen SCNSA-TG
Maiuseherzen nach mechanischer Induktion eines AV-Blockes ein Auftreten von EADs
(16 von 18 Herzen) und repetitiven polymorphen ventrikuliren Tachykardien vom
torsade de pointes Typ (pVTs) (11/18).

Durch Stimuli bei physiologischen Frequenzen konnten Bradykardien vorgebeugt
werden, die Aktionspotentialdauer (APD) und die Dispersion der APD konnten
reduziert werden. EADs, Pausen und pVTs wurden vollstindig unterdriickt. Pl6tzliche
Frequenzsteigerungen fiihrten zu einem voriibergehenden Anstieg der APD-Dispersion.
Unter dem Zusatz von Mexiletin (4pg/l) konnte eine verldngerte Post-Repolarisations-
Refraktdritit nachgewiesen werden, das Auftreten von EADs und die APD konnten
deutlich verringert werden.

Zusammenfassend zeigt sich, dass sowohl das fix-frequente Pacing als auch der Zusatz

von Mexiletin Arrhythmien bei SCN5SA-TG-Mausen signifikant reduzieren konnten.
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1 Einleitung

Das Lange-QT-Syndrom (Long-QT-syndrome, LQT) ist eine ventrikuldre
Repolarisationsstorung  mit  gehduftem  plotzlichen Herztod aufgrund von
Herzrhythmusstorungen. Bei Patienten mit langem QT-Syndrom treten insbesondere
spezielle Herzrhythmusstérungen vom Typ ,torsades de pointes® (Spitzenumkehr-
Tachykardien) auf [Dessertenne F et al., 1966].

Aufgrund der geringen Fallzahlen bei der Variante LQT — Syndrom 3 lassen sich neue
antiarrhythmische Interventionen bei dieser Erkrankung nur sehr eingeschriankt klinisch
tiberpriifen. Die Seltenheit der Erkrankungen macht es umso schwerer, valide Aussagen
tiber die zugrunde liegenden Pathomechanismen oder etwaige spezifische Therapien
machen zu konnen. Andererseits besteht beim langen QT Syndrom aufgrund der
bekannten genetischen Defekte, die der Erkrankung zu Grunde liegen, eine berechtigte
Hoffnung, dass in néherer Zukunft eine Genotyp-spezifische Behandlung bei einem Teil
dieser Patienten durchgefiihrt werden kann. Aus diesem Grund wird in der vorliegenden
Arbeit die Unterform LQT3 des LQT-Syndroms, welches lebensbedrohliche
Herzrhythmusstorungen auslosen kann, am Modell untersucht.

Das  Lange-QT-Syndrom  verursacht  eine Storung  der  elektrischen
Erregungsriickbildung des Herzens. Bei dieser im Oberflichen-EKG nachweisbaren
abnormen Verdnderung kommt es zu einer pathologischen Verldngerung des
ventrikuldren Aktionspotentials und damit der QT-Zeit im EKG. Diese Verldngerung
der QT-Zeit wird durch Verdnderungen von Ionenstromen im Myokard verursacht und
fiihrt zu einer moglichen Triggerung von Herzrhythmusstérungen.

Klinisch relevant wird die Erkrankung durch auftretende Arrhythmien, speziell vom
Typ Torsades de Pointes (TdP). Bei den Torsades de Pointes handelt es sich um
polymorphe ventrikuldre Tachykardien, wobei die Kammerkomplexe kontinuierlich
spindelférmig um die Nulllinie oszillieren [Dessertenne F et al., 1966]. Aufgrund der
insuffizienten Pumpleistung des Herzens kommt es wihrend dieser ventrikuldren
Tachykardien typischerweise zu voriibergehenden Synkopen, da Torsades de Pointes
sich haufig selber terminieren. Letztendlich kann ein solcher Vorfall aber auch in einem

plotzlichen Herztod resultieren, wenn die Torsades de Pointes in Kammerflimmern
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degenerieren [Haverkamp W et al., 1993], [Garson A et al., 1993], [Haverkamp W et
al., 1995].

Grundsétzlich unterscheidet man zwischen einem angeborenen, kongenitalen LQT-
Syndrom wund einer erworbenen, sekunddren Form. Letztere wird durch
repolarisationsverldngernde Medikamente wie zum Beispiel Kaliumkanal-blockierende
Antiarrhythmika oder als Nebenwirkung von Antidepressiva, Diuretika oder
Antihistaminika hervorgerufen und betrifft hauptsidchlich dltere Menschen zwischen
dem 5. und 6. Lebensjahrzehnt [Friedman MJ et al., 2003], [Witchel H et al., 2000].
Beim kongenitalen, angeborenen LQT-Syndrom sind das erstmals 1957 beschriebene,
autosomal rezessiv vererbte Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom mit den Unterformen JNL
1-3 [Jervell A et al., 1957] und das erstmals 1963/1964 beschriebene, autosomal
dominant vererbte Romano-Ward-Syndrom [Romano C et al., 1963] [Ward OC., 1964]
zu unterscheiden.

Bis zum Zeitpunkt des Erstellens dieser Arbeit wurden von dem autosomal-dominant
vererbten Romano-Ward-Syndrom zwolf Unterformen (LQT 1-12) entdeckt und die
dazugehorigen Genloci auf den jeweiligen mutierten Genen definiert [Roden DM et al.,
1996], [Wu G et al., 2008], [Chen L et al., 2007], [Splawski I et al., 2004], [Medeiros-
Domingo A et al., 2007], [Vatta M et al., 2006]. Fiir das Jervell-und-Lange-Nielsen
Syndrom sind bisher zwei Gendefekte bekannt. [Chiang CE et al., 2000].

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist ein genetisches Modell, das eine bei Patienten
mit langem QT-Syndrom 3 entdeckte Mutation des Gens SCN5A auf dem Chromosom
3p21 tragt. Dieses Gen codiert einen spannungsabhingigen Natrium-Kanal des
Myokards. Durch die Mutation werden die Natrium-Strome im Myokard so verdndert,
dass es zu einer Verlingerung der Aktionspotentialdauer kommt [Jiang C et al., 1994],
[George Jr. Al et al., 1995], [Wang Q et al., 1995].

Das LQT3-Syndrom kommt im Vergleich zu den Unterformen LQT1 oder LQT2
deutlich seltener vor. Im Gegensatz zu den anderen Unterformen ist die klinische
Symptomatik aber oft schwerwiegender als bei anderen Varianten des LQT-Syndroms
[Priori SG et al., 2003] und kann vor allem bei Kindern und jungen Adoleszenten zu
schwerwiegenden Krankheitsbildern bis hin zum pl6tzlichen Herztod fiihren [Schwartz

PJ et al., 1998], [Schwartz PJ et al., 2000], [Wedekind H et al., 2001].
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Die Letalitit bezogen auf die prozentuale Zahl der Ereignisse erscheint hoher als bei
den anderen Formen des LQT-Syndroms [Zareba W et al., 1998].

Die klinische Erfahrung in der Behandlung der LQT3-Patienten ist aufgrund der
geringen Anzahl an Erkrankungen nur sparlich. Die Therapieempfehlungen beziiglich
der Medikamentengabe sowie der Implantation von Schrittmachern und Defibrillatoren
werden kontrovers diskutiert. Wéahrend zum Beispiel Patienten mit den Unterformen
LQTI und LQT2 von einer Therapie mit B-Blockern profitieren, ergibt sich flir die
Patienten mit dem LQT3-Syndrom dadurch kein nachweisbarer Nutzen [Moss AJ et al.,
2000].

Charakteristisch fiir das LQT3-Syndrom ist ein Auftreten von Synkopen und kardialen
Ereignissen vor allem in Ruhe- bzw. Bradykardiephasen. Studien haben gezeigt, dass
ein Teil der Patienten, bei denen die SCN5A-Mutation vorliegt, vermutlich vor allem in
Ruhephasen wie zum Beispiel beim Schlafen unter Bradykardien leiden, die in
Verbindung mit einer verldngerten Repolarisation der Myokardzellen stehen, wodurch
dann lebensgefahrliche Arrhythmien ausgelost werden konnen [Moss Al et al., 1995],
[An RH et al., 1998].

Bei einem anderen Teil der Patienten, vor allem bei Kindern, ldsst sich unmittelbar vor
Beginn von Herzrhythmusstorungen oder Synkopen ein moglicherweise funktioneller
AV-Block nachweisen [Scott W et al., 1987], [van Hare GF et al., 1990], [Rosenbaum
MB et al., 1991].

Vergleichend hierzu treten beim LQT2-Syndrom beispielsweise pathologische kardiale
Ereignisse vor allem unter physischen oder psychischen Stressbedingungen so wie
tachykarden Phasen auf [Schwartz PJ et al., 1995].

Zur Privention von Bradykardien als auslosender Faktor von lebensbedrohlichen
Arrhythmien wie zum Beispiel von Torsades de Pointes beim LQT3-Syndrom, wird
eine genspezifische Therapie in Abgrenzung zu den anderen Unterformen des LQT-
Syndroms mit anderen Genloci und anderen Pathomechanismen diskutiert [Schwartz PJ
et al., 2001].

Aufgrund der erwihnten insuffizienten Datenlage beziiglich der Phénotypisierung und
der genspezifischen Therapiemdglichkeiten ist das LQT3-Syndrom Gegenstand dieser
Arbeit.
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Um die Effekte von Bradykardien, von Interventionen bei frithen Nachdepolarisationen
(early afterdepolarisations, EADs), Ventrikelektopien und TdP-dhnlichen ventrikuldren
Tachyarrhythmien beim LQT3-Syndrom zu erforschen, wurden intakte, schlagende
Herzen von transgenen Méusen mit einer knock-in Deletion des SCN5A®™ (SCN5A-
Tg) im Vergleich zu Wildtyp-Herzen untersucht. Bei den transgenen Méusen fehlen
dieselben Aminosduren des KPQ-Gens (Lys-1505, Pro-1506, Gln-1507 zwischen den
Domainen III und IV in der Natrium-Kanal a-Untereinheit) wie bei LQT3-Patienten
[Bennett PB et al., 1995], [Dumaine R et al., 1996], [Wang DW et al., 1996], [Chandra
R et al,, 1998], [Nuyens D et al., 2001].

Um eine genauere Phinotypisierung der SCN5A-Tg-Méuse durchfiihren zu konnen,
werden die in der vorliegenden Arbeit intakten, schlagenden und perfundierten
Maiuseherzen auf unterschiedliche elektro-kardiale Ereignisse hin untersucht und die
Beobachtungen mit denen an Wildtyp-Geschwistertieren verglichen.

Um eine moglichst differenzierte Charakterisierung durchfithren zu koénnen, wurden
unterschiedliche Fragestellungen in die Versuchsprotokolle eingegliedert.

Die Versuche der vorliegenden Arbeit sollen zeigen, welche Auswirkungen ein
iatrogener AV-Block auf Arrhythmien und Aktionspotentiale bei SCN5A-Tg Herzen
hat. So sollen pathologische Auffilligkeiten wie zum Beispiel Arrhythmien, frithe
Nachdepolarisationen oder Pausen in der Herzaktivitit aufgezeichnet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden zudem intakte, schlagende, retrograd perfundierte
Maiuseherzen einer fixfrequenten Stimulation iiber einen Ventrikelkatheter ausgesetzt.
Hierbei  wird nun  unter  verschiedenen  Stimulationsprotokollen  die
Aktionspotentialdauer gemessen und ihr Verhalten bei unterschiedlichen
Stimulationsintervallen bis hin zur bradykarden Stimulationsfrequenz untersucht.

Ein weiteres Augenmerk wird in der vorliegenden Arbeit auf die Dispersion der
Aktionspotentialdauer gelegt. Die Dispersion der Aktionspotentialdauer ist definiert als
Differenz der langsten und der kiirzesten Aktionspotential-Intervalle aller Ableitungen
der Monophasischen Aktionspotentiale (MAP) [Fabritz L et al., 1994]. Sie ist dabei das
Spiegelbild von regionalen Unterschieden der ventrikuléren Repolarisationen und damit
einhergehenden Instabilititen 1m elektrischen System des Ventrikelmyokard

[Yamaguchi M et al., 2003].
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Eine verlidngerte Dispersion ist ein mogliches diagnostisches EKG-Kriterium fiir das
Vorliegen eines QT-Syndroms [Monnig G et al., 2001]. Es soll gezeigt werden, wie sich
die Dispersion der Aktionspotentialdauer unter fixfrequenter Stimulation sowie unter
einer Bradykardiesimulation verhalt.

Ein weiterer Bestandteil der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der
Auswirkungen des Natrium-Kanal-blockierenden Medikamentes Mexiletin. Es soll
gezeigt werden, welche Auswirkungen die Zugabe des Medikamentes auf die
Aktionspotentialdauer, die Dispersion der Aktionspotentialdauer, auf die effektive
Refraktérzeit und die Arrhythmien hat.

Ziel der vorliegenden Arbeit soll sein, eine differenzierte Phinotypisierung der SCN5A-
TG- Méuse im Vergleich zu den Wildtypvarianten im Hinblick auf die oben genannten

Charakteristika der elektrischen Herzaktivitiat zu erhalten.
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2 Material und Methoden

2.1 Das SCNSA-Tg Maus Modell

Die Untersuchungen wurden an isolierten, zuvor explantierten und priparierten Herzen
von Wildtyp-Mausen (WT, n=19) und AKPQ-transgenen Méusen (AKPQ-Tg, n=18),
die Trager des mutierten AKPQ SCN5SA Gens waren, durchgefiihrt. Tierversuche an
Maiusen haben den Vorteil, dass etablierte Methoden zur Generierung von genetisch
manipulierten Miusen bestehen. Des Weiteren gleicht das Mausgenom dem des
Menschen hinsichtlich der Gréf8e und der Anzahl der Gene. Mause haben dank kurzer
Generationszeiten von 2,5 bis 3 Monaten eine hohe Reproduktionsrate und auflerdem
eine geringe Lebenserwartung von 2,5 bis 3 Jahren. Daher lassen sich die Effekte einer
Genmanipulation im Laufe der Entwicklung der Maus gut beobachten. Die Tiere in den
vorliegenden Experimenten waren 12,5 bis 18,2 Wochen alt (Mittelwert 15,4Wochen).
Das Mausmodell wurde von Edward und Peter Carmeliet, K.U. Leuven, Belgien, zur
Verfiigung gestellt.

In der vorliegenden Studie wird eine Kontrollgruppe von Wildtyp Geschwistertieren mit
AKPQ SCNS5A transgenen Méusen verglichen. Die transgenen Méuse sind Triger einer
knock-in Deletion der Aminosduresequenz 1505-1507 (KPQ) im kardialen
Natriumkanal, die durch das SCN5A-Gen auf dem Chromosom 3p21 kodiert wird. Die
durch diese Deletion hervorgerufene Verldngerung der QT-Zeit entspricht in
heterozygoten Individuen (SCN5AY™), bei autosomal dominantem Erbgang, dem
LQT3-Syndrom. Sowohl der Entwurf als auch die Durchfiihrung der Studie erfolgt
streng nach den allgemeinen und lokalen Tierschutzrichtlinien [NIH publication No. 85-

23, revised 1996].

2.2 Priparation des isolierten Miiuseherzen

Den zu untersuchenden Maéusen wird ein Bolus von 250 IE Natrium-Heparin

(Liquemin®) intraperitoneal zwischen die Diinndarmschlingen zur Resorption

appliziert, um eine vorzeitige Thrombembolisation wéahrend der Herzexplantation zu
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verhindern. Die Anidsthesie der Miuse erfolgt mit Urethane in einer Konzentration von
2g/kg KG, das ebenfalls intraperitoneal zwischen die Diinndarmschlingen injiziert wird.
Als Nachweis der ausreichenden Anisthesie dient die Uberpriifung des
Zwischenzehenreflexes mit einer Pinzette. Sollte dieser nach circa 5 Minuten noch
ausldsbar sein, so ist eine zusitzliche Gabe von Urethane notwendig (0,07ml derselben
Konzentration, danach erneute Uberpriifung der Anisthesie). Wihrend des
Anésthesievorgangs wird die Maus stindig vor eine Infrarot-Warmelampe gehalten, um
ein Absinken der Korperkerntemperatur moglichst zu verhindern.

Die Maus wird in Anésthesie zur Priparation auf einer temperierten Warmeplatte
fixiert. Vor der Explantation des Herzens wird ein digitales 6-Kanal-
Elektrokardiogramm (EKG; CORINA, GE Hellige Marquette Medical Systems,
Freiburg, Germany, Software benutzeradaptiert fiir Mduse-EKG) sowie ein analoges 12-
Kanal-EKG (Siemens Megacart, Siemens Erlangen, Germany) angefertigt. Die
Extremitidtenableitungen nach Einthoven I, II, III und nach Goldberger aVR, aVL und
aVF werden digital abgeleitet. Analog werden zusétzlich die Brustwandableitungen V,—
Vi aufgezeichnet.

Der Peritonealraum wird mittels medianer Laparatomie mit einer scharfen Schere
eroffnet. Am Xiphoid wird eine mediale Zwerchfellinzision angelegt und unter Sicht auf
das schlagende Herz und mit ausreichendem Sicherheitsabstand beidseits nach lateral
entlang der Rippenbdgen erweitert. Es erfolgt die Durchtrennung der Rippen entlang der
Medioaxillarlinie nach kranial bis die ventrale Thoraxwand in ausreichendem Abstand
zum Herzen und den Abgingen der groen Gefd3e unter Durchtrennung des Sternums
entfernt werden kann.

Nun wird das gesamte Herz-Lungen-Kompartiment explantiert und unmittelbar danach
in einen vorher bereitgestellten Behélter mit heparinisierter, ca. 37°C warmer
Pufferlosung (Krebs-Henseleit Pufferlosung, Tab. 2.1) getaucht. Es werden die
Lungenlappen, die Lungenarterien und -venen sowie der Herzbeutel entfernt. Der
Aortenstumpf wird so prépariert, dass alle GefdBabginge entfernt sind und der Stumpf
bis zum Abgang aus dem linken Ventrikel auf 2-3mm ohne Bindegewebe freiliegt.

Nun wird die Aorta auf eine Perfusionskaniile (27 Gauche Durchmesser) aufgezogen
und mit einem Seidenfaden (metric 1.5, USP 4/0) befestigt und so fixiert, dass die
Koronargefil3e retrograd perfundiert werden (Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1: Schematische Skizze des Querschnittes durch das préiparierte Herz. Legende: 1 linker
Ventrikel, 2 rechter Ventrikel, 3 préparierter Aortenstumpf, mit aufgezogener Perfusionskaniile

2.3 Positionierung des Herzens

Das zuvor préparierte Mduseherz wird nun senkrecht an der Perfusionskaniile hingend
in einen Langendorff-Apparat (Apparatus Isolated Heart, Size 1, Hugo-Sachs
Elektronik, Type 844, March-Hugstetten, Germany) installiert. Die retrograde Perfusion
(siche Abschnitt 2.4) wird sichergestellt, die Messkatheter zur Bestimmung des
Monophasischen Potentials (MAP) und des EKG's werden in Position gebracht (sieche
Abschnitt 2.6). Der genaue Versuchsaufbau ist zum einen der Abbildung 2.2 und zum
anderen den folgenden Kapiteln in den Erlduterungen der wichtigsten Gesichtspunkte

des experimentellen Aufbaus zu entnehmen.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus; Bedienungsanleitung Hugo Sachs
Elektronik, Germany; Legende: 1 Aortenblock, 2 Aortenkaniile, 3 Absperrhahn, 4 Flusswiderstand-
Einstellung des Perfusionsdruckes, 5 Spindelspritze zum Einstellen des Flusswiderstandes, 6
Zeigermanometer zur Anzeige des eingestellten Drucks am Flusswiderstand, 7 Windkessel-Luftvolumen
zur Nachbildung der Compliance der Aorta, 8 Wiarmetauscher im Oberteil der Herzkammer, 9
Schlauchpumpe, 10 Perfusat-Vorratsgefil — doppelwandig — temperiert mit Zu- und Abflissen, 11
Gasfritte zur Begasung des Perfusats, 12 Oberteil der doppelwandigen Herzkammer — temperierbar, 13
Unterteil der doppelwandigen Herzkammer — temperierbar — herunterklappbar, 14 Ablaufréhrchen zum
Abfluss des abtropfenden Effluats

2.4 Retrograde Perfusion des Herzens

Schon vor Beginn der Anésthesie der Maus und Explantation des Herzens sollte eine
ausreichende Menge (circa 1,5 Liter pro Versuchreihe) einer Krebs-Henseleit-
Pufferlosung zur spiteren Perfusion hergestellt worden sein.

Die chemische Zusammensetzung des Perfusats ist der Tabelle 2.1 zu entnehmen. Alle
Zusitze werden auf einer Waage abgewogen, die bis auf vier Nachkommastellen

geeicht ist (Typ ABS 120-4, Kern&Sohn, Balingen-Frommern, Germany). Grundlage
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der Perfusionslosung ist bi-destilliertes Wasser (Aqua-Bidestillata, Waldeck GmbH

Miinster, Germany).

Tabelle 2.1: Chemische Zusammensetzung der Krebs-Henseleit Pufferlosung

g/L mmol / L
NaCl 6,896 118,00
Na HCO; 2,090 24,88
KH; PO, 0,161 1,18
Glucose x H,O 1,100 5,55
Na - Pyruvat 0,220 2,00
MgSO4 x 7 H,O 0,205 0,83
CaClx2 H,0 0,265 1,80
KCL 0,350 4,70

Die Losung wird nach Fertigstellung nochmals gefiltert (Faltenfilter, Marcherey-Nagel
GmbH, Diiren, Germany), um keine eventuell vorhandenen groben Verunreinigungen in
die Perfusionsleitungen gelangen zu lassen. AbschlieBend wird die Losung in einen
ausreichend dimensionierten, doppelwandigen Vorratsbehilter gegeben (Radnoti Glas
Technology INC., Monrovia, CA, USA). Zum Aquilibrieren der Pufferlosung wird
Carbogengas (5 Vol.% CO,, 95 Vol.% O,) verwendet. Eine regelbare Rollenpumpe
(Reglo Digital, Ismatec, Wertheim-Mondfeld, Germany) befordert das Perfusat in die
Langendorft-Apparatur. Der Zufluss wird tliber einen Flussmesser (Transit time
flowmeter modul, Hugo Sachs Elektronik, March, Germany) gemessen. Der
Zuflussdruck iiber die Perfusionskaniile zur Aorta wird bei 100-110 mmHg und iiber die
Pumpenleistung bei einer durchschnittlichen, konstanten Durchflussrate von 4-7 ml/min
gehalten. Es erfolgt eine druckkonstante Perfusion. Um einen besseren Durchfluss der
Pufferlosung durch das Herz zu gewéhrleisten, wird die Nadel einer kleinen
Injektionskaniile (BD Microlance, Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,
Germany) von der Herzspitze her transmyokardial in den linken Ventrikel eingefiihrt.

Dadurch kann die Losung besser aus dem Ventrikel abflief3en.
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2.5 Wirmeregulation

Aufgrund des geringen Organvolumens ist das Herz sehr gefdhrdet, starken
Temperaturschwankungen zu unterliegen. Dies wiirde sich negativ auf die Qualitdt der
abgeleiteten Signale und die mogliche Versuchsqualitit auswirken, da die Funktionalitét
des Herzens vor allem bei zu niedriger Temperatur stark abnimmt. Aus diesem Grunde
miissen verschiedene MaBBlnahmen getroffen werden, um das Herz bei einer konstanten
Temperatur von ca. 36+1 °C zu halten.

Schon bei der Praparation muss darauf geachtet werden, dass die Maus und danach auch
die Praparationsbehilter auf einer Warmeplatte liegen.

Die Perfusionslosung wird in einem doppelwandigen Vorratsgefdl (Radnoti Glas
Technology INC., Monrovia, CA, USA) gelagert, dessen Volumen zwischen Auflen-
und Innenwand von ca. 37 °C warmen Wasser durchspiilt wird (Abb. 2.2). Dadurch
erwarmt sich das Perfusat, schon bevor es in die Langendorff-Apparatur gepumpt wird.
Die Erwédrmung erfolgt iiber einen regelbaren Durchlauferhitzer (Lauda ecoline 003,
Lauda-Kd&nigshofen, Germany).

Eine weitere Anpassung der Temperatur des Perfusats erfolgt innerhalb der
Langendorff-Apparatur iiber einen Wirmetauscher (Abb. 2.2, Punkt 8). Die
Herzkammer, in der das isolierte Méuseherz frei hingt, ist ebenfalls temperiert. Das
Oberteil und das herunterklappbare Unterteil sind doppelwandig und der Zwischenraum
mit 37 °C warmen Wasser durchspiilt. Der Heizkreislauf, mit dem das Vorratsgefa3 des
Perfusats sowie die verschiedenen Komponenten der Langendorff-Apparatur beheizt
werden, wird ebenfalls durch die oben genannte Rollenpumpe parallel betrieben. Das
Wasser des Heizkreislaufes wird im Warmeaustauschprinzip in einem Heizbad erwéirmt,
iiber welches die Temperatur des Heizkreislaufes geregelt werden kann. Die
ausreichende Temperaturregulation wird durch Messung der Temperatur der Losung,
welche zuvor das Herz verlassen hat, lberpriift, da anzunehmen ist, dass das
Herzgewebe dieselbe Temperatur hat, wie das Perfusat. Dies geschieht mittels einem
digitalen Thermometer (Peak tech 5115, Lau GmbH, Ahrensburg, Germany).

Da die Uberwachung der Temperatur von Bedeutung fiir das qualitative Ergebnis des

Versuchs ist, erfolgt diese direkt nach Aufhidngen des Herzens, sowie wihrend der
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Versuchsdauer. Dadurch kann die Temperatur des Herzens in der Versuchs anlage

gegebenenfalls standig optimiert werden.

2.6 Positionierung der Elektroden

Ein octopolarer Katheter (CIB'ER Mouse, NuMed Inc., Hopkinton, N.Y., USA,
Elektrodenbreite:0,5mm, Elektrodenabstand:0,5mm) wird im rechten Vorhof und im
rechten Ventrikel des Herzens positioniert. Hierzu wird mit einer scharfen Schere und
einer kleinen Pinzette ein kleines Loch mit einer GroBe von circa 1 mm® in das
Myokard des rechten Vorhofes geschnitten. Bei korrekter Lage des Katheters konnen
sowohl Signale vom Vorhof- als auch vom Ventrikelmyokard abgeleitet werden. Eine
getrennte Stimulation dieser Bereiche ist dann ebenfalls mdglich (Abb. 2.4).

Die Ableitung der elektrischen Herzaktion erfolgt mittels Ag-AgCl-Elektroden iiber ein
Gewebebad-EKG. Die Signale werden mit einem EKG-Verstéirker mit einer Bandbreite
von 0,1 bis 300 Hz (ECG-Amplifier, Hugo Sachs, March-Hugstetten, Germany)
gefiltert und vorverstarkt. Darliber hinaus werden kontinuierlich drei monophasische
Aktionspotentiale (MAP) simultan epikardial vom rechten Ventrikel und vom septalen
Bereich des linken Ventrikels sowie von der linksventrikuldren freien Wand abgeleitet
und mittels eines MAP-Vorverstirkers (MAP-Preamplifier Model No.300, EP
Technologies, Sunnyvale, CA, USA) verstirkt. Die Katheterspitzen sind federnd
gelagert, sodass stindig ein konstanter senkrechter Kontaktdruck zwischen
Katheterspitze und Epikard besteht, um eine gleich bleibende Ableitung des MAP {iber
einen lidngeren Zeitraum zu gewihrleisten (Abb. 2.3). Uber einen DC-gekoppelten
Vorverstirker werden die Signale verarbeitet (Modell 2000, EP Technologies Inc., San
Jose, CA, USA) und mit einer halbautomatischen, speziell adaptierten Software

(LabVIEW 5.0, National Instruments, Texas) aufgezeichnet [Franz MR et al. 1995].
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Abbildung 2.3: Schematische Ubersichtsskizze des Aortenblockes mit der retrograd perfundierten Aorta,
Legende: 1 retrograd perfundiertes, senkrecht am Aortenstumpf hdngendes Herz, 2 MAP-Katheter (hier
nicht am Herzen aufliegend), 3 Gewebebad-EKG-Elektroden, 4 Federlagerung der MAP-Katheter fiir
stindig gleichméBigen Anpressdruck, 5 Perfusat-Vorratsbehidlter, 6 Schlauchpumpe, 7 EDV-
Aufzeichnungseinheit bestehend aus MAP-Vorverstirker und PC zur Datenspeicherung
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Lage des octopolaren Katheters im rechten Ventrikel,
Legende: 1 rechte Ventrikelwand, 2* linker Ventrikel, 2 linker Vorhof, 3 Septum

2.7 Versuchsprotokoll

Nachdem das Herz wie oben beschrieben in den Langendorff-Apparat installiert worden
ist, werden die Temperatur des austretenden Perfusats und die Durchflussmenge
iiberpriift und eine Zeitspanne von 5-10 Minuten abgewartet. Weiterhin wird die
Signalqualitdt durch entsprechendes Anpassen der Katheterpositionen sichergestellt
(siche Abschnitt 2.6, Positionierung der Elektroden), damit diese wihrend der darauf

folgenden Versuchsreihen moglichst konstant und von guter Qualitét ist.

2.7.1 AV-Block
Nach dieser Eingewohnungszeit wird nun ein AV-Block induziert, um die elektrischen
Eigenschaften der Ventrikel bei langsamen Frequenzen beobachten zu konnen. Dazu

wird durch das vorher préiparierte Loch im rechten Vorhof eine feine spitze chirurgische
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Pinzette eingefiihrt und das septale Gewebe im Bereich des Anulus Fibrosus mit
dezentem Druck gequetscht. Nun wird die Stabilitidt des AV-Blockes, der sich durch
eine entkoppelte atriale und ventrikuldre Aktivitdit im EKG darstellt, fiir weitere 5
Minuten iiberpriift und gegebenenfalls durch die oben beschriebene Vorgehensweise

nochmals sichergestellt.

2.7.2 Stimulationsprotokoll

Mittels eines experimentellen Stimulationsgerdtes (Universal 2—Kanal-Stimulator,
Rissel-Medizintechnik, Miinster, Germany) wird {iber den octopolaren Katheter ein
Stimulationsprotokoll ~durchgefiihrt. Zu Beginn der Versuchsreihe wird die
Stimulationsschwelle bestimmt. Dabei wird die minimale Stromstéarke ermittelt, bei der
es noch zu einer Uberleitung des Stromreizes vom Katheter zum Myokard kommt (der
Schwellenwert liegt bei den Versuchen zwischen 0,03 und 0,26 mA). Fiir die darauf
folgende Versuchsreihe wird die doppelte Stromstirke verwendet, um sicherzustellen,
dass es wihrend der Stimulation stéindig zu einer Uberleitung des Stimulationsimpulses
kommt.

Die Stimulationsschwelle kann sich wéhrend des Versuches dndern. Gegebenenfalls
muss die Stromstirke dann wie oben beschrieben neu eingestellt werden, wenn die

Stimulationsreize nicht mehr auf das Myokard tibergeleitet werden.

2.7.3 Fixfrequente Ventrikelstimulation

Nun wird eine fixfrequente Ventrikelstimulation durchgefiihrt. Mit Zykluslingen von
100-, 200-, 300-, 400- und 600ms wird der rechte Ventrikel iiber den octopolaren
Katheter mit jeder einzelnen Zykluslinge jeweils 90 Sekunden lang ohne
zwischenzeitliche Pausen stimuliert. Oft ist ein Pacing mit einer Zyklusldnge von
600ms nicht moglich, da die Eigenfrequenz des Ventrikels {iber dieser
Stimulationsfrequenz liegt. Nach dem fixfrequenten Pacing erfolgt eine erneute
Bestimmung der Stimulationsschwelle und ggf. eine Angleichung der

Stromstirke (s.0.).
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2.7.4 Plotzliche Frequenzsteigerung

Im Anschluss daran wird eine plotzliche Frequenzsteigerung simuliert. Hierzu wird das
Myokard erst 15 Sekunden mit niederfrequenten Impulsen stimuliert. Danach erfolgt
eine plotzliche Frequenzsteigerung und das Herz wird 90 Sekunden mit einer wesentlich
schnelleren Frequenz stimuliert. Diesen Vorgang wiederholt man mit verschiedenen
Frequenztreppen, die sich wie folgt zusammensetzen: Niederfrequentes Pacing mit
600ms fiir 15 Sekunden, dann direktes Umschalten auf eine Frequenz von 200ms.
Dasselbe fithrt man mit Frequenztreppen von 400ms auf 100ms und von 300ms auf
100ms durch. Bei zu hoher Eigenfrequenz des Ventrikels ist eine Stimulation mit 600ms

nicht moglich (siehe auch 2.7.3).

2.7.5 Bestimmung der Effektiven Refraktiirzeit (ERP)

Zum Abschluss dieses Versuchteils wird die effektive Refraktirzeit (effective refractory
period, ERP) bestimmt. Dazu wird das Myokard mit einer fixfrequenten Zykluslinge
von 200ms stimuliert und nach einer definierten Anzahl von Stimuli (ca. 100) wird ohne
Pause ein einzelner Stimulus in sehr kurzem Abstand an den vorherigen abgegeben.
Wird dieser Stimulus auf das Myokard iibertragen und lésst sich im MAP/EKG eine
Ventrikelaktivitdt ableiten, so sind die Myokardzellen schon wieder erregbar. Darauthin
wird wiederholt nach einer bestimmten Anzahl von fixfrequenten Stimuli ein Stimulus
mit immer kiirzer werdendem Abstand abgegeben (Verkiirzung jeweils um 2 ms). Bei
einem bestimmten Zeitabstand zwischen dem vorletzten und dem sehr schnell darauf
folgenden letzten Stimulus wird die Erregung nicht mehr auf das Myokard iibertragen.
Dies ist die effektive Refraktirzeit, bei der die Myokardzellen noch nicht wieder

erregbar sind.

2.7.6 Zusatz von Mexiletin

Im zweiten Teil des Versuches wird der Perfusionslosung Mexiletin (Boehringer
Ingelheim, Mexitil®) in einer Konzentration von 4ug/l zugesetzt. Mexiletin ist ein
schnell dissoziierender Natriumkanalblocker (Lidocaintyp). Es hemmt den schnellen

Natriumeinstrom und damit schnell aufeinander folgende Aktionspotentiale. Als Folge
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davon nehmen Erregungsleitungsgeschwindigkeit und Erregbarkeit der Myokardzellen
ab.

Es hat sich bewéhrt, einen weiteren doppelwandigen und beheizten Vorratsbehélter mit
einer Mexilitinlosung in der Konzentration von 4ug/l vorzubereiten. Auch hier wird
zundchst ca. 5 Minuten abgewartet, damit das Perfusat mit Mexiletin komplett das
Herzgewebe durchsetzen kann. Sollte in dieser Zeit kein Eigenrhythmus des Herzens
existieren, so wird das Herz mit einer Zyklusldnge von 600ms stimuliert. Danach wurde

das Stimulationsprotokoll, wie in den Punkten 2.7.2 bis 2.7.5 beschrieben wiederholt.

2.7.7 Auswaschphase

Der dritte Teil des Versuches besteht aus der Auswaschphase. Dazu wird das
Maiuseherz wieder mit der wurspriinglichen Perfusionslosung (Tab.2.1) ohne
Mexiletinzusatz durchspiilt. Dabei wird iiber zehn Minuten lang das Auf- bzw.

Wiederauftreten von Arrhythmien beobachtet und dokumentiert.

2.8 Datenanalyse

2.8.1 Analyse des monophasischen Aktionspotentials (MAP)

Die epikardial vom Myokard abgeleiteten und vorverstirkten monophasischen
Aktionspotentiale werden mittels eines Analyse-Programms (LabVIEW 5.0, National
Instruments, Texas, USA) digital aufgezeichnet und sind nach Beendigung des
Experimentes in Echtzeit abruftbar. Die Auswertung der aufgezeichneten
monophasischen Aktionspotentiale erfolgt ebenfalls computergestiitzt.

Um qualitativ vergleichbare Ergebnisse bei der Untersuchung der MAP-Signale zu
erreichen, werden folgende Qualitatskriterien bei der Auswertung limitierend
berticksichtigt:

Es muss eine stabile isoelektrische Linie und eine gleich bleibende MAP-Morphologie
gegeben sein. Weiterhin sollte das einzelne MAP charakterisiert sein durch einen

schnellen Aufstrich ohne negative Spikes. Die Amplitude des MAP muss mindestens
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1 mV betragen und die erste schnelle Repolarisationsphase muss ohne eine friithzeitige

Plateaubildung erfolgen (Abb. 2.5 und 2.6).
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Abbildung 2.5: Simultane Originalaufzeichnung der drei MAP’s und des EKG's bei bestehendem AV-
Block. RV: MAP des rechten Ventrikels, LV freie Wand: Ableitung eines MAP vom Bereich der freien
Wand des linken Ventrikels, LV Septum: Ableitung eines MAP vom septalen Bereich des linken
Ventrikels. Die Sternchen (*) markieren die Vorhofaktivitiat. Die Kalibrierungsbalken markieren 1mV

Amplitude und 100ms Aufzeichnungsdauer
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Abbildung 2.6: Originalaufzeichnung eines epikardialen MAPs. Legende: 1 schneller Aufstrich,
2 Amplitudenspitze von iiber 1mV, definiert als 0% der Repolarisation 3 ziigige Repolarisationsphase
ohne vorzeitige Plateaubildung, 4 stabile isoelektrische Linie (hier mit 50 Hz Artefakten), definiert als
100% der Repolarisation

Analysiert wurden folgende Parameter des MAPs:
Es wird die Aktionspotentialdauer (APD) bei 50%, 70% und 90% der Repolarisation
des MAPs gemessen. Die maximale Amplitude des MAP-Aufstriches wird dabei als 0%
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der Repolarisation definiert. Die elektrische Diastole, in der sich keine
elektrophysiologische Aktivitit am Myokard ableiten lie3, wurde als Punkt der
100%-1gen Repolarisation definiert.

Die Aktivierungszeit wird gemessen als die Verzogerung zwischen dem
Stimulationsimpuls beim rechtsventrikuldiren Pacing und dem messbaren Aufstrich
(Phase 0) des Aktionspotentials. Der Durchschnitt der Werte von drei epikardialen
MAPs (rechter Ventrikel, linker Ventrikel freie Wand, linker Ventrikel septal) gilt als
Messgrofle (Abb. 2.5, 2.6 und 2.7) zum Vergleich zwischen verschiedenen Versuchen.
So werden Variationen, die durch leicht unterschiedliche anatomische Lage der
Katheter entstehen konnen, in der Auswertung minimiert.

Weiterhin wird die Dispersion der Repolarisation aus der Differenz zwischen der
maximalen und der minimalen APD bei jeweils 50%, 70% und 90% der Repolarisation
der drei simultan aufgezeichneten MAP’s ausgerechnet.

Bei der Frequenzadaption untersuchte man die APD bei 50%, 70% und 90% der
Repolarisation der ersten 100 Schldge nach der plotzlichen Frequenzsteigerung. Die
Ergebniswerte von APD, Aktivierungszeit und Frequenzadaption wurden von der
Auswertungssoftware (LabVIEW 5.0, National Instruments, Texas, USA) direkt zur
weiteren Verarbeitung in ein Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft, Excel 2000)

iibertragen.
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Abbildung 2.7: Originalaufzeichnung eines epikardialen MAP: 1 Stimulationsartefakt,
AZ Aktivierungszeit (Zeitraum von Beginn der Stimulation bis Stelle der hochsten
Aufstrichgeschwindigkeit des MAP, APD 50 -70 -90 Anzeige des Messbereichs der
Aktionspotentialdauer am jeweiligen Zeitpunkt (%) der Repolarisation.
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2.8.2 Analyse von Arrhythmien

Alle aufgezeichneten Daten werden wihrend und nach dem Versuch auf arrhythmische
Herzaktivititen untersucht. Frithe Nachdepolarisationen (early afterdepolarisations,
EAD’s), Bigeminus, Triplets, Quadruplets sowie monomorphe und polymorphe
ventrikuldre Tachykardien und Torsades de Pointes (TdP) sind Gegenstand dieser
Beobachtungen. Sollten Arrhythmien auftreten, so wurde nach dem Versuch
computergestlitzt und unter manueller Kontrolle die Zykluslinge der einzelnen

Herzschldge ausgemessen.

2.9 Statistik

Statistische Analysen werden mittels eines JMP-Software-Packages (SAS Institute,
USA) durchgefiihrt. Fiir kontinuierliche Parameter bei verschiedenen Zykluslangen bei
WT-Herzen und SCN5SA-Tg-Herzen mit und ohne Mexiletin werden gepaarte und
ungepaarte t-Tests, einfaktorielle Varianzanalysen (analysis of variance, ANOVA) und
Varianzanalysen fiir multifaktorielle Vergleiche und repetitive Messungen verwendet.

Mit Hilfe des exakten Fisher-Tests werden die Haufigkeiten des Auftretens von
Arrhythmien verglichen. Die Werte im Text werden als Mittelwerte =+
Standardabweichung (mean+S.E.M) dargestellt. Dabei wurde das Signifikanzniveau o
mit p<0,05 festgelegt. Alle signifikanten Unterschiede werden im Text mit einem

Sternchen (*) versehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Bradykardie, EADs und Arrhythmien

Die Blockierung des AV-Knotens (AV-Block) rief bei SCN5A-Tg Maéusen eine
wesentlich ausgepridgtere Bradykardie hervor als bei den Wildtypen. Die spontane
Zyklusliange betrug nach AV-Blockierung 532+60 ms bei SCN5A-Tg Méusen (n = 18)
gegentiber 284148 ms bei Wildtypen (Abb. 3.1-3.3, n =19, p< 0,050).

SCN5SA-TG

600 1

500 A

400 A

300 1

200 1

100 1

ms

WT vs. SCN5A-TG

Abbildung 3.1: Durchschnittliche Zyklusldnge nach AV-Blockierung bei Wildtyp-Méusen und
SCNAS-TG-Maiusen im Vergleich
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Abbildung 3.2: Simultane Aufnahme von epikardialen MAPs vom rechten Ventrikel (RV), vom freien
Bereich der freien linksventrikuliren Wand (free wall LV) und septalen Bereich des linken Ventrikels
(septal LV) sowie Ableitung I des Gewebebad-EKGs (ECG) eines spontan schlagenden WT-Herzens
nach AV-Block. Die Sterne (*****) beschreiben 5 aufeinander folgende P-Wellen im EKG. Die
Kalibrierungsbalken beschreiben 1mV und 100ms
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Abbildung 3.3: Simultane Aufnahme von epikardialen MAPs des rechten Ventrikels (RV), der freien
linksventrikuldren Wand (free wall LV) und des septalen Bereichs sowie der Ableitung I des EKG (ECG)
eines spontan schlagenden SCNS5A-Tg Herzen nach AV-Block. Die Sterne (*****) beschreiben 5
aufeinanderfolgende P-Wellen im EKG. Die Kalibrierungsbalken beschreiben ImV und 100ms.
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Nach Induktion des AV-Blockes traten EADs bei 16 und wiederholte pVTs bei 11 von
18 SCN5A-Tg Herzen (mit AV-Block) auf, jedoch bei keinem von 19 Wildtyp-Herzen
(Abbildung 3.4, p<0,05). EADs traten in allen drei Messbereichen, am héufigsten
jedoch im Bereich des rechten Ventrikels (13/16 Herzen) auf. Im Vergleich dazu
entstanden EADs bei 4/16 Herzen an der freien Wand des linken Ventrikels und bei
3/16 Herzen im linksventrikuldren septalen Bereich. Auch in der Summe traten EADs in

diesen beiden Bereichen seltener auf als im Bereich des rechten Ventrikels (p<0,05).

20 -

18 +

16 +

14 -

12

O kein pVT, kein EAD
10 - O EAD
W pVT & EAD

Anzahl der Mauseherzen

WT SCN5A-TG

Abbildung 3.4: Das Auftreten von pVTs in WT- und SCN5A-Tg Herzen. Gezeigt ist die Anzahl der
Herzen ohne EAD (weil), nur mit EADs (grau) und mit EADs+ pVTs (schwarz) fiir jeden einzelnen
Genotyp (p < 0,05, fir WT gegeniiber SCN5A-TG).

EADs und getriggerte Ektopien entstanden nur nach AV-Knoten Blockade oder
vorzugsweise nach langer Zyklusdauer: Bei 10 von 11 Herzen mit pVTs gingen Pausen

von mehr als 1000ms den Episoden von pVTs voraus.
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Abbildung 3.5: Repetitive ventrikulidre Ektopien und EADs in der Aufzeichnung des MAP des rechten
Ventrikels (RV), des linken Ventrikels im Bereich der freien Wand (free wall LV) und im EKG.

Die durchschnittliche Zyklusldnge wihrend der ersten Hélfte des Arrhythmieereignisses
betrug 1377 ms (n=11 Herzen) und war Kkiirzer als die Zykluslinge des
Vorhofrhythmus zur Zeit der Arrhythmie.

Wihrend der pVTs waren die MAPs deutlich fraktioniert. Die Achse des QRS-
Komplexes im EKG oszillierte wiederholt um die Grundlinie. Einer spontanen
Terminierung der Arrhythmie ging die Verldngerung der Zykluslinge und ein
geringerer Grad der Fraktionierung der MAPs und des EKGs voraus (Abbildung 3. 5
und 3. 6).
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Abbildung 3.6: Epikardiale Aufzeichnung des MAP des rechten Ventrikels (RV), des linken Ventrikels
im Bereich der freien Wand (free wall LV) und der Ableitung I des EKG wihrend EAD-getriggerter
polymorpher ventrikuldrer Tachykardie (pVTs) bei SCN5A-Tg Herzen. Die Kalibrierungsbalken
beschreiben 1mV und 100ms. Die atriale Zykluslédnge (erkennbar im EKG wiéhrend der Ventrikelpausen)
ist langer als die pVT-Zyklusldnge (117+£2ms gegeniiber 124+0ms, p < 0,05)

free wall LV| |

ECG |

Die Episoden der pVTs dauerten durchschnittlich 7,0+0,6 Sekunden (im Bereich von
3,8 bis 9,4 Sekunden, n=11 Herzen) Gewohnlich traten pVTs wiederholt nach Pausen in

der Herzaktion von mehr als 1000ms auf.

3.2 Aktionspotential-Verlingerung und Bradykardie-abhingige gesteigerte

Dispersion

Wihrend fix-frequenter Stimulation mit einer Stimulationszyklusldnge von 100 bis
400ms war die Aktionspotentialdauer (APD) bei SCN5A-Tg Herzen gegeniiber WT-
Herzen signifikant verldngert (Abbildung 3.7).

Wihrend der Basis-Stimulation mit einer Zyklusldnge von 100ms unterschied sich die
durchschnittliche MAP-Dauer nicht signifikant zwischen den Ableitungsorten, obwohl

Dispersion in einzelnen Herzen vorkam. Einzig bei ldngeren Stimulations-Zyklusldngen
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von 200ms und mehr stieg die Dispersion der APD bei SCN5A-Tg Herzen gegeniiber
WT — Herzen signifikant an (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Gezeigt ist die durchschnittliche Aktionspotentialdauer der drei simultan
aufgenommenen MAPs bei 70% der Repolarisation bei WT- (n=17) und SCN5A-TG Herzen (n=21) unter
verschiedenen Stimulationszyklusldngen. Die Kreuze (*) markieren signifikante Unterschiede zwischen
den Genotypen. Die Rauten (#) markieren signifikante Unterschiede von der Zykluslinge 100ms. Die
Aktionspotentialdauer bei 50% und 90% der Repolarisation zeigte dhnliche Ergebnisse.

Direkt vor den Pausen beim kardialen Aktionspotential, die den pVTs vorausgegangen
sind, war die APD und die APD-Dispersion bei SCN5A-Tg Herzen im Vergleich zu den
Werten, die wihrend eines normalen spontanen Rhythmus ohne darauf folgende pVT
aufgezeichnet wurden, signifikant verlangert (APD70: 117+5ms gegeniiber 51+1ms,
p<0,05, alle Werte wurden in den letzten 5 Schldgen vor einer pVT-Episode bzw. in 5
aufeinander folgenden Schligen wihrend eines spontanen Rhythmus ohne darauf
folgende pVT gemessen). Die Zykluslinge des Ventrikelrhythmus war ebenfalls direkt
vor den pVT-Episoden erhdht (654 + 86ms vor TdP gegeniiber 466+33ms bei SCNSA-
Tg Herzen ohne TdP, p = 0,04).
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3.3 Stimulationseffekte

Rechtsventrikuldre Stimulation unterdriickte bei neun von neun Herzen vollstindig alle
EADs und pVTs, wenn sie wihrend einer Periode von repetitiven pVTs eingesetzt
wurde. Die Stimulation mit einer Zykluslange von 100-200ms war dabei wesentlich
potenter als die Stimulation mit einer hoheren Zyklusldnge von 300 bis 600 ms. Wenn
die Stimulation mit einer konstanten Zykluslinge von 100-200ms vor dem Eintreten
von pVTs eingesetzt wurde, so konnte bei 49 von 50 SCN5A-Tg Herzen das Auftreten
von pVTs unterdriickt werden. Die Stimulation ist bei der Arrhythmieprévention so
effektiv gewesen, dass Pausen wihrend der Stimulationsprotokolle vermieden wurden,
um die Protokolle vollstindig ohne das zwischenzeitliche Auftreten von pVTs
durchfiihren zu konnen.

Wihrend der ersten Schlége nach der plotzlichen Frequenzbeschleunigung entwickelten
sich bei 9 von 18 SCN5A-Tg Herzen transient fiir eine sehr kurze Periode (zumeist nur

wenige Sekunden) EADs und regionale APD-Alternans (Abbildung 3.8 und 3.9).
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Abbildung 3.8: Rechtsventrikuldres (RV), linksventrikuléres septales (septal LV) und freiwandiges (free
wall LV) MAP und Gewebebad-EKG wiéhrend der plotzlichen Frequenzbeschleunigung (600-200ms
Stimulationszyklusldange). Die Aktionspotentiale in RV und LV waren verldngert und EADs traten im
RV-MAP auf. Die Aktivierung erfolgte vor dem Stimulationsimpuls (Pfeil im Bildausschnitt). Der
Bildausschnitt zeigt eine VergroBlerung der RV-MAP Aufzeichnung. Die Kalibrierungsbalken markieren

100ms und 1mV.

Dies fiihrte voriibergehend zu einer erhohten Dispersion der Repolarisation. Die APD

und die APD-Dispersion verringerten sich nach und nach wihrend der unterstiitzenden

schnellen Stimulation und erreichten ein FlieBgleichgewicht (,,steady state*) unterhalb

der Werte, die unter der Stimulation mit langen Zykluslingen gemessen wurden

(Abbildung 3.9-3.11).
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Abbildung 3.9: Aktionspotentialdauer bei 70% der Repolarisation (APD70) gegeniiber der Anzahl der
Stimuli gemessen im rechtsventrikuldren Bereich (RV). Der Pfeil beschreibt den Beginn der pldtzlichen
Frequenzbeschleunigung. Diese induziert einen voriibergehenden Anstieg der APD und zeigt regionale
APD-Alternans (zum Vergleich auch Abbildung 3. 10). Die APD verkiirzt sich stetig wahrend der
Stimulation und erreicht eine Steady State (FlieBgleichgewicht) nach circa 100 Stimuli. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch bei APD50 gemacht
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Abbildung 3.10: Aktionspotentialdauer bei 70% der Repolarisation (APD70) gegeniiber der Anzahl der
Stimuli gemessen im linksventrikuldren Bereich der freien Herzwand (LV free wall). Der Pfeil beschreibt
den Beginn der plotzlichen Frequenzbeschleunigung. Diese induziert einen voriibergehenden Anstieg der
APD. Im Vergleich zu APD70 im rechtsventrikuldren Bereich zeigt sich hier keine regionale APD-
Alternans (zum Vergleich Abbildung 3. 9). Die APD verkiirzt sich stetig wihrend der Stimulation und
erreicht ein Steady State nach circa 100 Stimuli. Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei APD50
gemacht.
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Abbildung 3.11: APD-Dispersion der drei MAPs bei 70% der Repolarisation (Disp70) aus der
Abbildung 3. 9. Die plotzliche Frequenzsteigerung, gekennzeichnet durch den Pfeil, induzierte einen
voriibergehenden Anstieg der APD-Dispersion. Nach diesem anfinglichen Anstieg verkiirzte sich die
Dispersion bei fortgefiihrter Stimulation.

3.4 Der Effekt von Mexiletin

Bei der Stimulation mit langen Zykluslingen von 400 bis 600ms verkiirzte Mexiletin
(4pg/ml) die APD bei SCN5A-Tg Herzen (Abbildung 3.13). Im Gegensatz dazu hat
sich die APD bei der Stimulation mit kurzen Zykluslingen unter Mexiletin nicht
signifikant gedndert (Abbildung 3.12). Mexiletin verringerte die Differenz zwischen der
langsten und der kiirzesten Steady-State-APD von 53 auf 23ms bei 70% der
Repolarisation (Abbildung 3.12, p = 0,05).
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Abbildung 3.12: Durchschnittliche Aktionspotentialdauer (APD) bei 70% der Repolarisation (APD70)
der drei MAPs wihrend fix-frequenter Stimulation bei 100 bis 600 ms, ohne (baseline) und mit Mexiletin
(n=17 Herzen pro Gruppe). Mexiletin reduziert die APD bei einer Stimulationsfrequenz von 600ms
signifikant. Die Ergebnisse waren bei APD 50 und APD 90 &hnlich.

Unter Mexiletin verringerte sich auflerdem das Auftreten von APD-Alternans und
EADs wiéhrend der plotzlichen Frequenzbeschleunigung. AuBerdem wurde die
voriibergehende Verldngerung der APD durch Mexiletin vermindert: Wéhrend der
ersten 50 Schldge nach der plotzlichen Frequenzbeschleunigung von 600 auf 200ms
Stimulationszyklusldnge war die APD bei 50, 70 und 90% der Repolarisation in den
rechts- und linksventrikuliren MAPs unter Mexiletin kiirzer als ohne (z.B. APD unter
Mexiletin gegeniiber Baseline: RV MAP 36,0 +/-0,3ms gegeniiber 52,9 +/-0,4ms; freie
Wand LV MAP 54,8 +/-0,2ms gegeniiber 65,1 +/-0,3ms; LV septales MAP 41,7 +/-0,2
gegenliber 60,2 +/-0,4ms; fiir alle gilt p<0,05). Wahrend der nédchsten 50 Schlige
(Schlag 51 bis 100 nach der Frequenzsteigerung) verkiirzte sich die APD weiter, sowohl
mit als auch ohne Mexiletin. (APD baseline: RV MAP 44,2 +/-0,6ms; freie Wand LV
MAP 46,5 +/- 1,0ms; LV septal 45,2 +/- 0,7ms; APD Mexiletin: 39,7 +/-0,3ms; 46,3 +/-
0,9ms; 38,8 +/-0,5ms; fiir alle gilt p<0,05, Abbildungen 3.13-3.15).
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Abbildung 3.13: Rechtsventrikuldre (RV) und linksventrikuldre (septal LV und free wall LV) MAPs
sowie ein Gewebebad-EKG wihrend der plotzlichen Frequenzsteigerung (600-200ms) mit Mexiletin. Die
Kalibrierungsbalken markieren 100ms und 1mV.
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Abbildung 3.14: Aktionspotentialdauer bei 70% der Repolarisation (APD70) gegeniiber der Anzahl der
Stimuli gemessen im rechtsventrikuldren Bereich (RV). Werte aus dem Beispiel in Abbildung 3.13 unter
Mexiletin. Verkiirzung der APD70 in der zweiten Hélfte der ersten 100 Schldge nach plotzlicher
Frequenzsteigerung.



3 Ergebnisse 35

LV (septal
80- (seplal) APD 70

1 21 41 81 81 101
Stimulus Number

Abbildung 3.15: Aktionspotentialdauer bei 70% der Repolarisation (APD70) gegeniiber der Anzahl der
Stimuli gemessen im linksventrikuldren septalen Bereich (LV septal). Werte aus dem Beispiel in
Abbildung 3.13 unter Mexiletin. Verkiirzung der APD70 in der zweiten Hélfte der ersten 100 Schldge
nach plétzlicher Frequenzsteigerung

Mexiletin verldngerte die ERP bei der zweifachen diastolischen Stimulationsschwelle
von 55+6ms auf 9141 1ms bei einer Stimulationszyklusldnge von 200ms (p<0,05).

Daraus resultierte eine Steigerung des ERP/APD-Quotienten von 0,77+ 0,06 auf 1,14 +
0,14 (p< 0,05). Weiterhin fiihrte Mexiletin zu einer Refraktédrzeit von 7=11ms in der
Post-Repolarisationsphase, welche ohne Mexiletin nicht signifikant vorhanden war
(SCNS5A-TG ohne Mexiletin: -19+6ms, n=7, p<0,05). Die Werte fiir WT-Herzen zeigen
denselben Trend, waren aber nicht signifikant (Refraktirzeit in der Post-
Repolarisationsphase: WT ohne Mexiletin —7,4+8,1 ; WT mit Mexiletin —1,6+7,6>). Die
Aktivierungszeiten waren sowohl bei WT als auch bei SCN5A-Tg Herzen, insbesondere

bei kurzen Stimulationszyklusldngen, unter Mexiletin verlangert.
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Abbildung 3.16: Durchschnittliche Aktivierungszeit der drei MAPs wihrend fix-frequenter Stimulation
mit Zykluslingen von 100-600ms. Mexiletin verlingerte die Aktivierungszeiten bei kurzen
Stimulationszykluslangen von 100ms und 200ms signifikant (*) (p<0,05)

Dariiber hinaus verstirkte Mexiletin die intrinsische Bradykardie bei SCNS5SA-Tg
Herzen und erhohte die Stimulationsschwelle von 1,3+0,1 auf 2,0+0,3mA (p<0,05).
Wenn Mexiletin wihrend einer Periode von pVTs gegeben wurde, so wurden bei 4 von
5 SCN5A-Tg Herzen die Arrhythmien unterdriickt. Wenn Mexiletin vor dem Auftreten
von pVTs gegeben wurde, so konnten nicht alle Episoden von pVTs verhindert werden.
Bei 5 von 10 SCN5A-Tg Herzen, zu deren Perfusat Mexiletin hinzugefiigt wurde, um
die APD, die refraktire Periode und die Aktivierungszeit zu analysieren, traten trotz des

Mexiletin im Perfusat pVTs auf.
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4 Diskussion

4.1 Hauptergebnisse

In der vorliegenden Studie wurden die unterschiedlichen phénotypischen Auspragungen
von transgenen Méusen untersucht, die Triger eines mutierten (A-KPQ-SCNS5A) und
durch das SCN5A-Gen kodierten Natrium-Kanals im Myokard waren. Ebenso wurden
diese phianotypischen Merkmale bei Wildtypvarianten ohne entsprechende Verinderung
des genetischen Erbgutes betrachtet. Hierbei konnten Unterschiede in den EKG-
Aufzeichnungen und den Auswirkungen des rechtsventrikuldren Pacings gezeigt
werden. Dariliber hinaus wurden Wirkungen von schneller Stimulation und des
Antiarrhythmikums Mexiletin auf antiarrhythmische Prozesse sowie pathologische

EKG-Verdnderungen in den unterschiedlichen Versuchsabschnitten aufgezeigt.

4.1.1 EKG-Verinderungen

In diesem hier in der Arbeit vorgestellten und untersuchten (A) KPQ SCNS5SA knock-in
Maus Modell des LQT3-Syndroms waren einige eindeutige, signifikante
Verdnderungen des EKG ersichtlich. Auffallend war, dass den pVTs unterschiedliche
Pathologika vorausgingen. So zeigte sich bei den transgenen, isolierten Mauseherzen
ein langsamer, intrinsischer ventrikuldrer Rhythmus und die Aktionspotentialdauer war
signifikant verldngert. Die Dispersion der Aktionspotentialdauer war deutlich gesteigert
und kurz vor dem Auftreten von pVTs wurde ein gehduftes Vorkommen von EADs
gemessen.

Dartiber hinaus zeigte sich bei den transgenen Herzen nach manueller Induktion eines

AV-Blockes eine deutlich ausgepragtere intrinsische Bradykardie als bei Wildtypen.

4.1.2 Auswirkungen der fix-frequenten Stimulation
Bei den der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Versuchsreihen wurden die frei

hidngenden  perfundierten = Maiuseherzen  iiber  einen  rechtsventrikuldren
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Stimulationskatheter mit elektrischen Impulsen versehen. Entsprechend den jeweiligen
Versuchsprotokollen unterlagen die Impulse stets einem regelméBigen Intervall.
Wihrend dieser fix-frequenten ventrikuldren Stimulation konnten bei physiologischen
Frequenzraten beziiglich der gemessenen Rhythmusstorungen ebenfalls signifikante
Verdnderungen aufgezeigt werden. Durch die in ihrer Frequenz gleichmifig
vorgegebenen Stimuli konnten Bradykardien vorgebeugt werden. Daraus ergab sich
auch, dass zusitzlich die Aktionspotentialdauer und die Dispersion der APD in den
SCNSA-TG signifikant reduziert wurden.

Ein weiterer Effekt des fix-frequenten rechtsventrikuldren Pacing in SCN5A-TG war,
dass EADs und ventrikulire Arrhythmien wiahrend der Stimulation vollstindig
unterdriickt werden konnten.

Ein weiterer Bestandteil des Versuchsprotokolls waren pldtzliche Frequenzsteigerungen
wihrend des kontinuierlichen Pacing. Hier konnte gezeigt werden, dass plotzliche
Frequenzsteigerungen zu einem voriibergehenden Anstieg der APD-Dispersion in

SCNS5A-TG fihrten.

4.1.3 Wirkungen von Mexiletin

Die Versuchsprotokolle wurden in weiten Abschnitten einmal ohne die Zugabe des
Natriumkanalblockers Mexiletin durchgefiihrt und anschlieBend, am gleichen Herzen,
vergleichend mit dem Zusatz von Mexiletin wiederholt.

Unter dem Einfluss von Mexiletin konnte das Auftreten von Arrhythmien deutlich
verringert werden. Zum einen beugt Mexiletin wahrscheinlich einer APD-Verldngerung
vor allem bei langen Zyklusldngen vor. Zum anderen bewirkt Mexiletin vermutlich,
dass Post-repolarisations-Refraktéritit entsteht und dass hierdurch das Auftreten von
Arrhythmien signifikant gesenkt werden konnte. Die bei den transgenen Méiusen
ohnehin schon ausgeprigtere intrinsische Bradykardie wurde durch die Zugabe von

Mexiletin jedoch noch zusétzlich verstérkt.
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4.2 Verinderte SCNSA-Tg Herz-Physiologie

4.2.1 Verinderte Aktionspotentialdauer

In der vorliegenden Studie konnte eine Verldngerung der Aktionspotentialdauer an
intakt schlagenden, frei hingenden und perfundierten Herzen von SCN5SA-Tg-Méusen
nachgewiesen werden. Das Ergebnis ist vergleichbar mit den Ergebnissen anderer
Studien, bei denen jedoch lediglich einzelne isolierte Myokardzellen mit
Mikroelektroden untersucht wurden und nicht das intakte Herz in vivo. Hier konnte
ebenfalls eine verldngerte APD bei transgenen SCN5A-Myokardzellen im Vergleich zu
den Wildtypvarianten nachgewiesen werden [Nuyens D et al., 2001].

In Studien mit Stimulationsversuchen ist dieser Effekt ebenfalls gezeigt worden. Es
besteht vermutlich ein Zusammenhang mit einem gesteigerten spiten Natrium-Einstrom
im mutierten SCN5A-Kanal des Myokards. Die Amplitude dieses spiten Natrium-
Einstromes war bei kurzen Stimulationszyklusldngen geringer als bei ldngeren und
zeigte sich somit abhdngig von der Stimulationsrate [Nagatomo T et al., 2002]. SCN5A-
Tg Herzen zeigen in der vorliegenden Studie einen merklich verlangsamten
intrinsischen ventrikuldren Rhythmus nach Blockierung des AV-Knotens. Das konnte
auf einen reduzierten frithen Natrium Einstrom oder einen gesteigerten spaten Natrium-
Einstrom zuriickzufilhren sein, was eine spontane Aktivierung von ventrikuldren

Schrittmacherzellen unterdriicken konnte [van den Berg MP et al., 2001].

4.2.2 Verinderte Dispersion der APD als pro-arrhythmischer Faktor

Wihrend bradykarder Phasen war bei den SCNS5A-Herzen die Dispersion der APD
deutlich vergroBert. In anderen Studien und anderen Modellen, in denen an transgenen
Herzen die unterschiedlichen regionalen Aktionspotentiale am Myokard im Blickpunkt
standen, stellte sich heraus, dass die Steigerung der Dispersion der APD durch regionale
Unterschiede bei den Depolarisationsstromen zu begriinden sein kdnnte. Die gesteigerte
Dispersion der Aktionspotentialdauer wurde dort als eindeutig pro-arrhythmischer
Faktor beschrieben [Baker LC et al., 2000].

An einem Modell, bei dem das LQT3-Syndrom medikamentds mit ATX-II (Anemonia

sulcata toxin), einer Substanz die die Funktion des myokardialen Natrium-Kanals
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verandert, simuliert wurde, konnten &hnliche pro-arrhythmische Effekte der
Bradykardie und der gesteigerten Dispersion der APD gezeigt werden [Shimizu W et
al., 1997].

Vergleichend damit zeigen die Daten der vorliegenden Studie einen Zusammenhang
zwischen Dispersion der APD, langen Zyklusldngen und den im Versuch registrierten
Arrhythmien. Eine gesteigerte Dispersion der APD trdgt in diesem transgenen LQT3-
Model zu spontanen Arrhythmien bei und intrinsische Bradykardien verstdrken diese

pro-arrhythmischen Effekte noch zusétzlich.

4.3 Spontane polymorphe ventrikulire Tachykardien (pVT)

Beziiglich der spontan aufgetretenen polymorphen ventrikuldren Tachykardien, die nach
einem mechanisch induzierten AV-Block vorkamen, gab es zwischen den transgenen
Herzen und den Wildtypvarianten markante Unterschiede. So traten nach mechanischer
Blockierung der atrioventrikularen Leitungsbahnen bei mehr als der Hélfte der SCNSA-
Tg Herzen pVTs auf, wohingegen bei WT-Herzen keine spontane ventrikuldre
Tachykardie gemessen werden konnte.

Bei den in dieser Studie aufgezeichneten pVTs der transgenen Herzen lieBen sich viele
eindeutige typische Charakteristika festmachen, die mit denen von Torsades de Pointes
beim LQT3-Syndrom bei Patienten vergleichbar waren. So traten Arrhythmien
vornehmlich nach ldngeren Pausen in der Herzaktivitdt auf. Dariiber hinaus gingen
Ihnen frithe Nachdepolarisationen und eine gesteigerte Dispersion voraus. Die Episoden
der Arrhythmien traten wiederholt auf und waren, charakteristisch fiir Torsades de
Pointes, von polymorpher Natur mit wellenférmigen QRS-Axen, die spindelférmig um
die Nulllinie oszillierten [Dessertenne F et al., 1966].

Obwohl eine detaillierte Aufzeichnung der Initialsequenzen der pVT-Episoden nicht im
Mittelpunkt dieser Untersuchungen standen, lassen die gewonnenen Ergebnisse
annehmen, dass die pVTs in diesem Modell durch friihe Nachdepolarisationen
initialisiert wurden. Das Aufrechterhalten der polymorphen Tachykardien konnte auf
dem Boden einer erhohten Dispersion der APD iiber einen funktionalen Re-entry

Mechanismus gewéhrleistet worden sein [Fabritz L et al., 2003].
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Vergleichbar mit den vorliegenden Daten wurde bei Aufzeichnungen mit
Mikroelektroden am isolierten Myokard des rechten Ventrikels in demselben Modell
deutliche Verdnderungen des Aktionspotentials, die einen pro-arrhythmischen Effekt
haben, gezeigt. So wurden bei langen Zykluslingen eine drastische
Aktionspotentialverlingerung in Verbindung mit gehduft vorkommenden frithen
Nachdepolarisationen beobachtet [Nuyens D et al., 2001]. In der vorliegenden Studie
konnte eindeutig gezeigt werden, dass eine heterogene Verldngerung des
Aktionspotentials bei langen Zykluslingen bei intakten SCNS5SA-Tg Herzen die
Dispersion der APD erhohte. Dabei ermdglicht eine Steigerung der Dispersion ein
funktionelles Re-entry und ist dadurch moglicherweise die Grundlage bei den SCN5SA-
TG Herzen fiir eine Aufrechterhaltung von pVTs.

4.4 Effekt der Stimulation

4.4.1 Auswirkung auf die APD, die Dispersion und auf EADs

In der vorliegenden Studie wurde das Ventrikelmyokard der isoliert perfundierten
Maiuseherzen mittels eines experimentellen Stimulationsgerdtes iiber einen in den
rechten Vorhof eingefiihrten octopolaren Katheter fixfrequenten elektrischen Stimuli
ausgesetzt. Hierbei konnten in den unter Stimulationsbedingungen aufgezeichneten
Aktionspotentialen bei physiologischen Zykluslingen arrhythmie-hemmende Effekte
nachgewiesen werden.

Baker LC et al. haben die Dispersion der APD als pro-arrhythmischen Faktor
beschrieben. Wir konnten nachweisen, dass das Pacing des Ventrikelmyokards am
intakt schlagenden SCNS5SA-TG Mauseherz bei physiologischen Zykluslingen die
Dispersion der APD im Vergleich zur Dispersion bei intrinsischer ventrikuldrer
Frequenz nach AV Block verringert hat. Dariiber hinaus war die Aktionspotentialdauer
bei physiologischen Zykluslingen signifikant verkiirzt. Folglich ist die
Ventrikelstimulation bei physiologischen Zyklusldangen als Pravention vor ausgepriagten
Rhythmusstérungen anzusehen, da das Auftreten von pVTs wihrend des fixfrequenten

Pacings erfolgreich verhindert werden konnte. Passend dazu zeigte sich unter der
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Ventrikelstimulation eine Unterdriickung von frilhen Nachdepolarisationen, die
ebenfalls pro-arrhythmischen Charakter haben.

Zusammenfassend konnte das Pacing des Myokards somit das Auftreten von spontanen
Arrhythmien verhindern als auch die Grundlage fiir funktionelle Re-entries, die zur
Aufrechterhaltung von pVTs beitragen, reduzieren, indem die Dispersion der
Repolarisation unter Stimulation verringert wurde. Der antiarrhythmische Effekt der
Ventrikelstimulation lie sich dadurch nachweisen, dass einige als eindeutig

arrhythmieférdernde bekannte Verdanderungen deutlich reduziert wurden.

Der kausale Mechanismus, dass die kurzen fiir ein Mauseherz physiologischen
Stimulationsintervalle zu einer Verringerung der pro-arrhythmischen Effekte fiihren,
lasst sich vermutlich anhand von Ergebnissen anderer Studien herleiten. Wie schon
oben beschrieben konnte eine Abhéngigkeit des spdten Natrium-Einstromes von der
Stimulationszykluslinge beschrieben werden [Nagatomo T et al.,, 2002]. Die
zykluslangenabhingige Reduktion des spiten Natrium-Einstromes konnte eine
Verkiirzung des Aktionspotentials bei kurzen Zyklusldngen hervorrufen und dabei auch
die Dispersion der APD verringern. Anhand dieses Mechanismus wire zu erklédren, dass
die Stimulation des Myokards bei physiologischen Zyklusldngen zu einer Reduzierung

der pro-arrhythmischen Effekte fiihrt.

Die in der vorliegenden Studie erhobenen Daten sind vergleichbar mit denen anderer
Untersuchungen. So wurde in einem intakten transgenen LQT3 Herz-Model, einem
medikamenten-induzierten Zell-Model, welches den SCNS5A-Defekt simuliert [Priori
SG et al.,, 1996], eine QT-Verkiirzung als Folge einer hochfrequenten Stimulation
beschrieben. Auch bei Patienten, die an dem LQT3-Syndrom erkrankt waren, wurde
dieses Phinomen dokumentiert [Schwartz PJ et al., 1995]. Aufgrund dessen sind auch
Uberlegungen zur praktischen therapeutischen Anwendung erfolgt. Bei LQT3-Patienten
wird angenommen, dass sie einen spezifischen Benefit durch eine Stimulation zur
Pravention von Bradykardien erhalten [Viskin S et al, 1999]. Beziiglich dieses
Aspektes hat eine Studie in einer Familie, in der die Mutation des SCN5A Gens bekannt

war und wo man deutliche Bradykardie-abhingige QT-Verldngerungen, sowie eine
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erhohte Inzidenz eines plotzlichen Herztodes festgestellt hat, gezeigt, dass sich eine
Schrittmachertherapie als protektiv bewéhrt hat [van den Berg MP et al., 2001].

Die Daten der vorliegenden Studie zeigen zum ersten Mal, welche genauen
Auswirkungen eine Stimulation auf das Ventrikelmyokard beim intakt schlagenden
SCNS5A-Tg Herzen hat. So wurde unter dem ventrikuldren Pacing die Dispersion der
APD signifikant reduziert. Dariiber hinaus konnten durch die myokardiale Stimulation
in diesem transgenen LQT3-Model den friithen Nachdepolarisationen und den pVTs
vorbeugt werden.

Wie aus den vorliegenden Daten zu entnehmen ist, zeigen die SCN5A-Tg Herzen eine
deutliche intrinsische ventrikuldre Bradykardie nach mechanischer Induktion eines AV-
Blockes. Wihrend ausgepriagter Ruhephasen, wie zum Beispiel wéihrend des Schlafes,
kommt es selbst bei vollkommen herzgesunden Menschen, vor allem bei Sportlern,
ohne Nachweis einer genetisch oder organisch bedingten Herzrhythmusstorung, zu
kurzen Episoden einer physiologischen Sinusbradykardie. Auch ein kurzzeitiger AV-
Block mit 2:1 Uberleitung und eintretendem Ersatzrhythmus kann unter
physiologischen Umstinden vorkommen [Kindermann W., 2000]. Diese Arrhythmien
sind normalerweise aber asymptomatisch und haben unter normalen Umstinden
keinerlei pathologischen Charakter. Bei LQT3-Patienten dagegen konnten solche
kurzen  Episoden einer Bradykardie ausreichen, um eventuell friithe
Nachdepolarisationen zu provozieren und somit die Wahrscheinlichkeit des Auftretens
von pVTs zu erhohen.

In der vorliegenden Studie wurde nachgewiesen, dass eine plotzliche
Frequenzsteigerung bei der ventrikuldren Stimulation zu einem voriibergehenden
Anstieg der APD und der Dispersion der APD fiihrte. Dieser Effekt ist auch in zuvor
durchgefiihrten Versuchsreihen nachgewiesen worden [Nuyens D et al., 2001]. Es zeigt
sich, dass eine plotzliche Frequenzsteigerung einen negativen Einfluss auf das Auftreten
von pVTs haben konnte, da die Steigerungen der APD und der Dispersion der APD als
arrhythmogene Eigenschaften beschrieben wurden. Aus diesen Erkenntnissen konnte
man schlieBen, dass man bei einer pridventiven Stimulationstherapie beim LQT3-
Syndrom spezielle Schrittmacheralgorithmen wiéhlen sollte, um den oben genannten

arrhythmogenen Effekt ausschlieBen zu kdnnen.
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4.5 Der Effekt einer Natrium-Kanal Blockade durch Mexiletin

Die vorliegende Studie zeigt den Effekt des Natriumkanalblockers (Lidocaintyp)
Mexiletin, das iiber eine Hemmung des Natriumeinstromes bei der Myokardaktivitit
wirkt.

Es konnte nachgewiesen werden, dass durch die Zugabe von Mexiletin die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens von spontanen frithen Nachdepolarisationen bei
langen Zykluslangen verringert wird. Dieser Effekt kommt durch die Verkiirzung der
APD durch das Medikament zustande. Dariiber hinaus konnte eine Reduktion der
voriibergehenden APD-Verldngerung als Folge einer plotzlichen Frequenzsteigerung
bei ventrikuldrer Stimulation beobachtet werden.

Ahnliche Effekte von Mexiletin auf die APD und die Dispersion der APD sind bei
pharmakologischen LQT3-Modellen berichtet worden [Shimizu W et al., 1997], [Priori
SG et al., 1996].

Vergleichbare Untersuchungen sind auch schon beim Menschen durchgefiihrt worden.
So konnte eine Verkiirzung des QT-Intervalls unter Mexiletin bei Patienten mit dem
LQT3-Syndrom beobachtet werden [Schwartz PJ et al., 1995].

Unsere Studien reproduzierten diese Erkenntnisse in einem transgenen LQT3-Model.
Unter Mexiletin waren die refraktidren Perioden, in denen eine erneute Erregung des
Ventrikelmyokard noch nicht wieder moglich war, lianger als die APD, was zu einer
refraktdren Post-Repolarisationsphase fiihrte. Dieser Effekt ist vergleichbar mit dem
anderer Natriumkanal-Blocker [Koller BS et al., 1995], [Kirchhof PF et al., 1998] und
dem kombinierten Einsatz von Mexiletin und Sotalol [Lee SD et al., 1997].

Dieser antiarrhythmische Effekt einer Post-repolarisations-Refraktéritdt ist auch in
anderen experimentellen Studien an Kaninchenherzen sowie auch in klinischen Studien
gezeigt worden [Koller BS et al., 1995], [Kirchhof PF et al., 1998].

Insgesamt ldsst sich der antiarrhythmogene Mechanismus der Post-repolarisations-
Refraktdritdt dadurch erkldren, dass es durch das Verhindern von Erregungen in der
spiten Repolarisationsphase des Aktionspotentials zu weniger spontanen ventrikuldren
Aktivitdten, die in Verbindung mit frithen Nachdepolarisationen stehen, kommen
konnte. Die EADs werden durch die Refraktéritdt unterdriickt und die durch die frithen

Nachdepolarisationen ausgelosten Arrhythmien somit verhindert.
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Wenn man nun die ventrikuldre Stimulation der SCN5A-Tg Herzen mit der Zugabe von
Mexiletin vergleicht, so ldsst sich vermerken, dass Mexiletin in der vorliegenden Studie
nicht alle pVTs verhindern konnte, wihrend beim fixfrequenten Pacing keine pVTs
vorkamen. Dies konnte eine mogliche Begriindung in der bradykardieférdernden
Wirkung von Mexiletin bei SCN5A-Tg Herzen finden.

In dieser Studie am intakten Herzen konnten wir den molekularen Effekt von Mexiletin
auf zelluldrer Ebene und das Offnungsverhalten des mutierten Natrium Kanals nicht
bestimmen. In geringen Konzentrationen blockieren Lidocain und Mexiletin bevorzugt
die spiten Offnung des mutierten AKPQ Natrium Kanals [An RH et al., 1996], [Wang
DW et al., 1997] ohne dass sich dabei die Charakteristik des Natriumeinstromes selber
wesentlich  verdndert. Daraus kann man eventuell schlieBen, dass eine
pharmakologische Verkiirzung des Aktionspotentials bei Patienten mit LQT3-Syndrom
moglich ist, ohne die Eigenschaften der Erregungsleitung ernsthaft zu stéren [Bezzina
CR et al., 2001]. Im Gegensatz dazu konnte in anderen Studien gezeigt werden, dass
Lidocain bei einer Mutation des Natriumkanals (R1623Q) beim LQT3 Syndrom eine
Anderung im SchlieBverhalten des Kanals bewirkt. So wurde nachgewiesen, dass
Lidocain dazu fiihrt, dass es mit erhohter Wahrscheinlichkeit zu einem Verbleib des
Natriumkanals in einem geschlossenen Zustand kommt, ohne sich iiberhaupt zu 6ffnen
und einen Natriumeinstrom zuzulassen [Kambouris NG et al., 2000]. Fiir Mexiletin
hingegen konnte gezeigt werden, dass es den Natriumkanal vom geschlossenen in einen
inaktiven Zustand iiberfiihrt und dabei die Wahrscheinlichkeit von spiten Offnungen

vermindert [Valdivia CR et al., 2002].

4.6 Schlussfolgerung

Die Daten der vorliegenden Arbeit demonstrieren, dass eine Pridvention von
Bradykardien durch Schrittmacherstimulation pVTs in diesem SCNS5SA-Tg LQT3
Maiuseherz Model unterdriickte. Prinzipiell resultiert daraus, dass Patienten mit dieser
Mutation von einer Schrittmachertherapie im Sinne einer Stimulierung bei
physiologischen Zyklusldngen unter Verwendung einer speziellen FEinstellung zur

Vermeidung von plétzlichen Frequenzsteigerungen profitieren konnten.
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Mexiletin verursachte in diesem Model sowohl pro- als auch antiarrhythmische Effekte.
Zwar liberwogen die Wirkungen der Substanz zur Vermeidung von pVTs, im Vergleich
zur ventrikuldren Stimulation erschien die Effektivitdt zur Pravention von pVTs von
Mexiletin nicht so gesichert wie bei einer Schrittmachertherapie.

Zur Ubertragung der hier gewonnenen Ergebnisse auf klinische Anwendungsgebiete
sind aber mehrfache Einschrankungen zu beachten. Es bestehen deutliche Unterschiede
zwischen einem Méiuseherz und einem menschlichen Herzen. Sie lassen sich nicht
vergleichen im Bereich der Grofle, der Repolarisationsstrome und der Herzfrequenz.
Aufgrund dessen darf man die Ergebnisse von Untersuchungen an transgenen Miusen
auch nur mit Vorsicht und sehr kritisch auf den Menschen und eventuelle klinische
Anwendungsgebiete iibertragen [London B., 2001].

Insgesamt betrachtet entsprechen die Ergebnisse der Versuche mit diesem transgenen
LQT3-Model in der vorliegenden Arbeit durchaus den limitierten Beobachtungen bei
Patienten. Die pathophysiologischen Beobachtungen die hier durchgefiihrt wurden,
konnten eine Diskussionsgrundlage iiber die Indikation fiir das priventive Stimulieren
zur Vermeidung von Bradykardien, Pausen oder plétzlichen Frequenzbeschleunigungen

in bradykarden Phasen beim LQT3-Syndrom liefern.
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ms Millisekunde

TdP Torsades de Pointes

Tg transgen
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gem#B § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) in der Fasbsung der Bekannt-
machung vom 25. Mai 1998 (BGBL. I S. 1105) wird Ihnen die Genehmi-

gung zur Durchfithrung nachstehenden Versuchsvorhabens ertellt:

I. ~ Bedeutung Calcium-regulierender Proteire des

sarkoplasmatischen Retikulums

II. Bedeutuny von Proteinphosphatase-Isoenzymen fiir
die Kontraktilitit und den GefdBtonus .

III. Bedeutung cAMP-abhéngiger Transkriptionsfaktoren
bei der Herzinsuffizienz

IV, Bedeutung kardialer Adenosinrezeptoren.

LT . Griines Umwellschutztelefon: (0251) 411-3300
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: Wesideutsehe Landeshank Girnzentrale Miaster BLZ: 400 500 00 Konto: 61 820
Offentliche Verkehrsmitie) - Buslinien 1. 5 . 6 . [7 bis Haltestelie Prinzipalmarkt dnd 2. 10, 11 . 14 . 21 . 64 bis Domplatz
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‘Leiter des Versuchsvorhabens und sein Stellvertreter sind:

Herr - : - Herr _

Prof. Dr. med. Wilhel@,Schmitz Prof. Dr. med. Joachim Neumann
Institut fur Pharmakologie Institut fir Pharmakologie -
und Toxikologie der WWU und Toxikologie der WWu
DomagkstraBe 12 * , Domagkstrale 12

48149 Mlinster 48149 Minster

-Diese Genehmigung gilt bis zum 31.10.2002.

Zur Durchfiihrung des Versuchsvorhabens diirfen folgende Tiere ver-
wendet werden: -

2.440 MAuse,
uf ens:

Mit dem Versuchsvorhaben darf erst nach Vorliegen dieser Genehmi-
gung begonnen werden. '

Sofern der Leiter des Versuchsvorhabens oder sein‘SteIlvertreter
wechselt, ist mir dieser Wechsel unverztiglich anzuzeigen.

Diese Genehmigung wird zuriickgenommen, wenn bei der Erteilung die
Voraussetzungen nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht gegeben waren.

Sie wird widerrufen, wenn die vOraussétzﬁngen nach § 8 Abs. 3
TierSchG nicht mehr gegeben sind und dem Mangel nicht innerhalb
einer von mir zu bestimmenden Frist abgeholfen wird; sie kann
widerrufen werden, wenn ihre Bedingungen und Auflagen nicht erfiillt
werden oder den Vorschriften des § 9 Abs. 2 TierSchG wiederholt
oder grcb zuwidergehandelt worden ist.

Ein Antrag auf Verlingerung der Genehmigung ist rechtzeitig wor
Ablauf der Frist bei mir zu stellen.

Da das Versuchsvorhaben iiberwiegend im sffentlichen Interesse
erfolgt, wird von der Erhebung einer Verwaltungsgebiihr Abstand
genommen.
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Rechtsbehelfgbelehrung:

Gégen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Bekanntgabe
Wid9r§§ruch erhoben werden. Der ‘Widerspruch ist bei mir unter der
. oben genannten aAnschrift schriftlich oder zur Niederschrift ein-
zureichen.

Sollte die Frist durch das Verschulden eines von Ihnen Bevoll-
midchtigten versiumt werden,  so wiirde .dessen Verschulden Ihnen
‘zugerechnet werden. '

'Ich bitte um umgehende Riickgabe des Empfangsbekenntnisses.
.~ Mit freundlichen GriiBen
Im Auft .
4 e ~
. AAA A

Dr. Wissing
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