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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Das Long QT Syndrom (LQTS) ist eine kardiale Erkwary, die durch
ventrikulare Tachyarrhythmien vom Torsade de Psi{f@P) Typ und den plétzlichen
Herztod charakterisiert ist. Kardiale Ereignissedshaufig getriggert von adrenerger
Stimulation im Rahmen physischen und emotionaleesSes (Moss et al. 1985, Roden
et al. 1996, Schwartz et al. 1975, Shimizu et 8811 Zipes 1991). Auch kdnnen viele
Substanzerper seein LQTS auslosen und stellen somit fur LQTS-Patienein
besonderes Risiko in ihrer Anwendung dar (Crumb @adero 1999). Insofern ist das
perioperative Management von LQTS-Patienten vor3gmo Interesse (Anton und
Friederich 2010, Booker et al. 2003, Crumb und @avE999, Kies et al. 2005,
Pfizenmayer und Friederich 2010).

Kardiotoxizitat ist auch im Rahmen einer Lokalahaskaintoxikation — einem
relativ seltenen, aber prinzipiell lebensbedroldittEreignis — insbesondere mit dem
langwirksamen Aminoamid Lokalanasthetikum Bupivacabeschrieben (Albright
1979, Chang et al. 2001, Davis und de Jong 1982telkal986, Kotelko et al. 1984,
Mallampati et al. 1984, Solomon et al. 1990). Dids#ekt wird derzeit vor allem auf
ihre Interaktion mit kardialen NeKanalen zuriickgefuhrt (Butterworth 2010).
Allerdings interagieren Lokalan&sthetika auch naitdialen K-Kanélen (Friederich et
al. 2004, Siebrands et al. 2006, Siebrands et0@5,2Solth et al. 2005) und verlangern
die ventrikulare Repolarisation (Bardsley et al989Bariskaner et al. 2001, Bruelle et
al. 1996, Lefrant et al. 2001, Moller und Covind®@9 Scalabrini et al. 2003), so dass
auch diese lonenkanalinteraktion fur den arrhytheneg Effekt von Lokalanasthetika
in Frage kommt. Das haufig in der Klinik verwend@&apivacain zeichnet sich im
Vergleich zu anderen Wirkstoffen seiner Substarzgewurch eine hohe Affinitat zum
hERG (human Ether-a-go-go Related Gene)-Kanal,déen k. zugrunde liegt, aus
(Siebrands und Friederich 2007, Siebrands et &5R0nwieweit sich diese Blockade
jedoch auf das ventrikulare Aktionspotential (AR)sbesondere unter veranderten
elektrophysiologischen Bedingungen im Rahmen eareggeborenen oder erworbenen
LQTS, auswirkt, ist noch unklar. Ebenso lasst dictlang keine Aussage uber das
subtypspezifische Risiko von LQTS-Patienten im Rahneiner Intoxikation mit

Bupivacain treffen.



Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es, derkEff’on Bupivacain auf das
ventrikulare AP von nativen Kardiomyozyten sowieeinem erworbenen LQT1, LQT2
und LQT3 in vitro Zellmodel des Meerschweinchens mit Hilfe der P&i&mp
Technik zu charakterisieren. Dabei soll die Hypsthedass die Bupivacain-induzierte
Ik-Blockade einen LQT-Subtyp spezifischen Effekt aeiv und insbesondere in
bereits ks-defizienten Myozyten (LQT1) von Bedeutung ist, idvéft werden. Dartber
hinaus soll die Relevanz potentieller lonenkanaf@ittionen von Bupivacain durch
computergestitzte Simulationen mit dem Luo-Rudyadyic model (LRd) analysiert
werden.

Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

1. Welchen Effekt hat Bupivacain auf das ventrikul&f, insbesondere auf die
Aktionspotentialdauer (APD), nativer Kardiomyozy®en

2. Welchen Effekt hat die Substanz in einem LQT1-, PQbzw. LQT3-ahnlichen
Zellmodell? Gibt es hinsichtlich dieses Effekts &hsthiede zwischen den
einzelnen LQT-Subtypen?

3. Welche Ilonenkanalinteraktionen von Bupivacain Iregaliesem Effekt
zugrunde?

4. Kann man hieraus ein unterschiedliches Risiko inugeauf kardiale Ereignisse
bedingt durch eine Intoxikation mit Bupivacain IB&tienten mit einem LQT1-,
LQT2- bzw. LQT3-Syndrom ableiten? Sollte man dalmr Rahmen des
perioperativen Managements eine Differenzierung de®@T-Subtypen

vornehmen?



2 Einleitung

2.1 Elektrophysiologie des Herzens

Maf3geblich fur die Kontraktion der Herzmuskelzelled damit die Pumpaktion
des Herzens ist eine Erhéhung der intrazellularesf'-Konzentration — die
elektromechanische Kopplung, deren Grundlage dadidta Aktionspotential (AP)
darstellt. Das AP beruht auf dem Zusammenspielchezdener, in der Zellmembran
lokalisierter lonenkanale, die 6ffnen und schlieftgd somit ausgehend von einem
Ruhepotential die Zellemembran de- und repolagsieiDas Ruhemembranpotential
entspricht dabei im Wesentlichen dem-®&leichgewichtspotential, bei dem in einem
sog. Donnan Equilibrium der ‘KStrom entlang des chemischen Gradienten nach
extrazellular dem KStrom entlang des elektrischen Gradienten nactazelular

gleicht.

2.1.1 Das ventrikulare Aktionspotential

Ausgehend vom Ruhepotential der Membran antwoitez elerzmuskelzelle
auf einen Stimulus, der die Zellmembran depolatisiad hierbei einen Schwellenwert
erreicht, mit einem AP. Diese ionenkanalbedingtar®pngsanderung der Membran
kann in 5 Phasen eingeteilt werden (siehe AbbildahgPhase 0 beschreibt den
schnellen N&Einstrom durch spannungsabhangige-Kanéle, der die Zellmembran
depolarisiert und sich bei Aufzeichnung der Spagngegen die Zeit als sog. Aufstrich
(Upstroke) im Diagramm darstellt. Der Overshootdielznet in diesem Zusammenhang
den Teil des schnellen Aufstrichs, der Uber ein Mempotential von 0 mV hinausgeht
und somit eine Umpolarisierung der Zellmembran tédts In Phase 1 kommt es zu
einer kurzen Repolarisation bedingt durch den teatsn K-Auswartsstrom und die
Inaktivierung von ja. Ein C&"-Einstrom durch spannungsabhangigé@&aanale fiihrt
dann in Phase 2 zu einem fur das ventrikulare Adradtteristischen Plateau. Wahrend
dieser Phase wirkt der €abedingten Depolarisation ein verzégertef-Ausstrom,
hervorgerufen durch eine schnell aktivierengg) (ind eine langsam aktivierendeg]!
Komponente, entgegen. Phase 3 ist durch eine Regatian gekennzeichnet, die durch

den verzégerten KAusstrom und die Inaktivierung von €&analen verursacht wird.
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Phase 4 schliel3lich ist die Ruhephase der Zeltebei negativen Membranpotentialen
flieRender K-Strom (ki) stabilisiert hierbei das Ruhemembranpotential.e Di
Gesamtdauer des ventrikularen APs betragt beim dhemsin Abhéngigkeit von der

Herzfrequenz 200-400 ms.

-90 — 4

200 ms

Abbildung 1: Das ventrikulare Aktionspotential. Dargestellt ist ein typisches ventrikulares AP, itas

5 Phasen eingeteilt wird. Phase 0 bezeichnet dereien N&-Einstrom durch spannungsabhangigé-Na
Kandle. Es resultiert ein schneller Aufstrich (Upke). Phase 1 bezeichnet eine kurze Repolarisation
durch den transienten"KAuswartsstrom und die Inaktivierung vonyk. Phase 2 stellt die Plateauphase
dar und kommt durch einen £&Einstrom durch L-Typ Ca-Kanale zustande. Phase 3 ist durch eine
Repolarisation gekennzeichnet, die durch den vemég K-Ausstrom und die Inaktivierung von €a
Kanélen verursacht wird. Phase 4 schliel3lich stRlihephase der Zelle,,\\- Membranpotential.

2.1.2 lonenkanale

lonenkanéle sind selektive Poren, die in Zellmeménalokalisiert sind und den
transmembranaren lonenaustausch ermdglichen. Offnelonenkanal — ein Prozess,
dem verschiedene Stimuli, haufig eine Spannungséandeder Membran, zugrunde
liegen, so flieRen in der Sekunde mehr als 1006061 entlang einem chemischen und
elektrischen Gradienten durch ihn hindurch und lg@nedas Potential der Membran in
Richtung des Gleichgewichtspotentials des betrdg#anlons (Catterall 1996, Jan und
Jan 1997). Im Folgenden soll auf die fur das AP destrikelmyokards wichtigsten

lonenkanéle eingegangen werden.



2.1.2.1 hH1/SCN5A undyh

In ventrikularen Myozyten wird die schnelle Depddation in Phase 0 des APs
durch einen Naselektiven und spannungsgesteuerteiinal vermittelt. Im Herzen
kodiert das Gen SCN5A fir die in Abbildung 2 datgbte a-Untereinheit Nav1.5, dem
eigentlichen funktionellen Kanalprotein des karelimlNad-Kanals hH1, und ist auf
Chromosom 3p21 lokalisiert (Gellens et al. 199201@e et al. 1995). Nav1.5 besteht
analog zu N&Kanalen anderer Gewebe aus vier homologen Dom@DEBIV) mit
jeweils sechs Transmembranregionen (S1-S6) (Gellets al. 1992). Den
Selektivitatsfilter fiir N stellt eine extrazellulare Schleife zwischen S8 66 dar (P-
Segment) (Yellen et al. 1991); positiv geladene Aaosaurereste in S4 bilden durch
Verschiebung bei Potentialanderungen den Spannemgmss (Stihmer et al. 1989).
Letzterer ist essentiell fir die Konformationsanoey des Kanals nach Erreichen des
Schwellenpotentials in einen offenen und aktivier®ustand, in dem Naonen von
extra- nach intrazellular flieRen kénnen. Zusatzhesitzt ein NaKanal zwei weitere
Zustande: Eine Schleife, die zwischen den DIIISd iMVS4 Segmenten zytosolisch
lokalisiert ist und die Aminosauresequenz IsoletRirenylalanin-Methionin (IFM-
Sequenz) enthalt, dockt an einen Rezeptor, deeiaes Verbindung zwischen S4 und
S5 von DIV gebildet wird, und tberfuhrt den Kanateérhalb weniger Millisekunden in
einen geschlossenen, inaktivierten Zustand (Clah 4999, McPhee et al. 1998). Nach
vollstandiger Repolarisation geht der Kanal daneiimen geschlossenen, aktivierbaren
Zustand Uber, um bei einem erneuten Erreichen dasvélenpotentials wieder den
offenen, aktivierten Zustand einzunehmen (sog. Kiodgyklus).

Zu einer Zunahme des N&troms kommt es infolge einer Aktivierung G-
Protein gekoppelte3-Rezeptoren mit konsekutiver Erhdhung der intraéiéen
cAMP-Konzentration und Aktivierung der Proteinkiea8 (PKA) (Lipka et al. 1998,
Muramatsu et al. 1994); die Reduktion der *NMaitfahigkeit wird tber die
Proteinkinase C (PKC) vermittelt und zeigt sich eblWin einer verminderten
Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals als auch iirereLinksverschiebung seiner

spannungsabhangigen Inaktivierungscharakteris@kadt al. 1994).
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Abbildung 2: Nav1.5 des kardialen N&-Kanals. a-Untereinheit mit vier transmembranaren Domanen,
die aus je sechs Transmembranregionen bestehessévisemutationen (rote Markierungen) verursachen
LQT3. (Modifiziert nach Keating und Sanguinetti 200

2.1.2.2 Der L-Typ C&"-Kanal und ki,

Der L-Typ C&*-Kanal des Herzens ist ein Heterotetramer, dasemey o;-
Untereinheit und akzessorischen/s- undp-Untereinheiten besteht. Bei Depolarisation
in Phase 2 des APs 6ffnet der Kanal; ein daraustieender C&-Einstrom induziert
eine weitere C@&-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum i
Arbeitsmyokard von Vorhof und Ventrikel sowie inrRmjefasern. Das Gen fir die
kardiale a;-Untereinheit, lokalisiert auf dem Chromosom 12813)ehort zur Klasse
Cal.2 (@ic) und kodiert fur ein Protein, welches aus vier btogen Doménen (DI-
DIV) mit jeweils 6 Transmembransegmenten (S1-S&tdde¢ und das funktionelle
Kanalprotein bildet. Der Selektivitatsfilter ist mgshen den Segmenten S5 und S6
lokalisiert (Cataldi et al. 2002, Klockner et al99b, Mikala et al. 1993). Vom
geschlossenen in den offenen Zustand gelangt demalKadurch eine
Konformationsdnderung, wenn sich der in S4 Iokalitsi Spannungssensor bei
Depolarisation nach extrazellular bewegt (Beza@082).

Analog zu anderen kardialen lonenkanalen wird défyph C&*-Kanal (iber
multiple G-Protein gekoppelte Rezeptoren regul{sithe Abbildung 3). Dabei flhrt
eine B-adrenerge Stimulation der Zelle Uber die cAMP/PERAnalkaskade zu einer
erhohten Leitfahigkeit des Kanals. Ein inhibieremd8-Protein, das gekoppelt an
muskarinischen MRezeptoren aber auch an Adenosin-, Opiat- und ARfAales
Natriuretisches Peptid)-Rezeptoren vorliegen kahemmt die Adenylatcyclase (AC)
und vermindert somitch, (Kamp und Hell 2000). Ein weiterer Mechanismus ElI€A-

abhangigen Stimulation von L-Typ €&anélen tritt als Ergebnis einer starken
6



Depolarisation der Zellmembran auf: Es kommt vefitlut zu einer
spannungsabhangigen Konformationsanderung des &Kawbass dieser flr die PKA-
vermittelte Phosphorylierung zugéanglicher ist (ptaeanu et al. 1993). Auch die PKC
spielt eine wichtige Rolle hinsichtlich der Regidat von L-Typ C&'-Kanalen:
Multiple Gq-Protein gekoppelte Rezeptoren, wig-adrenerge, Angiotensin Il und
Endothelin Rezeptoren, aktivieren tber die Phospasé C
(PLC)/Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIBignalkaskade die PKC und fiihren
auf diesem Wege zu einer Erhéhung de$"Einstroms und somit der intrazellularen

Cd*-Konzentration (Berridge 1997, Dorn und Brown 1999)



®

PKC
Inactive

Abbildung 3: Die L-Typ Ca?*-Kanal-regulierende SignalkaskadenA, Schema der L-Typ G&Kanal-
regulierenden cAMP/PKA Signalkaskade. Die Stimolatvonp;- oderp,-adrenergen Rezeptoren fihrt
zu einer Gvermittelten Aktivierung der Adenylatcyclase (AG)d vermehrten Produktion von cAMP,
was die PKA zur Phosphorylierung des Kanals stientliPP1 und PP2A sind Phosphatasen und kénnen
durch Dephosphorylierung diesem entgegenwirken. A&snase Anker Protein (AKAP) verbindet die
PKA mit dem Kanal. Muskarinische MRezeptoren kdnnen dieadrenerge Erhdhung vog,} Uber eine
G-vermittelte Inaktivierung der AC opponieren. Bgch8ma der L-Typ Ca-Kanal-regulierenden
PLC/PKC Signalkaskade. Das Resultat der Aktivieruogos-adrenergen, AT(Angiotensin 1) oder ET
(Endothelin) Rezeptoren ist dieq@ermittelten Aktivierung der PLC, was zu einer ¢hrktion von
Diacylglycerol (DAG) und Aktivierung der PKC fuhmie PKC bindet das RACK-Protein (receptors for
activated C kinases) und phosphoryliert den Kakaihe Seronin/Tyrosin Phosphatase (PPase) steht
dieser Phosphorylierung entgegens=liRositoltrisphosphat; PERPhosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat.
(Modifiziert nach Kamp und Hell 2000).

2.1.2.3 SpannungsgesteuertéKanéle

Spannungsgesteuerté-Kanale vermitteln am Herzen u. a. friihe und veeriig
(Iks, k) Auswartsstrome, die der Nnitiierten und C&'-getragenen Depolarisation
entgegenwirken (Nerbonne 2000). Sie bestehen aess za einem Homo- oder
Heterotetramer  zusammengelagertern-Untereinheiten  mit  jeweils  sechs

Transmembrandoménen (S1-S6). Der*-sélektive Filter befindet sich am

8



extrazellularen Ende der Pore, die von S5 und Sfildge wird, und enthalt die
Signatursequenz Tyrosin-Valin-Glycin-Tyrosin-Glyci(Doyle et al. 1998). Der
Spannungssensor ist im S4 Segment, das multipleschas Aminosauren enthélt,
lokalisiert (Yellen 2002). Mit dera-Untereinheit eines kKanals konnen p-
Untereinheiten zytoplasmatisch (Ki+3, KChIP, KChAP), transmembranar (minkK,
MiRPs) und als sog. ATP-bindende Kassetten (ABC) #Horm von
Sulfonylurearezeptoren (SUR) assoziiert sein (Aralet2000, Coetzee et al. 1999,
Hanlon und Wallace 2002, Nerbonne 2000, Pourriet.62003, Roden et al. 200D)ie
Koexpression von -Untereinheiten mit a-Untereinheiten reguliert zudem die
Oberflachenexpression, Kinetik sowie Substanzseitéit von K'-Kanalen (Hanlon
und Wallace 2002, Martens et al. 1999).

2.1.2.3.1 Kir2.1 und ki

KCNJ2 kodiert fur die Kir2.1 Untereinheiten, diesaletramer d; generieren.
Dieser einwartsgerichtete kKStrom stabilisiert bei negativen Membranpotentiatias
Ruhemembranpotential, das somit nahezu dénGkichgewichtspotential entspricht.
Bei Depolarisation schlief3t der Kanal und 6ffneea@r bei negativeren Potentialen ab
-20 mV. Hierdurch leistet} auch einen Beitrag zur Repolarisation der Zellmemin
der terminalen Phase 3 des APs (Lopatin und Nic2@04).

2.1.2.3.2 Kv4.3 und ¢,

Der transiente Auswartsstrom, Ider eine vortbergehende Repolarisation in
Phase 1 des APs hervorruft, besteht aus einem gpgsgesteuerten, 4-Aminopyridin-
sensitiven, Cd-unabhangigen &Strom (lo;) und einem 4-Aminopyridin-insensitiven,
Cd*-abhangigen Cloder K Strom (l2). Im menschlichen Myokard lasst siclg,|
getragen durch Kv4.3 — einem schnell inaktivierend@nal, dessen biophysikalische
und pharmakologische Eigenschaften bei Expressiotenopus Oozyten denen vag |
ahneln — nachweisen (Dixon et al. 1996, Sah &(#l3). Die Dichte vonyd, ist dabei in
atrialen Myozyten, in den Purkinjefasern, epikardiad in den midmyokardialen M-
Zellen hoher als im Endokard (Nabauer et al. 1996) und Antzelevitch 1996). Im
Meerschweinchen hingegen lasst sigmicht nachweisen (Findlay 2003, Zhabyeyev et
al. 2004)



2.1.2.3.3 Verzogerte K-Strome

In ventrikularen Myozyten spielen verzogerté-8trome im Hinblick auf die
Modulation des APs eine ausschlaggebende Rolle.emNetler extrem schnell
aktivierenden Stromkomponentg,l (ultrarapid) unterscheidet man vor allegy, Idie
schnell (rapid) aktivierende, vogrs) der langsam (slow) aktivierenden Komponente, auf
der Basis ihrer pharmakologischen und biophysikhés Eigenschaften (Mitcheson
und Sanguinetti 1999).

2.1.2.3.3.1Kv7.1/minK unds

lks, die langsam aktivierende Komponente des verzége@leichrichter K-
Stroms, tragt insbesondere in der spaten Plateaapbas ventrikularen APs zur
Repolarisation der Zellmembran beis Bktiviert bei positiveren Membranpotentialen
ab -30 mV und ist durch ein lineares Strom-Spansueidaltnis, einer fehlenden
Inaktivierung und einer langsamen Deaktivierung eggizeichnet. Letztere fihrt bei
hoher Herzfrequenz zu einer Akkumulation offenern#&a und einer damit
verbundenen schnelleren Repolarisation (Mitcheso $anguinetti 1999). Die
molekulare Grundlage vongd ist ein Kanalkomplex bestehend aus vier
Untereinheiten Kv7.1, kodiert von KCNQ1, und vidizassorischef-Untereinheiten
minK, kodiert von KCNE1 (siehe Abbildung 4) (Barlaet al. 1996, Sanguinetti et al.
1996, Yang et al. 1997). Das 1996 klonierte Genkfir.1 ist auf dem Chromosom
11p5.5 lokalisiert (Keating et al. 1991, Wang et #996); in Mutationsanalysen
konnten 85 Mutationen aufgedeckt werden. Hierbeide# es sich vor allem um
Misssensemutationen, die ca. 40 % der LQT-Syndrause Das Gen flr die nur 129
Aminosaure-lange-Untereinheit minK ist auf Chromosom 21 lokalisieftier sind
zehn arrhythmieassoziierte Mutationen, die ca. %&b LQT-Syndrome ausmachen,
beschrieben (Keating und Sanguinetti 2001, Splawslal. 2000). Reguliert wirdd
Uber die PKA und PKC. Wéhrend die Stimulation d&APzu einer Erhéhung der
Stromamplitude fuhrt (Walsh und Kass 1988, Walsti Kass 1991), ist der Effekt der
PKC auf diep-Untereinheit minK speziesabhangig: Wéhrend es ieefgchweinchen
bei Stimulation der PKC zu einer Erh6hung ves kommt, konnte bei Ratten und
Mausen eine Reduktion der Stromkomponente nachgewigverden (Varnum et al.
1993).
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Abbildung 4: Kv7.1 und seinep-Untereinheit minK. A, a-Untereinheit Kv7.1 des«i-generierenden
K'-Kanals mit sechs Transmembrandomanen. Misssenatomén (rote Markierungen) und
Shiftmutationen bzw. Deletionen (blaue Markierurjgeerursachen LQT1. B3-Untereinheit minK des

Iks-generierenden KKanals. Misssensemutationen (rote Markierungehyefi zu LQT5. (Modifiziert

nach Keating und Sanguinetti 2001).

2.1.2.3.3.2Kv11.1/MiRP1 undkk

lxr, die schnell aktivierende Komponente des verzégefBleichrichter K-
Stroms, ist durch eine schnelle Aktivierung bei 18Y¥ sowie eine noch schnellere
Inaktivierung bei positiven Membranpotentialen cethaerisiert. Hierbei handelt es sich
um einen Mechanismus, der zu einer ausgepragtetifiRaion fihrt und somit die
Phase 2 des ventrikularen APs aufrechterhélt. Ingeschneller vom inaktivierten in
den aktivierten Zustand Ubergeht als zu deaktimiergagt er in Phase 3 des
ventrikularen APs durch einen Auswartsstrom zurdRagsation der Zellmembran bei
(Sanguinetti und Jurkiewicz 1990, Sanguinetti ungst@ni-Firouzi 2006, Shibasaki
1987).

Die molekulare Grundlage vongl ist in Abbildung 5 dargestellt. Als
Heterotetramer angeordnet stellt Kv11.1, kodiert KCNH2 (Chromosom 7935-g36)
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— auch als hERG (human Ether-a-go-go Related Geelkdnnt, die funktionelle:-
Untereinheit desk}-generierenden Kanals dar. Mit diesem sog. hERGaKlatnnenB3-
Untereinheiten wie minK aber vor allem MiRP1 (min&ated protein 1), das von
KCNE2 kodiert wird, assoziiert sein. MiRP1 moduliedabei die Kinetik und
Leitfahigkeit, Gbertragt den direkten stimulierendgffekt von cAMP auf den hERG-
Kanal und reduziert bzw. erhdht seine Sensitivdégentber anderen Substanzen
(Abbott et al. 1999, Keating und Sanguinetti 200k). Mutationsanalysen des
Kanalkomplexes konnten fir hERG 95 eindeutige Mo, die ca. 45 % der LQT-
Syndrome ausmachen, identifiziert werden; fir MiRPWwerden drei
Misssensemutationen mit ca. 2 % der LQT-Syndromsoziert (Keating und
Sanguinetti 2001, Splawski et al. 2005).

Ein Mechanismus, der moglicherweise an der Entsighwon ventrikuléaren
Tachyarrhyhtmien beteiligt sein kdnnte, ist dieundp-adrenerg vermittelte Regulation
von hERG-Kanélen. In diesem Zusammenhang konnteigfezverden, dass bei
Koexpression von hERG-Kanalen ungh-Rezeptoren eine adrenerge Stimulation zu
einer Reduktion vorg} fuhrt (Bian et al. 2001, Jiang et al. 1999). Datenanderer-
Rezeptoren existieren bislang nicht. Allerdingsespen auch Ergebnisse weiterer
Arbeiten, nach denenldurch eine Aktivierung der PKC (Barros et al. 19R&hn et
al. 1998, Thomas et al. 2003) wie auch der PLCr(®al. 2001) herabsetzt wird, flr
einen insgesamt inhibierenden Effekt eimeadrenergen Stimulation auf den hERG-
Kanal. Der Effekt einer 3-adrenergen Stimulatioh éen hERG-Kanal wird in der
Literatur teilweise kontrovers diskutiert (Thomdsaeé 2004). Dennoch scheint eine 13-
adrenerge Stimulation insgesamt einen inhibierenB&ekt auf den hERG-Kanal
auszulben. So konnte an ventrikularen Myozyten Mlegrschweinchens gezeigt
werden, dass der;{adrenerge Agonist Isoprenalin zu einer Reduktion Y, fihrt
(Karle et al. 2002). Ebenso konnte im Xenopus B&azyten Expressionssystem unter
Aktivierung der PKA eine depolarisierende Verschielp der spannungsabhéngigen
Aktivierungskurve mit konsekutiver Reduktion vag beobachtet werden (Thomas et
al. 1999). Ahnliche Ergebnisse fanden sich aucBHO- (Cui et al. 2000) und HEK
293-Zellen (Wei et al. 2002).

Insgesamt scheint eine adrenerge Stimulation sichitsinhibierend auf den
hERG-Kanal auszuwirken. Insofern liefert dieser utatprische Mechanismus

maoglicherweise eine pathophysiologische Erklarungr fdie erhohte Inzidenz
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lebensbedrohlicher Arrhythmien in Situationen phgken und emotionalen Stresses —
insbesondere von LQTS-Patienten (Priori et al. 1997

extrazellular

;

intrazellulér

extrazelluldr

ﬁ intrazellular
Coor

Abbildung 5: Kv11.1 und seinep-Untereinheit MiRP1. A, o-Untereinheit desy}-generierenden K
Kanals (hERG-Kanal) mit 6 Transmembrandoméanen. $dissemutationen (rote Markierungen) und
Shiftmutationen bzw. Deletionen (blaue Markierungéithren zu LQT2. B, putativ-Untereinheit
MiRP1 des k,-generierenden KKanals. Misssensemutationen (rote Markierungemjirgachen LQT6.
(Modifiziert nach Keating und Sanguinetti 2001).

2.2 Das Long QT Syndrom (LQTS)

Das LQTS ist eine lonenkanalerkrankung, die durnk ¥erlangerung des QT-
Intervalls im EKG und polymorphe ventrikulare Taalmpythmien vom Torsade de
Pointes (TdP) Typ, welche in Kammerflimmern Ubergeluind somit den pldtzlichen
Herztod bedingen kdnnen, charakterisiert ist (Moet al. 2008, Moss et al. 1985,
Roden et al. 1996, Schwartz et al. 1975, Shimial.€t991, Zipes 1991). Allen Formen
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des LQTS ist dabei gemein, dass es auf zelluldbem& zu einer Verlangerung des
ventrikularen APs kommt (Abbildung 6). Diese Repisktionsverzégerung resultiert
aus der verénderten Aktivitat von lonenkanalen,ctveldie Zellmembran de- bzw.
repolarisieren. Generell wird zwischen dem kongdeit und erworbenen LQTS

unterschieden.

EKG A
o N
——

ﬁ
QT-Intervall

AP

M
_

APD

Abbildung 6: Pathophysiologischer Zusammenhang zwihen dem QT-Intervall und der
Aktionspotentialdauer. Das QT-Intervall im EKG spiegelt die Aktionspotetiauer (APD) wider.
Kommt es zu einer Verlangerung der QT-Intervaltsjst dies die Konsequenz einer Verlangerung der
APD (Verlangerung jeweils rot dargestellt). AP =tidkispotential.

2.2.1 Das kongenitale LQTS

Die Pravalenz des angeborenen LQTS betragt sciggweise 1/2000
(Schwartz et al. 2009). Wie in Tabelle 1 dargestellerden mittlerweile zwolf
verschiedene Formen (LQT1 — LQT12) unterschiedefhen und Kass 2010), von
denen LQT1, LQT2 und LQT3 mehr als 90% ausmachplay&ki et al. 2000).

LQT1 wird durch eine Mutation in KCNQ1, das fir didJntereinheit desgl-
generierenden KKanals kodiert, hervorgerufen (Wang et al. 199@tationen von
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minK, derp-Untereinheit dieses KKanalkomplexes, fiihren zu LQT5 (Barhanin et al.
1996, Sanguinetti et al. 1996). Eine Mutation in PO, das flr Yotiao — einem
regulatorischen Adapterprotein von KCNQ1 — kodidiirt Uber eine verminderte
cAMP-abhangige Phosphorylierung zu LQT8 (Chen e2@07). Hingegen kommt es
zu einer Verringerung des schnell aktivierenderAiisstroms ;) bei LQT2 durch
eine Mutation in KCNH2 (hERG) (Sanguinetti et aB9%). Mit dem hERG-Kanal
assoziiert ist MiRP1, eine kleine Membranuntereiintieses K-Kanalkomplexes. Eine
Mutation in KCNE2, das fir dieses Protein kodiedft LQT6 hervor (Abbott et al.
1999). LQT4 wird durch eine Mutation in Ankyrin-Berursacht, so dass es Uber eine
beeintrachtigte Verankerung Ankyrin-B-bindender tBiree zu einer intrazellularen
Cd*-Uberladung kommt (Mohler et al. 2003). LQT7 besir die kardiale
Manifestation des sog. Andersen Syndroms, einenp&menkomlex aus periodischer
Paralyse, kardialen Arrhythmien und Dysmorphieny @e&f eine Mutation des
einwartsgerichteten KKanals Kir2.1 zuriickzufiihren ist (Plaster et €002). LQTS8
kommt durch eine Mutation von Cavl.2, dag.lgeneriert, zustande und zeigt sich
klinisch als sog. Timothy Syndrom mit zusétzlickemunschwéche, intermittierenden
Hypoglyk&mien, kognitiven Defiziten und Autismugp(&wvski et al. 2005). Von diesen
Fallen einer mutationsbedingten Funktionseinbu®as(lof function) ist LQT3 zu
unterscheiden. Hier fuhrt eine Mutation in SCN5Aezner verminderten Inaktivierung
des depolarisierenden NEinstroms und damit (ber einen persistierenden
Einwartsstrom zu einer Funktionszunahme (gain ofction) (Wang et al. 1995).
Seltenere gain of function Mutationen, die zu eiBdrtdhung vony, fihren, betreffen
das Adapterprotein M-Caveolin (LQT9) (Vatta et2006), diefs-Untereinheit, kodiert
von SCN4B, (LQT10) (Medeiros-Domingo et al. 200@wge das mit Navl.5
assoziierte Strukturprotein-Synaptophysin (LQT12) (Ueda et al. 2008).
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Tabelle 1: Ubersicht der LQT-Subtypen, klassifiziet nach inrem Pathomechanismus(Modifiziert
nach Lu und Kass 2010).

LQT-
Strom Genort Gen Protein | Funktion Referenz
Subtyp
LQT1 11p5.5 KCNQ1 Kv7.1 a-Untereinheit | (Wang et al. 1996)
|Ks LQT5 21922 KCNE1 minK B-Untereinheit | (Barhanin et al. 1996)
LQT11 7921-922 AKAP9 Yotiao Adapterprotein | (Chen et al. 2007)
| LQT2 7935-936 KCNH2 Kv11.1 a-Untereinheit | (Sanguinetti et al. 1995)
Kr LQT6 21g22.1 KCNE2 MiRP1 B-Untereinheit | (Abbott et al. 1999)
LQT3 3p21 SCN5A Navl.5 a-Untereinheit | (Wang et al. 1995)
LQT4 4925-927 ANK2 Ankyrin B Adapterprotein | (Mohler et al. 2003)
| (lNaK, INa-Ca INa)
Na LQT9 3p25 CAV3 M-Caveolin Adapterprotein | (Vatta et al. 2006)
LQT10 11923.3 SCN4B Navb4 B-Untereinheit | (Medeiros-D. et al. 2007)
LQT12 20g11.2 SNTA1 a-1-Syntrophin | Strukturprotein | (Ueda et al. 2008)
|K1 LQT7 17924.3 KCNJ2 Kir2.1 a-Untereinheit (Plaster et al. 2001)
ICa,L LQT8 12p13.3 CACNALC | Cavl.2 a-Untereinheit (Splawski et al. 2005)

2.2.1.1 Perioperatives Management von LQTS-Patienten

Von grofem Interesse ist das perioperative Managenun LQTS-Patienten.
Nicht nur der erhdhte emotionale und physischesStreondern auch Medikamente wie
Anasthetika, welche bereits fiur sich genommen &adéngerung des QT-Intervalls
verursachen koénnen, machen diese Situation furofetie Patienten hinsichtlich
kardialer Ereignisse besonders riskant (Anton unederich 2010, Booker et al. 2003,
Kies et al. 2005, Pfizenmayer und Friederich 20D@neben konnte tierexperimentell
gezeigt werden, dass lebensbedrohliche ArrhythrmeBezug auf die Umstande ihres
Auftretens Genotyp-spezifisch sind (Schwartz et 24101). So soll Versuchen mit
transgenen Hasen zufolge LQT2 im Gegensatz zu L€ kpezifischer Risikofaktor
far Arrhythmien im Rahmen einer Anasthesie nitihhibierenden Medikamenten sein
(Odening et al. 2008). Trotz etlicher in der Litewsbeschriebener Genotyp-spezifischer

Therapieansatze (Compton et al. 1996, Etheridgal.e2003, Schwartz et al. 1995,
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Shimizu et al. 1998, Shimizu et al. 1995, Shimizuak 2002) steht ein Genotyp-
spezifischer Ansatz im perioperativen Managemernihsbesondere hinsichtlich der

subtypspezifischen Wahl von Anasthetika — allergingch aus.

2.2.2 Das erworbene LQTS

Eine  Vielzahl verschiedener = Medikamente sehr  uakeeslicher
Substanzklassen wie Antibiotika, Antihistaminikajtkmetika, Bronchodilatatoren und
Psychopharmaka kénnen (ber eine Interaktion mitdieem lonenkanalen eine
Verlangerung des QT-Intervalls und damit ein erneods LQTS hervorrufen (Tabelle
2). Pathophysiologisch beruht dies meist auf eBleckade von hERG-Kandlen, die
dem k,; zugrunde liegen. hERG-Kanale bilden im Gegensatarmeren Kv-Kandalen
auf Grund einer fehlenden Prolin-Valin-Prolin Semgien der S6-Helix einen grofRen
Hohlraum in der Porenregion, so dass Substanzem gaterschiedlicher Struktur
zwischen Selektivitatsfilter und Aktivierungstor dmaffin und irreversibel binden
konnen. Die Bindungsstellen sind hier die zwei aabsthen Aminosauren Tyrosin 652
(Y652) und Phenylalanin 656 (F656), deren Wasskastone und jene der
inhibierenden Substanz lUleiElektronen elektrostatisch interagieren. Die Falggeser
Blockade ist eine Abnahme vog.IDie damit verbundene Repolarisationsverzégerung
fuhrt zu einer Verlangerung des APs (Mitcheson.e2@00a, Mitcheson et al. 2000Db).

Eine verstarkte Bindungsaffinitit des hERG-Kanalg Ik -inhibierenden
Substanzen kann aufRerdem Uber eine Mutation inGlEmKCNE2, das fur die putative
B-Untereinheit MiRP1 kodiert, hervorgerufen werd®urch Misssensemutationen in
diesem regulatorischen Protein kann es durch lamgsss Offnen und schnelleres
Schlie3en des hERG-Kanals zu einer verzogerten |Regation kommen. Dies bleibt
in der Regel klinisch stumm bis ein zusatzlicheRE=Kanal-Inhibitor appliziert wird.
So ist insbesondere fur die Q9E-hMiIRP1 Mutante erach hbhere Sensitivitat
gegeniber Clarithromycin beschrieben — es resu#tiae k.-Blockade, die speziell im
Rahmen einer Hypokaliamie zu Arrhythmien fihrenrkéabbott et al. 1999).
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Tabelle 2: Beispiele fur QT-Intervall verlangerndeSubstanzen.

Substanzklasse Substanz Referenz
Amiodaron (Singh 1996)
Antiarrhythmika Flecainid (Falk und Fogel 1994)
Sotalol (Touboul et al. 1984)
o Moxifloxacin | (Noel et al. 2003)
Antibiotika _ .
Erythromycin | (Milberg et al. 2002)
_ _ Amitriptylin (Nishimoto et al. 1994)
Antidepressiva .
Citalopram (Grundemar et al. 1997)
Antiemetika Domperidon (Drolet et al. 2000)
Antihistaminika Terfenadin (Roden 1993)
. Salmeterol (Milic et al. 2006)
Bronchodilatatoren _
Terbutalin (Kuusela et al. 2005)
Lokalanasthetika Kokain (O'Leary 2001)
o Atazanavir (Ly und Ruiz 2007)
Proteaseinhibitoren| .
Ritonavir (Anson et al. 2005)
) | Isofluran (Schmeling et al. 1991)
Volatile Anasthetika
Sevofluran (Han et al. 2010)

2.3 Lokalanasthetika

Eine wichtige Substanzgruppe, die eine Verlangerwtss QT-Intervalls
hervorrufen kann, bilden Lokalandsthetika (Kaste@86) Diese sind dadurch
gekennzeichnet, dass sie die Weiterleitung des onalen APs zeit- und
spannungsabhangig durch eine reversible Inhibitimn Na-Kanidlen hemmen
(Strichartz und Berde 2000). Hinsichtlich ihrer etallaren Struktur bestehen alle
Lokalanasthetika aus einem lipophilen Aromat, ein@ydrophilen Amin und einem
Bindestlck, welches das Lokalanasthetikum entwealdeAnimoester oder Aminoamid
klassifiziert.
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2.3.1 Lokalanasthetikaintoxikation

Klinisch relevant werden Interaktionen zwischen &lakasthetika und kardialen
lonenkandlen im Rahmen einer Lokalanasthetikaikadian, welche als Folge
unbeabsichtigter intravasaler Injektion, massivebefdosierung oder gesteigerter
Resorption der Substanz in den systemischen Kugisia seltenes Ereignis darstellt,
dann aber hinsichtlich ihrer kardialen Komplikagonlebensbedrohlich ist (Strichartz
und Berde 2000). Zu einer Kkardialen Manifestatiom iRahmen einer
Lokalanasthetikaintoxikation kommt es einer Analyse 93 Fallberichten zwischen
1979 und 2009 zufolge in Uber 50 % der Falle (Dedario et al. 2010). Ventrikulare
Tachyarrhythmien sowie der pl6tzliche Herztod steldabei die denkbar schwerste
Folge eines derartigen Ereignisses dar und begninde insgesamt hohen
Gesamtmortalitat der LokalanasthetikaintoxikatiBei¢z und Nath 1986).

Die Relevanz von Lokalanasthetikaintoxikationergisich insbesondere in der
geburtshilflichen Ané&sthesie im Rahmen von Kaidangtentbindungen. Dies ist zum
einen in dem Wechsel von der Allgemein- hin zur iBeglanasthesie, vor allem der
Periduralanasthesie, begriindet (Hawkins et al. 1S8mer et al. 1998). Zum anderen
erhohen physiologische Veranderungen wahrend dew&uwerschaft, wie etwa die
Dilatation der Venen des Periduralraumes, das Risiker systemischen Applikation
des Lokalan&asthetikumper se (Bromage 1962). Hinzu kommt, dass durch die
physiologische Abnahme der Plasmaproteine wahren&chwangerschaft (Song et al.
1970) ein groRRerer Teil des Lokalanésthetikums bmgéen vorliegt (Tsen et al. 1999).
Ob dies einen Einfluss auf die Kardiotoxizitat einekalanasthetikums hat, ist jedoch
bislang ungeklart, zumal Berichte Uber eine erhthteizitat von Bupivacain bei
trachtigen Schafen gegenuber nicht trachtigen #ohféfiorishima et al. 1985) nicht
reproduziert werden konnten (Santos et al. 1998tdSaind DeArmas 2001).

2.3.2 Bupivacain

Von grofRer Bedeutung ist die Kardiotoxizitdt von pBa@cain — einem
Aminoamid Lokalanasthetikum, das sich durch einykumde am tertiaren Amid
auszeichnet und als Razemat gleiche Teile des R: 8zEnantiomers enthalt (siehe

Abbildung 7). 1957 von Ekenstam erstmals synthetisind 1963 zugelassen, gehort es
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derzeit zu den wichtigsten langwirksamen Lokalamgtgta in der klinischen Praxis
(Ekenstam et al. 1957). 1979 berichtete Albrigherigechs Falle, in denen Bupivacain
sowie das ebenfalls sehr lipophile, langwirksameddegin zu kardiotoxischen
Zwischenfallen fihrten (Albright 1979). Weitere IBakichte beschrieben
Bupivacainintoxikationen, die zu ventrikularen Aythmien und dem pl6tzlichen
Herztod fihrten und in denen Reanimationsmal3nahreemwierig oder nicht
erfolgreich waren (Davis und de Jong 1982, Mallaingiaal. 1984). In Tiermodellen
waren durch Bupivacain u. a. Verlangerungen des In@drvalls, ventrikulare
Tachykardien vom TdP Typ sowie Kammerflimmern inddzar (Chang et al. 2001,
Kasten 1986, Kotelko et al. 1984, Solomon et ad0)9

Ausgehend von diesen Beobachtungen sowie der Vargie dass es eine
positive Korrelation zwischen der Lipophilie einéskalanasthetikums und seiner
Kardiotoxizitdt gebe und das R-Enantiomer von Bapain ein htheres Risiko fur
kardiale Nebenwirkungen als das S-Enantiomer agydand eine Weiterentwicklung
hin zu vermeintlich weniger toxischen Substanzaitt $iHHeavner 2002). Ropivacain, ein
reines S-Enantiomer, ist durch eine Propylgruppetamiéren Amid gekennzeichnet
und erwies sich in verschiedenen Tierversuchenwasiger kardiotoxisch als der
Razemat Bupivacain (Bariskaner et al. 2001, Dorgl.e2000, Reiz et al. 1989, Santos
und DeArmas 2001). Klinische Anwendung findet adBer Levobupivacain, das S-
Enantiomer von Bupivacain, von dem ebenfalls eiexéingere Kardiotoxizitat berichtet
wird (Bardsley et al. 1998, Foster und Markham 3000

Trotz dieser vermeintlich sichereren SubstanzedefirBupivacain weiterhin
groRe Verwendung. Insbesondere ein Vergleich ditiven Potenzen unter den
Amidlokalanasthetika spielt hierbei eine Rolle. dnmalb der Epidural- und
Spinalanéasthesie stellt sich analog zur Lipophitie Rangfolge der Substanzen
hinsichtlich ihrer Potenz wie folgt dar: Bupivaca Levobupivacain > Ropivacain
(Casati und Putzu 2005).
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Abbildung 7: Strukturformel von Bupivacain. Wie alle Lokalanasthetika besteht Bupivacain ansrei
lipophilen aromatischen Ringstruktur, einer Zwistkette und einer hydrophilen Aminogruppe. Die
Zwischenkette kennzeichnet Bupivacain als ein Ammiml. Bupivacain zeichnet sich dariber hinaus
durch ein tertidres Amid am Butylende aus.

2.3.2.1 lonenkanalinteraktion von Bupivacain

Verschiedene Mechanismen, (ber die Bupivacain miigliveise seinen
kardiotoxischen Effekt ausibt, sind vorstellbar. dar Literatur wird insbesondere
diskutiert, ob die Kardiotoxizitdt der Substanz d&slge ihres Effekts auf die
Kontraktilitat oder auf die Elektrophysiologie delerzens oder vielmehr als Resultat
eines kombinierten Effekts anzusehen ist. Obwohldiesem Zusammenhang ein
negativ inotroper Effekt der Substanz vielfach begben ist, sprechen Fallberichte, in
denen Arrhythmien als frihe Zeichen der Kardiotétzauftraten, dafir, dass die
Kardiotoxizitdt von Bupivacain vor allem durch delektrophysiologischen Effekt der
Substanz verursacht wird. In Ganztierveruschen andisolierten Herzen konnte
aul3erdem gezeigt werden, dass der negativ inoinopéergleich zum arrhythmogenen
Effekt von Bupivacain hohere Konzentrationen debs$anz erfordert. Insofern ist
davon auszugehen, dass die Kardiotoxizitat von \Bagaiin vor allem die Folge eines
elektrophysiologischen Effektes und damit einereldtanalinteraktion ist (Butterworth
2010).

Wahrend Einheit dariiber herrscht, dass die HemndergReizweiterleitung
peripherer Nerven durch Bupivacain tber eine-Kanalblockade zustande kommt
(Strichartz und Berde 2000), wird der kardiotoxesckffekt der Substanz von
verschiedenen Autoren unterschiedlichen kardialeonenkandlen zugeordnet.
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Insbesondere die Inhibition kardialer N&anale wurde hierbei lange als die einzige
Ursache fur die Kardiotoxizitat des Lokalan&sthatis beschrieben (Clarkson und
Hondeghem 1985b). Sowohl fir den R- als auch dé&m&itiomer von Bupivacain ist
eine Inhibition des humanen NKanal hH1 nachgewiesen (Nau et al. 2000). In diese
Zusammenhang sind aufRerdem Regionen im Reizledysigsn des Herzens
beschrieben, in denen — entgegen friherer Annahmeneuronale NaKanile
gegenuber hH1 pradominieren und mdoglicherweise ldediotoxischen Effekt von
Bupivacain vermitteln (Butterworth 2010). Allerdmg wird mittlerweile die
Kardiotoxizitat von Bupivacain teilweise auch auies Blockade von hERG-Kanélen
zuruckgefuhrt (Friederich et al. 2004, Gonzaleale2002, Lipka et al. 1998, Siebrands
und Friederich 2007, Siebrands et al. 2005). Ditbition von k; durch Bupivacain ist
dabei konzentrations- und spannungsabhangig sowreoselektiv (Gonzalez et al.
2002, Siebrands et al. 2005). Essentiell fur dversible Blockade sind — wie fiir andere
Substanzgruppen beschrieben (siehe 2.2.2) — diefaw@osauren Tyrosin 652 (Y652)
und Phenylalanin 656 (F656), die im inneren Hohtrades Kanals lokalisiert sind. So
konnte in CHO-Zellen gezeigt werden, dass sich I@ig-Werte von Bupivacain,
Levobupivacain und Ropivacain nach Mutation digsetinosauren zu Alanin um das
20- bis 30-fache gegentber dem Wildtypkanal erhtf®iebrands et al. 2005).
Threonin 623 (T623), Serin 624 (S624) und Valin 6RB625) sind weitere
Aminosauren, die tiefer im Hohlraum des Kanals nééra Selektivitatsfilter lokalisiert
sind und hinsichtlich der hERRG-Kanal Blockade #ufBupivacain relevant sind
(Siebrands und Friederich 2007). Analog zur Lipbphvon Bupivacain zeigt die
Substanz eine vergleichsweise hohe Affinitat zu GBRanalen. Sein von Gonzalez et
al. beschriebener KgWert von 18 £+ 1,1umol (Gonzalez et al. 2002) war mit
22 £2umol auch unter Verwendung eines anderen Stimulgpiatokolls
weitestgehend reproduzierbar (Siebrands et al. )208S weitere Interaktionspartner
von Bupivacain wurden die 'KKanalen Kv1.5 und Kv4.3, welche mit, (ultra rapid
K* current) und  allerdings nur einen wahrscheinlich geringen Anteur
Repolarisation der Zellmembran beitragen, idenéfiz(Gonzalez et al. 2001, Solth et
al. 2005). Die Blockade vorxd fallt im Gegensatz zw(l vergleichsweise gering aus
(Lipka et al. 1998). Auch eine Inhibition von L-Type*-Kanalen durch Bupivacain ist
beschrieben, so dass diese Interaktion als moglitkache des kardiotoxischen bzw.

des negativ inotropen Effektes ebenso heranzuzish@Rossner und Freese 1997).
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Eine denkbare Inhibition insbesondere v@g lca und k, durch Bupivacain
wirde das ventrikulare AP hinsichtlich seiner Lamgal3geblich beeinflussen (siehe
Abbildung 8). Die genaue Auswirkung der Substanf @die Aktionspotentialdauer
(APD) einzelner Kardiomyozyten ist allerdings bigja unklar. Hinsichtlich der
Entstehung von ventrikularen Arrhythmien (siehe) Ztellt sich insbesondere die
Frage, ob Bupivacain durch eing-Blockade zu einer Zunahme der APD fuhrt. Auch
fehlen bislang Daten dartber, inwieweit BupivacdamRahmen eines LQTS die APD
beeinflusst und ob hier Repolarisationsverzégemngeoglicherweise haufiger
vorkommen. Da davon auszugehen ist, dass die Regatian der Zellmembran von
Myozyten, denen im Rahmen eines heriditdren wiehaexwvorbenen LQTS eine
Komponente des verzogerten®-Kusstroms fehlt, stark von der verbleibenden
Komponente abhangt, ist zu erwarten, dass gBldckade durch Bupivacain irxg
defizienten, also LQT1-ahnlichen Zellen, haufiger Repolarisationsverzégerungen
fuhrt als in LQT2- bzw. LQT3-ahnlichen Zellen. lIslies nicht der Fall, fuhrt
Bupivacain also in jedem LQT-Modell zu einer Ubegenden Verkirzung der APD,
ist demgegeniuber davon auszugehen, dass der EéekBupivacain vor allem durch
seine Blockade voni und k4 zustande kommt und eing-Blockade hinsichtlich der
APD zu vernachlassigen ist. Daher stellt sich auttbesondere die Frage, ob
Bupivacain in verschiedenen Subtypen des LQTS ainégrschiedlichen Effekt auf die
APD hat.
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Abbildung 8: Auswirkung der Blockade von ionalen Stémen durch Bupivacain auf das
ventrikulare Aktionspotential. Bupivacain interagiert mit verschiedenen lonenkamaind beeinflusst
infolgedessen moglicherweise die Aktionspotentiagda(APD). Dabei fuhreny} und k, Uber einen
Einwartsstrom (blaue Pfeile) von Nabzw. C&*-lonen zu einer Depolarisation, die verzogerteh K
Strome ks und k, Gber einen Auswartsstrom (griine Pfeile) vohléhen zu einer Repolarisation der
Zellmembran. Bupivacain ist ein potenter Inhibitan Iy, lcar und k. (rote Linien). Wéhrend die
Substanz somit mdglicherweise durch eine Blockade ¥, und k., eine Verkirzung der APD
bewirken kann, ist eine Verlangerung der APD duethe k,-Blockade denkbar. Insofern ist das
Verhaltnis der Blockade vongd und k, . zu I, fir die APD maf3geblich. Dad nur geringfiigig durch
Bupivacain inhibiert wird, nimmt der Strom bei glbreitiger k-Blockade mdglicherweise die Rolle
einer Repolarisationsreserve ein, ¥ Membranpotential.

2.4 Pathophysiologie von Herzrhythmusstérungen beim&QT

Die schwerwiegendste Komplikation des LQTS ist demtrikulare Arrhythmie
vom TdP Typ, die in Kammerflimmern Ubergehen und gedtzlichen Herztod
bedingen kann. Abbildung 9 zeigt einen mdglicherGzunde liegenden Mechanismus.
Dabei werden u. a. frihe (EADs, Early After Depations) und spate (LADs, Late
After Depolarizations) Nachdepolarisationen, diehveidd der Phase 2 und 3 des APs
(EAD) bzw. nach vollstandiger Repolarisation detlrdembran (LAD) auftreten, fur
einen entsprechenden Verlauf verantwortlich gemadbepolarisieren sie die
Zellmembran bis hin zu dem Schwellenpotential, am dNa-Kanale erneut 6ffnen, so
kann eine Spontanaktivitat der betroffenen Zelfesetizen, die mdglicherweise zu einer
kreisenden Erregung fuhrt und somit in einer v&aotéren Tachyarrhythmie resultiert
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(Marban 2002). Die Manifestation von EADs ist gewlith mit einer
Repolarisationsverzogerung der Zellmembran und demer abnormen Verlangerung
der Aktionspotentialdauer (APD), wie sie beispiedsse beim angeborenen oder
erworbenen LQTS vorzufinden ist, assoziiert (Argzéth und Sicouri 1994). Der
pharmakologische Einfluss auf die Entstehung vorD&Avird vor allem durch eine
Verminderung von repolarisierenden’-Btrémen, Zunahme des transsarkolemmalen
Cd*-Stroms (January et al. 1988), Erhohung der exirdzen C&*-Konzentration
(Marban et al. 1986), Verzégerung der "Naanalinaktivierung (el-Sherif 1991, el-
Sherif et al. 1988) oder durch eifieadrenerge Stimulation (Priori und Corr 1990)
vermittelt. LADs sind vor allem mit einer €aUberladung der Zelle assoziiert, was u.
a. Folge einerp-adrenergen Stimulation sein kann oder aber im Rahrainer
Digitalisintoxikation auftritt (Antzelevitch und &buri 1994). Eine erhdhte Affinitat zu
Nachdepolarisationen zeigt dabei eine spezifisobl§p@pulation — die sog. M-Zellen,
welche subepikardial lokalisiert sind und sich durcelektrophysiologische
Charakteristika  ahnlich  denen  von  Purkinjefasern t miausgepragten
Aktionspotentialverlangerungen auszeichnen (Antzele et al. 1999, Sicouri und
Antzelevitch 1991).

Ein weiterer Mechanismus, der fir die Entstehung wentrikularen Arrhythmien
eine wichtige Rolle zu spielen scheint, besteltanDispersion der Repolarisation von
aufeinander folgenden APs, so dass benachbartenZeiit kirzerem AP vorzeitig
erregt werden konnen. Dieser Mechanismus wére sosiokere in Regionen des
Herzens zu erwarten, an deren Grenzen sich schdtfergange hinsichtlich
elektrophysiologischer Charakteristika finden (Halbblund el-Sherif 1990). Auch hier

kamen somit M-Zellen in Betracht.
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Abbildung 9: Entstehung von Arrhythmien beim Long QT Syndrom. A, Aktionspotentiale AP1 und
AP2 zweier benachbarter Areale des linken Ventsikieh normalen Myokard. Negativ polarisierte
(ruhende) Areale sind blau, depolarisierte Areailed srot dargestellt. Es resultiert ein normales
Elektrokardiogramm (EKG). B, in Teilen des linkenentrikels (AP1) kommt es zu einer friihen
Nachdepolarisation (EAD). Benachbarte, bereits leefgierte Areale (AP2) werden vorzeitig erregtswa
eine ventrikulare Tachykardie initiiert (EKG). (Mifidiert nach Marban 2002).

2.5 Vorgehensweise dieser Arbeit

Die Ausfuihrungen tber den Pathomechanismus vorrkghmusstorungen beim
LQTS machen deutlich, dass eine Repolarisationégerzng der Zellmembran
hinsichtlich der Entstehung von Arrhythmien beirmgenitalen wie auch erworbenen
LQTS eine entscheidende Variabel darstellt. Ausalie Grund soll im Rahmen der
vorliegenden Untersuchung der Effekt von Bupivacauf das ventrikulare AP
einzelner, nativer Myozyten sowie nach pharmakaiduer Induktion eines LQT-
ahnlichen Zustandes untersucht werden. Die hieemwendeten Zellen entstammen
dem linken Ventrikel vom Dunkin-Hartley Meerschweien. Jene sind insbesondere

geeignet, da die Elektrophysiologie des Herzensedi&pezies gut charakterisiert ist
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und der des Menschen &hnelt. Vor allem die regeonétrteilung der einzelnen
Stromkomponenten N}, lks und k) ist mit dem menschlichen Herzen vergleichbar
(Bryant et al. 1997, Davie et al. 2004, Doerr etl&90, Main et al. 1998, Varro et al.
1993). Kernstiick der Untersuchung ist die Aufzeisttnder APD. Diese — speziell ihre
substanzinduzierte Verlangergung — kann als pr&kles Instrument zur Abschatzung
des Risikos von Medikamenten, Tachyarrhythmien dwewufen, herangezogen
werden (Redfern et al. 2003). Im Folgenden wirdeda¢iner Zunahme der APD90
(Aktionspotentialdauer von der Depolarisation bis 20 %-igen Repolarisation) um
> 5 % ein erhbhtes Arrhythmogenitatsrisiko zugesttan.

Im weiteren Verlauf dieser Analyse sollen die Ergebe aus den Patch-Clamp
Versuchen in ein computergestitztes Simulationsprom, dem Luo-Rudy dynamic
model (LRd) (Luo und Rudy 1991, Siebrands et ab&@ibertragen werden, um die in

Frage kommenden lonenkanalinteraktionen von Bupivezu quantifizieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Patch-Clamp

Die im Rahmen der vorliegenden Analyse verwendesecH?Clamp Technik
wurde 1976 von Erwin Neher und Bert Sakmann vendlifht und stellt eine
Weiterentwicklung des Voltage-Clamp Verfahrens (fdeher und Sakmann 1976).
Hiermit ist es mdglich, den Strom einzelner lonarita unter Minimierung des
elektrischen Hintergrundrauschens aufzuzeichnen.eMer Glaspipette, die mit einer
definierten Elektrolytlosung (Pipettenlésung) g#fidt, wird dabei unter einem hohen
elektrischen Abdichtwiderstand (dem sog. Seal) kantakt zwischen Pipette und
einem Membranfleck (Patch) hergestellt. Extrem habdichtwiderstdnde im Bereich
von 10-100 ®, die durch Anlegen eines Unterdrucks und Verwenstmberer und
polierter Pipettenoberflachen erreicht werden kanneverden als Giga-Seals
bezeichnet. Sie erméglichen hohe Auflosungen beingem Hintergrundrauschen
durch die Reduktion von Leckstromen, die zwischgmet®e und dem Patch in das
Zellbad flieRen (Hamill et al. 1981). Die molekwdarGrundlage fir das
Zustandekommen einer derartig hohen elektrischanatien ist dabei teilweise
ungeklart (Milton und Caldwell 1990). Hinzu komndass Giga-Seals mechanisch
Uberaus stabil sind, so dass man unter Bildungseihembranvesikels minutenlange
Versuche auch unter Lésungswechsel durchfiihren ddamill et al. 1981, Horn und
Patlak 1980).

Ausgehend von der nach Sealbildung erreichtenatielched Konfiguration kann
man je nach Fragestellung verschiedene Messkoatignen vornehmen. In dieser
Arbeit wurde die whole-cell Konfiguration verwendeauf die im Folgenden

eingegangen wird.

3.1.1 Die whole-cell Konfiguration

Um die Spannung der Zellmembran zu messen und ARgererieren, wurde
die whole-cell Konfiguration verwendet. Hierbei diabricht man ausgehend von der
cell-attached Konfiguration unter Erhalt des Sea Membranbereich unterhalb der

Pipette durch Applikation hochfrequenter und hocplaodiger Wechselspannung und
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anschlieRenden Uber- bzw. Unterdriicken (ruptureédhpaMit dem Durchbrechen der
Zellmembran kommt es zum LOsungsaustausch zwisBigette und Zellinnern. Ein
erheblich héheres Pipetten- als Zellvolumen fliletbdei dazu, dass die intrazellulare
lonenkonzentration im Wesentlichen an die der Ediosung der Pipette
angeglichen wird. Diese Aquilibrierung geschiehbelainnerhalb weniger Sekunden
(Marty und Neher 1995, Pusch und Neher 1988). Natter Acht gelassen werden
darf die Tatsache, dass es bei der ruptured pagchnlk zur whole-cell Ableitung
intrazellular auch zu einem Verlust von Makromolekiibis zu einer Gré3e von 20 kD
kommt. Insbesondere der Verlust von Second-Messedyggtemen, die mit
lonenkanélen interagieren und diese in ihrer Fonkbieeinflussen, kann zu einem sog.
Rundown der Kanéle, also einer fortschreitendenafibme gemessener Strome, fuhren.
Alternativ ist daher neben der verwendeten ruptpegdh Technik die perforated patch
Technik beschrieben, bei der man mit Nystatin @gdaphotericin eine Porenbildung in
der Zellmembran unter Vermeidung einer Diffusiordlggrer Molekulle herbeifiihrt
(Horn und Marty 1988, Rae et al. 1991). Letzteredeun dieser Arbeit auf Grund der
grof3en Dauer bis zur Herstellung eines elektrischayangs in die Zelle jedoch nicht

verwendet.

3.1.2 Voltage-Clamp und Current-Clamp

Hinsichtlich der elektrischen Registrierkonfiguaati unterscheidet man bei
einem elektrischen Zugang zu einer Zelle die V@dt&jamp von den Current-Clamp
Messungen. Voltage-Clamp Messungen sind dadurkbngeeichnet, dass dem durch
die Membran flieRenden Strom ein gleich grof3er Kengationsstrom mit Hilfe eines
Vorverstarkers entgegengesetzt und dadurch eineering des Membranpotentials
verhindert wird (sog. Spannungsklemme). Im Cur@amp Modus hingegen wird der
Strom in der Membran fest vorgegeben und die Amuprdes Membranpotentials
gemessen. Letzterer Modus ist somit Ausgangspurikt die Messung des
Membranpotentials und Generierung von APS.
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3.1.3 Elektrische Eigenschaften der whole-cell Ableitung

In der whole-cell Ableitung ist die Pipette mit defallsoma leitend verbunden.
Dabei wird der Kompensationsstrom |, der in dert&gé-Clamp Konfiguration die
Spannung konstant halt, gemessen. Stellt man setZellmembran als Ohmschen

Widerstand vor, gilt dabei:

I = (Usoll - Em)@

Uson ist hierbei die Spannung, die im Versuch festgelagd. Sie wird auch als
Soll- bzw. Kommandospannung bezeichnet.gkellt das Gleichgewichtspotential dar,
also das Potential, bei dem kein Strom Uber die Mam flie3t. Die Leitfahigkeit g
lasst sich dann bei Messung des Kompensationssérbareechnen.

Um den Kompensationsstrom | bei gleichzeitigem #ale einer
Kommandospannungskh mit nur einer Elektrode zu messen, gehért zu dehtigsten
Funktionseinheiten eines Patch-Clamp Verfahrenseg Strom-Spannungs-Wandler,
der im Vorverstarker lokalisiert ist. Er besteht iWesentlichen aus einem
Operationsverstarker und einem Rickkopplungswidedst(Abbildung 10). An dem
Operationsverstarker liegen die Spannung der Ripgjt und die Kommandospannung
Usol, also die im Versuch gewiinschte Spannung, an. Exegangswiderstand des
Operationsverstarkers liegt dabei im Bereich voff £f) so dass durch die angelegte
Spannung idealisiert kein Strom in ihn hineinflieBoommt es zu einer Differenz
zwischen PipettenspannungpidJund Kommandospannung s so erzeugt der
Operationsverstarker eine vielfache und proporten&pannung dieser Differenz
zwischen seinem Ausgang und der Pipette. Dieserspgnerzeugt einen Strom, der
Uber den Ruckkopplungswiderstand nur in die Pip#ieen kann und somit die
Pipettenspannung 4 der Kommandospannung s§ angleicht (Numberger und
Draguhn 1996).

Allerdings entspricht jene Kommandospannung, dicht der tatsachlich an der
Zellmembran anliegenden Spannung, Uda dem Membranwiderstand ,,Rder
Serienwiderstand Rvorgeschaltet ist. Dieser entsteht durch Membrstaipelteile, die
beim Durchbrechen der Zellmembran in die Pipettienidig gelangen und wirde somit
im Idealfall, also bei freier Pipettendffnung, détipettenwiderstand J3 entsprechen.

Je hoher jedoch der Serienwiderstangdif®, desto grof3er ist auch der Abfall der
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Kommandospannung &4 noch vor der Zellmembran, so dass das eigentliche
Membranpotential i umso mehr vom Kommandopotential abweicht.

Das mittlere Ruhemembranpotential aller Versucheseati Arbeit lag bei
-84,59 £ 0,33 mV (n = 429); der mittlere Pipetted@ristand betrug 4,02 + 0,12M
(n=127).

Strom-
messung

I

Pipette

Kommando-
spannung U_

Abbildung 10: Aufbau des Vorverstarkers. Der Operationsverstarker (OPA) misst die Differenz
zwischen der Kommandospannung,und dem Pipettenpotential,iJ und gibt sie als PJan seinem
Ausgang an. Uber den RiickkopplungswiderstanitiéRt der die Differenz ausgleichende Strgrimidie
Pipette. Die Differenz zwischengly und U ist die Ausgangsspannung und ist direkt propoaticu .
(Modifiziert nach Numberger und Draguhn 1996).

3.1.4 Vorzeichenkonventionen

Die Richtung der Ladungsverschiebungen wird definggemald aus der
Perspektive der Zelle aufgezeichnet. Ist das Zedlie verglichen mit dem Zellau3eren
negativ, liegen negative Membranpotentiale vor, lesstent dann eine sog.
Membranhyperpolarisation; von einem positiven Meanipotential und somit einer
Membrandepolarisation spricht man hingegen bei lg@igsweise positivem
Zellinneren zum Extrazellularraum. In den Abbildeng  werden
Membranhyperpolarisation definitionsgemald nach ynmiéembrandepolarisation nach

oben dargestellt.
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3.2 Der Patch-Clamp Versuchsstand

3.2.1 Messtisch und mechanische Komponenten

Um die Bewegungen zwischen Zelle und Pipette b&hP@lamp Experimenten
zu minimieren, ist es notwendig, den Messplatz Eoschitterungen zu schitzen.
Hierzu wurde ein durch Luftkissen schwingungsged@anisteintisch (T-250, Physik
Instrumente, Waldbronn, Deutschland) verwendet. iRof befanden sich Mikroskop,
Messkammer, Mikromanipulator, Pipettenhalter undwestarker. Zur Optimierung
des Signal-Rauschverhéltnisses war des Weiterergetamte Messstand von einem
geerdeten, faradayschen Kafig zur elektrischen Aibscing umgeben.

Zur optischen Beurteilung der Zellen wurde als Mgkop das Modell Axiovert
25 (Zeiss) verwendet. Varelkontrastobjektive und-fddh vergréRernde Okulare
ermoglichten eine 100- bzw. 400-fache VergroRerubDgr inverse Aufbau des
Mikroskops, bei dem das Objektiv nach oben gertcisteund man somit das Préparat
von unten betrachtet, erlaubte ausreichenden Ria&ipette, Badperfusion und andere
Aufbauten. Zusatzlich war das Mikroskop Uber einamera (CCD-Iris, Sony) mit
einem Monitor verbunden. Dies ermoglichte auch wétirder Versuche die optische
Zustandskontrolle der gepatchten Zelle, um einelictig) Veranderung bzgl. Form und
GrolRe frihzeitig erkennen zu kénnen.

Zur prazisen Anndherung der Pipette an die Zelledenein motorgetriebener
Mikromanipulator (HS6/3 Méarzhauser) verwendet. Amiwaren Vorverstarker und
Pipettenhalter (HEKA Electronic, Lambrecht, Deutaadk) befestigt. Er war Giber einen
Schlauch mit einem Mundstiick bzw. einer Glasspritzéounden, so dass Uber- und
Unterdriicke an der Zelle aufgebaut und gehalterdevekonnten. Der Druck wurde

dabei mit einem flussigkeitsgefullten Glasrohr gegss.

3.2.2 Messkammer und Kammerperfusion

Alle Versuche wurden in einer einfachen, runden $¥asamer (Eigenbau der
Werkstatt) mit einem Durchmesser von 2 cm und elii@ne von 4 mm durchgefihrt.
Zum Objektiv hin wurde sie durch ein Deckglaschegrbnzt. In ihrer Wand befanden

sich zwei Aussparungen, von denen eine fur denufwar Kammerperfusion genutzt
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wurde. Innerhalb der Messkammer befanden sich Mes&l Referenzelektrode sowie
Temperatursonde und Absaugpipette. Letztere hasdt\blumen der Badlosung durch
standigen Unterdruck bei maximal 1,26 ml konst&i¢ Temperaturregelung geschah
Uber ein Temperaturkontrollsystem (TC-20, npi etdc GmbH, Tamm,
Deutschland). Hierbei konnte sowohl die Temperater Kammer direkt tUber eine
Heizplatte als auch die Temperatur der Kammerpierus mittels einer
Perfusionsheizung (HPT-2A Heated Perfusions Tulk&d Acientific Instruments Inc.,
Westbury, NY, USA) reguliert werden, so dass dienperatur im Bad auch unter
Losungswechsel stets 37° C betrug. Die Badperfusi@hApplikation von Substanzen
wurden mit einem computergesteuerten Perfusioressy@Dctaflow™, ALA Scientific
Instruments Inc., Westbury, NY, USA) durchgefiltis maximal acht 60 ml-Spritzen
konnten dabei Lésungen unter gleich bleibende3gkschwindigkeit bei einem durch
das Perfusionssystem voreingestellten Druck Ubéiugtensschlauche in einem sog.
Millimanifold (ALA MLF-8, ALA Scientific Instrumens Inc., Westbury, NY, USA)
konfluieren, um dann in einem Schlauch Uber diguBemsheizung in das Bad zu

flieRen. Die Perfusionsgeschwindigkeit betrug daaei5 ml/min.

3.2.3 Elektronische Komponenten

Zu den wichtigsten elektronischen Komponenten eResh-Clamp-Amplifiers
gehdren Vorverstarker und Hauptverstarker. Erstaisst den Strom und legt Gber den
beschriebenen  Strom-Spannungs-Wandler Mechanismggehe( 3.1.3) eine
Kommandospannung zwischen Pipette und Zellinnerdfeamvar erschitterungsfrei am
Mikromanipulator befestigt. Der Hauptverstarker dient als Steuereinheit und
ermoglicht eine Verstarkung und Filterung des Sgnderwendet wurde der EPC-9
(HEKA Electronic, Lambrecht, Deutschland), ein \tarker, der nach dem Prinzip des
Ruckkopplungswiderstandes arbeitet und sowohl filzdétkanalableitungen als auch
Ganzzellmessungen geeignet ist. Die digitale Steygedes EPC-9 erfolgte mit einer
entsprechenden Software (,Pulse“, HEKA Electroiambrecht, Deutschland) tber
einen Apple PowerMacintosh 9500/200. Die Referesktedde, bestehend aus einem
Silber/Silberchlorid-Pellet, befand sich im Zellpatie Silberdraht-Messelektrode des
Vorverstarkers, die sich mit den vorderen 3-4 mrdan Pipettenlésung der Messpipette
befand, wurde regelmanig mit einer 100 mmol/L K@kung chloriert.
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3.2.4 Patchpipetten

Die verwendeten Patchpipetten wurden aus Borogili&skapillaren (GC150-

15, Clark Electromedical Instruments, Harvard Appas Ltd., England) an dem
jeweiligen Versuchstag hergestellt. Die Mal3e demst&pillaren betrugen wie folgt:
Aul3endurchmesser: 1,5 mm, Innendurchmesser: 0,8 kbénge: 7,5 cm. Zur
Herstellung der fertigen Patchpipetten wurden diaskapillaren der Lange nach
halbiert und mit Hilfe eines Pipettenziehgerats t{@&ulnstruments Company, San
Rafael, CA, USA) zwei Pipetten aus je einer Halftergestellt. Dazu wurde die
Glaskapillare in das Pipettenziehgerat eingespasmwie die Temperatur des
Gluhfilaments, Zuggeschwindigkeit, Zugkraft und Ahkzder Ziehstufen programmiert.
In mehreren Zyklen wurde nun die Glaskapillare imi¢tierend erhitzt und der Lange
nach auseinander gezogen, so dass sie in der Mitteer dinner wurde und man
letztlich zwei Pipetten durch ZerreiRen an der diem Stelle erhielt. AnschlieRend
wurde jede Pipette mit Hilfe eines Gluhdrahtes udtm Mikroskop (Leitz LaborLux
S, Leica) an ihrer Spitze angeschmolzen, um ihrerfizhe zu glatten. Das Beflllen
der Patchpipette erfolgte zunachst von ihrer Spitze, indem die Pipettenspitze bei
gleichzeitigem Anlegen eines Unterdrucks von hinten ein Becherglas mit
Pipettenldsung getaucht wurde (sog. tip fillingadd diesem Schritt wurde die Pipette
schlie3lich von hinten mit einer Spinalkanalpunkipadel mit Pipettenldsung
aufgeflllt (sog. back filling), um zuletzt die hemen 2/3 der Pipettenldsung erneut aus
der Pipette zu entfernen und durch Klopfen noclbliesene Luftblasen in ihrer Spitze

zu beseitigen.

3.2.5 Versuchslésungen und Chemikalien

3.2.5.1 Versuchslésungen

Nachfolgend sind in Tabelle 3 die in dieser Arbegrwendeten LOsungen

zusammengestellt.
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Tabelle 3: Verwendete LosungenHEPES entspricht 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-hastsulfonsaure,
EGTA entspricht Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylt@acetat.

Bezeichnung | Bestandteile (mmol/L) Titriert mit

NaCl 138, KCl 4, MgCGl 1, NaHPO, 0,33,
Tyrode NaOH auf pH 7,4
Glukose 10, HEPES 10

NaCl 138, KCI 4, MgGl 1, NaHPQO, 0,33,
Badldsung NaOH auf pH 7,4
Glukose 10, HEPES 10, Ca®@

. Glutaminsaure 120, KCI 10, Mgg2?, EGTA
Pipettenlésung KOH auf pH 7,2
10, HEPES 10, N&ATP 2

3.2.5.2 Herkunft verwendeter Chemikalien

Nachfolgend sind in Tabelle 4 die verwendeten Sutzsin mit dem jeweiligen
Hersteller aufgefuhrt.

Tabelle 4: Herkunft verwendeter Substanzen.HEPES entspricht 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-
ethansulfonsdure, EGTA entspricht EthylenglykoH@isaminoethyl)-tetraacetat, DMSO entspricht
Dimethylsulfoxid.

Substanz Hersteller
Bupivacain SIGMA (B-5274)
CaCb Merck
Chromanol 2938 Tocris

DMSO SIGMA (D-2650)
EGTA SIGMA (E-4378)
E-4031 Tocris

Glukose Merck
Glutaminsaure Fluka

Heparin Merck
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HEPES SIGMA (H-3375)

KCI Merck

Kollagenase Biochrom AG

MgCl, SIGMA (M-9272)

NapATP SIGMA (A-2383)

NaCl J.T. Baker

NaHPO, Merck

Protease SIGMA (P-5147)

Thiopenthal Altana Pharma Deutschland GmbH
Veratridin SIGMA (V-5754)

3.3 Isolation einzelner Kardiomyozyten vom Dunkin-HaytMeerschweinchen

Genehmigt von der Behorde fir Soziales, Familie, su@dheit u.
Verbraucherschutz — Lebensmittelsicherheit und Neievesen der Freien und
Hansestadt Hamburg stammten die in allen Versuseewendeten Kardiomyozyten
aus der freien Wand des linken Ventrikels mannlich®unkin-Hartley
Meerschweinchen (250-500 g, Charles River, Sulzfekltschland). Der Methode von
Isenberg und Kléckner folgend (Isenberg und Klockt@82, Volk et al. 1999) wurde
hierbei ein enzymatischer Verdau mittels Perfuslea explantierten Herzens Uber die
Langendorff Apparatur durchgefiihrt. Dabei wurdea Mieerschweinchen im Vorfeld
durch eine intraperitoneale Injektion von ThiopattNa (100 mg/kg KG) narkotisiert
und ihnen bei ausreichender Hypnose Uber einersteanalschnitt das Herz explantiert,
um dieses dann ziigig in eine kardioplege Losungodg/ mit ca. 4° C) zu legen. Nach
einer raschen Freipraparation zur Darstellung dentaAund Entfernung von Fett und
Herzbeutel wurde anschlieRend die Aorta mit Hilfer d_angendorff Apparatur
kanniliert und sofort mit 50 ml Tyrode (+hl Heparin 1000 IU/L) retrograd
perfundiert. Die Perfusion wurde dann 5 Minuten sabBel3lich mit Tyrode,
anschlieBend 12 Minuten mit kollagenase- (Typ CLS200 U/ml Biochrom KG,
Berlin, Deutschland) und proteasehaltiger (Typ X0/7 U/ml, SIGMA, Taufkirchen,
Deutschland) Tyrode und schlieBlich 5 Minuten n@02mol/L C&*-angereicherter
Tyrode fortgesetzt. Alle Perfusionslosungen hatlebei eine Temperatur von 37° C

und waren mit 100 % ©Oaquillibriert. Nach diesem Schritt wurde die fréMand des
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linken Ventrikels vom Rest des Herzens isoliert und mit 200 pmol/L C&"-

angereicherter Tyrode durch Zupfen und Schwenkanwaiteres Ablosen einzelner
Zellen aus dem Zellverband induziert. Die somitstaridene Zellsuspension wurde
dann durch Mullkompressen (Mullkompressen Set, Q@xt, 12-fach, steril, Fuhrmann
Verbandstoffe GmbH) gefiltert und bei Raumtempearat 1 Stunde aufbewahrt, bis
sich die Zellen am Boden abgesetzt hatten. Anddhitid wurde der Uberstand
abgesaugt und das Behdltnis mit der Badlosung Hfilfige Fir die

elektrophysiologischen Untersuchungen wurden alisftichen stabchenférmige
Zellen, die eine deutliche Querstreifung aufwiesed nicht zu Spontankontraktionen

neigten, verwendet.

3.4 Durchfuhrung der Versuche

3.4.1 Erstellen eines Giga-Seals

Zur Durchfiihrung eines Versuches wurden etwa 0,@5 dar gewonnenen
Zellsuspension mit einer Pipette in das mit Badigsgefillte und auf ca. 20° C
temperierte Zellbad Uberfihrt. Nach wenigen Minuterten sich die Zellen auf dem
Deckglaschen abgesetzt, so dass jetzt eine geejgstébchenférmige, quergestreifte
Zelle, die nicht spontan kontrahierte, mit Hilfer d®0- bzw. 400-fachen Vergrol3erung
des Mikroskops ausgesucht werden konnte. Eine nigett@nlosung gefillte,
unbenutzte und saubere Pipette wurde nun im Pipetlier unter luftdichtem
Verschluss fixiert, so dass die Pipettenlésung etwasorderen 3-4 mm der chlorierten
Silber-Messelektrode bedeckte. Unter Verwendung @ksspritze wurde dann ein
leichter Uberdruck im Pipetteninneren angelegt, dumch standiges Ausstrémen von
Pipettenldsung ein Verschmutzen der Pipettenspite&ellbad zu verhindern. Nach
dem Eintauchen der Pipette in das Zellbad wurde Hwrrektur von
Grenzschichtpotentialen die Einstellung des Nulktes hinsichtlich des Potentials am
Verstarker vorgenommen; d.h. das gemessene Pdtentide als Null definiert. Mit
dem Mikromanipulator wurde nun die Pipettenspitpedée ausgesuchte Zelle unter
visueller Kontrolle herangefuhrt, wobei der Computen bevorstehenden Kontakt
mit der Zelloberflache durch eine Erh6hung des tRepeviderstandes anzeigte. Der

angelegte Uberdruck auf der Pipette wurde jetzteanfMinimum reduziert und die
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Pipettenspitze unter der 400-fachen VergrolRerurg Meéroskops soweit mit der
Zelloberflache in Kontakt gebracht, bis sich degpe®enwiderstand im Vergleich zum
Ausgangswert in etwa verdoppelt hatte. Zur Aushitfeines Giga-Seals wurde dann
mit Hilfe der Glasspritze ein Unterdruck in der &t aufgebaut und die unter der
Pipettenmiindung liegende Membran angesaugt. Laglelerische Abdichtwiderstand
im Bereich von mehreren<® so konnte ausgehend von der nun erreichten itatireed
Konfiguration durch die ruptured patch Technik endvhole-cell Modus tbergegangen
werden. Die Zelle wurde dann auf -90 mV geklemmol{&ge-Clamp) und Uber das
Perfusionssystem kontinuierlich Badlosung applizieAnschlieBend fand eine
Bestimmung der Zellkapazitat{@ind des Serienwiderstands $Ratt. Danach konnte in
den Current-Clamp Modus gewechselt werden. Hierdewrdurch Stromreize APs

generiert und gemessen.

3.4.2 Messung von Aktionspotentialen

APs wurden im Current-Clamp Modus, in dem das Mempotential bei
vorgegebenem Strom gemessen wurde, generiert. D&ttbmreize mit einer
maximalen Stromstarke von 1000 mA, einer maximalange von 20 ms und einer
Frequenz von 0,5 Hz wurde dabei die Zellmembraroldeigiert und die Reizantwort
der Zelle als Spannung gegen die Zeit aufgezeichiiét geringen Stromreizen
beginnend wurde zunachst die Reizschwelle der Zellbran ausgemacht. Kam es zu
einer Reizantwort in Form eines APs, so wurde denperatur mittels Bad- und
Perfusionsheizung auf 37° C hochgeregelt und déguanz kontinuierlicher Stromreize
auf 1 Hz erhoht. Mit Zunahme der Temperatur kandasei zu einer Verkirzung der
APD. Bei konstanter Temperatur und APD wurden 30 Al die Kontrollgruppe
gemessen. Danach konnten verschiedene Substanzan dals Perfusionssystem
eingewaschen werden. Die Einwaschzeit betrug hiedoe3 Minuten. 30 APs wurden
auch hier erst gemessen, wenn sich hinsichtlichAR ein Gleichgewicht eingestellt
hatte. Es wurde darauf geachtet, dass die Tempedmion Ausgangswert in der
Kontrollgruppe entsprach. Die Anzahl der eingewasem Substanzen hing von der

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

Die Applikation aller Substanzen geschah dber dafuBionssystem
(Octaflow™). Alle Substanzen waren in Badlésung gelést unddem ca. 3 min

eingewaschen. 30 anschlieBend aufgezeichnete AREWwausgewertet.

3.4.3.1 Bupivacain

Um den Effekt des Lokalanasthetikums Bupivacainda@fAPD und Entstehung
von Arrhythmien zu untersuchen, wurde es sowohNearsuchsreihen mit nativen
Myozyten als auch in solchen, bei denen vorherL€)-ahnlicher Zustand induziert
worden war, eingewaschen. Dazu wurde ausgehendimen Bupivacain-Stammlésung
(2 mmol/L) zunachst eine logarithmische Verduinnueipe (0,001-300umol/L)
erstellt, wobei es in maximal vier verschiedene Xarirationen pro Versuch in
aufsteigender Reihenfolge in die Extrazellularl@swappliziert wurde. In den LQT-

Modellen wurde Bupivacain in einer Konzentratiom\&umol/L eingewaschen.

3.4.3.2 Pharmakologische Induktion von LQT1, LQT2 und LQT3

In geeigneten Zellen wurde ein LQT1-, LQT2- oderT3&hnlicher Zustand
jeweils durch pharmakologische Interaktion mit destreffenden lonenkanal induziert.
Zur Induktion von ks-defizienten, LQT1-ahnlichen Zellen wurde eine ke Iks-
Blockade mittels Chromanol 293B (1omol/L) durchgefihrt (Bosch et al. 1998,
Schwoerer et al. 2010).¢tdefiziente, LQT2-ahnliche Zellen wurden mit dem
selektiven k-Inhibitor E4031 (1Qumol/L) induziert (Sanguinetti und Jurkiewicz 1990,
Sanguinetti et al. 1991, Schwoerer et al. 2010yawiglin (0,5umol/L) verhindert die
Inaktivierung von y, und wurde zur Induktion von LQT3-ahnlichen Zellerwendet
(Gerhardy et al. 1998, Hiraoka et al. 1992, Milbetgal. 2005a, Ulbricht 1998). Zur
Herstellung der Stamml6sung wurde das wasserl@sket031 in destilliertem Wasser
geldst; Chromanol 293B und Veratridin hingegen siraht wasserléslich und wurden
in DMSO (Dimethylsulfoxid) gelost. Die maximale Bamhzentration von DMSO
betrug 14 nmol/L, welche in friheren Untersuchunigeinen Effekt auf das AP zeigte.
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Um den pharmakologisch induzierten Kanaldefekt vdem genetisch
determinierten LQTS abzugrenzen, werden im Folgendke Bezeichnungen
LQT1c2038 LQT2:4031S0Wie LQTJera VEerwendet.

3.4.3.3 Versuchsreihen

Wenn im Rahmen eines Patch-Clamp Versuchs untedicdhie Substanzen
appliziert wurden, so wurde die nachfolgende Sulzstaie in Tabelle 5 dargestellt,
immer zusatzlich zu den vorherig applizierten Samhaén dem Zellbad zugefihrt.
Zunachst wurde im Rahmen einer Verdinnungsreih&flekt von Bupivacain auf das
AP untersucht. Die Ergebnisse der Versuche, in menativen Zellen 3mol/L
Bupivacain appliziert wurden, gehen dabei im Fotmnicht nur in das Kapite#4,1.1
Verdunnungsreifeein. Sie sind darlber hinaus gesondert in demitglap4.1.2
Bupivacain (3umol/L)* dargestellt. Die Ergebnisse der Versuchsreihen,dénen
zunachst LQTa293s, LQT 24031 bzw. LQTI/erq induziert und dann zusatzlichugnol/L
Bupivacain appliziert wurde, sind in ihrer Darstelly in die Kapitel 4.2.1 Etablierung
der LQT-Modelleund ,4.2.2 LQT-ahnliche Zellen — Bupivacaing®ol/L)* aufgeteilt.
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Tabelle 5: Patch-Clamp VersuchsreihenAufgefiihrt sind die einzelnen Versuchsreihen digsdreit,
wobei ausgehend von Kontrollmessungen (Kontrolle)sehiedene Ldsungen additiv zur vorherigen
Lésung appliziert wurden. Zu beachten ist, dass/8&uche der Verdinnungsreihe, in denen nativen
Myozyten 3umol/L Bupivacain appliziert wurde, im Ergebnisteilsatzlich gesondert aufgefiihrt werden.
n = Anzahl der Versuche.

Versuchsreihe Kontrolle + Lésung 1| + Losung 2

Native Myozyten Bupivacain in ansteigenden Konzentrationen

Verdinnungsreihe

(n=67) 0,01 — 30Qumol/L
: Chromanol 3 pmol/L
Native Myozyten ] )
LQT1c2038 ( 33) 293B Bupivacain
=
(n=33) (n=33)
: 3 pmol/L
Native Myozyten E4031 ] )
LQT2Eg4031 Bupivacain

(n=18) (n=18) (n=18)

: - 3 umol/L
Native Myozyten Veratridin ) )
LOT3vera Bupivacain
(n=16) (n =16)
(n=16)

3.5 Auswertung der Versuche

Aus den Uber die Steuersoftware (,Pulse”, HEKA Himuc, Lambrecht,
Deutschland) auf der Festplatte des Apple PowenMash 9500/200 gespeicherten
Daten wurden zunéachst jeweils 30 APs ausgesucht, éibe zweite Software (,lgor”,
WaveMetrics, Inc., Lake Oswego, USA) ausgewertet mach nach ,Excel” (,Office
2007, Microsoft, USA) uberfuhrt. Fur die statist® Auswertung sowie graphische
Abbildungen wurde das Programm ,Prism 4.0“ (GraghfBaftware, San Diego, USA)
verwendet. Alle dargestellten Werte entsprecheneidalem arithmetischen Mittel
mehrerer Versuche, wobei der Standardfehler vonteMiert — im Folgenden SEM
(,Standard Error of the Mean®) genannt — die Abweicg von diesem angibt. Die
statistische Signifikanz wurde mit einer stets atdriellen ANOVA (,analysis of
variance”) gefolgt von einem gepaarten Bonferronilthdle Comparison Test oder
einem gepaarten t-Test bestimmt. Um das Risiko Aktionspotentialverlangerungen

unterschiedlicher Modelle miteinander zu vergleicheurde mit einem Chi Quadrat
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Test auf statistische Signifikanz getestet. Geheigtl von einem signifikanten
Unterschied die Rede, wenn p < 0,05. Graphisch des fur die
Zufallswahrscheinlichkeit wie folgt dargestellt: # p < 0,05; * = p < 0,01,
*** =p < 0,001.

3.5.1 APD90

Die Lange des APs wurde definiert als die Zeit ziwén Depolarisation und
90 %-iger Repolarisation abziglich der Reizstronedaund wird im Folgenden als
APD90 bezeichnet. Um der Streuung hinsichtlich ABD gerecht zu werden, wurde
dabei fir jeden Versuch das arithmetische Mittal 3@ gemessenen APs bestimmt. Die
APD90 wird im Folgenden entweder als absoluter Mess in Millisekunden

angegeben oder prozentual in ein Verhaltnis zurtkdtigruppe gesetzt.

3.5.2 Relative APD90 (rAPD90) und relative Differenz @¢tD90 (rel. AAPD90)

Zur besseren Vergleichbarkeit der APD und ihreré&vderung wird teilweise
auf eine relative Darstellung zurtickgegriffen. Radative APD90 (rAPD90) berechnet

sich nach der Formel:

I’APD90(%) = APDgonaChBadWehseI 100

APD9Q

vorBadweclsel

Um den relativen Unterschied hinsichtlich der APD@@ch das Einwaschen
einer Substanz gegenuber der vorherigen SubstamzKamtrollgruppe auszudricken,
wurde die relative Differenz der APD90 bestimmteg§® ist definiert als Quotient aus
der Differenz von APD90 nach Badwechsel und vogeerAPD90 auf der einen Seite
und vorheriger APD90 auf der anderen Seite:

rel.AAPD90 = APDgOnachBadwebseI

APD90,

vorBadweckel

- APDO0

vorBadweckel

42



Ist die relAAPD90 > 0,05, so wird im Folgenden von einer Vegéming der
APD90 gesprochen; von einer Verkirzung der APD®@ies Rede bei einem Wert der
rel. AAPD90 von < - 0,05. Liegt der Wert der reAPD90 dazwischen, so wird kein
Effekt auf die APD90 angenommen. In den jeweiligdbbildungen sind diese
definierten Grenzen durch eine gestrichelte Liraegdstellt. Die Anzahl der Versuche,
in denen es innerhalb einer Versuchsreihe zu &adéangerung der APD90 gekommen
ist, kann in ein Verhaltnis zur Gesamtzahl der Wehe gestellt werden und wird dann

als relatives Risiko fur eine Verlangerung der ABR@zeichnet.

3.5.3 Temperatur

Die Temperatur eines Versuchs entspricht dem aetischen Mittel aus 30
Messpunkten, die zu dem Zeitpunkt des jeweiligers Alafgezeichnet wurden. Es
wurden lediglich solche Versuche ausgewertet, imede es zwischen allen
Loésungswechsel maximal zu einer Temperaturschwankon 0,5° C gekommen ist.
Die mittlere Temperatur aller Versuche betrug 3%&303° C (n = 429).

3.6 Computergestitzte Simulation von ventrikul&renokigipotentialen

1991 veroéffentlichten Luo und Rudy als Weiterenkhicg des Beeler-Reuter
Modells ein mathematisches Modell zur Simulationn veentrikularen APs des
Meerschweinchens (Luo und Rudy 1991). Es basierf B&inzelzell- und
Einzelkanalmessungen und ist im Laufe der Zeit hiwstetige Aktualisierungen zu
einem dynamischen Computerzellmodell erweitert wor{lLuo-Rudy dynamic model,
LRd), mit dessen Hilfe APs u. a. unter Veranderdeg Leitfahigkeit verschiedener
lonenkandle sowie Regulation der intra- bzw. extaliren lonenkonzentration
simuliert werden kénnen. Im Rahmen dieser Arbeirden Ergebnisse aus Patch-
Clamp Experimenten in eine modifizierte Version t&sl transferiert, um die in Frage
kommenden lonenkanalinteraktionen von Bupivacaimuaantifizieren (Schwoerer et
al. 2010, Siebrands et al. 2006).

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Simulationen rdan mit einer
Stimulationsfrequenz von 4 Hz durchgefiihrt. Entspead der elektrophysiologischen
Gegebenheiten des Meerschweinchenherzens wurdgamsiente Auswartsstrony |
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auf Null gesetzt. Unter einer Simulation von 200Rtidnspotentialzyklen waren die
letzten 10 Zyklen identisch, so dass im Ergebdidterzu weder Mittelwerte noch
Standardfehler angegeben sind.

Um den Effekt von Bupivacain auf das AP in LQT1 um@T2 zu simulieren,
wurde fur LQT1 eine - bzw. LQT2 eine {-Blockade von je 75 % angenommen.
Hierunter sind Aktionspotentialverlangerungen bestien, die sich weitestgehend mit
denen, die man in herkdbmmlichen Patch-Clamp Exparien beobachtet, decken
(Schwoerer et al. 2010). Eine dariber hinausgehdntdibition von ks bzw. k.
hingegen fuhrt zu einem Verlust der Repolarisafiechwoerer et al. 2010) bzw. erlaubt
keine zusatzliche Simulation mit ein@f-Blockade durch Bupivacain.
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4 Ergebnisse

4.1 Der Effekt von Bupivacain auf das Aktionspotentetiver Myozyten

4.1.1 Verdunnungsreihe

Der konzentrationsabhangige Effekt von Bupivacauf das AP nativer
Myozyten wurde im Rahmen einer Verdinnungsreihekmiizentrationen von 0,01 bis
300 pmol/L untersucht. Die Anzahl dieser Versuche soiigtelwerte + SEM von

APD90, Membranpotential und Overshoot sind nacleiothin Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Bupivacain Verdinnungsreihe -in vitro Effekt auf die APD90, Membranpotential (Vm)
und Overshoot. Angegeben sind Mittelwerte + SEM. n = Anzahl deratehe, *** p < 0,001 ANOVA
+ gepaarter Bonferroni Multiple Comparison TestKmntrolle (Opmol/L, tabellarisch fett aufgefihrt).

Bupivacain
0 0,01| 0,03f 0,1 0,3 1 3 1( 30 100 300
(umol/L)
Anzahl
67 5 5 7 4 7 32 27 9 11 9
()

177,3 | 165,7 | 146,1

APD90 2427 | 2412 | 2465 | 2428 | 227.6 | 2488 | 2212 | 219,9
+248 | +273 | +261

(ms) +512 | 32,0 | 34,6 | 24,8 | 17,8 | #4422 | 2498 | 42,3
(***) (***) (***)

Vi 84,7 | 843 | 839 | 838 | 855 | -819 | -87,7 | -823 | -809 | -826 | -80,8
(mV) +70 | 56 | +6,1 | 51 | 40 | #51 | +10,3 | +4,0 | #4,0 | £33 | 3,7
Over- 203

51,7 48,8 49,8 50,7 49,3 59,2 46,8 52,6 55,0 43,0
+14,9 16,8 16,7 5,5 +4,6 +145 | #12,5 | #10,4 | 14,8 | #14,2

+10,0
(**4)

shoot
(mV)
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4.1.1.1 Membranpotential und Overshoot

In Tabelle 6 sind die Mittelwerte £+ SEM von Membpatential und Overshoot
angegeben. Ausgehend von einem Wert von -84,7 =m0 (Kontrolle) hatte
Bupivacain in allen gemessenen Konzentrationen ekeinEinfluss auf das
Ruhemembranpotential Yy der Zelle. Der Overshoot betrug unter
Kontrollbedingungen 51,7 = 14,9 mV. Er wurde erstrath die Konzentration von
300umol/L signifikant auf 20,3 £ 10,0 mV reduziert (r=p < 0,001). In allen Gbrigen

Konzentrationen zeigte Bupivacain keinen signifteanEffekt auf den Overshoot.

4.1.1.2 APD90 und rAPD90

In Abbildung 11 A und B sind représentative APs yKontrolle) und nach
Applikation von Bupivacain (1-30mol/L) dargestellt. Tabelle 6 und Abbildung 11 C
zeigen Mittelwerte + SEM aller Versuche der Verdimgsreihe. Bupivacain fuhrte
insgesamt zu einer konzentrationsabhéngigen Vewkigrzder APD90 mit einer
signifikanten Reduktion der APD90 ab einer Konzatndn von 30umol/L. Dieser
Effekt ist Ausdruck einer Blockade depolarisierandgtrome durch Bupivacain.
Entgegen dieser klaren, konzentrationsabhangigerkivaing der APD90 zeigte
Bupivacain allerdings insbesondere bei einer Kotradon von 3 und 1@mol/L einen
heterogenen Effekt mit sowohl Verkirzungen als aVenldngerungen der APD90
(Abbildung 11 D). Da gerade Repolarisationsverziggen hinsichtlich der Entstehung
von Arrhythmien von Interesse sind (Antzelevitchdu®icouri 1994) und eine
Bupivacain-Plasmakonzentration von wdol/L im Rahmen einer
Lokalanasthetikaintoxikation vorstellbar ist (Butterth 2010, Colley und Heavner
1981, Davis und de Jong 1982, Favier et al. 2008Y im Folgenden daher auf diese

Konzentration n&her eingegangen.
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Abbildung 11: In vitro Effekt von Bupivacain auf die APD90 nativer Zellen A und B, reprasentative
APs vor (Kontrolle, rot) und nach (1-3dmol/L, schwarz/gestrichelt) Applikation von Bupiag in
Konzentrationen von 1, 3, 10 und gfhol/L. Zur Verdeutlichung ist jeweils ein durchsdtiithes AP
aus 30 konsekutiven APs dargestellt, ¥ Membranpotential. C, durchschnittiche APD90 ENB
nativer Zellen (rot) sowie nach (schwarz) Applikativon Bupivacain in einer Verdinnungsreihe mit
Konzentrationen von 0,01 bis 30@mol/L. Zahlenwerte in Saulen = Anzahl (n) der Vels
*** n < 0,001 ANOVA + gepaarter Bonferroni Multipl€omparison Test vs. Kontrolle. D, Relation der
APD90 nach Applikation von Bupivacain in Konzenimaen von 0,01 bis 30@mol/L und der jeweiligen
Kontroll-APD90 mit Mittelwert + SEM; jeder Punktpeisentiert einen Einzelversuch

4.1.2 Bupivacain (3umol/L)

In der Abbildung 12 A und B sind reprasentative A®s (Kontrolle) und nach
Applikation von 3umol/L Bupivacain (Bupi) dargestellt. Wie in 4.1.1k2schrieben
hatte Bupivacain in diesem Konzentrationsbereidereiheterogenen Effekt und fuhrte
sowohl zu Verkirzungen als auch VerlangerungenAdid90. Abbildung 12 C zeigt
den Mittelwert + SEM der APD90 nativer Zellen (Kaoolte) und nach Applikation von
3 umol/L Bupivacain (Bupi). Ausgehend von einer mittle APD90 von
243,5 £ 10,6 ms (Kontrolle) verkirzte sich die ARDSach Applikation von
Bupivacain auf 221,2 + 8,8 ms (Bupi) signifikant @2,3 + 1,5 ms~< 9 %) (n = 32,

p < 0,001).
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Abbildung 12 D stellt die relative Differenz der BBO durch Bupivacain fur
jeden Einzelversuch dar. Dabei wird — wie im Foligm dieser Arbeit auch — zwischen
Versuchen, in denen die getestete Substanz zu reilaéiven Zunahme der APD90 um
mehr als 5 % (Verlangerung der APD90), zu eineatretn Abnahme der APD90 um
mehr als 5 % (Verkurzung der APD90) und zu eineawdschen liegenden relativen
Veranderung der APD9O0 (kein Effekt auf die APDA@rt, unterschieden (siehe 3.5.2).
3 umol/L Bupivacain fuhrten in 2/32 Zellen zu einerri&mgerung der APD90 und in
22/32 Zellen zu einer Verkirzung der APD90. In 8Z&fen zeigte die Substanz keinen
Effekt auf die APD90. Verlangerte Bupivacain die[2d®, so betrug die Verlangerung
259 = 7,7 ms {11 %), verkirzte Bupivacain die APD90, so ergabh se&ne
Verkirzung von 33,8 + 3,7 ms (3 %). Das Risiko fur eine Verlangerung der APD90
durch 3umol/L Bupivacain in nativen Myozyten lag somit 106063 ¢ 6 %).
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Abbildung 12: Heterogenerin vitro Effekt von 3 pmol/L Bupivacain auf das Aktionspotential
nativer Zellen. A und B, reprasentative APs je einer nativen Zetle (Kontrolle, rot) und nach (Bupi,
schwarz/gestrichelt) Applikation von 3mol/L Bupivacain. Zur Verdeutlichung ist jeweils nei
durchschnittliches AP aus 30 konsekutiven APs daelle V., = Membranpotential. C, mittlere APD90
+ SEM aller Versuche. Zahlenwert in S&ulen = AnzZahlder Versuche, *** p < 0,001 gepaarter t-Test.
D, relative Differenz der APD90 in Prozent zwisch&upivacain und Kontrolle. Jeder Balken
reprasentiert einen Einzelversuch. Die gestricheltien definieren die Grenzen zu Verlangerung
(+5 %) und Verkirzung (-5 %) der APD9O0.
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4.2 Der Effekt von Bupivacain auf das Aktionspotent@Il-ahnlicher Myozyten

In Tabelle 7 sind Mittelwerte + SEM der APD90 sowlie Anzahl der Versuche
der Versuchsreihen mit LQT-&hnlichen Myozyten zusemgefasst. Dabei wurde
zunachst LQTdoo3s, LQT 24031 bzw. LQT3era durch Applikation von Chromanol
293B, E4031 bzw. Veratridin induziert und im wegerVerlauf zusatzlich 3mol/L

Bupivacain appliziert.

Tabelle 7: Mittlere APD90 der Versuchsreihen mit LQr-ahnlichen Myozyten. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardfehler (SEM) sowie die Amzaler Versuche (n) fiur die Versuchreihen
LQT1co93s LQT2z4031und LQT3era Ausgehend von der APD90 nativer Myozyten (Koéolvurde die
APD90 nach Induktion des jeweiligen LQT-Modells mi0 pymol/L Chromanol 293B (C293B),
10 umol/L E4031 (E4031) bzw. 0,pmol/L Veratridin (Vera) sowie nach zusatzlicher Aikation von

3 umol/L Bupivacain (C293B/E4031/Vera + Bupi) bestimmt

LOQT1 2038 Kontrolle C293B C293B + Bupi
APD90 + SEM (ms)| 268,5+6,9 324,1+8,4 315,5+10,0
Anzahl (n) n=33 n=233 n=33

LQT2Eg4031 Kontrolle E4031 E4031 + Bupi
APD90 + SEM (ms)| 235,5+10,4 | 295,2+18,1 272,4£14,1
Anzahl (n) n=18 n=18 n=18

Kontrolle Vera Vera + Bupi
APD90 + SEM (ms)| 264,8x7,5 492,8 + 33,1 358,5+22,4
Anzahl (n) n=16 n=16 n=16

4.2.1 Etablierung der LQT-Modelle

Ein LQT-ahnlicher Zustand der Zelle wurde pharmagach induziert. Im
Folgenden werden die Bezeichnungen L@bds LQTZe4031 und LQT3era flr die

einzelnen Zellmodelle verwendet (siehe 3.4.3.2).

49



4.2.1.1 LQTlco03s

Ein LQT1-a&hnlicher Zustand wurde mit dem hierflalgierten selektivengl-
Inhibitor Chromanol 293B induziert (Bosch et al.989 Schwoerer et al. 2010).
Abbildung 13 A stellt ein reprasentatives AP voro(krolle) und nach (C293B)
Applikation von 10umol/L Chromanol 293B dar. Abbildung 13 B zeigt ddittelwert
+ SEM der APD90 nativer Zellen (Kontrolle) und nagbplikation von 10umol/L
Chromanol 293B (C293B). Ausgehend von einer métieAPD90 von 268,5 + 6,9 ms
(Kontrolle) verlangerte sich die APD90 nach Apptika von Chromanol 293B
signifikant um 55,6 = 5,7 ms auf 324,1 + 8,4 ms48R) (n = 33, p < 0,001). Dies
entspricht einer relativen Verlangerung der APDBA v 21 %. In allen Versuchen kam

es zu einer Verlangerung der APD90.
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Abbildung 13: In vitro Effekt von Chromanol 293B auf das Aktionspotentialnativer Zellen. A,
reprasentatives AP vor (Kontrolle, rot) sowie n§€R93B, blau/gestrichelt) Applikation von 1@nol/L
Chromanol 293B. Zur Verdeutlichung ist jeweils eiarchschnittliches AP aus 30 konsekutiven APs
dargestellt; \, = Membranpotential. B, durchschnittiche APD90 +\bBller Versuche. Zahlenwerte in
Saulen = Anzahl (n) der Versuche, *** p < 0,001 AM® + gepaarter Bonferroni Multiple Comparison
Test.

4.2.1.2 LQT 24031

Ein LQT2-ahnlicher Zustand wurde mit dem hierflakderten selektivengl-
Inhibitor E4031 induziert (Sanguinetti und Jurkiewil990, Sanguinetti et al. 1991,
Schwoerer et al. 2010). Abbildung 14 A stellt eepndsentatives AP vor (Kontrolle)
sowie nach (E4031) Applikation von 1@nol/L E4031 dar. Abbildung 14 B zeigt den
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Mittelwert £ SEM der APD90 nativer Zellen (Kontre)l und nach Applikation von
10 umol/L E4031 (E4031). Ausgehend von einer mittleA#tD90 von 235,5 + 10,4 ms
(Kontrolle) verlangerte sich die APD90 nach Apptika von E4031 signifikant um
59,7 £ 16,5 ms auf 295,2 + 18,1 ms (E4031) (n =&, 0,05). Dies entspricht einer
relativen Verlangerung der APD90 ven25 %. In allen Versuchen kam es zu einer

Verlangerung der APD90.
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Abbildung 14: In vitro Effekt von E4031 auf das Aktionspotential nativer 2Zllen. A, reprasentatives
AP vor (Kontrolle, rot) sowie nach (E4031, grinigiebelt) Applikation von 10umol/L E4031. Zur
Verdeutlichung ist jeweils ein durchschnittliched Aaus 30 konsekutiven APs dargestellt; Vm =
Membranpotential. B, durchschnittliche APD90 + SENgr Versuche. Zahlenwerte in Saulen = Anzahl
(n) der Versuche, * p < 0,05 ANOVA + gepaarter Banbni Multiple Comparison Test.

4.2.1.3 LQT3/era

Ein LQT3-ahnlicher Zustand wurde mit Veratridin, lolees die N&
Kanalinaktivierung verhindert (Gerhardy et al. 19B@aoka et al. 1992, Milberg et al.
2005a, Ulbricht 1998), induziert. Abbildung 15 Aigteein reprasentatives AP vor
(Kontrolle) und nach (Vera) Applikation von OyBnol/L Veratridin. Abbildung 15 B
zeigt den Mittelwert £ SEM der APD90 nativer ZelldKontrolle) und nach
Applikation von 0,5umol/L Veratridin (Vera). Ausgehend von einer mitdie APD90
von 264,8 +7,5ms (Kontrolle) verlangerte sich &i@D90 nach Applikation von
Veratridin signifikant um 228,0 £ 32,7 ms auf 492833,1 ms (Vera) (n = 16,
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p < 0,001). Dies entspricht einer relativen Verkmmg der APD90 vor 86 %. In

allen Versuchen kam es zu einer Verlangerung d&yo®p
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Abbildung 15: In vitro Effekt von Veratridin auf das Aktionspotential nativer Zellen. A,
reprasentatives AP vor (Kontrolle, rot) sowie n§¢kra, braun/gestrichelt) Applikation von Qunol/L
Veratridin. Zur Verdeutlichung ist jeweils ein dhschnittliches AP aus 30 konsekutiven APs dardgstel
Vi, = Membranpotential. B, durchschnittiche APDO®BEM aller Versuche. Zahlenwerte in Saulen =
Anzahl (n) der Versuche, *** p < 0,001 ANOVA + gegter Bonferroni Multiple Comparison Test.

4.2.2 LQT-ahnliche Zellen — Bupivacain (8nol/L)

In nativen Myozyten fihrte Bupivacain in einer Kengation von 3umol/L
sowohl zu Verkirzungen als auch VerlangerungenAdip90. Vor dem Hintergrund,
dass Repolarisationsverzogerungen fiur die Entsgekon Arrhythmien von Interesse
und im Rahmen einer Intoxikation mit Bupivacain ddtakonzentrationen von
3umol/L vorstellbar sind (siehe 4.1.1.2), wurde dahBupivacain in einer

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

4.2.2.1 LQTI1c2938— Bupivacain (3tmol/L)

In der Abbildung 16 A und B sind reprasentative ARsch Induktion von
LQT1c2038 (C293B) sowie nach zusatzlicher Applikation vornu@ol/L Bupivacain
(C293B + Bupi) dargestellt. Ausgehend von einer |&fegerung des APs durch

Chromanol 293B gegenuber Kontrollmyozyten (siehz141) fuhrte die zusatzliche
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Gabe von Bupivacain sowohl zu Aktionspotentialverkingen als auch
-verlangerungen. Im Mittel hatte Bupivacain jedoahe in Abbildung 16 C gezeigt,
keinen Effekt auf die APD90. So betrug die mittlg&xeD90 nach Applikation von
Bupivacain 315,5 + 10,0 ms (C293B + Bupi) und wamd weitestgehend unverandert
im Vergleich zum Ausgangswert von 324,1 + 8,4 m298&B). Diese nur leichte
Veranderung der APD90 ist Ausdruck einer in LQX3s erhdhten Varianz des Effekts
von Bupivacain auf die APD90 mit Verkirzungen dePD¥0 bis~ 100 ms und
Verlangerungen der APD90 bis50 ms.

Die relative Differenz zwischen der APD90 LQT1-dbhér Zellen nach
zusatzlicher Applikation von Bupivacain und der ARDLQT1-ahnlicher Zellen allein
ist fur jeden Einzelversuch in Abbildung 16 D datgdt. Nach Applikation von
Bupivacain ergab sich in 16/33 Versuchen eine Vienkig sowie in 8/33 Versuchen
eine Verlangerung der APD90. In 9/33 Versuchenehditt Substanz keinen Effekt auf
die APD90. Kam es zu einer Verkirzung der APD90,bstrug diese im Mittel
33,3+4,6 ms~« 11 %); verlangerte Bupivacain die APD90, so betdig mittlere
Verlangerung 29,8 £ 4,8 ms- @ %). Das Risiko fur eine Verlangerung der APD90
durch 3umol/L Bupivacain in LQT %2938 lag somit bei 0,24~24 %).

53



s 0- C293B + Bupi —w c.%m 0- C293B + Bupi
£ £ - C293B
3 \ £
> 1 >
-90 - s .00 -
200 ms 200 ms
C D
400
s
2 3004 2
8 <
=) <
T 200 A .
100 - 40
C293B C293B Versuch

+
Bupi

Abbildung 16: Heterogenerin vitro Effekt von Bupivacain in LQT1c,93s A und B, reprasentative APs
nach Induktion von LQTdg35 (C293B, blau) mit 1Qumol/L Chromanol 293B sowie nach zusatzlicher
Applikation von 3umol/L Bupivacain (C293B + Bupi, schwarz/gestrichelfur Verdeutlichung ist
jeweils ein durchschnittliches AP aus 30 konselantiAPs dargestellt, ¥ = Membranpotential. C,
mittlere APD90 + SEM aller Versuche. ZahlenwertSéulen = Anzahl (n) der Versuche. D, relative
Differenz der APD90 in Prozent zwischen C293B + Bupd C293B. Jeder Balken reprasentiert einen
Einzelversuch. Die gestrichelten Linien definiedk@ Grenzen zu Verlangerung (+5 %) und Verkirzung
(-5 %) der APD90.

4.2.2.2 LQT2:z4031— Bupivacain (3:imol/L)

In Abbildung 17 A ist ein repréasentatives AP naakuktion von LQT24031
(E4031) und nach zusatzlicher Applikation vopu@ol/L Bupivacain (E4031 + Bupi)
dargestellt. Ausgehend von einer Verldngerung d&s Alurch E4031 gegenuber
Kontrollmyozyten (siehe 4.2.1.2) fihrte die zusate Gabe von Bupivacain
tendenziell zu einer Verklirzung des APs. Die mi#tlAPD90 LQT2-ahnlicher Zellen
verringerte sich dabei durch die Gabe von Bupivgoaie in Abbildung 17 B gezeigt,
von 295,2 £ 18,1 ms (E4031) um 22,7 £ 6,0 ms a#,2% 14,1 ms (E4031 + Bupi).
Dies entspricht einer tendenzielle Verkirzung dBDA0 um~ 8 % (n = 18, p > 0,05).
Gegentuber LQTdo3p ist die Varianz des Effekts von Bupivacain auf 4icD90 der
einzelnen Zelle mit Verkirzungen der APD90 bid00ms und Verlangerungen der
APD90 bis lediglich~ 13 ms deutlich geringer.
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Die relative Differenz zwischen der APD90 LQT2-dbhér Zellen nach
zusatzlicher Applikation von Bupivacain und der ARDLQT2-ahnlicher Zellen allein
ist fur jeden Einzelversuch in Abbildung 17 C datgdt. Nach Applikation von
Bupivacain ergab sich in 9/18 Versuche eine Verltig der APD90 und in 1/18
Versuchen eine Verlangerung der APD90. In 8/18 Mehen hatte die Substanz keinen
Effekt auf die APD90. Kam es zu einer Verkirzung A®D90, so betrug diese im
Mittel 40,9 £ 7,8 ms+ 13 %); die Verlangerung der APD90 betrug 13,5 m6 %0).
Das Risiko fur eine Verlangerung der APD90 durgm®l/L Bupivacain in LQT24031
lag somit bei 0,056+6 %).
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Abbildung 17: In vitro Effekt von Bupivacain in LQT2g4031. A, reprasentatives AP nach Induktion von
LQT2e4031 (CE4031, grin) mit 1umol/L E4031 sowie nach zusatzlicher Applikation v@mumol/L
Bupivacain (E4031 + Bupi, schwarz/gestrichelt). X(erdeutlichung ist jeweils ein durchschnittliches
AP aus 30 konsekutiven APs dargestellt, ¥ Membranpotential. B, mittlere APD90 + SEM aller
Versuche. Zahlenwert in Saulen = Anzahl (n) dersdehe. C, relative Differenz der APD90 in Prozent
zwischen E4031 + Bupi und E4031. Jeder Balken samiiert einen Einzelversuch. Die gestrichelten
Linien definieren die Grenzen zu Verlangerung (+putd Verkirzung (-5 %) der APD90.
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4.2.2.3 LQT3/era— Bupivacain (3imol/L)

In Abbildung 18 A ist ein reprasentatives AP nackuktion von LQT3era
(Vera) und nach zusatzlicher Applikation vonudol/L Bupivacain (Vera + Bupi)
dargestellt. Ausgehend von einer Verlangerung des Aurch Veratridin gegeniber
Kontrolimyozyten (siehe 4.2.1.3) fuhrte die zusat® Gabe von Bupivacain zu einer
Verklrzung des APs. Die mittlere APD90 LQT3-ahnéicEellen verringerte sich dabei
durch die Gabe von Bupivacain, wie in Abbildung B8gezeigt, signifikant von
492,8 + 33,1 ms (Vera) um 134,3 £ 13,7 ms auf 35%2,4 ms (Vera + Bupi) (n = 16,
p < 0,001). Dies entspricht einer Verkirzung deDAB von~ 27 %.

Die relative Differenz zwischen der APD90 LQT3-dbhér Zellen nach
zusatzlicher Applikation von Bupivacain und der ARDLQT3-ahnlicher Zellen allein
ist fur jeden Einzelversuch in Abbildung 18 C datg#it. Bupivacain fiihrte in allen
Versuchen zu einer Verkirzung der APD90. Das Ridikoeine Verlangerung der
APD90 durch 3umol/L Bupivacain in LQT3era lag somit bei 0 (0 %).
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Abbildung 18: In vitro Effekt von Bupivacain in LQT3ye . A, reprasentatives AP nach Induktion von
LQT3yera (Vera, braun) mit 0,5umol/L Veratridin sowie nach zusatzlicher Applikatiwon 3 pmol/L
Bupivacain (Vera + Bupi, schwarz/gestrichelt). Z{erdeutlichung ist jeweils ein durchschnittlicheB A
aus 30 konsekutiven APs dargestell, ¥ Membranpotential. B, mittlere APD90 + SEM aléersuche.
Zahlenwert in Saulen = Anzahl (n) der Versuche, p*% 0,001 ANOVA + gepaarter Bonferroni Multiple
Comparison Test. C, relative Differenz der APD90Pirozent zwischen Vera + Bupi und Vera. Jeder
Balken reprasentiert einen Einzelversuch. Die g#wlten Linien definieren die Grenzen zu
Verlangerung (+5 %) und Verkirzung (-5 %) der APD90

4.3 Verlangerungen der APD90 — ein Risikovergleich

Bupivacain fuhrte in den einzelnen Zellmodellentifrea Myozyten, LQT %2935,
LQT2e4031 und LQT3er) 2zu Veranderungen der  Aktionspotentialdauer
unterschiedlichen Ausmal3es. Dabei war die Varianardlividuellen Veranderung der
APD90 durch Bupivacain in LQTkess (62 = 890,7 ms) hoher als in nativen Myozyten
(62 = 536,0 ms). Dies ist u. a. Ausdruck einer erbbhinzidenz von Verlangerungen
der APD90 in LQT%293s (Abbildung 19). So war das Risiko fir Verlangerengler
APD90 durch Bupivacain in LQTkess(C293B + Bupi) mit~- 24 % um den Faktor 3,9
haufiger als in nativen Myozyten (Kontrolle + Bugp < 0,05). Mit einem Risiko von
~5 9% bzw. 0 % in LQT&4031 (E4031 + Bupi) bzw. LQTR (Vera + Bupi) hingegen
waren Verlangerungen der APD90 in den ubrigen LQddMlen nicht haufiger als

unter Kontrollbedingungen.
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Abbildung 19: Haufigkeit von Verlangerungen der APDB0 durch Bupivacain in nativen Myozyten
und in LQT1 cog3s, LQT2g4031 UNd LQT3yera. Aktionspotentialveranderungen (schwarz = Verkigzun
der APD90 oder kein Effekt; rot = Verlangerung é€tD90 > 5 %) beziehen sich auf die APD90 nach
Applikation von 3umol/L Bupivacain (+ Bupi) gegeniber KontrollmyozytéKontrolle) oder nach
Induktion von LQT%,938 (C293B), LQT2403: (E4031) oder LQTR,, (Vera). Zahlenwert in Saulen =
Anzahl (n) der Versuche; * p < 0,05 Chi Quadratt™ss Kontrolle + Bupi.

4.4 Computergestitzte Simulationen des ventrikulargioidpotentials

In den Patch-Clamp Experimenten konnte gezeigt emerdass Bupivacain die
APD destabilisiert und insbesondere in LQT1-ahdiciMyozyten zu einer erhdhten
Inzidenz von Verlangerungen der APD90 fuhrt. Um daeterschiedlichen Effekt von
Bupivacain in nativen, LQT1-ahnlichen bzw. LQT2-Atimen Myozyten zu verstehen
und die hierfir zu Grunde liegenden Kanalinteraléio von Bupivacain, insbesondere
die Ik-Blockade, zu quantifizieren, wurden daher commésititzte Simulationen von
APs mit Hilfe des LRd durchgefuhrt. Zunachst wurdesbei APs simuliert, um
denkbare Kombinationen der lonenkanalblockade algizken, die — wie Bupivacain in
nativen Myozyten zeigte — einerseits zu einer Vearlig und andererseits zu einer
Verlangerung der APD90 fiihren. Diese Werte wurdamdn ein ks- (LQT1) bzw. k-
defizientes (LQT2) Modell Uberfihrt, wobei fur LQTine ks- bzw. LQT2 eine 4;-

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

Vor dem Hintergrund, dass Bupivacain in nativen kgen vorwiegend zu einer
Aktionspotentialverkirzung fuhrte, und in Kenntniseiner Interaktion mit
depolarisierenden Stromen, wurde zunéchst lediglioh ko~ und k, -Blockade durch
die Substanz angenommen. Hierunter zeigte sich Rd leine mit ansteigender
Blockade zunehmende Verkirzung der APD. Eine mitElgebnissen aus denvitro
Experimenten vergleichbare Verkirzung der APD9@faich bei einern- bzw. ka1~
Blockade von 55 bzw. 50 %. Wie in Abbildung 20 destgllt, verkirzte sich unter
dieser Kombination der Na bzw. C&'-Kanalblockade die APD90 von 147,4 ms
(Kontrolle) um 9,6 ms~ 7 %) auf 137,8 ms \(¥lca-Block). Dieser Wert ist
vergleichbar mit der mittleren Verkirzung der APD@@ch 3umol/L aus den Patch-
Clamp Experimenten~(9 %) und auch die H6he deg.4 und k4 -Blockade ist durch
Bupivacain in diesem Konzentrationsbereich vorséll(Mio et al. 2004, Nau et al.
2000, Szabo et al. 2008, Zapata-Sudo et al. 200Bruber hinaus legt die
kontinuierliche Verkirzung der APD bei steigendgf und k, -Blockade nahe, dass
der in den Patch-Clamp Experimenten beobachteterdggne Effekt mit sowonhl
Aktionspotentialverkirzungen als auch -verlangeamngicht Gber eine Blockade dieser
Stromkomponenten vermittelt sein kann. Daher wundeweiteren Verlauf die o. g.
Kombination einer\s- und ka -Blockade verwendet und eine zuséatzliche, zunehmend
Ik-Blockade simuliert. Abbildung 21 A zeigt die kamtierliche Verlangerung der
APD90 mit zunehmendek}tBlockade. Ab einergl-Blockade von 60 % kam es dabei
zu einer Verlangerung der APD90 gegenuber dem Idtwert. Unter dieser
zusatzlicheny-Blockade von 60 % verlangerte sich, wie in Abbildl21 B dargestellt,
die APD90 von 147,4 ms (Kontrolle) um 10,7 ms (%) auf 158,1 ms (W/lca/Ikr-
Block).
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Abbildung 20: Computergestitzte Simulation von ventkularen Aktionspotentialen — Verkirzung
der APD90 durch Bupivacain in nativen Myozyten APs und APD90 nativer Myozyten (Kontrolle, rot)
sowie unter Annahme eingg und k, -Blockade von 55 bzw. 50 % durch Bupivacaig/(k. -Block,
schwarz). \, = Membranpotential.
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Abbildung 21: Computergestitzte Simulation von ventikuldren Aktionspotentialen — Simulation
einer zunehmenden |, -Blockade durch Bupivacain in nativen Myozyten.A, APD90 nativer Zellen
(Kontrolle, rot) sowie unter Annahme eingg-lund k, -Blockade von 55 bzw. 50 %1, -Block,
schwarz) und zusétzlicher, zunehmenggBlockade (10-100%, schwarz) durch Bupivacain. Adee
I-Blockade von 60 % (Pfeil) kam es zu einer Verldangg der APD90 gegeniber der Kontrolle
(schwarze, durchgezogene Linie). Die gestricheltérien definieren die Grenzen zu Verlangerung
(+5 %) und Verkirzung (-5 %) der APD90. B, APs ulidD90 nativer Zellen (Kontrolle, rot) sowie
unter Annahme einegd-, lca - Sowie k,-Blockade von 55, 50 bzw. 60 % durch Bupivacaiy/¢a /1~
Block, schwarz). \, = Membranpotential.
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442 LRd-LQT1

Der simulierte Effekt von Bupivacain auf die APD®OLQT1 ohne zusatzliche
Ik-Blockade ist in Abbildung 22 dargestellt. Ausgethemon einer APD90 von
147,4 ms nativer Zellen (Kontrolle) kam es durameeks-Blockade von 75 % zu einer
Verlangerung der APD90 um 51,4 ms 85 %) auf 198,8 ms (LQT1) und bei
zusatzlicher Ni- bzw. k4 -Blockade von 55 bzw. 50 % weiterhin zu einer Verking
der APD90 auf 175,7 ms (LQT1 +dllca-Block). Dies entspricht einer Verkiirzung
der APD90 um 23,1 ms-(12 %) gegenuber LQT1. Auch in diesem Modell wurthe e
zusatzliche ¢-Blockade durch Bupivacain simuliert. Abbildung 23zeigt, dass es
dabei gegenliber LQT1 bereits ab eingiBlockade von 40 % zu einer Verlangerung
der APD90 kam. Wie in Abbildung 23 B dargestelithfte ausgehend von der oben
beschriebenen Verlangerung der APD90 durch ejaeBlbckade von 75 % auf
198,8 ms (LQT1) eine gleichzeitiggad, lca - bzw. k.-Blockade von 55, 50 bzw. 40 %
zu einer weiteren Verlangerung der APD90 um 17,{+% %) auf 215,9 ms (LQT1 +
Ind/lca/Ikr-Block). Dartiber hinausgehende Blockaden vgn hingegen fihrten zu

einem Verlust der Repolarisation.
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Abbildung 22: Computergestiitzte Simulation von ventikularen Aktionspotentialen mit dem Luo-
Rudy dynamic model (LRd) - Verkiirzung der APD90 durch Bupivacain in LQT1. APs und APD90
nativer Myozyten (Kontrolle, rot), unter eingg-Blockade von 75 % (LQT1, blau) sowie unter Annahme
einer zusatzlicheny)- und k,-Blockade von 55 bzw. 50 % (LQT1 +allca-Block, schwarz) durch
Bupivacain. \\, = Membranpotential.
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Abbildung 23: Computergestitzte Simulation von venikularen Aktionspotentialen mit dem Luo-
Rudy dynamic model (LRd) - Simulation einer zunehmaden Iy, -Blockade durch Bupivacain in
LQT1. A, APD90 unter einer i-Blockade von 75 % (LQT1, blau) sowie unter Annahmgiaer
zuséatzlichen - und k, -Blockade von 55 bzw. 50 % \fflca-Block, schwarz) und zusétzlicher,
zunehmender }-Blockade (10-100%, schwarz) durch Bupivacain. Abee I,-Blockade von 40 %
(Pfeil) kam es zu einer Verlangerung der APD90 géger LQT1 (schwarze durchgezogene Linie). Eine
weitere k.-Blockade fihrte zu einem Verlust der Repolarisatidie gestrichelten Linien definieren die
Grenzen zu Verlangerung (+5 %) und Verkirzung (3sd&s APD90. B, APs und APD90 nativer Zellen
(Kontrolle, rot), unter einekl-Blockade von 75 % (LQT1, blau) sowie unter eingsétzlicheny,-, lca -
sowie k.-Blockade von 55, 50 bzw. 60 % durch Bupivacain/k¢a /1« -Block, schwarz). \, =
Membranpotential.

443 LRd-LQT2

Der simulierte Effekt von Bupivacain auf die APD®OLQT?2 ohne zusatzliche
Ik-Blockade ist in Abbildung 24 dargestellt. Ausgethemon einer APD90 von
147,4 ms nativer Zellen (Kontrolle) kam es duraheek,-Blockade von 75 % zu einer
Verlangerung der APD90 um 24,8 ms 17 %) auf 172,2 ms (LQT2) und bei
zusatzlicher Ni- bzw. k4 -Blockade von 55 bzw. 50 % weiterhin zu einer Verking
der APD90 auf 164,61 ms (LQT2 wallca,-Block). Dies entspricht einer Verkiirzung
der APD90 um 7,5 ms~(5 %) gegenuber LQT2. Auch in diesem Modell wurdeeei
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zusatzliched-Blockade durch Bupivacain simuliert. Abbildung 2% eigt, dass hierbei
selbst bei Simulation einer maximalerx.-Blockade gegenuber LQT2 keine
Verlangerung der APD90 induzierbar war. Der Effekier zusatzlicheng}-Blockade
von 60 %, unter der es im nativen Simulationsmaorekiner Verlangerung der APD90
kam, ist in Abbildung 25 B dargestellt. Ausgehenanvder oben beschriebenen
Verlangerung der APD90 durch eing-Blockade von 75 % auf 172,2 ms (LQT2)
zeigte sich dabei unter einggsd und k4 -Blockade von 55 und 50 % sowie einer
zusatzlichen Blockade von 60 % des verbleibendesisReoms vong} die APD90
unverandert (LQT1 +y/lca/Ik-Block).
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Abbildung 24: Computergestitzte Simulation von venikularen Aktionspotentialen mit dem Luo-
Rudy dynamic model (LRd) - Verkirzung der APD90 durch Bupivacain in LQT2. APs und APD90
nativer Myozyten (Kontrolle, rot), unter eing¢-Blockade von 75 % (LQT2, griin) sowie unter Annahme
einer zusatzlicheny)- und k,-Blockade von 55 bzw. 50 % (LQT2 +dlca-Block, schwarz) durch
Bupivacain. \,, = Membranpotential.
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Abbildung 25: Computergestitzte Simulation von venikularen Aktionspotentialen mit dem Luo-
Rudy dynamic model (LRd) - Simulation einer zunehmaden Iy, -Blockade durch Bupivacain in
LQT2. A, APD90 unter einery-Blockade von 75 % (LQT2, griin) sowie unter Annahmgiaer
zuséatzlichen - und k, -Blockade von 55 bzw. 50 % \{flca-Block, schwarz) und zusétzlicher,
zunehmender Blockade des verbleibenden ReststromiM(10-100%, schwarz) durch Bupivacain. Die
gestrichelten Linien definieren die Grenzen zu #egerung (+5 %) und Verkirzung (-5 %) der APD9O0.
B, APs und APD90 nativer Zellen (Kontrolle, rothter einer }-Blockade von 75 % (LQT2, grin)
sowie unter einer zusatzliched und k,, -Blockade von 55 bzw. 50 % und Blockade von 60 % de
Reststroms vory] durch Bupivacain {,/lca /1« -Block, schwarz). W, = Membranpotential.
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5 Diskussion

5.1 Der Effekt von Bupivacain auf das Aktionspotentativer Myozyten

Bupivacain fuhrte im Rahmen der zugrunde liegendatersuchung in nativen
Myozyten zu einer konzentrationsabhangigen Verkigzudes APs mit einer
signifikanten Reduktion der APD90 ab gol/L. Dieser Effekt ist vergleichbar mit
den Ergebnissen anderer Arbeiten, in denen Bupivadee APD50 bzw. APD90
ventrikularer Myozyten des Kaninchens ab 10 bzwd [@iol/L signifikant reduzierte
(Shibuya et al. 1993, Szabo et al. 2008). Die Dalesrventrikularen APs ist abhangig
von der Balance de- bzw. repolarisierender Str@@aivacain ist als potenter Inhibitor
sowohl von N& (Nau et al. 2000) als auch L-Typ Tdanalen (Rossner und Freese
1997) beschrieben, so dass die Verkirzung der AP&@diese Kanalinteraktionen
zuriickgefiihrt werden kann. Dariiber hinaus vernittiel Interaktion mit L-Typ C&-
Kanélen vermutlich auch den negativ inotropen Effdkr Substanz (Clarkson und
Hondeghem 1985a, Shibuya et al. 1993).

Bupivacain zeigte des Weiteren eine signifikantellk&on des Overshoots bei
einer Konzentration von 3Qdmol/L. Diese Modifikation der Phase 1 des ventiékah
APs ist ebenso auf eine Inhibition von N€analen zuriickzufiihren (Hagiwara und
Nakajima 1965). Wie in dieser Arbeit findet sichdar Literatur kein Hinweis darauf,
dass Bupivacain das Ruhemembranpotential beeibfii&sbuya et al. 1993). Da
insbesonderex] letzteres stabilisiert (Snyders 1999), ist davorszagehen, dass,
obwohl sich hinsichtlich einer Blockade jener Stkmmponente durch Bupivacain
widerspruchliche Aussagen finden (Castle 1990, ®eyr und Kendig 1988), diese
zumindest funktionell zu vernachlassigen sein kénnt

Obwohl Bupivacain im Mittel zu einer konzentratiabbangigen Verkirzung des
APs fuhrte, hatte die Substanz in einer Konzemtnation 3 bzw. 1Qumol/L einen
heterogenen Effekt und fuhrte in einzelnen Versncheeiner deutlichen Verlangerung
der APD90. Dieser Effekt kann nicht auf die Blockadkpolarisierender Strome|
lca) zurtckgefuhrt werden. Da Repolarisationsverzoggenn allerdings die
Entstehung von EADs beglnstigen und u. a. auf dieS¥ege zu ventrikularen
Arrhythmien fihren kénnen (Antzelevitch und Sicol®i94), kdnnte dieser Effekt von
Bupivacain von Klinischer Relevanz sein. Die hé&stigUrsache einer medikament6s
erworbenen Repolarisationsverzégerung des Herzengine Blockade von hERG-
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Kanalen (Mitcheson et al. 2000a). Bupivacain i& pbtenter Inhibitor von hERG-
Kanalen beschrieben (Friederich et al. 2004, Geazat al. 2002), eingdBlockade
durch Bupivacain ist vergleichsweise gering (Liptaal. 1998). Im Meerschweinchen
lasst sich i, ein mogliches Ziel von Bupivacain (Gonzalez et2001, Solth et al.
2005), nicht nachweisen (Findlay 2003, Zhabyeyewlet2004). Insofern sind die
Verlangerungen der APD90 dieser Arbeit am ehestiéreimer hERG-Kanal Blockade
zu erklaren. Dies ermdglicht prinzipiell die Annagindass letztere auch im Rahmen
einer Bupivacainintoxikation eine Rolle fur die Eethung von ventrikularen
Arrhythmien spielen konnte.

Interessanterweise zeigte Bupivacain in dem geeanifionzentrationsbereich
einen heterogenen Effekt mit nur wenigen Verlanggem und mehrheitlicher
Verkirzung der APD90. Eine mogliche Erklarung Hhierffindet sich in den
transmuralen Unterschieden der elektrophysiologisckigenschaften, insbesondere
der Dichte der verzogerten ¥Strome ks und k.. So ist in der freien Wand des linken
Ventrikels des Meerschweinchens die Dichte veg ih midmyokardialen und
subepikardialen signifikant hoher als in subenddicden Zellen (Bryant et al. 1998).
Da Iks bei verzdgerter Repolarisation vermutlich als eRepolarisationsreserve zu
werten ist (Cheng und Kodama 2004), kdnnte sichitsonmsubendokardialen Zellen
eine hERG-Kanal Blockade durch Bupivacain starkederschlagen als in anderen
Schichten. M-Zellen, die tief subepikardial gelegamd und ebenfalls eine geringere
Dichte von ks aufweisen (Liu und Antzelevitch 1995), kdnntenrdaéls Ursprung von
Aktionspotentialverlangerungen durch eine hERG-KarBlockade sein. lhre
Repolarisationsverzégerungen sind typischerwersg (8icouri und Antzelevitch 1995)
und ihre Sensitivitdt gegentber Typ Il Antiarrhytika im Vergleich mit anderen
Zellen besonders hoch (Sicouri und Antzelevitch 3198icouri et al. 1996). Da es
Evidenz fir ihre Existenz sowohl im Herzen des Mekweinchens (Sicouri et al.
1996) als auch des Menschen (Drouin et al. 1998) gommen sie damit durchaus fur
die Verlangerungen der APD90 dieser Arbeit in Fragd konnten mdglicherweise
auch Ort von Aktionspotentialverlangerungen dureipiBacain beim Menschen sein.
Vor dem Hintergrund, dass in allen Zellmodellen sdie Untersuchung (native
Myozyten, LQTLzoss LQTZe4031 und LQT3Ies) auf dieselbe Methodik zur
Zellisolation zuriickgegriffen wurde, dienen diesbedegungen allerdings nicht als
Erklarungsmodell fir die unterschiedliche Inzideon Aktionspotentialverlangerungen

in den einzelnen Versuchsreihen (siehe dazu 5.2.2).
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5.2 Der Effekt von Bupivacain auf das Aktionspoteriti@IT-ahnlicher Myozyten

5.2.1 Etablierung von LQTdoo3s LQTZ403:und LOT Jera

Chromanol 293B ist in der Literatur als ein geetgadnstrument zur selektiven
Iks-Blockade beschrieben. In isolierten ventrikulakdyozyten des Meerschweinchens
konnte bereits gezeigt werden, dassub@ol/L der Substanz zu einer Inhibition des
Stroms von ca. 80 % fuhren (Bosch et al. 1998) etNersuchsbedingungen, die mit
denen dieser Arbeit vergleichbar sind, kam es nApplikation von 10 pumol/L
Chromanol 293B zu einer Aktionspotentialverlanggruan ca. 60 ms (Schwoerer et al.
2010). Mit einer mittleren Aktionspotentialverlamgeg von 55,6 + 5,7 ms stimmen
damit die Resultate dieser Arbeit mit denen aud.deratur weitestgehend Uberein.

E4031, ein selektiver Inhibitor vor,) zeigte in isolierten papillaren Myozyten
des Meerschweinchens eine maximale Verlangerun&epolarisation des APs von ca.
50 % bei einer Konzentration von pimol/L (Sanguinetti et al. 1991). In isolierten,
ventrikularen Myozyten des Meerschweinchens vedéeg 10umol/L der Substanz —
bei mit dieser Arbeit vergleichbaren Versuchsbedimgen — die APD90 um ca. 40 ms
(Schwoerer et al. 2010). Berlcksichtigt man dierbd@e geringere APD90 unter
Kontrollbedingungen, so deckt sich jene Verlanggraumindest relativ betrachtet
weitestgehend mit der Verlangerung der APD90 vaid %916,5 ms dieser Arbeit.

Veratridin verhindert die Inaktivierung von NKanalen und ist zur
Modellierung von LQT3 etabliert (Gerhardy et al989Hiraoka et al. 1992, Milberg et
al. 2005a, Ulbricht 1998). Die Verlangerung der A®Dist in dieser Arbeit mit
228,0 £ 32,7 ms allerdings deutlich ausgepragteuater Chromanol 293B und E4031.
Vor dem Hintergrund, dass das @itervall als elektrokardiographisches Korrelatzu
ventrikularen AP keine Differenzierung der LQT-Syp®n erlaubt (Zareba 2006), ware
jedoch fur die LQT3-Modellierung ein LQEdo3s und LQTZ4031 €ntsprechender Wert
erstrebenswert. Auch ein Blick in die Literatur w@d®t zunéchst nur eine
unzureichende Beurteilung des Effekts von Veratridbenn wahrend ausgeprégte
Aktionspotentialverlangerungen durch die Substainz Kardiomyozyten von Ratten
(Nand et al. 1997) und Kaninchen (Milberg et al02) beschrieben sind, so fehlen
jedoch Daten Uber den Effekt auf das ventrikularB Aes Meerschweinchens.
Vergleicht man allerdings den Effekt von Veratridileser Arbeit mit erhobenen Daten
zu ATX-1l (Anemonia Toxin-11), einer ebenfalls etadyten Substanz zur Induktion von
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LQT3, wird deutlich, dass derartig ausgepragte aregerungen der APD90 in einem
zellularen LQT3-Modell durchaus beschrieben wurdeabei fuhrte ATX-II in einer
Konzentration von 20-30 nmol/L in ventrikularen Myten des Meerschweinchens zu
einer Verdopplung der APD90 (Nishio et al. 199100 hmol/L derselben Substanz
verlangerten die APD90 endokardialer und epikaedidellen bzw. von M-Zellen des
linken Ventrikels des Kaninchens von 268 + 20 a9# 4 43 ms und 228 + 15 auf
375 £ 30 ms bzw. 287 + 12 auf 530 + 36 ms (Shinizd Antzelevitch 2000).

Obwohl mit Chromanol 293B, E4031 und Veratridhmoch selektive
Substanzen verwendet wurden, die den genetischdektDeles entsprechenden
lonenkanals imitieren, ist allerdings unklar, inweat diese Substanzen — insbesondere
auch im Zusammenspiel mit Bupivacain — neben dewtigechten Effekt noch andere
Funktionen der Zelle beeinflussen. Vor diesem Hagmend scheint eine LQT-
Modellierung mit Hilfe von transgenen Tieren vonriéil zu sein. Wahrend in diesem
Zusammenhang transgene Hasen mit einem LQT1- b@W.2kSyndrom beschrieben
sind (Odening et al. 2008), existieren jedoch biglakeine transgenen
Meerschweinchen, so dass fir diese Spezies lediglie pharmakologische LQT-
Modellierung in Frage kommt. Letzteres Instrumemt lallerdings gegeniber der
molekularbiologischen LQT-Modellierung einen ausagbgebenden Vorteil. So ist
hiermit nicht nur die Induktion eines Zustandes hatig der dem angeborenen LQTS
ahnelt. Uber die pharmakologische Modulation vomeltkanalen wird dariiber hinaus
die in der Klinik weitaus haufigere Form des LQTi&mlich das medikamentds-
erworbene LQTS, vermittelt. In diesem Zusammenhsing zahlreiche Medikamente
verschiedener Substanzgruppen beschrieberpatiseein LQTS hervorrufen kénnen
(Crumb und Cavero 1999). Die Kombination dieserssatizen mit Lokalanasthetika ist
in der Klinik keine Seltenheit. Insofern stellt gdrarmakologische Ansatz dieser Arbeit
eine Methodik dar, welche den Effekt von Bupivacaicht nur hinsichtlich des
angeborenen LQTS, sondern auch im Hinblick aufldil@sch relevantere Form des

erworbenen LQTS zu untersuchen erméglicht.

5.2.2 Der Effekt von Bupivacain in LQ€h3s LQTZ403:und LQT Jera

Wahrend 3pmol/L Bupivacain keinen signifikanten Effekt aufedimittlere
APD90 in LQTX293s Und LQT2Z4031 hatten, fuhrte die Applikation der Substanz in

LQT3vera zu einer signifikanten Reduktion der APD90. Diedsfekt sowie die
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Reduktion der APD90 einzelner Myozyten in LQ%gks und LQTZ403:k0Nnen auf die
Na'- (Nau et al. 2000) bzw. L-Typ &aKanalblockade (Rossner und Freese 1997) von
Bupivacain zurickgefuhrt werden. In LQ&dss fand sich nach Applikation von
Bupivacain im Vergleich zu nativen Myozyten einehdrte Varianz der APD9O0.
Verlangerungen der APD90 waren hier, nicht aber bQT2g403 und LQT3era
signifikant haufiger als unter Kontrollbedingung@&ieser Effekt ist nicht mit Hilfe der
Na'- bzw. L-Typ C&*-Kanalblockade von Bupivacain zu erklaren, da éteckade
depolarisierender Stréme zu einer Verkirzung deD@® fuhren wirde. In LQT1-
ahnlichen Myozyten istkl deutlich reduziert. Der Anteil an der Repolarigatider
Zellmembran, den die schnelle Komponente des verggg K-Stroms g, leistet, ist
infolge dessen deutlich erhdht. Daher ist es vitbste dass die beschriebeng-I
Blockade durch Bupivacain, die in nativen Myozytdediglich mit einer
Wabhrscheinlichkeit von~- 6 % zu Verlangerungen der APD9O0 fluhrte, in eingf |
defizienten Zelle weitaus bedeutsamer ist. In L@h2lichen Myozyten hingegen ist
Ikr deutlich reduziert (Kurokawa et al. 2008). Eines&uliche k-Blockade hat daher
bei erhaltenemgl nur einen geringen Effekt auf die Repolarisatien dellmembran.
Dies ist eine mdgliche Erklarung fur das in LQ@J®: mit nativen Myozyten
vergleichbare Risiko fiir Verlangerungen der APD®OLQT3-a&hnlichen Myozyten ist
die Inaktivierung von, bei erhaltenengk und k, reduziert. Wie fur den klassischen
Na'-Kanalblocker Tetrodotoxin beschrieben (Eskinder agt 1993), antagonisiert
Bupivacain hierbei am ehesten die langsamé Ksémalinaktivierung durch Veratridin,
so dass die daraus resultierende Aktionspotentlalveung gegeniber der
Repolarisationsverzégerung durch eipeBlockade Uberwiegt. Dementsprechend kam
es in LQT3ea hach Applikation von Bupivacain  durchgehend zu
Aktionspotentialverkirzungen. Bupivacain zeigteghch in dieser Arbeit ein LQT-
Subtyp spezifisches Risiko fur Verlangerungen d&DA0, wonach in einemgd
defizienten Zellmodell (LQTdzg3p) die k.-Interaktion von Bupivacain hinsichtlich
einer Verlangerung der APD90 funktionell weitausevanter war als in nativen
Myozyten, LQT24031und LQT 3era

Vor dem Hintergrund, dass im Rahmen der Zellisotatdieser Arbeit nicht
zwischen den einzelnen Zellschichten, ndmlich SdbenSubepi- und Midmyokard,
unterschieden wurde, fir diese jedoch und insbesendauch fir M-Zellen
unterschiedliche elektrophysiologische Charakiti&asteschrieben sind (siehe 5.1),

stellt sich allerdings auch die Frage, ob die lgarén Verlangerungen der APD90 in
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LQT1c293s Nicht vielmehr ein Resultat einer zuféllig verntenr Wahl bestimmter
Zelltypen in LQTZXk2938 Und weniger als Folge der pharmakologisch indtermeiks-
Defizienz zu werten sind. Vor allem eine zufélligiufigere Untersuchung von
subendokardialen Zellen und M-Zellen, fir dig ¢enerell von geringerer Bedeutung
fur die Repolarisation ist (Bryant et al. 1998, lund Antzelevitch 1995), kénnte in
diesem Zusammenhang vortauschen, dass Bupivacaen €QT-Subtyp spezifischen
Effekt aufweist. Dies hiel3e, dass der beobachtétkiEvon Bupivacain nicht LQT-
Subtyp-spezifisch sondern lediglich Zelltyp-spexifi ist. Folgende Uberlegungen
sprechen allerdings gegen diese Annahme: Bei enéilligen Wahl bestimmter
Zelltypen ware zu erwarten gewesen, dass sich dtkera APD90 der nativen Zellen,
die im weiteren Verlauf in LQT&g3s unter Bupivacain eine Verlangerung der APD90
zeigten, von der APD90 aller anderen Zellen in L@¥%&% unterscheidet, da
verschiedenen Zellschichten unterschiedliche Algjatentiallangen aufweisen und
insbesondere M-Zellen durch ein typischerweise dangAP charakterisiert sind
(Shimizu und Antzelevitch 2000). Die Mittelwerte rdAPD90 der Zellen, die im
weiteren Verlauf in LQTd,93s unter Bupivacain eine Verlangerung der APD90 eeigt
bzw. bei denen Bupivacain keinen Effekt auf die ABMatte oder zu einer Verkirzung
der APD9O0 flhrte, sind allerdings mit 265,5 £ 1&5S (n = 8) bzw. 269,4 + 8,0 ms
(n = 25) nahezu identisch. Auch scheint die Watestithkeit gering, dass im Rahmen
einer konstanten Zellisolation in den Versuchen @iitomanol 293B vermehrt Zellen,
die von vornherein ein hoheres Ansprechen auf KlédsAntiarrhythmika aufweisen,
untersucht wurden. Insbesondere die zufallig h&ouéigJntersuchung von M-Zellen in
LQT1c203s ist unwahrscheinlich, da diese bislang erst vamereiArbeitsgruppe an
isolierten Kardiomyozyten des Meerschweinchen hésicn wurden (Sicouri et al.
1996) und ihre Existenz insbesondere fir diesei8peaher fraglich ist. Wahrend die
vereinzelten Verlangerungen der APD90 durch Bu@wacin nativen Myozyten
maoglicherweise auf spezifische Zellpopulationen tekrufihren sind, sind die
signifikant haufigeren Verlangerungen der APD90cHuBupivacain in LQT4a2938
somit am ehesten Folge der pharmakologisch indiezigrDefizienz.

Wie bereits dargestellt, war im Gegensatz zu L@E3in nativen Zellen,
LQT1c2938 Und LQTZ403:der Effekt von Bupivacain auf die APD90 heterogemgdass
sich in diesen Modellen — mit unterschiedlichem a8 — sowohl Verlangerungen als
auch Verkirzungen der APD90 fanden. Der Nettoeffekt Bupivacain auf das AP

hangt dabei von der Blockade jeder einzelnen Stoongonente, also insbesondere von
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Ina lcar und k;, und dem relativen Beitrag dieser Strome zum APliagbesondere
letzterer kann jedoch von Zelle zu Zelle variiersowie vom individuellen
Expressionsmuster der lonenkandle und dem zelulavietabolismus moduliert
werden. Dies konnte eine mdgliche Erklarung fur Heobachtete Variabilitdt der
Aktionspotentialveranderungen in den einzelnen Medesein. Inwieweit das Ausmal}
der k.-Blockade durch Bupivacain dartber bestimmt, ole &alle bei bestehendey.d
und k,-Blockade eine Verlangerung oder Verkirzung der 8PLReigt, wurde mit
Hilfe der computergestitzten Simulationen untersuahd wird im Folgenden
diskutiert.

5.3 Computergestitzte Simulationen von ventrikularetroAgpotentialen

Die Modulation der APD90 durch Bupivacain resuttievie beschrieben, aus
einer Blockade depolarisierendefi(ind ka,) und repolarisierender) Strome. Um
die Hohe der jeweiligen lonenkanalblockade durchpifacain zu quantifizieren,
wurden im Rahmen dieser Untersuchung computergést8imulationen von APs mit
Hilfe des LRd durchgefuhrt.

Unter einer - und k, -Blockade von 55 bzw. 50 % stellte sich dabei imdLR
eine Verkurzung der APD90 von7 % ein, die sich mit der mittleren Verkuirzung der
APD90 derin vitro Versuche £ 9 %) deckt. Da dartber hinaus eing- Ibzw. ka -
Blockade dieser GrolRenordung durclrBol/L Bupivacain beschrieben ist (Mio et al.
2004, Nau et al. 2000, Szabo et al. 2008, Zapati@Set al. 2001), war diese
Kombination der lonenkanalblockade Ausgangslagediéirweiteren Simulationen mit
dem LRd.

3 umol/L Bupivacain fihrten in wenigen isolierten, imah Myozyten zu einer
Verlangerung der APD90. Dieser Effekt ist am ehestaf die k-Blockade durch die
Substanz zurtckzufiihren (siehe 5.1). Den Simulatianit Hilfe des LRd zufolge war
unter der beschriebenefd und Lk, -Blockade zuséatzlich eing.4Blockade von 60 %
notwendig, damit sich eine Verlangerung der APD&tstellte. Vergleicht man die
Verlangerung der APD90 nativer Zellen, die in desicR-Clamp Versuchen unter
3umol/L Bupivacain eine Verlangerung der APD90 zeigte 12 %), fallt die
Verlangerung im LRd mit 7 % allerdings verhaltnismafig gering aus. Denrlegen
die in der Literatur beschriebeneiCse-Werten fir eine d-Blockade von
18 £ 1,1umol/L (Gonzalez et al. 2002) und 22 aughol/L (Siebrands et al. 2005) nahe,
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dass eineg}-Blockade von 60 % in dem untersuchten Konzentnabereich durchaus
vorstellbar ist.

In den computergestiitzten Simulationen zu LQT1t&ileine ks-Blockade von
75 % zu einer Verlangerung der APD90 t185 %. Damit ist dieser Wert im Vergleich
zur mittleren Verlangerung der APD90 durch Chrom&83B von~ 21 % hoch. Der
simulierte Effekt von Bupivacain mit einer zusathin k- und k, -Blockade fuhrte
zu einer Verklirzung der APD90 venl12 %; dieser Wert deckt sich damit mit der
mittleren Verkirzung der APD90 vonll % isolierter Zellen, die in LQTEkoss Nach
zusatzlicher Applikation von 3Jumol/L Bupivacain eine Verkirzung der APD90
zeigten. In den computergestitzten Simulationeereansatzlicheng}-Blockade konnte
gezeigt werden, dass es in LQT1 bei bestehergeund L, -Blockade bereits ab einer
Ik-Blockade von 40 % zu einer Verlangerung der APB®&hmt. Gegenuber dem
nativen Simulationsmodell reduziert sich damit gien Erreichen einer Verlangerung
der APD90 notwendigeqt-Blockade von 60 auf 40 %. Mit einem Wert vor® % ist
die Verlangerung der APD90 in der computergestiit&ienulation vergleichbar mit der
mittleren Verlangerung der APD90 isolierter Zelldie in LQT L2938 Nach zusatzlicher
Applikation von 3umol/L Bupivacain eine Verlangerung der APD90 zeaigte9 %).

In den computergestitzten Simulationen zu LQT2t&ileine k.-Blockade von
75 % zu einer Verlangerung der APD90 venl9 %. Gegenuber der mittleren
Verlangerung der APD90 durch E4031 von 25 % fallt dieser Wert damit
vergleichsweise gering aus. Der simulierte Effekt Bupivacain mit einer zusétzlichen
Ina- Und k4 -Blockade fuihrte zu einer Verkirzung der APD90 wdh % und ist damit
niedriger als die mittlere Verkirzung der APD90 ved3 % isolierter Zellen, die in
LQT?2e4031 nach zusatzlicher Applikation vonuBnol/L Bupivacain eine Verkirzung der
APD90 zeigten. Die Simulationen einer zusatzlichgrBlockade durch Bupivacain
ergaben, dass gegentber LQT2 selbst bei einer lett@pl k.-Blockade keine
Verlangerung der APD90 induzierbar war. Analog dazam mit~ 6 % auch das Risiko
fur eine Verlangerung der APD90 in LQd:331 gering.

Obwohl sich nicht alle Ergebnisse der computerdgetgti Simulationen mit den
Resultaten aus den Patch-Clamp Versuchen deckigenzeie Simulationen mit Hilfe
des LRd doch mdgliche lonenkanalinteraktionen duBtlpivacain auf, welche als
Ursache fur den unterschiedlichen Effekt, den dibsEanz in nativen, LQT1- und
LQT2-ahnlichen Myozyten hatte, in Betracht kommBie Simulationen legen nahe,

dass Bupivacain in einer Konzentration vomrBol/L zu etwa 50 % Na und C3&'-
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Kanale inhibiert. Diese kombinierte Ionenkanalblad& fiuhrte in den
computergestitzten Simulationen zu einer relevaigonspotentialverkiirzung, die
weitestgehend mit den Resultaten aus den Versuch@nisolierten Myozyten
Ubereinstimmt. Dariiber hinaus wird in den compudstigizten Simulationen deutlich,
dass das Ausmal} einer zusatzlichgsBlockade durch Bupivacain den Nettoeffekt der
Substanz auf die APD90 malgeblich beeinflusst. em Hintergrund, dass das
Ausmalf} dieser lonenkanalblockade von Zelle zu Zetkerschiedlich ausfallen kann,
liefert dies eine  mogliche Erklarung fur die  Vailaht  der
Aktionspotentialveranderungen in den einzelnendetiellen.

Die unterschiedliche Bedeutung eingrBlockade in den einzelnen Zellmodellen
wird deutlich, wenn man den Effekt der zunehmenderBlockade in den
Simulationsmodellen miteinander vergleicht. Wahresdn LQT1 bereits ab einggH
Blockade von 40 % zu einer Verlangerung der APDath kso war in nativen Zellen
eine Blockade von 60 % notwendig, um eine Verlamggrder APD90 zu induzieren.
In LQT2 fuhrte hingegen auch eine kompletteBlockade nicht zu einer Verlangerung
der APD90. Analog dazu waren in isolierten MyozyMerlangerungen der APD90
durch Bupivacain in LQTdye3s am haufigsten und signifikant haufiger als in vt
Myozyten. In LQTZ24031kam es in lediglich 1/18 Versuchen zu einer Ver&ingg der
APD90 durch Bupivacain. Dieser Vergleich der Ergeba aus den computergestitzten
Simulationen mit den Resultaten aus den Patch-CMenpuchen unterstreicht, dass der
aktionspotentialverlangernde Effekt von BupivacamRahmen einerg}-Blockade zu
bewerten ist und in einenstdefizienten System schon eine geringegeBlockade

funktionell relevant ist.

5.4 Klinische Implikationen

In dieser Arbeit fuhrten 3umol/L Bupivacain in einem zellularen Modell des
Meerschweinchens in LQT1-&hnlichen Zellen signifikd&ufiger zu Verlangerungen
der APD90 als in Kontrolimyozyten. In LQT2- und L®%Bhnlichen Myozyten
hingegen war das Risiko fur Verlangerungen der A®PDight erhoht. Dieser Effekt ist
am ehesten auf eing4Blockade durch Bupivacain zuriickzufiihren. Es tsgath damit
die Frage, inwieweit dieses Ergebnis auch auf dasschliche Herz tbertragbar ist und

welche klinischen Konsequenzen sich daraus ergeben.
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5.4.1 Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen

Eine erhOhte Varianz der APD90 mit signifikant hgaefen Verlangerungen der
APD90 in LQTL293s gegenuber nativen Myozyten fand sich nach Apghkaton
Bupivacain in einer Konzentration von @nol/L. Um die Ergebnisse auch fir das
menschliche Myokard zu diskutieren, stellt sich [diage, inwieweit eine entsprechend
hohe Plasmakonzentration beim Menschen Uberhaapstiech ist und ob diese die
Schwelle zur Kardiotoxizitat bereits Uberschreitdh diesem Zusammenhang
berichteten bereits Colley und Heavner von Plasmadatrationen von bis zu
1,23pg/mL (4,3 umol/L), die an 5 Patienten nach Kopfhautinfiltrationit 2 mg/kg
0,25 %-igen Bupivacain vor Kraniotomie gemessen denr (Colley und Heavner
1981). Noch héhere Plasmakonzentrationen sind ilmfea massiver Uberdosierung
von Bupivacain (Davis und de Jong 1982) oder inshé@sre nach versehentlicher
intravasaler Injektion des Lokalanasthetikums zauagien. So verdffentlichten Favier et
al. einen Fallbereicht, nach dem 30 Minuten nadfsefeentlicher i. v.-Injektion von
Bupivacain eine Plasmakonzentration von dgdmL (5,6 umol/L) gemessen werden
konnte (Favier et al. 2003).

FUr eine genaue Betrachtung, inwieweit die in diedebeit verwendete
Konzentration im Rahmen einer klinischen ApplikatiZorkommen kann, muss
weiterhin zwischen der totalen und freien Plasmakatration unterschieden werden.
Letztere, also die Protein-ungebundene Plasmaktmatiem von Bupivacain, ist
namlich nicht nur diejenige, die am ehesten mit wlswendeten Konzentration der
in vitro Versuche verglichen werden kann, sie vermittettider hinaus als sog. aktive
Plasmakonzentration den pharmakologischen und dosrs Effekt der Substanz
(Tucker 1986). In diesem Zusammenhang untersudidsselstrom et al. Patienten, die
vor und nach Cholezystektomie Bupivacain i. v. €tkn. Bei einer mittleren totalen
Plasmakonzentration von maximal4 pg/ml (13,9umol/L) lag der Mittelwert der
freien Plasmakonzentration von Bupivacain hierbe?i bmaximal ~0,2ug/mi
(0,7 umol/L) (Hasselstrom et al. 1985). Insofern liegtlaulieser Wert in dem in dieser
Arbeit verwendeten Konzentrationsbereich.

Hinsichtlich der Toleranz einer erhdhten Plasmakatration von Bupivacain
existieren interindividuelle Schwankungen. Als Grerzur Toxizitat fur das zentralen
Nervensystem (ZNS) wird dabei eine totale Plasmaé&otration von 2-4ig/mL (6,9-

13,9 umol/L) angenommen (Tucker 1986). Andere Autorenegelkavon aus, dass
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bereits eine totale Plasmakonzentration vonuynL (5,55umol/L) zu einer milden,
neurologischen Symptomatik fihren konne (Reynol@87). Das kardiovaskulare
System (CVS) weist tierexperimenteller Studien lgdoeine im Vergleich zum ZNS
hohere Resistenz gegenuber Lokalandsthetika aubeiDaird das Verhaltnis der
toxischen Dosis fur das CVS zur toxischen Dosis dds ZNS mit 4:5 angegeben
(Reynolds 1987). So konnte beispielsweise an Sohdknen Bupivacain intrakoronar
infundiert wurde, gezeigt werden, dass bereits éatale Plasmakonzentration von
8 umol/L ventrikulare Tachykardien hervorruft (Changa¢ 2001). Die Schwelle zur
Kardiotoxizitat von Bupivacain wird dartber hinaggrch weitere Faktoren moduliert
und u. a. durch Hypoxie und Azidose (Rosen et 283) sowie Hyperkaliamie (Avery
et al. 1984) herabgesetzt werden. Insofern ist mwawszugehen, dass die im Rahmen
der vorliegenden Untersuchung hervorgerufenen Yigdéungen der APD90 in einem
Konzentrationsbereich liegen, der nicht nur infolgeer Bupivacainintoxikation beim
Menschen realistisch erscheint sondern auch beogitsch sein kann.

Das in dieser Arbeit verwendete zellulare Model dMeerschweinchens ist als
Methode zur Vorhersage von substanzinduzierten @favigerungen beim Menschen
etabliert; es liefert Daten, die sich mit denen #lemetrischen Untersuchungen an
Tieren und Menschen decken (Davie et al. 2004) hAsicfur viele Substanzen, die das
QT-Intervall verlangern koénnen, ein ahnlicher Effekauf Myozyten des
Meerschweinchens bzw. des Menschen beschriebeng([eaal. 2004). Daneben sind
ventrikularen Myozyten beider Spezies im Hinblickf ahre elektrophysiologischen
Eigenschaften sehr ahnlich; insbesondere die rafgovierteilung deryy-, Iks- und k-
generierenden lonenkanéle ist vergleichbar (Brgaal. 1997, Davie et al. 2004, Doerr
et al. 1990, Main et al. 1998, Varro et al. 193 her sind die Bupivacain-induzierten
Verlangerungen der APD90 dieser Arbeit als ein gyestier Surrogatorparameter fur
Verlangerungen des QT-Intervalls durch die Substarth beim Menschen anzusehen.
Da Verlangerungen des QT-Intervalls als potentalihythmogen zu werten sind
(Antzelevitch und Sicouri 1994), stellen die Vedanungen der APD90 dartber hinaus
auch einen geeigneten Surrogatorparameter fir dieythmogenitat von Bupivacain
beim Menschen dar. Insofern kann die APD90 und \hedéngerung, wie bereits in
anderen Arbeiten beschrieben (Redfern et al. 2@G08)in praklinisches Instrument zur
Abschatzung des Risikos einer Substanz - in diesaile von Bupivacain,
Tachyarrhythmien hervorzurufen, herangezogen werglemit ist zu vermuten, dass im

Rahmen einer Intoxikation mit Bupivacain Patientait einem angeborenen oder
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erworbenen LQT1-Syndrom gegentber Patienten ohg®dfizienz ein erhohtes
Risiko fur QT-Intervall Verlangerungen und daraussultierenden ventrikularen
Herzrhythmusstorungen haben. Um diese Vermutungrdermauern, sind allerdings
weitere Untersuchungen notwendig. Vorstellbar sind diesem Zusammenhang
tiertelemetrische Versuche, bei denen in eirianvivo LQT-Modell der Effekt von
Bupivacain auf das gesamte Herz charakterisierti@ekonnte.

Ein wichtiger Aspekt ist, dass der durgl und k. jeweils zur Repolarisation
der Zellmembran geleistete Beitrag speziesspetifigt. Wahrend namlich im
Ventrikelmyokard des Meerschweinchens der Beitragldyr Komponenten nahezu
identisch ist (Sanguinetti und Jurkiewicz 1990), rdvider Hauptanteil des
Auswartsstroms im Ventrikelmyokard des Hundes (¥agt al. 2000) und des
Kaninchens (Cheng et al. 1999) durgh Vermittelt und ks spielt hinsichtlich der
Repolarisation nur eine untergeordnete Rolle. \ésliéhe Daten Uber die relative
Bedeutung vongk und k. fir die Repolarisation menschlicher ventrikulazsllen
liegen hingegen nicht vor. So betrift zum Einen e diMehrzahl der
elektrophysiologischen Untersuchungen von humangmziyten das kranke Herz,
wodurch von einer veranderten Kanalexpression getmn ist, zum Anderen ist selbst
aus molekularbiologischen Expressionsstudien nicuf den funktionellen,
elektrophysiologischen Beitrag der einzelnen Kongmten zu schliel3en. Dennoch
zeigen die oben aufgefihrten Beispiele, dagsbéim Meerschweinchen einen mit
anderen Spezies vergleichsweise hohen Beitrag zepolRrisation leistet, der
madglicherweise beim Menschen so nicht zu erwarsér{Gheng und Kodama 2004).
Dies hatte zur Folge, dass bedingt durch die veterte Repolarisationsreserve durch
Iks beim Menschen Repolarisationsverzogerungen im Rahneiner hERG-
Kanalblockade durch Bupivacain haufiger und inkséer Form vorkamen als beim
Meerschweinchen. Insofern ist es mdglich, dass/ééngerungen der APD90, die in
dieser Arbeit nach Applikation von Bupivacain nupogdisch auftraten, beim
menschlichen Ventrikelmyokard von grol3erer Relevaimd. Dies wirde bedeuten,
dass im Rahmen einer Intoxikation mit Bupivacaichabeim herzgesunden, niclt-l
defizienten Patienten haufiger QT-Intervall Verléanghgen und mdglicherweise auch
ventrikulare Arrhythmien zu erwarten waren als es [Daten dieser Arbeit vermuten

lassen.
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5.4.2 Genetische Differenzierung von LQT-Subtypen inkdieik

Die vorangegangen Ausfuihrungen machen deutlichs &agienten mit einem
erworbenen bzw. angeborenen LQT1-Syndrom im GegermalLQT2- und LQT3-
Patienten maoglicherweise ein erhdhtes Risiko funtweulare Arrhythmien infolge
einer Intoxikation mit Bupivacain haben. Es stsilth demnach die Frage, ob sich
daraus die Notwendigkeit einer Differenzierung d&T-Subtypen bei Patienten mit
einem LQTS, insbesondere im Rahmen des perioperalanagements, ableiten lasst.
Wahrend die derzeitigen Empfehlungen dahin gehein,@TS-Patienten QT-Intervall-
verlangernde Medikamente generell zu vermeidernjiestgenetische Subtypenanalyse
noch nicht verbreitet verfligbar (Zipes et al. 20063besondere die Annahme, dass die
Existenz multipler einzelner Mutationen auf versc@nen Genen ein systematisches
Screening ganzer Genregionen erfordert, hat dieflURinong einer genetischen
Differenzierung als klinische Routinediagnostik M0QTS-Patienten bislang verhindert
(Napolitano et al. 2005). Dabei ermdglicht die deohe Analyse eine
Risikostratifizierung der betroffenen PatientenidRret al. 2003) und dient vor dem
Hintergrund, dass insbesondere LQT1-Patienten wwr enedikamentdsebhBlockade
profitieren (Tester und Ackerman 2011), der LQT4$pb spezifischen
Therapieentscheidung (Napolitano et al. 2005). Parihinaus koénnen auf der
Grundlage einer Subtypenanalyse betroffenen PatientSubtyp-spezifische
Empfehlungen hinsichtlich der Lebensfiihrung undv&dung von Situationen mit
einem erhohten Risiko fur kardiale Ereignisse gdrhaerden (Zipes et al. 2006). Auch
die Schlussfolgerung der vorliegenden Untersuchdags LQT1-Patienten im Rahmen
einer Intoxikation mit Bupivacain mdglicherweisen dibheres Risiko fur ventrikulare
Arrhythmien haben als LQT2- bzw. LQT3-Patienterricdp fur die Etablierung einer
Genotyp-spezifischen Differenzierung der Betroffenénfolge dieser kénnte dann
insbesondere fir Erstere eine Lokalanadsthesie rtérnativen Substanzen zu
Bupivacain in Erwagung gezogen werden. So ist et¥e® weniger lipophile
Mepivacain, dasg} mit einem 1Go von 156,2 + 11,lumol/L vergleichsweise schwach
inhibiert (Siebrands et al. 2005), fur seine geznegKardiotoxizitat bekannt (Tagariello
et al. 2001) und kommt daher vor allem bei kurzeper@tionszeiten bei LQT1-
Patienten als Alternative zu Bupivacain in BetracbBias bislang als sicherstes,
langwirksames Aminoamid-Lokalandsthetikum angesehemeine S-Enantiomer
Ropivacain (Graf 2001, Wang et al. 2001) inhibiégt mit einem IGy von
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23,9 £ 1,6umol/L vergleichsweise stark; &hnliches gilt fir bbupivacain
(ICs0=12,7 £ 1,4 umol/L) (Siebrands et al. 2005), so dass diese &uobsh
maoglicherweise bei LQT1-Patienten keine Alternatize Bupivacain darstellen.
Inwieweit sie allerdings in einem zellularen LQTIotkell vermehrt zu Verlangerungen
der APD90 flhren, ist bisher noch nicht geklart wishnte Gegenstand zukunftiger
Untersuchungen sein.

Eine weitere Moglichkeit zur Risikoreduktion von rédelen Ereignissen
insbesondere bei LQT1-Patienten besteht darindibsen grol3ziigiger auf Adjuvantien
zurtckzugreifen und dadurch die Dosis des poténtiék-inhibierenden
Lokalanasthetikums zu verringern. In diesem Zusaniraeg kann auf eine wachsende
Zahl von Medikamenten zurlckgegriffen werden, dehnnur den analgetischen Effekt
erhbhen sondern auch eine verbesserte Sicherheitddia Patienten bewirken
(Buckenmaier und Bleckner 2005).

Vor dem Hintergrund, dass derzeit hunderte Mutatiom 12 verschiedenen
LQTS-assoziierten Genen identifiziert sind (Testerd Ackerman 2011), ist die
Effizienz einer genetischen Differenzierung entsided. Vorstellbar sind hierbei
mehrstufige Analysestrategien, die zunachst hardiyutationen einschliel3en und erst
bei negativem Testergebnis seltenere Mutationen Lip@-Subtypen bertcksichtigen
(Napolitano et al. 2005). Dariber hinaus kdnnenrdaongen zwischen Pheno- und
Genotyp eine phenotyp-gerichtete, genetische [Riffelerung unterstitzen.
Beispielsweise lassen in diesem Zusammenhang betmsstssoziierte kardiale
Ereignisse eher ein LQT1-Syndrom vermuten, wéahrkadliale Ereignisse infolge
eines auditorischen Triggers bzw. wahrend des &shlauf ein LQT2- bzw. LQT3-
Syndrom hindeuten (Tester und Ackerman 2011). Wmeite sind klinische
Testverfahren, etwa in Gestalt einer Erfassung riaggs- und Ubungsbedingter
Veradnderungen der QT/RR-Relation, hilfreich, um d€1-Subtyp einzugrenzen und
ggf. genetische Tests darauf abzustimmen (Wongl.e204.0). Fir eine genetische
Mutationsanalyse kommen Patienten in Frage, beemlezum Einen der Klinische
Verdacht besteht, was insbesondere auch eigl@érvall von> 500 ms einschliel3t,
oder bei denen es zu medikamenten-induzierten §dkRsmmen ist. Da lediglich 12 %
der Patienten eine Neumutation aufweisen, kommeibda hinaus auch Angehorige
von LQTS-Patienten in Betracht (Napolitano et &0%, Tester und Ackerman 2011).
Problematisch ist allerdings, dass viele TragerlU@QTS-Mutationen ein unauffalliges

QTc-Intervall zeigen und somit der klinischen Diagnasggehen (Napolitano et al.
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2005). Diese Patienten wirden von einem weiterhegiden Screening profitieren.
Allerdings kann nicht in allen Féllen bei klinische/erdacht eine genetische Analyse
die Diagnose sichern, da 20-25 % aller LQTS-Patemoch immer keinem Genotyp
zugeordnet werden kénnen (Tester und Ackerman 2@iks macht deutlich, dass

auch in Zukunft die Entdeckung neuer Mutationen L@d -Subtypen erforderlich ist.

5.5 Fragestellung

Auf die eingangs aus der Arbeitshypothese abg&eitEragen (siehe 1) wird im
Folgenden eingegangen.

1. Bupivacain filhrte zu einer konzentrationsabhangigerkirzung der APD90
nativer ventrikularer Kardiomyozyten des Meerscimgbens. In einzelnen
Versuchen fuhrte die Applikation von Bupivacaindamer Konzentration von
3 und 10umol/L allerdings zu teilweise deutlichen Verlangsgan der APD9O0.

2. In einem LQT1-ahnlichen Modell fuhrte die Applikati von Bupivacain in
einer Konzentration von @mol/L zu einer im Vergleich mit nativen Myozyten
erhohten Varianz mit signifikant haufigeren Verlangngen der APD90. In
einem LQT2- bzw. LQT3-ahnlichen Modell waren Vedanungen der APD90
nicht haufiger als in nativen Myozyten.

3. Die computergestitzten Simulationen mit dem LRdefegiahe, dass die
Verlangerungen der APD90 durch Bupivacain auf éigdlockade zurick zu
fuhren sind. Im Hinblick auf die Aktionspotentialige gewinnt dabei eing.4
Blockade unterys-defizienten Bedingungen (LQT1) an Relevanz.

4. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass LBatlenten im Gegensatz zu
LQT2- bzw. LQT3-Patienten moglicherweise ein erle8htRisiko fir
ventrikulare Arrhythmien in Folge einer Intoxikatiomit Bupivacain haben.
Dies macht deutlich, dass eine genetische Diffeeenag der LQT-Subtypen im
Rahmen des perioperativen Managements in Zukumitell werden kénnte.
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6 Zusammenfassung

Das Long QT Syndrom (LQTS) ist eine kardiale Erkwary, die durch
ventrikulare Tachyarrhythmien und den plotzlicheertiod charakterisiert ist. Neben
dem angeborenen LQTS, deren haufigsten Formen ulbdy®n LQT1, LQT2 und
LQT3 darstellen, kbénnen viele Substanzen zu eingvorbenen LQTS fuhren. Insofern
ist das perioperative Management von LQTS-Patienv@m wachsendem Interesse.
Auch das Lokalanasthetikum Bupivacain ist fur selfediotoxizitdt bekannt. Dies
wird derzeit insbesondere auf seine Interaktion rRirdialen N&Kanalen
zurtckgefuhrt. Daneben inhibiert Bupivacain auch figgenerierenden hERG (human
Ether-a-go-go Related Gene)-Kanal, so dass aude dideraktion als Ursache fir die
Kardiotoxizitat der Substanz in Frage kommt.

In dieser Arbeit wurde der Effekt von Bupivacain f adas ventrikulare
Aktionspotential (AP) nativer Myozyten sowie nadhmapmakologischer Induktion von
LQT1, LQT2 und LQT3 mit Hilfe der Patch-Clamp Tedbhnn einem in vitro
Zellmodell des Meerschweinchens charakterisiertschiie3end wurde die Relevanz
potentieller lonenkanalinteraktionen von Bupivacaidurch computergestttzte
Simulationen mit dem Luo-Rudy dynamic model (LRdplysiert. Bupivacain fihrte
dabei in nativen Myozyten zu einer konzentratiohgalgigen Verkirzung des APs. In
einzelnen Zellen konnten bei einer Konzentration 8aund 1Qumol/L allerdings z. T.
betrachtliche Aktionspotentialverlangerungen bebbetcwerden. Bei einer erhdhten
Varianz der individuellen Verdnderung der Aktionsgaialdauer durch Bupivacain
waren Aktionspotentialverlangerungen hierbei in UQahnlichen Myozyten signifikant
haufiger als in nativen Myozyten. In LQT2- und LQ@Bnlichen Zellen hingegen war
die Inzidenz von Aktionspotentialverlangerungen egeer nativen Myozyten nicht
erhoht. In den computergestltzten Simulationen riketéirer APs konnte gezeigt
werden, dass ingl-defizienten Zellen (LQT1) im Gegensatz zu nativemd k-
defizienten Zellen (LQT2) schon eine geringe hER&#& Blockade zu
Aktionspotentialverlangerungen fuhrt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass HiRrR(iKanal Blockade von
Bupivacain, welche unter normalen Umstanden nurigvemfluss auf das ventrikulare
AP hat, in LQT1-ahnlichen Zellen, in deneRs,| die zweite Komponente des

verzogerten K-Stroms, reduziert ist, in Form von Aktionspotelvéglangerungen an
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Relevanz gewinnt. Da Aktionspotentialverlangerungane wichtige Rolle in der
Pathogenese ventrikularer Tachyarrhythmien spielest, als Ursache fur die
Kardiotoxizitdt von Bupivacain demnach seine Inkéom mit dem hERG-Kanal und
moglicherweise weniger mit kardialen Nganalen anzusehen. Daneben unterstreicht
der unterschiedliche Effekt von Bupivacain in demzelnen LQT-Modellen die
Forderung nach einer Differenzierung der Genotypamn LQTS-Patienten im Rahmen

des perioperativen Managements.
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