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1. Einleitung

1 Einleitung

Vorhofflimmern (VHF) ist die haufigste anhaltende und klinisch relevanteste Herz-
rhythmusstérung des Menschen mit ansteigender Inzidenz, hoher Mortalitdt und
Morbiditat (Kirchhof et al. 2016; Mozaffarian et al. 2015; Schotten et al. 2011). Dabei
ist VHF mit einem erhdhten kardioembolischen Schlaganfall-Risiko sowie der
Verschlechterung einer bestehenden Herzinsuffizienz oder Induktion einer
Tachymyopathie vergesellschaftet (Mozaffarian et al. 2016).

Im Mittelpunkt der rhythmuserhaltenden Therapie stehen der Einsatz von
Antiarrhythmika sowie die interventionelle und/oder chirurgische Behandlung von
VHF. Unverandert wird die elektrophysiologische Katheterablation als Alternative zu
einer medikamentésen Rezidivprophylaxe bei symptomatischem VHF und vorheriger
ineffektiver Antiarrhythmikatherapie eingestuft. Ebenso besteht die Option einer First-
line-Ablation unter Nutzen-Risiko-Abwagung und Berucksichtigung des Wunsches
der Patientinnen und Patienten. Die Ablation hat sich in den letzten 20 Jahren stark
weiterentwickelt, ist jedoch nicht immer mdglich, teilweise nicht erfolgreich sowie mit
Risiken und Komplikationen behaftet (Nattel und Dobrev 2017). Deshalb wird die
elektrophysiologische Katheterablation durch eine antiarrhythmische Therapie
erganzt oder zum Teil durch diese ersetzt. Allerdings gibt es momentan keine
zufriedenstellende rhythmuserhaltende Therapie, die die Prognose der Patient*innen
verbessert, und gangige Antiarrhythmika sind mit nicht unerheblichen
Nebenwirkungen behaftet. Insbesondere die Behandlung von Patient*innen mit
struktureller Herzerkrankung stellt ein grof3es Problem dar, da sich hier Klasse-I-
Antiarrhythmika verbieten und somit zumeist nur Amiodaron als letzte Option bleibt,
dessen viele extrakardiale organtoxische Nebenwirkungen therapielimitierend sind.
Es besteht also ein groer Bedarf an neuen und innovativen Therapiestrategien.
Uber die letzte Dekade konnte gezeigt werden, dass die pathophysiologische Genese
des VHFs multifaktorieller Genese ist. Eine zentrale Rolle spielen
lonenkanalveranderungen sowie strukturelle Umbauprozesse (,elektrisches
Remodeling“) des Vorhofs. Die vorliegende Arbeit versucht unter anderem zu klaren,
welche pharmakologischen Therapieansatze durch die zwei Medikamente, Ranolazin
und Dronedaron, in der antiarrhythmischen Therapie des VHF auf zellularer Ebene
bestehen. Die hieraus gewonnenen Ergebnisse konnten zu einer Entwicklung

verbesserter pharmakologischer Therapieansatze beitragen. Um ein besseres
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1. Einleitung

Verstandnis des Zusammenhangs zwischen VHF, ,elektrischem Remodeling® und
Arrhythmien zu bekommen, ist es jedoch =zunachst erforderlich, auf die
physiologischen Besonderheiten der Herzmuskelzelle einzugehen und diese zu

beschreiben.

1.1 Zellulare Elektrophysiologie von Kardiomyozyten

Das Herz ist eine elektromechanische Pumpe, deren rhythmische Kontraktion im
gesunden Herz von der funktionierenden elektrochemischen Kommunikation der
Herzmuskelzellen untereinander abhangig ist. Diese Kommunikation erfolgt mittels
sogenannter Aktionspotentiale (AP) und hangt von deren adaquater Bildung und
Weiterleitung ab. AP werden grob durch die nacheinander erfolgende Aktivierung und
Inaktivierung von lonenkanalen gebildet. Durch diese kénnen lonen einwarts- (Na*
und Ca®") und auswarts stromen (K*). In gesunden Herzmuskelzellen ist die
Erregungsausbreitung durch die Inaktivierung und Refraktarphase von lonenkanalen
vorgegeben. Untereinander sind die Herzmuskelzellen durch sogenannte ,gap
Junctions" verbunden, sodass die Erregung von Zelle zu Zelle weitergegeben werden
kann (Makowski et al. 1977; Unwin und Zampighi 1980).

Wahrend eines ablaufenden APs kommt es durch die Konzentrationsanderung der
lonen zu Konformationsanderungen der Myofilamente der Zelle und dadurch zur
Kontraktion der einzelnen Herzmuskelfasern. Somit ist das AP der

elektrophysiologische Ursprung des Herzschlags.

1.1.1 Aktionspotentiale

AP verlaufen charakteristisch und sind wie bereits beschrieben durch lonenstrome
hervorgerufene, kurzzeitige Veranderungen der Membranspannung elektrisch
erregbarer Zellen. Initial werden sie durch eine Depolarisation der Zellmembran bis
zu einem gewissen Schwellenwert ausgeldst und folgen danach dem ,alles oder
nichts“-Gesetz. Prinzipiell sind ihre Form und ihr zeitlicher Ablauf vom auslésenden
Stimulus unabhangig. Deshalb kénnen sie auch durch einen von aul3en in die Zelle
induzierten, depolarisierenden Strom ausgeldst werden. Dieses Phanomen wurde
sich fur die Patch-Clamp Messungen der vorliegenden Arbeit zunutze gemacht. Der
zeitliche Verlauf eines APs lasst sich grob in eine kurzere Depolarisationsphase

gefolgt von einer langeren Repolarisationsphase gliedern. Je nach Zelltyp gibt es

13



1. Einleitung

dazwischen eine unterschiedlich lange andauernde oder auch ganz fehlende

Plateauphase.

1111 Aktionspotential-Phasen
Die einzelnen Phasen eines APs sind in Abbildung 1 anhand eines humanen

ventrikularen APs beispielhaft dargestellt.

100-

50

200 400 600 800 1000

Um [mV]

-50

-100-
Zeit [ms]

Abbildung 1: Kardiales Aktionspotential.
Eigene Messung eines humanen ventrikuldren APs (daher mit Stimulationszacke im
Aufstrich). Aufgetragen ist die Membranspannung (Um [mV]) gegen die Zeit [ms]. In hellgrau

sind die einzelnen AP-Phasen eingezeichnet.

Die Kardiomyozyten haben ein Ruhemembranpotential (RMP), welches je nach
Zelltyp zwischen ca. -75 mV bis -90 mV liegt (Phase IV). Das RMP wird vor allem
durch die Leitfahigkeit der Zellmembran fiir K*-lonen bestimmt. Aufgrund des
physiologischerweise (durch die Na*/K*-ATPase hergestellten) hohen intrazellularen
Kaliums, diffundieren K*-lonen entlang des chemischen Konzentrationsgradienten
aus dem Kardiomyozyten hinaus. Die K*-lonen diffundieren so lange entlang ihres
Konzentrationsgradienten aus der Zelle, bis der Ausstrom aufgrund der elektrischen
Spannung sistiert. Dieser Zustand nennt sich Gleichgewichtspotential (Ex) und lasst
sich fur die einzelnen lonen anhand der Nernst-Gleichung berechnen. Fur Kalium

betragt das Gleichgewichtspotential ca. -89 mV (Fozzard und Sheu 1982).
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1. Einleitung

— RT, [K]0
Ex= a In [K]i

Formel 1: Nernst-Gleichung fiir Kalium.
Ek = Gleichgewichtspotential fur Kalium, R = ideale Gaskonstante, T = Temperatur in Kelvin,

z = Wertigkeit des lons, F = Faraday-Konstante, [K]o/[K]i = K*-Konzentration auf3en/innen.

Das RMP erreicht jedoch nie ganz Ek, da die Zellmembran auch eine geringe
Permeabilitat fir andere Kationen besitzt. Die sogenannte Goldmann-Gleichung
bezieht mehrere lonen in die Berechnung des Gleichgewichtspotentials mit ein und
bietet daher eine bessere Berechnung des RMP.

Vom Ruhemembranpotential ausgehend (Phase 1V, siehe Abbildung 1) findet eine
Depolarisation der Zellmembran bis zum Schwellenwert statt. Dies kann
beispielsweise durch eine, zur spontanen Depolarisation-befahigten, Zelle
geschehen (sog. Schrittmacherzellen). Erreicht die Depolarisation einen gewissen
Schwellenwert (ca. -70 mV), beginnt nach dem ,alles oder nichts“-Gesetz die
Depolarisationsphase mit dem sog. Aufstrich oder overshoot des AP (Phase 0). In
dieser Phase kommt es zu einem steilen Anstieg der Membranspannung, wobei diese
die Nulllinie Gberschreiten kann und bis zu einem Membranpotential von etwa +20 bis
+40 mV flhren kann (Potentialmaximum oder peak) (Nerbonne und Kass 2005). Im
humanen adulten Herzen ist diese Depolarisationsphase durch die Aktivierung von
spannungsabhangigen Na*-Kanalen (Na,-Kanalen), hauptsachlich Na,1.5, bestimmt.
Es kommt zu einem Einstrom von Natriumionen in Richtung des Natrium-
Gleichgewichtspotentials Ena, welches ca. +70 mV betragt. Dieses wird jedoch nie
vollstandig erreicht, da durch die Depolarisation der Zelle der repolarisierende K-
Ausstrom entlang seines wieder grof3er werdenden elektrochemischen Gradienten
zunimmt, wahrend der elektrochemische Gradient fiir Na* gleichzeitig sinkt. Da die
Natriumkanale binnen weniger als 1 ms 6ffnen, werden diese auch als ,schnelle
Natriumkanale“ bezeichnet und filhren zu einem schnellen Na*-Einstrom (peak Ina)
ins Innere der Zelle. Durch die beginnende Depolarisation verstarkt sich der Effekt,
indem sich weitere Na,-Kanale 6ffnen. Nach einigen Millisekunden inaktivieren die
Kanale jedoch und sind dann eine Zeit lang nicht mehr aktivierbar. Natriumkanale
besitzen also insgesamt drei Hauptzustande: den aktivierbaren und geschlossenen
Zustand, den offenen Zustand und den geschlossenen und inaktiven Zustand, in dem
der Kanal durch eine Inaktivierungsdomane blockiert wird. Erst durch

Hyperpolarisation wird der Natriumkanal wieder aktivierbar.
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1. Einleitung

In der nun folgenden frihen Repolarisationsphase (Phase 1) o&ffnen sich
spannungssensitive Kaliumkanale (K,), und es kommt zum K*-Ausstrom aus der
Zelle, vorwiegend bedingt durch den ,transienten” K*-Strom (l). Der Schwellenwert
zur Aktivierung der K,-Kanale ist in etwa mit dem der Na, gleich, allerdings 6ffnen die
Kv im Gegensatz zu den schnellen Na,-Kanalen erst nach etwa 10 ms. Zusatzlich
kommt es zu einem Auswartsstrom von Clorid (lci), wobei die Cl-lonen in die Zelle
hineinflieRen, wegen der negativen Ladung jedoch einem Auswartsstrom
entsprechen.

Nach der frihen Repolarisationsphase (Phase |) kommt es jedoch oft zu einer je nach
Zelltyp unterschiedlich stark ausgepragten Plateauphase (Phase Il), in der das
Membranpotential weitgehend konstant bleibt. Die Dauer und Morphologie dieser
Phase ist je nach Herzregion und aktueller Herzfrequenz unterschiedlich und kann
auch fehlen. Typischerweise ist das atriale Plateau weniger stark ausgepragt als das
ventrikulare. Die Plateauphase wird dadurch bedingt, dass die zuvor genannten
repolarisierenden Strome der Zelle durch einen Ca**-Einstrom (lca) in die Zelle durch
spannungsabhéangige L-Typ-Ca®*-Kanale (sog. Dihydropyridin-Rezeptoren = DHPR)
entlang des elektrochemischen Gradienten ausgeglichen wird. Sekundar, getriggert
durch den Ca*-Einstrom, kommt es zu einer weiteren Ca?-induzierten Ca*-
Freisetzung aus den intrazellularen Speicherorganellen, dem  sarko-
endoplasmatischen Retikulum (SER) (Bassani et al. 1993; Delbridge et al. 1996;
Delbridge et al. 1997). Die Grundlage dieser Freisetzung (Fabiato 1983, 1985) ist
einerseits die enge raumliche Beziehung zwischen L-Typ-Kalziumkanalen, den
Ryanodinrezeptoren (RyR2) und dem SER und andererseits die spezifische Bindung
von Ca?" an die Ryanodinrezeptoren (Bers und Guo 2005; Zalk et al. 2007). Sofern
eine Plateauphase vorliegt, ist der folgende starke Ca®*-Konzentrationsanstieg die
Voraussetzung fir die Aktivierung der Myofilamente und die Interaktion zwischen
Aktin- und Myosinfilamenten und somit der Kontraktion der Herzmuskelzellen. Dieser
Vorgang, von der elektrischen Erregung des Herzens bis hin zur mechanischen
Kontraktion der Herzmuskelzellen, nennt sich elektromechanische Kopplung (Bers
2002).

Im Anschluss an die Plateauphase setzt die spate Repolarisationsphase (Phase lll)
ein. Diese ist bedingt durch die Abnahme/Inaktivierung des L-Typ-Ca®*-Stroms und

Zunahme des repolarisierenden Stroms. Dieser setzt sich aus verschiedenen
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Strémen zusammen, unter anderem dem K*-Auswartsgleichrichter (lk). Das
Membranpotential strebt wieder dem K*-Gleichgewichtspotential entgegen (-90 mV).
Sobald die Repolarisation das Ruhemembranpotential erreicht (RMP, Phase V)
inaktivieren die K,-Kanale wieder. Im Anschluss an ein AP werden, durch die Aktivitat
der Na'/K*-ATPase, des Na*-Ca?*-Austauschers (NCX) und der Ca*-ATPase des
SER die lonengradienen zwischen Zytosol und Extrazellularraum wiederhergestellt
(Bers 2002).

1.1.1.2 Effektive Refraktarzeit

Nach Ablauf eines APs gibt es eine Phase, in der kein neues AP ausgeldst werden
kann. Diese Zeit nennt sich effektive Refraktarzeit (ERZ). Die Dauer der ERZ
entsprich ungefahr der Zeit, in der sich die Na,-Kanale im geschlossenen und
inaktiven Zustand befinden und durch die Inaktivierungsdomane blockiert werden.
Dies nennt sich auch absolute Refraktarzeit. In der absoluten Refraktarzeit kann auch
durch einen sehr starken Stimulus kein neues AP ausgeltst werden. Erst durch
Hyperpolarisation wird der Na.,-Kanal wieder aktivierbar und das Myokard dadurch
erregbar. Auf die absolute Refraktarzeit folgt eine sogenannte relative Refraktarzeit,
die der Phase der Hyperpolarisation, durch Offnung der spannungssensitiven
Kaliumkanale (K.), entspricht. In dieser Phase ist die Zelle nur durch einen starken
Stimulus erregbar. Die relative Refraktarzeit endet mit dem Erreichen des
Ruhemembranpotentials.

Die ERZ hat eine Schutzfunktion, da sie die vorzeitige Erregung des Myokards und
dadurch die Bildung von Arrhythmien beispielsweise durch re-entry einer
Erregungswelle verhindern kann. Bei VHF ist die ERZ im Atrium haufig verkirzt
(Attuel et al. 1982; Boutjdir et al. 1986; Daoud et al. 1996; Franz et al. 1997), was sich
.elektrisches remodeling“ nennt. Antiarrhythmische Medikamente nutzen oft die
Verlangerung der atrialen ERZ als pharmakologischen Ansatz. Die gleichzeitige
pharmakologische Verldngerung der ventrikularen ERZ wiederum kann
problematisch sein, da diese ventrikulare Arrhythmien (wie z.B. Torsade-de-Pointes

Tachykardien) induzieren kann (Vincent et al. 1999).
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1113 Unterschiedliche Verlaufsformen von Aktionspotentialen

Im Sinusknoten werden spontane AP gebildet. Diese entstehen dadurch, dass hier
kein stabiles RMP herrscht (einen Einwartsgleichrichterstrom (lk) und den schnellen
Natriumstrom (Ina) gibt es hier nicht). lhr maximales negatives Potential liegt bei etwa
-60 mV, und sie beginnen mit einer spontanen Depolarisation. Den Beginn der
Depolarisationshase tragt hauptsachlich ein Na* getragener Schrittmacherstrom (lr)
durch HCN-Kanale (,Hyperpolarization-activated Cyclic Nucleotide gated — ,durch
Hyperpolarisation aktiviert und zyklische Nukleotide gesteuert). Aullerdem zeigten
neuere Studien, dass auch intrazellurdre Ca®*-Oszillationen aus dem SER zur
spontanen Depolarisation und somit zur Rhythmogenese beitragen (Maltsev und
Lakatta 2008). Ab ca. -40 mV werden L-Typ-Calciumkanale gedffnet, und die
Depolarisation geht weiter bis zu einem Hochstwert von ca. +20 mV. Der verzogert
einwartsgleichrichtende Kaliumstrom (lk1) leitet eine langsame Repolarisation ein. Es
gibt hier keine Plateauphase. Wenn der Iks nach und nach bei zunehmend
negativeren Potentialen deaktiviert, beginnt die spontane Depolarisation von neuem.
So entsteht eine Taktgeberfrequenz von ca. 60-80/min.

I+ wird dabei durch adrenerge Stimulation gesteigert, was zu einer schnelleren
Depolarisation fuhrt und durch cholinerge Stimulation gebremst.

Die Schrittmacherzellen des AV-Knotens haben ganz ahnliche Eigenschaften wie die
des Sinusknotens. Auch sie kénnen durch den Sympathikus und den N. vagus
stimuliert und gebremst werden. Ihre Eigenfrequenz liegt bei 40-50/min.

Die Zellen des ventrikularen Erregungsleitungssystems &hneln denen des
Arbeitsmyokards. Allerdings sind auch sie zu einem Schrittmacherstrom, mit einer
Taktgebefrequenz von 30-40/min, fahig.

Vorhofarbeitsmyokard repolarisiert deutlich schneller als Ventrikelarbeitsmyokard.
Dies ist durch eine unterschiedliche K*-Kanalexpression bedingt, die in Vorhofzellen
zu einer schnelleren Repolarisation und damit zu einer kurzeren
Aktionspotentialdauer (APD) und auch zu einer kirzeren ERZ fuhrt (Bers 2002;
Nerbonne und Kass 2005).

Auch die Natriumkanalverteilung zeigt deutliche Unterschiede zwischen Atrium und
Ventrikel. Die Dichte des schnellen Ina ist in atrialen Myozyten groRer als in
ventrikularen Myozyten. Allerdings weisen die Natriumkanale im Atrium eine
negativere wiederkehrende Inaktivationsspannung (steady state inactivation voltage)

auf (Burashnikov et al. 2007) und das RMP im Atrium ist typischerweise weniger
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negativ als im Ventrikel. Daher ist die Menge an verfigbarem Strom im Atrium und
Ventrikel ungefahr identisch (Burashnikov und Antzelevitch 2013).

In den Purkinje-Fasern wiederum sind die AP besonders lang mit einem stabilen
Plateau, sodass sie als eine Art ,FrequenZfilter auf die Erregungsubertragung auf
das ventrikulare Arbeitsmyokard wirken. Im Arbeitsmyokard der Ventrikel gibt es
wiederum nicht unerhebliche Unterschiede bezuglich der APD. Subendokardial ist die

APD teilweise doppelt so lang wie subepikardial.

1.2 Arrhythmogenese

Die Entstehung von bradykarden oder tachykarden Herzrhythmusstérungen
bezeichnet mal als Arrhythmogenese. Bei VHF handelt es sich um eine tachykarde
Herzrhythmusstérung, daher sollen sich die folgenden Erlduterungen hierauf
beziehen. Herzrhythmusstorungen konnen grob eingeteilt durch zwei Mechanismen
entstehen. Einerseits durch eine abnormale Erregungsbildung, andererseits durch
eine abnormale Erregungsweiterleitung. Beide Mechanismen kénnen zu VHF flhren,
dessen ungerichtete Erregung wiederum dafir sorgt, dass die geordnete
Vorhofkontraktion verloren geht. Hierdurch entsteht die Gefahr einer verschlechterten
Herzfunktion, die Moglichkeit einer Thrombenbildung im Vorhof und dadurch die
Gefahr eines thromboembolischen Geschehens mit der Folge eines Schlaganfalles
(Wolf et al. 1991).

Die genannten Mechanismen sollen im Folgenden naher erlautert werden. Unter
abnormaler Erregungsbildung versteht man beispielsweise einen ektopen
Erregungsfokus mit abnormaler Automatizitdt oder aber getriggerte Aktivitat, die
durch ein instabiles oszillierendes Zellmembranpotential gebildet wird und somit die
Ausbildung neuer Aktionspotentiale verursachen kann.

Auf der Seite der gestorten Erregungsweiterleitung koénnen beispielweise
Narbengewebe, Fehlfunktionen der Gap junctions, oder der lonenkanale (mit
konsekutiver lokaler Veranderung des Ruhemembranpotentials oder der APD) zu
einer fehlerhaften Reizweiterleitung und einer Leitungsverzégerung fuhren (Weiss et
al. 2005). Wenn nun also eine Erregungswelle auf ein solches Hindernis stof3t, kann
die Erregung retrograd umgeleitet werden und dort wieder auf erregbares Gewebe
stolRen und so eine Reentry- oder Rotoren-Bewegung auslésen. Die Erregung kann

nun so lange kreisen, wie erregbares Myokard vorhanden ist oder die gestorte
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Reizweiterleitung unterbrochen wird (beispielweise medikamentds oder durch

Kardioversion).

Diese beiden Hauptmechanismen lassen sich nun weiter auf die Erkrankung VHF
spezifizieren.

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass VHF einzig durch den Wiedereintritt
(reentry) einer generalisierten Erregungswellenfront in den Vorhof verursacht wirde
(Schotten et al. 2011). Durch weitere Forschung Uber mehrere Jahrzehnte wurden
dann drei klassische Haupttheorien beziglich der Ursache von VHF entwickelt.
Einerseits bewahrte sich die Idee eines ektopen Fokus mit hoher Spontanaktivitat.
Hierbei waren sowohl ein einziger Fokus oder multiple simultan-entladende Foki
denkbar (Schotten et al. 2011). Im Jahre 1998 wurde in einer umstrittenen Arbeit der
Arbeitsgruppe um Haissaguerre festgestellt, dass es rund um die Pulmonalvenen von
45 Patient*innen zu einem oder mehreren fokalen ektopen Schrittmachern kommen
kann (Haissaguerre et al. 1998; Schotten et al. 2011). Die Idee von spontan aktiven
Schrittmacherarealen rund um die Pulmonalvenen ist zwar eine umstrittene Theorie,
allerdings konnten die ektopen Foki auch in Zellen entstehen, die durch jede Art von
Strom depolarisiert werden, der den Schwellenwert fiir ein AP erreicht. Sie wiirden so
moglicherweise nicht selbst den depolarisierenden Strom generieren, wirden aber
beispielsweise, insbesondere Ca?* getragen, zur Bildung von AP angeregt werden.
Die zweite klassische Theorie zur Ursache von VHF ist die o0.g. lokalisierte schnell
kreisende Erregung, die durch eine zum Teil verzégerte Ausbreitung auf bereits nicht
mehr refraktéares Myokard treffen kann (Nattel und Dobrev 2017).

Die dritte Theorie ist das Vorhandensein von multiplen simultanen instabilen

kreisenden Erregungswellen im Vorhof (Nattel und Dobrev 2017).

In den letzten zehn bis 15 Jahren wurden diese klassischen Ideen weiter erforscht
und durch drei neue experimentelle Theorien nicht unbedingt ersetzt, sondern eher
erganzt (Nattel und Dobrev 2017). Eine erste prospektive Studie an 92 Patient*innen
zeigte, dass mutmallich mehrere kleine, in ihrer Position mehr oder weniger fixierte,
Minuten bis Stunden anhaltende, Rotoren VHF unterhalten kénnen (Narayan et al.
2012). Eine andere Arbeitsgruppe observierte bei 518 Patient*innen mittels non-
invasiven MRT-Kartierungen ebenfalls Rotoren als Ursache fur VHF, allerdings von

eher instabilem und schwindendem Verhalten, mit einer Tendenz sich an
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Fibrosezonen anzuhaufen (Haissaguerre et al. 2016). Zuletzt zeigten endo- und
epikardiale Messungen einer dritten Arbeit an einem Patienten mit permanentem
VHF, dass eine transmurale, in drei Dimensionen raumzeitlich asynchrone Fortleitung
von Flimmerwellen, VHF unterhalten kann, und erklart somit weshalb
Katheterablation teilweise nicht erfolgreich sein kann (van der Does et al. 2016).

Méoglicherweise ist die Ursache auch innerhalb der einzelnen Patient*innengruppen
unterschiedlich. Die oben genannten bisherigen Forschungsergebnisse zeigen
jedoch, dass die Katheterablation nicht bei allen Patient*innen wirksam sein kann, so
dass die medikamentdse antiarrhythmische Therapie weiterhin einen hohen

Stellenwert besitzt.

In den letzten Jahren wurde auch der Begriff ,atriale Kardio(myo)pathie“ zunehmend
gebraucht. Eine Definition der Arbeitsgruppe um Goette et al. besagt, es sei ,jeder
das Atrium betreffende Komplex aus strukturellen, architektonischen, kontraktilen
oder elektrophysiologischen Veranderungen, der das Potential hat, klinisch-relevante
Manifestationen zu produzieren® (Goette et al. 2016). Der Begriff impliziert multiple
zugrundeliegende pathophysiologische Prozesse und einen klinischen Progress der
Erkrankung (Nattel und Dobrev 2017). Vermutlich sind bereits bei der ersten
klinischen Manifestation von VHF viele dieser pathophysiologischen Vorgange
abgelaufen und entwickeln sich im Verlauf der Krankheit weiter (Nattel und Dobrev
2017). Daher scheint es umso wichtiger VHF so friih wie moglich zu unterbrechen,
um es langfristig erfolgreich behandeln zu kénnen (Goette et al. 2016).

So vielfaltig die Risikofaktoren sind, die VHF beglinstigen, so teilweise untbersichtlich
zeigen sich die zugrundeliegenden zellularen Mechanismen. Es bedarf sicherlich
noch weiterer Forschung, um diese Krankheit besser zu verstehen und so immer
bessere Therapieansatze zu entwickeln. Wahrscheinlich wird sich zeigen, dass es
wohl keine allgemeingultige Pathophysiologie und somit keine immer gleiche

Therapie geben kann.

1.2.1 Zellulare proarrhythmogene Mechanismen

Die zuvor genannten Mechanismen der Arrhythmogenese beziehen sich auf

elektrophysiologische Untersuchungen am Herzen. Es konnte jedoch gezeigt werden,
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dass gerade fokale Arrhythmien ihren Ursprung groéRtenteils auf zellularer Ebene
haben (Pogwizd 1995, 1998).

Einerseits kann eine erhohte Automatizitat auftreten, wenn Zellen mit
Schrittmacheraktivitat plétzlich mit hdherer Rate entladen (Schotten et al. 2011). Dies
kdnnte zum Beispiel durch einen niedrigeren Grenzwert fur den AP-Aufstrich oder ein
weniger negatives RMP aufrechterhalten werden (Schotten et al. 2011). Wie bereits
erwahnt, ist das Vorhandensein von Schrittmacherzellen im Umkreis der
Pulmonalvenen oder an anderen Stellen des Atriums jedoch umstritten (Schotten et
al. 2011).

Ein zweiter zellularer Mechanismus ist eine abnormale Automatizitat. Hier wird der
Schwellenwert fiir den Aufstrich eines APs durch eine Art depolarisierenden Strom
erreicht (Ferrier et al. 1985). Oft ist der Grad der Depolarisation nicht ausreichend fur
eine komplette Erholung der Na*-Kanale, weshalb der AP-Aufstrich dann oft Ca?*-
getragen ist (Schotten et al. 2011). Ein mdglicher Behandlungsansatz dieser Art von
Automatizitat ware eine Verschiebung des RMP zu negativeren Werten (Rosen et al.
1983; Schotten et al. 2011).

Des Weiteren sind getriggerte Aktivitaten zu nennen. Hier ist die Repolarisation des
Myozyten gestort, sodass es am Ende oder nach Ablauf eines APs zu spontanen
Schwankungen des Membranpotentials, sogenannten Oszillationen, kommen kann
(Schotten et al. 2011; Voigt et al. 2014). Vor Ende der vollstandigen Repolarisation
nennt man diese Schwankungen ,early afterdepolarisations“ (EADs) fir frihe
Nachdepolarisationen®. Nach Ablauf einer kompletten Repolarisation nennt man sie
sdelayed afterdepolarisations® (DADs) fur ,verspatete Nachdepolarisationen®
(Schotten et al. 2011; Voigt et al. 2014). Durch diese Schwankungen kann in der
betroffenen Zelle oder in einer benachbarten Zelle bei Erreichen des Schwellenwertes
ein neues AP entstehen (Schotten et al. 2011; Voigt et al. 2014). Das
vorangegangene AP ist in diesem Fall der sogenannte ,trigger” fur die Oszillationen.
Da getriggerte Aktivitat vermutlich eine wichtige Ursache fur VHF ist (Voigt et al. 2014)
soll im Folgenden weiter auf die zugrundeliegenden Mechanismen eingegangen

werden.
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Abbildung 2: Friihe (EAD) und spate (DAD) Nachdepolarisationen.

Eigene AP-Messung an einem humanen atrialen Kardiomyozyten mit Aufzeichnung einer

spontanen DAD, welche zu einem getriggerten neuen AP und einer EAD fiihrte.

1.2.1.1 Spate Nachdepolarisationen (DADs)

DADs treten vor allem bei einer Ca®*-Uberladung eines Myozyten auf (wie Ischamie,
niedriges extrazellulares Kalium, Tachykardien und 3-adrenerge Stimulation) (Katra
und Laurita 2005). Die Calciumuberladung der Zelle 16st eine weitere intrazellulare
Calciumfreisetzung aus dem SER aus, was zu zytosolischen Calcium-Oszillationen
fuhren kann (Capogrossi et al. 1987; Fischer et al. 2015; Sag et al. 2014; Toischer et
al. 2013) und gerade bei Patient*innen mit VHF eine besondere Bedeutung hat.
Studien zeigten hier, dass Patient*innen mit VHF ein vergroRertes diastolisches Leck
des endoplasmatischen Retikulums fir Ca*" haben (Voigt et al. 2014; Voigt et al.
2012). Die Ca*-Uberladung und die Oszillationen wiederum verursachen auf
unterschiedliche Weise einen voribergehenden depolarisierenden Einwartsstrom in
die Zelle (transient inward current) |r.. Dieser besteht zu einem kleineren Anteil aus
einem Ca?'-getriggerten CI* Auswartsstrom. Durch den Auswartsstrom negativer
Ladung in Form von Cl-lonen entsteht so eine Depolarisation (Zygmunt 1994;
Zygmunt et al. 1998). Ein weiterer kleiner Anteil des It besteht aus einem unselektiven
Kationeneinstrom (Guinamard et al. 2004). Der Grofdteil des In entsteht jedoch
dadurch, dass die intrazellulare Calciumiberladung und die Oszillationen den

sogenannten vorwarts-Modus des NCX aktivieren (Fedida et al. 1987; Schlotthauer
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und Bers 2000). Uber den vorwérts-Modus des NCX wird das tiberschissige Ca*
aus der Zelle transportiert, wahrend im Austausch Na* in die Zelle gelangt (1 Ca*
raus, 3 Na* rein) (Reeves und Hale 1984). Hierdurch entsteht netto ein
depolarisierender Einwartsstrom. Zudem wurde festgestellt, dass die NCX-Aktivitat
bei humanem VHF erhoht ist (Voigt et al. 2012). Dadurch verstarkt sich der Iy, der
wiederum der zugrunde liegende Strom eines DADs ist (Fedida et al. 1987; Kass et
al. 1978; Lederer und Tsien 1976; Schotten et al. 2011; Voigt et al. 2012).

1.2.1.2 Frilhe Nachdepolarisationen (EADs)

EADs treten in Phase Il oder Ill eines APs auf und werden durch eine verlangerte
Plateauphase, mit Reaktivierung von Na*- oder Ca?*- Kanalen verursacht (January
und Riddle 1989; Schotten et al. 2011; Voigt et al. 2014). Wenn der eintretende Strom
wahrend der Plateauphase die repolarisierenden K*-Strome lberschreitet, kann ein
EAD auftreten. Eine verlangerte Plateauphase entsteht haufig bei einer verlangerten
APD, beispielsweise durch einen erhéhten spaten Natriumstrom (/ate Ina) (Coraboeuf
et al. 1979; Fischer et al. 2015; Kiyosue und Arita 1989; Toischer et al. 2013), worauf
spater noch genauer eingegangen werden soll. Auch eine verstarkte vorwarts-
Aktivitat des NCX erleichtert die Formation von EADs (Armoundas et al. 2003; Volders
et al. 2000). Ganz allgemein gesehen treten EADs eher bei bradykarden Konditionen
auf, wahrend DADs eher bei Tachykardien auftreten (Schotten et al. 2011). Allerdings
wird auch davon ausgegangen, dass getriggerte Aktivitaten, hervorgerufen durch
EADs nahe der — und in den — Pulmonalvenen, eine signifikante Rolle in der

Entstehung von VHF spielen (Patterson et al. 2005).

1.2.2 Spater Natriumstrom

Nachdem nun die generellen zellularen Mechanismen der Proarrhythmogenitat
erlautert wurden, soll nun auf den spaten Natriumstrom (/ate Ina) eingegangen
werden, der im Zusammenhang mit VHF ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen
scheint. Ein kleiner Anteil der kardialen Na,-Kanéle zeigt eine alternative Leitfahigkeit
und verursacht den sogenannten /ate Ina (Maltsev und Undrovinas 2006). Bei
Experimenten an Purkinje-Fasern von Hundeherzen wurde festgestellt, dass
Tetrodotoxin (TTX) im nanomolaren Bereich die APD verkirzt (Coraboeuf et al.

1979). Dies fiihrte zu der Erkenntnis, dass ein positiver einwartsgerichteter Na*-Strom
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existieren muss, der im Gegensatz zum peak Ina, sehr empfindlich auf TTX reagiert.
Auflerdem wurde gezeigt, dass dieser Strom nicht den bekannten Aktivierungs- und
Inaktivierungsmechanismen des peak Ina unterliegt. Im Gegensatz zum peak Ina
besteht der /ate Ina aus einer langsam inaktivierenden Komponente des
Natriumstroms. Dies fiihrt zu einem langsamen Natriumeinstrom in die Zelle tber
Millisekunden, oft sogar fast Uber die gesamte APD. Unter pathologischen
Bedingungen wie Hypoxie, Ischamie, Hypertrophie, Myokardinfarkt und
Herzinsuffizienz kann der /ate Ina erhdht sein (Coppini et al. 2013; Huang et al. 2001;
Ju et al. 1996; Makielski und Farley 2006; Poulet et al. 2015; Sossalla et al. 2010;
Toischer et al. 2013; Undrovinas et al. 1992; Valdivia et al. 2005; Ward und Giles
1997; Wu und Corr 1994) und somit im Integral sogar den peak Ina Ubersteigen
(Sossalla und Maier 2012). In Ventrikelzellen fihrt dies zu einer Depolarisation und
einer Verlangerung der ventrikularen APD (Kiyosue und Arita 1989; Song et al. 2004).
Bei VHF wurde ebenfalls eine Erhdhung des /ate Ina festgestellt (Burashnikov und
Antzelevitch 2013; Sossalla et al. 2010). Im Zusammenhang mit den o.g. zellularen
proarrhythmogenen Mechanismen fihrt der /ate Ina durch die Persistenz wahrend des
gesamten Plateaus des APs zu einer Uberladung der Zelle mit Natrium (Makielski
und Farley 2006; Maltsev et al. 2007; Song et al. 2006). Bei erhdhtem intrazellularem
Natrium kann sich der 0.g. NCX in den sogenannten rickwarts-Modus umkehren
(Leblanc und Hume 1990). Hierbei kommt es dann zum Na*-Ausstrom und Ca*'-
Einstrom in die Zelle und dadurch zu einer Calciumuberladung der Zelle (Noble und
Noble 2006). Zudem werden durch die verlangerte Plateaudauer die lange zuvor
inaktivierten Calcium-Kanale wieder reaktiviert, was wiederum ebenfalls zur
Calciumuberladung der Zelle und somit zu Calcium-induzierten Calciumfreizetzung
und zu Arrhythmien beitragen kann (Sipido et al. 1995). In Koharenz zu dem o.g.
konnte gezeigt werden, dass ein erhohter late Ina im Atrium zu fortlaufenden EADs,
DADs und anhaltender getriggerter Aktivitat fuhren kann (Nattel 2003; Song et al.
2008; Wit 2018).

Angesichts der Tatsache, dass der /ate Ina bei so vielen kardialen Pathologien eine
Rolle spielt, scheint eine therapeutische Hemmung desselben sinnvoll (Antzelevitch
und Burashnikov 2009; Burashnikov und Antzelevitch 2011; Burashnikov et al. 2010;
Maier und Sossalla 2013; Moreno und Clancy 2012; Verrier et al. 2013).
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1.3 Innovative Antiarrhythmika

1.3.1 Ranolazin

Der Einsatz von Ranolazin (N-(2,6-Dimethylphenyl)-4(2-Hydroxy-3-[2methoxy-
phenoxy]-propyl)-1-piperazinacetamiddihydrochlorid) ist seit Januar 2006 in den USA
sowie seit Marz 2009 auch in Deutschland als antianginéses Medikament
zugelassen. Ranolazin ist ein Multikanalblocker und hemmt eine Reihe von
verschiedenen lonenkanalen, darunter peak und late Ina, lkr, lks, lk1, lo, lca,L UNd INa-ca
(Antzelevitch et al. 2004). Ranolazin hemmt selektiv den atrialen peak Ina
(Burashnikov et al. 2007; Sossalla et al. 2010). Zudem weil® man, dass Ranolazin in
klinisch relevanten Plasmakonzentrationen von 2 bis 8 uM den /ate Ina 38-mal starker
hemmt als den peak Ina (Undrovinas et al. 2006). Dies reduziert die intrazellulare Na*-
Akkumulation und verhindert dadurch die Na*- abhéngige Ca®'-Uberladung von
Myozyten (Sossalla und Maier 2012; Sossalla et al. 2008). Zudem vermindert
Ranolazin den Umkehrmodus des NCX und dadurch eine diastolische Ansammlung
von Ca®* (Fraser et al. 2006; Song et al. 2006; Sossalla et al. 2008). Diese Reduktion
der intrazelluldren Ca®"-Uberladung verbessert die myokardiale Relaxation und
folglich die diastolische linksventrikulare Steifigkeit (Hwang et al. 2009; Rastogi et al.
2008; Sossalla et al. 2008).

Zudem zeigte sich eine antiarrhythmische Wirkung von Ranolazin, sowohl im Atrium
als auch im Ventrikel (Sossalla und Maier 2012).

Es wurde zunachst vermutet, dass die bei VHF typischerweise ohnehin verkirzte
APD im Atrium durch Ranolazin noch weiter verklrzt wirde (Schotten et al. 2010),
allerdings wirkt Ranolazin nicht nur auf den /ate Ina sondern auch auf den Ik, weshalb
eine Arbeitsgruppe an Kardiomyozyten von Hunden bereits eine leichte Verlangerung
der APD im Atrium beobachtet hat, wahrend die APD im Ventrikel unverandert blieb
(Burashnikov et al. 2007; Burashnikov et al. 2010).

1.3.2 Dronedaron

Dronedaron Hydrochlorid, ein Benzofuranderivat (N-[2-Butyl-3-[4-(3-
dibutylaminopropoxy)benzoyllbenzofuran-5-yljmethanesulfonamide  hydrochloride)
wurde gezielt als Nachfolgesubstanz von Amiodaron entwickelt. Es ist ein
nichtionisiertes Derivat von Amiodaron, welches weniger extrakardiale

Nebenwirkungen als Amiodaron vorweist. Eine zusatzliche Methan-Sulfonyl-Gruppe
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sollte fur eine geringere Lipophilitdt und dadurch zu einer geringeren Halbwertszeit
und Organtoxizitat fihren (Lewalter et al. 2010). Die Entfernung der Jodkomponente
sollte die Schilddrisentoxizitat verhindern (Lewalter et al. 2010).

Dronedaron blockiert multiple lonenkanale und zeigt daher antiarrhythmische
Charakteristika aller vier Vaughan-Williams-Klassen. An ventrikularen Myozyten von
Ratten zeigte es eine signifikante Hemmung des repolarisierenden Kaliumstromes
(I«r) und daher eine Verlangerung des AP, nicht jedoch bei bereits verlangertem AP
nach Infarkt (Aimond et al. 2000). Dies zeigte sich &hnlich in einer Studie an
Purkinjefasern von Hunden (Varro et al. 2001). Auferdem fand sich hier eine
Hemmung des lcar (Varro et al. 2001). Andere Studien an ventrikularem
Papillarmuskel von Meerschweinchen zeigten eine Hemmung von Ica,. (belastungs-
und frequenzabhangig), Ik, lks, lk1 (Gautier et al. 2003). An Vorhofzellen von
Kaninchen und Meerschweinchen wurde eine Inhibierung des lkacn festgestellt
(Altomare et al. 2000; Guillemare et al. 2000). AuRRerdem wurde an menschlichen
Vorhofmyozyten eine Hemmung des peak und late Ina festgestellt, die sogar starker
ist als die von Amiodaron (Lalevee et al. 2003). Dronedaron zeigte in der klinischen
Standarddosierung (zweimal taglich 400 mg) in einer groflen klinischen,
randomisierten und kontrollierten Studie (ATHENA-Studie) bei Patient*innen mit
paroxysmalem oder persistierendem VHF eine signifikante Reduktion kardiovaskular
bedingter Todesfalle und Klinikaufnahmen (Hohnloser et al. 2009). Bei Patient*innen
mit permanentem VHF hingegen, kam es zu einer Zunahme von kardiovaskularen
Todesfallen sowie einer Zunahme von Herzinsuffizienzfallen (Connolly et al. 2011;
Doggrell und Hancox 2012). Dronedaron ist daher in der Ublichen Standarddosierung
nicht far Patient*innen mit permanentem VHF oder einer fortgeschrittenen

Herzinsuffizienz geeignet.

1.3.3 Kombination aus Ranolazin und Dronedaron

Ein diskutierter neuer Therapieansatz ist die Kombinationstherapie von Ranolazin
und besonders niedrig dosiertem Dronedaron, welches durch die niedrige Dosierung
weniger Nebenwirkungen verursacht. Von der Kombinationstherapie erhofft man sich
eine Potenzierung der antiarrhythmischen Effekte der jeweiligen Substanzen, die
zusatzlich vorhofspezifisch ist und geringere Nebenwirkungen hat als eine Therapie

mit Amiodaron oder Dronedaron in Standarddosierung (Burashnikov et al. 2010).
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Tatsachlich zeigte eine, 2014 auf dem Heart Rhythm Congress prasentierte
randomisierte und kontrollierte klinische Phase Il Studie (HARMONY-Studie), eine
starke Reduktion der Vorhofflimmerlast bei Patient*innen mit paroxysmalem VHF bei

der Kombination beider Substanzen (Reiffel et al. 2015a).

1.4 Ziele und Fragestellungen

Ziel der vorgestellten Arbeit ist es, einen Beitrag zur Erforschung neuer
Therapieformen des VHF, zu leisten. Gerade die medikamentése Therapie ist noch
unzureichend und nebenwirkungstrachtig. Im Speziellen soll diese Arbeit die
Auswirkungen der komplexen Kanalinhibition von Ranolazin, Dronedaron sowie
deren Kombination mittels der Patch-Clamp-Methode an humanen Kardiomyozyten
des rechten und linken Atriums untersuchen. SchwerpunktmaRig soll vor allem der
Effekt der Medikamente auf die APD und auf das RMP analysiert werden. Verglei-
chend wird auch der Effekt auf humane ventrikulare Kardiomyozyten von
Patient*innen mit Herzversagen im Endstadium untersucht, an denen bisher noch
keinerlei Untersuchungen mit Ranolazin durchgefuhrt wurden.

Ferner soll erforscht werden, ob sich die Effekte der Substanzen auf die lonenkanale
des Ventrikels von denen des Atriums unterscheiden. Hintergrund ist auch, eine
mogliche ventrikulare Proarrhythmogenitat zu erkennen und zu evaluieren, die bei
einigen Therapieansatzen mit anti-arrhythmischen Medikamenten therapielimitierend
sein kann.

Somit soll insgesamt der, bereits klinisch vielversprechende Therapieansatz von
VHF, durch die Kombination von Ranolazin und Dronedaron besser untersucht und
verstanden werden. Hierdurch wird sich eine bessere Einschatzung des
Wirkungsprofils und des Sicherheitsprofils beider Medikamente erhofft. Es wird

gehofft einen Beitrag zur besseren Behandlung des VHF leisten zu kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Probengewinnung von humanen atrialen

Kardiomyozyten

Das Arbeiten mit humanem atrialen Myokard wurde durch eine Kooperation mit der
Herz-Thorax-Chirurgie der Universitdtsmedizin Goéttingen ermdglicht. Hierflir lag ein
positives Votum der Ethikkommission vor (Antragsnummer 14/9/11 fir linksatriales
Gewebe und Antragsnummer 21/10/00 fur rechtsatriale Proben). Die Studie ist
konform mit der WMA Deklaration von Helsinki. Vor Einschluss in die Studie wurde
von allen Teilnehmenden eine schriftliche Einverstandniserklarung abgegeben. Die
Myokardstiicke stammten von Patient*innen, die sich einer Herzklappen- oder
Herzbypassoperation unterzogen. Bei Anschluss an die Herz-Lungen-Maschine war
es meist notig, ein kleines Stuck des rechten Herzohres abzuschneiden, welches
dann fur die Humanzellisolation verwendet werden konnte. Bei einigen Patient*innen
mit permanentem Vorhofflimmern wurde au3erdem das linke Herzohr chirurgisch
entfernt, um einer Thrombusbildung vorzubeugen. Auch das linke Herzohr konnte
dann zur Zellisolation benutzt werden.

Das humane Gewebe wurde durch die Operierenden direkt in auf 4°C gekihlte
kardioplegische Custodiol®-Losung (CH.-B. 0933411, Dr. Franz Hoéhler Chemie
GmbH) gegeben. Danach wurde das Gewebe so schnell wie moglich ins Labor

transportiert und einzelne Kardiomyozyten aus dem Gewebeverband isoliert.
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2.2

Isolation humaner atrialer Kardiomyozyten

2.2.1 Material und Gerate

Tabelle 1: Material und Gerate zur Kardiomyozytenisolation

Material oder Gerit

Typ

Firma

Isolationsgefaly

F3-CH; 25 ml; vom Wasserbad

erwarmbar

Haake Circulator

2 Becherglaser 100 ml
Trichter @7cm
Objekttrager
2 Krokodilklemmen
Magnetrihrstabchen
2 Nylonsiebe 250-300 ym VWR-Germany
7,5x5,5cmund 7 x 8,5 cm (#510-
9527)
Schere 12 cm, spitz, gerade (# 14068-12) FST (Fine Science
Tools)
Pinzette spitz, gebogen (# 11274-20) FST (Fine Science
Tools)
Pinzette stumpf, gebogen, gezahnt (# 11009- FST (Fine Science
13) Tools)
2 Messbecher 2Lund1L
Plastikpasteurpipetten
Wéageschalchen
Falkonréhrchen 50 ml
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2.2.2 Losungen

Tabelle 2: Ca?*-freie Isolationslésung

Substanz Molekularge- | Endkonzentration
wicht [g/mol] | Gebrauchslésung gelést in Aqua bidest;
[mM]
KCI 74,55 10 5x-Stock ohne Glucose
NaCl 58,44 100 ansetzten, steril filtrieren
KH2Po4 136,09 1,2 und bei 4°C lagern;
Ca*-freie MgSos * 246,47 5
Isolations- 7H.0 fiir die 1x-Tyrode jeden
I6sung Taurin 125,15 50 Tag frisch Glucose
MOPS 209,26 5 zugeben und pH 7,0 mit
Glucose 180,16 20 NaOH bei 22°C
(erst zur einstellen
1x-L6ésung
zugeben)
Tabelle 3: Enzymlésungen Vorhofisolation
Substanz Konzentration Abgewogene Enzymlésung 1:
[units/mg] Menge/ Collagenase Typ | und
Isolation [g] Protease in 20 ml Ca?*-
Collagenase 370 0,0154 freier-1x-Tyrode kurz vor
Typ | der Préparation I6sen
(Worthington) (37°C)
Enzyme | Protease XXIV | 7,0-14,0 0,0080
(Sigma Enzymibsung 2:
Aldrich) Collagenase Typ I in

20 ml Ca®*-freier-1x-
Tyrode kurz vor der

Préparation Iésen (37°C)
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Tabelle 4: Feng-Medium

Substanz Molekularge- | Endkonzentration gelbst in Aqua
wicht [g/mol] | Gebrauchslésung bidest;
[mM]

KCI 74,55 20 pH 7,4 bei 22°C

KHzPo4 136,09 10 mit 25% KOH
Feng- D-Glucose 180,16 10 einstellen;
Medium | | -Glutamins&ure 147,13 70

DL-B-Hydroxybutyric 126,09 10 sterilfiltrieren;

acid sodium salt in 25 ml Aliquots

Taurin 125,15 10 bei 4°C

Albumin 66 kDa 1% aufbewahren

EGTA 380,35 10

2.2.3 Isolationsprotokoll

Die allgemein gebrauchliche Technik zur Gewinnung humaner atrialer und
ventrikuldrer Kardiomyozyten fur Patch-Clamp-Versuche besteht aus einem
enzymatischen Verdau der Extrazellularmatrix. Das Isolationsprotokoll der
vorliegenden Arbeit fur humanes atriales Gewebe war eine, flr unsere Zwecke
modifizierte Version der Methode der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Niels Voigt

(Voigt et al. 2013), welche in unserem Labor neu etabliert und angepasst wurde.

2.2.31 Vorbereitungen

Zur Vorbereitung wurden zunachst das Heizbad (Haake Circulator F3-CH) und das
Isolationsgefal® auf 37,7°C vorgewarmt. Die benétigten Losungen wurden
bereitgestellt, und die Enzyme frisch abgewogen und bis zur lIsolation bei 4°C
aufbewahrt (siehe Tabelle 2.2). 20 ml der Ca?*-freien-Isolationslésung wurden in einer
Glaspetrischale bei 4°C kaltgestellt, die restliche L6sung wurde zum Erwarmen in
einem Wasserbad bei 37,7°C gelagert. Ein 25 ml Aliquot mit Feng-Medium wurde

zum Erwarmen auf Raumtemperatur aus dem Kuhlschrank genommen.

2.23.2 Reinigung der Probe
Das humane Gewebe wurde dann mit der Custodiol®-Lésung in eine Glaspetrischale

gegeben und zunachst inspiziert. Fettgewebe, grofe Sticke Perikard und
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Blutgerinnsel wurden entfernt. Dann wurde das Gewebe auf einem Zellstofftuch
vorsichtig trocken getupft und abgewogen. Die optimale Gewebegrdle fir ein gutes
Isolationsergebnis lag zwischen 200 und 600 mg. Bei mehr Gewebe wurden
zusatzlich Gefrierproben fur weitere Analysen genommen.

Das Vorhofgewebe wurde in die Glaspetrischale mit 4°C kalter Ca®'-freier
Isolationstyrode gegeben und in ca. 1 mm grofRe Stlcke zerschnitten. Mit Hilfe eines
Trichters wurden die Gewebestlicke mitsamt Isolationstyrode in das 37°C warme
Isolationsgefal® gegeben. Die Isolationstyrode wurde ab jetzt konstant mit 100%
Sauerstoff begast. Um eine starke Blasenbildung zu verhindern, wurde eine
Pipettenspitze auf dem Sauerstoffschlauch platziert. Mit Hilfe eines Magnetrihrstabes
wurde das Gewebe 3 Minuten in der Isolationstyrode gewaschen. Nach 3 Minuten
wurde der Rihrstab ausgeschaltet und es wurde gewartet, bis sich die
Gewebestiickchen absetzten. Der Uberstand wurde vorsichtig durch ein Nylonsieb
(250-300 ym) gegeben, wahrend jedoch idealerweise die meisten Gewebestiickchen
im Isolationsgefal blieben. Gewebe, welches sich auf dem Nylonsieb befand, wurde
mit Hilfe einer Pinzette vorsichtig zurlick ins Isolationsgefall gegeben, wobei ganz
weille oder gelbe Sticke zuvor aussortiert wurden. Daraufhin wurde das
Isolationsgefal erneut mit Ca?*-freier-Lésung aufgefiillt, und der Waschschritt wurde

noch zwei Mal wiederholt.

2233 Erster enzymatischer Verdau

Die zuvor abgewogene Collagenase | und Protease XXIV wurden in insgesamt 20 ml
Ca*'-freier-Ldsung aufgeldst und ins Isolationsgefal Uberfiihrt (Enzymlésung 1, siehe
Tabelle 3). Die Gewebestiicke wurden durch vorsichtiges ca. vier- bis finfmaliges
langsames auf- und abpipettieren mit einer 25 ml Pipette in der Enzymldsung
resuspendiert. Hierbei sollten mdglichst keine Luftblasen entstehen. Danach wurden
die Gewebestlckchen sorgfaltig fir 10 Minuten mit Hilfe des Magnetrihrstabes
durchgeruhrt. Nach 10 Minuten wurden 40 pl einer 10 mM CaClz-Lésung hinzugefugt,
um im Isolationsgefal® eine Konzentration von 20 uM zu erhalten. Nach diesem Schritt
wurde das Gewebe fir 35 Minuten weiter verdaut, um eine erste Isolationszeit von
insgesamt 45 Minuten zu erhalten. Der Magnetrihrer wurde abgeschaltet und es
wurde einige Sekunden gewartet, bis sich die Gewebestiickchen absetzten. Dann
wurde der Uberstand vorsichtig durch das Nylonsieb abgegossen, sodass der

GroRteil des Gewebes im IsolationsgefaR verblieb. Alternativ konnte der Uberstand
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vorsichtig mit einer Transferpipette abgenommen werden. Gewebestiicke, die sich
auf dem Nylonsieb befanden, wurden mit einer Pinzette zurlick ins Isolationsgefa®
uberfuhrt.

2234 Zweiter enzymatischer Verdau

Die zweite abgewogene Collagenase Typ | wurde in 20 ml Ca?*-freier Isolationslésung
aufgeldst (Enzymlésung 2, siehe Tabelle 3) und ins Isolationsgefald Gberfihrt. Es
wurden direkt 40 yl 10 mM CaClz-Lésung hinzugegeben, um eine Endkonzentration
von 20 uM Ca?" zu erhalten. Die Gewebestiickchen wurden wieder mit einem
Magnetrihrer durchgeruhrt. Bei Bedarf wurden sehr grolRe zusammenhangende
Gewebeklumpen vorsichtig mit einer Schere zerteilt.

Nach 5 Minuten wurde mit einer 10 pl Pipette eine erste Stichprobe aus dem
Isolationsgefal® entnommen. Dieser Schritt wurde alle 2 bis 3 Minuten wiederholt, bis
die ersten rechteckigen, quergestreiften Kardiomyozyten unter dem Mikroskop zu
sehen waren. Sobald Kardiomyozyten zu sehen waren, wurde der zweite Verdau
abgebrochen. Nach maximal zehn bis 15 Minuten ohne Zellen in der Stichprobe
wurde der zweite enzymatische Verdau ebenfalls beendet. Hierzu wurde der
Magnetrihrstab ausgeschaltet, und die Gewebestlicke sanken fur ca. 20-30
Sekunden ab. Das zweite Nylonsieb wurde zu einem Trichter geformt, und der
Uberstand aus dem Isolationsgefa® wurde durch das Sieb in ein 50 ml
Falkonrohrchen gegeben.

Die Gewebestiicke wurden vom Sieb erneut in das Isolationsgefald Gberfihrt und in
20 ml Feng-Medium (siehe Tabelle 4) resuspendiert. Nun wurde mechanisch fur eine
weitere Dissoziation der Zellen gesorgt, indem mit einer 25 ml Serologischen Pipette
vier bis funf Mal auf- und abpipettiert wurde. Hierbei war erneut darauf zu achten,
dass keine Luftblasen entstanden, da diese sich nachteilig auf die Zellzahl und -
qualitat auswirkten. Der Uberstand wurde erneut durch das Nylonsieb in ein zweites

Falkonrohrchen gesiebt.

2235 Finale Aufarbeitung und Ca?*-Aufbau
Die beiden Falkonréhrchen wurden bei 95 x g fuir 7 Minuten ohne Bremse
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer Transferpipette vorsichtig abgenommen,

sodass das Pellet mit den Kardiomyozyten nicht gestort wurde. Die Pellets wurden je
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nach Grofe entweder in jeweils 1 ml oder 1,5 ml Feng-Medium resuspendiert. Der

schrittweise Ca**-Aufbau folgte durch Zugabe von 10 mM CaCls.

Tabelle 5: Ca?*-Aufbau bei atrialem Myokard

1 ml Feng-Medium mit EGTA (bei 1,5 ml Feng-Medium mit EGTA (bei
kleinem Pellet) grofRerem Pellet)

Zunachst wurden 20 pl der 10 mM CaClz- Zunachst wurden 30 pl der 10 mM CaClz-
Lésung zugeben und fir 10 Minuten Lésung zugeben und fir 10 Minuten
inkubiert (Endkonzentration = 0,2 mM). inkubiert (Endkonzentration = 0,2 mM).
Dann wurden 10 pl der 10 mM CaCl.- Dann wurden 15 pl der 10 mM CaCl.-
Lésung zugeben und fir 10 Minuten Lésung zugeben und fir 10 Minuten
inkubiert (Endkonzentration = 0,3 mM). inkubiert (Endkonzentration = 0,3 mM).
Zuletzt wurden 20 pl der 10 mM CaClz- Zuletzt wurden 30 pl der 10 mM CaClz-
Lésung zugeben (Endkonzentration = 0,5 Lésung zugeben (Endkonzentration = 0,5
mM). mM).

2.2.3.6 Ausplattierung der Zellen

Die Messkammern wurden zur Vorbereitung mit ca. 4 pl Laminin (Lot: 039K4001,
Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland) eingestrichen, um ein besseres Anhaften der
Zellen auf dem Glasboden zu erreichen. Nachdem dieses getrocknet war, wurden
zwischen 200 und 500 pl Zellsuspension in die Messkammer gegeben, und es wurde
ca. eine halbe Stunde abgewartet, um den Zellen Zeit zu geben sich auf den
Glasboden abzusenken.
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Abbildung 3: Humaner atrialer Kardiomyozyt aus eigener Zellisolation.

(Mit freundlicher Genehmigung von Dr. S. Pabel.)
2237 Nachteile der Isolationsmethode

Der Verdau der Zellen erfolgte groRtenteils in Ca**-armer Losung. Hierdurch kam es,

wahrend des anschlieRenden Ca*-Aufbaus, mdglicherweise zu einer gewissen
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Selektion von Zellen mit einer besonders robusten Ca?*-Homdostase. Dieser Nachteil
der Isolationsmethode wurde jedoch in Kauf genommen, da es flr die vorliegende
Arbeit besonders wichtig war, dass die Zelloberflache der atrialen und ventrikularen
Kardiomyozyten frei von Extrazellularmatrix war, um eine stabile Verbindung mit der
Patch-Pipette einzugehen.

Auch sollte erwahnt werden, dass es mit dieser Isolationsmethode, in Kombination
mit dem Patch-Clamp-Verfahren schwer war, eine hohe Anzahl an Messergebnissen

zu produzieren.

2.3 Probengewinnung von humanen ventrikularen

Kardiomyozyten

Das Arbeiten mit humanem ventrikularem Myokard wurde durch eine Kooperation mit
der Herzchirurgie des Herz- und Diabeteszentrums Bad Oeynhausen ermdglicht.
Hierflr lag ein positives Votum der Ethikkommission (Antragsnummer 31/9/00) vor.
Auch diese Studie ist konform mit der WMA Deklaration von Helsinki. Vor Einschluss
in die Studie wurde von allen Teilnehmenden eine schriftliche
Einverstandniserklarung abgegeben. Die terminal insuffizienten Herzen (NYHA 1V)
stammten in der Regel von Patient*innen mit dilatativer Kardiomyopathie oder
ischamischer Kardiomyopathie, die eine allogene Herztransplantation erhielten.

Des Weiteren bestand eine Kooperation mit der Herz-Thorax-Chirurgie der
Universitatsmedizin Goéttingen. Bei starker Aortenklappenstenose kann es zu einer
linksventrikularen Hypertrophie des Ausflusstraktes kommen, sodass eine klassische
Myektomie (Herzoperation nach Morrow) notwendig wird. Hier wurde
linksventrikulares Myokard ohne Herzinsuffizienz gewonnen.

Das humane Gewebe wurde jeweils von den Operierenden direkt in geklhlte
kardioplegische Custodiol®-Losung (CH.-B. 0933411, Dr. Franz Hoéhler Chemie
GmbH, Alsbach, Germany) gegeben. Danach wurde das Gewebe so schnell wie

mdglich ins Labor transportiert und isoliert.
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2.4 Isolation humaner ventrikularer Kardiomyozyten

2.4.1 Losungen

Alle Losungen wurden vor der Isolation vorbereitet. Eine Einheit Joklik-MEM-Pulver
(Joklik-MEM, modifiziert fur Zellkultur, Lot-No. 5750815, Pan — Biotech GmbH,
Aidenbach, Deutschland) wurde in etwas weniger als 1 L ddH>O geldst (B. Braun,
Melsungen, Germany) und mit Hilfe eines Magnetrihrstabs so lange bei
Raumtemperatur gertihrt, bis das Pulver vollstdndig geldst war. Das im Behalter
verbleibende Pulver wurde sorgfaltig aus dem Behalter gespilt und der pH-Wert mit
1 mmol NaOH Ldsung auf 7,4 angepasst. AnschlieRend wurde die Lésung mit ddH>O
auf genau 1 L aufgefullt.

50 ml der Joklik-MEM-L&sung (pH 7,4) wurden in eine 100 ml Flasche gefillt. Die
ubrigbleibende Lésung wurde auf 37°C erhitzt und der pH-Wert erneut auf 7,4

angepasst.

Alle Verdauungsenzyme wurden in Joklik-MEM-L6sung gel6st. Fur den ersten
enzymatischen Verdau wurden 15 mg Collagenase Typ Il (Lot. - Nr. 45A15450,
265u/mg, Worthington Biochem®, Lakewood, New Jersey, USA) und 1 ml Trypsin
(Gibco® Trypsin 2.5%, Cat.No. 15090-046, Invitrogen) in 20 ml Joklik-MEM-LAsung
geldst. Fur den zweiten enzymatischen Verdau wurden 40 mg Collagenase Typ Il in
40 ml Joklik-MEM-Lésung aufgeldst. Alle enzymenthaltenden GefalRe wurden

aufgrund der Lichtempfindlichkeit der Enzyme mit Aluminiumfolie bedeckt.

Tabelle 6: Enzymlésungen Ventrikelisolation

Substanz Konzen- Abgewogene Menge/ | Enzymlésung 1: 0,015 g

tration Isolation Collagenase Typ Il und 1
ml Trypsin in 20 ml Joklik-
Collagenase 265 1. Verdau: 0,015 g MEM kurz vor der
Typ Il units/mg 2. Verdau: 0,049 Praparation I6sen (37°C)
Enzyme (Worthington) Enzymlbsung 2: 0,04 g
H o
Trypsin 2,5% 1.0ml Collagenase Typ Il in 40
(Gibco)

ml Joklik-MEM-Lé&sung
kurz vor der Préparation
l6sen (37°C)
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Tabelle 7: Stopp-Losung

Substanz Menge
Fiir die Stopplésung
werden 10 ml Joklik-
Stopp- Joklik-MEM-L6sung 10 ml MEM-Lé&sung mit 1 ml
Losung BCS gemischt (37°C; pH

7,4)

BCS (Bovine Calf Serum) 1,0 ml

2.4.2 Isolationsprotokoll
2421 Vorbereitung der Probe

Zur lsolation wird ein ca. 1 cm® groRes Stiick aus dem linken Ventrikel geschnitten
bzw. das exzidierte Gewebe der Myektomie weiterverarbeitet. Beide Gewebetypen
wurden gleich behandelt. In einer Praparierschale mit Joklik-MEM-L&sung wurde das
Gewebe analog zur Vorhof-Isolation von fettigem Gewebe, Bindegewebe und Epikard
befreit und zu ca. 1 mm? groRen Stiicken verarbeitet und mit einer abgesagten Pipette
in ein 50 ml Falcon Uberfuhrt. AnschlieRend folgten eine dreimalige Waschung mit

Joklik-MEM-Lésung und die Uberfiihrung in das Isolationsgefal.

2422 Erster enzymatischer Verdau

Im Isolationsgefal® wurde das Gewebe in der ersten Enzymlésung (siehe Tabelle 6)
bei 37°C inkubiert, und wahrenddessen fir 45 Minuten mit Hilfe des Magnetstabes
sorgfaltig durchgerihrt. Wahrend der Inkubation wurden die Isolationsgefal3e immer

mit Aluminiumfolie bedeckt.

2423 Weitere enzymatische Verdauungsschritte und
Zentrifugation

Im Anschluss an den ersten enzymatischen Verdau wurde der Uberstand aus dem
Gefald entfernt und durch die zweite Enzymlésung (siehe Tabelle 6) ersetzt. Das
Gewebe wurde erneut fir 10 Minuten inkubiert und durchgerthrt. Im Anschluss wurde
der Uberstand durch ein Nylonsieb in ein neues Falconréhrchen gesiebt und fir 5

Minuten bei 700 rpm ohne Bremse zentrifugiert. Wahrend der Zentrifugation wurde
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bereits das Ubriggebliebene Gewebe erneut mit 10 ml frischer Joklik-MEM-L&sung
ohne Enzyme resuspendiert und erneut fir 10 Minuten durchgerihrt.

Wenn die Zentrifugation beendet war, wurde aus dem zentrifugierten Rohrchen
vorsichtig der Uberstand abgenommen und das Pellet je nach GréRe in 1-3 ml
Stoppldsung (siehe Tabelle 7) resuspendiert. Hieraus wurde ein Tropfen entnommen,
um unter dem Lichtmikroskop die Quantitat und Qualitat der ventrikularen
Kardiomyozyten zu beurteilen, und daraus das Enzymmischungsverhaltnis fir die
nachsten Isolationsschritte zu bestimmen. Fur die nachsten Isolationsschritte wurde
die ,Enzymlésung 2 je nach Zellzahl- und Beschaffenheit mit frischer Joklik-MEM-
Losung verdunnt, sodass 10 ml einer individuellen Enzymldsung entstanden. Die
Enzymlésung wurde erneut auf das humane Gewebe gegeben und dieses wurde fur
10 Minuten durchgeriihrt. Der Uberstand wurde wieder abzentrifugiert, das Pellet in
Stopploésung resuspendiert und unter dem Lichtmikroskop beurteilt. Dieser Schritt
wurde vier bis sieben Mal wiederholt. Fur die Patch-Clamp-Messungen wurden nur
die Isolationsschritte verwendet, die langliche Kardiomyozyten mit deutlich sichtbarer

Querstreifung sowie mdglichst wenig tote Zellen enthielten.

2424
Der schrittweise Ca®*-Aufbau folgte durch Zugabe von 10 mM CaCl, (siehe
Tabelle 8).

Finale Aufarbeitung und Ca?*-Aufbau

Tabelle 8: Ca?*-Aufbau bei ventrikulirem Myokard

1 ml Stopp-Losung (kleines Pellet)
Zunachst wurden 20 pl der 10 mM CaClz-
Lésung zugeben und fiur 10 Minuten
inkubiert (Endkonzentration = 0,2 mM).

Dann wurden 10 pl der 10 mM CaCl.-
Lésung zugeben und fur 10 Minuten
inkubiert (Endkonzentration = 0,3 mM).

Zuletzt wurden 20 pl der 10 mM CaClz-
Lésung zugeben (Endkonzentration = 0,5
mM).

1,5 ml Stopp-Losung (groBeres Pellet)
Zunachst wurden 30 pl der 10 mM CaClz-
Lésung zugeben und fiur 10 Minuten
inkubiert (Endkonzentration = 0,2 mM).

Dann wurden 15 pl der 10 mM CaCl.-
Lésung zugeben und fir 10 Minuten
inkubiert (Endkonzentration = 0,3 mM).

Zuletzt wurden 30 pl der 10 mM CaClz-
Lésung zugeben (Endkonzentration = 0,5
mM).
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2425 Ausplattierung der Zellen

Analog zur Vorhofisolation wurden die Messkammern mit ca. 4 yl Laminin behandelt,
und es wurden ebenfalls zwischen 200 und 500 ul Zellsuspension in die Messkammer
gegeben. Es wurde ca. eine halbe Stunde abgewartet, um den Zellen Zeit zu geben

sich auf den Glasboden abzusenken.

2.4.2.6 Nachteile der Isolationsmethode

Analog zu den Nachteilen der Vorhofisolation.

2.5 Die Patch-Clamp-Technik

Eine der wichtigsten elektrophysiologischen Methoden, die Patch-Clamp-Technik,

wurde in ihrer heutigen Form von Erwin Neher und Bert Sakmann entwickelt. Hierfur
erhielten sie 1991 den Nobelpreis (Hamill et al. 1981; Neher und Sakmann 1976).
Die Methode ermdglicht wichtige Erkenntnisse uber die AP sowie lonenstrome
zwischen dem Intra- und Extrazellularraum von Nerven- und Muskelzellen. Zudem
liefert sie Einblicke in die Eigenschaften von lonenkanalen und ist von grof3er
Bedeutung fur die angewandte pharmakologische Forschung.

Zur Messung elektrischer Signale einzelner Zellen wird eine sehr feine, mit
Elektrolytldsung geflllte Glaspipette auf die Zelloberflache gesetzt. Ein Stuck der
Zellmembran (,patch®) wird dadurch elektrisch von der umgebenden Lésung isoliert.
Durch Anlegen eines Unterdrucks oder bestimmter Pharmaka kann nun die
Zellmembran selektiv unterhalb der Pipette durchbrochen werden und eine
Verbindung zum Inneren der Zelle hergestellt werden. In der Pipette befindet sich
eine Elektrode, die nun Kontakt zum Intrazellularraum der Nerven- oder Muskelzelle
hat. Eine andere Elektrode befindet sich in der Umgebungslésung der Zelle. Somit
sind Messungen von Aktionspotenzialen und Stromen Uber die gesamte Zellmembran
der entsprechenden Zelle méglich (,whole cell modus®). Voraussetzung fir diese
Messungen ist eine besonders feste Verbindung zwischen Zelle und Patch-Pipette.
Eine solche Verbindung bendtigt einen Widerstand zur Umgebungslésung im
Gigaohm-Bereich und wird Gigaseal genannt (Hamill et al. 1981; Neher und
Sakmann 1976). Um eine solche feste Verbindung zu erhalten, muss die
Zelloberflache frei von Extrazellularmatrix sein. Dies wurde durch unsere spezielle

Isolationsmethode ermoglicht.
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Patch-Clamp-
Patch-Pipette Verstarker

Zellmembran des
Kardiomyozyten

Abbildung 4: Ersatzschaltbild der Ganzzellableitung mit schnellen (Crst) und

langsamen (Csiow) kapazitiven Artefakten.

2.5.1 Messverfahren

Bei erreichtem Zugang zur Zelle mit stabilem Gigaseal kann zwischen zwei
Messverfahren gewahlt werden. Im sogenannten ,voltage clamp“ Modus wird das
Membranpotential der Zelle auf einen bestimmten Wert festgelegt (,geklemmt®), und
die entstehenden Strome Uber lonenkanale kénnen gemessen werden. Im ,current
clamp® Modus wird ein vorgegebener Strom in die Zelle injiziert, und die Uber der
Membran entstehende Spannung wird aufgezeichnet.

Die Zellen aus dem Arbeitsmyokard aus Atrium und Ventrikel, die fir diese Arbeit
vorlagen, waren nicht spontan elektrisch aktiv. Daher wurde ein Strom bestimmter
Starke und Dauer in die Zellen injiziert, sodass diese bis zu einem Schwellenwert

depolarisierten und schlie3lich Aktionspotentiale generierten.

2.5.2 Aufbau der Patch-Clamp Messanlage

Die Patch-Clamp Messanlage steht in einem fensterlosen, vom restlichen Labor
abgetrennten Raum, um Stérungen und Luftstrbme zu minimieren. Um
Gebaudeschwingungen abzudampfen, befindet sich die Anlage auf einem
schwingungsgedampften Tisch. Auf den schwingungsgedampften Tisch ist zur

Abschirmung elektromagnetischer Stérungen ein Faradayscher Kafig montiert. Das
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Inversmikroskop (Aiovert 200 / Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) befindet
sich innerhalb des Faradayschen Kafigs und in einer Vertiefung des Mikroskops ist
Platz fur die Messkammer. Ein 40x-Objektiv und ein 10x-Okular ergeben zusammen
eine bis zu 400-fache GesamtvergroRerung des Mikroskops. Auflierdem am
Arbeitstisch befestigt sind ein Pipettenhalter, der Uber einen Mikromanipulator
(Mikromanipulator 5170 / Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) mit Hilfe eines
Steuerungshebels gesteuert werden kann und uber ein luftdichtes Schlauchsystem
Anschluss an ein Unter- und Uberdrucksystem hat. Eine am Pipettenhalter befestigte
Elektrode aus chloriertem Silberdraht sowie eine Referenzelektrode aus massivem
Silber/Silberchloridpellet (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht) sind Gber
einen Vorverstarker (EPC-9 / HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht) mit
einem Patch-Clamp-Verstarker (EPC-10 / HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH,
Lambrecht) aulderhalb des Faradayschen Kafigs verbunden. Dieser enthalt einen
Analog-Digital/Digital-Analog-Wandler (AD/DA-Wandler), welcher die Messdaten auf
einen Computer Ubertragt. Zur Kontrolle des Verstarkers sowie zur Aufzeichnung der
Daten dient das Programm Patchmaster 2.0 (Software Patchmaster™, HEKA
Elektronik, Dr. Schulze GmbH, Lambrecht, Deutschland). AuRerdem befindet sich
aulerhalb des Faradayschen Kafigs noch ein Perfusionssystem (ALA VC3-4, npi
electronic GmbH, Tamm, Deutschland) welches die Zufuhr verschiedener
Badlésungen ermdglicht. Die Superfusion erfolgt durch Gravitation mit einem Fluss
von etwa 70 ml/h. Die Temperatur der Badlésungen wird mithilfe einer
Perfusionsheizung (HPC-G, npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland), die sich
mittels eines mechanischen Mikromanipulators im Blickfeld des Mikroskops
positionieren lasst, konstant bei 37 °C gehalten. Die Kontrolle der Temperatur erfolgt
mit einem elektrischen Thermometer (DigiSense / Cole-Parmer Company, Vernon
Hills, USA). Die Absaugung der Badldsungen erfolgt kontinuierlich Uber eine
regelbare Walzenpume (Modell MV-CA/ Ismatec GmbH, Wertheim-Monfeld,
Deutschland).

2.5.3 Patch-Clamp-Pipetten

Die zum Patchen bendtigten Pipetten wurden aus Borosilikatglaskapillaren (TW 150
F-3 World Precision Instrumets, Inc., Sarasota, USA) mit Hilfe eines Ziehgerates

(DMZ Universal-Puller, Firma Zeitz-Instruments GmbH, Martinsried, Deutschland)
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gezogen. Die Kapillaren haben eine Lange von 76 mm, einen Au3endurchmesser von
1,5 mm und einen Innendurchmesser von 1,2 mm. Die Kapillaren wurden horizontal
in das Ziehgerat eingespannt und in definierten Schritten erhitzt und gezogen, sodass
zwei spitz zulaufende Pipetten entstanden. Durch Veranderung der Parameter Hitze,
Zugkraft und Wartezeit kann die Geometrie der Spitzen angepasst werden. Die
Pipetten wurden vor jeder Messung frisch gezogen und hitzepoliert und jeweils nur
einmal verwendet, da sie zur Bildung eines Gigaseals frei von Schmutzpartikeln sein
mussten. Es zeigte sich, dass zur Messung von humanen atrialen und ventrikularen
Kardiomyozyten Pipetten mit einem Widerstand von 3-6 MQ am besten geeignet
waren. Unmittelbar vor den Messungen erfolgte die Befillung der Pipetten mithilfe
einer Einfullhilfe (Microfil/ World Precision Instrumets Inc., Sarasota, USA) Giber einen
Filter (0,2 um PorengréRe, Filtropur, Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland).

Der Silberdraht fur die Pipetten-Elektroden wurde Uber Nacht in eine Chlor-
Bleichlauge getaucht und so chloriert. Chlorierte Silberdrahte vermindern sogenannte
Offset-Potentiale zwischen Pipettenldsung und Elektrode. Auch zwischen den
Benutzungen wurden die Pipetten-Elektroden in dieser Lésung aufbewahrt. Um
Oxidationen vorzubeugen, wurden die Elektroden regelmaRig (nach spatestens einer

Woche) abgeschliffen und gereinigt oder komplett ausgetauscht.

2.5.4 Badlosung

Die Badloésung fir die Patch-Clamp Versuche entspricht in ihrer Zusammensetzung
der physiologischen lonenkonzentration des Extrazellularraumes. Die Badldsung
wurde jeden Tag frisch aus einer kuhl (4 °C) gelagerten, 10-fach konzentrierten,
Stammlésung angesetzt. Zu der Stammlésung wurde vor jeder Messung frisch
Glucose und CaCl, in entsprechenden Konzentrationen hinzugefugt. Je nach
Messung wurden zusatzlich Badlésungen mit 5 yM Ranolazin, 0,3 yM Dronedaron
oder einer Kombination aus 5 yM Ranolazin und 0,3 yM Dronedaron vorbereitet. Da
Dronedaron in DMSO gelést war, wurde auch der Kontrolllésung und der
Ranolazinlésung immer DMSO hinzugefligt, um einen durch DMSO-verursachten
Effekt auszuschliel3en (siehe Tabelle 9 und

Tabelle 10).
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Tabelle 9: Stammlésung

Substanz | Molekular- Endkonzentration Aqua bidest ad 1000 ml;
10-fach gewicht Gebrauchsldésung pH 7,0 mit NaOH bei
konzentrierte [g/mol] [mM] 22°C einstellen;
Stammloésung | KCI 74,55 4 Stammlésung bei 4°C
der NaCl 58,44 140 im Kiihlschrank
Badlésung MgCl2 95,1 1 aufbewahren

HEPES 238,31 10

Tabelle 10: Badlésung
Substanz Molekularge- | Endkonzentration
wicht [g/mol] | Gebrauchslésung 10-fach Stammlésung
[mM] ohne Glucose und
KCI 74,55 4 Calcium herstellen,
NaCl 58,44 140 dann taglich frisch 5 ml
MgCl2 95,1 1 der Stammlésung, mit
Badlésung | HEPES 238,31 10 Aqua bidest auf 50 ml
Glucose 180,16 10 auffiillen und Glucose
(erst zur und CaCl» zugeben
1x-Lésung
zugeben) pH 7,4 mit NaOH bei
CaCl» 238,31 2 37°C einstellen
(erst zur
1x-Lsg
zugeben)

2.5.5 Pipettenlosung

Die Pipettenldsung (siehe Tabelle 11) entspricht in der Zusammensetzung ihrer lonen
der Zusammensetzung des physiologischen Intrazellularraumes. Um eine konstante
Zusammensetzung der Losung an den verschiedenen Messtagen zu gewahrleisten,
wurde wahrend der gesamten Versuchsreihe mit einem Ansatz gearbeitet. Dieser
wurde sorgfaltig abgemessen und schlieBlich in 1 ml Eppendorf Cups aliquotiert und
bei -20 °C eingefroren. Die Pipettenlésung wurde dann an jedem Messtag frisch

aufgetaut, in eine Spritze aufgezogen und mit einer Einfillhilfe und einem Filter
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versehen. Die Spritze wurde wahrend der Messungen auf Eis gelagert, da die Lésung

das bei Raumtemperatur instabile Adenosintriphoshat (ATP) enthielt.

Tabelle 11: Pipettenlosung

Substanz Molekular- Endkonzentration Aqua bidest ad 50 ml;
gewicht Gebrauchsldsung
[g/mol] [mM] pH 7,2 mit KOH bei
K-Aspartat 171,2 92 Raumtemperatur
Pipetten- KCI 74,56 48 einstellen;
I6sung Mg-ATP 507,2 1
EGTA 380,35 0,02 Lésung in 1 ml Aliquots
GTP-Tris 886,59 0,1 aufteilen und bei -20°C
Nax-ATP 5511 4 einfrieren
HEPES 238,31 10

2.5.6 Versuchsdurchfiuihrung

Zunachst wurden alle Badlésungen (Kontrollldsung und Interventionsldsungen) wie
oben beschrieben frisch angesetzt und in das Perfusionssystem eingefillt. Eine
Messkammer mit frisch isolierten humanen Kardiomyozyten wurde in die Vertiefung
des inversen Mikroskops eingebracht, und die Superfusionsheizung eingestellt. Die
dann auf 37°C erhitzte Kontrollldsung wurde zunachst fir mindestens 10 Minuten mit
einer Geschwindigkeit von 70 ml/min eingewaschen, wahrend das ,Feng-Medium®
abgepumpt wurde. Die aufgetaute Pipettenlésung wurde auf Eis gelagert. Eine frisch
gezogene Pipette wurde mit der Pipettenldésung beflllt und in den Pipettenhalter
eingespannt. Mithilfe einer kleinen luftgefullten Spritze wurden dann einige ml
Uberdruck auf die Pipette gegeben, um beim Eintauchen in die Badlésung zu
verhindern, dass sich Schmutz an der Pipettenspitze sammelte. Auerdem wurde die
Superfusion fur einige Minuten ausgestellt, um ein Verschmutzen der Pipette zu
verhindern. Nun wurde die Pipette mithilfe des Mikromanipulators und dem
Steuerungshebel in die Badldsung der Versuchskammer eingebracht. Hierbei war
wichtig, dass die Luft-Flussigkeitsgrenze nur einmal Uberquert wurde. Nach dem
Eintauchen der Pipettenspitze erschien auf dem Computerbildschirm ein
biphasischer, rechteckiger Kommandospannungsimpuls mit einer Amplitude von 5
mV in beide Richtungen. Die Pipettenspitze wurde vorsichtig unter Sicht an die

gewiinschte Zelle angenahert. Durch den leichten Uberdruck im Pipetteninneren
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bildete sich ein Flussigkeitspolster vor der Pipettenspitze, welches bei der
Annaherung von Nutzen sein konnte, da man eine leichte Eindellung in Form eines
Lichtreflexes an der Zellemembran sehen konnte. Zudem wurde, fur die letzten
Schritte der Annaherung, der Teststrom auf dem Computerbildschirm beobachtet.
Dieser war ein indirektes Maf} fir den Widerstand zwischen den beiden Elektroden.
Bei Annaherung der Pipette an die Zellmembran erhohte sich der Widerstand zur
Badelektrode, was an einer Abnahme des Teststroms zu erkennen war (Ohmsches
Gesetz, siehe Formel 2). Etwa bei einer Halbierung der Stromamplitude wurde der
Uberdruck von der Pipette genommen, und man erzeugte sogleich einen leichten
Unterdruck. Die Pipetten6ffnung schloss nun dicht mit der Zellmembran ab, und der
Widerstand stieg von einigen Megaohm in den Gigaohmbereich — es bildete sich ein
sogenanntes ,Gigaseal“. Nach Erreichen des Gigaseals wurde die Superfusion
wieder angestellt, was entweder das Seal zerstorte, sodass die Messung
abgebrochen werden musste, oder stabiler machte, sodass mit der Messung
begonnen werden konnte. Dieser Zustand, in dem die Pipette dicht mit der
Zellmembran verbunden ist, nennt sich ,cell-attached-Konfiguration. Nun wurde im
Patchmaster Programm auf den ,on-cell-modus® umgestellt. Dabei wurden die
schnellen kapazitiven Strome (crast) kompensiert. Nun wurde die Zellmembran selektiv
unterhalb der Pipette zerstort (rupturing). Dies kann auf verschiedene Weisen
geschehen. Fir humane Kardiomyozyten zeigte sich, dass eine langsame vorsichtige
Erhéhung des Unterdrucks die besten Resultate erzielte. Nachdem die Zellmembran
zerstort wurde, entstand ein offener Zugang zum Zytoplasma der Zelle und die
sogenannte whole-cell-Konfigurtion war erreicht. Nach dem rupturing wurden die
Membrankapazitat (Csow) und der Serienwiderstand (Rseres) kompensiert. Der
Zugangspipettenwiderstand wurde im Bereich von ~ 5-15 MQ gehalten.

Nun wurden der Pipettenlésung und dem Zytoplasma ein Zeitraum von ungefahr 5-
10 Minuten gegeben, um sich auszutauschen. Aufierdem wurde die Superfusion mit
der auf 37,0 °C erhitzten Kontroll-Badldsung wieder eingestellt. Es wurde mindestens
10 Minuten gewartet, bis sich die Zelle in ihrem RMP und der AP Morphologie
stabilisierte. Erst nach dieser Wartezeit wurden die eigentlichen Messprotokolle

gestartet.
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2.5.7 Aktionspotential Messungen

Zunachst wurde in der Patchmaster™ Software in den Stromklemmmaodus (current-
clamp) umgeschaltet. Dieser erlaubt es den Strom, der Gber die Zellmembran fliel3en
soll, fest vorzugeben, wahrend das Membranpotential variabel bleibt. Die Stréme
wurden so gewahlt, dass ein physiologisches Ruhemembranpotenzial von humanen
Kardiomyozyten (je nach Zelltyp von ungefahr -75 mV bis -90 mV) erreicht wurde.

Dies basiert physikalisch auf dem Ohmschen Gesetz.

U=RXI
Formel 2: Ohmsches Gesetz.
U=Spannung [V], R=Widerstand [Q], |=Stromstarke [A].

Hierbei war darauf zu achten, dass der eingestellte Strom einen Wert von 100 pA
nicht Gberschritt. Im weiteren Verlauf wurde die Zelle, durch eine im Messprotokoll
vorgegebenen Stromstarke (current) mit einer Amplitude von 1-2 nA und 1-5 ms
Dauer (duration) stimuliert und versucht ein AP auszulésen. Die Zelle wurde zunachst
unter Superfusion der Kontrollldsung gemessen, und die Stimulationsfrequenz wurde
von 0,5 Hz bis 3,0 Hz gesteigert. Im Anschluss wurde eine der Badlésungen mit einer
der entsprechenden Substanzen eingewaschen (Ranolazin 5 ymol/L, Dronedaron 0,3
umol/L oder die Kombination aus beiden Medikamenten). Es wurde mindestens 10
Minuten gewartet, bis das Medikament ausreichend eingewaschen war, und die Zelle
sich ausreichend stabilisiert hatte, bis die Messungen durchgefiihrt wurden. Auch hier
wurden die Messungen mit den unterschiedlichen Stimulationsfrequenzen
durchgefihrt. SchlieRlich wurde das Medikament wieder fir mindestens 10 Minuten
ausgewaschen, und es wurden abschliefende AP Messungen durchgeflhrt.

Diese gepaarte Vorgehensweise ermdglichte eine sehr genaue Beobachtung der
elektrophysiologischen Auswirkungen der Testsubstanzen auf die einzelne Zelle und

erhohte die Aussagekraft der Messergebnisse.

2.5.8 Auswertung der Aktionspotentiale

Die Rohdaten der gemessenen AP wurden aus der ,Pulse“-Software exportiert und
anschliefend mittels der Software ,ABF-Utility“ (Synaptosoft Inc., Fort Lee, USA)

konvertiert und in die ,Clampfit“-Software (Clampfit 8/Molecular Devices Corporation,
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Sunnyvale, USA) eingefugt. Hieraus erfolgte der Export der AP in das
Auswertungsprogramm ,LabChart“, welches die Auswertung der einzelnen AP-
Kenngroflen Ubernahm. Es wurde die Aktionspotentialdauer zu verschiedenen
Repolarisationszeitpunkten ausgewertet, hier war vor allem die 90%ige
Repolarisation von Bedeutung (APDgy [ms]). Zudem wurden das
Ruhemembranpotential [mV] und auch weitere Kenngroen wie die
Aktionspotentialamplitude [mV], die Aufstrichsgeschwindigkeit [mV/s] und der Peak

(der positive Maximalwert eines AP in [mV]) aufgezeichnet.

2.6 Pharmakologische Substanzen

Far die AP Messungen wurden der Badlosung Ranolazin in einer Konzentration von
5 uM, Dronedaron in einer Konzentration aus 0,3 uM oder die Kombination aus

beidem zugesetzt. Alle Patch-Clamp-Messungen wurden bei 37,7°C durchgefuhrt.

2.6.1 Ranolazin

Ranolazin (Molekulformel: C2sH33N304, molekulare Masse: 427.54 g/mol, CAS-
Nummer: 142387-99-3, Gilead Sciences, Paolo Alto, USA) wurde frisch in einer 0,1
mol/L HCI-L6ésung geldst und in einer finalen Konzentration von 5 pmol/l verwendet.
Diese Konzentration liegt im therapeutisch, klinisch relevanten Bereich (Belardinelli
et al. 2006).

2.6.2 Dronedaron

Dronedaron Hydrochlorid (Molekulformel: C31H44N20sS - HCI, molekulare Masse:
593.22 g/mol; CAS-Nummer: 141625-93-6, Sigma-Aldrich, Germany) wurde in
Dimethylsulfoxid (DMSO) gel6st und in einer finalen Konzentration von 0,3 pmol/L
verwendet. Diese Konzentration liegt im niedrigeren klinisch relevanten Bereich
(Reiffel et al. 2015a). Um einen Effekt von DMSO auf die Zellen auszuschlielRen,

wurde den anderen Gruppen in gleicher Menge DMSO hinzugefugt.

2.7 Statistik und Datenauswertunq

Die Rohdatenerfassung erfolgte mit der Software Patchmaster™ (HEKA Elektronik,
Dr. Schulze GmbH, Lambrecht, Deutschland). Die Weiterbearbeitung der Daten
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erfolgte in der Software LabChart (ADInstruments, USA). Die Endauswertung, die
statistischen Analysen und graphischen Darstellungen erfolgten mit dem Programm
GraphPad Prism 6™ (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Alle Daten der
vorliegenden Arbeit sind als arithmetisches Mittel + Standardfehler des Mittelwertes

(SEM) dargestellt. Dieser wurde folgendermal3en berechnet:

_ o2 _ ©
sem= [E- 2

Formel 3: Standardfehler des Mittelwerts.
SEM = Standardfehler des Mittelwertes, 62 = Varianz, ¢ = Standardabweichung, n = Anzahl

der Beobachtungen.

Die statistischen Auswertungen fur die gepaarten Messungen der APD wurden mit 2-
way RM-ANOVA und Bonferroni post-test durchgefuhrt.

Fir die RMP Messungen wurde der gepaarte Student’s t-test benutzt. Ergebnisse mit
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0,05 wurden als statistisch signifikant

gewertet.

2.8 Kompensation von StorqrofRen

Wahrend einer Patch-Clamp-Messung im Current-Clamp-Modus kénnen kapazitive
Artefakte entstehen. Zellbestandteile, wie die Zellmembran, kénnen sich wie ein
Kondensator aufladen und spater Strom abgeben. Dies wirde die Amplitude und
Kinetik des AP verfalschen und muss daher korrekt kompensiert werden (Numberger
und Draguhn 1996). Im Wesentlichen bestehen zwei kapazitive Artefakte. Crast
entsteht hierbei durch die Kapazitat des Elektrolyts in der Pipettenldsung, Csiow steht
fir die Kapazitat der Zellmembran nach der Ruptur, an der auch die Zellgrofie
abgeschatzt werden kann (siehe Abbildung 4). Diese Artefakte werden Uber den

Patch-Clamp-Verstarker registriert und kompensiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Patient*innenkollektiv

Tabelle 12: Patient*innenkollektiv.

Charakteristika der, in den verschiedenen Gruppen eingeschlossenen, Patient*innen. Die
Werte sind n, MW 1+ SEM oder n (%). *P<0.05 SR verglichen mit VHF.
SR: Sinusrhythmus; VHF: Vorhofflimmern; HI: Herzinsuffizienz im Endstadium; DKM:
dilatative Kardiomyopathie; IKM: ischamische Kardiomyopathie; EF: Ejektionsfraktion; LA:

linkes Atrium; LAVI: linker atrialer Volumenindex; LVEDD: Linksventrikularer enddiastolischer

Durchmesser; HF: Herzfrequenz;

ACE:

Angiotensin-converting Enzym; AC(V)B:

Aortokoronarer (Venen)-Bypass; AKE: Aortenklappenersatz; MKE: Mitralklappenersatz; HTX:

Herztransplantation.

Parameter SR VHF HI
(n=27) (n=24) (n=20; 9 DKM;
11 IKM)
Mannliches Geschlecht 74,1 62,5 65,0
Alter (MW+SEM) 68,0 + 2,1 68,3+ 2,1 55,5+ 3,2
EF (MW1SEM, %) 52,4 +2,6 47,7 £ 3,2 27,0+34
LA Durchmesser (MW+SEM, mm) 38,1+1,9* 51,5£23 453+1,9
LAVI (MW£SEM, ml/m?) 49,8 £+ 4,7* 70,6 £ 9,8
LVEDD (MW+SEM, mm) 43,8+ 3,0 50,3+ 2,1 64,2 + 3,6
HF (MW+SEM, /min) 71,2+24 90,5+ 3,5 77,9+45
Ischamische Herzkrankheit (%) 85,2 83,3 42 1
Diabetes mellitus (%) 18,5 41,7 10,5
ACE Inhibitoren (%) 44 .4 25,0 40,0
B-Blocker (%) 63,0* 87,5 87,5
Diuretika (%) 55,6 79,2 87,5
Digoxin (%) 3,7% 33,3 12,5
Catecholamine (%) 0,0 0,0 12,5
Amiodaron (%) 0,0 8,3 31,3
AT1-Rezeptor-Blocker (%) 33,3 54,2 37,5
Aldosteronantagonisten (%) 111 16,7 50,0
PDE Inhibitoren (%) 3,7 8,3 31,3
Ca?"-Kanal-Inhibitoren (%) 29,6 41,7 6,3
Statine (%) 55,6 47,8 25,0
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3. Ergebnisse

Parameter SR VHF HI
(n=27) (n=24) (n=20; 9 DKM;
11 IKM)
AC(V)B (%) 66,7 29,2
AKE (%) 7.4 29,2
MKE (%) 3,7 12,5
AC(V)B + AKE (%) 11,1 12,5
AC(V)B + MKE (%) 0,0 8,3
HTX (%) 3,7 8,3 100
AKE + MKE (%) 7.4 0,0

3.2 Elektrophysiologische Effekte von Ranolazin,

Dronedaron und deren Kombination auf humane atriale

Kardiomyozyten

Die elektrophysiologischen Messungen an humanen atrialen Kardiomyozyten
erfolgten mittels whole-cell Patch-Clamp-Technik (siehe Kapitel 2.5). Hierbei wurden
die Stimulationsfrequenzen sukzessive von 0,5 Hz tber 1,0 Hz, 2,0 Hz bis auf 3,0 Hz
gesteigert. Die Messungen erfolgten bei 37 °C zunachst mit Kontrolllésung.
AnschlieRend wurde eine Perfusion mit der Testsubstanz (Ranolazin, Dronedaron
oder die Kombination beider Medikamente) eingeleitet, und weitere Messungen
erfolgten an derselben Zelle (um gepaarte Ergebnisse zu erhalten). Zum Abschluss
erfolgte, wenn von der Lebensdauer des Myozyten mdglich, ein Auswaschen der

Testsubstanzen.

3.2.1 Effekte auf die Aktionspotentialdauer im Sinusrhythmus
3.211 Effekte von Ranolazin auf die APD

Bei der Messung der Aktionspotentialdauer bis zur 90%igen Repolarisation (APDg),
in humanen SR-Kardiomyozyten des rechten Atriums, ergaben sich folgende
Ergebnisse. Zur Ubersichtlicheren Darstellung der prozentualen APDgo-
Veranderungen wurden die Werte normalisiert, indem die APDgo der Kontrollmessung
als 100% angenommen wurde und die Interventionsgruppe als prozentuale Anderung
der Kontrolle dargestellt wurde (siehe Abbildung 5 B). Hier hat sich die APDgo nach

Zugabe von 5 pmol/L Ranolazin (Ran), bei einer Stimulationsfrequenz von 0,5 Hz, im
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3. Ergebnisse

Vergleich zur Kontrolle um 291 * 0,1% signifikant verlangert (n
Kardiomyozyten/Patient*innen = 5/5; P=0,03). Bei den Stimulationsfrequenzen 1 Hz
und 2 Hz hat sich die APDgo um 24,32 £ 0,1% respektive 23,05 £ 0,1% verandert, was
allerdings nicht signifikant war (n Kardiomyozyten/Patient*innen = 5/5; P= 0,06 bzw.
P=0,08). Eine signifikante Verlangerung um 17,4 + 0,1% der APDg zeigte sich bei
einer Stimulationsfrequenz von 3,0 Hz (n Kardiomyozyten/Patient*innen = 5/5;
P<0,05).

Die Verlangerung der APDg, durch die Zugabe von Ranolazin, ist auch in der
korrespondierenden Originalabbildung (Abbildung 5 A) zu sehen. Sie wurde bei einer
Stimulationsfrequenz von 1 Hz aufgezeichnet.

Zur weiteren Veranschaulichung der Ergebnisse zeigt Tabelle 13 die nicht-
normalisierten Mittelwerte der APD-Messungen in Millisekunden bei den
unterschiedlichen  Stimulationsfrequenzen. Hier stellt  sich nur  die

Stimulationsfrequenz von 0,5 Hz als signifikant dar.
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Abbildung 5: Effekte von Ranolazin auf die APD im SR.
A: Originalabbildung der AP-Messung, aufgetragen als Spannungsanderung gegen die Zeit,

bei einer Frequenz von 1 Hz. Vor Zugabe der Substanzen (schwarz) und nach Zugabe von 5
pmol/L Ranolazin (dunkelblau). Der farbige Punkt im AP stellt den Punkt der 90%igen
Repolarisation dar.

B: Darstellung der APDgo-Veranderungen auf der Y-Achse (in %), in humanen atrialen
Kardiomyozyten von Patient*innen mit SR nach Zugabe von 5 pmol/L Ranolazin (n=5/5), im
Vergleich zur Kontrollgruppe bei den Stimulationsfrequenzen 0,5 Hz, 1,0 Hz, 2,0 Hz und 3,0
Hz aufgetragen auf der X-Achse. Dargestellt sind jeweils der MW + SEM. Die statistischen
Auswertungen flr die gepaarten Messungen der APD wurden mit 2-way RM-ANOVA und
Bonferroni post-test durchgefihrt. *P<0,05; ****P<0,0001
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3. Ergebnisse

Tabelle 13: Effekte von Ranolazin auf die APDgo im SR.
Mittelwerte der APD-Messungen in humanen SR-Kardiomyozyten des rechten Atriums. Die
Werte sind als MW + SEM der APDg (in ms) nach Zugabe von Ranolazin (n

Kardiomyozyten/Patient*innen = 5/5) dargestellt.

Frequenz APDgo Kontrolle APDgo Ranolazin P-Wert

Hz ms ms

0,5 119,6 + 19,1 154,4 + 26,6 0,02 *

1,0 117,6 £ 17,9 146,2 + 27,2 0,05 ns

2,0 117,4 + 18,8 145,1 + 28,9 0,06 ns

3,0 119,0 £ 18,3 139,7 £ 25,2 0,24 ns
3.21.2 Effekte von Dronedaron auf die APD

Durch Zugabe von 0,3 umol/L Dronedaron (Dron) hat sich die APDgo von atrialen SR-
Kardiomyozyten, bei einer Stimulationsfrequenz von 0,5 Hz, im Vergleich zur
Kontrolle, signifikant um 35,2 + 0,1% verlangert (n=5/5; P=0,04; siehe Abbildung 6 B).
Auch bei den anderen Stimulationsfrequenzen ergab sich eine signifikante APDgo-
Verlangerung. Bei 1,0 Hz um 33,4 + 0,1% (n=5/5; P=0,04), bei 2 Hz um 31,7 + 0,1%
(n=5/5; P<0,05) und bei 3,0 Hz um 32,4 + 0,1% (n=5/5; P<0,05).

Die Mittelwerte der APDgo in ms sind in

Tabelle 14 abgebildet. Die korrespondierende Originalabbildung (siehe Abbildung 6
A) zeigt ebenfalls die Verlangerung der APD nach Zugabe von Dronedaron bei einer

Stimulationsfrequenz von 1 Hz.
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Abbildung 6: Effekte von Dronedaron auf die APD im SR.

A: Originalabbildung der AP-Messung, aufgetragen als Spannungsanderung gegen die Zeit,
bei einer Frequenz von 1 Hz. Vor Zugabe der Substanzen (schwarz) und nach Zugabe von
0,3 pymol/L Dronedaron (griin). Die farbigen Punkte im AP stellen jeweils den Punkt der
90%igen Repolarisation dar.

B: Darstellung der APDgo-Veranderungen auf der Y-Achse (in %), in humanen atrialen
Kardiomyozyten von Patient*innen mit SR nach Zugabe von 0,3 pymol/L Dron (n=5/5), im
Vergleich zur Kontrollgruppe, bei den Stimulationsfrequenzen 0,5 Hz, 1,0 Hz, 2,0 Hz und 3,0
Hz aufgetragen auf der X-Achse. Dargestellt sind jeweils der MW + SEM. Die statistischen
Auswertungen wurden mit 2-way RM-ANOVA und Bonferroni post-test durchgefiihrt. *P<0,05;
****P<0,0001

Tabelle 14: Effekte von Dronedaron auf die APDgo im SR.
Mittelwerte der APD-Messungen in humanen SR-Kardiomyozyten des rechten Atriums. Die
Werte sind als MW + SEM der APDg (in ms) bei Zugabe von Dronedaron (n

Kardiomyozyten/Patient*innen = 5/5) dargestellt.

Frequenz APDgo Kontrolle APDgo Dronedaron P-Wert
Hz ms ms

0,5 102,3+21,3 138,4 + 17,4 0,02 *
1,0 100,4 + 17,5 133,9+ 15,8 0,03 *
2,0 98,6 £ 15,2 129,8 + 16,1 0,04 *
3,0 93,4 +15,3 123,6 £ 12,3 0,05 ns
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3. Ergebnisse

3.21.3 Effekte von der Kombination aus Ranolazin und
Dronedaron auf die APD

Die Zugabe der Kombination aus Ranolazin und Dronedaron (5 ymol/L Ranolazin und
0,3 umol/L Dronedaron) (Ran+Dron) verlangerte die APDg von atrialen SR-
Kardiomyozyten, im Vergleich zur Kontrolle, bei einer Stimulationsfrequenz von 0,5
Hz signifikant um 21,6 £ 0,1% (n=4/4; P=0,02; sieche Abbildung 7 B). Auch bei 1,0 und
2,0 Hz Stimulationsfrequenz ergab sich eine signifikante Verlangerung der APD um
22,2 + 0,1% (n=4/4; P=0,04) und um 25,6 £ 0,1% (n=4/4; P<0,05). Die Verlangerung
der APD bei 3,0 Hz Stimulationsfrequenz war mit 25,1 + 0,1% knapp nicht signifikant
(n=4/4; P=0,05).

Vergleicht man die Verlangerung der APDgg durch Zugabe von Ranolazin allein im
Vergleich zur Kombination von Ranolazin und Dronedaron, so zeigte dies keinen
signifikanten Unterschied.

Die Verlangerung der APDgo, durch die Zugabe von Ran+Dron, ist auch in der
korrespondierenden Originalabbildung (Abbildung 7 A) zu sehen. Sie wurde bei einer
Stimulationsfrequenz von 1 Hz aufgezeichnet.

Zur weiteren Veranschaulichung der Ergebnisse zeigt Tabelle 15 die Mittelwerte der

APD-Messungen in Millisekunden bei den unterschiedlichen Stimulationsfrequenzen.
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Abbildung 7: Effekte von Ranolazin und Dronedaron auf die APD im SR.

A: Originalabbildungen der AP-Messungen, aufgetragen als Spannungsanderung gegen die
Zeit, bei einer Frequenz von 1 Hz. Vor Zugabe der Substanzen (schwarz) und nach Zugabe
von der Kombination aus Ranolazin und Dronedaron (tirkis). Die farbigen Punkte im AP
stellen jeweils den Punkt der 90%igen Repolarisation dar.

B: Darstellung der APDgo-Verdnderungen auf der Y-Achse (in %), in humanen atrialen
Kardiomyozyten von Patient*innen mit SR nach Zugabe von der Kombination aus Ranolazin
+ Dronedaron (n=4/4) im Vergleich zur Kontrollgruppe, bei den Stimulationsfrequenzen 0,5
Hz, 1,0 Hz, 2,0 Hz und 3,0 Hz aufgetragen auf der X-Achse. Dargestellt sind jeweils der MW
+ SEM. Die statistischen Auswertungen wurden mit 2-way RM-ANOVA und Bonferroni post-
test durchgefiihrt. *P<0,05; ****P<0,0001.

Tabelle 15: Effekte von Ranolazin und Dronedaron auf die APDg im SR.
Mittelwerte der APD-Messungen in humanen Kardiomyozyten des rechten Atriums von
Patient*innen mit Sinusrhythmus. Die Werte sind als MW + SEM der APDgo (in ms) bei Zugabe

von Ranolazin und Dronedaron (n Kardiomyozyten/Patient*innen = 5/5) dargestellt.

Frequenz APDgo Kontrolle APDgo Ran+Dron P-Wert
Hz ms ms

0,5 146,6 £ 42,9 178,3 £45,9 0,03 *
1,0 143,9 £ 40,5 175,8 £42,9 0,02 *
2,0 132,4 £ 35,8 166,2 £ 36,7 0,02 *
3,0 128,4 £ 32,3 160,6 + 34,3 0,02 *
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3. Ergebnisse

3.2.2 Effekte auf die Aktionspotentialdauer bei
Vorhofflimmern

3.2.21 Effekte von Ranolazin auf die APD

Bei der Messung der APDg, in humanen Kardiomyozyten des linken Atriums von
Patient*innen mit VHF, ergaben sich folgende Ergebnisse. Die APDg, hat sich nach
Zugabe von 5 pymol/L Ran, bei einer Stimulationsfrequenz von 0,5 Hz, im Vergleich
zur Kontrolle um 20,0 + 0,1% signifikant verlangert (n Kardiomyozyten/Patient*innen
= 6/6; P=0,02; siehe Abbildung 8 B). Ebenso verlangerte sich die APD auch bei einer
Stimulationsfrequenz von 1,0 Hz um 15,1 + 0,1% (n Kardiomyozyten/Patient*innen =
6/6; P=0,04). Bei 2,0 Hz und 3,0 Hz verlangerte sich die APD sogar hdchst signifikant
(bei 2,0 Hz um 21,6 + 0,1%; n Kardiomyozyten/Patient*innen = 6/6; P=0,004) (bei 3,0
Hz um 20,2 + 0,1%; n Kardiomyozyten/Patient*innen = 6/6; P<0,01).

Die Verlangerung der APDg, durch die Zugabe von Ranolazin, ist auch in der
korrespondierenden Originalabbildung (Abbildung 8 A) zu sehen. Sie wurde bei einer
Stimulationsfrequenz von 1 Hz aufgezeichnet.

Zur weiteren Veranschaulichung der Ergebnisse zeigt Tabelle 16 die Mittelwerte der

APD-Messungen in Millisekunden bei den unterschiedlichen Stimulationsfrequenzen.
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Abbildung 8: Effekte von Ranolazin auf die APD bei VHF.

A: Originalabbildung der AP-Messung, aufgetragen als Spannungsanderung gegen die Zeit,
bei einer Frequenz von 1 Hz. Vor Zugabe der Substanzen (schwarz) und nach Zugabe von 5
pmol/L Ranolazin (dunkelblau), der farbige Punkt im AP stellt den Punkt der 90%igen
Repolarisation dar.

B: Darstellung der APDgo-Veranderungen auf der Y-Achse (in %), in humanen atrialen

Kardiomyozyten von Patient*innen mit VHF nach Zugabe von 5 pymol/L Ranolazin (n=6/6), im
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Vergleich zur Kontrollgruppe bei den Stimulationsfrequenzen 0,5 Hz, 1,0 Hz, 2,0 Hz und 3,0
Hz aufgetragen auf der X-Achse. Dargestellt sind jeweils der MW + SEM. Die statistischen
Auswertungen wurden mit 2-way RM-ANOVA und Bonferroni post-test durchgefiihrt. *P<0,05;
**P<0,01; ****P<0,0001.

Tabelle 16: Effekte von Ranolazin auf die APDgo bei VHF.
Mittelwerte der APD-Messungen in humanen Kardiomyozyten des linken Atriums von
Patient*innen mit VHF. Die Werte sind als MW + SEM der APDg (in ms) nach Zugabe von

Ranolazin (n Kardiomyozyten/Patient*innen = 6/6) dargestellt.

Frequenz APDgo Kontrolle APDgo Ranolazin P-Wert

Hz ms ms

0,5 128,3 £ 22,8 154,0 £ 23,6 0,004 **

1,0 128,3 £ 19,4 147,7 £ 22,5 0,034 *

2,0 118,5+ 16,9 1441 £17,8 0,004 **

3,0 120,2 £ 14,8 144,5 + 15,9 0,006 *
3.2.2.2 Effekte von Dronedaron auf die APD

Durch Zugabe von 0,3 ymol/L Dronedaron allein hat sich die APDgo von linksatrialen
Kardiomyozyten von Patient*innen mit VHF in keiner der Stimulationsfrequenzen
signifikant verandert (siehe Abbildung 9 B). Im Detail verlangerte sich die APD leicht
bei einer Stimulationsfrequenz von 0,5 Hz, im Vergleich zur Kontrolle, um 6,2 + 0,05%
(n=4/4; P=0,33). In den anderen Frequenzen kam es zu keiner starkeren
Veranderung.

Die Mittwelwerte der APDgo in ms sind in Tabelle 17 abgebildet.

Die korrespondierende Originalabbildung (siehe Abbildung 9 A) zeigt jeweils die APD

vor und nach Zugabe von Dronedaron bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz.
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Abbildung 9: Effekte von Dronedaron auf die APD bei VHF.

A: Originalabbildung der AP-Messung, aufgetragen als Spannungsanderung gegen die Zeit,
bei einer Frequenz von 1 Hz. Vor Zugabe der Substanzen (schwarz) und nach Zugabe von
0,3 pymol/L Dronedaron (griin). Die farbigen Punkte im AP stellen jeweils den Punkt der
90%igen Repolarisation dar.

B: Darstellung der APDgo-Veranderungen auf der Y-Achse (in %), in humanen linksatrialen
Kardiomyozyten von Patient*innen mit VHF nach Zugabe von 0,3 pymol/L Dron (n=4/4), im
Vergleich zur Kontrollgruppe, bei den Stimulationsfrequenzen 0,5 Hz, 1,0 Hz, 2,0 Hz und 3,0
Hz aufgetragen auf der X-Achse. Dargestellt sind jeweils der MW + SEM. Die statistischen
Auswertungen wurden mit 2-way RM-ANOVA und Bonferroni post-test durchgefihrt.

Tabelle 17: Effekte von Dronedaron auf die APDso bei VHF.
Mittelwerte der APD-Messungen in humanen Kardiomyozyten des linken Atriums von
Patient*innen mit VHF. Die Werte sind als MW + SEM der APDg (in ms) bei Zugabe von

Dronedaron (n Kardiomyozyten/Patient*innen = 4/4) dargestellt.

Frequenz APDgo Kontrolle APDgo Dronedaron P-Wert
Hz ms ms

0,5 157,7 + 23,7 167,5+ 16,6 0,98 ns
1,0 162,6 + 25,9 164,6 + 15,1 >0,99 ns
2,0 154,4 + 19,7 162,5+ 13,6 >0,99 ns
3,0 153,0 £ 17,1 162,7 £ 13,1 0,99 ns
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3.2.2.3 Effekte von der Kombination aus Ranolazin und

Dronedaron auf die APD

Die Kombination von Ranolazin und Dronedaron hatte in allen
Stimulationsfrequenzen eine deutliche und signifikante Verlangerung der APDgo zur
Folge (siehe Abbildung 10 B). Im Detail verlangerte sich die APDgy bei einer
Stimulationsfrequenz von 0,5 Hz um 41,4 + 0,1% (n=8/8; P=0,003). Bei 1 Hz
verlangerte sich die APD ebenfalls deutlich um 39,9 + 0,1% (n=8/8; P=0,003). Eine
Verlangerung um 31,9 £ 0,1% (n=8/8; P=0,001) fand bei einer Stimulationsfrequenz
von 2 Hz statt. Bei 3 Hz kam es zu einer Verlangerung um 33,1 £ 0,1% (n=8/8;
P=0,0003).

Zusatzlich war die Verlangerung der APD durch die Wirkstoffkombination aus
Ranolazin und Dronedaron signifikant erhéht, verglichen mit der Verlangerung durch
Ranolazin allein (Ran 21,2 £ 1,9% vs. Ran+Dron 37,0 £ 2,1%; n=6 vs. 6; P<0,05).
Die Verlangerung der APDgo, durch die Zugabe von Ran+Dron, ist auch in der
korrespondierenden Originalabbildung (Abbildung 10 A) zu sehen. Sie wurde bei
einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz aufgezeichnet.

Zur weiteren Veranschaulichung der Ergebnisse zeigt Tabelle 18 die Mittelwerte der

APD-Messungen in Millisekunden bei den unterschiedlichen Stimulationsfrequenzen.
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Abbildung 10: Effekte von Ranolazin und Dronedaron auf die APD bei VHF.

A: Originalabbildungen der AP-Messungen, aufgetragen als Spannungsanderung gegen die
Zeit, bei einer Frequenz von 1 Hz. Vor Zugabe der Substanzen (schwarz) und nach Zugabe
von der Kombination von Ranolazin und Dronedaron (tirkis). Die farbigen Punkte im AP

stellen jeweils den Punkt der 90%igen Repolarisation dar.
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B: Messungen der APDgo-Veranderungen auf der Y-Achse (in %), in humanen linksatrialen
Kardiomyozyten von Patient*innen mit VHF, bei Zugabe von der Kombination von Ranolazin
+ Dronedaron (n=8/8) im Vergleich zur Kontrollgruppe, bei den Stimulationsfrequenzen 0,5
Hz, 1,0 Hz, 2,0 Hz und 3,0 Hz aufgetragen auf der X-Achse. Dargestellt sind jeweils der MW
+ SEM. Die statistischen Auswertungen wurden mit 2-way RM-ANOVA und Bonferroni post-
test durchgefihrt. ***P<0,001; ****P<0,0001.

Tabelle 18: Effekte von Ranolazin und Dronedaron auf die APDgo bei VHF.
Mittelwerte der APD-Messungen in humanen Kardiomyozyten des linken Atriums von
Patient*innen mit VHF. Die Werte sind als MW + SEM der APDg (in ms) nach Zugabe von

Ranolazin und Dronedaron (n Kardiomyozyten/Patient*innen = 8/8) dargestellt.

Frequenz APDg Kontrolle APDg Ran+Dron P-Wert

Hz ms ms

0,5 91,4+8,8 129,3+ 15,5 < 0,00071 ***=*
1,0 91,0+ 8,1 127,3+ 13,6 < 0,00071 **=**
2,0 89,6 £ 6,7 118,2+ 9,7 0,0009 ***
3,0 875+6,4 116,5 + 8,2 0,0008 ***

3.2.3 Effekt auf das Ruhemembranpotential

Ebenfalls interessierte der Effekt, den die einzelnen Substanzen jeweils auf das RMP
der Zelle hatten. Zunachst wurden jedoch die unterschiedlichen
Patient*innenkollektive miteinander verglichen. Hier ist zu beachten, dass die
Kardiomyozyten bei SR aus dem rechten Atrium (RA) stammten und die
Kardiomyozyten bei VHF aus dem linken Atrium (LA). Im direkten Vergleich des RMP
von Kardiomyozyten bei Patient*innen mit SR und VHF zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (Werte des RMP als MW + SEM: RA Kontrolle SR - 81,3 £ 2,0 mV; LA
Kontrolle VHF: - 81,4 + 1,9 mV; n=14/18).
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Abbildung 11: Vergleich der Ruhemembranpotentiale.
Vergleich der RMP (Um [mV] aufgetragen auf der Y-Achse) von Patient*innen mit SR und VHF.

3.2.31 Effekte der Substanzen auf das Ruhemembranpotential im
Sinusrhythmus

Das RMP in humanen Kardiomyozyten des RA von Patient*innen mit SR hat sich
durch die Zugabe von 5 pmol/L Ranolazin im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant
verandert (n Kardiomyozyten/Patient*innen = 5/5; Abb. A). Ebenso war, bei der
Zugabe von 0,3 pmol/L Dronedaron (n=5/5; Abb. B) und auch durch Zugabe der
Kombination von Ranolazin und Dronedaron (n=4/4; Abb. C) im Vergleich zur
Kontrollgruppe, kein signifikanter Unterschied zu vermerken. Es lasst sich also

zusammenfassen, dass keiner der Wirkstoffe eine signifikante Veranderung des RMP

bei Kardiomyozyten des RA bei Patient*innen mit SR bewirkt hat.
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Abbildung 12: RMP Messungen von rechtsatrialen Kardiomyozyten bei Patient*innen
mit SR.

Jeweils RMP (als Um in mV) als Mittelwert £ SEM bei Zugabe von: (A) 5 ymol/L Ran (n=5/5),
(B) 0,3 umol/L Dron (n=5/5), (C) der Kombination von Ran+Dron (n=4/4), jeweils im Vergleich

zur Kontrollgruppe. Fur die RMP Messungen wurde der gepaarte Student’s t-test benutzt.
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3.2.3.2 Effekte der Wirkstoffe auf das Ruhemembranpotential bei
Vorhofflimmern

In humanen Kardiomyozyten des LA von Patient*innen mit Vorhoffimmern ist das
RMP durch die Zugabe von 5 pmol/L Ranolazin im Vergleich zur Kontrolle signifikant
hyperpolarisiert (n=5/5; - 76,8 + 4,9 mV Kontrollgruppe vs. - 80,6 + 4,2 mV Ranolazin;
P=0,004; Abbildung 13 A). Noch deutlicher war eine signifikante Hyperpolarisation bei
der Zugabe von der Kombination aus Ranolazin und Dronedaron zu verzeichnen (n=
7/7; - 81,9 £ 2,8 mV Kontrolle vs. - 92,0 + 3,4 mV Ran+Dron; P=0,005; Abbildung 13
E). Dronedaron allein hingegen sorgte fur keine signifikante Hyperpolarisation im
Vergleich zur Kontrollgruppe (n= 5/5; - 84,4 + 1,8 mV Kontrollgruppe vs. - 82,9 £ 2,8
mV Dronedaron; P=0,5; Abbildung 13 C).

Die Abbildung 13 B, D und F =zeigen korrespondierende reprasentative

Originalabbildungen des Aufstrichs der AP und die jeweilige Verschiebung des RMP.
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Abbildung 13: RMP Messungen an linksatrialen Kardiomyozyten bei Patient*innen mit

VHF.

A, C, E: Messungen der RMP von humanen atrialen Kardiomyozyten bei Patient*innen mit

VHF (RMP als Um in mV auf der Y-Achse gegen die jeweilige Interventionsgruppe auf der X-
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Achse). Jeweils Mittelwert £ SEM bei Zugabe von: (A) 5 ymol/L Ran (n=5/5; dunkelblau), (C)
0,3 ymol/L Dron (n=5/5; grlin), (E) der Kombination von Ran+Dron (n=7/7; tlrkis), jeweils im
Vergleich zur Kontrollgruppe (schwarz). Fir die RMP Messungen wurde der gepaarte
Student’s t-test benutzt. *P<0,05; **P<0,01.

B, D, F: Korrespondierende Originalabbildungen des Aufstrichs der AP mit ihrem jeweiligen

RMP und dessen Verschiebung.

3.3 Elektrophysiologische Effekte von Ranolazin und

Dronedaron auf humane ventrikulare Kardiomyozyten

3.3.1 Effekte auf die Aktionspotentialdauer in ventrikularen

Kardiomyozyten

Die ventrikularen APDgo-Messungen erfolgten an humanen Kardiomyozyten des
linken Ventrikels von Patient*innen mit Herzinsuffizienz im Endstadium (flr genauere
Informationen zum Patient*innenkollektiv siehe

Tabelle 12). Der Ablauf war analog zu den atrialen Kardiomyozyten, allerdings
konnten die ventrikularen Kardiomyozyten nur bis zu einer Stimulationsfrequenz von
2,0 Hz stimuliert werden. Bei hoheren Frequenzen wurde ein Groliteil der
ventrikularen Kardiomyozyten apoptotisch.

Zusammengefasst zeigte sich im Gegensatz zu den Effekten im Vorhof, dass weder
die Zugabe von 5 ymol/L Ranolazin, noch die Zugabe von 0,3 umol/L Dronedaron
oder der Kombination von den beiden Wirkstoffen die APD bei einer der
Stimulationsfrequenzen, im Vergleich zur Kontrolle, signifikant veranderte (Ran:
n=6/6; Dron: n=4/4; Ran+Dron: n=5/5; Abbildung 14 B, D, F). Abbildung 14 A, C und
E zeigen reprasentative Originalabbildungen von AP humaner ventrikularer
Kardiomyozyten bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz und Tabelle 19 zeigt die

Mittelwerte der APDgo-Messungen (in ms).
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Abbildung 14: Messungen der APDgo an humanen ventrikuldren Kardiomyozyten bei

Patient*innen mit HI im Endstadium.

A, C, E: Originalabbildungen der AP-Messungen bei einer Frequenz von 1 Hz vor Zugabe der
Medikamente und nach Zugabe von: (A) 5 pmol/L Ran, (C) 0,3 umol/L Dron, (E) der

Kombination von Ran+Dron.

Die Punkte im AP stellen jeweils den Punkt der 90%igen Repolarisation dar.

66



3. Ergebnisse

B, D, F: Stimulationsfrequenzen 0,5 Hz, 1,0 Hz und 2,0 Hz auf der X-Achse. Jeweils MW %
SEM der APDgo-Veranderungen auf der Y-Achse (in %) bei Zugabe von: (B) 5 ymol/L Ran
(n=6/6; dunkelblau), (D) 0,3 ymol/L Dron (n=4/4; griin), (F) der Kombination von Ran+Dron
(n=5/5; turkis) im Vergleich zur Kontrollgruppe (schwarz). Die statistischen Auswertungen

wurden mit 2-way RM-ANOVA und Bonferroni post-test durchgefiihrt.

Tabelle 19: Mittelwerte der APDgo-Messungen an humanen Kardiomyozyten des linken
Ventrikels von Patient*innen mit HI im Endstadium.
Die Werte sind MW £ SEM der APDgo (in ms) bei Zugabe von Ranolazin (n=6/6), Dronedaron

(n=4/4) und der Kombination aus Ranolazin und Dronedaron (n=5/5).

Frequenz APDgo Kontrolle APDgo Ranolazin P-Wert
Hz ms ms

0,5 289,3+61,8 250,3 + 44,7 0,69 ns
1,0 270,3 £ 52,9 270,4 £ 43,5 >0,99 ns
2,0 2444 + 439 2477 + 37,6 >0,99 ns
Frequenz APDgo Kontrolle APDgo Dronedaron P-Wert
Hz ms ms

0,5 277,3 £ 55,4 262,2 + 46,5 >0,99 ns
1,0 281,1 £ 54,7 261,1 £ 39,2 >0,99 ns
2,0 218,8 £+ 40,4 235,1 + 36,2 >0,99 ns
Frequenz APDgo Kontrolle APDgo Ran+Dron P-Wert
Hz ms ms

0,5 300,6 + 86,9 309,0 £ 74,7 >0,99 ns
1,0 289,0+73,3 286,9 + 66,3 >0,99 ns
2,0 238,3+45,8 252,3 £ 53,7 >0,99 ns

3.3.2 Effekte auf das Ruhemembranpotential in ventrikularen

Kardiomyozyten

In humanen ventrikularen Kardiomyozyten von Patient*innen mit Herzinsuffizienz im
Endstadium zeigte sich ein gleichsinniger Effekt auf das RMP wie bei den atrialen
Kardiomyozyten von Patient*innen mit Vorhoffimmern. Durch die Zugabe von 5
pumol/L Ranolazin, wie auch durch die Zugabe von 5 pmol/L Ranolazin in Kombination
mit 0,3 umol/L Dronedaron, zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
signifikante Hyperpolarisation des RMP (- 82,3 £ 2,3 mV Kontrolle vs. - 91,9 + 3,0 mV
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Ran; n=4/4; P=0,001; Abbildung 15 A) (- 83,2 + 1,5 mV Kontrolle vs. - 88,5 + 2,6 mV
Ran+Dron; n=5/5; P=0,02; Abbildung 15 E). Nur durch die Zugabe von Dronedaron
allein lief3 sich kein signifikanter Effekt im Vergleich zur Kontrollgruppe erzielen (- 78,6
+ 3,2 mV Kontrolle vs. 79,7 £ 2,2 mV Dronedaron; n=4/4; n.s.; Abbildung 15 C).

Die Abbildung 15 B, D und F =zeigen korrespondierende reprasentative
Originalabbildungen vom Aufstrich der APs und die jeweilige Verschiebung des RMP

bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz.

68



3. Ergebnisse

Q
©
sl
+—
C
®]
N

Ranolazin

Um [mV]

P<0.01

Zeit [ms]

Kontrolle
Dronedaron
U, [mV]
3

-120- P>0,05 901 = R

-100 Zeit[ms]

60;
50
40
304
204
104
0
-104
-201
-304
-401
50
-601
703

-120- P=0.02 -804
904 |

00 Zeit [ms]

Kontrolle
Ranolazin
Dronedaron

Up [mV]

Abbildung 15: Messungen der RMP von humanen ventrikuldaren Kardiomyozyten bei
Patient*innen mit HI im Endstadium.

A, C, E: RMP als Um in mV auf der Y-Achse gegen die jeweilige Interventionsgruppe auf der
X-Achse. Jeweils Mittelwert + SEM des RMP bei Zugabe von: (A) 5 ymol/L Ran (n=4/4;
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dunkelblau), (C) 0,3 pmol/L Dron (n=4/4; grin), (E) der Kombination von Ran+Dron (n=5/5;

tirkis), jeweils im Vergleich zur Kontrollgruppe (schwarz).
B, D, F: zeigen korrespondierende Originalabbildungen vom Aufstrich der AP mit ihrem

jeweiligen RMP und deren Verschiebung, *P<0,05; **P<0,01
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4 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass im SR die APD von humanen
atrialen Kardiomyozyten durch Ranolazin (5 pymol/L), Dronedaron (0,3 umol/L) und
durch die Kombination dieser Substanzen signifikant verlangert wird.

In atrialen Kardiomyozyten von Patient*innen mit VHF konnte Ranolazin allein, mehr
jedoch noch in Kombination mit Dronedaron, eine signifikante Verlangerung der APD
erzielen. Da die APD und damit die effektive Refraktarzeit (ERZ) bei VHF
typischerweise verkurzt ist (Attuel et al. 1982; Boutjdir et al. 1986; Daoud et al. 1996;
Franz et al. 1997), ist diese Verlangerung ein mdglicher antiarrhythmischer Effekt.
Ebenso konnte Ranolazin hier allein, wie auch in Kombination mit Dronedaron, eine
Hyperpolarisation des atrialen RMP erzeugen. Auch dies kann als
membranstabilisierender — und somit antiarrhythmischer — Effekt verstanden werden.
Bei der Anwendung von Dronedaron allein, blieb die Hyperpolarisation aus. Bei
linksventrikularen Kardiomyozyten von Patient*innen mit terminaler Herzinsuffizienz
zeigte sich weder durch Ranolazin noch Dronedaron oder die Kombination beider
Medikamente eine signifikante Veranderung der APD. Eine Verlangerung der
ventrikularen APD wird Ublicherweise mit einer Gefahr fur ventrikulare Arrhythmien in
Zusammenhang gebracht, sodass das Ausbleiben einer solchen Verlangerung als
positiv bezuglich des Sicherheitsprofils gewertet wurde. In den vorliegenden
Messungen wurde allerdings auch nicht zwischen den verschiedenen ventrikuldren
Zelltypen unterschieden. Zusatzlich zeigte sich, ahnlich wie bei den atrialen
Kardiomyozyten, eine Hyperpolarisation des RMP der ventrikularen Kardiomyozyten
durch Ranolazin und die Kombination beider Medikamente, nicht jedoch durch
Dronedaron allein. Auch dieser Effekt wurde als potenziell membranstabilisierend

gewertet.

4.1 Elektrophysiologische Effekte von Ranolazin und

Dronedaron in atrialen Kardiomyozyten

Zunachst soll festgehalten werden, dass es nicht das Ziel der vorliegenden Arbeit
war, die unterschiedlichen Formen von VHF zu unterscheiden (paroxysmal,
persistierend oder permanent). Vielmehr war unsere Arbeitsgruppe daran interessiert

ein realistisches Kollektiv von Patient*innen zu erhalten, die in der taglichen klinischen
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Praxis einer anti-arrhythmischen Behandlung bedurfen. Eine signifikante Anzahl der
Patient*innen aus unserem Kollektiv mit VHF erhielt bereits eine frequenzlimitierende
Therapie mit einem Betablocker oder Herzglykosid. Die Ejektionsfraktion (EF) der
Patient*innen mit SR und VHF war wiederum maximal leicht bis mittelgradig

eingeschrankt (siehe Tabelle 12: Patient*innenkollektiv.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Ranolazin (5 pmol/L) die APD
humaner atrialer Kardiomyozyten von Patient*innen mit SR und mit VHF signifikant
verlangert. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits an einem in-vitro Hundemodell
gezeigt (Burashnikov et al. 2007). Es ist bekannt, dass Ranolazin eine Reihe von
verschiedenen lonenkandlen hemmt, darunter Ik, lks, Ik1, lo, den peak Ina , den late
INa, lca,. UNd Inaca (Antzelevitch et al. 2004; Burashnikov et al. 2007). Die von uns
beobachtete APD Verlangerung in humanen atrialen Kardiomyozyten scheint vor
allem durch eine verstarkte Hemmung des atrialen Nettoausstroms bedingt zu sein,
(am ehesten durch lk) (Antzelevitch et al. 2011; Burashnikov et al. 2004) wodurch
sich die Repolarisation in der Plateauphase des APs verzdgert. Die Verlangerung der
Plateauphase und damit des APs flhrt zu einer Verlangerung der effektiven
Refraktarzeit (ERZ), was zu einer Verringerung der atrialen Erregbarkeit fuhrt.
Hierdurch lasst sich eine geringere Anfalligkeit fir eine gestdrte Erregungsbildung
oder -weiterleitung und dadurch auch die VHF-senkende Wirkung erklaren (Aguilar et
al. 2015; Burashnikov et al. 2015; Burashnikov et al. 2007).

In atrialen Hundekardiomyozyten fihrte Ranolazin durch die Hemmung des peak Ina
ebenfalls zu einer signifikanten Verlangerung der ERZ und somit zu einer Reduktion
des VHF (Burashnikov et al. 2007). Erganzend zu den Effekten auf zellularer Ebene
zeigten Miles und Murdock 2011 in einer kleineren retrospektiven Kohortenstudie,
dass Ranolazin das erneute Auftreten von VHF bei Patient*innen nach koronarer

Bypass-Operation im Vergleich zu Amiodaron signifikant reduziert (Miles et al. 2011).

Dronedaron blockiert ebenfalls multiple lonenkanale (schnelle und langsame Ina, lca,L,
lkr, lks, Ik1, lkach). Somit hangt der Effekt von Dronedaron auf die APD auch hier vom
Nettoeffekt der ein- und auswartsstromenden lonen ab. In der vorliegenden Arbeit
zeigte sich in der klinisch relevanten und niedrig gehaltenen Konzentration von 0,3
umol/L Dronedaron eine signifikante APD-Verlangerung in humanen atrialen

Kardiomyozyten von Patient*innen mit SR, nicht jedoch bei Patient*innen mit VHF. In
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einer friheren Studie konnte an atrialen Kaninchen-Kardiomyozyten gezeigt werden,
dass die Effekte von Dronedaron auf die APD dosisabhangig sind. Hierbei kam es in
niedriger Dosierung (0,1 pmol/L und 1 pmol/l) zu keinen signifikanten APD-
Veranderungen, eine hohere Dosierung von 10 umol/L hingegen verursachte eine
signifikante Verklrzung der APD (Sun et al. 2002).

Die Kombinationstherapie aus Ranolazin und Dronedaron fihrt in atrialen
Kardiomyozyten von Patient*innen mit SR, noch mehr jedoch bei der typischerweise
verklrzten APD bei Patient*innen mit VHF, zu einer signifikanten Verlangerung der
APD. In Vorarbeiten von Burashnikov et al. konnten diese Effekte ebenfalls gezeigt
werden. Hierbei konnte an atrialen Hundekardiomyozyten ein synergistischer Effekt
der Kombination aus Dronedaron (10 pymol/L) und Ranolazin (5 pmol/l) gezeigt
werden, resultierend in einer atrium-spezifischen Verlangerung der ERZ, welche
jedoch von keiner bzw. nur einer kleinen Anderung der atrialen APD begleitet war
(Burashnikov et al. 2010). Es st jedoch zu beachten, dass die
Dronedaronkonzentration in diesem Modell weit oberhalb der klinischen relevanten
Konzentration lag und die Hunde in diesem Model nicht an VHF litten. Hier fehlt also
der wichtige Aspekt des ,elektrischen Remodeling“, welches in unserem
Patient*innenkollektiv vorlag.

Zudem wurde in einer vorherigen Studie der Arbeitsgruppe eine Verlangerung der
APDgo durch Ranolazin allein festgestellt, welche mit der vorliegenden Arbeit

Ubereinstimmen (Burashnikov et al. 2007).

Interessanterweise lieRen sich die positiven Ergebnisse durch die
Substanzkombination aus Ranolazin und niedrig dosiertem Dronedaron auch im
Rahmen einer randomisierten, kontrollierten klinischen Phase-lI-Studie mit 131
eingeschlossenen Patient*innen nachweisen (HARMONY Trial). Hierbei konnte die
VHF-Last durch die Kombinationstherapie aus Ranolazin (750 mg zweimal taglich)
mit niedrig dosiertem Dronedaron (150 mg oder 225 mg zweimal taglich) signifikant
reduziert werden vor allem im Vergleich zur Therapie mit Ranolazin oder Dronedaron
allein (Reiffel et al. 2015a).

In unseren Ergebnissen zeigte sich bei den APD-Messungen an atrialen
Kardiomyozyten von Patient*innen mit SR kein signifikanter Unterschied zwischen

der Kombination von Ranolazin und Dronedaron, verglichen mit Ranolazin allein. Bei
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Messungen von atrialen Kardiomyozyten von Patient*innen mit VHF hingegen, war
die Verlangerung der APDg durch die Substanzkombination, derer durch Ranolazin
allein, signifikant Uberlegen. Diese Ergebnisse kdnnten ein Hinweis darauf sein, dass
die Kombination von Ranolazin und Dronedaron, gerade bei VHF, potenziell
Uberlegen ist, was die APD-Verlangerung angeht und somit einen besseren Schutz

gegen VHF als die jeweiligen Einzelsubstanzen bieten kénnte.

Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Ranolazin zu
einer Hyperpolarisation der atrialen Kardiomyozyten von Patient*innen mit VHF flhrt.
Auch in einer friheren Studie konnte gezeigt werden, dass Ranolazin (1 ymol/L) in
spontan schlagenden Kardiomyozyten von Meerschweinchen, eine Hyperpolarisation
von ungefahr 5 mV verursachte (Song et al. 2009). Eine mdgliche Erklarung fur die
Hyperpolarisation durch Ranolazin ist die Hemmung des /ate Ina. Dronedaron allein
veranderte das RMP in atrialen Kardiomyozyten, in der vorliegenden Arbeit, nicht. Die
Kombination von Ranolazin und Dronedaron wiederum zeigte eine potente
Hyperpolarisation in atrialen Kardiomyozyten von Patient*innen mit VHF. Diese
Hyperpolarisation kdénnte mdoglicherweise ebenfalls eine Ursache des anti-
arrhythmischen Effekts der Medikamentenkombination sein, da es zu einer

elektrischen Stabilisierung der Kardiomyozyten fuhren kénnte.

Andere Arbeiten berichteten, dass insbesondere die simultane Inhibition des Ik, und,
spezifisch im Bereich des Atriums, auch des peak Ina durch Ranolazin, zu einer
Verlangerung der ERZ flhren. Die dadurch verursachte Verringerung der atrialen
Erregbarkeit kdnnte somit das Risiko fir Rhythmusstérungen reduzieren (Aguilar et
al. 2015; Burashnikov et al. 2015; Burashnikov et al. 2007). Darlber hinaus soll dieser
synergistische Effekt auf Ik, und peak Ina bei einer Kombination von Ranolazin und
Dronedaron, noch ausgepragter sein (Antzelevitch et al. 2011; Burashnikov et al.
2010).

Die atrium-spezifische Blockade des peak Ina durch Ranolazin wird durch eine
unterschiedliche atriale und ventrikuldre Elektrophysiologie, wie z.B. ein weniger
negatives RMP im Atrium, verursacht (Burashnikov et al. 2007). Daher entschieden
wir uns auch, das basale RMP von atrialen und ventrikularen Kardiomyozyten zu
vergleichen. Wir konnten zeigen, dass das RMP in ventrikularen Kardiomyozyten

tatsachlich negativer ist als das in atrialen Muskelzellen. Zudem wurde in friheren
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Studien gezeigt, dass der Natriumkanal im Atrium eine negativere wiederkehrende
Inaktivationsspannung (steady state inactivation voltage) als im Ventrikel hat
(Burashnikov et al. 2007; Caves et al. 2017). Die Konsequenz ist, dass sich ein
héherer Anteil von Natriumkanalen, bei dem im Vorhof vorkommenden weniger
negativen RMP, im inaktiven Stadium befindet. Eine Theorie zur Inhibition des peak
Ina besagt, dass Ranolazin einen inaktivierten Natriumkanal praferiert blockiert
(Burashnikov et al. 2007; Caves et al. 2017). Daraus ergibt sich eine wesentlich
wahrscheinlichere und ausgepragtere Hemmung des peak Ina im Atrium als im
Ventrikel. Daraus folgt eine deutliche Verlangerung der ERZ im Atrium, nicht aber im
Ventrikel. Dies fuhrt atriumspezifisch zu einer verminderten Erregbarkeit und kénnte
dadurch fur eine Reduktion der VHF-Last sorgen (Burashnikov et al. 2007).
Zusammengefasst wird vermutet, dass eine Multi-Kanal-Blockade durch Ranolazin
und Dronedaron, wie in unseren durchgefihrten Messungen und der HARMONY-
Studie, einen potenziellen und potenten Ansatz zur antiarrhythmischen Therapie des
VHF liefern kénnte (Aguilar et al. 2015; Reiffel et al. 2015a).

4.2 Elektrophysiologische Effekte von Ranolazin und

Dronedaron in ventrikularen Kardiomyozyten

In der vorliegenden Studie veranderten, weder Ranolazin oder Dronedaron noch die
Kombination der Substanzen, die APD von linksventrikularen Kardiomyozyten von
Patient*innen mit terminaler Herzinsuffizienz. Da APD-Veranderungen am Ventrikel
proarrhythmogen wirken kénnen, wurde dies als potenzieller positiver Aspekt zum
Sicherheitsprofil der Substanzkombination gewertet. Auch in friheren Arbeiten an
anderen Spezies (Hund, Meerschweinchen) wurde keine Veranderung der
ventrikularen APD festgestellt (Burashnikov et al. 2007; Burashnikov et al. 2010;
Gautier et al. 2003). Der Effekt auf die ventrikulare APD ist naturlich, wie auch am
Vorhof, durch die Summe des Einwarts- und Auswartsstromes bedingt. Zusatzlich ist
die APD sowohl vom Zelltyp als auch von der Zellkondition abhangig. Mid-
myokardiale (M) Zellen und Purkinjezellen haben beispielsweise eine langere APD
als epikardiale Zellen, und bei ihnen wurde in der Vergangenheit gezeigt, dass
Ranolazin die APD verkurzt (Antzelevitch et al. 2004). Dieser Effekt rihrt daher, dass
in diesen Zelltypen ein kleinerer, langsam aktivierender verzogert gleichrichtender

Strom (lks) (Kirchhof et al.) flieRt und zudem ein gréRerer late Ina (Liu und Antzelevitch
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1995; Zygmunt et al. 2001). Daher ist in diesen Zellen der Effekt von Ranolazin auf
den lafe Ina im Vergleich zum lks starker ausgepragt, was insgesamt zu einer
Verkirzung der APD fiihrt. Ranolazin und Dronedaron hatten mdglicherweise in der
vorliegenden Arbeit keinen signifikanten Effekt auf die APD, weil nicht zwischen den
unterschiedlichen Zelltypen unterschieden wurde. Eine andere Mdglichkeit der
Erklarung ware jedoch, dass die multi-Kanal-Blockierungen durch Ranolazin und
Dronedaron insgesamt keinen Effekt auf die APD hatten, da sich ihre Effekte auf den
spaten Ina und lks gegenseitig aufheben kdnnten.

Da die Inhibition von nach aufen gerichteten Kaliumstromen mit einer Verlangerung
der ventrikularen Repolarisation verbunden ist, kann es hierbei zu einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit fir sekundare Depolarisationen, wie EADs und DADs kommen.
Diese wiederum kénnen zu ektopen ventrikularen Schlagen fihren, welche in der
Folge Torsade de Pointes Tachykardien auslésen kénnten (Vincent et al. 1999). Eine
zeitgleiche Inhibition von Einwarts- und Auswartsstromen durch einen Multi-Kanal-
Blocker koénnte solche arrhythmogenen Ausléser moglicherweise verhindern.
Zusatzlich wurde bereits gezeigt, dass die Kombination von Ranolazin und
Dronedaron in ventrikularen Herzmuskelzellen von Hunden nicht zu einer
Verlangerung der effektiven Refraktarzeit fuhrt (Burashnikov et al. 2010). In dieser
Arbeit wurde davon ausgegangen, dass es durch die Substanzkombination aus
Ranolazin und Dronedaron keinen negativen Effekt auf die Repolarisation oder die
Erregbarkeit der Ventrikel gibt (Burashnikov et al. 2010).

Zudem hat die Substanz Ranolazin wahrscheinlich noch einen ausgleichenden Effekt
auf die heterogene Repolarisation in den einzelnen ventrikularen Zelltypen. So wurde
in verschiedenen Arbeiten beobachtet, dass die Hemmung des /ate Ina durch
Ranolazin die Heterogenitat der Repolarisation in den einzelnen Zelltypen vermindert
(Antzelevitch und Belardinelli 2006). Dies wiederum ist wichtig, weil Arrhythmien
beispielsweise durch eine raumzeitliche Heterogenitat der Repolarisation und der
Erregungsleitungsgeschwindigkeit verursacht werden konnen. Eine Verringerung der
Heterogenitat konnte also eine antiarrhythmische Eigenschaft bedeuten. In
verschiedenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung des /ate
Ina ventrikulare Torsade de pointes Tachykardien verhindern kann (Shimizu und
Antzelevitch 1997; Sossalla et al. 2014). Daruber hinaus konnte an humanen

Kardiomyozyten von Patient*innen mit Herzinsuffizienz und somit erhéhtem /ate Ina,
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gezeigt werden, dass Ranolazin die APD-Variabilitat verringert (Maltsev et al. 2007).
In einem Rattenmodell mit Kammerflimmern wurde beobachtet, dass Ranolazin

Reentry-Mechanismen unterdriicken kann (Morita et al. 2011).

In der 0.g. HARMONY-Studie wurde festgestellt, dass die Kombination von Ranolazin
und niedrig dosiertem Dronedaron keinen signifikanten Einfluss auf das QRS-Intervall
oder die QTc-Zeit hatten (Reiffel et al. 2015b), was ebenfalls eine Protektion vor
ventrikularen Arrhythmien zur Folge haben konnte. Dies konnte ein Klinisch
bedeutsames Sicherheitsprofil der Substanzkombination bedeuten.

Zusammenfassend unterstitzen unsere Ergebnisse die Hypothese, dass die
Kombination von Ranolazin und Dronedaron keinen signifikanten Einfluss auf die
APD und dadurch einen ausgleichenden bzw. einen stabilisierenden Effekt auf die
zellulare ventrikulare Repolarisation bei Patient*innen mit terminaler Herzinsuffizienz
hat. Hieraus ergibt sich unserer Meinung nach ein wichtiges Sicherheitsprofil. Zudem
zeigen unsere Ergebnisse, ahnlich wie schon im Vorhof, eine Hyperpolarisation des
RMP der ventrikularen Herzmuskelzellen durch Ranolazin und durch die Kombination
von Ranolazin und Dronedaron, nicht jedoch durch Dronedaron allein, was die
Kombination favorisieren wirde. Wie auch im Atrium kénnte man argumentieren,
dass ein negativeres RMP zu einer elektrischen Stabilisation der Zellen fihrt, was

wiederum vor arrhythmogener Aktivitat schitzen konnte.

4.3 Klinische Relevanz

Wie Dbereits erlautert, sind die aktuell vorhandenen medikamentosen
Therapieoptionen flir VHF durch kardiale und extrakardiale Nebenwirkungen,
mangelnde effektive Wirksamkeit sowie fehlenden Optionen bei Patient*innen mit
struktureller Herzerkrankung limitiert. Die Inzidenz von VHF steigt in der aktuell
alternden Bevdlkerung weiter an, weshalb bessere und sicherere Therapieoptionen,
insbesondere auch flur Patient*innen mit struktureller Herzerkrankung, dringend
bendtigt werden. Amiodaron, welches bisher eine der wenigen Optionen fir
Patient*innen mit struktureller Herzerkrankung war, ist mit ausgepragten kardialen
und extrakardialen Nebenwirkungen, z.B. Organtoxizitat im Bereich von Schilddrise,

Lunge, Haut und Auge behaftet (Vassallo und Trohman 2007). Neue
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antiarrhythmische Medikamente, mit einem besseren Sicherheitsprofil, wirden also
einen grof3en medizinischen Fortschritt bedeuten.

Ranolazin ist bereits zur Behandlung von chronischer Angina pectoris zugelassen
(Chaitman et al. 2004; Stone et al. 2010). Das Sicherheitsprofil von Ranolazin ist
sowohl fir eine akut-Behandlung als auch fir eine Langzeitbehandlung gtinstig, sogar
bei Patient*innen mit struktureller Herzerkrankung (Karwatowska-Prokopczuk et al.
2013; Morrow und Scirica und Karwatowska-Prokopczuk und Murphy und Budaj und
Varshavsky und Wolff und Skene und McCabe und Braunwald und et al. 2007;
Morrow et al. 2010; Scirica et al. 2010). Insbesondere in der MERLIN-TIMI 36 Studie
konnte die Sicherheit der Langzeitbehandlung mit Ranolazin an Patient*innen mit
akutem Koronarsyndrom ohne ST-Strecken-Hebungen gezeigt werden (Morrow und
Scirica und Karwatowska-Prokopczuk und Murphy und Budaj und Varshavsky und
Wolff und Skene und McCabe und Braunwald 2007). In einer zweiten Analyse der
Studie fiel auf, dass Ranolazin auRerdem antiarrhythmische Eigenschaften besitzt
und das Auftreten von supraventrikuldren Tachykardien signifikant verringern konnte
(Scirica et al. 2015; Scirica et al. 2007). Auferdem konnte gezeigt werden, dass
Patient*innen mit paroxysmalem VHF unter Ranolazin eine signifikant geringere VHF-
Last aufwiesen als die Placebo-Gruppe (Scirica et al. 2015). Hier ist allerdings zu
beachten, dass Ranolazin in dieser Studie intravends verabreicht wurde. In der
prospektiven, multizentrischen, randomisierten und kontrollieten Phase I
RAFFAELLO-Studie wurde Ranolazin nach elektrischer Kardioversion zur Pravention
eines VHF-Rezidivs mit positiven Ergebnissen getestet. Allerdings konnte in keiner
der gewahlten Dosierungen eine signifikante Verlangerung der Zeit bis zur Riickkehr
des VHF erzielt werden (De Ferrari et al. 2015). Dies unterstitzt unsere These, dass
eine Substanzkombination mit einem anderen Multikanalblocker wie Dronedaron die
Wirksamkeit erhdhen kdnnte.

In der Vergangenheit konnte bereits gezeigt werden, dass nicht nur Ranolazin allein,
sondern auch die Kombination mit Amiodaron, synergistische und
rhythmusstabilisierende Effekte aufweist. In einer prospektiven randomisierten
Pilotstudie wurde die Effektivitat der klassischen Amiodaronmonotherapie zur
medikamentosen Konversion von kurzlich begonnenem VHF mit einer
Kombinationstherapie aus Amiodaron und Ranolazin verglichen. Es zeigte sich, dass
der Zusatz von Ranolazin zur Standard Amiodaron Therapie ebenso sicher und

scheinbar effektiver in der Konversion von kurzlich begonnenem VHF war (Fragakis
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et al. 2012). Gleichsinnig zeigte eine experimentelle Studie an isolierten
Kardiomyozyten von Hunden, dass die Substanzkombination aus Amiodaron und
Ranolazin signifikant getriggerte Aktivitat in Pulmonalvenen unterdriicken konnte bei
gleichzeitig nur geringen Veranderungen in der ventrikularen Elektrophysiologie.
Zusatzlich konnte die Kombination von Ranolazin und Amiodaron in diesem Modell
signifikant die Induktion von VHF verhindern (Sicouri et al. 2010). Amiodaron hat
jedoch, wie Dbereits erlautert, kein winschenswertes Sicherheits- und
Nebenwirkungsprofil. Dennoch fiihrten diese Studienergebnisse zu der Idee,
Ranolazin mit einem nebenwirkungsarmerem Multikanalblocker wie Dronedaron zu
kombinieren. Dronedaron ist in héheren Dosierungen (400 mg zweimal taglich) als
Antiarrhythmikum zugelassen, ist jedoch wegen einer negativ inotropen Wirkung
dieser Dosierung ebenfalls bei Patient*innen mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz
kontraindiziert (Kober et al. 2008). In einer grof3en klinischen, randomisierten und
kontrollierten Studie (ATHENA-Studie) wurde festgestellt, dass 400 mg Dronedaron
zweimal taglich bei Patient*innen mit paroxysmalem oder persistierendem VHF das
Risiko fir kardiovaskular bedingte Todesfalle und Klinikaufnahmen signifikant
verringerte (Hohnloser et al. 2009). In einer nachfolgenden klinischen, randomisierten
und kontrollierten Studie (PALLAS-Studie) sollte die Anwendung von Dronedaron bei
Patient*innen mit permanentem VHF getestet werden. Die Studie wurde wegen einer
beobachteten Zunahme von kardiovaskularen Todesféllen sowie einer Zunahme von
Herzinsuffizienzfallen im Dronedaron-Arm vorzeitig abgebrochen (Connolly et al.
2011; Doggrell und Hancox 2012). Wie sich in einer spateren Analyse der Ergebnisse
zeigte, gab es einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Haufigkeit an
todlichen kardiovaskularen und arrhythmischen Ereignissen und einer Komedikation
mit Digitalis. Dronedaron als potenter Inhibitor des P-Glykoprotein-Transportsystems
erhohte die Digitalis-Spiegel der Patient*innen, was mit einer Zunahme an kardialen
Arrhythmien vergesellschaftet war. Die Inzidenz von Ereignissen einer
Herzinsuffizienz stand hingegen in keinem Zusammenhang mit einer begleitenden
Digitalis-Therapie (Hohnloser et al. 2014). Zusammengefasst ist Dronedaron offenbar
in der ublichen Standarddosierung nicht fur Patient*innen mit permanentem VHF,
eine Komedikation mit Digitalis oder fortgeschrittene Herzinsuffizienz geeignet.

Da wie bereits erwahnt z.B. die APD-Verdnderungen durch Dronedaron
dosisabhangig sind (Sun et al. 2002), und auch die negativ inotrop wirkende Blockade

von L-Typ Ca*-Kanélen konzentrationsabhangig ist, wird davon ausgegangen, dass

79



4. Diskussion

niedrigere Dosierungen von Dronedaron zu einer besseren Vertraglichkeit fuhren.
Daher ist eine klinische Anwendung von niedrig dosiertem Dronedaron in
Kombinationstherapie besonders spannend.

In der bereits erwahnten HARMONY-Studie wurde Ranolazin mit niedrig dosiertem
Dronedaron bei Patient*innen mit paroxysmalem VHF getestet. Die Kombination der
Substanzen flhrte in der Studie zu einem deutlichen Rickgang der VHF-Last durch
die angewandte Kombination, bei insgesamt guter Vertraglichkeit und gutem
Sicherheitsprofil insbesondere, da die Kombination auch die Anfalligkeit fur
ventrikulare Arrhythmien senkte (Burashnikov et al. 2010; Reiffel et al. 2015a; Verrier
et al. 2013).

Diese positiven klinischen Ergebnisse decken sich mit unseren ermittelten
elektrophysiologischen Auswirkungen. Um jedoch validere Aussagen uber die
Wirksamkeit und das Sicherheitsprofil treffen zu kdnnen, musste sicherlich eine grof3e
klinische Phase IIl Studie durchgefuhrt werden. Hier kdnnte auch Uber die Inklusion
von Patient*innen mit persistierendem VHF und mit Herzinsuffizienz nachgedacht
werden, da es gerade in der letzteren Gruppe nur stark limitierte Therapieoptionen
gibt und die 0.g. Daten eine gute Vertraglichkeit bei niedriger Substanzdosierung von

Dronedaron erhoffen lassen.

4.4 Limitationen

Die elektrophysiologischen Messungen fanden an Zellen aus unterschiedlichen
Teilen des Atriums und des Ventrikels statt. Es ist bekannt, dass es einen
betrachtlichen regionalen Unterschied bezlglich der APD und AP Morphologie aus
verschiedenen Teilen des Herzens gibt (Schotten et al. 2011). Die atrialen Myozyten
der Patient*innen mit SR stammten ausschlie3lich aus dem rechten Herzohr, was
aufgrund der Operationstechnik und aufgrund von ethischen Gesichtspunkten nicht
anders durchzufihren war. Die Myozyten der VHF Patient*innen stammten meist aus
dem linken Herzohr, welches zur Thrombembolieprophylaxe intraoperativ entfernt
wurde und wo laut Studienlage die meisten getriggerten Aktivitdten vorkommen
(Schotten et al. 2011). Somit ist ein genereller Vergleich der APD von Patient*innen
mit VHF und Patient*innen mit SR im Rahmen dieser Studie nicht gut mdglich, da die
Unterschiede mit den ohnehin schon vorhandenen regionalen Unterschieden der

APD und AP Morphologie, interferieren wirden. Es wurde zwar eine generelle
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Verkirzung der APD bei VHF festgestellt, es war allerdings nicht das Ziel der Studie
diesen Vergleich anzustellen.

Des Weiteren ist zu beachten, dass unser Kollektiv aus Patient*innen einige
Komorbiditaten besall. Somit kann keine Aussage darlber getroffen werden, ob die
elektrophysiologischen Auswirkungen, die wir gemessen haben, auch bei VHF-
Patient*innen ohne diese Komorbiditdten bestanden héatten. Insbesondere Diabetes
mellitus und verschiedene Vormedikationen waren in der VHF-Gruppe haufig
vertreten und sollten bei der Interpretation unserer Daten beachtet werden.
Zuséatzlich muss erwahnt werden, dass die Experimente nicht verblindet durchgefihrt

wurden.
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5 Zusammenfassung

Vorhofflimmern (VHF) ist die haufigste anhaltende Herzrhythmusstérung des
Menschen und aufgrund des demographischen Wandels von zunehmender
Bedeutung. Verschiedene elektrophysiologische Ursachen des VHF haben ihren
Ursprung auf zellularer Ebene. Die vorliegende Arbeit hat potenziell
antiarrhythmische Wirkweisen eines neuen medikamentdsen Therapieansatzes zur
Behandlung von VHF an humanen Kardiomyozyten von Patient*innen mit
Sinusrhythmus (SR), VHF und terminaler linksventrikularer Herzinsuffizienz
untersucht. Mit Hilfe der Patch-Clamp Methode konnte gezeigt werden, dass
Ranolazin (5 pmol/L) und niedrig-dosiertes Dronedaron (0,3 pmol/L) allein und
insbesondere in Kombination die Aktionspotentialdauer (APD) von Kardiomyozyten
von Patient*innen mit SR und VHF verlangern. Es ist bekannt, dass die Verlangerung
der atrialen APD und damit der effektiven Refraktarzeit (ERZ) wirkungsvolle anti-
arrhythmische Effekte sind. Zudem flhrte Ranolazin allein und die Kombination mit
Dronedaron besonders in der VHF-Gruppe zu einer signifikanten Hyperpolarisation
des Ruhemembranpotentials (RMP), was auf eine elektrische Stabilisierung der
Kardiomyozyten hinweisen kénnte. Insgesamt war dieser Effekt auf die APD und das
RMP durch die Substanzkombination in der VHF-Gruppe signifikant gréRer als durch
Ranolazin allein, was auf eine effektivere Wirkung der Kombination hinweist.

Ein weiteres Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, dass weder durch Ranolazin noch
Dronedaron oder die Kombination beider Substanzen eine relevante APD-
Verlangerung in den gemessenen ventrikularen Kardiomyozyten von Patient*innen
mit linksventrikularer Herzinsuffizienz im Endstadium verursacht wurde. Da eine APD-
Verlangerung im Ventrikel als proarrhythmogen qilt, suggeriert dieses Ergebnis ein
positives Sicherheitsprofil fur die klinische Anwendung.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen demnach, dass Ranolazin in Kombination mit
niedrig dosiertem Dronedaron vielversprechende atriale antiarrhythmische Effekte
auf dem Zellniveau bei VHF besitzt. Zugleich konnte eine unerwlnschte
Verlangerung der ventrikularen APD ausgeschlossen werden. Die Arbeit liefert durch
den Nachweis der antiarrhythmischen Effekte der Substanzkombination im humanen

Myokard die translationale Grundlage fur weitere klinische Studien.
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