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1. Einleitung

Torsade de pointes (TdP)-Arrhythmien stellen eine potentiell lebensbedrohliche Form von
polymorphen ventrikuldren Tachykardien dar. Sie konnen als proarrhythmischer Effekt
bei der Pharmakotherapie mit Klasse Ill-Antiarrhythmika wie d-Sotalol auftreten
(Carlsson et al. 1990; Vos et al. 1995). Aufgrund der inhibierenden Wirkung auf ver-
schiedene Kaliumstrome am Herzen verldngern die meisten Klasse Ill-Antiarrhythmika
die Aktionspotentialdauer (APD) besonders bei langsamen Herzfrequenzen. Verschiedene
Studien zum spéaten Natriumeinstrom (Ina, 1ate) haben gezeigt, dass dieser in der Lage ist,
das Aktionspotential (AP) am Herzen und damit auch das QT-Intervall zu verlangern.
Somit fhrt eine Inhibition des Ina, 1ate zu einer Verkirzung des APs und reduziert das QT-
Intervall. Zum jetzigen Zeitpunkt ist Ranolazin der potenteste klinische Inhibitor des Ina,
late (Sossalla und Maier 2012). Nicht auBer Acht zu lassen ist die hemmende Wirkung von
Ranolazin auf den schnellen Kaliumauswartsstrom (lIkr), welche ebenfalls APD und QT-
Intervall verlangern kann (Antzelevitch et al. 2004b; Rajamani et al. 2008). Aufgrund
dessen ist mit Ausnahme von Amiodaron die gemeinsame Verabreichung von Ranolazin
mit Klasse Il1-Antiarrhythmika kontraindiziert. Flr ein besseres Verstandnis der Zusam-
menhdange folgt zunédchst eine Einfuhrung in die Physiologie des Myokards und in die
Pathophysiologie von TdP-Arrhythmien.

Das Myokard besteht aus quergestreiften Muskelzellen, den sogenannten Myozyten. My-
ozyten sind Uber die Disci intercalares (Glanz-Streifen) miteinander verbunden und kon-
nen im Bereich von Gap junctions die Erregung auf benachbarte Zellen Ubertragen
(Sjostrand et al. 1958; Makowski et al. 1977). Sie bilden ein funktionelles Synzytium. Ein
AP breitet sich also immer Uber alle Herzmuskelzellen aus. Grundlage der Erregbarkeit
von Herzmuskelzellen ist die F&higkeit, ein elektrisches Potential Gber der Zellmembran
aufzubauen. Da die Zellmembran nur fir bestimmte lonen durchl&ssig ist (selektive Per-
meabilitét), entsteht eine elektrische Potentialdifferenz zwischen Extra- und Intrazellular-

raum, das Membranpotential. Im Ruhezustand ist die Membran besonders fur K" -lonen
durchléassig (Roden et al. 2002) und fur Na'-lonen nahezu undurchlassig (Monsuez 1997,

Roden et al. 2002). Somit ist das Ruhepotential ein K+-Diffusi0nspotential, welches bei

circa =90 mV liegt. Erreicht ein elektrischer Stimulus die Kardiomyozyten, kommt es zu
einer Verschiebung des Membranpotentials zu einem positiven Potential von +30 mV bis
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+50 mV. Dieser Aufstrich des APs erfolgt durch die Aktivierung von schnellen Na+-

Kandalen und wird als Depolarisation bezeichnet (Abbildung 1.1). Es kommt zur Muskel-
kontraktion.

Physiologischerweise werden die Na'-Kanale nach wenigen Millisekunden inaktiviert

und schlielen sich (Bers 2001). Einige dieser Kanéle bleiben jedoch gedffnet oder 6ffnen
sich wéhrend des APs erneut (Belardinelli et al. 2006).

Platean
Depolansation Repolarisation

late Ina

lmklua——r————

INa-ca ﬁ

IK:__*
(A — ——

Abbildung 1.1 Schematische Abbildung des humanen kardialen APs mit zeitlicher Dar-
stellung der dazu beitragenden lonenstrome.

INa Na'-Einstrom, Ica,L Ca"-Einstrom Gber L-Typ-Ca2+-KanéIe, lcaT ca’’-
Einstrom Uber T-Typ-Ca2+-KanéiIe, INa-ca Strom infolge des Na'-Ca®*-

+
Austauschers  Igs und Ilkr langsame und schnelle Komponente des K- -

Auswartsstroms. Die lonenstrome werden als Abweichung von 0 mV angegeben.
Flachen unterhalb der Grundlinie stehen flir loneneinwértsstrome, Flachen ober-
halb bedeuten lonenauswértsstrome (Dieks 2009, S.12).
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Der entstehende Einstrom von Na_ -lonen wird als persistierender oder spéter Na'-Strom
(Ina, 1ate) bezeichnet (Saint et al. 1992; Maltsev et al. 1998). Der Ina, late macht normaler-
weise nur 1-2 % der Amplitude des schnellen Na+-Stroms (peak Ina) aus. Er kann im Ge-
gensatz zum peak Ina wahrend des APs persistieren und damit unter bestimmten patholo-
gischen Bedingungen zu einem erheblichem Na+-Einstrom in die Zelle fihren (Makielski

und Farley 2006; Hale et al. 2008; Sossalla et al. 2008b). Zu Pathologien, die eine
Amplitudenzunahme des Ina, late und Verldngerung des APs auslésen kdnnen, gehdren
beispielsweise Hypoxie, Herzinsuffizienz, Vorhofflimmern oder verschiedene Formen
des Long-QT-Syndroms (Wu und Corr 1994; Valdivia et al. 2005; Maltsev et al. 2007;
Hale et al. 2008; Sossalla et al. 2010). Wie in Abbildung 1.2 dargestellt, nimmt der Ina, late
auch unter ischamischen Bedingungen zu (Sossalla et al. 2008a).

Natriumstrome unter Natriumstrome unter
physiclogischen Bedingungen ischdmischen Bedingungen

INa, late

peak Iy,

2ms

Abbildung 1.2 Vergleich kardialer Na*-Strome am Herzen unter physiologischen und is-
chamischen Bedingungen. Bei Myokardischamie nimmt der Ing, jate (SChwarze
Flache) zu (Sossalla et al. 2008a, S.144).

Somit herrscht bei Ischamie eine erhdhte intrazellulare Na_ -Konzentration. Physiologi-
: + 2+ . .
scherweise pumpt der sarkolemmale Na - Ca~ - Austauscher (NCX) im Vorwartsmodus

.. . . . . 2+ . +
wéhrend der diastolischen Relaxation ein Ca~ -lon im Austausch gegen 3 Na -lonen aus
der Zelle heraus (Abbildung 1.4 A). Im umgekehrten Modus, dem Reverse Mode wah-
rend der Systole, wird eine Elimination von Ca2+-lonen aus der Zelle verhindert (Maier
2009). Mit welcher Aktivitat und in welche Richtung der NCX arbeitet, hangt vom
Membranpotential und von den intrazelluléren Na'- und Ca2+-Konzentrati0nen ab (Bers

2001). Da der Ina, 1ate unter ischdmischen Bedingungen zunimmt und es zu einer erh6hten

3
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intrazellularen Na ' -Konzentration kommt, pumpt der NCX im Reverse Mode (Abbildung

1.3). Es kommt zu einer Ca2+-L"JberIadung der Zelle (Silverman und Stern 1994). Ein ver-

mehrtes Auftreten von frihen Nachdepolarisationen (early afterdepolarizations, EADS)
kann die Folge sein (Sims et al. 2008). Somit agiert der Ina late als wichtige Komponente
bei der Entstehung von Arrhythmien und seine pharmakologische Inhibition kann einen
entscheidenden therapeutischen Ansatz darstellen (Scirica et al. 2007).

Myokardiale Ischamie, Hypoxie
Herzinsuffizienz, Vorhoffimmern

Late I, 1 ﬂ}i- Ranolazin

Na*-Einstrom 1

NCX Reverse Mode

intrazellulares CaZ* t

Elektrische Instabilitat
Arrhythmien
z.B. EADs

Abbildung 1.3 Schematische Darstellung der Pathophysiologie bei erhéhtem Ing, ate: Na*

moduliert den Transportmodus des NCX. Bei einer erhohten Na"-Konzentration
im Intrazellularraum arbeitet der NCX im umgekehrten Modus (Reverse Mode).
Es kommt zu einer Akkumulation von Ca”" im Intrazellularraum und daraus fol-

gender elektrischer Instabilitat (eigene Abbildung).
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Nachdem sich zu Beginn des APs die schnellen Na'-Kanle ge6ffnet haben, 6ffnen sich
anschliel’end spannungsabhangige L-Typ-Ca2+-KanaIe, durch die ein langsamer depolari-
sierender Einstrom von Ca2+-lonen ins Zytosol entlang dem Konzentrationsgradienten

erfolgt (Ica L, Abbildung 1.4 A). Durch die L-Typ-Ca2+-KanaIe kann das AP der Herzmus-
kelzellen tber eine lange Zeit aufrechterhalten werden und eine direkte Freisetzung

von Ca2+ aus dem sarkoplasmatischen Retikulum erfolgen (Bassani et al. 1993; Delbridge

et al. 1997). Morphologisch entspricht der zytosolische Ca2+-Einstr0m der Plateauphase

des APs (Abbildung 1.1). Die fir Myokardzellen charakteristische Plateauphase dauert
etwa 200-300 ms. In dieser Phase ist die Nettoladungsverschiebung fast Null. Aufgrund
dessen haben Verénderungen von lonenstrdmen besonders hier starke Auswirkungen auf
die Dauer des APs (Keating und Sanguinetti 2001).

A B

leat MCX Ma =K *-ATPase NCX Reverse Mode

Ca®*  Cg AN Ca®*

Extrazellularaum H Extrazellularraum
Intrazedlulamaum | | Intrazellularrawm

ANat 2K 3Na*

Abbildung 1.4 Schematische Darstellung der Pumpfunktion des NCX im Vorwértsmo-
dus und des Ca’*-Einstroms (ber L-Typ-Ca2+-KanaIe (lca, L) B:

Pumpfunk-tion des NCX im Reverse Mode (eigene Abbildung).

Die Repolarisation beruht auf einem Anstieg des spannungsabhangigen Kaliumauswarts-
stroms (Abbildung 1.1), wobei die langsame und die schnelle Komponente (Iks, Ikr) eine
entscheidende Rolle spielen (Sanguinetti und Jurkiewicz 1990). Ikr wird mit zunehmender
Repolarisation immer weiter aktiviert, weshalb Ixr in der Endphase der Repolarisation von
groBer Bedeutung ist (Tseng 2001). Die Modifizierung von Ikr bietet damit eine gute
Madglichkeit zur Regulation der Repolarisation am Herzen.
Beim Myokard handelt es sich um ein inhomogenes Gewebe, das aus drei unterschiedli-
chen Zelltypen besteht. Besonders wéhrend der Repolarisation zeigen die verschiedenen
Zellen ein stark unterschiedliches Verhalten, was zu grof3en Differenzen in der Erre-
gungsrickbildung fiihren kann (Wolk et al. 1999). AuRer den epikardialen und endokar-

dialen Zellen konnte ein weiterer Zelltyp differenziert werden. Dabei handelt es sich um 5
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die midmyokardialen Zellen oder M-Zellen (Sicouri und Antzelevitch 1991). Diese befin-
den sich sowohl im subepikardialen als auch im subendokardialen Gewebe. Ihre Zellei-
genschaften konnten beim Kaninchen und Menschen beschrieben werden. M-Zellen zei-
gen noch andere Repolarisationsprofile als die subepikardialen oder subendokardialen
Zellen. So konnte gezeigt werden, dass M-Zellen eine langere APD als andere Myozyten
haben (Antzelevitch 2007). Grund dafir ist die reduzierte Auspragung von den fir die

Repolarisation bedeutenden K" -Kanalen Iks und Ikr. Dariiber hinaus zeigten Sicouri und

Antzelevitch, dass die APD in M-Zellen unter Bradykardie deutlich l&anger ist, vor allem
im linken Ventrikel (Sicouri und Antzelevitch 1991). Ursache hierfur ist die bereits er-
wéhnte geringe Zahl an K+-Kanalen im Gegensatz zu anderen Myozyten (Burashnikov
und Antzelevitch 1999). Bei schneller Stimulation unterscheidet sich die APD der M-
Zellen von anderen Zellarten nicht. Die beschriebenen regionalen Unterschiede in der
Dauer des APs und damit auch der Refraktdrzeit spielen eine entscheidende Rolle in der
Entstehung von Herzrhythmusstorungen.

Bei EADs handelt es sich um pathologische Depolarisationen mit positiver Potentialande-
rung wahrend der Repolarisationsphase (Abbildung 1.5). Sie treten bevorzugt beim Be-
stehen eines erhohten Ina, 1ate auf (Maltsev et al. 2007; Song et al. 2008). Wird ein kriti-
sches Schwellenpotential flr einen depolarisierenden lonenstrom erreicht, wird ein AP
ausgelost (Volders et al. 2000). Eine Verlangerung der Repolarisation ist als antiarrhyth-
misch einzustufen. d-Sotalol, ein Klasse Ill-Antiarrhythmikum (Abbildung 1.8), verlén-
gert die APD und reduziert die Dispersion der ventrikuldren Repolarisation (Williams
1984; Zabel et al. 1997a). Es supprimiert somit das Auftreten von Tachyarrhythmien
(Mason 1993). Allerdings kann eine Verlangerung der Repolarisation auch proarrhyth-
misch wirken. Ein elektrophysiologischer Parameter zur Beurteilung der ventrikuldren
Repolarisation ist die Dispersion der Repolarisation. Sie ist ein Zeichen fir die Inhomo-
genitat der Repolarisationsdauer. Die Dispersion der Repolarisation wird bestimmt durch
die Differenz zwischen der langsten und kirzesten APD. Fiir eine pathologisch erhdhte
Dispersion der Repolarisation wurde ein proarrhythmisches Potential beschrieben (Baker
et al. 2000). Zu einer kritischen Verlangerung der Repolarisationsphase kommt es, wenn
einwartsgerichtete depolarisierende Strome die auswaértsgerichteten repolarisierenden

Strome Ubersteigen (January und Riddle 1989).
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.- . . 2+ . + N .
Der positive loneneinstrom wird durch Ca™ -Kanéle, Na -Kanale oder den NCX vermit-
telt. Es wurde diskutiert, dass eine verlangerte Repolarisation die Reaktivierung von L-
Typ-Ca *_Kanalen erhoht, es zu einer Zunahme von positiven lonen im Zellinneren und

damit zur Depolarisation kommt (January und Riddle 1989; Hondeghem et al. 2001;
Milberg et al. 2002). Zusétzlich begunstigt die Blockade der auswértsgerichteten repolari-
sierenden Stromkomponenten Ikr und Iks den Netto-Depolarisationsstrom (Kaseda et al.
1989). Eine Ikr-Inhibition wurde primér fur nicht antiarrhythmisch wirkende Substanzen,
wie zum Beispiel Makrolidantibiotika oder Antihistaminika und fur antiarrhythmisch
wirkende Substanzen, wie zum Beispiel Klasse IlI-Antiarrhythmika beschrieben
(Monahan et al. 1990; Eckardt et al. 1998; Haverkamp et al. 2000; Milberg et al. 2002).
Bei einer Blockade des Ikr kommt es zu einem verminderten K+-Auswartsstrom, auf den

eine UberméRige Verldngerung des APs folgt und der noch vor der vollstdndigen Repola-
risation zu erneuten Depolarisationen bzw. EADs fiihren kann.
Zusammenfassend kann man festhalten, dass fur die Entstehung von EADs ein erhohter

Netto-Einwértsstrom (lca, L, Ina, NCX) oder ein verminderter Netto-Auswartsstrom (lkr,
Iks) erforderlich ist. EADs gelten als Ausléser fur TdP-Arrhythmien (Habbab und el-
Sherif 1990; Antzelevitch und Sicouri 1994). Sie triggern die Aktivitat in den Herzmus-
kelzellen und kénnen zu einem Reentry-Mechanismus und TdP-Arrhythmien flihren. Bei

TdP-Arrhythmien handelt es sich um eine potentiell lebensbedrohliche Form von poly-

Plateau

\/ EAD

Depolarisation Repolarisation

-90 mV

Abbildung 1.5 EADs wéahrend der Repolarisationsphase des kardialen APs. Ein verlanger-
tes AP beglnstigt das Auftreten von EADs (eigene Abbildung).
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morphen ventrikuldren Tachykardien (Dessertenne 1966). Im Elektrokardiogramm (EKG)
stellen sie sich als Rotation der Kammerkomplexe um die isoelektrische Linie dar
(Abbildung 1.6 A). Die Tachykardiefrequenz liegt bei 150-250/min (Dessertenne 1966).
TdP-Arrhythmien terminieren vorwiegend spontan, kénnen aber auch in Kammerflim-
mern Ubergehen (Eckardt et al. 1998; Herold 2013). Faktoren die das Auftreten dieser
gefahrlichen ventrikularen Tachykardie beglnstigen sind zum Beispiel Elektrolytver-
schiebungen wie Hypokaliamie oder Hypomagnesiamie (Haverkamp et al. 2000). Infol-
gedessen gehort die intravendse Gabe von Magnesium zur gangigen Therapie von TdP-
Arrhythmien (Arstall et al. 1992). An der Pathophysiologie dieser Herzrhythmusstorun-
gen sind neben EADs ein verlangertes QT-Intervall und ein Reentry-Mechanismus infol-
ge einer Verlangerung der Dispersion der Repolarisation beteiligt (Cranefield und
Aronson 1991; Antzelevitch et al. 1995). Hierbei stellt eine erhéhte Dispersion der Repo-
larisation ein mogliches EKG-Kriterium in der Diagnostik von QT-Syndromen darstellt
(Zabel et al. 1997a; Moennig et al. 2001). Somit gelten TdP-Arrhythmien als gefahrliche
Nebenwirkungen von QT-verlangernden Medikamenten (Haverkamp 2002). Es gibt eine
Vielzahl von Medikamenten, die zu einer abnormen QT-Verldngerung fuhren kdnnen.
Dazu gehoren zum Beispiel verschiedene Antiarrhythmika, Antibiotika oder Psycho-
pharmaka (Haverkamp et al. 2000). Klasse I11-Antiarrhythmika wie d-Sotalol fuhren tber

. + iy . y
eine Blockade von K -Kanélen zu einer Verlangerung des QT-Intervalls (D'Alonzo et al.

1999). Da auch fiir Ranolazin ein inhibitorischer Effekt auf Ikr beschrieben wurde, ist die
zusétzliche Gabe eines Klasse I11-Antiarrhythmikums kontraindiziert - mit Ausnahme von
Amiodaron (Antzelevitch et al. 2004b; Rajamani et al. 2008). Eine erstmalige Assoziation
des Long-QT-Syndroms mit Medikamentengabe wurde 1964 beschrieben (Selzer und
Wray 1964). Neben dem erworbenen fiihrt auch das angeborene Long-QT-Syndrom zu
potentiell lebensbedrohlichen TdP-Arrhythmien (Lazzara 1993; Viskin 1999). Zusatzlich
gibt es Risikofaktoren, die den Patienten flir eine QT-Verlangerung disponieren. Hierzu
zdhlen zum Beispiel Bradykardie (Kurita et al. 1992), myokardiale Hypertrophie
(Tomaselli und Marban 1999) oder Elektrolytstorungen wie Hypokalidmie (Jackman et al.
1988).

In der humanmedizinischen Forschung wurden verschiedene Methoden und Modelle ent-
wickelt um den Pathomechanismus von TdP-Arrhythmien untersuchen zu kdnnen. Die

Eigenschaften und der Mechanismus dieser ventrikularen Herzrhythmusstérung wurden



1. Einleitung

bisher an ventrikuldren transmuralen Muskelproben, am isolierten Kaninchenherzen und
an verschiedenen Ganztiermodellen untersucht. Zabel et al. zeigten 1997 erstmals am
isolierten Kaninchenherzmodell das Auftreten von TdP-Arrhythmien mittels Bradykardie,
des Klasse-I1l Antiarrhythmikums d-Sotalol und einer verminderten Ca2+- und MgZ+-
Konzentration (Zabel et al. 1997b). d-Sotalol ist ein Ikr-Blocker (Carmeliet 1985), der
EADs induzieren kann (Sicouri et al. 1997). Nicht nur am isolierten Kaninchenherzmo-
dell, sondern auch Studien am intakten Kaninchenmodell zeigten die Reproduzierbarkeit
von TdP-Arrhythmien. Carlsson beschrieb ein Modell, bei dem Methoxamine und Klasse
I11-Antiarrhythmika zu TdP-Arrhythmien fiihrten (Carlsson et al. 1990). Das Kaninchen-
herz zeigte ein ausgepragtes Ansprechen auf den o1-Rezeptoragonisten Methoxamin, der
zu einer erhdhten Ca2+-Konzentration in der Zelle flhrte. Dies kdnnte der mogliche Aus-
I6ser flr die beobachteten TdP-Arrhythmien sein (Volders et al. 2000). An diesem Kanin-
chenmodell wurden verschiedene Ikr-Blocker getestet. Alle fuihrten zur Auslésung von
TdP-Arrhythmien (Buchanan et al. 1993; Carlsson et al. 1993). Auch am Hundemodell
konnte unter der Gabe von Methoxaminen und Ixr-Blockern eine erhdhte Anfalligkeit fir
TdP-Arrhythmien gezeigt werden (Derakhchan et al. 1998; Schram et al. 2004). Vos et al.
haben ein in vivo Modell entwickeln kdnnen, das das reproduzierbare Auftreten von TdP-
Arrhythmien bei Hunden mit komplettem AV-Block ermdglicht. Mittels Bradykardie und
intravendser Applikation von d-Sotalol wurden TdP-Arrhythmien provoziert (Vos et al.
1995).

In der vorliegenden Arbeit wurden gesunde isolierte Kaninchenherzen an einer Langen-
dorff-Perfusion elektrophysiologisch untersucht. Als Versuchstiere dienten weibliche
weille Neuseeland-Kaninchen. Fir die Experimente wurden weibliche Tiere ausgewahlt,
da die Prévalenz des Auftretens von TdP-Arrhythmien durch Unterschiede der Ge-
schlechtshormone bei Frauen grof3er ist als bei Mannern (Kawasaki et al. 1995). Zur For-
schung an Herzerkrankungen werden schon seit langem Kaninchen als Tiermodelle ver-
wendet (Hasenfuss 1998). Das Myokard von Kaninchen weist entscheidende Gemein-
samkeiten mit dem des Menschen auf und hat sich deshalb in der humanmedizinischen
Forschung etabliert (Marian 2005). Ein besonderer Vorteil besteht darin, dass sowohl
beim Menschen als auch beim Kaninchen Ikr starker ausgepragt ist als Iks. Diese Beson-
derheit spielt bei der Untersuchung des Mechanismus der Repolarisation eine entschei-
dende Rolle (Carmeliet 1992).
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Abbildung 1.6 A: Darstellung von TdP-Arrhythmien im EKG: Rotation der Kammerkomple-
xe um die isoelektrische Linie. I, II, I1l, aVR, aVL, aVF = Standard-EKG-Ableitungen. B:
Darstellung von TdP-Arrhythmien in multiplen simultanen
MAP-Ableitungen: Schldage mit EADs, die mindestens eine ventrikuldre Dreier-

Salve oder langer im Sinne einer TdP triggern. Epi = epikardiale Ableitung, Endolv

= linksventrikuldr endokardiale Ableitung, Endorx = rechtsventrikuldr endokardiale

Ableitung (eigene Abbildung).
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Die Langendorff-Methode ist in diesem Kontext besonders gut geeignet, da die fir Ar-
rhythmien mitverantwortliche Anatomie und die Integritdt des Herzens unter Entkopplung
vom zentralen Nervensystem erhalten bleibt (Eckardt et al. 1998). Ein weiterer VVorteil besteht
darin, dass im Gegensatz zu Forschungen an einzelnen Zellen, bei dieser Methode die Zell-
Zell-Verbindungen (gap junctions) erhalten sind (Hoyt et al. 1990). Mit dem Modell des
isolierten Kaninchenherzens ist es moglich, Medikamente beziiglich ihrer Wirkung auf TdP-
Arrhythmien zu untersuchen. Forschungen mit SEA0400 am Langen-dorff-perfundierten
Kaninchenherzen zeigten, dass die Blockade des NCX Arrhythmien vom Typ TdP reduziert

(Milberg et al. 2008). Neben der Inhibition des NCX kann eine erhohte intrazellulére Ca2+-

Konzentration der Zelle durch Blockade von Ca2+-KanaIen verhindert werden, was dem
Auftreten von EAD-abhéngig erworbenen TdP-Arrhythmien vorbeugt (Verduyn et al. 1995;

Burashnikov und Antzelevitch 1998). Flunarizin erzielt eine solche Reduktion der Ca2+-

Konzentration der Zelle durch eine Hemmung von kardia-len L- und T-Typ-Ca2+-KanaIen

(Tytgat et al. 1988; Ragsdale et al. 1991; Tytgat et al. 1996). Flunarizin ist ein
Piperazinderivat und gehort zu den Klasse 1\VV-Antiarrhythmika (Abbildung 1.9). Es reduzierte
in experimentellen Studien am Almokalant/Sotalol Kanin-chenherzmodell das Auftreten von
TdP-Arrhythmien (Verduyn et al. 1995). Ein Jahr spé-ter zeigten auch Carlsson et al., dass

S . . . 2+ . . .
Flunarizin Uber eine Senkung der intrazellularen Ca~ -Konzentration in der Lage ist,

Almokalant-induzierte TdP-Arrhythmien in Metho-xamin-Kaninchen zu reduzieren (Carlsson
et al. 1996). Anknipfend an diese Forschungs-ergebnisse sollte durch die VVerwendung von
Flunarizin als Vergleichssubstanz in der vor-liegenden Arbeit am isolierten Langendorff-
perfundierten Kaninchenherzen die Mdglich-keit der Reduktion von EADs und TdP-

Arrhythmien gezeigt werden. Neben der direkten Modulation der Ca2+-Homéostase uber den

NCX oder die Ca2+-KanaIe kann diese auch Uber den bereits erwahnten Ina, late beeinflusst

werden. Der bisher potenteste klinische In-hibitor des Ina, late ist Ranolazin (Sossalla und
Maier 2012). Ranolazin gehort zu den Piperazinderivaten (Abbildung 1.7). Es handelt sich
um eine Substanz mit antiangindser Wirkung ohne hamodynamische Effekte wie
Beeinflussung der Herzfrequenz oder des Blutdrucks (Pepine und Wolff 1999; Chaitman et
al. 2004a; Chaitman et al. 2004b).

11
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Abbildung 1.7 Strukturformel Ranolazin (eigene Abbildung).
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Abbildung 1.8 Strukturformel d-Sotalol Abbildung 1.9 Strukturformel Flunarizin
(eigene Abbildung). (eigene Abbildung).

Bei Untersuchungen zur elektrophysiologischen Wirkung von Ranolazin fand man im
therapeutischen Bereich von 2-6 pmol/l eine Inhibition des Ina, 1ate, des Ikr und des Ica
(Antzelevitch et al. 2004b). Wie bereits erwahnt kommt es bei Hypoxie, Ischamie, Herz-
insuffizienz und Herzinfarkt zu einer Erhohung des Ina, 1ate (Ju et al. 1996; Huang et al.

2001; Maltsev et al. 2007). Zu Beginn einer kardialen Ischamie kommt es durch den er-
hohten Ina, 1ate (Abbildung 1.2) zu einem Anstieg der Na'-Konzentration in den Myozyten

(Ver Donck et al. 1993). Antzelevitch et al. konnten in Myozyten vom Hund und vom
Meerschweinchen nachweisen, dass Ranolazin diese Pathophysiologie ber eine Hem-
mung des Ina, late unterbricht (Antzelevitch et al. 2004b). Somit verhindert Ranolazin eine
pathologische Relaxation des Myokards bei Ischdmie (Antzelevitch et al. 2004b; Sossalla
et al. 2008a). Bei simulierter Ischdmie mittels sauerstofffreier Radikale oder des Seeane-
monentoxins-11 (ATX-I1) kam es unter 9 pmol/l bzw. 10 pmol/l Ranolazin zu einer ver-

. . . + 2+ . .. .
minderten intrazellularen Na - und Ca~ -Konzentration. Dies ist unter anderem auf die

12
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Verhinderung des Reverse Mode des NCX zuriickzufuihren (Song et al. 2004; Fraser et al.
2006; Song et al. 2006).

Ranolazin ist ein neues antiangindses Medikament (Antzelevitch et al. 2004b). Seit Feb-
ruar 2009 ist es in Deutschland als Therapie der chronischen stabilen Angina pectoris bei
Versagen der konventionellen Therapie zugelassen. Die antiischdmischen Eigenschaften
von Ranolazin erklart man sich durch eine reduzierte diastolische Wandspannung, die
eine bessere Myokardperfusion bewirkt (Venkataraman et al. 2009). Schon 1994 zeigten
Gralinski et al. die kardioprotektive Wirkung von Ranolazin am isolierten Kaninchen-
herzmodell. Ranolazin bewirkte eine reduzierte postischdmische Kontraktur des Myo-
kards (Gralinski et al. 1994). Auch die Verhinderung des Reverse Mode des NCX resul-
tiert in einer verbesserten diastolischen Funktion des Herzens (Song et al. 2006). Neben
der Blockade des Ina, late hemmt Ranolazin auch den peak Ina (Undrovinas et al. 2006).

Hierbei muss man zwischen der Wirkung von Ranolazin auf die Na -Stréme im Atrium

und im Ventrikel unterscheiden. In ventrikularen Myozyten ist die Blockade des peak Ina
sehr viel geringer ausgepragt als die Blockade des Ina, late (Antzelevitch et al. 2004b;
Belardinelli et al. 2006; Sossalla et al. 2008b). So braucht man an isolierten ventrikuléren
Herzmuskelzellen unter Sinusrhythmus zur Blockade des peak Ina eine mittlere inhibitori-
sche Konzentration (ICso0) von etwa 250 pumol/l, wiahrend man zur Inhibition des INa, late
nur 6 umol/l benétigt (Undrovinas et al. 2006). Nicht aufler Acht zu lassen ist die hem-
mende Wirkung von Ranolazin auf die schnellen aktivierbaren K+-Str('jme (Ikr). Durch
die inhibierende Wirkung auf die Ikr wird die QT-Zeit verlangert. Bei bestehender
Verlange-rung des QT-Intervalls ist bekannt, dass geh&uft TdP-Arrhythmien auftreten
(Viskin 1999). Unter diesem Gesichtspunkt wird der sichere Einsatz von Ranolazin als
Antiar-rhythmikum angezweifelt. Zwar konnte in Experimenten an linksventrikuléren
Myozyten auch eine signifikante Inhibition von Ica mit der therapeutischen Konzentration
(2-6 umol/l) erreicht werden, was zu einer Verkiirzung der APD beitriagt (Antzelevitch et
al. 2004b), jedoch konnte damit nicht ausgeschlossen werden, dass bestimmte
Gegebenhei-ten die Gefahr fur die Ausldésung von EADs erhéhen.

Ob Ranolazin als antiarrhythmisches Medikament VVerwendung finden kann, ist nach heu-
tiger Studienlage weiterhin umstritten. Einerseits fihrt es zu einer Reduktion von TdP-
Arrhythmien (Antoons et al. 2010) und verursacht keine hdmodynamischen Effekte wie

Beeinflussung der Herzfrequenz oder des Blutdrucks. Andererseits fuhrt es zu einer QT-
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Verlangerung (Pepine und Wolff 1999; Chaitman et al. 2004a; Chaitman et al. 2004b). Da
Ranolazin seit 2009 in Europa zugelassen ist, ist von besonderem Interesse, ob es
proarrhythmische Effekte hat. Die Ergebnisse der im Jahr 2007 verdffentlichten MERLIN
(Metabolic Efficiency with Ranolazine for Less Ischemia in Non-ST elevation acute
coronary syndrome) -TIMI-36-Studie, trugen dazu bei, dass Ranolazin 2009 die Zulas-
sung zur symptomatischen Therapie der chronischen stabilen Angina pectoris in Europa
erhielt (Morrow et al. 2007). Es wurde gezeigt, dass Ranolazin trotz QT-Verlangerung
nach intravendser oder oraler Applikation keine klinischen Risiken fiir den Patienten her-
vorruft. Zusatzlich fand man, dass Ranolazin zu einer relativen Reduktion (13%) des Ri-
sikos fur rezidivierende Ischdmien fihrt. Allerdings soll es nur als Zusatzmedikament
eingesetzt werden, wenn die Standardtherapie keine ausreichende Symptomverbesserung
bewirkt. Schlielich sollte nicht auRer Acht gelassen werden, dass bereits fir andere Ikr-
Blocker wie d-Sotalol oder Dofetilide eine Erhéhung der Dispersion der Repolarisation
und ein vermehrtes Auftreten von TdP-Arrhythmien bekannt ist (Shimizu und
Antzelevitch 1999; Gillis 2000; Eckardt et al. 2002). Die Ikr-blockierende Komponente
von Ranolazin kénnte eine geféhrliche Erhéhung der Dispersion der ventrikularen Repo-
larisation in Kombination mit d-Sotalol hervorrufen. Bisher konnte dieses Risiko nicht
ausgeschlossen werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung von Ranolazin auf die Aktionspotenti-
aldauer bei 90% Repolarisation (APDgo) und die ventrikulére Dispersion von APDgo am
Langendorff-perfundierten isolierten Kaninchenherzen zu evaluieren. Dariiber hinaus

sollte die kombinierte Anwendung mit einem weiteren Ixr-Inhibitor, d-Sotalol, unter phy-
siologischen Bedingungen und bei niedriger K"-Konzentration in Hinblick auf das

Auftre-ten von TdP-Arrhythmien untersucht werden.
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2.1 Pharmaka

Pharmaka Summenformel | Bezugsquelle

Natrium-Chlorid NaCl Merck, Darmstadt, Deutschland

Kalium-Chlorid KCI Merck, Darmstadt, Deutschland

Magnesiumchlorid MgCl: Merck, Darmstadt, Deutschland

Natrium-Sulfat Na2SO4 Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydrogenphosphat | NaHPOa Merck, Darmstadt, Deutschland

Glucose CeH1206 Merck, Darmstadt, Deutschland

Natrium-Hydrogencarbonat | NaHCOs Merck, Darmstadt, Deutschland

Calcium-Chlorid CaClz2 Merck, Darmstadt, Deutschland

Adenosin C10H13N504 Sigma Aldrich, Miinchen,
Deutschland

Thiopental C11H18N202S Abbott, Wiesbaden, Deutschland

Sotalol C12H20N203S Sigma Aldrich, Miinchen,
Deutschland

Ranolazin C24H33N304 GileadSciences, Minchen,
Deutschland

Flunarizin C26H26F2N2 Sigma Aldrich, Minchen,
Deutschland

Tabelle 2.1 Pharmaka

Die in dieser Arbeit verwendeten Substanzen waren von bestmdéglich erwerblichem Rein-
heitsgrad. Alle Substanzen, ausgenommen Thiopental, wurden in Pulverform, entspre-
chend den Angaben des Herstellers aufbewahrt und unmittelbar vor Beginn des Experi-

ments in LOsung gebracht.

2.2 Langendorff-perfundiertes Kaninchenherz
Das In-vitro-Modell des isolierten perfundierten Kaninchenherzens wurde erstmals 1895

von Oskar Langendorff beschrieben (Langendorff 1895). Bei dem Modell besteht die
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Mdoglichkeit unter standardisierten Bedingungen isolierte Kaninchenherzen zu per-
fundieren und elektrophysiologische Untersuchungen durchzufiihren. Fur die Versuche
der vorliegenden Arbeit wurde das Langendorff-Modell um ein simuliertes 12-Kanal-
Oberflachen-EKG und um bis zu 12 monophasische Aktionspotentiale (MAP) erweitert
(Zabel et al. 1995). Die MAP wurden von Endokard und Epikard des linken und rechten
Ventrikels abgeleitet.

2.2.1  Versuchsaufbau

Bei dem Versuchsaufbau handelte es sich um ein retrograd aortal nach Langendorff per-
fundiertes isoliertes Kaninchenherzmodell (Hugo Sachs Electronic, Medical Research
Instrumentation, March-Hugstetten, Deutschland). Zum Modell gehdrten zusatzlich ein
simuliertes 12-Kanal-Oberflachen-EKG und bis zu 12 MAP. Der grundlegende Ver-
suchsaufbau des retrograd aortal perfundierten Langendorff-Herzens ist in Abbildung 2.1
dargestellt.

Die modifizierte Tyrode-Losung (siehe 2.2.2) wurde in einem Behélter wahrend des ge-
samten Versuchs mit Carbogen (95% Sauerstoff, 5% Kohlendioxid) angereichert. Das
Perfusat wurde Uber eine Schlauchverbindung mittels einer Rollerpumpe (MCP Pumpe,
Ismatec, Berlin, Deutschland) mit einer konstanten Flussgeschwindigkeit von 50 ml/h
beférdert. Uber eine Luftfalle und eine Heizspirale wurde das Perfusat zur Kaniile trans-
portiert. Diese befand sich in der isolierten Aorta des Kaninchenherzens. Mit Hilfe der
Heizspirale (Warmer M3, Lauda, Berlin, Deutschland) wurde das Perfusat auf 37°C er-
wéarmt. Es wurde bei jedem Versuch die Temperatur fortlaufend kontrolliert. Der Perfusi-
onsdruck von 80 — 100 mmHg wurde mit einem Manometer kontrolliert und gegebenen-
falls tber eine Druckschraube reguliert. Eine Luftfalle sorgte dafiir, dass groRere Gas-
mengen aus dem Schlauch der Rollerpumpe abgefangen und Gasembolien verhindert
wurden. Vor und wahrend des Versuchs wurden verschiedene Parameter wie die Tempe-
ratur, der ph-Wert der Tyrode-L6sung und der Perfusionsdruck uberwacht und, wenn er-

forderlich, fortlaufend korrigiert.
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1 Behdlter flr Tyrode Losung 8 MAP-Elektrode

2 Rollerpumpe 9 EKG-Elektrode

3 Warmeaustauscher 10 Analog-Digital-Wandler
4 Luftfalle 11 Gewebebad

5 Federnde Befestigungseinrichtungen 12 Mehrfachverstarker

6 Isoliertes Kaninchenherz 13 Macintosh Computer

7 Zentrale Aufbauvorrichtung 14 Stimulatoreinheit

Abbildung 2.1 Schematische Abbildung des Versuchsaufbaus (modifiziert nach Zabel 2011,
S.15).

Isoliertes Kaninchenherz

MAP Elektrode

\ Doppelwandiges

Gewebebad
12 cm @ —mMm

Abbildung 2.2 Schematische Darstellung des isolierten Kaninchenherzens und der EKG-

Elektroden im Gewebebad (modifiziert nach Zabel 2011, S. 16).
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2.2.2  Perfusionslésung

Zur Perfusion wurde eine Tyrode-LOsung verwendet. Sie entspricht einem Krebs-

Henseleit-Puffer. Die Zusammensetzung ist aus Tabelle 2.2 ersichtlich.

Bezeichnung Summenformel Konzentration
Natriumchlorid NaCl 115,0 mmol/Il
Glucose CeH1206 20,0 mmol/I
Kaliumchlorid KCI 2,0 mmol/l
Natriumhydrogenphosphat | NaHPOa4 2,0 mmol/I
Magnesiumchlorid MgCl2 1,2 mmol/I
Natriumsulfat Na2SO4 1,2 mmol/l
Natriumhydrogencarbonat | NaHCOs 20,0 mmol/I
Calciumchlorid CaClz 1,25 mmol/I

Tabelle 2.2 Zusammensetzung der Tyrode-Ldsung entsprechend dem Krebs-Henseleit-Puffer.

Zur Herstellung der Lésung direkt vor dem Versuch diente entmineralisiertes Wasser. Die
Tyrode-Losung wurde stets mit Carbogen angereichert um die Oxygenierung zu gewéhr-
leisten und den pH-Wert konstant bei 7,40 zu halten. Adenosin wurde der Lésung in einer
Konzentration von 0,1 umol hinzugefiigt umso eine maximale Koronarperfusion zu ge-
waéhrleisten (Franz et al. 1992).

Das Herz wurde Uber eine Kanile in der Aorta mit dem Langendorff-Apparat verbunden.
Ein zur Stimulation genutzter MAP-Kombinationskatheter wurde iiber eine Offnung im
rechten VVorhof in die Spitze des rechten Ventrikels eingefiihrt. Anschliefend wurden die
MAP-Elektroden auf Epikard und Endokard des isolierten Kaninchenherzens positioniert.
Der Aufbau wurde in ein doppelwandiges Gewebebad mit 12 cm Durchmesser getaucht.
Das 12-Kanal-Oberflachen-EKG wurde ebenfalls in den Gewebebadbehalter getaucht, die
Defibrillationselektroden an den Wanden angebracht und beides in die entsprechende
Position gebracht. Die Defibrillationselektroden wurden einander gegentber angebracht
und erzeugten so ein Defibrillationsschockfeld. Zur Vermeidung einer Mikroembolisation

wurde das Perfusat ohne Rezirkulation nach dem Uberflussprinzip verworfen.
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2.2.3  Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten weibliche weille Neuseeland-Kaninchen mit einem Gewicht
zwischen 3,5 kg und 5 kg. Die Tiere wurden im Tierstall des Universitatsklinikums Got-
tingen untergebracht. Die Erlaubnis des Tierschutzbeauftragten der Universitat zu Gottin-

gen, Herrn Prof. Dr. Hubertus Jarry, lag bei der Versuchsdurchfiihrung vor.

2.2.4  Isolierung des Kaninchenherzens

Zur Narkose wurde dem Versuchstier tber eine Ohrvene 50mg/kg Thiopental langsam
appliziert. Gleichzeitig wurde zur Vermeidung einer Thrombenbildung Heparin mit einer
Dosis von 500 IE verabreicht. Durch starke Schmerzreize wurde versucht, Reflexe auszu-
I6sen. Sobald diese nicht mehr nachweisbar waren, begann die Préparation durch Eroff-
nung des Thorax mit Hilfe einer medianen Sternotomie. Nachdem bei dem freiliegenden
Herzen das Perikard er6ffnet und die grof3en zufiihrenden Gefél3e abgetrennt waren, wur-
de es umgehend in eine eisgeklhlte Tyrode-LOosung gelegt. Durch Freipréparation der
Aorta konnte in diese eine Kanule eingefuhrt und befestigt werden. AnschlieBend wurde
das isolierte Kaninchenherz in das Warmebad eingetaucht. Nach kurzer Anlaufphase be-
gann dieses mit seiner Eigenfrequenz zu schlagen. Der Zeitraum zwischen Narkosebeginn

bis zur Perfusion des Herzens betrug nicht mehr als zwei bis drei Minuten.

2.2.5  Ablation des AV-Knotens

Da die Eigenfrequenz des Kaninchenherzens fiir die Versuche zu hoch war, wurde eine
mechanische Ablation des AV-Knotens durchgefiihrt. Dazu wurden die Spangen einer
chirurgischen Pinzette in beide VVorhofe eingefiihrt und bis zum kaudalen Teil des inter-
atrialen Septums gefuhrt. Durch festes Zusammendriicken kam es zu einem sofortigen,
nicht mehr reversiblen, kompletten AV-Block mit einer Kammerersatzfrequenz von 40-
50/min. Falls es in der folgenden Beobachtungszeit zu einer Erholung der AV-

Uberleitung kam, wurde das Ganze wiederholt.

2.2.6  Stimulation des Herzens

Mit Hilfe eines Schrittmachergerétes (Universal Heart Stimulator, Biotronik SE & Co.
KG, Berlin, Deutschland) konnten die Kaninchenherzen ber den oben bereits erwahnten
MAP-Kombinationskatheter im rechten Ventrikel mit den gewinschten Zykluslangen

stimuliert werden.
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2.3  Datenaufzeichnung

2.3.1  Aufzeichnung volumengeleiteter Elektrokardiogramme

Zur Simulation einer Einthoven-Konfiguration wurden vier Silber-Silberchlorid-
Elektrodenpellets (In Vivo Metric, Healdsburg, Kalifornien, USA) im Gewebebad ange-
ordnet (Abbildung 2.2). Die Elektroden wurden unterhalb des Herzens und an den Wan-
den des Gewebebads positioniert. Mit diesem Versuchsaufbau konnte durch die leitenden
Eigenschaften der Tyrode-Losung ein EKG aufgezeichnet werden. Das Bard Labsystem
2.3 ermoglichte die Weiterverarbeitung der Signale und die Ableitung aller 12 Standard-
EKG-Ableitungen (I, 11, 111, aVL, aVR, aVF, V1 — Vs). Abbildung 2.3 und Abbildung 2.4
zeigen Beispiele fir die Aufzeichnung der EKG-Signale.

2.3.2  Aufzeichnung monophasischer Aktionspotentiale

Auf einem Kunststoffring des Langendorff-Apparates waren 6-8 Elektrodenhalter federnd
befestigt. An diesen wurden Silber-Silberchlorid-Elektroden (Boston Scientific,
Marlborough, USA) zur Aufzeichnung von MAP befestigt. Mit Hilfe der Federung war es
maoglich, die Elektroden mit konstantem Druck auf dem Epikard auszurichten. Sie wurden
auf dem rechten und linken Ventrikel positioniert. Die epikardialen Katheter wurden wéh-
rend des Versuchs in ihrer Position nur minimal veradndert. Neben diesen epikardialen
Elektroden wurden tber die MAP-Kombinationskatheter zwei endokardiale MAP aus
dem rechten und linken Ventrikel abgeleitet. Bei den endokardialen Kathetern gab es kei-
nen Federmechanismus, sodass diese im Verlauf des Versuchs gegebenenfalls leicht an-
gedriickt werden mussten. Alle MAP-Signale wurden mit einem Multikanal-Differential-
Gleichstromverstarker (Model 1009, EP Technologies, Sunnyvale, Kalifornien, USA)
vorverstarkt. Die Aufzeichnung von MAP ist ein etabliertes Verfahren zur Verlaufsbe-
obachtung der Repolarisation bei verschiedenen Tiermodellen (Eckardt et al. 2003). Die
Abbildung 2.5 zeigt beispielhaft 9 aufgezeichnete MAP bei einer Zyklusldnge von 500

ms.

2.3.3  Digitale Datenaufzeichnung

Die experimentellen Daten der Versuchsprotokolle wurden auf einem 486-PC-Computer
(Bard Electrophysiology, Lab System 5.5) mit komprimierter Datenspeicherung auf opti-
schen WORM-Medien (Write-Once-Read-Many) gespeichert. Unter Gebrauch der in der
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2. Material und Methoden

Systemsoftware (Lab-System 5.5) integrierten Datenexport-Funktion konnten diese auf
Disketten zwischengespeichert werden. Der Datentransfer wurde mit dem Ubertragen auf

einen Apple-Macintosh-Computer abgeschlossen. Dort erfolgte die Datenanalyse und

statistische Auswertung.

Patient! WALLIS, WALLIS 10: WALLIS Oote: Wed Sep 02 12 44: 12 2009
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Page: Speed 50 messec Fime: 00 00: 04 Study #1  Frotocol #3 Protocol Wame: wiS8500

Abbildung 2.3 Beispiel fir die Aufzeichnung der EKG-Ableitungen I, I1, 111, aVL,
aVR und aVF: RV-Pacing mit CL=500 ms, f=120/min, der Lagetyp ent-

spricht einem Mitteltyp entsprechend der gewunschten Ausrichtung des

isolierten Herzens im Gewebebad (eigene Abbildung).
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atient: WALLIS, WALLIS ID WALLIS Date; sed Sen 02 12 4&: 12 2009
...........

UL L R T | T | I R A A e A ) AL AL AL AL L L AL A AR L L L A O D T
2000 200 4000

v ~——ﬁ\__/—-'n\_ __/_“—JFLJ——J\._H/— IIL_‘,—;L___,-— —J\___/-——-'nL_h/— —KR/—
I [ R R SR [ [ [ Qg e

3

=
]

Al
T
LT R S e e e e e ey
L S e i '

1] 1000 2000 3000
T T T PP P FEp (1) o P T e O o e O P o T [l e Fry TP PO P O PR ) o OO PO R ORI

Abbildung 2.4 Beispiel fur die Aufzeichnung der EKG-Ableitungen V1-Vg: RV-
Pacing mit CL=500 ms, f=120/min, geringe ST-Senkungen, groRe R in
V1/V (eigene Abbildung).
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Abbildung 2.5 Beispiel von 9 simultan aufgezeichneten MAP: Stimulation tber
den Endorx1 mit CL=500 ms, f=120/min, die mittlere APDgq betragt 243
ms, die Dispersion von APDgq betragt 44 ms (eigene Abbildung).
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2.4  Versuchsprotokoll

2.4.1  Veranderungen der APDgg und der Dispersion von APDgg

Zur Untersuchung von Veranderungen der APDgo und Dispersion der ventrikularen Repo-
larisation bei verschiedenen Frequenzen und Konzentrationen, diente folgendes Protokoll.
Nach Erreichen eines Steady-State bei einer Basiszykluslange von 1000 ms wurde diese
auf 800, 500 und 400 ms verringert. Die Stimulation erfolgte dabei Uber die rechtsventri-
kuldar endokardiale Ableitung (Endorx). Die Aufzeichnung der Ausgangsdaten bei der
jeweiligen Zyklusléange (CL) erfolgte nach mindestens 100 Schlégen, die nicht durch eine
ventrikulare Extrasystole fir mindestens 25 Schlédge unterbrochen wurden (Kontrolle).

Nach Abschluss der Datenaufzeichnung wurde der Perfusionslésung d-Sotalol in einer
Konzentration von 10'4 mol/l zugegeben. Nach friihestens einer Minute Perfusion mit d-

Sotalol erfolgte die Datenaufzeichnung bei einer Basiszykluslange von 1000, 800, 500
und 400 ms. Um Veranderungen der Parameter durch Ranolazin und Flunarizin zu unter-
suchen, wurden die Substanzen in den entsprechenden Konzentrationen der Tyrode-
Losung zu d-Sotalol hinzugefiigt. Dabei wurde Ranolazin in einer Konzentration von 5
oder 10 umol/l und Flunarizin in einer Konzentration von 10 pumol/l verwendet. Die Auf-
zeichnung der Daten erfolgte unter den gleichen Bedingungen und bei den gleichen Zyk-

luslangen wie in den bereits beschriebenen Protokollschritten.

2.4.2  Induktion von TdP-Arrhythmien
Zur Induktion von TdP-Arrhythmien wurde folgendes Protokoll verwendet. Nach Erfas-
sung des Steady-State fur die Kontrolle und d-Sotalol wurde im folgenden Protokoll-

schritt ein Perfusat mit erniedrigter K" -Konzentration (25% K" = 1,2 mmol/l) und d-

Sotalol in einer Konzentration von 10'4 mol/l verwendet. Die Daten wurden bei einer
Zykluslédnge von 1000 ms dokumentiert. Sobald getriggerte Arrhythmien auftraten wurde
die Basisstimulation unterbrochen, um diese nicht zu Uberlagern. Nach spatestens 5 Minu-
ten wurde die Perfusion mit erniedrigter K" -Konzentration beendet und eine normale Ty-

rode-Losung fir mindestens 30 Minuten perfundiert. Anschlielend wurde das gleiche
Protokoll wiederholt mit einer Tyrode-L6sung, die zusétzlich zu d-Sotalol Ranolazin oder
Flunarizin in den entsprechenden Dosierungen enthielt. Das experimentelle Protokoll ist
in Abbildung 2.6 dargestellt.
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Baszeline Infusion Sotalol (104 M) Infusion Ranolazin/Flunarizin

Kt4,7 mM Kt4,7 mM Kt1.2mM Kt4.7 mM Kt1.2mM

15 min 15 min 5 min 15 min 5 min

Infugion Sotalol und

Infusion Sotalol Ranolazin/Flunarizin

sStimulation mit  *Stimulationmit sStimulationmit sStimulation mit eStimulationmit
CL 1000, 800, CL 1000, 800, CL1000 CL1000,800, CL1000
500,400 500,400 *APD 500,400 *APD

*AFD *AFD *Digpersion *APD *Digpersion
*Dispersion *Dispersion *Dispersion

Abbildung 2.6 Experimentelles Protokoll.

2.5 Datenanalyse und Statistik

Mit Hilfe einer interaktiven Labview-Analysesoftware (Programmiersprache Labview
Version 2.2 fir Macintosh, National Instruments, Austin, USA) wurden ausgewahlte AP
eingelesen und vergroRert auf dem Computerbildschirm angezeigt (Abbildung 2.8). Die
Auswertung der MAP-Signale erfolgte anhand der Parameter APDgo und Dispersion von
APDgo. Die Parameter wurden wie folgt definiert: APDso bezeichnet das Intervall vom
steilsten Anstieg der Depolarisation (MAP-Aufstrich) bis zur 90%igen Repolarisation des
APs. Die Dispersion von APDgo wurde als die groRtmdgliche Differenz aller APDgo-
Messwerte in den auswertbaren Ableitungen definiert. Fir die abschlieende Datenanaly-
se wurden nur Versuche mit mindestens 5 auswertbaren MAP-Ableitungen verwendet.
Abbildung 2.9 zeigt ein Beispiel fur die Aufzeichnung eines MAPs mit den entsprechend

markierten Parametern.
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Die Auszahlung der EADs erfolgte fiir jedes Experiment fiir 120 s. EADs wurden als po-
sitive Auslenkung vor Abschluss der Repolarisationsphase des Aktionspotentials definiert
(Abbildung 2.7).

Abbildung 2.7 Beispiel fir EADs (*): Positive Auslenkung vor Abschluss der Repolari-
sationsphase des Aktiospotentials (eigene Abbildung).

Die Rohdaten der Experimente wurden in GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, USA) importiert und dort statistisch und graphisch ausgewertet. Die statisti-
sche Analyse erfolgte mit dem gepaarten Student t-Test und der Zwei-Wege-
Varianzanalyse (ANOVA) bei wiederholten Messungen sowie dem Holm-Sidak-Post-
Hoc-Test. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0.05 wurde als statistisch signifikant
angesehen. Die Daten sind im Ergebnisteil als arithmetisches Mittel + Standardfehler des
Mittelwertes (standard error of the mean=S.E.M.) dargestellt. Dieser berechnet sich wie

folgt:

SEM=@ 2=y -

Formel 2.1 S.E.M.: Standardfehler des Mittelwertes, : Anzahl, : Varianz, : Standardabwei-chung
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v _ i
i Ty 1 Schrittmacherartefaki
100 ms ' . 2 MAP-Aufstrich
1 2 3 3 90 % Repolarisation

Abbildung 2.8 Aufzeichnung eines MAP mit Kennzeichnung der relevanten Parameter

(eigene Abbildung).

MAP/AT ANAL - 17inch KopiePanel="—————————— HENe
=910 BERA( I{:‘”
FMacintosh G4 PB HD Mora
wallisch w155 1000.MAC
e L s e chanvel [T
0 OMBIMI| 225 |-65257 Pacing Spike 219 || pata start
1 O3 54029 [-49585| 22581 | 157.02 Upstroke| 225 | |_:,_0|:|
rep ) .
400 Samples|
AT [=[rzo0 |
750 - 4PD 90
RT 20
o Eeal
250 — Corrected Pacing Spikel =205
Corrected Upstrokel —~|227
200 —
: Corrected REP 90| [S[a60
150 —
Channel 4T AP0 90 RT |
100 — 0 22 233 255 DISCARD
50— NEXT
& I I REPEAT
so- |4
-100
-150
-200— o7 | | | - | I
0 200 400 600 800 1000 1200
30
2.0
1.0
0.0
-1.0 l 1 l 1 1 l
i 200 400 600 800 1000 1200 |
-
=
] KD

Abbildung 2.9 Darstellung der Labview-Analysesoftware zur Auswertung der AP auf APDgg und

Dispersion von APDg (eigene Abbildung).
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3.1  Veranderung der APDgg

3.1.1  Wirkung von d-Sotalol auf die APDgq

Isolierte Kaninchenherzen wurden mit einer Tyrode-Ldsung am Langendorff-Modell per-
fundiert und mit zunehmenden Zyklusléangen stimuliert.

Unter Kontrollbedingungen betrug die APDago bei einer Zykluslange von 800 ms 205 + 24
ms. Nach Zugabe von 10_4 mol/l d-Sotalol kam es zu einem statistisch signifikanten
Anstieg der APDgo auf 238 + 22 ms (jeweils n=5, p<0,05). Bei einer Zykluslange von 400
ms stieg die APDgo von 168 + 12 ms auf 193 + 9 ms nach der Gabe von d-Sotalol an.
Abbildung 3.1 und Abbildung 3.2 veranschaulichen die signifikante Verlangerung der
APDgo durch d-Sotalol bei einer Zyklusldnge von 800 ms.

400+

B
* *

[

o

o
1

Sot+Ran (5 uM)
d-Sotalol

ﬁKontroI;T

APDS0 (ms)
N
3

-

[=]

o
1

400 600 800 1000
Zykluslange (ms)

Abbildung 3.1 Einfluss von d-Sotalol (Sot) und Ranolazin (Ran) auf die APDgg in Abhan-
gigkeit von der Zykluslange. d-Sotalol zeigte bei einer Zyklusldnge von 800 ms
eine signifikante (#) Verlangerung der APDgqg verglichen mit der Kontrolle. Die

Kombination von d-Sotalol mit 5 pmol/l Ranolazin zeigte bei allen Zykluslédngen

eine Signifikanz (*) im Vergleich zur Kontrolle.
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400-
§ §

— 300- %* * *
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o Kontrolle
< 100-
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Abbildung 3.2 Einfluss von d-Sotalol und Ranolazin auf die APDgg in Abhangigkeit von
der Zykluslange. d-Sotalol fuhrte zu einer signifikanten (#) Verlangerung der
APDgq bei einer Zykluslange von 500 ms verglichen mit der Kontrolle. Durch

Zugabe von 10 pmol/l Ranolazin zu d-Sotalol wurde die APDgg noch weiter ver-
langert (8). Im Vergleich der Kontrolle mit der gleichzeitigen Gabe von d-Sotalol
und 10 umol/l Ranolazin konnte eine signifikant (*) verlangerte APDgq beobach-

tet werden.

3.1.2  Wirkung von Ranolazin auf die APDgg

In Abbildung 3.1 ist zu erkennen, dass es bei der Infusion von d-Sotalol in Kombination
mit 5 pumol/l Ranolazin zu einer signifikanten Erhéhung der APDgo verglichen mit der
Kontrolle kam (Zyklusldnge von 800 ms, jeweils n=5, p<0,01 RM-ANOVA). Die APDso
war mit 251 + 25 ms hoher als die APDgo von 238 + 22 ms unter alleiniger Anwesenheit
von d-Sotalol. Es zeigte sich jedoch keine statistische Signifikanz zwischen Herzen, die
mit d-Sotalol alleine und Herzen, die in Kombination mit 5 pmol/l Ranolazin behandelt
wurden (p=0,52 RM-ANOVA). Im Gegensatz dazu kam es nach der zusétzlichen Gabe
von 10 umol/l Ranolazin zu d-Sotalol zu einer statistisch signifikanten Verlangerung der
APDago (jeweils n=5, Abbildung 3.2). Bei einer Stimulation mit einer Zykluslange von 800
ms verlangerte sich die APDgo von 207 + 11 ms unter alleiniger d-Sotalolinfusion auf 255
+ 10 ms nach zusatzlicher Gabe der doppelten Konzentrationsmenge von Ranolazin (je-
weils n=5, p<0,05 RM-ANOVA).
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Man gelangt zur gleichen Beobachtung, wenn man sich die Ergebnisse bei Zufuhr der
Tyrode-Losung mit erniedrigter K+-Konzentration (1,2 mmol/l) ansieht. Es zeigte sich

keine statistisch signifikante Verlangerung der APDgo nach Infusion von 5 pmol/l Ra-
nolazin zusétzlich zu d-Sotalol verglichen mit alleiniger d-Sotalolinfusion (Abbildung

3.3, jeweils n=5, p=0,1 RM-ANOVA). Bei Zufuhr von 10'4 mol/l d-Sotalol zur Lésung

mit erniedrigter K -Konzentration lag die APDso bei 378 + 50 ms, nach dem Hinzufligen

von 5 pmol/l Ranolazin betrug die APDso 434 + 50 ms. Dagegen zeigte sich bei kombi-
nierter Gabe von d-Sotalol und 10 umol/lI Ranolazin ein statistisch signifikanter Anstieg
der APD9o auf 348 + 20 ms im Vergleich zur alleinigen d-Sotalolgabe mit einer APDgo
von 275 + 28 ms (Abbildung 3.4, jeweils n=5, p<0,01 RM-ANOVA).

500-
1 Sot+Ran (5 uM)

4004
- | d-Sotalol
E 300+
o .
8 200-
o
{ e

1004

0 1 = L -
normales K niedriges K

Abbildung 3.3 Einfluss einer voribergehend erniedrigten K -Konzentration auf die APDqgy.

Die K"-Konzentration wurde jeweils flr 5 min auf 25% gesenkt. Beim Vergleich

der APDgg von Herzen die mit d-Sotalol behandelt wurden und solchen, denen zu-
satzlich 5 umol/l Ranolazin verabreicht wurde, zeigte sich kein signifikanter Unter-
schied.
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Abbildung 3.4 Einfluss einer voribergehend erniedrigten K*-Konzentration auf die
APDgg. Die K*-Konzentration wurde jeweils fur 5 min auf 25% gesenkt. Vergleicht man die

APDgq nach Gabe von d-Sotalol ohne Ranolazin und nach Gabe von d-Sotalol mit 10 pumol/I

Ranolazin, so beobachtet man eine signifikante (8) Verldngerung bei der zusatzlichen Applika-
tion von 10 umol/l Ranolazin.

3.1.3  Wirkung von Flunarizin auf die APDgg

Bei der kombinierten Gabe von d-Sotalol und 10 pmol/l Flunarizin zeigte sich keine sig-
nifikante Anderung der APDgo im Vergleich mit der alleinigen d-Sotalolgabe (n=5,
p>0,05 RM-ANOVA, Abbildung 3.5). Es konnte auch kein frequenzabhangiger Effekt
beobachtet werden. Bei einer Zykluslange von 1000 ms lag die APDgeo wahrend alleiniger
d-Sotalolgabe bei 227 + 4 ms und nach Infusion von Flunarizin bei 225 + 9 ms. Bei hohen
Stimulationsfrequenzen von 400 ms betrug die APDs 190 + 6 ms unter d-Sotalol bzw.
189 + 2 unter d-Sotalol und Flunarizin. Stellt man die Werte der APDgo bei Kombination
von d-Sotalol und Flunarizin den Werten der Kontrolle gegeniber, so stellt man fest, dass
es zu einer statistisch signifikanten Erhéhung der APDgo durch Flunarizin kam. Die
APDgo stieg von 175 + 4 ms auf 189 £ 2 ms an (Zykluslange von 400 ms, jeweils n=5,
p<0,05 RM-ANOVA).

Waurde die K -Konzentration wahrend der Infusion von d-Sotalol auf 1,2 mmol/l verrin-
gert, so kam es zu einer statistisch signifikanten Erhéhung der APDgo von 227 + 4 ms auf
347 £ 22 ms (jeweils n=5, p<0,01 vs. normale K+-K0nzentrati0n, Abbildung 3.7). Be-
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trachtet man die Ergebnisse nach Zugabe von Flunarizin zu d-Sotalol verglichen mit der
alleinigen d-Sotalolinfusion, so zeigt sich keine statistisch signifikante Veranderung der

APDgo bei Zufuhr der Tyrode-Losung mit erniedrigter K+-K0nzentration (jeweils n=5,

p>0,05 RM-ANOVA). Bei niedriger K+-K0nzentration und Verabreichung von d-Sotalol

betrug die APDgeo 347 £+ 22 ms und ging nach Hinzufugen von Flunarizin auf 281 + 23 ms
zuriick. Diese Reduktion war statistisch nicht signifikant (jeweils n=5, p>0,05 RM-
ANOVA, Abbildung 3.6).

300~
_ 250- Sot+Flun (10 uM)
® *
E d-Sotalol
S 200-
E Kontrolle
- 1504

100 T T T T

400 600 800 1000

Zykluslange (ms)

Abbildung 3.5 Einfluss von d-Sotalol und 10 pmol/l Flunarizin auf die APDgg in Abh&n-
gigkeit von der Zykluslange. Im Vergleich der Kontrolle mit der gleichzeitigen
Gabe von d-Sotalol und Flunarizin konnte eine signifikant (*) verlangerte APDgq

beobachtet werden.
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Abbildung 3.6 Einfluss einer voribergehend erniedrigten K*-Konzentration auf
die APDgg. Bei Vergleich von APDgg nach Gabe von d-Sotalol und nach Gabe von d-

Sotalol mit 10 pmol/I Flunarizin zeigt sich keine statistisch signifikante Anderung.
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Abbildung 3.7 Repréasentative MAP von einem Experiment zur Darstellung der Wir-

kung von Ranolazin auf die APDgg im Vergleich zur Kontrolle und d-

Sotalol (eigene Abbildung).
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3.2 Veranderung der Dispersion von APDgg

3.21  Wirkung von d-Sotalol auf die Dispersion von APDgg

Nach Zugabe von d-Sotalol erfolgte die Stimulation erneut mit den Zykluslangen 400,
500, 800, und 1000 ms. Aus Abbildung 3.8 wird ersichtlich, dass es bei einer Zykluslange
von 800 ms unter d-Sotalol im Vergleich zur Kontrolle zu einer deutlichen Erhéhung der
Dispersion von APDg von 37 + 4 ms auf 72 + 10 ms kam (jeweils n=5, p<0,01 RM-
ANOVA).

3.2.2  Wirkung von Ranolazin auf die Dispersion von APDgg

Im Durchschnitt lag die Dispersion von APDago bei einer Zykluslange von 800 ms in Ge-
genwart von d-Sotalol und 5 umol/l Ranolazin bei 48 £ 8 ms. Sie war damit statistisch
nicht signifikant unterschiedlich zur Kontrolle (jeweils n=5, p=0,26 RM-ANOVA, Abbil-
dung 3.8). Dagegen kam es nach der Zugabe von 10 pmol/lI Ranolazin zu d-Sotalol zu
einer signifikanten Reduktion der Dispersion von APDgo im Vergleich zur alleinigen Ga-

be von d-Sotalol (jeweils n=5, p<0,05 RM-ANOVA, Abbildung 3.9). Wenn die K-

Konzentration wahrend einer niedrigen Stimulationsfrequenz von 1000 ms auf 1,2 mmol/I
reduziert wurde, stieg die Dispersion von APDqo unter d-Sotalol an (jeweils n=5, p<0,05).
Auch die Kombination von d-Sotalol mit Ranolazin fiihrte zu einer deutlichen Erhéhung

der Dispersion von APDgo bei niedriger K" -Konzentration (jeweils n=5, p<0,05 vs. nor-
male K+-K0nzentrati0n). So stieg die Dispersion von APDgeo unter Gabe von d-Sotalol

und 5 umol/l Ranolazin nach Senkung auf 25% der K" -Konzentration signifikant von 46
+ 6 ms auf 179 + 43 ms an (Abbildung 3.10). Bei der kombinierten Gabe von d-Sotalol
und 10 pmol/l Ranolazin erhohte sich die Dispersion von APDgo von 70 £ 24 ms auf 150

+ 19 ms nach Senkung der K" -Konzentration (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.8 Einfluss von d-Sotalol und Ranolazin auf die Dispersion von APDgg in

Dispersion APD90 (ms)

N
o
s

Abhangigkeit von der Zyklusléange. Nach Gabe von d-Sotalol kam es zu ei-
ner signifikant (#) erhohten Dispersion von APDgg verglichen mit der

Kontrol-le. Bei einer Zyklusldnge von 1000 ms kam es durch die zusatzliche
Gabe von 5 pmol/l Ranolazin zu d-Sotalol zu einer signifikanten (8)

Reduktion der Dis-persion von APDgg.
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Abbildung 3.9 Einfluss von d-Sotalol und Ranolazin auf die Dispersion von APDgg in

Abhangigkeit von der Zykluslange. Die durch d-Sotalol hervorgerufene sig-
nifikante (#) Erhéhung der Dispersion von APDgg, konnte durch die Zugabe

von 10 pmol/l Ranolazin signifikant (8) reduziert werden. Auch im Vergleich
mit der Kontrolle flhrte die Kombination von d-Sotalol und 10umol/l Ranola-

zin zu einem signifikanten (*) Riickgang der Dispersion von APDgg.
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Abbildung 3.10 Einfluss einer vortbergehend erniedrigten K"*-Konzentration auf

die Dispersion von APDgg. Bei einer niedrigen K*-Konzentration von
25% fihrte d-Sotalol alleine ($) oder in Kombination mit 5 pmol/l Ra-

nolazin (+) zu einer signifikanten Erhoéhung der Dispersion von APDgg

. . + -
im Vergleich zur normalen K -Konzentration.
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Abbildung 3.11 Einfluss einer voriibergehend erniedrigten K*-Konzentration auf die Di

S-

persion von APDgg. Bei einer niedrigen K*-Konzentration von 25% fiihrte d-

Sotalol alleine ($) oder in Kombination mit 10 umol/l Ranolazin (+) zu einer signi-

fikanten Erhohung der Dispersion von APDgg im Vergleich zur normalen K-

Konzentration.
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3.2.3  Wirkung von Flunarizin auf die Dispersion von APDgg

Die Dispersion von APDqo lag bei einer Zykluslange von 1000 ms bei 51 + 6 ms nach der
Zugabe von d-Sotalol und 10 pumol/l Flunarizin. Sie war somit statistisch nicht signifikant
im Vergleich zur Kontrolle mit einer Dispersion der APDgo von 42 + 8 ms (jeweils n=5,
p>0,05 RM-ANOVA, Abbildung 3.12). Nach alleiniger Zugabe von d-Sotalol lag die
Dispersion der APDgo bei 41 + 4 ms. Dementsprechend zeigte sich keine Signifikanz im
Vergleich zur gemeinsamen Gabe von d-Sotalol und Flunarizin (Zykluslange 1000 ms,
jeweils n=5, p>0,05 RM-ANOVA).

Bei der alleinigen Infusion von d-Sotalol zeigte sich nach Reduktion der K-

Konzentration auf 1,2 mmol/l eine deutliche Erhdhung der Dispersion von APDso von 50
+ 10 ms auf 181 + 36 ms. Diese war statistisch signifikant (jeweils n=5, p=0,01 vs. nor-

male K+-Konzentration, Abbildung 3.13). Bei der Zufuhr von d-Sotalol und 10 pmol/I

Flunarizin lag die Dispersion von APDgo wahrend der niedrigen K" -Konzentration bei 61
+ 6 ms. Demzufolge war sie statistisch signifikant im Vergleich zur Verabreichung von d-

Sotalol bei erniedrigter K+-Konzentration (jeweils n=5, p=0,01 RM-ANOVA, Abbildung
3.13).
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Abbildung 3.12 Einfluss von d-Sotalol und 10pmol/l Flunarizin auf die Dispersion

von APDgg in Abhangigkeit von der Zykluslédnge. Nach der kombinierten
Gabe von d-Sotalol und Flunarizin kam es zu einer signifikant (*) erhdhten

Dispersion von APDgq verglichen mit der Kontrolle.
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Abbildung 3.13 Einfluss einer vorubergehend erniedrigten K*-Konzentration auf die
Dispersion von APDgg. Bei Infusion der Tyrode-Ldsung mit niedriger K-
Konzentration und d-Sotalol, zeigte sich eine statistisch signifikante Erho-
hung der Dispersion verglichen mit Werten bei normaler K*-Konzentration
und Gabe von d-Sotalol ($).

3.3 Einfluss auf das Auftreten von EADs und TdP-Arrhythmien

3.3.1  Einfluss von Ranolazin auf das Auftreten von EADs und TdP-Arrhythmien

Bei einer normalen K -Konzentration von 4,8 mmol/l unter Steady-State-Bedingungen

wurden keine EADs und keine TdP-Arrhythmien beobachtet. Sobald die K-

Konzentration auf 25% gesenkt wurde, konnten in allen Experimenten EADs und TdP-
Arrhythmien beobachtet werden. Die Auszahlung der EADs erfolgte fiir jedes Experiment
fur 120 s. TdP-Arrhythmien wurden als Schldge mit mindestens drei getriggerten Schla-
gen definiert. Sie traten zur gleichen Zeit auf wie eine erhdhte APDsgo, eine erhohte Dis-
persion von APDgo und eine erhohte Anzahl an EADs. Es zeigte sich kein Unterschied in
der Anzahl der EADs bei d-Sotalol alleine oder in Kombination mit 5 umol/l Ranolazin.
Bei der Infusion von d-Sotalol traten im Durchschnitt 108 + 5 EADs/120s auf, wahrend
nach Zugabe von 5 umol/l Ranolazin 104 + 14 EADs/120s auftraten (p=0,79, Abbildung
3.14). Die héhere Konzentration Ranolazin von 10 umol/l reduzierte das getriggerte Auf-
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treten von EADs. Wie in Abbildung 3.15 veranschaulicht, zeigte sich eine signifikante
Reduktion von 99 + 13 EADs/120s auf 45 + 12 EADs/120s (p<0,05). Betrachtet man die
Veranderung in der Anzahl der getriggerten Schlége unter der Therapie mit Ranolazin, so
kann man konstatieren, dass Ranolazin das Auftreten von TdP-Arrhythmien unterdrickt.
Bei Herzen, die nur mit einer niedrigen K" -Konzentration und d-Sotalol behandelt wur-
den, zeigten sich 9 = 3 TdP/Experiment. Nach der Zugabe von 5 pmol/l Ranolazin kam es
zu einem Riickgang der TdP-Arrhythmien in den Experimenten auf 5 + 3
TdP/Experiment. Dieser war statistisch nicht signifikant (p=0,37, Abbildung 3.17). Ra-
nolazin in einer Konzentration von 10 pmol/l reduzierte das Auftreten von TdP-
Arrhythmien signifikant von 4 + 1 TdP/Experiment auf 0,6 + 0,6 TdP/Experiment
(p<0,05, Abbildung 3.18).

3.3.2  Einfluss von Flunarizin auf das Auftreten von EADs und TdP-Arrhythmien
Die Anzahl der EADs betrug unter erniedrigter K" -Konzentration und d-Sotalol 117 + 6

EADs/120s. Nach der Zugabe von Flunarizin gingen die EADs auf 70 + 64 EADs/120s
zuriick. Diese Reduktion war statistisch nicht signifikant (p>0,05, Abbildung 3.16). Die
Anzahl der getriggerten Schldge betrug bei Zufuhr der Tyrode-L6sung mit d-Sotalol und

niedriger K+-Konzentration 7 = 1 TdP/Experiment. Nach Verabreichung von 10 pmol/l

Flunarizin kam es zu einer vollstandigen Supprimierung der TdP-Arrhythmien (p=0,001,
Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.14 Mittelwerte der Anzahl von EADs von Herzen, die mit d-Sotalol alleine oder
in Kombination mit 5 umol/l Ranolazin behandelt wurden. Es zeigte sich

kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 3.15 Mittelwerte der EADs von Herzen, die mit d-Sotalol alleine oder in Kombina-
tion mit 10 pmol/l Ranolazin behandelt wurden. Unter der Behandlung mit d-

Sotalol und 10 umol/l Ranolazin zeigte sich ein signifikanter (*) Rickgang von EADs

verglichen mit der alleinigen Behandlung mit d-Sotalol. 39
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Abbildung 3.16 Mittelwerte der EADs von Herzen, die mit d-Sotalol alleine oder in
Kombination mit 10 umol/l Flunarizin behandelt wurden. Es zeigte sich

kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 3.17 Mittelwerte der TdP von Herzen, die mit d-Sotalol alleine oder in
Kombination mit 5 umol/l Ranolazin behandelt wurden. Die Zugabe von 5

pmol/l Ranolazin bewirkte einen nicht signifikanten Riickgang von TdP.
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Abbildung 3.18 Mittelwerte der TdP von Herzen, die mit d-Sotalol alleine oder in Kombi-
nation mit 10 umol/l Ranolazin behandelt wurden. Die Zugabe von 10 pumol/I

Ranolazin bewirkte einen signifikanten (8) Riickgang von TdP.
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Abbildung 3.19 Mittelwerte der TdP von Herzen, die mit d-Sotalol alleine oder in Kombi-
nation mit 10 pmol/l Flunarizin behandelt wurden. Die Zugabe von 10 pmol/I

Flunarizin bewirkte eine komplette Supprimierung von TdP-Arrhythmien (8).
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Abbildung 3.20 Beispiel fur das Auftreten von EADs bei niedriger K"*-Konzentration

Patient; WALLZ4, WALL24 100 WALL2S

Stusy #5 Protocol #19 Fretofol Memss s2os

und Verabreichung von 10" mol/l d-Sotalol bei einer Zykluslange von 1000

ms (eigene Abbildung).
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Abbildung 3.21 Beispiel von EADs, die nach Erreichen eines kritischen Schwellen-

potentials TdP triggern (eigene Abbildung).
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Abbildung 3.22 Beispiel fur eine Episode von TdP bei niedriger K-

Konzentration und d-Sotalol (eigene Abbildung).
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Abbildung 3.23 Beispiel fiir eine Episode von TdP bei niedriger K" -Konzentration, d-
Sotalol und 5 umol/l Ranolazin. Ranolazin fiihrte zu einem Riickgang von
TdP (eigene Abbildung).



4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die kombinierte Anwendung von d-Sotalol und Ranola-
zin am Langendorff-Kaninchenherzen untersucht. Dabei wurden elektrophysiologische
Veranderungen und die Sicherheit in der Anwendung am isolierten S&ugetierherzen un-
tersucht. Zur Datenerhebung und Analyse dienten elektrophysiologische Parameter. Ra-
nolazin ist ein neues Medikament, das in der Lage ist einen pathologisch erhéhten Ina, late,
aber auch den Ikr zu reduzieren. Diese Kombination bietet neue Ansatze in der klinischen
antiarrhythmischen Therapie. Entscheidend fur den weiteren Einsatz ist die Sicherheit
hinsichtlich proarrhythmischer Effekte. Nach ersten klinischen Ergebnissen fiihrt Ranola-
zin bei einigen Patienten zu einer Verldngerung des QT-Intervalls (Chaitman 2006). Die-
ser Effekt kann das Risiko fur das Auftreten von TdP-Arrhythmien erhéhen. Ziel der vor-
liegenden Arbeit war es zu evaluieren, ob die inhibierende Wirkung von Ranolazin auf
den Ikr und die damit verbundene Verlangerung der APDso eine Kontraindikation fir eine
simultane Applikation von Ranolazin mit Antiarrhythmika der Klasse Il darstellen kann.
Dabei konnte zundchst bestatigt werden, dass das Klasse Il1-Antiarrhythmikum d-Sotalol
zu einer Verldngerung der APDgo und einer signifikant erhdhten Dispersion von APDgo
fuhrt. Im Weiteren zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit eindeutig, dass die kombinierte
Anwendung von Ranolazin mit d-Sotalol nicht mit einem erhdhten proarrhythmischen
Risiko einhergeht. Die Kombination von d-Sotalol und 10 pmol/l Ranolazin flhrte zu
einer signifikanten Reduktion der Dispersion von APDgo und zu einer geringeren Inzidenz
von EADs und Episoden von TdP-Arrhythmien.

4.1  Auswirkung der verschiedenen Substanzen auf die APDgq

Sotalol ist ein Klasse Ill-Antiarrhythmikum und ein nicht selektiver R-Blocker. Sein
Wirkmechanismus besteht in einer Inhibition des Ikr wahrend der Repolarisation
(Haverkamp et al. 2000). d-Sotalol wird haufig zur Therapie von supraventrikuldren Ta-
chykardien, insbesondere in der Rhythmustherapie von Vorhofflimmern, eingesetzt
(Chiang et al. 2013). Schon friih zeigte sich jedoch, dass Klasse IlI-Antiarrhythmika
proarrhythmische Aktivitéat besitzen (Buchanan et al. 1993; Vos et al. 1995). Eine bekann-
te Nebenwirkung von Klasse IlI-Antiarrhythmika ist die Auslésung von ventrikuldren
Tachykardien vom Typ TdP (Zabel et al. 1997a; Eckardt et al. 1998). In der SWORD-
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Studie zeigte sich eine erhdhte Mortalitat unter der oralen Therapie mit d-Sotalol (Waldo
et al. 1995). Aufgrund potentiell proarrhythmischer Eigenschaften von Antiarrhythmika
sollen alle neuen Medikamente dieser Kategorie diesbezlglich experimentell getestet
werden (Haverkamp et al. 2000; Anderson et al. 2002).

Flunarizin gehort als Ca2+-Antagonist zu den Klasse IV-Antiarrhythmika. Es fuhrte in

den vorliegenden Versuchen bei der gemeinsamen Verabreichung mit d-Sotalol zu keiner
signifikanten Anderung der APDgo im Vergleich zur alleinigen d-Sotalolgabe. Flunarizin

kann als direkter Ca2+-Antagonist Arrhythmien von Typ TdP hemmen, ohne eine Verén-
derung der APDgo zu bewirken (Verduyn et al. 1995). Auch unter dem Einfluss einer
niedrigen K" -Konzentration zeigte sich in den vorliegenden Experimenten keine statis-

tisch signifikante Anderung der APDgo durch Flunarizin.
Wie bereits erwahnt wurde fir d-Sotalol ein proarrhythmisches Potential beschrieben,

weshalb die Kombination von Klasse Il1-Antiarrhythmika mit Ausnahme von Amiodaron
mit Ranolazin zurzeit kontraindiziert ist (Fachinformation Ranexa ®). d-Sotalol flhrte in
der vorliegenden Arbeit zu einer signifikanten Verlangerung der APDsgo. Dieses Ergebnis
bestétigt eine Arbeit von Zabel et al., bei der d-Sotalol zu einer dosis- und frequenzab-
héngigen Erhohung der APDsgo flihrte (Zabel et al. 1997a). Eine weitere experimentelle
Studie am Langendorff-perfundierten Kaninchenherzen zeigte ebenfalls, dass 10 pmol/I
d-Sotalol zu einer Zykluslangen-abhéngigen Verldngerung der APDgo fihrt (Eckardt et al.
2002). In der vorliegenden Studie fuhrte die kombinierte Gabe von 5 pumol/l Ranolazin
und d-Sotalol zu einer erhthten APDgo. Diese war allerdings nicht signifikant verglichen
mit der alleinigen Verabreichung von d-Sotalol. Im Gegensatz dazu kam es unter Thera-
pie mit d-Sotalol und 10 pmol/l Ranolazin zu einer weiteren Verlangerung der APDao.
Dieser dosisabhéngige Effekt von Ranolazin auf die kardiale APD ist aulRergewdhnlich
und lasst sich vermutlich auf die verschiedenen ICso-Werte in der Inhibition von Ikr und
INa, 1ate durch Ranolazin zuruckfihren. Dies soll im Folgenden nédher erlautert und disku-
tiert werden.

Mit einer therapeutischen Dosis von Ranolazin von 2-8 umol/l wurde in ventrikul&ren
Myozyten von herzinsuffizienten Hunde der Ina, 1ate 38-mal stérker inhibiert als der peak
Ina mit einer ICso von 6,5 vs. 244 pumol/l. Wahrend der Ina, late mit 10 pmol/l Ranolazin zu
55% gehemmt wurde, geschah dies beim peak Ina nur zu etwa 5% (Undrovinas et al.

2006). Die so hervorgerufene Verringerung des Netto-Einwartsstromes von lonen fiihrte
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zu einer Verkilrzung der APD. Neben einer Hemmung des Ina, late inhibiert Ranolazin in
Myozyten den Ikr mit einer Potenz von ~ 12 pmol/l (ICso= 11,5 pmol/l), was zu einer
Verlangerung der APD flhrt (Antzelevitch et al. 2004b). Die Wirkung von Ranolazin auf
die APD wird also bestimmt Uber das AusmafR der Hemmung der lonenkandle Ixr (Netto-
Auswartsstrom) und Ina, 1ate (Netto-Einwartsstrom) wéhrend der Repolarisationsphase des
kardialen APs (Sossalla und Maier 2012). Darlber hinaus bewirkt Ranolazin auf ventri-
kuldrer Ebene bei unterschiedlichen Amplituden des Ina 1ate unterschiedliche Verénderun-
gen der APD (Antzelevitch et al. 2004b). Versuche an ventrikuldaren Myozyten vom
Schwein zeigten, dass Ranolazin bei erhdhtem Ina, 1ate das Potential aufweist, diesen Kanal
zu reduzieren und antiarrhythmisch zu wirken (Song et al. 2004). Die gleiche Wirkung
konnte in ventrikuldren Myozyten vom Kaninchen beobachtet werden. In den Experimen-

: ) . . +

ten kam es unter ATX-II zu einer Erhdhung des Ina, late und der intrazelluldren Na - und
2+ . . . . .

Ca  -Konzentrationen. Ranolazin reduzierte diesen Effekt. Durch die Hemmung des Ina,

. . . . + . 2+
late Kam es weder zu einem Anstieg der intrazelluldren Na -Konzentration noch der Ca™ -

Konzentration (Sossalla et al. 2008b). In Studien mit erhdhtem Ina, 1ate, wie zum Beispiel
bei Herzinsuffizienz, Ischdmie oder pharmakologisch erzeugt, zeigte sich somit eine Ver-
kiirzung der APD durch Ranolazin (Song et al. 2004; Song et al. 2006; Undrovinas et al.
2006; Toischer et al. 2013). Auffallig ist, dass es in den vorliegenden Versuchen am ge-
sunden Kaninchenherzen mit kleiner Amplitude des Ina, 1ate (Sossalla et al. 2008b) zu kei-
ner Verkirzung der APD kam. Vielmehr kam es bei der kombinierten Applikation von 10
pmol/l Ranolazin und d-Sotalol zu einer weiteren Verlangerung der APD. Bei der Gabe
von 10 pmol/l Ranolazin ubertrifft die Blockade des Ikr somit die Blockade des Ina, late.
Die vorliegenden Ergebnisse der Experimente am Langendorff-perfundierten Kaninchen-
herzen bestétigen das Resultat der kombinierten Anwendung von Ranolazin mit verschie-
denen Klasse IllI-Antiarrhythmika aus anderen Studien, dass die APD nicht verkdrzt wird.
Frommeyer et al. fuhrten ebenfalls VVersuche am Langendorff-perfundierten Kaninchen-
herzen durch. Ranolazin und d-Sotalol flihrten zusammen zu einer weiteren Erhéhung der
APD verglichen mit alleiniger Verabreichung von d-Sotalol (Frommeyer et al. 2012). Die
gezeigte Konzentrationsabhangigkeit dieser Studie und der vorliegenden Studie l&sst sich
vermutlich auf die verschiedenen ICso-Werte in der Inhibition von Ikr und Ina, late durch
Ranolazin zurtckfihren. 5 pmol/l Ranolazin liegt nahe an der ICso von 6,5 pumol/l, was

eine Hemmung des Ina, late Wahrscheinlich macht. Im Gegensatz dazu liegt die 1Cso von 10
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pmol/l Ranolazin nahe an der 1Cso von Ikr (12 pmol/l). Diese Tatsache lasst eine Verlan-
gerung der APD vermuten (Antzelevitch et al. 2004b; Undrovinas et al. 2006; Rajamani
et al. 2008).

4.2  Antiarrhythmische Wirkung von Ranolazin

In der vorliegenden Arbeit wurden antiarrhythmogene beziehungsweise arrhythmogene
Eigenschaften von Ranolazin am isolierten Langendorff-Kaninchenherzmodell unter-
sucht. Das Modell wurde 1895 erstmals von Oskar Langendorff beschrieben (Langendorff
1895). Die Vorteile des Modells liegen darin, dass es entsprechend der Fragestellung mo-
difiziert werden kann, leicht durchzufiihren und zu standardisieren ist. Zudem ist es beim
isolierten perfundierten Herzen moglich, pathophysiologische Prozesse ohne Einfluss des
metabolischen, humoralen oder nervalen Systems anhand bestimmter Parameter der Herz-
funktion zu untersuchen. Dies ist bei In-vivo-Herzmodellen aufgrund des Einflusses des
Gesamtorganismus nicht moglich. Jedoch kdnnen die Erkenntnisse vom Modell des iso-
lierten Herzen nicht direkt im Gesamtorganismus angewendet werden (Sutherland und
Hearse 2000). Die entscheidenden Vorteile der Langendorff-Methode liegen in dem Er-
halt der fur Arrhythmien mitverantwortlichen Anatomie und Integritat des Herzens und
dem Erhalt von Zell-Zell-Verbindungen (Hoyt et al. 1990; Eckardt et al. 1998). Das Mo-
dell des isolierten perfundierten S&ugetierherzens bietet somit eine gute Moglichkeit, Me-
dikamente in Hinblick auf ihre Wirkung auf TdP-Arrhythmien zu untersuchen.

In dem vorliegenden Modell wurden TdP-Arrhythmien mittels Bradykardie, dem Antiar-
rhythmikum d-Sotalol und einer voriibergehenden Hypokalidmie erzeugt. Das Auftreten
von TdP-Arrhythmien erhoht sich bei Bradykardie, da sich die Parameter der Repolarisa-
tion bei niedrigen Zykluslangen erhohen (Verduyn et al. 1997; Maruyama et al. 2011).
Auch ist seit langem belegt, dass eine Hypokaliamie einen proarrhythmischen Effekt am
Herzen hat (Yang und Roden 1996; Roden 2004). Bei Wiederholung des Protokolls wa-
ren die TdP-Arrhythmien reproduzierbar. Sowohl die Zyklusldnge von 1000 ms, die Rota-
tion der Kammerkomplexe um die isoelektrische Linie im EKG als auch die induzieren-
den Faktoren legen den Schluss nahe, dass es sich hierbei um Arrhythmien &hnlich denen
unter klinischen Bedingungen handelt (Zabel et al. 1997b). Dartber hinaus konnten in den

vorliegenden Versuchen EADs in Zusammenhang mit dem Auftreten von TdP-
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Arrhythmien in den MAP aufgezeichnet werden. Diese gelten, wie bereits erwahnt und in
klinischen Studien bestétigt, als Ausléser von TdP-Arrhythmien (EI-Sherif et al. 1988; El-
Sherif et al. 1989). In den Versuchen wurde mit d-Sotalol in einer Konzentration von 10'4

mol/l eine maximal mogliche Ikr-Blockade hervorgerufen (Nattel et al. 1989). Trotzdem

kann in dieser Situation mit einer niedrigen K -Konzentration eine zusatzliche Inhibition

des K -Kanals erreicht werden (Yang und Roden 1996). Durch spezielle Modifikation

des Langendorff-Modells war es in den Experimenten dieser Arbeit moglich gleichzeitig
MAP-Signale und ein 12-Kanal-EKG abzuleiten, aufzuzeichnen und anhand dessen die
Arrhythmien zu beurteilen.

TdP-Arrhythmien stellen den typischen proarrhythmischen Effekt von Klasse IlI-
Antiarrhythmika dar und stehen in engem Zusammenhang mit einer Erhéhung der Dis-
persion der ventrikuldren Repolarisation (Surawicz 1989; Hohnloser und Singh 1995).
Die proarrhythmische Wirkung von d-Sotalol, einem Vertreter der Klasse IllI-
Antiarrhythmika, lasst sich auf eine Erhéhung der Dispersion der ventrikularen Repolari-
sation zurtickfiihren. In einer Studie von Zabel et al. fihrte d-Sotalol in einer Konzentrati-
on von 10_5 mol/l bei verschiedenen Zykluslangen zu einem Anstieg der Dispersion der
ventrikularen Repolarisation (Zabel et al. 1997a). Wéhrenddessen kam es unter Therapie
mit Amiodaron zu keiner Erh6hung der Dispersion. Dieses Ergebnis passt zu den Klini-
schen Beobachtungen einer geringeren Inzidenz von Arrhythmien unter Amiodaronthera-
pie (Hohnloser et al. 1994; Singh et al. 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch gezeigt, dass die fur d-Sotalol beschriebene Er-
hohung der Dispersion der ventrikuldren Repolarisation durch Ranolazin nicht verstérkt
wird. Ranolazin war sogar in der Lage, die durch d-Sotalol erhéhte Dispersion der ventri-
kuldaren APD zu reduzieren. Im Verlauf der Experimente dieser Arbeit vertffentlichen
Frommeyer et al. eine Studie am Langendorff-perfundierten Kaninchenherzen, in der sie
zu sehr dhnlichen Ergebnissen kamen. Die Infusion von d-Sotalol bewirkte ebenfalls eine
Erhohung der APD und eine Erhéhung der Dispersion der ventrikuldren Repolarisation.
Die zusétzliche Infusion von 10 pmol/l Ranolazin zu d-Sotalol fuhrte jedoch im Gegen-
satz zu den hier vorliegenden Ergebnissen nicht zu einer Erhéhung der APD. Zu einer
weiteren Erhohung der ventrikuldren Repolarisation kam es sowohl in der Studie von
Frommeyer et al. als auch in der vorliegenden Studie nicht (Frommeyer et al. 2012). Es

konnte mit den vorliegenden Ergebnissen sogar eine Reduktion beschrieben werden.
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In anderen Untersuchungen am Kaninchenherzen wurden mit Hilfe von E-4031, 4-
Aminopyridin und Bariumchlorid die lonenstrome lto, Ikr und Ik1 gehemmt und damit die
Repolarisationsreserve gesenkt (Wu et al. 2009). Es wurde gezeigt, dass der Ina, late an der
Regulation der ventrikularen Repolarisation, der APD und Arrhythmogenese beteiligt ist,
wenn die Repolarisationsreserve niedrig ist. Tetrodotoxin und Ranolazin induzierten eine
signifikante Reduktion der Dispersion der Repolarisation, der APD und des QT-Intervalls.
In Zusammenschau mit den Ergebnissen dieser Arbeit kann man schlussfol-gern, dass der
INa, 1ate In Herzen mit reduzierter Repolarisationsreserve arrhythmisch wirkt. Daraus ergibt
sich  mit der Inhibition des |Ina 1ate durch Ranolazin eine Moglichkeit zur
antiarrhythmischen Therapie.

Die transmuralen Unterschiede des Ina, late und die verldngerte APD kdnnen zu einem An-stieg
der transmuralen Dispersion der Repolarisation und des QT-Intervalls fihren, was wiederum
ein Ausloser fur TdP-Arrhythmien sein kann (Antzelevitch und Belardinelli 2006). Ikr-
Blocker wie d-Sotalol kdnnen EADs induzieren (Sicouri et al. 1997). Ranola-zin ist imstande,
diese Trigger fur Arrhythmien zu unterdricken (Song et al. 2004). Dies l&sst sich
zurtickfuhren auf den Umstand, dass die Inhibition des Ina, iate als Modulator der ventrikuléren
Repolarisation an Bedeutung gewinnt, wenn Ikr bzw. Iks reduziert sind (Wu et al. 2009).
Madglicherweise erklaren auch die unterschiedlichen Amplituden des Ina, late entlang des linken
Ventrikels die vorhandenen Beobachtungen. M-Zellen reagieren auf QT-verldngernde
Medikamente mit einer unverhéltnisméRig starken Verlangerung der APD verglichen mit
anderen Zellen des linken Ventrikels. Deshalb wird vermutet, dass der Ina, lae in M-Zellen am
groften ist (Antzelevitch et al. 1991). Dementsprechend kommt es durch Ranolazin
vorwiegend in M-Zellen zu einer Verkiirzung der APD und folglich zu einer Reduktion der
transmuralen Dispersion der Repolarisation (Antzelevitch et al. 2004b). Neben der Wirkung
von Ranolazin auf ventrikulare Arrhythmien wurde auch die Wirkung auf atriale Myozyten
untersucht. Der antiarrhythmische Effekt auf VVorhofebene wurde bei einer therapeutischen
Plasmakonzentration von 2-8 pmol/l Ranolazin ausgetibt (Antzelevitch et al. 2011).
Experimente an atrialen Myozyten vom Kaninchen und vom Menschen veranschaulichen die
Reduktion von proarrhythmischer Aktivitat (Burashnikov et al. 2007; Sossalla et al. 2010).
Eine Studie von Sossalla et al. suggeriert bereits die Anwendung von Ranolazin als
Antiarrhythmikum: in der Therapie von Vorhofflimmern. An isolierten atrialen Myozyten

konnte gezeigt werden, dass Ranolazin bei Vorhofflim-
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mern zu einer ausgeprégteren Inhibition des Ina, 1ate als bei Sinusrhythmus fihrt. In Zu-
sammenschau mit der Vermutung, dass der Ina, late bei Vorhofflimmern stark erhoht ist,
konnte Ranolazin daher eine neue Therapiemdglichkeit bei Patienten mit Vorhofflimmern
bieten (Sossalla et al. 2010).

Um weiterfiihrende klinische Studien in Hinblick auf die antiarrhythmische Wirkung von
Ranolazin fuhren zu koénnen, sollte jedoch der Effekt am Ventrikel evaluiert werden.
Dementsprechend wurde in der vorliegenden Arbeit am isolierten Kaninchenherzen ge-
zeigt, dass die fur d-Sotalol beschriebene Erhohung der Dispersion der ventrikuldren Re-
polarisation durch Ranolazin nicht verstarkt wird. Im Gegenteil, Ranolazin reduzierte die
durch d-Sotalol erhéhte Dispersion der ventrikuldren APD. So kam es bei der gemeinsa-
men Verabreichung von 10 pumol/l Ranolazin und d-Sotalol zu einem geringeren Auftre-
ten von EADs. Des Weiteren konnte in den Versuchen mit 10 umol/lI Ranolazin eine sig-
nifikante Reduktion von TdP-Arrhythmien beobachtet werden. Es gibt bisher nur eine
weitere Studie am Ganztierherzmodell zur Wirkung von Ranolazin auf TdP-Arrhythmien.
Die Resultate der vorliegenden Versuche bestétigen die Ergebnisse der Studie von From-
meyer et al., dass die gemeinsame Verabreichung von Ranolazin und Klasse IlI-
Antiarrhythmika vertretbar ist, da eine Suppression von EADs bzw. TdP-Arrhythmien
erfolgt (Frommeyer et al. 2012).

In Studien am intakten S&ugetiermodell konnte ebenso ein antiarrhytmisches Potential
von Ranolazin beobachtet werden. Im Kaninchenmodell wurde ein inhibierender Einfluss
von Ranolazin auf das Auftreten von TdP-Arrhythmien beschrieben. Die TdP-
Arrhythmien wurden durch den Ikr-Blocker Clofilium hervorgerufen, welcher die APDgo
verlangerte (Wang et al. 2008). Vorbehandlung mit Ranolazin reduzierte diese Verlange-
rung und beugte zusatzlich dem Auftreten von TdP-Arrhythmien vor. Nachbehandlung
mit Ranolazin nach der ersten Episode TdP beendete diese und verhinderte weitere Epi-
soden. Im In-Vitro-Schweinemodell fiir das Long-QT-Syndrom wurde demonstriert, dass
Ranolazin ATX-II induzierte EADs und ventrikuldre Tachykardien reduzierte (Wu et al.
2004). In einer weiteren Studie am S&ugetiermodell zeigte die Arbeitsgruppe von An-
toons et al. bei Hunden mit chronischem AV-Block, dass Dofetilide-induzierte TdP-
Arrhythmien durch Ranolazin reduziert werden (Antoons et al. 2010). Die genannten Stu-

dien am intakten Saugetiermodell kommen somit zu dem gleichen Ergebnis wie die vor-
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liegende Arbeit. Ranolazin hat einen inhibierenden Einfluss auf das Auftreten von TdP-
Arrhythmien.

Neben diesen Studien erfolgten auch experimentelle Untersuchungen auf zelluldrer Ebe-
ne. An linksventrikularen Herzmuskelzellen vom Kaninchen wurde gezeigt, dass Ranola-
zin keine EADs hervorruft und zu keiner Erh6hung der Dispersion der ventrikuldren Re-
polarisation fuhrt (Antzelevitch et al. 2004b). Zwei Jahre spéter fand man an ventrikula-
ren Myozyten vom Hund mit chronischem Herzversagen eine Unterdriickung von EADs
durch Ranolazin (Undrovinas et al. 2006).

Es gibt also verschiedene Studien auf zellul&rer Ebene, am Sdugetiermodell und an Pati-
enten, die die Wirkung von Ranolazin auf TdP-Arrhythmien untersucht haben und ebenso
wie die vorliegende Arbeit zu dem Resultat gekommen sind, dass Ranolazin das Auftre-
ten von TdP-Arrhythmien reduziert. Zusétzlich wurde in der vorliegenden Arbeit eine
Dosisabhangigkeit von Ranolazin bei der Unterdriickung von arrhythmogenen Triggern
beobachtet.

4.3 Effekt von Flunarizin auf TdP-Arrhythmien
Flunarizin inhibiert die kardialen Ca2+-KanaIe und verhindert eine Akkumulation von Ca2+

im Zytosol (Tytgat et al. 1988). Es wird vermutet, dass so eine Erhéhung der Disper-sion
verhindert und damit dem Auftreten von EADs und TdP-Arrhythmien vorgebeugt wird

(Burashnikov und Antzelevitch 1998). In den vorliegenden Experimenten zeigte sich bei
erniedrigter K" -Konzentration eine statistisch signifikante Reduktion der Dispersion von

APDoo durch Flunarizin nach Zugabe zu d-Sotalol. Weiterhin bewirkte Flunarizin einen
Rickgang von EADs. Dieser war statistisch nicht signifikant. Bei Versuchen an Hunden mit
chronischem AV-Block war die Terminierung von TdP-Arrhythmien assozi-iert mit einer
Verkilrzung der APD, einer Reduktion der Dispersion von APD und dem Rickgang von
EADs. Eine Behandlung der Hunde mit dem Ikr-Blocker d-Sotalol oder Almokalant fiihrte
zum Auftreten von EADs bzw. TdP-Arrhythmien. Durch Flunarizin konnten diese
Arrhythmien reduziert werden (Verduyn et al. 1995; Vos et al. 1995). Die vorliegende Arbeit
bestatigt diese Ergebnisse. Eine signifikante Reduktion von TdP-Arrhythmien durch 10

pmol/l Flunarizin konnte in den Experimenten erreicht werden. Die Infusion einer Losung mit
erniedrigter K+-Konzentration, d-Sotalol und Flunarizin fihrte zu einer kompletten

Unterdruckung von TdP-Arrhythmien. Die Arbeitsgruppe von
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Carlsson et al. kam zu dem gleichen Resultat bei Experimenten am Methoxamin-
Kaninchen. Flunarizin war in der Lage Almokalant-induzierte TdP-Arrhythmien zu redu-
zieren (Carlsson et al. 1996). Sowohl in den vorliegenden Experimenten am gesunden
Langendorff-perfundierten Kaninchenherzen als auch bei den Experimenten an Hunden
mit chronischem AV-Block war das Vorkommen von TdP-Arrhythmien verbunden mit
dem Auftreten von EADs. Arbeiten an Myozyten vom Hund wiesen die supprimierende
Wirkung von Flunarizin gegen EADs nach (Burashnikov und Antzelevitch 1998). Die
Zusammenschau der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit den Resultaten anderer ex-
perimenteller Studien zur Wirkung von Flunarizin auf TdP-Arrhythmien bestétigt die
Mdglichkeit der Reduktion von EADs und TdP-Arrhythmien durch Flunarizin am isolier-

ten Langendorff-perfundierten Kaninchenherzen.

4.4 Ausblick und klinische Relevanz

Ranolazin ist seit 2009 in Deutschland zur Therapie der chronischen stabilen Angina pec-
toris zugelassen. Es wurde jedoch bei manchen Patienten, welche mit Ranolazin therapiert
wurden, eine Verlangerung des QT-Intervalls beobachtet, was der Grund fur die Kontra-
indikation in der Kombination mit Klasse Ill-Antiarrhythmika auBer Amiodaron ist
(Fachinformation Ranexa ®). Im Allgemeinen erhoht ein verlangertes QT-Intervall das
Risiko fir den pl6tzlichen Herztod und kann mit lebensgefahrlichen ventrikuldren Ta-
chykardie vom Typ TdP einhergehen (Viskin 1999).

Die vorliegenden Ergebnisse widerlegen diese These durch die Beobachtung, dass die
Zugabe von Ranolazin weder die arrhythmogenen Trigger, noch die Inzidenz von TdP-
Arrhythmien erhoht hat. Es konnte hingegen gezeigt werden, dass mit der Applikation
von 10 umol/l Ranolazin zu d-Sotalol ein effektiver Riickgang des Auftretens von TdP-
Arrhythmien erzielt wurde, obwohl es zu einer leichten Erhéhung der APD kam. Die Er-
kenntnisse am isolierten Kaninchenherz wirden also die Sicherheit in der Anwendung
von Ranolazin trotz seiner Ikr-blockierenden Eigenschaften unterstitzen. Fur die Kombi-
nation von Ranolazin mit dem Klasse Ill-Antiarrhythmikum Amiodaron konnte die Si-
cherheit bereits belegt werden (Miles und Murdock 2010). Der effiziente Einsatz zur The-
rapie von atrialen und ventrikuldren Arrhythmien und das geringe proarrhythmische Po-
tential von Amiodaron wird seinen komplexen kanalblockierenden Eigenschaften zuge-

schrieben (Hohnloser et al. 1994). Somit scheinen nicht alle QT-verlangernden Pharmaka
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mit dem Auftreten von TdP-Arrhythmien assoziiert zu sein. Diese Medikamente besitzen
meist die Eigenschaft Ikr, Iks und Ina, late zu hemmen, wie auch Ranolazin.

Im Laufe der letzten Jahre erfolgten zunéchst klinische Studien an Patienten mit stabiler
Angina pectoris zur Beurteilung der Ranolazinwirkung als Monotherapie und als Kombi-
nationstherapie zusatzlich zur antiangindsen Therapie. In der MARISA (Monotherapy
Assessment of Ranolazine In Stable Angina) — Studie wurden die Patienten eine Woche
lang mit Ranolazin oder mit Placebo behandelt. Unter Ranolazintherapie verbesserte sich
die Symptomatik signifikant. Die Ergometrie wurde nur von 52% der Patienten abgebro-
chen. Im Gegensatz dazu brachen 70% der Patienten, die mit Placebo behandelt wurden,
die Ergometrie ab (Chaitman et al. 2004a). In der CARISA (Combination Assessment of

Ranolazine in Stable Angina) —Studie erfolgte bei Patienten mit stabiler Angina pectoris
begleitend zu einer antiangindsen Therapie mit R-Blockern oder Ca2+-Antagonisten die

Verabreichung von Ranolazin oder Placebo. Die Anfallsfrequenz der Angina wurde von
3,3-mal pro Woche unter Placebo auf 2,1-mal pro Woche unter Ranolazin signifikant
reduziert (Chaitman et al. 2004b). In beiden Studien war das Ergebnis in der Ranolazin-
gruppe eine verbesserte Leistungsfahigkeit, eine verbesserte Zeit bis zu ischdmischen
Beschwerden und ein verbessertes Zeitintervall bis zu einer ST-Streckensenkung von 1

mm. In den Jahren 2004-2006 untersuchte die MERLIN (Metabolic Efficiency with Ra-
nolazine for Less Ischemia in Non-ST elevation acute coronary syndrome) -TIMI-36-
Studie, inwiefern sich die Gabe von Ranolazin bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom
(ACS) und Nicht-ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI) zusétzlich zur Standardtherapie auswirkt
(Morrow et al. 2007). Die Ergebnisse dieser grofRen Studie mit 6560 Patienten sprechen
nicht fir eine Anwendung von Ranolazin beim ACS. Allerdings kann die klinische Si-
cherheit bei oraler und intravendser Verabreichung zur antiarrhythmischen Therapie ge-
waéhrleistet werden. Bei weiterfihrenden Auswertungen der Daten konnte man eine redu-
zierte Angina pectoris-Symptomatik und klinisch reduzierte Arrhythmien 7 Tage nach
ACS nachweisen (Scirica et al. 2007). Ranolazin bewirkte eine ca. 36%ige Reduktion von
ventrikularen Tachykardien mit >8 Schldgen. Besonders ausgeprdgt war dieser antiar-
rhythmische Effekt bei einer QT-Zeit von mehr als 450 ms mit einer Reduktion von bis zu
47%. Zudem wurde bei ca. 45% der Patienten mit verminderter Ejektionsfraktion
(EF<40%) das Risiko fiir den plétzlichen Herztod nach Gabe von Ranolazin deutlich re-

duziert (Scirica et al. 2007). Somit stellt Ranolazin nach verschiedenen klinischen Studien
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(MARISA, CARISA, MERLIN TIMI-36) eine gute Zusatzmedikation bei Patienten mit
chronischer therapieresistenter Angina pectoris dar.

Neben den eben beschriebenen Studien zur antiarrhythmischen Wirkung von Ranolazin
auf ventrikul&rer Ebene, wurde die Rolle von Ranolazin als Zusatzmedikation bei atrialen
Herzrhythmusstérungen wie Vorhofflimmern in verschiedenen Studien evaluiert (Sossalla
et al. 2010). Bei den bisherigen Studien handelt es sich jedoch lediglich um kleine Patien-
tenstudien, die sich mit der Rolle von Ranolazin in der Vorbeugung von Vorhofflimmern
oder ventrikuldren Tachyarrhythmien befasst haben. GroRe randomisierte Studien zur
Uberpriifung der Sicherheit und der Effizienz von Ranolazin liegen bislang nicht vor
(Saad et al. 2016). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen deutlich, dass Ranola-
zin in Kombination mit d-Sotalol nicht zu einem erhéhten proarrhythmischen Risiko
fuhrt, obwohl die APD durch 10 pmol/l Ranolazin verlangert wird. Dieses Phdnomen
lasst sich durch den inhibitorischen Effekt von Ranolazin auf den Ina, tate erkléren.
Gegenstand weiterer Arbeiten - vor allem am Patienten - sollte es sein, die klinische Si-
cherheit von Ranolazin in der Kombination mit Klasse Il1-Antiarrhythmika zu prifen, um
einerseits die Rolle und Sicherheit von Ranolazin in der Prophylaxe, andererseits in der

Therapie von atrialen und ventrikuldaren Herzrhythmusstérungen zu evaluieren.
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5. Zusammenfassung

Bei TdP-Arrhythmien handelt es sich um ventrikulére Tachykardien, die durch EADs und
eine erhohte Dispersion der ventrikularen Repolarisation induziert werden kénnen. TdP-
Arrhythmien stellen die typische proarrhythmische Wirkung von Klasse lllI-
Antiarrhythmika wie d-Sotalol dar. Ranolazin ist ein neues Medikament, das einen patho-
logisch erhohten Ina, 1ate und den Ikr reduziert. Eine Hemmung des lonenstroms (ber den
INa, 1ate fUOrt zu einer Verkurzung der APDsgo, wohingegen die Inhibition des Ikr zu einer
Verlangerung der APDgo fuhrt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung von
Ranolazin auf die APDg und die ventrikuldre Dispersion von APDg am Langendorff-
perfundierten Kaninchenherzen zu untersuchen. Des Weiteren sollten neue Erkenntnisse

beziiglich der Wirkung von Ranolazin auf EAD-abhéngig getriggerte TdP-Arrhythmien
erlangt werden. Der Ca2+-Antagonist Flunarizin diente dabei als Vergleichssubstanz, wel-

che in der Lage ist, TdP-Arrhythmien zu unterdriicken. In der vorliegenden Arbeit am
gesunden isolierten Kaninchenherzen fiihrte Flunarizin in einer Konzentration von 10
pmol/l zu einer Reduktion der Dispersion von APDago, einem Rickgang von EADs und zu
einer vollstandigen Supprimierung von TdP-Arrhythmien. Die Ergebnisse der vorliegen-
den Arbeit am gesunden isolierten Kaninchenherzen zeigen, dass die Kombination von
Ranolazin und d-Sotalol nicht mit einem proarrhythmischen Risiko assoziiert ist. d-
Sotalol ist ein Antiarrhythmikum der Klasse 111 und fuhrt Gber eine Blockade des Ikr zu

einer Zunahme der APDgo und der Dispersion von APDgo. Obwohl auch Ranolazin den Ikr
hemmt, kommt es nach Zugabe von 5 umol/l Ranolazin zu 10'4 mol/l d-Sotalol nicht zu

einer weiteren Verlangerung der APDgo. Zusatzlich kommt es nicht zu einer Induktion
von TdP-Arrhythmien. Daruber hinaus kam es nach Zugabe von 10 umol/l Ranolazin zu
d-Sotalol sogar zu einer signifikanten Reduktion der Dispersion von APDgeo. Zwar fiihrte
die héhere Konzentration von Ranolazin zu einer Verlangerung der APDago, aber es zeigte
sich ein Rlckgang in der Inzidenz von EADs und TdP-Arrhythmien. Dieses Ergebnis ist
am besten durch die Inhibition des Ina 1ate zu erklaren. Weiterfiihrende klinische Studien
sollten die klinische Wirksamkeit und Sicherheit von Ranolazin in einer moéglichen kom-
binierten Anwendung mit Klasse Ill-Antiarrhythmika bei atrialen oder ventrikularen Ar-

rhythmien evaluieren.
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