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1. Einleitung
1.1. Circadiane Rhythmik physiologischer und pathophysiologischer Prozesse

Das Leben auf der Erde unterliegt der zyklischen Abfolge von Tag und Nacht. Fur eine
optimale Adaptation an die Umwelt haben Organismen daher circadiane (lat. ,circa“ = ringsum,
lat. ,dies” = Tag) Systeme entwickelt, die ihr Verhalten (z.B. Schlaf-Wach-Zyklen) und ihre
physiologischen Prozesse (z.B. kardiovaskulare Aktivitat, Endokrinologie, Kérpertemperatur)
mit der Umweltrhythmik synchronisieren. In Sdugetieren sind nahezu alle Zellen, Gewebe und
Organe dazu in der Lage, endogene Rhythmen zu generieren. Diese Rhythmen kbénnen
unterschiedliche Periodenlangen aufweisen und werden daher in ultradiane (Millisekunden bis
Sekunden), circadiane (ungefdhr 24 Stunden) und infradiane (langer als 24 Stunden)
Rhythmen eingeteilt. Die Integration der unterschiedlichen ,Clocks* in einem Organismus und
ihre Synchronisation erfolgt durch das hochkomplexe Zusammenspiel von netzartig

untereinander gekoppelten Feedback-Systemen. (Bell-Pedersen et al. 2005)

Eine Stérung des fein abgestimmten circadianen Systems (z.B. durch Schichtarbeit)
kann eine Vielzahl pathologischer Prozesse in Gang setzen. Hierzu zahlen unter anderem
Krebs, Diabetes und Depressionen. (Takahashi et al. 2008) Auch das Auftreten verschiedener
kardialer Krankheiten ist eng an spezifische Tageszeiten gekoppelt. So treten beispielsweise
Koronarischamien, ventrikulare Tachykardien (VTs) und Kammerflimmern gehauft am frihen
Morgen auf. (Muller et al. 1987) Als weltweit fiihrende Ursache kardial bedingter Mortalitat ist
der plotzliche Herztod eines der bedeutendsten Gesundheitsprobleme unserer Zeit. Es konnte
gezeigt werden, dass der plétzliche Herztod in den frihen Morgenstunden (zwischen funf und
neun Uhr) einen deutlichen Anstieg seiner Fallzahl und schlie8lich einen ,Peak” gegen neun
bis elf Uhr aufweist (Abb. 1). (Muller et al. 1987) Es ist bislang jedoch weitgehend unklar,
welche ungunstige Konstellation das morgendlich gesteigerte Auftreten des plétzlichen
Herztodes erklart. Ventrikulare Arrhythmien liegen der Entwicklung des plotzlichen Herztodes

in mindestens der Halfte der Falle zugrunde. (Harris and Lysitsas 2016)
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1.2. Entstehungsmechanismen ventrikuldrer Tachykardien

Man unterscheidet monomorphe VTs mit einheitlichen QRS-Komplex-Morphologien im
Elektrokardiogramm (EKG) von polymorphen VTs, die in der Gestalt ihrer QRS-Komplexe
variieren. Ursachlich fir monomorphe VTs sind Automatien eines Kammerareals, bei denen
die Erregung von einem Gebiet mit erhdhter Erregungsfahigkeit ausgeht, sowie ,Reentry“-
Tachykardien (kreisende Erregungen) mit einem festgelegten Fokus. Polymorphe VTs werden
zumeist durch Stérungen der ventrikularen Repolarisation verursacht. Dabei kdnnen sowohl
verlangerte als auch verklrzte ventrikulare Aktionspotentiale (APs) die Entstehung von
polymorphen VTs begunstigen. Als gemeinsamer Mechanismus tragt die verstarkte
Auspragung der transmuralen Dispersion der Repolarisation in den mit unterschiedlichen
Repolarisationseigenschaften ausgestatteten ventrikularen Myokardschichten entscheidend
zur Entstehung der VTs bei. Verlangerte ventrikulare APs kdnnen das Risiko fir ,Torsade-de-
pointes“ Tachykardien infolge friher Nachdepolarisationen erhéhen. Verkirzte ventrikulare
APs kénnen zur Ausbildung eines unidirektionalen Blocks beitragen, bei dem eine Erregung
auf refraktares Gewebe trifft und sich daher alternative Wege im Sinne multifokaler ,Reentrys*
bahnt. Frihe Nachdepolarisationen und ,Reentrys® kénnen in ein Kammerflimmern und
schlieBlich eine Asystolie mit eingeschranktem bzw. aufgehobenem kardialen Auswurf
ubergehen und damit einen plétzlichen Herztod bedingen. (Antzelevitch und Burashnikov
2011)

Das ventrikulare AP basiert wie im folgenden Absatz beschrieben (siehe Abschnitt
1.3.1: Bildung des ventrikularen Aktionspotentials) auf der Funktion kardiomyozytarer
lonenkanale. Veranderungen der lonenkanale auf funktioneller oder expressioneller Ebene
kénnen eine Unterbrechung der koordinierten Generierung bzw. Ausbreitung von APs
bedingen. (Young 2009)

1.3. Kardiale Elektrophysiologie

Die mechanische Pumpfunktion des Herzens basiert zellular auf der koordinierten elektrischen
Erregung der Kardiomyozyten. Durch die zeitlich versetzte Offnung bzw. SchlieRung kardialer
lonenkanale wird die Depolarisation und Repolarisation der Zellen gesteuert, die dem
elektrischen Signal zugrunde liegt. Zwischen den kardiomyozytaren Zellen wird das
elektrische Signal Uber ,Gap Junctions® fortgeleitet. Es werden zwei Gruppen von
Herzmuskelzellen unterschieden: Das Reizleitungssystem ist mithilfe seiner sogenannten
Schrittmacherzellen verantwortlich fir die Bildung und Fortleitung der Erregung und das

Arbeitsmyokard fur die Impulsbeantwortung in Form einer Kontraktion. Im Folgenden soll



aufgrund der Relevanz fur ventrikulare Arrhythmien auf die zugrundeliegenden Mechanismen

eines ventrikularen APs eingegangen werden.
1.3.1. Bildung des ventrikularen Aktionspotentials

Das AP des ventrikularen Arbeitsmyokards gliedert sich in vier Phasen, deren spezifischen
Potentialen unterschiedliche Kanalzustande zugrunde liegen (Abb. 2.A). Diese sind in der
Arbeit von Nerbonne und Kass 2005 ausflhrlich beschrieben: Die Phase 0 des APs ist durch
die spannungsabhangige Offnung von Natriumkanélen und einen damit verbundenen
Natriumeinstrom (Ina) in die Zellen gekennzeichnet. Der Natriumeinstrom bewirkt eine rasche
Depolarisation der ventrikularen Zellen. Die folglich ebenfalls spannungsabhangige Offnung
des Kaliumkanals bewirkt durch einen transienten Kaliumausstrom (l) eine rasche, jedoch
nur geringflgige Repolarisation der Zelle (Phase 1: engl. ,Notch* = Kerbe). Sie wird als Folge
des depolarisierenden Kalziumeinstroms (Ica) durch den L-Typ-Kalziumkanal verzdgert und
mundet in einer Plateauphase des APs (Phase 2). Der Kalziumeinstrom bewirkt zudem eine
Ubersetzung des elektrischen Signals in die mechanische Herzaktion (,elektromechanische
Kopplung®). Dabei interagieren aus dem Extrazellularraum und dem sarkoplasmatischen
Retikulum stammende Ca?*-lonen mit den Filamentproteinen Aktin und Myosin. In Folge der
Abnahme des Kalziumstroms dominieren schlief3lich die schnellen (lk;) und langsamen (lks)
auswarts gerichteten Kaliumstrome und veranlassen die endglltige Repolarisation (Phase 3).

Somit wird eine Ruckkehr der Erregung zum Ruhemembranpotential (Phase 4) erreicht.

Verlangerte Repolarisation

Phase 1

Phase 2

Ventrikulares

1
1
1
1
1
1
1
; Aktionspotential :
2 1 "
o 1R 1 1
1 [
1 [
— 1 [
Phase 4 00 s il Elektrokardiogramm |
'na — : Lo
r . .
I 1
lcaL = 1
"
| A T-Welle1 1
to.f | |
Q [
| BNy S 1 1 1
to,s 1 [
| L ——ESE.. ! ! !
Ks - 1 s 1 1
1 [
 A—
IKr e y Ly

Verlangertes QT-Intervall



Abb. 2: Ventrikuldres Aktionspotential und QT-Intervall.

A: Ventrikuldres Aktionspotential und wichtige zugrundeliegende lonenstrome. B: Zusammenhang zwischen

ventrikularem Aktionspotential und QT-Intervall.

Abk.: Ina = Natriumeinstrom, Ica . = Kalziumeinstrom (L-Typ), lo#s = Transienter Kaliumausstrom

(schnell/langsam), Iks = Langsamer Kaliumausstrom, Ik, = Schneller Kaliumausstrom.

Abb. 2.A modifiziert nach Nerbonne und Kass 2005.

Da in vivo keine direkte Bestimmung des ventrikularen APs moglich ist, bedarf es eines prazise
messbaren Parameters, der die Dauer des ventrikuldren APs widerspiegelt. Das EKG erlaubt
eine Messung der elektrischen Aktivitdt des Herzens. Es gliedert sich in die folgenden
Abschnitte auf: Die P-Welle markiert die atriale Depolarisation, die PQ-Zeit die
Erregungsweiterleitung zu den Ventrikeln, der QRS-Komplex reprasentiert die Depolarisation
der Ventrikel und die T-Welle deren anschlieRende Repolarisation (Abb. 2.B). Das QT-Intervall
im EKG ist folglich ein Mal fiir die Dauer des ventrikularen APs (Abb. 2.B). Daher kann das
QT-Intervall als einfach zu bestimmender ,Readout‘-Parameter fur das ventrikulare AP und
damit die Dauer und Gestalt der ventrikularen Erregung (Depolarisation) und der vollstandigen

Erholung (Repolarisation) herangezogen werden.
1.3.2. Regulation des ventrikularen Aktionspotentials

Die Regulation des ventrikularen APs erfolgt durch die Modulation kardiomyozytarer
lonenkandle  auf funktioneller =~ Ebene (z.B.  Phosphorylierung,  Acetylierung,
Kompartmentalisierung) oder auf Ebene ihrer Expression (z.B. Transkription, mRNA-Stabilitat,
Translation). (Young 2009)

Die Erregungsbildung, -leitung und -riickbildung am Herz wird unter physiologischen
Bedingungen vornehmlich durch das autonome Nervensystem (ANS) reguliert. (Szentmiklosi
et al. 2015) Der Sympathikus innerviert sowohl die Schrittmacherzellen als auch samtliche
Teile des Arbeitsmyokards und Ubertragt seine Signale hauptsachlich Uber den
Neurotransmitter Noradrenalin. Der Parasympathikus vermittelt seine Wirkung uber den
Neurotransmitter Acetylcholin vor allem auf Sinus-, Atrioventrikularknoten und die Vorhéfe. Die
Regulation des ventrikularen Myokards durch den Parasympathikus ist moglich, aber unter

physiologischen Bedingungen eher unerheblich. (Léffelholz und Pappano 1985)

Die Bindung des sympathischen Neurotransmitters Noradrenalin (Freisetzung
beispielsweise bei korperlicher Aktivitat, Stress oder pathologischen Zustanden wie
Herzinsuffizienz) an ventrikuldare B4-Adrenozeptoren fuhrt Gber eine G-Protein-gekoppelte
Reaktion zur Aktivierung der Adenylatcyclase. Die Adenylatcyclase katalysiert die Bildung von

cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP). Erhdhte cAMP-Spiegel aktivieren die
9



Proteinkinase A (PKA), die Uber Phosphorylierungen die Aktivitdt von Schlisselenzymen und
Transportern modulieren und damit das AP beeinflussen kann. So stimuliert der Sympathikus
in sehr unterschiedlichem Ausmal} eine Vielzahl wichtiger depolarisierender (lca, Ina) und
repolarisierender (I, lks, Ici) lonenkanale des ventrikularen Myokards Uber das PKA/cCAMP-
System. (Szentmiklosi et al. 2015) Da beim Menschen unter Normalbedingungen die
Regulation der repolarisierenden Strome (vor allem des Iks) Uberwiegt, fihrt die Sympathikus-
Stimulation der Zellen des Arbeitsmyokards in der Summe zu einer Verklrzung des APs.
(Winter et al. 2018; Szentmiklosi et al. 2015) Dabei wird gleichzeitig das Plateau des APs
sowie die Kontraktionskraft (positive inotrope Wirkung des Sympathikus) durch den
geférderten lca-Einstrom erhéht. (Szentmiklosi et al. 2015) Die lonenkanéle werden darlber
hinaus mit unterschiedlichen Zeitkonstanten aktiviert, sodass die Ica.-Aktivierung der lkys-

Aktivierung vorausgeht. (Ruzsnavszky et al. 2014)

Der Parasympathikus hemmt Uber die Aktivierung der M2-Rezeptoren die cAMP-
Bildung und wirkt daher entgegengesetzt zum Sympathikus. Dieser Effekt kommt jedoch v.a.
im Vorhof zum Tragen und ist im Bereich der Ventrikel beim Menschen zu vernachlassigen.
(Loffelholz und Pappano 1985)

Das ANS wirkt auch indirekt Uber die Regulation der Herzfrequenz (HF) auf das
Arbeitsmyokard-AP. Der Sympathikus erhoht durch eine p1-Rezeptor-gekoppelte Reaktion
den Einstrom von Kationen (,Schrittmacher-Strom*) am Sinusknoten und erhéht dadurch die
HF. Hohe HFs bei hoher Sympathikus-Aktivitat fiUhren vereinfacht zur Akkumulation von
repolarisierenden lonenkanalen im offenen Stadium (unter anderem Ixs-Kanale), sodass das
ventrikulare AP verklrzt wird. (Ravens und Wettwer 1998) Der Parasympathikus fuhrt
dagegen zu vermindertem Kationeneinstrom in die Schrittmacherzellen und bewirkt dadurch

eine geringere HF mit folglich verlangertem AP.

1.4. Circadiane Rhythmik
1.4.1. Allgemeine Regelmechanismen der circadianen Rhythmik

In nahezu allen peripheren Geweben wurden zellspezifische, sich selbst aufrechterhaltende
Rhythmen nachgewiesen. ( Balsalobre et al. 1998) Diese endogenen Rhythmen werden Uber
Oszillationen der Transkription spezialisierter Gene, sogenannter ,Clock Genes* (Per/Cry),
generiert. In der Arbeit von Lowrey et al. 2011 werden die folgenden Zusammenhange
detailliert dargestellt. Hiernach bewirken die Protein-Produkte (PER/CRY) dieser ,Clock
Genes*“ nach ihrer Heterodimerisierung (PER:CRY) in festgelegten, organspezifischen Zyklen

eine Hemmung ihrer eigenen Gen-Transkription. Nach Translokation in den Nukleus inhibieren
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sie die Transkriptionsfaktoren CLOCK:BMALA1, die Gber E-Boxes an ihre Promotoren binden

(,transcription-translation feedback loop*“) (Abb. 3).

—
Per/Cry
_gg I T— —— PER/CRY
t '

CLOCK:BMAL1 ~ +——— PER:CRY

Abb. 3: Schemadarstellung zur ,,Clock Gene“-Regulation.

Die Bindung des Transkriptionsfaktoren-Heterodimers CLOCK:BMAL1 an E-Boxes seiner Zielgene bewirkt die
Transkription von den ,,Clock Genes* Per/Cry. Deren Protein-Produkte PER/CRY translozieren nach
Heterodimerisierung (PER:CRY) in den Nukleus, inhibieren die Transkriptionsfaktoren CLOCK:BMAL1 und

damit ihre eigene Transkription.

Abk.: CLOCK =, Circadian locomotor output cycles kaput”, BMAL1 = ,Brain and Muscle ARNT-Like 1", Per =
.Period”, Cry = ,Cryptochrome”.

Abb. basierend auf Mohawk et al. 2012.

Far die ordnungsgemalRe Funktionalitat der circadianen Rhythmik ist ein eng abgestimmtes
System zwischen den Umweltzyklen und den endogenen ,Clocks® von grofRer Bedeutung.
(Mohawk et al. 2012) In Saugetieren wird dies durch ein hierarchisches Feedback-System
erreicht, dessen hdchste Hierarchie-Ebene im Gehirn durch Umweltreize wie Licht
(sogenannter exogener ,Zeitgeber) auf einen 24-Stunden-Zyklus abgestimmt wird. Die
Funktion des ,zentralen Schrittmachers® wird vom Nucleus suprachiasmaticus (SCN)
ubernommen, der am Boden des Hypothalamus Uber dem Chiasma opticum liegt und
Afferenzen aus der Retina bezieht (Abb. 4). Ein Grofdteil seiner Efferenzen wird im Nucleus
paraventricularis (PVN) des Hypothalamus verarbeitet (Abb. 4). Der PVN ist dazu in der Lage,
sowohl hormonellen als auch autonomen ,Output‘ zu generieren. Die hypothalamischen
.Releasing“- und ,Inhibiting“-Hormone steuern die Hormonproduktion der Adeno- bzw.
Neurohypophyse. Praautonome Neurone zielen auf Kerngebiete des Vagus oder des
Sympathikus (Abb. 4). Das ANS ist fur eine Vielzahl homoostatischer Steuerungsprozesse
verantwortlich. Hierzu zahlen beispielsweise Vitalfunktionen wie Herzschlag, Atmung,

Verdauung und Stoffwechselvorgange.
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1.4.2. Circadiane Regulation kardialer Elektrophysiologie

5

-'\ X
/— @ R PR Zirkulierende Hormone
' -

ﬂ I~
<

Nebenniere

Interne
Taktgeber

Abb. 4: Schemadarstellung zu circadianen Regulationsvorgangen am Herz.

Die Weiterleitung von Umweltsignalen erfolgt durch den Nucleus suprachiasmaticus (SCN) an den Nucleus
paraventricularis (PVN), der sowohl hormonellen als auch autonomen ,Output generiert. Beeinflusst wird die
kardiale Tagesrhythmik durch die folglich rhythmische Aktivitdt des autonomen Nervensystems (Sympathikus

und Parasympathikus), die Wirkung circadian freigesetzter zirkulierender Katecholamine und weiterer Hormone

sowie durch interne ,Taktgeber".

Abk.: SCN = Nucleus suprachiasmaticus, PVN = Nucleus paraventricularis, DMV = Nucleus dorsalis nervi vagi

(Vagus-Kerngebiet), IML = Nucleus intermediolateralis (Sympathikus-Kerngebiet).

Die bedeutendsten physiologischen Parameter des kardiovaskularen Systems zeigen
circadiane Variationen: Hierzu zahlen unter anderem die HF, das ventrikulare AP, der
Blutdruck sowie der Gefaldtonus. (Bexton et al. 1986; Kong et al. 1995; Paschos und Fitzgerald
2010) Die HF steigt beim Menschen morgens schnell an und erreicht ihren Héhepunkt
zwischen 10 und 12 Uhr, bevor sie langsam wieder abfallt und nachts auf einem niedrigen
Niveau bleibt. (Guo und Stein 2003) Die Entwicklung des QT-Intervalls verlauft gegensatzlich
zu der HF-Rhythmik. (Guo und Stein 2003; Bexton et al. 1986; Simantirakis et al. 2001)
Veranderungen des ventrikularen APs gelten als potentielle Ausléser von letalen Arrhythmien
(siehe Abschnitt 1.2.: Entstehungsmechanismen ventrikularer Tachykardien) und die

plétzliche morgendliche Verklirzung des QT-Intervalls (als ,Readout® des ventrikularen APs)
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korreliert zeitlich mit einem deutlichen Anstieg des Auftretens des plotzlichen Herztodes.

Daher ist die circadiane QT-Regulation von besonderem klinischen Interesse.

Neurogene Einflisse durch das ANS gelten als dominierende endogene ,Zeitgeber*
fir die circadiane Steuerung des ventrikuléaren APs. (Black et al. 2019) Uber die vom PVN
ausgehenden Afferenzen wird die ANS-Aktivitat circadian reguliert (siehe Abschnitt 1.4.1.:
Allgemeine Regelmechanismen der circadianen Rhythmik). Die Balance des ANS ist dabei in
der Nacht zugunsten der Parasympathikus-Aktivitat reguliert, wahrend die Aktivitat des
Sympathikus am Tag uberwiegt. (Baust et al. 1969) Diese autonomen Impulse werden unter
physiologischen Bedingungen unter anderem Uber die Steuerung der HF an die ventrikularen
Kardiomyozyten weitergeleitet (siehe Abschnitt 1.3.2.: Regulation des ventrikularen
Aktionspotentials). Die gegenséatzliche Regulation von HF und QT-Intervall ermdglicht es dem
Herz, seine elektrische Aktivitdt und seine mechanische Funktion gleichermaB3en an
circadiane Schwankungen anzupassen: bei hohem Sympathikotonus wird die HF erhéht und
das QT-Intervall verkurzt, bei hohem Parasympathikotonus wird die HF verkurzt und das QT-
Intervall verlangert. Eine circadiane Rhythmik des QT-Intervalls konnte jedoch auch bei
Schrittmacherpatient:innen mit einer Uber den gesamten Tag konstanten HF beobachtet
werden (Abb. 5). Es ist anzunehmen, dass der morgendliche Abfall des QT-Intervalls hierbei
grofltenteils durch den Anstieg der Sympathikusaktivitat Gber die direkte Interaktion mit den

kardiomyozytaren lonenkanalen vermittelt wird. (Bexton et al. 1986; Oda et al. 1985)

104 = ® Gruppe A: Schrittmacher
® Gruppe B: Transplantiert
A Gruppe C: Diabetes
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Abb. 5: Tagesverlauf des normalisierten QT-Intervalls.

Normalisierung des QT-Intervalls anhand der Division durch das mittlere QT-Intervall der jeweiligen Patient:innen
(Angabe in Prozent). Deutliche Verkirzung des QT-Intervalls von Schrittmacher-Patient:innen (mit tber den
gesamten Tag konstanter Herzfrequenz) am Morgen mit anschlieBendem allmahlichen Wiederanstieg (Gruppe A).
Bei Patient:innen mit transplantierten (= anatomisch voriibergehend denervierten) Herzen bleibt die Rhythmik

abgeschwacht aufrechterhalten (Gruppe B), nicht aber bei Patient:innen mit diabetischer Neuropathie (Gruppe C).

Abb. ins Deutsche Ubersetzt nach Bexton et al. 1986.
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Selbst bei Abwesenheit des direkten autonomen Einflusses weist das QT-Intervall circadiane
Schwankungen auf. So bleibt die circadiane Rhythmik auch bei Patient:innen nach einer
Herztransplantation (HTX) sichtbar, bei der die direkte autonome Kontrolle voriibergehend
anatomisch durchtrennt wird. (Bexton et al. 1986) Sie weist hierbei jedoch eine verringerte
Amplitude sowie eine Phasenverschiebung auf (Abb. 5). (Bexton et al. 1986) Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass auch hormonelle Signale die circadiane AP-Rhythmik am
Ventrikel beeinflussen. Zirkulierende Katecholamine werden als die bedeutendsten
hormonellen Regulatoren der tagesrhythmischen kardialen Elektrophysiologie angenommen.
(Abildskov et al. 1976; Bexton et al. 1986; Guo und Stein 2003) Die Konzentration des im Blut
zirkulierenden Noradrenalins und Adrenalins ist am Tag gegenuber der Nacht erhéht und
entspricht damit der tageszyklischen Verkirzung des QT-Intervalls. (Turton und Deegan 1974;
Kong et al. 1995) In geringerem Ausmalf} und bislang nur wenig besprochen scheinen auch
weitere circadian freigesetzte Hormone (z.B. Schilddriisenhormone, Glucocorticoide, Insulin
und Melatonin) Gber ihre Wirkung an kardiomyozytaren lonenkanalen sowie die HF-Regulation
das ventrikulare AP zu beeinflussen. (Klein und Ojamaa 2001; Simko et al. 2016; Festa et al.
2000)

Neben den genannten physiologischen EinflussgroRen koénnen nach neueren
Erkenntnissen auch biochemische Variationen zur circadianen Rhythmik des ventrikularen
APs beitragen. Kardiomyozytare Zellen verfligen uber intrinsische Mechanismen, welche die
rhythmische Expression von ,,Clock Genes" innerhalb isolierter Zellen steuern (siehe Abschnitt
1.4.1.: Allgemeine Regelmechanismen der circadianen Rhythmik). (Young et al. 2001) Im Jahr
2012 gelang erstmals der Nachweis einer Signalkaskade, Uber welche die Genprodukte
oszillierender ,Clock Genes*® direkt auf die lonenkanale der Kardiomyozyten wirken. (Jeyaraj
et al. 2012) Eine veranderte Oberflachenexpression und Kinetik der Kanale in Bezug auf
Aktivierung, Deaktivierung und Erholungszeit sind die Folge. (Nerbonne und Kass 2005) Auch
indirekt ~ kénnen intrinsische ,Clock“-Mechanismen durch das Bewirken von
Sensitivitatsanderungen der Zellrezeptoren auf die neurogenen und hormonellen Regulatoren

die circadianen Regulationsvorgange beeinflussen.

1.5. Problematik der Untersuchung circadianer Prozesse im intakten Organismus

In der jungeren Vergangenheit konnten wie beschrieben einige Erkenntnisse in Bezug auf
grundsatzlich beteiligte Mechanismen der circadianen Tagesrhythmik am Herz gewonnen
werden. Die genauen Interaktionsmechanismen dieser neuronalen und hormonellen
,LZeitgeber* mit internen Prozessen sowie ihr Ausmal auf circadiane Veranderungen sind

jedoch bislang weitgehend unbekannt. Konkret kann beispielsweise im nativen Organismus
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nicht beantwortet werden, zu welchen Anteilen das ANS und zirkulierende Hormone ihre
circadianen Impulse direkt an kardiomyozytare lonenkanale Gbermitteln oder indirekt Uber die

Beeinflussung der kardialen ,Clock Genes".

Diese bislang nicht geschlossene Licke im Verstéandnis der spezifischen Rolle von
circadianen Akteuren am Herz basiert auf der Vielzahl der untereinander verschalteten
EinflussgroRen. Besonders die grofle Rolle des ANS auf die circadiane ventrikulare
Elektrophysiologie ist im nativen, orthotopen Herz nur schwer von den weiteren bekannten
Einflussfaktoren abzugrenzen. Aufgrund der anzunehmenden Bedeutung circadianer
Rhythmik in dem Entstehungsprozess ventrikularer Arrhythmien ist der jeweilige Anteil der
Regelkreise an der Regulation des ventrikularen APs allerdings von auflerordentlichem
klinischen Interesse. Die Aufrechterhaltung circadianer Rhythmik des APs im transplantierten
Herz beim Menschen (siehe Abschnitt 1.4.2.: Circadiane Regulation kardialer
Elektrophysiologie) weist darauf hin, dass nicht-neuronale Signale einen entscheidenden
Einfluss auf die circadiane AP-Regulation innehaben. (Bexton et al. 1986) Welcher genaue
Signalweg die AP-Rhythmik des QT-Intervalls aufrechterhdlt kann bislang noch nicht

beantwortet werden.

1.6. Die heterotope Herztransplantation als geeignetes Versuchsmodell zur

Untersuchung circadianer Mechanismen

Die komplexe mechanische, nervale und hormonelle Regulation der kardialen
Elektrophysiologie ist am geeignetsten an intakten Organismen zu untersuchen. Im Tiermodell
kénnen im Gegensatz zu Patientiinnenstudien durch den Ausschluss von Stérfaktoren
einheitlichere  Grundbedingungen geschaffen werden. So kdnnen standardisierte
Bedingungen in Bezug auf Alter, Geschlecht, Medikamenteneinnahmen und
Umgebungsfaktoren geschaffen werden. Die kardiale Anatomie und Elektrophysiologie von
Ratten ist ausreichend bekannt und mit derjenigen beim Menschen hinreichend verwandt,
sodass eine Ubertragbarkeit der Hauptaussagen auf den Menschen angenommen werden
kann. Bislang erfolgte relevante Vorarbeiten des Instituts (Schwoerer et al. 2008; Westhofen
et al. 2019) sind ebenfalls an Nagetieren durchgefihrt worden, sodass das vorliegende Projekt

auf Erfahrungen und Erkenntnissen der vorausgehenden Arbeiten aufbauen kann.

In einem geeigneten Versuchsmodell zur Untersuchung der hormonellen und
intrinsischen circadianen Regulationsmechanismen am Herz sollte der Einfluss des ANS
blockiert werden. Optimalerweise unterliegt das Herz dabei zwar einem physiologischen

Elektrolythaushalt und hormonellen Milieu, weist jedoch keine direkte nervale Kontrolle durch
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den autonomen Plexus cardiacus auf. Diese Anforderungen erfiillt die Transplantation eines

Spenderherzens.

Die heterotope HTX beim Nagetier ist ein anerkanntes Versuchsmodell zur
Untersuchung der biologischen Folgen einer HTX. (Depre et al. 1998; Ito et al. 2003;
Hasegawa et al. 2007; Niimi 2001) Sie ist auch an unserem Institut seit Uber zehn Jahren
erfolgreich etabliert. (Schwoerer et al. 2008; Schaefer et al. 2016) Das im Rahmen unserer
Versuche angewandte abdominelle Modell (siehe Abschnitt 2.2.1: Heterotope
Herztransplantation im Tiermodell) ist komplexer und zeitaufwandiger als das zervikale Modell
(Tomita et al. 1997), wird aber von vielen Laboren bevorzugt, da es mit einem verbesserten
post-prozeduralen Uberleben assoziiert ist. (Hasegawa et al. 2007) Bei der heterotopen HTX
eines Rattenherzens in den Bauchraum eines Empfangertieres (Abb. 6.A) wird das im Zuge
der Transplantation denervierte Spenderherz Uber die Koronararterien mit Blut versorgt,
wahrend die linksventrikuldre Fullung nahezu aufgehoben ist (Abb. 6.B). (Didié et al. 2013)
Durch die intakte arterielle Perfusion fangt das Spenderherz spontan an zu schlagen, férdert
jedoch kaum Volumen und atrophiert hierdurch deutlich (Depre et al. 1998; Schwoerer et al.
2008). Die hormonelle Regulation sowie der physiologische lonenhaushalt bleiben dabei
aufrechterhalten. In diesem Rahmen wird es moglich, HTX-Herzen nach invertierter (um zwolf
Stunden verschobener) Tag-Nacht-Haltung von Spender- und Empfangertier implantieren.
Somit I&sst sich das Versuchsvorhaben, hormonelle und herzinterne Mechanismen am HTX
zu untersuchen, anhand dieses Modells gut realisieren.

A B

Entlasteter LV

-------

Abb. 6: Schemadarstellung der abdominellen heterotopen Herztransplantation und Anastomosen.

A und B: Die Spenderaorta (AO asc) wird an die infrarenale Empfangeraorta (Ao) anastomosiert und die Spender-
Pulmonalarterie (PA) an die Vena cava inferior (IVC) des Empfangertieres. Das Spenderherz wird hierdurch
arteriell Uber die Koronararterien perfundiert, es fordert jedoch kaum Volumen. Der Blutriickstrom erfolgt Giber den

Sinus coronarius in das rechte Herz und schlieB3lich in die Vena cava inferior des Empfangertieres.

Abk.: IVC = Vena cava inferior, Ao = Aorta, AO asc = Aorta ascendens, PA = Pulmonalarterie, RA = Rechtes
Atrium, RV = Rechter Ventrikel, LV = Linker Ventrikel.

Abb. modifiziert nach Westhofen et al. 2019. 16



1.7. Erkenntnisse aus vorausgehenden Projekten des Institutes

Im Rahmen von vorausgehenden Projekten unseres Institutes wurden Erkenntnisse uber die
circadiane Rhythmik im HTX-Rattenmodell gewonnen, auf denen die folgende Arbeit aufbaut.
Hierbei wurden separat die EKGs von HTX - und orthotopen Rattenherzen abgeleitet. Die
durchgeflihrten Messungen zeigten dabei nicht nur im orthotopen Herz, sondern
erstaunlicherweise auch im autonom vollstdndig entkoppelten HTX-Herz eine ausgepragte
circadiane Rhythmik der HF. Das orthotope Nagerherz wies in Ubereinstimmung mit der
Literatur im Gegensatz zum Menschen keine eindeutige QT-Rhythmik auf. (Roussel et al.
2016; Mitchell et al. 1998; Schroder et al. 2015; Schroder et al. 2014) Das HTX-Herz zeigte
jedoch interessanterweise deutliche Tagesschwankungen der QT-Rhythmik. Dabei konnten in
Ubereinstimmung mit ,Patch-Clamp“-Experimenten an heterotopen HTX-Ratten-
Kardiomyozyten (Schwoerer et al. 2008) ausgepragte QT-Verlangerungen beobachtet
werden. Grund hierfur kdnnten sogenannte ,Remodeling“-Prozesse nach der Herzentlastung
durch die HTX-Operation sein, die auf elektrophysiologischer Ebene unter anderem eine
erheblich verringerte Kanaldichte des lonenkanals |, bewirken. (Schwoerer et al. 2008) Einige
Studien konnten zeigen, dass die Anzahl der k,-Kanale groRen Einfluss auf die QT-Zeit in
ventrikularen Ratten-Myozyten hat. (Volk et al. 2001; Lebeche et al. 2004; Kaprielian et al.
1999) So ist als mogliche Erklarung fur die circadiane QT-Rhythmik im HTX-Herz eine
Demaskierung einer unterschwelligen Rhythmik infolge der QT-Verlangerung durch |e-
Reduktion anzufuhren. Verlangerte QT-Intervalle mit zeitlich synchronisierter Regulation zur
circadianen HF-Schwankung beim Nagetier finden sich interessanterweise auch in der
Literatur nach Manipulation der circadianen ,,Clock® (Schroder et al. 2015) und bei transgenen

Modellen zur Untersuchung des ,Long QT Syndroms* (Schroder et al. 2014).

Aufgrund der separaten Ableitung des HTX - und des orthotopen Herzens in der
vorausgegangenen Arbeit kann bisher keine Aussage darlber getroffen werden, ob die
beschriebene HTX-Rhythmik tatsachlich mit der Umgebungsrhythmik und damit der Rhythmik
des orthotopen Herzens synchronisiert ist oder vielmehr eine konstante zelleigen-initiierte AP-
Rhythmik vorliegt. Der Erkenntnisgewinn Uber diese Fragestellung konnte jedoch zu einem
deutlich detaillierteren Verstandnis Uber die Mechanismen der circadianen AP-Regulation
beitragen. In dem vorliegenden Projekt sollte erstmalig eine im jeweiligen Versuchstier zeitlich
synchrone Ableitung des HTX - und orthotopen Herzens mithilfe von Zwei-Kanal-
Telemetriesendern erfolgen, um die Synchronisation der beiden Herzen in Abhangigkeit von

durchgefuhrten Interventionen durch ,beat-to-beat” Analyse zu untersuchen.
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1.8. Zusammenfassung, Leitfrage und Arbeitsplan

Ventrikulare Arrhythmien gelten als wichtiger Ausléser des plotzlichen Herztodes. Ihr
frihmorgendlich deutlich gehauftes Auftreten beim Menschen korreliert zeitlich mit einer
potentiell arrhythmogenen Verkurzung des ventrikularen APs und damit des QT-Intervalls im
EKG. Der Erkenntnisgewinn Uber die untereinander vernetzten Mechanismen der circadianen
Regulation des QT-Intervalls ist daher von grolem klinischen Interesse. Abseits des
bedeutenden Einflusses vom autonomen Nervensystems besteht bislang jedoch eine
weitgehende Lucke im Verstandnis des anteiligen Beitrags der circadianen ,Taktgeber®. Im
Rattenmodell der heterotopen HTX wird die nervale Versorgung des HTX-Herzens vollstandig
unterbrochen, das physiologische hormonelle Milieu sowie der Elektrolythaushalt bleiben
jedoch bei intakter Perfusion erhalten. In Vorarbeiten konnte unter diesen Bedingungen eine
deutliche tageszyklische QT-Schwankung im HTX-Herz beobachtet werden. Nach
ausflhrlicher Literaturrecherche kénnen primar intrinsische, herzinterne Mechanismen sowie

im Blut zirkulierende Katecholamine als Regulatoren dieser Rhythmik angenommen werden.
Konkret stellte sich daher die folgende Leitfrage:

Zu welchen Anteilen basiert die circadiane Rhythmik des ventrikularen APs beim denervierten
heterotop transplantierten Rattenherz auf herzinternen Mechanismen und zirkulierenden

Katecholaminen?

Mithilfe von spezifischen Interventionen und pharmakologischen Blockaden sollten die
Anteile dieser bekannten EinflussgroRen auf die QT-Rhythmik im HTX-Herz evaluiert werden.
Hierzu wurden zwei Interventionsgruppen konzipiert (Abb. 7), bei denen das Ausmal} und die
Synchronisation der circadianen Rhythmik vom HTX - und orthotopen Herz Uberprift und mit
der Kontrollgruppe abgeglichen werden sollten. Die Untersuchung des Anteils herzinterner
»1aktgeber” sollte nach einer Umkehr der Tagesrhythmik der HTX-Herzen vor Implantation in
das Empfangertier in der Versuchsgruppe ,Invertiert* erfolgen. Der Einfluss zirkulierender
Katecholamine auf die circadiane QT-Rhythmik im HTX-Herz wurde durch die Blockade der

katecholaminergen 31-Rezeptoren in der Gruppe ,Metoprolol” untersucht.

Vorversuchszeitraum } HTX + EKG-Implantation >I Telemetrische EKG-Aufnahme } Entnahme >

Eingewdhnung

Invertierung Eingewéhnung

Eingew6hnung

/A
7

Mind. 6 Wochen Mind. 1 Woche Tag 1-12 Tag 13-21

- Metoprolol

B nvertiert

I Kontrolle
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Abb. 7: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs.

Nach sechswdchiger Invertierung der Licht-Dunkel-Zyklen um zwolf Stunden beim Spendertier in der Gruppe
.invertiert” und einer versuchsgruppeniibergreifenden Eingewdhnungsphase wurden die Spenderherzen in
die jeweiligen Empfangertiere transplantiert und Zwei-Kanal-Telemetriesender zur Ableitung des HTX - und

orthotopen Herzens implantiert. In der Folge wurden die EKGs der beiden Herzen telemetrisch tber 21 Tage

abgeleitet. Die Tiere der Gruppe ,Metoprolol” erhielten ab Tag 1 der Aufzeichnung 50 bzw. ab Tag 13

100mg/kg KG Metoprolol. Nach 21 Tagen wurden die Herzen entnommen und die Versuche beendet.

Abk.: HTX = Herztransplantation, EKG = Elektrokardiogramm, KG = Kérpergewicht, Meto = Metoprolol.

2. Material und Methoden
21. Material
2.1.1. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Fir die Versuche wurde die syngene Rattenlinie der Lewis-Ratten ausgewahlt. Diese Linie
eignet sich aufgrund fehlender AbstoRungsreaktionen ideal fur Organtransplantationen und
hat sich an unserem Institut bereits erfolgreich fir die heterotope HTX-Operation bewahrt.
(Schwoerer et al. 2008) Da die mannlichen Lewis-Ratten im Rahmen chirurgischer Eingriffe in
Vorarbeiten hohere Uberlebensquoten im Vergleich zu weiblichen Tieren hatten, wurden die

Versuche an mannlichen Tieren durchgefihrt.

Die Tiere wurden von ,Charles River Laboratories” (Sulzfeld) geliefert und mindestens
eine Woche vor der heterotopen HTX-Operation in die klimatisierten Tierversuchsrdume des
Instituts fur Zelluladre und Integrative Physiologie (Temperatur 20°C bis 24°C; Luftfeuchtigkeit:
45% bis 60%) Uberfluhrt. Der Tag-Nacht-Rhythmus wurde Uber die an Zeitschaltuhren
angeschlossene Raumbeleuchtung auf einen exakten zwdlf Stunden Zyklus eingestellt (Licht:
07:00 — 19:00 Uhr, Dunkelheit: 19:00 — 07:00 Uhr; Spendertiere der Versuchsgruppe
Jinvertiert® mit Licht: 19:00 — 07:00 Uhr, Dunkelheit: 07:00 — 19:00 Uhr). Die Daten zu
Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Lichtzyklus wurden fortlaufend sensorisch erfasst und
kontrolliert. Die Tiere wurden vor der Operation in Gruppenkafigen Typ 4 der Grundflache von
1820cm? mit maximal vier Tieren pro Kéfig gehalten. Die telemetrischen Messungen machten
nach der Operation eine Einzelhaltung der Tiere in Standardkafigen Typ 3 mit der Grundflache
von 820cm? nétig. Die Kafige wurden mindestens einmal pro Woche gewechselt und enthielten
Holzgranulat-Einstreu sowie ,Kafig-Enrichment® (Hauschen und Zellstoff). Die Ratten erhielten
Wasser (Leitungswasser) in 750ml Trankeflaschen und Futter (Altromin 1328 P, Lage;
Rohprotein: 19,1%, Rohfett: 4%, Rohfaser: 6%, Rohasche: 6.1%) ad libitum. Tagliche

Kontrollgange stellten die Futter- und Wasserversorgung sowie den Zustand der Tiere sicher.
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2.1.2. Genehmigung des Tierversuchsvorhabens

Der ,Antrag auf Genehmigung eines Tierversuchsvorhabens nach § 8 Abs. 1 des
Tierschutzgesetzes wurde am 30.03.2017 von der Behoérde fiur Gesundheit und
Verbraucherschutz genehmigt, sein Anderungsantrag am 13.10.2017
(Genehmigungsnummer 23/17). Meine Teilnahme am Kurs zur ,Planung und Durchfiihrung
von Tierversuchen an der Maus® wurde am 06.04.2017 bescheinigt. Die Tierkontrollen und
Tierversorgung durften folglich aufgrund der ,Ausnahmegenehmigung nach § 16 Abs. 1 Satz
5 der TierSchVersV* vom 11.07.2017 von mir eigenstandig durchgefuhrt werden. Alle
Versuche wurden in Ubereinstimmung mit den institutionellen Richtlinien durchgefiihrt. Sowonhl
die artgerechte Haltung der Tiere als auch die fachlichen und technischen Bedingungen zu
ihrem Versuchseinsatz waren gut etabliert und konnten zu jedem Zeitpunkt des Versuches

gewabhrleistet werden.
2.1.3. Medikamente
2.1.3.1. Schmerztherapie

Die Tiere aller Versuchsgruppen erhielten im Rahmen der Experimente eine medikamentdse
Schmerztherapie. Diese beinhaltete eine pra-, peri- und postoperative Schmerzbehandlung
mit nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) und Opioiden. Durch diese Kombinationstherapie
war eine breite, suffiziente Schmerzabdeckung gewahrleistet. Praoperativ wurde den Tieren
das Opioid Buprenorphin (Temgesic®, Essex GmbH, Minchen, 0,04mg/kg Koérpergewicht
(KG) subcutan (s.c.)) appliziert. Die intraoperative Schmerzabdeckung erfolgte durch den
Wirkstoff Carprofen (Rimadyl®, Zoetis GmbH, Berlin, 4-5mg/kg KG s.c.). Am ersten und
zweiten Tag nach der Operation erhielten die Tiere das NSAR Meloxicam (Metacam®,
Boehringer Ingelheim GmbH, Ingelheim, 1mg/kg KG per os (p.0.)) in Vermengung mit HiPP®-
Babybrei (HiPP Holding GmbH, Pfaffenhofen). Das Opioid Tramadolhydrochlorid (Tramal®,
Grunenthal GmbH, Aachen, 0,5mg/ml p.o.) wurde Uber die ersten sechs Tage nach der

Operation in Vermengung mit dem Trinkwasser gegeben.
2.1.3.2. Blockade des f1-Adrenozeptors

Katecholamine wirken am Herz Uber eine Vielzahl von a- und pB-Adrenozeptoren. (Veldkamp
et al. 2001) Wir haben uns in dieser Studie fir den in der Tierforschung gut etablierten (Chan
et al. 2011; Ahmet et al. 2009; Maczewski und Mackiewicz 2008) p1-spezifischen
Rezeptorblocker Metoprolol entschieden. Die physiologische Regulation der HF und
Kontraktilitat ist vornehmlich unter 31-Rezeptor-Kontrolle. (Szentmiklosi et al. 2015) Die Gabe
von Metoprolol ist daher als valide Intervention anzusehen, um den Einfluss zirkulierender

Katecholamine auf die circadiane Rhythmik des ventrikularen APs zu untersuchen.
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Im Rahmen von Vorversuchen am Institut wurden Dosis-Wirkungskurven bei Ratten
durchgefiihrt, bei denen unter taglicher Gabe von im Trinkwasser der Tiere gelostem
Metoprolol-Tartrat 50mg/kg KG p.o. (Lopressor®, Sigma-Aldrich GmbH, Minchen) eine
weitestgehende Blockade der B1-Rezeptoren anhand der HF-Senkung festgestellt werden
konnte. Der in diesem Versuch aquivalent gewahlte Applikationsweg stellte eine geringe
Belastung der Tiere sicher. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit von Metoprolol wurden
lichtundurchlassige Trinkflaschen verwendet. Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurden
Trinkversuche an einer Testreihe von vier Ratten durchgeflihrt, anhand derer eine Anpassung
der Dosierung in Bezug auf die durchschnittliche Trinkmenge vorgenommen werden konnte.
Die Aufnahme der erwinschten Zieldosis im Versuch konnte anhand von Trink- und
Gewichtsprotokollen der Tiere sichergestellt werden. Die Wirkung von Metoprolol an seinen
Zielrezeptoren kann zuverlassig uber die B1-Adrenozeptor vermittelte Absenkung der HF

abgelesen werden (siehe 2.2.5.2. Uberpriifung der Metoprololaufnahme und -wirkung).

2.2. Methoden
2.2.1. Heterotope Herztransplantation im Tiermodell
2.21.1. Durchfihrung

Die Durchfuhrung der heterotopen HTX-Operation ist seit Uber zehn Jahren an unserem
Institut etabliert (Schwoerer et al. 2008; Schaefer et al. 2016; Westhofen et al. 2019). Die

Operation wurde im Rahmen dieses Projekts von einer Tierarztin durchgefihrt.
a. Praoperativ

Eine halbe Stunde vor Beginn der Operation erfolgte eine Schmerzbehandlung der Spender-
und Empfangertiere mit dem Opioid Buprenorphin. Der Zustand der Tiere wurde anhand der
Kontrolle des Gewichts, des Fellzustandes, des Verhaltens, der Atmung, der Augen und der

Kérperéffnungen Uberprift.
b. Intraoperativ

Zunachst wurde beim Spendertier die Narkose in einer Narkosebox (Harvard Apparatus
GmbH, March) mit 5-7%igem Sevofluran (Sevorane®, Abbott GmbH, Wiesbaden) und
99,5%igem medizinischen Sauerstoff (Technische und Medizinische Gas GmbH, Krefeld)
eingeleitet. Das Tier wurde daraufhin zur Narkosemaske (Harvard Apparatus GmbH, March)
uberfuhrt und die Inhalationsanasthesie mit 1,5-5%igem Sevofluran aufrechterhalten. Der
Fixierung des Tieres in Riickenlage mit Klebestreifen (Leukosilk®, BSN Medical GmbH,
Hamburg) auf einer Warmeplatte folgte die Entfernung der Haare im Thorax- und

Abdominalbereich mit einer Enthaarungscreme (Veet®, Reckitt Benckiser GmbH, Mannheim).
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Nach Desinfektion der Haut (Octenisept®, Schiilke & Mayr GmbH, Schleswig-Holstein) folgte
ein abdominal median sagittaler Hautschnitt und die Freilegung der Vena cava inferior. Es
wurden 500 |.E. Heparin (Heparin-Natrium-2500-ratiopharm®, Ratiopharm GmbH, Ulm) in die
Vene appliziert. Nach einigen Minuten wurden 5ml Blut aus der Vena cava inferior aspiriert
und 5ml kalte NaCl-Lésung (Isotone Natriumchlorid Lésung 0,9%, Braun GmbH, Melsungen)
injiziert. Der Hautschnitt wurde nach thorakal median sagittal erweitert und der Thorax Uber
eine mediane Sternotomie erdffnet. Durch steriles Eiswasser wurde das Herz lokal gekuhlt.
Die Aorta ascendens wurde prapariert und das Herz mit 2ml kardioplegischer Lésung (St.
Thomas-Hospital solution |, Dr. Franz Kéhler Chemie GmbH, Bensheim) gespult. Die
Durchtrennung der Aorta erfolgte kurz unterhalb des Truncus brachiocephalicus und die
Trennung der Pulmonalarterie kurz unterhalb der Pulmonalisgabel. Es folgte eine Ligatur der
Vena cava inferior und - superior sowie der Pulmonalvenen mit Mersilene® 5-0 Faden (Ethicon
GmbH, Norderstedt), sodass das Herz enthommen werden und in sterilem Eiswasser gelagert

werden konnte.

Beim Empfangertier erfolgte zusatzlich zur praoperativen Schmerzbehandlung mit
Buprenorphin die intraoperative Gabe von Carprofen. Die Narkose wurde wie beim
Spendertier mit Sevofluran (5-7%ig) eingeleitet und mit Sevofluran (1,5-5%ig)
aufrechterhalten. Nach der Fixierung des Tieres auf der Warmeplatte mithilfe von Klebestreifen
erfolgte die Applikation von Augensalbe (Bepanthen®, Bayer Vital GmbH, Leverkusen) zum
Schutz der Augen vor Austrocknung. Die antibiotische Abdeckung wurde mit Enrofloxazin
(Baytril®, Bayer Vital GmbH, Leverkusen) vorgenommen. Der Bauch wurde nach erfolgter
Haarentfernung und Desinfektion Uber einen abdominal median sagittal verlaufenden
Hautschnitt erdffnet. Danach wurde das Peritoneum median sagittal erdffnet und
Wundspreizer eingebracht. Der Dinndarm wurde mit Wattestdbchen (Meditrade GmbH,
Kiefersfelden) aus dem Bauchraum herausluxiert und in feuchte Kompressen (Sterile
Mullkompressen, Fink & Walter GmbH, Merchweiler) eingehtllt. Danach wurden die
infrarenale Aorta und die Vena cava inferior hinter der Faszie freigelegt und zwischen den
Nierenabgangen und der Aortenbifurkation erdffnet. Die dorsalen Abgange der Aorta und
Vena cava wurden mittels Elektrokauter (Erbe Elektromedizin GmbH, Tubingen) bipolar
verddet. Die infrarenale Aorta und Vena cava inferior wurden kurz unterhalb der Nierenarterien
und kurz oberhalb der Aortenbifurkation abgeklemmt. Mit einer Nadel und feiner Schere wurde
die Aorta erdffnet und Uber Fixationsnahte und fortlaufende GefaRnaht mit Prolene® 8-0 Faden
(Ethicon GmbH, Norderstedt) oberhalb der Klappe der Spenderaorta angeschlossen. Die
Vena cava inferior wurde nach demselben Nahtprinzip mit der Pulmonalarterie des
Spendertieres verbunden. Nun wurde zuerst die distale Klemme und anschlieRend die
proximale Klemme geldst und der Darm im Abdomen repositioniert. Das transplantierte Herz
fing in Folge der arteriellen Reperfusion spontan an zu schlagen, wahrend die Fillung des
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linken Ventrikels (und damit seine Arbeitslast) reduziert war. AbschlieRend folgte die Naht des
Muskels und der Haut mit Mersilene® 5-0 Faden (Ethicon GmbH, Norderstedt) und die
Applikation einer angewarmten NaCl-Lésung s.c. zur Volumensubstitution. Um das Tier nach
der Operation aufzuwarmen, wurde der Kafig fir eine Stunde auf einer Warmeplatte unter

einer Rotlicht-Warmelampe positioniert.
c. Postoperativ

Zur Schmerzbehandlung erhielten die Tiere Uber die ersten zwei Tage nach der Operation

Meloxicam und Uberlappend Uber die ersten sechs Tage Tramadol.
2.2.1.2. Uberwachung der Operationsqualitit und des Wohlergehens der Tiere

Die Qualitat der Operation und das Wohlergehen der Tiere wurde sowohl intraoperativ als
auch postoperativ anhand standardisierter Kriterien Gberprift (Tab. 1). Bei Auftreten von
intraoperativen und postoperativen Komplikationen wurden die Tiere durch intraperitoneale
(i.p.) Injektion einer Uberdosis von Pentobarbital (Narcoren®, Merial GmbH, Hallbergmoos,
500-800mg/kg KG i.p.) eingeschlafert. Als intraoperative Abbruchkriterien galten dabei eine
ausbleibende Perfusion des HTX-Herzens, das Auftreten von unstillbaren Blutungen, eine
Operationsdauer von udber 180 Minuten oder unerwartete Narkosezwischenfalle. Bei
Reperfusion, ausbleibender Leckage sowie spontaner Kontraktion des transplantierten
Herzens und einer als vertretbar eingestuften Belastung der Tiere erfolgte die Ausleitung der
Anasthesie nach dem Eingriff. Die Tiere wurden nach der Operation taglich anhand des
,Scoring sheets® kontrolliert und bei Notwendigkeit je nach klinischem Befund medizinisch
versorgt (Tab. 1). Bei einer erkennbaren hochgradigen Tierbelastung oder
Transplantatversagen war gegebenenfalls das Einschlafern der Tiere mit Pentobarbital (s.0.)

vorgesehen.
2.21.3. Organentnahme

Die Tiere wurden am Ende des Versuchs (Tag 21) getétet, indem die beiden Herzen in tiefer
Narkose (Iso- bzw. Sevofluran, 5-7%) entnommen wurden, damit sie fur proteinbiochemische
Untersuchungen in Folgeprojekten zur Verfigung stehen. Zur Schmerzprophylaxe wurde den
Tieren 30 Minuten vor der Narkoseeinleitung Buprenorphin s.c. verabreicht. Nach der
Eroéffnung des Abdomens Uber einen longitudinalen Schnitt wurde das HTX-Transplantat
freiprapariert. Die Vena cava und Aorta abdominalis wurden proximal und distal vom
Transplantat abgeklemmt, sodass das heterotop transplantierte Herz abgesetzt werden
konnte. AnschlieRend wurde der Thorax entlang des Sternums durchtrennt. Das Perikard des
orthotopen Herzens wurde mittels einer 1ml Spritze eréffnet und das Herz herznah abgesetzt.
Die beiden Herzen wurden unmittelbar in eiskalte kardioplegische Lésung uberflhrt und ihre

Vorhéfe und Ventrikel einzeln gewogen (Analysenwaage, Sartorius GmbH, Géttingen).
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Tab. 1: ,,Scoring sheet“ zur intraoperativen und postoperativen Uberwachung des Empfingertieres.

Beobachtung Punkte
| Kérpergewicht (bezogen auf Ausgangsgewicht)

Unbeeinflusst oder Anstieg 0
Reduktion > 10 % 10
Reduktion > 20 % 20
Il Allgemeinzustand

Fell glatt, glanzend, anliegend; Korperdffnungen sauber 0
Fell stumpf, gestraubt; Augen triib 5
Verklebte oder feuchte Korperdffnungen; unnormale Haltung; hoher Muskeltonus; Dehydratation 10
Krampfe; Lahmungen; Atemgerausche; kaltes Tier 20
1l Spontanverhalten

Normales Verhalten (Schlafen, Reaktion auf Anblasen und Beriihrung, Neugierde, Sozialkontakte) 0
Ungewdhnliches Verhalten, eingeschrénkte Motorik oder Hyperkinetik 5
Isolation; Schmerzaulerungen; Apathie; ausgeprégte Hyperkinetik bzw. Stereotypien; Koordinationsstorungen 10
Automutilation 20
IV Atmung

Normale Atmung 0
Milde Dyspnoe, dezentes Atemgerausch 5
Mittelgradige Dyspnoe 10
Hochgradige Dyspnoe 20
V Wundheilung

Normale Wundheilung 0
Milde Wundheilungsstérung 5
Mittelgeradige Wundheilungsstrung 10
Hochgradige Wundheilungsstérung 20
VI Versuchsspezifische Kriterien

Intraoperativ: Ausbleibende Perfusion des transplantierten Herzens >20
Intraoperativ: Unstillbare Blutung >20
Intraoperativ: Operationsdauer tiber 180 Minuten >20
Intraoperativ: Unerwartete Narkosezwischenfalle 10-20
Postoperativ: Lshmung der HintergliedmafRen >20
Bewertung und MaBnahmen Punktsumme
Keine Belastung 0
Geringe Belastung: Sorgféltige Kontrolle, evtl. unterstiitzende MaRnahmen (z.B. Warmezufuhr, Spezialfutter) 59
Mittelgradige Belastung: Ggf. medizinische Versorgung einleiten (Analgesie, Antibiotikum); >72 h gilt als hochgradige Belastung 10-19
Hochgradige Belastung: Tierschutzbeauftragten konsultieren; tierarztliche Versorgung einleiten; ggf. Tier einschl&fern 20 oder héher

Fir die taglich kontrollierten Kategorien wurden Punkte vergeben, deren Summe Aufschluss tber die

Notwendigkeit von weiteren MaRnahmen wie gegebenenfalls der medizinischen Versorgung der Tiere gab.

2.2.2. Das Elektrokardiogramm
2.2.21. Implantation der Telemetriesender

Im Zuge der heterotopen HTX-Operation wurden Zwei-Kanal-Telemetriesender (HD-X02 bzw.
F20-EET, Data Sciences International Inc, St. Paul, Minnesota, USA) gemal den Hersteller-
Empfehlungen implantiert und s.c. in der Nahe der Achselhohle der Tiere positioniert. Hierbei
wurden zwei Ableitelektroden im Bauchraum direkt auf das HTX-Herz aufgenaht und zwei
Ableitelektroden s.c. in Annaherung an eine Einthoven Il Ableitung mit Haltefaden auf dem

Brustmuskel des Tieres fixiert.
2.2.2.2. Telemetrische Aufzeichnung des Elektrokardiogramms

Die telemetrische Ableitung der EKGs erfolgte im Heimatkafig der sich darin frei bewegenden
Tiere und wurde umgehend im Anschluss an die Operation und die einstiindige Aufwarmphase
begonnen. Die Sender konnten magnetisch aktiviert werden und sendeten die

aufgenommenen Daten an eine Empfangerplatte (PhysioTel™ Receiver, Model RPC-1, Data
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Sciences International Inc, St. Paul, Minnesota, USA) unter dem Kafig (Abb. 8). Die
Empfangerplatte Ubermittelte die telemetrisch aufgenommenen Daten an eine Matrix (MX-2
Matrix 2.0, Data Sciences International Inc, St. Paul, Minnesota, USA), welche Uber ein
Ethernet-Kabel an ein Router-/Switch-System und schlieRlich an den Auswertungs-Rechner
angeschlossen war. Alle funf Minuten wurden die EKGs der Tiere flr eine Minute
aufgezeichnet (,scheduled®), sodass zwolf (jeweils einminltige) Messungen pro Stunde

durchgefiuihrt wurden.

A B

Data Acquisition and
Analysis System

Abb. 8: Schemadarstellung iiber telemetrische Elektrokardiogramm-Aufzeichnung.

A: Schematische Darstellung des Telemetriesenders und seiner Ableitelektroden. B: Weg der

Signaliibertragung bis zur Aufzeichnung des EKGs.

Abk.: Ortho = Orthotopes Herz, HTX = Heterotop transplantiertes Herz, DSI = ,Data Sciences International®,
MX-2 = Matrix 2.0.

Abb. maodifiziert nach http://www.bj-psd.com/supply/120.html [Stand: 25.07.2022, 09:40].

2.2.2.3. Auswertung des Elektrokardiogramms

Die Auswertung der EKG-Daten erfolgte am Ende der 21-tagigen Versuchsreihen mithilfe der
Software ,Ponemah® Physiology Platform® (Version 6.33, Data Sciences International, St.
Paul, Minnesota, USA). Dabei wurden die EKGs beider Herzen in zeitlich synchronisierten
Graphen untereinander dargestellt (Abb. 9.A). Die unterschiedlichen Wellen bzw. Zacken des
EKGs wurden durch das automatisierte Setzen von manuell voreingestellten Markern
gekennzeichnet und in der Folge auf ihren korrekten Sitz tberprift. Die Abstande zwischen
diesen Markern wurden von Ponemah® automatisch berechnet und konnten in einer
zugehérigen Excel® 2016-Tabelle (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA)

dargestellt werden.
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Abb. 9: Beispieldarstellungen des Elektrokardiogramms in Ponemah®.

A: Zeitlich synchronisierte Darstellung der EKGs mit Markern auf Q-, R-Zacke und Ende der T-Welle, B:
Exemplarische EKG-Komplexe des heterotop transplantierten Herzens eines Tieres mit Markern auf Q-, R-

Zacke und Ende der T-Welle im Verlauf des Versuchs.

Abk.: Ortho = Orthotopes Herz, HTX = Heterotop transplantiertes Herz, EKG = Elektrokardiogramm.

Als physiologische ZielgréRen wurden im Rahmen der Versuche telemetrisch die HF sowie
die QT-Zeit bestimmt. Hierzu war die prazise Adjustierung der Marker fiir die Q- und R-Zacken
sowie fur das Ende der T-Welle bedeutsam. Ponemah® ermdglicht es, seine Software-
Parameter Uber anpassbare Auswertungsalgorithmen einzustellen, um die EKG-Komplexe
automatisiert im Sinne der Nutzer:innenangaben zu erkennen. Die prominenten R-Zacken
konnten somit akkurat anhand von voreingestellten Grenzwerten fir einen minimalen
Spannungsausschlag und maximal bzw. minimal zu erwartende HFs erkannt werden. Die
,beat-to-beat” Errechnung der HFs aus den RR-Intervallen war hierdurch moglich. Es bestand
dartber hinaus die Mdglichkeit der Detektion von Stérungen der EKGs, sodass Komplexe
automatisch aus der Analyse ausgeschlossen werden konnten, sobald sie einen Grenzwert
an Stdrsignalen uUberschritten. Falsch niedrige HFs in Folge nicht erkannter R-Zacken wurden
durch die Einstellung eines unteren HF-Grenzwertes aus der Analyse ausgeschlossen. Das
Ende der T-Welle wurde in Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten als der Schnittpunkt der
Tangente von der negativsten Steigung der abfallenden T-Welle mit der Grundlinie definiert.
(Postema et al. 2008; Roussel et al. 2016) Da die T-Wellen der einzelnen Tiere Uber den
Versuchszeitraum stark in ihrer Gestalt variierten (Abb. 9.B), war eine rein automatische
Auswertung des T-Endes fehleranfallig. Hier erzielte das Programmieren eigener
Mustererkennungsdetektoren (sogenannter ,Templates®), auf deren Grundlage Ponemah®
eine automatisierte Erkennung des T-Endes vornahm, die Uberzeugendsten Ergebnisse.
Innerhalb dieses Projektes wurde auf die Anwendung von auf die menschliche
Elektrophysiologie ausgelegten und beim Nager fehleranfalligen Korrekturformeln zum
frequenzkorrigierten QT-Intervall verzichtet. (Roussel et al. 2016)

26



Infolge der direkten Naht der Elektroden auf die HTX-Herz-Oberflache war die Richtung
der Ableitung Uber den Gesamtzeitraum identisch und es konnte ein extrem rauscharmes
Signal erzeugt werden. Das Signal der auf dem Brustmuskel aufgenahten orthotopen
Elektroden war etwas storanfalliger, konnte jedoch mit einem ,Low-pass filter” im Bereich von
20Hz geglattet werden. Hierdurch war eine adaquate Auswertung moglich. Ublicherweise

konnte bei beiden Herzen die Maximalzahl von 12 MW pro Tier pro Stunde ermittelt werden.
2.2.3. Aufbereitung der telemetrischen Daten

Die von Ponemah® bereitgestellten Datentabellen wurden nach ihrem Export nach Excel® wie

folgt dargestellt und gegebenenfalls aufbereitet:

a. Rohwerte: Umfassen die Minuten-MW von HF und QT-Zeit des gesamten
Versuchzeitraumes. Alle funf Minuten wurden einminutige EKG-Aufnahmen
durchgefiihrt, deren ,beat-to-beat® Messergebnisse der einzelnen Komplexe hier

gemittelt und zeitlich synchronisiert vorliegen.

b. Tag-/Nacht-Sortierung: Umfasst die Minuten-MW von HF und QT-Zeit aller Messungen
innerhalb des Lichtzyklus (07:00 — 19:00 Uhr) und diejenigen der Dunkelheit (19:00 —
07:00 Uhr).

c. Virtueller 24-Stunden-Rhythmus (Erstellung mithilfe einer Excel®-Erweiterung des
Autors N. Tschech, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf): Mittelung aller fir die
jeweilige Tageszeit verfugbaren Werte der jeweils angegebenen Versuchstage zu

einem virtuellen Versuchstag.

Die anschlieRende graphische Darstellung und statistische Auswertung dieser Datenpakete
erfolgte mithilfe des Programms GraphPad Prism® 8.2.0 (Graphpad Software Inc, San Diego,
California, USA).

2.2.4. Statistik

Die Testauswahl zur statistischen Analyse der Daten richtete sich nach dem jeweiligen
Datensatz. Die Testung auf signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden
mit den folgenden Verfahren zur Varianzanalyse vorgenommen. Der ungepaarte t-Test diente
dem Vergleich von bis zu zwei unabhangigen Versuchsgruppen, die ,one-way analysis of
variance” (,One-Way ANOVA®) dem Vergleich von mehr als zwei Versuchsgruppen. Zur
zweifaktoriellen Varianzanalyse von unabhangigen Variablen nutzten wir die ,two-way
analysis of variance® (,Two-Way-ANOVA®). Zudem wurden lineare Regressionsanalysen
erstellt, um die Abhangigkeit zweier Variablen zu analysieren. Die verwendeten Tests sind

jeweils in der Arbeit angegeben.
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Die Ergebnisse werden bei Normalverteilung als MW+SEM (,standard error of the
mean®) oder mit Quartilen und Perzentilen angegeben. Eine statistische Signifikanz ist ab
einem p-Wert <0,05 gegeben (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001).

2.2.5. Methodenetablierung

2.2.51. Umkehrung des Tag-Nacht-Rhythmus
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Abb. 10: Herzfrequenz unter Kontrollbedingungen und Invertierung der Tag-Nacht-Rhythmik.

A: Verlauf der Herzfrequenz in einem virtuellen 24-Stunden-Rhythmus (= Mittelung aller Werte fir die jeweilige

Tageszeit von einer Woche). MW+SEM. B: Nacht-Tag-Differenz der mittleren Herzfrequenz. MW+SEM.
Signifikanz berechnet mit einem ungepaarten t-Test. ***: p<0,001.

07:00 — 19:00 Uhr: Tag fir ,Normaler Tag/Nacht-Rhythmus®, Nacht fur ,Invertierter Tag/Nacht-Rhythmus®;
19:00 — 07:00 Uhr: Nacht fur ,Normaler Tag/Nacht-Rhythmus*, Tag fiir ,Invertierter Tag/Nacht-Rhythmus*.

Abk.: MW = Mittelwert, SEM = ,Standard error of the mean®, T/N = Tag/Nacht, N-T-Differenz = Nacht-Tag-

Differenz, HF = Herzfrequenz, N = Anzahl der Tiere.

Die Umkehrung der Tagesrhythmik der kardialen Elektrophysiologie in der Gruppe ,Invertiert*
wurde im Vorfeld der Versuche anhand einer Gruppe von finf Lewis-Ratten ohne erfolgte
heterotope HTX-Operation getestet. Nach Implantation der EKG-Elektroden wurden die EKGs
der Tiere fur eine Woche bei normaler Tag/Nacht-Rhythmik der Umgebung (Licht: 07:00 —
19:00 Uhr, Dunkelheit: 19:00 — 07:00 Uhr) abgeleitet. Danach wurde der Tag-Nacht-Rhythmus
fur sechs Wochen invertiert (Licht: 19:00 — 07:00 Uhr, Dunkelheit: 07:00 — 19:00 Uhr) und
anschliefend eine erneute Aufzeichnung der EKGs Uber den Zeitraum von einer Woche
durchgefuhrt. Im virtuellen 24-Stunden-Graphen kann die erfolgreiche Invertierung der Tag-

Nacht-Rhythmik anhand der HF bestatigt werden (Abb. 10.A). Die HF der nachtaktiven Tiere
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mit normalem Tag/Nacht-Rhythmus ist nachts um 53,06+4,15/min erhéht, die HF der Tiere mit
invertierter Tag/Nacht-Rhythmik um -50,35+1,84/min verringert (Abb. 10.B) Die im Mittel
héheren HFs der Tiere mit normalem Tag/Nacht-Rhythmus (Abb. 10.A) sind am ehesten durch
das erhohte Stressniveau der Tiere infolge der unmittelbaren EKG-Ableitung nach operativer

Implantation erklarbar.

2.2.5.2. Uberpriifung der Metoprololaufnahme und -wirkung
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Abb. 11: Uberpriifung der Metoprolol-Wirkung.

A: Durchschnittliche Herzfrequenz, MW+SEM, Tag 0-7 (M50). B: Haufigkeitsverteilung der Herzfrequenz,
Tag 0-7 (M50).

Signifikanz berechnet mit einem ungepaarten t-Test. *: p<0,05.

Abk.: MW = Mittelwert, SEM = ,Standard error of the mean®, M50 = Metoprolol 50mg/kg KG tgl., HF =

Herzfrequenz, H = Heterotop transplantiertes Herz, KG = Kérpergewicht, N = Anzahl der Tiere.

Die Dosierung des Metoprolol-Tartrats im Trinkwasser erfolgte in Abhangigkeit vom jeweiligen
Tiergewicht und der durchschnittlichen aufgrund von Vorversuchen erwarteten Trinkmenge
(siehe Abschnitt 2.1.3.2.: Blockade des p1-Adrenozeptors). Durch tagliche Kontrollen
ermittelten wir Uber den Gesamtzeitraum eine durchschnittliche Trinkmenge von 24,5+0,7ml
pro Tag in der Gruppe ,Metoprolol“ und damit die erfolgreiche Aufnahme der erwiinschten

Wirkstoff-Konzentrationen.

Da die Schrittmacherzellen und die Arbeitsmuskulatur am Herz ihre katecholaminergen
Informationen gleichermalen Uber B1-Adrenozeptoren empfangen, kann die HF als einfach
und prazise zu ermittelnder ,Readout® Parameter der Metoprolol-Wirkung herangezogen

werden. Die Wirkung von Metoprolol setzt bei oraler Gabe aufgrund der guten
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gastrointestinalen Absorption in der Regel schnell ein. So werden maximale Plasmaspiegel
innerhalb der ersten zwei Stunden nach Medikamentengabe erreicht. (Johnsson et al. 1975)
Die Tagesdosis von 50mg/kg KG hat auch in den hier durchgefiihrten Experimenten innerhalb
der ersten sieben Versuchstage deutliche Auswirkungen auf die kardiale Elektrophysiologie.
Sie ist ausreichend, um die HF des HTX-Herzens in der ersten Versuchswoche signifikant zu
reduzieren (Abb. 11.A,B), sodass eine funktionelle Blockade von 31-Rezeptoren angenommen
werden kann. Nach zwolf Tagen wurde sicherheitshalber eine Dosisverdopplung auf
100mg/kg KG p.o. durchgefiihrt, die nach Mittelung der HF s keinen substanziellen Unterschied
erbrachte. Die Antwort auf die Fragestellung, ob Katecholamine essenzieller Faktor zur
Generierung einer circadianen QT-Rhythmik im denervierten HTX-Herz sind, sollte daher aus

den initialen Versuchstagen abzuleiten sein.

2.3. Erklarung zum Eigenanteil der Dissertationsschrift

Die Arbeit wurde am Institut fiir Zellulare und Integrative Physiologie unter der Betreuung von

Prof. Dr. med. Alexander Schwoerer (Wissenschaftler) durchgefihrt.

Das Forschungsprojekt wurde von der Rdschmann-Stiftung geférdert und die
Konzeption der Studie erfolgte durch Prof. Dr. med. Alexander Schwoerer und Dr. med. vet.

Marisa Jelinek (Wissenschaftlerin).

Die folgenden Versuche wurden nach Einarbeitung durch Prof. Dr. med. Alexander
Schwoerer, Dr. med. vet. Marisa Jelinek, Dipl.-Ing. Peter Bassalay (Technische Assistenz) und
Dr. med. Leonie Dreher (damalige Doktorandin) von mir eigenstandig durchgefuhrt: Die
Durchfihrung und Kontrolle der medikamentésen Versorgung der Versuchstiere sowie die
tagliche Uberwachung des Tierwohls und der Operationsqualitdt anhand eines ,Scoring
sheets* (Tab. 1). Bei der Tierpflege und -versorgung unterstitzte mich Anke Grosse
(Technische Assistenz). Die heterotope HTX-Operation und Entnahme der Herzen nach
Beendigung der Versuche wurde von Dr. med. vet. Marisa Jelinek unter meiner Assistenz
durchgefuhrt. Selbststandig fuhrte ich die Aufzeichnung, Auswertung und Interpretation der
telemetrisch erhobenen EKGs sowie die statistische Auswertung, grafische Aufbereitung und

Niederschrift der daraus hervorgegangenen Daten in dieser Dissertation durch.
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3. Ergebnisse
3.1.  Struktur des Ergebnisteils

Zunachst sollen die Kriterien fur den Studieneinschluss und -ausschluss der Tiere (siehe
Abschnitt 3.2.: Studieneinschluss und -ausschluss der Tiere) genannt und eine Ubersicht tiber
die Tier- und Organstatistiken (siehe Abschnitt 3.3.: Tier- und Organstatistiken) erstellt werden.
Der weitere Ergebnisteil gliedert sich analog der folgenden Ziele und Fragestellungen in die

entsprechenden Abschnitte.

a. Um einen Uberblick Uber die Effekte der Interventionen zu erlangen und eine
nachfolgende Fokussierung auf die fir unsere Fragestellung relevanten Ergebnisse mdglich
zu machen, wird eine exemplarische Sammlung an EKGs und eine Gesamtubersicht iber QT-
und HF-Verldufe der eingeschlossenen Versuchstiere dargestellt. (siehe Abschnitt 3.4.:

Uberblick Gber den gesamten Versuchszeitraum)

b. In welchem Ausmal® schwanken die HF und das QT-Intervall circadian im HTX -
bzw. im orthotopen Herz? Verandern die durchgefiuhrten Interventionen das Ausmal der
Rhythmik? (siehe Abschnitt 3.5.: Circadiane Rhythmik der kardialen Elektrophysiologie des

heterotop transplantierten - und orthotopen Herzens)

c. Ist die HTX-Rhythmik der HF und des QT-Intervalls mit der orthotopen Rhythmik und
damit der Umweltrhythmik synchronisiert? Verhindern die durchgefihrten Interventionen diese
Synchronisation? (siehe Abschnitt 3.6.: Synchronisation der Rhythmik des heterotop

transplantierten Herzens mit der Umweltrhythmik)

3.2. Studieneinschluss und -ausschluss der Tiere

Im Rahmen der Versuche wurde bei 27 Ratten erfolgreich eine heterotope HTX vorgenommen.
Vorzeitig aus der Studie ausgeschlossen wurden Tiere aufgrund von zwei Kriterien: Das erste
Ausschlusskriterium umfasst postoperative Ereignisse: Hierzu zahlt das Versterben eines
Tieres, eine hohe Tierbelastung (siehe Abschnitt 2.2.1.2.: Uberwachung der
Operationsqualitat und des Wohlergehens der Tiere) oder ein Verlust der Pumpfunktion des
HTX-Herzens wahrend des 21-tagigen Versuchszeitraums. Das zweite Ausschlusskriterium
umfasst Tiere, bei denen die EKG-Signale aufgrund einer fehlerhaften oder unzureichenden
Aufnahung der Elektroden nicht auswertbar waren. Ein Ausschluss der Tiere aus der Studie
hat zur Folge, dass die erhobenen Daten nicht in die folgende Auswertung einflieen. In die
Studie wurden letztendlich 22 Tiere eingeschlossen, die sich wie in Abb. 12 veranschaulicht

auf die drei Versuchsgruppen aufteilten. Bei all diesen Tieren war eine gute
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Auswertungsqualitdt der EKGs gewahrleistet (siehe Abschnitt 2.2.2.3.: Auswertung des

Elektrokardiogramms).

3.3. Tier- und Organstatistiken

Kontrolle (N) Invertiert (N) Metoprolol (N)

Durchefihrte HTX Operation BB BN

Ausschlusskriterium 1 / / /
(Versterben/hohe Belastung, 1
Verlust der Pumpfunktion) ¥ v v

9 8 6

Ausschlusskriterium 2
1
A

\ 4

y v

Abb. 12: Entscheidungsbaum zum Studieneinschluss der Tiere.

Abk.: HTX = Heterotop transplantiertes Herz, EKG = Elektrokardiogramm, N = Anzahl der Tiere.

Voraussetzung zur Vergleichbarkeit der HTX - und orthotopen Herzen sind die einheitliche
Alters- und damit Gewichtsverteilung der Tiere innerhalb einer Versuchsgruppe. Dieses
,Matching“ wurde am Tag der heterotopen HTX-Operation (Tag 0) durch die Kontrolle der
Tiergewichte Uberpruft (Tab. 2). Das Gewicht der Spendertiere entspricht dabei in allen drei

Versuchsgruppen annahernd dem Gewicht der jeweiligen Empfangertiere.

Tab. 2: Tiergewichte am Tag der heterotopen Herztransplantation (Tag 0).

_ Invertiert Metoprolol
N=8 N=8 N=6
ti +2 + 25124
Gewicht zur OP (ing) Sperider |e.r 3831428 363149 325
Empfangertier 380+24 36210 34010

Tiergewichte von Spender- und Empfangertieren, MW+SEM.

Signifikanzen berechnet mit einer Two-Way ANOVA. Keine signifikanten Gruppenunterschiede.

Abk.: MW = Mittelwert, SEM = ,Standard error of the mean*, OP = Operation, N = Anzahl der Tiere.
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Auch am Ende der Versuche (Tag 21) wurden die Tiergewichte bestimmt und dokumentiert.
Verglichen mit den Ausgangsgewichten der Empfangertiere (Tab. 2) ist ein
versuchsgruppenubergreifender Anstieg der mittleren Tiergewichte (,Kontrolle*: 421+47g,
sinvertiert*: 405+23g, ,Metoprolol“: 384+25g) der Empfangertiere zu beobachten (Abb. 13.A).
Dieser Gewichtsanstieg lasst auf das Wohlergehen der Tiere innerhalb des

Versuchszeitraumes schlieRen.
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Abb. 13: Tiergewichte und Organstatistiken am Ende der Versuche (Tag 21).

A: Korpergewicht der Empfangertiere. MW+SEM. B: Ventrikel-Gesamtgewicht des orthotopen - und
heterotop transplantierten Herzens nach Entnahme. MW+SEM. C: Relatives Ventrikel-Gesamtgewicht des
orthotopen Herzens in Bezug auf das Kérpergewicht des jeweiligen Tieres. MW+SEM. D: Prozentuale
Differenz der Ventrikel-Gesamtgewichte des heterotop transplantierten Herzens zum orthotopen Herz.
MW+SEM.

Signifikanzen berechnet mit einer One-Way ANOVA (A,C,D) bzw. Two-Way ANOVA (B). *: p<0,05 vs.
~Kontrolle”; ###: p<0,001 vs. orthotopes Herz.

Abk.: MW = Mittelwert, SEM = ,Standard error of the mean®, O/Ortho = Orthotopes Herz, H/HTX = Heterotop

transplantiertes Herz, KG = Korpergewicht, N = Anzahl der Tiere.
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Der Erfolg der heterotopen HTX-Operation kann nach Beendigung der Versuche anhand der
physiologischen Herzatrophie aufgrund der kardialen Entlastung des transplantierten Herzens
uberpruft werden (siehe Abschnitt 1.6.: Die heterotope Herztransplantation als geeignetes
Versuchsmodell zur Untersuchung circadianer Mechanismen). Die linken und rechten
Ventrikel der orthotopen und HTX-Herzen wurden nach Entnahme der Herzen am Ende der
Versuche einzeln gewogen. Zusammengerechnet sind die beiden HTX-Ventrikel (,Kontrolle:
0,3710,04q, .invertiert": 0,37+0,08g, .Metoprolol*: 0,34+0,069) dabei
versuchsgruppenubergreifend hochsignifikant leichter als die der orthotopen Herzen
(,Kontrolle*: 0,81+0,07g, ,Invertiert*: 0,75+0,05g, ,Metoprolol“: 0,74+0,03g) (Abb. 13.B).
Signifikante Unterschiede im Ventrikelgewicht des orthotopen Herzens sind zwischen den
Interventionsgruppen ,Invertiert* bzw. ,Metoprolol“ und der Gruppe ,Kontrolle“ zu erkennen
(Abb. 13.B). In Relation der Ventrikel zum Tiergewicht am Tag 21 der Versuche sind jedoch
keine Gruppenunterschiede erkennbar (Abb. 13.C). Das Gewicht der HTX-Ventrikel
unterschreitet das Gewicht der orthotopen Ventrikel am Tag der Entnahme
versuchsgruppenubergreifend um etwa die Halfte (,Kontrolle®: -54+4%, ,Invertiert”: -50£15%,
,Metoprolol“: -53+t8%) (Abb. 13.D). Diese Beobachtung spiegelt in Ubereinstimmung mit
Vorarbeiten (El-Armouche et al. 2010; Schwoerer et al. 2008) die Entlastung der HTX-Herzen

und damit die erfolgreiche Umsetzung des Versuchsmodells in allen Versuchsgruppen wider.

3.4. Uberblick iiber den gesamten Versuchszeitraum

Die zugrundeliegende Methodik dieser Arbeit konnte erfolgreich etabliert werden: Hierzu
zahlte im Vorfeld der Versuche die Invertierung der HTX-Herzen in der Gruppe ,Invertiert®
(siehe Abschnitt 2251 Umkehrung des Tag-Nacht-Rhythmus), die
versuchsgruppenubergreifend  gelungene  HTX-Operation (siehe Abschnitte 3.2.:
Studieneinschluss und -ausschluss der Tiere; 3.3.: Tier- und Organstatistiken) sowie die
funktionelle Blockade des B1-Adrenozeptors in der Gruppe ,Metoprolol“ (siehe Abschnitte
2.1.3.2.: Blockade des p1-Adrenozeptors; 2.2.5.2.: Uberpriifung der Metoprololaufnahme und
-wirkung). Die qualitativ hochwertigen EKGs der HTX - und orthotopen Herzen lief3en sich in
der Folge unter Berticksichtigung der Mindeststandards (siehe Abschnitt 2.2.2.3.: Auswertung
des Elektrokardiogramms) auswerten. Exemplarisch wurden EKG-Ausziige des HTX - und
orthotopen Herzens von der aktiven Nachtphase der Tiere ausgewahlt sowie von der
Ruhephase am Tag (Abb. 14). Anhand eines extrahierten EKG-Komplexes kann jeweils die

Messung der QT-Zeit nachvollzogen werden.
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A EKG Tag (07 - 19 Uhr) B Extrahierter Komplex (Tag/Nacht)  C EKG Nacht (19 - 07 Uhr)

C
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Kontole vertert Metoprolo

N=1

Tag (07 - 19 Uhr) ---~- Nacht (19 - 07 Uhr)

Abb. 14: Exemplarische Elektrokardiogramme.
A: Ausziige aus EKGs am Tag. B: Darstellung zweier Uberlagerter EKG-Komplexe aus A und C mit QT-
Bestimmung. C: Auszlige aus EKGs in der Nacht.

Abk.: O = Orthotopes Herz, H = Heterotop transplantiertes Herz, EKG = Elektrokardiogramm, N = Anzahl der
Tiere.
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Die EKGs wurden planmafRig im funf-Minuten-Takt fur jeweils einminutige Sequenzen
aufgezeichnet (siehe 2.2.2.2. Telemetrische Aufzeichnung des Elektrokardiogramms). Hieraus
ergeben sich nach 21 Tagen 6.048 Datenpunkte fur die Minuten-MW der HF und QT-Zeit pro
abgeleitetes Herz. Diese innerhalb der Versuchsgruppen gemittelten Daten werden Gber den

Gesamtzeitraum dargestellt (Abb. 15).

Die HF schwankt versuchsgruppenubergreifend sowohl im HTX - als auch im
orthotopen Herz (Abb. 15.A). Diese Oszillation erreicht nach zwei Tagen eine sichtbare
Tagesrhythmik in allen Versuchsgruppen. Aufgrund ihrer erheblichen Schwankungen dient die
HF als guter Marker fir die circadiane Regulation am Herz. Die Veranderungen der HF
innerhalb eines Versuchstages kénnen anhand von exemplarischen EKGs visualisiert werden
(Abb. 14.A,C).

Die Lange des QT-Intervalls oszilliert im HTX-Herz nach etwa vier Tagen circadian
(Abb. 15.B). Es ist eine allmahliche Verlangerung des QT-Intervalls im Anfangszeitraum zu
erkennen, die schlief3lich in einem Plateau deutlich tiber dem des orthotopen Herzens miindet.
Das orthotope Herz weist keine erkennbare circadiane QT-Rhythmik auf und liegt nach einem
Tag auf einem konstanten Niveau (Abb. 15.B). Die QT-Intervalle vom HTX - und orthotopen

Herz am Tag und in der Nacht werden in Abb. 14.B exemplarisch dargestellit.

Der Anfangsperiode der QT-Rhythmik gilt fur die Fragestellung nach den Mechanismen
ihrer circadianen Regulationsvorgange insbesondere in Hinblick auf die Invertierung ihrer Tag-
Nacht-Rhythmik ein gesteigertes Interesse. Die folgenden Auswertungsschritte konzentrieren
sich daher auf die initiale Versuchswoche, um die zeitliche Dimension der
Synchronisationsprozesse genauer eingrenzen zu kdénnen. Hierbei fallt auf, dass die ersten
zwei Versuchstage durch eine hohe Varianz der HF- und QT-Werte gekennzeichnet sind (Abb.
15.A,B). Diese Reaktion auf die Allgemeinanasthesie wahrend der heterotopen HTX-
Operation und die intraoperative Herunterkiihlung des Operationsgebietes im Bauchraum auf
4°C wurde bereits in Vorexperimenten des Instituts beobachtet. Durch eine verkirzte Dauer
der Operation und eine verbesserte postoperative Nachsorge (schnelle Wiederaufwarmung)
konnte die Erholungsdauer der Tiere jedoch deutlich verkiirzt werden. Somit kénnen
ausschlieB3lich die ersten beiden Versuchstage aufgrund der hohen Varianz ihrer Werte nicht
zur Untersuchung der circadianen Rhythmik dienen und werden aus der folgenden

Auswertung ausgeklammert.
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Abb. 15: Herzfrequenz- und QT-Verlauf iiber den Gesamtzeitraum.

A: Verlauf der Herzfrequenz des heterotop transplantierten - und orthotopen Herzens, 12x1 Minuten-
MW/Stunde. B: Verlauf der QT-Zeit des heterotop transplantierten - und orthotopen Herzens, 12x1 Minuten-
MW/Stunde.

Abk.: MW = Mittelwert, O = Orthotopes Herz, H = Heterotop transplantiertes Herz, HTX = Heterotope

Herztransplantation, HF = Herzfrequenz, N = Anzahl der Tiere.

3.5. Circadiane Rhythmik der kardialen Elektrophysiologie des heterotop

transplantierten - und orthotopen Herzens
3.5.1. Circadiane Rhythmik der Herzfrequenz

Wie aus der Ubersichtsgrafik (Abb. 15.A) zu entnehmen ist, schwankt die HF des HTX-
Herzens (Abb. 16.A) und des orthotopen Herzens (Abb. 16.B) ab dem zweiten Tag der EKG-
Aufzeichnung versuchsgruppenubergreifend circadian. Nachts treten sowohl beim HTX - als
auch beim orthotopen Herz versuchsgruppenubergreifend signifikant hdhere mittlere HFs als
tagsuber auf (Abb. 16.C,D,E,F). Dies spiegelt die Aktivitatsphasen der nachtaktiven Ratten

wider.
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Das HTX-Herz weist unter Kontrollbedingungen eine um etwa 7/min verringerte
Schwankungsbreite der HF im Gegensatz zum orthotopen Herz auf. Dies spiegelt vermutlich
die Auswirkung des autonomen Nervensystems auf die circadiane Rhythmik der HF im
Nagerherz wider. Beim Vergleich der HF-Bereiche zwischen dem HTX - und orthotopen Herz
der Gruppe ,Kontrolle* fallt auf, dass die HF des HTX-Herzens im Mittel signifikant angehoben
ist (HTX - vs. orthotopes Herz ,Kontrolle* am Tag: 351+0,6/min vs. 335+0,7/min; in der Nacht:
37240,7/min vs. 363+1/min). Dieser Anstieg beruht in erster Linie auf dem Wegfall niedriger
Frequenzspektren (HTX - vs. orthotopes Herz ,Kontrolle® Minimum am Tag: 316/min vs.
290/min; Minimum in der Nacht: 339/min vs. 317/min), der sich durch den fehlenden Einfluss

des Parasympathikus in Folge der Denervierung erklaren Iasst.

Bemerkenswerterweise haben auch die bei Implantation (Tag 0) mit einer umgekehrten
HF-Rhythmik ausgestatteten HTX-Herzen der Gruppe ,Invertiert* nach zwei Tagen die Tag-
Nacht-Rhythmik der Umgebung und damit des Empfangertieres angenommen (Abb.
16.A,C,E,G). Die Signale des HTX-Sinusknotens von ,Invertiert* haben sich somit trotz der
Denervierung nach diesem Zeitraum an die neue Rhythmik angepasst. Die Amplitude der
beobachteten Schwankung ist in den HTX-Herzen von ,Invertiert” und ,Metoprolol“ signifikant
schwacher ausgepragt als in der Gruppe ,Kontrolle“ (Abb. 16.E). Tagsuber ist die HF des HTX-
Herzens in der Gruppe ,Invertiert im Schnitt 15+0,8/min, in der Gruppe ,Metoprolol“ sogar nur
6+0,8/min (zum Vergleich: 21+0,8/min in der Gruppe ,Kontrolle®) langsamer als nachts (Abb.
16.G).

Die deutliche Abschwachung der Tag-Nacht-Rhythmik des HTX-Herzens in der
Gruppe ,Metoprolol“ kdnnte auf die Bedeutung zirkulierender Katecholamine fiir die circadiane
HF-Rhythmik zurlckzuflhren sein. Ein ahnlicher Effekt der Metoprolol-Wirkung auf eine
signifikant verringerte Schwankungsbreite der HF Ilasst sich beim orthotopen Herz
beobachten. Hier liegt eine tagsiber um 9+1,1/min (zum Vergleich: 28+1,1/min fur ,Kontrolle*
bzw. 24+1,1/min fur ,Invertiert) verringerte HF im Vergleich zur Nacht vor. Die HF der Gruppe
,Metoprolol“ ist durch die katecholaminerge Blockade sowohl im HTX - als auch im orthotopen

Herz in signifikant tiefere Frequenzbereiche verschoben. (Abb. 16.A,B,C,D)
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Abb. 16: Dynamik der Herzfrequenz des heterotop transplantierten - und orthotopen Herzens.

A-B: Verlauf der Herzfrequenz des heterotop transplantierten - (A) und orthotopen Herzens (B), 12x1
Minuten-MW/Stunde. C-D: Haufigkeitsverteilung der Herzfrequenz des heterotop transplantierten - (C) und
orthotopen Herzens (D) am Tag und in der Nacht, Tag 2-7. E-F: Mittlere Herzfrequenz des heterotop
transplantierten - (E) und orthotopen Herzens (F) am Tag und in der Nacht. MW, Box mit Quartilen, Whisker
mit 10./90. Perzentile, Tag 2-7. G: Tabellarische Darstellung zur Herzfrequenz des heterotop transplantierten

- und orthotopen Herzens am Tag und in der Nacht, Tag 2-7, statistische Signifikanzen siehe Abbildungen.

Signifikanzen berechnet mit einer One-Way ANOVA (E, F). ***: p<0,001 Tag vs. Nacht; ###: p<0,001 vs.

~Kontrolle“ vom heterotop transplantierten - bzw. orthotopen Herz.

Abk.: MW = Mittelwert, Min = Minimum, Max = Maximum, SEM = ,Standard error of the mean*, O/Ortho =
Orthotopes Herz, H/HTX = Heterotop transplantiertes Herz, HF = Herzfrequenz, N = Anzahl der Tiere.

3.5.2. Circadiane Rhythmik des QT-Intervalls

Innerhalb der ersten Versuchswoche weist das QT-Intervall im HTX-Herz zunehmend héhere
Werte auf (Abb. 17.A). Am Beispiel der Gruppe ,Kontrolle® I&sst sich eine signifikante mittlere
Anhebung von rund 18ms im Vergleich des HTX - mit dem orthotopen Herz feststellen (Abb.
17.G). Ursachlich hierfur sind am ehesten ,Remodeling“-Prozesse auf lonenkanalebene im
Rahmen der kardialen Entlastung (siehe Abschnitt 1.7.: Erkenntnisse aus vorausgehenden
Projekten des Institutes). Beim HTX-Herz lassen sich dabei gemittelt Uber Tag 2-7
versuchsgruppenubergreifend nachts signifikant geringere QT-Intervalle messen als tagsiber
(Abb. 17.A,C,E,G). Wie bei der HF beobachtet, hat sich auch die Rhythmik der QT-Intervalle
der Versuchsgruppe ,Invertiert im HTX-Herz nach zwei Tagen an den neuen Tag-Nacht-
Rhythmus angepasst (Abb. 17.A,C,E,G).

Die Amplitude der QT-Oszillation im HTX-Herz ist in den Gruppen ,Invertiert® und
,Metoprolol“ signifikant geringer als in der Gruppe ,Kontrolle“ (Abb. 17.E). Das QT-Intervall ist
dabei in der Gruppe ,Invertiert* am Tag im Mittel um 1,4+0,2ms langer als in der Nacht, in der
Gruppe ,Metoprolol“ sogar nur noch um 0,6£0,2ms (gegentber 1,5+0,2ms in der Gruppe
,Kontrolle®) (Abb. 17.G).

Das orthotope QT-Intervall weist relativ grol3e Streubreiten auf (Abb. 17.B). Dabei ist
im orthotopen Herz in der Gruppe ,Kontrolle“ und ,Invertiert keine circadiane QT-Rhythmik
ersichtlich (Abb. 17.B,D,F,G). In der Gruppe ,Metoprolol“ ist hingegen eine geringfuigige (MW
Tag-Nacht: 0,4+0,1ms), aber signifikante Oszillation der orthotopen Rhythmik festzustellen
(Abb. 17.F,G). Diese Beobachtung ist vor allem unter dem Aspekt der abflachenden QT-

Oszillation im HTX-Herz bei Metoprolol-Gabe bemerkenswert.
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Abb. 17: Dynamik des QT-Intervalls des heterotop transplantierten - und orthotopen Herzens.

A-B: Verlauf des QT-Intervalls des heterotop transplantierten - (A) und orthotopen Herzens (B), 12x1
Minuten-MW/Stunde. C-D: Haufigkeitsverteilung des QT-Intervalls des heterotop transplantierten - (C) und
orthotopen Herzens (D) am Tag und in der Nacht, Tag 2-7. E-F: Mittleres QT-Intervall des heterotop
transplantierten - (E) und orthotopen Herzens (F) am Tag und in der Nacht. MW, Box mit Quartilen, Whisker
mit 10./90. Perzentile, Tag 2-7. G: Tabellarische Darstellung zum QT-Intervall des heterotop transplantierten

- und orthotopen Herzens am Tag und in der Nacht, Tag 2-7, statistische Signifikanzen siehe Abbildungen.

Signifikanzen berechnet mit einer One-Way ANOVA (E, F). ***: p<0,001, **: p<0,01 Tag vs. Nacht; ###:

p<0,001, #: p<0,05 vs. ,Kontrolle“ vom heterotop transplantierten - bzw. orthotopen Herz.

Abk.: MW = Mittelwert, Min = Minimum, Max = Maximum, SEM = ,Standard error of the mean*, O/Ortho =
Orthotopes Herz, H/HTX = Heterotop transplantiertes Herz, N = Anzahl der Tiere.

3.6. Synchronisation der Rhythmik des heterotop transplantierten Herzens mit der

Umweltrhythmik

3.6.1. Herzfrequenz-Synchronisation des heterotop transplantierten - und orthotopen

Herzens

Unter physiologischen Bedingungen werden die ,Zeitgeber“-Informationen der Umwelt tUber
das ANS und Hormone an das Herz Ubertragen. Es ist daher davon auszugehen, dass die
beobachtete Rhythmik der vollstdndig nerval und hormonell angebundenen orthotopen
Schrittmacherzellen mit der Umweltrhythmik synchronisiert ist. Die orthotope HF kann
aufgrund ihrer ausgepragten Rhythmik (Abb. 16.B,D,F,G) im Gegensatz zum orthotopen QT-
Intervall (Abb. 17.B,D,F,G) als ,Readout‘-Parameter flur die physiologische circadiane
Regulation am Herz herangezogen werden. Durch das Versuchsmodell der synchron
abgeleiteten EKGs von dem HTX - und dem orthotopen Herz wird innerhalb dieses Projekts
erstmalig ein Abgleich der beiden EKGs ermdglicht. Hierdurch kann untersucht werden, ob die
durchgefuhrten Interventionen wie die Invertierung des Herzens bzw. Blockade von
katecholaminergen Rezeptoren eine Synchronisation der HTX-Rhythmik mit der Umwelt und
damit dem orthotopen Herz verhindern. Das Vorliegen einer Synchronisation des HTX - und
orthotopen Herzens auf ,beat-to-beat” Ebene kann anhand einer linearen Regressionsanalyse

Uberprift werden.
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Abb. 18: Synchronisation der Herzfrequenz des heterotop transplantierten - und orthotopen Herzens.

A: Lineare Regressionsanalyse der Herzfrequenz des heterotop transplantierten - und orthotopen Herzens
(exemplarisch), 12x1 Minuten-MW/Stunde, Tag 2-7. N=1,1,1. B: Statistik zur Regressionsgraden der Herzfrequenz

des heterotop transplantierten - und orthotopen Herzens.
Signifikanzen berechnet mit einer linearen Regressionsanalyse (B): *: p<0,05.

Abk.: MW = Mittelwert, R? = Bestimmtheitsmal, O/Ortho = Orthotopes Herz, H/HTX = Heterotop transplantiertes
Herz, HF = Herzfrequenz, */N = Anzahl der Tiere mit signifikanten linearen Zusammenhangen/Gesamtanzahl der

Tiere.

Die lineare Regressionsanalyse der Minuten-MW der HFs zeigt in allen drei Versuchsgruppen
einen signifikanten Zusammenhang der HFs vom HTX - und orthotopen Herz (Abb. 18.A,B).
Ein Anstieg der HF des orthotopen Herzens geht dabei mit einem Anstieg der HF des HTX-
Herzens einher und andersherum. Die Steigungen der Regressionsgraden unterscheiden sich
nicht signifikant voneinander und nahern sich gruppenibergreifend einer Winkelhalbierenden
(Steigung = 1) (Abb. 18.B). Die HF im orthotopen Herz nimmt damit in etwa im selben Mal} zu
wie die HTX-HF: in der Gruppe ,Kontrolle“ um 1,12+0,17/min, ,Invertiert* um 0,84+0,20/min
und ,Metoprolol“ um 0,84+0,14/min bei Anderungen der HTX-HF um 1/min. Knapp ein Drittel
der Streuung (R?) zwischen den HFs vom heterotop transplantierten - und orthotopen Herz
werden durch die lineare Grade abgebildet (Abb. 18.B). Anhand dieser Daten wird
bemerkenswerterweise deutlich, dass die HTX-Schrittmacherzellen aller Versuchsgruppen mit
den Schrittmacherzellen des orthotopen Herzens und damit der Umgebungsrhythmik

synchronisiert sind.
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3.6.2. Synchronisation des QT-Intervalls und der Herzfrequenz

Im Folgenden soll getestet werden, ob die ,Zeitgeber“-Informationen aus der Umwelt neben
der HF auch die Rhythmik des ventrikularen APs des HTX-Herzens regulieren. In diesem Fall
ist eine Ubereinstimmende Regulation des QT-Intervalls mit der in Bezug zur Umweltrhythmik
synchronisierten HTX-HF zu erwarten. Beim Menschen wird das QT-Intervall in Abhangigkeit
von der HF reguliert (siehe Abschnitt 1.3.2.: Regulation des ventrikularen Aktionspotentials).
Die QT-HF-Beziehung ist beim Nagetier mit kurzen Refraktéarperioden unter physiologischen
Bedingungen jedoch nicht oder nur schwach ausgepragt. (Hayes et al. 1994; Roussel et al.
2016) Diese Annahme soll fur die im Rahmen des ,Remodeling“-Prozesses deutlich
verlangerten und circadian schwankenden QT-Intervalle des HTX-Herzens Uberprift werden
und mit dem orthotopen Herz abgeglichen werden. Dafiir wurde von einem beim Menschen

bekannten linearen Zusammenhang ausgegangen.

Im HTX-Herz ist versuchsgruppenlbergreifend bei allen Ratten ein signifikanter
Zusammenhang des QT-Intervalls mit der HF zu erkennen (Abb. 19.A,B). Dabei sinkt das QT-
Intervall um 0,8+0,2ms bzw. 0,9+0,3ms in der Gruppe ,Kontrolle® bzw. ,Invertiert” bei einem
Anstieg der HF um 10/min (Abb. 19.A,B). In der Gruppe ,Metoprolol“ wird das QT-Intervall bei
einem Anstieg der HF von 10/min um etwa 0,3+0,4ms reduziert (Abb. 19.A,B). Anzumerken
ist, dass die Frequenzspektren in dieser Versuchsgruppe deutlich schmaler sind als in den
HTX-Herzen der Gruppe ,Kontrolle® (siehe Abschnitt 3.5.1.: Circadiane Rhythmik der
Herzfrequenz), sodass die mit der HF zusammenhangenden QT-Intervall-Veranderungen
entsprechend duRerst gering ausfallen. Aus dem verringerten Bestimmtheitsmal (R?) in der
Gruppe ,Metoprolol“ gegentiber den anderen Versuchsgruppen im HTX-Herz (,Metoprolol*:
0,08+0,03 vs. ,Kontrolle*: 0,28+0,08 vs. ,Invertiert*: 0,27+0,08) geht hervor, dass die QT-Werte

unter katecholaminerger Blockade einen geringeren Zusammenhang mit der HF aufweisen.

Beim orthotopen Herz besteht fir den Grolteil der Ratten ein zwar signifikanter
Zusammenhang des QT-Intervalls mit der HF, die Herzen weisen jedoch nur &uferst
geringfiigige QT-Veranderungen bei Anderungen der HFs auf (Abb. 19.C,D). HF-Anstiege von
10/min bedingen mit versuchsgruppentbergreifend geringer Vorhersagekraft QT-Anstiege um
0,240,1 in der orthotopen ,Kontrolle“ und 0,1£0,1 in den Gruppen ,Invertiert* und ,Metoprolol®.
Signifikant ist dieser lineare Zusammenhang des QT-Intervalls von der HF bei sieben von acht
Ratten der Gruppen ,Kontrolle® und ,Invertiert® bzw. drei von sechs Ratten der Gruppe

~Metoprolol“.

Die negative Korrelation zwischen HF und QT-Intervall im HTX-Herz zeigt, dass der
Sinusknoten und die ventrikularen Kardiomyozyten im HTX-Herz mit Ubereinstimmender

zeitlicher Komponente reguliert werden. Die Informationen der Umgebungsrhythmik werden
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unter Kontrollbedingungen, nach Invertierung des Tag-Nacht-Rhythmus sowie unter Blockade

der katecholaminergen Rezeptoren an die ventrikularen HTX-Kardiomyozyten weitergeleitet.
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Abb. 19: Synchronisation von QT-Intervall und Herzfrequenz des heterotop transplantierten - und

orthotopen Herzens.

A: Lineare Regressionsanalyse des QT-Intervalls und der Herzfrequenz des heterotop transplantierten
Herzens (exemplarisch), 12x1 Minuten-MW/Stunde, Tag 2-7. N=1,1,1. B: Statistik zur Regressionsgraden
von QT-Intervall und Herzfrequenz des heterotop transplantierten Herzens. C: Lineare Regressionsanalyse
des QT-Intervalls und der Herzfrequenz des orthotopen Herzens (exemplarisch), 12x1 Minuten-MW/Stunde,
Tag 2-7. N=1,1,1. D: Statistik zur Regressionsgraden von QT-Intervall und Herzfrequenz des orthotopen

Herzens.
Signifikanzen berechnet mit einer Linearen Regressionsanalyse (B,D). *: p<0,05.

Abk.: MW = Mittelwert, R? = Bestimmtheitsmal, O = Orthotopes Herz, H = Heterotop transplantiertes Herz,
HF = Herzfrequenz, */N = Anzahl der Tiere mit signifikanten linearen Zusammenhangen/Gesamtanzahl der

Tiere.
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4. Diskussion
4.1. Zusammenfassung von Projektvorhaben und Hauptergebnissen

Trotz verbesserter Moglichkeiten der Pravention und Behandlung bleibt der plétzliche Herztod
eine der fuhrenden Todesursachen der Welt und fir ungefahr die Halfte aller Todesfalle durch
kardiovaskulare Erkrankungen verantwortlich. (Wong et al. 2019) Das tiefere Verstandnis tUber
seine Risikofaktoren und Ursachen kdnnte neue Wege seiner Pravention und Behandlung
ebnen. Tageszyklisch auftretende ventrikulare Arrhythmien gelten als wichtigster Ausléser des
plétzlichen Herztodes (Harris und Lysitsas 2016) und kénnen auf Stérungen der ventrikularen
Repolarisation basieren. Es ist daher von klinischem Interesse herauszufinden, welche
Konstellation an Signalen der circadianen QT-Regulation zugrunde liegt. Unter
physiologischen Bedingungen werden die Informationen aus der rhythmischen Umwelt nach
ausfuhrlicher Literaturrecherche in erster Linie Uber neuronale Signale und im Blut
zirkulierende Katecholamine an die ihrerseits mit zellautonomer, intrinsischer Rhythmik
ausgestatteten Kardiomyozyten weitergeleitet. Aufgrund der engen Verflechtung der einzelnen
»1aktgeber” innerhalb dieses komplexen Systems ist jedoch bislang offen geblieben, inwieweit
die genannten zentralen Akteure an dem AusmaB der circadianen Rhythmik des ventrikularen

APs und ihrer Synchronisation mit der Umweltrhythmik beteiligt sind.

Die Untersuchung dieser Fragestellung wurde innerhalb des vorliegenden Projekts
anhand des Rattenmodells der heterotopen HTX realisiert, bei dem in Vorversuchen trotz der
anatomischen Durchtrennung der neuronalen Signale eine QT-Rhythmik im HTX-Herz
beobachtet werden konnte. Uber 21 Tage wurden die EKGs der HTX - und orthotopen
Rattenherzen bei 22 Lewis-Ratten telemetrisch synchron abgeleitet und die HF und das QT-
Intervall bestimmt. Die circadian schwankende orthotope HF diente dabei als physiologisch

regulierter ,Readout“-Parameter fir die Umweltrhythmik.

Innerhalb dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die beobachtete QT-Rhythmik im
HTX-Herz unabhangig von Umgebungssignalen und damit auf herzinterne ,Taktgeber” (Young
et al. 2001; Jeyaraj et al. 2012) zurlickzufuhren ist. Hierzu wurden in der Versuchsgruppe
.invertiert* Spenderherzen mit um zwolf Stunden invertiertem Tag-Nacht-Rhythmus heterotop
in die Empfangertiere implantiert. Es konnte im Rahmen der Experimente gezeigt werden,
dass die invertierten HTX-Herzen bereits nach einer zweitdgigen postoperativen
Adaptationsphase eine circadiane Rhythmik der HF (Abb. 16.A,C,E,G) aufweisen, die mit der
HF-Rhythmik des orthotopen Herzens (Abb. 16.B,D,F,G) synchronisiert ist (Abb. 18.A,B). Am
gezeigten linearen Zusammenhang des QT-Intervalls mit der HF im HTX-Herz (Abb. 19.A,B)
wird erkennbar, dass auch die circadiane QT-Schwankung (Abb. 17.A,C,E,G) mit der
Umweltrhythmik synchronisiert ist. Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass
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herzinterne ,Taktgeber® hierarchisch den hormonellen ,Zeitgebern® untergeordnet sind:
Signale Uber die Umweltrhythmik werden selbst nach einer vollstdndigen Denervierung im
Zuge der Transplantation durch hormonelle Signalwege an das initial invertierte HTX-Herz
ubermittelt (Abb. 20). Die circadiane Rhythmik des ventrikularen APs beim HTX-Herz basiert

hiernach nicht primar auf herzinternen ,Taktgebern®.

In einer zweiten Versuchsreihe sollte durch die Blockade der kardialen B-Rezeptoren
mit dem Wirkstoff Metoprolol der Einfluss von Katecholaminen als bedeutendste hormonelle
Regulatoren circadianer Prozesse (Abildskov et al. 1976; Bexton et al. 1986; Guo und Stein
2003) auf das ventrikulare AP evaluiert werden. Es zeigte sich in der Versuchsgruppe
,Metoprolol“ eine Synchronisation der HF-Tagesrhythmik der HTX - und orthotopen Herzen
(Abb. 18.A,B) bei deutlich abgeschwachter Schwankungsbreite verglichen mit der jeweiligen
HTX - (Abb. 16.A,C,E,G) bzw. orthotopen Kontrollgruppe (Abb. 16.B,D,F,G). Die ebenfalls
deutlich abgeschwachte QT-Schwankung (Abb. 17.A,C,E,G) ist mit der HTX-HF synchronisiert
(Abb. 19.A,B). Es zeigt sich somit interessanterweise, dass Umweltsignale trotz der
Denervierung und katecholaminergen Blockade an das HTX-Herz weitergeleitet werden. Die
circadiane Rhythmik des ventrikuldaren APs beim HTX-Herz basiert zusammenfassend zu
einem bedeutenden Anteil auf zirkulierenden Katecholaminen, diese sind jedoch nicht als

alleiniger Faktor an der Ubermittlung der Umweltrhythmik an das HTX-Herz beteiligt (Abb. 20).
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Abb. 20: Schemadarstellung zu circadianen Regulationsvorgdngen am heterotop transplantierten -
und orthotopen Herz sowie Auswirkungen der durchgefiihrten Interventionen auf das AusmaR der

Rhythmik und ihre Synchronisation mit der Umwelt.

Aufgrund ihrer physiologischen Regulation durch das autonome Nervensystem (Sympathikus und
Parasympathikus), hormonelle sowie interne ,Taktgeber” dient die orthotope Herzfrequenz mit ihrer
deutlichen Tag-Nacht-Rhythmik als ,Readout” fiir die Umweltrhythmik. Infolge der heterotopen
Herztransplantation wird die Informationsweiterleitung vom autonomen Nervensystem unterbrochen, die
Synchronisation mit der Umweltrhythmik bleibt jedoch erhalten und das QT-Intervall weist circadiane
Schwankungen auf (,Kontrolle®). Herzfrequenz und QT-Intervall des initial um zwdIf Stunden invertierten
heterotop transplantierten Herzens der Gruppe ,Invertiert* schwanken leicht abgeschwacht, sind jedoch
bemerkenswerterweise innerhalb der ersten Woche mit der Umwelt resynchronisiert. Hormonelle - scheinen
den herzinternen ,Taktgebern“ somit hierarchisch tibergeordnet zu sein. Die Blockade zirkulierender
Katecholamine (,Metoprolol“) bewirkt eine deutliche Abschwachung der Rhythmik von Herzfrequenz und QT-
Intervall im heterotop transplantierten Herz, unterbindet jedoch nicht dessen Synchronisation mit der
Umweltrhythmik. Weitere hormonelle , Taktgeber” scheinen daher bedeutend an der Aufrechterhaltung und

Synchronisierung der Rhythmik im heterotop transplantierten Herz beteiligt zu sein.

Abk.: SCN = Nucleus suprachiasmaticus, PVN = Nucleus paraventricularis, DMV = Nucleus dorsalis nervi
vagi (Vagus-Kerngebiet), IML = Nucleus intermediolateralis (Sympathikus-Kerngebiet), Ortho = Orthotopes
Herz, HTX = Heterotop transplantiertes Herz, HF = Herzfrequenz.



4.2. Diskussion der Hypothesen
4.2.1. Der Einfluss herzinterner , Taktgeber® auf das heterotop transplantierte Herz

Die hypothetische Annahme, dass endogene Mechanismen fur die circadiane QT-Rhythmik
im HTX verantwortlich sein kénnten, basierte besonders auf Publikationen, die innerhalb des
letzten Jahrzehnts veroffentlicht wurden. So wurden fir die wichtigsten Kanale des
ventrikularen APs (K* (Jeyaraj et al. 2012), Na* (Schroder et al. 2013) und Ca?* (Y. Chen et al.
2016)) die  molekulargenetischen  Ursachen von  zellautonomen circadianen
Kontrollmechanismen aufgeschlisselt. In ,Knock-Out“-Experimenten konnte gezeigt werden,
dass ohne die Funktionalitdt von wichtigen herzinternen Vermittlern der circadianen
lonenkanal-Regulation keine endogene, bei konstanter Dunkelheit gemessene QT-
Tagesrhythmik aufrechterhalten werden kann. (Jeyaraj et al. 2012) Daraus lasst sich die
immense Bedeutung intrinsischer Oszillationen von am Herz hoch angereicherten ,Clock
Genes"* (Qi und Boateng 2006) und deren Auswirkungen auf circadiane Prozesse am Herz
ableiten. In dem hier durchgefuhrten Experiment konnte nun erstmals festgestellt werden, dass
unter physiologischen Licht-Dunkel-Zyklen trotz Denervierung eine hormonell bedingte
Resynchronisation circadianer Rhythmik mdglich ist. Die Zusammenfihrung der Studien
deutet darauf hin, dass herzinterne ,Taktgeber unabdingbar fur die Funktionalitat circadianer

Prozesse sind, sie jedoch in vivo dem Einfluss der hormonellen Regelkreise unterliegen.
4.2.2. Der Einfluss zirkulierender Katecholamine auf das heterotop transplantierte Herz

Die in vivo Wirkung von zirkulierenden Katecholaminen auf die circadiane Schwankung des
ventrikularen APs ist speziesabhéngig (Szentmiklosi et al. 2015; Veldkamp et al. 2001) und
vor dem hier durchgefihrten Experiment nicht isoliert vom ANS in Studien erforscht worden.
Sowohl beim Menschen (Kong et al. 1995) als auch beim Nagetier (Tong et al. 2012) konnte
gezeigt werden, dass eine Blockade der Wirkung von Katecholaminen am physiologisch
regulierten Herz zur Abschwéchung bis hin zur Aufhebung der circadianen QT-Rhythmik fihrt.
Im Rahmen dieser Experimente blieb trotz der Denervierung und zusétzlichen Blockade
zirkulierender Katecholamine in der Gruppe ,Metoprolol® eine abgeschwéchte, aber
signifikante circadiane Rhythmik von HF und QT-Intervall aufrechterhalten und die HF mit der
Umweltrhythmik synchronisiert. Hieraus lésst sich der Schluss ziehen, dass neben
Katecholaminen weitere hormonelle Regulationsvorgdnge entscheidend an der circadianen
Regulation des Nagetierherzens beteiligt zu sein scheinen (siehe 4.2.3. Synchronisation des
heterotop transplantierten Herzens mit der Umweltrhythmik). Im Rahmen des ,Remodeling“-
Prozesses durch die Herzentlastung bildet das HTX-Herz eine QT-HF-Beziehung aus. Somit
ist zu vermuten, dass circadian exprimierte Hormone besonders Uber die HF-Modulation die

circadiane QT-Rhythmik beim Nagetier beeinflussen.
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4.2.3. Synchronisation des heterotop transplantierten Herzens mit der Umweltrhythmik

Die Anpassungsgeschwindigkeit circadianer Prozesse zwischen zwei Organismen mit
entgegengesetzten ,Clocks® ist bislang nahezu unerforscht. Im vorliegenden Projekt ist die
Resynchronisation der invertierten circadianen HTX-Rhythmik mit der Rhythmik des
Empfangertieres bereits nach zwei Tagen abgeschlossen. Dieses Ergebnis stimmt Gberein mit
den Ergebnissen der Studie von van den Buuse et al., die eine sofortige Adjustierung der HF
an einen neuen Licht-Dunkel-Zyklus zeigt mit vollstandig hergestellter Synchronisation nach
ein bis zwei Tagen. (van den Buuse 1999) Im Unterschied zu dieser Studie werden die PVN-
Informationen in unserem Experiment jedoch ausschlieBlich Gber hormonelle und nicht

zusatzlich tGber autonome Signale an den Sinusknoten Ubermittelt.

Die schnelle Anpassung der HF an den neuen Umgebungsrhythmus des denervierten
HTX-Herzens erfordert zligige hormonelle Regulationsvorgange. Circadian exprimierte
Hormone wie Katecholamine (siehe 4.2.2.: Der Einfluss zirkulierender Katecholamine auf das
heterotop transplantierte Herz), Schilddrisenhormone (Russell et al. 2008), Melatonin
(Brismar et al. 1988), Insulin (Boden et al. 1996) und Corticosteroide (Kalsbeek et al. 2008),
regulieren die HF (Klein und Ojamaa 2001; Simko et al. 2016; Festa et al. 2000) und tragen
damit potentiell zu ihrer Resynchronisation bei. Melatonin (Wang et al. 2003), Insulin (Festa et
al. 2000) und Corticosteroide (Akikusa et al. 2007) entfalten dabei ihre Wirkung auf die HF
nach heutigem Kenntnisstand insbesondere Uber die Regulation des Sympathikotonus bzw.
der Sensitivitdt der kardialen Zellen auf den ANS-Einfluss. Dieser ist jedoch in diesem
Experiment durch die anatomische Denervierung aufgehoben. Schilddrisenhormone kénnen
dagegen sowohl Uber nukledre Rezeptoren die Expression und Aktivitat von SERCAZ2,
Phospholamban, ,Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated” 2 Kanalen und dem f3-
Adrenozeptor beeinflussen als auch direkt auf lonenflisse (bspw. uUber die Wirkung am
Natriumkanal) einwirken. (Kahaly und Dillmann 2005; Peliciari-Garcia et al. 2016)
Veranderungen in der Genexpression sind bereits in einem Zeitraum von bis zu zwei Stunden
realisierbar, die direkte lonenkanal-Kontrolle entfacht ihnre Wirkung innerhalb von nur wenigen
Minuten. (Kahaly und Dillmann 2005) Somit sind Schilddrisenhormone ein weiterer
vielversprechender und bislang in der Literatur wenig beachteter Regulator der circadianen
kardialen Elektrophysiologie. Die Bildung von Schilddrisenhormonen kann durch
Thyreostatika wirkungsvoll blockiert werden. Dies wirde einen interessanten Ansatzpunkt fur
zukinftige Forschungsarbeiten bilden, der sich im Umfang dieses Projektes nicht mehr

verfolgen lieB.

Auch die Rhythmik der kardialen ,Clock Genes* adaptiert im Anschluss an eine

Umstellung von Licht-Dunkel-Zyklen an die neue Umgebungsrhythmik. Dieses sogenannte
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~-Reentrainment“ bendtigt im Herz flnf bis acht Tage. (Durgan et al. 2006) Es kommt somit zur
voribergehenden Desynchronisation der zentralen und peripheren ,Clocks® mit
verschiedenen Rhythmen, die die kardiale Hom&ostase empfindlich beeinflussen kann. Die
Synchronisation der intrinsisch kardiomyozytaren ,Clock mit den zentralen und damit auch
externen ,Zeitgebern“ ist von essenzieller Bedeutung. So konnte tierexperimentell
nachgewiesen werden, dass ein Abweichen des inneren Zyklus von dem 24-Stunden-
Umweltzyklus zur Exazerbation von kardialen Erkrankungen wie Arrhythmien und

Kardiomyopathien fihren kann. (Takeda und Maemura 2015)

4.3. Limitationen

Das durchgefiihrte Tiermodell der heterotopen HTX wurde urspringlich eingefihrt, um die
mechanische  Herzentlastung im Zuge des Einsatzes von linksventrikularen
Herzunterstitzungssystemen bei Patient:innen mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz zu
simulieren. (Doenst et al. 2006; Depre et al. 1998; Ito et al. 2003) Hierbei durchlauft das Herz
beim Menschen (Mller et al. 1997; Harding et al. 2001) und Nagetier (Schwoerer et al. 2008)
strukturelle und elektrophysiologische ,Remodeling“-Prozesse. Diese fuhren dazu, dass das
Projektvorhaben, physiologische Prozesse am intakten Organismus herzuleiten, an einem von
dem Naturzustand abweichenden Modell verwirklicht wurde. Eine isolierte Blockade des ANS
am Herz ohne zugleich die zirkulierenden Katecholamine zu blockieren, lieB sich jedoch nicht
am orthotopen Rattenherz realisieren. Darlber hinaus bildete gerade die durch das
,Remodeling” initiierte bzw. demaskierte QT-Rhythmik des HTX-Herzens im Gegensatz zum

orthotopen Rattenherz die Grundlage fur die Konzeption dieses Projektes.

Schwierigkeiten in EKG-Projekten ergeben sich in Bezug auf die Durchfihrung einer
weitestgehend objektiven, addquaten, einheitlichen und mit anderen Arbeiten vergleichbaren
Auswertung. Dies gilt insbesondere hinsichtlich der QT-Intervall-Bestimmung. Zur
weitgehenden Vereinheitlichung der Parameter wurde innerhalb dieses Projekts auf eine
prazise replizierbare (Postema et al. 2008) und zugleich mit der AP-Dauer korrelierte (Zhang
et al. 2014) Methodik zur T-End-Bestimmung zuriickgegriffen und strenge Qualitatsstandards
eingehalten (siehe Abschnitt 2.2.2.3.: Auswertung des Elektrokardiogramms). Diese Faktoren
tragen erheblich zur Verbesserung der Objektivitat bei, wenngleich individuelle Einflisse auf
Messwerte bei Auswertungen, die von der durchfihrenden Person abhéngen, nicht vollstandig
ausgeschlossen werden kénnen. Weiterhin ist die Vergleichbarkeit von Studien zur QT-Zeit
aufgrund der Komplexitét der Auswertung limitiert, eine Vereinheitlichung von Standards in

Tierexperimenten im Rahmen zukunftiger Projekte ware daher wiinschenswert.
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4.4. Ubertragbarkeit der Studienergebnisse auf den Menschen

Die Ubertragung eines Tiermodells zur circadianen Rhythmik auf den Menschen setzt neben
ahnlichen &auleren Bedingungen (Licht-Dunkel-Zyklen) eine vergleichbare zentrale
Beantwortung und Weiterleitung der Umweltreize sowie deren Verarbeitung am

Empfangerorgan voraus.

Trotz gegensatzlicher zeitlicher Spezialisierungen zwischen nachtaktiven und
tagaktiven Tieren bestehen in Bezug auf die SCN-Aktivitdt eine Vielzahl von
Gemeinsamkeiten. So lassen sich die anatomische Lage, Aktivitatszeiten
(elektrophysiologisch, metabolisch und transkriptionell), Projektionen und funktionelle Aspekte
des SCN im Speziesvergleich nicht unterscheiden. (Scheer et al. 2003) Entgegengesetzte
physiologische Auswirkungen am Empfangerorgan basieren vordergrindig auf der offenbar
gegensatzlichen Aussendung der stimulatorischen - bzw. inhibitorischen Neurotransmitter und
des Hormons Melatonin. (Scheer et al. 2003) Die zentrale Steuerung circadianer Prozesse

|asst sich damit hinreichend im Rattenmodell abbilden.

Die Wirkung von neuronalen Mechanismen auf circadiane Regulationsvorgange ist fir
Saugetiere gut beschrieben. (Dibner et al. 2010; Mohawk et al. 2012) Die elementare
Bedeutung des ANS fiir die kardiale Elektrophysiologie zeigt sich beispielsweise nach erfolgter
orthotoper HTX beim Menschen anhand der deutlichen Abschwachung und
Phasenverschiebung der QT-Rhythmik. (Bexton et al. 1986) Die Initiierung einer circadianen
QT-Rhythmik beim Nagetier in den hier durchgefihrten Experimenten trotz vollstandiger
Abwesenheit der Impulse des ANS zeigt in Ubereinstimmungen mit anderen Studien, die den
ANS-Einfluss pharmakologisch blockiert haben (Oosting:1997ia; Makino et al. 1997), dass die
Bedeutung des ANS fur circadiane Prozesse im Nagetier weitaus weniger stark ausgepragt
ist. In diesem Projekt konnte erstmals gezeigt werden, dass zirkulierende Katecholamine
zumindest bei der Ratte auch unabhangig vom ANS eine bedeutende Rolle in der
Aufrechterhaltung der QT-Rhythmik spielen. Beim Menschen wie beim Nagetier zeigen
Plasma-Katecholamin-Level diurnale Muster und stimmen mit der aktiven Phase der
Saugetiere Uberein: Sie zeigen einen ,Peak” am Morgen beim Menschen (Dimitrov et al. 2009)
und einen ,Peak® am Abend bei Nagetieren (De Boer und van der Gugten 1987). Womdglich
tragen zirkulierende Katecholamine somit auch beim Menschen bedeutend zur
Rhythmisierung des Herzens bei. Eine Abschatzung, zu welchem Anteil die neuronalen und
hormonellen Regulationsmechanismen die circadiane Rhythmik des ventrikularen APs beim

Menschen beeinflussen, kann nach der hier durchgefiihrten Studie nicht erfolgen.

Limitationen der Ubertragbarkeit der Projektergebnisse auf den Menschen ergeben

sich aus den Unterschieden der kardialen Elektrophysiologie zwischen Menschen und
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Nagetieren. Die Repolarisation bei der Ratte wird vor allem durch li.-Kanéle getragen, die fir
die schnelle Repolarisation mit kurzen QT-Intervallen und damit Aufrechterhaltung der hohen
Ruhe-HF verantwortlich sind. (Nerbonne und Kass 2005) Demgegenuber sind beim Menschen
vor allem lonenstrome durch Iks-Kanale, die in hohem Ausmafll vom Sympathikus reguliert
werden (Osteen et al. 2010), und Ik-Kanale flr die kardiale Repolarisation verantwortlich.
(Nerbonne und Kass 2005) Die HF des Nagetiers bewegt sich in deutlich h6heren Bereichen
(Ratte > 300/min vs. Mensch > 60/min), weist eine geringere Varianz auf (Ratte: 30-40% vs.
Mensch: 300%) (Kaese und Verheule 2012; Roussel et al. 2016) und erhéhte HFs fihren beim
Nagetier nicht wie beim Menschen zur Akkumulation, sondern zur Inaktivierung von
repolarisierenden Kaliumkanalen (Carmeliet et al. 2004). All diese Faktoren tragen womdglich
zur fehlenden Rhythmik des orthotopen QT-Intervalls beim Nagetier (Roussel et al. 2016;
Mitchell et al. 1998; Schroder et al. 2015; Schroder et al. 2014) und seiner weitgehend
inkoharenten Regulation zur HF (Roussel et al. 2016; Hayes et al. 1994) bei.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass aufgrund der Komplexitat der
Regulationsvorgange an den kardiomyozytdren lonenkandlen sowie der unterschiedlichen
Kanaleigenschaften eine speziesubergreifende Vorhersage der Wirkung eines neuronalen,
hormonellen bzw. intrinsischen Reizes stark eingeschrankt ist. Die Ergebnisse des
vorliegenden Projektes vertiefen jedoch das Verstandnis Uber grundséatzliche circadiane
Regulationsvorgange am Herz und deuten an, dass zirkulierende Katecholamine neben
anderen hormonellen SignallUbertragern einen wichtigen Beitrag in der circadianen Regulation
des ventrikularen APs leisten. Die intrinsische ,Clock” des Herzens scheint dabei hierarchisch
nicht nur den neuronalen, sondern auch den hormonellen Regulationsvorgangen zu

unterliegen.

4.5. Klinische Relevanz

Die Erforschung mdglicher Schnittpunkte zwischen circadianer Rhythmik und
Arrhythmogenese bildet den Grundpfeiler zuklnftiger zielgerichteter Strategien zur Therapie
von ventrikularen Arrhythmien. (Portaluppi und Hermida 2007) Vor diesem Hintergrund hat die
vorliegende Studie die ausldsenden Faktoren von potentiell arrhythmogenen, circadianen AP-

Veranderungen untersucht.

Bei einem maBgeblichen Einfluss interner ,Taktgeber” auf die circadiane QT-Rhythmik
kdnnte Uber eine Modulation der internen ,Clock® das Auftreten von Arrhythmien vermieden
werden. So konnten Molekile mit bekannten Akteuren der circadianen intrinsischen
lonenkanal-Kontrolle interagieren, um die ,Clock Genes“ zu stabilisieren. Es wird in dieser

Arbeit jedoch deutlich, dass die ,Clock Genes* einen nur begrenzten unabhangigen Einfluss
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auf das AP ausliben und der Kontrolle von zentralen Informationen untergeordnet sind.
Hiernach wére der Ansatz der Manipulation intrinsischer Mechanismen deutlich ineffektiver als

eine gezielte Blockade zentraler Regelkreislaufe.

Morgendliche autonome (Somers et al. 1993) und katecholaminerge (Turton und
Deegan 1974) Aktivitdtserhbhungen gegenuber der Nacht koinzidieren zeitlich mit dem
gesteigerten Auftreten ventrikularer Arrhythmien und dem plétzlichen Herztod (Muller et al.
1987; Steinbach et al. 1982). Die Gabe von (-Blockern kénnte nach Kong et al. einen
protektiven Effekt in Bezug auf den plétzlichen Herztod haben, da (-Blocker laut der
Patient:innenstudie die circadiane Rhythmik der ventrikularen Refraktarzeit aufheben. (Kong
et al. 1995) Das ANS ubt dabei nach ubereinstimmenden Studien den gréBten Einfluss auf die
circadiane QT-Regulation aus (Bexton et al. 1986; Oda et al. 1985) und die sympathische
Informationsubertragung wird durch die 3-Blockade empfindlich beeintrachtigt. Dartber hinaus
konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass auch bei isolierter Blockade zirkulierender
Katecholamine im denervierten Ratten-Herz eine Abschwachung der circadianen Oszillation
erreicht wird. Unter der Annahme, dass die morgendliche QT-Verkiirzung zu dem gesteigerten
Auftreten ventrikularer Arrhythmien beitragt, kann in zweifacher Hinsicht ein protektiver Effekt
der B-Blockade in Bezug auf den morgendlichen plétzlichen Herztod angenommen werden.
Vor allem bei kardial vorerkrankten Patientiinnen wére damit unter Berucksichtigung der
Kontraindikationen und des Nebenwirkungsprofils zumindest aus theoretischen Uberlegungen
eine groBzugige Indikationsstellung zur B-Blockade anzuraten. Eine mdglichst frihzeitige
Stratifizierung des Risikos fur polymorphe ventrikulare Arrhythmien ist hierzu im klinischen
Kontext bedeutsam. Das EKG ist dabei als nicht invasives Verfahren der Goldstandard zur
Detektion elektrophysiologischer Instabilitdten. Potentiell pathologische Erregungen
manifestieren sich nicht nur in der Dauer, sondern auch in der Varianz und Gestalt des QT-
Intervalls. (Tse et al. 2017; Thomsen et al. 2004)

4.6. Ausblick

Im Wesentlichen konnte im Rahmen des vorliegenden Projektes festgestellt werden, dass
zirkulierende Katecholamine ein bedeutender, allerdings nicht hinreichender Faktor in der
Aufrechterhaltung der circadianen Rhythmik des ventrikularen APs im HTX-Modell der Ratte
sind. Im Zusammenspiel mit weiteren im Blut zirkulierenden Hormonen scheinen sie
hierarchisch den intrinsischen Mechanismen tUbergeordnet zu sein. Eine moglichst genaue
Charakterisierung der circadianen Regulationsvorgdnge am Herz ist zur zielgerichteten
pharmakologischen Kardioprotektion bedeutsam. In Folgeversuchen wére es daher von
Interesse, die Mechanismen der circadianen Kontrolle kardialer Elektrophysiologie weiter zu
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charakterisieren und aussichtsreiche Akteure der Signallibertragung vom zentralen
Schrittmacher an die peripheren Schrittmacher der Kardiomyozyten zu erforschen. In
Berufung auf die aktuelle Literatur sind neben zirkulierenden Katecholaminen besonders
Schilddrisenhormone, Glucocorticoide, Insulin und Melatonin als hormonelle Regulatoren
anzunehmen (siehe Abschnitt 4.2.3.: Synchronisation des HTX-Herzens mit der
Umweltrhythmik). Uber pharmakologische Blockaden kdnnte in zukiinftigen Experimenten der
Einfluss dieser Hormone auf das Herz in einem &ahnlichen wie dem hier eingeflhrten
Versuchsmodell gehemmt werden. Die in vivo Methodik hat den Vorteil, die Komplexitat des
Gesamtsystems widerzuspiegeln und bietet bei erfolgreicher Abschwachung bzw.
Desynchronisation der circadianen QT-Rhythmik eine hohe Aussagekraft Uber die

Notwendigkeit circadianer Regulatoren.
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5. Kurzfassung

Zur circadianen Regulation des ventrikuldren APs werden die Informationen aus der
rhythmischen  Umwelt unter physiologischen Bedingungen nach ausfihrlicher
Literaturrecherche in erster Linie Uber neuronale Signale (Black et al. 2019) und im Blut
zirkulierende Katecholamine (Abildskov et al. 1976; Guo und Stein 2003) an die ihrerseits mit
zellautonomer, intrinsischer Rhythmik (Young et al. 2001; Jeyaraj et al. 2012) ausgestatteten
Kardiomyozyten weitergeleitet. Aufgrund der engen Verflechtung der einzelnen , Taktgeber®
innerhalb dieses komplexen Systems ist jedoch bislang offen geblieben, inwieweit die
genannten Akteure abseits des bedeutenden Einflusses vom ANS an dem AusmaB der
circadianen Rhythmik des ventrikularen APs und deren Synchronisation mit der

Umweltrhythmik beteiligt sind.

Die Untersuchung dieser Fragestellung wurde innerhalb des vorliegenden Projekts
anhand des Rattenmodells der heterotopen HTX realisiert, bei dem in Vorversuchen trotz der
anatomischen Durchtrennung der neuronalen Signale eine QT-Rhythmik im HTX-Herz
beobachtet werden konnte. Uber 21 Tage wurden die EKGs der HTX - und orthotopen
Rattenherzen bei 22 Lewis-Ratten telemetrisch synchron abgeleitet und die HF und das QT-

Intervall (als ,Readout” des ventrikularen APs) bestimmt.

In der Versuchsgruppe ,Invertiert* wurden Spenderherzen mit um zwdlf Stunden
invertiertem Tag-Nacht-Rhythmus heterotop in die Empfangertiere transplantiert, um zu
untersuchen, ob die beobachtete QT-Rhythmik im HTX-Herz unabhangig von
Umgebungssignalen und damit auf herzinterne ,Taktgeber zurlickzufihren ist. Es konnte
gezeigt werden, dass die circadiane QT-Schwankung des HTX-Herzens nach zwei Tagen mit
der Umweltrhythmik resynchronisiert ist. Die circadiane Rhythmik des ventrikularen APs beim
HTX-Herz basiert hiernach nicht primar auf herzinternen ,Taktgebern®, sondern unterliegt trotz

der Denervierung zentralen Regulationsvorgangen.

In einer zweiten Versuchsreihe sollte durch die Blockade der kardialen B-Rezeptoren
mit dem Wirkstoff Metoprolol der Einfluss von zirkulierenden Katecholaminen auf die
circadiane Regulation des ventrikularen APs evaluiert werden. Es zeigte sich eine deutliche
Abschwachung der circadianen QT-Schwankung des HTX-Herzens bei Aufrechterhaltung der
Synchronisation mit der Umweltrhythmik. Die circadiane Rhythmik des ventrikularen APs beim
HTX-Herz basiert zusammenfassend zu einem bedeutenden Anteil auf zirkulierenden
Katecholaminen, diese sind jedoch nicht als alleiniger Faktor an der Ubermittiung der
Umweltrhythmik an das HTX-Herz beteiligt. Zukinftige Arbeiten sind erforderlich, um den
Einfluss weiterer hormoneller Signalubertrager (z.B. Schilddrisenhormone) auf die circadiane

Regulation des ventrikularen APs zu untersuchen.
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Abstract

For circadian regulation of the ventricular action potential (AP), according to an extensive
review of the literature, information from the rhythmic environment under physiological
conditions is primarily transmitted via neuronal signals (Black et al. 2019) and circulating
catecholamines (Abildskov et al. 1976; Guo and Stein 2003) to cardiomyocytes, which in turn
are endowed with cell-autonomous, intrinsic rhythmicity (Young et al. 2001; Jeyaraj et al.
2012). However, due to the close interconnectedness of the individual "clocks" within this
complex system, the involvement of the aforementioned players in the extent of circadian
rhythmicity of the ventricular AP and its synchronization with environmental rhythmicity, apart
from the prominent influence from the autonomic nervous system, has so far remained an open

question.

The investigation of this topic was realized within the present project by utilizing the rat
model of heterotopic heart transplantation (HTX), in which QT rhythmicity was observed in the
HTX-heart in preliminary experiments despite the anatomical disconnection of neuronal
signals. Over 21 days, electrocardiograms of HTX - and orthotopic rat hearts were
synchronously derived in 22 Lewis rats, and the HF and QT interval (as "readout" of the

ventricular AP) were determined.

In one experimental group, donor hearts with day-night rhythms inverted by 12 hours
were heterotopically transplanted into recipient animals to investigate whether the observed
QT rhythmicity in the HTX-heart was independent of environmental signals and thus
attributable to internal cardiac "clocks". It was demonstrated that the circadian QT oscillation
of the HTX-heart resynchronized with environmental rhythmicity after two days. Thus, the
circadian rhythmicity of the ventricular AP in the HTX-heart is not primarily based on cardiac

"clocks" but is subject to central regulatory processes despite denervation.

In a second series of experiments, the influence of circulating catecholamines on the
circadian regulation of the ventricular AP was evaluated by blocking the cardiac B-receptors
with the drug metoprolol. Significant attenuation of the circadian QT oscillation of the HTX-
heart was shown while maintaining synchronization with environmental rhythmicity. In
summary, the circadian rhythmicity of the ventricular AP in the HTX-heart is based to a
significant extent on circulating catecholamines. However, they do not participate as the sole
factor in the transmission of environmental rhythmicity to the HTX-heart. Future work is needed
to investigate the influence of other hormonal signal transducers (e.g. thyroid hormones) on

the circadian regulation of ventricular AP.
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