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1 Einleitung



1.1 Das kardiale Aktionspotential

1.1.1 Morphologie des Aktionspotentials

Die Morphologie des kardialen Aktionspotentials ist abhangig von der
Herzregion, in der es abgeleitet wird. Ursachlich hierfir sind lokale
Unterschiede in der Ausstattung der Myozyten mit verschiedenen
lonenkanalen.'® Die Aktionspotentialform #ndert sich im Verlauf des
Erregungsleitungssystems des Herzens vom Sinusknoten bis zu den
Purkinjefasern, es kommen aber auch transmurale Unterschiede (endo-, mid-,

epikardial) vor (Abbildung 1).
Sinusknoten {
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Abbildung 1: Lokale Unterschiede der Form kardialer Aktionspotentiale. VC =
Vena cava, RA = rechtes Atrium, A = Aorta, RV = rechter Ventrikel, LV = linker

Ventrikel.%




1.1.2 Phasen des Aktionspotentials

Das Aktionspotential a3t sich in funf zeitliche Phasen einteilen (Abbildung 2)

e Phase 0: schnelle Depolarisation der Zelle. Das Ruhemembranpotential
(RMP) erreicht positive Werte.

e Phase 1: frihe oder schnelle Repolarisation.
e Phase 2: Plateauphase des Aktionspotentials.
e Phase 3: spate oder langsame Repolarisationsphase.

e Phase 4: Ruckkehr zum RMP. Eventuell eine kurzzeitige Hyperpolarisation
der Zelle.

Aktionspotentialphase

4 0.1

Abbildung 2: Phasen des Aktionspotentials am Beispiel eines ventrikularen
Aktionspotential. RMP = Ruhemembranpotential.

1.1.3 lonenstrome wahrend eines Aktionspotentials

Das kardiale Aktionspotential wird durch den Flul3 von Natrium-, Kalium-,
Calcium- und Chlorid-lonen durch lonenkanale in der Zellmembran generiert.
Abbildung 3 zeigt eine Ubersicht der am Aktionspotential beteiligten Stréme.
Die regionale Distribution der Kanale weist jedoch Unterschiede auf, was auch
die unterschiedlichen Aktionspotentialmorphologien in den verschiedenen
Herzregionen (Kapitel 1.1.1) erklart. %
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Abbildung 3: Die unterschiedlichen lonenkanale, die an der Erzeugung des
kardialen Aktionspotentials beteiligt sind. Links im Bild der Strom, jeweils
daneben die Offnungszeit der Kanale wahrend eines Aktionspotentials, ganz
rechts der wahrscheinliche Kanalklon, der den Strom verursacht. Die regionale
Diversizitat der Aktionspotentialmorphologie ruhrt von der unterschiedlichen

Verteilung der lonenkanale in den Myokardarealen her.

1.1.3.1 Der Natriumkanal

Der Natriumstrom ist flr die schnelle Depolarisation (Phase 0, Kapitel 1.1.2) der
Zelle verantwortlich. Trifft ein Reiz auf eine erregbare Zelle, so fuhrt dies zu
einer Positivierung des Ruhemembranpotentials (bei Schrittmacherzellen kann
dies auch in der Phase 4 (Kapitel 1.1.2) geschehen). Ist das so genannte
Schwellenpotential fur die Auslésung eines Aktionspotentials erreicht, 6ffnen
sich die Natriumkanale schlagartig und die Zelle depolarisiert auf positive
Membranpotentiale. Natriumkanale inaktivieren sehr schnell mit einer

spannungsabhangigen Zeitkonstante in der GroRenordnung von 5 ms.*"




1.1.3.2 Der Calciumkanal

Durch die Positivierung des Ruhemembranpotentials o6ffnet sich der
spannungsabhangige L-Typ Calciumkanal langsam und fuhrt zu einer weiteren
Depolarisation der Zelle. Das Aktionspotential erreicht die Plateauphase
(Kapitel 1.1.2). Calcium spielt bei der Kopplung zwischen elektrischer Erregung

und mechanischer Kontraktion eine entscheidende Rolle.

1.1.3.3 Die Kaliumkanale

Wenn sich Kaliumkanale o6ffnen, so fuhrt dies letzten Endes zu einer
Annaherung des Membranpotentials an das Kaliumgleichgewichtspotential.
Deshalb sind diese Kanale fir die Stabilisierung des Ruhemembranpotentials

und die Repolarisation von erregbarem Gewebe von grof3er Bedeutung.

Innerhalb der Familie der Kaliumkanale gibt es verschiedene Subfamilien, die
sich in ihrer Molekularstruktur und damit folglich in ihren biophysikalischen und
pharmakologischen Eigenschaften unterscheiden. Die strukturelle Variabilitat

ist, verglichen mit jener der Na*-,Ca**- oder Cl-Kanéle weitaus groRer.”’



1.2 Die verschiedenen Kaliumkanale im menschlichen Herzen

1.2.1 Die spannungsabhangigen Kaliumkanale

1.2.1.1 Die Nomenklatur der spannungsabhiangigen Kaliumkanale

Die ersten spannungsabhangigen K'-Kandle wurden von  der
Fruchtfliegenmutante Drosophila shaker geklont.’®?"'?* Spater wurden neben
shaker noch drei weitere Gene gefunden, die bei der Fruchtfliege fir
Kaliumkanale kodieren: shal, shab und shaw.'®?®'*® Fir diese Gene wurden
beim Sauger Homologe gefunden.'®?°

Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde 1991 eine Nomenklatur flr
spannungsabhangige K'-Kanale eingefiihrt. Die Kanalproteine werden nach
dem Schema KvX.Y bezeichnet, wobei Kv fur ,Kalium, voltage gated” steht.

Das Saugetierhomologe fur die Shaker-Genklasse ist die Kv71-Subfamilie, das
fur Shab Kv2. Shaw entspricht Kv3 und Shal Kv4. Innerhalb dieser Subfamilien

gibt es einzelne Gene, die mit der zweiten Ziffer (Y) klassifiziert werden.®

1.2.1.1 Der molekulare Aufbau spannungsgesteuerter Kaliumkanale

Die durch die KvX.Y-Gene kodierten Proteine enthalten sechs
transmembranare Segmente S1-S6 (siehe Abbildung 4), sowohl das C-
terminale als auch das N-terminale Ende befinden sich intrazellular. Um einen
funktionsfahigen Kanal zu erhalten, ist es notwendig, dald sich jeweils vier
dieser Proteine, sogenannte a-Untereinheiten, zu einem Homo- oder Heteromer
zusammenfiigen.'®

Neben diesen KvX.Y-Kanélen gibt es noch andere K*-Kanéle, die nach dem
selben Prinzip aufgebaut sind: KvLQT1 und HERG. Diese Kanale wurden auf
der Basis ihrer Beteiligung bei kongenitalen Herzrhythmusstorungen geklont. In
der Kv Nomenklatur sind dies die Kanadle Kv 7.1 (KvLQT1), zu denen als B-
Untereinheit noch minK (KCNE1)""" hinzukommt, fir HERG ist es Kv11.1'121%
(+MiRP (KCNE2) ).



Die eigentliche Pore, durch die die K*-lonen flieRen, wird durch eine aus zirka
20 Aminosauren bestehende, sogenannte P-Region zwischen S5 und S6
gebildet (siehe Abbildung 4).%°102103

Die Kalium-Selektivitat wird durch eine bestimmte Aminosauresequenz in der P-

Region erreicht.”’Das S4-Segment ist der Spannungssensor des Kanals.®
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Abbildung 4: Schema einer Kaliumkanaluntereinheit mit sechs
transmembranaren Domanen. Die S4 Untereinheit dient als Spannungssensor.
Die P-Region bildet, zusammen mit dem unteren Teil von S6, die ionenselektive
Pore. Am N-terminalen Ende befindet sich unter Umstanden ein ,molekularer
Ball“, der bei der N-Typ-Aktivierung die Pore verschliet. Dieser Mechanismus
ist aber nicht bei allen spannungsabhangigen K'-Kandlen nachweisbar.

Quellennachweise im Text.

Einige spannungsabhingige K™-Kandle inaktivieren nach einer initialen
Aktivierung. Dies bedeutet, dal} sie in einen nichtleitenden Zustand uUbergehen,
obwohl die Zelle weiterhin depolarisiert ist.

Man unterscheidet wenigstens zwei verschiedene Inaktivierungsmechanismen.

Shaker-K*-Kanéle besitzen die sogenannte ,N-Typ-Inaktivierung®.>>'%® Hierbei
bewegt sich nach der Offnung des Kanals das N-terminale Ende des

Kanalproteins in die innere Offnung der Pore und verschliet diese. Bildlich wird




dieser sehr schnelle Inaktivierungsprozel3 auch als ,Ball and chain*-
Mechanismus bezeichnet.

Ein zweiter Inaktivierungsmechanismus existiert bei fast allen K*-Kanalen: Die
,C-Typ-Inaktivierung®. Diese ist gewdhnlich langsam und unvollstédndig. Der
Verschlul3 der Pore wird hier durch eine ,Konstriktion“, das heil3t
Konformationsanderung, der duferen Kanaldffnung verursacht.”® Die C-Typ
Inaktivierung kann durch eine Vielzahl von Faktoren moduliert werden. So
konnen Substanzen wie zum Beispiel TEA (Porenblocker)zz, Mutationen -
sowohl der Porenregion als auch unmittelbar benachbarter Strukturen®* - und
schlieflich auch die extrazellulare Kationenkonzentration die
Inaktivierungskinetik beeinflussen. Auch kann die Inaktivierung, ahnlich wie bei
Na*-Kanalen, durch kanalassoziierte o- und B-Untereinheiten moduliert

werden. 48197

1.2.2 Einwartsgleichrichtenden Kaliumkanale

Die zweite groRe Klasse der Kaliumkanale sind die einwartsgleichrichtenden
Kaliumkanale.

Der Begriff Gleichrichtung beschreibt die Abhangigkeit der Leitfahigkeit eines
Kanals vom Membranpotential (Abbildung 5).

1.2.2.1 Einwartsgleichrichtung — physikalische Grundlagen

Ohm’sche oder nichtgleichrichtende Kanédle, wie zum Beispiel die
spannungsabhangigen Kaliumkanale, gehorchen dem Ohm’schen Gesetz
(I=U/R), was bedeutet, dall einerseits die Stromstarke linear vom
Membranpotential abhangig ist, aber andererseits der Widerstand des Kanals
spannungsunabhangig ist.

Ist ein Kanal nun ein Einwartsgleichrichter, so bedeutet dies, dal® er dem
Einwartsstrom von lonen bei Membranpotentialen, die negativer als das
Umkehrpotential der jeweiligen lonen sind, weniger Widerstand entgegensetzt
als bei Potentialen, die positiver sind als das Umkehrpotential.
Dementsprechend umgekehrt verhalten sich Auswartsgleichrichter (Abbildung
5).
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(auswarts) AuswArtsgleichrichter

Linear (Ohrm)

Einwartsoleichrichter

Urmnkehrpotential
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Abbildung 5 Strom-Spannungsbeziehung verschiedener Kaliumkanale bei
gleicher intra- bzw. extrazellularer Kaliumkonzentration, um die Eigenschaft der
Gleichrichtung zu verdeutlichen. Der lonenstrom (Ordinate) ist gegen das
Membranpotential (Abszisse) aufgetragen. Der lonenstrom durch die Membran
betragt beim Umkehrpotential 0 A. Der Strom flieRt bei Potentialen, welche
negativer als das Umkehrpotential sind, nach innen und bei positiveren nach
aullen. Ein Ohm’scher Strom verandert sich linear in Abhangigkeit vom
Membranpotential, da der Widerstand des Kanals spannungsunabhangig ist.
Kanale mit einwartsgleichrichtenden Eigenschaften leiten bei Potentialen, die
negativer als das Umkehrpotential sind, besser als bei positiveren.

Entsprechend umgekehrt verhalten sich Auswartsgleichrichter.




1.2.2.2 Der molekulare Aufbau einwartsqgleichrichtender Kaliumkanaile

Der Unterschied zu den spannungsgesteuerten Kanalen besteht darin, dal} die
a-Untereinheit dieser Kanale lediglich zwei transmembranare Domanen besitzt
(M1, M2, siehe Abbildung 6). Dazwischen befindet sich, homolog zu der S5-P-
S6-Poren-Sektion der  Shaker-Kandle, die P-Region.®® Auch die
Aminosauresequenzen, welche fur die Kalium-Selektivitat verantwortlich sind,
ahneln sich. Jedoch fehlt diesen - nach der KirX.Y Nomenklatur eingeteilten
Kanalklasse (Kalium, inward rectifier) - der Spannungssensor und damit die fur
die KvX.Y-Kanale so typischen spannungsabhangigen Aktivierungs-
beziehungsweise Inaktivierungs-Kinetiken. Auch hier sind zur Bildung eines

funktionsfahigen Kanals wieder vier a-Untereinheiten notwendig.

extrazellular

ittty (V) Bttt
0000000, " | lesssssssssss

M1 M

intrazellular

N C

Abbildung 6: Aufbau einer Untereinheit eines einwartsgleichrichtenden
Kanals. Vier dieser Untereinheiten bilden einen Kanal. Die Untereinheiten

besitzen jeweils nur zwei transmembranare Domanen.

Durch einwartsgleichrichtende Kaliumkanale wird das Ruhemembranpotential
der Herzmuskelzelle stabilisiert; damit sind sie maRgeblich fur die generelle
Erregbarkeit des Herzmuskels von Bedeutung. Die Kanale wirken aber auch mit
ihrer Auswartskomponente bei der terminalen Repolarisationsphase mit.

Wahrend spannungsabhangige Kaliumkandle nur in einem definierten

10




Spannungsbereich gedffnet sind, leiten einwartsgleichrichtende lonenkanale bei
allen physiologischen Membranpotentialen. Die Leitfahigkeit ist bei sehr

negativen Potentialen aber groRer (Kapitel 1.2.2.1). °

1.2.3 Die anderen Kaliumkanale

Neben diesen beiden Klassen gibt es noch andere Kaliumkanale, die sich in der
Anzahl der transmembrandren Segmente (zum Beispiel TWIK®®) oder Poren
(zum Beispiel TOK1%%) unterscheiden (Abbildung 7 rechts).

Eine Besonderheit weist das sogenannte Isk- oder minK-Protein auf. Hierbei
handelt es sich um ein Protein, das die Zellmembran nur einmal durchquert und
nur durch Zusammenschlu@ mit Proteinen, welche wiederum sechs
transmembranare Domanen besitzen, zum Beispiel dem KvLQT1-Protein, einen

funktionsfahigen Kanal bilden kann (Abbildung 7 links).

KvLQT 1

extraz.

RRARARE
ssssssss

Intraz.

Abbildung 7: Das minK (ls)- Protein bildet nur zusammen mit einem anderen
Protein (KvLQT1), das wiederum den ,klassischen Aufbau® eines
spannungsgesteuerten K*-Kanals besitzt, einen funktionsfahigen Kanal (links).
Einige K'-Kanal-Untereinheiten besitzen eine variable Anzahl an
ionenselektiven Poren (hier: zwei) und transmembrandren Domanen (hier:
zwei). Wahrscheinlich bilden zwei dieser Untereinheiten einen Kaliumkanal wie
TOK1 oder TWIK1 (rechts).
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1.2.4 Die kardialen Kaliumkanale im Einzelnen

Die Zahl an verschiedenen Proteinen, die Kalium-lonenkanale darstellen, ist
vielfaltig.®> Es ist sogar so, daR ein und derselbe Strom bei verschiedenen
Spezies durch unterschiedliche Kanalproteine erzeugt wird.*> Wenn im
folgenden molekulare Grundlagen flr einen Strom angegeben werden, so

handelt es sich immer um die fur den Menschen.

1.2.4.1 Der transiente Auswartstrom I,

lo besteht aus zwei Komponenten.t®?2 |, ist ein Kaliumkanal, lp, ein
Chloridkanal.®"®2'* Der durch Calciumionen aktivierte |1 wiederum besteht
mindestens aus zwei verschiedenen Kanalen, lifast Und liosion™?, die regionale
Verteilung dieser Kanale im Herzen ist unterschiedlich.'* 137132140

116.33 als auch im Ventrikel®>®°

lo fast kONNte beim Menschen sowohl im Atrium
nachgewiesen werden. Sowohl die Aktivierung als auch die Reaktivierung nach
Inaktivierung dieses Kanals geht sehr schnell von statten.®?

Die molekulare Grundlage von li st beim Menschen scheint Kv4.3 zu sein.*’ Es
wurden auch zwei Splice-Varianten beim Menschen identifiziert66, deren
Verteilung im Myokard unterschiedlich ist.*

Im Gegensatz dazu steht der ebenfalls schnell aktivierende Il gsow: Die
Reaktivierung nach Inaktivierung dieses Stroms ist verglichen mit Il fast

2

langsam.”®> Das heterolog exprimierte Kv1.4 Protein ahnelt in seinen

Eigenschaften denen von li, g0w , SO dal® es als molekulare Grundlage in Frage
kommt. 12899
lto spielt eine wichtige Rolle bei der Phase 1 Repolarisation (Kapitel 1.1.2) der

Zelle.
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1.2.4.2 Die verzogerten Gleichrichter

Bereits 1968 konnte an Herzmuskelzellen, ebenso wie bei der Nervenzelle oder
dem Skelettmuskel, ein verzdgerter Gleichrichtungsstrom nachgewiesen
werden.*

Durch Einfuhrung und Verbesserung der Einzelzell Patch-Clamp Methode
wurde es moglich, die kardialen Gleichrichterstrome sehr viel genauer zu
untersuchen.®® Bis dato konnten drei Komponenten mit unterschiedlichen
Aktivierungszeitkonstanten im Bereich von 200 bis 2000 ms identifiziert
werden. 13133

Gemeinsam ist allen drei Komponenten die - verglichen mit |, - spatere
Aktivierung wahrend des Aktionspotentials; durch sie wird die spate

Repolarisationsphase (Kapitel 1.1.2) verursacht.

1.2.4.2.1 Die langsame Komponente lxs

Die Aktivierungsgeschwindigkeit von Iks ist sehr langsam, des weiteren
inaktiviert der Kanal wahrend eines Herzzyklus praktisch nicht.%
Die molekulare Grundlage von Iks scheint KvLQT1, ein den Kv-Proteinen

ahnliches Protein, im Komplex mit minK (siehe Kapitel 1.2.3) zu sein.""”

1.2.4.2.2 Die schnelle Komponente Ik,

Die schnelle Komponente Ik, aktiviert und inaktiviert sehr schnell und kann
durch einige Klasse lll-Antiarrhythmika wie beispielsweise Dofetilide, E-4031
oder Sotalol geblockt werden.'™

lkr  scheint durch einen Komplex von HERG''2'?" ynd MiRP' gebildet zu
werden.

Der jeweilige Anteil von Ik, und Ixs an der Repolarisation ist abhangig von der
Herzfrequenz. Wahrend unter Ruhebedingungen die Stromamplituden ungefahr
gleich grof® sind, kann bei hohen Herzfrequenzen der Iks—Anteil um bis zum
Zehnfachen von I gesteigert werden. Ursachlich hierfur ist unter anderem die
langsame Deaktivierung der Iks-Kanale, die bei hohen Frequenzen dann

akkumulativ geéfffnet sind.'"
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1.2.4.2.3 Der ultraschnelle Komponente lxyr

1993 wurde erstmals ein Strom in humanen Herzmuskelzellen beschrieben, der
sehr schnell aktiviert und nahezu nicht inaktiviert.”>®> Um die schnellere

Aktivierung im Vergleich der ,klassischen“ delayed-rectifier- Strome Iks und

"3zu betonen, wurde vorgeschlagen, diesen Strom als Ik, zu bezeichnen.

d“.133

Ikr
Kur bedeutet ,Kalium, ultra rapi
Der ultraschnelle Strom konnte in einer Vielzahl von Organismen nachgewiesen
werden, wobei interspezifische Unterschiede sowohl in der Kinetik als auch der

lonenspezifitat bestehen.®

1.2.4.2.3.1Die biophysikalischen Eigenschaften von Ix,,

Die biophysikalischen Eigenschaften wurden von Wang und Kollegen
untersucht: ">

Ikur aktiviert bei Menschen bei Spannungen, wie sie wahrend der Plateauphase
des Aktionspotentials (ca. 0 mV) auftreten, bei Raumtemperatur in einer
Zeitspanne von 1-10 ms. Die Aktivierungsgeschwindigkeit nimmt mit steigender
Temperatur noch zu. Bei Korpertemperatur ist die Aktivierung so schnell, daf
sie mit heutigen Mel3methoden nicht erfal3t werden kann. Die Stromamplitude
ist nicht signifikant temperaturabhangig.

Im Gegensatz zur schnellen Aktivierung steht die Inaktivierung, diese ist extrem
langsam. Selbst nach einer Depolarisation der Zelle auf ein Potential von +40
mV fiir 50 Sekunden ist die Inaktivierung von Ik, nicht vollstandig.
Desweiteren ist die Reaktivierung beim typischen Ruhemembranpotential
ebenfalls langsam, was zu einer signifikanten Frequenzabhangigkeit der lxy,r
Amplitude bei physiologischen Stimulierungsfrequenz und Depolarisationsdauer

fuhrt. 3637
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1.2.4.2.3.2Die molekulare Grundlage von Ik,

Die mit der von Ik, vergleichbare Empfindlichkeit auf 4 AP bzw. die Resistenz
auf TEA von Kv1.5 spricht dafur, dal} es sich bei diesem Kanalklon um die
molekulare Basis des nativen Ik, Stroms beim Menschen handelt.”*® Ferner
wurden durch eine Reihe von elektrophysiologischen Untersuchungen gezeigt,
daR Kv1.5 eine Vielzahl der Eigenschaften besitzt, um die von Tamkun et al'®
vorgeschlagenen Kriterien zur ldentifizierung der molekularen Grundlage eines
lonenkanales zu erfiillen.'3334118.134,104.119,81,35

Neuere Untersuchungen konnten zeigen, daf® die Untereinheit Kv31.2 an der

Bildung des Kv1.5 Stroms ebenfalls beteiligt ist.”®

1.2.4.2.3.3Kv1.5 ist ein vorhofspezifischer Kanal

Die Existenz von Kv1.5 wurde immunhistochemisch sowohl im Atrium als auch
im Ventrikel nachgewiesen, die Kanaldichte ist besonders hoch im Bereich der

Disci intercalares.®’

Wird jedoch die Kv1.5 Kanalexpression in kultivierten
menschlichen Ventrikel- bzw. Vorhofzellen durch spezielle
Oligodesoxynukleotide gegen Kv1.5 mRNA verhindert, so verringert sich
lediglich  bei Vorhofzellen die Amplitude des am Ende eines
Depolarisationspulses noch vorhandenen Stroms, also genau dem Strom, der
von Wang et al.”® bei Vorhofzellen als Ik, bezeichnet wird. Bei Ventrikelzellen
bleibt die Amplitude dieser verzégerten Komponente unveriandert.>®

Dies spricht dafur, dal? die verzogerte Komponente im Ventrikel nicht durch
Kv1.5 verursacht wird, sondern durch einen anderen Kanal. Der Kv1.5 Strom ist
also wahrscheinlich vorhofspezifisch, eine These die auch durch andere

Arbeiten unterstiitzt wird.®>’

1.2.4.2.3.4Die adrenerge Modulation von Kv1.5

Die adrenerge Modulation von Auswartsstromen spielt eine wichtige Rolle, um
den zeitlichen Ablauf der kardialen Repolarisation zu steuern. Deshalb

uberrascht es auch nicht, da® Ik, ebenfalls durch adrenerge Signalkaskaden

15



gesteuert wird. So bewirkt eine Proteinkinase A (PKA)-vermittelte B-adrenerge
Stimulation von Ik, ein Erhéhung, umgekehrt eine Proteinkinase C (PKC)-
vermittelte o-adrenerge Stimulation eine Erniedrigung der Ix,~Amplitude im
humanen Vorhof.”> Die adrenerge Modulation von Ik, ist streng
speziesspezifisch, so bewirkt beispielsweise beim Hund eine a-adrenerge
Stimulation ebenfalls eine Erhéhung der Iky-Stromamplitude, die molekulare

Grundlage dieses Stromes ist aber Kv3.1. '

1.2.4.2.3.4Regulation der Genexpression von Kv1.5

Einige Studien haben gezeigt, dal® die Expression von kardialen lonenkanalen
nicht fix genetisch determiniert ist, sondern durch eine Reihe von Erkrankungen
wie zum Beispiel Tachydysrhythmien*"'® I1schamie'®!, Herzhypertrophie oder -
insuffizienz'?® verandert werden kann.

Die erste Veréffentlichung tber die Anderung der Kv1.5 Kanaldichte durch
chronisches Vorhoffimmern von van Wagoner et al'®® beschreibt eine
Verringerung der Kanaldichte, neuere Arbeiten konnten jedoch zeigen, dal} sich
diese nicht andert.*"131%

Die Regulation der Genexpression von Kv1.5 wurde bisher meistens an
Ventrikelzellen von Ratten untersucht:

Die Kv1.5-mRNA wird durch Glucocorticoide hochreguliert'?"®°, Dexamethason
induziert innerhalb von Stunden die Gentranskription und Translation.'?

Die Adrenalektomie verringert und die Injektion von Dexamethason erhoht nur
die ventrikulare mRNA-Expression, wohingegen im Vorhof keine Anderung zu
finden ist."?’

Schilddrisen-Hormone regulieren die Kv1.5-Expression hoch, dies ist jedoch an
die Notwendigkeit der Priasenz von Glucocorticoiden gekniipft.”>%*  IGF-1
erhoht die Proteinexpression in neonatalen Ratten-Ventrikelzellen, a-adrenerge
Stimulation verringert sie.**** Faktoren, die von kardialen Fibroblasten gebildet
werden, reduzieren die Kv1.5 Expression, wohingegen mechanischer Strel} die
Kv1.5 Kanaldichte erhdht.*
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1.2.4.3 k1, IkAch

Diese lonenkanadle tragen auch zur Phase 3 Repolarisation des
Aktionspotentials (Kapitel1.1.2) bei, weiterhin sind sie entscheidend fur die
Stabilisierung und Regulation des Ruhemembranpotentials (RMP).

Diesen Kanalen ist gemeinsam, dal} sie, in unterschiedlich starkem Ausmal,
einwartsgleichrichtende Eigenschaften besitzen (Kapitel1.1.2)

Das RMP einer Zelle entsteht aus der Balance zwischen depolarisierenden

Hintergrundstromen und den Einwartsgleichrichtern.

1.2.4.3.3 Igs

Ik1 stabilisiert das RMP. Wird dieses negativer als das Umkehrpotential von Ik;,
so flieBRen Kaliumionen nach intrazellular und fuhren somit zu einer
Positivierung des RMPs. Umgekehrt leitet der lonenkanal Kaliumionen nach

aullen, wenn das RMP positiver als das Umkehrpotential des Kanals ist.

1.2.4.3.4 Ik ach

Die Amplitude von lkach ist von Acetylcholin und damit vom Vagotonus
abhangig. Fiihrt die Anwesenheit von Acetylcholin zu einer Offnung des Kanals,
uberwiegt der hyperpolarisierende Strom (lk1, lkach und lp) gegenlber den
depolarisierenden Hintergrundstromen und es resultiert eine negativeres RMP.
Dadurch dauert es langer, bis das Schwellenpotential fur die Auslésung eines
Aktionspotentials erreicht werden kann, ein Faktor, welcher mit zur negativen

chrono- und dromotropen Wirkung von Acetylcholin beitragt.
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1.3 Vorhofflimmern

1.3.1 Geschichte

Die wohl erste Beschreibung von Vorhofflimmern findet sich wohl in der Schrift
Anatomica de motu cordis et sanguinis in animalibus des britischen
Physiologen William Harvey (1578-1657).82 Jean Baptiste Senac (1693-1770)
beschreibt erstmals die Klinik von Patienten mit ,unregelmafligem Puls®. In
seinem Buch Traité de la structure du coeur de son action et de ses maladies
(1749) verknupft er diese Beobachtungen mit pathologischen Veranderungen
der Mitralklappe beziehungsweise einer Erweiterung der Vorhofe.®

Einen Zusammenhang zwischen irregularem Puls und Vorhoffimmern bei
Tierexperimenten wurde auch durch den Schotten Arthur Cushny (1866-1926)
vorgeschlagen.  Er verglich arterielle Puls-Kurven  einer Patientin mit
unregelmafligem Puls mit denen von Hunden, die eine ,fibrillare Kontraktion
des Vorhofes” zeigten. Er schlo daraus, das die Ursache fir den
unregelmaRigen Puls bei der Patientin ebenfalls Vorhofflimmern ist.?°

Zur selben Zeit nahm Heinrich Edwald Hering (1866-1948) an, dal} fur den
pulsus irregularis perpetuus beim Menschen Extrasystolen ursachlich seien.”

Um 1890 zeichnete der Physiologe James MacKenzie (1853-1925) gleichzeitig
arterielle und vendse Druckkurven von mehreren hundert Patienten mit
irregularer Herzaktion auf. Das Fehlen des atrialen Spikes im Jugularispuls und
die ausgepragte systolische Welle (,ventrikulare Form des vendsen Pulses®)
lieRen sich gut mit Cushny’s Hypothese vereinbaren.®?

William Einthoven (1860-1927) registrierte 1906 erstmals ein Vorhofflimmer-
EKG auf’®, er brachte die EKG-Morphologie aber nicht in Zusammenhang mit
dieser Herzrhythmustérung. Erst Rothberger und Winterberger bewiesen 1909
mit Hilfe des Saitengalvanometers, dafl® Vorhoffimmern auch beim Menschen
existiert. Sie verglichen dazu Elektrokardiogramme von Hunden mit elektrisch
induziertem Vorhofflimmern und Patienten mit pulsus irregularis perpetuus und

fanden Ubereinstimmungen.'®
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Fast gleichzeitig zu dieser Arbeit verdffentlichte Thomas Lewis (1881-1945)
seine elektrokardiographischen Studien Uber Patienten mit einer absoluten
Arrhythmie. Er zeigte in seinen Experimenten, dal® der irregulare Puls bei
Patienten mit beispielsweise einer Mitralstenose durch Vorhofflimmern

verursacht wird.”®""

1.3.2 Die Epidemiologie

Vorhofflimmern  (VHF) ist die haufigste Herzrhythmusstérung im
Erwachsenenalter mit Uber 650.000 Betroffenen in Deutschland. Von den uber
65jahrigen weisen 6 Prozent, von den uUber 75jahrigen 8 bis 10 Prozent

Vorhofflimmern auf. *°

1.3.3 Die Kennzeichen des Vorhofflimmerns

Kennzeichnend ist eine schnelle und unregelmallige Aktivation des
Vorhofmyokards, die atriale Frequenz beim menschlichen VHF betragt
zwischen 400 und 600 Vorhofschlagen in der Minute. Wurden Impulse einer so
hohen Frequenz auf die Kammer Ubergeleitet, ware die daraus resultierende
Ventrikelfrequenz zu hoch, um eine adaquate Funktion des Ventrikels zu
gewahrleisten. Die Folge ware der schnelle Tod durch funktionellen
Herzstillstand. Der AV-Knoten verhindert dies jedoch, er dient als
,Frequenzfilter*, es kommt zu einer unregelmaRigen Uberleitung (,Arrhythmia

absoluta“) mit deutlich langsameren Frequenzen.

1.3.4 Die Atiologie

VHF tritt meistens als Begleitsymptom anderer kardialer Erkrankungen wie der
Herzinsuffizienz, der KHK, dem akuten Koronarsyndrom, der linksventrikularen
Hypertrophie, dem Hochdruckherz oder den Vitien auf. Diabetes mellitus,
Hyperthyreose, arterieller Hypertonus, mannliches Geschlecht, Rauchen, der
Gebrauch von Diuretika und hohes Alter sind einige der Risikofaktoren fur das
Auftreten von Vorhofflimmern.® Oftmals kommt es nach kardiochirurgischen

Eingriffen zur Vorhofflimmern, allgemein kann jegliche Form der Entzindung,
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der Vernarbung, der Dehnung bzw. Hypertrophie des Vorhofmyokards zu VHF
fuhren. Auch metabolische, humorale und neuronale Faktoren, wie zum
Beispiel die bereits erwahnten Erkrankungen Diabetes mellitus oder
Hyperthyreose, konnen ursachlich fur das Auftreten von VHF sein. Wesentlich
seltener tritt das sogenannte ideopathische Vorhoffimmern ohne erkennbare
Grunderkrankung auf. Es wurde auch ein Gen-Locus fur das ,familiare VHF*
identifiziert."

1.3.5 Die Symptomatik

Der Patient bemerkt typischerweise kurze Episoden von VHF als Palpitationen,
Schwindel, Prasynkopen, Angina pectoris oder Dyspnoe mit Abnahme der
korperlichen Leistungsfahigkeit, es kommen aber auch asymptomatische

Verlaufe vor.*®

1.3.6 Die Komplikationen

VHF kann zur Stase des Blutes im Atrium fuhren, was wiederum die
Blutgerinnungskaskade aktiviert und in Thromboembolien resultiert. Diese
Blutgerinnsel werden meistens in den zerebralen Blutkreislauf geschwemmt
und sind somit ursachlich flr einen Schlaganfall; so ist VHF der wichtigste
Einzelfaktor als Ursache fur ischamische Insulte bei Patienten, die alter als 75
Jahre sind.”' Es sind aber auch andere embolische Verschliisse von GefaRen,
zum Beispiel Nieren-, Mesenterial- oder Herzinfarkte mdglich.

Bei bereits vorbestehender Herzinsuffizienz kann das Eintreten einer VHF-
Episode und der damit verbundenen asynchronen Fullung des linken Ventrikels

zu einer kritischen Abnahme des Herzzeitvolumens fiihren.*®
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1.3.7 Formen des Vorhofflimmerns

Man unterscheidet klinisch drei Formen des Vorhofflimmerns:

e Paraoxysmales Vorhoffimmern. Diese Rhythmusstorung ist selbst-
terminierend.

e Persistierendes Vorhofflimmern. Zur Ruckfuhrung in den Sinusrhythmus ist
eine elektrische oder pharmakologische Kardioversion notwendig.

e Permanentes (chronisches) Vorhoffimmern ist eine anhaltende
Rhythmusstorung, die nicht in den Sinusrhythmus Uberfuhrt werden kann.

1.3.8 Die Pathophysiologie des Vorhofflimmerns

1.3.8.1 Der elektrophysiologische Mechanismus des Vorhofflimmerns

Heutzutage ist die sogenannte ,Multiple Wavelet® Theorie, die urspringlich von
Moe und Kollegen Anfang der Sechziger Jahre beschrieben®¢#" und 1985 von
Allessie und Mitarbeitern bestatigt wurde®, die allgemein anerkannte Theorie fiir
den elektrophysiologischen Mechanismus, der Vorhofflimmern unterhalt.

Hierbei fuhren kleine lokale Differenzen der Refraktarzeit beziehungsweise der
Leitungsgeschwindigkeit zu refraktdren und damit leitungsblockierenden
Myokardarealen, um die die Erregungsfront kreisen kann. Mehrere, in der
Anzahl standig wechselnde, zufallig auftretende und nur wenige hundert
Millisekunden bestehende Flimmerwellen erregen den Vorhof. Die einzelnen
Erregungsfronten konnen dabei auseinanderbrechen, miteinander kollidieren
oder fusionieren.®

Pflanzt sich eine Erregungfront im Vorhof fort, so hinterlalt sie immer
refraktares Myokard hinter sich. Damit sie kreisen kann, ist es notwendig, dal
der Weg, den die Erregungsfront zurucklegt, so lang ist, dal® die Zellen am
Anfang eines Reentrykreises beim Wiedereintreffen der Front nicht mehr
refraktar sind. Diese Bedingung lafdt sich durch die sogenannte Wellenlange
beschreiben. Die Wellenlange ist die Distanz, welche die Erregungsfront in ihrer
eigenen Refraktarzeit zuriicklegt.®

Wellenlange = Ausbreitungsgeschwindigkeit x effektive Refraktarzeit.
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Reentry-Tachykardien, die anatomische Bahnen benutzen (zum Beispiel WPW-
Syndrom) bleiben bestehen, wenn die Bahnlange groRer ist als die
Wellenlange, die Erregungsfront lauft nicht in ihren eigenen ,Schwanz® von
refraktarem Myokard (Abbildung 8).

a.) b.)

Beginn® eines ~Beginn® eine
Reentry-Kreises Reentry-Kreises

Wellenldnge
Resntry-Kréis in a_) und b) Reentry-Kreis
gleich lang

Umfang des Umfang des
Reentry-Kreises » Wellenlinge Reentry-Kreises < Wellenldnge
Myokardgewebe am ,,Beginn® eines Myokardgewebe am ,,Beginn® eines
Reentry-Kreises ist nicht mehr refraktar Reentry-Kreises ist noch refraktar
Flimmerwelle persistiert Flimmerwelle sistiert

Abbildung 8: Schema zur Verdeutlichung der Bedeutung der Wellenlange fur

das Entstehen von kreisender Erregung.

Die Differenz zwischen Bahnlange und Wellenlange wird als ,erregbare Lucke®
(excitable gap) bezeichnet. Beim sogenannten funktionellen Reentry (Reentry
um leitungsblockierte Areale) ist sie jedoch sehr klein oder gar nicht

vorhanden.>*?

Damit Vorhofflimmern in Sinusrhythmus konvertieren kann, mussen alle zu

einen Zeitpunkt im Vorhof kreisenden Erregungsfronten gleichzeitig auf

refraktares Myokard treffen und damit ausgeléscht werden. Es st

22




nachzuvollziehen, da® die Chance fir das Eintreten dieser Situation mit
steigender Zahl von Flimmerwellen sinkt. Allessie und Kollegen konnten zeigen,
dall durchschnittlich sechs Reentry-Kreise (drei pro Atrium) fur das
Aufrechterhalten von Vorhofflimmern notwendig sind.® Wie viele Flimmerwellen
nun gleichzeitig im Vorhof ,Platz“ haben, ist wiederum abhangig von der
Wellenlange: Je kurzer die Wellenlange, desto kleiner ist die minimal notige
Flache der leitungsblockierenden Myokardareale, um die die Erregungsfront
kreisen kann. Es kdénnen dann mehr Flimmerwellen im Vorhof kreisen und
desto geringer ist demzufolge die Chance, dal} alle Flimmerwellen gleichzeitig
ausgeldscht werden.® 117106

Daraus ergibt sich ein moglicher Therapieansatz: Substanzen, die die
Wellenlange vergroRern (Erhohung der Leitungsgeschwindigkeit und/oder
Verlangerung der Refraktarzeit), verringern die Anzahl der Flimmerwellen und
vergroRern gleichzeitig die Wahrscheinlichkeit, daf® alle Wellen gleichzeitig auf
refraktares Myokard stol3en.

FUr Substanzen wie Flecainid, DL-Sotalol und Ambasilide konnte gezeigt
werden, dal} diese bei schneller Vorhofaktivierung die atriale Wellenlange

verlangern und damit antiarrhythmisch wirken.'3%131:13°

1.3.8.2 Die Initiation von Vorhofflimmern

Unter bestimmten Bedingungen koénnen folgende Faktoren Ausloser von
akutem Vorhofflimmern sein®:

e Vegetative Stimulation sowohl sympathisch als auch parasympathisch

e Bradykardie

e Vorzeitige Erregung des Vorhofes durch ektope Foci

e Atriale Tachykardien

e Akzessorische atrioventrikulare Bahnen

e Akute (Uber-)Dehnung des Vorhofs

In der Pulmonalvenenwand wurden Auslaufer von atrialem Gewebe identifiziert,

die dem Myokard im Bereich des Koronarsinus und den atrioventrikularen
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Klappen ahneln. Unter normalen Bedingungen zeigt dieses Gewebe synchrone
elektrische Aktivitat, aber durch akute Uberdehnung oder bei einer atrialen
Tachykardie kdnnen sich dort verzdgerte Nachdepolarisationen entwickeln.?’ In
Experimenten konnte gezeigt werden, dal® dann Impulse aus diesen einzelnen
Foci ausgehen und sich im Rest des Vorhofs ausbreiten kénnen.*> Anatomische
Hindernisse, Narben oder refraktare Myokardareale fihren zur Aufsplitterung
der Flimmerwelle und zur Bildung neuer, multipler Flimmerwellen.?" "

Einmal ausgeldst, kann die Vorhofflimmerepisode nur von Kurzer Dauer sein.
Bleiben die auslésenden Faktoren jedoch bestehen, verlangert sich diese und
ab einem gewissen Punkt persistiert das VHF sogar ohne diese Trigger.'*®%
Auch wird die Kardioversion und die Pravention von erneutem VHF um so
schwieriger, je langer eine Episode besteht (,AF begets AF*'%).

Ursachlich hierfir kdnnte das elektrische und strukturelle ,Remodeling“ sein,
morphologisch gekennzeichnet durch eine Dilatation des Vorhofs und elektrisch
durch eine Verkirzung und zunehmende Dispersion der atrialen effektiven
Refraktaritat.” Dies erleichtert das Entstehen von multiplen Reentry-Kreisen.

Die Faktoren, die letztlich das permanente, nicht in Sinusrhythmus

konvertierbare Vorhofflimmern verursachen, sind noch nicht bekannt.®

1.3.8.3 Folgen des Vorhofflimmerns

1.3.8.3.1 Die atriale Fibrosierung

Bei Hunden, bei denen Vorhofflimmern durch eine experimentell erzeugte
atriale Volumenbelastung induziert wurde, zeigte sich eine ausgepragte
interstitielle Fibrose in Verbindung mit Makro-Reentry und Flimmerwellen.”

Eine Eigenschaft der zunehmend fibrosierten Myokardareale ist die
verlangsamte elektrische Leitfahigkeit, dies wird durch sogenannte ,Zick-Zack"-
Bahnen, welche die Erregungswelle durch diese Gebiete durchlaufen muf,

verursacht.*
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1.3.8.3.2 Die elektrischen Veranderungen

Kennzeichnend fur Vorhoffimmern sind einerseits die Abnahme der
Aktionspotentialdauer und die Senkung des Membranpotentials der
Plateauphase des Aktionspotentials.*”*® Dies fiihrt dazu, daR die Anpassung an
schnelle Anderungen der Herzfrequenz verringert und die Gefahr friihzeitiger
Depolarisationen erhoht ist.*” Desweiteren ist in einem chronisch veranderten
Vorhof das Ruhemembranpotential an sich weniger negativ und damit naher am
Schwellenpotential fur die Auslésung eines Aktionspotentials. Ferner ist die
schnelle Phase 1 Depolarisation verlangsamt.®

Die Ursache hierfur wird auf der Ebene der lonenkanale gesucht.
Untersuchungen beim Menschen zeigten eine Verminderung der Amplitude von
lo1'?®", eventuell auch von Ik,  (hierzu gibt es widerspriichliche
Angaben'12%13 " siehe auch Kapitel 1.2.4.2.3). Gesichert ist bei chronischem
Vorhofflimmern auch eine Reduktion des L-Typ Calciumkanals'>%*%* der ja fiir
die positive Plateauphase des Aktionspotentials verantwortlich ist. Ferner findet
sich eine Erhdhung der Amplitude der Einwartsgleichrichterstrome Ixs und
lkach. > Die Summe dieser Verdnderungen von Ein- und Auswartsstrémen
erklart die typischen Veranderungen der Aktionspotentialmorphologie

(erniedrigte Plateauphase, schnellere Repolarisation).

1.3.8.3.3 weitere Folgen

Neben den elektrischen Veranderungen kommt es auch zu metabolischen und
humoralen Anderungen. 7%

Die Zugbelastung auf Myozyten durch die atriale Volumenbelastung fuhrt in
weniger als einer halben Stunde zum Anschalten bestimmter Genprogramme,
die Hypertrophie und eine verdnderte Aktionspotentialdauer initiieren.®
Regional wird die Synthese von Angiotensin Il erhoht, was wiederum zu einer
Myozytenhypertrophie fiihrt''® Angiotensin Il erhéht ferner den L-Typ Ca?*-
Strom (IcaL) und verringert den transienten Auswartsstrom Iy 1, was die

elektrische Dispersion des Vorhofs weiter begiinstigt.®
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Wahrend Vorhofflimmern tritt im Vorhof Mangel an Energiereserven (ATP), eine
metabolische Azidose®” und eine Senkung des Sauerstoffpartialdruckes® ein.
Die a1c-Untereinheit des menschlichen L-Typ Calciumkanals wird durch eine
klinisch relevante Senkung des Sauerstoffpartialdruckes gehemmt.® Dies wird
als madgliche Erklarung von postkardiochirurgischem  Vorhofflimmern
angesehen, bei denen monophasische Aktionspotentiale bei diesen Patienten
eine verringerte Dauer haben.'® Faktoren, die also eine atriale Hypoxie und
oder Ischamie provozieren und somit Ica. hemmen, kdnnen also ein Ausloser
fur Vorhofflimmern sein.

Ferner ist der Redox-Zustand der Zellen altersabhangig. Deshalb kdnnte eine
verringerte Energiereserve auch zu der Haufung des Vorhofflimmerns im Alter

beitragen.®

1.3.9 Die Therapieprinzipien

Das entscheidende Therapieprinzip ist die Behandlung der Grundkrankheit, die
das Vorhofflimmern verursacht (Kapitel 1.3.4). Erst in zweiter Linie kommen
Antiarrhythmika in Frage, die entweder zu einer Konversion in den
Sinusrhythmus fuhren oder der Kontrolle der Ventrikelfrequenz dienen. Auch

besteht die Moglichkeit einer interventionellen Therapie.

1.3.9.1 Die Therapie durch Antiarrhythmika

1.3.9.1.1 Einteilung der Antiarrhythmika

Antiarrhythmika werden klassischerweise, wie zuerst von Vaughan-Williams
und Singh vorgeschlagen, nach lhrer vorherrschenden Wirkung auf Natrium-,
Calcium- und Kaliumkanale oder B-adrenerge Rezeptoren eingeteilt. Die neuere
Silician Gambit Einteilung'™* beriicksichtigt die Dissoziationsrate des Blockers
vom Kanal bzw. die Geschwindigkeit der Erholung vom Block. Abbildung 9

vereinigt diese beiden Klassifikationen.
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ANTIARRHYTHMIC DRUG ACTIONS

Veusrr DRUG CHANNELS| RECEPTORS | Clinical Effects ECG
oo Na [Ca| K | a | B [achaad s vl ]| Changes
Quinidine ) ®) o & O A
A {|Procainamide o e B ..J._
Disopyramide (Norpace) | o S O u 'S -
B { Lidocaine (Xylocaine) O O O ﬂA ﬁB
Mexietine (Mexiti) @) O O
¢ ||Propafenone Rythmoll | @ © O u 10 C
Flecainide (Tambocor) @ o @)
II |B adrenergic antagonists ° Ol o .,J'_,\
Bretylium (Bretylol) A A Ol 1.0
[1] [Sotalol (Betapace) ® ® | 1 O
Amiodarone (Cordarone) |O O @ |© O © (O I @ i
loutilice (Corvert) A ® O
I\ Verapanil (Calan, lsoptin) & O u @)
Diltiazem (Cardizem) O O il O
Misc |Adenosine (Adenocard) AlO 1 O .4[_/\
Rel';' t%ggggsltzncy I\= Agonist
Qow Qroswatzgy rin A: Agonist/Antagonist

Abbildung 9 : Modifizierte Sicilian Gambit Klassifikation der Antiarrhythmika'",
die auch die “traditionelle” Vaughan-Williams Einteilung berucksichtigt. Die
Natrium-Kanal Blocker sind, aufgrund unterschiedlicher Wirkungen auf den
QRS Komplex bzw. die QT Zeit, in die Gruppen A, B und C unterteilt. Die
Wirkorte (Natrium-, Kalium oder Kalziumkanal, a-, B-adrenerger, cholinerger
oder Adenosinrezeptor ) der einzelnen Pharmaka sind in der obersten Zeile
angegeben. Die nachste Spalte vergleicht die klinische Wirkung der
Substanzen wie Proarrhythmogenitat, Effekt auf den linken Ventrikel,
Herzfrequenz oder extrakardiale Wirkungen. Rechts wird die Wirkung der
Pharmka auf das Oberflachen EKG dargestellt, der jeweilige Wirkzeitpunkt ist
unterstrichen. Die Wirkweise (Agonist / Antagonist) bzw. die relative
antagonistische Potenz ist mit unterschiedlichen Symbolen gekennzeichnet. Die

Anzahl und Richtung gibt die Wirkung und das Ausmal der Wirkung an.
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1.3.9.1.2 Antiarrhythmika zur Therapie des VHF

Aktuell werden zur Therapie des VHF Antiarrhythmika der Klasse Ia, Ic, I, Il
und IV verwendet.

Diese Substanzen fuhren entweder zur Konversion in den Sinusrhythmus
(Klasse Ic und Ill) oder zu einer Kontrolle der ventrikularen Frequenz bei

weiterbestehendem VHF (Klassen IlI-1V, auch Digitalis).

1.4 Probleme bei der Therapie mit Antiarrhythmika

Ein Problem bei der Therapie mit Antiarrhythmika ist, dal} diese unter
bestimmten Bedingungen selbst Herzrhythmusstérungen auslésen kdnnen, wie
in klinischen Studien wie beispielsweise der CAST-Studie'® fiir die Ic
Medikamente Encainid oder Flecainid oder in der SWORD-Studie'®® fiir d-

Sotalol (Klasse Ill) gezeigt werden konnte.

1.4.1 Torsade de pointes

Eine Verlangerung der Repolarisation durch Klasse IIl Antiarrhythmika kann vor
allem zur Entstehung von sogenannten Torsade de pointes Arrhythmien fuhren,
bei einer Therapie mit beispielsweise d-Sotalol (dosisabhangig mit einer
Inzidenz von bis zu 3,5 %°2) oder aber auch bei den neueren Substanzen
Dofetilid (Diamond-CHF und DIAMOND-MI Studie) und Azimilid."” Diese
Herzrhythmustérung tritt auch bei angeborener (zum Beispiel Jervell/Lange-
Nielsen Syndrom) wie auch bei erworbener® Verlangerung des QT-Intervalls
auf.

Als Ursache wird zum einen das Entstehen von frihen Nachdepolarisationen,
zum anderen eine gesteigerte Dispersion der Repolarisation in verschiedenen

Myokardarealen angesehen.>?
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1.5 Der vorhofspezifische Klasse lll antiarrhythmische Effekt
durch selektive Kv1.5-Blockade

Der funktionelle Kv1.5-Kaliumkanal scheint nur im Vorhof exprimiert zu sein
(Kapitel 1.2.4.2.3.3). Dieser Kanal sollte also der optimale Angriffspunkt flr ein
Antiarrhythmikum zur Behandlung von Vorhofflimmern sein, seine selektive
Blockade sollte spezifisch die Repolarisation im Vorhof verlangern und keine
Wirkung auf den Ventrikel zeigen.

Mit Hilfe einer Computersimulation konnte gezeigt werden, dal} sich theoretisch
die Aktionspotentialdauer durch eine 90 %ige Ik.-Blockade nur bei einer durch
chronisches Vorhofflimmern ,remodellierten® Zelle verlangern sollte, bei einer
Zelle mit ,normaler” lonenkanalausstattung sollte die Aktionspotentialdauer
jedoch unverandert bleiben.?*%

Die Aktionspotentialdauerverlangerung durch eine 90%ige Blockade der
anderen beiden verzdgerten Gleichrichter Ixs und Ix ist zwar viermal groBer?*°,
aber diese Kanale werden eben sowohl im Vorhof als auch im Ventrikel

exprimiert.

Theoretisch scheinen Substanzen, die Kv1.5 selektiv blockieren, also geeignet,

um Vorhofflimmern zu terminieren.

1.6 Antiarrhytmika mit Wirkung auf Kv1.5

Eine Reihe von Antiarrhythmika weisen einen hemmenden Effekt auf den
Kaliumkanal Kv1.5 auf. So blockieren beispielsweise die Calciumkanalblocker

|134

Mibefradil®®, Verapami und Nifedipin™*? diesen Kanal. Auch Perhexilin

vermindert die Kv1.5 Stromamplitude von humanen Vorhofzellen'™, ebenso

d"* oder Propafenon.®®'"® Jedoch weisen all

Chinidin, Ambasilid und Flecaini
diese Substanzen, zum Teil in wesentlich geringeren Konzentrationen, auch
Effekte auf andere lonenkanale, die sowohl im Vorhof als auch im Ventrikel

exprimiert werden, auf.
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Das ,ideale* Antiarrhythmikum zur Behandlung von Vorhoffimmern sollte
jedoch keine oder nur geringe Wirkung auf die Hauptkammer zeigen — es sollte
,vorhofselektiv® oder zumindest stark ,vorhofpraferentiell® sein - um
.ventrikulare® Nebenwirkungen wie beispielsweise die in Kapitel 1.4.1
beschriebenen Torades de pointes zu minimieren. Die Anwendung der
erwahnten unselektiven lonenkanalblocker bringt diese Gefahr mit sich,
moglichst selektive Blocker von hKv1.5 jedoch konnten diese verhindern oder

zumindest verringern.

1.7 Die neue antiarrhythmische Substanz AVE 0118

Ausgehend von den in Kapitel 1.5 und Kapitel 1.6 diskutierten Punkten wurde
die neue antiarrhythmische Substanz AVE 0118 entwickelt. In Experimenten mit
Xenopus Oocyten und mit CHO-Zellen konnte gezeigt werden, dal3 AVE 0118
ein potenter Inhibitor des heterolog exprimierten Kv1.5 Kanals ist (siehe unten,
Aventis Pharma, Frankfurt, unpublizierte Daten).

Bei in vivo-Experimenten mit anasthesierten Schweinen®’ stellte sich heraus,
dald sich die linksatriale effektive Refraktarzeit bei einer Dosis von 0.5 mg/kg
um 30 Prozent verlangert, ein Effekt vergleichbar mit dem von Amiodaron (5
mg/kg). Die korrigierte QT-Zeit verlangerte sich in diesen Experimenten nach
Gabe von AVE 0118 (1mg/kg) nicht signifikant, ein Zeichen dafir, dal die
Substanz auf ventrikularer Ebene nur wenig wirkungsvoll ist. Ferner konnte
durch Gabe von AVE 0118 (0,5 mg/kg) die Induzierbarkeit von
supraventrikularen Tachyarrhythmien (programmierte atriale Stimulation 400S2)
um 100 % verringert werden. Dieser Effekt ist viel ausgepragter als bei anderen
in diesem Experiment verwendeten Substanzen (Amiodaron, Dofetilid, Azimilid).
Nur Amiodaron (5mg/kg) war ahnlich effektiv (75 prozentige Reduktion).
Untersuchungen mit Ziegen zeigten, dal® auch hier die atriale Refraktarzeit
durch AVE 0118 verlangert wird. Die prozentuale Steigerung der Refraktarzeit
war bei Ziegen mit experimentell induziertem Vorhofflimmern von 48 h Dauer

signifikant groRer als bei den Kontrolltieren. Die atriale Aktionspotentialdauer
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bei Tieren mit persisitierendem Vorhofflimmern (82 h) wurde verlangert, ohne
daR sich das RR-Intervall oder die QT Zeit im Oberflichen EKG &nderte."”

AVE 0118 wurde auch an CHO Zellen und an Vorhofzellen des Meerschweins
untersucht*®. AVE 0118 verringert den NettoladungsfluR durch hKv1.5 in CHO
Zellen mit einer 1Cso von 0,9 umol/l. hKv4.3+Kchip2S (=l 1) wurde ebenfalls
blockiert (ICso von ungefahr 6 umol/l), wobei die Inaktivierung des Kanals
deutlich beschleunigt wurde.

Beim Schwein wurde durch die Blockade von |y, 1 ebenfalls dessen Inaktivierung
beschleunigt, die IC50 flr Verringerung des NettoladungsfluBes durch den
Kanal lag hier bei 0,7 uymol/l. Die nachhaltige (,sustained“) Komponente des
Stromes (Kv.1.5 bzw. ein unspezifischer Kanal) wurde bei hohen
Konzentrationen von AVE 0118 (100 pmol/l) nur um 47% gehemmt. Der
Acetylcholin aktvierte Kaliumstrom wird mit einer IC50 von 4,1 pmol/l gehemmt.
Auf lxq (atriale Zellen des Schweins), Ik, Iks und den L-Typ Calcium Kanal
(aufgezeichnet bei ventrikularen Myozyten des Meerschweinchens) zeigten sich
keine Effekte von AVE 0018 auf diese Strome.

In dieser Arbeit soll die Wirkung von AVE 0118 auf die lonenstrome Ik, lio,1 und

Ik1 in isolierten humanen atrialen Myozyten untersucht werden.

31



32



2 Material und Methodik
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2.1 AVE 0118

Die in dieser Arbeit verwendete neue antiarrhythmische Substanz AVE 0118
wurde freundlicherweise von Aventis Pharma Frankfurt zur Verfugung gestellt.
Das Molekulargewicht von des Biphenyls AVE 0118 betragt 479,6 g/mol
(Abbildung 10).

Zum Zeitpunkt der Drucklegung dieser Arbeit ist es leider
aus patentrechtlichen Grunden nicht mdglich, die
Strukturformel von AVE 0118 hier zu verdffentlichen.

Abbildung 10 : Die chemische Struktur von AVE 0118.

Das Loésungsmittel fir AVE 0118 zur Produktion von Stammldsungen besteht je
zur Halfte (Volumen/Volumen) aus DMSO und 99% Ethanol.

Zur Herstellung einer 10 mmol/l Stammlésung wurden 4,796 mg der Substanz
in 1 ml Ldsungsmittel geldst, niedrigere Konzentrationen wurden durch
Herstellung einer Verdunnungsreihe gewonnen. Fur die Herstellung der 30
mmol/l bzw. 100 mmol/l Stammlosung wurden direkt 14,388 mg bzw. 47,960
mg eingewogen und im Losungsmittel gelost,

Je 50 yl der Stammlésung in der zu untersuchenden Konzentration wurden kurz

vor den Versuchen in 50 ml Tyrode (Kapitel 2.2.2, Tabelle 2e) geldst.
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2.2 Zellgewinnung

Die Zellen wurden aus Gewebeproben (rechtes Herzohr) gewonnen, die
wahrend  Herzoperationen  mit  extrakorporaler  Zirkulation  (ACVB,
Mitralklappenersatz) anfielen. Alle Patienten haben im Rahmen der
Operationsaufklarung zugestimmt, das eventuell wahrend der Operation
anfallende Gewebeproben fur wissenschaftliche Zwecke verwendet werden
durfen. Ein positives Votum der Ethikkommission der Universitat Tuibingen lag

vor.

2.2.1 Patientencharakteristika

Fir die Untersuchungen wurden Proben von insgesamt 27 Patienten
verwendet. Davon waren lediglich vier Personen weiblich. Zum Zeitpunkt der
Operation waren die Patienten im Mittel 67,748,7 Jahre alt.

Tabelle 1 (Seite 36) zeigt ferner eine Ubersicht der von den Patienten

eingenommenen Medikamente.

2.2.2 Verwendete Losungen und Substanzen

Tabelle 2 (Seite 37) zeigt eine Ubersicht der bei der Zellisolation und bei den

Patch-Clamp Experimenten verwendeten Substanzen.
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KHK Klappenvitium
kardiale Grunderkrankun 25 2
mannlich weiblich

Geschlecht 23 4

r

absolut Prozent

-Blocker 18 67%
Calciumkanalblocker (Non-Dihydropyridin) 7 26%
Calciumkanalblocker (Dyhydropyridin) 3 11%
ACE Hemmer 19 70%
AT1-Rezeptor-Blocker 2 7%
Digitalis 1 4%
Antianginosum 16 59%
Diuretikum 9 33%
HMG-CoA Reduktase Inhibitor 13 48%
Gerinnungshemmer 21 78%
Psychopharmakon 4 15%
Magenprotektivum 11 41%
Urikostatikum 4 15%
Schilddrisenhormon 2 7%

Tabelle 1 : Die Charakteristika der Patienten, aus deren Herzohr Myozyten

isoliert wurden.
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a.) b.)
KB Lésung Kardioplege Lésung
Substanz ¢ [mmol/I] Substanz ¢ [mmol/I]
KCI 20 KH,PO, 50
KH,PO, 10 MgSO, 8
Glucose 25 HEPES 10
Mannitol 40 Adenosin 5
Albumin 0,10% Glucose 140
L-Glutaminsaure 70 Mannitol 100
B-Hydroxy-Buttersaure 10 Taurin 10
Taurin 20
EGTA 10
pH 7,35 pH 7,35
titriert mit KOH titriert mit KOH
c.) d.)
EIM/EGTA Lésung Pipetten Lésung
Substanz ¢ [mmol/I] Substanz ¢ [mmol/I]
NaCl 137 GTP (Lithium Salz) 0,1
KH,PO, 5 DL-Aspartat (Kalium Salz) 110
MgSO, 1 KCI 20
Glucose 10 MgCl, 1
Hepes 5 Mg”*-ATP 5
Taurin 10 HEPES 10
EGTA (nur in EGTA L6sung) 0,1 EGTA 5
Phosphokreatinin 5
IpH 7,35 pH 7,35
ftitriert mit NaOH titriert mit KOH
e.) f)
Tyrode lonenkanalblocker in Tyrode
Substanz ¢ [mmol/I] Substanz ¢ [mmol/I]
NaCl 126 lkur Aufzeichnung
KCI 54 CdCl, (Icay) 0,2
MgCl, 0,8 BaCl, (lk1) 1
CaCl, 1 Atropin (I ach) 0,001
NaH,PO, 0,33 TEA (Ik) 1
Hepes 10 lio 1/lk1 Aufzeichnung
Glucose 5,5 Nisoldipin (Icay) 0,001
H 7,35 Dofetilide (Ix,) 0,001
I‘Etriert mit NaOH

Tabelle 2: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Ldsungen. (c=

Konzentration)




Tabelle 2a: Die KB (,Kraftbihe“)-Losung wurde fir die Aufbewahrung der

Zellen nach dem Verdauungsvorgang verwendet.

Tabelle 2b: Die kardioplege Lésung wurde fur den Transport des

Herzgewebes aus dem OP in das elektrophysiologische Labor bendtigt.

Tabelle 2c: In der EIM Losung wurden die Verdauungsenzyme Kollagenase und
Protease geldst. Die EGTA-LAsung gleicht von der Zusammensetzung der EIM
Ldsung, zusatzlich wurde hier jedoch noch 0,1 mmol/l des Komplexbildners
EGTA zugegeben. Diese Lésung wurde zum Waschen des Herzohres vor dem

Verdauungsvorgang verwendet.

Tabelle 2d: zeigt die Zusammensetzung der in diesen Versuchen

verwendeten Pipettenldsung.

Die obigen Substanzen wurden in groReren Menge hergestellt, alliqoutiert, in

den jeweiligen Portionen bei -20°C tiefgefroren und bei Bedarf aufgetaut.

Tabelle 2e: Die Tyrodelosung wurde wahrend der Versuche kontinuierlich in
das Zellbad eingewaschen. Sie wurde am jeweiligen Versuchstag aus einer
zehnfach konzentrierteren Stammlésung durch Verdinnung mit zweifach

destilliertem Wasser gewonnen.

Tabelle 2f:  Zur Blockade von lonenstromen, die mit dem jeweils zu
messenden Strom interferieren konnten, wurden verschiedene Substanzen
verwendet. Wahrend der Aufzeichnung von lgs/lkur wurde Ica L mit CdCly, Iks mit
BaCly, k1 mit TEA und Ikach mit Atropin blockiert. Wang und Kollegen haben
gezeigt, dal® diese Interventionen keinen EinfluR auf die Ik, Messung
haben.'3134135 Bej den Experimenten, bei denen I, 1 beziehungsweise Ik, der
zu messende Strom war, wurde Nisoldipin zur Blockade des L-Typ

Calciumkanals und Dofetilide zur Blockade von Ik, verwendet."
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2.2.3 Materialgewinnung

2.2.3.1 Operationsaal und Transport in das Labor

Nach der Abtrennung des Gewebsstiuckes vom rechten Herzohres durch den
Operateur wurde dieses sofort fur den Transport ins Labor in eine kardioplege
Ldsung (Kapitel 2.2.2, Tabelle 2b) gegeben.

Die Dauer des Transportes der Gewebeprobe vom Operationssaal zum Labor
dauerte durchschnittlich circa 7 Minuten. Im Labor angekommen, wurden die
Zellen bis zur Isolation ca. 2 Minuten mit 100 % Sauerstoff begast.

In dieser Zeit wurden die Isolationslésungen hergestellt.

2.2.3.2 Herstellung der Verdauungslosungen

In 30 ml EIM-Lésung (siehe Kapitel 2.2.2, Tabelle 2¢) wurden 30 uyg Albumin
gelost. Zur Verdauung des Gewebes wurden dann ca. 15 ug Kollagenase Typ 5
(Sigma C9269) hinzugegeben (Verdauungslosung 2). Von dieser Ldsung
wurden dann 5 ml entnommen, in der dann nochmals ca. 5 ug Kollagenase und

ca. 5 ug Protease (Sigma) geldst wurden (Verdauungslosung 1).

2.2.3.3 Gewebeprobenaufbereitung

Das Gewebestick wurde von Fett- und Perikardresten gesaubert. Ferner
wurden einige Inzisionen in die Probe geschnitten, damit die Oberflache des
Herzohres mdglichst grol3 ist und die Kollagenase bzw. die Protease das
Gewebe besser angreifen kann.

Kurz vor dem Beginn der enzymatischen Verdauung wurde das bearbeitete
Gewebestick noch in einer EGTA-Lésung (Kapitel 2.2.2, Tabelle 2c)

gewaschen und von Calcium befreit.

2.2.3.4 Verdauungsschritt 1

Zunachst wurde die Probe fur 30 Minuten in die Verdauungslosung 1 gegeben.

Das Behaltnis wurde standig in einem Wasserbad (37°C) bewegt.
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Nach 30 Minuten wurde die Verdauungslosung 1 abgegossen und unter dem
Mikroskop beurteilt. In der Regel fanden sich in dieser nur Gewebsdetritus,

Fettreste und Erythrozyten, so dal} sie verworfen wurde.

2.2.3.5 Verdauungsschritt 2

Sofort wurde das Herzohr in 5 ml Verdauungslésung 2 und wieder zurtck in
das Wasserbad gegeben. Nach ca. 15 Minuten wurde erstmals ein Tropfen der
Verdauungslosung entnommen und auf potentiell vorhandene vitale Myozyten
unter dem Mikroskop untersucht.

Als Kriterien fur vitale Myozyten galten: rechteckig, nicht granuliert und gut
sichtbare Querstreifung.

Waren in dem entnommenen Tropfen Myozyten, die den obigen Kriterien
entsprachen, so wurde die gesamte Zellsuspension abgegossen. In das
Behaltnis mit der Gewebeprobe wurden wieder 5 ml neue Verdauungsldésung 2

gegeben und in dieses Bad zurtickgestellt.

2.2.3.6 Stoppen der enzymatischen Verdauung

Zur gewonnen Zellsuspension wurden dann 5 ml KB-Losung (Kapitel 2.2.2,
Tabelle 2a) gegeben, um die Aktivitat der Kollagenase durch Verdlinnung zu
mindern. Die Zelllbsung wurde dann unmittelbar darauf in den Kuihlschrank
(+4°C) gestellt. Diese Malnahme verringert zum einen die Aktivitat des
Verdauungsenzyms weiter, zum anderen ,uUberlebten® die Zellen langer, wenn
sie erst unmittelbar vor den Versuchen auf Raumtemperatur gebracht wurden.
Der Verdauungsvorgang konnte auf diese Weise jedoch nur deutlich
verlangsamt, nicht aber angehalten werden. Dies hatte zur Folge, das die
isolierten Zellen nur circa sechs bis sieben Stunden verwendet werden konnten,

danach waren sie ,uberverdaut® und starben ab.
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2.2.3.7 Weiteres Vorgehen

Der Verdauungsschritt 2 (Kapitel 2.2.3.5) wurde dann circa alle 5 Minuten
wiederholt, um mehrere Zellisolate zu gewinnen. In der Regel waren die Zellen

nach 25 Minuten Verdauung in Losung 2 am besten verwendbar.

2.3 Aufzeichnung der lonenstrome

Zu Beginn des Versuches wurden einige Tropfen der Zellsuspension in das
Bad der Patch-Clamp-Apparatur gegeben. Dann wurde dieses mit Tyrode
(ohne Blocksubstanzen, Kapitel 2.2.2) gefullt. Damit die Zellen absinken
konnten und am Boden des Bades adharierten, wurde danach einige Minuten

gewartet.

Abbildung 11: Glasspritze fur die Patch-Clamp Experimente.

Eine Mikropipette wurde in die Patch-Clamp-Apparatur eingespannt und mit
Hilfe einer Glasspritze (Abbildung 11) in ihr ein leichter Uberdruck erzeugt,
damit nach Eintauchen in die Badlosung keine Zelltrimmer in sie gesaugt
werden.

Daraufhin wurde eine geeignete Zelle ausgewahlt (Kriterien siehe Kapitel
2.2.3.5) und die Pipettenspitze mit Hilfe des Mikromanipulators dieser
angenahert. Unmittelbar vor dem Aufsetzen der Pipette auf die Zelle wurde am

Verstarker das Nullpotential eingestellt. Wenn zwischen offener Pipette und
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Erdelektrode kein Strom flie3t, so wurde dies als besagtes Nullpotential
definiert.*®

Die Pipette wurde dann vorsichtig auf die Zelle aufgesetzt. Der Uberdruck in der
Pipette wurde im folgenden abgelassen, was meistens dazu fuhrte, daf} sich ein
Gigaseal ausbildete. Sollte dies nicht geschehen sein, wurde noch vorsichtigst
mit Hilfe der Glasspritze ein kleiner Unterdruck in der Pipette angelegt, bis sich
der Gigaseal ausbildete.

Da durch das Aufsetzen der Pipette die Membran etwas instabil wird, wurde
nach dem Aufsetzen wiederum einige Minuten gewartet, damit sie sich vom
pipettenbedingten Scherstress ,erholen® konnte.

Die kapazitiven Artefakte von Pipette, Pipettenhalter und Zellmembran wurden
nun mit Hilfe des Verstarkers kompensiert.

Durch vorsichtiges Ziehen an der Glasspitze wurde schlie3lich versucht, die
Zellmembran zu rupturieren, ohne den bestehenden Gigaseal wieder zu 6ffnen.
Die Zerstorung des Gigaseals fuhrte dazu, dal} der Versuch an dieser Zelle
beendet werden multe.

Die Rupturierung von humanen Vorhofzellen erwies sich als sehr schwierig,
weil diese Zellen sehr empfindlich waren. Bei nur etwa 1% der ,gesealten”
Zellen gelang dies ohne einer Zerstorung des Gigaseals.

Nach erfolgreicher Rupturierung der Zellmembran wurde einige Minuten
gewartet, damit sich die Membran wieder stabilisieren konnte.

Wahrend dieser Zeit wurde mit langsamem FlulR Tyrode, die die
lonenkanalblocker fur die nicht zu messenden Strome enthalt (Kapitel 2.2.2,
Tabelle 2f), eingewaschen.

Mit Hilfe des Verstarkers wurden der Serienwiderstand und die
Membrankapazitat der Zelle optimiert (siehe auch Kapitel 2.4).

Nach der Aufzeichnung der Kontrollstrome wurde AVE 0118 mindestens 5
Minuten eingewaschen, bevor die Hemmstrome aufgezeichnet wurden. Die
Ldsungsmittelkonzentration (DMSO/Ethanol) im Bad betrug bei allen
Experimenten 0,1 Vol%. Wenn sich zwei hintereinander aufgezeichnete Strome
bis auf die methodisch bedingte Schwankung der Stromstarke nicht mehr

unterschieden, wurde ein steady state des Blockes angenommen. Der letzte
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aufgezeichnete Strom wurde fiur die Auswertung verwendet. Danach wurde
AVE 0118 ausgewaschen und es wurden nach ungefahr 10 Minuten wieder die

Strome aufgezeichnet, um die Reversibilitat des Blockes zu evaluieren.

2.3.1 Aufzeichnung von lg,s/ lyr

lsus/lker  wurde mit einem  Standardpulsprotokoll fir diesen  Strom

aufgezeichnet.133,134,73,36,141

1s L +50 mV
+40 mVe-ooaeoo - .

_____ : L |\-50 mV

Abbildung 12: Pulsprotokoll zur Aufzeichnung von lsys/lkur. VOm Haltepotential
(-50 mV) wird die Zelle fur 1 Sekunde auf +40 mV depolarisiert, li, 1 inaktiviert
dadurch vollstiandig.”®® Nachdem die Zelle fir 10 ms wieder auf -50 mV
geklemmt wird, werden die Teststrome durch Depolarisation der Zelle auf
verschiedene Potentiale zwischen —40mV und +50 mV induziert. Abschlieend
wird die Zelle Kurz auf —40 mV gehalten, um tail-Strome aufzuzeichnen.
Danach wird die Zelle wieder auf das Haltepotential (-50 mV) geklemmt. Die

Pulsfrequenz betrug 1 Hz.

Ik wurde mit 1 mmol/l TEA, Iks mit BaCl, (1 mmol/l), IcaL mit 200 pmol/l CdCl,
und lxach mit 1 pmol/l Atropin blockiert. Die Aufzeichnung wurde bei
Raumtemperatur durchgefuhrt (Kapitel 2.2.2).

Bei dem in Abbildung 12 dargestellten Pulsprotokoll resultieren die in Abbildung

13 gezeigten Strome. In allen weiteren Stromgrafiken werden aus Grinden der
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Ubersichtlichkeit nur die lsus/lkar Stréme gezeigt, auf die Darstellung des

Prapulses zur Inaktivierung von li, 1 wird verzichtet.

1s 100 ms
A MV srsm e SE S S o +50 mV

=ik L -50 mv

800 -
Ito1 IKur

700 ~

600 -

Strom [pA]
M w B w
[ o o o
(=] o (=] o

100 -

1 I I 1 T 'I ) 1

-200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Zeit [ms]

Abbildung 13: Originalregistrierung einer lss/lkur Aufzeichnung

2.3.1.1 Die Stromamplitude am Ende des Testpulses (ls,s) setzt sich aus
lkur Und einem unspezifischen Kationenkanal zusammen

In einer Arbeit von Crumb und Kollegen® wurden native humane Vorhofzellen
mit 10 mmol/l 4-Aminopyridin (4-AP) perfundiert. Diese Konzentration blockt Ik,
vollstandig.”™® Jedoch blieb bei diesen Experimenten am Ende des Testpulses
ein steady-state Strom erhalten, dessen Amplitude ungefahr 30 % vom
Kontrollstrom betrug. Nach weiteren Experimenten kamen die Autoren zum
Ergebnis, dal} es sich bei diesem Strom, der nach Superfusion von 10 mmol/l 4-

AP bestehen bleibt, um einen nicht selektiven Kationenstrom handelt.?®
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Der steady-state-Strom am Ende eines Testpulses (lsus)besteht also aus (1) lkur
und (2) einem unselektiven Kationenstrom (Abbildung 14).

Wenn keine weitere Reduktion von ls,s durch Erhdhen der Konzentration von
AVE 0118 erreicht werden konnte, wurde angenommen, daf} ein vollstandiger
Block von Ik, erreicht und die Ubrige Stromamplitude von lg,s durch den nicht

selektiven Kationenstrom verursacht wurde.

8 8 8

B 8

8

] ‘ Kontroll-Strom

Stromamplitude [pA]

30 pmol/l AVE 0118

3 888

nicht selektiver
Kationenkanal

[=]

0 S0 10 150 20
Zeit [ms]

Abbildung 14 Nach der Superfusion von 10 pymol/l AVE 0118 verringerte sich
der Kontrollstrom um circa 70 % (nicht dargestellt). Auch eine weitere Erh6hung
der Konzentration von AVE 0118 flihrte zu keiner weiteren Verminderung des
steady-state Stromes (hier : 30 pmol/AVE 0118 fuhrt ebenfalls zu einer
Hemmung von ungefahr 70 %, Details siehe Kapitel 3.2.1.1).Der nach dem
Einwaschen des Ik ,—Blockers noch vorhandene Reststrom ist ein nicht

selektiver Kationenkanal.?®
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2.3.1.2 Die untersuchten Parameter

2.3.1.2.1 Konzentrationsabhanigkeit des lx,-Blocks durch AVE 0118

Zur Erstellung der Konzentration/Wirkungs-Kurve des Ik, Blockes durch AVE
0118 wurde die Stromamplitude am Ende des Testpulses gemessen. Zur

Erstellung einer Konzentration/WirkungsKurve wurde eine Hill-Regression

verwendet :
a
f(x)= 1+ 10" (p=rK)
Formel 0-1 : Hill Regression zur Erstellung einer Konzentrations-/
Wirkungsbeziehung.

Dabei ist a die Hemmung bei der jeweiligen Konzentrationstufe, n der Hill-
Koeffizient, x die Konzentrationsstufe und k der Mittelpunkt der Kurve, wobei
px=-log(x) und pK=ECso=-log(K) ist.’

Die Signifikanz der ermittelten MelRwerte wurde mit Hilfe des gepaarten t-

Testes evaluiert.

2.3.1.2.2 Strom-/Spannungsbeziehung und Spannungsabhangigkeit

Zur Evaluation der Spannungsabhangigkeit wurden die Stromamplituden von
lsus (Einheit pA) in Stromdichten (Einheit pA/pF) umgerechnet. Dazu wurde die
jeweilige Stromamplitude durch die Zellkapazitat dividiert. Die Betrachtung der
Spannungsabhangigkeit von Igs 1Rt indirekt Schlisse auf die von Ik, zu, da
AVE 0118 bei den verwendeten Konzentrationen keinen Effekt auf den
unspezifschen Kationenkanal hat (Nach dem Einwaschen von 10 pymol/l und 30
pmol/l AVE 0118 andert sich der verbleibende Reststrom - also der
unspezifische Kationenkanal- nicht. Eine Effekt von AVE 0118 auf diesen Kanal
bei Konzentrationen grofer als 30 pmol/l kann aber nicht ausgeschlossen
werden). Auch hier wurde die Signifikanz der Mel3werte mit dem gepaarten t-

Test untersucht.
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2.3.2 Aufzeichnung von I 1

Iy wurde ebenso mit einem Standardpulsprotokoll

aufgezeichnet.™

200 ms

fir diesen Strom

40 m¥Y

I 30 ms
70 m¥

1000 ~
900 |
800 il
700 |
600 |

500
400 -

Strom [pA]

300
200
100 ~

|

m

hﬁhﬁ-—mﬁ e AR Ry gl Sl s THVE Sl
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e 70mV¥
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100

Zeit [ms]
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Abbildung 15: Originalaufnahme einer I, 1-Aufzeichnung.

das Pulsprotokoll zur Aufzeichnung von li 1.

Uber dem Strom
Vom Haltepotential (-70 mV)

wurde die Zelle fir 30 ms auf —40 mV depolarisiert, um die schnellen Na*-

Kanale zu inaktivieren. Es folgen die Testpulse, wobei die Zelle fur 200 ms auf

verschiedene Potentiale zwischen —40 mV und +70 mV geklemmt wurde.
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2.3.2.1 Untersuchte Parameter

Bei der Aufzeichnung von Il 1 wurden die in Abbildung 16 gezeigten MelRwerte
untersucht. Desweiteren wurde die zeitliche Abhangigkeit der li, 1 Blockade
durch AVE 0118 evaluiert (ohne Abbildung).

-[t-k]
fit)=a1‘*e T s

=]

o, 1
peak current

I

i

i

i

i

i

i

i

i

i

¥

.-________

Abbildung 16: Parameter, die bei der Auswertung von Il 1 bestimmt wurden.
Der |y 1-,peak current” als Differenz von grofter Amplitude und ,steady-state-

Strom (a), die Ladung [C], welche wahrend des Testpulses durch den

lonenkanal flief3t (j%) (b) und die Zeitkonstante t als Mal} fur die zeitliche

Inaktivierung des Kanals (c).
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2.3.2.1.1 Bestimmung des i, 1 ,peak current”

Der li 1 ,peak current® ist die Differenz zwischen der groRten Amplitude und
dem steady-state-Stroms am Ende des Testpulses, der ja Ik, und einem
unspezifischen Kationenkanal (Kapitel 2.3.1.1) entspricht. (Abbildung 16a).

2.3.2.1.2 Ladungsflu durch den offenen Kanal wéahrend eines Testpulses von
+50 mV

Zur Bestimmung der Ladung, der wahrend eines Testpulses von +50 mV durch

den lonenkanal fliel3t (Abbildung 16b), wurde wie folgt verfahren:

e Bestimmung der Amplitude des ,steady-state® Stroms am Ende des
Testpulses (lkur, unspezifischer Kationenkanal) und Subtraktion dieses
Wertes von jedem MeRpunkt. (Abbildung 17a.) und b.))

e |teration des resultierenden, gesamten Stromverlaufes (auf- und
absteigender Schenkel) mit einer Superposition von drei
Exponentialfunktionen:

—(t=k) —(t=k) —(t=k)

ft)=a,*e " +a,*e 7 +a,x*e

73

Formel 0-2: Formel zur lteration des Stromverlaufes von I 4

e Berechnung des Integrals % von t=0 ms bis 200 ms dieser Funktion.

Dieser Wert entspricht der Netto-Ladung, die wahrend des Testpulses durch

den |y 1 — lonenkanal flief3t.
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Abbildung 17 Verfahren zur Berechnung des Netto-Ladungsflul® durch Il 4
wahrend eines Testpulses (+50mV). a.) Originalstrom, b.) Subtraktion von Ik,
bzw. unspezifischer Kationenkanal und c.) Iteration des Stromverlaufes mit Hilfe

einer triexponentiellen Funktion
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Zur Erstellung einer Konzentration/Wirkungsbeziehung wurde Formel 0-1

verwendet.

2.3.2.1.3 Bestimmung der zeitlichen Inaktivierung von li 1

Zur Bestimmung der zeitlichen Inaktivierung von |y, 1 wurde wie folgt verfahren:

e |teration der Inaktivierung des lonenkanals mit Hilfe einer exponentiellen

Funktion erster Ordnung der Form

—(t=k)
f(t)=a*e * +c

Formel 0-3: Formel zur lteration der Inaktivierung des lip ¢ Stroms und zur

Annaherung des Einsetzens der |y, 1 Blockade (siehe Kapitel 2.3.2.1.4).

Die Inaktivierungszeitkonstante t dient als Mal} fur die Inaktivierung des
lonenkanals (Abbildung 16c), der Parameter k dient der Korrektur, da der

Stromverlauf nicht bei t=0 ms beginnt.

2.3.2.1.4 Zeitliche Abhangigkeit der |y, 1 Blockade

Zur Bestimmung der zeitlichen Abhangigkeit der Blockade wurden mit Hilfe des
Auswertungsprogrammes (Axon Clampfit) die Stromkurve bei einem
Tespotential von +50 mV nach dem Einwaschen durch die entsprechende
Kontrollkurve dividiert. Dann wurde der erhaltene Wert zu jedem Zeitpunkt von
1 subtrahiert, es resultierte eine Kurve, die Zeitabhangigkeit der |, 1 Blockade
darstellt. Diese wurde mit Hilfe einer monoexponentiellen Funktion (Formel 0-3)
angenahert, die resultierende Zeitkonstante t dient hier als Mal® fur die

Geschwindigkeit des Einsetzens der Blockade'*

, wobei jedoch auch beachtet
werden muld, dall die ,physiologische” Inaktivierung des Kanals (unabhangig

von AVE 0118) in diesem Modell nicht bertcksichtigt wird (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Ermittlung der Zeitkonstanten t als Mal} fur die zeitliche

Abhangigkeit der |, 1 Blockade. Nahere Erlauterungen im Text.
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2.3.3 Aufzeichnung von Ik,

Fir die Aufzeichnung von Ik wurde das folgende Spannungsprotokoll
verwendet (Abbildung 19):

+60mV 200ms
40 mV -40 mV
-120 mV

200ms

Abbildung 19: Aufzeichnung von ks . Ausgehend von einem Haltepotential von
—40 mV wurde die Zelle fir 200 ms auf verschiedene Membranpotentiale

zwischen —120 mV und +60 mV geklemmt.

Bei den Messungen von Ixq wurde Ica . mit 1 ymol/l Nisoldipin und I, mit 1 umol/I
Dofetilide blockiert. Ab ca. =30 mV ist mit Uberlagerungen durch andere
kardiale lonenstrome zu rechnen (li1, lsus/lkur). Deshalb wurden bei der
Auswertung nur die aufgezeichneten Strome von —-120 mV bis -30 mV

berlcksichtigt. Abbildung 20 zeigt eine Originalaufzeichnung von Ik .

200 200 -
—
E‘ 100 4 e <L 100
g e B
R T i ot e — e
@ 0 e et e e () 0 e —
ko) B 'g i
_é -100 < T = 00 e e e
= oy e o e e 4
g 20 T T £ 2004 e
© e © A -
€ 004 o € and i A
e Tl e e
5 400 - (7) 400
-500 4— . . . . 500
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Zeit [ms] Zeit [ms]

Abbildung 20: Originalaufzeichnung von Ik . Links vor dem Einwaschen,
rechts nach dem Einwaschen von 10 umol/l AVE 0118. Die kapazitiven

Artefakte am Beginn bzw. am Ende des Pulses wurden nachtraglich entfernt.
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2.4 Technisch bedingte Fehler bei der Messung im Whole Cell
Mode

Bei der Ganzzellableitung wird die Zelle durch ein vom Verstarker ausgehendes
Kommandopotential auf die gewtinschten Membranpotentiale depolarisiert bzw.
hyperpolarisiert. Der Verstarker ,injiziert® der Zelle hierzu, abhangig von der
aktuellen Membranleitfahigkeit, einen Strom. Diese Amplitude entspricht dem
Strom der durch die lonenkanale der Zelle flieRt.%

Um einige elektrisch bedingte Probleme bei der Ganzzellableitung zu erdértern,
ist es notwendig, sich den Versuchsaufbau als Schaltbild vorzustellen
(Abbildung 21).

Die Zellmembran einer ,idealen“ Zelle kann man etwas vereinfacht elektrisch
als einen Kondensator mit der Kapazitat Cy und einen dazu parallel
geschalteten Widerstand betrachten. Die Pipette kann man elektrisch als einen
Widerstand darstellen. Der Widerstand der Pipette ist zum einen vom
Durchmesser der Pipettendffnung (ein Parameter, der vom Experimentator
beeinflul3t werden kann) abhangog, zum anderen von Zellbestandteilen bzw.
Membranteilen, die wahrend des Versuches zwangslaufig in die Pipette
gesaugt werden. Diese beiden Komponenten (Pipette und Zellmembran) sind

elektrisch hintereinander geschaltet.

Pipette
Pipettenwiderstand
/// ”
Zellmembran Z
Membranfragmente

Membrankapazitat Cy,

Abbildung 21: Ersatzschaltbild der Ganzzellableitung. * Nahere Erlduterungen

im Text.
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2.4.1 Die Membrankapazitat

Die Zellmembran kann also - wie erwahnt - als ein Kondensator mit einem dazu
parallel geschalteten Widerstand aufgefal3t werden. Bevor nun ein Strom durch
einen lonenkanal flieBen kann, mul3 der ,Membrankondensator® der Zelle
zunachst aufgeladen werden. Dies bedeutet, dal der zu Beginn eines
Testpulses gemessene Strom nicht durch den lonenkanal flief3t, sondern den
Strom darstellt, der zur Ladung der Zellmembran notwendig ist.
Die Dauer des Aufladevorgangs ist einerseits vom ,Nadelohr® Pipette
(quantifizierbar durch den Pipettenwiderstand Rp), durch die der Strom flieRen
muf3, anderseits von der Grolke des ,Membrankondensators® abhangig. Es ist
also wichtig zu evaluieren, ob zum Zeitpunkt der Messung der Stromamplitude
(Iku/lsus, lo1, Ik1) der Ladevorgang der Zellmembran weitestgehend
abgeschlossen ist.
Fir die Zeitabhangigkeit des Aufladestroms eines Kondensators gilt '%:
I(t) = lp*e )t
I(t) ist der zum Zeitpunkt t zur Aufladung des Kondensators flieRende Strom, Iy
die Amplitude des Ladestroms zum Zeitpunkt 0. t ist ein Zeitkonstante, die
abhangig von Cy und Rs ist, sie ist durch ein spezielles Protokoll wahrend des
Versuches bestimmbar. Der Strom sinkt also exponentiell mit der Zeit, er nahert
sich der Amplitude O A an, erreicht diese jedoch nie. Fur die Versuche wurde
evaluiert, wann der Membrankondensator zu 99,9 % aufgeladen ist:
0,001*lp = Ip* e
Durch Auflésen nach t erhalt man:
t=-1"In(0,001)

Formel 0-4: Formel zur Berechnung nach welcher Zeit t nach Beginn des

Testpulses der ,Membrankondensator” zu 99,9 % aufgeladen ist.

FiUr die Versuche ist es deshalb wichtig, mdglichst kleine Zellen auszuwahlen
(damit die Kapazitat der Zelle mdglichst klein ist und dal® der Serienwiderstand

moglichst gering ist). Beides fuhrt zu einer schnelleren Aufladung der
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Zellmembran. Der Patch-Clamp Verstarker besitzt Kompensationsschaltungen,

mit deren Hilfe der Serienwiderstand des Systems minimiert werden kann.

2.4.2 Der Serienwiderstand

Der Serienwiderstand fuhrt bei der Messung von lonenstromen dazu, dal} bei
Voltage-Clamp-Versuchen ein Teil der ,geklemmten® Spannung bereits vor der
Zelle abfallt. Wenn laut Spannungsprotokoll ein Potential von -50 mV geklemmt
werden soll, so fuhrt der Serienwiderstand dazu, dal® die Zelle beispielsweise
nur auf —45 mV geklemmt wird, ein Phanomen, das in der englischen Literatur
als ,voltage drop“ bezeichnet wird.

Gemal der Kirchhoff'schen Maschenregel gilt, dal} in einem geschlossen
Stromkreis (Masche) die Summe aller Spannungen der enthaltenen
Spannungsquellen gleich der Summe aller Spannungsabfalle an elektrischen
Bauelementen unter Beriicksichtigung der Vorzeichen der Spannungen ist. '?°
Far das Ersatzschaltbild der Patch-Clamp-MefRanordnung (Abbildung 21) gilt
also:

UKommando-PotentiaI = Uvoltage drop + UZeIIe

Durch Umstellen laRt sich die bei einem Kommandopotential (Testpuls)
tatsachlich an der Zelle anliegende Spannung berechnen:

UZeIIe = UKommando-PotentiaI - Uvoltage drop

Uvoltage drop 1803t sich mit Hilfe des Ohm’schen Gesetzes berechnen:

_— *
Uvoltage drop = RS IMe[S

Formel 0-5: Formel zur Berechnung des ,voltage drops®, also der Spannung,
die bereits an der Pipette abfallt. Rs ist der Serienwiderstand, lyez der

gemessene Strom durch einen lonenkanal.

Auch hier wird deutlich, dal® der Serienwiderstand moglichst gering sein sollte,

damit mdglichst wenig Spannung an der Pipette abfallt.
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2.5 Statistik

Das Signifikanzniveau von Unterschieden zwischen MelRRdaten wurde mit Hilfe
des gepaarten t-Testes Uberprift. Die Daten waren dabei normal verteilt. Ein
Wert wurde als  statistisch signifikant ~ gesehen, wenn die

Irrtumswahrscheinlichkeit p kleiner als 0,05 war.
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3 Ergebnisse

59



3.1 Beurteilung der meRtechnisch bedingten Verfalschung der
Ergebnisse

Wie in Kapitel 2.4 bereits erwahnt, konnen einige physikalische Parameter die

Melergebnisse verfalschen.

3.1.1 Serienwiderstand

3.1.1.1 lkurllsus

Die Amplitude von Ik, bei +30 mV vor dem Einwaschen von AVE 0118 betrug
im Mittel 98 + 10 pA. Der Serienwiderstand nach bestmoglicher Kompensation
betrug im Mittel 12 £ 2 MQ. Der ,voltage drop®, verursacht durch den seriellen
Widerstand, betragt gemal der Formel 0-5 (Seite 56) dann ungefahr 1 bis 1,5
mV.

3.1.1.2 los

Die Amplitude von li, 1 bei +50 mV vor dem Einwaschen von AVE 0118 betrug
im Mittel 676 + 106 pA. Der Serienwiderstand nach bestmdglicher
Kompensation betrug im Mittel 15 + 2 MQ. Berechnet man den ,voltage drop®
mit Hilfe der Formel 0-5 so erhalt man einen Wert von ungefahr 10 mV. Die

Bedeutung dieses Fehlers wird in Kapitel 4.1.5.1.2 diskutiert.

3.1.1.3 It

Die Amplitude von Ikq bei =90 mV betragt im Mittel —184 + 51 pA (vor dem
Einwaschen von AVE 0118). Der durchschnittliche Serienwiderstand bei den
Zellen, die fur die Ixs — Messung verwendet wurden, betrug 19 + 4 MQ. Fur den

,voltage drop“ bei diesen Versuchen errechnet man einen Wert von ungefahr
3,5 mV.
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3.1.2 Membrankapazitat

3.1.2.1 lkurllsus

Die Bestimmung der Zeitkonstante t des ,Membrankondensators® ergab bei
den Zellen, die fur die Ix,r — Messung verwendet wurden, einen Wert von 1,0 +
0,1 ms. Mit Hilfe der Formel 0-4 kann man dann berechnen, dal® nach 7,2 ms

der Membrankondensator zu 99,9% aufgeladen ist.

3.1.2.2 ks

Bei den Zellen, die fur die l,1 Messung verwendet wurden, betrug t im
Durchschnitt 1,0 + 0,2 ms. Es dauert also (Formel 0-4) 7,2 ms, bis sich die
Zellmembran zu 99,9% aufgeladen hat. Der Melzeitpunkt des Il 1-peak
currents ist von der Aktivierungsgeschwindigkeit von li, 1 abhangig, also von
Zelle zu Zelle unterschiedlich. Im Durchschnitt wurde der Iy, 1 peak current 7,8 +

0,3 ms nach Beginn des Testpules gemessen.

3.1.2.3 It

T betrug bei den Messungen von Iy durchschnittlich 1,6 + 0,3 ms. Es dauert

10,9 ms, bis sich der Membrankondensator aufgeladen hat.
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3.2 Wirkung von AVE 0118 auf atriale lonenstrome
3.2.1 lkyr

3.2.1.1 Konzentrationsabhanigkeit des Ix.-Blocks durch AVE 0118

200 % ‘ 200 -
150 - 150
g i
E 100 £ oo
£ g
& @
S0 - B
. MW P _% .
a0 L — r I - . 50 T
1aco 1050 1100 1150 200 1000 1050 1o 1150 1200
Zeil [ms] Zeit [rns]

Abbildung 22: Is vor (links) und nach (rechts) der Applikation von 10 um/I

AVE 0118. Hohere Konzentrationen fuhrten zu keiner weiteren Hemmung von

ISUS-

AVE 0118 hemmt lg,s konzentrationsabhangig ab ca. 10 pmol/l (Tabelle 3,
Tabelle 4). Die maximale Hemmung von Igs (=lker und unspezifischer
Kationenkanal, siehe Kapitel 2.3.1.1), die mit AVE 0118 erreicht werden konnte,
betrug circa 70% vom Kontrollstrom (Abbildung 23, Tabelle 4). Diese Reduktion
wurde bei einer Konzentration von 10 umol/l erreicht. Weitere
Konzentrationssteigerung (30 ymol/l) fUhrten zu keiner weiteren Hemmung von
lsus-

Bei jeder Konzentration wurden 3-7 Zellen gepatcht. Es wurden insgesamt 34
Zellen untersucht.

Die Konzentrations-/Wirkungsbeziehung ist in Tabelle 3 und Abbildung 23
exemplarisch bei einer Testspannung von +40 mV dargestellt.

Tabelle 4 gibt eine Ubersicht Uber die Parameter zur Erstellung einer
Konzentrations-/Wirkungskurve auf verschiedenen Testspannungsniveaus, die

mit Hilfe von Formel 0-1 berechnet wurden,.

62




Die Hemmung war auf jeder Konzentrationsstufe ab 10 pmol/l statistisch

signifikant.

Konzentration| n= p = Hemmung von lgs SEM
1 pmol/l 6 ns 4 % 3%

10 pmol/Il 6 0,04 9 % 2%
100 pmol/l 4 0,01 9% 2%

1 nmol/l 5 0,04 25 % 4 %
10 nmol/l 6 0,02 27 % 2%
100 nmol/l 3 0,01 48 % 4 %

1 umol/l 4 0,01 61 % 6 %
10 ymol/l 5 0,03 74 % 4 %
30 pumol/l 7 0,03 68 % 4 %

Tabelle 3: Hemmung von ly/isus durch AVE 0118 bei einer Testspannung von
+40 mV. n = Anzahl der gepatchten Zellen pro Konzentrationsstufe, p =

Irrtumswahrscheinlichkeit (gepaarter t-Test).

100
ol a=82*x9%
K = 37 (5;270) nmol/l -

%1 ny=0,31+£0,06 = =7

70 -

60 -

50 A

40 -

Hemmung |, [%]

30 ~

20

* = p<0,01

** = n<0,05
O T T T T T T T T

-13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4

log [c]

10 4

Abbildung 23 : Wirkung von AVE 0118 auf ls,s bei einer Testspannung von +40
mV. n=Anzahl der gepatchten Zellen. Sterne uUber den Punkten geben das

Signifikanzniveau (gepaarter t-Test) an.
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3.2.1.2 Strom-/Spannungsbeziehung und Spannungsabhangigkeit

Wie in Abbildung 24 ersichtlich, hemmt AVE 0118 Iy bei jeder Testspannung
ab ca. —10 mV. Dies paldt gut zu den biophysikalischen Daten von Ik, der ab
diesem Membranpotentialbereich leitfahig wird."™* Alle Hemmungen der
Stromamplitude von lgs sind statistisch signifikant (gepaarter t-Tests).

Die Spannungsabhangigkeit des Blockes wurde gepruft, indem die prozentuelle
Hemmung gegen die Testspannung aufgetragen wurde (Abbildung 25). Es
zeigte sich keine Spannungsabhangigkeit. Weiterhin wurde bei den
verschiedenen Testpotentialen die in Abbildung 24 exemplatrisch fir +40 mV
gezeigte Konzentrationsabhangigkeit des Blockes untersucht und nach Formel
0-1 analysiert. Tabelle 4 zeigt, dass die Fitparameter (Sattigung a, pKi, Hill

Koeffizient) nicht signifikant von der Testspannung abhangen.

U K, | 10°%% | 10PK2o | Hil a o,
[mV]| pK; OpkKi Ppki [nmol/l] [nmol/l] [nmol/l] Faktor Owill Phii [%] [%]
0]-6,81] 1,21 0,011 155 0,6 4154 0,25| 0,08 0,02| 84 23
10(-6,47| 0,25)|<0,0001 338 105 1081 0,21| 0,03| <0,001|107 55
20| -7,7| 0,50]<0,0001 20 2 196 0,34| 0,09 001176 9
30|-7,75| 0,22]<0,0001 18 6 50 0,33| 0,04]| <0,001| 74 4
40|-7,43| 0,43 |<0,0001 37 5 270 0,31| 0,06 0,021 82 9
50| -7,7] 0,42]<0,0001 20 3 140 0,32| 0,06] 0025|776 8

Tabelle 4 : Parameter zur Erstellung der Konzentrations-/Wirkungskurve bei
verschiedenen Testspannungen. Die Stromamplituden im Bereich von 0 bzw.10
mV liegen im Bereich des messtechnisch bedingten Rauschen des Signals,
weswegen diese Werte fur die weitere Auswertung nicht bertcksichtigt worden
sind.
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Abbildung 24: Strom-/ Spannungsbeziehung des Ikyr Blockes durch AVE 0118.
Die Hemmung ist ab einer Spannung von 0 mV statistisch signifikant (gepaarter
t-Test) Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden in dieser Abbildung die
Signifikanzniveaus nicht eingezeichnet, diese kdnnen der Abbildung 25

entnommen werden.
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Abbildung 25: Evalutation Spannungsabhangigkeit des lsys Blockes durch AVE
0118. Die Hemmung ist statistisch signifikant (gepaarter t-Test). Ferner ist die

Reduktion von lg,s nicht spannungsabhangig. Sp= Spannung.

3.2.1.3 Washout

Die Blockade von Ik, scheint irreversibel zu sein. Selbst Uber 15 Minuten nach
dem Auswaschen der Testsubstanz bleibt Ik, gehemmt (siehe auch Kapitel
3.2.2.6, Abbildung 33, Seite 77)
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3.2.2 lyo s

In Abbildung 26 ist eine Original-Aufzeichnung von |y, 1 dargestellt:

1000 - 1000
200 - =00
200 - 200
700 = T T
2 z
500 = ©  EO0
g g
£ S00m £ =0
E- =
g 400 - E 00
E 300 - 2 oo
ﬁ -
200 - 200
100 = 100
0= ! I('"-.o-e-.—___g'.-_._-..-..-._ s : o

ul a0 100 150 200 o

Zeit [ms] Zeit [m=]

Abbildung 26: Originalaufnahme von li, 4. Links vor und rechts nach dem
Einwaschen von 10 umol/l AVE 0118. Verwendet wurde das in Kapitel 2.3.2
beschriebene Pulsprotokoll.

3.2.2.1 |1 peak current

3.2.2.1.1 Konzentrationsabhangigkeit

Der lix1 peak current bei +50 mV (Kapitel 2.3.2) wurde durch AVE 0118 im
Vergleich zu Ik, kaum gehemmt. Bei einer Konzentration von 30 pmol/l wird I 4
um 31 £ 6 % reduziert (diese Konzentration fuhrt zur vollstdndigen Blockade
von lkur, Siehe Kapitel 3.2.1.1).

Es wurden bei den Versuchen Konzentrationen von AVE 0118 bis zu 30 umol/l
verwendet, hohere Konzentrationen wurden von den Myozyten nicht toleriert
(n=6). Dies liegt wahrscheinlich eher an der Substanzkonzentration als am
Lésungsmittel, da dessen Konzentration bei allen Experimenten mit 0,1 Vol %
gleich war.). Bei der hochsten getesteten Konzentration war noch keine

Sattigung des Blockes erreicht (Tabelle 5).

67



Konzentration |n=| p= [Hemmung |SEM
1nmol/l 410,388 |3 % 1%
10 nmol/l 310,325 |6 % 4 %
100 nmol/l 7 10,067 |13 % 4 %
10 ymol/l 120,004 |24% 6 %
30 ymol/l 510,021 {31 % 6 %

Tabelle 5: Blockade des |1 peak current durch AVE 0118. n = Zahl der

gepatchten Zellen, p = Irrtumswahrscheinlichkeit (gepaarter t-Test).

Die Konzentrations-/Wirkungskurve (Abbildung 27) zeigt, dass auch bei 30
pmol/l des Hemmstoffs noch keine Sattigung des Effekts erreicht war : Zur
Anpassung an die Hill Gleichung wurden deshalb zwei Modellannahmen
gemacht :

e a <100 %, Hill Koeffizient = 1 (Abbildung 27 oben)

e a =100 %, Hill Koeffizienz frei (Abbildung 27 unten)
Die Interpretation der Ergebnisse muld unter Berlcksichtigung der anderen
Parameter, die bei der |, Messung bestimmt worden sind (Netto-Ladungsfluss,
Beschleunigung der Inakivierung), erfolgen. Hierzu sei auf Kapitel 3.2.2.4

verwiesen.
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Abbildung 27: Modellberechnung zur Bestimmung des pK; Wertes der |, peak
current Hemmung durch AVE 0118. Es wurde Formel 0-1 (siehe auch
Abbildungsmitte) verwendet. Bei der oberen Kurve wurde bei der Regression
der Konzentrationswirkungkurve der Hill Koeffizient auf 1 festgelegt, bei der
unteren die maximale Hemmung auf 100 % (a=100). In der linken oberen Ecke
der jeweiligen Konzentrations-/Wirkungskurve die berechneten Parameter. Zur

Interpretation dieser Modellberechnung siehe Kapitel 3.2.2.4.
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3.2.2.2 Inaktivierung von l¢ 1
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Abbildung 28: Nach dem Einwaschen von AVE 0118 beschleunigt sich die
zeitliche Inaktivierung von |1, hier exemplarisch dargestellt bei einer
Konzentration von 10pmol/l. In der Abbildung ist der Stromverlauf bei 50 mV vor

und nach dem Einwaschen gegenubergestellt.

Nach dem Einwaschen von AVE beschleunigt sich die Inaktivierung des
lonenkanals (Abbildung 29). Als GroRe des Ausmales der zeitlichen
Inaktivierung wurde exemplarisch bei +50 mV die Strominaktivierung mit einer
monoexponentiellen Funktion angenahert (siehe Kapitel 2.3.2.1).

Die Verringerung der Inaktivierungszeitkonstante t des Kanals ist
konzentrationsabhangig (Abbildung 29).

Es wurde dann der Quotient (thach AVE 0118/ Tkontrolle) 100 errechnet (Tabelle 6).
Bei der hochsten getesteten Konzentration (30 pmol/l) war noch keine Sattigung

erreicht, es lasst sich also, ahnlich wie beim I, peak current, nicht sagen, ob die
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Beschleunigung der Inaktivierung gegen © = 0 lauft oder bereits vorher eine
Sattigung eintritt.

Deshalb wurden auch hier zwei Modellberechnungen durchgefiihrt, einmal
wurde das eine Mal die Hill-Konstante auf 1 festgelegt (Abbildung 30 oben),
das andere Mal eine maximale Sattigung von 100% angenommen (Abbildung
30 unten). Die Interpretation der Ergebnisse mull auch wieder unter
Berucksichtigung der anderen Parameter, die bei der |, Messung bestimmt
worden sind (Netto-Ladungsfluss, |, peak current), erfolgen. Hierzu sei

wiederum auf Kapitel 3.2.2.4 verwiesen.

log [c] (TavE 0118/TKontrolie)* 100 [%] 0 [%]
-9 93 21
-8 90 19
-7 76 10
-5 36 6

-4 52 29 6

Tabelle 6 : Veranderung der Inaktivierungszeitkonstanten in Abhangigkeit der

Konzentration von AVE 0118. Die Fehlerfortpflanzung wurde bei ©

berucksichtigt.
50
Washin
40
4 (2]
- 30 2 2
E N *
3 a +
20 + ‘o} g

10

31,8 +5,0ms
37,4*54 ms
27,2*1,7ms

1 nmol/l 10 nmol/l 100 nmol/l 10 pmol/l 30 pmol/l
n=4 n=3 n=7 n=12 n=5
p=ns p=ns p=ns p<0.01 p<0.01

Abbildung 29: Veranderung der Inaktivierungskonstanten t durch AVE 0118.
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Abbildung 30: Modellberechnung zur Bestimmung der pECso der
Inaktivierungszeitkonstante t durch AVE 0118. Es wurde Formel 0-1 (siehe
Abbildungsmitte) verwendet, eine Konstante b wurde zum besseren Annahern
hinzugefligt. Bei der oberen Kurve wurde bei der Regression der
Konzentrationswirkungkurve der Hill Koeffizient auf 1 festgelegt, bei der
unteren die maximal mdogliche Beschleunigung der Inaktivierung auf 100 %
(@a=100). In der linken oberen Ecke der jeweiligen Konzentrations-
/Wirkungskurve die Dberechneten Parameter. Zur Interpretation dieser

Modellberechnung siehe Kapitel 3.2.2.4.

72



3.2.2.3 LadungsfluB durch i, 1 wéhrend des Testpulses

Der Ladungsflufd 1aRt sich, wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben, durch Berechnung
der sogenannten Area under the curve (AUC) bestimmen. Diese andert sich

nach Applikation von AVE 0118 konzentrationsabhangig (Tabelle 7, Abbildung

31).

Zur Annaherung wurde Formel 0-1 verwendet.

FUr die Hemmkurve des NettoladungsflulRes wurden folgende Werte berechnet:

e ECs=0,3 (0,1;1) pmol/l
e n=0,75+0,22

e a=76x5%
Konzentration [n=| p= |Hemmung| SEM
1Tnmol/l 4 10,575 -2% 2%
10 nmol/l 3 0,076 8% 3%
100 nmol/l 7 10,015 22% 5%
10 ymol/l 120,014 73% 3%
30 pmol/l 5 (0,001 73% 5%

Tabelle 7: Verringerung des Ladungsflusses durch |y, 1 wahrend eines

Testpulses (Testspannung 50 mV).
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Abbildung 31: Konzentrationsabhangigkeit der Anderung des LadungsfluRes
durch |1 wahrend eines Testpulses (+50 mV). Auf der Abszisse die
logarithmierte Konzentration AVE 0118, auf der Ordinate die Hemmung der
Area under the curve (AUC, entspricht der Netto-Ladung). Uber den
MelRpunkten die Anzahl der gepatchten Zellen und das Signifikanzniveau

(gepaarter t-Test).
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3.2.2.4 Vergleich der verschiedenen Modellrechnungen

lio peak current Inaktivierung AUC
Modell 1 Modell 2 Modell 1 Modell 2

P/ -707+025| -285+0,31 | -6,76+0,15 | -6,06 +0,29 | -6,5+ 0,25
PECso

n 1 0,22 + 0,03 1 0,40+0,10 | 0,75+£0,22

a 27 +3 100 735 100 76£5
Tabelle 8 : Vergleich der verschiedenen Modellberechnungen der
Konzentrations-/Wirkungskurven von lto peak current, der

Inaktivierungszeitkonstanten und des Nettoladungsflusses.

Tabelle 8 zeigt eine Zusammenstellung der verschiedenen, in Kapitel 3.2.2
durchgefuihrten Modellberechnungen. Wie bereits erwahnt, wurde bei den
Messungen der Hemmung der Inaktivierungszeitkonstanten beziehungsweise
der Hemmung des |, peak Stroms keine maximale Sattigung des Blockes
erreicht. Deshalb war es notwendig, je zwei Modellrechnungen durchzufihren.
Bei der Konzentrationswirkungskurve des Nettoladungsflusses war bei der
hochsten gemessenen Konzentration von AVE 0118 bereits ein gesattigter
Block sichtbar, deshalb waren hier keine Modellberechnungen notwendig.

Es stellt sich nun die Frage, welches Modell genauer ist. Beim Vergleich der py-
Werte in Tabelle 8 fallt auf, dass die des Modelles 1 (Hillfaktor = 1) eher dem
der px-Wert des Nettoladungsflusses entsprechen (In Tabelle grau hinterlegt).
Zum anderen sind die Hillfaktoren in Modell 2 sehr gering.

Man kann also schlie3en, dass Modell 1 eher den ,wahren Gegebenheiten® der
Blockade von |y, 1 durch AVE 0118 entspricht.
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3.2.2.5 Zeitliche Abhangigkeit der li, 1 Blockade

Fur die Untersuchung der zeitlichen Abhangigkeit der |y, 1-Blockade wurden 5
Zellen bei einer Testkonzentration von 10 umol/l untersucht. Bei jeder Zelle
wurde, wie in Kapitel 2.3.2.1.4 beschrieben, die Zeitkonstante t als Mal} fur die
Geschwindigkeit des Einsetzen der Blockade ermittelt. Der durchschnittliche
Wert betrug 7,4 + 0,6 ms.

Abbildung 32 =zeigt die durchschnittichen Werte fur den Kontroll- und
Hemmstrom beziehungsweise den Verlauf des Einsetzens der li, 1 Blockade.
Wie bereits in Kapitel 2.3.2.1.4 erwahnt, wurde in diesem Modell die
,physiologische Inaktivierung“ (unabhangig von AVE 0118) nicht berucksichtigt,
es ist durchaus maoglich da Hemmung und Beschleunigung der Inaktivierung

interagieren.

1200 100
—o— Kontrollstrom
—— 10 ymol/l AVE 0118 L a0
—~— Einsetzen der Blockade
1000
F 80
— 70 —
S 800 - =
O F60 T
= 2
2 s =
o 600 - 50 o
E [
& =
£ Lag E
2 400 5
5 30 L
L
20
200 ~
' 10
0 T T T T T T T T T 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Zeit [ms]

Abbildung 32: Einsetzen der Il ¢-Blockade (n=5). Dargestellt ist zu jedem
Zeitpunkt die durchschnittliche Stromamplitude des Kontroll- beziehungsweise
Hemmstroms (Ordinate links) und die durchschnittliche lix 1 Blockade (Ordinate

rechts). Zeitkonstante t = 7,4 £ 0,6 ms.
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3.2.2.6 Washout

Die |y 1-Blockade durch AVE 0118 konnte durch 10 minltiges Auswaschen
vollstandig riickgangig gemacht haben (Abbildung 33).

Kontrolle | Washin 10 prmol/| AWVE 0118 Wwashout (10 Minuten)
o 1:50 Yy = 1587 ms i ‘|:50 y =7 A3 ms I ‘||:5D1m(\;'D - _=11055,125p:5
lto 1 (B0ry) - P-.= 1038 pA I -p.c =930 pA to, oL =
to,1 (B0 my) biia (50 i) =122 pA

lsus (50mY) =342 pA I lsus @0 mY) =117 pA

1000 -

=00 -

Stromamplitude [pA)

= = =g

20 40 B0 80 100 120420430 20 40 60 80 100 120420430 20 40 60 80 100 120420430

Zeit [ms]

Abbildung 33: Reversibilitat der li, 1-Blockade am Beispiel einer Zelle, die mit
10 pmol/l AVE 0118 superfundiert wurde. Es wurde das in Kapitel 2.3.2
beschriebene Protokoll verwendet, der Depolarisationspuls dauerte jedoch 400
ms (anstatt 200ms). Gezeigt wird jeweils der Stromverlauf von 20ms bis 120ms
und das Ende des Testpulses von 420 bis 430 ms. 1t50mv =
Inaktivierungszeitkonstante bei +50mV (siehe Kapitel 2.3.2.1.3), lo.1 (somv)-p.C=
lto,1 peak current Stromamplitude (siehe Kapitel 2.3.2.1.1),
lsusisomvy=Stromamplitude der sustained Komponente (=lk,r und unspezifischer
lonenkanal, siehe Kapitel 2.3.1.1). Links vor dem Einwaschen von 10 pmol/l
AVE 0118. In der Mitte nach der Superfusion von AVE 0118, die
Inaktiverungszeitkonstante von |y, 1 ist deutlich verringert, ebenso lg;s. Der lig 1
peak current ist nur geringfugig kleiner als vor dem Einwaschen. Rechts nach
10 mindtigem Auswaschen der Testsubstanz. Der |, 1 peak current erreicht
seinen Ausgangswert, ebenso die Inaktivierungszeitkonstante t. Die Hemmung

von lgys ist nicht reversibel (siehe auch Kapitel 3.2.1.3).
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3.2.3 k1

3.2.3.1 Wirkung von 10 ymol/l AVE 0118 auf Ik,

AVE 0118 hat nur eine minimale Wirkung auf Ixs . So hemmt 10 yM AVE 0118
k1 bei =90 mV nur um 11 + 3 %. In Abbildung 34 sind die Stromdichten vor und

nach Einwaschen der Testsubstanz dargestellt.

Kontrolle 10uM AVE 0118

n=7

Stromdichte pA/pF
N

p<0.01

-4

Abbildung 34 Hemmung der lxs Stromdichte durch AVE 0118. 10 um AVE
0118 verringert die Stromdichte um 11 + 3 %.
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4 Diskussion
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4.1 Material und Methoden — mogliche Fehlerguellen

4.1.1 Zellen

Die Zellen wiesen nach der Praparation Unterschiede in der Qualitat auf.
Schlechte Qualitat aulierte sich in einem positiveren Ruhemembranpotential
und einem hoherem basalen Leakstrom. Fur die Versuche wurden nur Zellen
verwendet, die ein Ruhemembranpotential von mindestens —30 mV aufwiesen.
Desweiteren Uberstieg der basale Leakstrom bei einem Haltepotential von —50
mV (lsus/lkur-Messungen) beziehungsweise —40 mV (Iks-Messung) niemals 20
pA, bei einem Haltepotential von —70mV (li, 1) war dieser nie grofer als —40 pA.
Auch die Stromamplituden der Strome variierten. Dies lie® sich zwar mit der
ZellgrolRe Kkorrelieren, die Schwankungen der Stromdichte (pA/pF) waren
deutlich geringer, doch es wurden fir die Versuche keine Zellen verwendet, die
bei einem Testpotential von +50 mV bei den Ilgs/lker Messungen eine
Stromamplitude kleiner als 80 pA zeigten.

Es kann nie ausgeschlossen werden, daf® lonenkanalblocker von Patient zu
Patient unterschiedlich starke Wirkungen zeigen. Deshalb wurde zur Erstellung
eines Hemmwertes bei einer bestimmten Konzentration AVE 0118 Zellen von

wenigstens drei verschiedenen Patienten verwendet.

4.1.2 Losungen

Der pH-Wert der verwendeten Losungen wurde am Versuchstag kontrolliert und
korrigiert. Nicht ausgeschlossen werden konnten Verunreinigungen der
Ldésungen durch den Herstellungsprozel. AVE 0118 wurde, gemal den
Angaben der Herstellerfirma, portioniert tiefgefroren aufbewahrt. Am
Versuchstag wurde jeweils eine Portion aufgetaut und in Tyrode geldst.
Grundsatzlich wurden lichtdichte Behaltnisse verwendet. Eine Veranderung der
Substanzen durch Licht und Temperatur kénnen jedoch trotzdem nicht

vollstandig ausgeschlossen werden.
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4.1.3 Gerate

Elektrische Stérungen, die von anderen Geraten oder der Raumbeleuchtung
ausgingen, wurden weitestgehend durch einen Faraday’schen Kafig und durch
Erdung der metallischen Gegenstande auf dem Versuchstisch verringert,
konnten aber nicht vollstandig vermieden werden. Eine Beschadigung der AgClI-
Elektrode wurde durch regelmaRiges Neubeschichten korrigiert.

Nach jedem Versuch wurde das Perfusionssystem gut gereinigt, damit zuvor
benutzte Substanzen beziehungsweise Wirkstoffkonzentrationen im nachsten

Versuch die Ergebnisse nicht beeinflussen.

4.1.4 Auswertung

Bei den Konzentrations-/Wirkungsbeziehungen angegebene ECsy-Werte sind
als interpolierte Werte aufzufassen, die von der Gute des ,fittings“ mit Hilfe der
jeweiligen Hill-Regression abhingen. Ebenso sind die Analysen der
Zeitkonstanten der Inaktivierung (I, 1-Messung) durch eine monoexponentielle
oder die Annaherung des gesamten |y, 1-Stromverlaufes (Kapitel 3.2.2.3) durch
eine triexponentielle Funktion von der etwas variierenden Genauigkeit der
Annaherung abhangig.

Naturlich gibt wie bei allen statistischen Auswertungen von Mel3daten auch bei
den durchgefuhrten Analysen eine Irrtumswahrscheinlichkeit. Eine Aussage
wurde als statistisch signifikant erklart, wenn eine Irrtumswahrscheinlichkeit von

kleiner als funf Prozent (p<0,05) vorlag.
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4.1.5 MeRtechnisch bedingte Verfalschung der MeRergebnisse

4.1.5.1 Serienwiderstand

4.1.5.1.1 Ikulsus -Messung

Der berechnete ,voltage drop“ von ca. 1,5 mV bedeutet, dalk bei einem Puls auf
+30 mV in Wirklichkeit die Zelle nur auf ca. 28,5 mV geklemmt wird. Ik, ist bei

rt1 33

diesen Spannungen aber bereits maximal aktiviert ™, so dal® der Fehler der

Stromamplitude nur gering ausfallen dirfte.
4.1.5.1.2 | 1-Messung

Der ,voltage drop“ bei den Versuchen mit |l ¢ ist mit ca. 10 mV bei den
Kontrollstromamplituden relativ hoch. Beachtet werden muf}, vor allem bei
diesen Versuchen, dal} der ,voltage drop“ direkt abhangig von der gemessenen
Stromamplitude ist (Formel 0-5). Dies bedeutet vor allem bei grof3en
Differenzen der Kontroll- beziehungsweise Hemmstromamplitude, dal3 der
voltage drop des Kontrollstromes groler ist als der des Hemmstromes. Ein
gezwungenermallen im Versuchsverlauf ansteigender Serienwiderstand der
Pipette (,Verstopfen der Offnung durch Zellbestandteile*) vermag diesen
Unterschied zwar etwas zu minimieren aber sicher nicht zu kompensieren.
Folglich ist sowohl der gemessene Kontroll- als auch der Hemmstrom zu klein,
wobei ersterer starker vom ,wahren“ Wert abweicht (hdherer ,voltage drop®),
als Konsequenz davon ist der berechnete Hemmwert zu hoch.

Fur die durchgefuhrten Versuche kann deshalb nicht ausgeschlossen werden,
dal} die angegebenen Hemmwerte von li, 1 durch AVE 0118 vor allem im hohen

Konzentrationsbereich zu hoch ausfallen.

4.1.5.1.3 Ik1-Messung

Hier betrug der ,voltage drop“ im Mittel 3,5 mV. Die Stromamplitudendifferenz
zwischen Kontrolle und Hemmung ist so gering, dald der unterschiedliche
voltage drop vor und nach dem Einwaschen der Testsubstanz den Hemmwert

nur gering verfalscht.
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4.1.5.2 Membrankapazitat

4.1.5.2.1 Ikuflsus -Messung

Die Messungen der Iky,-Amplitude wurden 200 ms nach Beginn des Testpulses
ausgemessen. Zu diesem Zeitpunkt durften (fast) keine kapazitiven Strome
mehr flielRen, die die Messung verfalschen kdonnten. (Der Membrankondensator
ist im Mittel 7,21 ms nach Beginn des Testpulses zu 99,9% aufgeladen, siehe
Kapitel 3.1.2.1).

4.1.5.2.2 lp1-Messung

Der |, 1 peak current wurde relativ frih nach Beginn des Testpulses gemessen
(durchschnittlich 7,75 + 0,30 ms nach Beginn). Diese Zeitpunkt liegt zeitlich
relativ nahe am berechneten Zeitpunkt, bei dem der Membrankondensator zu
99,9% aufgeladen ist (im Schnitt nach 7,18 ms). Es ist also, verglichen mit den
lsus/lkur- beziehungsweise Iki-Messungen, wahrscheinlicher, dald kapazitive
Strome das MefRergebnis beeinflussen. Die kapazitiven Strome sind aber,
selbst wenn der Zeitpunkt der l,,-Messung genau auf den ,99,9%-Wert" fallen
wurde, verglichen mit der |, 1-Amplitude, schon so gering, dal® der MeRfehler

nur gering ausfallen durfte.

4.1.5.2.3 Ik1 -Messung

Fir die Iks-Messung gilt, ebenso wie bei lss/lkur, dall der MeRzeitpunkt deutlich
hinter dem berechneten ,99,9%-Wert" liegt, so dal® wohl (fast) keine kapazitiven

Strome die Messung beeinflussen durften.
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4.2 Ergebnisdiskussion
4.2.1 Die Blockade von |, durch AVE 0118

4.2.1.1 Konzentrationsabhanigkeit

Bei den durchgefuhrten Experimenten erwies sich AVE 0118 als potenter
Blocker von lss. Schon ab Konzentrationen von 10 pmol/l zeigt sich eine
signifikante Reduktion von Igys. Es wurde exemplarisch bei einer Testspannung
von +40 mV eine ICso von 37 (5;270) nmol/l berechnet. Die Konzentrations-
/Wirkungskurve steigt relativ flach an. Der Hill Faktor lag bei einer
Testspannung von +40 mV bei 0,31 + 0,06. Auch bei anderen von Aventis an
humanen Myozyten getesteten - in der chemischen Struktur ahnlichen - Kv1.5-
Blockern war dieser vergleichbar niedrig.

Es konnte gezeigt werden, dass die Blockade von ls,s durch AVE 0118 nicht
spannungsabhangig ist, die Fitparameter pK; Sattigung a und der Hill
Koeffizient der Konzentrations-/Wirkungskurve liegen alle in derselben
GrolRenordnung. Ferner scheint die Blockade irreversibel zu sein.

Auffallig ist, dal} diese Konzentration um mehrere Zehnerpotenzen geringer ist
als die I1Cso bei CHO Zellen (0,9 pmol/I*°). Dieses Phanomen wurde auch schon
bei einem anderen selektiven Kv1.5 Blocker der selben chemischen
Substanzklasse beschrieben®, die Autoren dieser Veroffentlichung sehen als
Grund hierfir das Vorhandensein einer modulierenden B-Untereinheit (Kv[32
oder 3)® beim Menschen, die im CHO System fehlt.

Es ist schwierig zu sagen, welcher Mechanismus der Kv1.5-Blockade durch
AVE 0118 in Frage kommt, da die Kinetiken als Diskriminierungsfaktor der
einzelnen Blockadetypen bei Kv1.5 nur schwierig experimentell erfassbar sind

(sehr schnelle Aktivierung, sehr langsame Inaktivierung).
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4.2.2 |, 1 Blockade

4.2.2.1 Konzentrationsabhangigkeit des Blocks von |, 1

Verglichen mit der Hemmwirkung auf Kv1.5 ist die auf den |y, 1 peak current eher
gering. So ist bei der experimentell mdglichen Hochstdosis von 30 umol/l noch
keine Sattigung des Blockes erreicht. Zur Berechnung einer 1Cso waren
Modellberechnungen notwendig. In Kapitel 3.2.2.4 wurde gezeigt, welche der
beiden madglichen Modellberechnung wahrscheinlich eher den wahren
Gegebenheiten entspricht.

Mit Hilfe des ,besseren® Modells (Hillfaktor = 1) konnte fur den Block des i 1
peak current eine ICsy von 90 (27;269) nmol/l bei einer kalkulierten maximalen
Hemmbarkeit von 27 + 3 % berechnet werden.

Auch fir die Berechnung der ICso der prozentualen Anderung der
Inaktivierungszeitkonstanten t wurde das Modell verwendet, bei dem der
Hillfaktor gleich 1 gesetzt wurde. Hier konnte eine 1Csy von 200 (87;347) nmol/l
bei einer theoretischen maximalen prozentualen Anderung der
Inaktivierungszeitkonstante von 73 + 5 % berechnet werden, was ungefahr
einer Beschleunigung der Inaktivierung um den Faktor 3 bedeutet.
Zusammenfassend gilt fir die Blockade von Iy, 1 durch AVE 0118 also :

e Hemmung des lix 1 peak current um (theoretisch) maximal circa 30 %

e Hemmung des Nettoladungsflusses durch den Kanal bei 50 mV um

maximal circa 75 %

e Beschleunigung der Inaktivierung von li, 1 um ungefahr den Faktor 3
Grundsatzlich handelt es sich aber hierbei um Modelle, zur sicheren Evaluation
musste die Testkonzentration von AVE 0118 noch erhéht werden, was aber
nicht mdglich war, da, wie bereits erwahnt, die Kardiomyozyten AVE 0118
Konzentrationen < 30 pymol/l nicht tolerierten.

Bei der Untersuchung der Hemmung des Nettoladungsflusses durch Iy, 1 war bei
der hochsten getesteten Konzentration schon eine Sattigung des Blockes
erreicht, hier konnte die 1Cso mit 300 (100;1000) nmol/l direkt berechnet werden.
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4.2.2.2 Moglicher Mechanismus der i, 1 Blockade

Auffallend war, dal® sich die Inaktivierung von |y, 1 nach der Superfusion von
AVE 0118 deutlich beschleunigt (Abbildung 28, Seite 70).

Die Inaktivierungszeitkonstante verringert sich bei der hochsten untersuchten
Konzentration von AVE 0118 (30 pmol/l) auf 29 + 6 % vom Ausgangswert.
Durch die beschleunigte zeitliche Abnahme der Stromamplitude ist der FluR®
durch li, 1 wahrend eines Testpulses deutlich geringer, er wird gegenuber der
Kontrolle bei 30umol/l AVE 0118 um 72,63 + 4,79 % gehemmt (Abbildung 31).
Eine ahnlich starke Beschleunigung der Inaktivierungszeitkonstante wurde
beispielsweise auch bei den Substanzen Flecainid, Chinidin und 4-Aminopyridin
beobachtet.”** Die Autoren dieser Arbeit fiihnren dies auf eine beschleunigte
Inaktivierung des Kanals zurtick. Es kommt jedoch auch in Betracht, dal} die
beschleunigte Inaktivierung durch die einsetzte Blockade der lonenkanale
.imitiert* wird. Durch eine schnell einsetzende Blockade des gedffneten Kanals
verlaldt der Kanal medikamenteninduziert schneller den gedffneten Zustand als
durch spontane endogene Inaktivierung®.

Um diese Maglichkeit weiter zu untersuchen, wurde die Zeitabhangigkeit des
lo,1 Blockes betrachtet:

Die zeitabhangige Hemmung von |y, steigert sich von nahezu 0% Hemmung mit
fortschreitender Zeit bis zum Erreichen eines steady state, der Verlauf laldt sich
durch eine monoexponentielle Funktion annahern.

Die Zeitkonstante 1 dieser Annaherung liegt bei 10 umol/l AVE 0118 mit 7,4+0,6
ms in derselben Grélkenordnung wie die Inaktivierungszeitkonstante
(11,89+2,15 ms) bei derselben Konzentration.

Die Tatsache, dal® zum Beginn des Testpulses keine signifikante Hemmung
des Stroms vorliegt und es nach der Kanal6ffnung noch eine gewisse Zeit
dauert, bis eine signifikante l,1 Hemmung auftritt (Abbildung 32, auch
Originalaufzeichnung in Abbildung 18), spricht dafiir, daR die Offnung des
lonenkanals eine Bedingung fur das Einsetzen der Blockade ist. Bei einem
,open channel block” liegt die Medikamentenbindungsstelle intrazellular oder in

der Pore *, so das dieser Blockadetyp fiir AVE 0118 in Frage kommt
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4.2.3 lk1-Blockade

Die Ik1 Blockade fallt mit 11 + 3 % bei 10 ymol/l AVE 0118 (-90mV Testpuls)
sehr gering aus und durfte wohl nur einen geringen Beitrag zur Wirkung von
AVE 0118 leisten.

4.3 Klinische Bedeutung

Wie bereits in Kapitel 1.6 diskutiert, sollte eine moglichst selektive Blockade des
hKv1.5 Kanals das Risiko der Proarrhythmogenitat als mogliche Nebenwirkung
des Medikamenteneinsatzes zur Behandlung von Vorhofflimmern aufheben
oder zumindest deutlich vermindern.

In Kapitel 1.7 wurde beschrieben, da® AVE 0118 bei anasthesierten Schweinen
(Dosis 0,5 mg/kg) durch eine 30 prozentige Verlangerung der linksatrialen
effektiven Refraktarzeit ohne signifikanter Verlangerung der QT-Zeit die
Induzierbarkeit von supraventrikularen Tachyaarhythmien durch programmierte
atriale Stimulation (400S2) um 100% vermindern kann.®”®* Ebenso wurde in
diesem Kapitel erwahnt, dal} die Substanz die atriale Refraktarzeit bei Ziegen
verzogert, ohne die QT Zeit signifikant zu verlangern. Der Effekt (prozentuale
Verlangerung) ist bei chronisch remodellierten Tieren sogar gréfl3er als bei der
Kontrollgruppe. Auch konnte bei dieser Spezies Vorhofflimmern durch Gabe
von AVE 0118 terminiert und die Reinduktion verhindert werden ."

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dald AVE 0118 eine Antiarrhythmikum
mit neuem Wirkprofil ist. Der Vergleich der ICso Konzentrationen der Iy bzw.
lo,1 Blockade zwischen Mensch und Tier lasst vermuten, dall der Mensch noch
empfindlicher auf die Gabe von AVE 0118 reagiert, es bleibt abzuwarten, was
die ersten Studien (die zum Zeitpunkt der Verfassung dieser Schrift geplant

sind) am gesunden Probanden zeigen.
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5 Zusammenfassung

89



Vorhofflimmern ist die haufigste supraventrikulare Tachyarrhythmie beim
Menschen und besitzt eine sehr grol’e klinische und auch wirtschaftliche
Bedeutung. Obwohl in den vergangenen Jahren eine Vielzahl nicht
pharmakologischer Therapieansatze entwickelt worden sind, ist die
medikamentose Therapie immer noch die Option erster Wahl fur die Mehrzahl
der betroffenen Patienten. Die gegenwartige pharmakologische Therapie ist
durch eine niedrige Effizienz und ein betrachtliches proarrhythmisches Potential
der verwendeten Substanzen gekennzeichnet. Diese unerwilnschten
Herzrhythmusstorungen, zum Beispiel Torsade de pointes Arrhythmien fur die
Klasse lll Antiarrhythmika, werden vorwiegend durch Wirkung der Substanzen
auf ventrikularer Ebene verursacht.

Der ultraschnelle Auswartsgleichrichter Kaliumstrom Ik, beziehungsweise
dessen molekulare Grundlage, der Kaliumkanal Kv1.5 und die Untereinheit
KvB1.2, sind ein interessanter Angriffspunkt flir neue Substanzen zur
Behandlung von Vorhofflimmern und anderen supraventrikularen Arrhythmien.
Ikur Scheint beim Menschen nur im Vorhof zu existieren, deshalb sollte eine
Blockade dieses Stroms die Repolarisation nur auf atrialer Ebene verlangern.
In CHO Zellen, in denen Kv1.5 exprimiert wurde, zeigte sich die neue
antiarrhythmische Substanz AVE 0118 als potenter Inhibitor dieses Kanals.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung auf die Kaliumkanale Ik, lio.1 und
Ik1 in nativen menschlichen atrialen Myozyten untersucht.

Die Myozyten wurden von Patienten gewonnen, die sich einer Operation mit
extrakorporaler Zirkulation unterzogen hatten. Die Experimente wurden bei
Raumtemperatur mit Hilfe der Patch Clamp Technik (Ganzzellkonfiguration)
durchgefuhrt.

AVE 0118 zeigte sich als potenter Inhibitor von Kv1.5 mit einer ICsy von 37
(5;270) nmol/l (Testspannung +40 mV) bei einer extrapolierten maximal
moglichen Hemmung von 8219 %. Der Hillfaktor dieser Konzentrations-
/Wirkungskurve lag mit 0,31£0,06 sehr niedrig. Die Blockade ist nicht
spannungsabhangig.Die Hemmung scheint irreversibel zu sein, selbst lange
Auswaschzeiten konnten die Blockade des Kanals nicht aufheben. Der |, 1 peak

current wird im Vergleich dazu eher wenig gehemmt. Unter der modellhaften
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Annahme eines Hill-Koeffizienten von 1 konnte flr den Block des i, 1 peak
current eine ICso von 90 (27;269) nmol/l bei einer kalkulierten maximalen
Hemmbarkeit von 27 + 3 % berechnet werden.

Dahingegen verringert sich der totale Kaliumflux durch l,1 wahrend eines
Testpulses aufgrund einer konzentrationsabhangigen starkeren zeitabhangigen
Abnahme der Stromamplitude (Abnahme der Inaktivierungzeitkonstante )
erheblich. So andert sich beispielsweise die Inaktivierungszeitkonstante t bei
einer Konzentration von 10 ymol/l AVE 0118 auf den Wert von 36 + 6 % des
Ausgangswertes, was zu einer Verringerung des LadungsfluRes durch li, 4 um
73 £ 3 % fuhrt. Ebenfalls unter der Annahme eines Hill-Koeffizienten von 1 bei
der Konzentrations-/Wirkungkurve der Anderung der Zeitkonstanten t konnte
eine ECsp von 200 (87;347) nmol/l bei einer theoretischen maximalen
Hemmbarkeit von 73 + 5 % fur die Beschleunigung der
Inaktivierungszeitkonstante t berechnet werden. Bei der Untersuchung der
Reduzierung des Nettoladungsflusses durch li,1 war bei der hochsten
getesteten Konzentration schon eine Sattigung des Blockes erreicht, hier
konnte die ICso mit 300 (100;1000) nmol/I direkt kalkuliert werden.

Die starkere zeitabhangige Abnahme der Stromamplitude und das
zeitabhangige Einsetzen der |1 Blockade (Aktivierungszeitkonstante t bei
10umol/l AVE 0118 mit 7,40 + 0,60 ms im selben Bereich wie die
Inaktivierungszeitkonstante t bei dieser Konzentration [11,89 + 2,15 ms])
geben Hinweise auf einen open channel block als mdglichen Mechanismus.

Die Wirkung von AVE 0118 auf Ik war gering, so wurde der Strom bei einem
Testpotential von —90 mV durch 10pmol/l AVE 0118 nur um 11 £ 3 Prozent
gehemmt. Sowohl die |, 1— als auch die Iks—Blockade war durch genugend
lange Auswaschzeiten reversibel.

Zusammenfassend ist AVE 0118 als eine antiarrhythmische Substanz mit
neuartigem Wirkungsmechanismus anzusehen. Substanzen mit Gberwiegender
Wirkung auf Ik, und damit einer Verzogerung der Repolarisation Uberwiegend
oder selektiv auf Vorhofebene stellen deshalb vielversprechende Alternativen

zu den derzeit verwendeten Antiarrhythmika dar.
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Aventis Pharma Deutschland, insbesondere Herrn Prof. Dr. Heinz
Gogelein fur die Bereitstellung von AVE 0118.

Herrn Stefan Wohrl fur die kritischen Diskussionen in netter Runde.
Frau cand. med. Sara Dias Loureiro, Herrn Dipl. chem. Jorg Williardt
und Herrn Dipl. geol. Wilfried Butscher fur die kritische Begutachtung

des Manuskripts von ,fachfremder” Seite.
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9 Lebenslauf

23.04.1977 Geburt in Stuttgart. Eltern Marijan Laszlo (Diplom
Ingenieur (FH) fur Maschinenbau , Roswitha Laszlo
(Verlagsfachangestellte)).

1983-1987 Besuch der  Grund- und Hauptschule Stuttgart
Wangen.

1987-1996 Besuch des Wirtemberg Gymnasium Stuttgart

Untertirkheim.

Hochschulreife.

Abschlu® mit der allgemeinen

Sep. 1996-Okt. 1997

Zivildienst als Pflegehelfer in Burgerhospital Stuttgart

Oktober 1997

Beginn des Studiums der Humanmedizin an der

Eberhard-Karls-Universitat Tubingen

August 1998

Physikum

August 1999

Erstes Staatsexamen

Marz 2001 Beginn der Promotionsarbeit im Labor fur zellulare
kardiale Elektrophysiologie der Universitatsklinik
(Prof. Dr. med. V. Kihlkamp, PD Dr. med. Ralph
Bosch)

Marz 2003 Zweites Staatsexamen

April 2003 — April 2004

Praktisches Jahr im Klinikum am Steinenberg

Reutlingen

7. Mai 2004

Drittes Staatsexamen
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