Aus dem Zentrum fir Operative Medizin |
Forschungsgruppe Experimentelle Chirurgie
Universitatsklinikum Dusseldorf
Direktor: Prof. Dr. E. Gams
Betreuer: Prof. Dr. J.D. Schipke

Effekte eines Sinusknoteninhibitors (DK-AH 269) und eines
Kalziumantagonisten (Verapamil) auf Funktion und InfarktgroRe

von Kaninchenherzen

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

Der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

vorgelegt von

Nelson da Silva Santos Amaral

2010



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat, Disseldorf
gez.: Univ. - Prof. Dr. med. J. Windolf
Dekan

Referent: Prof. Dr. J.D. Schipke

Korreferent: Univ. - Prof. Dr. K. Schror



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1. BinlituNng..... ..o 1
1.1 Geschichte der bradykarden Substanzen.........................co 1
2. Materialund Methoden........... ... 5
2.1 Wirkmechanismus von Cilobradin (DK—AH 269)...............ccooiiiiiiiiiinnn. 5
2.1.1 Schrittmachereigenschaften..................... 5
2.1.2 Pharmakodynamik ........ ... 9
2.2 Versuchsdurchflihrung an in situ Herzen narkotisierter Kaninchen.............. 11
2.3 VersuchsprotOKOlle. ..o e 12
2.4 DatenerfassSUNg.......c.oiiiiii i 14
2.5 Bestimmung der InfarktgroRe. ..o 15
2.6  BlUutgasanalySe. ... ..o 15
2.7 SHAtiStK. ..o 16
2.8 Pharmakologische Substanzen....................ocoi i, 16
2.8.1 Verapamil..... ..o 16
2.8.2 DK-AH 269 ..o 17
3. Ergebnisse. ... ..o 18
3.1 HerZfreQUENZ. ... 18
3.2 AOMENfIUSS. ... 19
3.3 SchlagVvolumen. ... ... 20
3.4 AOMENAIUCK. ... 21



Inhaltsverzeichnis

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10

41

4.2

4.3

4.3.1

43.2

433

4.4

441

442

443

4.4.3.1

4432

Linksventrikularer Spitzendruck................oooiiiii 22
Maximale linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit ........................ 23
Totaler peripherer Widerstand...............oooii 24
Maximale linksventrikuldre Druckabfallsgeschwindigkeit .......................... 25
Linksventrikularer enddiastolischer Druck. ..., 26
INFArKIGrOMBE. . ... e 27
DiSKUSSION. .. .. 29
Herzfrequenz und Lebenserwartung..............cooiiiiiiiiiiiiiiiici e, 29
TachyKardien. ... ..o 31
Antitachykarde Substanzen.................. 32
B-Adrenorezeptoren-Blocker.............cooiiiiii i 32
Ca? - ANtAGONISIEN. ... ..ot 32
Spezifisch bradykarde Substanzen......................coc 33
Eigene Ergebnisse. ... 34
HerzZfreQUENZ. ... 34
Kraft-Frequenz-Beziehung.............ccooiiiiiiiii i, 36
Systolische Funktion.................o i, 38
Aortenfluss und Schlagvolumen...............ooii 39

Linksventrikularer Spitzendruck (LVPmax) und max. linksventrikulare

Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax). ... ...ovvviviniiiii, 40



Inhaltsverzeichnis

4.5

4.6

4.7

4.8

Diastolische FUNKLON. ... ... e 42
Periphere Vasomotion. ... ..., 43
INFArKIGrOMBe. . .. e 44
Zusammenfassung & Schlussfolgerung ... 46
Literatur. ... 48
Lebenslauf ... 61



Einleitung

1. Einleitung

11 Geschichte der bradykarden Substanzen

In Rotterdam fand 1987 ein internationales Symposium zum Thema ,HEART
RATE REDUCTION. A REINVENTED APPROACH TO CARDIAC PHYSIOLOGY
AND THERAPY” statt. Hier wurden die bis dahin erzielten experimentellen und klini-
schen Ergebnisse mit sogenannten spezifischen bradykarden Substanzen vorgestellt
und diskutiert. Die, zu diesem Zeitpunkt, erhofften Anwendungsgebiete in ver-
schiedenen Bereichen der Kardiologie und Kardiochirurgie haben sich im Verlauf der
weiteren Jahre nicht bestatigt.

So wurde in einer 1995 veréffentlichten randomisierten Studie kein therapeu-
tischer Vorteil bei zusatzlicher Gabe von Zatebradin zu Nifedipin bei Patienten mit
instabiler Angina pectoris nachgewiesen (1). Trotz der bisher insgesamt wenig erfolg-
versprechenden, klinischen Ergebnisse nach Anwendung bradykarder Substanzen
(insbesondere Alinidin, Falipamil und Zatebradin) wird im experimentellen Bereich
weiterhin intensiv an und mit ihnen gearbeitet, da das Prinzip der Bradykardie, mit
dem verminderten myokardialen Sauerstoffverbrauch und der verbesserten
Koronarperfusion, bei fehlender negativer Inotropie, theoretisch Giberzeugend ist und
weiterer Untersuchungen an neueren Substanzen bedarf.

Das Interesse an selektiven, Herzfrequenz-senkenden Medikamenten lasst sich
bis in das Jahr 1949 zurlckverfolgen. Damals wurde erstmals Uber Veratramin
berichtet, eine Substanz, die ab 1999 nicht mehr in der Literatur erscheint (2). Erst

sehr viel spater, 1987, wurde Tedisamil (KC-8857) urspringlich als frequenz-
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reduzierende Substanz vorgestellt (3). Diese Substanz befindet sich inzwischen zur
Therapie von Vorhofflimmern in der klinischen Phase I/l (4, 5).

Die Entwicklung der spezifischen, bradykarden Substanzen begann 1973 im
Ernst-Boehringer-Institut in Wien und in der Forschungsabteilung von Dr. Karl
Thomae in Biberach, die beide zunéchst an bekannten antiarrythmischen Sub-
stanzen forschten. Studien an isolierten Vorhéfen zeigten dann, dass diese Anti-
arrythmika, in unterschiedlichem Ausmal}, die Kontraktilitdt, die Herzfrequenz und
auch die Refraktarperiode verringerten. Deshalb wurde die Entwicklung von
Substanzen angestrebt, die Uber eine direkte Wirkung an Sinusknotenzellen lediglich
die Herzfrequenz vermindern sollten. Zu diesem Zeitpunkt synthetisierte die
Forschungsabteilung von Dr. Thomae verapamildhnliche Praparate, wovon das
Derivat Falipamil (AQ-A 39) eine betrachtliche Senkung der Herzfrequenz an Hunden
hervorrief (6).

Im weiteren Verlauf erfolgten Untersuchungen an a-Adrenorezeptor-stimulie-
renden Substanzen (Clonidinderivate). Der Wirkmechanismus eines dieser Derivate,
STH 2148, wich vom erwarteten Wirkmechanismus ab, denn es verminderte die
Herzfrequenz an narkotisierten Ratten Uber eine direkte Wirkung am Herzen und
nicht, wie es bei Clonidin bekannt war, Gber das zentrale Nervensystem. Weitere
Untersuchungen lieRen die Schlussfolgerung zu, dass STH 2148, wie auch Falipamil,
die Herzfrequenz verringerte, ohne andere h&modynamische Parameter zu
beeinflussen.

Daraufhin wurden solche Substanzen als eine neue Substanzklasse definiert:
Spezifisch Bradykarde Substanzen (SBS). Die Wiener Pharmakologen untersuchten
nun in Zusammenarbeit mit Chemikern aus Ingelheim die Zusammenhénge

zwischen den verschiedenen Substanzen. Bald wurde die Bedeutung der N — Seiten-
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ketten fur die Suppression der zentralnervésen Nebeneffekte und die Verstarkung
der bradykarden Wirkung des Clonidins bekannt (7).

Die bradykarden Substanzen leiten sich von zwei strukturell unterschiedlichen
chemischen Gruppen ab: Den N-substituierten Imidazolinderivaten (Alinidin-Typ) und
den Benzolactamderivaten (Falipamil-Typ) (8). Die erste klinische Anwendung
erfolgte mit Alinidin (ST 567) und wurde 1979 publiziert (9). Vorangegangen waren
toxikologische und Phase | Studien, die insbesondere den analgetischen Effekt, als
ein weiteres Charakteristikum der Clonidinderivate, zum Gegenstand hatten. Dieser
analgetische Effekt erwies sich im weiteren Verlauf als bedeutungslos, wahrend die
Senkung der Herzfrequenz bei fast allen Patienten nachweisbar war. Weitere
klinische Studien, bei Patienten mit Angina pectoris, folgten und konnten den
potentiellen klinischen Wert dieser Substanzgruppe belegen (10).

Trotzdem wurde die weitere Anwendung des Alinidins durch zwei Probleme
erschwert: Einerseits durch die Entdeckung des, zwar geringen, aber biologisch
aktiven, Metaboliten Clonidin, andererseits durch die Beobachtung von Sehst6-
rungen (Nachtblindheit) bei gesunden Probanden und bei Patienten mit koronarer
Herzerkrankung. Auch wenn diese Sehstérungen keine bedrohlichen Ausmalle
annahmen, so waren sie doch Grund genug, die breitere Anwendung des Praparates
einzuschranken.

In Biberach und Wien wurden eine ganze Reihe von Falipamilabkbmmlingen
synthetisiert und pharmakologisch charakterisiert. Ahnlich der Wirkung von Klasse —
[Il - Antiarrhythmika (Einteilung nach Vaughan — Williams), liel® sich zuséatzlich eine
Verlangerung des Aktionspotentials nachweisen, die mit einer Herzfrequenz-
Reduktion einherging. Spéater gelang die Synthese von Zatebradin (UL-FS 49), das

bei ausgeprégter bradykarder Wirkung keine solche Verdnderung des Aktions-
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potentials bewirkte (11). Man nahm an, dass die Wirkung am Sinusknoten auf Ver-
anderungen der lonenkanéle beruht. Bei intrazelluldren Untersuchungen konnte
nachgewiesen werden, dass der Wirkmechanismus offenbar nicht mit den bislang
bekannten zelluldren Veranderungen der B-Adrenorezeptoren-Blocker, der Klasse |
Antiarrhythmika oder der Calciumantagonisten identisch ist. Vielmehr wurde eine
Wirkung an den bislang kaum erforschten I;-Kanalen angenommen.

Auf der Suche nach potenteren bradykarden Substanzen wurde 1992 durch
die Dr. Karl Thomae GmbH Cilobradin (DK-AH 269) entwickelt und in ersten
Versuchen getestet (12, 13).

Es ist zu erwdhnen, dass im September 2005 Ivabradin (Servier, FR) von der
EMEA (Europaische Arzneimittelagentur) fur die Therapie der stabilen Angina
pectoris bei Patienten mit normalem Sinusrhythmus, die eine Unvertraglichkeit
gegenuber R-Blockern zeigen oder bei denen [-Blocker kontraindiziert sind,
zugelassen wurde.

Vorangegangene Studien an isolierten, blutperfundierten Kaninchenherzen
zeigten, unter normoxischen Bedingungen, eine dosisabhangige Reduktion der
Herzfrequenz durch Cilobradin. Unter Aufrechterhaltung des koronaren Blutflusses
pro Herzschlag, konnte der myokardiale Sauerstoffverbrauch gesenkt werden. Die
systolische Funktion blieb dabei primar unverandert (46, 47).

In der vorliegenden Studie an insgesamt 25 in situ Kaninchenherzen wurden
die Auswirkungen von Cilobradin auf die Infarktgrole und die postischamische
Funktion, nach myokardialer Ischamie mit anschlieRender Reperfusion, im Vergleich

zu Verapamil und Placebo untersucht.
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2. Material und Methoden

Es wurden drei Versuchsreihen an Herzen von insgesamt 25 adulten, mann-
lichen New Zealand White Kaninchen durchgefihrt. Das Alter der Tiere lag zwischen
6 und 8 Monaten, und das Kdérpergewicht lag zwischen 2700 g und 3700 g. Alle Tiere
stammten aus einer pathogenfreien Versuchstierzucht und wurden Uber die Tier-
versuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf bezogen. Die Versuche
wurden gemal § 8a des Deutschen Tierschutzgesetzes vom 25. Mai 1998 der

Regierung von Nordrhein-Westfalen durchgeftuhrt.

21  Wirkmechanismus von Cilobradin (DK-AH 269)

2.1.1 Schrittmachereigenschaften

Das menschliche Herz schldgt taglich mehrere zehntausend Mal. Die
Leistung, die lebenslang erbracht wird, ist beachtlich. Am hochspezialisierten Herzen
unterscheidet man zwischen Zellen des Arbeitsmyokards und des Erregungs-
bildungs- und des Erregungsleitungssystems. Das letztere induziert und steuert die
rhythmischen Kontraktionen des Arbeitsmyokards: Autorhythmie. In der Hierarchie
des Erregungsbildungssystems wird der Sinusknoten als ,primérer Schrittmacher”
bezeichnet, da er unter physiologischen Bedingungen die Herzfrequenz bestimmt.

Die Schrittmacherzellen des Sinusknotens besitzen die Fahigkeit zur spon-
tanen Bildung von Aktionspotentialen. Im Anschluss an die Repolarisationsphase
kommt es zu einer langsamen, kontinuierlich zunehmenden, diastolischen Depolari-
sation (Phase 4), die das Schwellenpotential erreicht und damit eine neue Erregung

auslést (siehe Abb. 1).
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Abb. 1: Unterschiede im Aktionspotential des Arbeitsmyokards und Sinusknotens

Dies ist ein sich selbst unterhaltender und wiederholender Prozess. Die Zellen
des Arbeitsmyokards hingegen weisen nach Ablauf des Aktionspotentials ein
,Stabiles“ Ruhemembranpotential auf, bis sie erneut stimuliert werden (Abb. 1). Dem
Arbeitsmyokard der Vorhéfe und der Ventrikel fehlt also die Eigenschaft, sich
spontan oder automatisch zu kontrahieren. Es bendtigt somit einen externen
Stimulus, der vorzugsweise vom Sinusknoten kommt. Dieser Mechanismus ist
entscheidend fir die Schrittmacherfunktion des Sinusknotens.

Verantwortlich fur diesen Mechanismus ist hauptséchlich der l—Kanal.
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Abb. 2: Aktionspotentiale von myokardialen Schrittmacherzellen des Sinusknotens:

|-Schrittmacherstrom verursacht die langsame diastolische Depolarisation

(modifiziert nach [99])

Dieser Kanal kommt in verschiedenen kardialen und neuronalen Zellen (hier I,
genannt) vor (14, 15). Es ist ein unspezifischer Kationenkanal (Na* und K", der
durch Hyperpolarisation aktiviert wird und einen einwartsgerichteten ,Schrittmacher-
strom*“ erzeugt (Abb. 2) (16). Dieser Strom wurde als ,funny” bezeichnet (daher Iy,
weil normalerweise spannungsgesteuerte Kanéle fur ein lon spezifisch sind (17).
Weitere atypische Eigenschaften des I——Kanals sind der o0.g. durch Hyperpolarisation
aktivierbare, einwartsgerichtete lonenstrom, die schwache Selektivitat fur Natrium
und Kalium und das Vorhandensein eines intrazelluldren ,second messengers*
(cAMP), welcher direkt an Kanalproteine bindet. Der /~Kanal wird als sogenannter
Lhyperpolarization—activated, cyclic—nucleotide-gated” (HCN)-Kanal bezeichnet und
gehért zur Familie der spannungsgesteuerten Kaliumkanéle (K,) (18). Er besteht aus
vier Untereinheiten, welche um eine zentral liegende Pore angeordnet sind (Abb. 3).
Die intrazellulér liegende C-terminale Region jeder Untereinheit besitzt eine ,cyclic—

nucleotide—binding domain“ (CNBD), an die das cAMP bindet und somit den

»Schrittmacherstrom® reguliert und moduliert (19).
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Abb. 3: Topologie und Struktur des HCN - Kanals. Dargestellt sind die 6 transmembranen
Segmente (S1-S6), die zentral liegende Pore (P), die zytoplasmatischen NH, und
COOH Fragmente; letzteres beinhaltet die cyclic-nucleotide-binding domain
(CNBD) (modifiziert nach [100])

Grollere Zu- oder Abnahmen der Herzfrequenz gehen normalerweise mit
einer Gesamtveranderung des Aktionspotentials einher. Moderate Herzfrequenzver-
anderungen hingegen gehen auf eine Beeinflussung des Anstiegs der diastolischen
Depolarisation zuriick und implizieren nicht unbedingt eine Anderung der Aktions-
potentialdauer. Eine Zunahme der intrazelluldren Konzentration von cAMP verschiebt
die spannungsgesteuerte Aktivierung des I—Kanals zu positiveren Werten,
beeinflusst somit den Anstieg der diastolischen Depolarisation und schlief3lich auch
die Herzfrequenz (14).

So vermittelt auch das vegetative Nervensystem die Herzfrequenzregulierung
Uber den l+—Kanal. Die pharmakologische Aktivierung des parasympathischen Anteils
des vegetativen Nervensystems durch Acetylcholin oder Prostigmin flhrt zu einer

Verschiebung der spannungsgesteuerten Aktivierung des l—Kanals zu negativeren
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Werten und somit zu einem langsameren Anstieg der diastolischen Depolarisation.
Die Aktivierung des sympathischen Anteils des vegetativen Nervensystems durch
Pharmaka wie Adrenalin oder Isoprenalin fihrt zu gegensinnigen Effekten (14, 16).

Die Familie der HCN-Kanéle besteht aus 4 Isoformen, HCN 1 - HCN 4, deren
Aminosaurensequenz zu 90 % Ubereinstimmt. Sie unterscheiden sich durch ihre
Spannungsabhéngigkeit, cCAMP-abhangige Modulierung und Aktivierungskinetik (19).
HCN 1, HCN 2 und HCN 4 werden in Kardiomyozyten exprimiert, wobei in Schritt-
macherzellen des Sinusknotens HCN 4 die dominierende Isoform ist (20).

Die Hypothese der ,allosterischen Regulierung” besagt, dass sowohl Span-
nung als auch cAMP sich eines gemeinsamen Mechanismus bedienen, um die Off-
nungswahrscheinlichkeit des HCN-Kanals zu steigern (21). Die Offnungswahrschein-
lichkeit nimmt jedes Mal zu, wenn es zu einer Adjustierung der ,Spannungssensoren®

der Untereinheiten kommt und die Bindung von cAMP an die CNBD der Unterein-

heiten zu einer Konformationsédnderung oder einer Desinhibierung fihrt (19, 21).

2.1.2 Pharmakodynamik

Cilobradin (DK-AH 269) ist ein hochselektiver und potenter Blocker der
l-Kanédle (22). Es fuhrt zu einer Zunahme der Aktionspotentialdauer, einer Ver-
ldngerung der Abstédnde zwischen den Aktionspotentialen und schlie3lich einem
langsameren Anstieg der diastolischen Depolarisation (Abb. 4). Die Wirkung am
HCN 4-Kanal ist dosis- und anwendungsabhéangig (23). Die Substanz wirkt in
kationischem Zustand von intrazelluldr und blockiert den Il-Kanal nach dem Alles-
oder-Nichts-Prinzip. Die Bindungsstelle, die im Inneren des Kanals liegt, kann nur
besetzt werden, wenn der Kanal offen ist und der elektrochemische Gradient es

somit zulasst. Bei negativeren Spannungen, mit gréReren einwartsgerichteten lonen-
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strémen, wird Cilobradin von der Bindungsstelle verdrangt und der Block wird auf-
gehoben (24). Cilobradin existiert in einem pH-abhangigen Gleichgewicht zwischen
einer positiv geladenen und einer neutralen Form. Nur die neutrale Form kann die
Zellmembran der Schrittmacherzellen des Sinusknotens passieren und dann nach

intrazellularen Protonisierung seine Wirkung an den /r-Kanélen entfalten (12, 13).

Ilvabradin

Abb. 4: Blockierung des li—Kanals am Beispiel des Cilobradin-Analogons Ivabradin.
Dargestellt ist das Aktionspotential am Sinusknoten. Durch die Blockierung des If-Kanals
kommt es zu einer Abnahme der Anstiegssteilheit der diastolischen Depolarisationskurve

und somit zu einer Herzfrequenzreduktion. (modifiziert nach [101]).

In Versuchen an Mausen war Cilobradin, bezogen auf die EDsp, im Vergleich
zu anderen If-Kanal-Blockern wie Zatebradin und Ivabradin, die effizienteste
Substanz (23). Unter ED5p versteht man die Dosis oder Konzentration, die zu einer
Reaktion fuhrt, die 50 % der maximalen Reaktion betragt oder bei der in 50 % der
Félle der erwartete Effekt eintritt.

Obwohl die I-Kanéle eine besondere Bedeutung fur die Schrittmacher-

Funktion und die autonome Modulation des Sinusknotens haben, kénnen auch

10
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andere Kanéle die Schrittmacherfunktion beeinflussen, denn selbst eine komplette
Blockade des Is-Kanals kann die Funktion des Sinusknotens nicht véllig aul3er Kraft
setzen (25).

Cilobradin hat in Konzentrationen, die einen kompletten Block der I+-Kanéle
bewirken, weder bei isolierten Kardiomyozyten von Schweinen noch bei
Sinusknotenzellen der Ratte einen Einfluss auf Ca®*-Kanale vom L-Typ. Die Affinitat
der Substanz fur die I-Kanale ist ca. 1000 mal starker als zu den Ca®*-Kanalen, so
dass innerhalb des Dosisbereiches eine selektive Reduktion der Herzfrequenz
erreicht werden kann, ohne einen blockierenden Effekt auf die Ca®*-Kanale zu
haben, d.h. verminderte Inotropie und systemische Vasodilatation. Dies ist umso
bemerkenswerter, da eine groe strukturelle Ahnlichkeit zu Verapamil besteht, einem
klassischen Ca?*-Aantagonisten vom Nicht-Dihydropyridin-Typ. Der Effekt von Cilo-

bradin auf die Ca®*-Kanale vom S-Typ wurde bisher noch nicht untersucht (22).

2.2 Versuchsdurchfiihrung an in situ Herzen narkotisierter Kaninchen

Die Tiere erhielten eine i.m. Kombinationsanasthesie aus 10 % Ketamin-
hydrochlorid (25 mg/kg; Ketavet®, Pharmacia & Upjohn GmbH) und 2 % Xylazin-
hydrochlorid (5 mg/kg Rompun®; Bayer Vital GmbH & Co. KG).

Die Narkose wurde wahrend des Versuches mit Natriumpentobarbiton (15-20
mg/kg/h; Nembutal®, Richter Pharma) weitergefiihrt. Zur i.v. Applikation weiterer
Arzneimittel wurde ein Zugang uber eine periphere Ohrvene geschaffen. Es folgte
eine Tracheotomie (5-6 Knorpelspange) und Intubation (Endotrachealkantile von 3,2-

3,6 mm Innendurchmesser (Laboratoires pharmaceutiques VYGON; FR). Die Tiere

11
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wurden mit Carbogen-angereicherter Raumluft bei einer Frequenz von 35 min™" und
einem Atemzugvolumen von 18-20 ml beatmet (Ugo Basile, Biological Research
Apparatus; IT). Die Muskulatur wurde mit 0,2 % Pancuroniumbromid (1 mg
Pancuronium®, Organon Teknika Medizinische Produkte GmbH) relaxiert.

Die Koérpertemperatur wurde kontinuierlich berwacht und mit Hilfe eines
Heizkissens bei 38 °C gehalten. Die rechte V. jugularis interna und die linke A.
carotis communis wurden zwecks Substanz- und Volumengabe und arterieller Blut-
gasanalyse kaniuliert. Es folgte eine mediane Sternotomie. Das Thymusgewebe
wurde aus dem Operationsfeld entfernt. Es wurde anschliel3end eine Perikardiotomie
durchgefiihrt und ein perivaskuldrer Flussmesskopf (4SB256, Transonic Systems;
US) um die Aorta ascendens platziert.

Uber das angeschlossene Flussmessgerat (T206 2-channel, Transonic
Systems, US) wurde der Aortenfluss gemessen. Ein Nadel-Tipkatheter (3F, Millar,
US) wurde durch den Apex in den linken Ventrikel zur Ermittlung des links-

ventrikuldren Druckes eingefuhrt.

2.3 Versuchsprotokolle

Die Untersuchungen wurden an 25 narkotisierten Kaninchen durchgefihrt, die
nach dem Zufallsprinzip in 3 Gruppen unterteilt wurden: Placebo-, Verapamil- und
Cilobradingruppe.

Nach Instrumentierung der Herzen schloss sich eine Stabilisierungsphase von
30 min an, um eine Erholung von praparationsbedingten Irritationen zu ermdglichen.

Die Kaninchen erhielten entweder Verapamil (n=10; 0,1 ml/kg/h), Cilobradin (n=7;

12
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0,25 mg/kg) oder keine der beiden Substanzen (Placebo: n=8). Es folgten weitere
30 min, und anschlieRend wurde in jeder Gruppe mit einer Schlinge (6-0, Prolene®)
ein Hauptast der linken Koronararterie im oberen Drittel verschlossen. Nach 60 min
Ischamie wurde die Schlinge gedtffnet und das Myokard fir 180 min reperfundiert.
Die Daten wurden zu definierten Zeitpunkten ermittelt: am Ende der 30 min
Stabilisierungsphase, 30 min nach Substanzgabe (auf3er in der Placebogruppe, die
lediglich die entsprechende Menge physiologische Kochsalzlésung [1 ml] erhielt), am

Ende der 60 min Ischdmie und 30 min und 60 min nach Reperfusionsbeginn.

| -+

30 min 30 min 60 min 60 min
Stabilisierung | Kontrolle Ischémie Reperfusion
T * T * T * T * T *
R 30 R 60

+ = Substanzgabe

* = Datenerfassung

Abb. 5: Protokoll des Versuchablaufs. Alle Kaninchen durchliefen eine 30 min
Stabilisierungsphase, bevor sie einer der 3 Gruppen zugeordnet wurden. In der
Placebogruppe blieb die Substanzgabe aus. Die Daten wurde zu folgenden Zeitpunkten
erfasst: am Ende der 30 min Stabilisierung, am Ende der 30 min Kontrolle, am Ende der 60
min Ischémie, 30 min und 60 min nach Reperfusionsbeginn (R 30 und R 60 — 30 min bzw.

60 min nach Reperfusionsbeginn)

13
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24 Datenerfassung

Es wurden Aortenfluss (AoF, ml/min), Aortendruck (AoP, mmHg) und links-
ventrikuldrer Druck (LVP, mmHg) kontinuierlich Uber ein Datenerfassungssystem

(Powerlab®, AD instruments) aufgezeichnet (Tab. 1).

Tab. 1: Gemessene hdmodynamische Grél3en

Gemessene hdmodynamische Gré8en

AoF Aortenflufy [ml/min]
LVPmax | linksventrikularer Spitzendruck [mmHg]

Aus dem linksventrikularen Druck wurden Herzfrequenz (HF, min*1) und
Druckénderungsgeschwindigkeit (dP/dt, mmHg/s) ermittelt.

Der totale periphere Widerstand (TPR, mmHg/lI/min) wurde aus Aortendruck
und Aortenfluld berechnet (TPR=AoP/AoF), das Schlagvolumen (SV, ml) aus

Aortenfluld und Herzfrequenz (SV=AoF/HR) (Tab. 2).

Tab. 2: Errechnete hdmodynamische Grél3en

Errechnete hamodynamische GréBen

HF Herzfrequenz [min~"]

dP/dtmin | min. linksventrikuldare Druckdnderungsgeschwindigkeit | [mmHg/s]

SV Schlagvolumen [mi]
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2.5 Bestimmung der InfarktgréRe

Zur Abgrenzung des durchbluteten vom nicht-durchbluteten Gewebe wurde
am Ende der Reperfusionszeit der ligierten Arterie wieder verschlossen. Danach
wurden Uber die V. jugularis interna 4 ml 10 % Evans Blue L&sung als Bolus
gespritzt, bis sich die Augen des Kaninchens blau farbten.

Im Anschluss wurde das Herz entfernt und eingefroren. Im gefrorenen
Zustand wurde dann von den Herzen aller Versuchsreihen, parallel zur Klappen-
ebene, 5-6 Querschnitte angefertigt. Das gefahrdete, wahrend der Ischdmie nicht
durchblutete Gewebe, wurde bei der Farbung mit Evans Blue ausgespart.

Zur Bestimmung der Infarktgr6Re wurden die Herzen mit Triphenyltetra-
zoliumchlorid (TTC) gefarbt. Mit dieser Methode farbt sich nekrotisches Myokard
grau und vitales rot. Die einzelnen Querschnitte wurden in 1 % TTC L&sung bei
37 °C 15 min inkubiert und anschlieend in 10 % Formalin fixiert. Das infarzierte
Gewebe, die gefdhrdeten Gebiete und der gesamte linke Ventrikel wurden mittels
einer computerunterstiitzten Flachenmessung (Microsoft Autosketch®) ermittelt. Es
erlaubte eine VergréRerung der Querschnitte auf dem Monitor und gestattet damit

eine prazisiere Quantifizierung der gewiinschten Flachen.

2.6 Blutgasanalyse

RegelméRige Messungen des pH-Wertes, des pO,, des pCO; und der
Elektrolytkonzentrationen (Natrium, Kalium, Kalzium, Bikarbonat) im arteriellen Blut
dienten der Uberpriifung der Konstanz der Versuchsbedingungen (ABL 505,

Radiometer Copenhagen, DK). Die Blutproben wurden aus der linken A. carotis
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communis entnommen und in regelmaligen Abstidnden wahrend des Protokolls

gemessen und bei Bedarf korrigiert.

2.7 Statistik

Die hamodynamischen Parameter wurden mit dem oben genannten Com-
puterprogramm analysiert und berechnet. Die Ergebnisse werden als Mittelwerte +
Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mittels eines
Softwareprogramms (SYSTAT® [Wilkinson, 1980, US]). Fur jede Versuchsgruppe
wurde zur Ermittlung der Substanzeffekte eine einfaktorielle Varianzanalyse durch-
gefuhrt, an welche sich ein multipler Vergleich (Bonferroni-Korrektur) anschlo. Es

wurden Unterschiede als signifikant bezeichnet, wenn die p-Werte < 0,05 waren.

2.8 Pharmakologische Substanzen

2.8.1 Verapamil

Die Substanz Verapamil (Isoptin®, Knoll AG) ist ein weiRes, geruchloses,
kristallines Pulver. Die chemische Bezeichnung lautet Benzenazetonitril, a-[3-[ [2-
(3,4-dimethoxy-phenyl)ethyllmethylamino]propyl]-3,4-dimethoxy-a-(1methylethyl)
mono-Hydrochlorid. Diese wasserlésliche Substanz hat ein Molekulargewicht von

491 g (Abb. 6).
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Abb. 6: Chemische Strukturformel von Verapamil

2.8.2 DK-AH 269

DK-AH 269 (Cilobradin, Boehringer Ingelheim Pharma KG) ist ein weil3es,
kristallines Pulver mit der chemischen Bezeichnung (S)-(+)-1,3,4,5-tetrahydro-7,8-
dimethoxy-3[1-2-(3,4-dimethoxyphenyl-ethyl)3-piperinidyl]-methyl]-2H-3-benzazepin-
2-1-Hydrochlorid. Diese wasserldsliche Substanz hat ein Molekulargewicht von 519g,

und der Schmelzpunkt liegt bei 226 °C (Abb. 7).

H CO \,ﬁ[}
M—CH,
HCO >
' { N} OCH,
AN

CH—CH— OCH

Abb. 7: Chemische Strukturformel von DK-AH 269
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3. ERGEBNISSE

31 Herzfrequenz

Wahrend des Beobachtungszeitraums war in der Placebogruppe ein konti-
nuierlicher Anstieg der Herzfrequenz (HF) zu verzeichnen. 60 min nach
Reperfusionsbeginn (R60), war die HF 18 % gegeniiber Kontrolle angestiegen.

Die Verabreichung von Verapamil (0,1 ml/kg/h) senkte die HF zun&chst
geringfiigig um 3 %. Aber auch in dieser Gruppe stieg die HF kontinuierlich um 10 %
(R60) gegentiber der Kontrolle.

Eine signifikante Reduktion der HF um 28 % gegenuber der Kontrolle wurde
durch Cilobradin (0,25 mg/kg) erzielt. Allerdings stieg auch hier die HF wahrend der
Ischamie- und Reperfusion an. 60 min nach Reperfusionsbeginn (R60) war die HF
um 21 % hdéher als nach Gabe von Cilobradin, allerdings lag sie 13 % unter der HF
wahrend Kontrolle (Tab. 3).

Die HF wahrend Kontrolle war zwischen den drei Gruppen nicht signifikant

unterschiedlich.
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Tab. 3: Herzfrequenz (HF). Nach Verapamil (0,1 mi/kg/h) war die Herzfrequenz nahezu
unveréndert, wéhrend HF nach Cilobradin (0,25 mg/kg) signifikant gesenkt war R30 =
30 min nach Beginn der Reperfusion, R60 = 60 min nach Beginn der Reperfusion. *p<0,05

vs Kontrolle

Substanz | n HF [min™]

Kontrolle Substanz | Ischamie R30 R60
Placebo 8 172 +21 - 191 +£40 | 203 +47 203 +47
Verapamil | 10 172 +34 167 +17 166 +25 | 182 +26 189 + 21
Cilobradin | 7 182 +17 131 +13* | 149 +21 157 +25 159 +27

3.2 Aortenfluf

In der Placebogruppe war der prozentuale Abfall des AortenflulRes (AoF) nach
der 60 min Ischdmie gegentber der Kontrolle mit 19 % am geringsten. Wahrend der
Reperfusion erholte sich der AoF leicht und blieb konstant, um nach 60 min
Reperfusion (R 60) 87 % des Kontrollwertes zu erreichen.

In der Verapamilgruppe stieg AoF nach Substanzgabe leicht, doch unter
Ischédmiebedingungen fiel AoF wieder und erreichte nach 60 min Ischamie 68 % der
Kontrolle. In der frihen Reperfusion, (= 30 min nach Reperfusionsbeginn), erholte
sich AoF und erreichte 88 % des Kontrollwertes. In der spaten Reperfusion (= 60 min
nach Reperfusionsbeginn) fiel AoF allerdings wieder ab und erreichte schlie3lich
81 % der Kontrolle.

In der Cilobradin-Gruppe sank AoF nach 60 min Ischdamie um 29 %

gegeniiber Kontrolle. In der frihen Reperfusion stieg er auf 78 % (R30) der Kontrolle
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an und blieb auch in der spaten Reperfusion (R60) weitgehend konstant (79 % der
Kontrolle; Tab. 4).
Die AoF-Werte fir die drei Gruppen waren wahrend Kontrolle nicht signifikant

unterschiedlich. Die berichteten Anderungen waren alle nicht signifikant.

Tab. 4: Aortenfluss (AoF). Mittelwerte + Standardabweichung.
R30 = 30 min nach Beginn der Reperfusion, R60 = 60 min nach Beginn der Reperfusion.

Substanz n AoF [ml/min]
Kontrolle Substanz Ischamie R30 R60
Placebo 8 232 +38 - 195 +39 204 +52 202 +56

Verapamil | 10 296 + 57 307 £78 201 + 59 260 £77 241 £73
Cilobradin | 7 224 +26 208 +45 158 +45 174 £ 50 177 £ 583

3.3  Schlagvolumen

In der Placebogruppe fiel das Schlagvolumen (SV) nach 60 min Ischamie um
29 %, um dann konstant auf diesem Niveau, sowohl wahrend der frihen (R30) als
auch wahrend der spaten (R60) Reperfusion, 71 % der Kontrolle beizubehalten.

In der Verapamilgruppe fiel SV nach 60 min Ischamie signifikant auf 67 % der
Kontrolle. Danach blieb SV relativ konstant; es stieg in der friihen Reperfusion leicht
an, doch in der spaten Reperfusion fiel es erneut und erreichte eine signifikante
Reduktion gegeniber der Kontrolle von 28 %.

In der Cilobradin-Gruppe nahm SV nach Substanzgabe um 33 % zu, so dal3
der AoF im wesentlichen erhalten blieb. Nach 60 min Ischamie fiel es und erreichte
93 % der Kontrolle. SV blieb dann konstant, sowohl in friher als auch in spéater

Reperfusion, bei 93 % der Kontrolle (Tab. 5).
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Tab. 5: Schlagvolumen (SV). Mittelwerte + Standardabweichung. R30 = 30 min nach Beginn

der Reperfusion, R60 = 60 min nach Beginn der Reperfusion. *p<0,05 vs Kontrolle

Substanz | n SV [ml]
Kontrolle Substanz | Ischamie R30 R60
Placebo 8 1,4 +0,3 - 1,0 +0,1 1,0 +0,2 1,0 £0,2
Verapamil | 10 1,8 40,5 1,9+05 | 1,2+0,4* | 1,4+0,3 1,3 +0,5*
Cilobradin | 7 1,2 40,3 1,6+04 | 1,1+03 | 1,1+03 1,1+0,3

34 Aortendruck

In der Placebogruppe nahm der Aortendruck (AoP) nach 60 min Ischamie um
24 % ab und fiel in der frlthen Reperfusion (R30) nochmals leicht auf 74 % der
Kontrolle. Zur spaten Reperfusion (R60) erholte sich AoP und erreichte 81 % der
Kontrolle.

In der Verapamilgruppe fiel AoP nach 60 min Ischdmie signifikant gegeniiber
der Kontrolle um 36 %. Sowohl in der frihen als auch in der spéten Reperfusion
nahm AoP zu, doch war lediglich die Reduktion auf 70 % des Kontrollwerts, in der
frihen Reperfusion (R30), signifikant.

In der Cilobradin-Gruppe kam es zu einer signifikanten Reduktion des AoP auf
66 % des Kontrollwertes nach 60 min Ischdmie. In der frihen Reperfusion war eine
leichte Zunahme des AoP festzustellen, doch kam es in der spaten Reperfusion
(R60) nochmals zu einer Reduktion, die signifikant gegenliber der Kontrolle war

(40 %, Tab. 6).
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Tab. 6: Aortendruck (AoP). Mittelwerte + Standardabweichung. R30 = 30 min nach Beginn
der Reperfusion, R60 = 60 min nach Beginn der Reperfusion. *p<0,05 vs Kontrolle

Substanz | n AoP [mmHg]

Kontrolle Substanz | Ischamie R30 R60
Placebo 8 72 +18 - 55 +13 53 +16 58 +17
Verapamil | 10 73 +21 54 +8 47 +10* | 51 +13* 55 +12
Cilobradin | 7 70 +14 58 +17 46 +13* 48 +18 42 +11*

3.5 Linksventrikuldrer Spitzendruck

In der Placebogruppe sank der linksventrikuldre Spitzendruck (LVPmax) nach
60 min Ischédmie um 18 %. Sowohl wahrend der frihen (R30) als auch wahrend der
spaten Reperfusion (R60) erholte sich LVPyax kontinuierlich und stieg auf 88 % bzw.

90 % des Kontrollwertes.

Nach 60 min Ischdmie kam es in der Verapamilgruppe zu einem signifikanten
Abfall des LVPmax um 29 % gegeniber der Kontrolle. Auch hier kam es zu einem
kontinuierlicher Anstieg des LVPmax wahrend der Reperfusion. Dennoch waren die
Werte, die in der frihen (R30) und spéaten (R60) Reperfusion gemessen wurden,
signifikant gegenuber der Kontrolle reduziert; R30 lag bei 74 % und R60 bei 79 %.

Auch in der Cilobradin-Gruppe kam es zu einer Abnahme des LVPnax. Nach
60 min Ischédmie fiel LVPmax auf 76% der Kontrolle und blieb wahrend der
Reperfusionsphase relativ konstant. Es kam zu einer leichten Zunahme in der friihen
Reperfusion, doch sank LVPnax in der spaten Reperfusion auf 77 % des Kontroll-

wertes, was gegeniber der Kontrolle statistisch signifikant war (Tab. 7).
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Tab. 7: Linksventrikuldrer Spitzendruck (LVP,,.). Mittelwerte + Standardabweichung. R30 =
30 min nach Beginn der Reperfusion, R60 = 60 min nach Beginn der Reperfusion. *p<0,05

vs Kontrolle

Substanz | n LVPmax [MmHg]

Kontrolle Substanz | Ischamie R30 R60
Placebo 8 88+15 - 72 +18 77 9 79 +6
Verapamil | 10 86 +10 71+7 61 +9* 64 +12* 68 +8*
Cilobradin | 7 78 +16 71 +£10 59 +9 62 +11 60 +8*

3.6 Maximale linksventrikuldare Druckanstiegsgeschwindigkeit

In der Placebogruppe sank die maximale linksventrikulare Druckanstiegs-
geschwindigkeit (dP/dtnax) nach 60 min Ischdmie signifikant um 25 %. Es kam zu
einer Erholung von dP/dtn.x wéhrend der Reperfusion. Nach 30 min Reperfusion
betrug dP/dtmax 81 % der Kontrolle, nach 60 min 83 %.

Auch in der Verapamilgruppe sank dP/dtmax signifikant nach 60 min Ischamie
um 42 %. Es fand ein gradueller Anstieg wahrend der Reperfusion statt, aber die
Reduktion von dP/dtnax gegenlber der Kontrolle war sowohl in der friihen als auch in
der spaten Reperfusion signifikant; R30 lag bei 69 % der Kontrolle, R60 bei 76 %.

DP/dtnax fiel in der Cilobradin-Gruppe signifikant um 32 %, 60 min nach
Ischamiebeginn. Zunachst folgte nach 30 min Reperfusion (R30) eine Erholung auf
72 % der Kontrolle, doch dann fiel es nach 60 min Reperfusion auf 68 % ab.
Allerdings waren beide gemessenen Werte wéahrend der Reperfusion signifikant

erniedrigt gegeniiber der Kontrolle (Tab. 8).
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Tab. 8: Maximale linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt,..). Mittelwerte *
Standardabweichung. R30 = 30 min nach Beginn der Reperfusion, R60 = 60 min nach

Beginn der Reperfusion. *p<0,05 vs Kontrolle

Substanz | n dP/dtyax [MmHg/s]
Kontrolle Substanz | Ischamie R30 R60
Placebo 8 1800 + 343 - 1351 +321*| 1460 +211 1490 + 190
Verapamil | 10 1779 +211 1279 +131*| 1029 + 186* | 1227 + 255* 1359 +165*
Cilobradin 7 1618 + 258 1362 +229 | 1094 +117*| 1160 +221* 1099 +221*

3.7 Totaler peripherer Widerstand

In der Placebogruppe fiel der totale periphere Widerstand (TPR) nach 60 min
Ischamie um 7 % gegeniber Kontrolle. Nach 30 min Reperfusion (R30) sank TPR
weiter auf 87 % des Kontrollwertes, allerdings stieg er dann leicht zur spéten
Reperfusion an (R60), so dass schlie3lich 90 % der Kontrolle erreicht wurden.

Erwartungsgemal fuhrte Verapamil zu einer peripheren Vasodilatation: TPR
sank um 21% gegeniber Kontrolle. Nach der 60 min Ischdmiephase kam es in der
Verapamilgruppe zu einem Anstieg von TPR um 8 % gegeniber der Kontrolle. In der
frihen Reperfusionsphase (R30) fiel zunachst TPR wieder auf 88 %, stieg dann
allerdings in der spaten Reperfusionsphase (R60) wieder an und erlangte 96 % der
Kontrolle.

In der Cilobradin- Gruppe war nach 60 min Ischamie ein Abfall von TPR um
10 % zu verzeichnen und er fiel kontinuierlich im Verlauf der Reperfusionsphase.
Nach 30 min Reperfusion (R30) erreichte er 79 % der Kontrolle, nach 60 min 70 %

(R60, Tab. 9).
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Tab. 9: Totaler peripherer Widerstand (TPR). Mittelwerte

30 min nach Beginn der Reperfusion, R60 = 60 min nach Beginn der Reperfusion.

+ Standardabweichung. R30

Substanz | n TPR [ mmHg/l/min ]
Kontrolle Substanz | Ischamie R30 R60
Placebo 8 0,30 +0,08 - 0,28 +0,07| 0,26 +0,07 0,27 +0,05
Verapamil | 10 0,24 +0,07 (0,19 +£0,06| 0,26 +0,1 | 0,21 #0,06 0,23 +£0,02
Cilobradin | 7 0,33+0,05 |0,30+0,06| 0,30+0,1| 0,26 +0,08 | 0,23 +0,05
3.8 Maximale linksventrikulare Druckabfallsgeschwindigkeit

In der Placebogruppe fiel nach 60 min Ischamie die maximale
linksventrikuldre Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dtmin) signifikant um 33 %, stieg
dann allerdings wahrend der Reperfusionsphase kontinuierlich an. Nach 30 min
Reperfusion (R30) lag dP/dtmin bei 73 % des Kontrollwertes, nach 60 min (R60) bei
76 %. Dennoch waren beide gemessen Werte signifikant erniedrigt gegeniber der
Kontrolle.

Nach der 60 min Ischamie fiel in der Verapamilgruppe dP/dtn;» signifikant um
42 %. Es erholte sich wahrend der Reperfusionsphase und stieg kontinuierlich an; in
der frihen Reperfusion (R30) auf 64 % der Kontrolle und in der spaten Reperfusion
(R60) auf 73 %. Auch hier waren beide gemessene Werte signifikant erniedrigt
gegenuber der Kontrolle.

In der Cilobradin-Gruppe sank dP/dtni, nach der 60 min Ischamie signifikant
um 47 %. In der frihen Reperfusion (R30) stieg dP/dtnin auf 67 % der Kontrolle an.

Es fiel allerdings in der spaten Reperfusion (R60) wieder auf 62 % der Kontrolle ab,

welches, gegenlber der Kontrolle, eine signifikante Erniedrigung darstellte (Tab. 8).
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Tab. 8: Maximale linksventrikuldre Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dt..). Mittelwerte =*
Standardabweichung. R30 = 30 min nach Beginn der Reperfusion, R60 = 60 min nach

Beginn der Reperfusion.

Substanz | n dP/dt.;, [mmHg/s]

Kontrolle Substanz Ischamie R30 R60
Placebo 8 -1516 + 314 - -1018 +234* | 1106 +242* | -1150 + 230*
Verapamil | 10 —1440 + 307 -1053 +120 | -840 +159* | -925 +136*| —1057 +126*
Cilobradin 7 -1342 +325 -998 + 188 716 +109* | -904 +247 | -829 +163*

3.9 Linksventrikuldrer enddiastolischer Druck

In der Placebogruppe stieg der linksventrikulédre enddiastolische Druck

(LVPmin) nach der 60 min Ischdmiephase um 33 % an. Wahrend der
Reperfusionsphase stieg LVPmin kontinuierlich weiter und erreichte 60 min nach
Reperfusionsbeginn 183 % des Kontrollwertes (R60).

Zunachst stieg auch in der Verapamilgruppe LVPnin nach 60 min Ischdmie um
25 % gegeniber der Kontrolle an. Allerdings fiel LVPnin wéhrend der Reper-
fusionsphase kontinuierlich, um 60 min nach Reperfusionsbeginn (R60) lediglich
75 % der Kontrolle zu erreichen.

In der Cilobradin-Gruppe stieg LVPqyin nach der 60 min Ischdmie um 67 % an,
allerdings fiel der Wert in der frihen Reperfusion (R30) auf 133 %. In der spéaten
Reperfusion (R60) stieg LVPmin erneut an und erreichte 150 % der Kontrolle (Tab.

10).
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Tab. 10: Linksventrikuldrer enddiastolischer Druck (LVP.). Mittelwerte + Standard-

abweichung. R30 = 30 min nach Beginn der Reperfusion, R60 = 60 min nach Beginn der

Repertfusion.
Substanz n LVPnin [MmHg]
Kontrolle Substanz | Ischamie R30 R60
Placebo 8 6+5 - 8+6 10+5 1146
Verapamil | 10 8+3 10 +6 10 +4 9+4 6+5
Cilobradin | 7 6+2 10 +4 10 +6 8+4 9 +4

3.10 InfarktgroRe

Die Infarktgréf3e wurde als prozentueller Anteil der anatomischen ,area at risk®
(AAR) angegeben.

Die AAR in der Placebo-Gruppe betrug im Durchschnitt 49 + 16 % des linken
Ventrikels und die Infarktgréf3e belief sich auf 63 + 28 % der AAR.

In der Verapamilgruppe betrug die AAR 38 + 13 % des linken Ventrikels, und
die InfarktgréRe betrug 37 + 26 %.

In der Cilobradin-Gruppe betrug die AAR 51 £ 8% des linken Ventrikels. Durch
Cilobradin konnte eine signifikante Reduktion der Infarktgréfle

auf 24 + 12 % erreicht werden (Abb. 8).
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Abb. 8: Area at Risk und InfarktgréBe. Mittelwerte + Standardabweichung. Die Risiko-
bereiche waren bei den drei Gruppen etwa gleich grol3. Bei der Infarktgréf3e kam es bei der
Verapamil-Gruppe zu einer tendentiellen und bei der Cilobradin-Gruppe zu einer

signifikanten Verkleinerung; 37 + 26 bzw. 24 + 12 %. * = p< 0,05 vs Placebo.
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4. Diskussion

41 Herzfrequenz und Lebenserwartung

Kleinere Saugetiere, z.B. Mause, haben bei ihrer hohen Herzfrequenz in Ruhe
eine relativ kurze Lebenserwartung. Im Gegensatz dazu haben gréRere Saugetiere,
z.B. Pferde, eine deutlich geringere Herzfrequenz in Ruhe, welche mit einer langeren
Lebenserwartung einhergeht. Es scheint unter den meisten Saugetieren eine
umgekehrt proportionale Beziehung zwischen Herzfrequenz und Lebenserwartung
zu bestehen, die linear verlduft, wenn sie semilogarithmisch aufgetragen wird.
Menschen mit einer Herzfrequenz zwischen 60 und 80 /min und einer Lebens-
erwartung von 80 Jahren bilden bei dieser Beziehung eine Ausnahme. Diese lasst
sich mdglicherweise durch die Fortschritte in Medizin und Wissenschaft erklaren,
denn bis ca. 1900 galt auch fiir den Menschen die Beziehung zwischen Herzfre-

quenz und Lebenserwartung (Abb. 8) (26, 27).
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Abb. 8: Invers-lineare Beziehung zwischen Herzfrequenz (Heart rate) und Lebenserwartung

(Life expectancy) in Sdugetieren und Menschen (modifiziert nach [114]).

Es ist bisher nicht geklart, warum eine geringere Herzfrequenz in Ruhe
vorteilhaft ist. Méglicherweise stellt die Herzfrequenz ein Mal} fiir die metabolische
Aktivitdt sowie den energetischen Verbrauch dar. Ein extremes Beispiel fiir diese
Vermutung sind winterschlafende Tiere, bei denen die verringerte metabolische
Aktivitat von einer reduzierten Kérpertemperatur und Herzfrequenz begleitet wird (26,
28, 29).

Die H6he der Ruheherzfrequenz scheint ein entscheidender Faktor im Hinblick
auf die Lebenserwartung zu sein, so dass méglicherweise eine anhaltendend héhere
Herzfrequenz eine verminderte Lebenserwartung zur Folge hat. Tatsachlich stellten
epidemiologische Daten eine Verbindung zwischen persistierender erhdhter Herz-
frequenz und plétzlichem Herztod her. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass eine
erhdhte Herzfrequenz ein Risikofaktor sowohl fir die Gesamtmortalitat als auch die
kardiovaskular bedingte Mortalitat ist (30-38).

SchlieRlich gibt es Hinweise, dass eine persistierend hdéhere Herzfrequenz
einen direkten Einfluss auf die Pathogenese der koronaren Atherosklerose hat.
Wabhrscheinlich ist, dass eine Erhéhung der Herzfrequenz mit einer Zunahme der
Scherkrafte am Endothel der Koronargefalie einhergeht. Dies kann eine endotheliale
Dysfunktion mit konsekutiver Entstehung oder Progression einer Atherosklerose zur

Folge haben (39-42).
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4.2 Tachykardien

Wenn das Herz schneller als 90 /min schlagt, spricht man von einer Tachy-
kardie. Die Tachykardie ist eine Reaktion auf verschiedenste physiologische und
pathophysiologische Begleitumstdnde wie z.B. kérperliche oder emotionale Belas-
tung und Anamie oder Hypoxie. Hier ware z.B. die Sinustachykardie zu nennen, die
auf eine erhéhte Aktivitdt des sympathischen Anteils des vegetativen Nervensystems
zurtickzufuhren ist (43).

Das Auslésen einer Tachykardie kann aber auch die unerwinschte Neben-
wirkung eines Arzneimittels darstellen (z.B. Theophyllin oder Nifedipin) und limitiert
deshalb deren Einsatz im klinischen Alltag. Eine Erhéhung der Herzfrequenz geht
zwar mit einer Erhéhung des Herzzeitvolumens einher, dies fuhrt allerdings zu einem
parallelen Anstieg des myokardialen Sauerstoffverbrauches und zu einer Abnahme
der diastolischen Ventrikelfillung. Daher werden in der Klinik Substanzen verwendet,
die Tachykardien beheben oder verhindern sollen, z.B. B-Adrenorezeptoren-Blocker
oder Ca?*-Antagonisten vom Nicht-Dihydropyridin-Typ (44).

Wegen des bei Tachykardien gesteigerten myokardialen Sauerstoffverbrau-
ches ist die koronare Herzkrankheit (KHK) im klinischen Alltag von enormer
Bedeutung. Die KHK ist Ausdruck der myokardialen Ischdmie, d.h. es besteht ein
Missverhaltnis zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf des Myokards (45).
Wenn man davon ausgeht, dass Wandspannung, kontraktiler Status und Herz-
frequenz die wesentlichen Determinanten des myokardialen Sauerstoffbedarfs
darstellen (46-49), so wird ersichtlich, dass die pharmakologische Therapie der
koronaren Herzkrankheit eine glinstige Beeinflussung dieser Parameter zum Ziel hat

(43, 50).
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4.3 Antitachykarde Substanzen

Zur Behandlung der KHK gibt es =zahlreiche, medikamentdése Therapie-
verfahren. Im klinischen Alltag kommen vor allem Substanzen wie Glyceryltrinitrat
(Ublicherweise Nitroglycerin genannt), B-Adrenorezeptoren-Blocker und Ca?*-

Antagonisten vom Nicht-Dihydropyridin-Typ zum Einsatz (51, 52).

4.3.1 B-Adrenorezeptoren-Blocker

Der Wirkungsmechanismus der B-Adrenorezeptoren-Blocker besteht in einer
reversiblen, kompetitiven Hemmung der 3-Adrenorezeptoren, d.h. die ahnlich struk-
turierte Substanz nimmt, auf Grund einer héheren Konzentration, den Platz des
Liganden der B-Adrenorezeptoren, z.B. Adrenalin, ein und vermindert so die Wirkung
des B-Sympathomimetikums. Die antianginése Wirkung der B-Sympatholytika bzw. -
Adrenorezeptoren-Blocker wird in erster Linie dadurch erzielt, dass die Herzfrequenz
und damit die Herzarbeit verringert wird. Dies fiihrt zu einer Abnahme des
myokardialen Sauerstoffverbrauches. Zusatzlich wird der periphere Widerstand
vermindert und damit die Druckbelastung des linken Ventrikels herabgesetzt (51).

Der negativ inotrope Effekt erweist sich aus energetischer Sicht zwar als
Vorteil, kann sich aber bei vorgeschadigtem Herzen als nachteilig herausstellen (53).
Aus diesem Grund ist der frilhe Einsatz der 3-Adrenorezeptoren-Blocker zur Thera-
pie von tachykarden Rhythmusstérungen nach herzchirurgischen Eingriffen nicht

ganz unproblematisch.

4.3.2 Ca’*-Antagonisten
Ca**-Antagonisten vom Nicht-Dihydropyridin-Typ bewirken (iber eine Verlan-

gerung der Refraktérzeit am AV-Knoten ebenfalls eine Herzfrequenzsenkung. Des-
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weiteren hemmen sie den Einstrom von Ca**-lonen aus dem Extrazelluldrraum in die
Kardiomyozyten und in die glatte GefalRmuskulatur; d.h. sie sind ebenfalls negativ
inotrop. Uber die Dilatation der peripheren GefaRe werden Nachlast und Wand-
spannung und damit auch der myokardiale Sauerstoffverbrauch gesenkt. Die
Dilatation der Koronargeféal3e hat eine Zunahme der Durchblutung zur Folge, welche
mit einem erhéhten Sauerstoffangebot einhergeht. Der negativ inotrope Effekt der
Ca?*-Antagonisten vom Nicht-Dihydropyridin-Typ kann jedoch im Zusammenhang mit
der Nachlastsenkung und der daraus resultierenden verminderten Koronardurch-

blutung, eine vorbestehende Ischamie verstarken (51, 54).

4.3.3 Spezifisch bradykarde Substanzen

Es ware ideal, wenn zur Behandlung der koronaren Herzkrankheit oder
tachykarder Rhythmusstérungen eine Substanz zur Verfigung stiinde, die einerseits
Uber eine Senkung der Herzfrequenz einen verminderten Sauerstoffbedarf und
andererseits Uber die Verlangerung der Diastolendauer eine verbesserte
Koronarperfusion mit erhéhtem Sauerstoffangebot zur Folge héatte. Die Substanz
sollte keine positiv oder negativ inotrope Eigenschaften haben, um den myokardialen
Sauerstoffverbrauch nicht zu steigern bzw. die systolische Ventrikelfunktion nicht zu
verschlechtern (55).

Der Einsatz sogenannter spezifisch oder selektiv bradykarder Substanzen
(SBS) wie Cilobradin (DK—-AH 269) waére also ein Fortschritt, wenn diese eine
Reduktion der Herzfrequenz hervorrufen, ohne nennenswerte negativ inotrope
Wirkung zu entfalten (56). Diese Substanzen kdnnten sich aus energetischer Sicht
bei vielen Herzerkrankungen als glnstig erweisen (57). Aullerdem kdnnten sie

ungewollte Tachykardien sowohl in der friihen postoperativen Phase als auch
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wahrend Off-Pump Coronary Artery Bypass-Eingriffen verhindern und somit eine
bessere Durchfihrbarkeit gewéhrleisten (58). Desweiteren ist bekannt, dass diese
Substanzen die Herzfrequenzvariabilitat verbessert. Diese GrélRe gilt zurzeit als einer
der besten Pradiktoren fiir den fatalen Ausgang eines Herzversagens oder eines

Myokardinfarktes (59).

4.4 Eigene Ergebnisse

In diesem experimentellem Modell konnte gezeigt werden, dass der spezi-
fische Sinusknoteninhibitor Cilobradin zu einer Reduktion der Herzfrequenz fihrt,
ohne die ventrikularen Funktion nennenswert einzuschréanken. Verapamil wies
keinen dhnlich ginstigen Effekt bezilglich der Herzfrequenz auf, schrankte allerdings
in der verwendeten Konzentration bereits die ventrikuldre Funktion ein. Beide
Substanzen reduzierten die Infarktgréf3e im Vergleich zur Placebogruppe: jedoch war

eine Reduktion lediglich in der Cilobradin— Gruppe statistisch signifikant.

4.41 Herzfrequenz

Tachykardien kdnnen bei KHK-Patienten eine myokardiale Ischamie induzie-
ren. Im Umkehrschluss kénnte sich eine Reduktion der Herzfrequenz als vorteilhaft
erweisen (60).

Die Senkung der Herzfrequenz ist die am einheitlichsten beurteilte und
dokumentierte Wirkung der spezifisch bradykarden Substanzen. Das Ausmal der
Bradykardie, welche durch Cilobradin (DK-AH 269) hervorgerufen wird, ist Dosis-
abhangig (46). In unseren Versuchen wurden Dosen verabreicht, die die
Herzfrequenz deutlich senken sollten: Nach Substanzgabe war sie signifikant um

28 % gesunken. Nach der Ischédmie- und wéhrend der Reperfusion kam es zu einem
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langsamen Frequenzanstieg, allerdings lag 60 min nach Reperfusionsbeginn die
Herzfrequenz immer noch 15 % unter dem Ausgangswert.

Die Abnahme der Herzfrequenz, welche in diesen Versuchen erzielt wurde,
bewegt sich in einer GréRenordnung, die mit den Ergebnissen anderer Tiermodelle
und bradykarder Substanzen wie Zatebradin (61-63) oder Alinidin korreliert (64-66).
Im Gegensatz dazu zeigte sich beim Menschen eine geringere Herzfrequenz-
Abnahme durch bradykarde Substanzen. Sie schwankt zwischen 12 % und 19 %
(67, 68). Diese Ergebnisse bewegen sich in einem Rahmen, die auch durch (-
Adrenorezeptoren-Blocker erzielt wurden (69, 70).

Die bradykarde Wirkung von Cilobradin wurde bisher nicht in klinischen
Studien erprobt. Es wére jedoch durchaus denkbar und sinnvoll die Substanz z.B. bei
ungewollten Tachykardien in der postoperativen Phase nach herzchirurgischen
Eingriffen einzusetzen. So wurde mit einer bereits bekannten bradykarden Substanz
in einer Doppelblindstudie (Alinidin vs. Placebo) ein therapeutischer Nutzen bei
Sinustachykardien nachgewiesen, ohne dass es zu einer Beeintrachtigung der Herz-
funktion kam (67). Desweiteren wirde die bradykarde Wirkung von Cilobradin in der
Akutphase eines Herzinfarktes vorteilhaft sein. In einer klinischen Arbeit fihrte
namlich eine Reduktion der Herzfrequenz um 15 /min zu einer Verringerung der
InfarktgréRe zwischen 25 und 30 % (71).

Unser Versuch schlug fehl, an narkotisierten Kaninchen eine Bradykardie
durch Verapamil auszulésen. Die erforderliche Dosis, wie sie bei Versuchen an
isolierten Herzen verabreicht wurde, schrankte die ventrikulare Funktion soweit ein,
dass 4 Tiere wahrend der Ischamie verstarben. Demzufolge waren die tolerablen
Dosen, die verabreicht wurden, zwar in der Lage, wahrend der Kontrolle und nach

der Ischamie die Herzfrequenz zu senken, doch lediglich um 3 % bzw. 4 %. Es kam
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jedoch wahrend der Reperfusion zu einem stetigen Anstieg der Herzfrequenz. Nach
30 min Reperfusion war eine Zunahme gegenuber der Ischdmiephase um 10 % zu
vermerken, und nach 60 min Reperfusion sogar um 14 %.

Der Anstieg der Herzfrequenz wéhrend des Protokolls ist in allen drei Gruppen
festzustellen. Dies ist vielleicht auf eine vermehrte Katecholaminausschittung
zurickzufihren, die eine physiologische Antwort, auf eine ischdmiebedingte
Reduktion der Herzleistung, darstellt. In der Cilobradin — und Verapamil-Gruppe
spielt vielleicht noch eine abnehmende pharmakologischen Aktivitdt der Substanzen

eine Rolle.

4.2.2 Kraft-Frequenz-Beziehung

Um die Frage zu beantworten, ob bradykarde Substanzen per se einen nega-
tiv inotropen Effekt ausiiben, muss die Kraft-Frequenz-Beziehung in Betracht gezo-
gen werden (72). 1871 beobachtete der Amerikanische Physiologe Bowditch, dass
eine Verklrzung der Intervalle zwischen den einzelnen Herzschlagen zu einer
graduellen Zunahme der Kontraktionskraft fiihrt. Wird die Frequenz der elektrischen
Stimulation am Herzen erhéht, dann erfolgt zunachst eine schwéchere Kontraktion.
Bei folgenden Kontraktionen nimmt jedoch die Kraft kontinuierlich zu, bis ein neuer
.Steady state” erreicht wird. Da dieses Muster einer Treppe ahnelt, wird die Kraft-
Frequenz-Beziehung auch als Treppenphénomen oder, nach dem Entdecker, als
Bowditch-Effekt bezeichnet. Umgekehrt funktioniert das Prinzip natirlich auch, d.h.
nimmt die Stimulationsfrequenz ab, erfolgt zunéchst eine starkere Kontraktion, und
danach kommt es kommt zu einer treppenférmigen Abnahme der Kontraktionskraft

(73).
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Im gesunden Myokard fiihrt diese Eigenschaft zu einer Steigerung der Kon-
traktionskraft bei Zunahme der Herzfrequenz zwischen 60 /min und 180 /min
(Frequenz-Inotropie). Dies wird als positive Kraft-Frequenz-Beziehung bezeichnet.
Uberschreitet die Herzfrequenz 180 /min, dann nimmt die Kontraktionskraft wieder ab
(74).

Die Kraft-Frequenz-Beziehung ist auf eine vermehrte Ca**-Speicherung im
Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) der Kardiomyozyten zuriick zu fihren. Durch
Verkirzung der Diastolendauer kommt es: 1) zur verminderten Ca?*-Elimination aus
dem Zytosol und 2) zu einer reduzierten Aktivitat des Na*/Ca®*-Austauschers. Dies
ist wiederum durch eine erhéhte Aktionspotentialfrequenz bedingt, welche die
intrazellulare Na*-Konzentration ansteigen lasst und somit die Aktivitat des Na*/Ca*'-
Austauschers herabsetzt. Als Folge davon wird weniger Kalzium aus der Zelle
transportiert. Das dadurch erhohte intrazelluldre Ca®*-Angebot sorgt fur eine Kraft-
zunahme der folgenden Kontraktionen (75).

Daher ist in unseren Versuchen die Reduktion der systolischen Funktion durch
Cilobradin vermutlich auf die Kraft-Frequenz-Beziehung zurtickzufiihren und nicht auf
einen direkten negativ inotropen Effekt. Es gilt als weitestgehend gesichert, dass
bradykarde Substanzen keinen negativ inotropen Effekt per se ausiiben (46, 47, 72,
76). Ca?*-Antagonisten vom Nicht-Dihydropyridin-Typ wie Verapamil sind dagegen
negativ inotrop, weil sie den Ca**-Einwartsstrom in die Kardiomyozyten wahrend der
Dauer des Aktionspotentials hemmen. Zuséatzlich reduzieren sie Uber einen negativ
dromotropen Effekt die systolische Funktion wegen der negativen Kraft-Frequenz-
Beziehung.

Im Falle des insuffizienten Myokards wird die Kraft-Frequenz-Beziehung

negativ, d.h. die Zunahme der Herzfrequenz fuhrt zu einer Verschlechterung der
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systolischen Funktion (77). Dies ist wahrscheinlich darauf zuriick zu fihren, dass der
Ca?*-Einstrom ins Sarkoplasmatische Retikulum vermindert ist, und dass der
Na‘/Ca**-Austauscher eine erhéhte Aktivitat aufweist. Dies fiihrt zu einem
verminderten Ca®*-Angebot im Kardiomyozyten mit konsekutiv verminderter
Kontraktilitat (78). Desweiteren wird in diesem Zusammenhang eine Kernhypoxie des
Kardiomyozyten diskutiert, welche bei Uberschreiten eines bestimmten
Myozytendurchmessers eintreten kénnte (79).

Somit kénnte sich die systolische Funktion im insuffizienten Myokard durch die
Gabe einer spezifisch bradykarden Substanz verbessern. Bei Patienten mit
moderater oder schwerer Herzinsuffizienz zeigte sich, dass niedrig dosierte Gaben
von Ca?*-Antagonisten den Zustand verschlimmern kénnen (80), so dass die Kraft-
Frequenz-Beziehung bei Ca?'-Antagonisten keine signifikante Rolle zu spielen
scheint, aber méglicherweise bei spezifisch bradykarden Substanzen.

Fur die alleinige Reduktion der Herzfrequenz wéren spezifisch bradykarde
Substanzen nicht erforderlich, wenn Substanzen wie B-Adrenorezeptoren-Blocker
oder Ca?*-Antagonisten vom Nicht-Dihydropyridin-Typ als Nebenwirkung keinen

negativ inotropen Effekt ausiiben wirden (51, 53, 81).

4.4.3 Systolische Funktion

In unserem Versuchsmodell wurde die systolische Funktion anhand folgender
Parameter beschrieben: Aortenfluss (AoF), Schlagvolumen (SV), linksventrikularer
Spitzendruck (LVPmax) und max. LV Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax).
Sowohl die Gabe von Cilobradin als auch von Verapamil fihrte zu einer Ein-

schrankung der systolischen Funktion.
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4.4.3.1 Aortenfluss und Schlagvolumen

Die Reduktion der Herzfrequenz wird von einer Abnahme des Aortenflusses
begleitet, da eine kompensatorische Zunahme des Schlagvolumens nur innerhalb
bestimmter Grenzen mdéglich ist (82). In wie weit der Abfall des Aortenflusses durch
eine Zunahme des Schlagvolumens kompensieren werden kann, hangt weiterhin von
der Myokardperfusion ab. Unter ischamischen Bedingungen spielt das Ausmal} der
Ischamie eine Rolle, da bei einem gréfleren Infarkt das Schlagvolumen weniger
zunimmt als einem kleineren (83).

Dies korreliert mit unseren Ergebnissen aus der Cilobradin- und Verapamil-
Gruppe. In der Cilobradin-Gruppe fiel die Herzfrequenz nach Substanzgabe
signifikant um 28 %. Die kompensatorische Zunahme des Schlagvolumens um 33 %
reichte nicht aus, um den Aortenfluss auf dem Ausgangsniveau zu halten; er sank
um 7 %. Nach der Ischamie fiel das Schlagvolumen um 45 und somit sank auch der
Aortenfluss um 35 %, da die Kompensationsmoglichkeit Uber einen Anstieg der
Herzfrequenz eingeschrankt war. Wahrend der Reperfusion kam es zu keiner
nennenswerten Verbesserung der systolischen Funktion. Das Schlagvolumen blieb
sowohl 30 min als auch 60 min nach Reperfusionsbeginn konstant auf dem Niveau,
welches es nach Induktion der Ischamie erreicht hatte, d.h. 91 % der Kontrolle.

In der Verapamil-Gruppe fiel die Herzfrequenz nach Substanzgabe lediglich
um 3 %. Auch hier kam es zu einer Erhéhung des Schlagvolumens (6 %), so dal® der
Aortenfluss um 4 % zunahm. Nach Induktion der Ischdmie kam es allerdings zu
einem deutlichen Abfall des Schlagvolumens um 42 %, der auch mit einem Abfall
des Aortenflusses einherging (47%), da die Herzfrequenz nahezu konstant blieb.

Im Vergleich zur Placebo-Gruppe konnte keine der beiden Substanzen den

Aortenflud nach der Ischdmie und wahrend der Reperfusion nennenswert ver-
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bessern, so dass die unbehandelten, im Gegensatz zu den behandelten Herzen am
Ende der Reperfusion einen etwas erhdhten Aortenflull aufwiesen: die Vermin-

derung gegenuber Kontrolle betrug 13% gegenuber 19 und 20%. (s. Tab.2) .

4.4.3.2 LV Spitzendruck und maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit

Der LV Spitzendruck (LVPmax) und die maximale LV Druckanstiegs-
geschwindigkeit (dP/dtmax) -unser Mald fur den kontraktilen Status- verhielten sich in
unseren Versuchen relativ dhnlich.

In der Verapamil-Gruppe fiel nach Substanzgabe LVPna.x und dP/dty.x mit
17 % bzw. 18 % deutlicher als in der Cilobradin-Gruppe mit 9 % bzw. 16 %. Aller-
dings stiegen beide Variablen in der Verapamil-Gruppe wahrend der Reperfusion
kontinuierlich an und erreichten nach 60 min 79 % bzw. 76 % der Kontrollwerte. In
der Cilobradin-Gruppe kam es zu keiner nennenswerten Verbesserung von LVPax
und dP/dtmax.

Ahnlich wie bei dem AortenfluR zeigten sich auch bei diesen systolischen
Groflen Anzeichen des myokardialen Stunning (84), d.h. die ventrikuldre Funktion
war in der postischdmischen Reperfusion gegeniber Kontrolle verschlechtert,
obwohl die Koronarperfusion normalisiert war.

Um ischdmisches Myokard zu retten, muld die Koronarperfusion wieder
hergestellt werden. Die Reperfusion eines ischdmischen Areals kann jedoch in einer
paradoxen myokardialen Dysfunktion minden, die als ,Reperfusionsschaden”
bezeichnet wird. Das Myokard kann kurze Ischdmiephasen (bis zu 15 min) schwerer
bis totaler Ischdmie ohne Zelltod tolerieren. In diesem Zeitfenster bleiben die
Schadigungen reversibel. Klinische Beispiele transienter myokardialer Ischdmie ohne

Zelltod sind z.B. Angina pectoris, Koronarvasospasmus aber auch PTCA (Perkutane
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Transluminale Coronar Angioplastie) (104, 105). Mit Zunahme und Schwere des
ischamischen Stresses kann es allerdings zu einem gréReren myokardialen Schaden
kommen. Das Spektrum von Reperfusion-assozierten Pathologien wird als
.Reperfusionsschaden" bezeichnet. Er ist zu trennen von einem Schaden, welcher
wahrend der Ischdmie entstehen kann. Zu diesen Schadigungen gehért z.B. die
intrazelluldre Calcium-Uberladung. Zu Beginn der Reperfusion nach einer Ischamie

ist die ventrikuldre Funktion eingeschrankt: myokardiales Stunning (stunned =

benommen). Das Myokardiale Stunning ist gut untersucht (108, 109). Es wird
definiert als: ,eine postischamische kontraktile Dysfunktion, die nach
Wiederherstellung der Perfusion, trotz fehlender irreversibler Zellschddigung und
normalen koronaren Blutflusses, persisiert" (110).

In spateren Studien wurde nachgewiesen, dal} nicht nur die Kardiomyozyten
gestunned sind, sondern auch das Gefal3system (= mikrovaskulares Stunning; 106),
das Nervensystem (= neuronales Stunning; 107) und der Stoffwechsel (=
metabolisches Stunning; 112, 113). Auch andere Mechanismen kdénnen die
postischamische Dysfunktion beeinflussen. So induziert z.B. die Kardioplegie
wahrend herzchirurgischer Eingriffe einen anaeroben, laktaziden myokardialen
Metabolismus. Die Laktatproduktion persistiert wéhrend der Reperfusion, welches
auf eine verzdgerte Erholung des normalen aeroben Stoffwechsels schlielen laRt

(111).
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4.5 Diastolische Funktion

Bradykarde Substanzen haben keinen gréferen Effekt auf die Dauer der
Systole, verldngern jedoch die Diastolendauer (99). Der mdgliche Nutzen der
bradykarden Substanzen fir Patienten mit koronarer Herzerkrankung wurde vor
allem dadurch belegt, dass die regionale Myokarddurchblutung und damit die
Pumpfunktion des Herzens verbessert wurde (57).

Die diastolische Relaxation kann durch die maximale linksventrikulére Druck-
abfallsgeschwindigkeit (dP/dtyin) als Variable der friilhen Relaxation und durch den
linksventrikuldren enddiastolische Druck (LVPn,n) als Variable der spaten Relaxation
beschrieben werden (85, 86).

DP/dtnax ist eine frequenzanhangige Grélke (87, 88), und es ist sehr
wahrscheinlich, dass es sich mit dP/dt., genauso verhdlt. Damit ist das
eingeschrankte dP/dt,, nach Cilobradin wahrscheinlich auf die Reduktion der
Herzfrequenz zurlickzufiihren. Voraussichtlich besteht also kein direkter Einfluss auf
die frihe Relaxation.

Sowohl in der Placebo- als auch in der Verapamil-Gruppe zeigt sich eine
kontinuierliche Erholung von dP/dtmin, so dass 76 % bzw. 73 % der Kontrolle nach
60 min Reperfusion erreicht wurden. Dagegen fallt dP/dt., in der Cilobradin-Gruppe,
nach anfanglicher Erholung, wéhrend der Reperfusion und sinkt letztlich auf 62 %
der Kontrolle ab. Die friihe Relaxation verbessert sich somit nicht. Dieser kontroverse
Befund ist teilweise durch die wesentlich niedrigere Herzfrequenz in der Cilobradin-
Gruppe, im Vergleich zur Verapamil- und Placebogruppe, zu erkldren, denn am
Ende der Reperfusion war die Herzfrequenz in der Cilobradin-Gruppe gegeniber
Kontrolle immer noch erniedrigt (13 %), wahrend sie in beiden anderen Gruppen

gegenuber Kontrolle erhéht war.
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Ein weiterer interessanter Befund ist das Verhalten des linksventrikularen
enddiastolischen Druckes (LVPnin), welcher die spate Relaxation widerspiegelt. Es
zeigt sich, dass LVPmi, nach Verabreichung von Verapamil um 25 % anstieg und
nach Cilobradin-Gabe sogar um 67 %. Obwohl bradykarde Substanzen nicht unbe-
dingt LVPin steigern (89), ist der Befund in Ubereinstimmung mit anderen Studien
(82). Dies ist wahrscheinlich auf die verlangerte Diastole zuriickzufiihren, welche
ihrerseits eine bessere diastolische Fillung zur Folge hat (90).

Es zeigt sich in den behandelten Gruppen, dass im Verlauf der
Reperfusionsphase LVP,n, mit Anstieg der Herzfrequenz, kontinuierlich abfiel. Dies
ist in Ubereinstimmung mit einer verkiirzten Diastolendauer und einer verminderten

diastolischen Fullung.

4.6 Periphere Vasomotion

Der totale periphere Widerstand (TPR), eine Komponente der Nachlast, ist in
beiden behandelten Gruppen nach Substanzgabe gesunken, in der Verapamil-
Gruppe um 21 % und in der Cilobradin-Gruppe um 9 % gegeniber der Kontrolle. In
der Verapamil-Gruppe ist dies hdchstwahrscheinlich durch den direkten
vasodilatierenden Effekt des Pharmakons auf die glatte Gefalfmuskulatur zu
erklaren. TPR nahm in der Ischamie- und Reperfusionsphase wieder zu und
erreichte letztlich 96 % der Kontrolle.

In der Cilobradin-Gruppe kam es in der Reperfusionsphase zu einer weiteren

Abnahme von TPR auf letztlich 70 % der Kontrolle. Dies kdnnte auf einem Feedback-
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Mechanismus beruhen, im Sinne einer negativen Rickkopplung, da parallel dazu HF
und AoF anstiegen.

Obwohl die pharmakologische Wirkung von Cilobradin auf das kardio-
vaskuldre System in vivo nicht ausreichend bekannt ist, zeigen die meisten brady-
karden Substanzen keine Wirkung beziglich des Blutdruckes oder TPR (91, 92, 102,
103). Dennoch kommt es nach Zatebradin in Versuchen an Hunden zu einer
Abnahme des arteriellen Blutdruckes (93). Diese Abnahme ist wohl auf eine
Aktivierung der Kalziumkanale zuriickzufiihren, bedingt durch die Gabe von hohen
Dosen (94).

Dass Cilobradin einen ahnlichen Einflul in unseren Untersuchungen hatte,
kann nicht ganz ausgeschlossen werden. Dies bedurfte allerdings weiterer

Untersuchungen.

4.7 InfarktgroRe

Die mechanische Herzkontraktion erfordert den Grof3teil der in der Herzmus-
kelzelle bereitgestellten Energie. Rund 75 % der Energie werden ausschliel3lich von
der Actomyosin-ATPase verbraucht. Der verbleibende Anteil wird zur Aufrechterhal-
tung der lonengradienten und zur Strukturerhaltung der Zelle benétigt (95). Die
Energie wird in Form von Adenosintriphosphat (ATP) transferiert. In Ruhe werden
mehr als 90 % des ATP durch die oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien
und nur ein geringer Teil durch anaerobe Glykolyse generiert. Der normale ATP-
Gehalt der Myokardzelle (4-6 pmol/lg Gewebe) reicht jedoch nur fir wenige
Herzschldge, so dass ein kontinuierliches und ausreichendes Sauerstoff- und

Substratangebot unerlasslich ist (96).
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Die myokardiale Durchblutung betragt unter Ruhebedingungen im Mittel 0,7 —
0,8 ml/min/g Gewebe bei einem mittleren arteriellen Sauerstoffgehalt von 0,2 ml
O./ml Blut. Da der myokardiale Sauerstoffverbrauch mit ca. 0,1 ml O,/min/g Gewebe
eine Sauerstoffextraktion von 65 % — 75 % erfordert, kann das Herz unter Belastung
seinen erhdéhten Bedarf fast ausschlieBlich durch eine Steigerung der
Koronarperfusion erreichen. Diese kann auf das 4 bis 5-fache ansteigen; sog.
Koronarreserve (97).

Da Herzfrequenz und myokardialer Sauerstoffverbrauch fast linear korrelieren,
spielt die Reduktion der Herzfrequenz eine entscheidende Rolle in der Reduzierung
der Infarktgré6Re in den behandelten Gruppen. Dieser Effekt ist in der Cilobradin-
Gruppe am deutlichsten. In dieser Gruppe betrug daher die Infarktgré3e nur 24 %
der ,area at risk“. Im Vergleich dazu lag in der Verapamil- und in der Placebo-Gruppe
die InfarktgréRRe bei 37 % bzw. 63 %.

Es existieren bis jetzt keine Ergebnisse beziglich einer Reduktion der
InfarktgréRe durch Cilobradin. Im Gegensatz dazu wurde mit Zatebradin in
Untersuchungen an narkotisierten Schweinen eine Reduktion der Infarktgréf3e im
selben Ausmald wie mit einem B-Adrenorezeptoren-Blocker (= Atenolol) erzielt (98).

Es liegt also nahe, dass Cilobradin einen giinstigen Effekt auf Energie- und
Sauerstoffhaushalt des Myokards hat und durch die Herzfrequenzreduktion

kardioprotektiv wirkt.
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4.8 Zusammenfassung und SchluBfolgerung

Der Ir-Kanal induziert in den Schrittmacherzellen des Sinusknotens einen sog.
Schrittmacherstrom. Dieser Kanal ist somit entscheidend fur die Regulation und
Modulation der Herzfrequenz. In der vorliegenden Arbeit sollte die Auswirkung einer
Herzfrequenzreduktion auf die Funktion postischdmischen Myokards und die
InfarktgroRe, nach Gabe eines /~Kanal Blockers (= Cilobradin) bzw. eines Ca*'-
Antagonisten vom Nicht-Dihydropyridin-Typ (= Verapamil), untersucht werden.

Cilobradin fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Herzfrequenz (28 %),
ohne die ventrikuldre Funktion nennenswert einzuschranken. Verapamil zeigte einen
deutlichen, negativen inotropen Effekt, der bei Cilobradin per se nicht vorzufinden
war. In einer Dosierung, die eine deutliche Senkung der Herzfrequenz herbeigefihrt
hatte, war die ventrikulare Funktion nach Verapamil umfangreich verschlechtert.
Nachdem 4 Versuchstiere deswegen verstorben waren, wurde daher eine niedrigere
Verapamil-Dosierung gewahlt, die die systolische Funktion moderat verschlechterte
und eine periphere Vasodilatation ausldste.

Die Frage bleibt, ob Cilobradin eine protektive Wirkung auf ischdmisches und
postischamisches Myokard hat. Auf den ersten Blick schien Cilobradin keine Verbes-
serung der myokardialen Pumpfunktion wahrend Ischdmie oder Reperfusion zu
zeigen, aber es reduzierte die Infarktgré3e. Man kann sich vorstellen, dal} Gber einen
langeren Beobachtungszeitraum, Herzen mit kleineren Infarkten eine bessere
Prognose haben als Herzen mit gréferen. Die vorteilhafte Wirkung von Cilobradin
korreliert sehr wahrscheinlich mit der Reduktion der Herzfrequenz, die eine wichtige
Komponente des myokardialen Sauerstoffbedarfs ist.

Aus unseren Ergebnissen lasst sich schlulfolgern, dass der Ir —Kanalblocker

Cilobradin (DK-AH 269) auf Grund der beschriebenen Eigenschaften fir die
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Behandlung von unerwiinschten Tachykardien (z.B. nach herzchirurgischen
Eingriffen), zur Induktion einer Bradykardie wahrend ,,OPCAB* Eingriffen, sowie fur
die Therapie der koronaren Herzkrankheit und der Herzinsuffizienz von Nutzen sein
kénnte.

Durch seine antiischdmischen Eigenschaften kénnte Cilobradin bei Patienten
eingesetzt werden, die Kontraindikationen gegen [-Adrenorezeptoren-Blocker
aufweisen z.B.. schwere ventrikulare Dysfunktion, periphere arterielle Ver-
schlusskrankheit und Asthma bronchiale. Weiterhin kénnte die Gabe einer spezifisch
bradykarden Substanz wie Cilobradin zuséatzlich zu einer Therapie mit einem (-
Adrenorezeptoren-Blocker deren Nebenwirkungen reduzieren. Untersuchungen
diesbezuglich liegen zur Zeit noch nicht vor.

Unter Umsténden kénnte eine Reduktion der Herzfrequenz auch mit einer
Zunahme der Lebenserwartung einhergehen. Ergebnisse aus epidemiologischen
Untersuchungen zeigen, dass eine hdhere Herzfrequenz einen unabhangigen Risiko-
faktor fur plétzlichen Herztod und Gesamtmortalitdt darstellt. Diese Beobachtungen
beziehen sich auf Menschen mit bekannter koronarer Herzkrankheit, aber auch auf
asymptomatische Menschen und eventuell auch auf die Gesamtbevélkerung.

Beziglich der Medikamentenvertraglichkeit ware zu erwdhnen: I~Kanal
Blocker kénnen in unterschiedlichem Malle visuelle Symptome auslésen. Bei den
Symptomen handelte es sich meist um Phosphene, d.h. begrenzt umschriebene
Aufhellungen im Gesichtsfeld. In einer Studie mit dem Cilobradin-Analogon
Ivabradin, wurden die Symptome von den Patienten als mild bezeichnet. Lediglich
1 % der Patienten brach die Studie deswegen ab. Andererseits waren die Symptome
nach Absetzen der Substanz reversibel, und in Langzeituntersuchungen mit

Ivabradin sind keine toxischen Wirkungen am Auge nachgewiesen worden.
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Die Herzfrequenzreduktion durch spezifisch bradykarde Substanzen wie Cilo-
bradin scheint eine vielversprechende Therapieoption zu sein, um die Morbiditat und
Mortalitat in einem weiten Spektrum kardiovaskularer Erkrankungen zu senken.

Als erste spezifisch bradykarde Substanz wurde Ivabradin (Procoralan®) am
25. Oktober 2005 von der europdischen Arzneimittelbehérde zugelassen. Es ist bei
Patienten mit chronisch stabiler Angina pectoris indiziert, die eine Kontraindikation

oder Unvertraglichkeit fir B-Adrenorezeptoren-Blocker aufweisen.
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Effekte eines Sinusknoteninhibitors (DK-AH 269) und eines
Kalziumantagonisten (Verapamil) auf Funktion und InfarktgréRe

von Kaninchenherzen

Doktorand: Nelson da Silva Santos Amaral

Cilobradin (DK-AH 269) ist ein hochselektiver und potenter Blocker der li—Kanéle des
Sinusknotens und fihrt somit zu einer Reduktion der Herzfrequenz. In den
verwendeten Dosierungen senkte Cilobradin signifikant die Herzfrequenz
wohingegen der Kalziumantagonist Verapamil dies nur in geringem Umfang erzielte
und durch einen deutlichen, negativen inotropen Effekt hervortrat, der bei Cilobradin
per se nicht vorzufinden war. Beide Substanzen reduzierten die InfarktgréRe, doch
konnte lediglich Cilobradin einen signifikanten Effekt gegeniiber der Placebogruppe
erzielen.

Die vorteilhafte Wirkung von Cilobradin korreliert sehr wahrscheinlich mit der
Reduktion der Herzfrequenz, die eine wichtige Komponente des myokardialen
Sauerstoffbedarfs ist. Aus unseren Ergebnissen lasst sich schluRfolgern, dass
Cilobradin fur die Behandlung von Tachykardien, sowie fir die Therapie der
koronaren Herzkrankheit und der Herzinsuffizienz von Nutzen sein kénnte. Durch
seine antiischdmischen Eigenschaften kénnte Cilobradin bei Patienten eingesetzt
werden, die Kontraindikationen gegen B-Adrenorezeptoren-Blocker aufweisen

Als erster selektiver l(—Kanal Blocker wurde lvabradin (Procoralan®) am 25. Oktober
2005 von der europaischen Arzneimittelbehérde zugelassen. Es ist bei Patienten mit
chronisch stabiler Angina pectoris indiziert, die eine Kontraindikation oder Unvertrag-
lichkeit fir B-Adrenorezeptoren-Biocker aufweisen.
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Dasseldorf, den 30 Mai 2008 Prof. Dr. rer. nat. J.D. Schipke

Forschungsgruppe Exp. Chirurgie
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