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Abklrzungsverzeichnis

AbkUrzungsverzeichnis

AAR = Antiarrhythmika

AC = Adenylatzyklase

ACE = Adenosine Converting Enzyme

ADH = Antidiuretisches Hormon (Synonym: Vasopra$si
ADP = Adenosin-diphosphat

AGW = Ausgangswert

Aldact = Aldosteron-Antagonisten (Diuretika)
AM = Amiodaron

AP = Aktionspotential

APD = Aktionspotential-Dauer

ARB = Angiotensin-lI-Rezeptorblocker

ASS = Thrombozytenaggregationshemmer
ATP = Adenosin-triphosphat

BDM = 2,3-Butandion-Monoxim

Beta = Beta-adreno-Rezeptor-Blocker

°C = Grad Celsius (Temperaturskala)
CAMK II = Kalzium-Calmodulin-Kinase I

cAMP = zyklisches Adenosin-monophosphat
cGMP = zyklisches Guanosin-monophosphat

Cl = cardiac index (engl.), Herzindex in I/min
cr = Chlorid (Chlor in ionisierter Form)

cm = Zentimeter

CO, = Kohlendioxid

Ca? = Kalzium in ionisierter Form

[Ca™); = intrazelluldre Kalzium Konzentration

Da = Dalton (Molekulgewicht)

DAAM = Desathyl-Amiodaron

DAG = Diacylglycerol

DCM = dilatative Kardiomyopathie

+dF/dt = maximale KraftanstiegsgeschwindigkeitmN/mm?
-dF/dt = maximale Relaxationsgeschwindigkeit in/miw?2
Dig = Digitalis-Herzglykoside



Abklrzungsverzeichnis

Diu = Diuretika

DNA = desoxy ribonucleic acid (engl.), Desoxyrilbikteinsaure

EDTA = Ethylen-diamin-tetra-Essigsaure

EF = Ejektionsfraktion

F = Force (engl.), Amplitude der isometrischemiaktionskraft in mN
f = weiblich

g = Gramm

Gi-Protein = inhibierendes G-Protein

Gs-Protein = stimulierendes G-Protein

GTP = Guanosin-triphosphat

HCI = Salzséaure

H.0 = Wasser

H. POy = Di-hydrogen-Phosphat

Hz = Hertz [pro Sekunde], Einheit der Frequenz

ICM = ischamische Kardiomyopathie

ID = Identitat, Initialen zur Verschlisselung dRatientennamen

I.E. = internationale Einheiten

Ik = Kalium-Strom

IL = Interleukin

IP3 = Inositol-triphosphat

K* = Kalium in ionisierter Form

Kat = Katecholamine

kDa = Kilo-Dalton (Molekilgewicht)

KFB = Kraft-Frequenz-Beziehung

KKB = Kalziumkanal-Blocker

Kontrolle = Versuchsreihe ohne Zusatz von zu untdrenden Stoffen

KWK = Konzentrations-Wirkungs-Kurve

L = Amplitude der Verstarkerspannung des Aequbrahmtsignals in mV
I = Liter

| max = Maximale Lange (Vordehnung) eines Muskelstreiféxes der er die

grosste Kraftentwickiureigt

LS = Lichtsignal
M = Mol
mM = Millimol
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m = mannlich
mm = Millimeter
mm?2 = Quadratmillimeter
Mg?2" = Magnesium in ionisierter Form
mg = Milligramm
ug = Mikrogramm
ul = Mikroliter
mmHg = Millimeter Quecksilbersaule (Angabe desdbrs)
mN = Millinewton
MRNA = messenger ribonucleic acid (engl.), BotémeRukleinsdure
ms = Millisekunden
N = Newton
= Anzahl
Na' = Natrium in ionisierter Form
[Na'; = intrazellulare Natrium Konzentration
NaHCOQ; = Natrium-Hydrogencarbonat
NCX = Natrium-Kalzium-Austauscher
Nit = Nitrate
nm = Nanometer
n.s. =  nicht signifikant
NYHA = New York Heart Association
O = Sauerstoff
PCW = pulmonalkapillarer Verschlussdruck in mmHg
PDE = Phosphodiesterase-Hemmstoffe
PIP2 = Phosphatidylinositol-bisphosphat
PKA = Proteinkinase A
PLB = Phospholamban
RAAS = Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
RLso% = Zeit vom Zeitpunkt des maximalen Lichtsignails Zum 50 %igen

Abfall dieses Signalams

RLggo = Zeit vom Zeitpunkt des maximalen Lichtsignals 2um 90 %igen
Abfall dieses Signalsms

RTs00% = Zeit vom Zeitpunkt der maximal entwickelten Krais zur 50 %igen

Relaxation in ms
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RTao% = Zeit vom Zeitpunkt der maximal entwickelten Krais zur 90 %igen
Relaxation in ms

S = Sekunden

SEM = _gandard gor of the nean (engl.), Standardfehler des Mittelwertes
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Einleitung

1. Einleitung

Die Pravalenz der chronischen Herzinsuffizienz ntrdeutlich zu und hat in den westlichen
Industrielandern eine grof3e klinische und gesunsitie@nomische Bedeutung. Bei fast der
Halfte der Patienten die an einer Herzinsuffizierersterben, ist die Todesursache ein
plotzlicher Herztod, dessen Ursache in der Regehytearde ventrikulare Rhythmus-
storungen sind (Cleland et al. 2002). Dieser Untstanterstreicht den Stellenwert einer
antiarrhythmischen Therapie bei der HerzinsuffizieAntiarrhythmika haben immer auch
Einfluss auf die Myokardfunktion, dieser kommt iesbndere bei Herzinsuffizienz kurz- wie
auch langerfristig eine wichtige prognostische Redeg zu. Das bei Herzinsuffizienz am
haufigsten gebrauchte Antiarrhythmikum ist AmiodaroAls kontraindiziert fur die
Anwendung bei systolischer Herzinsuffizienz giltndgeegen Flecainid, unter anderem
aufgrund seines nachgewiesenen negativ inotropdakites. Der Einfluss der beiden
Substanzen auf die diastolische Funktion des Hermtrunbekannt. Die in vitro detailliert
messbaren Auswirkungen dieser Pharmaka auf dier&ldiitat und Relaxation des terminal
insuffizienten Myokards sind somit fur die Beurm®iy der Einsetzbarkeit dieser
Medikamente bei systolischer oder diastolischerztsuffizienz sehr wertvoll.

Die vorliegende Arbeit untersucht daher die Wirkemgon Amiodaron und Flecainid auf die
Kontraktilitat und den Kalziumstoffwechsel und di@nktionsparameter der diastolischen
Funktion bei terminaler Herzinsuffizienz im isotien humanen Myokard im Vergleich zu
gesundem Tiermyokard des Kaninchens.

Auf den folgenden Seiten soll zunachst eine Einfiig zur Herzinsuffizienz und dem dabei
gestorten Kalziumstoffwechsel der Herzmuskelzedigejpen werden und im Verlauf auf die
Rolle von Amiodaron und Flecainid ndher eingegangerden.



Einleitung

1.1. Atiologie und Epidemiologie der Herzinsuffizienz

Das insuffiziente Herz ist nicht mehr in der Lages Organe ausreichend mit Blut und damit
mit Sauerstoff zu versorgen. Das fuhrt dazu, dagsGkwebestoffwechsel zunachst unter
Belastung und spater auch in Ruhe nicht mehr gderétat werden kann (Belastungs- oder
Ruheinsuffizienz). Klinisch fuhrt das unter anderern Symptomen wie Mudigkeit,
Leistungsmindernug, Dyspnoe bei Belastung oder rsagaRuhe, Odembildung in den
abhangigen Korperpartien, Lungendédem, Tachykarditapatomegalie, Aszites und oberer
Einflussstauung (Hoppe und Erdmann 2001).

Zu den haufigsten Ursachen in Deutschland fir ditstehung einer Herzinsuffizienz zahit
die koronare Herzerkrankung (ischdmische Kardiomayfup ICM), welche zu einem
ischamischen Myokardschaden fihrt. Bei 50 % deieRt&n ist dies die Ursache (Cowie et
al. 1997). Weiterhin kann eine Herzinsuffizienz aur chronische Druck- oder
Volumenbelastung der Ventrikel entstehen (arterielypertonie, Klappenvitium oder Shunt)
oder aufgrund einer dilatativen Kardiomyopathie DCBiese kann idiopathisch, toxisch
(Alkohol, Zytostatika), autoimmun oder auch postkifos (virale oder bakterielle
Myokarditis) verursacht sein (Regan 1990, Magnussioal. 1994, Jansen et al. 2003). In
Deutschland liegt die Pravalenz in den alten Buldgeern bei etwa 1,9 Millionen Menschen
(3% der Bevdlkerung). Die Zahl der dadurch bedingt®spitalisationen hat sich so in den
letzten 15 Jahren verdreifacht. Bei Patienten 0bB& Jahren ist die kongestive
Herzinsuffizienz heute die haufigste Klinikdiagndg&giksson 1995). Die Prognose ist trotz
optimaler therapeutischer Bemiuhungen schlecht. iditheschen Stadien einbezogen sind funf
Jahre nach Auftreten der ersten Symptome nur n@clio5der Patienten am Leben, bei
Entwicklung einer Herzinsuffizienz nach Myokardirka ist die Letalitat noch hoher
(Eriksson 1995, Claasen et al. 1998). Diese Datemrleutlichen die aktuell groRe und

zukinftig wachsende gesundheitsbkonomische Bedguligser Erkrankung.

1.2. Elektromechanische Kopplung und ihre Stérungen beder

Herzinsuffizienz

Bevor auf die einzelnen Stdrungen des Kalziumstethsels eingegangen wird, soll hier
noch einmal der physiologische Vorgang der elekiezhanischen Kopplung dargestellt

werden. Auf alle beteiligten Strukturen wird im tegen Text eingegangen werden. Die

6
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Depolarisation des Myozyten durch ein Aktionspasntfuhrt zur Erhohung der

Offenwahrscheinlichkeit der spannungsabhangigeryp-Ralziumkanale, wodurch zunachst
eine geringe Menge an Kalzium in das Zytosol gdlabgese relativ geringe Kalzium-Menge
bewirkt die Freisetzung einer groBeren Menge Katziaus dem sarkoplasmatischen
Retikulum (SR) durch Bindung an den Ryanodin-Rezept kalziuminduzierte

Kalziumfreisetzung (Izu et al. 2001, Bers 2002).sDao aus dem intrazellularen
Kalziumspeicher (dem SR) freigesetzte Kalzium birale Troponin C und fihrt Gber eine
Konformationsanderung des Troponin-Tropomyosin-Klaxe@s zur Querbrickenbildung
zwischen Aktin und Myosin und damit zur Kontrakti¢®ers 2001). Sinkt [G4]; wahrend

der Diastole, hauptsachlich durch Rucktransporthiuie SERCA in das SR, so nimmt die
Anzahl der Querbrickeninteraktionen pro Zeiteinladit bis es zur vollstandigen Relaxation
der Herzmuskelzelle kommt. Dariiber hinaus wird ggtigches Kalzium zu einem Teil auch
durch den sarkolemmalen Natrium-Kalzium Austausch@CX) aus der Zelle

heraustransportiert und ein kleiner Teil auch ven shrkolemmalen Kalzium-ATPase nach
extrazellular eliminiert. Abbildung 1 zeigt schemah die Vorgadnge bei der elektro-

mechanischen Kopplung der Herzmuskelzelle.

Sarkoplasmatisches
_ Retikulum

! = . “_\,_I_rﬁr_h
W1 caanal e

éﬁgl 2 ———

b i \\.
2+ |

Caz‘ [; Ca -
j BT
- ca®
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ag—_:_g —7 3 Na' Myofilamente

Abb. 1: Elektromechanische Kopplung der menschlichen Heskelzelle, modifiziert aus Pieske und Hasenfus302@.

286. Kalziumeinstrom tber L-Typ Kalziumkanéle (Eyeisetzung von Kalzium aus dem SR via Ryanodin-Rerdg).
Rucktransport in das SR Uber die SERCA (3). RegulatemSERCA durch Phospholamban (PLB) (4). Bindung von
Kalzium an Calsequestrin innerhalb des SR (5). Elation von Kalzium durch den NCX (6). Natrium-KalithTPase (7).
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Unter konstant-stabilen Kontraktionsbedingungendwir der Diastole die gleiche Menge
Kalzium via SERCA zurick in das SR aufgenommen, adligor aus dem SR durch die
Ryanodin-Rezeptoren freigesetzt worden ist. Glaithy transportiert der NCX genau die
Menge nach extrazellular, die durch die L-Typ-Kaimkanéle in die Zelle gelangt ist (Bers
2002). Der Anteil Kalzium, der von dem einen odadexren Transporter aus dem Zytosol
eliminiert wird, variiert stark zwischen verschiega Spezies. Beim herzgesunden Menschen
werden etwa 75% des zytosolischen Kalziums vonSEERCA zuriick in das SR gepumpt
und etwa 25 % vom NCX nach extrazellular transpdrt{Pieske et al. 1999). Fur das
Kaninchenmyokard ist das gleiche Verhdltnis nachgssn (Maier et al. 2000). Dieses
Verhdltnis verschiebt sich weiter zu Gunsten derRGE bei Erhdhung der
Stimulationsfrequenz. Dies geschieht erstens direzfuenzbedingte Zunahme der [Nahd
dadurch sekundare Hemmung des NCX, zweitens duecjuénzabhéngige Aktivierung der
SERCA, aufgrund starkerer Phosphorylierung des fpiadambans (Bassani RA et al. 1995).
Im Rattenmyokard werden schon bei niedrigen Freppreretwa 90 % des zytosolischen
Kalziums via SERCA eliminiert (Negretti et al. 1993aier et al. 2000), was die dominante
Rolle der SERCA im Rattenmyokard bei der diastbkst Kalziumelimination unterstreicht
(Bassani JWM et al. 1994).

Die Pumpaktivitat der SERCA fir Kalzium wird durdas Regulatorprotein Phospholamban
(PLB) beeinflusst. Unphosphoryliert inhibiert PLBied SERCA und infolge der
Phosphorylierung durch eine cAMP-abhangige odee dfalzium-Calmodulin-abhangige

Proteinkinase wird diese Hemmung aufgehoben (Kondsianias 1996).

1.2.1.Die sarkolemmale Membran und integrale Proteine

Jede Herzmuskelzelle ist von einer Zellmembran doeggein der sich wichtige Proteine fur
die Zellfunktion befinden. Diese Proteine stellemschiedene Kanale und Pumpen dar, durch
die bestimmte lonen passiv entlang eines Konzéomsgradienten oder aktiv unter
Energieverbrauch transportiert werden konnen. Dieerfliche der Zellen wird durch
Einfaltelungen der Membran bis tief ins Zellinnes&ark vergrof3ert. Diese so genannten
transversalen (T)-Tubuli befinden sich so in unefithrer Nahe des intrazellularen
Kalziumspeichers der Herzmuskelzelle, dem sarkampddéischen Retikulum (SR).

Zu den Proteinen des Sarkolemms gehoéren die lonéfi&kaDas sind spezifische Proteine,
welche die Zellmembran quer durchspannen und iffrggg@m Zustand mehr oder weniger
selektiv fur bestimmte lonen permeabel sind. Srel 9n der Regel spannungsabhéngig,

wodurch sie bei bestimmten Membranpotentialen dukobnformationsanderung fur
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bestimmte lonen durchlassig werden. Zu ihnen gehdlatrium- und Kalium-lonenkanéle,
sowie die L-Typ-Kalziumkandle. Letztere befindeahsvor allem in den T-Tubuli und sind
hauptséachlich fir den Kalziumeinstrom wahrend dksofispotentials (AP) verantwortlich.
Bei hohen intrazellularen Kalziumkonzentrationen rde& sie inaktiviert (negative
Ruckkopplung). Die spannungsabhangigen sarkolenmm&latriumkandle, die fir den
schnellen Natrium-Einstrom zu Beginn des AP und it&in die initiale Depolarisation der
Zelle verantwortlich sind, kénnen durch Antiarrhyilka der Klasse | nach Vaughan
Williams, wie das in dieser Arbeit untersuchte Blea, blockiert werden. Offnung der
sarkolemmalen Kaliumkanale bewirkt einen Kalium-#éstsstrom, der hauptverantwortlich
fur die Repolarisation der Zelle ist.

Die Natrium/Kalium-ATPase des Sarkolemms tauschtteunATP-Verbrauch drei
Natriumionen gegen zwei Kaliumionen aus und soaghis malRgeblich fur die Natrium-
Homoostase und das Aufrechterhalten des Membramjpeteder Herzmuskelzelle.

Uber die Expression des L-Typ-Kalziumkanals (Dilymjridinrezeptor) bei Herzinsuffizienz
liegen widersprichliche Ergebnisse vor. Wahrende efrbeitsgruppe eine signifikante
Abnahme der mRNA fur den L-Typ-Kalziumkanal sowieinee Abnahme der
Dihydropyridinrezeptor-Bindungsstellen bei ICM ulCM fand (Takahashi et al. 1992),
konnten Rasmussen et al. keine wesentliche Verdndebeobachten (Rasmussen et al.
1990). Die Dichte des Kalziumstroms ist unter elgiysiologischen Standardbedingungen
ebenso nicht verandert (Beuckelmann und Erdmanr2,19@wes und Ravens 1994). Es
konnte aber gezeigt werden, dass der sarkolemmaleiugheinstrom dber den L-Typ-
Kalziumkanal bei steigender Stimulationsfrequenz Myozyten aus nicht-insuffizienten
Herzen zunahm, dies bei Einzelzellen aus termmslffizienten Herzen aber nicht mehr der
Fall war (Piot et al. 1996). Diese Befunde deutemadf hin, dass Veranderungen des
Kalzium-Einwartsstroms, insbesondere bei hohererefiéguenzen, zu Veranderungen der
elektromechanischen Kopplung bei Herzinsuffiziearagen konnen.

Auch bei den Kalium-lonenkanélen kommt es bei derzihsuffizienz zu Veranderungen. So
konnte gezeigt werden, dass die Stromdichte deriukaluswartsstrome signifikant
vermindert ist. Diese tragen wesentlich zur Repsdéion und damit zur Aktionspotential-

Dauer bei (Beuckelmann et al. 1993).

1.2.2. Der sarkolemmale Natrium-Kalzium-Austausche(NCX)
Der NCX ist keine primér Energie verbrauchende Reintipdirekt benutzt sie aber die von

der Na/K*-ATPase produzierte Energie in Form des Natrium#émtrationsgradienten, um
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ein Kalziumion im Austausch gegen drei Natriumionaums der Zelle zu transportieren
(Reuter und Seitz 1986). Dieser wahrend der diagstédn Relaxationsphase wichtige Prozess
tragt zur Kalzium-Elimination bei, kann aber aushumgekehrter Richtung funktionieren und
zu einem Kalzium-Einstrom fuhren, ,reverse mode"infiira et al. 1986). Die
Transportrichtung des NCX hangt unter anderem vatritdn- und Kalziumgradienten tber
der Zellmembran und dem Membranpotential ab (Wealbeal. 2002). Deshalb kommt es
wahrend der Depolarisationsphase zu einem Kalziimsitsstrom und so zu einer
Unterstitzung des Kalzium-Einstroms Uber die L-Kgiziumkanale (Gaughan et al. 1999).
Diese Befunde deuteten auf den Zusammenhang zwigditeonspotential-Dauer (APD) und
elektromechanischer Kopplung hin. Der NCX ist amrdf@myozyten Uber die gesamte
Zellmembran verteilt, inklusive T-Tubuli und Disaoiercalares (Kieval et al. 1992).

Bei der Herzinsuffizienz stellt die vermehrte Exgmien und Aktivitdt des sarkolemmalen
Natrium-Kalzium-Austauschers einen weiteren patlysptogischen Befund dar (Studer et
al. 1994). Dies konnte einer zytosolischen Kalziberladung und damit einer diastolischen
Dysfunktion entgegenwirken. Es konnte nachgewiesarden, dass das Ausmal der
diastolischen Dysfunktion am menschlichen Myokaehzy wesentlich von dem Grad der
Uberexpression des Natrium-Kalzium-Austauschersiaph(Hasenfuss et al. 1999). So kam
es in Herzen mit geringer Zunahme des Natrium-KatzAustauschers zu einer deutlichen
diastolischen Dysfunktion, wobei diese in Herzen enheblicher Zunahme des Austauschers
nicht nachweisbar war. Dies lasst die Schlussfalygrzu, dass SR-Kalzium-ATPase und
Natrium-Kalzium-Austauscher um zytosolisches Kaitzikonkurrieren und die gesteigerte
Expression des Natrium-Kalzium-Austauschers bei zidsuffizienz zu einer weiteren
Kalzium-Verarmung des SR beitragen kann und sofabereine Ursache fir die negative
KFB darstellen konnte.

AulRerdem zeigen neuere Befunde, dass der NCX wéltenDepolarisationsphase des AP
durch einen ,reverse-mode®, das heisst Kalzium-Binstransport den Kalzium-Einstrom
Uber die L-Typ-Kalziumkandle unterstitzt und songine verlangerte APD bei
Herzinsuffizienz auch zu einer Erh6éhung der systbien, zytosolischen

Kalziumkonzentration beitragen kann (Weisser-Thoetas. 2003).

1.2.3. Das sarkoplasmatische Retikulum (SR)

Das SR ist ein membranumgebenes intrazellularesp@aiment mit der Hauptaufgabe der
Speicherung und Ausschittung von Kalzium. Zur Spieng besitzt es in seinem Inneren

das kalziumbindende Protein Calsequestrin. Das &ebt aus longitudinalen (L)-Tubuli
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und an ihren Enden den terminalen Zisternen. Dieseden sich in unmittelbarer Nahe der
T-Tubuli der sarkolemmalen Membran. In der Membdan terminalen Zisternen des SR
befinden sich die Kalziumfreisetzungskanale. Demmiichen Nahe der Freisetzungskanéle
des SR und der L-Typ-Kalziumkanale der T-Tubuli dggsrkolemms wird eine grol3e

Bedeutung fur die elektromechanische Kopplung ztlgésben. Das zweite wichtige Protein
in der Membran des SR ist die SR-Kalzium-ATPase biesonders im longitudinalen

Abschnitt des SR lokalisiert ist.

1.2.4. Der Kalziumfreisetzungskanal des SR (RyanaaiRezeptor)

Die kalziumsensitiven Kalziumfreisetzungskanaledmabine tetramere Struktur und zeichnen
sich durch eine hohe Affinitdt zu dem PflanzenalldalRyanodin aus, daher auch die
Bezeichnung als Ryanodinrezeptor (Inui et al. 198¥ werden durch das Kalzium aktiviert,
das die Zelle durch die L-Typ-Kalziumkanale erreictDaraufhin offnen sich die
Freisetzungskanale und setzen Kalzium zur Aktivigrder kontraktilen Proteine aus dem SR
frei.

Bei der Herzinsuffizienz liegen lber die mRNA-Exgs®n des Ryanodin-Rezeptors
widerspruchliche Befunde vor (Brillantes et al. 2R9Auch zur Funktion des Rezeptors gibt
es keine einheitlichen Ergebnisse. Go et al. (198B)Yien eine Reduktion der Ryanodin-
bindungsstellen bei Patienten mit DCM oder ICM uin?8 (Go et al. 1995), wahrend Meyer
et al. (1995) keine signifikanten Unterschiede maabken konnten (Meyer et al. 1995). Einige
Autoren fanden ein vermindertes Ansprechen der RReeen auf Ryanodin bei DCM und
schlossen dadurch darauf, dass der Freisetzungamisotus fir Kalzium beeintrachtigt ist
(Nimer et al. 1995). Es konnte nachgewiesen werdass Herzinsuffizienz zu einer gestérten
Domainen-Interaktion, Gber die das Gating des Rergmesteuert wird, fuhrt. Hierdurch
kommt es zu einem diastolischen Lecken des Rezgptlars sowohl zur Auslésung von
Arrhythmien als auch zu verringerten systolischeziKimtransienten und damit verringerter
Kontraktionskraft fuhrt (Oda et al. 2005, Lehnarak 2006).

1.2.5. Die Kalzium-ATPase des SR (SERCA)

Der Kalziumtransport aus dem Zytoplasma in das @&ge durch die Kalzium-ATPase des
sarkoplasmatischen Retikulums, die SERCA. Es hand#th dabei um einen

energieverbrauchenden Prozess, bei dem der Trangpoewei Kalziumionen die Hydrolyse
eines energiereichen ATP-Molekuls erfordert. Di€sempe ist zusammen mit dem NCX-

System der wesentliche Transportmechanismus zufefBohg von Kalzium aus dem
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Zytoplasma und leitet so die Relaxation des Myokaeth (Schatzmann 1989). Dartber
hinaus fullt es das SR wieder mit Kalzium auf, dagieses wahrend des nachsten Herzzyklus
wieder zur Freisetzung zur Verfiigung steht. Wahréed Wiederaufnahme konkurriert die
SERCA mit dem NCX um das zytosolische Kalzium. BieRCA-Aktivitat wird durch das
Phosphoprotein Phospholamban reguliert.

Bei der SERCA handelt es sich um ein transmembrBnatein mit einer Molekilgro3e von
etwa 110 kDa. Es konnten bisher finf verschiedeswdotmen der SERCA identifiziert
werden, die durch drei Gene kodiert sind, das SERCBERCA2- und SERCA3-Gen (Arai
et al. 1994). Die beiden zusatzlichen Formen werdeiter durch posttranskriptionale
Prozessierung moduliert. Das SERCA1-Gen kodiertbdielen Isoformen SERCA-la und
SERCA-1b. Letztere stellt die adulte Form der SERI2Adar. Sie sind im schnell
kontrahierenden Skelettmuskel exprimiert und kommieht im Myokard vor (Brandl et al.
1986). Das SERCAZ2-Gen kodiert die beiden Isoforrs&fRCA-2a und SERCA-2b. Die
SERCA-2a ist die primare Kalziumpumpe des Myokaldsnmt aber auch im langsam
kontrahierenden Skelettmuskel vor (Zarain-Herzbetrgl. 1990). Die SERCA-2b wird vor
allem in der glatten Muskulatur exprimiert (Lyttogt al. 1989) und die SERCA-3 in
epithelialen und endothelialen Zellen von nichtmui&kem Gewebe (Anger et al. 1994).

Die SERCA-Isoformen unterscheiden sich auch dutgle iAffinitat und Pumpraten far
Kalzium. So ist fur die SERCA-2a zwar eine gerimgéffinitat fur Kalzium als fur die
SERCA-2b nachgewiesen, die SERCA-2a weist jedocte didhere Kalziumtransport-
Aktivitat auf (Verboomen et al. 1992). Fir die SERCa ist im Vergleich zur SERCA-2a
eine zweimal groRere Kalziumtransport-Aktivitat hgewiesen (Inesi et al. 2000).

Bei der Herzinsuffizienz wurde am menschlichen Mamk eine erhebliche Abnahme der
Kalzium-Transportkapazitat der SR-Kalzium-ATPasadbeieben (Pieske et al. 1995), die
auf zwei Ursachen zurickgefuhrt werden kann. Essteommt es zu einer deutlichen
Abnahme der Expression der SR-Kalzium-ATPase aulNARund Protein Ebene (Mercadier
et al. 1990). AulRerdem fuhrt ein im Rahmen derdyest 3-adrenergen Signaltransduktion
reduzierter cAMP-Gehalt des insuffizienten Myokar(Bohm et al. 1994) zu einer
verminderten Phosphorylierung des RegulatorprotBimsspholamban, und es resultiert eine
gesteigerte Inhibierung der ohnehin schon redwneKalzium-Pumpen. Somit kann nicht
mehr ausreichend Kalzium wahrend der Relaxatiorspima SR akkumuliert werden. Dieser
Effekt wird bei hoheren Stimulationsfrequenzen tékd, da hier die Diastolendauer und

damit die Zeit, die fur die Pumpprozesse zur Vaufigysteht, abnimmt. Es ist ein direkter
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Zusammenhang zwischen dem Ausmald der kontraktikesfubktion und der verminderten
Pumpenexpression der SERCA nachgewiesen (Hasestfaksl 994 b).

1.2.6. Das Regulatorprotein Phospholamban (PLB)

Die Pumpaktivitat der SERCA flur Kalzium wird durdas Regulatorprotein Phospholamban
(PLB) beeinflusstPLB ist ein pentameres Protein, das seine Konfaomaindern und in
Monomere dissoziieren kann. Diese Monomere sindalizzere SERCA-hemmende Form.
Unphosphoryliert inhibiert PLB die SERCA und dufehosphorylierung durch eine cAMP-
abhangige oder eine Kalzium-Calmodulin-abhéngigeotditkinase andert es seine
Konformation und verliert seine Funktion als Inldbpi(Sham et al. 1991, Koss und Kranias
1996). Phosphorylierung von PLB fuhrt so zu eindrdbten Kalziumsensitivitat und einer
beschleunigten Pumpfunktion der SERCA.

Bei der Herzinsuffizienz konnte eine geringfugigeht signifikante Verminderung von PLB
auf Proteinebene nachgewiesen werden (Meyer £986). Auch andere Autoren finden eine
unveranderte Expression von PLB bei schwerer Hsufiizienz, sowohl auf mMRNA Ebene
als auch bei der Proteinexpression (Brillantes let1892). Dies fuhrt bei gleichzeitig
deutlicher Abnahme der SERCA zu einer relativ ggstéen Inhibition der SERCA durch
PLB. Verstarkt wird dieser Effekt zusatzlich durdie verminderte intrazellulare cAMP-
Konzentration (geringere Phosphorylierung von PLBjurch die verminderte

Adenylatzyklase-Aktivitat aufgrund der gestortemabadrenergen Signaltransduktion.

1.3. Die Kraft-Frequenz-Beziehung

Die Steigerung der myokardialen Kontraktionskrait mmnehmender Herzfrequenz (positive
Kraft-Frequenz-Beziehung) ist fur die Regulationr d&yokard- und Kreislauffunktion ein
wichtiger physiologischer Mechanismus (Blinks und ock-Weser 1961). Das
Herzminutenvolumen kann so katecholaminunabhangig Belastung gesteigert werden.
Dieses kann dem negativ inotropen Effekt, der dukbimahme der Kammerfillung (des
enddiastolischen Volumens) bei zunehmender Hemémer zustande kommt, entgegen
wirken.

Wahrend im nicht-insuffizienten menschlichen Myakatie Kontraktionskraftentwicklung
bei steigender Stimulationsfrequenz kontinuierliemsteigt (positive Kraft-Frequenz-
Beziehung), ist diese KFB am insuffizienten menstien Herzen aufgehoben oder sogar
invers (Mulieri et al. 1992). Experimentell konntke Umkehr der KFB an isolierten
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Muskelstreifen terminal insuffizienter menschlichitgrzen nachgewiesen werden (Feldmann
et al. 1988, Mulieri et al. 1992, Pieske et al. 29%uch die klinische Relevanz dieser
Befunde konnte in Untersuchungen an Patienten tigistéerden. Bei Patienten mit normaler
linksventrikularer  Funktion nahmen mit steigender chi@tmacherfrequenz  das
Herzminutenvolumen und das Schlagvolumen zu, wéhreliese Potenzierung der
Herzleistung bei Patienten mit HerzinsuffizienzlfeliHasenfuss et al. 1994 a).

Als subzellularer Mechanismus konnte gezeigt werdtass die positive KFB auf einer
vermehrten Beladung des SR mit Kalzium beruht umd einer hohen Transportkapazitat der
SR-Kalzium-ATPase (SERCA) abhangig ist, die zytssbles Kalzium wéhrend der Diastole
zurtick ins SR pumpt (Pieske et al. 1999). ZusdteBcKalzium kann in die Zelle gelangen,
weil die Offenwahrscheinlichkeit der sarkolemmaldfalziumkanale mit steigender
Stimulationsfrequenz ansteigt und die Offnungsdager Kalzium-Kanale in nicht
insuffizienten Herzen bei hoheren Frequenzen zumjmda pro Zeiteinheit mehr
Depolarisationen stattfinden. Dieser Befund korarte insuffizienten Herzen nicht bestatigt
werden (Piot et al. 1996). Gleichzeitig kommt esiner verringerten Zeit fur den Kalzium-
Auswartstransport durch Verklirzung der diastolischRelaxationsphase bei hoéherer
Frequenz.

Die Refrakteritat der Kalziumfreisetzungprozesse éem SR spielt bei der negativen Kraft-
Frequenz-Beziehung des insuffizienten Myokards fethereine entscheidende Rolle (Pieske
et al. 1999). Der gleiche Mechanismus wird auch W@isache fir die negative Kraft-
Frequenz-Beziehung, die das gesunde Rattenmyokéasdckelt, von einigen Arbeitsgruppen
beschrieben (Orchard und Lakatta 1985, Diaz &1(42).

Eine wichtige Rolle bei der Regulation der KFB #pi@auch die intrazellulare
Natriumkonzentration [N%. Erhohung der Stimulationsfrequenz fiihrt zu einarstarkten
Natrium-Einstrom durch die schnellen, spannungsadpig&n Natrium-Kanéle, da die Anzahl
der einfallenden Aktionspotentiale pro Zeiteintmihimmt (Boyett et al. 1987, Harrison et al.
1992). Als Folge dieser Erhohung der [N&kommt es zu einer sekundaren Zunahme der
intrazellularen Kalziumkonzentration aufgrund eirsgérkeren Aktivierung des Natrium-
Kalzium-Austauschers (Allen 1992, Boyett et al. 29
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1.4. Arrhythmien und antiarrhythmische Therapie bei der Herz-

insuffizienz

Von den Patienten mit chronischer Herzinsuffizierersterben 30-50% am pl6tzlichen
Herztod, der Anteil der Patienten mit geringgradigerzinsuffizienz in diesem Kaollektiv ist
relativ sogar groRer (Stevenson et al. 1993, Geadal. 1997, Cleland et al. 2002). Die
haufigsten Todesursachen hierbei sind ventrikulaaehykardien, die ins Kammerflimmern
degenerieren kénnen (Bigger 1987, Krishnan et@2® Bradyarrhythmische Zwischenfalle
und Asystolien machen dagegen einen eher kleinérd@ieTodesfélle aus, dies vornehmlich
bei fortgeschrittener Herzinsuffizienz (Packer et1®91, MERIT-HF Study Group 1999,
Cleland et al. 2002). Die haufigste Rhythmusstorubgi Herzinsuffizienz ist
Vorhofflimmern, die Pravalenz liegt bei Patientesr 8lYHA-Klasse Il bei 10% und steigt in
der NYHA-Klasse IV auf 40% (Deedwania et al. 1998)satzlich steigt die Pravalenz von
Vorhofflimmern mit zunehmendem Alter an (Clelanchkt2001). Diese Patienten haben eine
schlechtere Langzeitprognose, da Vorhoffimmern nder Verschlechterung der
Ventrikelfunktion korreliert und zudem in ventrikmeé Tachykardien bis hin zum
Kammerflimmern (bergehen kann und auch die Gefaler dEntwicklung von
thrombembolischen Komplikationen besteht (Krishretnal. 2002). Auf3erdem kdnnen
persistierende  supraventrikulare  Tachyarrhythmieru ziner Exazerbation der
Herzinsuffizienz fihren. Die Vorhofkontraktion undlamit die Verstarkung der
Ventrikelfillung kann bis zu 25 % des Schlagvolumeusmachen. Das Fehlen dieses
Effekts kann bei Patienten mit eingeschrankter shgatrikularer Funktion zu einer
Verschlechterung der Herzinsuffizienz-Symptome éimhrRhythmusstérungen kénnen somit
eine vitale Bedrohung fur den herzinsuffizientenidtaen darstellen und sind die haufigste
Todesursache bei Patienten mit leichter und matelerer Herzinsuffizienz, NYHA Il und
[l (Krishnan et al. 2002).

Prinzipiell werden bei herzinsuffizienten Patientglie Antiarrhythmika der Klassen I-IV
nach Vaughan Williams (1984) eingesetzt. Neben datmarrhythmischen Effekt kommt
hierbei dem Einfluss auf die Myokardfunktion desvgdigen Pharmakons besondere
Bedeutung zu, was in dieser Arbeit daher nahersuntat werden soll.
Beta-Rezeptoren-Blocker eignen sich zur Frequerteélben bei tachykardem
Vorhoffimmern in Kombination mit Herzglykosiden &halom et al. 1977). Sie
antagonisieren die elektrophysiologischen Effektdogener Katecholamine. Aufgrund ihrer

initial negativ inotropen Wirkung sollten sie beelinsuffizienz einschleichend gegeben

15



Einleitung

werden. Beta-Rezeptoren-Blocker vermindern dask®&idiir einen plotzlichen Herztod
herzinsuffizienter Patienten signifikant (Lechataét 1998, MERIT-HF Study Group 1999,
CIBIS-Il Investigators and Committees 1999) undumdren auch die Gesamtsterblichkeit
von Patienten der Stadien NYHA 1I-IV. Dieses isstwders fUr die drei Beta-Rezeptoren-
Blocker Bisoprolol (CIBIS-Il Investigators and Conttees 1999), Metoprolol (MERIT-HF
Study Group 1999, Hjalmarson et al. 2000) und Giiloke (Packer et al. 1996 a)
nachgewiesen worden.

Kalziumantagonisten spielen in der antiarrhythmesciherapie herzinsuffizienter Patienten
aufgrund ihrer negativ inotropen Wirkungen eine eogeordnete Rolle. Ihre Wirkung
entfalten sie durch Blockade des L-Typ-Kalzium-KlaneSie kdonnen bei Patienten mit
eingeschrankter linksventrikularer Funktion zu eiNerschlechterung der Herzinsuffizienz
fuhren und die Letalitat erhéhen (Elkayam et aBAQ,DAVIT-II 1990, Goldstein et al. 1991,
Gheorghiade et al. 1991, Cohn et al. 1997). NuAfiafodipin besteht keine Kontraindikation
bei Herzinsuffizienz und es kann bei speziellenikationen, wie persistierendem Hypertonus
trotz ACE-Hemmer-, Betablocker- und Diuretikatheeapangewandt werden (Packer et al.
1996 b, de Vries et al. 2000).

Antiarrhythmika der Klasse | und 1l der Klassiftken nach Vaughan Williams (1984) waren
Gegenstand der Untersuchungen in dieser Arbeitauflasoll im Folgenden naher

eingegangen werden.

1.4.1. Das Klasse-Ic-Antiarrhythmikum Flecainid

Bei Patienten mit alleinigem Vorhoffimmern (ohnedteitende kardiale Erkrankung), das
weniger als 48 Stunden besteht, weist Flecainid4®®erglichen mit Propafenon (72 %) und
Amiodaron (64 %) die hochste Konversionsrate in 8erusrhythmus innerhalb der ersten
zwolf Stunden auf (Martinez-Marcos et al. 2000).i Bieser Indikation (,lone atrial
fibrillation®) stellt Flecainid das Mittel der eest Wahl dar (Boriani et al. 1997, Capucci et al.
1999, Hennersdorf et al. 2001). Wichtig ist, dadsc&nid nicht bei Patienten mit
Vorhofflimmern und gleichzeitig bestehender Heraifigienz eingesetzt werden darf. Bei
bestehender KHK oder abgelaufenem Myokardinfarktd uxdorhoffimmern sollten
Medikamente der Klasse IC ebenso nicht eingesetztiem. Hierbei sind Betablocker die
Mittel der ersten Wahl (Hennersdorf et al. 2001l)ede Erkenntnisse erlangte man aus den
beiden CAST-Studien (Cardiac Arrhythmia Supressinal), die unter Flecainid und
Encainid eine erhohte Mortalitdt nach Myokardinfarkt eingeschrankter linksventrikularer
Funktion zeigten (CAST-1 1989, Greene et al. 1992n der Studie wurde die
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aul3ergewohnlich niedrige Mortalitdt der Kontrollgpe kritisiert. Dennoch wird seither

empfohlen, Klasse IC Antiarrhythmika bei diesemid¢tdaénkollektiv nicht mehr einzusetzen
(Hennersdorf et al. 2001, Naccarelli et al. 2003).

Zugleich ist ein negativ inotroper Effekt von Flatd bekannt, die Deutsche Gesellschaft fur
Kardiologie- Herz- und Kreislaufforschung empfiedtther in ihren Leitlinien zu ,Therapie

der chronischen Herzinsuffizienz“, dass Antiarrimytka der Klasse | nach Vaughan
Williams wegen ihrer potentiell negativ inotropenduproarrhythmischen Wirkungen bei

Herzinsuffizienz nicht eingesetzt werden solltemgibe und Erdmann 2001).

1.4.2. Das Klasse-llI-Antiarrhythmikum Amiodaron

Als Klasse-llI-Antiarrhythmikum ist Amiodaron einelr effektives Medikament zur
Behandlung sowohl supraventrikularer als auch vueanérer Tachykardien (Amiodarone
trials-metaanalyses investigators 1997). Da eot@er Gabe offenbar nicht negativ inotrop
wirkt und sogar geringftigig die linksventrikulangstlische Pumpfunktion verbessern kann
(Massie et al. 1996), stellt es bei der Behandhmg Arrhythmien bei Herzinsuffizienz das
Mittel der ersten Wahl dar, dies mdglicherweise haue Zusammenhang mit seinem
frequenzstabilisierenden Effekt. Amiodaron kann éieem Teil herzinsuffizienter Patienten
mit Vorhofflimmern den Sinusrhythmus wiederhergellund erhalten (Gosselink et al.
1992). Die Wirksamkeit einer prophylaktischen Anaooh Therapie bei Herzinsuffizienz mit
ventrikularen Rhythmusstérungen wird in der Litarakontrovers diskutiert. Zwei grol3e
Meta-Analysen von Amiodaron-Studien bei Herzinsidinz zeigten jedoch insgesamt einen
Uberlebensvorteill unter Amiodarontherapie (Amiaxte trials-metaanalyses investigators
1997, Sim et al. 1997).

Die zahlreichen Nebenwirkungen der Therapie mach&miodaron bei nicht
herzinsuffizienten Patienten zu einem Antiarrhytkumn der zweiten Wahl. Als haufigste
Nebenwirkungen sind Mikroablagerungen auf der Haumf{etwa 90 %) und die Stérungen
des Schilddrisenstoffwechsels zu nennen. Pneumenitiund Lungenfibrose stellen
seltenere, aber schwerwiegende Nebenirkungen daygPet al. 1989, Dean et al. 1986).
Hautveranderungen, Photosensibilisierung, Lebedsghdgen und eine Vielzahl
unspezifischer Veranderungen treten bei hoherereRogyen auf (Staubli et al. 1983).
Amiodaron und Metaboliten werden praktisch nichtateeliminiert (Andreasen et al. 1981,
Bonati et al. 1983) und reichern sich sehr stark-gttgewebe an, hier ist die Konzentration
dreimal hoher ist als im Serum. Dies scheint aueh @rund fir die extrem lange und

interindividuell stark schwankende Eliminationshvediotszeit von 30-118 Tagen zu sein (Holt
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und Storey 1983). Seine spezielle Pharmakokinetikhihh Amiodaron in der Dauertherapie
relativ schlecht steuerbar. Amiodaron ist ein staylrophobes Molekll was auch in seiner
starken Eiweissbindung im Blutplasma zum Ausdrucknint. Deshalb muss es in der
Injektionslésung zusatzlich mit einem Losungsvetletitbestehend aus Benzyl-Alkohol und

dem Polysorbat ,, Tween 80“ verwendet werden (Murtcal.€1988).
1.5. Ziele und Fragestellungen der vorliegendenrBeit

e Ist der negativ inotrope Effekt von Flecainid amlierten, insuffizienten Myokard
kalziumabhangig, wie stark ist dieser Effekt ausggf?

« Vermittelt Amiodaron am isolierten, insuffizienteklyokard einen negativ oder
positiv inotropen Effekt, welchen Einfluss daraat das verwendete Losungsmittel?

* Wie ist der Einfluss von Flecainid und Amiodarorf die diastolische Funktion bei
terminaler Herzinsuffizienz?

* Wie ist der Einfluss von Flecainid und Amiodarorf die Kraft-Frequenz-Beziehung
bei terminaler Herzinsuffizienz?

* Wie verhalten sich Flecainid und Amiodaron im nictguffizienten Myokard? Gibt
es insbesondere einen Unterschied beim Effekt di€sdstanzen auf die Kraft-

Frequenz-Beziehung im Vergleich zum insuffizieniéyokard?
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2. Material und Methoden

2.1. Untersuchtes Gewebe

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungamurden an insgesamt 106
Herzmuskelstreifen-Praparaten durchgefihrt. Davdammten 66 aus 31 terminal
insuffizienten humanen Herzen (linker Ventrikell) davon waren Trabekel aus 16 nicht

insuffizienten Kaninchenherzen.

2.1.1. Insuffizientes humanes Myokard

Alle Praparate dieser Gruppe stammten von Patiemtiérterminaler Herzinsuffizienz des
klinischen Grades NYHA IV gemal der Klassifikatider New York Heart Association. Alle
diese Patienten mussten sich einer Herztransplamtanterziehen. Diese wurde in orthotoper
Operationstechnik durchgefihrt. Die Entnahme dab@&kel erfolgte aus dem entnommenen
Empfangerherzen. Die Transplantationen fanden imzz¢mtrum Nordrhein-Westfalen, Bad
Oeynhausen wund in der Klinik fur Thorax- Herz- unGefasschirurgie des
Universitatsklinikums Gottingen statt. Hinsichtlider Genese der Herzinsuffizienz konnten
die Patienten in eine Gruppe mit ischamischer Kangiopathie (ICM) und eine Gruppe mit
dilatativer Kardiomyopathie (DCM) eingeteilt werdd3ei 67 % der Patienten war eine ICM,
bei 33 % derPatienten eine DCM die zugrundeliegende Erkrankung

Es lag jeweils eine schriftiche Einverstandnisénkhg der Patienten vor, sowie die
Genehmigung der Experimente durch die Ethik-Komioissler Medizinischen Fakultat der

Universitat Gottingen.

2.1.2. Klinische Patientendaten

Die folgenden Tabellen geben die klinischen Patietten fir die vier verschiedenen
Protokolle (Konzentrations-Wirkungs-Kurve fir Fledd, Kraft-Frequenz-Beziehung flr
Flecainid, intrazellulare Kalziumtransienten urfiégcainid sowie Kraft-Frequenz-Beziehung
fur Amiodaron) mit terminal insuffizientem humandyokard wieder.
Patienten-Verschlisselung (ID), Geschlecht (m/fleiA(Jahre), Diagnose (ICM oder DCM),
Ejektionsfraktion (EF in %), pulmonalkapillarer \éehlussdruck (PCW in mmHg), cardiac
index, Herzindex (ClI in I/m2 wund die Medikation,ied jeweils in folgende

Arzneimittelgruppen zusammengefasst wurde:
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Antiarrhythmika (AAR), ACE-Hemmer (ACE), Aldostergfntagonisten (Aldact),
Angiotensin-11-Rezeptorblocker (ARB),  Thrombozységgregationshemmer (ASS), B-
Blocker (Beta), herzwirksame Glykoside (Dig), Sdellediuretika (Diu), Katecholamine
(Kat), Kalziumkanalblocker (KKB), Nitrate und ander Koronardilatanzien (Nit),
Phosphodiesterase-Hemmstoffe (PDE).

Flecainid-Konzentrations-Wirkungs-Kurve

Patienten m/f || Alter Piagn. EF PCW Cl Medikation
(%) | (mmHg) (I/m2)
K-L.S. m 57 ICM 23 16 2,14 |AAR, ACE, ASS, Beta, Diu
D.F. m 53 ICM 29 17 3,12 |ACE, Aldact, ASS, Beta,Dig, Nit
A.F. m 61 DCM 19 18 2,01 [AAR, Beta, Diu, Kat, Nit, PDE
W.A. m 60 ICM 17 19 2,11 |ACE, Beta, Dig, Diu, Nit
W.F. m 59 ICM 21 15 1,61 |ACE, Beta, Dig, Diu
Mittelwert 58,0 21,8 17,0 2,20
Standardabw 2,83 4,12 1,41 0,50
SEM 1,26 1,84 0,63 0,22

Flecainid-Aequorin-Kalziumtransienten

Patienten m/f | Alter |Diagn. EF PCW Cl Medikation
(%) || (mmHg) || (I/m?3)
H-J.S. m 57 ICM 19 13 2,12 |[ACE, ASS, Beta, Dig, Diu
I.B. f 58 DCM 22 25 1,68 |ARB, Beta, Dig, Diu, Kat, PDE
G.K. f 56 DCM 23 20 2,21 |ACE, Dig, Diu, KKB, Nit
C.A. f 40 ICM 11 22 3,10 [ACE, Diu, KKB, Nit
W.S. m 64 DCM 16 18 1,40 |ACE, Beta, Dig, Diu, Nit
Mittelwert 55 18,20 | 19,60 2,10
Standardabw 8 4,35 4,03 0,58
SEM 3,58 1,95 1,80 0,26

Amiodaron-Konzentrations-Wirkungs-Kurve

Patienten m/f || Alter Piagn. EF PCW Cl Medikation
(%) || (mmHg) (I/m?)
P.P. m 67 DCM 17 18 1,63 [AAR, ACE, ASS, Beta, Diu
J.S. m 55 ICM 18 15 2,31 [ACE, Aldact, ASS, Beta, Dig, Nif]
A.V. f 60 DCM 21 21 2,43 |AAR, Beta, Diu, Kat, Nit, PDE
F.D. m 61 ICM 14 20 2,36 |ACE, ASS, Beta,Diu, Nit
M.B. f 59 ICM 16 19 2,29 |ACE, Beta, Dig, Diu, Nit
Mittelwert 60,4 17,2 18,6 2,2
Standardabw 43 2,6 2,3 0,3
SEM 1,9 1,2 1,0 0,1
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Amiodaron-Kraft-Frequenz-Beziehung

Patienten m/f || Alter |Diagn. EF PCW Cl Medikation
(%) (mmHg) || (I/m?)
M.L. m 64 ICM 21 17 2,15 ||ACE, Beta, Dig, Diu, Nit
A-L.H. f 59 DCM 20 18 1,01 |ACE, Beta, Dig, Diu
D.F. m 56 ICM 18 27 1,12 [ACE, Beta, Dig, Diu, Nit
A.G. f 60 ICM 17 15 1,60 [ACE, Aldactone, Dig, Diu, Nit
G.L. m 63 ICM 20 25 1,82 |Aldact, ARB, Beta, Diu, Nit
H.M. m 63 ICM 14 20 1,64 |AAR, ACE, Beta, Diu, Nit
G.D. m 61 DCM 17 18 1,80 [AAR, ACE, Beta, Dig, Diu
W.F. m 59 ICM 16 14 1,61 [ACE, Beta, Dig, Diu, Nit
Mittelwert 60,6 17,9 19,3 1,60
Standardabw 2,50 2,20 4,29 0,35
SEM 0,88 0,78 1,52 0,12

Flecainid-Kraft-Frequenz-Beziehung

Patienten m/f || Alter |Diagn. EF PCW Cl Medikation
(%) || (mmHg) | (I/m?)
H-J.S. m 57 ICM 19 13 2,12 |[ACE, ASS, Beta, Dig, Diu
W.K. m 60 ICM 29 17 2,01 |ACE, Beta, Dig, Diu, Nit
G.K. f 56 ICM 22 24 2,21 |ACE, Dig, Diu, KKB, Nit
D.T. m 65 ICM 29 19 1,7 JAAR, Aldact, Beta, Dig, Diu
F-W.P. m 62 ICM 22 18 0,95 [AAR, ACE, Aldact, Beta, Diu
H-P. H. m 48 ICM 23 16 1,95 |ARB, Beta, Dig, Diu, Marc
J.W. m 59 DCM 26 15 2,64 [AAR, ACE, Aldact, Dig, Diu
D.E. m 51 DCM 19 15 2,02 [ACE, ASS, Beta, Dig, Diu
C.A. f 45 ICM 26 14 1,8 [AAR, Beta, Dig, Diu, Kat, Nit
E.V. m 46 DCM 25 31 1,45 |AAR, Aldact, ASS, Beta, Diu
R.D. f 54 DCM 30 15 1,91 |ACE, Aldact, Diu, Kat, PDE
F.W. m 62 DCM 26 22 2,47 |ACE, Beta, Dig, Diu, Nit
A.M. m 67 ICM 27 20 2,24 |ACE, Aldact, Beta, Dig, Diu, Nit
H.M. f 57 ICM 20 18 2,69 |ACE, Aldact, Beta, Dig, Diu, Nit
Mittelwert 56,4 24,5 18,4 2,01
Standardabw 6,62 3,58 4,61 0,44
SEM 1,77 0,96 1,23 0,12

2.1.3. Transport und Préparation

Transport

Das explantierte Herz wurde unmittelbar nach dega@entnahme in eine kardioprotektive
Tyrodelbésung (Zusammensetzung siehe 2.2.1.) Uberflthese war gekdhlt und durch
Carbogen (95 % Sauerstoff; 5 % Kohlendioxid) prgeriert. Als kardioplegen Wirkstoff

enthielt die Lésung 2,3-Butandion-Monoxim (BDM)emer Konzentration von 30 mmol/I.
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Herzen, die im Universitatsklinikum Gottingen expglart wurden, konnten daraufhin
innerhalb von zehn Minuten in das kardiologischebdra gebracht werden. Das im
Herzzentrum NRW, Bad Oeynhausen, enthommene Myokantite innerhalb eines etwa
zweistlindigen Transportes in das Labor im Gottingianikum gebracht werden. Wéhrend
dieses Transportes befand sich das Gewebe in gekulpraoxigenierter, Butanedion-
Monoxim haltiger (30mM), kardioplegischer Losung @nem luftdichten Geféass. Zum
Transport diente ein spezieller Koffer, der tempeisoliert war und tber Kihlakkus eine
Temperatur von 4° C konstant hielt.

Die Aufbewahrung des Myokards im Labor erfolgteeinem auf 4° C gekuhlten Organbad
in Butandion-Monoxim-haltiger Tyrodel6sung, die mp@nent mit Carbogen durchperlt

wurde. Diese Losung wurde alle vier Stunden errieuer

Préparation

Die Praparation erfolgte in einer Praparierschdle, ebenfalls mit der fur den Transport
verwendeten BDM-haltigen Tyrodelosung gefiillt wgekihlt und permanent mit Carbogen
durchperlt wurde. Zur besseren Visualisierung wuede Stereomikroskop mit zehnfacher
VergroB3erung (VMT; Olympus) verwendet. Ziel war esfpglichst unverzweigte und
freiliegende Trabeculae carneae mit parallelemrvadauf, durch Schnitte an beiden Enden
eines funf bis zehn Millimeter langen Stiickes, ieastmyokard zu isolieren.

Dazu wurde der linke Ventrikel zunachst septumnaler- Schnittfihrung durch das Lumen
der Aorta — bis zur Herzspitze — ertffnet, da merBereich des Ausflusstraktes des linken
Ventrikels das Innenrelief sehr glatt ist und hiemig intakte Trabekel traumatisiert werden.
Die Trabekel wurden mdoglichst langstreckig, unteersger Vermeidung von Dehnung, mit
Hilfe von mikrochirurgischen Scheren aus der Véwetwand geschnitten. Zur Erleichterung
des atraumatischen Einspannens des Muskels in digé wurde an beiden Enden des
Trabekels Myokardreste (ein so genanntes meat{agidssen, an denen der Muskelstreifen
dann in den Klemmen eingespannt wurde.

Die speziellen Anforderungen an das Trabekel-Pedpaaren je nach Experimentierprotokoll
unterschiedlich:

Fur die Aequorinexperimente war hinsichtlich deskhMnjektionsverfahrens ein intaktes
Endokard — Uber die gesamte Trabekellange — erlardeDieses dient bei der Injektion als
ein Widerlager fur den injizierten Aequorin-Boluzie Querschnittsflache der Praparate sollte
hierbei 0,6 mrh nicht tberschreiten, da nur so eine ausreichendige®erung durch

Diffusion des Sauerstoffes aus der Tyrode in damerim des Praparates gewahrleistet ist
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(Koch-Weser und Blinks 1963; Paradise et al. 19&librosierte Trabekel wurden nicht
verwendet.

Fur die Messung der KWK sowie der Kraft-FrequenziBleung an der Viereranlage wurde
auf moglichst geringe Querschnittsflachen geachtet.

Nach der Praparation verblieben die Muskelstreffech mindestens finfzehn Minuten in der
kardioplegischen Tyrode, um den Zellschaden zumeren, der préaparationsbedingt durch

eine massive myozytare Kalziumfreisetzung entstébente.

2.1.4. Nicht-insuffizientes Kaninchenmyokard

Die Praparate dieser Gruppe stammten ausschlieichweiblichen Kaninchen der Rasse
New Zealand Bastard, geliefert im Alter von 6 Wathalle untersuchten Herzen stammten
von Tieren, deren Alter zwischen acht und zehn Wodag. Gehalten wurden die Tiere in
der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTd8s Universitatsklinikums Gottingen,

wobei alle Tiere einer Lieferung in gemeinsamer &uduhltung, getrennt von anderen
Kaninchen, gehalten wurden. Die Untersuchungen &murdon der Ethik-Kommision der

medizinischen Fakultat genehmigt.

Préaparation

Alle Tiere wurden mit Hilfe einer intraventsen Pbbkarbital-Narkose anésthesiert, wobei der
venose Zugang von der Ohrvene aus gewahlt wurdeh Mawarten von mindestens funf
Minuten und unter sicherem Feststellen von Schrosigheit, Bewusstlosigkeit und
Muskelrelaxation (fehlender Kornealreflex, keindh®erzempfindung an der Sohlenseite des
Laufes und erloschener Muskeltonus), wurde zunéctet Fell an der Bauchseite
abprapariert, dann die Schichten der muskularencliaiacke einzeln durchtrennt. Dann
erfolgte die Eroffnung des Thoraxraumes durch Aparétion des Zwerchfelles von der
ventralen und lateralen Thoraxwand. Daraufhin wordke Rippen mit einer kraftigen
Knochenschere jeweils zwei Zentimeter lateral ddsrnBms in cranialer Richtung
durchtrennt. Somit konnte das Sternum am kaudakamd Rnit einer chirurgischen Pinzette
gefasst und nach kranial gehalten werden, so ddss das Herz — noch schlagend — im
Thorax sichtbar wurde. Nach Eroffnung des Perikamdsde nun in zigiger Abfolge die
Herzspitze mit einer feinen chirurgischen Pinzgiéasst, die untere Hohlvene durchtrennt,
das Herz luxiert und anschliessend die dorsal geleg Pulmonalvenen, Pulmonalarterie,
obere Hohlvene sowie die Aorta ascendens durchtrenn
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Unmittelbar daraufhin wurde das Herz in eine Pr@épsechale gelegt und die Koronararterien
Uber den verbliebenen Aortenstumpf antegrad mitNDiditer Butandion-Monoxim-haltiger
Tyrodel6sung fur etwa zehn Minuten perfundiert.

Die Lésung war gekihlt und permanent mit Carbogercitperlt. Ein sofortiges Erblassen
des gesamten Myokardes zeigte den Erfolg der Renfuen. Somit konnte sichergestellt
werden, dass das gesamte Myokard ausreichend rdibgéegischer Lésung versorgt worden
war.

Die weitere Praparation erfolgte in einer Prapadeale, die ebenfalls mit kardioplegischer
Tyrode geflllt und mit Carbogen durchperlt war,anri¥erwendung eines Stereomikroskops
(VMT; Olympus) mit zehnfacher Vergrosserung. Nachoftaung des Ventrikels,
entsprechend der oben beschriebenen Technik, wuadeh hier Trabeculae carneae mit
maoglichst geringem Durchmesser entnommen. Diesalemumdglichst langstreckig unter
Vermeidung von Dehnung mit Hilfe mikrochirurgisci&eheren aus der Wand des Ventrikels
geschnitten und anschliel3end noch fiinfzehn Minuteter BDM-haltigen Tyrode belassen.
Auch Papillarmuskeln aus dem rechten Ventrikel wardbei geeignetem Durchmesser

verwendet.

2.2. Losungen und Substanzen

2.2.1. TyrodelGsung
Die Tyrodel6sung, die fur den Transport, die Prapan und alle Experimente verwendet
wurde, entspricht einem modifizierten Krebs-Hensétleffer und hatte folgende

Zusammensetzung:

152 MM N4, 3,6 mM K, 135 mM Cl, 25 mM NaHCQ, 0,6 mM Mng', 1,3 mM HPO4,

0,6 mM SQ?%, 2,5 mM C4&", 11,2 mM Glukose sowie 10 IE/I Altinsulin (H-Insy Hoechst
AG).

Die Tyrodelosung war stets mit Carbogen (95% S#nigr$% Kohlenstoffdioxid) begast,
um die Oxigenierung zu gewahrleisten und den pHt\W@nstant bei 7,4 zu halten. Bis zum
Beginn des Experimentes enthielt die Tyrode 30 miaBdion-Monoxim. Sie wurde an

jedem Experimentiertag frisch angesetzt.
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2.2.2. Kardioplegie

Fur den Transport sowie die Praparation enthig@tTdirodelésung zuséatzlich 30 mM BDM
(2,3-Butandion-Monoxim). Dabei handelt es sich umed&?hosphatase, deren Wirkung auf
einer reversiblen Hemmung der Querbrickeninteraktizlanchard et al. 1984; Blanchard et
al. 1990; Mulieri und Alpert 1984) und auf einer relesetzung der Sensitivitat der
kontraktilen Proteine fiur Kalzium (Fryer et al. B9&; Mulieri et al. 1989) in der
Herzmuskelzelle beruht. Die Kalziumsensitivitat desponin C (Gwathmey et al. 1991) und
die Aufnahme von Kalzium in das Sarkoplasmatiscagkidlum (SR) (Phillips und Altschuld
1996) bleiben dabei unbeeinflusst. BDM hat dariberaus keinen Einfluss auf das
Membranpotential, auch nicht auf den Verlauf voriékspotentialen (Fryer et al. 1988 b).
Die Inhibition der Querbrickeninteraktion durch BDMgt konzentrationsabhéngig. Eine
vollstdandige Hemmung der Kraftentwicklung der Heuskelzellen ist bei einer
Konzentration von 30 mM beobachtet worden (Pertegtuhl. 1992 a). Die in dieser Arbeit
verwendete Konzentration von 30 mM hat sich unteicgen Versuchsbedingungen als
optimal erwiesen (Mulieri et al. 1992).

Der Grund fur die Verwendung von BDM lag darin, sladas Myokard wahrend des
Transportes ins Labor vor hohem Energieverbraucbchiitzen war, um so Hypoxieschéaden
zu vermeiden. AulRerdem kommt es wahrend der Prdpardurch die Gewebsdefekte zu
einer teilweise massiven Freisetzung von Kalzius @en zerstorten Zellen, die ohne Schutz
zur Kontraktur des gesamten Préparates fuhren wrde

Alle Effekte von BDM sind durch einfaches Auswagscimait BDM-freier Tyrode vollstandig
reversibel. Das und die oben beschriebenen Eigafieahvon BDM machen es zur idealen

kardioprotektiven Substanz fiir die Versuchbedingunig dieser Arbeit.

2.2.3. Verwendete Substanzen

Die folgenden Substanzen wurden in lhrer Wirkung aie Kraftentwicklung und
intrazellulare Kalziumtransienten (nicht Amiodarasgwie bezuglich der Wirkung auf die
Kraft-Frequenz-Beziehung (KFB) untersucht. Alledieser Arbeit verwendeten Substanzen
wurden, wenn nicht anders angegeben, bei der F8mgma Chemical Co., Deutschland,
bezogen und waren von bestmdglich erwerblichemifegisgrad.

Alle Substanzen wurden in Pulverform - entsprecheleth Angaben des Herstellers -

aufbewahrt und unmittelbar vor Beginn des Experit@eim Lésung gebracht.
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Flecainid

Flecainid wurde als Flecainid-Hydrochlorid verwend&unachst wurde eine TOM
Stammlésung angesetzt, hierbei diente als LosurtggmAqua dest. Fir die weitere
Verdunnungsreihe konnte dann Tyrodeldsung verwendeden.

Die fur eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve verwetateKonzentrationen waren:

10°M, 10" M, 10°M, 3*10°M, 10°M und 10*M.

Fur die Messung der Kalziumtransienten und den [&sf auf die KFB wurde die

Konzentration 3*18 M verwendet.

Amiodaron

Amiodaron wurde ebenfalls in Hydrochlorid-Form vemdet. Die stark hydrophoben
Stoffeigenschaften von Amiodaron (AM) liessen edsén allein in Tyrodelésung oder Aqua
dest. nicht zu. Als zusatzliche Losungsmittel mersdenzyl-Alkohol sowie das Polysorbat
»Tween 80" verwendet werden (Munoz et al. 1988).

In umfangreichen Vorversuchen wurde die minimaligedt_6sungsmittelmenge der beiden
Komponenten ermittelt, die es erlaubte, AM bei Ziemtemperatur in Loésung zu halten. Es
wurde ermittelt, dass hierzu 10 % vol. Benzyl-AlkghLO % vol. Tween 80 sowie 80 % vol.
destilliertes Wasser notig waren. Es wurde so est@mmlosung hergestellt, mit der
Konzentration von 1®& M Amiodaron. Die Versuche zur KFB wurden mit einer
Konzentration von 1 M Amiodaron in der Experimentiertyrode durchgefiihBtets
gleichzeitig wurden mit Trabekeln aus demselben thla Losungsmittelkontrollen
durchgefuhrt, denen die entsprechende Menge Lomutigbzugesetzt wurde. Hiermit sollten

kardiotoxische Effekte des Losungsmittelgemischiaged werden.

2.2.4. Aequorin

Aequorin diente in der vorliegenden Arbeit als kador fir intrazellulares Kalzium. Dabei
handelt es sich um ein Photoprotein, das aus d#ebenden Salzwasser-Hydromeduse
Aequorea forskolea gewonnen wird. Erstmals wurde2dakDa schwere Molekil 1962 von
Shimomura, Johnson und Saiya isoliert und wird s&B70 als intrazellularer
Kalziumindikator verwendet. Aufgrund seiner Groladaggt es nur durch Mikroinjektion,
temporare Permeabilisierung oder die Makroinjelginathode in die Zelle; intrazellulare
Kompartimentierung ist unwahrscheinlich. Eine Ak#tsminderung kommt nur durch
Kalziumbindung und somit durch den Verbrauch zusgai€obbold und Rink 1987).
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Das Molekll besitzt drei Kalzium-Bindungsstelleneigher Affinitat. Es kommt zur
Lichtemission (blaues Licht der Wellenlange 469 nvenn alle drei Bindungsstellen besetzt
sind. Bei dieser Lumineszenz-Reaktion andert siehkibnformation des Molekils und es
werden Photonen freigesetzt. Das Apoprotein Coedenin des Aequorin-Molekils wird
oxidiert, andert dabei seine Konformation in irnesieler Weise. Daher verbraucht sich das
Aequorin bei dieser Reaktion — ein Molekul kann aimmal aktiviert werden (Blinks 1992).
Die Lichtemission ist der Anzahl der Molekile direkproportional, deren drei
Bindungsstellen besetzt sind (Blinks 1989).

Aequorin bietet sich aus einigen Grinden fur diesdteg intrazellularen Kalziums in
Herzmuskelzellen an: Es ist in physiologischen Kantmationen spezifisch fur Kalzium.
Daruiber hinaus hat es eine sehr schnelle Reaktr@tgkund damit auch eine sehr schnelle
Lichtemission, die den zeitlichen Verlauf des Kaimtransienten in der Herzmuskelzelle
wiedergeben kann (Cobbold und Rink 1987). Auch bghodiese Reaktion keinen
zusatzlichen Sauerstoff, dieser ist selbst Bestdindes Aequorin-Molekils. Es interagiert
nicht mit Kalzium-regulierten Zellfunktionen, haine sehr lange Halbwertszeit im Zytosol
und ist gegenuber Bewegungsartefakten wenig agi@iller et al. 1994).

Stellt man die Reaktionskurve im doppelt logaritechien Masstab dar, so verlauft sie im
Bereich von physiologischen Kalziumkonzentratiomen Herzmuskelzelle (10— 10° M)
linear (kompletter Verlauf ist sigmoid); besondarghrend der Systole sind so Anderungen
der Kalziumkonzentration semiquantitativ zu erfasdeés sind keine toxischen Effekte des
Aequorinmolekuls auf die Zelle bekannt. Aequoringsegeniber pH-Wert Schwankungen im
physiologischen Beriech unempfindlich (Prasher.e1285).

Nachteile von Aequorin als intrazellularer Kalzidungikator sind die oftmals geringe
Lumineszenzintensitat, eine relative Unempfindlgihk  im diastolischen
Konzentrationsbereich und schwierig quantifiziegbsiessdaten (Cobbold und Rink 1987).
Das fur diese Arbeit benutzte Aequorin wurde vowofPDr. J. Blinks (Friday Harbour,
Washinhgton, USA) in lyophilisierter Form bezogein.mg Aequorin wurde in 70(wg
kalziumfreiem Aqua dest. (Kalziumkonzentration <I50ppm) gelést und in einzelnen
Portionen von 3%ul bei =80 ° Celsius eingefroren. So konnten bei @kgeweils kleine
Mengen des Aequorins aufgetaut und verwendet werdém Vermeidung einer
Kontamination mit Kalzium wurden alle verwendetentemsilien (Eppendorf Cups,
Pipettenspitzen, usw.) zuvor grundlich mit 10mM EDTeinem Komplexbildner fur
mehrwertige lonen und quarzdestilliertem Wassespgk (Blinks 1989). Die tiefgefrorene

Aequorinlésung war etwa drei Monate ohne Qualitétadien verwertbar. Das hochsensitive
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Aequorin toleriert mehrere ,Gefrier-Auftau-ZyklenShne signifikanten Aktivitatsverlust
(Blinks 1982).

2.3. Messapparaturen

2.3.1. Aequorinanlage - Versuchsaufbau und verwentke Gerate

Zentrales Element dieser Anlage ist das Organbbadem sich das Muskelstreifenpréaparat
wahrend des Versuches befindet. Dieses bestehtiigeeiner 1,2 cm langen Quarzklvette,
deren Lumen (Durchmesser 4 mm) wéhrend des VersuaiteTyrode durchspult wird. Die
Klvette ist an einem Ende mit einem Thermoblock fesbunden, auf der anderen Seite
endet sie offen. Innerhalb des Kivettenlumens Hefinsich auch zwei gegeniberliegende
Muskelklemmen, zwischen denen das Muskelstreifgrgred eingespannt werden kann.
Diese sind Uber Kabel mit der elektrischen Stimoatawverbunden und kénnen jeweils Uber
Mikrometerschrauben in ihrer Distanz zueinandeistedit werden. Die linke Klemme am
offenen Ende der Kivette ist direkt mit dem Kraftelhmer verbunden. Zum Einspannen des
Muskels kann die Kivette mit dem Thermoblock ankei beweglichen Schlitten nach rechts
- in Langsachse des Muskels - verschoben werdeidass nun die beiden Klemmen frei
zuganglich sind. Ebenso wird bei der Injektion #edzium-Indikators verfahren, um den
Muskelstreifen gut erreichen zu koénnen. Direkt Ulmmr Klvette befindet sich ein
Stereomikroskop, das durch zehnfache Vergro3eruasy Einspannen und die Injektion
erleichtert. Hierbei wird das gesamte Organbad Hiliie einer Kaltlichtquelle beleuchtet.
Nach erfolgter Aequorininjektion wird das Mikroskdprch den Photomultiplier ersetzt, der
nun seinerseits unmittelbar Gber der Kivette pwsigrt ist. Direkt unter die Kivette wird ein
runder Hohlspiegel gelegt, der auftretendes Stkuin den Photomultiplier reflektieren soll.
Die beschriebene Versuchsanordnung befindet sichrend des Experimentes in einem
lichtundurchlassigen Metallgehduse, wobei alle watrdes Versuches zu veradndernden
Parameter von auf3en beeinflusst werden kdnnen.

Die Experimentier-Tyrodeldsung wird aufRerhalb desklbereiches in einem Wasserbad
auf 39° Celsius vorgewdrmt, mit Carbogen oxigenend durch das darin enthaltene
Kohlendioxid auch auf einen physiologischen pH-Wedn 7,4 eingestellt. Von einer
Rollpumpe angetrieben wird die Tyrodeldsung durglgohschlauche zum Thermoblock
geleitet, durchfliel3t dann die Kivette und wird affenen Ende von einer Kanulle abgesaugt
und wiederum durch Tygonschlauche zum Wasserbadkgeleitet. Bevor die Tyrode in die
Kivette eintritt, durchflie3t sie den Thermoblodkag Peltier-Element) und wird hier auf
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genau 37° Celsius abgekuhlt. Exakt diese Tempehatidann die Tyrode, wahrend sie den in
der Kiuvette eingespannten Muskel umspult. Hier wdrd Temperatur durch eine Sonde
wahrend des gesamten Experimentes gemessen urebtge

Die Vorwarmung der Tyrode im Wasserbad hat sichvalseilhaft erwiesen, weil sie eine
Gasblasenbildung in der Kivette verhindert, weras@iim Thermoblock abgekihlt wird. Da
Gase bei héheren Temperaturen schlechter in Fkestgg I6sbar sind, kbnnte es zu einer
Gasblasenbildung kommen, wenn die mit Sauerstadf Kiahlendioxid begaste Tyrode im
Thermoblock von Zimmertemperatur auf 37° Celsiuwaemt werden wirde. Gasblasen
innerhalb der Klvette, welche die Lichtmessung rite&thtigen kdnnen, treten somit durch
die Vorwarmung der Tyrode nicht auf.

Die Messignale fur Kontraktionskraft und das Aedurdichtsignal wurden mit einem
Thermoschreiber, sowie auf einem Speicheroszillpsgesammelt. Zusatzlich konnten die
Parameter der isometrischen Kontraktion Uber einal@g-Digital-Wandlerkarte auch auf
dem Personalkomputer mit Hilfe des LabView Prograsnausgewertet werden.

Die folgendeAbbildung 2 zeigt den Aufbau der Aequorin-Anlage.

Verwendete Gerate

» Basisgerat zur Messung isometrischer Kontraktiafskr Typ OPTIL mit
Kraftaufnehmer KG 3 (Scientific Instruments, Helukglg)

e Stimulator STM1 (Scientific Instruments, Heidelberg

» Temperaturkontrolleinheit (Scientific Instrumertigidelberg)

e Einheit zur Messung des Aequorin-Lichtsignals miho@multiplier: Philips
XP2802/Thorn EMI 9635A

* Rollpumpe MC MS (Ismatec Zurich, Schweiz)

o Stereomikroskop VMT (Olympus, Tokio, Japan)

* Thermostat Lauda MS/2

» Oszilloskop: Digital-Speicheroszilloskop 400 Pro(INicolet)

* Personalkomputer (Adams Soft)

* Auswertprogramm LabView (National Instruments Cogtion, Austin, Australien)

» Dreikanal Thermoschreiber Graphtec Lineacorder Maitk WR 3310 (Hugo Sachs
Elektronik, Hugstetten)

» Kaltlichtquelle KL 1500 Electronic (Schott, Mainz)
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%“

Stereo-Mikroskop

Photomultiplier

Mikrometerschraube

Absaugung

Kraftaufnehmer //

Abb. 2: Die Abbildung zeigt den Aufbau der Aequorin-Anlagdie zusatzlich komplett in einem
lichtundurchlassigen Metallgehduse untergebracht {acht abgebildet). Dieses wurde nach erfolgter
Aequorininjektion wahrend der Messungen geschlodSenwéhrend des Versuchs zu verédndernden Paramete

konnten von auf3en reguliert werden.

Die oben abgebildete Geratekonfiguration wurde imsewer Arbeitsgruppe, in
Zusammenarbeit mit Prof. K. Guth, Scientific Instents, Heidelberg, fir Messungen am

menschlichen Herzmuskelgewebe entwickelt und zusamgestellt.
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2.3.2. Aequorinanlage - Versuchsvorbereitung

Nach der oben beschriebenen Préparation des Mtrekfelss wurde dieser, mit Hilfe
mikrochirurgischer Pinzetten, zwischen den beidéanifnelektroden fixiert. AnschlieRend
wurde die Kivette Uber das Praparat geschobeAliiaugkaniile befestigt und das Praparat
fur zehn Minuten mit oxigenierter BDM-haltiger Tyl®e umspllt, um den durch das
Einspannen bedingten Zellschaden infolge einer idalidberladung zu minimieren. Beim
Einhdngen des Muskels musste darauf geachtet werdass dieser schlaff (ohne
Vorspannung) zwischen den Klemmen hing, um einestiéch geschaffene Ruhespannung
des Praparates auszuschliel3en. Ausgehend von d&assand wurde an allen Messgeraten
(Thermoschreiber, Oszilloskop und Personalkomputierso gemessene Kraft als Nullpunkt
der entwickelten Muskelspannung geeicht, wobei hierBDM keine Muskelspannung
entwickelt wird, sondern die entstehende Kraft d&mstraktionskraften der elastischen
Trabekelanteile besteht. Nun wurde die BDM-haltidgrodelésung durch 150 ml
Experimentier-Tyrode ausgetauscht und somit diehnmo Schlauchsystem befindliche
kardioplege Tyrode ausgewaschen, indem die abggleiFllissigkeit in ein separates
Auffanggefall? (Messzylinder) ausgeleitet wurde. Esirden nun 50ml ausgeleitet;
anschliessend befanden sich 100 ml Tyrodel6sung/asserbad, die nun in rezirkulierender
Weise durch das Schlauchsystem gepumpt wurde.

Jetzt wurde mit der elektrischen Stimulation desskélstreifens begonnen. Bei einer
Frequenz von 1 Hz und einer Impulsdauer von 5 msdevudie Spannung langsam
hochreguliert, bis die erste Kontraktion registrigrerden konnte (Schwellenspannung).
Ausgehend von diesem Betrag wurde die Spannungveitere 20 % erhéht, um wahrend
des gesamten Experimentes eine stabile Stimulatiorgewahrleisten. In den folgenden
Minuten konnte eine langsame Kraftzunahme des Msiskdens beobachtet werden. Nach
Erreichen eines stabilen Kraft-Niveaus wurde nurt der Vordehnung des Praparates
begonnen. In Schritten von 0,05 mm wurde der Muskel tGber die Mikrometerschrauben
bis Ihax Vorgedehnt; iax ist hierbei definiert als die Vordehnung, bei dler Muskel die
maximale isometrische Kraft entwickelt, die auchweiterer Dehnung nicht mehr zunimmt.
Die isometrische Kontraktionskraftamplitude ist idefrt als die Differenz zwischen
systolischer und diastolischer SpannungsentwicktlergPraparate.

Nach vollstandiger mechanischer StabilisierungRl&parates wurde die Stimulation fur funf

Minuten ausgeschaltet und wahrenddessen die Aetuiektion vorbereitet.
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Aequorin-Makroinjektion

Das bei —80° Celsius eingefrorene Aequorin wurde Reumtemperatur aufgetaut, dann
wurden 5 pl Aequorinlésung eine feine Glaspipetbejektionskanile) pipettiert. Zur
Vermeidung einer Verunreinigung mit Kalzium wurdele Injektionskanile und die
Pipettenspitze zur Abmessung der Aequorinldsungerovon auf3en und innen mehrfach mit
EDTA-LO6sung und kalziumfreiem Aqua dest. gespiieimalig mit EDTA (10mM), danach
dreimal mit kalziumfreiem Aqua dest.

Nun wurde die Pumpe abgestellt und die Quarzkivetigickgeschoben, um unter
mikroskopischer Sicht das Aequorin subendokardiahazieren. Ergab sich am Schnittrand
des eingespannten Trabekels kein endokardfreiezxi®erso musste mit einer feinen Kantle
(26 Gauge) eine kleine Inzision am Endokard vorgemen werden, durch diese wurde dann
die aequorinhaltige Injektionskanile maoglichst ksingckig streng subendokardial
vorgeschoben, dann der Muskel unter langsamen Kzglen der Kanule beladen. Eine
weitere Perforation des Muskelstreifens war unbgidizu vermeiden. Eine erfolgreiche
Injektion war an einem Aufblahen des Endokards wohirauffolgendem kleinperligen
Ausschwitzen der Losung an der Muskeloberflachénawllziehen. Durch die Injektion mit
leichtem Uberdruck in das vitale Praparat kommtesrscheinlich zu einer kurzfristigen
Erh6hung der Membranpermeabilitdt und zur Aufnahsles Aequorins in die kardialen
Myozyten (Blinks 1992).

Diese Art der Aequorininjektion (Makroinjektion)tison Kihara und Morgan detailliert
beschrieben worden (Kihara und Morgan 1989). NaotieEder Injektion wurde die Kuvette
wieder Uber den Muskel geschoben und die Pumpetne® genommen. Nach weiteren funf
Minuten wurde auch die Stimulation mit der vorhestfelegten Spannung wieder angestellt.
In Dunkelheit wurden nun der Photomultiplier und Hehlspiegel positioniert, anschlieRend
das Gehause um die Anlage geschlossen. Von aulentekowun das Netzgerat des
Photomultipliers in Betrieb genommen werden, dudels dieser mit einer Spannung von
1100 Volt betrieben wurde.

Die sichtbaren Aequorinsignale stabilisierten sichLaufe von etwa 30 Minuten, da das
Protein entweder aus dem Extrazellularraum gespiiitl verbraucht oder in die
Herzmuskelzelle aufgenommen wurde. Auch die entiekKraft erreichte schnell wieder

ein konstantes Niveau, woraufhin mit dem eigendicNersuchsprotokoll begonnen wurde.
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2.3.3. Anlage zur Messung der isometrischen Kontralonskraft (4er-

Anlage) - Versuchsaufbau und verwendetedaEite
Das zentrale Element dieser Anlage stellt das raéndar. Es besteht aus einer
rechteckigen, 0,8 cm tiefen, 1,0 cm breiten und &® langen Vertiefung, die in das
umgebene Material glattrandig hineingefrast ist. den kurzen Enden wird mit Hilfe von
Kanilen die Experimentiertyrode zu- und abgeleider zulaufende Schenkel befindet sich
am rechten Ende am Boden des Organbades, als Abgpadent eine gebogene Kanlle, die
am linken Ende von oben die Tyrodelésung wieder @& Organbad absaugt. Beide
Kanilen sind mit Silikonschlauchen verbunden. Ubirse wird die Tyrode, von einer
Rollpumpe angetrieben, durch das Organbad gel&#e=ervoir der Tyrode ist ein Wasserbad,
in dem diese auf 39° Celsius vorgewarmt und mitb@gen praoxigeniert wird. Da die
Temperatur der Tyrode wieder abgenommen hat, weniwsch die Silikonschlauche das
Organbad erreicht hat, ist das Organbad zusatiliain Thermoelement eingelassen, tber
das die Temperatur der Tyrode im Organbad geregetden kann. Mit einem digitalen
Thermometer, dessen dinne Messonde permanent iamkxd liegt, kann die Temperatur
kontrolliert werden. Das Thermoelement wird danreswestellt, dass die Tyrodeldsung im
Organbad eine Temperatur von 37° Celsius erreicht.
An den beiden Enden des Organbades befinden sathdie Aufh&ngvorrichtungen fur den
Muskelstreifen. Diese bestehen auf beiden SeitesnNadeln aus Platindrahten mit einem
Durchmesser von 0,1 mm, die zum Ende hin spitzufeia Sie sind so gebogen, dass sie
senkrecht nach oben weisen, so dass die Muskéstiraiit inrem fleischigen Ende - fast
ohne Traumatisierung - auf diese gespiel3t werdanéw@ Die rechte Aufhangnadel ist direkt
mit dem Kraftaufnehmer verbunden und diese Einkstitzum Organbad hin auch nicht
verschiebbar. Die linke Aufhé&ngnadel ist mit degkédischen Stimulation sowie mit einer
Mikrometerschraube verbunden, mit deren Hilfe digs¢hangnadel in Langsrichtung des
Organbades und damit auch des Muskelstreifenprigsavarschoben werden kann.
Neben jedem Organbad befindet sich eine Haltewdwig aus Stahl, auf die ein
Stereomikroskop mit zehnfacher VergrolR3erung aufgeseerden kann, welches das
Einhdngen des Muskelstreifens erleichtert. Dies clyebt mit Hilfe von zwei
mikrochirurgischen Pinzetten.
An dieser Anlage ist es mdglich, vier Organbaderiafizeitig zu nutzen (,4er-Anlage”).
Jedes einzelne ist wie oben beschrieben aufgel&et.werden jedoch aus getrennten
Kreislaufen mit Tyrodel6ésung versorgt, so dassMiiglichkeit besteht, jeden Muskelstreifen

im Organbad einer anderen Intervention auszuseenVerwendung von Trabekeln aus
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dem gleichen Herzen und Ventrikel bestehen so @binvergleichsmoglichkeiten. Die
Stimulation wird von einem Stimulator simultan alfe Muskelstreifenpraparate zeitgleich
Ubertragen, somit sind gut vergleichbare Versudtisigengen hergestellt, die optimal
kontrollierbar sind.

Das Messignal aller vier Praparate wird wahrend Wessuches auf einem Vierkanal-
Thermoschreiber registriert, zusatzlich mit Hilfeesd LabView-Programmes mit dem

Personalkomputer.

Verwendete Gerate
e 4-Kanal-Thermoschreiber Linearcorder WR 3320 (GtraqhVertrieb durch Hugo
Sachs Elektronik, Hugstetten)
» Mikrometerschraube (Mituyo, Japan)
» Peristaltische Rollenpumpe Ismatec MS-CA (Ismafécich, Schweiz)
» Kraftaufnehmer und Verstarker (Scientific Instrunsetieidelberg)
e Stimulationseinheit (Scientific Instruments, Helukig)
» Stereomikroskop SD 30 (Olympus, Taiwan)
* Thermometer Digi-Sense (Cole-Parmer, Vernon-HUISA)

* Umwalzthermostat Haake K 15 (Haake, Karlsruhe)

2.3.4. 4er-Anlage — Versuchsvorbereitung

Nach der oben beschriebenen Praparation des Muskielss aus dem Ventrikel (Trabekel
aus humanen bzw. Kaninchenherzen) wurde dieserHité& mikrochirurgischer Pinzetten,
zwischen den beiden Nadelelektroden fixiert, indene grof3zligig herauspréparierten
fleischigen Enden des Praparates jeweils auf ealehbidel aufgespiel3t wurden. Der weitere
Versuchsablauf geschah entsprechend der in K&bel. geschilderten Weise, hier ohne die
beschriebene Injektion von Aequorin.

Nach Erreichen eines stabilen Kraftniveaus allerskélstreifenpraparate konnte mit dem

eigentlichen Experimentierprotokoll begonnen werden
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2.4. Versuchsprotokolle

2.4.1. Flecainid-Konzentrations-Wirkungs-Kurve (KWK)

In dieser Versuchsreihe sollte der Einfluss einemilativen Konzentrations-Wirkungs-
Kurve von Flecainid auf die Kontraktionskraft desidkelstreifens untersucht werden. Die
Messungen wurden an der 4er-Anlage durchgefuhrt.

Nach vollstandiger Stabilisierung der Kraftsignaller Praparate wurde mit dem Experiment
begonnen. Es wurden die Konzentrationsschritt€, 107, 10°, 3*10°, 10° und 10" mol/L
untersucht. Nach jeder Konzentrationserhdhung wurdewartet, bis sich die
Kraftentwicklung aller Praparate stabilisiert hatieese Zeit betrug etwa 25 Minuten. Dann
wurden jeweils einzelne Signale mit dem Thermosbereim Schnellschrieb (50 mm/s)
aufgezeichnet, zusatzlich wurden jeweils zwanzignigelte Kraftsignale mit Hilfe des
LabView Programms gespeichert.

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurve fir Flecainid waran insgesamt zehn Trabekeln aus

funf terminal insuffizienten, menschlichen Herzemitelt.

2.4.2. Wirkung von Flecainid auf die Kontraktionskraft mit simultaner

Registrierung intrazellularer Kalzium-Transienten

Diese Messungen wurden an der Aequorin-Anlage dfcinrt. Nach vollstandiger
Stabilisierung von Kraft- und Lichtsignal bei ein8timulationsfrequenz von 1 Hz wurden
diese Betrage als Ausgangswerte (AGW) gemessenchheBend wurde der Effekt der
Konzentration 3*18 M Flecainid auf die Kontraktionskraft und auf dssquorin-Lichtsignal
untersucht (Konzentration mit halbmaximaler Wirkungiehe Ergebnisteil). Diese
Konzentration entspricht in vivo dem therapeutiscRé&asmaspiegel von Flecainid (Boriani et
al. 1997, Capucci et al. 1999, Hennersdorf et @012 Nach Zugabe der Substanz wurde
solange gewartet bis sich Kontraktionskraft undhtsgnal wieder stabilisiert hatten, dann
wurden jeweils einzelne Signale mit dem Thermosbkereim Schnellschrieb (50mm/s)
aufgezeichnet und zusatzlich 50 gemittelte Lichmd iraftsignale mit dem Oszilloskop und
dem Komputer registriert. Diese Untersuchung wume finf Praparaten aus funf

verschiedenen Herzen durchgefihrt.
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2.4.3. Amiodaron-Konzentrations-Wirkungs-Kurve (KWK)

Diese Messungen wurden ebenfalls als kumulativezKoimations-Wirkungs-Kurve (KWK)
an der 4er-Anlage durchgefuhrt. Aufgrund der Notsiigkeit von Benzylalkohol und Tween
80 als Losungsmittel fir Amiodaron wurden parallel der eigentlichen KWK
Kontrollversuche mit dem Ldsungsmittel durchgefiihviobei der Ldsungsmittelanteil
kumulativ dem jeweiligen Konzentrationsschritt @mézhend erhdoht wurde. Als
Konzentrationsschritte dienten 43,0107, 10°, 10°, 10* und 10® mol/L. Die Konzentrations-
Wirkungs-Kurve fir Amiodaron und Lésungsmittel wardn insgesamt zehn Trabekeln aus

funf terminal insuffizienten, menschlichen Herzemitelt.

2.4.4. Einfluss von Flecainid auf die Kraft-Frequea-Beziehung des

terminal insuffizienten humanen Myokards
Der Einfluss von Flecainid auf die Kontraktionskrdfumaner Herzmuskelstreifen in
Abhangigkeit von der Stimulationsfrequenz (Krafeguenz-Beziehung: KFB), wurde an je
19 Trabekel-Paaren aus 12 Herzen an der 4er-Anlagersucht. Um den Vergleich zu
unbehandelten Trabekeln aus demselben Ventrikelemudglichen, wurde wie folgt
verfahren:
Es wurden mdglichst lange Trabekel aus der Venwidwed prapariert (1-1,5 cm Lange), so
dass diese in der Mitte geteilt werden konnten. Damar auch ein nahezu identischer
Durchmesser der Praparate garantiert. Diese wuttdan in getrennte Organbader der oben
beschriebenen Anlage zur simultanen Kraftmessungespannt. Zur Tyrode der einen
Trabekel wurde zu Versuchsbeginn — nach Stabilisgerder Kontraktionskraft — Flecainid
als Einzeldosis gegeben, mit einer erreichten Komaton von 3*1F M in der
Experimentiertyrode. Nach erneutem Erreichen estabilen Kraftniveaus wurde mit der
Untersuchung der Kraft-Frequenz-Beziehung (KFB) doegn. Zu Beginn wurde die
Frequenz auf 0,5 Hz gesenkt und danach uber digtt®ch0 - 1,5 - 2,0 - 2,5 - und 3,0 Hz
wieder erhoht. Bei jeder einzelnen Frequenz wurdedevrum eine Kraftstabilisierung
abgewartet und dann die Kraftsignale wie oben bredmdn aufgezeichnet und gespeichert.
Durch die beschriebene Methode erhielt man durdeneVersuch also eine KFB unter
Flecainid und eine KFB eines identischen Kontrolisdels aus demselben Ventrikel, der

unbehandelt war.
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2.4.5. Einfluss von Amiodaron auf die Kraft-Frequerz-Beziehung des

terminal insuffizienten humanen Myokards
Der Einfluss von Amiodaron auf die Kontraktionskrafles Herzmuskelstreifens in
Abhangigkeit von der Stimulationsfrequenz (KFB),rdeian 18 Trabekeln aus 6 Herzen an
der 4er-Anlage untersucht. Wie oben beschrieben,ess nétig Amiodaron in einem
Losungsmittelgemisch bestehend aus Benzyl-Alkoldaim Polysorbat ,Tween 80 und
Wasser, zu loésen. Bei der Untersuchung des Eimftugen Amiodaron auf die KFB sollte
nun eruiert werden, ob auch das beschriebene Lémtiglgemisch Effekte auf die Inotropie
und die KFB des Herzmuskelstreifens hat. Hierzudewrie folgt verfahren:
Es wurden mdglichst lange Trabekel aus der Verltviked prapariert, die in drei gleichlange
Stiicke geschnitten werden konnten. Diese wurden darmgetrennte Organbader der oben
beschriebenen Anlage zur simultanen Kraftmessumespannt. Von einer TOM
Stammlésung Amiodaron wurde nun die Menge zur Tegresher Trabekel pipettiert, durch
die eine Konzentration von T\ in der Experimentiertyrode erreicht wurde. e diyrode
der zweiten Trabekel wurde nun nur die &aquivalelienge an Losungsmittelgemisch
gegeben. Eine dritte Trabekel blieb als Kontrollkaisunbehandelt. Nachdem alle drei
Muskelstreifen ein stabiles Kraftniveau erreichttéra wurde mit der Untersuchung der KFB
begonnen. Zunachst wurde die Frequenz auf 0,5 Henge und dann Uber die Schritte 1,0
Hz, 1,5 Hz, 2,0 Hz, 2,5 Hz und 3,0 Hz gesteigerti gder einzelnen Frequenz wurde
wiederum eine Kraftstabilisierung abgewartet undnrdadie Kraftsignale wie oben
beschrieben aufgezeichnet und gespeichert.
Durch dieses Vorgehen erhielt man also eine KFBsimbehandelten Muskels und die eines
Muskels aus demselben Ventrikel, der mit Amiodabahandelt war, sowie einen, der als
L6sungsmittel-Kontrolle diente.

2.4.6. Einfluss von Flecainid und Amiodaron auf diKraft-Frequenz-

Beziehung des nicht-insuffizienten Kaninchen-Myokads
Diese Versuchsreihen wurden nach den oben besehgabProtokollen fir insuffizientes
humanes Herzmuskelgewebe durchgefihrt, mit demr&bitteed, dass hier Trabekel aus dem
linken Ventrikel, bzw. Papillarmuskeln aus dem teohVentrikel eines Kaninchenherzens
verwendet wurden. Es wurden die Frequenzschrittelyd bis 5,0 Hz untersucht. Um fur die
Amiodaronversuche drei vergleichbare Praparateekormmen, war es hier nicht méglich,

eine Trabekel zu teilen, sondern es wurden dreikiglsgeifen mit moéglichst identischem
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Durchmesser aus der Ventrikelwand prapariert. Dieselen dann den oben beschriebenen
Interventionen zugefuhrt.
Die Versuche fur Flecainid wurden an 15 Trabekels & Kaninchenherzen, die Versuche fir

Amiodaron und Lésungsmittel an 24 Muskelstreifea 8uaninchenherzen durchgefihrt.

2.5. Auswertung der Versuche

2.5.1. Untersuchte Parameter

Bei alle Messungen wurden die folgenden Parameteben:

 F (mN) Amplitude der isometrischeariraktion
*  Fuyiast. (mN) diastolische Spannung

e TPT (ms) Zeit vom Beginn der Kontraktiois zur maximal entwickelten Kraft

®* RTs0% (ms) Zeit vom Zeitpunkt der maximal entkatten Kraft bis zur 50%igen
Relaxation
* RTge  (MS) Zeit vom Zeitpunkt der maxanentwickelten Kraft bis zur 90%igen
Relaxation
* +dF/dtax (MN/s) maximale Kraftanstiegsgeschwindigkeit
* -dF/dtax (MN/s) maximale Relaxationsgeschwindigkeit

Alle Kraftdaten wurden auf die Querschnittsflaclee Braparate normiert.

Fur dieAequorinmessungenwurden zusatzlich erhoben:

*  Lmax (mV)  Amplitude der Verstarkerspannaeg Aequorinlichtsignals

* RLlsge, (MS) Zeit vom Zeitpunkt des maximaléchtsignals bis zur 50%igen
Abnahme des Signals

e RLlggw (ms) Zeit vom Zeitpunkt des maximaléchtsignals bis zur 90%igen

Abnahnes Signals
2.5.2. Bestimmung der Querschnittsflache

Die Querschnittsflache des Muskelstreifenpraparatesie nach dem Vordehnen bestimmt,

indem der Durchmesser der Trabekel mit Hilfe eii@timeter-Strichplatte im Okular des
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Stereomikroskops ausgemessen wurde. Die Quersftéutte in mm?2 berechnete sich hierbei
— unter Annahme einer zylindrischen Form der Trabekach der Formel:

(Radius des Muskelstreifens) * =

2.5.3. Normierung der Daten

Die Parameter der Kraftentwicklung wurden jeweilaf adie Querschnittsflache des
entsprechenden Praparates bezogen (mNymbie Messwerte der Kraft, des Lichtsignals
und die jeweiligen Zeitparameter der isometriscentraktion und des Lichtsignals wurden
auch jeweils in Prozent des Ausgangswertes (AGVgegeben, um die Anderungen der
Parameter besser in Bezug zueinander und zum AGWtesezu konnen. Aul3erdem
ermoglicht dies einen Vergleich zwischen den veestdnen Substanz-Gruppen
(beispielsweise zwischen der Amiodaron- und Losomigsl-Gruppe).

Bei den Experimenten zur Kraft-Frequenz-Beziehungrden die Parameter fur jedes
Frequenzprotokoll auf den Ausgangswert von 0,5 Mensch) oder 1,0 Hz (Kaninchen) der

jeweiligen Messreihe bezogen.

2.5.4. Statistische Auswertung

Alle in dieser Arbeit angegebenen Daten wurdendeih Programm Exel 2000 der Firma
Microsoft (USA) gesammelt und mit dem Statistikpaogm Statistica 6.0, Studentenversion
der Firma Statsoft (Tulsa, USA) ausgewertet.

Alle Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfeldes Mittelwertes (SEM) angegeben. Die
Testung auf Signifikanz erfolgte mittels des ANOVAsts fir wiederholte Messungen und
nachfolgend mit dem Student-Newman-Keuls-Post-Hoc-Te&interschiede mit einer
Irrtumswabhrscheinlichkeion p < 0,05 wurden als signifikant anerkannt.
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3. Ergebnisse

3.1. Basale funktionelle Effekte von Flecainid: Untersubungen

am menschlichen, terminal insuffizienteiMyokard

3.1.1. Konzentrations-Wirkungs-Kurve (KWK)
Die KWK fur Flecainid wurde nach dem im Methodeh&lauterten Protokoll durchgefihrt.

Der untersuchte Konzentrationsbereich lag zwisd®hund 10* M.

Flecainid - KWK

n=10

160 —
—@- Kraftamplitude
140 — —O~ diast. Amplitude

120 —
100 —
80 —

Kraft [%0]

AGW 108 107 10 3+10° 10° 10*

Konzentration

Abb. 3: Die Abbildung zeigt auf der Ordinate die Werte demplitude der Kontraktionskraft und der Diastole Rrozent des
Ausgangswertes. Sie zeigt die konzentrationsabgangbnahme der Kontraktionskraft und die nahezusteort bleibende diastolische

Spannung der Muskelstreifen bis zur Konzentratiom 10° M . Die Stimulationsfrequenz betrug 1,0 Hz. n0= 1* = p < 0,05 vs. AGW
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Abbildung 3 zeigt den konzentrationsabhangigen negativ inetmofffekt von Flecainid,
sowie den Einfluss auf die diastolische Spannung\tieskelstreifenpraparate. Die Werte zu
den Abbildungen sind zusatzlich im Tabellenanhamgbélle 1) zu finden. Ab einer
Konzentration von I®M erkennt man einen beginnenden negativen inotr&tekt, der mit
zunehmender Konzentration starker wird. Bis eiris&fich 10° M lasst sich kein Effekt auf
die diastolische Spannung beobachten. Erst @M &itt auch ein Anstieg der diastolischen
Spannung hinzu. Eine weitere Erh6éhung der Konzeotravar aufgrund wahrscheinlich

toxischer Effekte auf den Muskelstreifen nicht difiicrbar.

Zur naheren Untersuchung der Kraft-Frequenz-Bernigisollte eine Konzentration bestimmt
werden, bei der Flecainid eine submaximale Wirkang die Muskelstreifenpraparate hat,
ohne toxische Effekte zu zeigen. In Anbetracht etidsriterien wurde die Konzentration
3*10° M gewahlt. Diese entspricht auch dem therapeuwtis¢Hasmaspiegel von Flecainid in
vivo (Boriani et al. 1997, Capucci et al. 1999, Hersdorf et al. 2001) und hat dartber hinaus

einen gut reproduzierbaren inotropen Effekt aufMieskelstreifen.

Zeitparameter der isometrischen Kontraktion wahrendder Flecainid-KWK

Abbildung 4 zeigt den konzentrationsabhangigen Einfluss vorcdthid auf die
Zeitparameter der isometrischen Kontraktion. Daejikssind die Werte der TPT, der R,
sowie der Roy, jeweils in Millisekunden (ms). Man erkennt dethlj dass Konzentrationen
bis einschlieRlich 1® M Flecainid, keinen Einfluss auf die Zeitparameder Kontraktion
haben, bei dieser Konzentration kommt es ledigticheiner dezenten Zunahme deryRd

Ab einer Konzentration von TOM kommt es zu einem Anstieg der drei genannten

Parameter, im Vergleich zum AGW (alle Werte si¢hbéelle 1).

+dF/dt.x unter Flecainid

Abbildung 5 zeigt die maximale Kraft-Anstiegs-Geschwindigke#dF/dt.e) und die
maximale Relaxationsgeschwindigk¢tdF/dtn.,) der Muskelstreifenpraparate wahrend der

Flecainid-KWK in % des Ausgangswertes.
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Abb. 4: Dargestellt ist der Verlauf der Zeitparameter dmmetrischen Kontraktion. Es zeigt sich keine ikmnte Anderung der
untersuchten Parameter, mit Ausnahme der maxinkaezentration von 1THM. *=p<0,05vs. AGW n=10

Flecainid- KWK

160 — 160 —
@ +dF/dt —@— entw. Kraft
140 — 140 — T
~O— -dF/dt —O— +dF/ dt

120 — 120 —
R 100 100 —
- _
s 80 R 80
=
= 60 60

40 — 40 —

20 — 20 —

0— I T T 1 I 0 — x x T T
AGW  10° 107 10°3+10°10°  10* AGW  10® 107 10°3+10°10°  10*
Konzentration Konzentration

Abb. 5: Der linke Teil der Abbildung zeigt den paralleiarlauf von +dF/dt.x und —dF/dt.« wéhrend der KWK mit Flecainid. Der rechte
Teil der Abbildung verdeutlicht die Korrelation deaximalen Kraft-Anstiegs-Geschwindigkeit und destiopen Effekte von Flecainid in
allen untersuchten Konzentrationsbereichen. = p*< 0,05 n=10.
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Die Werte bei halbmaximaler Konzentration von 3*1@ Flecainid:

Abnahme der Kontraktionskraft auf 7@54,4 %, Abnahme der maximalen Kraft-Anstiegs-
geschwindigkeit (+dF/gdty auf 72,3 £ 4,1 %, sowie Abnahme der maximalen
Relaxationsgeschwindigkeit (-dFRidf) auf 69,1+ 5,1 % (zu den weiteren Werten siehe
Tabelle 1).

3.1.2. Registrierung intrazellularer Kalzium-Transienten

Die Registrierung der intrazellularen Garansienten erfolgte nach dem im Methodenteil
erlauterten Protokoll der Aequorin-Methode. Auf dstabil schlagenden Muskelstreifen
wurde die wie oben beschrieben ermittelte Konzént&8*10° M Flecainid gegeben.

Wie Abbildung 6 zeigt, entspricht die Abnahme der Kontraktionskiadi Applikation der
Flecainid-Einzelkonzentration, der Kraftabnahme derversuche mit kumulativer Titration
von Flecainid (siehe oben). Aul3erdem zeigt die Rhinig, dass die Abnahme der
Kraftamplitude auf 65,7 + 7,6 %, von einer paraielAbnahme der Amplitude des

Kalziumtransienten auf 67,5 = 7,2 % begleitet wibie Einzelwerte dazu sind ifabelle 2

zusammengefasst.
Abnahme der Kontraktionskraft
und des Lichtsignals unter Flecainid
120 —
] AGW AGW
g
5 100 —
% Flecainid Flecainid
= 80 — * *
g T
2 60 —
=
o 40 —
(O]
o 20 -
L
O —
Kraft Lichtsignal

Abb. 6: Die beiden linken Balken zeigen die Kraftabnahmé&s nach Applikation der Flecainid-Einzel-Dosiseliieiden rechten Balken
zeigen die dazugehdrige Abnahme des Aequorin-ligpedes. Es ist die nahezu identische prozentubleaAme der beiden Parameter zu

erkennen. AGW = Ausgangswert. *=p < 0,05 vsVAG n=5
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3.2. Basale funktionelle Effekte von Amiodaron:

Untersuchungen am menschlichen, terminal insuffizieten

Myokard

Wie im Methodenteil dargestellt ist es notig, Amaoon in einem Gemisch aus Benzyl-
Alkohol und dem Polysorbat Tween 80 in Wasser aehd Um die inotropen Effekte von
Amiodaron und solche, die auf das Losungsmitteligkeufihren, sind zu testen, wurden
kumulative KWK und Losungsmittel-Kontrollen durctigert, bei denen kumulativ exakt die
Mengen LOsungsmittel appliziert wurde, die zur Halsng der jeweils aufsteigenden
Amiodaron-Konzentrationen bei der KWK notwendigadsin

Wie Abbildung 7 zeigt, kam es unter alleinigem Losungsmittel needeutlichen Abnahme
der Kontraktionskraft. Dieser negativ inotrope Effesar konzentrationsabhéngig und at°10
mol/L signifikant. Unter Amiodaron zeigte sich emahezu identischer Kurvenverlauf mit

signifikanter Kraftabnahme ab t@nol/L (sieheTabelle 3 und 4.

Amiodaron - KWK

100 4/ O—

80 —

=)
S
=
®© -@- Amiodaron
4 60 — -~ Losungsmittel

40 —

*
AGW 10°® 107 10°® 10° 10* 10
Konzentration

Abb. 7: Die beiden Kurven zeigen die konzentrationsablgindiraftabnahme in % nach Applikation von Amiodatamd alleinigem
Lésungsmittel. Die nahezu identische prozentualeahime der Kontraktionskraft in beiden Kurven isegkennen. * = p < 0,05 vs. AGW

n=10
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Die diastolische Spannung zeigte unter Losungsimiti@een parallelen Verlauf zur
Kontraktionsamplitude, die konzentrationsabhandgipmahme erreichte hier bereits ab®10
mol/L das Signifikanzniveau (p < 0,05). Unter Amémdn fiel der Verlauf der diastolischen

Spannung vergleichbar ausbbildung 8). Zu den Einzelwerten sieAabelle 3 und 4

Amiodaron - KWK

100 4 O~

=)
S,
o 80 —
c
=]
c
c
@®©
o —@- Amiodaron *
n 60 — — - Loésungsmittel
=
0
S
©
40 — "
AGW 10® 107 10° 10° 10* 10°

Konzentration

Abb. 8: Die beiden Kurven zeigen die konzentrationsablginghbnahme der diastolischen Spannung in % nachlikkgipn von

Amiodaron und alleinigem Lésungsmittel. Die nah&izntische prozentuale Abnahme in beiden Kurvemust¢rkennen. * = p < 0,05 vs.
AGW n=10

+dF/dtmax unter Amiodaron
Der Verlauf der maximalen KraftanstiegsgeschwindigktdF/dt,ax und der maximalen
RelaxationsgeschwindigkeidF/dt,ax zeigte sich sowohl unter Amiodaron als auch unter

alleinigem L&sungsmittel im Verlauf der KWK annaheér parallel zum Verlauf der
Kraftamplitude. Die konzentrationsabhangige Abnahbeader Parameter zeigte einen

signifikanten Unterschied ab der Konzentratiorf* M (Abbildung 7 und 9, Tabelle 3 und
4).
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Amiodaron - KWK

160 — —@— Amiodaron 160 — —@— Amiodaron
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AGW 10® 107 10° 10° 10* 10° AGW 10° 107 10° 10° 10* 10°
Konzentration Konzentration

Abb. 9: Die Abbildung zeigt den parallelen, konzentrataitsingigen, abnehmenden Verlauf der maximalerft-Krestiegs-
Geschwindigkeit +dF/dtx und der maximalen Relaxationsgeschwindigkeit -Gi/dwéahrend der KWK sowohl mit Amiodaron als auch
mit dem Lésungsmittel. *=p<0,05 vs. WG n=10.

Zeitparameter der isometrischen Kontraktion wéhrendder Amiodaron-KWK

Die Kontraktionszeiten (TPT, der Bol, und RTgoy) Wurden sowohl unter Losunsgmittel als
auch unter Amiodaron im Verlauf der KWK nicht sifjkent verandert (sieh&abelle 3 und

4). Die geringen Veranderungen der Kontraktionsne#tetsprechen etwa denen der Flecainid
KWK (siehe auchAbbildung 4). Daher wird auf eine separate graphische Dausiglhier
verzichtet.

3.3. Kraft-Frequenz-Beziehung unter Flecainid ud Amiodaron

am terminal insuffizienten humanen Myokad

3.3.1. Kraftamplitude unter Flecainid und Amiodaron

Zur Bestimmung des Einflusses auf die KFB von teahinsuffizientem Herzmuskelgewebe
wurde die oben ermittelte Konzentration von 3*1®1 Flecainid und 18 M Amiodaron
verwendet. Die Amiodaron-Konzentration von “10 wurde gewahlt, da sie dem
therapeutisch wirksamen Plasmaspiegel entspriciat,ew als Gewebespiegel im Myokard
nachgewiesen werden kann (Latini et al. 1983). Rimiodaron wurden jeweils ein

unbehandelter Kontrollmuskel, ein mit Losungsmitbehandelter und ein mit Amiodaron
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behandelter Muskel aus dem identischen Herzenmaiteier verglichen. Fur Flecainid wurde
ein Kontrollmuskel mit einem Flecainid behandelkduskel verglichen. Hierbei waren keine
Lésungsmittelkontrollen notwendig, da sich Fleadirgut in Tyrodelésung 16st (siehe
Methodenteil).

Flecainid Amiodaron
ini # # _ —A— Kontrolle
160 g Eljlftil:l:: i * * 160 —{+ Amiodaron
-~ Losungsmittel
140 # 140 —
*
g 120 9 120 -
B =
g @
v4 7 S 100
S 100 g
80 — 80 —
60 e L B 60 N —
00 05 10 15 20 25 30 00 05 10 15 20 25 30
Frequenz [Hz] Frequenz [HZ]

Abb. 8: In der linken Abbildung ist di&FB unter Flecainid 3*18 M im Vergleich zu der Kontrollgruppe dargestelis sind die Werte der
isometrischen Kontraktionskraft in % des Ausgangtegebei 0,5 Hz aufgetragen. Die Kontrollmuskelrisem eine dezent positive KFB
auf, wohingegen die KFB unter Flecainid in eineat@ umgekehrt wird. Die rechte Abbildung zeige &FB unter 1d M Amiodaron.
Dargestellt ist die Kontraktionskraft in % des Aasgswertes bei 0,5 Hz. Die drei Gruppen weiseerairtander keinen signifikanten
Unterschied auf. Zu beachten ist der unterschiee¢erlauf der KFB der jeweiligen Kontrollgruppesighe Diskussion Kapitel 4.3.3.)
*=p<0,05vs.0,5Hz #=p<0,05vs. Flecdjimn der Amiodaron-Reihe waren Unterschiede zvésalen Gruppen n.s.

Wie in Abbildung 8 zu erkennen ist, war der Verlauf der KFB der Kolttnuskeln in beiden
Gruppen dezent positiv (Unterschiede n.s.); linkisaimer Optimumfrequenz bei 2,5 Hz und
einer Kraftsteigerung auf 141,8 = 13,4 % im Verghezum Ausgangswert (AGW) bei 0,5
Hz. In der rechten Kontrollgruppe zeigte sich eiaxitnum bei 2,0 Hz (Optimumfrequenz)
mit 110,3 £ 11,7 % des AGW.

Unter Flecainid zeigte sich eine signifikante Andwey des Verlaufes der KFB. Mit Erhéhung
der Stimulationsfrequenz kam es zu einem kontifioleen Abfall der isometrischen
Kontraktionskraft (negative Kraft-Frequenz-Beziegurauf minimal 88,4 + 10,2 % des
AGW bei 3,0 Hz. Die Optimumfrequenz lag bei 0,5 Minter Amiodaron anderte sich der
Verlauf der KFB nicht signifikant. Bis 1,5 Hz vefi sie positiv, danach nahm die
Kontraktionskraft mit zunehmender Stimulationsfrequ wieder ab, ohne bei hohen
Frequenzen unter den AGW zu sinken. Die Optimunfeeqg lag bei 1,5 Hz mit Steigerung
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der Kontraktionskraft auf 110,3 + 9,9 % des AGWeKFB der Losungsmittelkontrollen
verlief von Beginn an negativ, die Optimumfrequéag bei 0,5 Hz. Die Kontraktionskraft
sank auf minimal 89,8 + 20,3 % des AGW bei 3,0 Mie Einzelwerte sind in defiabellen

5 bis 9zusammengefasst.
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—A— Diastole —@— Diastole
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27 L L4 21 o o oo o °
A A A A A A
0 I I I I I I 0 I I I I I I
0,0 05 1,0 1,5 20 25 3,0 0,0 05 10 15 20 25 3,0
Frequenz [HZz] Frequenz [HZ]

Abb. 9: Der linke Teil der Abbildung stellt den Verlauf vegstolischer Kraftentwicklung und diastolischeaBpung der Kontrollmuskeln
wahrend der KFB dar. Der rechte Teil beschreibt dieichen Sachverhalt fir die Flecainid Muskeln.der rechten Abbildung ist zu
erkennen, dass die negative KFB sowohl aus einealime der systolischen Kraftentwicklung als aucheiner Zunahme der diastolischen

Spannung resultiert. Identische Ausgangskraft d&tdm Gruppen bei 1 Hz, jeweils n = 19. *<(O5 vs. 0,5 Hz # = p< 0,05 vs.

Flecainid

In der oben gezeigterAbbildung 9 sind fur Flecainid und die korrespondierende
Kontrollgruppe jeweils systolische Kraftentwicklungnd diastolische Spannung in einem
Diagramm wiedergegeben. Die isometrische Kraftefiniert als die Amplitude, das heisst
als die Differenz aus der systolischen Kraftentiuing und diastolischer Spannung. Die
Ergebnisse zeigen, dass die negative KFB untealigcauf einem Abfall der systolischen
Kraft und einem Anstieg der diastolischen Spanndogguht. Die positive KFB der

Kontrolimuskeln resultiert aus einer Zunahme detaischen Kraftentwicklung, bei nahezu

unveranderter diastolischer Spannung, bei Erhdlden&timulationsfrequenz.
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Kraft-Frequenz-Beziehung
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Abb. 10: Die Abbildung stellt den Verlauf von systolischeralkentwicklung und diastolischer Spannung der Kallthuskeln (oben) , der
Amiodaron-Muskeln (rechts unten) und der LosungsiMuskeln (links unten) wahrend der KFB daleweils n = 7. Unterschiede

zwischen den Gruppen waren jeweils nicht signifikan

Die oben aufgefuhrtébbildung 10 zeigt den Verlauf der systolischen und diastolische
Kraftentwicklung fir Amiodaron, Lésungsmittel uneérdkontrollgruppe. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die Abnahme der Kraftamplitude mlLésungsmittel Gruppe sowohl auf
einer Abnahme der systolischen als auch einer Zueatter diastolischen Kraftentwicklung
beruht. Im Gegensatz dazu findet sich sowohl inkdentrollgruppe als auch fir Amiodaron

ein annahernd stabiler Verlauf der Kraftentwicklung
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3.3.2. Diastolische Spannung unter Flecainid und Aimodaron

Die folgende Abbildung 11 =zeigt den Verlauf der diastolischen Spannung der
Muskelstreifenpraparate der Flecainid- und AmiodaExperimente wahrend der KFB (zu
den Einzelwerten siehe authbellen 5 bis 9.

Flecainid Amiodaron
250 71 _4 vontrollen 250 |} Amiodaron
g 225 e g 25 &
2 200 > 200
% 175 % 175
@ 150 - & 150 —
g 125 - 3 125 -
2 100 S 100
I I I I I I I I I I I I
0,0 05 1,0 15 2,0 25 3,0 0,0 05 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Frequenz [HZz] Frequenz [HZz]

Abb. 11: Die Abbildung zeigt die Anderungen der diastolischearBung im Verlauf der KFB in % in Bezug zum Ausgamert bei einer
Frequenz von 0,5 Hz. Im linken Teil sind die Ergsbe der Flecainid Experimente dargestellt, im texcfTeil die Amiodaron-Experimente.
*=p<0,05vs.0,5Hz #=p<0,05vs. Flecdjimn der Amiodaron-Reihe waren die Unterschiasiszhen den Gruppen nicht signifikant

Die diastolische Spannung anderte sich bei denrkiibmuskeln fiir Flecainid im Verlauf der

KFB ab 3 Hz signifikant. In der Kontrollgruppe flilkmiodaron stieg die Spannung
frequenzabhangig von 4,99 + 2,0 mN/mm2 bei 0,5 Hiznaaximal 5,47 = 2,0 mN/mm?2 bei

3,0 Hz dezent an. Bei den Flecainid-Muskeln nahendéstolische Spannung im Verlauf der
KFB kontinuierlich zu und erreichte ein Maximum vb86,9 + 25,8 % des AGW bei 3,0 Hz,
das sich signifikant vom AGW bei 0,5 Hz unterschiéd der Losungsmittelgruppe war

ebenso ein signifikanter Anstieg auf 193,7 + 27,986 AGW zu sehen, von 3,81 + 0,9
mN/mmz2 auf 6,02 £ 1,3 mN/mm?2 bei 3,0 Hz. In der Adarongruppe jedoch blieb die
diastolische Spannung weitgehend konstant. 5,58 #1N/mm?2 bei 0,5 Hz und 6,19 1,1
mN/mm?2 bei 3,0 Hz (n.s.).
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3.3.3. Zeitparameter der isometrischen Kontraktionunter Flecainid und

Amiodaron
Die Zeitparameter der isometrischen KontraktionT TR Ts0e Und RTgg, Verkirzten sich in
allen untersuchten Gruppen mit Zunahme der Stinomstrequenz. Innerhalb der Flecainid
Gruppe unterschieden sich die Kontroll-Muskeln higlon den Flecainid-Muskeln. Die
Abnahme der Zeitparameter der Kontraktion entsprsich qualitativ und quantitativ in
beiden Gruppen. Ebenso waren in der Amiodaron Gruiggine Unterschiede zwischen
Kontroll-, Amiodaron- und Lésungsmittel-Muskeln fegstellen. Die dazu gehdrigen Werte

sind in denTabellen 5 bis 9jeweils in Millisekunden (ms) angegeben.

3.3.4. dF/dt,. unter Flecainid und Amiodaron

Die maximale Kraftanstiegs- und RelaxationsgescHigkeit stiegen in Abhangigkeit von
der Stimulationsfrequenz bei allen Gruppen an. dn ldontrollgruppe fur Flecainid stiegen
beide Parameter nahezu parallel bis auf einen na@mWert von 191,95 £ 153 %
(+dF/dtnay bzw. 193,81 + 16,0 % (-dF/gt) bei 3,0 Hz an (sieh&bbildung 12).

dF/dt

max
—O— neg dF/dt
Flecainid @ P0s Il Kontrolle
200
200
180
> 180 -
2 160 — . (% 160 -
%) * <
g 1407 * $ 140 -
8 * <
120 — > 120
100 100
\ \ \ \ \ \ T T T T 1
0,0 05 1,0 15 2,0 25 3,0 0,0 051015 20 25 3,0
Frequenz [Hz] Frequenz [Hz]

Abb. 12: Die linke Abbildung zeigt den Verlauf der maximaléfraftanstiegs- und Relaxationsgeschwindigkeit Behdhung der
Stimulationsfrequenz unter Flecainid, die rechtdifung zeigt die gleichen Werte fiir die Kontroligpe.
*=p<0,05vs.0,5Hz # = p < 0,05 WEecainid
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Im Vergleich dazu stiegen diese Parameter in decdthid-Gruppe auf 142,7 + 8,4 %
(+dF/dtnay bzw. nur 117,0 + 14,8 % (-dF/gt) bei 3,0 Hz. Der Anstieg der Kurven ist
hierbei auch nicht mehr parallel. Die maximale Rateonsgeschwindigkeit bleibt gegentber
dem Anstieg der maximalen Kraftanstiegsgeschwirgltgkuriick Abbildung 12). Zu den

Einzelwerten sieh&abellen 5 bis 9

In der Amiodaron-Gruppe imponiert ebenfalls ein edmipwachter Anstieg der beiden

Parameter im Vergleich zur Kontrollgruppe. Hierb@immt es aber, anders als in der
Flecainid-Gruppe, zu einem weiterhin parallelen thagsder beiden Werte. Auch ist hierbei

der Effekt des Losungsmittels auf maximale Kraft&gs- und Relaxationsgeschwindigkeit
zu beachten. In dieser Gruppe nimmt die maximakftinstiegsgeschwindigkeit nur dezent
auf 113,93 £+ 23,3 % des AGW bei 3,0 Hz zu. Die meate Relaxationsgeschwindigkeit

steigt hier nicht wie in allen anderen untersuchBnoppen an, sondern féllt sogar ab, auf
95,66 £ 21,34 % des AGW bei 3,0 Habpildung 13). Zu den Einzelwerten siehe auch
Tabellen 5 bis 9
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Abb. 13: Die Abbildung zeigt den Verlauf der maximalen Keafstiegs- und Relaxationsgeschwindigkeit bei Erhghuwer

Stimulationsfrequenz unter Amiodaron (unten rechisjer Losungsmittel (unten links) und in der Kotigruppe (oben).

*=p<0,05vs. 0,5Hz Unterschiede zwischen Gemppen jeweils nicht signifikant
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3.3.5. Querschnittsflachen der Muskelstreifenprapaate

Der Durchmesser der Muskelstreifenpraparate deeebien Gruppen betrug fir die
Flecainid-Muskeln 0,47 + 0,03 mm (Querschnittsfgicl®,19 =+ 0,03 mm?2) und fur die
Kontrollmuskeln 0,45 £ 0,03 mm (Querschnittsflacbet7 = 0,03 mm?2). Die Unterschiede

der beiden Gruppen waren nicht signifikant.

+

Die Durchmesser in der Amiodaron-Reihe: Kontrollkeis 0,36 = 0,04 mm
(Querschnittsflache: 0,11 + 0,02 mm?2), Amiodaronskiein 0,39 + 0,02 mm
(Querschnittsflache: 0,12 £ 0,01 mm?2) und LosungstMuskeln 0,37 + 0,04 mm
(Querschnittsflache: 0,11 £ 0,02 mm?), die Unteiesdd waren jeweils nicht signifikant (siehe
auchAbbildung 14).

Mittlerer Durchmesser
der Muskelstreifen in mm

Muskeln der Flecainid Experimente Muskeln der Amiodaron Experimente
0,6
0,6
Flecainid  Kontrolle Kontrolle Amiodaron Lésungsm.
T T
c IS
€ 04 g 047 T . T
£ =
: IS
£ £
S 024 5 0,2
a a)
0,0 0,0

Abb. 14: Die linke Abbildung zeigt, dass die verwendeten Nélstreifen fur die KFB unter Flecainid in beidemu@pen identische
Durchmesser hatten. Unterschiede waren nicht #ignif. Gleiches gilt fur die rechte Abbildung, iardlie Durchmesser der Muskelstreifen

fur die KFB unter Amiodaron dargestellt sind.
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3.4. Kraft-Frequenz-Beziehung unter Flecainid und Aniodaron

am nicht-insuffizienten Kaninchen-Myokard

Entsprechend dem Protokoll am menschlichen Myokamurde auch die KFB am
Herzmuskelgewebe des Kaninchens mit einer Fledainizentration von von 3*10M und
einer Amiodaronkonzentration von1M durchgefiihrt.

Wie im Methodenteil beschrieben, wurden im Anschlas die Stabilisierungsphase die
Messungen zur Kraft-Frequenz-Beziehung (KFB) duebllgrt. Hierbei wurde die
Stimulationsfrequenz ausgehend von 1,0 Hz bis imsthliellich 5,0 Hz gesteigert, um dem

physiologischen Spektrum des Kaninchens zu entisprec

3.4.1. Kraftamplitude unter Flecainid und Amiodaron

Abbildung 16 zeigt links die Ergebnisse fur Flecainid und rectitr Amiodaron. Bei den
Kontrollmuskeln der Flecainidexperimente zeigte #EB einen ausgepragten positiven
Verlauf mit einer maximalen Zunahme auf 312 + 19dé&6 Ausgangswertes bei 4 Hz. Im
Gegensatz hierzu nahm die Kraft unter FlecainidiBigant schwacher zu und fiel bereits ab
3 Hz wieder ab (Maximum bei 3 Hz mit 236 + 20 % dassgangswertes). Somit zeigt
Flecainid auch im nicht-insuffizienten Myokard eiMerschlechterung der KFB. Wie in
Abbildung 16 rechts zu erkennen ist, war der Verlauf der KFB ldentrollmuskeln der
Amiodaronexperimente ebenso deutlich positiv, nmeemaximalen Kraftsteigerung bei 5,0
Hz auf 341 + 22 % des AGW. Unter Amiodaron zeigtd $m Vergleich keine signifikante
Anderung des Verlaufes der KFB. Die Kontraktion$keareichte ein Maximum von 372 +
17 % des Ausgangswertes bei 5,0 Hz.

Unter Lésungsmittel alleine kam es auch zu keimgmiftkanten Veranderung der KFB. So
lag die maximale Steigerung der Kontraktionskradteits bei 4,0 Hz (309 = 18 % des
Ausgangswertes) und damit bei einer niedrigeremueez als bei der Kontrollgruppe (5,0
Hz). Insgesamt scheinen sich die KFB der drei Geappicht zu unterscheiden. Alle

Einzelwerte sind in deabellen 10 bis 14usammengefasst.
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Kraft-Frequenz-Beziehung (Kaninchenmyokard)

Flecainid Amiodaron
—O— Flecainid —{ Amiodaron
—A— Kontrolle | —O— Loésungsmittel
400 — 400 —A— Kontrolle
350 — 350 |
300 — 300
S S
S, 250 — & 250
= =
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2 200 200
150 — * 150
*
100 — 100
50 \ \ \ \ \ 50 T T T T T
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Frequenz [HZz] Frequenz [HZz]

Abb. 16: Die Abbildung zeigt den Verlauf der KFB des nichsiffizienten Kaninchenmyokards in % der Ausganafskinks fur Flecainid
und rechts fir Amiodaron gegen die jeweiligen Koligruppen. Zu beachten ist die signifikante Vefschterung der KFB durch Flecainid.
*=p<0,05 vs. Kontrollgeweils n =8

3.4.2. Diastolische Spannung unter Flecainid und Aimdaron

Wie Abbildung 17 zeigt, wiesen die Kontrolltrabekel aus Kanincheokard in den
durchgefihrten Messungen im Gegensatz zum inseffien Humanmyokard auch bei hohen
Frequenzen keinen signifikanten Anstieg auf. Diageshalten wurde durch Amiodaron nicht
negativ beeinflusst, wohingegen sowohl Flecainid alch das Losungsmittel einen
deutlichen frequenzabhangigen Anstieg der diastodis Spannung aufwiesen (Flecainid auf
153 £ 12 % bei 5 Hz und Losungsmittel auf 136 #£40ei 5 Hz, p< 0,05).
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Abb. 17: Die Abbildung zeigt den Verlauf der diastolischguaBnung bei der KFB des nicht-insuffizienten Kaheremyokards in % der
Ausgangsspannung, links fur Flecainid und rechtsAfiaiodaron gegen die jeweiligen Kontrollgrupperu Beachten ist die signifikante
Zunahme der diastolischen Spannung wéahrend der difBh Flecainid im Vergleich zur Kontrollgruppe. =*p < 0,05 vs. Kontrolle

jeweils n =8

3.4.3. Zeitparameter der isometrischen Kontraktionunter Flecainid und

Amiodaron
Die Effekt der untersuchten Substanzen auf diepdegimeter der isometrischen Kontraktion
(TPT, RTs09 und RTeges) Waren sowohl in der Flecainid- als auch in deriédaaron-Reihe
vergleichbar zu denen im Humanmyokard (kein sigaifien Unterschiede) und sind in den
Tabellen 10 bis 14 jeweils in Millisekunden (ms) aufgefuhrt. Auf eingraphische

Darstellung wurde daher verzichtet.

3.4.4. dF/dt,. unter Flecainid und Amiodaron

Die maximale Kraftanstiegs- und Relaxationsgesctigkeit stiegen mit zunehmender
Stimulationsfrequenz sowohl in der Flecainid-Grupfseauch in der Kontroll-Gruppe nahezu
parallel an. In der Flecainid-Gruppe stieg die meie Relaxationsgeschwindigkeit (-
dF/dtnay bis auf einen maximalen Wert von 251 + 24 % beizsan. In der Kontroll-Gruppe
stieg die maximale Relaxationsgeschwindigkeit bisdeen maximalen Wert von 253 + 20 %

bei 5 Hz an. Die maximale KraftanstiegsgeschwineligitdF/dt) verlief in beiden Gruppen
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ebenfalls parallel, mit einem Maximum von 224 +%0bei 3 Hz in der Flecainid-Gruppe,
sowie von 223 + 21 % bei 4 Hz in der Kontroll-Grep(sieheAbbildung 18).

dF/dt ay
_ —O— neg dF/dt
Flecainid ® Do drict Kontrolle
350 — 350 —
300 — 300
< 250 = 250
(@) Q
< <
n 200 — 0 200
(] (]
© ©
X 150 X 150
100 — 100
50 T T T T T 50 T T T T T T ]
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Frequenz [HZz] Frequenz [HZz]

Abb 18.: KFB des Kaninchen-Myokards.Die linke Abbildung zeigt den Verlauf der maximaleKraftanstiegs- und
Relaxationsgeschwindigkeit bei Erhéhung der Stittafrequenz unter Flecainid, die rechte Abbildweigt die gleichen Werte fur die
Kontroll-Gruppe. Es ergeben sich im Verlauf deB<keine signifikanten Unterschiede zwischen deddeiGruppen.

Bei den Amiodaron Experimenten stiegen die maximalk&aftanstiegs- und
Relaxationsgeschwindigkeit in Abhangigkeit von d&rmulationsfrequenz bei allen drei
Gruppen an. In der Kontroll-Gruppe stiegen beideafater exakt parallel bis auf einen
maximalen Wert von 298 + 35 % (+dR/{d) bzw. 293 £+ 34 % (-dF/dty) bei 5 Hz an. Im
Vergleich dazu stiegen diese Parameter in der AanmdGruppe auf 447 + 15 % (+dR/gd
und 448 + 12 % (-dF/dty) bei 5 Hz an. In der Losungsmittel-Gruppe erraichlie
Kraftanstiegsgeschwindigkeit bei 5,0 Hz das Maximumit 365 + 17 % und die
Relaxationsgeschwindigkeit schon bei 4,0 Hz mit 356 % des Ausgangswertes (nicht mit
abgebildet). DiAbbildung 19 zeigt den Verlauf dieser Parameter Uber die Frezhereiche.
Zu erkennen ist, dass der Anstieg in der Amioddeouppe tendenziell starker ausfallt, als in
der Kontroll-Gruppe. Die Unterschiede zwischen @Ggnppen waren statistisch jedoch nicht

signifikant.
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dF/dt 5%
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Abb 19.: KFB des Kaninchen-Myokards.Die linke Abbildung zeigt den Verlauf der maximaleKraftanstiegs- und
Relaxationsgeschwindigkeit bei Erhéhung der Stitofasfrequenz unter Amiodaron, die rechte Abbildae@t die gleichen Werte fiir die

Kontrollgruppe. Es ergeben sich im Verlauf der Kikdne signifikanten Unterschiede zwischen dendsei@ruppen, jeweils n = 8.

Die Abbildung 20 soll zum direkten Vergleich die unterschiedlichéerlaufe der maximalen
Kraftanstiegs- und maximalen Relaxationsgeschwkealign wahrend der KFB des
Kaninchen-Myokards unter Flecainid im Vergleich Zmiodaron verdeutlichen (Graphen
aus denAbbildung 18 und 19. Bei den Frequenzschritten 4 und 5 Hz ergabeh sic
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gezopie Einzelwerte zu den obigen
Abbildungen sind in defabellen 10 bis 14einzusehen.
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dF/dt ma
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Abb. 20: Die Abbildung stellt den Verlauf von maximaler Kiafistiegs- und Relaxationsgeschwindigkeit der éd@ruppe (links) im
Vergleich zur Amiodaron-Gruppe (rechts) wahrendKieB dar. Bei den Frequenzen 4 und 5 Hz ergalimsignifikante Unterschiede.

*=p<0,05 vs. Flecainid, jeweilsn=8
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4. Diskussion

4.1. Verwendung von multizellularen Muskelstreifenpaparaten

In dieser Arbeit wurden multizellulare, ventrikugdvuskelstreifenpraparate aus explantierten
menschlichen Herzen oder gesundem Kaninchenmyokatersucht. Durch die in dieser
Arbeit durchgefiihrten Messanordnungen konnten pakoiogische Effekte an isometrisch
kontrahierenden Herzmuskelpraparaten unter korestakbr- und Nachlast untersucht
werden. Die Frequenz konnte konstant gehalten oler genau definierten und
reproduzierbaren Schritten verandert werden, wibegsler KFB gewilnscht ist (Kennedy et
al. 1987). Aufgrund der geringen Verfluigbarkeit vooht-insuffizientem humanem Myokard

wurde als nicht-insuffizientes Gewebe daher gessiK@minchenmyokard verwendet.
4.2. Registrierung intrazellularer Kalzium-Transienten

In der vorliegenden Arbeit wurde Aequorin, ein kator fir intrazellulares Kalzium,
verwendet. Es bietet sich aus folgenden Grundendfér Messung des intrazellularen

Kalziumtransienten an multizellularen Muskelstregeiparaten an:

Aequorin ist unter physiologischen Bedingungen ikahspezifisch, und seine
Reaktionskinetik ist sehr schnell. Die Lichtemissikommt im Millisekundenbereich
zustande, abhangig von den Reaktionsbedingungenp@mtur) um 10 ms (Hastings et al.
1969, Blinks 1992). Die lichtemittierende Reaktibendétigt keinen externen Sauerstoff,
dieser ist Bestandteil des Aequorinmolekils. Dieppddlogarithmisch aufgetragene
Aequorin-Reaktionskurve fir Kalzium zeigt einenmsaden Verlauf, wobei der Kurvenanteil
zwischen 10 und 10° M [C&™] nahezu linear verlauft. Besonders wahrend detofysind
so Anderungen der Kalziumkonzentration gut zu edas wobei niedrige Konzentrationen
wahrend der Diastole nur ungenau beurteilt werdemé&n (Blinks et al. 1982). Aequorin ist
zudem gegenuber pH-Wert-Schwankungen im physiatbgis Bereich unempfindlich
(Prasher et al. 1985), es hat keine toxischen Effekif die Zellen und besitzt eine lange
Halbwertszeit im Zytosol (Miller et al. 1994). FiAequorin wird kein toxisches
Losungsmittel benotigt. Es ist fir Bewegungsartefakvie sie bei simultaner Messung der

isometrischen Kontraktionskraft vorkommen, unenglifeh (Blinks 1992).
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Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Makroktienstechnik ist der friher verbreiteten
Mikroinjektionstechnik vergleichbar oder tUberleg8&ei letzterer muss der Indikator mittels
einer Mikropipette in etwa einhundert Myozyten @iz injiziert werden, was mit einem
grof3en technischen und zeitlichen Aufwand verbunstefiKihara et al. 1989).

Es gibt allerdings auch Nachteile bei der Verwempvon Aequorin als Kalziumindikator:

Die lichtemittierende Reaktion ist irreversibelsd®equorin verbraucht sich also wahrend des
Experimentes. Die Abnahme der Intensitat des Ligh&ds, in der Literatur als ,run down*
bezeichnet, betragt z.B. fur das FroschmyokardRaeimtemperatur 4% pro Stunde (Blinks
1992). Weitere Nachteile sind die oftmals geringemineszenzintensitat, eine relative
Unempfindlichkeit im diastolischen Konzentrationsbieh und schwierig quantifizierbare
Messdaten (Cobbold und Rink 1987). Auf die Kaldxiuing der Messdaten und Umrechnung
in Kalzium-Konzentrationen (Allen und Blinks 1978urde wegen der technischen
Komplexitat und der unbefriedigenden Genauigkegdghhg und Prendergast 1980, Urthaler
et al. 1993) daher verzichtet.

Der Mechanismus, durch den Aequorin in die Zellemaggt, ist noch nicht hinreichend
geklart. Ein Erklarungsmodell nimmt an, dass Aequodurch bestimmte permeable
Membranbereiche in die Zelle eindringen kann (Mwllil966). Andere Arbeitsgruppen
zeigten die Mdoglichkeit einer transienten, revdesib Permeabilitdtserhbhung der
Zellmembran durch den mechanischen Reiz der BetpdBerreault et al. 1992 b, Fabiato
1981). Belegt ist auch, dass kein aktiver Transpechanismus fur die Aufnahme des
Aequorins ins Zellinnere notig ist, da auch bei Ppenaturen, die aktive

Transportmechanismen unmdglich machen, Zellen neigudrin beladen werden kdnnen
(Morgan et al. 1984). Das Aequorin-Molekil kann dedle nicht mehr verlassen, nachdem es

einmal ins Zytosol eingedrungen ist.
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4.3. Wirkungen von Flecainid und Amiodaron an terminal

insuffizientem humanem Myokard

4.3.1. Inotrope Effekte von Flecainid am humanen Mgkard

Die erstellte KWK fiur Flecainid zeigte einen do$isangigen negativ inotropen Effekt, mit
halbmaximaler Wirkung von Flecainid bei 3*10M. Dabei nahmen die maximale
Kraftanstiegsgeschwindigkeit und die maximale Ralaxsgeschwindigkeit der Kontraktion
parallel mit der Amplitude der entwickelten Krafb.aGleiche Ergebnisse erhielten auch
Schulze und Knops bei Untersuchungen von Flecanidentrikularen Trabekeln gesunder
Kalber. Sie zeigten einen dosisabhangigen, frequeathangigen negativ inotropen Effekt
von Flecainid. Dabei verlangsamte sich die maxinfaistiegssteilheit des Aufstriches des
Aktionspotentials. Die Plateau-Hohe des Aktionsptiéds und die APD &nderten sich unter
Flecainid nicht (Schulze und Knops 1982). Daraiteten die Autoren eine Hemmung auf
den schnellen depolarisierenden Natrium-Kanal &leare Wirkung auf den Kalium- oder
Kalziumausstrom ab. Einflisse auf diese Strome enidie Dauer des AP verandern. Ito et
al. (1996) wiesen ebenfalls einen konzentrationdafigen negativ inotropen Effekt von
Flecainid an isolierten Kaninchen- und Rattenherzeath (Ito et al. 1996). Durch
Kombination von schnellen Kuhlungskontrakturen,tFReusen-Kontraktionen und Blockade
des Ryanodinrezeptors unter Flecainid und Vergleden beiden Spezies, konnten sie
insgesamt eine Abnahme des Kalziumgehaltes des &Rweisen. Sie schlossen somit
daraus, dass die Hauptwirkung der Klasse-I-Antigmmika, die Blockade des schnellen
Natrium-Kanals, letztendlich auch zu einer Reduktides SR-Kalziums fuhrt. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit hdmodynamischeinkuMgen von Flecainid am
Kaninchen-Modell in vivo (Twidale et al. 1994) ubdi Patienten (Greene et al. 1992).

Die Abnahme der Kontraktionskraft durch Flecainahite in dieser Arbeit in Versuchen mit
gleichzeitiger Bestimmung der intrazellularen KafmiTransienten als kalziumabhéngig
bestatigt werden. Die Amplitude des Kalzium-Trant@ nahm um den gleichen Betrag wie
die Kraftamplitude auf etwa 65 % des AusgangsweatesDamit konnte erstmals auch am
humanen terminal insuffizienten Myokard gezeigt degr, dass der negativ inotrope Effekt
von Flecainid kalziumabhangig ist. Die Zeitverladgfr Kraftentwicklung und des Aequorin-
Lichtsignals anderten sich nach Zugabe von Fledancht und der Abfall von Licht- und
Kraftsignal war proportional. Dies |aRt die Schiofgerung zu, dass die Sensibilitat der

Myofilamente fur Kalzium durch Flecainid nicht vadéert wird.
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4.3.2. Wirkmechanismus von Flecainid

Flecainid ist ein Antiarrhythmikum der Klasse ICielKlasse-I-Antiarrhythmika entfalten
ihre Wirkung durch Blockade des schnellen, spansaibigingigen Natrium-Kanals, der nach
Uberschreiten des Schwellenpotentials der Herznizeslke die Depolarisation und damit das
Aktionspotential einleitet. Folge der Natrium-Kamamnmung ist eine Verlangerung der
relativen Refraktarzeit, also der Zeit, bis sichr d&atrium-Kanal von seiner Inaktivierung
wieder vollig erholt hat. Frihzeitig einfallende tEasystolen kdnnen so unterdriickt werden
(Forth et al. 2001). Flecainid besitzt die langsteetik der Klasse-I-Antiarrhythmika. Das
heisst, die Erholung des lonenkanals von seinektilnerung durch Flecainid dauert am
langsten, verglichen mit den tbrigen Klasse-I-Ambigthmika (Roden und Woosley 1986).
Flecainid besitzt keine Wirkung auf den repolaesglen Kalium-Kanal, somit hat es keinen
Einfluss auf die Dauer des Aktionspotentials (AP)e etwa Chinidin oder Procainamid
(Klasse 1A); diese verlangern die APD.

Durch die Blockade des schnellen, spannungsabhémgiatrium-Kanals und damit des
Natriumeinstromes ins Zellinnere wahrend der Dajsdéion, wird die Natriumkonzentration
an der Zellmembran-Innenseite durch Flecainid riesiiz Durch diese Anderung des
Natriumgradienten kommt es zu einer Aktivierung deskolemmalen Natrium-Kalzium-
Austauschers (NCX) in Richtung des Exports von Kalzund des Einwartstransportes von
Natrium. Somit verliert das Zytosol Kalzium, wodarsekundéar auch weniger Kalzium
vorhanden ist, das in das SR zuriick aufgenommedenekann. So steht bei den folgenden
Erregungs-Kontraktionszyklen weniger Kalzium zund@ing an die kontraktilen Proteine zur
Verfigung. Dass die Aktivitat des Natrium-Kalziunugtauschers den Kalziumgehalt des SR
beeinflusst, ist von mehreren Autoren belegt (Sutkcal. 1986, Bers und Bridge 1989,
Bassani RA und Bers 1994). Bedenkt man den Befusrdvérmehrten Expression und
Aktivitdt des sarkolemmalen Natrium-Kalzium-Austelisrs bei Herzinsuffizienz (Studer et
al. 1994, Hasenfuss et al. 1999), so wird deutherum der negativ inotrope Effekt von
Flecainid im insuffizienten Myokard starker ausgggrsein konnte als in gesunden Herzen
und warum Flecainid bei Herzinsuffizienz nebenwirggsreicher ist.

Es ist fur Flecainid nachgewiesen, dass es am kmogakard sarkolemmale Kalzium-Kanéle
blockiert (Scamps et al. 1989). AuRerdem konntelmaki et al. zeigen, dass Flecainid am
Hundemyokard sarkolemmale L-Typ-Kalziumkanale hemumid damit den langsamen
Kalziumeinstrom in die Zelle (Kihara et al. 199Br Effekt zeigte sich jedoch erst deutlich
bei Konzentrationen von TOM Flecainid, wobei die optimale Plasmakonzentratiur

Unterdriickung von Arrhythmien zwischen 3*10nd 10° M beschrieben ist (Woosley et al.
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1984, Toyama et al. 1989). Die Hemmung der L-TygeKiankanale kénnte also auch eine
Erklarung der negativ inotropen Wirkung von Fleadigsein. Zu bedenken ist aber, dass der
Kalziumstrom durch diese Kandle auch verantwortliivr die Plateauphase des
Aktionspotentials ist. Blockierung des L-Typ-Kalmanals muisste also auch eine
Verkurzung der APD bewirken, wie es fir Kalziumauaisten belegt ist, deren
Hauptwirkung die Blockade der L-Typ-Kalziumkanast (Forth et al. 2001). Fur Flecainid
konnte beim Menschen in vivo aber lediglich einezetge Verlangerung der APD
nachgewiesen werden (Olsson und Edvardsson 1981).

Eine Aktivierung des Natrium-Kalzium-Austauschecheaint also eine grof3ere Rolle bei der
Vermittlung des negativ inotropen Effektes zu smelwobei — zumindest bei hdheren
Konzentrationen - ein Teileffekt Uber Blockade deFyp-Kalziumkanale mit berticksichtigt

werden muss.

4.3.3. Einfluss von Flecainid auf die Kraft-Frequea-Beziehung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine fur termimaguffizientes, menschliches Myokard
typische flache KFB gefunden. Es zeigte sich mihaune der Stimulationsfrequenz ein
maximaler Kraftanstieg auf 140 % der Ausgangskraftbei schon ab 2,0 Hz keine weitere
Zunahme der Kontraktionskraft zu beobachten ware BiFB der Praparate aus den
identischen Herzen zeigten unter Flecainid einegatien Verlauf mit Abnahme der
Kontraktionskraft auf etwa 90 % bei maximaler Fregi von 3,0 Hz. Diese Abnahme der
entwickelten Kraft kam Uberwiegend durch Abnahme slgstolischen Kraftentwicklung
zustande, wobei die Zunahme der diastolischen $panauch einen Anteil daran hatte.
Flecainid verschlechtert also die KFB des insuéiieen Herzens mit Einfluss sowohl auf die
systolische als auch diastolische Funktion. Im Geg&z zum insuffizienten Herzen kdnnen
nicht-insuffiziente Kontrollherzen die Kontraktidaaft auf etwa 200% der Ausgangskraft
bei 3,0 Hz steigern (Pieske 1998). Derartige mditdh Herzen standen jedoch fiur die
Untersuchungen dieser Arbeit nicht zur VerflgungusAdiesem Grunde wurde zur
Gewinnung von nicht-insuffizientem Myokard Kaninoherzen verwendet. Diese zeigten bei
den Kontrolltrabekeln eine stark positive KFB miaximalen Anstiegen bis 313% bei 4 Hz.
Flecainid fuhrte auch hier zu einer deutlichen ¥klkschterung der KFB (Maximalkraft bei
235 % bei 3 Hz). Es war dabei eindricklich, dass&ihid sowol die systolische als auch die
diastolische Funktion beeintrachtigt.

Ito et al. (1996) erhielten insgesamt &hnliche Bngese, als sie den Einfluss von Flecainid
auf die KFB des Kaninchens und der Ratte miteinamdgglichen (Ito et al. 1996). Es zeigte
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sich eine fast ganz aufgehobene KFB des KanincligiesRatte zeigte eine negative KFB,
welche unter Flecainid vor allem bei héheren Fregaa noch starker herabgesetzt wurde.
Bei beiden Spezies wurden die Amplituden der sdébmeKihlungskontrakturen unter
Flecainid kleiner, diese gelten als Indikator féndKalziumgehalt des SR (Bers 1989). Man
folgerte daraus, dass Flecainid durch seine NatKamal blockierende Wirkung die
intrazellulare Natriumkonzentration herabsetzt, wleld den sarkolemmalen Natrium-
Kalzium-Austauscher in seinem ,forward-mode*” aléiiund somit vermehrt Kalzium nach
extrazellular transportiert wird. Sekundar gingedeon SR Kalzium verloren. Bedenkt man
die gesteigerte Expression und Aktivitstt des NatriKialzium-Austauschers Dbei
Herzinsuffizienz und dessen sekundare Aktivierungchl Flecainid so wird klar, dass es
dadurch gerade bei steigender Herzfrequenz zu siegeren Kalzium-Verarmung des SR
kommen kann und die negativ inotrope Wirkung debs$anz bei steigenden Frequenzen
verstarkt wird (negative KFB).

Unter Berlcksichtigung von Befunden am Tiermodeihnach Flecainid sarkolemmale L-
Typ-Kalziumkanéale hemmt und damit den langsamerziaieinstrom in die Zelle (Scamps
et al. 1989, Kihara et al. 1996), stellt das eingiteren moglichen Mechanismus dar, durch
den Flecainid die KFB am insuffizienten Myokard &iztich beeintrachtigt.

Die Verschlechterung der KFB durch Flecainid kormue Teil auch auf die Bindungskinetik
am Natriumkanal zurtickzufihren sein. Die Antiarhimyika der Klasse | erreichen ihre
Bindungsstelle in der Kanalwand direkt durch dipilmembran, kdnnen aber auch — nach
Eindringen in die Zelle — von der zytosolischent&eaius dorthin gelangen; letzteres ist aber
nur im offenen Kanalzustand mdglich. Dies ist um&hrscheinlicher, je oOfter der Kanal
gedffnet, also je hoher die Frequenz ist. AuchRirdung des Antiarrhythmikums an das
Kanalprotein hangt vom Aktivitdtszustand des Kanalls Die Bindung ist namlich nur
hochaffin, solange der Kanal getffnet oder inaktivist, sie 16st sich aber wieder, wenn der
Kanal in seinen Ruhezustand tUbergeht (Forth e2@01). Die Wirkung eines Klasse-I-
Antiarrhythmikums ist also um so starker, je Oftier Kanal pro Zeiteinheit aktiv ist, das
heisst je héher die Herzfrequenz ist (,use-dependiexck”). Dies kbnnte die Potenzierung

der negativ inotropen Effekte bei der KFB zusatebkeklaren.

4 .3.4. Diastolische Funktion unter Flecainid

Mehrere in dieser Arbeit erhobene Befunde deuteauddin, dass Flecainid die diastolische
Funtion des Herzens verschlechtert. Bei konstaftequenz von 1 Hz fihrte Flecainid in

hohen Konzentrationen zu einem Anstieg der diastbén Spannung und Verlangerung der
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Relaxationszeit (RT90). Unter Erdung der Stimulaifoequenz (KFB-Versuche) kam es
ebenso zu einem Anstieg der diastolischen Spannimgg war sowohl im insuffizienten
Myokard zu beobachten, welches per se eine disas$te Dysfunktion aufweist, als auch im
nicht-insuffizienten Kaninchenmyokard, welches diastolische Spannung auch bei hohen
Frequenzen konstant halt. Die Verschlechterungddestolischen Funktion durch Flecainid
ist also unabhangig von dem Vorbestehen einer alisshen Dyfunktion und auch im
gesunden Myokard nachzuweisen. Die maximale Retmsgeschwindigkeit (-dF/dt) war
unter Flecainid niedriger als in der Kontrollgruppend deviierte von der
Kraftanstiegsgeschwindigkeit (+dF/dt), wobei diésgden Parameter in der Kontrollgruppe
exakt parallel verliefen. Eine Reduktion der Reteotessgeschwindigkeit der Kontraktion bei
steigenden Stimulationsfrequenzen koénnte auf ein@rlangsamten zytosolischen
Kalziumelimination beruhen. Da die Aktivitat des X@urch Flecainid im Vorwarts-Mode
gesteigert wird, scheint die nachgewiesene verangs Kalziumelimination bei hdéheren
Frequenzen unter Flecainid unabhangig vom NCX ruwwed kdnnte von daher am ehesten
Ausdruck einer Hemmung der SERCA-Aktivitat sein. nfibh der Wirkung auf den
sarkolemmalen Natriumkanal kénnte hier eine Fregaehdngigkeit (so genannte use
dependence, siehe unten) eine Rolle spielen. Hemme@nSERCA-AKktivitdt wirde auch die
Verschlechterung der systolischen KFB unter Fladabei Herzinsuffizienz erklaren. Zur
Klarung dieses Mechanismus waren direkte MessugerSERCA-AKktivitat an isolierten

SR-Vesikeln natig.

4.3.5. Inotrope Effekte von Amiodaron am humanen Mgkard

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von iharon auf isoliertes, menschliches,
insuffizientes Myokard untersucht. Um dessen Witkwon denen des Losungsvermittlers
abgrenzen zu konnen, wurden parallel an Muskeistidparaten aus denselben Herzen
Lésungsmittelkontrollen (Gemisch aus Benzylalkototd Polysorbat 80) durchgefiihrt. Bei
konstanter Stimulationsfrequenz von 1 Hz hatteldessingsmittel allein einen signifikanten,
konzentrationsabhangigen, negativ inotropen Efféltiter Amiodaron zeigte sich eine
nahezu identische Kraftabnahme wie unter Losungsingo dass Amiodaron selbst keinen
eigenen negativ inotropen Effekt aufzuweisen sc¢hedn den Ergebnissen dieser Arbeit
passen die Befunde, die beim Menschen in vivo gkfunwurden: Die intravendse
Bolusapplikation von Amiodaron bei Patienten mitkBventrikularer Dysfunktion fuhrt
initial zu einer Abnahme der maximalen Druckansgschwindigkeit, einer Zunahme der

Herzfrequenz sowie einer Abnahme der Ejektionsivaktuind des arteriellen Blutdruckes.
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Diese Veradnderungen treten wahrend der ersterbigeiitinf Minuten nach Applikation auf,

um nach etwa zehn Minuten wieder zum Ausgangswartickzukehren. Diese initialen
Effekte konnten auf den Losungsvermittler zurickbef werden (Pfisterer et al. 1985,
Remme et al. 1990), da dessen Halbwertszeit imi@eron wenigen Minuten liegt (Spath
1992). Bei chronischer Applikation oder oraler EEhme hat Amiodaron keinen signifikanten
Effekt auf die Hamodynamik (Remme und van Hoogembuy990). Die Daten der
vorliegenden Arbeit sprechen ebenso dafur, dass Beartdruckabfall und der

Herzfrequenzanstieg nach Bolusgabe von Amiodardrdasi Losungsmittel zuriickzuftihren

sind, nicht auf den eigentlichen Wirkstoff.

4.3.6. Wirkmechanismus von Amiodaron und dem Losurgyermittler
Polysorbat 80

Amiodaron ist ein Antiarrhythmikum der Klasse lheh Vaughan Williams. Die Klasse-lIII-

Antiarrhythmika entfalten ihre Wirkung durch Blode des repolarisierenden Kalium-
Auswartsstroms wahrend des Aktionspotentials derrzideskelzelle. Der fur die

Repolarisation der Herzmuskelzelle hauptverantvetitl Kaliumstrom ist der so genannte
.verzogerte Gleichrichterstrom” (delayed rectif@rrrent, k). Dadurch kommt es zu einer
Verlangerung der APD und der absoluten Refrakté(&ingh und Vaughan Williams 1970,
Vaughan Williams 1984). Diese Verdnderungen kénnefeKG als Verlangerung der QT-

Zeit manifest werden. Amiodaron wirkt allerdingschti selektiv auf die Repolarisation
sondern zeigt sogar antiarrhythmische Eigenschadtésr vier Klassen nach Vaughan-
Williams. Es hat einen ,use-dependent” hemmenddekEfuf den schnellen Natriumkanal
im klinisch relevanten Frequenzbereich, der auah der Amiodaronkonzentration abhangig
ist (Mason et al. 1984). Amiodaron zeigt auch @eatliche kalziumantagonistische Wirkung
(Nishimura et al. 1986, Nattel et al. 1987, Lukti@le 1994). Der Effekt ist frequenzabhangig
mit einer Erholungskinetik von Uber einer SekuniNattel et al. 1988). Aul3erdem hemmt
Amiodaron kardiale adrenerge Alpha- und Beta-Rewept in nicht-kompetitiver Form

(Kobayashi et al. 1983, Aomine 1989).

Amiodaron als Injektionslosung enthalt als LosunigiginPolysorbat 80 und Benzyl-Alkohol.

Polysorbat 80 (Polyoxyethylen-sorbitan-monolaugghort zur Stoffklasse der Emulgatoren
und Schaummittel. Polysorbate sind chemisch madifz Verbindungen aus Fettsduren,
Alkohol und Sorbit. Polysorbat 80 ist als Hilfsstaf der Arzneimittelzubereitung und als

Nahrungserganzungsmittel zugelassen. Polysorbatdewem Organismus wie Fettsauren
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abgebaut, es sind fir den menschlichen Organisneuse kschadlichen Nebenwirkungen
bekannt. Polysorbat 80 ist also Bestandteil derawsndsen Applikationsform von
Amiodaron und kénnte seine Wirkung nach Bolusinggkimodifizieren (Munoz et al. 1988).
Fur Benzylalkohol sind lokalanésthetische Wirkungamd eine Reduktion der
Kontraktionskraft am Kaninchenherzen beschriebeohfiaum und Tasaka 1976, Yasaka et
al. 1979). Uber den Mechanismus der NatriumkanatBide und dadurch sekundaren
Kalziumverlust Uber den Natrium-Kalzium-Austausgherie oben auch fur Flecainid
beschrieben, kdnnte die Reduktion der Kontrakticaiskei intraventser Bolusgabe zustande
kommen. Der negativ inotrope Effekt des Losung®isitin dieser Arbeit konnte ebenfalls

auf diesem Mechanismus beruhen.

Amiodaron selber bewirkt keine Reduktion der Kokiti@anskraft, durch seine Kalium-Kanal
blockierende Wirkung verlangert es die APD (Masodrale 1984, Yabek et al. 1986) und
damit die Repolarisation. Somit wird die Zeit vad@rt, in der Kalzium durch die L-Typ-
Kalziumkanale in das Zytosol gelangen kann, wonfiereein positiv inotroper Effekt
verbunden ware, sofern dies den direkten hemmeBtfekt von Amiodaron auf den L-Typ-
Kalziumkanal Uberwiegt. Tande und Refsum (1990)désn im Rattenmyokard unter
Amiodaron in der Konzentration Tanol/L neben Effekten auf die Erregungsbildung einen
dezenten positiv inotropen Effekt um etwa 10 % Aesgangskraft (Tande und Refsum
1990). Das Losungsmittel bewirkte hingegen eineredten negativ inotropen Effekt. Man
erklarte die positiv inotrope Wirkung mit der Vergerung der Repolarisation und der so
verlangerten Zeit flr den Kalziumeinstrom. Die Befa von Tande und Refsum unterstitzen
die Hypothese, dass der Losungsvermittler fir digativen Effekte auf die Hamodynamik

bei Bolusapplikation von Amiodaron verantwortliairskonnte.

Die maximale Kraftanstiegs- und RelaxationsgescHigkeit der Kontraktion verringerte

sich unter Amiodaron und Lésungsmittel in gleich@osmal3, entsprechend der Abnahme
der Kraftamplitude. Auch die Relaxationszeiten #@mtraktion unterschieden sich nicht
zwischen Amiodaron und LOsungsmittel. Daraus kareschlossen werden, dass die
Sensibilitat der Myofilamente fur Kalzium durch Awmdiaron nicht verandert zu werden

scheint und kein wesentlicher Einfluss auf die Sportproteine des SR ausgelbt wird.

Einige Autoren beschreiben fir Amiodaron einen tiggaotropen Effekt und diskutieren in
diesem Zusammenhang eine Beteiligung des Natriulniifa-Austauschers (Aomine und
Fukui 1993). Sie fuhrten ihre Untersuchungen abameolLdsungsmittelkontrollen durch,

wodurch Effekte des Losungsvermittlers nicht ausglessen werden konnten und die
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Hemmung des Natrium-Kalzium-Austauschers auch auf dben beschriebenen Effekt der
Natriumkanal-Blockade des Benzyl-Alkohols beruhénrite.

4.3.7. Einfluss von Amiodaron auf die Kraft-Frequerz-Beziehung

Zur Bestimmung des Einflusses von Amiodaron auf HiEB wurde diese mit der
Amiodaron-Konzentration von TOM und Steigerung der Stimulationsfrequenz von 5
3,0 Hz durchgefiihrt. Die Konzentration wurde bewugswvahlt, da einige Studien zeigen
konnten, dass die therapeutischen Plasmaspiegel Avolodaron zwischen 1-2,5 pg/ml
liegen, was etwa IDM entspricht (Haffajee et al. 1983, Pattersonlel@83). Unabhangig
von der Applikationsart akkumuliert Amiodaron inwat hundertfacher Konzentration des
Plasmaspiegels im Myokard, so dass hier Konzeatrati von 18 M erreicht werden (Latini
et al. 1983). Diese Konzentration wird bei Bolusktjon nach zehn bis zwanzig Minuten
erreicht (Latini et al. 1983). Deshalb wurde auctdieser Arbeit die Konzentration 1oV
verwendet und nach 30 Minuten Wartezeit das Frezpretokoll der KFB begonnen. Im
Gegensatz zu den oben genannten klinischen in$iudien zur Hamodynamik muss davon
ausgegangen werden, dass in der vorliegenden \fes@oiordnung nur akute Effekte von
Amiodaron bestimmt werden konnten. Umgekehrt war \iirkdauer des Losungsmittels
sicher nicht auf wenige Minuten beschrankt, weil @nganbad und Schlauchsystem der

Versuchsanlage kein enzymatischer Abbau der Pdigsestattfinden konnte.

Die KFB der unbehandelten Muskelstreifen zeigte dgpischen Verlauf von terminal

insuffizientem Herzmuskelgewebe. Die maximale Seigg der Kontraktionskraft zeigte
sich bei 2,0 Hz auf etwa 110 % der Ausgangskradt fiel damit etwas schlechter aus als bei
den Kontroll-Trabekeln der Flecainid-Experimentén Endglicher Grund dafur kénnte die
durchschnittlich noch etwas hohere Ejektionsfrakti@&@F) bei den Patienten sein, deren
Herzen fur die Flecainid Experimente verwendet wardEF = 18% bei den Herzen der
Amiodaron-Gruppe und EF = 25% bei den Herzen decdnhid-Gruppe).

Unter Amiodaron &nderte sich der Verlauf der KFBhhisignifikant. Bis 1,5 Hz verlief sie
ansteigend mit einer Zunahme der Kontraktionskaaftetwa 110% des Ausgangswertes. Die
KFB unter Amiodaron unterschied sich qualitativ urmglantitativ nicht von den
Kontrolimuskeln. Die KFB der Lésungsmittelkontrailelagegen verlief von Beginn an flach
negativ. Die Kontraktionskraft sank auf minimal @des Ausgangswertes, unterschied sich
statistisch aber auch nicht signifikant von der ol oder Amiodaron-Gruppe (p = 0,103
vs. Kontrolle; p = 0,115 vs. Amiodaron). Damit kd@ in dieser Arbeit erstmals gezeigt
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werden, dass Amiodaron am terminal insuffizienteyokérd des Menschen keinen negativen
Einfluss auf den Verlauf der KFB hat. Die Ergebaisen Kaninchenmyokard sind
weitgehend vergleichbar mit denen im Humanmyokardl wnterstreichen, dass das
Losungsmittel, nicht jedoch Amiodaron selbst einegative Wirkung auf die
Myokardfunktion austbt. Damit unterscheidet sichidgaron grundlegend von der Wirkung
des Klassse-IC-Antiarrhythmikums Flecainid auf dies  wichtigen
Kompensationsmechanismus des Myokards (KFB). Im eBGssfz dazu bewirkt das
Lésungsmittelgemisch von Amiodaron die Umkehrungeeschwach positiven KFB in eine
negative, ahnlich der oben diskutierten Wirkung ¥ecainid. Als Ursache dafir kommt die
Natriumkanal blockierende Wirkung des Benzyl-AlkhdEichbaum und Tasaka 1976,
Yasaka et al. 1979) als Bestandteil des Losungsiginisches in Frage. Entsprechend der
Wirkung von Flecainid kénnte es dadurch zu eind&usdaren Aktivierung des Natrium-
Kalzium-Austauschers kommen und dies zu einem sekelemmalen Kalziumverlust der

Zelle fuhren.

Die diastolische Funtkion wurde durch Amiodaron @egensatz zu Fecainid nicht negativ
beeinflusst, weder im insuffizienten menschlichenyokbrd noch im gesunden
Kaninchenmyokard. Jedoch hatte das Losungsmitieihal einen verschlechternden Effekt
auf die diastolische Funktion mit deutlichem Angtier diastolischen Spannung bei hohen
Frequenzen. Auch hier kommt als Ursache am ehdsteBenzyl-Alkohol als Bestandteil des
Loésungsmittels in Frage, da sein Mechanismus dem Flecainid verwandt ist. Beide

Substanzen bewirken wie oben gezeigt eine deuttickstolische Dysfunktion.

4.4. Klinische Relevanz der Ergebnisse

4.4.1. Flecainid in der antiarrhythmischen Therapiebei Herzinsuffizienz

Die vorliegende Arbeit zeigt bezugich der Wirkungeon Flecainid drei Befunde von
klinischer Relevanz: Einen kalziumabhéngigen ne&gatinotropen Effekt, eine
Verschlechterung der Kraft-Frequenz-Beziehung unel khduktion einer diastolischen
Dysfunktion durch Flecainid.

Eine negativ inotrope Wirkung eines Pharmakons, zum Beispiel Kalziumantagonisten,
kann dessen Anwendbarkeit bei Herzinsuffizienzairénken (Elkayam et al. 1990, DAVIT-
[ 1990, Goldstein et al. 1991, Gheorghiade etl@b1, Cohn et al. 1997). Dies stellt jedoch

grundsétzlich noch keine Kontraindikation dar, wgedie Verwendung von Betablockern bei
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Herzinsuffizienz unterstreicht (Lechat et al. 198&RIT-HF Study Group 1999, CIBIS-II
Investigators and Committees 1999, Hjalmarson et 2000). Die zusatzliche
Verschlechterung der Kraft-Frequenz-Beziehung jedpch nahe, dass es unter Flecainid bei
Herzinsuffizienz leicht zu einer symptomatischerrs¢alechterung und Einschrankung der
Belastbarkeit kommen kénnte (CAST-I 1989, Greera.et992, Hoppe und Erdmann 2001).
Die in dieser Arbeit charakterisierten Effekte vBlecainid kbnnten zudem eine Erklarung
daflr sein, warum es bei der Kombinationstherapre Mecainid mit Kalziumantagonisten zu
einigen Todesfallen durch kardiogenen Schock gekemist (Forbes et al. 1988, Buss et al.
1992). Flecainid ist fur die Anwendung bei Herziffigienz aufgrund der CAST
Studienergebnisse nicht mehr zugelassen (CAST-I9)19Bie erhdhte Mortalitat von
herzinsuffizienten Patienten, die mit Antiarrhytlkaider Klasse | behandelt wurden, wurde
dabei maRRgebich auf die pro-arrhythmische Wirkueg®ubstanz zuriickgefihrt. Diese pro-
arrhythmische Wirkung basiert auf einer durch HRiadainduzierten Verzdgerung der
Leitungsgeschwindigkeit in geschadigten Myokardameavodurch Refraktarzeiten verkirzt
werden, die Reentry-Mechanismen beglnstigen undus&Kammertachykardien bis zum
Kammerflimmern fihren kénnen (Gulker 1989).

Seinen Stellenwert hat Flecainid als Anitarrhythmmikheutzutage noch bei Ausschluss einer
strukturellen Herzerkrankung, etwa bei Patientehhigpertonie und Vorhofflimmern. Trotz
des Fehlens struktureller Veradnderungen weisenediBatienten jedoch haufig eine
diastolische Dysfunktion auf (Boriani et al. 19€&pucci et al. 1999, Martinez-Marcos et al.
2000, Hennersdorf et al. 2001). Aufgrund des iselidrbeit nachgewiesenen Einflusses von
Flecainid auf die diastolische Funktion erschemt@glich, dass Flecanid bei vorbestehender
diastolischer Dysfunktion zu einer Verschlechteruiigprt, die in eine symptomatische
diastolische Herzinsuffizienz munden kann. Zum asdekonnte Flecainid auch bei
asymptomatischem Verlauf, durch die diastolischdzikimiiberladung kalziumabhangige
Signalwege (zum Beispiel Calcineurin) aktivierere du trophischen Veranderungen fuhren
(remodeling), welche Ilangfristig die Struktur undinktion des Myokards schadigen
(Hasenfuss et al. 1992, Hasenfuss 1998). Die Itidikegruppe fir Flecainid in der
Langzeittherapie konnte sich daher aufgrund dediegenden Ergebnisse noch weiter

einengen.

4.4.2. Amiodaron in der antiarrhythmischen Therapiebei Herzinsuffizienz

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnen dewéndbarkeit von Amiodaron als

Antiarrhythmikum der ersten Wahl bei Herzinsuffizzebestatigen (Gosselink et al. 1992,
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Massie et al. 1996, Amiodarone trials-metaanalysgsstigators 1997, Sim et al. 1997):
Amiodaron wies keinen eigenen negativ inotroperl&fauf und war neutral hinsichtlich der
Kraft-Frequenz-Beziehung und der diastolischen Eank

Bei chronischer Applikation wird es dementsprechehuhsichtlich Blutdruck und
Hamodynamik gut toleriert (Fricke et al. 1983). Nomach Bolusinjektion sind massive
Blutdruckabfalle beschrieben (Marcus et al. 198%plche finden sich bereits bei
Verabreichung als Kurzinfusion nur maRig und beu®anfusion tber 24 Stunden gar nicht
mehr (Holt und Storey 1983, Installe et al. 198A)e in dieser Arbeit gezeigt, sind die
negativ inotropen Effekte alleinig auf das Loésungtehzurtckzufiihren. Blutdruckabfélle
nach Injektion kdnnen jedoch auch Uber eine Abnald@& peripheren Widerstandes zu
Stande kommen, wozu unterschiedliche Befunde \getie Wahrend einige Arbeitsgruppen
eine Zunahme des peripheren GefalRwiderstandes Antgrdaron zeigten (Pfisterer et al.
1985, Remme und van Hoogenhuyze 1990), fanden e@@leippen eine Abnahme flr einige
Minuten und fuhrten dies auf eine Histaminfreisagzulurch den Losungsvermittler zurtick
(Platou und Refsum 1986, Munoz et al. 1988). Ndolger Versuchszeit beschreiben alle
Gruppen eine Zunahme des peripheren GefalRwideestafid etwa eine Stunde. Diese
Befunde unterstiitzen zusammen mit den ErgebnidsserdArbeit die Vorstellung, dass vor
allem der Losungsvermittler als Bestandteil derektipnsiésung verantwortlich fir den
initialen Blutdruckabfall nach Bolusinjektion istinsbesondere fir die notfallmaiige
Anwendung bei akuter Herzinsuffizienz, konnte mamurcd Verwendung eines
Losungsmittels, das bei Bolusgabe hamodynamiscéebésleriert wird, die Vertraglichkeit
verbessern. Losungen auf der Basis des Sulfoalthd/& Cyclodextrin kdnnten hierfar
geeignet sein und wurden kirzlich fir den GebrauthAmiodaron-Injektionslésungen
patentiert (Firma CyDex, Us Pat. 6869939).

Im Gegensatz zu Flecainid verschlechtert Amiodasedler die Kraft-Frequenz-Beziehung
noch die diastolische Funktion. Die Einsetzbarkeih Amiodaron ist deshalb sowohl bei
systolischer als auch diastolischer Herzinsuffiziemcht eingeschréankt. Der Enthusiasmus
Uber seine breite Einsetzbarkeit muf3 allerdings granid des ebenso breiten
Nebenwirkungsspektrums gedampft werden. Diesedizeicsich durch vielseitige, haufige
und teilweise schwerwiegende und irreversible (lanfidprose) Komplikationen aus (Prayer
et al. 1989, Dean et al. 1986). Seine speziellerRdieokinetik macht Amiodaron in der
Dauertherapie relativ schlecht steuerbar (Holt 8tatey 1983).
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5. Zusammenfassung

Vorhofflimmern stellt die haufigste Form kardiakemrhythmien dar und kommt insbesondere
bei arterieller Hypertonie und bei kongestiver Hiesaffizienz vor. Flecainid wird haufig bei
Vorhofflimmern eingesetzt, gilt bei Patienten miigeschrankter linksventrikularer Funktion
jedoch als kontraindiziert. Im Gegensatz dazu hatiodlaron bei diesen Patienten einen
wichtigen Stellenwert. Die direkten Effekte von édenid und Amiodaron auf die systolische
und diastolische Funktion am menschlichen Herzesh die Grinde fir ihre differentielle
Einsetzbarkeit bei der Herzinsuffizienz sind nocizwreichend bekannt. Diese Arbeit hat
daher deren Effekte am isolierten menschlichenfiizgenten Myokard im Vergleich zu

gesundem Kaninchenmyokard untersucht.

Flecainid vermittelt, wie die Ergebnisse dieser &b zeigen, einen direkt
kalziumabhangigen, negativ inotropen Effekt. DiealiFrequenz-Beziehung (KFB), ein
wichtiger physiologischer Anpassungsmechanismus] deutlich verschlechtert. Zusatzlich
zeigt die vorliegende Arbeit erstmalig eine verschternde Wirkung von Flecainid auf die
diastolische Funktion und eine durch Flecainid xsaohte Relaxationsstérung sowohl am
vorgeschadigten insuffizienten humanen Myokardaatsh am gesunden Kaninchenmyokard,
die moglicherweise auf eine Hemmung der Kalziumpait8gRCA zurtckzufiihren ist.
Amiodaron vermittelt im Gegensatz zu Flecainid keirigenen negativ inotropen Effekt und
verandert nicht die KFB. Negativ inotrope Wirkungeommen nur durch das notwendige
Losungsmittel zustande. Die diastolische Funktioirdwdurch Amiodaron auch am

insuffizienten Myokard nicht negativ beeinflusst.

Die Ergebnisse dieser Arbeit ergeben somit mechscli® Einblicke, die gut mit der
erhohten Mortalitat unter Flecainid und der guteertk&glichkeit von Amiodaron bei
Herzinsuffizienz vereinbar sind. Zudem zeigen dee Motwendigkeit auf, die diastolische
Funktion unter Flecainidtherapie regelmaliig zu whehen und seine frequenzabhangigen
negativen Effekte durch eine optimale Herzfrequennolle zu kompensieren. Fur
Amiodaron hingegen konnte die Verwendung eines hgsoittels mit geringeren
hamodynamischen Nebenwirkungen seine intraventoseeAdbarkeit bei dekompensierter

Herzinsuffizienz erleichtern.
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6. Tabellen

6.1. Flecainid und Amiodaron, KWK und Kalziumtransienten

6.1.1. Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Flecainid

n=10, * = p<0,05vs. AGW (Ausgangswert)
Tabelle 1:
Mittelwerte | acw | 10°™m | 107M | 10°™ [3*10° M| 10°M | 10* M
Kraft [(nN/mm?] | 12,97 12,84 12,71 10,44 8,82 5,89 |t 2,69
SEM 1,88 1,84 1,77 1,63 1,27 1,15 0,78
Kraft in % 100,00 99,07 98,63 81,651 70,48 47,83 22,74*
SEM 0,00 0,92 1,10 4,33 4,41 6,71 6,74
Diast. [IMN/mm?]| 4,42 4,45 4,55 4,55 4,70 4,87 5,89
SEM 1,22 1,23 1,27 1,30 1,50 1,54 1,82
Diast. In % 100,00 100,15 101,81)  101.8] 106,40 11059 133,40*
SEM 0,00 6,68 9,10 7,64 6,81 9,20 16,41
RT 50 % [ms] 142,90 145,50 146,80 144,30 145,00 139,00 148[90
SEM 5,15 5,08 6,32 6,75 6,88 6,44 9,31
RT 90 % [ms] 308,60 294,00/ 300,801 31550 33640 377,00* 447,40
SEM 20,59 11,05 12,07 16,87 18,09 23,81 28,92
TPT [ms] 207,40 211,00| 216,200 211,4Q 208,30  201,p0 21230
SEM 7,67 6,95 7,14 7,72 7,62 8,60 9,71
pos. dF/dtmax 97,26 97,95 96,29 78,43|  66,72F  43,50*  29,1d*
SEM 12,90 12,31 12,10 9,65 7,17 5,58 3,64
neg.dF/dtnax -57,41 -57,58 -56,24 -45,32]  -36,90F  -2544* -¥7
SEM 7,60 7,06 6,89 5,74 3,89 3,28 2,15
pos. dF/dtax[% ]| 100,00 101,87 100,21) 83,26 72,31r  4959* 3483
SEM 0,00 1,64 2,03 3,82 4,06 6,12 5,48
neg.dF/dtmax [%] | 100,00 102,97 100,76 81,50 69,10[F  48,89* 3491
SEM 0,00 3,30 3,85 3,66 5,09 6,28 6,70
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6.1.2. Intrazellulare Kalziumtransienten fur Flecanid

n=10, * = p<0,05vs. AGW

Mittelwerte AGW Flec.
Aequorin [mV]| 0,329 0,204 *
SEM 0,08 0,05
Aequorin [%] | 100,00 67,55 *
SEM 0,00 7,17
TPT [ms] 48,80 46,40
SEM 2,81 2,85
RL 50 % [ms] | 106,80 75,80
SEM 12,30 9,11
RL 90 % [ms] | 171,60 128,60
SEM 24,01 13,20

Tabelle 2:

Mittelwerte | Acw | Flec.

Kraft [MN/mm?] 23,09 16,29 *
SEM 3,12 3,68

Kraft in % 100,00 65,74 *
SEM 0,00 7,63
Diast. [nN/mm?]| 10,84 11,19
SEM 3,06 2,63

Diast. In % 100,00 105,92
SEM 0,00 3,56

RT 50 % [ms] | 131,25 131,50
SEM 7,92 5,39

RT 90 % [ms] | 271,25 290,50
SEM 9,48 9,83

TPT [ms] 276,50 267,50
SEM 11,70 12,81

pos. dF/dtnax 224,64 205,03
SEM 7,35 7,41

neg.dF/dinax -98,11 74,21
SEM 15,19 16,39
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6.1.3. Konzentrations-Wirkungs-Kurve fir Amiodaron

n=5 * = p<0,05vs. AGW
Tabelle 3:
Mittelwerte | acw | 10°m | 107m | 10°m | 10°m | 10%M | 10% ™M
Kraft [IMN/mm?] | 17,98 17,65 17,27 16,78 15,18 13,04*  7,45[
SEM 3,52 3,40 3,27 3,27 2,92 2,59 2,15
Kraft in % 100,00 98,35 96,27 93,09 83,92 71,81*  43,9%*
SEM 0,00 1,46 1,87 2,64 5,42 5,16 10,2
Diast. [MN/mm?]| 5,36 5,31 5,22 5,09 4,73 4,27 1,77
SEM 2,58 2,57 2,58 2,51 2,35 2,08 0,88
Diast. In % 100,00 | 98,38 95154 92,521 84,04 76,23 &
SEM 0,00 0,66 1,95 2,01 5,18 5,58 8,44
RT 50 % [ms] 163,80 165,40 163,80 162,8() 153,0 156,50 142|85
SEM 29,13 28,69 28,60 28,87 22,64 27,0( 23,44
RT 90 % [ms] 376,60 375,80 373,000 3686( 3524 351,50 34844
SEM 81,55 81,76 82,35 83,37 82,33 80,7 7841
TPT [ms] 202,40 210,00 212,201 214,40 2093 202,p0  209|30
SEM 7,35 6,85 6,88 7,67 7,71 8,20 8,91
pos. dF/dtnax 131,77 130,69 128,68 125,74 118,3 104,53 59,p6
SEM 32,18 32,96 31,52 32,79 31,04 26,71 15,74
neg.dF/dinax 131,77 130,69 128,68 125,74 118,3 104,53 59,p6
SEM 32,18 32,96 31,52 32,79 31,04 26,71 15,74
pos. dF/dtnax [%0] 100 98,21 98,37 94,31 90,67, 80,04 57,99*
SEM 0,00 2,23 3,03 3,27 6,18 4,93 11,01
neg.dF/dinax [%6] 100 100,03 98,85 96,32 91,94 77,54* 50,79 *
SEM 0 1,12 2,84 3,29 8,56 7,87 16,03
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6.1.4. Konzentrations-Wirkungs-Kurve flr das Losungmittel (Amiodaron)

n=5 * = p<0,05vs. AGW
Tabelle 4:
Mittelwerte | acw | 10°™m | 107M | 10°™m | 10°M | 10*M | 10% M
Kraft [MN/mm?] | 16,75 16,32 16,07 16,09 13,93 12,2 6,3%
SEM 3,85 3,72 3,81 3,85 3,41 3,17 1,80
Kraft in % 100,00 97,08 94,36 94,46 81,24 70,64 42,84+
SEM 0,00 1,17 3,04 4,12 4,08 5,05 5,98
Diast. [MN/mm?]| 4,75 4,53 4,21 4,11 3,60 3,26 2,96
SEM 1,47 1,40 1,23 1,15 1,06 1,09 1,04
Diast. In % 100,00 | 9524*| 91,08*| 90,80% 78,05 67,56]F 428
SEM 0,00 0,72 2,09 3,63 3,47 6,52 9,00
RT 50 % [ms] 207,00 208,80 207,80] 207,00 198,Q 188,50  197|60
SEM 46,17 46,53 46,88 46,62 44,53 43,24 46,08
RT 90 % [ms] 464,40 464,20 | 462,401 456,00 4459 439,80  516|15
SEM 90,68 90,14 90,63 92,83 96,23 99,40 91,44
TPT [ms] 232,40 240,00 232,201 234,40 22973 232,p0  229|30
SEM 7,65 7,25 6,728 6,97 8,01 8,43 7,98
pos. dF/dtnax 32,27 32,01 33,20 33,90 32,19 15,86 12,44
SEM 103,69 104,28 101,38| 103,44 94,8 67,93 42,91
neg.dF/dtnax -84,11 -84,27 -83,34 -86,44J -73,71 -49,1p -28,46
SEM 32,81 32,87 34,40 37,19 30,84 14,29 8,90
pos. dF/dtnax[%]| 100,00 101,01 96,23 98,37 89,91 71,14* 56,76 *
SEM 0,00 1,11 3,89 4,24 5,07 7,69 8,74
neg.dF/dtmax [%] | 100,00 100,02 96,83 98,22 84,56 67,19* 53,09 *
SEM 0,00 1,15 4,08 5,77 5,35 8,63 4,47
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6.2. Kraft-Frequenz-Beziehung, Antiarrhythmika (humanes
Myokard)
6.2.1. Flecainid
Kontroll - Gruppe
n = 16, Querschnittsflache = 0,17 + 0,03 mm?, =< 0,05 vs. 0,5 Hz
Tabelle 5 # = p <0,05 vs. Flecainid
Mittelwerte | 05Hz | 1.0Hz| 1.5Hz| 2.0H4 25H7 3.0H}
Kraft [mMN/mm?] 7,10 8,60 9,50 9,98 10,03 9,96 #
SEM 0,94 1,32 1,42 1,52 1,56 1,63
Kraft in % 100,00 | 120,13 *# 133,53 * #| 140,74 * #| 141,80 * #| 140,52 * #
SEM 0,00 6,96 9,12 11,82 13,43 14,91
Diast. [MN/mm?]| 1,05 1,08 1,10 1,14 # 1,20 # 1,31 #
SEM 0,12 0,12 0,14 0,13 0,14 0,13
Diast. In % 100,00 106,41 106,07 112,33 117,16/# 13564 *#
SEM 0,00 3,54 5,42 6,86 8,82 10,35
RT 50 % [ms] 136,81 131,25 || 122,811 117,56 112,38* 107,94 *
SEM 4,58 3,96 3,25 2,90 3,08 2,77
RT 90 % [ms] 286,31 280,19 263,06 230,50 217,63* 209,31 *
SEM 10,07 12,31 11,71 9,57 6,05 6,16
TPT [ms] 204,00 189,31 177,69 181,31 189,94 197,13
SEM 9,22 8,00 7,18 10,26 12,95 12,09
pos. dF/dtnax 57,14 74,70 89,70 *| 100,91 106,43[F  112,031*
SEM 7,01 10,79 13,04 15,29 16,50 17,93
neg.dF/dtnax -36,33 -48,07 -55,23 61,801 -65,29f  -69,10f
SEM 4,54 6,82 7,96 8,85 9,30 10,28
pos. dF/dtnax[%] | 100,00 | 128,80 * # 154,54 * #| 174,13 * #| 182,99 * #| 191,95 * #
SEM 0,00 6,37 8,86 11,90 13,37 15,32
neqg.dF/dinax [%] | 100,00 | 132,00 *# 152,67 * #| 173,18 * #{ 183,85 * #| 193,81 * #
SEM 0,00 7,70 10,09 12,53 13,57 15,99
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Flecainid - Gruppe

n =19, Querschnittsflache = 0,19 + 0,03 mm?, =< 0,05 vs. 0,5 Hz

Tabelle 6:
Mittelwerte | 05Hz | 1.0Hz| 1.5Hz| 20HZA 25H3 3.0Hf
Kraft [MN/mm?Z] 9,08 8,28 7,65 7,21 6,74 6,07
SEM 1,56 1,29 1,12 1,06 1,05 1,06
Kraft in % 100,00 95,03 94,18 94,31 93,64 88,40
SEM 0,00 3,44 5,42 7,04 8,72 10,24
Diast. [NnN/mm?]| 1,48 1,54 1,74 1,95 2,21 2,48
SEM 0,20 0,20 0,28 0,32 0,34 0,38
Diast. In % 100,00 | 107,62*| 120,844 137,77 161,53 186,94 *
SEM 0,00 3,20 6,38 9,66 17,46 25,77
RT 50 % [ms] 142,32 130,11 | 122,161 115,95 109,53 105,89 *
SEM 6,92 5,91 6,05 5,03 4,60 4,12
RT 90 % [ms] 308,37 284,37 | 260,791 240,53 223,37* 213,24 *
SEM 10,98 8,29 6,30 4,83 4,48 3,96
TPT [ms] 217,00 196,16 183,68 169,63 168,84|* 179,37 *
SEM 15,11 11,59 9,69 9,00 8,83 9,94
pos. dF/dtnax 61,94 67,54 73,15 78,63 82,71 84,31
SEM 9,55 10,08 10,77 11,35 12,11 12,43
neg.dF/dt,ax -45,24 -43,63 -42,70 -42 47 -41,59 -39,1p
SEM 7,79 6,35 5,52 5,59 5,98 6,40
pos. dF/dtnax[%] | 100,00 109,31 119,657 130,39 138,05/* 142,69 *
SEM 0,00 3,51 4,54 5,63 7,14 8,39
neg.dF/dtmax [%] | 100,00 102,30 110,57 115,64 118,28 117,03
SEM 0,00 4,56 8,08 9,86 12,01 14,82
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6.2.2. Amiodaron

Kontroll - Gruppe

n =7, Querschnittsflache = 0,112 + 0,02 mm? , % =< 0,05 vs. 0,5 Hz,

Unterschiede zwischen den Gruppen n.s.

Tabelle 7:
Mittelwerte 05Hz | 1,0Hz| 15Hz| 20Hz| 25HZ 38z
Kraft [MN/mm?] 12,93 13,77 13,94 14,25 13,75 13,24
SEM 4,40 4,17 3,69 3,27 3,03 2,72
Kraft in % 100,00 106,13 107,73 110,24 106,141 102,10
SEM 0,00 9,14 9,86 11,70 13,80 15,1°
Diast. [MN/mm?] 4,70 4,91 5,53 6,36 7,13 7,55
SEM 2,04 2,12 2,35 2,65 2,86 2,92
Diast. In % 100,00 103,10 110,47 120,61 144,74* 167,2p*
SEM 0,00 3,47 7,32 7,40 14,72 24,75
RT 50 % [ms] 145,43 137,57 125,57 122,43 112,59* 107,4B*
SEM 9,26 8,78 6,61 6,81 5,41 5,29
RT 90 % [ms] 243,00 246,57 243,14 243,84 228,2P 222,11
SEM 20,45 19,82 15,30 18,60 13,31 18,04
TPT [ms] 205,29 188,43 175,43 163,43 159,74|* 158,71 *
SEM 11,33 9,16 6,49 6,69 6,21 5,36
pos. dF/dtnax 122,18 140,86 150,48 155,63 156,58 160,46
SEM 27,26 28,38 27,59 24,86 24,84 21,9p
neg.dF/dtnax -89,41 -88,71 -87,09 -86,75 -88,4( -91,8p
SEM 23,10 18,70 15,84 13,78 12,03 10,3p
pos. dF/dtnax [%0] | 100,00 | 123,82* 142,654 159,56 172,51 180,96
SEM 0,00 8,39 18,04 27,98 40,39 41,67
neg.dF/dinax [%] | 100,00 119,74 134,28 154,9/ 177,81 194,95
SEM 0,00 14,71 25,92 42,25 56,74 63,64
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Amiodaron — Gruppe
n = 7, Querschnittsflache = 0,118 + 0,01 mmz2, =< 0,05 vs. 0,5 Hz.
Tabelle 8:

Mittelwerte O5Hz | 10Hz| 15Hz| 2,0Hz| 2,5HZ 3)9z

Kraft [mN/mmZ] 8,54 9,99 10,09 9,97 9,91 9,65
SEM 1,38 2,13 2,17 2,18 2,25 2,29
Kraft in % 100,00 110,13 110,28 107,79 106,101 102,10
SEM 0,00 9,14 9,86 11,70 13,80 15,1¢
Diast. [MN/mm?] 5,58 5,80 5,92 6,08 6,18 6,19
SEM 1,17 1,13 1,11 1,14 1,14 1,09
Diast. In % 100,00 101,07 100,78 101,44 103,0f 105,07
SEM 0,00 0,33 1,21 2,16 1,74 1,83
RT 50 % [ms] 137,86 132,57 125,86| 114,14 110,14* 108,43 *
SEM 5,71 6,84 6,54 5,57 2,67 4,06
RT 90 % [ms] 233,14 231,43 230,00 216,84 211,57 214,43
SEM 15,48 12,08 12,55 9,22 10,51 13,7
TPT [ms] 206,14 189,71 177,71 172,14 162,74*  162,5f *
SEM 12,40 11,07 11,14 9,56 10,14 11,94
pos. dF/dtnax 103,33 116,50 121,16 123,57 126,90 126,24
SEM 21,81 15,72 15,23 15,90 16,95 19,7
neg.dF/dtnax -71,75 -75,16 -79,01 -82,81 -85,01 -85,4p
SEM 17,38 10,32 10,70 10,93 11,09 12,0p
pos. dF/dtnax [%0] | 100,00 | 121,91*| 129,404 133,34 137,24 136,46
SEM 0,00 9,11 12,14 14,82 16,88 20,61

neg.dF/dina [%] | 100,00 | 12052| 127,89  135,9¢ 140,79 142,39

SEM 0,00 11,88 13,38 16,34 18,84 22,3p
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Ldsungsmittel — Gruppe
n = 7, Querschnittsflache = 0,114 + 0,02 mmz2 , =< 0,05 vs. 0,5 Hz.

Tabelle 9:
Mittelwerte 05Hz | 1,0Hz| 15Hz| 20H4 25HZ 30Hf
Kraft [mN/mmZ] 9,36 7,51 6,49 6,43 6,62 6,73
SEM 2,45 1,49 1,32 1,48 1,48 1,53
Kraft in % 100,00 95,12 90,81 90,53 90,09 89,88
SEM 0,00 15,08 19,30 20,52 20,14 20,34
Diast. [MN/mm?] 3,78 4,33 5,04 5,38 5,58 5,59
SEM 0,91 0,92 1,13 1,31 1,50 1,63
Diast. In % 100,00 124,00 138,60 154,70 161,30/* 183,79 *
SEM 0,00 2,43 4,50 5,41 9,83 12,15
RT 50 %[ms] 129,86 129,14 | 111,431 113,43 108,001* 110,14 *
SEM 3,60 6,63 2,81 5,96 4,61 6,77
RT 90 %[ms] 258,71 267,00 265,14 260,24 249,11 246,43
SEM 12,67 12,62 15,63 19,21 19,57 22,2
TPT [ms] 184,00 160,29 152,71| 145,43 145,0q* 138,14 *
SEM 13,86 10,04 8,35 8,49 8,26 7,46
pos. dF/dt,ax 128,16 109,18 102,20 98,87 104,50 103,47
SEM 36,50 25,44 22,25 20,47 18,23 16,8f
neg.dF/dtnax -78,60 -58,93 -52,25 -49,06 -51,3( -51,6p
SEM 20,76 10,19 8,83 8,84 8,87 10,11
pos. dF/dtnax [%] | 100,00 101,61 104,18 106,07 112,1p 113,93
SEM 0,00 15,33 19,64 22,46 22,13 23,30
neg.dF/dtnax [%] | 100,00 85,62 85,23 85,63 92,44 95,64
SEM 0,00 9,85 16,24 18,38 19,33 21,34
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6.3. Kraft-Frequenz-Beziehung, Antiarrhythmika (Kaninchen-

Myokard)

6.3.1. Flecainid

Kontroll-Gruppe, n = 6, Querschnittsflache = 0,12 £ 0,03 mm?, *p< 0,05 vs. 1,0 Hz

Tabelle 13:
Mittelwerte 1 Hz 2 Hz 3 Hz 4 Hz 5 Hz
Kraft [MN/mm?] 3,7 7,8 10,4 * 11,0 * 10,1 *
SEM 1,2 2,6 43 3,8 3,4
Kraft in % 100 2142 * 306,7 * 312,8* 289,5 *
SEM 0 14,0 17,1 19,2 25,0
Diast. [MN/mm?] 2,6 2,6 2,4 2,3 2,2
SEM 0,4 0,5 0,5 0,5 0,5
Diast. In % 100 98,1 94,4 89,3 83,8
SEM 0 3,2 6,3 8,2 11,0
RT 50 %[ms] 54,2 47,7 49,2 47,7 52,0
SEM 3,9 8,2 9,1 8,2 5,0
RT 90 %[ms] 123,6 124,2 114,9 106,8 95,7
SEM 10,9 10,5 7,9 6,3 6,0
TPT [ms] 101,1 102,2 103,6 95,5 92,8
SEM 3,1 2,8 3,4 3,1 3,1
pos. dF/dtnax 57,1 82,6 112,8 119,1 117,3
SEM 22,6 33,0 45,6 49,2 49,2
neg.dF/dt,ax -83,8 -131,1 -157,1 -177,0 -183,1
SEM 21,9 23,3 24,3 25,7 27,3
pos. dF/dtnax [%0] 100 153,2 205,1 * 2236 * 201,2 *
SEM 0 14,6 22,9 21,5 28,1
neg.dF/dinax [%0] 100 182,1 240,6 * 2486 * 253,3 *
SEM 0 21,1 34,4 41,8 20,2
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Flecainid—Gruppe, n = 6, Querschnittsflache = 0,13 £ 0,03 mm? , *p< 0,05 vs. 1,0 Hz

Tabelle 14:
Mittelwerte 1 Hz 2 Hz 3 Hz 4 Hz 5 Hz
Kraft [MN/mm?Z] 10,5 18,5 22,9* 20,6 16,8
SEM 4,8 6,5 6,6 6,4 5,8
Kraft in % 100 196,6 * 235,6 * 207,6 * 179,2 *
SEM 0 23,7 20,8 22,0 18,6
Diast. [MN/mm?] 3,8 4,1 4,9 5,3 5,8 *
SEM 0,9 0,8 0,8 0,6 0,7
Diast. In % 100 109,9 117,8 127,2 152,7 *
SEM 0 14,7 12,4 16,8 12,4
RT 50 %[ms] 55,2 57,5 58,2 57,7 52,4
SEM 3,9 7,2 6,1 7,2 5,4
RT 90 %[ms] 113,6 114,4 117,2 103,2 96,2
SEM 9,9 9,5 7.8 6,3 6,2
TPT [ms] 102,1 103,3 103,5 92,7 93,4
SEM 3,2 2,9 3,7 3,4 3,1
pos. dF/dtnax 145,5 241,1 2841 288,3 278,8
SEM 30,2 30,0 27,3 36,2 31,7
neg.dF/dt,ax -121,3 -207,3 -227,8 -216,2 -195,3
SEM 30,3 34,1 34,4 34,0 30,6
pos. dF/dtnax [%0] 100 190,0 * 2244 * 216,1 * 201,7 *
SEM 0 23,6 20,4 16,1 10,1
neq.dF/dinax [%0] 100 193,0* 2324 * 2472 * 251,3 *
SEM 0 19,3 24,0 22,2 24,1
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6.3.2. Amiodaron

Kontroll-Gruppe, n = 8, Querschnittsflache = 0,14 £ 0,03 mm2, *p< 0,05 vs. 1,0 Hz

Tabelle 10: Unterschiede zwischen den Gruppen n.s.
Mittelwerte 1 Hz 2 Hz 3 Hz 4 Hz 5 Hz
Kraft [MN/mm?] 5,3 9,8* 14,2* 16,1* 17,4*
SEM 1,9 3,5 5,0 5,7 6,2
Kraft in % 100 202,6* 292,7* 320,9* 341,3*
SEM 0,0 19,4 33,3 33,2 42,6
RT 50 %[ms] 60,8 60,8 60,4 55,8 52,8
SEM 3,5 3,6 2,7 2,8 2,9
RT 90 %[ms] 129,6 121,6 111,9 102,9 97,9*
SEM 11,9 10,9 6,9 6,3 5,9
TPT [ms] 111,3 110,3 106,5 102,3 97,9
SEM 4,3 4,5 4,8 5,6 5,6
pos. dF/dtnax 110 168,7 214,8* 214,9* 213,0*
SEM 32,3 38,1 29 22,8 26,1
neg.dF/dt,ax -83,8 -141,1 -171,0* -181,0* -183,4*
SEM 22,9 27,3 29,3 28,7 30,3
pos. dF/dtnax [%] 100 183,2* 262,0* 279,4* 293,7*
SEM 0,0 23 38,4 44,8 57,5
neg.dF/dinax [%0] 100 195,1* 255,6* 280,6* 298,3*
SEM 0,0 21,1 34,4 41,8 55,2
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Amiodaron—-Gruppe, n = 8, Querschnittsflache = 0,10 £ 0,03 mm? , *p< 0,05 vs. 1,0 Hz
Tabelle 11:

Mittelwerte 1 Hz 2 Hz 3 Hz 4 Hz 5 Hz
Kraft [mN/mm?] 5,6 11,7 16,4* 17,7* 19,0*
SEM 1,5 3,1 4,0 33 3,6
Kraft in % 100 209,3* 298,0* 345,2* 368,3*
SEM 0 17,6 19,1 25,9 36,0
RT 50 %[ms] 53,9 54,3 53,8 52,8 50,0
SEM 2,4 2,0 2,4 2,8 2,4
RT 90 %[ms] 121,3 104 101,5 98,9 92,4*
SEM 10,2 3,6 4,7 5,0 4,4
TPT [ms] 101,1 102,5 101,6 96,5 93,5
SEM 31 2,8 3,4 3,0 3,1
pos. dF/dtnax 69,2 167,7* 228,1* 251,4* 284,2*
SEM 8,6 24,5 30,9 29,3 40,8
neq.dF/dinax -48,4 -123,1* -169,3* -191,3* -220,3*
SEM 7,2 26,3 34,4 31,5 40,6
pos. dF/dtnax [%0] 100 259,4* 356,4* 390,3* 435,0*
SEM 0 38,9 49,7 44,7 59,9
neg.dF/dtnax [%0] 100 240,0* 335,4* 396,5* 447,1*
SEM 0 22,1 32,5 34,6 46,0
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Ldsungsmittel-Gruppe, n = 8, Querschnittsflache = 0,11 + 0,03 mmz , *=0&0vs. 1,0 Hz

Tabelle 12:
Mittelwerte 1 Hz 2 Hz 3 Hz 4 Hz 5 Hz
Kraft [mN/mm?] 6,3 13,4 16,8* 18,9* 19,0*
SEM 1,1 3,1 2,9 33 34
Kraft in % 100 203,4* 270,7* 309,2* 309,3*
SEM 0,0 13,2 20,6 33,9 38,5
RT 50 %[ms] 57 55,6 56,9 57 56,6
SEM 2,6 3,4 3,7 3,2 3,6
RT 90 %[ms] 138,5 109,9 107,8* 106,5* 107,1*
SEM 11,5 6,6 6,8 5,6 5,3
TPT [ms] 115,3 117,3 113,9 110,1 106,4
SEM 7,4 6,9 7,5 8,1 8,0
pos. dF/dtnax 98 177,9 228,0* 276,9* 294,9*
SEM 18,5 33,7 27,6 26,1 28,9
neq.dF/dinax -70,1 -144,2* -194,0* -220,7* -218,0*
SEM 14,9 28,6 34 36,3 37,6
pos. dF/dinax [%0] 100 190,4* 268,1* 341,4* 365,8*
SEM 0,0 13 29,6 46,3 53,5
neq.dF/dinax [%6] 100 212,6* 299,2* 357,2* 353,4*
SEM 0 10,3 29,7 52,3 60
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