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1. Einleitung

1.1. Vorbemerkungen

Die erste Ableitung der elektrischen Erregung des Herzens gelang Carlo
Mateucci 1843 an Taubenherzen. Mateucci fiihrte die Experimente von
Luigi Galvani weiter, der in ,,De Vibrius Electricitatis in Motu Musculari
Commentarius® die Kontraktion von Froschmuskeln nach elektrischer
Erregung beschrieb (Piccolino 1998). Seit diesen Messungen wurden
erhebliche Fortschritte bei der Erforschung der Grundlagen der
Erregungsbildung und Leitung des Herzmuskels erzielt. Wesentlich zum
Verstindnis der molekularen Grundlagen hat die Messung von
Ionenkanalstromen mit Hilfe der Spannungsklemmen - Technik

beigetragen.

Die von Cole 1949 entwickelte Methode der ,,Spannungsklemme*
nutzten 1952 Hodgkin und Huxley um ein Aktionspotential darzustellen.
Hierfiir und fiir Ihre weiteren bahnbrechenden Experimente (Hodgkin et
al., 1952) bekamen die beiden Wissenschaftler 1963 den Nobelpreis fiir
Medizin (zur Ubersicht Piccolino 1998).

Die in dieser Arbeit benutzte Methode zur Messung von

Membranstromen ist die so genannte Ganzzellableitung mit Hilfe der

Spannungsklemmen -(,,whole-cell voltage-clamp*) Technik. Die

,voltage- clamp* Methode wurde von Cole, Hodgkin, Huxley, Maemont

und Katz weiterentwickelt (zur Ubersicht Cahalan et al., 1992). In den
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frithen 80er Jahren wurde von Erwin Neher und Bert Sakmann eine
Methode entwickelt, bei der ein iliber der Messpipette applizierter
Unterdruck eine verbesserte Abdichtung zwischen Zellmembran und
Pipette erzeugt (,,Gigaseal*) (Neher E, Sakmann B, Steinbach JH 1978).
Durch diese Entwicklung wurde es moglich, die elektrophysiologischen

Eigenschaften einzelner Ionenkanalklassen zu untersuchen.

Die ,,whole-cell patch-clamp* Methode wird in dieser Arbeit genutzt, um
die Auswirkungen von Antiarrhythmika auf Strome kardialer

Kaliumionenkanéile zu untersuchen.

1.2. Grundlagen der myokardialen Erregungsausbreitung

1.2.1. Das Myokard

Das Myokard ist ein Synzytium. Dies bedeutet, dass alle Zellen iiber
spezielle Strukturen, die disci intercalares, miteinander in Verbindung
stehen. Diese Zellverbindungen sind die Voraussetzung fiir die
Ausbreitung von elektrischer Erregung iiber das gesamte Synzytium
hinweg. Innerhalb des Muskelgewebes gibt es Zellbiindel die nicht an
der Kontraktion des Herzens beteiligt sind, jedoch besondere Aufgaben
fiir die Fortleitung innerhalb des Organs besitzen. Diese Zellen bilden
zusammengenommen das spezifische Erregungsleitungssystem des

Herzens.

1.2.2. Das spezifische Erregungsleitungssystem
Die primdre spontane Depolarisation beginnt im Sinusknoten. Dieser

befindet sich vor der Miindung der oberen Hohlvene in den rechten
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Vorhof. Von dort werden die Vorhofe erregt. Vorhofmyokard und
Ventrikelmyokard sind elektrisch voneinander isoliert, so dass die
elektrische Erregung nur iiber den AV Knoten von den Vorhéfen zu den
Kammern gelangen kann. Der AV Knoten liegt im rechten Vorhof in der
Nihe der Miindung des Sinus coronarius. Die Erregung lauft iiber den
Stamm des His - Biindels weiter und miindet dann in den beiden
Tawaraschenkeln. Die letzten Auslaufer des Erregungsleitungssystems,
die direkt das Arbeitsmyokard versorgen, werden als Purkinje Fasern

bezeichnet. (zur Ubersicht Abb. 1.1.)

Abbildung 1.1.: Erregungsleitungssystem des Herzens. Sinusknoten (SK),
internodale Leitungsbahnen (a,b,c), Bachmannsches Biindel (d), linker
Vorhof  (LA), linker und  rechter  Ventrikel (LV, RV),
Atrioventrikularknoten (AV-K), Hissches Biindel (His), linker und
rechter Tawaraschenkel (LTS, RTS), linksanteriorer und linksposteriorer
Faszikel (LAF, LPF) (aus: Praxis der EKG Auswertung, R. und S.
Klinge, Thieme)



1.3. lonenkanéle und Aktionspotential

1.3.1. Grundlagen

Ein Aktionspotential entsteht, wenn die Membran einer Zelle iiber eine
bestimmte Schwelle hinaus depolarisiert wird. Jedes Aktionspotential
entsteht durch das komplexe Zusammenspiel verschiedener
Ionenkanalstrome. Durch dieses Zusammenspiel entstehen die typischen

physiologischen Eigenschaften des Aktionspotentials.

1.3.2. Das Aktionspotential des Myokards

Das Ruhemembranpotential einer Arbeitsmyokardzelle liegt bei zirka
-90 mV. Es wird durch ein Gleichgewicht von lonenstromen {iber der
Membran aufrechterhalten. Wird die Membran, zum Beispiel durch eine
ankommende Erregung iiber die Reizschwelle hinaus depolarisiert, wird
ein Aktionspotential ausgeldst. Es offnen sich spannungsabhidngige
Natriumionenkanéle: Durch den Natriumioneneinstrom kommt es zu
einer schnellen Depolarisation der Zellmembran bis auf +30 mV. Dabei
kommt es zu einem Kalziumeinstrom, der die Zelle fiir 200-400 ms bei
positiven Potentialen hilt (Plateauphase). Ein dann einsetzender

Kaliumionenausstrom bedingt die Repolarisation der Zelle.

Solange das Membranpotential der Zelle noch iiber -40 mV betrigt, ist
die Zelle refraktir, also nicht wieder erregbar. Danach befindet sie sich
in der relativen Refraktirzeit, das heillt sie kann nur durch
tiberdurchschnittlich starke Reize angeregt werden, ein Aktionspotential
auszulosen. Das in der relativen Refraktirzeit ausgeloste

Aktionspotential unterscheidet sich von einem auflerhalb der



Refraktirperiode ausgelosten Aktionspotential meist durch eine kiirzere

Dauer und eine kleinere Amplitude.

1.3.3. Bedeutung der Ionenkanile

Ionenkanile spielen eine wichtige Rolle bei vielen verschiedenen
Funktionen der Zelle. Sie sind entscheidend beteiligt am
Ruhemembranpotential und an der Depolarisation und Repolarisation
wiéhrend des Aktionspotentials. Es gibt die unterschiedlichsten Formen
von lonenkanélen. In dieser Arbeit stehen die Kaliumkandle des Herzens

im Mittelpunkt und werden im Folgenden ndher besprochen.

1.3.4. Kaliumkanile des Herzens

Mittlerweile sind zirka 60 verschiedene Kaliumkanaleinheiten entdeckt
worden (Snyders 1999). Kaliumkanile spielen unter anderem eine
wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials
(Ikcachy; Ixkate; Ik1) (Wickman et al., 1999, Sakmann et al., 1984, Deal et
al., 1996). Sie sind wichtig fiir die Repolarisation am Ende des
Aktionspotentials (Ix,; Ixur, Iks; Deal et al., 1996, Cheng et al., 2004) und
entscheidend an der Schrittmacherfunktion einiger Zellen beteiligt (Ono

et al., 2003).

Man kann die Kaliumkanile nach ihren Eigenschaften und Strukturen
unterteilen. Es werden zurzeit drei grof3e Kaliumkanalklassen am Herzen
unterschieden: Die einwirtsgleichrichtenden Kaliumionenkanile, die
spannungsabhidngigen  Kaliumionenkandle @ und  die  2-Poren

Kaliumionenkanile (Coetzee et al., 1999, Snyders 1999).
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1.3.4.1. Einwirtsgleichrichtende Kaliumionenkanéle

Charakteristisch fiir diese Kanile ist die Einwértsgleichrichtung. Bei
diesen Ionenstromen ist ein Einwértsstrom proportional zu der nach
einwdrts treibenden Kraft. Im Gegensatz dazu wird die Zunahme der
Leitfahigkeit der Ionenkanile geringer, je groBer die nach auswarts
treibenden Krifte werden. Durch diese Einwértsgleichrichtung ist es den
Herzmuskelzellen moglich, ein Aktionspotential mit einer Plateauphase
von zirka 200-400 ms zu generieren, da die Reduktion der Leitfahigkeit
der repolarisierenden einwirtsgleichrichtenden Kaliumionenkanile eine
Zunahme dieser Strome wéahrend der Depolarisation verhindert. Am
Herzen sind vor allem drei verschiedene -einwirtsgleichrichtende
Kaliumionenstrome zu finden: Der muskarinerge Kaliumionenstrom
(Ixacm), der ATP abhéngige lonenstrom (Ixarp) und der Ig;. Eine
Ubersicht iiber die einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanile geben

Doupnik et al. (1995), Nichols et al. (1997) sowie Sansom et al. (2002).

In Myozyten setzt sich der Igwacn - Kanal aus vier identischen
Untereinheiten und einem G-Protein aktivierenden Rezeptor
unterschiedlichen Typs zusammen (Kurachi et al.,, 1992). Die
funktionelle Einheit der Ionenkanalpore ist ein Heterotetramer,
bestehend aus zwei GIRK1- und zwei GIRK4- Untereinheiten (GIRK =
G protein activated inward rectifying channel) (Hosoya et al., 1996,
Krapivinsky et al., 1995, Corey et al., 1998). Jede GIRK Untereinheit
besteht aus zwei transmembrandosen Helices sowie einer diese

verbindenden Schleife (loop).

Der G-Proteinkomplex des Ixcn) - Kanals besteht aus einer a- und einer
By- Untereinheit (Yamada et al., 1998). Erst 1995 wurde nachgewiesen,

dass die aktivierende Untereinheit des G-Proteinkomplexes die Py-
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Untereinheit und nicht wie bisher angenommen die a-Untereinheit ist
(Kurachi 1995). Der Ikwucn kann in Vorhofmyozyten iiber einen
Azetylcholinrezeptor (M, Rezeptor), einen Adenosinrezeptor (A,
Rezeptor) und einen Sphingolipidrezeptor aktiviert werden (Bilinemann
et al., 1995). Der Rezeptor liegt jeweils an der extrazellularen Seite der

Membran.

Der Ikxwicn gilt als einer der Vermittler der vagalen Wirkungen am
Herzen und damit als Ausloser der vagalen negativen Chronotropie. Die
Aktivierung des Ixucn am Vorhofmyokard fiihrt zu einer erheblichen
Verkiirzung der Aktionspotentialdauer und der Refraktidrzeiten
(Belardinelli et al., 1995, Koumi et al., 1995). Gut belegt ist die
Bedeutung einer Aktivierung dieses lonenstromes fiir die Entstehung
atrialer Herzrhythmusstorungen, insbesondere auf der Grundlage eines

Wiedereintritts der Erregung (,,reentry*) (Waldo et al., 2002).

Auflerdem wurde nachgewiesen, dal3 eine Aktivierung des Ixacn) an
Ventrikelzellen zu einer Verkiirzung des Aktionspotentials fiihrt (Koumi
et al.,, 1994). Die Wirkungen des Ikacn auf Ventrikelebene sind
allerdings wesentlich geringer ausgepragt (Koumi et al., 1995). Dies ist
wahrscheinlich auf eine geringere Expression der lonenkanalproteine im

Ventrikelmyokard zurtickzufiihren.

1.3.4.2. Spannungsabhingige Kaliumkanile des Herzens

Fir die folgenden Ausfiihrungen in dieser Arbeit haben vor allem die
spannungsabhingigen Kaliumkanile Ixs und Ix, Relevanz, diese werden
auch unter dem  Begriff ,verzogerte  Gleichrichterstrome

zusammengefasst. 1990 konnten Sanguinetti et al. zeigen, dass der
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verzogerte Gleichrichterstrom aus zwei verschiedenen Komponenten
besteht, dem langsamen verzogerten Gleichrichterstrom (Ixs) und dem
schnellen verzogerten Gleichrichterstrom (I,) (Sanguinetti et al., 1990).
Im Folgenden werden die beiden Kanéle niher beschrieben.
Charakteristisch fiir den Ik, ist eine langsamere Aktivierung. Die
Aktivierung erfolgt spannungsabhingig. Durch sein
Aktivierungsverhalten erhdlt der Strom ein auswértsgleichrichtendes
Verhalten.

Der Iy, — Kanal ist eine Homotetramer bestehend aus vier identischen
Einheiten die zur eigentlichen Kanalpore zusammengefasst werden. Jede
dieser Einheiten besteht aus sechs transmembrandsen Helices sowie
einer Schleife. Die identischen Untereinheiten werden als KvLQT1
bezeichnet. Klinische Relevanz erhielt der Kanal durch den Nachweis
der Beteiligung an Unterformen des ,,Long-QT-Syndromes*, daher auch
die Bezeichnung. Das Homotetramer ist beim Menschen mit J3
Untereinheiten, den so genannten MinK, zum vollstindigen
Kanalkomplex kombiniert (Coetzee et al., 1999).

Der Igs ist mitverantwortlich fiir die spdte Repolarisation des
Aktionspotentials. Bei vollstindiger Hemmung dieses Kanals oder nicht
funktionsfahigen Mutationen (,,Long-QT-Syndrome*) kann es zu
»lorsades de pointes® Tachykardien kommen, die in anhaltendes
Kammerflimmern iibergehen konnen (Towbin et al., 2001, Sanguinetti
2000). Durch diesen Mechanismus wird der plotzliche Herztod in
Familien mit ,Long-QT-Syndrome*“ sowie auch die gefédhrliche
Nebenwirkung einiger Antiarrhythmika (Klasse III) und einiger
Medikamente ohne gezielte Herz — Kreislaufwirkung erklart (Cheng et
al., 2004).
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Der schnelle verzogerte Gleichrichterstrom Ix, wird ebenfalls
spannungsabhingig aktiviert. Er zeigt auf die Depolarisation eine
schnellere Aktivierung als der Ig;. Sein Aktivierungsverhalten zeigt
einwartsgleichrichtende Eigenschaften. Der Iy, — Kanal reprisentiert
ebenfalls ein Homotetramer aus identischen Untereinheiten mit sechs
tranmembrandsen Helices sowie einer Schleife. Das codierende Gen
dieser Untereinheiten wird meist als HERG (,,Human ether-a-gogo
related gen*) bezeichnet. Das Homotetramer ist beim Menschen mit 3
Untereinheiten (Mirp 1: ,,MinK related peptide*) zum funktionell
kompletten Ionenkanal verbunden (Pourrier et al., 2003).

Der Strom dient ebenfalls der spiaten Repolarisation des
Aktionspotentials. Blockierung beziehungsweise Inaktivierung des Iy,
kann ebenfalls zu ,torsade de pointes* Tachykardien flihren. Auch fiir
das codierende Gen dieses Kanals sind Mutationen beschrieben, die zu
Unterarten des Long QT Syndoms fithren konnen (Cheng et al., 2004,
Lehmann — Horn et al., 1999).

1.4. Vorhofflimmern

1.4.1. Epidemiologie des Vorhofflimmerns

Es gibt bisher keine Studien, die sich ausschlieBlich auf die Inzidenz und
Priavalenz von Vorhofflimmern beziehen. Untersuchungen der
Framingham Studie zeigen aber, dal in einer Gruppe von 5209
Individuen bei einem Beobachtungszeitraum von 22 Jahren die
Privalenz von chronischem Vorhofflimmern bei 1,8 % lag (Kannel et al.,
1982). AuBerdem hatten mehrere Patienten Episoden von einmalig
aufgetretenem  Vorhofflimmern. Die  Gesamtinzidenz  betrug

geschlechtsunabhingig 2 %o innerhalb von zwei Jahren. Die Inzidenz
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stieg signifikant mit dem Alter an und zwar von 0,22 beziehungsweise
0,26 % bei den 25-34 jahrigen auf 8,8 % bei den iiber 80 jdhrigen
(Kannel et al., 1982).

Die SPRINT Studie (Behar et al., 1992) und die V-HeFT I und II Studien
(Carson et al., 1993) konnten zeigen, da3 Vorhofflimmern alleine keine
Zunahme der Mortalitat bewirkt. Vielmehr konnte man Vorhofflimmern
als einen prognostischen Faktor hinsichtlich einer fortgeschrittenen
Herzerkrankung bezeichnen. Bei zunehmender Reduktion der
Ejektionsfraktion des linken Ventrikels spielt das Vorhofflimmern
allerdings eine wesentlich gro3ere Rolle. Bei einer Ejektionsfraktion von
< 30 % betrdgt die Einjahresiiberlebensrate bei Sinusrhythmus 71 %,
und bei Vorhofflimmern nur 52 % (Middlekauf et al., 1991).

1.4.2. Pathophysiologie des Vorhofflimmerns

Die Pathophysiologie von Vorhofflimmern ist nicht vollstandig geklart.
1962 stellten Moe et al. die Theorie der multiplen Erregungsfronten vor
(,,multiple wavelet Hypothese; eine Ubersicht geben Abildskov et al.,
1994). Diese Theorie wurde von Allessie et al. aufgegriffen,
experimentell bestitigt und weitergefiihrt (Allessie et al., 1996, Allessie
et al., 2001). Nach seiner Theorie der multiplen Erregungsfronten
existieren in beiden Vorhofen mehrere individuelle Erregungsfronten
(Lammers et al., 1993). Sicher ist, dass dem Vorhofflimmern ein
Wiedereintritt der elektrischen Erregung zu Grunde liegt. Diese
kreisende Erregung findet bei Vorhofflimmern an verschiedenen Orten
gleichzeitig statt. Zur Beendigung des Vorhofflimmerns ist es
erforderlich, die elektrophysiologischen Eigenschaften des Myokards so

zu verdndern, dass ein Wiedereintritt der Erregung unmoglich wird. Dies
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kann entweder durch Beschleunigung der Erregungsleitung, durch
Verkiirzung des Wiedereintrittkreises oder durch Verldngerung der
effektiven Refraktérzeit erreicht werden. Vor allem letztgenannter Effekt
ist durch Ionenkanalinhibitoren vom Klasse III Typ erzielbar und erklért
die besondere antifibrillatorische Potenz dieser Substanzen. Einmal
begonnenes Vorhofflimmern unterhélt sich danach selbst und ist daher
nach langerem Bestehen einer konservativen Therapie nur eingeschrankt
zuganglich. (,,atrial fibrillation begets atrial fibrillation*) (Wijffels et al.,
1995)

1.4.3. Formen von Vorhofflimmern

Vorhofflimmern ist die haufigste Herzrhythmusstérung des Menschen.
Legt man die Aktivierungsfrequenz der Vorhofe zugrunde, wird das
Vorhofflimmern zu den tachykarden Herzrhythmusstérungen gezéhlt.
Beim Vorhofflimmern wird der Vorhof mit einer Frequenz von 350-600
min" erregt. Die Kammerfrequenz richtet sich dann nach der
Geschwindigkeit der atrioventrikuldren Uberleitung im AV-Knoten, so
dass im klinischen Alltag bradykardes, normofrequentes und tachykardes

Vorhofflimmern unterschieden wird.

Dariiberhinaus wird zwischen paroxysmalem, persistierendem und
permanentem Vorhofflimmern unterschieden. Paroxysmales
Vorhofflimmern bezeichnet relativ kurz anhaltendes Vorhofflimmern.
Persistierendes Vorhofflimmern ist ldnger anhaltendes Vorhofflimmern,
welches  zumeist  mittels  Kardioversion  (elektrisch ~ oder
pharmakologisch) beendet werden kann. Permantes Vorhofflimmern

bezeichnet therapierefraktires Vorhofflimmern (Levy S 1998).
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Das Vorhofflimmern kann durch vorbestehende Grunderkrankungen,
zum Beispiel thyreotoxische Krisen, koronare Herzkrankheit (KHK),
Alkoholintoxikation, Herzklappenschidden etc. ausgelost werden. Héaufig
ist keine kardiale Grunderkrankung nachweisbar, man spricht hier vom
idiopathischen Vorhofflimmern. Offenbar spielt bei der Entstehung des
idiopathischen Vorhofflimmerns oft die Erhdhung des vagalen Tonus
eine besondere Rolle, da hier die Flimmerepisoden insbesondere nachts
auftreten (Coumel et al., 1978). Diese Erkenntnis bildet die Grundlage
fir die hier durchgefiihrten Untersuchungen zur Wirkung von
Antiarrhythmika am vagal kontrollierten muskarinergen

Kaliumionenstrom atrialer Herzmuskelzellen (siche unten).

1.4.4. Komplikationen des Vorhofflimmerns

Verdanderungen der Stromungsverhéltnisse innerhalb des Herzens beim
Vorhofflimmern begiinstigen vor allem im Bereich des linken Herzohres
die Entstehung von Thromben und ermoglichen arterielle Embolien. Die
durch Vorhofflimmern ausgelosten arteriellen Embolien betreffen
tiberwiegend (Haufigkeit: 79 — 85 %) die Hirnarterien (Corbalan et al.,
1992, Cabin et al., 1990). Bei Schlaganfallpatienten konnte in 18 % der
Félle elektrokardiographisch ein Vorhofflimmern nachgewiesen werden
(Jorgensen et al., 1996). Bei chronischem Vorhofflimmern erhoht sich
das Schlaganfallrisiko um das vier bis fiinffache. AuBlerdem wurde
nachgewiesen, das ein Hirnarterienverschluss durch Vorhofflimmern
hiufiger schwerwiegend ist, mehr zu Rezidiven neigt und eine
schlechtere Prognose hat, als ein zerebraler Insult anderer Genese

(Corbalan et al., 1992, Jorgensen et al., 1996, Kannel et al., 1982).
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1.4.5. Therapie des Vorhofflimmerns — Allgemeine Uberlegungen
Generell sind die Therapiestrategien der Rhythmuskontrolle oder der
Frequenzkontrolle gegeneinander abzuwigen. Fiir die Frequenzkontrolle
spricht die niedrigere Nebenwirkungsrate der eingesetzten Pharmaka
(Kalziumkanalantagonisten, B-Blocker, Glykoside (Weerasooriya et al.,
2003)). Fir die Rhythmuskontrolle sprechen die geringere Embolierate,
das Vermeiden von Tachykardie — bedingten Kardiomyopathien und eine
bessere Lebensqualitit des Patienten durch eine Symptomreduktion.
Bisher ist in keiner Untersuchung eine Verbesserung der Uberlebensrate
der Patienten im Sinusrhythmus im Vergleich Zu
Vorhofflimmerpatienten nachgewiesen worden (Hagens et al., 2004,
Corley et al., 2004). Dennoch ist die Erhaltung des Sinusrhythmus von
besonderer Bedeutung, da das Vorhofflimmern von den Patienten oft als
leistungslimitierend und belastend (Herzrasen und Stolpern) empfunden

wird.

Zum Zweck des Sinusrhythmuserhaltes stehen verschiedene
Antiarrhythmika zur Verfiigung. ,,Géngige* Antiarrhythmika sind Klasse
Ic Antiarrhythmika wie zum Beispiel Flecainid oder Propafenon sowie
die Klasse III Antiarrhythmika Amiodaron und Sotalol (Brachmann
2000). Insbesondere bei Patienten mit bekannter koronarer
Herzerkrankung sind Klasse I Antiarrhythmika als Dauertherapie nach
der Cast - Studie kontraindiziert (Ruskin 1989).

Zu den wirksamsten rhythmusstabilisierenden Antiarrhythmika gehoren
zur Zeit die der Klasse III (Rees et al., 1993, Todd DW 2003, Tsikouris
et al., 2001). Hier seien vor allem Amiodaron, Sotalol und Dofetilide
genannt. Diese wirken vor allem iiber eine Inhibition repolarisierender

Kaliumionenstrome und verldngern so das Aktionspotential (Auer et al.,
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2002). Prystowsky et al. konnten zeigen, dass mittels Dofetilide eine
Rhythmusstabilisierung iiber ein Jahr bei 33 % der Patienten zu erzielen
ist (Prystowsky et al., 2003). Die Molekularstruktur von Klasse III
Antiarrhythmika dient daher weltweit als Ausgangsbasis fiir die
Entwicklung antifibrillatorischer Pharmaka, eine aktuelle Ubersicht zur
Therapie des Vorhofflimmerns geben Fumeaux et al., 2004, Mc Namara

et al., 2004 und Fuster et al., 2001.

1.5. Antiarrhythmika

1.5.1. Antiarrhythmika zur Behandlung von Vorhofflimmern

Wie bereits beschrieben, werden verschiedene Antiarrhythmika zur
Behandlung des Vorhofflimmerns eingesetzt. Man kann aufgrund ihrer
Pharmakodynamik nach der Klassifikation von Vaughan Williams
verschiedene Gruppen differenzieren (Vaughan Williams 1984):

In der Klasse I befinden sich die Natriumkanalblocker, in der Klasse 11
die B- Rezeptorenblocker, in der Klasse III die Kaliumkanalblocker und
in der Klasse IV die Kalziumkanalblocker. Diese Arbeit beschiftigt sich
mit der Wirkung von Antiarrhythmika der Klasse III, also den
Kaliumkanalblockern (zur Ubersicht Woosley 1991).

1.5.2. Klasse IIT Antiarrhythmika

Typische und in der klinischen Praxis verbreitet eingesetzte Vertreter
dieser Klasse sind Sotalol und Amiodaron. Beide sind keine spezifischen
Kaliumkanalblocker. Sotalol hat zusitzlich Klasse II- also -

blockierende = Wirkungen, = Amiodaron  besitzt  grundsitzlich
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Eigenschaften aller vier Klassen. Neuere Substanzen sind die hier

untersuchten Pharmaka Ibutilide und Dofetilide.

1.5.2.1. Ibutilide

Ibutilide ist ein potenter Inhibitor des verzogert gleichrichtenden
Kaliumionenstroms Ig, (Yang et al., 2001). Vor allem dieser Wirkung
wurde bisher der besonders gute Effekt von Ibutilide bei intravendser
Gabe zur Konversion von Vorhofflimmern in den Sinusrhythmus
zugeschrieben (Stambler et al., 1996). Aulerdem zeigten Oral et al., dal3
die Vorgabe von Ibutilide die Erfolgsrate einer elektrischen
Kardioversion erheblich verbessern kann (Oral et al., 1999).
Hingewiesen wurde jedoch auch auf das Risiko der Entwicklung von
»lorsades de pointes* Tachykardien (Yang et al., 2001, Buchanan et al.,
1993).

1.5.2.2. Dofetilide

Dofetilide 1ist ebenso wie Ibutilide ein neueres Klasse III
Antiarrhythmikum, es ist ebenso ein Blocker des Ix, (Carmeliet 1992)
und verlidngert das myokardiale Aktionspotential (Jurkiewicz et al.,
1993). Die klinischen Indikationen reichen von der intravendsen Gabe
bei Kardioversion (Sedgwick et al., 1995) bis hin zur Therapie von
ventrikuldren Herzrhythmusstérungen (Echt et al., 1995).

Dofetilide fiihrt zu dosisabhidngigen QT — Zeit - Verlangerungen (Tham
et al., 1993), und es gibt Hinweise flir die Induktion von ,,Torsades de
pointes* Tachykardien durch die Substanz (Yang et al., 2001, Buchanan
et al., 1993).
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Abbildung 1.2.: Strukturformeln von Ibutilide-Fumarat (A) und
Dofetilide (B)
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1.5.2.3. RP58833

RP58833 ist ein Klasse III Antiarrhythmikum, das noch nicht fiir den
klinischen Einsatz zugelassen ist. Das wirksame Enantiomer von
RP58833 wird Terikalant genannt. Bekannt ist die Blockade des
Einwartsgleichrichters Ix; durch RP58833 (Escande et al., 1992). Der
Einsatz bei ventrikuldren Herzrhythmusstorungen wurde bereits 1993

von Rees et al. beschrieben (Rees et al., 1993).

Auch RP58833 ist ein selektiver Blocker des schnellen Anteils des
verzogerten Gleichrichterstroms Ik, hierdurch fiihrt auch RP58833 zu

einer Verlangerung des Aktionspotentials (Jurkiewicz et al., 1996).

1.5.2.4. Unerwiinschte Wirkungen der Klasse III Antiarrhythmika
Klasse III Antiarrhythmika besitzen eine ,,reverse-use-dependence®, sie
wirken verstdrkt bei niedrigen Frequenzen und eher schwach bei hohen
Frequenzen. Durch die stark verldngerte Aktionspotentialdauer bei
niedrigen Frequenzen werden Nachdepolarisationen unterhalten und es
kann zu gefédhrlichen ,,Torsades des pointes“ Tachykardien kommen
(Gowda et al.,, 2002). Das Risiko von ,Torsades de pointes*
Tachykardien kann im Oberflichen EKG anhand der QT — Zeit -
Verldngerung unter Antiarrhythmikagabe abgeschitzt werden. Bei einer
deutlichen Verldngerung der QT - Zeit (> 500 ms) sollte die Gabe der
Klasse III Antiarrhythmika beendet werden (Gowda et al., 2004).
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Weiterhin haben die unterschiedlichen Substanzen dieser Klasse
spezifische Nebenwirkungen: Sotalol hat wegen seiner B-Rezeptoren
blockierenden Eigenschaften auch die Nebenwirkungen der B-Blockade
wie Hypotonie, Bradykardie oder Bronchokonstriktion. Unter
Amiodaron kann es zu Korneaablagerungen, Lungenfibrose,
Photodermatitiden und Schilddriisenfunktionsstorungen (Hyperthyreose
bzw. Hypothyreose) kommen (Yamreudeewong et al., 2003). Eine
Amiodaron — Behandlung macht deshalb engmaschige klinische und
laborchemische Kontrollen (etwa im Abstand von 6 Monaten

erforderlich).
Spezifische Nebenwirkungen der neueren Klasse III Antiarrhythmika
wie zum Beispiel Dofetilide und Ibutilide neben den oben erwédhnten

ventrikularen Rhythmusstérungen sind noch nicht bekannt.

Zur Ubersicht der Nebenwirkungen von Klasse III Antiarrhythmika sei

auf auf eine Arbeit von Yamreudeewong et al. (2003) hingewiesen.
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2. Methodik

2.1. Isolierung und Kultivierung von Vorhofmyozyten

Wie bereits erwdhnt, wurde bei dieser Arbeit die ,,whole-cell patch-
clamp* Technik verwendet. Untersucht wurden atriale Myozyten von
Ratten. Wie bereits 1983 gezeigt, konnen diese Zellen iiber mehrere
Tage kultiviert werden (Bechem et al., 1983). Die gesamte Prédparation,
Organentnahme und Zellgewinnung wurde unter einer sterilen Werkbank

mit dampfsterilisierten Instrumenten durchgefiihrt.

30 Minuten vor der Betdubung und Organentnahme wurde den Tieren
zur Blutverdiinnung 5 ml Heparinlosung intraperitoneal injiziert. Die
Ratten (Gewicht : 200 — 300g) wurden nach Betdubung mit Propofol
(Fresenius, Friedberg Deutschland) durch Genickbruch getotet. Das Herz
wurde innerhalb der nédchsten 5 Minuten entnommen, um die
Ischimiezeit moglichst gering zu halten. Uber eine Umwilzpumpe
wurde das entnommene Herz mit Carbogengas (95 % O, / 5 % CO,)
angereicherter Tyrode retrograd perfundiert. Die retrograde Perfusion
erfolgte iiber eine wihrend der Pridparation in die Aorta eingelegte
Pipettenspitze. Wahrend der retrograden Perfusion wurde das Herz in
einer Langendorffapparatur aufgehdngt und in ein Organbad getaucht.

Zur Dissoziation der Myozyten wurde die Perfusionslosung im
Folgenden nach und nach mit Enzymen angereichert. Die Konzentration
der Enzymlosung wurde langsam gesteigert. Nach einiger Zeit konnte
ein Aufquellen des Herzens im Organbad, zustande kommend durch die
beginnende Dissoziation von Myokardzellen, gesehen werden. Nach
Eintreten dieses Zustandes wurde das Herz aus dem Organbad entfernt,
von der Perfusion abgetrennt und die Vorhofe wurden von den

Ventrikeln abgeschnitten.
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Die Vorhofe wurden nun in einer Petrischale einer noch hdher
konzentrierten EnzymlOosung ausgesetzt. Hier erfolgte dann durch
enzymatische Dissoziation der atrialen Myozyten die Zellgewinnung.
Mithilfe einer sterilen Pinzette wurde in der Enzymlosung leicht an den
Bruchstiicken der Vorhofe gezupft und gezogen um die Zellablosung zu
beschleunigen.

Die gesamte Dissoziation durch die Enzymlosung geschah in einer
kalziumfreien also kardioplegischen Losung, um Kontraktionen der
Myozyten zu vermeiden. Nach der Zellgewinnung wurde schonend eine
langsame Kalziumanpassung durchgefiihrt. Hierzu wurde die
kalziumfreie Losung in vielen kleinen Schritten durch eine
kalziumenthaltende Losung ersetzt. Unter dem Mikroskop wurde das
Kontraktionsverhalten der Zellen kontrolliert und die Erhéhung der
Kalziumkonzentration = angepasst. Angestrebt wurden bei der
Kalziumanpassung 10% kontrahierende Zellen. Eine zu schnelle
Kalziumkonzentrationsanpassung fithrt zur vermehrten Kontraktion und
damit zum Tod der gewonnen Zellen.

Nach der erfolgten Kalziumanpassung wurden die Vorhofmyozyten mit
2 ml HEPES gepuffertem Kulturmedium (M199 von Gibco) in 35 mm
Kulturschalen ausplattiert. Die isolierten Vorhofmyozyten konnten fiir
bis zu 9 Tage erfolgreich kultiviert werden. Die Inkubation erfolgte bei
37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,. In einer Schale befanden
sich mehrere hundert Zellen. Das Kulturmedium wurde mit Gentamycin
und Kanamycin (jeweils Gibco, Dreieich, Deutschland) zur Senkung des
Infektionsrisikos versetzt. Bei erfolgreicher Priaparation waren die Zellen
bis zu 9 Tagen lebensfdhig, die hier besprochenen Untersuchungen

wurden mit 2-4 Tage alten Zellen durchgefiihrt.

2.2. Die ,,voltage-clamp* Technik
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Der Membranstrom der isolierten Vorhofmyozyten wurde mit der
,»whole-cell voltage-clamp* Methode registriert (Hamill et al., 1981).
Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur (20 — 25°C) durchgefiihrt.
Fiir die Messungen wurde das Kulturmedium durch Losung 1: 122 mM
NaCl; 20 mM KCI; 1 mM MgCly; 0,5 mM CaCly; 10 mM HEPES (alle
Substanzen von Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) ersetzt. Alle
Zellen in der Kulturschale sind kontinuierlich bei einer
Flussgeschwindigkeit von zirka 1 ml/min mit Losung 1 perfundiert
worden. Eine aus Borosilikatglas gezogene Pipette (Pipettenwiderstand
3-7 MQ), gefiillt mit Losung 2: 100 mM Kaliumaspartat; 40 mM KCIl; 5
mM NaCl; 7 mM MgCl,; 2 mM EGTA; 20 mM HEPES/KOH; 20 uM
GTP; 5 mM Na-ATP (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland), der so
genannten Pipettenlosung, wurde unter Sicht (Zeiss-Mikroskop, Jena,
Deutschland) direkt liber der Zellmembran platziert. Durch langsames
Erzeugen eines Unterdrucks wurde ein Abdichtwiderstand von
mindestens 1 GQ erreicht. Jetzt konnte die direkt unter der Pipettenspitze
gelegene Zellmembran durch plotzliche Erhohung des Unterdrucks
zerstort werden. Die Erzeugung des Unterdrucks erfolgte wahlweise iiber
ein angebrachtes Mundstiick oder eine 10 ml Spritze. Die in der Pipette
befindliche Elektrode hatte nun direkte Verbindung nach intrazellulér.
Eine in der Kulturschale befindliche Elektrode (,,Badelektrode*) wurde
als extrazelluldre Elektrode genutzt. Zwischen diesen beiden Elektroden
konnte die ,,Spannungsklemme® angelegt werden wund der

Membranstrom der Zelle gemessen werden.

2.3. Standardprotokoll
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Wenn nicht anders beschrieben, wurde zur Messung des Membranstroms
folgendes Standardprotokoll verwandt: Die Messungen wurden bei
Raumtemperatur durchgefiihrt (20-25 °C). Die zu messende Zelle wurde
iber eine zirka 0,5-1,0 mm vor der Zelle liegende Perfusionspipette mit
einer FluBgeschwindigkeit von ca. 0,25 ml/min kontinuierlich umspiilt.
Uber elektrisch gesteuerte Magnetventile konnte zwischen bis zu sechs
verschiedenen Losungen gewechselt werden.

Die Spannung iliber der Zellmembran, also das Haltepotential wurde auf -
90 mV ,geklemmt”. Durch die gewdhlten Kaliumkonzentrationen in
Losung 1 und Losung 2 lag das Kaliumgleichgewichtspotential nach der
Nernst'schen Gleichung bei -50 mV. Somit resultierte bei einer
angelegten Spannung von -90 mV ein Kaliumioneneinstrom.

Im Standardprotokoll wurde alle 10 s eine Spannungsrampe erzeugt. Zu
Beginn der Spannungsrampen wurde die Zellmembran auf -120 mV
geklemmt. Innerhalb von 500 ms wurde die Spannung bis auf 60 mV
erhoht. Die Steigung der Spannungsrampe war hierbei konstant.
Zwischen den Rampen wurde die Membranspannung von -90 mV
gehalten.

Abhédngig vom Kaliumgleichgewichtspotential, welches in unserem Fall
bei -50 mV liegt kommt es bei ,,geklemmten* Membranspannungen von
< -50 mV zu einem Kaliumioneneinstrom und bei Membranspannungen
von > -50 mV zu einem Kaliumionenausstrom.

Anhand der gewonnenen Daten wihrend der Spannungsrampen konnten
Strom — Spannungskurven aufgezeichnet werden. Wie bereits
beschrieben konnen bestimmte Kanidle anhand der typischen Strom —
Spannungsbeziehung des bei geoffnetem Kanal fliessenden Stromes

identifiziert werden (z.B. einwirtsgleichrichtende Kaliumkanile).
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2.4. Irreversible Kanalaktivierung

Um den Wirkungsort der Antiarrhythmika zu untersuchen, wurde der
muskarinerge einwértsgleichrichtende Kaliumkanal irreversibel aktiviert.
Dazu wurden der Pipettenlosung, Losung 2, 500 uM GTP—y-S zugefiigt.
Diese Substanz aktiviert das G-Protein des einwirtsgleichrichtenden
Kaliumkanals irreversibel.

GTP—y-S bindet an die a— Untereinheit des heterotrimeren G Proteins,
somit kann die aktivierende [y-Einheit den Kanal o6ffnen. Im
Unterschied zur physiologischen Aktivierung kann GTP—y—S nicht
hydrolysiert werden. Aus diesem Grund kommt es zu keiner erneuten
Verbindung zum heterotrimeren G Protein, die Py-Einheit bleibt
ungebunden und somit ist der Kanal irreversibel iiber die G Protein
Kaskade aktiviert.

Eine Substanz, die den Strom jetzt noch beeinflussen kann, wirkt

unabhingig von der Aktivierung des G-Proteinsystems.

2.5. Aufzeichnung

Der Membranstrom wurde mittels eines EPC-7 Verstirkers und eines
IBM kompatiblen PC aufgezeichnet. Die Signale wurden analog gefiltert
und digital umgewandelt (5 KHz). Das Software und Hardwaresystem
ISO2 (MFK Friedrich, Frankfurt, Deutschland) wurde genutzt, um die
Spannung zu kontrollieren, die Daten aufzunehmen und diese zu
analysieren.

Die statistische Auswertung und grafische Darstellung der Strom
Spannungskurven erfolgte mit Hilfe der Tabellen Kalkulationssoftware

Origin 4.0 sowie mit der Grafikverarbeitungssoftware Corel Draw 8.
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Die logarhythmischen Konzentrations — Wirkungskurven wurden
ebenfalls mit der Grafikverarbeitungssoftware Corel Draw 8 und der

Tabellen Kalkulationssoftware Origin 4.0 erstellt.
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3. Ergebnisse

In der vorliegenden Dissertation wurde der Einfluss von Klasse III
Antiarrhythmika auf den muskarinergen einwirtsgleichrichtenden
Kaliumionenstrom unterersucht. Die Blocker des schnellen verzogerten
Gleichrichterstroms Ibutilide, Dofetilide und RP 58866 wurden ebenso
verwendet wie der Blocker des langsam verzogerten Gleichrichterstroms,

Chromanol 293B.

Alle hier beschriebenen Pharmakonwirkungen waren unabhingig von

der Dauer der Zellkultivierung vor Durchfiihrung der Experimente.

Der muskarinerge einwirtsgleichrichtende Kaliumstrom Ixucny wurde
durch die Perfusion von 10 uM Azetylcholin induziert. Diese
Konzentration st  sittigend  hinsichtlich  der  aktivierbaren
Stromamplitude. 10 pM Azetylcholin induzierte den Igcn mit einer
mittleren Stromdichte von 75+9 pA/pF. Eine typische Stromantwort
nach Superfusion der Zelle mit dem Agonisten ist in Abbildung 3.1.
dargestellt. Etwa 50 ms nach Beginn der Superfusion der Zelle mit
Azetylcholin zeigt sich eine schnelle Aktivierung des Ixacn), die nach
einigen Sekunden von einem Spitzenstrom zuriick auf einen stabilen
Plateaustrom desensitisiert. Diese Desensitisierung wurde auch von
anderen Untersuchern gefunden (Biinemann et al., 1996), war jedoch im
Rahmen unserer Experimente nicht immer nachweisbar. Wurde die
Azetylcholin-haltige Superfusionstyrode wieder durch Agonisten freie
Tyrode ersetzt, zeigte sich eine rasche Remission des induzierten
Kaliumionenstroms zuriick zum Ausgangsniveau. Diese vollstindige
Reversibilitit des Azetylcholineffektes blieb auch nach mehrmaliger
Applikation der Substanz erhalten.
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In Abbildung 3.1. ist eine typische Aktivierung des Ixacny mit der
dazugehorigen Strom — Spannungskurve gezeigt. In der Abbildung sind
der Strom wihrend der Spannungsrampe vor Aktivierung des Kanals (a)
sowie nach Aktivierung des Kanals (b) beschriftet. In diesem Fall
reprasentiert a die Strome der Spannungsrampe des Hintergrundstromes,
also aller gedffneten Kanidle. Wohingegen b die Strome wéhrend der
Spannungsrampe des Igwucn addiert mit dem Hintergrundstrom
reprasentiert. Subtrahiert man die Strom-Spannungsbeziehung von a von
b erhilt man somit die ebenfalls abgebildete Strom-Spannungskurve des
geodffneten Kanals, in diesem Fall die typische einwartsgleichrichtende

Strom-Spannungskurve des Ixacn).
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Abbildung 3.1.: Typische Aktivierung des Ixucy (A) mit dazugehoriger

Strom-Spannungskurve (B)
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Dieses experimentelle Protokoll diente als Grundlage fiir die Erfassung
der inhibitorischen Potenz der getesteten Antiarrhythmika. Bei den
folgenden Experimenten wurde nach Aktivierung des Igxwicn durch
Wechsel auf eine Azetylcholin und Pharmakon-haltige Tyrode die
Wirkung des Pharmakons auf den vollstindig aktivierten Ionenstrom
bestimmt. Durch erneutes Wechseln der Superfusionslosung auf eine nur
das Azetylcholin enthaltende Tyrode konnte die Reversibilitdt der

Ionenkanalhemmung durch die Substanz tiberpriift werden.

Die Subtraktion der Strom-Spannungsbeziehung des gehemmten Ixcn
von der des ungehemmten Plateaustroms diente dann der Identifizierung

des Ixacn als inhibierten Ionenstrom.

Um eine Konzentrations-Wirkungskurve zu erstellen, wurden
verschiedene Konzentrationen der Substanz untersucht. Mit den
Ergebnissen wurde die mittlere Hemmkonzentration, der I1Cs, berechnet.
Die Konzentrations —  Wirkungskurven  wurden mit der
Tabellenkalkulation Origin 4.0 erstellt und mit dem Grafikprogramm
Corel Draw bearbeitet. Der 1Cs, ist die Konzentration der jeweiligen

Substanz bei der 50 % des aktivierten lonenstroms gehemmt wird.

Um einen Hinweis auf den Wirkungsort der Antiarrhythmika zu erhalten
wurden zwei weitere Versuchsanordnungen genutzt. Der muskarinerge
einwartsgleichrichtende Kaliumstrom Ixucny wurde durch die Zugabe
von GTP-y-S irreversibel aktiviert. Der Mechanismus besteht in einer
Aktivierung der fy-Untereinheit des G-Proteinsystems des Ixach).
Dadurch wird der Kanal gedffnet und somit der Strom induziert. Die

Aktivierung der G-Proteinuntereinheit ist irreversibel. Nachdem der
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irreversible Strom erzeugt wurde, wurde das jeweilige Pharmakon der

extrazellularen Losung hinzugefiigt.

Im dritten Versuchsansatz wurde die jeweilige Substanz intrazellulir
tiber die Pipettenlosung zugefiihrt. Sofort und nach zwanzigminiitiger
Wartezeit wurde versucht, den Ixcn durch Zugabe von Azetylcholin zu

aktivieren.

Im Folgenden werden die beschriebenen Versuche nach der jeweiligen

applizierten Substanz behandelt.

3.1. Hemmung des lxacny durch Dofetilide
3.1.1. Hemmung des Azetylcholin induzierten Igucn durch
Dofetilide

In dieser Versuchsserie wurde die Wirkung des Klasse III
Antiarrhythmikum Dofetilide auf den muskarinergen,
einwirtsgleichrichtenden Kaliumstrom untersucht. Abbildung 3.2. zeigt
das typische Bild der Wirkung von Dofetilide auf den Ikxicn. Das
Experiment ist repriasentativ fiir Untersuchungen an 11 verschiedenen
atrialen Myozyten von 7 verschiedenen Ratten. Die gestrichelte
horizontale Linie zeigt die Nulllinie an. Nachdem der Ixcn) durch ACh
10 uM aktiviert wurde, zeigt sich unter Hinzugabe von Dofetilide 10 uM
eine fast vollstindige Hemmung des Ixcn. Diese Hemmung ist fast
vollstindig reversibel, da nach Auswaschen des Pharmakons annidhrend

wieder das Ausgangsstromniveau erreicht wird.
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Abbildung 3.2.: Hemmung des 1,,.,,durch 10 uM Dofetilide.
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Um eine Konzentrationswirkungskurve zu erstellen, wurden die Zellen
mit unterschiedlichen Konzentrationen von Dofetilide perfundiert. Die
Konzentrationen waren 10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM und 100 uM. Der
berechnete 1Cs, betrdagt 1,2 uM (Abbildung 3.3.).

Qualitativ konnten die oben beschriebenen Wirkungen von Dofetilide
hinsichtlich Dynamik der Inhibition und des Auswaschens der Substanz
mit allen getesteten Konzentrationen nachvollzogen werden, auch wenn
bei hoheren Pharmakonkonzentrationen ein tendenziell schnellerer
Wirkungseintritt und ein tendenziell schnelleres Auswaschen zu

erkennen waren.
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Abbildung 3.3.: Konzentrations-Wirkungskurve der Hemmung des Ixucp)
durch Dofetilide

3.1.2. Hemmung des GTP-y-S induzierten Ixacny durch Dofetilide
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Abbildung 3.4. zeigt ein Experiment mit GTP-y-S, welches beispielhaft
ist fiir weitere 5 Experimente an 4 verschiedenen Ratten. Die Abbildung
zeigt auf der linken Seite den bereits durch wiederholte
Azetylcholinapplikationen irreversibel voraktivierten muskarinergen
Kaliumionenstrom (Ionenstromamplitude zirka 1,2 nA). Wie schon unter
reversibler Aktivierung allein unter Azetylcholin hemmte Dofetilide (in
diesem Beispiel 50 uM) auch den GTP-y-S induzierten Igacn. Die
Hemmung war hier vollstindig bis zuriick auf das Ausgangsniveau des
Hintergrundstromes (gestrichelte Linie I, mit II ist die Nulllinie
beschriftet). Auch diese Hemmung zeigte sich als vollstdndig reversibel.
Die Kinetik der Inhibition und des Auswaschens unterschied sich nicht

offensichtlich von der Inhibitionskinetik des Agonisten induzierten

Ikach).-
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Abbildung 3.4.: Nach irreversibler Aktivierung des Ixucy durch

intrazellulare Gabe von GTP-y-S hemmt Dofetilide den Strom immer

noch zuverldssig. Der gehemmte Strom (a-b) zeigt die typische Strom-

Spannungskurve.

38



3.1.3. Wirkung von intrazelluldr appliziertem Dofetilide auf den
Ix(ach)
Dofetilide ist eine lipophile Substanz und sollte daher die Zellmembran
passieren konnen. Grundsitzlich ist aufgrund der beschrieben
Experimente ein intrazelluldrer Angriffspunkt des Pharmakons an der
Signaltransduktionskaskade des Ikcn nicht auszuschlieBen. Um eine
Differenzierung zwischen intrazelluldrer und extrazelluldrer Wirkung der
Substanz vorzunehmen, wurde Dofetilide in séttigender Konzentration
(50 uM) der Pipettenlosung im Rahmen von ,,whole-cell voltage-clamp*

Experimenten zugefiigt.

Entsprechend der Erfahrungen mit der intrazelluldren Ausbreitung von
GTP-y-S bei Applikation iiber die Pipette wire eine vollstandige
Equillibration des Zytosols der Vorhofmuskelzelle innerhalb von
wenigen Minuten zu erwarten. Man lieB nach der Ruptur der
Zellmembran in den hier durchgefiihrten Untersuchungen einen
Zeitraum von 20 Minuten verstreichen in der Annahme, dass diese Zeit
ausreicht, um eine Equillibrium erzeugende Diffusion des Pharmakons in
die Zelle zu ermoglichen. In der Literatur gibt es Hinweise fiir die
ausreichende Verteilung von Substanzen im Zytosol innerhalb von 20

Minuten (Dukes et al., 1990, Castle 1991).

Wie in Abbildung 3.5. reprdsentativ fiir 6 atriale Myozyten von 3
verschiedenen Ratten gezeigt, konnte auch nach einer Wartezeit von 20
Minuten eine unverdnderte  Stromantwort auf  Azetylcholin
hervorgerufen werden. Dies zeigt, dass keinerlei inhibitorische Wirkung
durch die intrazellulire Applikation von Dofetilide entfaltet wurde.
Hingegen lie8 sich zeigen, dass extrazelluldres Dofetilide weiterhin

potent und reversibel den Igacn hemmen konnte.
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Abbildung 3.5.: Nach intrazelluldrer Gabe von Dofetilide ist sofort und
nach zwanzigminiitiger Wartezeit, noch ein Kaliumionenstrom durch
Azetylcholin  auszulosen. Dieser Strom ist zuverldssig durch

extrazelluldres Dofetilide zu hemmen.
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3.14. Hemmung des Agonisten unabhingigen Igacn durch
Dofetilide
In atrialen Vorhofmuskelzellen wird der einwirts gleichrichtende
Hintergrundstrom vor allem durch einen Anteil des muskarinergen
Kaliumionenstroms gestellt, der unabhéingig von der Besetzung von M,-
Rezeptoren durch einen Agonisten aktiv ist. Wie aus der Abbildung 3.5.
zu ersehen i1st, hemmt 50 pM Dofetilide den Igxnacn tber das
urspriingliche Hintergrundstromniveau hinaus (Differenz zwischen den
zwel gestrichelten Linien wobei die obere Linie das Nullstromniveau
reprasentiert und die untere Linie das Niveau des Agonisten

unabhingigen Hintergrundstromes anzeigt).

Die soweit durchgefiihrten Experimente weisen darauf hin, dass
Dofetilide nicht durch eine Interaktion mit der Rezeptor-G-Protein-
Kaskade seine inhibitorischen Effekte entfaltet, sondern von

extrazelluldr direkt mit dem lonenkanalprotein interagiert.

3.2. Hemmung des lkacny durch Ibutilide

3.2.1. Hemmung des Azetylcholin induzierten Ixcny durch Ibutilide

Bei den nidchsten Experimenten wurde die Wirkung des Klasse III
Antiarrhythmikums Ibutilide auf den muskarinergen
einwirtsgleichrichtenden Kaliumionenstrom untersucht. Der Igcn
wurde auch in diesen Experimenten durch Gabe von 10 uM
Azetylcholin, also einer séttigenden Konzentration, induziert. Es zeigt
sich eine deutliche Hemmung des Stroms innerhalb von wenigen
Sekunden durch Zugabe von Ibutilide in die Kulturschale (Abbildung
3.6.). Bei jeder der untersuchten Zellen (n=10) konnte die typische
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Strom-Spannungskurve des muskarinergen einwértsgleichrichtenden
Kaliumionenstroms durch Subtraktion der Strom-Spannungsbeziehung
unter Inhibition von der Strom-Spannungsbeziehung ohne Inhibition
nachgewiesen werden. Nachdem die Gabe von Ibutilide beendet wurde,
konnte ein schnelles Auswaschen beobachtet werden (Abbildung 3.6.).
Wie die Hemmung durch Dofetilide, war auch die Hemmung durch

Ibutilide fast vollstindig reversibel.
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Abbildung 3.6.: Hemmung des Ixcn durch 10 uM Ibutilide
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Zur Bestimmung der Konzentrations-Wirkungskurve wurden die Zellen
mit unterschiedlichen Konzentrationen von Ibutilide superfundiert. Die
genutzten Konzentrationen waren 10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM und
100 uM. Bei jeder dieser Konzentrationen von Ibutilide konnte eine
Hemmung des Ixcn nachgewiesen werden. Die Subtraktion der Strom-
Spannungsbeziechung des gehemmten Stroms von der Strom-
Spannungsbeziehung des Plateaustroms ergab bei jeder getesteten
Konzentration jeweils die typische einwirtsgleichrichtende Strom-
Spannungsbeziechung des Ixacn). Der 1Csy des Ixacn) fiir Ibutilide betrug
1,7 uM (Abbildung 3.7.).
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Abbildung 3.7.: Konzentrations-Wirkungskurve der Hemmung des Ixucp)
durch Ibutilide.
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3.2.2. Hemmung des GTP-y-S induzierten Ixacn) durch Ibutilide

Im néchsten Experiment wurde die Pipettenlosung wiederum mit GTP-y-
S wversetzt. Nach mehrmaliger Superfusion von Azetylcholin in
sittigender Konzentration zeigte sich auch ohne Zugabe von
Azetylcholin ein lonenstrom. Der aktivierte lonenstrom ist der durch
GTP-y-S 1rreversibel induzierte Igacn. Nach Gabe von Ibutilide zeigte
sich eine reproduzierbare Hemmung des irreversibel aktivierten Ixach).
Diese Hemmung war wie schon bei Dofetilide durch Beendigung der
Ibutilide Gabe auswaschbar. In allen gemessenen Zellen (n=4) waren die
Ergebnisse qualitativ mit den Messungen des reversibel aktivierten

IK(ACh) Vergleichbar.

3.2.3. Wirkung von intrazelluldar appliziertem Ibutilide auf den
Ik (ach)
In weiteren Experimenten wurde der Pipettenlosung auch Ibutilide
zugegeben. Ziel des Experiments war es, herauszufinden, ob Ibutilide
von intrazelluldr wirken kann. Auch nach zwanzigminiitiger Wartezeit
konnte keine Hemmung des durch 10 uM Azetylcholin ausgelosten
Ixacn) nachgewiesen werden. Allerdings war es jederzeit moglich, bei
Superfusion von Ibutilide von extrazelluldr, den aktivierten Ixacn) zu

hemmen.
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3.3. Hemmung des lxacny durch RP58866

3.3.1. Hemmung des Agonisten induzierten Igacny durch RP58866

In einer weiteren Serie von Experimenten wurde die Wirkung des Klasse
[T Antiarrhythmikums RP58866 mit seinem wirksamen Enantiomer
Terikalant auf den muskarinergen einwértsgleichrichtenden Kaliumstrom
untersucht. Nach Aktivierung des Igacny durch 10 pM Azetylcholin
zeigte sich in allen untersuchten Zellen (n=11 von 6 unterschiedlichen
Ratten) eine deutliche Hemmung des Ixncn (Abbildung 3.8.). Nach
Subtraktion der Strom-Spannungsbeziehung des gehemmten Stroms von
der Strom-Spannungsbeziehung des Ixacn Plateaustroms konnte, wie in
Abbildung 3.8.B dargestellt, die typische einwértsgleichrichtende Strom-
Spannungsbeziehung des Ixwucn gezeigt werden. Nach Wechsel der
Superfusionslosung und alleiniger Gabe von Azetylcholin zeigte sich die
Reversibilitdt der Ionenstromhemmung und es kam zu einer Erholung

des Stroms.

In einer der 11 untersuchten Zellen wurde durch die interpolierten
Spannungsrampen auch ein schnell aktivierender spannungsabhéngiger
Ionenstrom ausgelost. Dies ist in Abbildung 3.8. erkennbar an der
deutlichen Auswirtsstromkomponente der Spannungsrampen. Dieser
Ionenstromanteil wurde unter Applikation von RP58833 ebenfalls
gehemmt. Nach Auswaschen des RP58833 war auch die Morphologie
der Spannungsrampen unter Azetylcholin sowie unter unbehandelter
Tyrode wieder wie zuvor (Abbildung 3.8.). Nach Subtraktion des
gehemmten Stroms vom Hintergrundstrom unter unbehandelter Tyrode
konnte die Strom-Spannungsbeziehung eines lonenstroms mit sowohl

spannungsabhingigen als auch auswirtsgleichrichtenden Eigenschaften
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dargestellt werden Das Gleichgewichtspotential dieses Ionenstroms
entsprach dem von Kalium unter unseren experimentellen Bedingungen.
Es handelte sich also um einen Kaliumionenstrom (Abbildung 3.8.C).
Diese Strom-Spannungsbeziehung zeigte die typischen Charakteristika
des Ig.. Diese Beobachtung entspricht qualitativ den Daten von
Jurkiewicz et al (1996), die ebenfalls eine Hemmung des Ix, durch

RP58866 beschrieben haben.
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Abbildung 3.8.: Hemmung des Ixcy) und des Ik, in einer Messung durch
RP58866 (A). In B) und C) erkennt man die Strom- Spannungskurven
von Ixucn und Iy, aus denen sich der gehemmte Strom zusammensetzt.
Rampe b — Rampe c ist der reine I cr, Rampe b — Rampe c der gesamte
durch RP58866 gehemmte Strom und Rampe a — Rampe c ist der reine
Ik,
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Die inhibitorische Potenz von RP 58866 auf den Ix(ach) untersuchten wir
wiederum durch systematische Applikation verschiedener Konzentration
in Myozyten, deren Igacn durch ACh 10uM voraktiviert war. Der ICs,
fiir den Ix(acn) betrug 2,3 uM (Abbildung 3.9.).
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Abbildung 3.9.: Konzentrations-Wirkungskurve der Hemmung des Ixucn)
durch RP58866.

3.3.2. Hemmung des GTP-y-S induzierten Ixacny durch RP 58866
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Wie bei den vorhergegangenen Substanzen, wurde auch hier von RP
58866 der durch GTP-y-S irreversibel induzierte muskarinerge
einwartsgleichrichtende Kaliumstrom gehemmt (Abbildung 3.10.). Auch
diese Inhibition war reversibel; in diesem Experiment wurde das
Ausgangsniveau der Stromaktivierung durch GTP-y-S vollstindig
erreicht. Ein Unterschied hinsichtlich der Inhibitions-, beziehungsweise
Auswaschkinetik im Vergleich zur Hemmung des Agonisten induzierten

Stromes lief3 sich nicht nachweisen.
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Abbildung 3.10.: Hemmung des durch GTP—y-S irreversibel aktivierten
IK(ACh) durch RP58866.
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3.3.3. Wirkung von intrazelluldr appliziertem RP58866 auf den
Ik (acn)

Auch RP58866 ist lipophil und man mul von einer guten

Membrangédngigkeit ausgehen. Dennoch war keinerlei Inhibition des

Ixacny nach intrazelluldrer Perfusion zu erkennen. Eine intrazelluldre

Gabe von RP58866 erzielte auch nach zwanzigminiitiger Wartezeit

keinerle1r Wirkung.

3.34. Hemmung des Adenosin induzierten Igacny durch RP58866

Der muskarinerge Kaliumionenstrom wird, wie oben bereits beschrieben,
nicht nur durch muskarinerge M, Rezeptoren aktiviert, sondern auch
durch purinerge A; Rezeptoren. Adenosin zeigte in der hier vorgestellten
Arbeit eine sittigende Stromantwort bei 100 puM. Die maximal
erreichbare Amplitude war geringer als die des Azetylcholin induzierten
Ixacn. Wie von anderen Untersuchern bereits beschrieben, zeigte der
Adenosin induzierte Ixacn) keinerlei schnelle Desensitisierung innerhalb

der ersten Sekunden nach Agonistenapplikation.

Auch der Adenosin abhingige Ixacny war RP58866 sensibel. Eine
vollstindige Hemmung war bei 50 uM nachweisbar wie Abbildung 3.11.
zeigt. Zum Vergleich ist zu Beginn des Experimentes noch einmal die
Inhibition des Azetylcholin abhiangigen Ixacn) gezeigt. Es wird deutlich,
dass der Ionenstrom unabhidngig von der Aktivierungsart annidhernd

gleich potent inhibiert wird.
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Abbildung 3.11.: Hemmung des Azetylochininduzierten sowie des
Adenosininduzierten Iyg,c;, durch RP58866 (A). B) und C) zeigen die

typischen Strom-Spannungskurven der gehemmten Strome.
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3.4. Hemmung des lkacny durch Chromanol 293B

Zur Komplettierung des Spektrums der getesteten Substanzen wihlten
wir den spezifischen Ix, Inhibitor Chromanol 293B aus. Bei keiner der
untersuchten 8 Zellen konnte eine Hemmung des Ixcn nachgewiesen
werden. Getestet wurden Konzentrationen bis hin zu 100 pM. Ein

reprasentatives Beispiel zeigt Abbildung 3.12.

Chromanol 293B 100uM

ACh 10uM

2NnA

40 s

Abbildung 3.12.:Fehlende Wirkung von Chromanol 293B auf den Ix cn,)
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Wenn man die Ergebnisse aller durchgefiihrten Messungen vergleicht,
zeigt sich eine Korrelation zwischen der Potenz der Inhibition von Ixcn
und Ig,. Abbildung 3.13. zeigt den ICs, fiir die Inhibition des Ixacn) Im

Vergleich zwischen den Substanzen.
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Abbildung 3.13. zeigt die verschiedenen Konzentrations-Wirkungs-
Kurven der Hemmung des Ixucn durch Ibutilide, Dofetilide und
RP58833. Die ICsy betragen fiir Ibutilide 1,7 uM, Dofetilide 1,2 uM und
RP58833 2,3 uM. Chromanol 293B hemmt den muskarinergen

einwdrtsgleichrichtenden Kaliumstrom nicht.
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4. Diskussion

4.1, Klasse 11l Antiarrhythmika in der Therapie des
Vorhofflimmerns

Klasse IIT Antiarrhythmika nach Vaughan Williams werden zur Therapie

von ventrikuldren Herzrhythmusstorungen und zur Therapie von

Vorhofflimmern genutzt (Rees et al., 1993). Sie hemmen

repolarisierende Kaliumionenstrome. Klassische Vertreter sind das

Sotalol und das Amiodaron, neuere Substanzen sind Ibutilide, Dofetilide,

RP 58833 und Chromanol 293B.

Insbesondere die neueren Klasse III Antiarrhythmika wie zum Beispiel
Ibutilide, Dofetilide und RP58833 =zeigen in Bezug auf eine
Rhythmisierung von Vorhofflimmern verbesserte Ergebnisse. Es wurde
erfolgreich Vorhofflimmern mittels intravenoser Gabe von Ibutilide
terminiert (Ellenbogen et al., 1996, Stambler et al., 1996, van der Lugt et
al., 1999). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass nach Vorgabe
von Ibutilide intravends die Erfolgswahrscheinlichkeit von elektrischen

Kardioversionen signifikant gesteigert werden konnte (Oral et al., 1999).

Dofetilide wird auch zur chemischen Kardioversion in den
Sinusrhythmus sowie zur Rhythmusstabilisierung genutzt. Prystowsky et
al. beschreiben eine erfolgreiche Rhythmusstabilisierung bei 33 % der
Patienten iiber 1 Jahr (Prystowsky et al., 2003). Auch in den ersten
Veroffentlichungen der SAFIRE-D (,,symptomatic atrial fibrillation
investigate research on dofetilide*) Studie erscheinen die Wirkung von
Dofetilide auf das Vorhofflimmern sowie die Vertriglichkeit
vielversprechend (Singh 2003).
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Im Vergleich zu Amiodaron, scheinen Dofetilide und Ibutilide eine
bessere Wirksamkeit bei Kardioversionen zu erzielen. Zur Kardioversion
von Vorhofflimmern wirkt Dofetilide bei intravendser Gabe besser als
Amiodaron (Bianconi et al., 2000). Mit Amiodaron vorbehandelte
Patienten werden mittels Ibutilide intravends mit guten Ergebnissen

chemisch kardiovertiert (Glatter et al., 2001).

Die Therapie mit allen zur Zeit zur Verfligung stehenden Klasse III
Antiarrhythmika  birgt das  Risiko  von  lebensgefdhrlichen
Rhythmusstorungen. Fiir die bekannten Klasse III Antiarrhythmika ist
die Entstehung von ,torsades de pointes® Tachykardien beschrieben.
Diese Tachykardien entstehen durch Frithdepolarisationen bei Inhibition
von repolarisierenden Kaliumionenstromen (Sugiyama et al., 2002). Ein
Pradiktor fiir das Auftreten dieser Tachykardien ist die Verldngerung der
QT-Zeit im Oberflichen EKG. Trotz Titration der Dosierung von Klasse
III Antiyrrhythmika nach der QT-Dauer zur Vermeidung von QT-
Verlingerungen von iiber 130-135 % konnten ventrikuldre
lebensgefahrdende Rhythmusstorungen nicht ausgeschlossen werden.
Die Therapie von Vorhofflimmern mittels Klasse III Antiarrhythmika
scheint somit zwar erfolgversprechend, ist jedoch auch mit relevanten

Nebenwirkungen behaftet.

4.2. Klasse 111 Antiarrhythmika und der Ixach)

Es ist bekannt, dass einige Klasse III Antiarrhythmika den
muskarinergen einwértsgleichrichtenden Kaliumionenstrom hemmen.
Mori et al. wiesen bereits 1995 eine Inhibition des Ixucn durch d,l-
Sotalol nach. Der IC50-Wert betrug 36 uM. In dieser Studie wurde
ebenfalls die Inhibition des Ixcn durch E-4031 und MS-551, ebenfalls
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Klasse III Antiarrhythmika, gezeigt (Mori et al., 1995). Auch die
Inhibition durch Amiodaron ist bereits beschrieben (Watanabe et al.,
1996). Weitere Studien zeigten eine Inhibition des Igxwicn durch
Aprinidine (Ohmoto-Sekine et al., 1999), SUNI1165, Flecainid und
Disopyramid (Inomata et al., 1991). Pathophysiologisch spielt der Ixcn
bei dem haufigen vagal induzierten Vorhofflimmern eine Rolle (Dobrev
et al., 2001, Kovoor et al., 2001). Uber die Wirkung der neueren Klasse
IIT Antiarrhythmika auf den muskarinergen einwirtsgleichrichtenden
Kaliumionenstrom Igacn) 15t noch nichts bekannt. In dieser Studie sollten
die Substanzen hinsichtlich ithrer moglichen Wirkung auf den Ixcn
untersucht werden. Hierzu wurden zunichst die Klasse 1II
Antiarrhythmika Dofetilide, Ibutilide, RP 58833 und Chromanol 293B
untersucht. RP 58833 wird hédufig auch unter dem Namen seines

wirksamen Enantiomers Terikalant gefiihrt.

4.3. Messergebnisse allgemein

Die Kaliumionenstrome wurden mit der ,,whole-cell voltage-clamp*
Technik an isolierten Vorhofmuskelzellen von Ratten gemessen. Die
nach der Praparation gewonnenen atrialen Myozyten konnten iiber zirka
9 Tage kultiviert werden. Bei dieser Studie kamen nur 2-4 Tage alte
Zellen zum Einsatz. Vorarbeiten haben gezeigt, dass unter den gewéhlten
Bedingungen wihrend einer solchen Zellkultivierung keine wesentlichen
qualitativen Anderungen der elektrophysiologischen Parameter des
muskarinergen Kaliumionenstromes stattfinden. Diese Vorberichte
entsprechen den hier gefundenen Ergebnissen. Biinemann et al. konnten
1996 nachweisen, dass unter Inkubation mit fetalem Kélberserum eine
sukzessive Herabregulation des Adenosin abhidngigen muskarinergen

Kaliumionenstromes nachweisbar ist. Nicht nachweisbar war diese
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Herabregulation bei Kultivierung der Herzmuskelzellen in Kilberserum
freiem Medium. Wir verzichteten daher flir unsere Untersuchungen auf
die Addition von Kailberserum und konnten daher auch keine
Herabregulation im Verlauf der Inkubationen feststellen. Fiir den
Azetylcholin induzierten Igacny konnte gezeigt werden, dass eine
zunehmende Sensitisierung bei Inkubation liber Tage stattfindet. Diese
Sensitisierung betrifft vor allem die frithe Aktivierungskomponente, die
sich nach langerer Inkubation deutlich betont zeigt. Dieses Phdnomen
wurde auf eine Heraufregulation der M,-Rezeptoren zuriickgefiihrt
(Biinemann et al.,, 1997). Im Rahmen dieser Studie wurde dieses
Phinomen nicht systematisch untersucht, auch wenn wir grundsétzlich
die beschriebenen Verdnderungen im Rahmen unserer Experimente

qualitativ nachvollziehen konnten.

Der Ixacn) wurde durch Superfusion von 10 pM Azetylcholin induziert.
Die mittlere lonenstromamplitude / Ionenstromdichte dieser
Untersuchung deckt sich in ihrer Grofenordnung mit der von
Voruntersuchern am gleichen System. In der vorliegenden Arbeit betrug
die mittlere Ionenstromdichte des Azetylcholin induzierten Igxacn 75+9
pA/pF und die des Adenosin induzierten Igacn) 23+17 pA/pF. Andere
Arbeitsgruppen berichten iiber lonenstromdichten im Bereich von 45-70
pA/pF (Koumi et al., 1995, Zang et al., 1995, Biinemann et al., 1996).
Die gefunden Unterschiede mdgen auch in Unterschieden der Spezies

begriindet sein.

Nach Aktivierung des Stroms wurden die Zellen mit der zu
untersuchenden Substanz superfundiert. Zu jedem aktivierten bzw.
inhibierten Strom wurde eine Strom- Spannungs- Beziehung erstellt so

dass die Strome eindeutig identifiziert werden konnte. Um eine
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Konzentrations- Wirkungskurve erstellen zu konnen, wurden die
Substanzen in unterschiedlichen Konzentrationen appliziert (10 nM,
100 nM, 1 uM, 10 uM und 100 uM). Zu jeder untersuchten Substanz die
eine Inhibition zeigte wurde dann die mittlere Hemmkonzentration Ics
berechnet. Der I¢5y 1st die Konzentration der Substanz be1 der 50 % des
aktivierten Stroms inhibiert ist. Er stellt somit ein einfaches MaB fiir die
Potenz einer Substanz zur Ionenstrominhibition dar. Je niedriger der ICs,

Wert desto hoher die inhibitorische Potenz.

4.4. Vergleich der substanzspezifischen Ergebnisse

Drei untersuchte Substanzen, Dofetilide, Ibutilide und RP58833,
hemmten den Ig(acn). Die Inhibition war in allen Zellen zu reproduzieren
und es konnte jeweils die typische Strom- Spannungs-Beziehung eines
einwirtsgleichrichtenden Kaliumstroms fiir den gehemmten Strom

nachgewiesen werden.

Die Potenz der Inhibition war unterschiedlich ausgepragt. Die 1Csy von
Dofetilide betrug 1,2 uM, die von Ibutilide 1,7 uM und die von RP
58833 2,3 uM. Im Gegensatz zu diesen als Iy, lonenstromblocker
bekannten Pharmaka zeigt sich unter Gabe von Chromanol 293B
keinerleit Hemmung des Igxacn) (n1=8). Chromanol 293B ist ein selektiver
Blocker des Ik und besitzt keinerletr Wirkung auf den I, (Bosch et al.,
1998).

Auftillig ist die Zwischenstellung von Sotalol. Es hemmt den Igach
nicht so ausgeprigt wie die anderen (Mori et al., 1995) Ix, Hemmer, ist
aber auch potenter als das Chromanol 293 B. Diese Eigenschaft ist

begleitet durch eine ebenfalls bekannte geringere Effektivitdt der I,
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Hemmung. AufBler Chromanol 293B waren alle hier benutzten
Substanzen als Blocker des Ix, beschrieben (Jurkiewicz et al., 1996,
Carmeliet 1992, Yang et al., 2001). Die ICs, Werte fiir den I, betragen
fiir Dofetilide 16 nM, Ibutilide 23 nM und RP58833 28 nM. Bei
Gegenitiberstellung der ICs)-Werte fiir den Ik, und Igacn féllt eine
Korrelation hinsichtlich der Potenz der Inhibition durch die
verschiedenen Antiarrhythmika auf. Veranschaulicht wird dies durch die
gemeinsame Darstellung der Konzentrations-Wirkungskurven in
Abbildung 3.13. Diese klare Korrelation zwischen Ausprigung der
Ixacny Hemmung und der Iy, Hemmung ldsst eine Verwandtschaft des
Inhibitionsmechanismusses zwischen Igxacny und Iy, Hemmung
vermuten. Es wurden daher weitere Experimente durchgefiihrt um die
molekulare Grundlage der Ionenstrominhibition durch die einzelnen

Substanzen zu untersuchen.

4.5, Wirkungsort und Wirkmechanismus

Der Ikcn st ein G-Protein abhéngiger Kaliumionenkanal (Kurachi et
al., 1986). Die aktivierende Einheit ist die Py-Untereinheit des G-
Proteinsystems (Kurachi et al., 1995). GTP-y-S bindet irreversibel an die
a-Untereinheit des G-Proteinsystems, so dass einmal aktivierte Kanéle
geoffnet bleiben. In den Messungen wurde GTP-y-S iiber die
Pipettenspitze intrazelluldr zugefiihrt. Nach Wartezeit von 20 Minuten
wurde der Ixucn durch 10 uM Azetylcholin aktiviert. Es entwickelte
sich ein irreversibeler —maximal aktivierter Igncn.  Nach
Zustandekommen des ,,steady states* wurde die Zelle mit der Substanz
superfundiert. Qualitativ entsprechen diese Effekte von GTP-y-S denen

anderer Arbeitsgruppen an vergleichbaren Modellen.
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Alle drei Substanzen inhibierten den durch GTP-y-S irreversibel
induzierten Igacn zuverldssig in jeder gemessenen Zelle. Diese
Ergebnisse zeigen, dass Dofetilide, Ibutilide und RP58833 den Ixcn
weder liber das G-Proteinsystem hemmen konnen, denn dieses ist ja
irreversibel aktiviert, noch inhibieren sie den Igach tiber eine Wirkung
am Rezeptor, da der GTP-y-S aktivierte Strom Rezeptor unabhiangig ist.
Die gemessenen Ergebnisse deuten also auf eine direkte Wirkung am

Kanal hin.

Fiir eine direkte Wirkung der Substanzen am lonenkanalprotein sprechen
auch die Befunde der intrazelluldren Applikation der Antiarrhythmika. In
frilheren Studien konnte gezeigt werden, dass auf diesem Wege
Pharmaka in die Zelle diffundieren konnen. Dukes et. al. beschrieben
1990 die intrazellulire Wirkung von Tedisamil auf diesem Weg. 1991
beschrieb Castle durch dieses Set up die Wirkung von Clofilium (Dukes
et al., 1990, Castle 1991). In diesen Studien wurde eine Zeit von 20
Minuten als in jedem Fall ausreichend fiir eine effektive Diffusion
bezeichnet. Von einer guten Verteilung der Pharmaka durch Diffusion in
die Zelle ist auch auszugehen, da die Ergebnisse mit GTP-y-S eine
erfolgreiche Diffusion beweisen. Wir warteten ebenfalls 20 Minuten bis

zur endgiiltigen Auswertung des Ergebnisses.

Auch nach zwanzigminiitiger Wartezeit konnten wir keine inhibitorische
Wirkung auf den Ixacn) nachweisen. Somit konnte keine intrazelluldre
Wirkung von Dofetilide, Ibutilide und RP58833 erzielt werden. Eine
Verminderung der Wirksamkeit der Substanzen durch das verldngerte
,»whole cell“ Experiment konnte ausgeschlossen werden, da bei
extrazelluldrer Gabe der Pharmaka auch nach der eingehaltenen

Wartezeit eine Inhibition des Kaliumionenstroms zu beobachten war.
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Die qualitativen Ergebnisse dieser Inhibition entsprachen den
Ergebnissen der vorhergegangen Experimente ohne Wartezeit. Eine

Ionenkanalhemmung von intrazelluldr scheint somit nicht gegeben.

4.6. Schlussfolgerungen

Insgesamt lassen die Resultate den Schluss zu, dass die getesteten
Inhibitoren des muskarinergen Kaliumionenstroms durch direkte
Interaktion mit den Porenproteinen von der externen Seite der
Zellmembran aus wirken. Die enge Korrelation zwischen Potenz der
Inhibition des Igncn und Inhibition des Ix, machen hier einen
gemeinsamen Wirkmechanismus wahrscheinlich, dessen Grundlage
wahrscheinlich auf molekularen Homologien der Ionenkanidle im
Porenbereich zuriickzufiihren ist. Weitere Studien sind erforderlich um
hier Klarheit zu verschaffen. Diese konnten dann die Grundlage bilden
um moglicherweise eine Trennung zwischen Inhibition von Igacn und
Ik, zu erzielen. Dies wire wiinschenswert, da eine Hemmung des Ixacn)
ohne EinfluB auf den Ik, eine antiarrhythmische Wirkung auf das
Vorhofflimmern erwarten liele, ohne jedoch das Risiko gefdhrlicher

Proarrhythmien tragen zu miissen.
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S. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Klasse III Antiarrhythmika auf
den muskarinergen einwartsgleichrichtenden Kaliumkanal des Herzens
untersucht. Es wurden Experimente mit der ,,whole-cell patch-clamp*
Technik durchgefiihrt. Untersucht wurden isolierte Vorhofmyozyten von
Ratten. Die untersuchten Klasse III Antiarrhythmika waren Dofetilide,

Ibutilide, RP58866 und Chromanol 293B.

Es konnte gezeigt werden, dass Dofetilide, Ibutilide und RP58866 den
muskarinergen Kaliumkanal dusserst potent inhibieren. Im Gegensatz
dazu zeigte Chromanol 293B auch in hoheren Konzentrationen keinerlei

Wirkung auf den Igacy, -

In  weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass der
wahrscheinliche Wirkungsort der Inhibition direkt am Kanal von der

extrazelluldren Seite der Zelle liegt.

Zwischen der hier gezeigten Hemmung des Ixacn, sowie der bereits in der
Literatur bekannten Inhibition repolarisierender Kaliumkanéle durch die
untersuchten Substanzen scheint es einen Zusammenhang zu geben. Die
relativ IKr spezifischen Substanzen Dofetilide, Ibutilide und RP58866

inhibierten den Ixacn ebenfalls stark wohingegen die realtiv IKs
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spezifische Substanz Chromanol 293B den Ixacp nicht inhibierte. Dieses

lasst auf einen dhnlichen Wirkmechanismus schliessen.

Von Klasse III Antiarrhythmika ist die gute Wirkung bei der Therapie
von Vorhofflimmern beschrieben. Eine der Hauptnebenwirkungen dieser
Substanzen ist die Entstehung von ,,Torsades de pointes* Tachykardien.
Diese  Tachykardien entstthen durch die Hemmung von
repolarisierenden Kaliumkanidlen. Ziel weiterer Studien sollte es sein,

einen Igacy spezifischen Inhibitor zu entwickeln.
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