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1 Arbeitshypothese und Fragestellung 
 

 

Das Long QT Syndrom (LQTS) ist eine kardiale Erkrankung, die durch 

ventrikuläre Tachyarrhythmien vom Torsade de Pointes (TdP) Typ und den plötzlichen 

Herztod charakterisiert ist. Kardiale Ereignisse sind häufig getriggert von adrenerger 

Stimulation im Rahmen physischen und emotionalen Stresses (Moss et al. 1985, Roden 

et al. 1996, Schwartz et al. 1975, Shimizu et al. 1991, Zipes 1991). Auch können viele 

Substanzen per se ein LQTS auslösen und stellen somit für LQTS-Patienten ein 

besonderes Risiko in ihrer Anwendung dar (Crumb und Cavero 1999). Insofern ist das 

perioperative Management von LQTS-Patienten von großem Interesse (Anton und 

Friederich 2010, Booker et al. 2003, Crumb und Cavero 1999, Kies et al. 2005, 

Pfizenmayer und Friederich 2010).  

Kardiotoxizität ist auch im Rahmen  einer Lokalanästhetikaintoxikation – einem 

relativ seltenen, aber prinzipiell lebensbedrohlichen Ereignis – insbesondere mit dem 

langwirksamen Aminoamid Lokalanästhetikum Bupivacain, beschrieben (Albright 

1979, Chang et al. 2001, Davis und de Jong 1982, Kasten 1986, Kotelko et al. 1984, 

Mallampati et al. 1984, Solomon et al. 1990). Dieser Effekt wird derzeit vor allem auf 

ihre Interaktion mit kardialen Na+-Kanälen zurückgeführt (Butterworth 2010). 

Allerdings interagieren Lokalanästhetika auch mit kardialen K+-Kanälen (Friederich et 

al. 2004, Siebrands et al. 2006, Siebrands et al. 2005, Solth et al. 2005) und verlängern 

die ventrikuläre Repolarisation (Bardsley et al. 1998, Bariskaner et al. 2001, Bruelle et 

al. 1996, Lefrant et al. 2001, Moller und Covino 1990, Scalabrini et al. 2003), so dass 

auch diese Ionenkanalinteraktion für den arrhythmogenen Effekt von Lokalanästhetika 

in Frage kommt. Das häufig in der Klinik verwendete Bupivacain zeichnet sich im 

Vergleich zu anderen Wirkstoffen seiner Substanzgruppe durch eine hohe Affinität zum 

hERG (human Ether-à-go-go Related Gene)-Kanal, der dem IKr zugrunde liegt, aus 

(Siebrands und Friederich 2007, Siebrands et al. 2005). Inwieweit sich diese Blockade 

jedoch auf das ventrikuläre Aktionspotential (AP), insbesondere unter veränderten 

elektrophysiologischen Bedingungen im Rahmen eines angeborenen oder erworbenen 

LQTS, auswirkt, ist noch unklar. Ebenso lässt sich bislang keine Aussage über das 

subtypspezifische Risiko von LQTS-Patienten im Rahmen einer Intoxikation mit 

Bupivacain treffen.  



 

 2 

 Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es, den Effekt von Bupivacain auf das 

ventrikuläre AP von nativen Kardiomyozyten sowie in einem erworbenen LQT1, LQT2 

und LQT3 in vitro Zellmodel des Meerschweinchens mit Hilfe der Patch-Clamp 

Technik zu charakterisieren. Dabei soll die Hypothese, dass die Bupivacain-induzierte 

IKr-Blockade einen LQT-Subtyp spezifischen Effekt aufweist und insbesondere in 

bereits IKs-defizienten Myozyten (LQT1) von Bedeutung ist, überprüft werden. Darüber 

hinaus soll die Relevanz potentieller Ionenkanalinteraktionen von Bupivacain durch 

computergestützte Simulationen mit dem Luo-Rudy dynamic model (LRd) analysiert 

werden. 

 Folgende Fragen sollen beantwortet werden: 

1. Welchen Effekt hat Bupivacain auf das ventrikuläre AP, insbesondere auf die 

Aktionspotentialdauer (APD), nativer Kardiomyozyten? 

2. Welchen Effekt hat die Substanz in einem LQT1-, LQT2- bzw. LQT3-ähnlichen 

Zellmodell? Gibt es hinsichtlich dieses Effekts Unterschiede zwischen den 

einzelnen LQT-Subtypen? 

3. Welche Ionenkanalinteraktionen von Bupivacain liegen diesem Effekt 

zugrunde? 

4. Kann man hieraus ein unterschiedliches Risiko in Bezug auf kardiale Ereignisse 

bedingt durch eine Intoxikation mit Bupivacain bei Patienten mit einem LQT1-, 

LQT2- bzw. LQT3-Syndrom ableiten? Sollte man daher im Rahmen des 

perioperativen Managements eine Differenzierung der LQT-Subtypen 

vornehmen? 
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2 Einleitung 
 

2.1 Elektrophysiologie des Herzens 

 

Maßgeblich für die Kontraktion der Herzmuskelzelle und damit die Pumpaktion 

des Herzens ist eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration – die 

elektromechanische Kopplung, deren Grundlage das kardiale Aktionspotential (AP) 

darstellt. Das AP beruht auf dem Zusammenspiel verschiedener, in der Zellmembran 

lokalisierter Ionenkanäle, die öffnen und schließen und somit ausgehend von einem 

Ruhepotential die Zellemembran de- und repolarisieren. Das Ruhemembranpotential 

entspricht dabei im Wesentlichen dem K+-Gleichgewichtspotential, bei dem in einem 

sog. Donnan Equilibrium der K+-Strom entlang des chemischen Gradienten nach 

extrazellulär dem K+-Strom entlang des elektrischen Gradienten nach intrazellulär 

gleicht. 

 

2.1.1 Das ventrikuläre Aktionspotential 

 

Ausgehend vom Ruhepotential der Membran antwortet eine Herzmuskelzelle 

auf einen Stimulus, der die Zellmembran depolarisiert und hierbei einen Schwellenwert 

erreicht, mit einem AP. Diese ionenkanalbedingte Spannungsänderung der Membran 

kann in 5 Phasen eingeteilt werden (siehe Abbildung 1). Phase 0 beschreibt den 

schnellen Na+-Einstrom durch spannungsabhängige Na+-Kanäle, der die Zellmembran 

depolarisiert und sich bei Aufzeichnung der Spannung gegen die Zeit als sog. Aufstrich 

(Upstroke) im Diagramm darstellt. Der Overshoot bezeichnet in diesem Zusammenhang 

den Teil des schnellen Aufstrichs, der über ein Membranpotential von 0 mV hinausgeht 

und somit eine Umpolarisierung der Zellmembran darstellt. In Phase 1 kommt es zu 

einer kurzen Repolarisation bedingt durch den transienten K+-Auswärtsstrom Ito und die 

Inaktivierung von INa. Ein Ca2+-Einstrom durch spannungsabhängige Ca2+-Kanäle führt 

dann in Phase 2 zu einem für das ventrikuläre AP charakteristischen Plateau. Während 

dieser Phase wirkt der Ca2+-bedingten Depolarisation ein verzögerter K+-Ausstrom, 

hervorgerufen durch eine schnell aktivierende (IKr) und eine langsam aktivierende (IKs) 

Komponente, entgegen. Phase 3 ist durch eine Repolarisation gekennzeichnet, die durch 

den verzögerten K+-Ausstrom und die Inaktivierung von Ca2+-Kanälen verursacht wird. 
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Phase 4 schließlich ist die Ruhephase der Zelle; ein bei negativen Membranpotentialen 

fließender K+-Strom (IK1) stabilisiert hierbei das Ruhemembranpotential. Die 

Gesamtdauer des ventrikulären APs beträgt beim Menschen in Abhängigkeit von der 

Herzfrequenz 200-400 ms. 

 

 

 
Abbildung 1: Das ventrikuläre Aktionspotential. Dargestellt ist ein typisches ventrikuläres AP, das in 
5 Phasen eingeteilt wird. Phase 0 bezeichnet den schnellen Na+-Einstrom durch spannungsabhängige Na+-
Kanäle. Es resultiert ein schneller Aufstrich (Upstroke). Phase 1 bezeichnet eine kurze Repolarisation 
durch den transienten K+-Auswärtsstrom Ito und die Inaktivierung von INa. Phase 2 stellt die Plateauphase 
dar und kommt durch einen Ca2+-Einstrom durch L-Typ Ca2+-Kanäle zustande. Phase 3 ist durch eine 
Repolarisation gekennzeichnet, die durch den verzögerten K+-Ausstrom und die Inaktivierung von Ca2+-
Kanälen verursacht wird. Phase 4 schließlich ist die Ruhephase der Zelle. Vm = Membranpotential. 
 

 

2.1.2 Ionenkanäle 

 

Ionenkanäle sind selektive Poren, die in Zellmembranen lokalisiert sind und den 

transmembranären Ionenaustausch ermöglichen. Öffnet ein Ionenkanal – ein Prozess, 

dem verschiedene Stimuli, häufig eine Spannungsänderung der Membran, zugrunde 

liegen, so fließen in der Sekunde mehr als 100000 Ionen entlang einem chemischen und 

elektrischen Gradienten durch ihn hindurch und bewegen das Potential der Membran in 

Richtung des Gleichgewichtspotentials des betreffenden Ions (Catterall 1996, Jan und 

Jan 1997). Im Folgenden soll auf die für das AP des Ventrikelmyokards wichtigsten 

Ionenkanäle eingegangen werden. 
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2.1.2.1 hH1/SCN5A und INa 

 

In ventrikulären Myozyten wird die schnelle Depolarisation in Phase 0 des APs 

durch einen Na+-selektiven und spannungsgesteuerten Na+-Kanal vermittelt. Im Herzen 

kodiert das Gen SCN5A für die in Abbildung 2 dargestellte α-Untereinheit Nav1.5, dem 

eigentlichen funktionellen Kanalprotein des kardialen Na+-Kanals hH1, und ist auf 

Chromosom 3p21 lokalisiert (Gellens et al. 1992, George et al. 1995). Nav1.5 besteht 

analog zu Na+-Kanälen anderer Gewebe aus vier homologen Domänen (DI-DIV) mit 

jeweils sechs Transmembranregionen (S1-S6) (Gellens et al. 1992). Den 

Selektivitätsfilter für Na+ stellt eine extrazelluläre Schleife zwischen S5 und S6 dar (P-

Segment) (Yellen et al. 1991); positiv geladene Aminosäurereste in S4 bilden durch 

Verschiebung bei Potentialänderungen den Spannungssensor (Stühmer et al. 1989). 

Letzterer ist essentiell für die Konformationsänderung des Kanals nach Erreichen des 

Schwellenpotentials in einen offenen und aktivierten Zustand, in dem Na+-Ionen von 

extra- nach intrazellulär fließen können. Zusätzlich besitzt ein Na+-Kanal zwei weitere 

Zustände: Eine Schleife, die zwischen den DIIIS4 und DIVS4 Segmenten zytosolisch 

lokalisiert ist und die Aminosäuresequenz Isoleucin-Phenylalanin-Methionin (IFM-

Sequenz) enthält, dockt an einen Rezeptor, der aus einer Verbindung zwischen S4 und 

S5 von DIV gebildet wird, und überführt den Kanal innerhalb weniger Millisekunden in 

einen geschlossenen, inaktivierten Zustand (Cha et al. 1999, McPhee et al. 1998). Nach 

vollständiger Repolarisation geht der Kanal dann in einen geschlossenen, aktivierbaren 

Zustand über, um bei einem erneuten Erreichen des Schwellenpotentials wieder den 

offenen, aktivierten Zustand einzunehmen (sog. Hodgkin Zyklus). 

Zu einer Zunahme des Na+-Stroms kommt es infolge einer Aktivierung G-

Protein gekoppelter β-Rezeptoren mit konsekutiver Erhöhung der intrazellulären 

cAMP-Konzentration und Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) (Lipka et al. 1998, 

Muramatsu et al. 1994); die Reduktion der Na+-Leitfähigkeit wird über die 

Proteinkinase C (PKC) vermittelt und zeigt sich sowohl in einer verminderten 

Öffnungswahrscheinlichkeit des Kanals als auch in einer Linksverschiebung seiner 

spannungsabhängigen Inaktivierungscharakteristika (Qu et al. 1994). 
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Abbildung 2: Nav1.5 des kardialen Na+-Kanals. α-Untereinheit mit vier transmembranären Domänen, 
die aus je sechs Transmembranregionen bestehen. Misssensemutationen (rote Markierungen) verursachen 
LQT3. (Modifiziert nach Keating und Sanguinetti 2001). 
 

 

2.1.2.2 Der L-Typ Ca2+-Kanal und ICa,L 

 

Der L-Typ Ca2+-Kanal des Herzens ist ein Heterotetramer, das aus einer α1-

Untereinheit und akzessorischen α2-/δ- und β-Untereinheiten besteht. Bei Depolarisation 

in Phase 2 des APs öffnet der Kanal; ein daraus resultierender Ca2+-Einstrom induziert 

eine weitere Ca2+-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum im 

Arbeitsmyokard von Vorhof und Ventrikel sowie in Purkinjefasern. Das Gen für die 

kardiale α1-Untereinheit, lokalisiert auf dem Chromosom 12p13.3, gehört zur Klasse 

Cav1.2 (α1C) und kodiert für ein Protein, welches aus vier homologen Domänen (DI-

DIV) mit jeweils 6 Transmembransegmenten (S1-S6) besteht und das funktionelle 

Kanalprotein bildet. Der Selektivitätsfilter ist zwischen den Segmenten S5 und S6 

lokalisiert (Cataldi et al. 2002, Klockner et al. 1996, Mikala et al. 1993). Vom 

geschlossenen in den offenen Zustand gelangt der Kanal durch eine 

Konformationsänderung, wenn sich der in S4 lokalisierte Spannungssensor bei 

Depolarisation nach extrazellulär bewegt (Bezanilla 2002). 

Analog zu anderen kardialen Ionenkanälen wird der L-Typ Ca2+-Kanal über 

multiple G-Protein gekoppelte Rezeptoren reguliert (siehe Abbildung 3). Dabei führt 

eine β-adrenerge Stimulation der Zelle über die cAMP/PKA Signalkaskade zu einer 

erhöhten Leitfähigkeit des Kanals. Ein inhibierendes G-Protein, das gekoppelt an 

muskarinischen M2-Rezeptoren aber auch an Adenosin-, Opiat- und ANP (Atriales 

Natriuretisches Peptid)-Rezeptoren vorliegen kann,  hemmt die Adenylatcyclase (AC) 

und vermindert somit ICa,L (Kamp und Hell 2000). Ein weiterer Mechanismus der PKA-

abhängigen Stimulation von L-Typ Ca2+-Kanälen tritt als Ergebnis einer starken 
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Depolarisation der Zellmembran auf: Es kommt vermutlich zu einer 

spannungsabhängigen Konformationsänderung des Kanals, so dass dieser für die PKA-

vermittelte Phosphorylierung zugänglicher ist (Sculptoreanu et al. 1993). Auch die PKC 

spielt eine wichtige Rolle hinsichtlich der Regulation von L-Typ Ca2+-Kanälen: 

Multiple Gq-Protein gekoppelte Rezeptoren, wie α1-adrenerge, Angiotensin II und 

Endothelin Rezeptoren, aktivieren über die Phospholipase C 

(PLC)/Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) Signalkaskade die PKC und führen 

auf diesem Wege zu einer Erhöhung des Ca2+-Einstroms und somit der intrazellulären 

Ca2+-Konzentration (Berridge 1997, Dorn und Brown 1999). 
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Abbildung 3: Die L-Typ Ca2+-Kanal-regulierende Signalkaskaden. A, Schema der L-Typ Ca2+-Kanal-
regulierenden cAMP/PKA Signalkaskade. Die Stimulation von β1- oder β2-adrenergen Rezeptoren führt 
zu einer Gs-vermittelten Aktivierung der Adenylatcyclase (AC) und vermehrten Produktion von cAMP, 
was die PKA zur Phosphorylierung des Kanals stimuliert.  PP1 und PP2A sind Phosphatasen und können 
durch Dephosphorylierung diesem entgegenwirken. Das A-Kinase Anker Protein (AKAP) verbindet die 
PKA mit dem Kanal. Muskarinische M2-Rezeptoren können die β-adrenerge Erhöhung von ICa,L über eine 
Gi-vermittelte Inaktivierung der AC opponieren.  B, Schema der L-Typ Ca2+-Kanal-regulierenden 
PLC/PKC Signalkaskade. Das Resultat der Aktivierung von α1-adrenergen, AT1 (Angiotensin 1) oder ET 
(Endothelin) Rezeptoren ist die Gq-vermittelten Aktivierung der PLC, was zu einer Produktion von 
Diacylglycerol (DAG) und Aktivierung der PKC führt. Die PKC bindet das RACK-Protein (receptors for 
activated C kinases) und phosphoryliert den Kanal. Eine Seronin/Tyrosin Phosphatase (PPase) steht 
dieser Phosphorylierung entgegen. IP3=Inositoltrisphosphat; PIP2=Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat. 
(Modifiziert nach Kamp und Hell 2000). 
 

 

2.1.2.3 Spannungsgesteuerte K+-Kanäle 

 

 Spannungsgesteuerte K+-Kanäle vermitteln am Herzen u. a. frühe und verzögerte 

(IKs, IKr) Auswärtsströme, die der Na+-initiierten und Ca2+-getragenen Depolarisation 

entgegenwirken (Nerbonne 2000). Sie bestehen aus vier zu einem Homo- oder 

Heterotetramer zusammengelagerten α-Untereinheiten mit jeweils sechs 

Transmembrandomänen (S1-S6). Der K+-selektive Filter befindet sich am 
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extrazellulären Ende der Pore, die von S5 und S6 gebildet wird, und enthält die 

Signatursequenz Tyrosin-Valin-Glycin-Tyrosin-Glycin (Doyle et al. 1998). Der 

Spannungssensor ist im S4 Segment, das multiple basische Aminosäuren enthält, 

lokalisiert (Yellen 2002). Mit der α-Untereinheit eines K+-Kanals können β-

Untereinheiten zytoplasmatisch (Kvβ1-3, KChIP, KChAP), transmembranär (minK, 

MiRPs) und als sog. ATP-bindende Kassetten (ABC) in Form von 

Sulfonylurearezeptoren (SUR) assoziiert sein (An et al. 2000, Coetzee et al. 1999, 

Hanlon und Wallace 2002, Nerbonne 2000, Pourrier et al. 2003, Roden et al. 2002). Die 

Koexpression von β-Untereinheiten mit α-Untereinheiten reguliert zudem die 

Oberflächenexpression, Kinetik sowie Substanzsensitivität von K+-Kanälen (Hanlon 

und Wallace 2002, Martens et al. 1999). 

 

2.1.2.3.1 Kir2.1 und IK1 
 

KCNJ2 kodiert für die Kir2.1 Untereinheiten, die als Tetramer IK1 generieren. 

Dieser einwärtsgerichtete K+-Strom stabilisiert bei negativen Membranpotentialen das 

Ruhemembranpotential, das somit nahezu dem K+-Gleichgewichtspotential entspricht. 

Bei Depolarisation schließt der Kanal und öffnet wieder bei negativeren Potentialen ab 

-20 mV. Hierdurch leistet IK1 auch einen Beitrag zur Repolarisation der Zellmembran in 

der terminalen Phase 3 des APs (Lopatin und Nichols 2001).  

 

2.1.2.3.2 Kv4.3 und Ito  

 

Der transiente Auswärtsstrom Ito, der eine vorübergehende Repolarisation in 

Phase 1 des APs hervorruft, besteht aus einem spannungsgesteuerten, 4-Aminopyridin-

sensitiven, Ca2+-unabhängigen K+-Strom (Ito1) und einem 4-Aminopyridin-insensitiven, 

Ca2+-abhängigen Cl- oder K+ Strom (Ito2). Im menschlichen Myokard lässt sich Ito1, 

getragen durch Kv4.3 – einem schnell inaktivierenden Kanal, dessen biophysikalische 

und pharmakologische Eigenschaften bei Expression in Xenopus Oozyten denen von Ito 

ähneln – nachweisen (Dixon et al. 1996, Sah et al. 2003). Die Dichte von Ito1 ist dabei in 

atrialen Myozyten, in den Purkinjefasern, epikardial und in den midmyokardialen M-

Zellen höher als im Endokard (Nabauer et al. 1996, Yan und Antzelevitch 1996). Im 

Meerschweinchen hingegen lässt sich Ito nicht nachweisen (Findlay 2003, Zhabyeyev et 

al. 2004). 
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2.1.2.3.3 Verzögerte K+-Ströme 

 

In ventrikulären Myozyten spielen verzögerte K+-Ströme im Hinblick auf die 

Modulation des APs eine ausschlaggebende Rolle. Neben der extrem schnell 

aktivierenden Stromkomponente IKur (ultrarapid) unterscheidet man vor allem IKr, die 

schnell (rapid) aktivierende, von IKs, der langsam (slow) aktivierenden Komponente, auf 

der Basis ihrer pharmakologischen und biophysikalischen Eigenschaften (Mitcheson 

und Sanguinetti 1999). 

 

2.1.2.3.3.1 Kv7.1/minK und IKs 

 

IKs, die langsam aktivierende Komponente des verzögerten Gleichrichter K+-

Stroms, trägt insbesondere in der späten Plateauphase des ventrikulären APs zur 

Repolarisation der Zellmembran bei. IKs aktiviert bei positiveren Membranpotentialen 

ab -30 mV und ist durch ein lineares Strom-Spannungsverhältnis, einer fehlenden 

Inaktivierung und einer langsamen Deaktivierung gekennzeichnet. Letztere führt bei 

hoher Herzfrequenz zu einer Akkumulation offener Kanäle und einer damit 

verbundenen schnelleren Repolarisation (Mitcheson und Sanguinetti 1999). Die 

molekulare Grundlage von IKs ist ein Kanalkomplex bestehend aus vier α-

Untereinheiten Kv7.1, kodiert von KCNQ1, und vier akzessorischen β-Untereinheiten 

minK, kodiert von KCNE1 (siehe Abbildung 4) (Barhanin et al. 1996, Sanguinetti et al. 

1996, Yang et al. 1997). Das 1996 klonierte Gen für Kv7.1 ist auf dem Chromosom 

11p5.5 lokalisiert (Keating et al. 1991, Wang et al. 1996); in Mutationsanalysen 

konnten 85 Mutationen aufgedeckt werden. Hierbei handelt es sich vor allem um 

Misssensemutationen, die ca. 40 % der LQT-Syndrome aus. Das Gen für die nur 129 

Aminosäure-lange β-Untereinheit minK ist auf Chromosom 21 lokalisiert. Hier sind 

zehn arrhythmieassoziierte Mutationen, die ca. 5 % der LQT-Syndrome ausmachen, 

beschrieben (Keating und Sanguinetti 2001, Splawski et al. 2000). Reguliert wird IKs 

über die PKA und PKC. Während die Stimulation der PKA zu einer Erhöhung der 

Stromamplitude führt (Walsh und Kass 1988, Walsh und Kass 1991), ist der Effekt der 

PKC auf die β-Untereinheit minK speziesabhängig: Während es im Meerschweinchen 

bei Stimulation der PKC zu einer Erhöhung von IKs kommt, konnte bei Ratten und 

Mäusen eine Reduktion der Stromkomponente nachgewiesen werden (Varnum et al. 

1993). 
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Abbildung 4: Kv7.1 und seine β-Untereinheit minK. A, α-Untereinheit Kv7.1 des IKs-generierenden 
K+-Kanals mit sechs Transmembrandomänen. Misssensemutationen (rote Markierungen) und 
Shiftmutationen bzw. Deletionen (blaue Markierungen) verursachen LQT1. B, β-Untereinheit minK des 
IKs-generierenden K+-Kanals. Misssensemutationen (rote Markierungen) führen zu LQT5. (Modifiziert 
nach Keating und Sanguinetti 2001). 
 

 

2.1.2.3.3.2 Kv11.1/MiRP1 und IKr 

 

IKr, die schnell aktivierende Komponente des verzögerten Gleichrichter K+-

Stroms, ist durch eine schnelle Aktivierung bei -30 mV sowie eine noch schnellere 

Inaktivierung bei positiven Membranpotentialen charakterisiert. Hierbei handelt es sich 

um einen Mechanismus, der zu einer ausgeprägten Rektifikation führt und somit die 

Phase 2 des ventrikulären APs aufrechterhält. Indem IKr schneller vom inaktivierten in 

den aktivierten Zustand übergeht als zu deaktivieren, trägt er in Phase 3 des 

ventrikulären APs durch einen Auswärtsstrom zur Repolarisation der Zellmembran bei 

(Sanguinetti und Jurkiewicz 1990, Sanguinetti und Tristani-Firouzi 2006, Shibasaki 

1987). 

Die molekulare Grundlage von IKr ist in Abbildung 5 dargestellt. Als 

Heterotetramer angeordnet stellt Kv11.1, kodiert von KCNH2 (Chromosom 7q35-q36) 
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– auch als hERG (human Ether-à-go-go Related Gene) bekannt, die funktionelle α-

Untereinheit des IKr-generierenden Kanals dar. Mit diesem sog. hERG-Kanal können β-

Untereinheiten wie minK aber vor allem MiRP1 (minK-related protein 1), das von 

KCNE2 kodiert wird, assoziiert sein. MiRP1 moduliert dabei die Kinetik und 

Leitfähigkeit, überträgt den direkten stimulierenden Effekt von cAMP auf den hERG-

Kanal und reduziert bzw. erhöht seine Sensitivität gegenüber anderen Substanzen 

(Abbott et al. 1999, Keating und Sanguinetti 2001). In Mutationsanalysen des 

Kanalkomplexes konnten für hERG 95 eindeutige Mutationen, die ca. 45 % der LQT-

Syndrome ausmachen, identifiziert werden; für MiRP1 werden drei 

Misssensemutationen mit ca. 2 % der LQT-Syndrome assoziiert (Keating und 

Sanguinetti 2001, Splawski et al. 2005). 

Ein Mechanismus, der möglicherweise an der Entstehung von ventrikulären 

Tachyarrhyhtmien beteiligt sein könnte, ist die α- und β-adrenerg vermittelte Regulation 

von hERG-Kanälen. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass bei 

Koexpression von hERG-Kanälen und α1A-Rezeptoren eine adrenerge Stimulation zu 

einer Reduktion von IKr führt (Bian et al. 2001, Jiang et al. 1999). Daten zu anderen α-

Rezeptoren existieren bislang nicht. Allerdings sprechen auch Ergebnisse weiterer 

Arbeiten, nach denen IKr durch eine Aktivierung der PKC (Barros et al. 1998, Kiehn et 

al. 1998, Thomas et al. 2003) wie auch der PLC (Bian et al. 2001) herabsetzt wird, für 

einen insgesamt inhibierenden Effekt einer α-adrenergen Stimulation auf den hERG-

Kanal. Der Effekt einer ß-adrenergen Stimulation auf den hERG-Kanal wird in der 

Literatur teilweise kontrovers diskutiert (Thomas et al. 2004). Dennoch scheint eine ß-

adrenerge Stimulation insgesamt einen inhibierenden Effekt auf den hERG-Kanal 

auszuüben. So konnte an ventrikulären Myozyten des Meerschweinchens gezeigt 

werden, dass der ß1-adrenerge Agonist Isoprenalin zu einer Reduktion von IKr führt 

(Karle et al. 2002). Ebenso konnte im Xenopus laevis Oozyten Expressionssystem unter 

Aktivierung der PKA eine depolarisierende Verschiebung der spannungsabhängigen 

Aktivierungskurve mit konsekutiver Reduktion von IKr beobachtet werden (Thomas et 

al. 1999). Ähnliche Ergebnisse fanden sich auch in CHO- (Cui et al. 2000) und HEK 

293-Zellen (Wei et al. 2002). 

Insgesamt scheint eine adrenerge Stimulation sich somit inhibierend auf den 

hERG-Kanal auszuwirken. Insofern liefert dieser regulatorische Mechanismus 

möglicherweise eine pathophysiologische Erklärung für die erhöhte Inzidenz 
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lebensbedrohlicher Arrhythmien in Situationen physischen und emotionalen Stresses – 

insbesondere von LQTS-Patienten (Priori et al. 1997). 

 

 

 

 
Abbildung 5: Kv11.1 und seine β-Untereinheit MiRP1. A, α-Untereinheit des IKr-generierenden K+-
Kanals (hERG-Kanal) mit 6 Transmembrandomänen. Misssensemutationen (rote Markierungen) und 
Shiftmutationen bzw. Deletionen (blaue Markierungen) führen zu LQT2. B, putative β-Untereinheit 
MiRP1 des IKr-generierenden K+-Kanals. Misssensemutationen (rote Markierungen) verursachen LQT6. 
(Modifiziert nach Keating und Sanguinetti 2001). 

 

 

2.2 Das Long QT Syndrom (LQTS) 

 

Das LQTS ist eine Ionenkanalerkrankung, die durch eine Verlängerung des QT-

Intervalls im EKG und polymorphe ventrikuläre Tachyarrhythmien vom Torsade de 

Pointes (TdP) Typ, welche in Kammerflimmern übergehen und somit den plötzlichen 

Herztod bedingen können, charakterisiert ist (Morita et al. 2008, Moss et al. 1985, 

Roden et al. 1996, Schwartz et al. 1975, Shimizu et al. 1991, Zipes 1991). Allen Formen 
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des LQTS ist dabei gemein, dass es auf zellulärer Ebene zu einer Verlängerung des 

ventrikulären APs kommt (Abbildung 6). Diese Repolarisationsverzögerung resultiert 

aus der veränderten Aktivität von Ionenkanälen, welche die Zellmembran de- bzw. 

repolarisieren. Generell wird zwischen dem kongenitalen und erworbenen LQTS 

unterschieden. 

 

 

 

 
Abbildung 6: Pathophysiologischer Zusammenhang zwischen dem QT-Intervall und der 
Aktionspotentialdauer. Das QT-Intervall im EKG spiegelt die Aktionspotentialdauer (APD) wider. 
Kommt es zu einer Verlängerung der QT-Intervalls, so ist dies die Konsequenz einer Verlängerung der 
APD (Verlängerung jeweils rot dargestellt). AP = Aktionspotential. 

 

 

2.2.1 Das kongenitale LQTS 

 

  Die Prävalenz des angeborenen LQTS beträgt schätzungsweise 1/2000 

(Schwartz et al. 2009). Wie in Tabelle 1 dargestellt, werden mittlerweile zwölf 

verschiedene Formen (LQT1 – LQT12) unterschiedenen (Lu und Kass 2010), von 

denen LQT1, LQT2 und LQT3 mehr als 90% ausmachen (Splawski et al. 2000). 

LQT1 wird durch eine Mutation in KCNQ1, das für die α-Untereinheit des IKs-

generierenden K+-Kanals kodiert, hervorgerufen (Wang et al. 1996). Mutationen von 
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minK, der β-Untereinheit dieses K+-Kanalkomplexes, führen zu LQT5 (Barhanin et al. 

1996, Sanguinetti et al. 1996). Eine Mutation in AKAP9, das für Yotiao – einem 

regulatorischen Adapterprotein von KCNQ1 – kodiert, führt über eine verminderte 

cAMP-abhängige Phosphorylierung zu LQT8 (Chen et al. 2007). Hingegen kommt es 

zu einer Verringerung des schnell aktivierenden K+-Ausstroms (IKr) bei LQT2 durch 

eine Mutation in KCNH2 (hERG) (Sanguinetti et al. 1995). Mit dem hERG-Kanal 

assoziiert ist MiRP1, eine kleine Membranuntereinheit dieses K+-Kanalkomplexes. Eine 

Mutation in KCNE2, das für dieses Protein kodiert, ruft LQT6 hervor (Abbott et al. 

1999). LQT4 wird durch eine Mutation in Ankyrin-B verursacht, so dass es über eine 

beeinträchtigte Verankerung Ankyrin-B-bindender Proteine zu einer intrazellulären 

Ca2+-Überladung kommt (Mohler et al. 2003). LQT7 beschreibt die kardiale 

Manifestation des sog. Andersen Syndroms, einem Symptomenkomlex aus periodischer 

Paralyse, kardialen Arrhythmien und Dysmorphien, der auf eine Mutation des 

einwärtsgerichteten K+-Kanals Kir2.1 zurückzuführen ist (Plaster et al. 2001). LQT8 

kommt durch eine Mutation von Cav1.2, das ICa,L generiert, zustande und zeigt sich 

klinisch als sog. Timothy Syndrom mit zusätzlicher Immunschwäche, intermittierenden 

Hypoglykämien, kognitiven Defiziten und Autismus (Splawski et al. 2005). Von diesen 

Fällen einer mutationsbedingten Funktionseinbuße (loss of function) ist LQT3 zu 

unterscheiden. Hier führt eine Mutation in SCN5A zu einer verminderten Inaktivierung 

des depolarisierenden Na+-Einstroms und damit über einen persistierenden 

Einwärtsstrom zu einer Funktionszunahme (gain of function) (Wang et al. 1995). 

Seltenere gain of function Mutationen, die zu einer Erhöhung von INa führen, betreffen 

das Adapterprotein M-Caveolin (LQT9) (Vatta et al. 2006), die β4-Untereinheit, kodiert 

von SCN4B, (LQT10) (Medeiros-Domingo et al. 2007) sowie das mit Nav1.5 

assoziierte Strukturprotein α1-Synaptophysin (LQT12) (Ueda et al. 2008). 
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Tabelle 1: Übersicht der LQT-Subtypen, klassifiziert nach ihrem Pathomechanismus. (Modifiziert 
nach Lu und Kass 2010). 
 

Strom 
LQT-

Subtyp 
Genort Gen Protein Funktion Referenz 

IKs 

LQT1 

LQT5 

LQT11 

11p5.5 

21q22 

7q21-q22 

KCNQ1 

KCNE1 

AKAP9 

Kv7.1 

minK 

Yotiao 

α-Untereinheit 

β-Untereinheit 

Adapterprotein 

(Wang et al. 1996) 

(Barhanin et al. 1996) 

(Chen et al. 2007) 

IKr 
LQT2 

LQT6 

7q35-q36 

21q22.1 

KCNH2 

KCNE2 

Kv11.1 

MiRP1 

α-Untereinheit 

β-Untereinheit 

(Sanguinetti et al. 1995) 

(Abbott et al. 1999) 

INa 

LQT3 

LQT4 

 

LQT9 

LQT10 

LQT12 

3p21 

4q25-q27 

 

3p25 

11q23.3 

20q11.2 

SCN5A 

ANK2 

 

CAV3 

SCN4B 

SNTA1 

Nav1.5 

Ankyrin B 

 

M-Caveolin 

Navb4 

α-1-Syntrophin 

α-Untereinheit 

Adapterprotein 

(INaK, INa-Ca, INa) 

Adapterprotein 

β-Untereinheit 

Strukturprotein 

(Wang et al. 1995) 

(Mohler et al. 2003) 

 

(Vatta et al. 2006) 

(Medeiros-D. et al. 2007) 

(Ueda et al. 2008) 

IK1 LQT7 17q24.3 KCNJ2 Kir2.1 α-Untereinheit (Plaster et al. 2001) 

ICa,L LQT8 12p13.3 CACNA1C Cav1.2 α-Untereinheit (Splawski et al. 2005) 

 
 

 

2.2.1.1 Perioperatives Management von LQTS-Patienten 

 

Von großem Interesse ist das perioperative Management von LQTS-Patienten. 

Nicht nur der erhöhte emotionale und physische Stress, sondern auch Medikamente wie 

Anästhetika, welche bereits für sich genommen eine Verlängerung des QT-Intervalls 

verursachen können, machen diese Situation für betroffene Patienten hinsichtlich 

kardialer Ereignisse besonders riskant (Anton und Friederich 2010, Booker et al. 2003, 

Kies et al. 2005, Pfizenmayer und Friederich 2010). Daneben konnte tierexperimentell 

gezeigt werden, dass lebensbedrohliche Arrhythmien in Bezug auf die Umstände ihres 

Auftretens Genotyp-spezifisch sind (Schwartz et al. 2001). So soll Versuchen mit 

transgenen Hasen zufolge LQT2 im Gegensatz zu LQT1 ein spezifischer Risikofaktor 

für Arrhythmien im Rahmen einer Anästhesie mit IKs-inhibierenden Medikamenten sein 

(Odening et al. 2008). Trotz etlicher in der Literatur beschriebener Genotyp-spezifischer 

Therapieansätze (Compton et al. 1996, Etheridge et al. 2003, Schwartz et al. 1995, 
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Shimizu et al. 1998, Shimizu et al. 1995, Shimizu et al. 2002) steht ein Genotyp-

spezifischer Ansatz im perioperativen Management – insbesondere hinsichtlich der 

subtypspezifischen Wahl von Anästhetika – allerdings noch aus. 

 

2.2.2 Das erworbene LQTS 

 

Eine Vielzahl verschiedener Medikamente sehr unterschiedlicher 

Substanzklassen wie Antibiotika, Antihistaminika, Antiemetika, Bronchodilatatoren und 

Psychopharmaka können über eine Interaktion mit kardialen Ionenkanälen eine 

Verlängerung des QT-Intervalls und damit ein erworbenes LQTS hervorrufen (Tabelle 

2). Pathophysiologisch beruht dies meist auf einer Blockade von hERG-Kanälen, die 

dem IKr zugrunde liegen. hERG-Kanäle bilden im Gegensatz zu anderen Kv-Kanälen 

auf Grund einer fehlenden Prolin-Valin-Prolin Sequenz in der S6-Helix einen großen 

Hohlraum in der Porenregion, so dass Substanzen ganz unterschiedlicher Struktur 

zwischen Selektivitätsfilter und Aktivierungstor hochaffin und irreversibel binden 

können. Die Bindungsstellen sind hier die zwei aromatischen Aminosäuren Tyrosin 652 

(Y652) und Phenylalanin 656 (F656), deren Wasserstoffatome und jene der 

inhibierenden Substanz über π-Elektronen elektrostatisch interagieren. Die Folge dieser 

Blockade ist eine Abnahme von IKr. Die damit verbundene Repolarisationsverzögerung 

führt zu einer Verlängerung des APs (Mitcheson et al. 2000a, Mitcheson et al. 2000b).   

Eine verstärkte Bindungsaffinität des hERG-Kanals zu IKr-inhibierenden 

Substanzen kann außerdem über eine Mutation in dem Gen KCNE2, das für die putative 

β-Untereinheit MiRP1 kodiert, hervorgerufen werden. Durch Misssensemutationen in 

diesem regulatorischen Protein kann es durch langsameres Öffnen und schnelleres 

Schließen des hERG-Kanals zu einer verzögerten Repolarisation kommen. Dies bleibt 

in der Regel klinisch stumm bis ein zusätzlicher hERG-Kanal-Inhibitor appliziert wird. 

So ist insbesondere für die Q9E-hMiRP1 Mutante eine 3-fach höhere Sensitivität 

gegenüber Clarithromycin beschrieben – es resultiert eine IKr-Blockade, die speziell im 

Rahmen einer Hypokaliämie zu Arrhythmien führen kann (Abbott et al. 1999). 
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Tabelle 2: Beispiele für QT-Intervall verlängernde Substanzen. 

 

Substanzklasse Substanz Referenz 

Antiarrhythmika 

Amiodaron 

Flecainid 

Sotalol 

(Singh 1996) 

(Falk und Fogel 1994) 

(Touboul et al. 1984) 

Antibiotika 
Moxifloxacin 

Erythromycin 

(Noel et al. 2003) 

(Milberg et al. 2002) 

Antidepressiva 
Amitriptylin 

Citalopram 

(Nishimoto et al. 1994) 

(Grundemar et al. 1997) 

Antiemetika Domperidon (Drolet et al. 2000) 

Antihistaminika Terfenadin (Roden 1993) 

Bronchodilatatoren 
Salmeterol 

Terbutalin 

(Milic et al. 2006) 

(Kuusela et al. 2005) 

Lokalanästhetika Kokain (O'Leary 2001) 

Proteaseinhibitoren 
Atazanavir 

Ritonavir 

(Ly und Ruiz 2007) 

(Anson et al. 2005) 

Volatile Anästhetika 
Isofluran 

Sevofluran 

(Schmeling et al. 1991) 

(Han et al. 2010) 

 

 

2.3 Lokalanästhetika 

 

Eine wichtige Substanzgruppe, die eine Verlängerung des QT-Intervalls 

hervorrufen kann, bilden Lokalanästhetika (Kasten 1986). Diese sind dadurch 

gekennzeichnet, dass sie die Weiterleitung des neuronalen APs zeit- und 

spannungsabhängig durch eine reversible Inhibition von Na+-Kanälen hemmen 

(Strichartz und Berde 2000). Hinsichtlich ihrer molekularen Struktur bestehen alle 

Lokalanästhetika aus einem lipophilen Aromat, einem hydrophilen Amin und einem 

Bindestück, welches das Lokalanästhetikum entweder als Animoester oder Aminoamid 

klassifiziert. 
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2.3.1 Lokalanästhetikaintoxikation 

 

Klinisch relevant werden Interaktionen zwischen Lokalanästhetika und kardialen 

Ionenkanälen im Rahmen einer Lokalanästhetikaintoxikation, welche als Folge 

unbeabsichtigter intravasaler Injektion, massiver Überdosierung oder gesteigerter 

Resorption der Substanz in den systemischen Kreislauf ein seltenes Ereignis darstellt, 

dann aber hinsichtlich ihrer kardialen Komplikationen lebensbedrohlich ist (Strichartz 

und Berde 2000). Zu einer kardialen Manifestation im Rahmen einer 

Lokalanästhetikaintoxikation kommt es einer Analyse von 93 Fallberichten zwischen 

1979 und 2009 zufolge in über 50 % der Fälle (Di Gregorio et al. 2010). Ventrikuläre 

Tachyarrhythmien sowie der plötzliche Herztod stellen dabei die denkbar schwerste 

Folge eines derartigen Ereignisses dar und begründen die insgesamt hohen 

Gesamtmortalität der Lokalanästhetikaintoxikation (Reiz und Nath 1986). 

Die Relevanz von Lokalanästhetikaintoxikationen zeigt sich insbesondere in der 

geburtshilflichen Anästhesie im Rahmen von Kaiserschnittentbindungen. Dies ist zum 

einen in dem Wechsel von der Allgemein- hin zur Regionalanästhesie, vor allem der 

Periduralanästhesie, begründet (Hawkins et al. 1997, Stamer et al. 1998). Zum anderen 

erhöhen physiologische Veränderungen während der Schwangerschaft, wie etwa die 

Dilatation der Venen des Periduralraumes, das Risiko einer systemischen Applikation 

des Lokalanästhetikums per se (Bromage 1962). Hinzu kommt, dass durch die 

physiologische Abnahme der Plasmaproteine während der Schwangerschaft (Song et al. 

1970) ein größerer Teil des Lokalanästhetikums ungebunden vorliegt (Tsen et al. 1999). 

Ob dies einen Einfluss auf die Kardiotoxizität eines Lokalanästhetikums hat, ist jedoch 

bislang ungeklärt, zumal Berichte über eine erhöhte Toxizität von Bupivacain bei 

trächtigen Schafen gegenüber nicht trächtigen Schafen (Morishima et al. 1985) nicht 

reproduziert werden konnten (Santos et al. 1995, Santos und DeArmas 2001). 

 

2.3.2 Bupivacain 

 

Von großer Bedeutung ist die Kardiotoxizität von Bupivacain – einem 

Aminoamid Lokalanästhetikum, das sich durch ein Butylende am tertiären Amid 

auszeichnet und als Razemat gleiche Teile des R- bzw. S-Enantiomers enthält (siehe 

Abbildung 7). 1957 von Ekenstam erstmals synthetisiert und 1963 zugelassen, gehört es 
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derzeit zu den wichtigsten langwirksamen Lokalanästhetika in der klinischen Praxis 

(Ekenstam et al. 1957). 1979 berichtete Albright über sechs Fälle, in denen Bupivacain 

sowie das ebenfalls sehr lipophile, langwirksame Etidocain zu kardiotoxischen 

Zwischenfällen führten (Albright 1979). Weitere Fallberichte beschrieben 

Bupivacainintoxikationen, die zu ventrikulären Arrhythmien und dem plötzlichen 

Herztod führten und in denen Reanimationsmaßnahmen schwierig oder nicht 

erfolgreich waren (Davis und de Jong 1982, Mallampati et al. 1984). In Tiermodellen 

waren durch Bupivacain u. a. Verlängerungen des QT-Intervalls, ventrikuläre 

Tachykardien vom TdP Typ sowie Kammerflimmern induzierbar (Chang et al. 2001, 

Kasten 1986, Kotelko et al. 1984, Solomon et al. 1990).   

Ausgehend von diesen Beobachtungen sowie der Vorstellung, dass es eine 

positive Korrelation zwischen der Lipophilie eines Lokalanästhetikums und seiner 

Kardiotoxizität gebe und das R-Enantiomer von Bupivacain ein höheres Risiko für 

kardiale Nebenwirkungen als das S-Enantiomer aufweise, fand eine Weiterentwicklung 

hin zu vermeintlich weniger toxischen Substanzen statt (Heavner 2002). Ropivacain, ein 

reines S-Enantiomer, ist durch eine Propylgruppe am tertiären Amid gekennzeichnet 

und erwies sich in verschiedenen Tierversuchen als weniger kardiotoxisch als der 

Razemat Bupivacain (Bariskaner et al. 2001, Dony et al. 2000, Reiz et al. 1989, Santos 

und DeArmas 2001). Klinische Anwendung findet außerdem Levobupivacain, das S-

Enantiomer von Bupivacain, von dem ebenfalls eine geringere Kardiotoxizität berichtet 

wird (Bardsley et al. 1998, Foster und Markham 2000).   

Trotz dieser vermeintlich sichereren Substanzen findet Bupivacain weiterhin 

große Verwendung. Insbesondere ein Vergleich der relativen Potenzen unter den 

Amidlokalanästhetika spielt hierbei eine Rolle. Innerhalb der Epidural- und 

Spinalanästhesie stellt sich analog zur Lipophilie die Rangfolge der Substanzen 

hinsichtlich ihrer Potenz wie folgt dar: Bupivacain > Levobupivacain > Ropivacain 

(Casati und Putzu 2005). 
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Abbildung 7: Strukturformel von Bupivacain. Wie alle Lokalanästhetika besteht Bupivacain aus einer 
lipophilen aromatischen Ringstruktur, einer Zwischenkette und einer hydrophilen Aminogruppe. Die 
Zwischenkette kennzeichnet Bupivacain als ein Aminoamid. Bupivacain zeichnet sich darüber hinaus 
durch ein tertiäres Amid am Butylende aus. 
 

 

2.3.2.1 Ionenkanalinteraktion von Bupivacain 

 

Verschiedene Mechanismen, über die Bupivacain möglicherweise seinen 

kardiotoxischen Effekt ausübt, sind vorstellbar. In der Literatur wird insbesondere 

diskutiert, ob die Kardiotoxizität der Substanz als Folge ihres Effekts auf die 

Kontraktilität oder auf die Elektrophysiologie des Herzens oder vielmehr als Resultat 

eines kombinierten Effekts anzusehen ist. Obwohl in diesem Zusammenhang ein 

negativ inotroper Effekt der Substanz vielfach beschrieben ist, sprechen Fallberichte, in 

denen Arrhythmien als frühe Zeichen der Kardiotoxizität auftraten, dafür, dass die 

Kardiotoxizität von Bupivacain vor allem durch den elektrophysiologischen Effekt der 

Substanz verursacht wird. In Ganztierveruschen und an isolierten Herzen konnte 

außerdem gezeigt werden, dass der negativ inotrope im Vergleich zum arrhythmogenen 

Effekt von Bupivacain höhere Konzentrationen der Substanz erfordert. Insofern ist 

davon auszugehen, dass die Kardiotoxizität von Bupivacain vor allem die Folge eines 

elektrophysiologischen Effektes und damit einer Ionenkanalinteraktion ist (Butterworth 

2010).  

Während Einheit darüber herrscht, dass die Hemmung der Reizweiterleitung 

peripherer Nerven durch Bupivacain über eine Na+-Kanalblockade zustande kommt 

(Strichartz und Berde 2000), wird der kardiotoxische Effekt der Substanz von 

verschiedenen Autoren unterschiedlichen kardialen Ionenkanälen zugeordnet. 
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Insbesondere die Inhibition kardialer Na+-Kanäle wurde hierbei lange als die einzige 

Ursache für die Kardiotoxizität des Lokalanästhetikums beschrieben (Clarkson und 

Hondeghem 1985b). Sowohl für den R- als auch den S-Enantiomer von Bupivacain ist 

eine Inhibition des humanen Na+-Kanal hH1 nachgewiesen (Nau et al. 2000). In diesem 

Zusammenhang sind außerdem Regionen im Reizleitungssystem des Herzens 

beschrieben, in denen – entgegen früherer Annahmen – neuronale Na+-Kanäle 

gegenüber hH1 prädominieren und möglicherweise den kardiotoxischen Effekt von 

Bupivacain vermitteln (Butterworth 2010). Allerdings wird mittlerweile die 

Kardiotoxizität von Bupivacain teilweise auch auf eine Blockade von hERG-Kanälen 

zurückgeführt (Friederich et al. 2004, Gonzalez et al. 2002, Lipka et al. 1998, Siebrands 

und Friederich 2007, Siebrands et al. 2005). Die Inhibition von IKr durch Bupivacain ist 

dabei konzentrations- und spannungsabhängig sowie stereoselektiv (Gonzalez et al. 

2002, Siebrands et al. 2005). Essentiell für die reversible Blockade sind – wie für andere 

Substanzgruppen beschrieben (siehe 2.2.2) – die zwei Aminosäuren Tyrosin 652 (Y652) 

und Phenylalanin 656 (F656), die im inneren Hohlraum des Kanals lokalisiert sind. So 

konnte in CHO-Zellen gezeigt werden, dass sich die IC50-Werte von Bupivacain, 

Levobupivacain und Ropivacain nach Mutation dieser Aminosäuren zu Alanin um das 

20- bis 30-fache gegenüber dem Wildtypkanal erhöhen (Siebrands et al. 2005). 

Threonin 623 (T623), Serin 624 (S624) und Valin 625 (V625) sind weitere 

Aminosäuren, die tiefer im Hohlraum des Kanals nahe dem Selektivitätsfilter lokalisiert 

sind und hinsichtlich der hERRG-Kanal Blockade durch Bupivacain relevant sind 

(Siebrands und Friederich 2007). Analog zur Lipophilie von Bupivacain zeigt die 

Substanz eine vergleichsweise hohe Affinität zu hERG-Kanälen. Sein von Gonzalez et 

al. beschriebener IC50-Wert von 18 ± 1,1 µmol (Gonzalez et al. 2002) war mit 

22 ± 2 µmol auch unter Verwendung eines anderen Stimulationsprotokolls 

weitestgehend reproduzierbar (Siebrands et al. 2005). Als weitere Interaktionspartner 

von Bupivacain wurden die K+-Kanälen Kv1.5 und Kv4.3, welche mit IKur (ultra rapid 

K+ current) und Ito allerdings nur einen wahrscheinlich geringen Anteil zur 

Repolarisation der Zellmembran beitragen, identifiziert (Gonzalez et al. 2001, Solth et 

al. 2005). Die Blockade von IKs fällt im Gegensatz zu IKr vergleichsweise gering aus 

(Lipka et al. 1998). Auch eine Inhibition von L-Typ Ca2+-Kanälen durch Bupivacain ist 

beschrieben, so dass diese Interaktion als mögliche Ursache des kardiotoxischen bzw. 

des negativ inotropen Effektes ebenso heranzuziehen ist (Rossner und Freese 1997).  
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 Eine denkbare Inhibition insbesondere von INa, ICa,L und IKr durch Bupivacain 

würde das ventrikuläre AP hinsichtlich seiner Länge maßgeblich beeinflussen (siehe 

Abbildung 8). Die genaue Auswirkung der Substanz auf die Aktionspotentialdauer 

(APD) einzelner Kardiomyozyten ist allerdings bislang unklar. Hinsichtlich der 

Entstehung von ventrikulären Arrhythmien (siehe 2.4) stellt sich insbesondere die 

Frage, ob Bupivacain durch eine IKr-Blockade zu einer Zunahme der APD führt. Auch 

fehlen bislang Daten darüber, inwieweit Bupivacain im Rahmen eines LQTS die APD 

beeinflusst und ob hier Repolarisationsverzögerungen möglicherweise häufiger 

vorkommen. Da davon auszugehen ist, dass die Repolarisation der Zellmembran von 

Myozyten, denen im Rahmen eines heriditären wie auch erworbenen LQTS eine 

Komponente des verzögerten K+-Ausstroms fehlt, stark von der verbleibenden 

Komponente abhängt, ist zu erwarten, dass eine IKr-Blockade durch Bupivacain in IKs-

defizienten, also LQT1-ähnlichen Zellen, häufiger zu Repolarisationsverzögerungen 

führt als in LQT2- bzw. LQT3-ähnlichen Zellen. Ist dies nicht der Fall, führt 

Bupivacain also in jedem LQT-Modell zu einer überwiegenden Verkürzung der APD, 

ist demgegenüber davon auszugehen, dass der Effekt von Bupivacain vor allem durch 

seine Blockade von INa und ICa,L zustande kommt und eine IKr-Blockade hinsichtlich der 

APD zu vernachlässigen ist. Daher stellt sich auch insbesondere die Frage, ob 

Bupivacain in verschiedenen Subtypen des LQTS einen unterschiedlichen Effekt auf die 

APD hat.  
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Abbildung 8: Auswirkung der Blockade von ionalen Strömen durch Bupivacain auf das 
ventrikuläre Aktionspotential. Bupivacain interagiert mit verschiedenen Ionenkanälen und beeinflusst 
infolgedessen möglicherweise die Aktionspotentialdauer (APD). Dabei führen INa und ICa,L über einen 
Einwärtsstrom (blaue Pfeile) von Na+- bzw. Ca2+-Ionen zu einer Depolarisation, die verzögerten K+-
Ströme IKs und IKr über einen Auswärtsstrom (grüne Pfeile) von K+-Ionen zu einer Repolarisation der 
Zellmembran. Bupivacain ist ein potenter Inhibitor von INa, ICa,L und IKr (rote Linien). Während die 
Substanz somit möglicherweise durch eine Blockade von INa und ICa,L eine Verkürzung der APD 
bewirken kann, ist eine Verlängerung der APD durch eine IKr-Blockade denkbar. Insofern ist das 
Verhältnis der Blockade von INa und ICa,L zu IKr für die APD maßgeblich. Da IKs nur geringfügig durch 
Bupivacain inhibiert wird, nimmt der Strom bei gleichzeitiger IKr-Blockade möglicherweise die Rolle 
einer Repolarisationsreserve ein. Vm = Membranpotential.  
  
 

2.4 Pathophysiologie von Herzrhythmusstörungen beim LQTS 

 

Die schwerwiegendste Komplikation des LQTS ist die ventrikuläre Arrhythmie 

vom TdP Typ, die in Kammerflimmern übergehen und den plötzlichen Herztod 

bedingen kann. Abbildung 9 zeigt einen möglichen zu Grunde liegenden Mechanismus. 

Dabei werden u. a. frühe (EADs, Early After Depolarizations) und späte (LADs, Late 

After Depolarizations) Nachdepolarisationen, die während der Phase 2 und 3 des APs 

(EAD) bzw. nach vollständiger Repolarisation der Zellmembran (LAD) auftreten, für 

einen entsprechenden Verlauf verantwortlich gemacht. Depolarisieren sie die 

Zellmembran bis hin zu dem Schwellenpotential, an dem Na+-Kanäle erneut öffnen, so 

kann eine Spontanaktivität der betroffenen Zelle einsetzen, die möglicherweise zu einer 

kreisenden Erregung führt und somit in einer ventrikulären Tachyarrhythmie resultiert 
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(Marban 2002). Die Manifestation von EADs ist gewöhnlich mit einer 

Repolarisationsverzögerung der Zellmembran und damit einer abnormen Verlängerung 

der Aktionspotentialdauer (APD), wie sie beispielsweise beim angeborenen oder 

erworbenen LQTS vorzufinden ist, assoziiert (Antzelevitch und Sicouri 1994). Der 

pharmakologische Einfluss auf die Entstehung von EADs wird vor allem durch eine 

Verminderung von repolarisierenden K+-Strömen, Zunahme des transsarkolemmalen 

Ca2+-Stroms (January et al. 1988), Erhöhung der extrazellulären Ca2+-Konzentration 

(Marban et al. 1986), Verzögerung der Na+-Kanalinaktivierung (el-Sherif 1991, el-

Sherif et al. 1988) oder durch eine β-adrenerge Stimulation (Priori und Corr 1990) 

vermittelt. LADs sind vor allem mit einer Ca2+-Überladung der Zelle assoziiert, was u. 

a. Folge einer β-adrenergen Stimulation sein kann oder aber im Rahmen einer 

Digitalisintoxikation auftritt (Antzelevitch und Sicouri 1994). Eine erhöhte Affinität zu 

Nachdepolarisationen zeigt dabei eine spezifische Zellpopulation – die sog. M-Zellen, 

welche subepikardial lokalisiert sind und sich durch elektrophysiologische 

Charakteristika ähnlich denen von Purkinjefasern mit ausgeprägten 

Aktionspotentialverlängerungen auszeichnen (Antzelevitch et al. 1999, Sicouri und 

Antzelevitch 1991). 

Ein weiterer Mechanismus, der für die Entstehung von ventrikulären Arrhythmien 

eine wichtige Rolle zu spielen scheint, besteht in der Dispersion der Repolarisation von 

aufeinander folgenden APs, so dass benachbarte Zellen mit kürzerem AP vorzeitig 

erregt werden können. Dieser Mechanismus wäre insbesondere in Regionen des 

Herzens zu erwarten, an deren Grenzen sich scharfe Übergänge hinsichtlich 

elektrophysiologischer Charakteristika finden (Habbab und el-Sherif 1990). Auch hier 

kämen somit M-Zellen in Betracht.  
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Abbildung 9: Entstehung von Arrhythmien beim Long QT Syndrom. A, Aktionspotentiale AP1 und 
AP2 zweier benachbarter Areale des linken Ventrikels im normalen Myokard. Negativ polarisierte 
(ruhende) Areale sind blau, depolarisierte Areale sind rot dargestellt. Es resultiert ein normales 
Elektrokardiogramm (EKG). B, in Teilen des linken Ventrikels (AP1) kommt es zu einer frühen 
Nachdepolarisation (EAD). Benachbarte, bereits repolarisierte Areale (AP2) werden vorzeitig erregt, was 
eine ventrikuläre Tachykardie initiiert (EKG). (Modifiziert nach Marban 2002). 
 

 

2.5 Vorgehensweise dieser Arbeit 

 

Die Ausführungen über den Pathomechanismus von Herzrhythmusstörungen beim 

LQTS machen deutlich, dass eine Repolarisationsverzögerung der Zellmembran 

hinsichtlich der Entstehung von Arrhythmien beim kongenitalen wie auch erworbenen 

LQTS eine entscheidende Variabel darstellt. Aus diesem Grund soll im Rahmen der 

vorliegenden Untersuchung der Effekt von Bupivacain auf das ventrikuläre AP 

einzelner, nativer Myozyten sowie nach pharmakologischer Induktion eines LQT-

ähnlichen Zustandes untersucht werden. Die hierzu verwendeten Zellen entstammen 

dem linken Ventrikel vom Dunkin-Hartley Meerschweinchen. Jene sind insbesondere 

geeignet, da die Elektrophysiologie des Herzens dieser Spezies gut charakterisiert ist 
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und der des Menschen ähnelt. Vor allem die regionale Verteilung der einzelnen 

Stromkomponenten (INa, IKs und IKr) ist mit dem menschlichen Herzen vergleichbar 

(Bryant et al. 1997, Davie et al. 2004, Doerr et al. 1990, Main et al. 1998, Varro et al. 

1993). Kernstück der Untersuchung ist die Aufzeichnung der APD. Diese – speziell ihre 

substanzinduzierte Verlängergung – kann als präklinisches Instrument zur Abschätzung 

des Risikos von Medikamenten, Tachyarrhythmien hervorzurufen, herangezogen 

werden (Redfern et al. 2003). Im Folgenden wird daher einer Zunahme der APD90 

(Aktionspotentialdauer von der Depolarisation bis zur 90 %-igen Repolarisation) um 

> 5 % ein erhöhtes Arrhythmogenitätsrisiko zugeschrieben.  

Im weiteren Verlauf dieser Analyse sollen die Ergebnisse aus den Patch-Clamp 

Versuchen in ein computergestütztes Simulationsprogramm, dem Luo-Rudy dynamic 

model (LRd) (Luo und Rudy 1991, Siebrands et al. 2006) übertragen werden, um die in 

Frage kommenden Ionenkanalinteraktionen von Bupivacain zu quantifizieren. 
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3 Material und Methoden 
 

3.1 Patch-Clamp 

 

Die im Rahmen der vorliegenden Analyse verwendete Patch-Clamp Technik 

wurde 1976 von Erwin Neher und Bert Sakmann veröffentlicht und stellt eine 

Weiterentwicklung des Voltage-Clamp Verfahrens dar (Neher und Sakmann 1976). 

Hiermit ist es möglich, den Strom einzelner Ionenkanäle unter Minimierung des 

elektrischen Hintergrundrauschens aufzuzeichnen. Mit einer Glaspipette, die mit einer 

definierten Elektrolytlösung (Pipettenlösung) gefüllt ist, wird dabei unter einem hohen 

elektrischen Abdichtwiderstand (dem sog. Seal) ein Kontakt zwischen Pipette und 

einem Membranfleck (Patch) hergestellt. Extrem hohe Abdichtwiderstände im Bereich 

von 10-100 GΩ, die durch Anlegen eines Unterdrucks und Verwenden sauberer und 

polierter Pipettenoberflächen erreicht werden können, werden als Giga-Seals 

bezeichnet. Sie ermöglichen hohe Auflösungen bei geringem Hintergrundrauschen 

durch die Reduktion von Leckströmen, die zwischen Pipette und dem Patch in das 

Zellbad fließen (Hamill et al. 1981). Die molekulare Grundlage für das 

Zustandekommen einer derartig hohen elektrischen Isolation ist dabei teilweise 

ungeklärt (Milton und Caldwell 1990). Hinzu kommt, dass Giga-Seals mechanisch 

überaus stabil sind, so dass man unter Bildung eines Membranvesikels minutenlange 

Versuche auch unter Lösungswechsel durchführen kann (Hamill et al. 1981, Horn und 

Patlak 1980).   

Ausgehend von der nach Sealbildung erreichten cell-attached Konfiguration kann 

man je nach Fragestellung verschiedene Messkonfigurationen vornehmen. In dieser 

Arbeit wurde die whole-cell Konfiguration verwendet, auf die im Folgenden 

eingegangen wird. 

 

3.1.1 Die whole-cell Konfiguration 

 

Um die Spannung der Zellmembran zu messen und APs zu generieren, wurde 

die whole-cell Konfiguration verwendet. Hierbei durchbricht man ausgehend von der 

cell-attached Konfiguration unter Erhalt des Seals den Membranbereich unterhalb der 

Pipette durch Applikation hochfrequenter und hochamplitudiger Wechselspannung und 
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anschließenden Über- bzw. Unterdrücken (ruptured patch). Mit dem Durchbrechen der 

Zellmembran kommt es zum Lösungsaustausch zwischen Pipette und Zellinnern. Ein 

erheblich höheres Pipetten- als Zellvolumen führt hierbei dazu, dass die intrazelluläre 

Ionenkonzentration im Wesentlichen an die der Elektrolytlösung der Pipette 

angeglichen wird. Diese Äquilibrierung geschieht dabei innerhalb weniger Sekunden 

(Marty und Neher 1995, Pusch und Neher 1988). Nicht außer Acht gelassen werden 

darf die Tatsache, dass es bei der ruptured patch Technik zur whole-cell Ableitung 

intrazellulär auch zu einem Verlust von Makromolekülen bis zu einer Größe von 20 kD 

kommt. Insbesondere der Verlust von Second-Messenger-Systemen, die mit 

Ionenkanälen interagieren und diese in ihrer Funktion beeinflussen, kann zu einem sog. 

Rundown der Kanäle, also einer fortschreitenden Abnahme gemessener Ströme, führen. 

Alternativ ist daher neben der verwendeten ruptured patch Technik die perforated patch 

Technik beschrieben, bei der man mit Nystatin oder Amphotericin eine Porenbildung in 

der Zellmembran unter Vermeidung einer Diffusion größerer Moleküle herbeiführt 

(Horn und Marty 1988, Rae et al. 1991). Letztere wurde in dieser Arbeit auf Grund der 

großen Dauer bis zur Herstellung eines elektrischen Zugangs in die Zelle jedoch nicht 

verwendet. 

 

3.1.2 Voltage-Clamp und Current-Clamp 

 

Hinsichtlich der elektrischen Registrierkonfiguration unterscheidet man bei 

einem elektrischen Zugang zu einer Zelle die Voltage-Clamp von den Current-Clamp 

Messungen.  Voltage-Clamp Messungen sind dadurch gekennzeichnet, dass dem durch 

die Membran fließenden Strom ein gleich großer Kompensationsstrom mit Hilfe eines 

Vorverstärkers entgegengesetzt und dadurch eine Änderung des Membranpotentials 

verhindert wird (sog. Spannungsklemme). Im Current-Clamp Modus hingegen wird der 

Strom in der Membran fest vorgegeben und die Änderung des Membranpotentials 

gemessen. Letzterer Modus ist somit Ausgangspunkt für die Messung des 

Membranpotentials und Generierung von APs. 
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3.1.3 Elektrische Eigenschaften der whole-cell Ableitung 

 

In der whole-cell Ableitung ist die Pipette mit dem Zellsoma leitend verbunden. 

Dabei wird der Kompensationsstrom I, der in der Voltage-Clamp Konfiguration die 

Spannung konstant hält, gemessen. Stellt man sich die Zellmembran als Ohmschen 

Widerstand vor, gilt dabei: 

 

( ) gEUI msoll ⋅−=  

 

Usoll ist hierbei die Spannung, die im Versuch festgelegt wird. Sie wird auch als 

Soll- bzw. Kommandospannung bezeichnet. Em stellt das Gleichgewichtspotential dar, 

also das Potential, bei dem kein Strom über die Membran fließt. Die Leitfähigkeit g 

lässt sich dann bei Messung des Kompensationsstromes I errechnen. 

Um den Kompensationsstrom I bei gleichzeitigem Anlegen einer 

Kommandospannung Usoll mit nur einer Elektrode zu messen, gehört zu den wichtigsten 

Funktionseinheiten eines Patch-Clamp Verfahrens ein sog. Strom-Spannungs-Wandler, 

der im Vorverstärker lokalisiert ist. Er besteht im Wesentlichen aus einem 

Operationsverstärker und einem Rückkopplungswiderstand (Abbildung 10). An dem 

Operationsverstärker liegen die Spannung der Pipette Upip und die Kommandospannung 

Usoll, also die im Versuch gewünschte Spannung, an. Der Eingangswiderstand des 

Operationsverstärkers liegt dabei im Bereich von 1012 Ω, so dass durch die angelegte 

Spannung idealisiert kein Strom in ihn hineinfließt. Kommt es zu einer Differenz 

zwischen Pipettenspannung Upip und Kommandospannung Usoll, so erzeugt der 

Operationsverstärker eine vielfache und proportionale Spannung dieser Differenz 

zwischen seinem Ausgang und der Pipette. Diese Spannung erzeugt einen Strom, der 

über den Rückkopplungswiderstand nur in die Pipette fließen kann und somit die 

Pipettenspannung Upip der Kommandospannung Usoll angleicht (Numberger und 

Draguhn 1996).   

Allerdings entspricht jene Kommandospannung Usoll nicht der tatsächlich an der 

Zellmembran anliegenden Spannung Um, da dem Membranwiderstand Rm der 

Serienwiderstand Rs vorgeschaltet ist. Dieser entsteht durch Membranbestandteile, die 

beim Durchbrechen der Zellmembran in die Pipettenöffnung gelangen und würde somit 

im Idealfall, also bei freier Pipettenöffnung, dem Pipettenwiderstand Rpip entsprechen. 

Je höher jedoch der Serienwiderstand Rs ist, desto größer ist auch der Abfall der 
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Kommandospannung Usoll noch vor der Zellmembran, so dass das eigentliche 

Membranpotential Um umso mehr vom Kommandopotential abweicht.    

Das mittlere Ruhemembranpotential aller Versuche dieser Arbeit lag bei 

-84,59 ± 0,33 mV (n = 429); der mittlere Pipettenwiderstand betrug 4,02 ± 0,12 MΩ 

(n = 127). 

 

 
Abbildung 10: Aufbau des Vorverstärkers. Der Operationsverstärker (OPA) misst die Differenz 
zwischen der Kommandospannung Usoll und dem Pipettenpotential Upip und gibt sie als Uf an seinem 
Ausgang an. Über den Rückkopplungswiderstand Rf fließt der die Differenz ausgleichende Strom If in die 
Pipette. Die Differenz zwischen Usoll und Uf ist die Ausgangsspannung und ist direkt proportional zu If. 
(Modifiziert nach Numberger und Draguhn 1996). 

 

 

3.1.4 Vorzeichenkonventionen 

 

Die Richtung der Ladungsverschiebungen wird definitionsgemäß aus der 

Perspektive der Zelle aufgezeichnet. Ist das Zellinnere verglichen mit dem Zelläußeren 

negativ, liegen negative Membranpotentiale vor, es besteht dann eine sog. 

Membranhyperpolarisation; von einem positiven Membranpotential und somit einer 

Membrandepolarisation spricht man hingegen bei vergleichsweise positivem 

Zellinneren zum Extrazellularraum. In den Abbildungen werden 

Membranhyperpolarisation definitionsgemäß nach unten, Membrandepolarisation nach 

oben dargestellt. 
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3.2 Der Patch-Clamp Versuchsstand 

 

3.2.1 Messtisch und mechanische Komponenten 

 

Um die Bewegungen zwischen Zelle und Pipette bei Patch-Clamp Experimenten 

zu minimieren, ist es notwendig, den Messplatz vor Erschütterungen zu schützen. 

Hierzu wurde ein durch Luftkissen schwingungsgedämpfter Steintisch (T-250, Physik 

Instrumente, Waldbronn, Deutschland) verwendet. Auf ihm befanden sich Mikroskop, 

Messkammer, Mikromanipulator, Pipettenhalter und Vorverstärker. Zur Optimierung 

des Signal-Rauschverhältnisses war des Weiteren der gesamte Messstand von einem 

geerdeten, faradayschen Käfig zur elektrischen Abschirmung umgeben.   

Zur optischen Beurteilung der Zellen wurde als Mikroskop das Modell Axiovert 

25 (Zeiss) verwendet. Varelkontrastobjektive und 10-fach vergrößernde Okulare 

ermöglichten eine 100- bzw. 400-fache Vergrößerung. Der inverse Aufbau des 

Mikroskops, bei dem das Objektiv nach oben gerichtet ist und man somit das Präparat 

von unten betrachtet, erlaubte ausreichenden Platz für Pipette, Badperfusion und andere 

Aufbauten. Zusätzlich war das Mikroskop über eine Kamera (CCD-Iris, Sony) mit 

einem Monitor verbunden. Dies ermöglichte auch während der Versuche die optische 

Zustandskontrolle der gepatchten Zelle, um eine mögliche Veränderung bzgl. Form und 

Größe frühzeitig erkennen zu können.   

Zur präzisen Annäherung der Pipette an die Zelle wurde ein motorgetriebener 

Mikromanipulator (HS6/3 Märzhäuser) verwendet. An ihm waren Vorverstärker und 

Pipettenhalter (HEKA Electronic, Lambrecht, Deutschland) befestigt. Er war über einen 

Schlauch mit einem Mundstück bzw. einer Glasspritze verbunden, so dass Über- und 

Unterdrücke an der Zelle aufgebaut und gehalten werden konnten. Der Druck wurde 

dabei mit einem flüssigkeitsgefüllten Glasrohr gemessen. 

 

3.2.2 Messkammer und Kammerperfusion 

 

Alle Versuche wurden in einer einfachen, runden Messkammer (Eigenbau der 

Werkstatt) mit einem Durchmesser von 2 cm und einer Höhe von 4 mm durchgeführt. 

Zum Objektiv hin wurde sie durch ein Deckgläschen begrenzt. In ihrer Wand befanden 

sich zwei Aussparungen, von denen eine für den Zulauf der Kammerperfusion genutzt 
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wurde. Innerhalb der Messkammer befanden sich Mess-  und Referenzelektrode sowie 

Temperatursonde und Absaugpipette. Letztere hielt das Volumen der Badlösung durch 

ständigen Unterdruck bei maximal 1,26 ml konstant. Die Temperaturregelung geschah 

über ein Temperaturkontrollsystem (TC-20, npi electronic GmbH, Tamm, 

Deutschland). Hierbei konnte sowohl die Temperatur der Kammer direkt über eine 

Heizplatte als auch die Temperatur der Kammerperfusion mittels einer 

Perfusionsheizung (HPT-2A Heated Perfusions Tube, ALA Scientific Instruments Inc., 

Westbury, NY, USA) reguliert werden, so dass die Temperatur im Bad auch unter 

Lösungswechsel stets 37° C betrug. Die Badperfusion und Applikation von Substanzen 

wurden mit einem computergesteuerten Perfusionssystem (OctaflowTM, ALA Scientific 

Instruments Inc., Westbury, NY, USA) durchgeführt. Aus maximal acht 60 ml-Spritzen 

konnten dabei Lösungen unter gleich bleibender Fließgeschwindigkeit bei einem durch 

das Perfusionssystem voreingestellten Druck über Perfusionsschläuche in einem sog. 

Millimanifold (ALA MLF-8, ALA Scientific Instruments Inc., Westbury, NY, USA) 

konfluieren, um dann in einem Schlauch über die Perfusionsheizung in das Bad zu 

fließen. Die Perfusionsgeschwindigkeit betrug dabei ca. 5 ml/min.  

 

3.2.3 Elektronische Komponenten 

 

Zu den wichtigsten elektronischen Komponenten eines Patch-Clamp-Amplifiers 

gehören Vorverstärker und Hauptverstärker. Ersterer misst den Strom und legt über den 

beschriebenen Strom-Spannungs-Wandler Mechanismus (siehe 3.1.3) eine 

Kommandospannung zwischen Pipette und Zellinnern an. Er war erschütterungsfrei am 

Mikromanipulator befestigt. Der Hauptverstärker fungiert als Steuereinheit und 

ermöglicht eine Verstärkung und Filterung des Signals. Verwendet wurde der EPC-9 

(HEKA Electronic, Lambrecht, Deutschland), ein Verstärker, der nach dem Prinzip des 

Rückkopplungswiderstandes arbeitet und sowohl für Einzelkanalableitungen als auch 

Ganzzellmessungen geeignet ist. Die digitale Steuerung des EPC-9 erfolgte mit einer 

entsprechenden Software („Pulse“, HEKA Electronic, Lambrecht, Deutschland) über 

einen Apple PowerMacintosh 9500/200. Die Referenzelektrode, bestehend aus einem 

Silber/Silberchlorid-Pellet, befand sich im Zellbad; die Silberdraht-Messelektrode des 

Vorverstärkers, die sich mit den vorderen 3-4 mm in der Pipettenlösung der Messpipette 

befand, wurde regelmäßig mit einer 100 mmol/L KCl-Lösung chloriert. 
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3.2.4 Patchpipetten 

 

Die verwendeten Patchpipetten wurden aus Borosilikatglaskapillaren (GC150-

15, Clark Electromedical Instruments, Harvard Apparatus Ltd., England) an dem 

jeweiligen Versuchstag hergestellt. Die Maße der Glaskapillaren betrugen wie folgt: 

Außendurchmesser: 1,5 mm, Innendurchmesser: 0,86 mm, Länge: 7,5 cm. Zur 

Herstellung der fertigen Patchpipetten wurden die Glaskapillaren der Länge nach 

halbiert und mit Hilfe eines Pipettenziehgeräts (Sutter Instruments Company, San 

Rafael, CA, USA) zwei Pipetten aus je einer Hälfte hergestellt. Dazu wurde die 

Glaskapillare in das Pipettenziehgerät eingespannt sowie die Temperatur des 

Glühfilaments, Zuggeschwindigkeit, Zugkraft und Anzahl der Ziehstufen programmiert. 

In mehreren Zyklen wurde nun die Glaskapillare intermittierend erhitzt und der Länge 

nach auseinander gezogen, so dass sie in der Mitte immer dünner wurde und man 

letztlich zwei Pipetten durch Zerreißen an der dünnsten Stelle erhielt. Anschließend 

wurde jede Pipette mit Hilfe eines Glühdrahtes unter dem Mikroskop (Leitz LaborLux 

S, Leica) an ihrer Spitze angeschmolzen, um ihre Oberfläche zu glätten. Das Befüllen 

der Patchpipette erfolgte zunächst von ihrer Spitze aus, indem die Pipettenspitze bei 

gleichzeitigem Anlegen eines Unterdrucks von hinten in ein Becherglas mit 

Pipettenlösung getaucht wurde (sog. tip filling). Nach diesem Schritt wurde die Pipette 

schließlich von hinten mit einer Spinalkanalpunktionsnadel mit Pipettenlösung 

aufgefüllt (sog. back filling), um zuletzt die hinteren 2/3 der Pipettenlösung erneut aus 

der Pipette zu entfernen und durch Klopfen noch verbliebene Luftblasen in ihrer Spitze 

zu beseitigen. 

 

3.2.5 Versuchslösungen und Chemikalien 

 

3.2.5.1 Versuchslösungen  

 

Nachfolgend sind in Tabelle 3 die in dieser Arbeit verwendeten Lösungen 

zusammengestellt. 
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Tabelle 3: Verwendete Lösungen. HEPES entspricht 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsäure, 
EGTA entspricht Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraacetat. 
 

Bezeichnung Bestandteile (mmol/L) Titriert mit 

Tyrode 
NaCl 138, KCl 4, MgCl2 1, NaH2PO4 0,33, 

Glukose 10, HEPES 10 
NaOH auf pH 7,4 

Badlösung 
NaCl 138, KCl 4, MgCl2 1, NaH2PO4 0,33, 

Glukose 10, HEPES 10, CaCl2 2 
NaOH auf pH 7,4 

Pipettenlösung 
Glutaminsäure 120, KCl 10, MgCl2 2, EGTA 

10, HEPES 10, Na2ATP 2 
KOH auf pH 7,2 

 

 

3.2.5.2 Herkunft verwendeter Chemikalien 

 

Nachfolgend sind in Tabelle 4 die verwendeten Substanzen mit dem jeweiligen 

Hersteller aufgeführt. 

 

 

 

Tabelle 4: Herkunft verwendeter Substanzen. HEPES entspricht 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-
ethansulfonsäure, EGTA entspricht Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraacetat, DMSO entspricht 
Dimethylsulfoxid. 
 

Substanz Hersteller 

Bupivacain SIGMA (B-5274) 

CaCl2 Merck 

Chromanol 293B Tocris 

DMSO SIGMA (D-2650) 

EGTA SIGMA (E-4378) 

E-4031 Tocris 

Glukose Merck 

Glutaminsäure Fluka 

Heparin Merck 
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HEPES SIGMA (H-3375) 

KCl Merck 

Kollagenase Biochrom AG 

MgCl2 SIGMA (M-9272) 

Na2ATP SIGMA (A-2383) 

NaCl J.T. Baker 

NaH2PO4 Merck 

Protease SIGMA (P-5147) 

Thiopenthal Altana Pharma Deutschland GmbH 

Veratridin SIGMA (V-5754) 

 

 

3.3 Isolation einzelner Kardiomyozyten vom Dunkin-Hartley Meerschweinchen 

 

Genehmigt von der Behörde für Soziales, Familie, Gesundheit u. 

Verbraucherschutz – Lebensmittelsicherheit und Veterinärwesen der Freien und 

Hansestadt Hamburg stammten die in allen Versuchen verwendeten Kardiomyozyten 

aus der freien Wand des linken Ventrikels männlicher Dunkin-Hartley 

Meerschweinchen (250-500 g, Charles River, Sulzfeld, Deutschland). Der Methode von 

Isenberg und Klöckner folgend (Isenberg und Klockner 1982, Volk et al. 1999) wurde 

hierbei ein enzymatischer Verdau mittels Perfusion des explantierten Herzens über die 

Langendorff Apparatur durchgeführt. Dabei wurden die Meerschweinchen im Vorfeld 

durch eine intraperitoneale Injektion von Thiopenthal-Na+ (100 mg/kg KG) narkotisiert 

und ihnen bei ausreichender Hypnose über einen Parasternalschnitt das Herz explantiert, 

um dieses dann zügig in eine kardioplege Lösung (Tyrode mit ca. 4° C)  zu legen. Nach 

einer raschen Freipräparation zur Darstellung der Aorta und Entfernung von Fett und 

Herzbeutel wurde anschließend die Aorta mit Hilfe der Langendorff Apparatur 

kannüliert und sofort mit 50 ml Tyrode (+5 µl Heparin 1000 IU/L) retrograd 

perfundiert. Die Perfusion wurde dann 5 Minuten ausschließlich mit Tyrode, 

anschließend 12 Minuten mit kollagenase- (Typ CLS II, 200 U/ml Biochrom KG, 

Berlin, Deutschland) und proteasehaltiger (Typ XIV, 0,7 U/ml, SIGMA, Taufkirchen, 

Deutschland) Tyrode und schließlich 5 Minuten mit 200 µmol/L  Ca2+-angereicherter 

Tyrode fortgesetzt. Alle Perfusionslösungen hatten dabei eine Temperatur von 37° C 

und waren mit 100 % O2 äquillibriert. Nach diesem Schritt wurde die freie Wand des 
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linken Ventrikels vom Rest des Herzens isoliert und in mit 200 µmol/L Ca2+-

angereicherter Tyrode durch Zupfen und Schwenken ein weiteres Ablösen einzelner 

Zellen aus dem Zellverband induziert. Die somit entstandene Zellsuspension wurde 

dann durch Mullkompressen (Mullkompressen Set, 10x10 cm, 12-fach, steril, Fuhrmann 

Verbandstoffe GmbH) gefiltert und bei Raumtemperatur ca. 1 Stunde aufbewahrt, bis 

sich die Zellen am Boden abgesetzt hatten. Anschließend wurde der Überstand 

abgesaugt und das Behältnis mit der Badlösung aufgefüllt. Für die 

elektrophysiologischen Untersuchungen wurden ausschließlichen stäbchenförmige 

Zellen, die eine deutliche Querstreifung aufwiesen und nicht zu Spontankontraktionen 

neigten, verwendet. 

 

3.4 Durchführung der Versuche 

 

3.4.1 Erstellen eines Giga-Seals 

 

Zur Durchführung eines Versuches wurden etwa 0,05 mL der gewonnenen 

Zellsuspension mit einer Pipette in das mit Badlösung gefüllte und auf ca. 20° C 

temperierte Zellbad überführt. Nach wenigen Minuten hatten sich die Zellen auf dem 

Deckgläschen abgesetzt, so dass jetzt eine geeignete, stäbchenförmige, quergestreifte 

Zelle, die nicht spontan kontrahierte, mit Hilfe der 100- bzw. 400-fachen Vergrößerung 

des Mikroskops ausgesucht werden konnte. Eine mit Pipettenlösung gefüllte, 

unbenutzte und saubere Pipette wurde nun im Pipettenhalter unter luftdichtem 

Verschluss fixiert, so dass die Pipettenlösung etwa die vorderen 3-4 mm der chlorierten 

Silber-Messelektrode bedeckte. Unter Verwendung der Glasspritze wurde dann ein 

leichter Überdruck im Pipetteninneren angelegt, um durch ständiges Ausströmen von 

Pipettenlösung ein Verschmutzen der Pipettenspitze im Zellbad zu verhindern. Nach 

dem Eintauchen der Pipette in das Zellbad wurde zur Korrektur von 

Grenzschichtpotentialen die Einstellung des Nullpunktes hinsichtlich des Potentials am 

Verstärker vorgenommen; d.h. das gemessene Potential wurde als Null definiert. Mit 

dem Mikromanipulator wurde nun die Pipettenspitze an die ausgesuchte Zelle unter 

visueller Kontrolle herangeführt, wobei der Computer einen bevorstehenden Kontakt 

mit der Zelloberfläche durch eine Erhöhung des Pipettenwiderstandes anzeigte. Der 

angelegte Überdruck auf der Pipette wurde jetzt auf ein Minimum reduziert und die 
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Pipettenspitze unter der 400-fachen Vergrößerung des Mikroskops soweit mit der 

Zelloberfläche in Kontakt gebracht, bis sich der Pipettenwiderstand im Vergleich zum 

Ausgangswert in etwa verdoppelt hatte. Zur Ausbildung eines Giga-Seals wurde dann 

mit Hilfe der Glasspritze ein Unterdruck in der Pipette aufgebaut und die unter der 

Pipettenmündung liegende Membran angesaugt. Lag der elektrische Abdichtwiderstand 

im Bereich von mehreren GΩ, so konnte ausgehend von der nun erreichten cell-attached 

Konfiguration durch die ruptured patch Technik in den whole-cell Modus übergegangen 

werden. Die Zelle wurde dann auf -90 mV geklemmt (Voltage-Clamp) und über das 

Perfusionssystem kontinuierlich Badlösung appliziert. Anschließend fand eine 

Bestimmung der Zellkapazität Cm und des Serienwiderstands Rs statt. Danach konnte in 

den Current-Clamp Modus gewechselt werden. Hier wurden durch Stromreize APs 

generiert und gemessen.  

 

3.4.2 Messung von Aktionspotentialen 

 

APs wurden im Current-Clamp Modus, in dem das Membranpotential bei 

vorgegebenem Strom gemessen wurde, generiert. Durch Stromreize mit einer 

maximalen Stromstärke von 1000 mA, einer maximalen Länge von 20 ms und einer 

Frequenz von 0,5 Hz wurde dabei die Zellmembran depolarisiert und die Reizantwort 

der Zelle als Spannung gegen die Zeit aufgezeichnet. Mit geringen Stromreizen 

beginnend wurde zunächst die Reizschwelle der Zellmembran ausgemacht. Kam es zu 

einer Reizantwort in Form eines APs, so wurde die Temperatur mittels Bad- und 

Perfusionsheizung auf 37° C hochgeregelt und die Frequenz kontinuierlicher Stromreize 

auf 1 Hz erhöht. Mit Zunahme der Temperatur kam es dabei zu einer Verkürzung der 

APD. Bei konstanter Temperatur und APD wurden 30 APs für die Kontrollgruppe 

gemessen. Danach konnten verschiedene Substanzen über das Perfusionssystem 

eingewaschen werden. Die Einwaschzeit betrug hierbei ca. 3 Minuten. 30 APs wurden 

auch hier erst gemessen, wenn sich hinsichtlich der APD ein Gleichgewicht eingestellt 

hatte. Es wurde darauf geachtet, dass die Temperatur dem Ausgangswert in der 

Kontrollgruppe entsprach. Die Anzahl der eingewaschenen Substanzen hing von der 

jeweiligen Versuchsreihe ab und betrug maximal vier. 
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3.4.3 Substanzapplikation und Versuchsreihen 

 

Die Applikation aller Substanzen geschah über das Perfusionssystem 

(OctaflowTM). Alle Substanzen waren in Badlösung gelöst und wurden ca. 3 min 

eingewaschen. 30 anschließend aufgezeichnete APs wurden ausgewertet.  

 

3.4.3.1 Bupivacain 

 

Um den Effekt des Lokalanästhetikums Bupivacain auf die APD und Entstehung 

von Arrhythmien zu untersuchen, wurde es sowohl in Versuchsreihen mit nativen 

Myozyten als auch in solchen, bei denen vorher ein LQT-ähnlicher Zustand induziert 

worden war, eingewaschen. Dazu wurde ausgehend von einer Bupivacain-Stammlösung 

(1 mmol/L) zunächst eine logarithmische Verdünnungsreihe (0,001-300 µmol/L) 

erstellt, wobei es in maximal vier verschiedene Konzentrationen pro Versuch in 

aufsteigender Reihenfolge in die Extrazellularlösung appliziert wurde. In den LQT-

Modellen wurde Bupivacain in einer Konzentration von 3 µmol/L eingewaschen. 

 

3.4.3.2 Pharmakologische Induktion von LQT1, LQT2 und LQT3 

 

In geeigneten Zellen wurde ein LQT1-, LQT2- oder LQT3-ähnlicher Zustand 

jeweils durch pharmakologische Interaktion mit dem betreffenden Ionenkanal induziert. 

Zur Induktion von IKs-defizienten, LQT1-ähnlichen Zellen wurde eine selektive IKs-

Blockade mittels Chromanol 293B (10 µmol/L) durchgeführt (Bosch et al. 1998, 

Schwoerer et al. 2010). IKr-defiziente, LQT2-ähnliche Zellen wurden mit dem 

selektiven IKr-Inhibitor E4031 (10 µmol/L) induziert (Sanguinetti und Jurkiewicz 1990, 

Sanguinetti et al. 1991, Schwoerer et al. 2010). Veratridin (0,5 µmol/L) verhindert die 

Inaktivierung von INa und wurde zur Induktion von LQT3-ähnlichen Zellen verwendet 

(Gerhardy et al. 1998, Hiraoka et al. 1992, Milberg et al. 2005a, Ulbricht 1998). Zur 

Herstellung der Stammlösung wurde das wasserlösliche E4031 in destilliertem Wasser 

gelöst; Chromanol 293B und Veratridin hingegen sind nicht wasserlöslich und wurden 

in DMSO (Dimethylsulfoxid) gelöst. Die maximale Badkonzentration von DMSO 

betrug 14 nmol/L, welche in früheren Untersuchungen keinen Effekt auf das AP zeigte.  
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Um den pharmakologisch induzierten Kanaldefekt von dem genetisch 

determinierten LQTS abzugrenzen, werden im Folgenden die Bezeichnungen 

LQT1C293B, LQT2E4031 sowie LQT3Vera verwendet. 

 

3.4.3.3 Versuchsreihen 

 

Wenn im Rahmen eines Patch-Clamp Versuchs unterschiedliche Substanzen 

appliziert wurden, so wurde die nachfolgende Substanz, wie in Tabelle 5 dargestellt, 

immer zusätzlich zu den vorherig applizierten Substanzen dem Zellbad zugeführt. 

Zunächst wurde im Rahmen einer Verdünnungsreihe der Effekt von Bupivacain auf das 

AP untersucht. Die Ergebnisse der Versuche, in denen nativen Zellen 3 µmol/L 

Bupivacain appliziert wurden, gehen dabei im Folgenden nicht nur in das Kapitel „4.1.1 

Verdünnungsreihe“ ein. Sie sind darüber hinaus gesondert in dem Kapitel „4.1.2 

Bupivacain (3 µmol/L)“ dargestellt. Die Ergebnisse der Versuchsreihen, in denen 

zunächst LQT1C293B, LQT2E4031 bzw. LQT3Vera induziert und dann zusätzlich 3 µmol/L 

Bupivacain appliziert wurde, sind in ihrer Darstellung in die Kapitel „4.2.1 Etablierung 

der LQT-Modelle“ und „4.2.2 LQT-ähnliche Zellen – Bupivacain (3 µmol/L)“ aufgeteilt. 
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Tabelle 5: Patch-Clamp Versuchsreihen. Aufgeführt sind die einzelnen Versuchsreihen dieser Arbeit, 
wobei ausgehend von Kontrollmessungen (Kontrolle) verschiedene Lösungen additiv zur vorherigen 
Lösung appliziert wurden. Zu beachten ist, dass 32 Versuche der Verdünnungsreihe, in denen nativen 
Myozyten 3 µmol/L Bupivacain appliziert wurde, im Ergebnisteil zusätzlich gesondert aufgeführt werden. 
n = Anzahl der Versuche. 
 

Versuchsreihe Kontrolle + Lösung 1 + Lösung 2 + Lösung 3 

Verdünnungsreihe 
Native Myozyten 

(n = 67) 

Bupivacain in ansteigenden Konzentrationen 

0,01 – 300 µmol/L  

LQT1C293B 
Native Myozyten 

(n = 33) 

Chromanol  

293B 

(n = 33) 

3 µmol/L 

Bupivacain 

(n = 33) 

 

LQT2E4031 
Native Myozyten 

(n = 18) 

E4031 

(n = 18) 

3 µmol/L 

Bupivacain 

(n = 18) 

 

LQT3Vera 
Native Myozyten 

(n = 16) 

Veratridin 

(n = 16) 

3 µmol/L 

Bupivacain 

(n = 16) 

 

 

 

3.5 Auswertung der Versuche 

 

Aus den über die Steuersoftware („Pulse“, HEKA Electronic, Lambrecht, 

Deutschland) auf der Festplatte des Apple PowerMacintosh 9500/200 gespeicherten 

Daten wurden zunächst jeweils 30 APs ausgesucht, über eine zweite Software („Igor“, 

WaveMetrics, Inc., Lake Oswego, USA) ausgewertet und nach nach „Excel“ („Office 

2007“, Microsoft, USA) überführt. Für die statistische Auswertung sowie graphische 

Abbildungen wurde das Programm „Prism 4.0“ (Graphpad Software, San Diego, USA) 

verwendet. Alle dargestellten Werte entsprechen dabei dem arithmetischen Mittel 

mehrerer Versuche, wobei der Standardfehler vom Mittelwert – im Folgenden SEM 

(„Standard Error of the Mean“) genannt – die Abweichung von diesem angibt. Die 

statistische Signifikanz wurde mit einer stets einfaktoriellen ANOVA („analysis of 

variance“) gefolgt von einem gepaarten Bonferroni Multiple Comparison Test oder 

einem gepaarten t-Test bestimmt. Um das Risiko von Aktionspotentialverlängerungen 

unterschiedlicher Modelle miteinander zu vergleichen, wurde mit einem Chi Quadrat 
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Test auf statistische Signifikanz getestet. Generell ist von einem signifikanten 

Unterschied die Rede, wenn p < 0,05. Graphisch ist dies für die 

Zufallswahrscheinlichkeit wie folgt dargestellt: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; 

*** = p < 0,001. 

 

3.5.1 APD90 

 

Die Länge des APs wurde definiert als die Zeit zwischen Depolarisation und 

90 %-iger Repolarisation abzüglich der Reizstromdauer und wird im Folgenden als 

APD90 bezeichnet. Um der Streuung hinsichtlich der APD gerecht zu werden, wurde 

dabei für jeden Versuch das arithmetische Mittel aus 30 gemessenen APs bestimmt. Die 

APD90 wird im Folgenden entweder als absoluter Messwert in Millisekunden 

angegeben oder prozentual in ein Verhältnis zur Kontrollgruppe gesetzt. 

 

3.5.2 Relative APD90 (rAPD90) und relative Differenz der APD90 (rel. ∆APD90) 

 

Zur besseren Vergleichbarkeit der APD und ihrer Veränderung wird teilweise 

auf eine relative Darstellung zurückgegriffen. Die relative APD90 (rAPD90) berechnet 

sich nach der Formel: 

 

 

 

 

Um den relativen Unterschied hinsichtlich der APD90 durch das Einwaschen 

einer Substanz gegenüber der vorherigen Substanz bzw. Kontrollgruppe auszudrücken, 

wurde die relative Differenz der APD90 bestimmt. Diese ist definiert als Quotient aus 

der Differenz von APD90 nach Badwechsel und vorheriger APD90 auf der einen Seite 

und vorheriger APD90 auf der anderen Seite: 
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Ist die rel.∆APD90 > 0,05, so wird im Folgenden von einer Verlängerung der 

APD90 gesprochen; von einer Verkürzung der APD90 ist die Rede bei einem Wert der 

rel. ∆APD90  von < - 0,05.  Liegt der Wert der rel.∆APD90 dazwischen, so wird kein 

Effekt auf die APD90 angenommen. In den jeweiligen Abbildungen sind diese 

definierten Grenzen durch eine gestrichelte Linie dargestellt. Die Anzahl der Versuche, 

in denen es innerhalb einer Versuchsreihe zu einer Verlängerung der APD90 gekommen 

ist, kann in ein Verhältnis zur Gesamtzahl der Versuche gestellt werden und wird dann 

als relatives Risiko für eine Verlängerung der APD90 bezeichnet.  

 

3.5.3 Temperatur 

 

Die Temperatur eines Versuchs entspricht dem arithmetischen Mittel aus 30 

Messpunkten, die zu dem Zeitpunkt des jeweiligen APs aufgezeichnet wurden. Es 

wurden lediglich solche Versuche ausgewertet, in denen es zwischen allen 

Lösungswechsel maximal zu einer Temperaturschwankung von 0,5° C gekommen ist. 

Die mittlere Temperatur aller Versuche betrug 35,88 ± 0,03° C (n = 429). 

 

3.6 Computergestützte Simulation von ventrikulären Aktionspotentialen 

 

1991 veröffentlichten Luo und Rudy als Weiterentwicklung des Beeler-Reuter 

Modells ein mathematisches Modell zur Simulation von ventrikulären APs des 

Meerschweinchens (Luo und Rudy 1991). Es basiert auf Einzelzell- und 

Einzelkanalmessungen und ist im Laufe der Zeit durch stetige Aktualisierungen zu 

einem dynamischen Computerzellmodell erweitert worden (Luo-Rudy dynamic model, 

LRd), mit dessen Hilfe APs u. a. unter Veränderung der Leitfähigkeit verschiedener 

Ionenkanäle sowie Regulation der intra- bzw. extrazellulären Ionenkonzentration 

simuliert werden können. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Ergebnisse aus Patch-

Clamp Experimenten in eine modifizierte Version des LRd transferiert, um die in Frage 

kommenden Ionenkanalinteraktionen von Bupivacain zu quantifizieren (Schwoerer et 

al. 2010, Siebrands et al. 2006). 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Simulationen wurden mit einer 

Stimulationsfrequenz von 4 Hz durchgeführt. Entsprechend der elektrophysiologischen 

Gegebenheiten des Meerschweinchenherzens wurde der transiente Auswärtsstrom Ito 
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auf Null gesetzt. Unter einer Simulation von 2000 Aktionspotentialzyklen waren die 

letzten 10 Zyklen identisch, so dass im Ergebnisteil hierzu weder Mittelwerte noch 

Standardfehler angegeben sind.  

Um den Effekt von Bupivacain auf das AP in LQT1 und LQT2 zu simulieren, 

wurde für LQT1 eine IKs- bzw. LQT2 eine IKr-Blockade von je 75 % angenommen. 

Hierunter sind Aktionspotentialverlängerungen beschrieben, die sich weitestgehend mit 

denen, die man in herkömmlichen Patch-Clamp Experimenten beobachtet, decken 

(Schwoerer et al. 2010). Eine darüber hinausgehende Inhibition von IKs bzw. IKr 

hingegen führt zu einem Verlust der Repolarisation (Schwoerer et al. 2010) bzw. erlaubt 

keine zusätzliche Simulation mit einer IKr-Blockade durch Bupivacain. 
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4 Ergebnisse 
 

4.1 Der Effekt von Bupivacain auf das Aktionspotential nativer Myozyten 

 

4.1.1 Verdünnungsreihe 

 

Der konzentrationsabhängige Effekt von Bupivacain auf das AP nativer 

Myozyten wurde im Rahmen einer Verdünnungsreihe mit Konzentrationen von 0,01 bis 

300 µmol/L untersucht. Die Anzahl dieser Versuche sowie Mittelwerte ± SEM von 

APD90, Membranpotential und Overshoot sind nachfolgend in Tabelle 6 dargestellt. 

 

 

 

Tabelle 6: Bupivacain Verdünnungsreihe – in vitro Effekt auf die APD90, Membranpotential (Vm) 
und Overshoot. Angegeben sind Mittelwerte ± SEM. n = Anzahl der Versuche, *** p < 0,001 ANOVA 
+ gepaarter Bonferroni Multiple Comparison Test vs. Kontrolle (0 µmol/L, tabellarisch fett aufgeführt). 
 

Bupivacain 

(µmol/L) 
0 0,01 0,03 0,1 0,3 1 3 10 30 100 300 

Anzahl  

(n) 
67 5 5 7 

 

4 

 

 

7 

 

 

32 

 

 

27 

 

 

9 

 

 

11 

 

 

9 

 

APD90 

(ms) 

 

242,7 

±51,2 

 

241,2 

±32,0 

246,5 

±34,6 

242,8 

±24,8 

 

227,6  

±17,8 

 

 

248,8 

±44,2 

 

 

221,2 

±49,8 

 

 

219,9 

±42,3 

 

 

177,3 

±24,8 

(***) 

 

 

165,7 

±27,3 

(***) 

 

 

146,1 

±26,1 

(***) 

 

Vm 

(mV) 

 

-84,7 

±7,0 

 

-84,3 

±5,6 

-83,9 

±6,1 

-83,8 

±5,1 

 

-85,5 

±4,0 

 

 

-81,9 

±5,1 

 

 

-87,7 

±10,3 

 

 

-82,3 

±4,0 

 

 

-80,9 

±4,0 

 

 

-82,6 

±3,3 

 

 

-80,8 

±3,7 

 

Over- 

shoot 

(mV) 

 

51,7 

±14,9 

 

48,8 

±6,8 

49,8 

±6,7 

50,7 

±5,5 

 

49,3 

±4,6 

 

 

59,2 

±14,5 

 

 

46,8 

±12,5 

 

 

52,6 

±10,4 

 

 

55,0 

±14,8 

 

 

43,0 

±14,2 

 

 

20,3  

±10,0 

(***) 
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4.1.1.1 Membranpotential und Overshoot 

 

In Tabelle 6 sind die Mittelwerte ± SEM von Membranpotential und Overshoot 

angegeben. Ausgehend von einem Wert von -84,7 ± 7,0 mV (Kontrolle) hatte 

Bupivacain in allen gemessenen Konzentrationen keinen Einfluss auf das 

Ruhemembranpotential (Vm) der Zelle. Der Overshoot betrug unter 

Kontrollbedingungen 51,7 ± 14,9 mV. Er wurde erst durch die Konzentration von 

300 µmol/L signifikant auf 20,3 ± 10,0 mV reduziert (n = 9, p < 0,001). In allen übrigen 

Konzentrationen zeigte Bupivacain keinen signifikanten Effekt auf den Overshoot.  

 

4.1.1.2 APD90 und rAPD90 

 

In Abbildung 11 A und B sind repräsentative APs vor (Kontrolle) und nach 

Applikation von Bupivacain (1-30 µmol/L) dargestellt. Tabelle 6 und Abbildung 11 C 

zeigen Mittelwerte ± SEM aller Versuche der Verdünnungsreihe. Bupivacain führte 

insgesamt zu einer konzentrationsabhängigen Verkürzung der APD90 mit einer 

signifikanten Reduktion der APD90 ab einer Konzentration von 30 µmol/L. Dieser 

Effekt ist Ausdruck einer Blockade depolarisierender Ströme durch Bupivacain. 

Entgegen dieser klaren, konzentrationsabhängigen Verkürzung der APD90 zeigte 

Bupivacain allerdings insbesondere bei einer Konzentration von 3 und 10 µmol/L einen 

heterogenen Effekt mit sowohl Verkürzungen als auch Verlängerungen der APD90 

(Abbildung 11 D). Da gerade Repolarisationsverzögerungen hinsichtlich der Entstehung 

von Arrhythmien von Interesse sind (Antzelevitch und Sicouri 1994) und eine 

Bupivacain-Plasmakonzentration von 3 µmol/L im Rahmen einer 

Lokalanästhetikaintoxikation vorstellbar ist (Butterworth 2010, Colley und Heavner 

1981, Davis und de Jong 1982, Favier et al. 2003), wird im Folgenden daher auf diese 

Konzentration näher eingegangen. 
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Abbildung 11: In vitro Effekt von Bupivacain auf die APD90 nativer Zellen. A und B, repräsentative 
APs vor (Kontrolle, rot) und nach (1-30 µmol/L, schwarz/gestrichelt) Applikation von Bupivacain in 
Konzentrationen von 1, 3, 10 und 30 µmol/L. Zur Verdeutlichung ist jeweils ein durchschnittliches AP 
aus 30 konsekutiven APs dargestellt, Vm = Membranpotential. C, durchschnittliche APD90 ± SEM 
nativer Zellen (rot) sowie nach (schwarz) Applikation von Bupivacain in einer Verdünnungsreihe mit 
Konzentrationen von 0,01 bis 300 µmol/L. Zahlenwerte in Säulen = Anzahl (n) der Versuche, 
*** p < 0,001 ANOVA + gepaarter Bonferroni Multiple Comparison Test vs. Kontrolle. D, Relation der 
APD90 nach Applikation von Bupivacain in Konzentrationen von 0,01 bis 300 µmol/L und der jeweiligen 
Kontroll-APD90 mit Mittelwert ± SEM; jeder Punkt repräsentiert einen Einzelversuch.  
 

 

4.1.2 Bupivacain (3 µmol/L) 

 

In der Abbildung 12 A und B sind repräsentative APs vor (Kontrolle) und nach  

Applikation von 3 µmol/L Bupivacain (Bupi) dargestellt. Wie in 4.1.1.2 beschrieben 

hatte Bupivacain in diesem Konzentrationsbereich einen heterogenen Effekt und führte 

sowohl zu Verkürzungen als auch Verlängerungen der APD90. Abbildung 12 C zeigt 

den Mittelwert ± SEM der APD90 nativer Zellen (Kontrolle) und nach Applikation von 

3 µmol/L Bupivacain (Bupi). Ausgehend von einer mittleren APD90 von 

243,5 ± 10,6 ms (Kontrolle) verkürzte sich die APD90 nach Applikation von 

Bupivacain auf 221,2 ± 8,8 ms (Bupi) signifikant um 22,3 ± 1,5 ms (~ 9 %) (n = 32, 

p < 0,001). 
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Abbildung 12 D stellt die relative Differenz der APD90 durch Bupivacain für 

jeden Einzelversuch dar. Dabei wird – wie im Folgenden dieser Arbeit auch – zwischen 

Versuchen, in denen die getestete Substanz zu einer relativen Zunahme der APD90 um 

mehr als 5 % (Verlängerung der APD90), zu einer relativen Abnahme der APD90 um 

mehr als 5 % (Verkürzung der APD90) und zu einer dazwischen liegenden relativen 

Veränderung der APD90 (kein Effekt auf die APD90) führt, unterschieden (siehe 3.5.2). 

3 µmol/L Bupivacain führten in 2/32 Zellen zu einer Verlängerung der APD90 und in 

22/32 Zellen zu einer Verkürzung der APD90. In 8/32 Zellen zeigte die Substanz keinen 

Effekt auf die APD90. Verlängerte Bupivacain die APD90, so betrug die Verlängerung 

25,9 ± 7,7 ms (~11 %), verkürzte Bupivacain die APD90, so ergab sich eine 

Verkürzung von 33,8 ± 3,7 ms (~ 13 %). Das Risiko für eine Verlängerung der APD90 

durch 3 µmol/L Bupivacain in nativen Myozyten lag somit bei 0,063 (~ 6 %).  

 

 

 

 
Abbildung 12: Heterogener in vitro Effekt von 3 µmol/L Bupivacain auf  das Aktionspotential 
nativer Zellen. A und B, repräsentative APs je einer nativen Zelle vor (Kontrolle, rot) und nach (Bupi, 
schwarz/gestrichelt) Applikation von 3 µmol/L Bupivacain. Zur Verdeutlichung ist jeweils ein 
durchschnittliches AP aus 30 konsekutiven APs dargestellt, Vm = Membranpotential. C, mittlere APD90 
± SEM aller Versuche. Zahlenwert in Säulen = Anzahl (n) der Versuche, *** p < 0,001 gepaarter t-Test. 
D, relative Differenz der APD90 in Prozent zwischen Bupivacain und Kontrolle. Jeder Balken 
repräsentiert einen Einzelversuch. Die gestrichelten Linien definieren die Grenzen zu Verlängerung 
(+5 %) und Verkürzung (-5 %) der APD90.  
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4.2 Der Effekt von Bupivacain auf das Aktionspotential LQT-ähnlicher Myozyten 

 

In Tabelle 7 sind Mittelwerte ± SEM der APD90 sowie die Anzahl der Versuche 

der Versuchsreihen mit LQT-ähnlichen Myozyten zusammengefasst. Dabei wurde 

zunächst LQT1C293B, LQT2E4031 bzw. LQT3Vera durch Applikation von Chromanol 

293B, E4031 bzw. Veratridin induziert und im weiteren Verlauf zusätzlich 3 µmol/L 

Bupivacain appliziert.  

 

 

 

Tabelle 7: Mittlere APD90 der Versuchsreihen mit LQT-ähnlichen Myozyten. Dargestellt sind die 
Mittelwerte und Standardfehler (SEM) sowie die Anzahl der Versuche (n) für die Versuchreihen 
LQT1C293B, LQT2E4031 und LQT3Vera. Ausgehend von der APD90 nativer Myozyten (Kontrolle) wurde die 
APD90 nach Induktion des jeweiligen LQT-Modells mit 10 µmol/L Chromanol 293B (C293B), 
10 µmol/L E4031 (E4031) bzw. 0,5 µmol/L Veratridin (Vera) sowie nach zusätzlicher Applikation von 
3 µmol/L Bupivacain (C293B/E4031/Vera + Bupi) bestimmt. 
 

LQT1C293B Kontrolle C293B C293B + Bupi 

APD90 ± SEM (ms) 

Anzahl (n) 

268,5 ± 6,9 

n = 33 

324,1 ± 8,4 

n = 33 

315,5 ± 10,0 

n = 33 

LQT2E4031 Kontrolle E4031 E4031 + Bupi 

APD90 ± SEM (ms) 

Anzahl (n) 

235,5 ± 10,4 

n = 18 

295,2 ± 18,1 

n = 18 

272,4 ± 14,1 

n = 18 

LQT3Vera Kontrolle Vera Vera + Bupi 

APD90 ± SEM (ms) 

Anzahl (n) 

264,8 ± 7,5 

n = 16 

492,8 ± 33,1 

n = 16 

358,5 ± 22,4 

n = 16 

 

 

4.2.1 Etablierung der LQT-Modelle 

 

Ein LQT-ähnlicher Zustand der Zelle wurde pharmakologisch induziert. Im 

Folgenden werden die Bezeichnungen LQT1C293B, LQT2E4031 und LQT3Vera für die 

einzelnen Zellmodelle verwendet (siehe 3.4.3.2). 
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4.2.1.1 LQT1C293B 

 

Ein LQT1-ähnlicher Zustand wurde mit dem hierfür etablierten selektiven IKs-

Inhibitor Chromanol 293B induziert (Bosch et al. 1998, Schwoerer et al. 2010). 

Abbildung 13 A stellt ein repräsentatives AP vor (Kontrolle) und nach (C293B) 

Applikation von 10 µmol/L Chromanol 293B dar. Abbildung 13 B zeigt den Mittelwert 

± SEM der APD90 nativer Zellen (Kontrolle) und nach Applikation von 10 µmol/L 

Chromanol 293B (C293B). Ausgehend von einer mittleren APD90 von 268,5 ± 6,9 ms 

(Kontrolle) verlängerte sich die APD90 nach Applikation von Chromanol 293B 

signifikant um 55,6 ± 5,7 ms auf 324,1 ± 8,4 ms (C293B) (n = 33, p < 0,001). Dies 

entspricht einer relativen Verlängerung der APD90 von ~ 21 %. In allen Versuchen kam 

es zu einer Verlängerung der APD90.  

 

 

 

 
Abbildung 13: In vitro Effekt von Chromanol 293B auf das Aktionspotential nativer Zellen. A, 
repräsentatives AP vor (Kontrolle, rot) sowie nach (C293B, blau/gestrichelt) Applikation von 10 µmol/L 
Chromanol 293B. Zur Verdeutlichung ist jeweils ein durchschnittliches AP aus 30 konsekutiven APs 
dargestellt; Vm = Membranpotential. B, durchschnittliche APD90 ± SEM aller Versuche. Zahlenwerte in 
Säulen = Anzahl (n) der Versuche, *** p < 0,001 ANOVA + gepaarter Bonferroni Multiple Comparison 
Test. 
 
 

4.2.1.2 LQT2E4031 

 

Ein LQT2-ähnlicher Zustand wurde mit dem hierfür etablierten selektiven IKr-

Inhibitor E4031 induziert (Sanguinetti und Jurkiewicz 1990, Sanguinetti et al. 1991, 

Schwoerer et al. 2010). Abbildung 14 A stellt ein repräsentatives AP vor (Kontrolle) 

sowie nach (E4031) Applikation von 10 µmol/L E4031 dar. Abbildung 14 B zeigt den 
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Mittelwert ± SEM der APD90 nativer Zellen (Kontrolle) und nach Applikation von 

10 µmol/L E4031 (E4031). Ausgehend von einer mittleren APD90 von 235,5 ± 10,4 ms 

(Kontrolle) verlängerte sich die APD90 nach Applikation von E4031 signifikant um 

59,7 ± 16,5 ms auf 295,2 ± 18,1 ms (E4031) (n = 18, p < 0,05). Dies entspricht einer 

relativen Verlängerung der APD90 von ~ 25 %. In allen Versuchen kam es zu einer 

Verlängerung der APD90. 

 

 

 

 

 

Abbildung 14: In vitro Effekt von E4031 auf das Aktionspotential nativer Zellen. A, repräsentatives 
AP vor (Kontrolle, rot) sowie nach (E4031, grün/gestrichelt) Applikation von 10 µmol/L E4031. Zur 
Verdeutlichung ist jeweils ein durchschnittliches AP aus 30 konsekutiven APs dargestellt; Vm = 
Membranpotential.  B, durchschnittliche APD90 ± SEM aller Versuche. Zahlenwerte in Säulen = Anzahl 
(n) der Versuche, * p < 0,05 ANOVA + gepaarter Bonferroni Multiple Comparison Test. 
 

 

4.2.1.3 LQT3Vera 

 

Ein LQT3-ähnlicher Zustand wurde mit Veratridin, welches die Na+-

Kanalinaktivierung verhindert (Gerhardy et al. 1998, Hiraoka et al. 1992, Milberg et al. 

2005a, Ulbricht 1998), induziert. Abbildung 15 A zeigt ein repräsentatives AP vor 

(Kontrolle) und nach (Vera) Applikation von 0,5 µmol/L Veratridin. Abbildung 15 B 

zeigt den Mittelwert ± SEM der APD90 nativer Zellen (Kontrolle) und nach 

Applikation von 0,5 µmol/L Veratridin (Vera). Ausgehend von einer mittleren APD90 

von 264,8 ± 7,5 ms (Kontrolle) verlängerte sich die APD90 nach Applikation von 

Veratridin signifikant um 228,0 ± 32,7 ms auf 492,8 ± 33,1 ms (Vera) (n = 16, 
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p < 0,001). Dies entspricht einer relativen Verlängerung der APD90 von ~ 86 %. In 

allen Versuchen kam es zu einer Verlängerung der APD90. 

 

 

 

 

 

Abbildung 15: In vitro Effekt von Veratridin auf das Aktionspotential nativer Zellen. A, 
repräsentatives AP vor (Kontrolle, rot) sowie nach (Vera, braun/gestrichelt) Applikation von 0,5 µmol/L 
Veratridin. Zur Verdeutlichung ist jeweils ein durchschnittliches AP aus 30 konsekutiven APs dargestellt; 
Vm = Membranpotential. B,  durchschnittliche APD90 ± SEM aller Versuche. Zahlenwerte in Säulen = 
Anzahl (n) der Versuche, *** p < 0,001 ANOVA + gepaarter Bonferroni Multiple Comparison Test. 
 

 

4.2.2 LQT-ähnliche Zellen – Bupivacain (3 µmol/L) 

 

In nativen Myozyten führte Bupivacain in einer Konzentration von 3 µmol/L 

sowohl zu Verkürzungen als auch Verlängerungen der APD90. Vor dem Hintergrund, 

dass Repolarisationsverzögerungen für die Entstehung von Arrhythmien von Interesse 

und im Rahmen einer Intoxikation mit Bupivacain Plasmakonzentrationen von 

3 µmol/L vorstellbar sind (siehe 4.1.1.2), wurde daher Bupivacain in einer 

Konzentration von 3 µmol/L in den LQT-Modellen verwendet. 

 

4.2.2.1 LQT1C293B – Bupivacain (3 µmol/L) 

 

In der Abbildung 16 A und B sind repräsentative APs nach Induktion von 

LQT1C293B (C293B) sowie nach zusätzlicher Applikation von 3 µmol/L Bupivacain 

(C293B + Bupi) dargestellt. Ausgehend von einer Verlängerung des APs durch 

Chromanol 293B gegenüber Kontrollmyozyten (siehe 4.2.1.1) führte die zusätzliche 
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Gabe von Bupivacain sowohl zu Aktionspotentialverkürzungen als auch 

-verlängerungen. Im Mittel hatte Bupivacain jedoch, wie in Abbildung 16 C gezeigt, 

keinen Effekt auf die APD90. So betrug die mittlere APD90 nach Applikation von 

Bupivacain 315,5 ± 10,0 ms (C293B + Bupi) und war damit weitestgehend unverändert 

im Vergleich zum Ausgangswert von 324,1 ± 8,4 ms (C293B). Diese nur leichte 

Veränderung der APD90 ist Ausdruck einer in LQT1C293B erhöhten Varianz des Effekts 

von Bupivacain auf die APD90 mit Verkürzungen der APD90 bis ~ 100 ms und 

Verlängerungen der APD90 bis ~ 50 ms.    

Die relative Differenz zwischen der APD90 LQT1-ähnlicher Zellen nach 

zusätzlicher Applikation von Bupivacain und der APD90 LQT1-ähnlicher Zellen allein 

ist für jeden Einzelversuch in Abbildung 16 D dargestellt. Nach Applikation von 

Bupivacain ergab sich in 16/33 Versuchen eine Verkürzung sowie in 8/33 Versuchen 

eine Verlängerung der APD90. In 9/33 Versuchen hatte die Substanz keinen Effekt auf 

die APD90. Kam es zu einer Verkürzung der APD90, so betrug diese im Mittel 

33,3 ± 4,6 ms (~ 11 %); verlängerte Bupivacain die APD90, so betrug die mittlere 

Verlängerung 29,8 ± 4,8 ms (~ 9 %). Das Risiko für eine Verlängerung der APD90 

durch 3 µmol/L Bupivacain in LQT1C293B lag somit bei 0,24 (~ 24 %). 
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Abbildung 16: Heterogener in vitro Effekt von Bupivacain in LQT1C293B. A und B, repräsentative APs 
nach Induktion von LQT1C293B (C293B, blau) mit 10 µmol/L Chromanol 293B sowie nach zusätzlicher 
Applikation von 3 µmol/L Bupivacain (C293B + Bupi, schwarz/gestrichelt). Zur Verdeutlichung ist 
jeweils ein durchschnittliches AP aus 30 konsekutiven APs dargestellt, Vm = Membranpotential. C, 
mittlere APD90 ± SEM aller Versuche. Zahlenwert in Säulen = Anzahl (n) der Versuche. D, relative 
Differenz der APD90 in Prozent zwischen C293B + Bupi und C293B. Jeder Balken repräsentiert einen 
Einzelversuch. Die gestrichelten Linien definieren die Grenzen zu Verlängerung (+5 %) und Verkürzung 
(-5 %) der APD90. 
 

4.2.2.2 LQT2E4031 – Bupivacain (3 µmol/L) 

 

In Abbildung 17 A ist ein repräsentatives AP nach Induktion von LQT2E4031 

(E4031) und nach zusätzlicher Applikation von 3 µmol/L Bupivacain (E4031 + Bupi) 

dargestellt. Ausgehend von einer Verlängerung des APs durch E4031 gegenüber 

Kontrollmyozyten (siehe 4.2.1.2) führte die zusätzliche Gabe von Bupivacain 

tendenziell zu einer Verkürzung des APs. Die mittlere APD90 LQT2-ähnlicher Zellen 

verringerte sich dabei durch die Gabe von Bupivacain, wie in Abbildung 17 B gezeigt, 

von 295,2 ± 18,1 ms (E4031) um 22,7 ± 6,0 ms auf 272,4 ± 14,1 ms (E4031 + Bupi). 

Dies entspricht einer tendenzielle Verkürzung der APD90 um ~ 8 % (n = 18, p > 0,05). 

Gegenüber LQT1C293B ist die Varianz des Effekts von Bupivacain auf die APD90 der 

einzelnen Zelle mit Verkürzungen der APD90 bis ~ 100ms und Verlängerungen der 

APD90 bis lediglich ~ 13 ms deutlich geringer.  
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Die relative Differenz zwischen der APD90 LQT2-ähnlicher Zellen nach 

zusätzlicher Applikation von Bupivacain und der APD90 LQT2-ähnlicher Zellen allein 

ist für jeden Einzelversuch in Abbildung 17 C dargestellt. Nach Applikation von 

Bupivacain ergab sich in  9/18 Versuche eine Verkürzung der APD90 und in 1/18 

Versuchen eine Verlängerung der APD90. In 8/18 Versuchen hatte die Substanz keinen 

Effekt auf die APD90. Kam es zu einer Verkürzung der APD90, so betrug diese im 

Mittel 40,9 ± 7,8 ms (~ 13 %); die Verlängerung der APD90 betrug 13,5 ms (~ 6 %). 

Das Risiko für eine Verlängerung der APD90 durch 3 µmol/L Bupivacain in LQT2E4031 

lag somit bei 0,056 (~ 6 %). 

 

 

 

 
Abbildung 17: In vitro Effekt von Bupivacain in LQT2E4031. A, repräsentatives AP nach Induktion von 
LQT2E4031 (CE4031, grün) mit 10 µmol/L E4031 sowie nach zusätzlicher Applikation von 3 µmol/L 
Bupivacain (E4031 + Bupi, schwarz/gestrichelt). Zur Verdeutlichung ist jeweils ein durchschnittliches 
AP aus 30 konsekutiven APs dargestellt, Vm = Membranpotential. B, mittlere APD90 ± SEM aller 
Versuche. Zahlenwert in Säulen = Anzahl (n) der Versuche. C, relative Differenz der APD90 in Prozent 
zwischen E4031 + Bupi und E4031. Jeder Balken repräsentiert einen Einzelversuch. Die gestrichelten 
Linien definieren die Grenzen zu Verlängerung (+5 %) und Verkürzung (-5 %) der APD90. 
 
 



 

 56 

4.2.2.3 LQT3Vera – Bupivacain (3 µmol/L) 

 

In Abbildung 18 A ist ein repräsentatives AP nach Induktion von LQT3Vera 

(Vera) und nach zusätzlicher Applikation von 3 µmol/L Bupivacain (Vera + Bupi) 

dargestellt. Ausgehend von einer Verlängerung des APs durch Veratridin gegenüber 

Kontrollmyozyten (siehe 4.2.1.3) führte die zusätzliche Gabe von Bupivacain zu einer 

Verkürzung des APs. Die mittlere APD90 LQT3-ähnlicher Zellen verringerte sich dabei 

durch die Gabe von Bupivacain, wie in Abbildung 18 B gezeigt, signifikant von 

492,8 ± 33,1 ms (Vera) um 134,3 ± 13,7 ms auf 358,5 ± 22,4 ms (Vera + Bupi) (n = 16, 

p < 0,001). Dies entspricht einer Verkürzung der APD90 von ~ 27 %. 

Die relative Differenz zwischen der APD90 LQT3-ähnlicher Zellen nach 

zusätzlicher Applikation von Bupivacain und der APD90 LQT3-ähnlicher Zellen allein 

ist für jeden Einzelversuch in Abbildung 18 C dargestellt. Bupivacain führte in allen 

Versuchen zu einer Verkürzung der APD90. Das Risiko für eine Verlängerung der 

APD90 durch 3 µmol/L Bupivacain in LQT3Vera lag somit bei 0 (0 %). 
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Abbildung 18: In vitro Effekt von Bupivacain in LQT3Vera. A, repräsentatives AP nach Induktion von 
LQT3Vera (Vera, braun) mit 0,5 µmol/L Veratridin sowie nach zusätzlicher Applikation von 3 µmol/L 
Bupivacain (Vera + Bupi, schwarz/gestrichelt). Zur Verdeutlichung ist jeweils ein durchschnittliches AP 
aus 30 konsekutiven APs dargestellt, Vm = Membranpotential. B, mittlere APD90 ± SEM aller Versuche. 
Zahlenwert in Säulen = Anzahl (n) der Versuche, *** p < 0,001 ANOVA + gepaarter Bonferroni Multiple 
Comparison Test. C, relative Differenz der APD90 in Prozent zwischen Vera + Bupi und Vera. Jeder 
Balken repräsentiert einen Einzelversuch. Die gestrichelten Linien definieren die Grenzen zu 
Verlängerung (+5 %) und Verkürzung (-5 %) der APD90.  
 
 

4.3 Verlängerungen der APD90 –  ein Risikovergleich 

 

Bupivacain führte in den einzelnen Zellmodellen (native Myozyten, LQT1C293B, 

LQT2E4031 und LQT3Vera) zu Veränderungen der Aktionspotentialdauer 

unterschiedlichen Ausmaßes. Dabei war die Varianz der individuellen Veränderung der 

APD90 durch Bupivacain in LQT1C293B (σ² = 890,7 ms) höher als in nativen Myozyten 

(σ² = 536,0 ms). Dies ist u. a. Ausdruck einer erhöhten Inzidenz von Verlängerungen 

der APD90 in LQT1C293B (Abbildung 19). So war das Risiko für Verlängerungen der 

APD90 durch Bupivacain in LQT1C293B (C293B + Bupi) mit ~ 24 % um den Faktor 3,9 

häufiger als in nativen Myozyten (Kontrolle + Bupi) (p < 0,05). Mit einem Risiko von 

~ 5 % bzw. 0 % in LQT2E4031 (E4031 + Bupi) bzw. LQT3Vera (Vera + Bupi) hingegen 

waren Verlängerungen der APD90 in den übrigen LQT-Modellen nicht häufiger als 

unter Kontrollbedingungen.  
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Abbildung 19: Häufigkeit von Verlängerungen der APD90 durch Bupivacain in nativen Myozyten 
und in LQT1 C293B, LQT2E4031 und LQT3Vera. Aktionspotentialveränderungen (schwarz = Verkürzung 
der APD90 oder kein Effekt; rot = Verlängerung der APD90 > 5 %) beziehen sich auf die APD90 nach 
Applikation von 3 µmol/L Bupivacain (+ Bupi) gegenüber Kontrollmyozyten (Kontrolle) oder nach 
Induktion von LQT1C293B (C293B), LQT2E4031 (E4031) oder LQT3Vera (Vera). Zahlenwert in Säulen = 
Anzahl (n) der Versuche; * p < 0,05 Chi Quadrat Test vs. Kontrolle + Bupi. 
 

 

4.4 Computergestützte Simulationen des ventrikulären Aktionspotentials 

 

In den Patch-Clamp Experimenten konnte gezeigt werden, dass Bupivacain die 

APD destabilisiert und insbesondere in LQT1-ähnlichen Myozyten zu einer erhöhten 

Inzidenz von Verlängerungen der APD90 führt. Um den unterschiedlichen Effekt von 

Bupivacain in nativen, LQT1-ähnlichen bzw. LQT2-ähnlichen Myozyten zu verstehen 

und die hierfür zu Grunde liegenden Kanalinteraktionen von Bupivacain, insbesondere 

die IKr-Blockade, zu quantifizieren, wurden daher computergestützte Simulationen von 

APs mit Hilfe des LRd durchgeführt. Zunächst wurden dabei APs simuliert, um 

denkbare Kombinationen der Ionenkanalblockade aufzudecken, die – wie Bupivacain in 

nativen Myozyten zeigte – einerseits zu einer Verkürzung und andererseits zu einer 

Verlängerung der APD90 führen. Diese Werte wurden dann in ein IKs- (LQT1) bzw. IKr-

defizientes (LQT2) Modell überführt, wobei für LQT1 eine IKs- bzw. LQT2 eine IKr-

Blockade von je 75 % angenommen wurde. 
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4.4.1 LRd – native Myozyten 

 

Vor dem Hintergrund, dass Bupivacain in nativen Myozyten vorwiegend zu einer 

Aktionspotentialverkürzung führte, und in Kenntnis seiner Interaktion mit 

depolarisierenden Strömen, wurde zunächst lediglich eine INa- und ICa,L-Blockade durch 

die Substanz angenommen. Hierunter zeigte sich im LRd eine mit ansteigender 

Blockade zunehmende Verkürzung der APD. Eine mit den Ergebnissen aus den in vitro 

Experimenten vergleichbare Verkürzung der APD90 fand sich bei einer INa- bzw. ICa,L-

Blockade von 55 bzw. 50 %. Wie in Abbildung 20 dargestellt, verkürzte sich unter 

dieser Kombination der Na+- bzw. Ca2+-Kanalblockade die APD90 von 147,4 ms 

(Kontrolle) um 9,6 ms (~ 7 %) auf 137,8 ms (INa/ICa,L-Block). Dieser Wert ist 

vergleichbar mit der mittleren Verkürzung der APD90 durch 3 µmol/L aus den Patch-

Clamp Experimenten (~ 9 %) und auch die Höhe der INa- und ICa,L-Blockade ist durch 

Bupivacain in diesem Konzentrationsbereich vorstellbar (Mio et al. 2004, Nau et al. 

2000, Szabo et al. 2008, Zapata-Sudo et al. 2001). Darüber hinaus legt die 

kontinuierliche Verkürzung der APD bei steigender INa- und ICa,L-Blockade nahe, dass 

der in den Patch-Clamp Experimenten beobachtete heterogene Effekt mit sowohl 

Aktionspotentialverkürzungen als auch -verlängerungen nicht über eine Blockade dieser 

Stromkomponenten vermittelt sein kann. Daher wurde im weiteren Verlauf die o. g. 

Kombination einer INa- und ICa,L-Blockade verwendet und eine zusätzliche, zunehmende 

IKr-Blockade simuliert. Abbildung 21 A zeigt die kontinuierliche Verlängerung der 

APD90 mit zunehmender IKr-Blockade. Ab einer IKr-Blockade von 60 % kam es dabei 

zu einer Verlängerung der APD90 gegenüber dem Kontrollwert. Unter dieser 

zusätzlichen IKr-Blockade von 60 % verlängerte sich, wie in Abbildung 21 B dargestellt, 

die APD90 von 147,4 ms (Kontrolle) um 10,7 ms (~ 7 %) auf 158,1 ms (INa/ICa,L/IKr-

Block).  
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Abbildung 20: Computergestützte Simulation von ventrikulären Aktionspotentialen – Verkürzung 
der APD90 durch Bupivacain in nativen Myozyten. APs und APD90 nativer Myozyten (Kontrolle, rot) 
sowie unter Annahme einer INa- und ICa,L-Blockade von 55 bzw. 50 % durch Bupivacain (INa/ICa,L-Block, 
schwarz). Vm = Membranpotential. 
 

 

 

 
Abbildung 21: Computergestützte Simulation von ventrikulären Aktionspotentialen – Simulation 
einer zunehmenden IKr -Blockade durch Bupivacain in nativen Myozyten. A, APD90 nativer Zellen 
(Kontrolle, rot) sowie unter Annahme einer INa- und ICa,L-Blockade von 55 bzw. 50 % (INa/ICa,L-Block, 
schwarz) und zusätzlicher, zunehmender IKr-Blockade (10-100%, schwarz) durch Bupivacain. Ab einer 
IKr-Blockade von 60 % (Pfeil) kam es zu einer Verlängerung der APD90 gegenüber der Kontrolle 
(schwarze, durchgezogene Linie). Die gestrichelten Linien definieren die Grenzen zu Verlängerung 
(+5 %) und Verkürzung (-5 %) der APD90. B, APs und APD90 nativer Zellen (Kontrolle, rot) sowie 
unter Annahme einer INa-, ICa,L- sowie IKr-Blockade von 55, 50 bzw. 60 % durch Bupivacain (INa/ICa,L/IKr-
Block, schwarz). Vm = Membranpotential. 
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4.4.2 LRd – LQT1 

 

Der simulierte Effekt von Bupivacain auf die APD90 in LQT1 ohne zusätzliche 

IKr-Blockade ist in Abbildung 22 dargestellt. Ausgehend von einer APD90 von 

147,4 ms nativer Zellen (Kontrolle) kam es durch eine IKs-Blockade von 75 % zu einer 

Verlängerung der APD90 um 51,4 ms (~ 35 %) auf 198,8 ms (LQT1) und bei 

zusätzlicher INa- bzw. ICa,L-Blockade von 55 bzw. 50 % weiterhin zu einer Verkürzung 

der APD90 auf 175,7 ms (LQT1 + INa/ICa,L-Block). Dies entspricht einer Verkürzung 

der APD90 um 23,1 ms (~ 12 %) gegenüber LQT1. Auch in diesem Modell wurde eine 

zusätzliche IKr-Blockade durch Bupivacain simuliert. Abbildung 23 A zeigt, dass es 

dabei gegenüber LQT1 bereits ab einer IKr-Blockade von 40 % zu einer Verlängerung 

der APD90 kam. Wie in Abbildung 23 B dargestellt, führte ausgehend von der oben 

beschriebenen Verlängerung der APD90 durch eine IKs-Blockade von 75 % auf 

198,8 ms (LQT1) eine gleichzeitige INa-, ICa,L- bzw. IKr-Blockade von 55, 50 bzw. 40 % 

zu einer weiteren Verlängerung der APD90 um 17,1 ms (~ 9 %) auf 215,9 ms (LQT1 + 

INa/ICa,L/IKr-Block). Darüber hinausgehende Blockaden von IKr hingegen führten zu 

einem Verlust der Repolarisation. 

 

 

 

 
Abbildung 22: Computergestützte Simulation von ventrikulären Aktionspotentialen mit dem Luo-
Rudy dynamic model (LRd) - Verkürzung der APD90 durch Bupivacain in LQT1. APs und APD90 
nativer Myozyten (Kontrolle, rot), unter einer IKs-Blockade von 75 % (LQT1, blau) sowie unter Annahme 
einer zusätzlichen INa- und ICa,L-Blockade von 55 bzw. 50 % (LQT1 + INa/ICa,L-Block, schwarz) durch 
Bupivacain. Vm = Membranpotential. 
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Abbildung 23: Computergestützte Simulation von ventrikulären Aktionspotentialen mit dem Luo-
Rudy dynamic model (LRd) - Simulation einer zunehmenden IKr -Blockade durch Bupivacain in 
LQT1. A, APD90 unter einer IKs-Blockade von 75 % (LQT1, blau) sowie unter Annahme einer 
zusätzlichen INa- und ICa,L-Blockade von 55 bzw. 50 % (INa/ICa,L-Block, schwarz) und zusätzlicher, 
zunehmender IKr-Blockade (10-100%, schwarz) durch Bupivacain. Ab einer IKr-Blockade von 40 % 
(Pfeil) kam es zu einer Verlängerung der APD90 gegenüber LQT1 (schwarze durchgezogene Linie). Eine 
weitere IKr-Blockade führte zu einem Verlust der Repolarisation. Die gestrichelten Linien definieren die 
Grenzen zu Verlängerung (+5 %) und Verkürzung (-5 %) der APD90. B, APs und APD90 nativer Zellen 
(Kontrolle, rot), unter einer IKs-Blockade von 75 % (LQT1, blau) sowie unter einer zusätzlichen INa-, ICa,L- 
sowie IKr-Blockade von 55, 50 bzw. 60 % durch Bupivacain (INa/ICa,L/IKr-Block, schwarz). Vm = 
Membranpotential. 
 

 

4.4.3 LRd – LQT2 

 

Der simulierte Effekt von Bupivacain auf die APD90 in LQT2 ohne zusätzliche 

IKr-Blockade ist in Abbildung 24 dargestellt. Ausgehend von einer APD90 von 

147,4 ms nativer Zellen (Kontrolle) kam es durch eine IKr-Blockade von 75 % zu einer 

Verlängerung der APD90 um 24,8 ms (~ 17 %) auf 172,2 ms (LQT2) und bei 

zusätzlicher INa- bzw. ICa,L-Blockade von 55 bzw. 50 % weiterhin zu einer Verkürzung 

der APD90 auf 164,61 ms (LQT2 + INa/ICa,L-Block). Dies entspricht einer Verkürzung 

der APD90 um 7,5 ms (~ 5 %) gegenüber LQT2. Auch in diesem Modell wurde eine 
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zusätzliche IKr-Blockade durch Bupivacain simuliert. Abbildung 25 A zeigt, dass hierbei 

selbst bei Simulation einer maximalen IKr-Blockade gegenüber LQT2 keine 

Verlängerung der APD90 induzierbar war. Der Effekt einer zusätzlichen IKr-Blockade 

von 60 %, unter der es im nativen Simulationsmodell zu einer Verlängerung der APD90 

kam, ist in Abbildung 25 B dargestellt. Ausgehend von der oben beschriebenen 

Verlängerung der APD90 durch eine IKr-Blockade von 75 % auf 172,2 ms (LQT2) 

zeigte sich dabei unter einer INa- und ICa,L-Blockade von 55 und 50 % sowie einer 

zusätzlichen Blockade von 60 % des verbleibenden Restsstroms von IKr die APD90 

unverändert (LQT1 + INa/ICa,L/IKr-Block). 

 

 

 

 

Abbildung 24: Computergestützte Simulation von ventrikulären Aktionspotentialen mit dem Luo-
Rudy dynamic model (LRd) - Verkürzung der APD90 durch Bupivacain in LQT2. APs und APD90 
nativer Myozyten (Kontrolle, rot), unter einer IKr-Blockade von 75 % (LQT2, grün) sowie unter Annahme 
einer zusätzlichen INa- und ICa,L-Blockade von 55 bzw. 50 % (LQT2 + INa/ICa,L-Block, schwarz) durch 
Bupivacain. Vm = Membranpotential. 
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Abbildung 25: Computergestützte Simulation von ventrikulären Aktionspotentialen mit dem Luo-
Rudy dynamic model (LRd) - Simulation einer zunehmenden IKr -Blockade durch Bupivacain in 
LQT2. A, APD90 unter einer IKr-Blockade von 75 % (LQT2, grün) sowie unter Annahme einer 
zusätzlichen INa- und ICa,L-Blockade von 55 bzw. 50 % (INa/ICa,L-Block, schwarz) und zusätzlicher, 
zunehmender Blockade des verbleibenden Reststroms von IKr (10-100%, schwarz) durch Bupivacain. Die 
gestrichelten Linien definieren die Grenzen zu Verlängerung (+5 %) und Verkürzung (-5 %) der APD90. 
B, APs und APD90 nativer Zellen (Kontrolle, rot), unter einer IKr-Blockade von 75 % (LQT2, grün) 
sowie unter einer zusätzlichen INa- und ICa,L-Blockade von 55 bzw. 50 % und Blockade von 60 % des 
Reststroms von IKr durch Bupivacain (INa/ICa,L/IKr-Block, schwarz). Vm = Membranpotential. 
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5 Diskussion 
 

5.1 Der Effekt von Bupivacain auf das Aktionspotential nativer Myozyten 

 

Bupivacain führte im Rahmen der zugrunde liegenden Untersuchung in nativen 

Myozyten zu einer konzentrationsabhängigen Verkürzung des APs mit einer 

signifikanten Reduktion der APD90 ab 30 µmol/L. Dieser Effekt ist vergleichbar mit 

den Ergebnissen anderer Arbeiten, in denen Bupivacain die APD50 bzw. APD90 

ventrikulärer Myozyten des Kaninchens ab 10 bzw. 100 µmol/L signifikant reduzierte 

(Shibuya et al. 1993, Szabo et al. 2008). Die Dauer des ventrikulären APs ist abhängig 

von der Balance de- bzw. repolarisierender Ströme. Bupivacain ist als potenter Inhibitor 

sowohl von Na+- (Nau et al. 2000) als auch L-Typ Ca2+-Kanälen (Rossner und Freese 

1997) beschrieben, so dass die Verkürzung der APD90 auf diese Kanalinteraktionen 

zurückgeführt werden kann. Darüber hinaus vermittelt die Interaktion mit L-Typ Ca2+-

Kanälen vermutlich auch den negativ inotropen Effekt der Substanz (Clarkson und 

Hondeghem 1985a, Shibuya et al. 1993).  

Bupivacain zeigte des Weiteren eine signifikante Reduktion des Overshoots bei 

einer Konzentration von 300 µmol/L. Diese Modifikation der Phase 1 des ventrikulären 

APs ist ebenso auf eine Inhibition von Na+-Kanälen zurückzuführen (Hagiwara und 

Nakajima 1965). Wie in dieser Arbeit findet sich in der Literatur kein Hinweis darauf, 

dass Bupivacain das Ruhemembranpotential beeinflusst (Shibuya et al. 1993). Da 

insbesondere IK1 letzteres stabilisiert (Snyders 1999), ist davon auszugehen, dass, 

obwohl sich hinsichtlich einer Blockade jener Stromkomponente durch Bupivacain 

widersprüchliche Aussagen finden (Castle 1990, Courtney und Kendig 1988), diese 

zumindest funktionell zu vernachlässigen sein könnte.  

Obwohl Bupivacain im Mittel zu einer konzentrationsabhängigen Verkürzung des 

APs führte, hatte die Substanz in einer Konzentration von 3 bzw. 10 µmol/L einen 

heterogenen Effekt und führte in einzelnen Versuchen zu einer deutlichen Verlängerung 

der APD90. Dieser Effekt kann nicht auf die Blockade depolarisierender Ströme (INa, 

ICa,L) zurückgeführt werden. Da Repolarisationsverzögerungen allerdings die 

Entstehung von EADs begünstigen und u. a. auf diesem Wege zu ventrikulären 

Arrhythmien führen können (Antzelevitch und Sicouri 1994), könnte dieser Effekt von 

Bupivacain von klinischer Relevanz sein. Die häufigste Ursache einer medikamentös 

erworbenen Repolarisationsverzögerung des Herzens ist eine Blockade von hERG-
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Kanälen (Mitcheson et al. 2000a). Bupivacain ist als potenter Inhibitor von hERG-

Kanälen beschrieben (Friederich et al. 2004, Gonzalez et al. 2002), eine IKs-Blockade 

durch Bupivacain ist vergleichsweise gering (Lipka et al. 1998). Im Meerschweinchen 

lässt sich Ito, ein mögliches Ziel von Bupivacain (Gonzalez et al. 2001, Solth et al. 

2005), nicht nachweisen (Findlay 2003, Zhabyeyev et al. 2004). Insofern sind die 

Verlängerungen der APD90 dieser Arbeit am ehesten mit einer hERG-Kanal Blockade 

zu erklären. Dies ermöglicht prinzipiell die Annahme, dass letztere auch im Rahmen 

einer Bupivacainintoxikation eine Rolle für die Entstehung von ventrikulären 

Arrhythmien spielen könnte.  

Interessanterweise zeigte Bupivacain in dem genannten Konzentrationsbereich 

einen heterogenen Effekt mit nur wenigen Verlängerungen und mehrheitlicher 

Verkürzung der APD90. Eine mögliche Erklärung hierfür findet sich in den 

transmuralen Unterschieden der elektrophysiologischen Eigenschaften, insbesondere 

der Dichte der verzögerten K+-Ströme IKs und IKr. So ist in der freien Wand des linken 

Ventrikels des Meerschweinchens die Dichte von IKs in midmyokardialen und 

subepikardialen signifikant höher als in subendokardialen Zellen (Bryant et al. 1998). 

Da IKs bei verzögerter Repolarisation vermutlich als eine Repolarisationsreserve zu 

werten ist (Cheng und Kodama 2004), könnte sich somit in subendokardialen Zellen 

eine hERG-Kanal Blockade durch Bupivacain stärker niederschlagen als in anderen 

Schichten. M-Zellen, die tief subepikardial gelegen sind und ebenfalls eine geringere 

Dichte von IKs aufweisen (Liu und Antzelevitch 1995), könnten ebenfalls Ursprung von 

Aktionspotentialverlängerungen durch eine hERG-Kanal Blockade sein. Ihre 

Repolarisationsverzögerungen sind typischerweise lang (Sicouri und Antzelevitch 1995) 

und ihre Sensitivität gegenüber Typ III Antiarrhythmika im Vergleich mit anderen 

Zellen besonders hoch (Sicouri und Antzelevitch 1993, Sicouri et al. 1996). Da es 

Evidenz für ihre Existenz sowohl im Herzen des Meerschweinchens (Sicouri et al. 

1996) als auch des Menschen (Drouin et al. 1995) gibt, kommen sie damit durchaus für 

die Verlängerungen der APD90 dieser Arbeit in Frage und könnten möglicherweise 

auch Ort von Aktionspotentialverlängerungen durch Bupivacain beim Menschen sein. 

Vor dem Hintergrund, dass in allen Zellmodellen dieser Untersuchung (native 

Myozyten, LQT1C293B, LQT2E4031 und LQT3Vera) auf dieselbe Methodik zur 

Zellisolation zurückgegriffen wurde, dienen diese Überlegungen allerdings nicht als 

Erklärungsmodell für die unterschiedliche Inzidenz von Aktionspotentialverlängerungen 

in den einzelnen Versuchsreihen (siehe dazu 5.2.2). 
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5.2 Der Effekt von Bupivacain auf das Aktionspotential LQT-ähnlicher Myozyten 

 

5.2.1 Etablierung von LQT1C293B, LQT2E4031 und LQT3Vera 

 

Chromanol 293B ist in der Literatur als ein geeignetes Instrument zur selektiven 

IKs-Blockade beschrieben. In isolierten ventrikulären Myozyten des Meerschweinchens 

konnte bereits gezeigt werden, dass 10 µmol/L der Substanz zu einer Inhibition des 

Stroms von ca. 80 % führen (Bosch et al. 1998). Unter Versuchsbedingungen, die mit 

denen dieser Arbeit vergleichbar sind, kam es nach Applikation von 10 µmol/L 

Chromanol 293B zu einer Aktionspotentialverlängerung von ca. 60 ms (Schwoerer et al. 

2010). Mit einer mittleren Aktionspotentialverlängerung von 55,6 ± 5,7 ms stimmen 

damit die Resultate dieser Arbeit mit denen aus der Literatur weitestgehend überein. 

 E4031, ein selektiver Inhibitor von IKr, zeigte in isolierten papillären Myozyten 

des Meerschweinchens eine maximale Verlängerung der Repolarisation des APs von ca. 

50 % bei einer Konzentration von 1 µmol/L (Sanguinetti et al. 1991). In isolierten, 

ventrikulären Myozyten des Meerschweinchens verlängerten 10 µmol/L der Substanz – 

bei mit dieser Arbeit vergleichbaren Versuchsbedingungen – die APD90 um ca. 40 ms 

(Schwoerer et al. 2010). Berücksichtigt man die hierbei geringere APD90 unter 

Kontrollbedingungen, so deckt sich jene Verlängerung zumindest relativ betrachtet 

weitestgehend mit der Verlängerung der APD90 von 59,7 ± 16,5 ms dieser Arbeit.  

 Veratridin verhindert die Inaktivierung von Na+-Kanälen und ist zur 

Modellierung von LQT3 etabliert (Gerhardy et al. 1998, Hiraoka et al. 1992, Milberg et 

al. 2005a, Ulbricht 1998). Die Verlängerung der APD90 ist in dieser Arbeit mit 

228,0 ± 32,7 ms allerdings deutlich ausgeprägter als unter Chromanol 293B und E4031. 

Vor dem Hintergrund, dass das QTc-Intervall als elektrokardiographisches Korrelat zum 

ventrikulären AP keine Differenzierung der LQT-Subtypen erlaubt (Zareba 2006), wäre 

jedoch für die LQT3-Modellierung ein LQT1C293B und LQT2E4031 entsprechender Wert 

erstrebenswert. Auch ein Blick in die Literatur gestattet zunächst nur eine 

unzureichende Beurteilung des Effekts von Veratridin. Denn während ausgeprägte 

Aktionspotentialverlängerungen durch die Substanz für Kardiomyozyten von Ratten 

(Nand et al. 1997) und Kaninchen (Milberg et al. 2005b) beschrieben sind, so fehlen 

jedoch Daten über den Effekt auf das ventrikuläre AP des Meerschweinchens. 

Vergleicht man allerdings den Effekt von Veratridin dieser Arbeit mit erhobenen Daten 

zu ATX-II (Anemonia Toxin-II), einer ebenfalls etablierten Substanz zur Induktion von 
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LQT3, wird deutlich, dass derartig ausgeprägte Verlängerungen der APD90 in einem 

zellulären LQT3-Modell durchaus beschrieben wurden. Dabei führte ATX-II in einer 

Konzentration von 20-30 nmol/L in ventrikulären Myozyten des Meerschweinchens zu 

einer Verdopplung der APD90 (Nishio et al. 1991). 100 nmol/L derselben Substanz 

verlängerten die APD90 endokardialer und epikardialer Zellen bzw. von M-Zellen des 

linken Ventrikels des Kaninchens von 268 ± 20 auf 494 ± 43 ms und 228 ± 15 auf 

375 ± 30 ms bzw. 287 ± 12 auf 530 ± 36 ms (Shimizu und Antzelevitch 2000).  

    Obwohl mit Chromanol 293B, E4031 und Veratridin hoch selektive 

Substanzen verwendet wurden, die den genetischen Defekt des entsprechenden 

Ionenkanals imitieren, ist allerdings unklar, inwieweit diese Substanzen – insbesondere 

auch im Zusammenspiel mit Bupivacain – neben dem gewünschten Effekt noch andere 

Funktionen der Zelle beeinflussen. Vor diesem Hintergrund scheint eine LQT-

Modellierung mit Hilfe von transgenen Tieren von Vorteil zu sein. Während in diesem 

Zusammenhang transgene Hasen mit einem LQT1- bzw. LQT2-Syndrom beschrieben 

sind (Odening et al. 2008), existieren jedoch bislang keine transgenen 

Meerschweinchen, so dass für diese Spezies lediglich die pharmakologische LQT-

Modellierung in Frage kommt. Letzteres Instrument hat allerdings gegenüber der 

molekularbiologischen LQT-Modellierung einen ausschlaggebenden Vorteil. So ist 

hiermit nicht nur die Induktion eines Zustandes möglich, der dem angeborenen LQTS 

ähnelt. Über die pharmakologische Modulation von Ionenkanälen wird darüber hinaus 

die in der Klinik weitaus häufigere Form des LQTS, nämlich das medikamentös-

erworbene LQTS, vermittelt. In diesem Zusammenhang sind zahlreiche Medikamente 

verschiedener Substanzgruppen beschrieben, die per se ein LQTS hervorrufen können 

(Crumb und Cavero 1999). Die Kombination dieser Substanzen mit Lokalanästhetika ist 

in der Klinik keine Seltenheit. Insofern stellt der pharmakologische Ansatz dieser Arbeit 

eine Methodik dar, welche den Effekt von Bupivacain nicht nur hinsichtlich des 

angeborenen LQTS, sondern auch im Hinblick auf die klinisch relevantere Form des 

erworbenen LQTS zu untersuchen ermöglicht.   

 

5.2.2 Der Effekt von Bupivacain in LQT1C293B, LQT2E4031 und LQT3Vera 

 

Während 3 µmol/L Bupivacain keinen signifikanten Effekt auf die mittlere 

APD90 in LQT1C293B und LQT2E4031 hatten, führte die Applikation der Substanz in 

LQT3Vera zu einer signifikanten Reduktion der APD90. Dieser Effekt sowie die 
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Reduktion der APD90 einzelner Myozyten in LQT1C293B und LQT2E4031 können auf die 

Na+- (Nau et al. 2000) bzw. L-Typ Ca2+-Kanalblockade (Rossner und Freese 1997) von 

Bupivacain zurückgeführt werden. In LQT1C293B fand sich nach Applikation von 

Bupivacain im Vergleich zu nativen Myozyten eine erhöhte Varianz der APD90. 

Verlängerungen der APD90 waren hier, nicht aber in  LQT2E4031 und LQT3Vera, 

signifikant häufiger als unter Kontrollbedingungen. Dieser Effekt ist nicht mit Hilfe der 

Na+- bzw. L-Typ Ca2+-Kanalblockade von Bupivacain zu erklären, da eine Blockade 

depolarisierender Ströme zu einer Verkürzung der APD90 führen würde. In LQT1-

ähnlichen Myozyten ist IKs deutlich reduziert. Der Anteil an der Repolarisation der 

Zellmembran, den die schnelle Komponente des verzögerten K+-Stroms IKr leistet, ist 

infolge dessen deutlich erhöht. Daher ist es vorstellbar, dass die beschriebene IKr-

Blockade durch Bupivacain, die in nativen Myozyten lediglich mit einer 

Wahrscheinlichkeit von ~ 6 % zu Verlängerungen der APD90 führte, in einer IKs-

defizienten Zelle weitaus bedeutsamer ist. In LQT2-ähnlichen Myozyten hingegen ist 

IKr deutlich reduziert (Kurokawa et al. 2008). Eine zusätzliche IKr-Blockade hat daher 

bei erhaltenem IKs nur einen geringen Effekt auf die Repolarisation der Zellmembran. 

Dies ist eine mögliche Erklärung für das in LQT2E4031 mit nativen Myozyten 

vergleichbare Risiko für Verlängerungen der APD90. In LQT3-ähnlichen Myozyten ist 

die Inaktivierung von INa bei erhaltenen IKs und IKr reduziert. Wie für den klassischen 

Na+-Kanalblocker Tetrodotoxin beschrieben (Eskinder et al. 1993), antagonisiert 

Bupivacain hierbei am ehesten die langsame Na+-Kanalinaktivierung durch Veratridin, 

so dass die daraus resultierende Aktionspotentialverkürzung gegenüber der 

Repolarisationsverzögerung durch eine IKr-Blockade überwiegt. Dementsprechend kam 

es in LQT3Vera nach Applikation von Bupivacain durchgehend zu 

Aktionspotentialverkürzungen. Bupivacain zeigte folglich in dieser Arbeit ein LQT-

Subtyp spezifisches Risiko für Verlängerungen der APD90, wonach in einem IKs-

defizienten Zellmodell (LQT1C293B) die IKr-Interaktion von Bupivacain hinsichtlich 

einer Verlängerung der APD90 funktionell weitaus relevanter war als in nativen 

Myozyten, LQT2E4031 und LQT3Vera. 

Vor dem Hintergrund, dass im Rahmen der Zellisolation dieser Arbeit nicht 

zwischen den einzelnen Zellschichten, nämlich Subendo-, Subepi- und Midmyokard, 

unterschieden wurde, für diese jedoch und insbesondere auch für M-Zellen 

unterschiedliche elektrophysiologische Charakteristika beschrieben sind (siehe 5.1), 

stellt sich allerdings auch die Frage, ob die häufigeren Verlängerungen der APD90 in 
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LQT1C293B nicht vielmehr ein Resultat einer zufällig vermehrten Wahl bestimmter 

Zelltypen in LQT1C293B und weniger als Folge der pharmakologisch induzierten IKs-

Defizienz zu werten sind. Vor allem eine zufällig häufigere Untersuchung von 

subendokardialen Zellen und M-Zellen, für die IKs generell von geringerer Bedeutung 

für die Repolarisation ist (Bryant et al. 1998, Liu und Antzelevitch 1995), könnte in 

diesem Zusammenhang vortäuschen, dass Bupivacain einen LQT-Subtyp spezifischen 

Effekt aufweist. Dies hieße, dass der beobachtete Effekt von Bupivacain nicht LQT-

Subtyp-spezifisch sondern lediglich Zelltyp-spezifisch ist. Folgende Überlegungen 

sprechen allerdings gegen diese Annahme: Bei einer zufälligen Wahl bestimmter 

Zelltypen wäre zu erwarten gewesen, dass sich die mittlere APD90 der nativen Zellen, 

die im weiteren Verlauf in LQT1C293B unter Bupivacain eine Verlängerung der APD90 

zeigten, von der APD90 aller anderen Zellen in LQT1C293B unterscheidet, da 

verschiedenen Zellschichten unterschiedliche Aktionspotentiallängen aufweisen und 

insbesondere M-Zellen durch ein typischerweise langes AP charakterisiert sind 

(Shimizu und Antzelevitch 2000). Die Mittelwerte der APD90 der Zellen, die im 

weiteren Verlauf in LQT1C293B unter Bupivacain eine Verlängerung der APD90 zeigten 

bzw. bei denen Bupivacain keinen Effekt auf die APD90 hatte oder zu einer Verkürzung 

der APD90 führte, sind allerdings mit 265,5 ± 13,5 ms (n = 8) bzw. 269,4 ± 8,0 ms 

(n = 25) nahezu identisch. Auch scheint die Wahrscheinlichkeit gering, dass im Rahmen 

einer konstanten Zellisolation in den Versuchen mit Chromanol 293B vermehrt Zellen, 

die von vornherein ein höheres Ansprechen auf Klasse III Antiarrhythmika aufweisen, 

untersucht wurden. Insbesondere die zufällig häufigere Untersuchung von M-Zellen in 

LQT1C293B ist unwahrscheinlich, da diese bislang erst von einer Arbeitsgruppe an 

isolierten Kardiomyozyten des Meerschweinchen beschrieben wurden (Sicouri et al. 

1996) und ihre Existenz insbesondere für diese Spezies daher fraglich ist. Während die 

vereinzelten Verlängerungen der APD90 durch Bupivacain in nativen Myozyten 

möglicherweise auf spezifische Zellpopulationen zurückzuführen sind, sind die 

signifikant häufigeren Verlängerungen der APD90 durch Bupivacain in LQT1C293B 

somit am ehesten Folge der pharmakologisch induzierte IKs-Defizienz. 

Wie bereits dargestellt, war im Gegensatz zu LQT3Vera in nativen Zellen, 

LQT1C293B und LQT2E4031 der Effekt von Bupivacain auf die APD90 heterogen, so dass 

sich in diesen Modellen – mit unterschiedlichem Ausmaß – sowohl Verlängerungen als 

auch Verkürzungen der APD90 fanden. Der Nettoeffekt von Bupivacain auf das AP 

hängt dabei von der Blockade jeder einzelnen Stromkomponente, also insbesondere von 
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INa, ICa,L und IKr, und dem relativen Beitrag dieser Ströme zum AP ab. Insbesondere 

letzterer kann jedoch von Zelle zu Zelle variieren sowie vom individuellen 

Expressionsmuster der Ionenkanäle und dem zellulären Metabolismus moduliert 

werden. Dies könnte eine mögliche Erklärung für die beobachtete Variabilität der 

Aktionspotentialveränderungen in den einzelnen Modellen sein. Inwieweit das Ausmaß 

der IKr-Blockade durch Bupivacain darüber bestimmt, ob eine Zelle bei bestehender INa- 

und ICa,L-Blockade eine Verlängerung oder Verkürzung der APD90 zeigt, wurde mit 

Hilfe der computergestützten Simulationen untersucht und wird im Folgenden 

diskutiert.   

 

5.3 Computergestützte Simulationen von ventrikulären Aktionspotentialen 

 

Die Modulation der APD90 durch Bupivacain resultiert, wie beschrieben, aus 

einer Blockade depolarisierender (INa und ICa,L) und repolarisierender (IKr) Ströme. Um 

die Höhe der jeweiligen Ionenkanalblockade durch Bupivacain zu quantifizieren, 

wurden im Rahmen dieser Untersuchung computergestützte Simulationen von APs mit 

Hilfe des LRd durchgeführt.  

Unter einer INa- und ICa,L-Blockade von 55 bzw. 50 % stellte sich dabei im LRd 

eine Verkürzung der APD90 von ~ 7 % ein, die sich mit der mittleren Verkürzung der 

APD90 der in vitro Versuche (~ 9 %) deckt. Da darüber hinaus eine INa- bzw. ICa,L-

Blockade dieser Größenordung durch 3 µmol/L Bupivacain beschrieben ist (Mio et al. 

2004, Nau et al. 2000, Szabo et al. 2008, Zapata-Sudo et al. 2001), war diese 

Kombination der Ionenkanalblockade Ausgangslage für die weiteren Simulationen mit 

dem LRd.  

3 µmol/L Bupivacain führten in wenigen isolierten, nativen Myozyten zu einer 

Verlängerung der APD90. Dieser Effekt ist am ehesten auf die IKr-Blockade durch die 

Substanz zurückzuführen (siehe 5.1). Den Simulationen mit Hilfe des LRd zufolge war 

unter der beschriebenen INa- und ICa,L-Blockade zusätzlich eine IKr-Blockade von 60 % 

notwendig, damit sich eine Verlängerung der APD90 einstellte. Vergleicht man die 

Verlängerung der APD90 nativer Zellen, die in den Patch-Clamp Versuchen unter 

3 µmol/L Bupivacain eine Verlängerung der APD90 zeigten (~ 12 %), fällt die 

Verlängerung im LRd mit ~ 7 % allerdings verhältnismäßig gering aus. Dennoch legen 

die in der Literatur beschriebenen IC50-Werten für eine IKr-Blockade von 

18 ± 1,1 µmol/L (Gonzalez et al. 2002) und 22 ± 2 µmol/L (Siebrands et al. 2005) nahe, 
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dass eine IKr-Blockade von 60 % in dem untersuchten Konzentrationsbereich durchaus 

vorstellbar ist.    

In den computergestützten Simulationen zu LQT1 führte eine IKs-Blockade von 

75 % zu einer Verlängerung der APD90 um ~ 35 %. Damit ist dieser Wert im Vergleich 

zur mittleren Verlängerung der APD90 durch Chromanol 293B von ~ 21 % hoch. Der 

simulierte Effekt von Bupivacain mit einer zusätzlichen INa- und ICa,L-Blockade führte 

zu einer Verkürzung der APD90 von ~ 12 %; dieser Wert deckt sich damit mit der 

mittleren Verkürzung der APD90 von ~ 11 % isolierter Zellen, die in LQT1C293B nach 

zusätzlicher Applikation von 3 µmol/L Bupivacain eine Verkürzung der APD90 

zeigten. In den computergestützten Simulationen einer zusätzlichen IKr-Blockade konnte 

gezeigt werden, dass es in LQT1 bei bestehender INa- und ICa,L-Blockade bereits ab einer 

IKr-Blockade von 40 % zu einer Verlängerung der APD90 kommt. Gegenüber dem 

nativen Simulationsmodell reduziert sich damit die zum Erreichen einer Verlängerung 

der APD90 notwendige IKr-Blockade von 60 auf 40 %. Mit einem Wert von ~ 9 % ist 

die Verlängerung der APD90 in der computergestützten Simulation vergleichbar mit der 

mittleren Verlängerung der APD90 isolierter Zellen, die in LQT1C293B nach zusätzlicher 

Applikation von 3 µmol/L Bupivacain eine Verlängerung der APD90 zeigten (~ 9 %). 

In den computergestützten Simulationen zu LQT2 führte eine IKr-Blockade von 

75 % zu einer Verlängerung der APD90 von ~ 19 %. Gegenüber der mittleren 

Verlängerung der APD90 durch E4031 von ~ 25 % fällt dieser Wert damit 

vergleichsweise gering aus. Der simulierte Effekt von Bupivacain mit einer zusätzlichen 

INa- und ICa,L-Blockade führte zu einer Verkürzung der APD90 von ~ 5 % und ist damit 

niedriger als die mittlere Verkürzung der APD90 von ~ 13 % isolierter Zellen, die in 

LQT2E4031 nach zusätzlicher Applikation von 3 µmol/L Bupivacain eine Verkürzung der 

APD90 zeigten. Die Simulationen einer zusätzlichen IKr-Blockade durch Bupivacain 

ergaben, dass gegenüber LQT2 selbst bei einer kompletten IKr-Blockade keine 

Verlängerung der APD90 induzierbar war. Analog dazu war mit ~ 6 % auch das Risiko 

für eine Verlängerung der APD90 in LQT2E4031 gering. 

Obwohl sich nicht alle Ergebnisse der computergestützten Simulationen mit den 

Resultaten aus den Patch-Clamp Versuchen decken, zeigen die Simulationen mit Hilfe 

des LRd doch mögliche Ionenkanalinteraktionen durch Bupivacain auf, welche als 

Ursache für den unterschiedlichen Effekt, den die Substanz in nativen, LQT1- und 

LQT2-ähnlichen Myozyten hatte, in Betracht kommen. Die Simulationen legen nahe, 

dass Bupivacain in einer Konzentration von 3 µmol/L zu etwa 50 % Na+- und Ca2+-
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Kanäle inhibiert. Diese kombinierte Ionenkanalblockade führte in den 

computergestützten Simulationen zu einer relevante Aktionspotentialverkürzung, die 

weitestgehend mit den Resultaten aus den Versuchen mit isolierten Myozyten 

übereinstimmt. Darüber hinaus wird in den computergestützten Simulationen deutlich, 

dass das Ausmaß einer zusätzlichen IKr-Blockade durch Bupivacain den Nettoeffekt der 

Substanz auf die APD90 maßgeblich beeinflusst. Vor dem Hintergrund, dass das 

Ausmaß dieser Ionenkanalblockade von Zelle zu Zelle unterschiedlich ausfallen kann, 

liefert dies eine mögliche Erklärung für die Variabilität der 

Aktionspotentialveränderungen in den einzelnen Zellmodellen.  

Die unterschiedliche Bedeutung einer IKr-Blockade in den einzelnen Zellmodellen 

wird deutlich, wenn man den Effekt der zunehmenden IKr-Blockade in den 

Simulationsmodellen miteinander vergleicht. Während es in LQT1 bereits ab einer IKr-

Blockade von 40 % zu einer Verlängerung der APD90 kam, so war in nativen Zellen 

eine Blockade von 60 % notwendig, um eine Verlängerung der APD90 zu induzieren. 

In LQT2 führte hingegen auch eine komplette IKr-Blockade nicht zu einer Verlängerung 

der APD90. Analog dazu waren in isolierten Myozyten Verlängerungen der APD90 

durch Bupivacain in LQT1C293B am häufigsten und signifikant häufiger als in nativen 

Myozyten. In LQT2E4031 kam es in lediglich 1/18 Versuchen zu einer Verlängerung der 

APD90 durch Bupivacain. Dieser Vergleich der Ergebnisse aus den computergestützten 

Simulationen mit den Resultaten aus den Patch-Clamp Versuchen unterstreicht, dass der 

aktionspotentialverlängernde Effekt von Bupivacain im Rahmen einer IKr-Blockade zu 

bewerten ist und in einem IKs-defizienten System schon eine geringere IKr-Blockade 

funktionell relevant ist.  

 

5.4 Klinische Implikationen 

 

In dieser Arbeit führten 3 µmol/L Bupivacain in einem zellulären Modell des 

Meerschweinchens in LQT1-ähnlichen Zellen signifikant häufiger zu Verlängerungen 

der APD90 als in Kontrollmyozyten. In LQT2- und LQT3-ähnlichen Myozyten 

hingegen war das Risiko für Verlängerungen der APD90 nicht erhöht. Dieser Effekt ist 

am ehesten auf eine IKr-Blockade durch Bupivacain zurückzuführen. Es stellt sich damit 

die Frage, inwieweit dieses Ergebnis auch auf das menschliche Herz übertragbar ist und 

welche klinischen Konsequenzen sich daraus ergeben. 
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5.4.1 Übertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen 

 

Eine erhöhte Varianz der APD90 mit signifikant häufigeren Verlängerungen der 

APD90 in LQT1C293B gegenüber nativen Myozyten fand sich nach Applikation von 

Bupivacain in einer Konzentration von 3 µmol/L. Um die Ergebnisse auch für das 

menschliche Myokard zu diskutieren, stellt sich die Frage, inwieweit eine entsprechend 

hohe Plasmakonzentration beim Menschen überhaupt realistisch ist und ob diese die 

Schwelle zur Kardiotoxizität bereits überschreitet. In diesem Zusammenhang 

berichteten bereits Colley und Heavner von Plasmakonzentrationen von bis zu 

1,23 µg/mL (4,3 µmol/L), die an 5 Patienten nach Kopfhautinfiltration mit 2 mg/kg 

0,25 %-igen Bupivacain vor Kraniotomie gemessen wurden (Colley und Heavner 

1981). Noch höhere Plasmakonzentrationen sind im Rahmen massiver Überdosierung 

von Bupivacain (Davis und de Jong 1982) oder insbesondere nach versehentlicher 

intravasaler Injektion des Lokalanästhetikums zu erwarten. So veröffentlichten Favier et 

al. einen Fallbereicht, nach dem 30 Minuten nach versehentlicher i. v.-Injektion von 

Bupivacain eine Plasmakonzentration von 1,6 µg/mL (5,6 µmol/L) gemessen werden 

konnte (Favier et al. 2003).  

Für eine genaue Betrachtung, inwieweit die in dieser Arbeit verwendete 

Konzentration im Rahmen einer klinischen Applikation vorkommen kann, muss 

weiterhin zwischen der totalen und freien Plasmakonzentration unterschieden werden. 

Letztere, also die Protein-ungebundene Plasmakonzentration von Bupivacain, ist 

nämlich nicht nur diejenige, die am ehesten mit der verwendeten Konzentration der 

in vitro Versuche verglichen werden kann, sie vermittelt darüber hinaus als sog. aktive 

Plasmakonzentration den pharmakologischen und toxischen Effekt der Substanz 

(Tucker 1986). In diesem Zusammenhang untersuchten Hasselstrom et al. Patienten, die 

vor und nach Cholezystektomie Bupivacain i. v. erhielten. Bei einer mittleren totalen 

Plasmakonzentration von maximal ~ 4 µg/ml (13,9 µmol/L) lag der Mittelwert der 

freien Plasmakonzentration von Bupivacain hierbei bei maximal ~ 0,2 µg/ml 

(0,7 µmol/L) (Hasselstrom et al. 1985). Insofern liegt auch dieser Wert in dem in dieser 

Arbeit verwendeten Konzentrationsbereich.  

Hinsichtlich der Toleranz einer erhöhten Plasmakonzentration von Bupivacain 

existieren interindividuelle Schwankungen. Als Grenze zur Toxizität für das zentralen 

Nervensystem (ZNS) wird dabei eine totale Plasmakonzentration von 2-4 µg/mL (6,9-

13,9 µmol/L) angenommen (Tucker 1986). Andere Autoren gehen davon aus, dass 
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bereits eine totale Plasmakonzentration von 1,6 µg/mL (5,55 µmol/L) zu einer milden, 

neurologischen Symptomatik führen könne (Reynolds 1987). Das kardiovaskuläre 

System (CVS) weist tierexperimenteller Studien zufolge eine im Vergleich zum ZNS 

höhere Resistenz gegenüber Lokalanästhetika auf. Dabei wird das Verhältnis der 

toxischen Dosis für das CVS zur toxischen Dosis für das ZNS mit 4:5 angegeben 

(Reynolds 1987). So konnte beispielsweise an Schafen, denen Bupivacain intrakoronar 

infundiert wurde, gezeigt werden, dass bereits eine totale Plasmakonzentration von 

8 µmol/L ventrikuläre Tachykardien hervorruft (Chang et al. 2001). Die Schwelle zur 

Kardiotoxizität von Bupivacain wird darüber hinaus durch weitere Faktoren moduliert 

und u. a. durch Hypoxie und Azidose (Rosen et al. 1983) sowie Hyperkaliämie (Avery 

et al. 1984) herabgesetzt werden. Insofern ist davon auszugehen, dass die im Rahmen 

der vorliegenden Untersuchung hervorgerufenen Verlängerungen der APD90 in einem 

Konzentrationsbereich liegen, der nicht nur infolge einer Bupivacainintoxikation beim 

Menschen realistisch erscheint sondern auch bereits toxisch sein kann. 

 Das in dieser Arbeit verwendete zelluläre Modell des Meerschweinchens ist als 

Methode zur Vorhersage von substanzinduzierten QT-Verlängerungen beim Menschen 

etabliert; es liefert Daten, die sich mit denen aus telemetrischen Untersuchungen an 

Tieren und Menschen decken (Davie et al. 2004). Auch ist für viele Substanzen, die das 

QT-Intervall verlängern können, ein ähnlicher Effekt auf Myozyten des 

Meerschweinchens bzw. des Menschen beschrieben (Davie et al. 2004). Daneben sind 

ventrikulären Myozyten beider Spezies im Hinblick auf ihre elektrophysiologischen 

Eigenschaften sehr ähnlich; insbesondere die regionale Verteilung der INa-, IKs- und IKr-

generierenden Ionenkanäle ist vergleichbar (Bryant et al. 1997, Davie et al. 2004, Doerr 

et al. 1990, Main et al. 1998, Varro et al. 1993). Daher sind die Bupivacain-induzierten 

Verlängerungen der APD90 dieser Arbeit als ein geeigneter Surrogatorparameter für 

Verlängerungen des QT-Intervalls durch die Substanz auch beim Menschen anzusehen. 

Da Verlängerungen des QT-Intervalls als potentiell arrhythmogen zu werten sind 

(Antzelevitch und Sicouri 1994), stellen die Verlängerungen der APD90 darüber hinaus 

auch einen geeigneten Surrogatorparameter für die Arrhythmogenität von Bupivacain 

beim Menschen dar. Insofern kann die APD90 und ihre Verlängerung, wie bereits in 

anderen Arbeiten beschrieben (Redfern et al. 2003), als ein präklinisches Instrument zur 

Abschätzung des Risikos einer Substanz – in diesem Falle von Bupivacain, 

Tachyarrhythmien hervorzurufen, herangezogen werden. Somit ist zu vermuten, dass im 

Rahmen einer Intoxikation mit Bupivacain Patienten mit einem angeborenen oder 
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erworbenen LQT1-Syndrom gegenüber Patienten ohne IKs-Defizienz ein erhöhtes 

Risiko für QT-Intervall Verlängerungen und daraus resultierenden ventrikulären 

Herzrhythmusstörungen haben. Um diese Vermutung zu untermauern, sind allerdings 

weitere Untersuchungen notwendig. Vorstellbar sind in diesem Zusammenhang 

tiertelemetrische Versuche, bei denen in einem in vivo LQT-Modell der Effekt von 

Bupivacain auf das gesamte Herz charakterisiert werden könnte.     

Ein wichtiger Aspekt ist, dass der durch IKs und IKr jeweils zur Repolarisation 

der Zellmembran geleistete Beitrag speziesspezifisch ist. Während nämlich im 

Ventrikelmyokard des Meerschweinchens der Beitrag beider Komponenten nahezu 

identisch ist (Sanguinetti und Jurkiewicz 1990), wird der Hauptanteil des 

Auswärtsstroms im Ventrikelmyokard des Hundes (Varro et al. 2000) und des 

Kaninchens (Cheng et al. 1999) durch IKr vermittelt und IKs spielt hinsichtlich der 

Repolarisation nur eine untergeordnete Rolle. Verlässliche Daten über die relative 

Bedeutung von IKs und IKr für die Repolarisation menschlicher ventrikulärer Zellen 

liegen hingegen nicht vor. So betrifft zum Einen die Mehrzahl der 

elektrophysiologischen Untersuchungen von humanen Myozyten das kranke Herz, 

wodurch von einer veränderten Kanalexpression auszugehen ist, zum Anderen ist selbst 

aus molekularbiologischen Expressionsstudien nicht auf den funktionellen, 

elektrophysiologischen Beitrag der einzelnen Komponenten zu schließen. Dennoch 

zeigen die oben aufgeführten Beispiele, dass IKs beim Meerschweinchen einen mit 

anderen Spezies vergleichsweise hohen Beitrag zur Repolarisation leistet, der 

möglicherweise beim Menschen so nicht zu erwarten ist (Cheng und Kodama 2004). 

Dies hätte zur Folge, dass bedingt durch die verminderte Repolarisationsreserve durch 

IKs beim Menschen Repolarisationsverzögerungen im Rahmen einer hERG-

Kanalblockade durch Bupivacain häufiger und in stärkerer Form vorkämen als beim 

Meerschweinchen. Insofern ist es möglich, dass die Verlängerungen der APD90, die in 

dieser Arbeit nach Applikation von Bupivacain nur sporadisch auftraten, beim 

menschlichen Ventrikelmyokard von größerer Relevanz sind. Dies würde bedeuten, 

dass im Rahmen einer Intoxikation mit Bupivacain auch beim herzgesunden, nicht IKs-

defizienten Patienten häufiger QT-Intervall Verlängerungen und möglicherweise auch 

ventrikuläre Arrhythmien zu erwarten wären als es die Daten dieser Arbeit vermuten 

lassen. 
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5.4.2 Genetische Differenzierung von LQT-Subtypen in der Klinik 

 

Die vorangegangen Ausführungen machen deutlich, dass Patienten mit einem 

erworbenen bzw. angeborenen LQT1-Syndrom im Gegensatz zu LQT2- und LQT3-

Patienten möglicherweise ein erhöhtes Risiko für ventrikuläre Arrhythmien infolge 

einer Intoxikation mit Bupivacain haben. Es stellt sich demnach die Frage, ob sich 

daraus die Notwendigkeit einer Differenzierung der LQT-Subtypen bei Patienten mit 

einem LQTS, insbesondere im Rahmen des perioperativen Managements, ableiten lässt. 

Während die derzeitigen Empfehlungen dahin gehen, bei LQTS-Patienten QT-Intervall-

verlängernde Medikamente generell zu vermeiden, ist die genetische Subtypenanalyse 

noch nicht verbreitet verfügbar (Zipes et al. 2006). Insbesondere die Annahme, dass die 

Existenz multipler einzelner Mutationen auf verschiedenen Genen ein systematisches 

Screening ganzer Genregionen erfordert, hat die Einführung einer genetischen 

Differenzierung als klinische Routinediagnostik von LQTS-Patienten bislang verhindert 

(Napolitano et al. 2005). Dabei ermöglicht die genetische Analyse eine 

Risikostratifizierung der betroffenen Patienten (Priori et al. 2003) und dient vor dem 

Hintergrund, dass insbesondere LQT1-Patienten von einer medikamentösen β-Blockade 

profitieren (Tester und Ackerman 2011), der LQT-Subtyp spezifischen 

Therapieentscheidung (Napolitano et al. 2005). Darüber hinaus können auf der 

Grundlage einer Subtypenanalyse betroffenen Patienten Subtyp-spezifische 

Empfehlungen hinsichtlich der Lebensführung und Vermeidung von Situationen mit 

einem erhöhten Risiko für kardiale Ereignisse gemacht werden (Zipes et al. 2006). Auch 

die Schlussfolgerung der vorliegenden Untersuchung, dass LQT1-Patienten im Rahmen 

einer Intoxikation mit Bupivacain möglicherweise ein höheres Risiko für ventrikuläre 

Arrhythmien haben als LQT2- bzw. LQT3-Patienten, spricht für die Etablierung einer 

Genotyp-spezifischen Differenzierung der Betroffenen. Infolge dieser könnte dann 

insbesondere für Erstere eine Lokalanästhesie mit alternativen Substanzen zu 

Bupivacain in Erwägung gezogen werden. So ist etwa das weniger lipophile 

Mepivacain, das IKr mit einem IC50 von 156,2 ± 11,1 µmol/L vergleichsweise schwach 

inhibiert (Siebrands et al. 2005), für seine geringere Kardiotoxizität bekannt (Tagariello 

et al. 2001) und kommt daher vor allem bei kurzen Operationszeiten bei LQT1-

Patienten als Alternative zu Bupivacain in Betracht. Das bislang als sicherstes, 

langwirksames Aminoamid-Lokalanästhetikum angesehene, reine S-Enantiomer 

Ropivacain (Graf 2001, Wang et al. 2001) inhibiert IKr mit einem IC50 von 
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23,9 ± 1,6 µmol/L vergleichsweise stark; ähnliches gilt für Levobupivacain 

(IC50 = 12,7 ± 1,4 µmol/L) (Siebrands et al. 2005), so dass diese Substanzen 

möglicherweise bei LQT1-Patienten keine Alternative zu Bupivacain darstellen. 

Inwieweit sie allerdings in einem zellulären LQT1-Modell vermehrt zu Verlängerungen 

der APD90 führen, ist bisher noch nicht geklärt und könnte Gegenstand zukünftiger 

Untersuchungen sein.  

Eine weitere Möglichkeit zur Risikoreduktion von kardialen Ereignissen 

insbesondere bei LQT1-Patienten besteht darin, bei diesen großzügiger auf Adjuvantien 

zurückzugreifen und dadurch die Dosis des potentiell IKr-inhibierenden 

Lokalanästhetikums zu verringern. In diesem Zusammenhang kann auf eine wachsende 

Zahl von Medikamenten zurückgegriffen werden, die nicht nur den analgetischen Effekt 

erhöhen sondern auch eine verbesserte Sicherheit für den Patienten bewirken 

(Buckenmaier und Bleckner 2005). 

Vor dem Hintergrund, dass derzeit hunderte Mutationen in 12 verschiedenen 

LQTS-assoziierten Genen identifiziert sind (Tester und Ackerman 2011), ist die 

Effizienz einer genetischen Differenzierung entscheidend. Vorstellbar sind hierbei 

mehrstufige Analysestrategien, die zunächst häufigere Mutationen einschließen und erst 

bei negativem Testergebnis seltenere Mutationen und LQT-Subtypen berücksichtigen 

(Napolitano et al. 2005). Darüber hinaus können Zuordnungen zwischen Pheno- und 

Genotyp eine phenotyp-gerichtete, genetische Differenzierung unterstützen. 

Beispielsweise lassen in diesem Zusammenhang belastungsassoziierte kardiale 

Ereignisse eher ein LQT1-Syndrom vermuten, während kardiale Ereignisse infolge 

eines auditorischen Triggers bzw. während des Schlafes auf ein LQT2- bzw. LQT3-

Syndrom hindeuten (Tester und Ackerman 2011). Weiterhin sind klinische 

Testverfahren, etwa in Gestalt einer Erfassung lagerungs- und übungsbedingter 

Veränderungen der QT/RR-Relation, hilfreich, um den LQT-Subtyp einzugrenzen und 

ggf. genetische Tests darauf abzustimmen (Wong et al. 2010). Für eine genetische 

Mutationsanalyse kommen Patienten in Frage, bei denen zum Einen der klinische 

Verdacht besteht, was insbesondere auch ein QTc-Intervall von ≥ 500 ms einschließt, 

oder bei denen es zu medikamenten-induzierten TdPs gekommen ist. Da lediglich 12 % 

der Patienten eine Neumutation aufweisen, kommen darüber hinaus auch Angehörige 

von LQTS-Patienten in Betracht (Napolitano et al. 2005, Tester und Ackerman 2011). 

Problematisch ist allerdings, dass viele Träger mit LQTS-Mutationen ein unauffälliges 

QTc-Intervall zeigen und somit der klinischen Diagnose entgehen (Napolitano et al. 
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2005). Diese Patienten würden von einem weiter reichenden Screening profitieren. 

Allerdings kann nicht in allen Fällen bei klinischem Verdacht eine genetische Analyse 

die Diagnose sichern, da 20-25 % aller LQTS-Patienten noch immer keinem Genotyp 

zugeordnet werden können (Tester und Ackerman 2011). Dies macht deutlich, dass 

auch in Zukunft die Entdeckung neuer Mutationen und LQT-Subtypen erforderlich ist. 

 

5.5 Fragestellung 

 

Auf die eingangs aus der Arbeitshypothese abgeleiteten Fragen (siehe 1) wird im 

Folgenden eingegangen. 

1. Bupivacain führte zu einer konzentrationsabhängigen Verkürzung der APD90 

nativer ventrikulärer Kardiomyozyten des Meerschweinchens. In einzelnen 

Versuchen führte die Applikation von Bupivacain in einer Konzentration von 

3 und 10 µmol/L allerdings zu teilweise deutlichen Verlängerungen der APD90. 

2. In einem LQT1-ähnlichen Modell führte die Applikation von Bupivacain in 

einer Konzentration von 3 µmol/L zu einer im Vergleich mit nativen Myozyten 

erhöhten Varianz mit signifikant häufigeren Verlängerungen der APD90. In 

einem LQT2- bzw. LQT3-ähnlichen Modell waren Verlängerungen der APD90 

nicht häufiger als in nativen Myozyten.  

3. Die computergestützten Simulationen mit dem LRd legen nahe, dass die 

Verlängerungen der APD90 durch Bupivacain auf eine IKr-Blockade zurück zu 

führen sind. Im Hinblick auf die Aktionspotentiallänge gewinnt dabei eine IKr-

Blockade unter IKs-defizienten Bedingungen (LQT1) an Relevanz. 

4. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass LQT1-Patienten im Gegensatz zu 

LQT2- bzw. LQT3-Patienten möglicherweise ein erhöhtes Risiko für 

ventrikuläre Arrhythmien in Folge einer Intoxikation mit Bupivacain haben. 

Dies macht deutlich, dass eine genetische Differenzierung der LQT-Subtypen im 

Rahmen des perioperativen Managements in Zukunft sinnvoll werden könnte.  
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6 Zusammenfassung 
 

 

Das Long QT Syndrom (LQTS) ist eine kardiale Erkrankung, die durch 

ventrikuläre Tachyarrhythmien und den plötzlichen Herztod charakterisiert ist. Neben 

dem angeborenen LQTS, deren häufigsten Formen die Subtypen LQT1, LQT2 und 

LQT3 darstellen, können viele Substanzen zu einem erworbenen LQTS führen. Insofern 

ist das perioperative Management von LQTS-Patienten von wachsendem Interesse. 

Auch das Lokalanästhetikum Bupivacain ist für seine Kardiotoxizität bekannt. Dies 

wird derzeit insbesondere auf seine Interaktion mit kardialen Na+-Kanälen 

zurückgeführt. Daneben inhibiert Bupivacain auch den IKr-generierenden hERG (human 

Ether-à-go-go Related Gene)-Kanal, so dass auch diese Interaktion als Ursache für die 

Kardiotoxizität der Substanz in Frage kommt. 

In dieser Arbeit wurde der Effekt von Bupivacain auf das ventrikuläre 

Aktionspotential (AP) nativer Myozyten sowie nach pharmakologischer Induktion von 

LQT1, LQT2 und LQT3 mit Hilfe der Patch-Clamp Technik in einem in vitro 

Zellmodell des Meerschweinchens charakterisiert. Anschließend wurde die Relevanz 

potentieller Ionenkanalinteraktionen von Bupivacain durch computergestützte 

Simulationen mit dem Luo-Rudy dynamic model (LRd) analysiert. Bupivacain führte 

dabei in nativen Myozyten zu einer konzentrationsabhängigen Verkürzung des APs. In 

einzelnen Zellen konnten bei einer Konzentration von 3 und 10 µmol/L allerdings z. T. 

beträchtliche Aktionspotentialverlängerungen beobachtet werden. Bei einer erhöhten 

Varianz der individuellen Veränderung der Aktionspotentialdauer durch Bupivacain 

waren Aktionspotentialverlängerungen hierbei in LQT1-ähnlichen Myozyten signifikant 

häufiger als in nativen Myozyten. In LQT2- und LQT3-ähnlichen Zellen hingegen war 

die Inzidenz von Aktionspotentialverlängerungen gegenüber nativen Myozyten nicht 

erhöht. In den computergestützten Simulationen ventrikulärer APs konnte gezeigt 

werden, dass in IKs-defizienten Zellen (LQT1) im Gegensatz zu nativen und IKr-

defizienten Zellen (LQT2) schon eine geringe hERG-Kanal Blockade zu 

Aktionspotentialverlängerungen führt. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass die hERG-Kanal Blockade von 

Bupivacain, welche unter normalen Umständen nur wenig Einfluss auf das ventrikuläre 

AP hat, in LQT1-ähnlichen Zellen, in denen IKs, die zweite Komponente des 

verzögerten K+-Stroms, reduziert ist, in Form von Aktionspotentialverlängerungen an 
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Relevanz gewinnt. Da Aktionspotentialverlängerungen eine wichtige Rolle in der 

Pathogenese ventrikulärer Tachyarrhythmien spielen, ist als Ursache für die 

Kardiotoxizität von Bupivacain demnach seine Interaktion mit dem hERG-Kanal und 

möglicherweise weniger mit kardialen Na+-Kanälen anzusehen. Daneben unterstreicht 

der unterschiedliche Effekt von Bupivacain in den einzelnen LQT-Modellen die 

Forderung nach einer Differenzierung der Genotypen von LQTS-Patienten im Rahmen 

des perioperativen Managements. 
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