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1. - Einleitung



1.1 - Herzinsuffizienz

1.1.1. - Definition

Herzinsuffizienz ein komplexes Syndrom, das aus einem Unvermdgen des Herzens
besteht, trotz ausreichender Fllungsdriicke, ein fur den Bedarf des Organismus
ausreichendes Herzzeitvolumen zu fordern und/oder den vendsen Ruckfluss zum
Herzen adaquat aufzunehmen. Das Syndrom der Herzinsuffizienz ist durch eine
Vielzahl kardialer und extrakardialer Stérung verursacht und beginstigt (s.u.). Die
Funktionseinschrankung des Herzens kann sowohl die Systole als auch die
Diastole betreffen.

Die systolische Herzinsuffizienz ist eine regionale oder globale Kontraktionsstérung
mit einem Abfall der Ejektionsfraktion. Diese fuhrt zu einer Abnahme des
Herzminutenvolumens (,low output failure®) und wird als Vorwartsversagen
bezeichnet. Eine Sonderform bei gro3en Shuntvitien oder Andmie ist der ,high
output failure” mit erhdhtem Herzzeitvolumen.

Bei der diastolischen Herzinsuffizienz kommt es durch eine ventrikulare
Fullungsstérung zu einem Riuckwartsversagen.

Die Herzinsuffizienz kann auch als Kombination von Vor- und Rickwartsversagen
manifest werden. Je nachdem welcher Ventrikel betroffen ist kann man noch

rechts- und linksventrikuldre Herzinsuffizienz unterscheiden.

1.1.2 - Einteilung

Herzinsuffizienz wird nach dem System der New York Heart Association (NYHA) in
vier Schweregrade eingeteilt. Leitsymptom ist hierbei die Dyspnoe.

NYHA | : keine korperliche Limitation. Belastung verursacht keine Atemnot. Der
Patient ist altersgemalf? belastbar.

NYHA II: Dyspnoe bei starken korperlichen Belastungen.

NYHA IlI: Dyspnoe bei leichten kdrperlichen Belastungen.

NYHA IV : Dyspnoe in Ruhe
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1.1.3. - Epidemiologie
Die Pravalenz klinisch diagnostizierter Herzinsuffizienz wird auf ca. 3-20/1000 Falle
(1; 2) geschatzt. In der Population der Uber 65 jahrigen steigt die Pravalenz rapide
auf tber 10%.
Die Inzidenz klinisch manifester Herzinsuffizienz in Populationsstudien liegt bei
Mannern und Frauen mittleren Alters bei 0,2 - 0,3%. Dies verdoppelt sich etwa mit
jeder Lebensdekade, so dass bei den tber 85 jahrigen die Inzidenz zwischen 2 und
3% liegt (3).
Im Allgemeinen ist die Inzidenz bei Mannern hoher als bei Frauen. Dies wird jedoch
durch die hohere Lebenserwartung bei Frauen ausgeglichen.
Krankenhauseinweisungen wegen Herzinsuffizienz nehmen zu. So betragen die
jahrlichen Aufnahmeraten zwischen 10-40/10000 und bei den tber 65 jahrigen ca.
10-28 von 1000 Aufnahmen durch Herzinsuffizienz bedingt. In den USA ist
Herzinsuffizienz die haufigste Ursache fur Krankenhauseinweisungen bei tUber 65-
jahrigen (4,5).
Die durch Herzinsuffizienz verursachten Kosten in den Industrienationen werden

auf ca. 1-2% der Gesundheitsausgaben geschatzt (5).

1.1.4. - Atiologie

Der in den Industrielandern wichtigste Ausldser fur Herzinsuffizienz ist die koronare
Herzkrankheit, entweder alleinig oder in Kombination mit arterieller Hypertonie. Des
Weiteren sind Diabetes mellitus und valvulare Dysfunktion an der Entstehung der
Herzinsuffizienz beteiligt, so dass es beim Vorliegen mehrerer potentieller
Verursacher schwierig sein kann, den urspriinglichen Ausloser festzulegen (3).
AulRerdem kann ein vorher bestehender arterieller Hypertonus durch die
eingeschrankte Pumpfunktion bei klinisch manifester Herzinsuffizienz wieder
normalisiert sein.

Klappenvitien und arterieller Hypertonus als Ausloser der Herzinsuffizienz sind in
den letzten 30 Jahren etwas in den Hintergrund getreten, und die koronare
Herzkrankheit und Diabetes mellitus haben deutlich als Ursachen zugenommen.
Der Rilckgang der arteriellen Hypertonie mag auch auf die verbesserte
antihypertensive Therapie zurlckzufilhren sein. Die Zunahme der koronaren

Herzkrankheit als einer der Herzinsuffizienz zugrunde liegender Faktor kdnnte auch
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durch die Verbesserung der diagnostischen Méglichkeiten durch z.B. Herzkatheter
zugenommen haben.

In vielen Fallen bleibt die Atiologie ungeklart. In einer 1999 publizierten Arbeit
haben Cowie et. al einen beachtlich hohen Anteil (34% ihrer Patienten) mit
Herzinsuffizienz unbekannter Atiologie aufgefiihrt. (6) Weitere, jedoch seltenere,
Ursachen fir eine Herzinsuffizienz sind andere Herzvitien, Kardiomypathien,
Myokarditiden und Endokarditiden (6-8).

1.1.5. - Prognose

In der Framingham-Studie lag die Mortalitatsrate bei Patienten mit Herzinsuffizienz
5 Jahre nach Erstdiagnose zwischen 62 -75% bei Mannern und 38% - 42% bei
Frauen. (7) In einer Ubersichtsarbeit von McMurray wird die 5-Jahres-
Mortalitdtsrate mit ungefahr 60% angegeben. Damit ist die Mortalitat bei
Herzinsuffizienz mit der von Krebs vergleichbar (3).

Durch die hohere Uberlebensrate akuter Myokardinfarkte und hohere
Lebenserwartung ist insgesamt mit einer Zunahme der Pravalenz der

Herzinsuffizienz in den nachsten Jahren zu rechnen.

1.1.6. - Pathophysiologie

Das Missverhdltnis zwischen Sauerstoffangebot und -—bedarf bedingt bei der
Herzinsuffizienz die Aktivierung einer Reihe von Kompensationsmechanismen. Dies
schlie3t eine Erhéhung des Sympathikotonus, eine Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems und die Ausschuttung natriuretischer Peptide und
Zytokine ein. Dies fuhrt initial zu einer Verbesserung der Organperfusion, tragt aber

gleichzeitig zu einem Fortschreiten der Erkrankung bei.

1.1.7. - Adaptationsmechanismen

Bei einer Minderperfusion von Organen durch Herzinsuffizienz versucht der Korper
auf verschiedene Weisen das Herz-Zeit-Volumen zu steigern. Diese
Kompensationsmechanismen konnen Kkurzfristig die Organdurchblutung wieder
herstellen, fiuhren aber mittelfristig zu einem Fortschreiten bzw. einer
Verschlechterung der Herzinsuffizienz. Es kommt zu einer neuroendokrinen und
einer morphologischen Anpassung. Im weiteren Verlauf wird auch die

elektrophysiologische Stabilitit des Herzens zunehmend beeintrachtigt (siehe
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Kapitel 1.2). Die neuroendokrine Adaptation steht bei der Pathophysiologie der
Herzinsuffizienz im Vordergrund. Durch die Abnahme der Nierenperfusion kommt
es zu einer Aktivierung des sympathischen Nervensystems mit einer Ausschuittung
von Katecholaminen, die durch ihre positiv inotrope, chronotrope und lusitrope
Wirkung die Myokardfunktion verbessern. Des Weiteren wird das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) aktiviert, welches zu einer
Volumenretention und zu einer Erh6éhung des peripheren Widerstandes flhrt.
Angiotensin  fihrt Uber AT1-Rezeptoren zu einer Myokardhypertrophie
(Remodeling). Die chronische Aktivierung des RAAS fuhrt bei chronischen
Herzinsuffizienz-Patienten zu einer Endotheldysfunktion. Durch eine verstarkte
Ausschittung von Vasopressin und Endothelin wird die Flussigkeitsretention bzw.
Nachlasterhhung noch verstarkt. Die Aktivierung natriuretischer Peptide bei
Herzinsuffizienz dient der Gegenregulation der Volumenerhéhung und
Vasokonstriktion. Diese Gegenregulation ist jedoch unzureichend.

Als morphologische Adaptation kommt es zu einer reaktiven Hypertrophie, dem so
genannten Remodeling, welches durch das aktivierte RAAS noch verstarkt wird.
Die Hypertrophie  soll beispielsweise  den Funktionsverlust ~ durch
Myokardinfarktnarben oder die erhdhte Arbeitsbelastung durch einen arteriellen
Hypertonus kompensieren. Die durch Angiotensin an AT; Rezeptoren aktivierten
Fibroblasten tragen durch erhdhte Bildung interzellularer Matrix zu einer
Fibrosierung des Myokards bei, welche ihrerseits zu einer verstarkten diastolischen
Dysfunktion des Herzen fihrt.

Der erhbhte Sympatikotonus fihrt mittelfristig zu einer Desensibilisierung der (3-
Rezeptoren, so dass die kardiale Wirkung der Katecholamine im Gegensatz zur
Peripherie abgeschwacht ist. Dies fihrt zu einem verminderten Ansprechen des
Herzens auf adrenerge Stimulation, wéhrend es in der Peripherie durch den hohen
Sympathikotonus zu einer Vasokonstriktion kommt, welche den Afterload des
Herzens noch vergréRert. So kommt es Uber die Zeit im Sinne eines Circulus
vitiosus zu einer Verschlechterung der Herzinsuffizienz durch anfangs vorteilhafte

Mechanismen.

1.1.8. - Herzinsuffizienz und Vorhofflimmern

Die Verschlechterung der Herzinsuffizienz kann von vielen Faktoren abhangen,

welche nicht immer in Beziehung zur ventrikularen Dysfunktion stehen (9). So ist
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Herzinsuffizienz einer der wichtigsten Risikofaktoren fur Vorhofflimmern. Ungeféahr
2/3 der Herzinsuffizienzpatienten sind tber 65 Jahre alt und eine Komplikation der
Erkrankung durch Vorhofflimmern ist wahrscheinlich (10). In der Framingham-
Studie zeigte sich bei Herzinsuffizienz eine 4,5 fache Risikoerh6hung fur
Vorhofflimmern fir Manner und sogar eine 5,9 fache fir Frauen (11). Im EuroHeart-
Failure Survey hat sich gezeigt, dass 45% der eingeschlossenen Herzinsuffizienz
Patienten unter entweder intermittierendem oder chronischem Vorhofflimmern litten
(12). Andere Arbeiten zeigen eine Inzidenz von Vorhofflimmern bei
Herzinsuffizienz-Patienten von 10-50% (13-15).

Die Pravalenz von Vorhofflimmern ist stark abhéangig von der Schwere der
Herzinsuffizienz. So haben bis zu 50% der Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz
begleitend Vorhofflimmern, wahrend bei leichter bis mittelschwerer Herzinsuffizienz
nur bis zu 20% unter Vorhofflimmern leiden (10). So ist einer der Hauptaugenmerke
in der symptomatischen Therapie der Herzinsuffizienz die Aufrechterhaltung des
Sinusrhythmus. Bei Herzinsuffizienz-Patienten kann Vorhofflimmern zur einer
Verschlechterung der Symptomatik mit hamodynamischen und thrombembolischen
Komplikationen fuhren (16; 17). Die Framingham-Studie hat gezeigt, dass
Vorhofflimmern das Risiko der kardiovaskularen Mortalitat in
Herzinsuffizienzpatienten ungefahr verdoppelt (18). Middlekauf et al. zeigten, dass
bei Patienten mit Herzinsuffizienz Vorhofflimmern sowohl mit einer hoheren
Gesamtmortalitdt als auch mit héherem Vorkommen von plétzlichem Herztod
gegeniber Patienten mit Sinusrhythmus vorkam (19). Dies lasst sich durch die
Interaktion der beiden Entitaten erklaren. Neuauftretendes Vorhofflimmern kann die
systolische Funktion des Herzens beeintrachtigen und die Herzinsuffizienz durch
schlechte Frequenzkontrolle, unregelméRige Ventrikelantwort und Verlust des
atrialen Beitrags zum Fullungsvolumen verschlechtern. So zeigt sich, dass ein
Verlust der AV-Synchronie mit einer Verschlechterung der diastolischen Fillung,
erhohten diastolischen atrialen Dricken und vermindertem Schlagvolumen
assoziiert ist und dies insgesamt zu einer 20%igen Reduktion des
Herzzeitvolumens fuhrt (20). Die verschlechterte linksventrikulare Funktion fuhrt
unter anderem zu adrenerger Gegenregulation (21), die wiederum die AV-
Uberleitung beschleunigt. Dies begiinstigt, in Kombination mit Vorhofflimmern, ein
Fortschreiten der Kardiomyopathie durch hohe Kammerfrequenzen. Diese

Tachykardie-induzierte  Kardiomyopathie  entsteht auch bei alleinigem
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Vorhofflimmern bei Kammerfrequenzen von Uber 120 bpm Uber einen langeren
Zeitraum. Als verantwortliche Mechanismen fiur die systolische und diastolische
Dysfunktion bei der tachykardie-induzierten Kardiomyopathie steht wahrscheinlich
ein abnormaler Kalziumhaushalt im Vordergrund. Des Weiteren kommt es zum
myokardialen Remodeling durch eine Reduktion der in der Zelle gelagerten Energie
und deren abnormaler Nutzung (22). Dieser Teilaspekt wird weiter unten noch
behandelt.

Genauso kann es durch die Nebenwirkungen einer medikamentdsen
Vorhofflimmertherapie zu einer Verschlechterung der Herzinsuffizienz kommen. Ein
Beispiel ware die Prorarrhythmogenitat verschiedener Antiarrhythmika oder die
negativ inotrope Wirkung der Medikamente zur Frequenzkontrolle.

Durch den fehlenden ,atrial kick, den durch die Vorhofkontraktion enddiastolischen
Beitrag der Vorhoéfe zum enddiastolischen Fullungsvolumen, leiden Herzinsuffizienz
Patienten mit Vorhoffimmern besonders unter einem verminderten
Herzzeitvolumen. Dies wiurde prinzipiell der Rhythmus-Kontrolle gegeniber der
Frequenzkontrolle den Vorzug in der Therapie von Vorhofflimmern bei
Herzinsuffizienzpatienten geben. In der AFFIRM Studie zeigte sich beziglich der
Mortalitat, Morbiditat und Symptomen kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Therapieprinzipien (23). Dies kénnte daher rihren, dass in dieser Studie das
Augenmerk nicht auf Patienten mit Herzinsuffizienz und Vorhofflimmern lag. Daher
wurde 2002 die AF-CHF Studie ins Leben gerufen, deren primares Ziel es ist zu
untersuchen, ob diese Patientenpopulation eher von einer Rhythmus (mittels
Amiodarone bzw. Dofetilide)- oder einer Frequenzkontrolle profitiert bzw. welche
Therapieform die kardiovaskulare Mortalitat verbessert. (24; 25) Unter den
verfugbaren Antiarrhythmika hat nur Amiodarone eine vorteilhafte Wirkung auf das
Uberleben bei Herzinsuffizienz gezeigt (26). Dofetilide hat in der DIAMOND Studie
die Wahrscheinlichkeit fur Verbleiben im Sinusrhytmus erhdht und die Rezidivrate

fur Vorhofflimmern vermindert (9).

1.1.9. - Tachykardie-induzierte experimentelle Herz  insuffizienz

Experimentelle tachykardie-induzierte Herzinsuffizienz wurde zuerst von Whipple et
al im Jahre 1962 beschrieben (27). Seitdem ist das Prinzip in einer Vielzahl von
Tiermodellen erfolgreich umgesetzt worden und hat viele Einblicke in die

Pathophysiologie der Herzinsuffizienz gegeben. Die genauen Mechanismen, die fir
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die kontraktile Dysfunktion und strukturellen Anderungen verantwortlich sind, sind
unbekannt.

In der Diskussion sind vor allem Abnormalitaten in der kardialen Kalzium-
Regulation, myokardiale Energieerschopfung, Ischamie und Remodeling der
Myozyten und Extrazellularmatrix.

Die abnormale Kalzium-Regulation scheint am ehesten fiur die Kardiomyopathie
verantwortlich zu sein (22).

Das klinische Gegenstiick zu dieser experimentellen Herzinsuffizienz ist die, bei
Vorhofflimmern mit hoher ventrikularer Response-Rate beobachtete, ,tachykardie-
induzierte Kardiomyopathie®. Bei der tachykardie-induzierten Kardiomyopathie
wurde eine potentielle Reversibilitat gezeigt. Nach Normalisierung der
Kammerfrequenz wurde nach einiger Zeit eine Verbesserung der ventrikularen
Dysfunktion beschrieben. (28). Desweiteren wurde von einer Normalisierung der
linksventrikularen Ejektionsfraktion nach einer 1-2-wochigen Stimulationspause
berichtet, welche schon 1-2 Tage nach Pacing-Ende beginnt (29; 30).

In neuerer Zeit haben Studien gezeigt, dass die ventrikulare Stimulation auch

grof3en Einfluss auf die zellulare Elektrophysiologie der Vorhdfe nimmt (31; 32).
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1.2. - Kardiale zellulare Elektrophysiologie

1.2.1. - Das kardiale Aktionspotential

Das normale elektrophysiologische Verhalten des Herzens ist gepréagt von einer
geordneten Fortpflanzung erregender Impulse, welche in schneller Depolarisation
und langsamer Repolarisation resultiert. Das kardiale Aktionspotential ist das
Resultat verschiedener lonenstrome und deren integrierter Aktivitat. Kardiale
lonenkanéle werden zumeist von einer porenformenden Alpha Untereinheit, welche
meistens schon zur Generierung eines lonenstromes ausreicht, und einer
regulativen Beta-Untereinheit geformt. Die verschiedenen lonenstrome und die
kodierenden Gene sind in Abbildung 1.1 dargestellt. Zur Regulation und
Koordination der einzelnen Ilonenkanale sind noch verschiedene andere
Mechanismen in der Diskussion; unter anderem Transport, Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylieung,  posttranslationale ~ Modifikation, = Zusammenbau und
Verankerung in subzellularen Doméanen (33).

Das kardiale Aktionspotential beginnt mit einem groRen, schnellen Na* Einstrom in
die Zelle. Dies geschieht wahrend der typisch schnellen Phase 0 des
Aktionspotentials (Abbildung 1-2). Wahrend Phase 0 und 1 6ffnen sich Ca®* Kanale.
In Phase 2 des Aktionspotentials kommt es zu einer Balance von
einwartsgerichteten (L-Typ Ca?* Kanale) und auswartsgerichteten (delayed rectifier
K" Kanale) lonenstrome, dies ist die, fiir das kardiale Aktionspotential
charakteristische, Plateau-Phase. In Phase 3 kommt es langsam zur Repolarisation
durch eine Inaktivierung der Ca®* Kanale und einem Zunehmen der delayed
rectifier K* Strome. Die endgiiltige Repolarisation (Phase 4) wird durch den
auswartsgerichteten K* inward rectifier erreicht.

Die Aktionspotential-Morphologie variiert zwischen Vorhéfen und Ventrikeln und
sogar innerhalb dieser Regionen. So besteht zum Beispiel ein grol3er Unterschied
innerhalb der myokardialen Wand. Epikardiale Zellen weisen eine prominente
Kerbe (,notch”) in Phase 1 des Aktionspotentials auf, welche im Endokard viel
weniger ausgepragt ist (34). Purkinje und midmyokardiale Zellen (sog. M-Zellen)
weisen ein erheblich langeres Aktionspotential auf. Der Grund fur diese

Heterogenitat ist vor allem in der differentiellen Expression von lonenkanélen in
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verschiedenen Herzregionen begriindet. Eine VergroRerung dieser physiologischen
Heterogenitat durch Anderung der Herzfrequenz, lonen-Kanal Mutationen oder
Medikamenten-Einfluss kbnnen zu Reentry-Arrhythmien fuhren.

¢ Subunits [3 Subunits
Human Human
chromosomal chromosomal
Current Gene location Gene location
Inward currents
Inia SCN3A 3p21 p1 (SCNIB) 19q13.1-q13.2
B2 (SCN2B) 11q23
Icar a1 C (CACNLIAL) 12pter-p13.2 B1 (CACNBI) 17q21-q22
B2 (CACNB2) 10pl2
w28 (CACNA2DI) 7q21-22
Icat a1H (CACNAIH) 16pl13.3
Outward currents
I KvLQOTI (KCNQI) 11pl5.5 minK/IsK (KCNEI) 21qg22.12
Ixy HERG (KCNH?2) 7q36-q36 mink/IsK (KCNEI) 21q22.12
MiRP1 (KCNEZ2) 21g22.12
Tius Kv1.5 (KCNAS) Kvf1 (KCNABI) 3g26.1
KvfB2 (KCNAB2 ?7) 1p36.3
Iy Kir2.1 (KCNJ2) 17q
Kir2.2 (KCNI12) 17pl1l.1
I Ach GIRK1, Kir3.1 (KCNJ3) 2q24.1
+ GIRK4, Kir3.4 (KCNJ5) 11q24
Ig_aTP Kir6.2, BIR (KCNJ11) 11p15.1 SUR2 (ABCC9) 12pl12.1
Ito Kv4.3 (KCND3) 1Ipl3.2
Kvi.4 (KCNA4) 11p14
Ie. Ty BCNG2, HCN? 19p133
(pacemaker HCN4 15q24-q25
current)
Ikp TWIKI(KCNKI) 1q42-q43
CFTR (ABCCY) 7q31.2
KvLOTI (KCNQOI) 11pls.5 MiRP1 (KCNE?Z2) 21q22.12

Abbildung 1-1 - Kodierende Gene der alpha und beta Untereinheiten kardialer lonenkanéle
(33)
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Abbildung 1-2 - Kardiales Aktionspotential und lone nstrome

19



1.3. - Kardiale Kalium-Strome

1.3.1. - Iy, — kardialer transienter Auswartsstrom (Kv4.3)

Der kardiale transiente Auswartsstrom (transient outward current - l,) wird nach
circa 20-30ms des Aktionspotentials aktiviert und ist damit verantwortlich fur die
frihe Repolarisation von der Spitze des Aktionspotentials (,notch®) Dieser Strom ist
hauptsachlich verantwortlich fur die ,spike and dome“-Form atrialer und
ventrikularer subepikardialer Myozyten. Durch die frihe Aktivierung bestimmt I, das
elektrische Niveau der Plateauphase des Aktionspotentials und hat somit grof3en
Einfluss auf nachfolgende spannungsaktivierte repolarisierende K*-Strome (35).
Eine Verminderung dieses Stromes kann also zu einer frihen Abweichung der
Aktionspotentialkonfiguration fuhren und somit Einfluss auf die
Aktionspotentiallange haben.

lo zeichnet sich durch schnelle Aktivierung und schnelle Erholung nach
Inaktivierung aus, so tragt diese Stromung auch bei hohen Frequenzen zur
Repolarisation bei.

Als codierendes Gen ist beim Menschen des Gen Kv4.3 identifiziert worden. Als
akkzessorische Untereinheit wurde KchlP2 (Kv channel interacting protein)
identifiziert, welches bei kardialer Regulation als Ca2" Sensor eines kalzium-
aktivierten liz im Kaninchen und Hund fungiert.

lo zeigt sich im Experiment 4-Aminopyridin sensitiv und kann unter anderem mit

Chinidine, Flecainide aber auch Terfenadine geblockt werden.

1.3.2. - Ixr — delayed rectifier current (ERG)

Der verzogerte Gleichrichter I, ist hauptverantwortlich fur die Repolarisation vom
Aktionspotential-Plateau. Nach der initialen Depolarisation setzt der K'-lonen
Auswartsstrom mit etwas Verzbgerung ein. Je positiver das Aktionspotential ist
desto inaktiver zeigt sich die Stromung, dies fuhrt dazu, dass Ik, gegen Ende der
Plateauphase ein Maximum an Aktivitat zeigt.

Ikr Aktivierung wahrend des Aktionspotentials kann, trotz des Namens ,rapid
delayed rectifier, relativ langsam erscheinen. Wéahrend der Plateauphase flief3t
relativ wenig Stromung durch die ERG Kandle, dies zeugt von mehrheitlicher

Inaktivierung. Wenn die Zelle zu repolarisieren beginnt erholen sich die ERG
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Kandale von der Inaktivierung und produzieren einen starken Auswartsstrom, der zu
einer schnellen Repolarisation fuhrt.

Auf molekularer Ebene wird I, durch die Alpha Untereinheit ERG (ether-a-go-go-
related gene) kodiert und es wird eine minK-ERG und MiRP1 Interaktion vermutet
(36,151).

Ikr ist Ziel von Antiarrhythmika der Vaughan Williams Klasse Il (z.B. Dofetilide oder
Ibutilide). Ein ERG Block fuhrt zu einer Verlangerung der Aktionspotentialdauer und
fuhrt im Oberflachen-EKG zu einer Prolongation des QT-Intervalles, was tber zwei
Mechanismen zu einer so genannten Torsade de pointes (TdP) Tachykardien
fuhren kann, welche haufig zu Kammerflimmern degeneriert. (siehe unten)

Im Long-QT-Syndrom 2 ist ERG als Krankheits-Gen identifiziert worden. Hierbei
handelt es sich um eine autosomal dominante Mutation mit einer Verminderung von
Ik, die unter Belastung, in Ruhe oder bei pl6tzlichem akustischen Reiz zu TdP
fuhren kann.

Ein medikamentdser Block von Ik, zeichnet sich durch eine so genannte ,reverse-
use-dependency” aus. Hierbei zeigt sich die grof3te Aktionspotential-Prolongation
bei niedrigen Frequenzen (37) was zu TdP durch bradykardie-abhangige frihe
Nachdepolarisationen fuihren kann. Fir dieses Phdnomen sind 2 Mechanismen in
der Diskussion:

1. eine inkomplette Aktivierung von Ixs bei hohen Frequenzen, so dass dieser
akkumuliert und so relativ an Wichtigkeit gewinnt. Umgekehrt ist Ik, bei
niedrigen Frequenzen mit relativ mehr Gewicht an der Repolarisation
beteiligt, so dass ein Block bei niedrigen Frequenzen grofRe Auswirkungen
auf die Dauer des Aktionspotentials hat (38).

2. eine, durch die Ko-Expression von MiRP1, ,reverse-frequency dependence*
des Blockes (39)
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1.3.3. - Iks — der langsam aktivierte delayed rectifier (KvLQT1)

ks wurde entdeckt als im Meerschweinchen-Modell bei kompletter Ik, Blockade
durch Methansulfonamide ein nach auf3en gerichteter Repolarisationsstrom Ubrig
blieb, welcher eine langsam aktivierende Kinetik zeigte.

Als Gen wurde KvLQT1 in der alternativ gespliceten Varianten Isoform 2 in
Koexpression mit minK identifiziert. Dieses Gen ist beim Long-QT-Syndrom-1
mutiert. Bei alleiniger Expression der Isoform 2 kommt es zu keiner Generierung
einer lonenstromung und bei einer Koexpression mit Isoform 1 kommt es zu einer
dominant negativen Unterdriickung von KvLQT1. Im menschlichen Herzen ist
Isoform 2 in grosser Menge im Midmyokardium zu finden (40), dies stimmt mit
Arbeiten Uberein, die fir diese Herzregion einen reduzierte Iks zeigen. Dieser
Umstand konnte fur die langeren Aktionspotentiale dieser Region verantwortlich
sein (41). Physiologisch ist Ixs die dominante Determinante der frequenzabhangigen
Verkirzung des Aktionspotentials. Dies beruht darauf, dass bei hohen Frequenzen
die Ixs Kanale weniger Zeit zur Deaktivierung haben und so akkumulieren. Die so
erhohte Menge an offenen Ixs Kanélen fuhrt dann zur schnelleren Repolarisation.
Wahrend die Amplituden von Ig, und Igs unter Ruhebedingungen ungefahr gleich
gro3 sind, kann bei hohen Frequenzen die Ixs Amplitude durch diesen
Mechanismus um bis das 10-fache zunehmen (42) Aul3erdem steigt die Iks
Amplitude bei adrenerger Stimulation, bei Ca®* Gegenwart und Stimulation durch
die Proteinkinase C (43).

Bei selektiven Iks-Blockern wurde ein erhdhtes Risiko fur Torsade de pointes
festgestellt. Ein selektiver Ixs-Block fuhrt zu einer homogenen AP-Verlangerung,
die jedoch bei konsekutiver [-adrenerger Stimulation durch Isoproterenol
inhomogen wird und durch die transmurale Dispersion der Repolarisation zu
Arrhythmien fuhrt. Es zeigt sich dann eine Verkirzung des Aktionspotentials in Epi-
und Endokard aber nicht in den M-Zellen (44). Dies ist Ubereinstimmend mit dem
gehauften Auftreten von malignen Arrhythmien bei Tragern der KvLQT1 Mutation
im Long-QT-Syndrom-1 unter adrenerger Stimulation (45).

1.3.4. - Ixyr — der ultraschnell aktivierte delayed rectifier

Kardiale verzogerte Gleichrichterstrome aktivieren um ein 2-faches langsamer als
solche in Nerven oder Muskelgewebe. Nach der Entwicklung der ,single-cell patch
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clamp“ Methodologie wurde es mdglich das kardiale Aktionspotential genauer zu
untersuchen (46). Dies fiihrte zur ldentifizierung weiterer K*-Strome, die sehr
schnell aktivieren und fast keine oder wenig Deaktivierung wéhrend des Verlauf des
kardialen Aktionspotentials zeigten. Um diese Strome von den klassisch
verzogerten Gleichrichtern Ik, und Ixs zu unterscheiden wurde vorgeschlagen, sie
nach ihre Aktivierungskinetik ,ultrarapid” delayed rectifier Ix,r zu nennen (47).

Als fir I, kodierendes Gen wurde Kv1.5 identifiziert (48), welches beim Menschen
sowohl im Vorhof als auch im Ventrikel gefunden wird. Dies wurde auch durch
Kv1.5 Proteinnachweis mittels Antikérpern im menschlichen Vorhof, besonders im
Bereich der Disci intercalares, bestatigt (49). Weitere Experimente haben gezeigt,
dass Kv1.5 im Ventrikel nicht zur Iy und Iy, beitrdgt und somit exklusiv im Vorhof
das molekulare Korrelat der ultrarapid delayed rectifier current darstellt (50). So ist
Kv1.5 ein fur den Menschen vorhofspezifischer Kanal.

Beim Hund konnte Kv1.5 im Vorhof nicht nachgewiesen werden (51). In anderen
Spezies (Maus, Kaninchen) konnte Kv1.5 auch im Ventrikel nachgewiesen werden.
Ikur Zzeigt wahrend der Plateau-Phase eine sehr schnelle; quasi sofortige Aktivierung
(1-10ms), die mit steigender Raumtemperatur sogar beschleunigt wird und eine
langsame Deaktivierung mit Schluss beim Erreichen des Ruhepotentials (47). Die
langsame Deaktivierung wird bei starken Depolarisationen sogar noch langsamer.
Die Reaktivierung beim typischen Ruhemenbranpotential ist langsam. Dies flhrt zu
einer starken Frequenzabhangigkeit der Ik, Amplitude bei physiologischer
Stimulationsfrequenz und Depolarisationsdauer (52; 53).

In menschlichen atrialen Myozyten wurde eine starke Modulation von Ik, durch a-
und B-adrenerge Stimulation nachgewiesen. So zeigte eine Stimulation mit
Isoproterenol eine Ik, Zunahme um 45%, wahrend Phenylephrin zu einer
Reduktion um ca. 30% fuhrte (54). Diese adrenerge Modulation der nach auf3en
gerichteten Strome spielt eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des Zeitverlaufs der
kardialen Repolarisation.

Die Expression von Kv1.5 unterliegt auch einer neurohormonellen Regulation. Im
Rattenmodell konnte durch Glukokortikoide (Dexamethason) und Tyroxin eine 20-
fache Upregulation im Ventrikel erreicht werden (55). Mechanischer Stress erhdhte
im Experiment die Dichte von Kv1.5 (56). Chinidine hemmt I, in menschlichen

atrialen Myozyten in klinisch relevanten Konzentrationen (57).
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Im menschlichen Vorhof nachgewiesene Ik, zeigte eine Amplitude, die mindestens
so grol} ist wie die von |y, (58). Selektive Hemmung von Ik, mit pharmakologischen
Sonden lasst eine signifikante Rolle dieser Stromung bei der kardiomyozytéren
Repolarisation im Menschen (47), Hund (59) und in der Maus (69) vermuten.
Mathematische Modelle, die auf direkt gemessenen lonenstrome des menschlichen
Vorhof-Aktionspotentials basieren, bestatigen diese Rolle von Ik, (61-63). Ein
Problem bei der Ik, Blockade ist eine, durch eine positivere Plateau-Phasen
Spannung induzierte, kompensatorische Zunahme von Ik, durch dessen verstarkte
Aktivierung (64; 65), so dass Phase 3 des Aktionspotentials beschleunigt wird und
der aktionspotential-prolongierende Effekt der Ik, Blockade wieder aufgehoben wird
(63).

Fur die Effektivitat der Ik, Blockade scheint die Aktionspotential Morphologie eine
entscheidende Rolle zu spielen, da ein groRerer Einfluss eines Blockes bei
kleineren Aktionspotentialen mit einer dreieckigen Morphologie beobachtet wurde
(55).

Die bevorzugt atriale Verteilung von Kv1.5 bzw. Ik, (66) macht diesen lonenkanal
interessant fur eine vorhofselektive medikamentdse Antiarrhythmika-Therapie bei
Vorhofflimmern. Es existieren aber kontroverse Daten tUber das Verhalten von Ik,
bei Vorhofflimmern. Es wurde 1997 experimentell eine Downregulation von Kv1.5-
Protein und Ix, wahrend Vorhofflimmern nachgewiesen (67), aber neuere Arbeiten
(1999-2001) zeigen eine unveranderte mMRNA Expression von Kv1.5 und Dichte von
lkur (68-70).

Im Experiment zeigt ein Ix,, Bock eine klare Aktionspotential-Prolongation in
Vorhofflimmer-Typ Myozyten im Vergleich zu normalen Myozyten (63) dies kdnnte
durch die morphologischen Anderungen bedingt sein, die durch die Tachykardie
induziert werden (71; 72). So kann postuliert werden, dass eine selektive Hemmung
von Ik, die atriale Refraktérzeit verlangern wirde und somit gegen atriale Reentry-
Arrhythmien wie Vorhofflimmern schitzen wirde. Durch die bevorzugt atriale
Verteilung (73) ist Kvl.5 ein vielversprechendes Ziel neuer vorhofselektiver
Antiarrhythmika bei Vorhofflimmern ohne das Risiko maligner ventrikuléarer
Arrhythmien durch gleichsam exessive Verlangerung der ventrikularen
Repolarisation (74).
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1.3.5. - Ix; — Kardiale inward rectifier

Die kardialen inward rectifier werden von der Kir Superfamilie kodiert und sind
hauptsachlich fir die Generierung des Ruhepotentials verantwortlich. Besonders
hervorzuheben ist der Beitrag am Ende der Repolarisation (Phase 4) durch Ix;
(siehe Abb.1-3) mit konsekutiver kurzer Hyperpolarisation. Diese Kanale zeigen
keine Spannungssensitivitat. Ix; stellt eine Besonderheit dar, da er immer (d.h. auch
wahrend der Diastole) geoffnet ist. Als Einwartsgleichrichter lasst dieser Kanal K*-
lonen besser in die Zelle hinein als hinaus, so dass die Stromamplitude bei
starkerer Depolarisation abnimmt und wéahrend der Plateau-Phase am kleinsten ist.
Ventrikularer lx; ist sowohl im Experiment (35; 75) als auch klinisch (76) bei

Herzinsuffizienz vermindert.

1.3.6. - Kalium-Kanale und Vorhofflimmern

Das Aktionspotential des Vorhofs wird vornehmlich durch Ix, (ERG), Ikur (KVv1.5), lio
(Kv4.3), lkach (KACH) beeinflusst. Wahrend des Vorhofflimmerns kommt es zu
einem elektrophysiologischen Remodeling mit einer Verkirzung des
Aktionspotentials mit hauptsachlicher Beteiligung der frihen Kalium-Strome (I, und
Ikach). EXperimente haben eine unverédnderte Dichte von Ik, und unveranderte Level
von HERG mRNA in Patienten mit Vorhoffimmern gefunden (77). Des Weiteren
wurde von einer steigenden Dichte von Ix; bei Patienten mit chronischem
Vorhofflimmern berichtet (78). In chronischem Vorhofflimmern wurde eine
Downregulation fr Kv1.5 mRNA und Protein und anderer lonenstrome lca und Ina

nachgewiesen (67).
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1.4. - Elektrophysiologie in der Herzinsuffizienz

1.4.1 - Ventrikulare zellulare Elektrophysiologie i  n der Herzinsuffizienz

Elektrische Instabilitdt ist ein besonderes Charakteristikum des versagenden
Herzens. Eine abnormal verzbgerte Repolarisation vergroRert die Dispersion der
Refraktaritat und vergrof3ert die Neigung zu Re-entry Arrhythmien oder initiiert
bradykardie-abhangige getriggerte Aktivitat durch frihe Nachdepolarisationen (79).
Das Plateau des Aktionspotentials ist eine Phase geringer Leitfahigkeit (79), in der
kleine  Spannungsanderungen die Balance zwischen einwarts- und
auswartsgerichteten Stromen beeinflussen und den Zeitverlauf der Repolarisation
verandern konnen. Der Natrium/Kalzium Austauscher NCX ist bei experimenteller
Herzinsuffizienz vermehrt exprimiert und spielt wahrscheinlich eine wichtige Rolle

bei der AP-Prolongation und der Einleitung ventrikularer Tachyarrhytmien (80).

1.4.2. - Herzinsuffizienz und plétzlicher Herztod

Herzinsuffizienz ist eine der fihrenden Todesursachen in den Industrielandern. Die
1-Jahres-Mortalitat fur diese Erkrankung liegt bei 20%. 80% der Patienten
versterben innerhalb der ersten 8 Jahre nach Erstdiagnose. 50% dieser Todesfalle
gehen auf das Konto ventrikularer Tachyarrhythmien, die zum pl6tzlichen Herztod
fuhren (81-83).

Als Grunde fur den plétzlichen Herztod wahrend der Herzinsuffizienz sind
verschiedene Mechanismen in der Diskussion (84). Griunde daflr sind unter
anderem: eine Anderung der Kalzium Homdostase, abnormale Reizleitung,
myokardiale Ischdmie, neurohormonale Signale, genetische Préadisposition und
eine Verlangerung des Aktionspotentials.

Aktionspotential Verlangerung ist ein Charakteristikum des versagenden Herzens
und wurde sowohl in isolierten Myozyten (85) als auch in ventrikularen
Praparationen (86) nachgewiesen (siehe Abb.1-3). Diese Aktionspotential
Prolongation ist heterogen, was die physiologische Inhomogenitat der elektrischen
Eigenschaften des Herzens noch vergroRert (87). Neben einer neurohumoralen
Regulation durch Angiotensin (88; 89) und Aldosteron (90) wird der Grund fir eine
Aktionspotentialverlangerung in einer funktionellen Downregulation

repolarisierender Kalium-Strome in der Herzinsuffizienz gesehen.
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Abbildung 1-3 - Aktionspotential-Verlangerung in ve rsagendem Kaninchen Myokard  (91)

1.4.3. - Molekulare Mechanismen der Kalium-Kanal Do  wnregulation

Bei der Verlangerung des Aktionspotentials in der Herzinsuffizienz kdnnte es sich
initial um einen forderlichen Adaptationsmechanismus handeln (92), der zu Beginn
durch eine Verlangsamung der Kontraktionskinetik eine Okonomisierung der
Herzarbeit herbeifthrt (93; 94). Durch eine Verlangerung des Aktionspotentials
erhoht sich auch die transsarkolemnale Ca** Zirkulation, die der verminderten Ca®*
ATPase Funktion des glatten endoplasmatischen Reticulums in der Herzinsuffizienz
entgegenwirkt (95), so dass ein vermehrter Ca®** Transport stattfindet.
Verschiedene Signal-Systeme die an der Kalium-Kanal Expressionsregulation
beteiligt sind, sind bisher identifiziert worden. Unter anderem fihrt eine Alpha-
Rezeptor Stimulation zu einer Verminderung von l, (96). Auch wurde ein Einfluss
von cAMP (97), Proteinkinase C, erhdhtem intrazellularem Ca** (98), des
Membranpotentials (98; 99) und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (100)
diskutiert.
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1.5. - Antiarrhythmika

1.5.1. - Klasse Ill Antiarrhythmika

Klasse Ill Antiarrhythmika sind Medikamente, die durch eine Verlangerung der
Repolarisationszeit wirken. Dies geschieht hauptsachlich Gber einen, mehr oder
weniger spezifischen, Block der verschiedenen repolarisierenden K*-Strome.
Klasse Il Antiarrhythmika sind besonders effektiv bei Re-Entry Arrhythmien, die
eine kurze erregbare Licke (short excitable gap) aufweisen. Hier wird das
Aktionspotential und die Refraktarzeit verlangert und die Arrhythmie so terminiert.
Bei  Arrhythmien, die einen Re-Entry Kreislauf mit  verringerter
Leitungsgeschwindigkeit aufweisen, sind die leitungsverzégernden Klasse |
Antiarrhythmika die Therapeutika der Wahl, da sie zur Ausléschung des Kreislaufes
fuhren (101) (siehe Abbildung 1-4).

Re-Entry Typ1 Re-Entry Typ2
“long excitable gap” “short excitable gap” Verlangerung der
\ Refraktaritat
Verminderte Leitungs-
Leitgeschwindigkeit unterdrickung
Klasse | Antiarrhythmika Klasse lll Antiarrhythmika

Abbildung 1-4 — Wirksweise der Klasse | und Ill Ant iarrhythmika.
Abbildung modifiziert nach (101)
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1.5.2. - Probleme bei der Antiarrhythmika-Therapie

Das Hauptproblem der Antiarrhythmika-Therapie besteht in der potentiellen
Arrhythmogenitat eines jeden Antiarrhythmikums und der damit einhergehenden
Auslosung von potentiell letalen Herzrhythmusstorungen. Fir Flecainide und

Sotalol wurde dieses in klinischen Studien bewiesen (102; 103).

1.5.3. - Torsades de pointes-Tachykardie

Exzessive Aktionspotentialverlangerung, wie sie teilweise zur Terminierung
kreisender Erregungen therapeutisch benétigt werden, konnen unter Umstanden zu
einer polymorphen ventrikularen Tachykardie (Torsade de pointes) fuhren (siehe
Abb.1-5). Die Torsade de pointes Tachykardie ist eine Sonderform der ventrikul&ren
Tachykardien. Anfallsweise auftretend, geht sie haufig in Kammerflimmern tber. Im
EKG zeigen sich typische, spindelférmige Veranderungen, mit sich stetig drehender
elektrischer Herzachse. Ebenso wie das Kammerflimmern ist die Torsade de
pointes  Tachykardie ein lebensbedrohender Zustand, der sofortige

Wiederbelebungsmalinahmen (Herz-Lungen-Wiederbelebung) erfordert.

A

Abbildung 1-5
(A) Selbstlimitierende Torsade de pointes (TdP)

(B) TdP mit Degeneration zu Kammerflimmern  (104)
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Die medikamenttse Blockade von Ik, und Ixs manifestiert sich elektrokardiografisch

in einer Verlangerung des QT-Intervalles und dem Auftreten weiterer T- oder U

Wellen-Abnormalitaten im EKG. Die Auslosung einer TdP kann dber

verschiedene Mechanismen geschehen (siehe Abb.1-6).

1. Eine exzessive Aktionspotentialverlangerung flhrt

2

zu einwartsgerichteten

Depolarisationsstromen (frihen Nachdepolarisationen) die zu ventrikularen

Re-entry-Arrhythmien fihren kdnnen.

2. Durch die elektrophysiologische Inhomogenitat der Herzwand, mit einer

signifikant groReren Aktionspotentialverlangerung der midmyokardialen M-

Zellen relativ zu Epikard und Endokard, kommt es zu einer Vergrof3erung der

transmuralen Dispersion der Repolarisation, die das Substrat fur Re-entry
Tachyarrhtymien bildet (41).

Blockade von |y,

1 intrazellulare K+Strom &

], Netto Repolarisierungsstrom

fruhe Nach-
depolarisation

T Aktionspotential Dauer in
Purkinje-Fasern und M-Zellen

Y

getriggerte
Aktivitat

relativ zum Epi- und Endokardzellen

Y

T Heterogenitat ( Dispersion)
der intrakardiellen Repolarisation

\/

unidirektioneller Block
& intramuraler Re-Entry Kreislauf

hicht-anhaltend

!

Synkope

anhaltend
Torsades de pointes Degeneration zu Kammerflimmern
0 R | und
TN remadind/ Herzstillstand
JUMNH T Y Y

\ IRRER ‘.‘if|,-
ARRRRARRRRE

Abbildung 1-6 - Arrhythmogenese von TdP modifiziert nach (104)
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Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Torsade de pointes Tachykardie sind unter
anderem: Hypokaliamie, niedrige Herzfrequenz, medikamenttser Block (s.0.),
weibliches  Geschlecht, kirzliche  Kardioversion von  Vorhofflimmern,
linksventrikulare Hypertrophie und ein QTc-Intervall von Uber 460ms. Bei
Zusammentreffen dieser Risikofaktoren kommt es zu einer Reduktion der

sogenannten ,Repolarisationsreserve” (105).
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1.6. - Medikamente der Studie

1.6.1. - AVEO118

AVEOQ0118 ist ein neusynthetisierter Blocker von Ik, (Kv1.5), |, (Kv4.3) und lkacH
(Kir3.1, Kir3.4) (106). Der Wirkstoff wurde als, beim Menschen, vorhofselektives
Antiarrhythmikum zur medikamentésen Kardioversion von Vorhofflimmern
entwickelt. Da Ik, beim Menschen bevorzugt an der Repolarisation im Vorhof
beteiligt ist, wurde die Hypothese generiert, dass die Bedrohung durch eine

proarrhythmogene Nebenwirkung geringer ist als bei der aktuellen Therapie.

1.6.2. - Dofetilide (Tykosin ®)

NHSDEIEZH3

N
-~
CH,SO_HN HC \/\0

3

Abbildung 1-7 Strukturformel von Dofetilide
Dofetilide ist ein Antiarrhythmikum der Vaughan Williams Klasse lll. Es gehdrt zur

Gruppe der Methansulfonanilide und Ubt seine Wirkung Uber eine selektive
Blockade der schnellen Komponente des verzoégerten Gleichrichter Stromes Ik, aus.
Dofetilide vergrof3ert dosis-abhéngig die monophasische Aktionspotential-Dauer
kardialer Myozyten und fuhrt so zu einer Verlangerung der effektiven
Refraktarperiode. Die im Oberflachen-EKG sichtbare VergréRerung des QT
Intervalles ist das Resultat der Verlangerung der relativen und effektiven
Refraktarzeit im His-Purkinje System und in den Ventrikeln. Hierbei lasst sich das
Phdnomen der ,Reverse-use-dependency” feststellen, bei dem sich der
medikamentose Effekt bei niedrigen Frequenzen verstarkt und vice versa. In
Patienten mit Re-entry Tachyarrhythmien (z.B. Vorhofflimmern/Flattern oder
ventriktlarer Tachykardien) terminiert Dofetilide diese wirksam und beugt deren Re-
induktion vor. Die nétige elektrische Energie zur elektrischen Kardioversion von
Kammerflimmern bleibt durch Tykosin® unbeeinflusst, aber es kann eine

signifikante Reduktion der Defibrillationsschwelle fir die Terminierung ventrikularer
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Tachykardien und Kammerflimmern durch implantierte Kardioverter-Defibrillatoren
festgestellt werden.

Dofetilide wird renal ausgeschieden und muss bei Patienten mit Niereninsuffizienz
wegen des erhoéhten Risikos ventrikularer Arrhythmien durch QT Intervall
Verlangerung in der Dosis an die Kreatinin-Clearence angepasst werden.

In der DIAMOND-CHF Studie zeigte sich die Einnahme von 0,25 - 0,5 mg
Dofetilide bid effektiv fur Kardioversion von Vorhoffimmern bei Patienten mit
Herzinsuffizienz. Genauso kam es zu einer Rezidivminderung mit einer
insgesamten Verminderung von Hospitalisierungen (9). Dofetilide ist mit der Gefahr
von polymorphen ventrikularen Tachykardien (TdP) assoziiert worden und in der
Literatur wird ein Risiko von 0,3-10,5% angegeben (Pfizer Labs Tykosin Info).
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1.6.3. - Terfenadine (Seldane ®)
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Abbildung 1-8 Strukturformel von Terfenadine

Terfenadine ist ein nichtsedierendes Antihistaminikum der zweiten Generation,
welches am H1-Rezeptor als Antagonist wirkt und, &hnlich wie die
Phenylalkylamine, den L-Type Ca2+ Kanal blockiert. Desweiteren wurde ein leichter
unselektiver Block von Na+, Ca2+ und K+ Kanalen (Ix;, lwo, Ikur (101)) nachgewiesen
(107-109). Wie Klasse Il Antiarrhythmika verlangert Terfenadine das
monophasische kardiale Aktionspotential durch IKr Blockade und kann durch frihe
Nachdepolarisationen zu TdP fuhren (110). Da Terfenadine hauptsachlich vom
hepatischen Cytochrom P450 CYP3A4 System metabolisiert wird fuhrte es in der
Praxis mit gemeinsamer Einnahme von CYP3A4-Hemmern (Medikamente oder
Grapefruitsaft) zu TdP-Tachykardien (111; 112), was zur Ricknahme vom Markt im
Jahre 1998 fuhrte. Terfenadine hemmt das Enzym CYP2C8. Ein besonderes Risiko
fur Kardiotoxixitat besteht bei Uberdosis, gleichzeitiger Verabreichung von
Ketoconazol, Erythromycin oder Makroliden, hepatische Dysfunktion und
vorbestehenden kardiovaskularen Erkrankungen, wie zum Beispiel Herzinsuffizienz
(104; 112). Terfenadine gehdrt zu den 20 am haufigsten mit TdP in Verbindung
gebrachten Medikamenten. Von 10.047 gemeldeten Adverse Drug Reaction
zwischen 1983 und 1999 wurde in 44 Félle eine TdP gesichert, davon ein Fall mit
letalem Ausgang. Dies ergibt 0,41 % TdP/ADR. (113)
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1.7. - Zielsetzung der Arbeit

Erstes Ziel dieser Arbeit war die Erprobung von AVEOQ118; eines neuen, beim
Menschen vorhofselektiven K*-Kanalblocker (lk,) in der Herzinsuffizienz, einem
Zustand der verminderten Repolarisationsreserve mit hoherer Suszeptibilitat fr
Proarrhythmogenitat. Dies geschah im Vergleich zu einem selektiven Ix-Blocker
(Dofetilide) und einem unselektiven Ix-Blocker (Terfenadine). Besonderes
Augenmerk wurde auf den Effekt auf die linksventrikulare Repolarisation und das
Auftreten ventrikularer Arrhythmien gelegt.

Zweites Ziel der Arbeit war es, die Expression kardialer K+ Kanale im linken Vorhof
und Ventrikel und deren Veranderung wahrend progressiver tachykardie-induzierter

Herzinsuffizienz zu untersuchen.
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2. - Material und Methoden

2.1. - Versuchstiere und Schrittmacherimplantation

Es wurden Kaninchen der Rasse Chinchilla Bastard (n=12, 3=11, 9=1) fir den
Versuch benutzt. Die Tiere wurden bei einem 12:12-stiindigen hell dunkel
Rhythmus ausgesetzt und erhielten Standardfutter und Wasser ad libitum.

Allen Tieren wurde ein programmierbarer Herzschrittmacher (Fa. Medtronic Minix®
8340) implantiert. Zuerst wurden die Kaninchen mit Acepromazin (Vetranquil® 1%,
1mg/kg i.m.) sediert. Dann wurde in die Ohrvene ein vendser Zugang (Fa. Braun
22G) zur Aufrechterhaltung der Narkose gelegt. Die Vollnarkose wurde mit Ketamin
60mg/kg und Xylazin 5mg/kg i.m. eingeleitet und mit Ketamin/Xylazin 1:4 i.v.
aufrechterhalten. Der Kaninchenbauch wurde rasiert, desinfiziert (Betaisodona®)
und mit Inzisionsfolie (Opsite®) abgedeckt. Um ein Austrocknen der Augen zu
vermeiden wurden sie mit Bepanthen®-Augensalbe behandelt. Rechts am Hals
wurde ein Schnitt gesetzt und mittels stumpfer Praparation die V. jugularis externa
aufgesucht. Mit Haltefaden wurde die Vene fixiert und der kraniale Teil mit dem
Faden ligiert. Mit einer Schere wurde die Vene aufgeschnitten und ein P 775
Cavatheter® safe (Fa. Fresenius) ohne Mandrin eingefihrt. Nach einer Entliftung
mit NaCl wurde der Katheter transvenés bis in den rechten Ventrikel vorgeschoben.
Die Positionskontrolle erfolgte mittels Durchleuchtung und Kontrastmittel (siehe
Abb. 2-1). Durch den Katheter wurde die 2-French Schrittmachersonde (Fa.
Medtronic) eingefihrt und im rechtsventrikularen Apex mit zwei Drehungen gegen
den Uhrzeigersinn eingeschraubt. Dann wurde eine rechts laterale Bauchinzision
kaudal des Rippenbogens gemacht. Eine Tasche zur Aufnahme des Schrittmachers
wurde stumpf prapariert. Nach kranial wurde ein Kanal fur die Elektrode prapariert
und diese mit dem Schrittmacher verbunden.
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Abbildung 2-1 — Réntgenologische Lagekontrolle der Schrittmachersonde im rechten
Ventrikel: links Kontrastmittelgabe in den rechten Ventrikel; rechts Schrittmachersonde nach

Verschraubung ins Myokard

Danach wurde zu einem spateren Zeitpunkt zur telemetrischen
Elektrokardiographie ein Transmitter (Fa. DSI St. Paul, MN USA, Physiotel
Implant® Model TA1OCA-F40) subkutan implantiert. Die anasthetischen
Vorbereitungen waren hierbei dieselben wie bei der Schrittmacherimplantation. Es
wurde eine links laterale Bauchinzision kaudal des Rippenbogens gemacht. Durch
stumpfe Praparation wurde eine Tasche zur Aufnahme des Transmitters
geschaffen. Nach rechts-kranial wurde mit Hilfe einer Kanile ein extraanatomischer
Kanal fur die negative Elektrode bis zur Herzbasis gebohrt. Diese wurde dort mit
handelsiblichem Nahtmaterial (Vicryl® 3-0 Fa. Ethicon) am Muskel fixiert. Die
positive Elektrode wurde beim Transmitter an der Herzspitze auf dieselbe Weise
verndht. Zum Schluss wurde die subkutane Tasche intrakutan vernaht.

Nach der Medikamentengabe und der 30 min Messperiode wurden die Tiere in
ihren Kafigen mittels Telemetrie Uberwacht um eventuell auftretende spéate
Arrhythmien zu detektieren. Die telemetrische Uberwachung fand mittels Receivern
(Model RPC-1 Fa. DSI), die der unterhalb Kafige angebracht waren, statt. (siehe
Abb. 2-2)
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Abbildung 2-2 - Beispiel der telemetrischen Uberwac  hung der Tiere bei kontinuierlicher

Schrittmacherstimulation

2.2. - Schrittmachermodell

Nach den Operationen wurde den Tieren eine Ruhephase von mindestens 10
Tagen eingerdumt um sich zu erholen. In dieser Zeit erhielten sie postoperativ
Antibiose mit Enrofloxacin (Baytril®, 10mg/kg s.c.) und Analgesie mit Carprofen
(Rimadyl®), 4mg/kg s.c. jeweils 3x innerhalb von 72h. Die rechtsventrikulare
Stimulation erfolgte nach einem reproduzierbaren Schrittmacherprotokoll. (114;
115) (siehe Abb. 2-3)

Kontrolle ALVD Transtion  [OHEY
Schritmacher-,
Transmitterimplantation Tag 0 | 10| 20| 30 |
Ruhephase 330/min 360/min 380/min

Abbildung 2-3 — Pacing Protokoll; ALVD = asymptomat  ische linksverntrikulare Dysfunktion;
CHF = Herzinsuffizienz

Die Tiere wurden jeweils in sechs Zweier-Gruppen stimuliert. In den ersten zehn
Tagen wurde mit einer Frequenz von 330/min stimuliert, was die Tiere in das
Stadium der asymptomatischen linksventrikularen Dysfunktion (ALVD) brachte.
Dann wurde die Frequenz um 30bpm auf 360/min erhdht. Nach weiteren 10 Tagen
befanden sich die Tiere in einem Ubergangsstadium (Transition). Dann wurde fir
die letzten 10 Tage die Herzfrequenz auf 380/min erhéht was nach Ende dieser Zeit

zu einer manifesten Herzinsuffizienz (CHF) der Tiere flhrte.

2.3. - Echokardiographie

Jeweils zum Anfang des Versuchs (Kontrolle = Baseline) wurde eine
Echokardiographie eines jeden Tieres angefertigt. Weitere Echokardiographien
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folgten jeweils vor Takterh6éhung des Herzschrittmachers beziehungsweise vor
Eintritt in ein neues Stadium. Dies diente der Dokumentation der fortschreitenden
linksventrikularen  Dysfunktion bis hin zur dekompensierten manifesten
Herzinsuffizienz mit exzentrischer Ventrikeldilatation und eingeschrankter
Pumpfunktion. Es wurde ein 12Mhz Schallkopf und handelsiuibliches Ultraschallgel
benutzt. Mittels 2D Mode wurde das Herz parasternal in der kurzen Achse
aufgesucht. Im M-Mode wurden dann folgende Parameter vermessen:
Rechtsventrikularer diastolischer Durchmesser (RVDd), septaler diastolischer
Durchmesser (IVSd), linksventrikularer diastolischer Innendurchmesser (LVIDd),
linksventrikularer  diastolischer Hinterwanddurchmesser (LVPWd), septaler
systolischer Durchmesser (IVSs), linksventrikularer systolischer Innendurchmesser
(LVIDs) und linksventrikularer systolischer Hinterwanddurchmesser (LVPWSs). Die
Grosse der Pulmonalarterie wurde danach im 2D-Mode vermessen. In der
parasternalen Langsachse wurde dann noch der linke Vorhof (LAd) und die
Aortenwurzel (AoR) im M-Mode vermessen (Abb 2-4 - 2-6). Die
echokardiographischen Untersuchungen erfolgten unsediert. Es wurde das Geréat
HP5500 verwendet.
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Abbildung 2-4 — Beispiel einer M-Mode-Vermessung de  r Aortenwurzel und des linkes Atriums
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Abbildung 2-6 - Vermessung der Pulmonalarterie

40



2.4. - Akutversuche

Vor Beginn des Schrittmacherprotokolls und nach Ende der Pacing-Periode wurden
die Substanzen AVEO0118 (Dosis: 1mg/kg in 0,5ml DMSO und 2,5ml PEG, Fa.
Aventis Pharma Deutschland GmbH), Dofetilide (0,5mg/kg in NaCl Fa.Sequoia
Research Products) und Terfenadine i.v (2mg/kg in 0,5mI DMSO und 2,5 PEG Fa.
Sigma) appliziert und die elektrophysiologischen Auswirkungen mittels
Elektrokardiogramm Uber 30 Minuten dokumentiert. Es wurde jeweils ein
Medikament pro Tag gegeben. Es wurde die Reihenfolge AVE0118, Dofetilide,
Terfenadine gewahlt. Zu Beginn wurden die Tiere mit 5mg Midazolam (Dormicum®)
sediert. Dann wurde ein intravendser Zugang (Braun 22G) in die marginale
Ohrvene gelegt. Es wurde ein Extremitaten-Elektrokardiogramm abgeleitet. Der
richtige Sitz der Elektroden wurde anhand der Signalgite bestétigt. Das
Elektrokardiogramm wurde mit der Software CardioLab® v5.1C (Fa. GE Medical
Systems Information Technologies) aufgezeichnet und folgende Parameter wurden
vermessen: QRS Dauer, PQ-Zeit, QT-Intervall, P-Welle und RR-Intervall. (siehe
Abb. 2-7) Da die QT-Zeit stark von der Herzfrequenz beeinflusst ist, wurde diese fir
die beim Kaninchen besonders hohen Herzfrequenzen wie bereits publiziert
korrigiert. (116).

Es wurde ein Baseline-EKG vor Infusion abgeleitet. Die Agenzien wurden in
kurzem Abstand jeweils in 1ml Schritten injiziert. Wéahrend eines Zeitabschnitts von
30min wurden oben genannte Parameter alle 5 min gemessen. Beim Auftreten
kardialer Arrhythmien wurde der Zeitpunkt im Protokoll vermerkt. Nach Abschluss
der Messperiode wurde die gesamte Studie zur spateren Auswertung auf einer
optischen Disk gespeichert.
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Abbildung 2-7 - Beispiel einer Messung der EKG Para meter mittels der Software Cardiolab
v5.1c®

2.5. - Dosisfindung fir AVE0118

Zur weiteren Evaluation der in dieser Studie benutzten Dosis von AVE(0118
(Img/kg) und deren Auswirkung auf die atriale Elektrophysiologie wurden invasive
Messungen der atrialen Aktionspotentialdauer in 3 gesunden Tieren durchgefihrt.
In Vollnarkose unter mechanischer Beatmung wurden mittels einer medianen
Thorakotomie 2 Elektroden auf das Epikard des rechten und linken Vorhofs
angebracht. Unter EKG und Blutdruckmonitoring wurde ein bipolares
AKtionspotential abgeleitet und 5 min vor und bis 30 min nach Applikation von
AVEOQ0118 digital aufgezeichnet.

2.6. - Gewebeproben

Es wurden die Herzen von gesunden Tiere als Kontrollgruppe (n=7) und eine
Gruppe von Tieren, die nur 20 Tage stimuliert worden waren (n=10 E360) und 10
Tiere, die manifeste Herzinsuffizienz erreichten, benutzt. Die Kaninchen wurden mit

einer Methohexitalnarkose getétet und die Herzen via Thorakotomie entnommen.
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Sofort wurden die Ventrikel und die Vorhdfe getrennt, gewogen und mit
Flassigstickstoff schockgefrostet und dann bei -80 oC bis zur weiteren Verwendung
aufbewahrt. Es wurde eine circa 100mg schwere transmurale Gewebeprobe der

freien linksventrikularen Wand verwendet und circa 100mg des linken Atriums.

2.7. - RNA-Extraktion, Quantifizierung, Integritdits  bestimmung und
Reverse Transcription

Gesamt RNA wurde mittels handelstiblichen Qiagen RNeasy® midi extrahiert.
Tiefgefrorenes Gewebe (bis zu 150mg) wurde im Lysis-Buffer kurz homogenisiert
(Ultra Turrax T25®, Fa. IKA Labortechnik) bis die Samples uniform waren. Wegen
des hohen Proteingehalts des Myokardgewebes wurde 20 min bei 55 °C ein
Protein-Verdau mit Proteinase K (Fa. Qiagen) angeschlossen. Mit mehreren
Zentrifugationsschritten wurde die RNA aus dem Sample an eine Saule gebunden
und mit RNase-freier Dnase | (Fa. Qiagen) behandelt um Kontamination mit
genomischer DNA zu minimieren. Nach mehreren Waschschritten wurde RNA
mittels RNase freiem Wasser eluiert und stand zur weiteren Prozessierung zur
Verfuigung.

Die RNA Ausbeute wurde im Photospektrometer (GeneQuant pro RNA/DNA
Calculator) bei 260nm bestimmt. Die Ausbeute bewegte sich in einem Bereich von
0,100 — 0,350 pg/pl. Die Unversehrtheit der RNA wurde mit dem Agilent
Technologies 2100 Bioanalyser® festgestellt. Nur intakte RNA wurde
weiterverwendet.

RNA wurde mit Hexameren (Random Primer® Fa. Promega) in cDNA
umgeschrieben und stand dann fir die PCR zur Verfigung. Es wurde jeweils 1ug

RNA zum Umschreiben eingesetzt.

2.8. - Primer

Primer wurden bei Fa. Applied Biosystems Assay-by-design® bestellt,
beziehungsweise wurden von der Fa. MWG Oligonucleotide synthetisiert, um mit
dem SYBR-Green® Assay verwendet zu werden. Die Sequenzen der jeweiligen
MRNA wurde der Gen-Bank Database entnommen. Die Target Sequenzen wurden
mittels des Basic Local Alignment Search Tools (BLAST) auf Spezifitat geprift um
Kreuzreaktionen auszuschlie3en. Als interner Standard wurde 3-Aktin ausgewahlt,
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welches in Vorversuchen, in diesem Setup, keiner Regulation unterlag.

Sequenzen siehe Tabelle 2-1.

Clone Accession no. Assay-type

Primersequenz

ERG uU87513 TagMan

Kvl.5 D45025 TagMan

Kv4.3 AF198445 TagMan

KvLQT1 AJ291316 TagMan

BNP Referenz 115 SYBR Green

R-Aktin  AF309819 SYBR Green

3-Aktin  AF309819 TagMan

Tabelle 2-1 - Sequenzen der verwendeten Primer

F: AGCCCCTGACCGAAGACT

R: GCGCCTGACAGAGGGTTA
Probe: AAGAGCAGCGACACCTG

F: CTCAAGGCCAAGAGCAATGTG
R: CCCGGCTGGTGTCCA

Probe: ATCTGCGGAGGTCCCTGTAT
F: AGGAGTACAAGGACCGCAAGA
R: GGTTGTTCTCCGAGTCGTTGT
Probe: CGCCGAGCGCCTCATGGA
F: GTGGTCGTGGCCTCCAT

R: GGCCGACGTAGCAAACAC
Probe: CACGCACAGCACCACC

F: CTCCTCTTCTTGCACCTGTC

R: GTGTTTCCTGAGCACATTGC

F: ACCGACTACCTCATGAAGATCCT
R: CAGCTCGTAGCTCTTCTCCAG

F: ACCGACTACCTCATGAAGATCCT
R: TTGATGTCCCGCACGATCTC
Probe: CCGTGGTGGTGAAGCT

Primer
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2.9. - RT-PCR (Tag-Man)

Die Polymerase Kettenreaktion fand in einem Sequence Detection System 7900
HT® (Fa. ABI) statt. Die Reaktionsbedingungen waren 2min bei 50°C, 10min bei
95°C und 40 Zyklen 15 sec bei 95°C zum Denaturieren und 1min bei 60°C fir das
Annealing/Extending. Zur PCR wurden 60ng cDNA mit jeweils 1ul Assay Mix
(Primer), 10 pl Master Mix (Quantitec Pro PCR® Master Mix Fa. Qiagen) und 9ul
cDNA Probe in RNase freiem Wasser in ein Well pipettiert. Die Analysen wurden in
Triplikaten durchgefuhrt. Die Laufe wurden nach der Standard Curve Methode mit
den Verdunnungen unverdinnt, 1:10, 1:50, 1:100, 1:1000, 1:10000 ausgewertet
(siehe Abb. 2-8). Zur Auswertung wurden die einzelnen Proben mittels internem

Standard normalisiert und in Arbitrary Units (AU) angegeben.

Amplification Plok
Amplification Plot
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Abbildung 2-8 — Beispiel eines Amplification Plots

2.10. - Statistische Analyse

Kontinuierliche Daten sind als der Mittelwert + 1 Standardabweichung dargestellt.
Vergleiche zwischen Gruppen wurde mittels Students t-test untersucht. Messungen
zwischen verschiedenen Gruppen zu verschiedenen Zeitpunkten wurden mit
analysis of variances (ANOVA) verglichen. Statistisch signifikant wurde ein p Wert
<0,05 betrachtet. Es wurde das SPSS Softwarepaket (Version 12.0, SPSS Inc.,

Chicago lllinois, USA) verwendet.
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3. - Ergebnisse
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3.1. - Experimentelle Herzinsuffizienz

3.1.1. - Echokardiographische Veranderungen und kar  diales Remodeling

Echokardiographische Veranderungen durch die progressive Herzinsuffizienz sind
in Tabelle 3-1 dargestellt. Experimentelle Herzinsuffizienz war durch exzentrische
linksventrikulare Dilatation mit verminderten Wanddicken charakterisiert. Dies
zeigte sich sowohl fur systolische als auch diastolische Werte. Das Stadium der
manifesten Herzinsuffizienz war durch eingeschrankte Pumpfunktion charakterisiert
(FS 25%z4,5 vs. 40%+4,5, p<0,001).

Es zeigte sich ein ausgepragtes atriales Remodeling mit deutlich vergroRertem
linksatrialem Durchmesser (1,59cm+0,22 vs. 1,17cm+0,14, p=0,002) und sowohl
linksatrialer (1,289+0,22 vs. 0,45+0,12, p<0,001) als auch rechtsatrialer (0,88g+0,25
vs. 0,39+0,15, p<0,001) Gewichtszunahme. Im Kontrast dazu konnte keine
Zunahme des linksventrikularen Gewichtes festgestellt werden (5g+1,6 vs.
4,49+0,4, p=n.s.).(siehe Tabelle 3-2)

Die Tiere zeigten keine Gewichtszunahme, aber mit Perikardergiissen und Aszites
klinische Zeichen der Herzinsuffizienz. Der mittlere arterielle Druck war im Stadium
der Herzinsuffizienz signifikant gegenuber dem Kontrollstadium vermindert
(86mmHg+9 vs.92mmHg+8, p=0,013). Das, durch experimentelle Herzinsuffizienz

erzeugte, kardiale Remodeling ist in Tabelle 3.2 dargestellt.
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Kontrolle n=12 ALVD n=11  Transition n=11 CHF n=10 p
IVSd (cm) 0,28 + 004 024 = 004 0,24 + 0,03 0,26 + 0,02 0,05
LVIDd (cm) 149 + 009 165 = 01 1,73 = 0,15 1,75 + 0,13 <0,001
LVPWd (cm) 024 + 003 025 + 004 021 + 0,04 0,22 + 0,03 0,05
Ao (cm) 087 + 009 083 = 0,16 0,88 =+ 0,12 0,94 + 0,09 0,058
LAd (cm) 1,17 + 0,224 13 + 0,18 157 + 0,22 159 + 0,22 0,002
PA (cm) 0,73 + 008 072 = 0,0 0,76 += 0,10 0,81 + 0,07 0,054
FS (%) 40,14 = 445 27,71 + 2,60 26,51 + 5,06 2481 + 452 <0,001
MAP(mmHg) 92 + 8 89 + 13 90 + 8 86 + 9 0,013
Perikarderguss 000 £ 0,00 114 + 064 122 + 0,44 165 + 0,88 0,05
Kdrpergewicht (kg) 363 + 067 383 + 058 396 = 0,52 3,78 + 0,44 0,627

Tabelle 3-1 - Echokardiographische Veranderungen wa&  hrend progressiver Herzinsuffizienz
Kontrolle n=7 CHF n=8 p

Linkes Atrium (g) 045 £ 0,12 128 + 0,22 < 0,001
Rechtes Atrium (g) 0,39 + 0,15 0,88 + 0,25 < 0,001
Linker Ventrikel (g) 437 = 0,43 503 £+ 1,59 0,294
Rechter Ventrikel (g) 153 + 0,32 236 + 1,10 0,078
Herzgewicht (g) 6,73 * 0,82 9,69 + 1,26 < 0,001
Herzgewicht/Kérpergewicht 221 £+ 0,28 260 + 0,37 0,044
Linkes Atrium/Koérpergewicht 0,15 £+ 0,03 0,34 + 0,08 < 0,001

Tabelle 3-2 — Herzgewichte
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3.1.2. - Elektrokardiographische Veranderungen

Elektrokardiographische Verdnderungen durch die progressive Herzinsuffizienz
sind in Tabelle 3-3 dargestellt. Im Stadium der manifesten Herzinsuffizienz kam es
zu einer signifikanten Zunahme der Dauer der atrialen Depolarisation (P-Welle
4415 vs. 404, p=0,001) und zu einer Verlangerung der atrioventrikularen
Uberleitungszeit (PQ-Intervall 73+10 vs. 66+9, p=0,009). Wahrend des
Fortschreitens der experimentellen Herzinsuffizienz kam es zu keiner Veranderung
von QRS-Dauer und QT/QTc-Intervall.

Kontrolle n=12 ALVD n=9 Trans.n=6 CHF n=10 p
QT-Intervall (ms) 153 + 11 151 + 12 150 + 14 149 + 10 0,406
QTc-Intervall (ms) 153 + 151 + 10 153 + 13 150 + 0,611
QRS Dauer (ms) 53 =+ 9 49 + 12 55 # 56 = 0,575
PQ-Intervall (ms) 66 =+ 67 £ 9 65 + 4 73 £ 10 0,009
P Welle (ms) 40 = 4 40 £+ 6 42 +* 44 =+ 5 0,001
Herzfrequenz (s/min) 247 + 34 246 + 18 252 £+ 20 252 + 21 0,921
Tabelle 3-3 - Elektrokardiographische Veranderungen wahrend der Herzinsuffizienz
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3.1.3. - Expression von brain natriuretischem Pepti  d — BNP

Experimentelle Herzinsuffizienz ging mit einer vermehrten Expression des
natriuretischen Peptides vom Typ-B einher. BNP Expression wurde in willkirlichen
Einheiten (AU=arbitrary units) angegeben (s.Abb. 3.1). Im linken Ventrikel kam es
zu einer Verdreifachung der Expression (1,8AU+£1,3 vs. 0,7£0,6p=0,03) wahrend
es im linken Vorhof zu einer Verzehnfachung kam (7AU+1,8 vs. 0,8+0,5 p<0,001)
(s.Abb. 3).

*%
* 8,00
3,00
6,00~
= =
2 2
< 2,00 < 4,00
a - o -
e 4
o [a1]
2,00
0,00
0,00= 1 T
CTRL CHF CTRL CHF

Abbildung 3.1 - Linksventrikuldare (links) und links atriale (rechts) BNP Expression,

*p=0,03**p<0,001, AU=arbitrary units, CTRL=Kontroll e, CHF=Herzinsuffizienz



3.1.4. - Effekt von AVE0118 auf die atriale Aktions potential-Dauer

Die invasive Messung des links- und rechtsatrialen Aktionspotentials zeigte eine
signifikante Verlangerung dessen 5 min nach AVE0118 Gabe (Rechter Vorhof:
98+7 ms vs. Baseline 88+9 ms, p<0.01, Linker Vorhof: 79+1 ms vs. Baseline 70£2
ms, p<0.001). (Abb 3.2) Die atriale Aktionspotentialdauer normalisierte sich
innerhalb von 30 min nach der Medikamentengabe wieder und eine Steigerung
von AVE0118 auf 3mg/kg =zeigte keine weitere Verlangerung der

Aktionspotentialdauer.

110 1
- - Rechter Vorhof
g 1007
o
o
5 90 -
© N
E .
) 80 -
o
o
(7]
S
= 70
< Linker Vorhof
60 -
50

Omin Tmin  3min 5min  7/min  10min 15min 20mir

Abbildung 3-2 Verlangerung der atrialen Aktionspote ntialdauer druch AVE0118 (1mg/kg)
Zeitverlauf der Aktionspotentialdauer (ms) des rech ten und linken Vorhofs nach Gabe von
AVEO0118 (n=3) * p<.05
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3.2. - K+-Kanalblockade vor Induktion der Herzinsuf  fizienz

Die Dosierungen der Medikamente zu Kontrollbedingungen waren wie folgt:
AVEOQ0118: 1mg/kg Bolus i.v., Dofetilide: 0,02mg/kg Bolus i.v. ,Terfenadine: 2mg/kg

Bolus i.v.

3.2.1. - Effekt auf die Herzfrequenz

Es kam zu einer Verlangsamung der Herzfrequenz tber die ganzen 30 min des
Versuchs, dies kann aber auch Ausdruck des reduzierten Stresses des
Kaninchens gewesen sein. Bei Terfenadine-Injektion kam es zu einer Erhéhung

der Herzfrequenz.

350,00 Medikation
AVEQ0118
— Dofetilide
E Terfenadine
o
8 300,00= T
N
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N 250,00=% @
() | ®
I L & & L
@ ® & LK o ® ®
200,00 -1 il AL

| | | 1 | | | |
Baseline Omin 5min 10min  15min  20min 25min  30min

Abbildung 3-1 — Herzfrequenz nach Injektion von AVE 0118 (rot), Dofetilide (blau) und

Terfenadine (grin)

52



3.2.2. - Effekt auf das QTc Intervall
Nach Injektion von AVE0118 liel3 sich im Verlauf des Versuches kein Effekt auf die
ventrikulare Repolarisation nachweisen, wahrend 5 min nach der Injektion von
Dofetilide eine deutlich Zunahme des korrigierten QT Intervalles (QTc) messbar
war (427ms+43 vs 311ms+17, p<0,001). Ebenfalls 5 min nach der Injektion von
Terfenadine kam es im Verlauf der Messung zu einer signifikanten Verlangerung

des QTc-Intervalles (353ms+32 vs 305ms+18, p=0,001)

Medikation
T AVEO0118
450= — Dofetilide
T e T Terfenadine
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£ 400~ @
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E 350= o &
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&
&

ish R I
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&

] ] ] ] | | | |
Baseline Omin 5min 10min 15min 20min 25min 30min

Abbildung 3-2 - Qtc Intervall nach Injektion von AV  EO0118 (rot), Dofetilide (blau) und

Terfenadine (grin)
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Abbildung 3-3 - Beispiel einer typischen QT-Interva Il-Verlangerung durch Dofetilide von

basal 150ms auf 257ms direkt nach der Injektion
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3.2.3. - Effekt auf den QRS Komplex

Nach Injektion von AVE0118 kam es zu keiner signifikanten Verdnderung des
QRS Komplex. Dofetilide und Terfenadine fihren 5 min post injektionem zu einer
deutlichen Verbreiterung des QRS Komplexes. (Dofetilide 63mst14 vs.
53ms+69;p=n.s.; Terfenadine 65ms+14 vs. 55msz7, p=0,007)

80,009 Medikation
I AVEQ0118
o — Dofetilide
70,00 Terfenadine
o
E 60,00= o & o
lé o @ ° & & ®
e
O 50,00- - 1 - .
40,00

] ] ] ] I I I ]
Baseline  Omin 5min 10min 15min 20min 25min  30min

Abbildung 3-4 - QRS Kopmplex nach Injektion von AVE 0118 (rot), Dofetilide (blau) und

Terfenadine (grin)
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3.2.4. - Effekt auf das PQ Intervall
Der Effekt auf das PQ Intervall ist in Abb.3-6 dargestellt. Nach Injektion von
AVE0118 kam es zu keiner Veranderung der atrioventrikularen Uberleitung. Der
Effekt von Dofetilide zeigt sich in einer Verkiirzung der Uberleitungszeit (126ms+9
vs. 140msxl4 p=0,07). Im Gegensatz dazu bewirkte Terfenadine eine

Verlangerung des PQ Intervalles (147ms+14 vs.134ms+14, p<0,05).

Medikation
AVE(0118
160,00 — Dofetilide
B B Terfenadine
m —_— T B T+
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I= hd ¢ ® e
o @ . o @
a | @ 8
120,00= | 1 B 1 1 B

I I I 1 I I I I
Baseline Omin 5min 10min 15min  20min 25min  30min

Abbildung 3-5 - PQc Intervall nach Injektion von AV  E0118 (rot), Dofetilide (blau) und

Terfenadine (grin)
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3.2.5. - Effekt auf die P-Welle

Nach der Injektion von AVE0118 kam es zu einer signifikanten Verlangerung der
P-Welle (44msx4 vs. 40mst4, p<0,05). Dofetilide verkirzte die P-Welle 10 min
nach Injektion signifikant (39ms+5 vs. 43mst5 p<0,05). Die P Welle blieb durch
die Terfenadine Injektion unbeeinflusst.

50,00 Medikation
- AVEOQ0118
B il T T — Dofetilide
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] ] ] ] I I I ]
Baseline Omin 5min 10min 15min 20min 25min  30min

Abbildung 3-6 - P-Welle nach Injektion von AVE0118  (rot), Dofetilide (blau) und Terfenadine
(gran)
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3.3. - K+-Kanalblockade bei experimenteller Herzins  uffizienz

Die Dosierungen der Medikamente in der Herzinsuffizienz waren wie folgt:
AVEO0118: 1mg/kg Bolus i.v.konnte weiterhin gegeben werden.
Dofetilide: 0,02mg/kg Bolus i.v.: hier kam es in der Herzinsuffizienz zu einer

polymorphen ventrikularen Tachykardie (Torsade de pointes) siehe Abb.3-9

Daraufhin erfolgte eine Dosisreduktion auf 30% (0,006mg/kg)

Abbildung 3-7 - Torsade de pointes Tachykardie nach Inkjetion von 0,02mg/kg Dofetilide in

Herzinsuffizienz

Terfenadine: 2mg/kg Bolus i.v.: hier kam es in der Herzinsuffizienz zu einer
symptomatischen Bradykardie mit konsekutiver elektromechanischer Entkopplung
(siehe Abb.3-10) Daraufhin erfolgte eine Dosisreduktion auf 40% der
Ausgangsdosis (0,8mg/kg)

Abbildung 3-8 - Bradykardie nach Injektion von 2mg/ kg Terfenadine in Herzinsuffizienz
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3.3.1. - Effekt auf die Herzfrequenz

In der Herzinsuffizienz kam es wahrend der Injektion von AVEO118 zu einer
transienten Erhéhung der Herzfrequenz. (270ms+31 vs. 252+ms21 p=0,056).
Dofetilide Ubte keinen signifikanten Einfluss auf die Herzfrequenz aus. Bei

Terfenadine Injektion kam es zu einer Erh6hung der Herzfrequenz.
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Baseline  Omin 5min  10min 15min  20min 25min  30min

Abbildung 3-9 — Herzfrequenz nach Injektion von AVE 0118 (rot), Dofetilide (blau) und

Terfenadine (grin)
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3.3.2. - Effekt auf das QTc Intervall
Nach Injektion von AVE0118 liel3 sich im Verlauf des Versuches kein Effekt auf die

ventrikulare Repolarisation nachweisen, wahrend nach der Injektion von Dofetilide
wieder eine deutlich Zunahme des korrigierten QT Intervalles messbar war
(352ms£36 vs 307ms+22, p=0,001). Ebenfalls nach der Injektion von Terfenadine
kam es im Verlauf der Messung zu einer signifikanten Verlangerung des QTc
Intervalles (323ms+12 vs 295ms+17, p=0,001)
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Abbildung 3-10 - QTc Intervall nach Injektion von A  VE0118 (rot), Dofetilide (blau) und

Terfenadine (grin)
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3.3.3. - Effekt auf den QRS Komplex
Nach Injektion von AVE0118 kam es zu keiner signifikanten Verdnderung des
QRS Komplex. Dofetilide fuhrte bei einem Teil der Kaninchen zu einer
schenkelblockartigen QRS Verbreiterung. Terfenadine fihrte 5 min post

injektionem zu einer nicht signifikanten Verbreiterung des QRS Komplexes.
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Abbildung 3-11 - QRS Komplex nach Injektion von AVE 0118 (rot), Dofetilide (blau) und

Terfenadine (grin)
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3.3.4. - Effekt auf das PQ Intervall
Nach Injektion von AVE0118 kam es zu keiner Veranderung der atrio-
ventrikularen Uberleitung. Der verkiirzende Effekt von Dofetilide lieR sich nach
Dosisreduktion in der Herzinsuffizienz nicht mehr nachweisen. Der PQ

verlangernde Effekt von Terfenadine war ebenfalls nicht mehr nachweisbar.
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Abbildung 3-12 - PQ Intervall nach Injektion von AV  EO0118 (rot), Dofetilide (blau) und

Terfenadine (grin)
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3.3.5. - Effekt auf die P-Welle

Es liel? sich kein Einfluss auf die P-Welle nachweisen.
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Abbildung 3-13 - P Welle nach Injektion von AVE0118  (rot), Dofetilide (blau) und Terfenadine
(grin)
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3.4. - Regulation linksventrikularer K+-Kanéle bei experimenteller

Herzinsuffizienz
3.4.1. - ERG

Die mRNA-Expression des ,ether a go go related” Kanals ERG im Verlauf der
progressiven Herzinsuffizienz sind in Abb. 3-14 dargestellt. Im Verlauf der
Herzinsuffizienz kam es nach 20 Tagen der Stimulation zu einer, statistisch nicht
signifikanten, Hochregulation von 1,3AU+0,4 auf 2,0AU%0,9. Nach Erreichen der
Herzinsuffizienz verbleiben die ventrikularen mRNA Level auf diesem Niveau
(2,0AU+0,9).

3,00 —

ERG (AU)

CTRL E360 CHF

Abbildung 3-14 - Linksventrikulare Expression von E RG. AU=arbitrary units,
CTRL=Kontrolle, E360=20Tage CHF=Herzinsuffizienz

64



3.4.2. - Kv4.3

Die mRNA-Expression von Kv4.3 sind in Abb. 3-15 dargestellt. Wahrend
progressiver Herzinsuffizienz lie3 sich bei diesem Gen keine statistisch
signifikante Regulation nachweisen. Ein Trend zur Downregulation schon ab 20
Tage Pacing ist zu erkennen (0,63+0,24 vs. 0,4+0,21 vs. 0,42+0,4, p=NS).

1,00+

0,80

Kv4.3 (AU)

CTRL E360 CHF

Abbildung 3-15 - Linksventrikulare Expression von K v4.3.  AU=arbitrary units,
CTRL=Kontrolle, E360=20Tage CHF=Herzinsuffizienz
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3.4.3. - Kvl.5

Kv1.5 mRNA-Expression wahrend progressiver Herzinsuffizienz sind in Abb. 3-16
dargestellt. Nach 20 Tagen Schrittmacherstimulation war bereits eine 50%
Reduktion an mRNA Kopien zu verzeichnen (0,4AU+0,2 vs. 0,8AU+0,1, p<0,001
(ANOVA)). Im weiteren Verlauf der Herzinsuffizienz erfuhr die Expression dieses
Kanals keine weitere Expressionsanderung und sistierte bei 0,4AU+0,2 (p<0,001
vs CTRL (ANOVA)).

1,00

Kv1.5 (AU)

CTRL E360 CHF

Abbildung 3-16 - Linksventrikuldare Expression von K v1.5 **p<0,001 (ANOVA; vs. CTRL)
AU=arbitrary units, CTRL=Kontrolle, E360=20Tage CHF =Herzinsuffizienz
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3.4.4. - KVLQT1

KvLQT1 mRNA Level zeigten einen dynamischen Verlauf wahrend der
progredienten Herzinsuffizienz. Nach 20-tagiger Stimulation hatte die Expression
im Vergleich zu Kontrollbedingungen um 50% abgenommen (0,8AU+0,3 vs.
1,6AU+0,4, p<0,001). Diese Downregulation setzte sich im Verlauf der sich
entwickelnden Herzinsuffizienz fort. Im Stadium der manifesten Herzinsuffizienz
lie sich nur noch 33% des Kontrollwertes detektieren. (0,5AU+0,15 vs.
1,6AU=0,3, p<0,001(ANOVA)). Im Vergleich zu dem Ubergangsstadium E360 war
die Expression ebenfalls signifikant niedriger (p=0,18 ANOVA).

2,00+

KvLQTL1 (AU)

CTRL E360 CHF

Abbildung 3-17 - Linksventrikulare Expression von K vLQT1, *p<0,001 (ANOVA, vs. CTRL)
*p=0,018 (ANOVA; vs. E360) AU=arbitrary units, CTR L=Kontrolle, E360=20Tage
CHF=Herzinsuffizienz
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Abbildung 3-20
Die differentielle Regulation aller vier untersucht  en Kalium Kanéle im linken Ventrikel ist in

dieser Abbildung zusammengefasst. (AU = arbitrary u  nits)
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3.5. - Regulation atrialer Kalium-Kanale bei experi  menteller

Herzinsuffizienz

3.5.1. - ERG

Experimentelle Herzinsuffizienz schien keinen Einfluss auf die Expression von
ERG im Vorhof zu nehmen (1,2+0,7 vs. 1.0+0,4, p=0,498).

2,00

1,50+

1,00+

ERG (AU)

0,50

0,00=

CTRL CHF

Abbildung 3-21 - Linksatriale Expression von ERG, A  U=arbitrary units, CTRL=Kontrolle,

CHF=Herzinsuffizienz



3.5.2. - Kv4.3

Kv4.3 zeigte im Stadium der manifesten Herzinsuffizienz eine signifikante

Downregulation. Gegenuber Kontrollbedingen nahm die mRNA Expression um

mehr als 50% ab (0,2AU+0,1 vs. 0,7AU+0,3, p=0,003)

0,80

Kv4.3 (AU)

CTRL CHF

Abbildung 3-22 - Linksatriale Expression von Kv4.3,
CTRL=Kontrolle, CHF=Herzinsuffizienz

*p=0,003, AU=arbitrary units,
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3.5.3. - Kvl.5

Die atriale Expression von Kv1.5 unterlag keiner signifikanten Regulation bei

Herzinsuffizienz (0,4AU+0,1 vs. 0,5AU+0,2 p=0,058).

0,80

Kv1.5 (AU)

CTRL CHF

Abbildung 3-23 - Linksatriale Expression von Kv1.5 , AU=arbitrary units, CTRL=Kontrolle,

CHF=Herzinsuffizienz
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3.5.4. - KVLQT1

Die mRNA Expression von KvLQT1 nahm in der experimentellen Herzinsuffizienz
auf ca. 33% ab (0,2AU+0,04 vs. 0,7AU=0,2, p<0,001).
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Abbildung 3-24 - Linksatriale Expression von KvLQT1 , *p<0,001 , AU=arbitrary units,
CTRL=Kontrolle, CHF=Herzinsuffizienz
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Abbildung 3-25
Die differentielle Regulation aller vier untersucht en Kalium Kanale im Vorhof ist in dieser

Abbildung zusammengefasst. (AU = arbitrary units)
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3.6. - Vergleich ventrikularer und atrialer mRNA Le  vel

3.6.1. - ERG
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Abbildung 3-26 — ERG mRNA Level zu Control (links) und CHF (rechts) —Bedingungen
LV vs LA (AU = arbitrary units)
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Abbildung 3-27 - Kv4.3 mRNA- Level zu Control (link s) und CHF (rechts) —Bedingungen
LV vs LA (AU = arbitrary units)
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3.6.3. - Kvl.5

0,80+
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Abbildung 3-28 — Kv1.5 mRNA- Level zu Control (link s) und CHF (rechts) —Bedingungen
LV vs LA (AU = arbitrary units)

3.6.4. - KVLQT1
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1,007

KvLQT1 (AU)
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Abbildung 3-29 — KvLQT1 mRNA- Level zu Control (lin  ks) und CHF (rechts) —Bedingungen
LV vs LA (AU = arbitrary units)
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die mRNA Expression fur ERG im
linken Ventrikel im Vergleich zum linken Vorhof gegensétzlich reguliert ist. So zeigt
sich in der Herzinsuffizienz eine tendenzielle Hochregulation von ERG im
Ventrikel, wahrend es im linken Vorhof bei einer nahezu gleichbleibenden
Expression bleibt. Kv4.3, Kv1.5 sowie KVLQT1 zeigen in beiden Geweben eine
mehr oder minder ausgepragte Verminderung der Expression. Kv4.3 erfahrt eine
ausgepragtere Herabregulation im linken Vorhof wahrend in beiden Geweben die
prozentuale Abnahme der KvLQT1 Expression im selben Bereich liegt (~70%). Bei
Kvl.5 sieht man eine im linken Ventrikel deutlicher ausgepragte

Expressionsverminderung als im Vorhof.

LV LA
ERG +35% -17%
Kv4.3 -33% -71%
Kv1.5 -50% -20%
KvLQT1 -69% -71%

Prozentuale Anderung der mRNA Expression der einzel nen K+ Kanile bei experimenteller

Herzinsuffizienz im linken Ventrikel (LV) und linke  n Vorhof (LA)
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Abbildung 3-30 — Vergleich der linksventrikularen u nd linksatrialen Kaliumkanal-Expression

zu Kontrollbedingungen (AU = arbitrary units)
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Abbildung 3-31 - Vergleich der linksventrikularen u nd linksatrialen Kaliumkanal-Expression

bei Herzinsuffizienz (AU = arbitrary units, CHF = H erzinsuffizienz)
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4. - Diskussion

79



4.1. - K+-Kanal-Blockade

Die vorliegende Studie demonstriert, dass der vorhofselektive K+Kanal Blocker
AVEO0118 im Vergleich zur einem selektiven und unselektiven IKr-Blocker keinen
Einfluss auf die ventrikulare Repolarisation hatte und keine ventrikularen
Arrhythmien verursachte. In einer Dosis, flr welche eine Verlangerung der atrialen
Aktionspotentialdauer dokumentiert werden konnte, war dies weder zu
Kontrollbedingungen noch in der Herzinsuffizienz der Fall. Vorhofselektive K+-

Kanal Blockade mit AVE0118 war sicher bei experimenteller Herzinsuffizienz.

4.1.1. - Vorhof-selektive lonenkanalblockade durch AVEO0118

Vorhofselektive K+-Kanal Blockade durch AVEO0118 blockiert die lonenstrome
IKur, IKAch und die transiente Auswartsstromung Ito (106). IKur kommt gehauft im
menschlichen Vorhofmyozyten, nicht aber im Arbeitsmyokard vor. In anderen
Spezies wie dem Meerschweinchen (117), der Maus (118) oder dem Hund (119)
tragt IKur auch zur ventrikularen Repolarisation bei. In andsthesierten Schweinen
hatte AVE0118 keinen Effekt auf die ventrikulare Repolarisation bei gleichzeitiger
Verlangerung des atrialen Aktionspotentials (120). Im AV-Block-Hundemodell
verlangerte AVEOQO118 das mittlere Vorhof-Aktionspotential ohne QTc-Zeit
Veranderungen zu verursachen (121).

Im experimentellen Ziegenmodell verlangerte AVE0118 die Aktionspotential-Dauer
und verhinderte effektiv die Induktion von Vorhofflimmern, allerdings in ,gesunden*®
und nicht insufizienten Herzen (122). Eine Verlangerung des atrialen
Aktionspotentials ging in diesen Experimenten nicht mit einer Verlangerung der
ventrikularen Repolarisation einher. Dies unterstreicht die Vorhofselektivitat von
AVEO0118.

Die hier vorgestellten Ergebnisse, welche eine Verlangerung der atrialen
Aktionspotentialdauer ohne Anderungen der ventrikularen De- und Repolarisation
oder Erzeugung ventrikularer Arrhythmien zeigen, sind konsistent mit den oben
erwdhnten Arbeiten. Zusatzlich weist die durch AVEO0118 verursachte

Verlangerung der P-Welle auf eine mdogliche Verlangsamung der atrialen
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Leitungsgeschwindigkeit hin. Diese Beobachtung ist neu, da der Effekt von
AVEOQ0118 bis dato nur im Zusammenhang mit Aktionspotentialdauer und mit dem
Augenmerk auf den antiarrhythmischen Effekt in verschiedenen Vorhofflimmer-
Modellen getestet wurde, aber nicht im Sinusrhythmus und durch Analyse mittels
hochauflosendem digitalem EKG wie in der vorliegenden Studie. Auch wenn der
zugrundeliegende Mechanismus der P-Wellen Verlangerung sicherlich weitere
Studien rechtfertigt, mag man spekulieren, ob eine Verringerung der atrialen
Leitungsgeschwindigkeit zusammen mit einer Verlangerung der atrialen
Refraktarzeit zum antiarrhythmischen Effekt von AVEO0118 beitragen, so wie es
schon fur andere vorhofselektive Substanzen wie z.B Vernakalant gezeigt wurde
(123).

Zusétzlich zeigt unsere Studie, dass AVE0118 keine negativen Effekte auf die
kardialen Leitungs-Eigenschaften hatte. Insbesondere zeigte sich kein
erkennbarer Effekt auf die Herzfrequenz, ventrikulare Depolarisation (QRS-Dauer)
und Repolarisation (QT-, QTc-Intervall). Desweiteren wurden keine ventrikularen
Arrhythmien beobachtet. Interessanterweise fuhrte AVE0118 zu keiner weiteren P-
Wellen Verlangerung in der Herzinsuffizienz, welche ihrerseits bereits durch eine
P-Wellen Verlangerung charakterisiert war. Diese Beobachtung mag darauf
hindeuten, dass AVE0118 nicht zu einer extensiven Prolongation der atrialen
Leitfahigkeit in strukturell verandertem Vorhofmyokard fihrt oder, dass ein solcher
Effekt durch die bereits vorhandene P-Wellen Verlangerung verdeckt ist. Alternativ
mag man postulieren, dass die Effektivitdt von AVE0118 in der Herzinsuffizienz im
Vergleich zu gesunden Vorhéfen vermindert sein konnte. In der Tat haben
experimentelle Studien eine differentielle linksatriale K*-Kanal Expression bei
Herzinsuffizienz gezeigt (31; 124), welche die molekulare Basis einer
abgeschwachten Wirksamkeit atrialer K+-Kanal Blockade bei Herzinsuffizienz
darstellen kdnnte.

Die unterschiedliche Wirksamkeit von Antiarrhythmika in unterschiedlichen
Szenarien konnte beispielsweise fir Dofetilide gezeigt werden. Hier zeigten sich

deutliche Wirksamkeitsunterschiede in zwei verschiedenen Vorhofflimmer-
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Modellen (atriale Stimulation vs. rechtsventrikulare Stimulation) mit reduzierter
Effektivitat fir die Termination von Vorhofflimmern im atrialen Pacing Modell (125).
Da AVEO0118 in hohen Dosierungen sogar IKr blocken kann (106), kann nicht
ausgeschlossen werden, dass hohere Dosierungen als 1mg/kg einen Effekt auf
die ventrikulare Repolarisation ausiuben kénnten. Nichtsdestotrotz sahen wir bei
der von uns benutzten Dosis keine Effekte, die fur eine signifikante IKr Blockade
sprechen wirden.

Im Kaninchen existiert die langsame Variente von Ito (Ito,s) (126). Es ist
unbekannt ob AVE0118 diese lonenstromung signifikant blockiert. Unsere Daten,
welche keinen Einfluss von AVE0118 auf die ventrkulare Repolarisation zeigen,
sowie die sichere Applizierbarkeit bei Herzinsuffizienz unterstreichen diese

Annahme.

4.1.2. - Selektive und nicht-selektive IKr-Blockade

In der vorliegenden Studie wurde Dofetilide als repréasentativer IKr Blocker benutzt
und diente als Positivkontrolle. Die Anwendung von Dofetilide als
Antiarrhytyhmikum bei Herzinsuffizienzpatienten ist von besonderem Interesse, da
es keinen Einfluss die Hamodynamik oder die atrioventrikulare
Leitungseigenschaften austbt (127). Dofetilide ist effektiv zur Aufrechterhaltung
von und zur Konversion in Sinusrhythmus und verminderte die
Hospitalisationsraten bei Patienten mit Vorhofflimmern und Herzinsuffizienz (9).
Allerdings ist es aber auch mit dem Auftreten von Torsade de pointes
Tachykardien assoziiert. Experimentelle Daten aus dem Kaninchen und dem
Hunde Modell bestdtigen diesen Umstand. (128; 129). Unsere Ergebnisse
stimmen mit diesen friiheren Studien Uberein und demonstrieren zusatzlich, dass
diese Effekte bei experimenteller Herzinsuffizienz weit ausgepragter sind, so dass
eine Dosisreduktion zur Vermeidung lebensbedrohlicher Arrhythmien notwendig
war.

Terfenadine ist ein nicht-selektiver Kalium-Kanal Blocker, welcher hauptsachlich
IKr aber auch Ito und IKur blockiert (101; 107; 108). Wie andere Klasse Il

Substanzen verlangert Terfenadine das monophasische kardiale Aktionspotential
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durch IKr Blockade und kann zu Torsade de pointes Tachykardien fihren (130).
Experimentelle Daten vom andasthesierten Kaninchen zeigen eine signifikante
Verlangerung des QTc-Intervalles durch Terfenadine (128). In einem anderen
Kaninchen Modell erzeugte Terfenadine keine Torsade de pointes Tachykardien,
fuhrte aber zum Herzstillstand (110). In der vorliegenden Studie verlangerte
Terfenadine ebenfalls das QTc-Intervall in gesunden Tieren. Desweiteren und
analog zu Dofetilide waren die proarrhythmischen Effekte von Terfenadine in der
Herzinsuffizienz ausgepragter und eine Dosisanpassung war erforderlich, um
lebensbedrohliche Arrhythmien zu vermeiden. Eine mdgliche Ursache der
proarrhythmogenen Effekte von Dofetilide und Terfenadine kénnte in der bei
Herzinsuffizienz sogar tendenziell vermehrten Expression des priméar blockierten
ERG liegen, welcher fur die Aufrechterhaltung der Repolarisationsreserve bei

Herzinsuffizienz eine Rolle spielen konnte.

4.1.3. - Potentielle Relevanz fur klinische Herzins  uffizienz

Eine Exazerbation der Herzinsuffizienz kann durch verschiedene Faktoren
unabhéngig von der linksventrikuldaren Dysfunktion ausgelést werden (131).
Herzinsuffizienz ist einer der Hauptrisikofaktoren fur Vorhofflimmern. Die Mehrzahl
der Herzinsuffizienzpatienten ist &lter als 65 Jahre und Neuauftreten von
Vorhofflimmern fuhrt oft zu einer Verschlechterung des Allgemeinzustandes (10;
132). Durch den fehlenden atrialen Beitrag zur enddiastolischen Ventrikelfillung
leiden Herzinsuffizienzpatienten mit dem Auftreten von Vorhofflimmern u.a. an
einer reduzierten Belastbarkeit. Dies ware ein Hauptargument fur Rhythmus-
Kontrolle bei Herzinsuffizienz-Patienten.

Dofetilide ist effektiv fur die medikamentése Kardioversion und die
Aufrechterhaltung von Sinus Rhythmus im Vergleich zu Plazebo. Dennoch zeigte
sich eine hohere Rate von Torsade de pointes Tachykardien (9). Amiodaron ist
das einzige Antiarrhythmikum, welches keinen Anstieg der Mortalitdt bei
Herzinsuffizienzpatienten gezeigt hat, dessen Gebrauch aber durch die nicht

unerheblichen Nebenwirkungen limitiert ist (26).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Anwendbarkeit der heutzutage
verfugbaren Antiarrhythmika zur Vorhofflimmern-Therapie bei Herzinsuffizienz
ausserst limitiert ist und die Entwicklung vorhofselektiver lonen-Kanal-Blocker wie
AVEO0118 und die Testung ihres Sicherheitsprofils sehr sinnvoll erscheint.

Frihere Studien konnten zeigen, dass atriale lonenstréme wie Ito und IKAch bei
Herzinsuffizienz vermindert sind (31; 133). Dieser Umstand impliziert eine
potentiell verminderte Effektivitat fur Antiarrhythmika, welche diese lonenkanale
blockieren. In unserer Studie kdnnen wir nicht ausschliessen, dass AVEO0118,
obwohl sicher anwendbar, bei Herzinsuffizienz weniger effektiv sein konnte.
Weitere Untersuchungen sind noétig, um zu analysieren, ob vorhofselektive
lonenkanal-Blocker ihre Effektivitdt zur Terminierung von Vorhofflimmern unter
den besonderen elektrophysiologischen Konditionen der Herzinsuffizienz
behalten.
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4.2. - K+-Kanal Expression bei progressiver Herzins  uffizienz

4.2.1. - Ventrikulare K+-Kanal Expression bei Herzi  nsuffizienz

Plotzlicher  Herztod durch  ventrikulare  Arrhythmien ist eine der
Haupttodesursachen bei Herzinsuffizienzpatienten (79). Die elektrische Instabilitat
des Herzens beruht unter anderem auf Verdnderungen der myozytaren
elektrophysiologischen Eigenschaften (134), die sich besonders in Stérungen der
Repolarisation auf3ern. Eine konstante Beobachtung hierbei ist die Verlangerung
der Aktionspotentialdauer; unter anderem durch funktionelle K'-Kanal
Downregulation.

Die hier vorgestellten Ergebnisse weisen darauf hin, dass ein Fortschreiten der
experimentellen Herzinsuffizienz mit einer transkriptionellen Downregulation der a-
Untereinheiten der ultraschnellen (Kv1.5 kodierend fur IKur) und der langsamen
(KVLQT1 kodierend fir IKs) Komponente der delayed rectifier Strémung Ik
einhergeht. Dies scheint einer der Mechanismen fir die beobachtete
Verminderung von repolarisierenden K*-Stromen und der damit verbundenen
Verlangerung des Aktionspotentials in der Herzinsuffizienz zu sein. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass trotz erhaltener ventrikularer Repolarisationszeit
(keine Verlangerung der QTc Zeit) bei Herzinsuffizienz die Vulnerabilitat far
ventrikulare Herzrhythmusstérungen durch Blockade der repolarisierenden K+-
Strome im Sinne einer Verringerung der sogenannten ,Repolarisationsreserve®
zunimmt.

Es existieren relativ wenige Daten tber das Verhalten des delayed rectifier Stroms
Ik mit seinen Bestandteilen Ik, ks und Ixr (kodiert durch ERG, KvLQT1 und Kv1.5)
im insuffizienten Herzen (siehe Tabelle 4-1).

Die Beobachtung einer Expressionsverminderung der Alpha Untereinheit KvLQT1,
kodierend fur IKs, wie wir sie in unserer Studie sehen, ist konsistent zu Daten aus
anderen Studien der tachykardie-induzierten Herzinsuffizienz am Kaninchen (135).
Ebenso zeigen Versuche aus dem herzinsuffizienten Hund-Modell eine

signifikante Verminderung der Ixs Stromung (136). Auf mMRNA Ebene wurde eine
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Verminderung von KvLQT1 mRNA auch beim versagenden menschlichen
Myokard nachgewiesen (137).

Die in dieser Arbeit vorliegenden Daten Uber die Regulation von ERG, kodierend
fur IKr, weisen auf eine unveranderte Expression von ERG wahrend der
fortschreitenden Herzinsuffizienz hin. Diese Beobachtung ist konsistent zu
Versuchen am tachykardie-induzierten Herzinsuffizienzmodell am Kaninchen, in
welchen eine Reduktion von Ix nicht mit einer signifikanten Anderung der mRNA
Level von ERG in Verbindung gebracht werden konnte (138). Bei der
menschlichen Herzinsuffizienz konnte ebenfalls keine transkriptionelle Regulation
von ERG nachgewiesen werden (139). Im Gegensatz dazu zeigt eine Studie bei
tachykardie-induzierter Herzinsuffizienz am Kaninchen eine Verringerung der
durch ERG kodierten K+-Stromung IKr. Die hier vorgestellten Daten, im Konspekt
mit den oben genannten Studien, weisen daraufhin, dass diese Verringerung von
IKr nicht durch eine verminderte mRNA Expression der entsprechenden Alpha-
Untereinheit bedingt zu sein scheint und dementsprechend noch naher zu
beleuchtende Mechanismen eine Rolle spielen mussen.

Uber das Verhalten von gy, der ultraschnellen Komponente der delayed rectifier
Stromung Ik, bei Herzinsuffizienz gibt es bislang keine Daten in der Literatur. Die
in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Verminderung von Kv1.5 lasst eine
potentielle Beteiligung an der Aktionspotentialverlangerung vermuten. Im
menschlichen Ventrikel spielt Kv1.5 allerdings eine untergeordnete Rolle und
wurde bei molekularen Analysen bei Herzinsuffizienz nur in sehr kleiner Menge
detektiert (139).

Eine wichtige und konstante Beobachtung sowohl bei experimenteller, als auch
bei klinischer Herzinsuffizienz ist eine funktionelle Downregulation von Iy, der
transienten Auswartsstromung. l, zeigte sich in verschiedenen Herzinsuffizienz-
Tiermodellen (Hund (35; 136), Kaninchen (91; 135)) funktionell downreguliert.
Beim Menschen zeigte sich ebenfalls eine Downregulation (76; 140). Diese
Verminderung von |y, korrelierte gut mit einer Expressionsverminderung von Kv4.3
MRNA (139). Auch in der tachykardie-induzierten Herzinsuffizienz beim Hund

zeigte sich eine transmurale Expressionsverminderung von Kv4.3 mRNA und
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Protein (141). In der vorliegenden Arbeit konnte kein eindeutiges
Expressionsverhalten von Kv4.3 gezeigt werden, was gut mit vorhergehenden
Daten aus anderen Studien am Kaninchen ubereinstimmt (siehe Tabelle 4.2).
Interessant ist auch, dass bei Vorhofflimmern es ebenfalls zu einer Verminderung
von |, kommt (67-69).

Uber den Zeitverlauf der molekularen Mechanismen der Kaliumkanalregulation
existieren bis Dato keine Daten in der Literatur. Der zeitliche Verlauf der
Expressionsverminderung in dieser Studie weist eine gewisse Dynamik auf, die
besonders bei der mRNA Expression von KvLQT1 auffallt. Die molekularen
Veranderungen konnten somit als dynamischer Prozess fortschreitender

Reduktion der Expression von Kalium Kandalen charakterisiert werden.
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ERG a-Untereinheit

KvLQT1 a-Untereinheit

Referenzen Ik (Iks + lkr)
mRNA Protein MRNA Protein
Rose 2005 (138)
_ | (k) - n.d. - -
Kaninchen
Tsuji 2000 (135)
_ b (ks + 1) n.d. n.d. n.d. n.d.
Kaninchen
Kaab 1998 (139)
n.d. — n.d. n.d. n.d.
Mensch
Choy 1996 (137
Y £ n.d. n.d. n.d. ! n.d.
Mensch
Akar 2005 (141)
n.d. «— 1 > >
Hund
Li 2002 (136)
1 (ks) <> (k) n.d. n.d. n.d. n.d.
Hund

Jetzige Arbeit

Kaninchen

Tabelle 4-1 — Linksventrikulare Expression und Aktivitat des delayed rectifier

current I in Herzinsuffizienz(-modellen) verglichen mit gesunden Herzen (n.d. =

nicht determiniert).
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Kv4.3 a-Untereinheit

Referenzen lto
MRNA Protein
Rose 2005 (138)
l PEEN —
Kaninchen
Tsuji 2000 (135
J_ £ ! n.d. n.d.
Kaninchen
Kaab 1998 (139
(139) ! | (-30%) n.d.
Mensch
Akar 2005 (141
. 6] ! !
Hund
Rozanski 1997 (91) .
_ | (-65% reversibel) n.d. n.d.
Kaninchen
Beuckelmann 1993
! n.d. n.d
(76) Mensch
Wettwer 1994 (140)
| (Subendokard) n.d. n.d.
Mensch
Kaab 1996 35
2 ! n.d. n.d
Hund
Li 2002 (136)
1 (-40%) n.d. n.d.
Hund

Jetzige Arbeit

Kaninchen

Tabelle 4-2 — Linksventrikulare Expression und Aktivitdt des transienten outward
Stromes |y, in Herzinsuffizienz(-modellen) verglichen mit gesunden Herzen (n.d. =

nicht determiniert)
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4.2.2. - Atriale K+ Kanal-Expression bei Herzinsuff  izienz

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die durch ventrikulare Stimulation
hervorgerufene atriale Dilatation und Hypertrophie von einer Downregulation von
Kv4.3 und KvLQT1 begleitet ist.

In einer Studie von Li et al. (31), die den Effekt experimenteller Herzinsuffizienz
auf die atriale Elektrophysiologie am Hund untersuchte, zeigte sich eine Reduktion
von i, (- 50%) und Iks ( - 30%) wahrend Ik, und Ik, unbeeinflusst blieben. Eine
andere Arbeit von Cha et al. (32) zeigt eine 65%ige Abnahme von |, und eine
Abnahme von Ixs um 40% bei experimenteller Herzinsuffizienz am Hund. Diese
Ergebnisse sind vereinbar mit den Daten dieser Studie, welche auf molekularer
Ebene selbiges Muster zeigt.

Es kann also postuliert werden, dass die in den oben genannten Arbeiten
beobachtete funktionelle Verminderung der entsprechenden Kanale auf einer
Verminderung der Genexpression beruhen kénnte.

Der hier deutlich werdende Zusammenhang zwischen ventrikularer und atrialer
Elektrophysiologie konnte ebenfalls beim gehauften Auftreten von Herzinsuffizienz
und Vorhofflimmern eine Rolle spielen.

Ein potentieller Pathomechanismus fur das gehéaufte Auftreten von Vorhofflimmern
bei Herzinsuffizienz ist die Dehnung der atrialen Wand durch erhdhten Druck und
Volumen (142). Hierbei werden dehnungssensible lonen-Kanéle aktiviert was zu
vermehrter Kalziumbindung an zellulare Myofilamente fuhrt, welches wiederum
Kalziumstrome (iber den Ca®*/Na* Austauscher generiert, die ihrerseits verzogerte
Nachdepolarisationen und getriggerte Aktivitat begunstigen (143).

Atriale Dilatation bei Herzinsuffizienz tragt zur Formierung einer ,critical atrial
mass” bei, welche das Substrat fir Vorhofflimmern darstellt, da sie die Fahigkeit
besitzt die bendtigte Anzahl an Re-Entry Wavelets zu beherbergen, um die
Arrhythmie aufrechtzuerhalten (10).

Desweiteren zeigten oben erwahnte Studien auch eine selektive Abnahme der L-

Type Kalzium Strémung Ic, und eine Zunahme des Natrium-Kalzium Austauschers
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(204; 205). Bemerkenswert ist, dass bei experimenteller atrialer Stimulation die
Stromung Uber den Natrium-Kalzium Austauscher unbeeinflusst bleibt (144).

Die atriale effektive Refraktarzeit zeigte sich bei durch experimentelle
Herzinsuffizienz begriindetem Vorhoffimmern verlangert oder unverandert (145;
146), aber es konnten Regionen verminderter Leitfahigkeit mit deutlicher Fibrose
zwischen und innerhalb der Vorhofmyozytenbindel gefunden werden (146). Diese
Fibrose geht wahrscheinlich auf eine erhéhte Aktivierung von Matrix-
Metalloproteinasen zuriick (147; 148). Nach Beendigung der rechtsventrikularen
Stimulation kommt es zu einer Rickbildung der kardialen Veranderung. Die atriale
Fibrose bleibt jedoch nach Rickbildung der atrialen Dilatation und des ionischen
Remodelings bestehen und stellt weiterhin das Substrat fir das Auftreten neuer
Vorhofflimmerepisoden dar (32; 149). In durch ventrikulare Stimulation, dilatierten
Vorhofen konnte leichter Vorhofflimmern durch elektrische Stimuli induziert und
aufrechterhalten werden als in gesunden Vorhéfen (31).

Der Einfluss experimenteller Herzinsuffizienz auf die Elektrophysiologie der
Vorhofe mit oben genannten Verdnderung geht nicht mit einer Verkirzung der
atrialen Aktionspotentialdauer einher, sondern interessanterweise mit einer
Aktionspotentialverlangerung bei hohen Frequenzen (31). Dies steht im
Gegensatz zu der Beobachtung, dass es bei Vorhofflimmern zu einer Verklirzung
des atrialen Aktionspotentials, und somit zu einer héheren Wahrscheinlichkeit fur
multiple-circuit Re-Entry, kommt (72; 150).

Dies fihrte zu der Hypothese, dass beim Entstehen von Vorhofflimmern bei
Herzinsuffizienz andere Mechanismen eine Rolle spielen als beim durch atriale
Tachykardie (beispielsweise durch ektope Foci in den Pulmonalvenen) induzierten
Vorhofflimmern.

Bei herzinsuffizienz-bedingtem Vorhofflimmern wird der strukturellen Veranderung
durch interstitielle Fibrose und den dadurch verursachten Leitungsabnormalitaten

eine zentrale Rolle als Re-Entry Substrat zugeschrieben (146; 150).
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5. - Limitationen der Studie

Eine wichtige Limitation dieser Studie ist der Umstand, dass die mRNA Expression
nicht immer mit Funktion und Protein-Expression korreliert. Die Grosse des K'-
Stromes ist nicht nur durch transkriptionelle Regulation, sondern auch durch die
Funktion verschiedener Untereinheiten, deren Transport, Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung, posttranslationalen Modifikation, Zusammenbau und
Verankerung in subzellularen Doméanen kontrolliert. Es bleibt unklar ob die
beobachtete mRNA Expression zum Beispiel durch Anderungen in der mRNA-
Degradation oder der transkriptionellen Rate determiniert sind. Der
Proteinnachweis mittels Western Blot ist bei Kaninchen durch das Fehlen
kommerziell verfigbarer Antikdrper deutlich komplizierter als in anderen Spezies
wie etwa der Ratte oder der Maus.

Eine weitere Limitation liegt in dem hier verwendeten Modell der
tachykardieinduzierten  Herzinsuffizienz, da dieses am ehesten der
tachykardieinduzierten Kardiomyopathie, wie sie bei tachykard-tbergeleitetem
Vorhofflimmern vorkommen kann, entspricht und es nicht ausgeschlossen ist,
dass andere gegenregulatorische Mechanismen greifen (beispielsweise eine
Upregulation von ERG) als bei Herzinsuffizienz anderer Atiologie (wie z.B.

ischamischer Genese oder durch Volumen- bzw. Druckbelastung).
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6. -

1.

Zusammenfassung

Bei experimenteller Herzinsuffizienz mittels tachykarder Stimulation kommt
es zusammen mit der Funktionseinschrankung zur biatrialen und
biventrikularen Dilatation und Hypertrophie.

Gleichzeitig zeigt sich im Oberflachen-EKG eine Zunahme der P-
Wellenbreite und der PQ-Zeit bei unveranderter QT-Dauer.

Der vorhofselektive K+-Kanal Blocker AVE0118 beeinflusst nicht die
ventrikulare Repolarisation und erzeugt keine ventrikularen Arrhythmien
sowohl in gesunden Tieren als auch in der Herzinsuffizienz.

Selektive K+-Kanal-Blockade mit AVE0118 war bei experimenteller
Herzinsuffizienz sicher, wohingegen Dofetilide und Terfenadine erhebliche
proarrhythmogene Nebenwirkungen hatten.

Die Expression kardialer K+-Kanéle, namlich Kv1.5 und KvLQT1, unterliegt
in der tachykardie-induzierten Herzinsuffizienz einer differentiellen
Regulation in Vorhof und Kammer. Im linken Ventrikel werden Kv1.5 und
KvLQT1 herabreguliert, wohingegen ERG und Kv4.3 nicht herabreguliert
werden und tendenziell ansteigen.

Diese Regulation beginnt schon im frithen Verlauf der Herzinsuffzienz.

Im linken Vorhof zeigte sich eine Herabregulation von Kv4.3 und KvLQT1,

wohingegen ERG und KV1.5 allenfalls marginal herabreguliert waren.
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8. - Anhang

Abbildung 10-1 — Beispiel einer ventrikularen Tachy  kardie unter Dofetilidegabe
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Abbildung 10-2 - Beispiel fir Rhythmusstérungen unt er Dofetilide: oben Bigeminus unten
nsvT

:
|

Abbildung 10-3 - Beispiel fur VES unter Dofetilide
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