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Elektrophysiologische Charakteristika und arrhythmogenes remodeling im Mausmodell nach
Myokardischamie und Reperfusion

Zusammenfassung

Ventrikuldre Arrhythmien (VA) als Folge einer kardialen Ischémie stellen eine der
Haupttodesursachen weltweit dar und sind daher eine grof3e Herausforderung im klinischen
Alltag. Aufgrund ahnlicher kardiovaskuldrer Eigenschaften ist die Maus vor dem
Hintergrund der Fortschritte in der Gentechnik in den Fokus der kardiovaskuldren
Forschung geraten. Die Bestimmung der ventrikuldren Vulnerabilitdt in der
elektrophysiologischen Untersuchung (EPU) stellt sich in Mausen als Herausforderung dar
und bisherige an Menschen etablierte programmierte elektrische Stimulationsprotokolle
(PES) zeigten sich nicht sensitiv genug in der Induktion VA in M&usen.

Kirzlich wurde ein modifiziertes Stimulationsprotokoll (Miniburst (MB)) vorgestellt, welches
nun im myocardialen Ischamie-Reperfusions-Modell (IR) bei Wildtyp-Mausen getestet
werden sollte. Folgendes sollte dabei untersucht werden: Erstens, die ventrikulére
Vulnerabilitat im Mausmodell 7d post IR, zweitens die Effektivitit des neuen
Stimulationsprotokolls im Vergleich zum herkdmmlichen am Menschen etablierten PES.
Nach Thoraxeroffnung betrug die Ischamiezeit der IR-Gruppe (n=7) 45 Minuten, in der
Sham-Gruppe (n=8) fand nur die Thoraxeroffnung statt. 7d postoperativ erfolgte in leichter
Isofluran-Narkose eine in vivo elektrophysiologische Untersuchung (EPU). Vor der
Operation sowie zum Zeitpunkt 1d, 2d und 7d fand eine transthorakale Echokardiographie
statt. Die InfarktgréRenbestimmung erfolgte planimetrisch nach Gomoris-Trichrome-
Farbung ex vivo nach der EPU.

In der IR-Gruppe zeigte sich eine eingeschrankte linksventrikulare Funktion. In der
histologischen Untersuchung zeigte sich eine durchschnittliche Infarktgréf3e von 32 + 1.5%
(SEM) (n=7) des linken Ventrikels 7d nach IR-Operation.

In der IR-Gruppe zeigten sich mehr induzierte VA als in der Sham-Gruppe. Es zeigten sich
mehr premature ventricular complex (PVC) und ventrikulare Tachykardien (VT) (< 1 s) in
der IR- als in der Sham-Gruppe. In der IR-Gruppe zeigte sich nach Gabe von Isoproterenol
keine Erhéhung der ventrikularen Vulnerabilitdt und keine Herzfrequenzanderungen.

Die Inzidenz von VT war mittels MB-Protokoll héher als im PES-Protokoll. Das MB-
Stimulationsprotokoll, insbesondere ab vier Extrastimuli, induzierte mehr VA als das PES-
Protokoll in IR-Tieren.

Insgesamt zeigte sich anhand der Daten eine gesteigerte ventrikulare Vulnerabilitat der IR-
Tiere 7d postoperativ. Das MB-Protokoll zeigte sich besser geeignet und effektiver die
ventrikulare Vulnerabilitdt in diesem Mausmodell zu untersuchen als die bisherigen
Protokolle. Das hier angewandte Stimulationsprotokoll kann in Zukunft dazu dienen, die

ventrikulare Vulnerabilitat von transgenen Mausen nach IR-Operation zu untersuchen.
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Summary (Englisch)

Ventricular arrhythmia (VA) due to cardiac ischemia is one of the major causes of death
worldwide, thus treatment remains a challenge for physicians. Having grossly similar
cardiac properties as humans and given the rise of genetic engineering mice have become
a focus of cardiovascular research. Assessing ventricular vulnerability during
electrophysiological studies (EPS) in mice remains non-unified and human based
programmed electrical stimulation (PES) protocols seems to lack sensitivity for induction of
VA in mice.

We transferred a recently elaborated modified stimulation protocol (Miniburst (MB)) into an
unrestrained mice model of myocardial ischemia and reperfusion (IR). The aim of this study
was to investigate: 1) ventricular vulnerability of mice in 7d after IR, 2) efficacy of our
stimulation protocol as compared to conventional approach adopted from human PES
protocol.

Open chest 45 min myocardial IR (n=7) or sham operation (n=8) was performed. At 7d after
operation mildly isoflurane sedated mice underwent in vivo EPS to test ventricular
vulnerability. Transthoracic echocardiography was conducted at baseline, 1d, 2d and 7d
after operation. Myocardial infarction size was calculated by planimetry after gomoris-
trichrome stainings ex vivo after EPS.

Left ventricular function was reduced after IR compared to sham operation. Histologic
analysis showed myocardial infarction size making up 32 + 1.5% (SEM) (n=7) of the
myocardial tissue 7d after IR-operation. IR mice showed significantly higher arrhythmia
scores of induced ventricular arrhythmias compared to sham operated mice. The inducibility
of premature ventricular complex and ventricular tachycardia (< 1 s) was significantly
enhanced in IR mice as compared to sham operated mice. In IR mice, heart rate response
under isoprenaline was blunted and Isoprenaline did not aggravate ventricular vulnerability
during EPS. Incidence of VT induction among IR mice was considerably higher with MB
protocol as compared to conventional PES protocol. MB protocol, particularly coupling of at
least four extrastimuli, enhanced ventricular arrhythmia inducibility as compared to
conventional PES protocol in IR mice.

In conclusion, our data demonstrated that ventricular vulnerability during EPS is enhanced
7d after myocardial IR in mice. The MB protocol is more feasible and effective for the
assessment of ventricular vulnerability in this mouse model as compared to the
conventional stimulation protocol. This presented modified approach for programmed
electrical stimulation may be useful to investigate ventricular arrhythmogenicity in

transgenic mice with IR.
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1 Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen weltweit die Erkrankungsgruppe mit der hdchsten
Mortalitdt dar. Weltweit starben im Jahr 2016 rund 17 Milionen Menschen an
kardiovaskularen Erkrankungen, davon verstarben etwa 4 Millionen am plétzlichem Herztod
(SCD) (World Health Organization, 2017, Srinivasan, 2018). In Deutschland starben
350.000 Menschen an kardiovaskularen Erkrankungen, davon starben ca. 100.000 am
SCD (Deneke et al., 2019).

Bei Patienten mit ischamischen Herzerkrankungen kann die Lebenserwartung und
Prognose mittels DALY (disability-adjusted life years) angegeben werden, welche bei
Mannern die grofite und bei Frauen die zweitgréfte Erkrankungsgruppe darstellen (World
Health Organization, 2018).

Gemal WHO ist ein DALY einer Krankheit definiert als ein Jahr, das durch vorzeitiges
Versterben durch die Krankheit oder durch dauerhaftes, symptomatisches Erkranken
gekennzeichnet ist (DALY=durchschnittliche Lebenserwartung der Normalbevdlkerung -
durchschnittliche Lebenserwartung Erkrankter + Jahre, in denen man erkrankt ist) (World
Health Organization, 2018).

In der Kilinik stellt SCD nach wie vor ein relevantes Problem in Bezug auf
Risikostratifizierung und Therapiemdglichkeiten dar (Priori et al., 2015). Die haufigsten
zugrundeliegenden Erkrankungen des SCD sind koronare Herzerkrankungen,
Kardiomyopathien und angeborene lonopathien (Chugh et al., 2008, Priori et al., 2015). Die
gemeinsame Endstrecke dieser Entitdten stellen ventrikulare Arrhythmien (VA) dar. In
Studien konnten in etwa 40% der Patienten, die am SCD verstorben waren, initial
ventrikulare Arrhythmien (Kammerflimmern, ventrikulare Tachykardien (VT)) im EKG
abgeleitet werden, gefolgt von pulsloser elektrischer Aktivitat und Asystolie (Al-Khatib et al.,
2018, Cobb et al., 2002). Zu den bislang etablierten Therapien gehéren Antiarrhythmika,
Katheterablation und ICD-Implantation (Priori et al., 2015). Fur eine gezielte individuelle
Therapie ist ein Verstéandnis fur die zelluldren elektrophysiologischen Veranderungen

notwendig.
1.1 Elektrophysiologie des Herzens

1.1.1 Das Herzaktionspotential

Die Herzerregung entsteht im Sinusknoten im Sulcus terminalis auf der Dorsalseite des
rechten Herzvorhofs durch HCN-Kanale (ls) (Aumdller G. et al., 2010, Pape H-C. et al.,
2014). AnschlieRend breitet sich die Erregung im Vorhof aus und erreicht den AV-Knoten,
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der in der Basis des Vorhofseptums vor der Einmiindung des Sinus coronarius liegt
(Aumdller G. et al., 2010, Pape H-C. et al.,, 2014). Der AV-Knoten stellt die einzige
physiologische, elektrische Verbindung zwischen Vorhof und Ventrikel dar (Pape H-C. et
al., 2014). Neben einer Filterfunktion von Erregungen des Vorhofs durch eine
herabgesetzte Erregungsleitungsgeschwindigkeit, erfolgt im AV-Knoten die Uberleitung der
Erregung in den Ventrikel Uber das His-Blindel (Pape H-C. et al., 2014). Anschliel3end folgt
die Ausbreitung im Ventrikel (iber Kammerschenkel und Purkinje-Fasern und der Ubergang

in das Arbeitsmyokard mittels gap junctions (Pape H-C. et al., 2014).

Der Herzmuskel stellt ein funktionelles Synzytium dar. Die einzelnen Myokardzellen sind
Uber gap junctions verbunden, sodass Erregungsdnderungen von Nachbarzellen

unmittelbar Ubertragen werden.
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Abb. 1 Ablauf des Herzaktionspotentials

Das Ruhemembranpotential liegt bei -90 mV. Uberschreitet eine Erregung den Schwellenwert
kommt es zur Offnung spannungsaktivierter Natrium-Kanéle (I) und einer Depolarisation der Zelle
mit einem Overshoot des Aktionspotentials auf 30 mV. Im Folgenden (1) gleichen sich
spannungsabhéngige L-Typ Calcium-Kanéle und verschiedene Kalium-Kanéle (I, lks) an, sodass
eine Plateauphase entsteht. Nach Schluss der Calcium-Kanéle (lll) iberwiegt der Kalium-Ausstrom
und es kommt zur Repolarisation und zur Wiederherstellung des Ruhemembranpotentials (1V)

mittels Ix1. Eigene Abbildung

Das Ruhepotential des ventrikularen Arbeitsmyokards liegt bei -90 mV und damit nahe am
Kaliumgleichgewichtspotential, das Ruhepotential wird durch lonenfluss Gber den Kalium-

Einwartsgleichrichter (lk1) vermittelt und stabilisiert (Lopatin and Nichols, 2001).
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Kommt es Uber das Erregungsleitungssystem, vermittelt durch gap junctions, zu einer
Depolarisation der Zelle auf -65 mV, erhéht dies die Offenwahrscheinlichkeit von schnellen
Natriumkanalen und es strémt Natrium in die Zelle ein (Ina), Was zu einem overshoot des
Membranpotentials auf +30 mV fiihrt.

Bei +30 mV sinkt sowohl! die Offenwahrscheinlichkeit der schnellen Natrium-Kanéle, als
auch die des Kalium-Einwartsgleichrichters (I«1). Ab -30 mV steigt ebenfalls die
Offenwahrscheinlichkeit von L-Typ Calcium-Kanalen. Diese fiihren zu einem langsamen,
langen Calcium-Einstrom, der eine Plateauphase des Membranpotentials bei 0 mV bedingt.
Wahrend der Plateauphase ist die Herzmuskelzelle absolut refraktar, sie kann nicht durch
weitere Stimuli erregt werden, dadurch ist gewahrleistet, dass es zu einem fur die
Herzfunktion wichtigen Wechsel zwischen Kontraktion und Relaxation des Herzmuskels
kommen kann.

Mit zunehmender Deaktivierung der L-Typ Calcium-Kanale und steigendem lonenfluss
durch die Auswartsgleichrichter (IKr und IKs) kommt es, durch einen Kaliumausstrom aus
der Zelle, zu einer Repolarisation, welche ab -65 mV durch IK1 unterstitzt wird, sodass

sich wieder das Ruhemembranpotential einstellt (Cheng and Kodama, 2004).

1.1.2 Physiologie des menschlichen Elektrokardiogramms

Die physiologische menschliche Elektrokardiogramm (EKG) Linie besteht aus folgenden
durch Potentialanderungen entstehenden Einheiten: P-Welle, als Zeichen der
Erregungsausbreitung im Vorhof, QRS-Komplex, als Erregungsausbreitung im
Kammermyokard und die T-Welle, als Zeichen der Erregungsrickbildung in den Kammern
(Durrer et al., 1970).

Ebenfalls von klinischer Bedeutung ist das PR-Intervall, also die Zeit zwischen Beginn der
P-Welle und dem Maximum (R-Zacke) des QRS-Komplexes, da dies neben der
Vorhoferregung zusétzlich Aufschluss iber die atrioventrikuldre Uberleitung (iber den AV-
Knoten, His-Blindel, Tawara-Schenkel und Purkinje-Fasern gibt. Ebenso wichtig zur
Beurteilung des EKG ist die ST-Strecke, als Zeitpunkt zwischen dem Ende des QRS-
Komplexes und dem Beginn der T-Welle. Wahrend dieser Zeit ist die gesamte Kammer
erregt. Weitere Beurteilungskriterien sind das QT- bzw. JT-Intervall zur Beurteilung der
Erregungsausbreitung und Erregungsrtickbildung (QT) bzw. nur der Erregungsriickbildung
(JT).
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Abb. 2 EKG des Menschen

Das EKG des Menschen besteht aus Vorhofdepolarisation (P-Welle), Ventrikeldepolarisation (QRS-
Komplex) und Ventrikelrepolarisation (T-Welle). Die jeweiligen Normwerte betragen fiir die P-Welle
200ms, fiir das PR-Intervall 120-200ms, fiir den QRS-Komplex <100ms, fiir die QTc <450ms bei

einer Herzfrequenz von 60 Schidgen/Minute. Eigene Abbildung

1.1.3 Grundlagen ventrikularer Arrhythmien

Kardiale Arrhythmien kdnnen verschiedenster Ursache sein, neben Kardiomyopathien,
insbesondere die ischédmische Kardiomyopathie, kdnnen Elektrolytverschiebungen,
Stoffwechselstdorungen und Medikamente Arrhythmien induzieren (Fisch, 1973, Haverkamp
et al., 2000, Von Mering et al., 2002).

Bei kardialen Arrhythmien ist generell zwischen supraventrikuldren und VA einerseits,
sowie tachykarden und bradykarden Arrhythmien andererseits zu unterscheiden. Aufgrund
der hohen Bedeutung von VT und Kammerflimmern als Ausléser des SCD wurde in dieser
Untersuchung der Fokus auf VA gelegt (Deneke et al., 2019).

Nicht alle Arrhythmien werden bemerkt, so kdénnen auch gesunde Menschen
(physiologische Sinusarrhythmie) gelegentlich Arrhythmien haben (Hirsch and Bishop,
1981). Ebenso kénnen bspw. premature ventricular complex (PVC) oder Vorhoffimmern
vom Patienten unbemerkt bleiben (Priori et al., 2015).

VA lassen sich klinisch in PVC, VT, wobei dort nicht anhaltende (nsVT) von anhaltenden
VT (sVT) zu unterscheiden sind, und Kammerflimmern einteilen. Anhand der Morphologie
kann man VT ebenfalls nach monomorph, pleomorph und polymorph einteilen.

Schon langer ist bekannt, dass VT eine entscheidende prognostische Bedeutung fir das
Uberleben nach einem Myokardinfarkt haben (Lawrie et al., 1968). Hierbei ist zu beachten,

dass nicht jede VA als prognostisch gleich schlecht zu bewerten ist. So haben Patienten
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mit VT ein deutlich erhdhtes Risiko am SCD zu versterben als Patienten, die nur PVC
aufweisen (Zipes and Wellens, 1998). Einen proarrhythmogenen prognostischen Einfluss

der nsVT konnte in prospektiven Studien ebenfalls gezeigt werden (Makimoto et al., 2020).

Beim Entstehungsmechanismus von Arrhythmien sind abnorme Impulsformationen und
kreisende Erregungen zu unterscheiden (Antzelevitch and Burashnikov, 2011). Die
abnormen Impulsformationen werden dabei nach getriggerter Aktivitdt und Automatizitat
unterschieden (Antzelevitch and Burashnikov, 2011, Qu and Weiss, 2015). Fur die
Arrhythmieinduktion spielen veranderte Ablaufe von Depolarisation und Repolarisation eine
entscheidende Rolle (Alvarez et al., 2019, Qu and Weiss, 2015).

Unter normaler oder abnormaler Depolarisation versteht man die plétzliche Verschiebung
des Membranpotentials vom negativem Ruhemembranpotential hin zu einem positiven
Membranpotential (s.Abb 1) aufgrund einer erhohten Offnungswahrscheinlichkeit der
Natrium-Kandle (Ina). Die Repolarisation ist definiert als Wiederherstellung des
Ruhemembranpotentials nach erfolgter Depolarisation. Dies geschieht durch eine erhéhte
Offenwahrscheinlichkeit bestimmter Kalium-Kanale (s. Abb1) (Lopatin and Nichols, 2001).
Stérungen dieser aufeinanderfolgenden Phasen kénnen das Auftreten ventrikularer
Arrhythmien bedingen (Alvarez et al., 2019). Hierbei sind insbesondere ischamische
Schadigungen, Elektrolytverschiebungen und lonopathien als mdgliche Ausléser zu
nennen (Fisch, 1973, Haverkamp et al., 2000, Von Mering et al., 2002). In der Folge kann
es zu Uberleitungsverzégerungen in der Erregungsausbreitung kommen oder zu einer
funktionell veranderten Expression von lonenkanalen, die die De- und

Repolarisationseigenschaften der Zellen beeinflussen.

1.1.3.1 Getriggerte Aktivitat

Arrhythmien durch getriggerte Aktivitdt beschreibt die Arrhythmieinduktion durch sog.
afterdepolarization im Verlauf der zelluldren Repolarisation (Wit and Boyden, 2007).
Afterdepolarizations lassen sich dabei in early afterdepolarization (EAD) und delayed
afterdepolarization (DAD) aufteilen (s. Abb. 3), welche im Folgenden erlautert werden (Qu
and Weiss, 2015).

EAD entstehen in der Phase Il oder Il des Myokardaktionspotentials und werden uber Ica.L
lonenstrome vermittelt (Weiss et al., 2010). Beim Ica.. liegen die Phasen der steady state
activation (SSA) und steady state inactivation (SSI) zwischen -30 — 0 mV, dadurch kommt
es bei beginnender Repolarisation zu einer quantitativen Annaherung der lonenstrome
zwischen L-Typ Calciumkandlen und den verzdgerten Auswartsgleichrichtern (lkr lks)
(Weiss et al., 2010). Liegt der Calcium-Einstrom dabei Giber dem Kaliumausstrom, kommt

es zu einer erneuten Depolarisation der Zelle, was bei ausreichender Starke und Lange zur
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Arrhythmieinduktion fiihren kann (Weiss et al., 2010). Grundvoraussetzung hierfir ist, dass
sich die spannungsabhdngigen Natrium-Kanéle (Ina) (s. Abb 1) in der relativen
Refraktarperiode befinden und damit ihre Offenwahrscheinlichkeit bei Uberschreiten der
Reizschwelle wieder erhéhen kdnnen. Dies kann durch einen Na/Ca-Exchanger (NCX)
verstarkt werden, welcher jeweils ein intrazellulares Calcium-lon gegen drei extrazellulare
Natrium-lonen tauscht und so eine mdgliche Depolarisation verstarken kann (Weiss et al.,
2010).

DAD entstehen nach Beendigung des kardialen Aktionspotentials in Phase IV (Cranefield,
1977). lhre Entstehung wird begunstigt durch einen erhdhten intrazellularen Calcium-
Spiegel und erhéhten Herzfrequenzen (HF) (Fozzard, 1992).

Nach aktueller Studienlage ist der depolarisierende li der DAD ausldésende lonenstrom.
Dieser setzt sich aus drei verschiedenen Komponenten zusammen: einem nicht selektiven
Kationenkanal, Na/Ca Austauscher (NCX) und einem durch Calcium aktivierten Chlorid-
lonenkanal (Han and Ferrier, 1992, Karagueuzian and Katzung, 1982, Kass et al., 1978,
Lederer and Tsien, 1976).

Es konnte ebenso gezeigt werden, dass DAD und EAD in ihrer Amplitude durch
Katecholaminausschuttung verstarkt werden, sodass sie leichter Arrhythmien auslésen
kénnen (Cranefield, 1977). Dies scheint mit einer Calciumakkumulation in der Zelle

zusammenzuhangen (Clusin et al., 1983).
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Abb. 3 Early und delayed afterdepolarization

In den Phasen Il und Ill des Myokardaktionspotentials kann es in Folge eines gesteigerten
Calciumeinstroms (lca.) lber dem Kaliumausstrom (Ikr Iks) zu A early afterdepolarization oder B
delayed afterdepolarization in Phase IV kommen. In gestrichelten Linien angedeutet sind jeweils
maogliche Aktionspotentiale, falls early bzw. delayed afterdepolarization die ventrikuldre Reizschwelle
liberschreiten.

Adaptiert mit Genehmigung der BMJ Publishing Group Limited nach Martin et al., 2012 (Martin et al.,
2012).

1.1.3.2 Automatizitat

Automatizitat beschreibt die Fahigkeit der Myokardzelle zur spontanen Depolarisation und
Generierung eines AP in der Phase IV.

In der physiologischen Erregungsausbreitung zeigt sich Automatizitdt nur im
Erregungsleitungssystem des Herzens, insbesondere im Sinusknoten ausgehend vom I;
(Pape H-C. et al.,, 2014). Sowohl das Arbeitsmyokard als auch andere Teile des
Erregungsleitungssystem  verfigen  ebenfalls Uber It lonenkandle, deren
Offenwahrscheinlichkeit jedoch erst bei deutlich niedrigeren Ruhemembranpotentialen (-
120mV — -170mV) steigt, weshalb es im gesunden Gewebe auch bei langen
Erregungspausen nicht zu Spontanaktivitdten kommt (Issa et al., 2019).

Durch Ischéamie und Fibrosebildung kann es zu einer verminderten Expression von Ik
Kandlen kommen, welche in der Phase IV des Aktionspotentials das
Ruhemembranpotential wiederherstellen (Enriquez et al., 2017). Dadurch stellt sich ein
positiveres Ruhemembranpotential ein, das zum Auftreten abnormaler Automatizitat und

damit zu Arrhythmien flihren kann (Bompotis et al., 2016). Damit sich aus der Automatizitat
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einzelner Myozyten eine VA bilden kann, missen sich auch hier die spannungsabhangigen
Natrium-Kanale (Ina) in der relativen Refraktarperiode befinden, um eine erneute Auslésung
eines Aktionspotentials zu generieren.

Ein weiterer bekannter Mechanismus der abnormalen Automatizitat ist eine gesteigerte
intrazellulare Calcium-Konzentration bspw. als Folge externer Stimulation (pacing)
(Enriquez et al., 2017). Das aus dem sarkoplasmatischen Retikulum stammende Calcium
wird dabei mittels NCX aus der Zelle transportiert, was kurzfristig das
Ruhemembranpotential erhdhen kann (Enriquez et al., 2017). Neben einer erhdhten
Calcium-Konzentration durch externe elektrische Stimulation konnte auch eine erhdhte
Natrium-Konzentrationen als Ursache einer erhdhten Arrhythmogenitdt nach langer
externer Stimulation nachgewiesen werden (Enriquez et al., 2017). Dabei kommt es mittels
Natrium-Kalium-Pumpe zu einem Nettoausstrom von Kationen und einer Hyperpolarisation,
welche wiederum mittels Phase |V (Repolarisation) (s. Abb. 1) eine erneute Depolarisation
initiieren kann (Enriquez et al., 2017, Gadsby and Cranefield, 1979).

1.1.3.3 Reentry-Erregungskreislaufe

Einen weiteren wichtigen Pathomechanismus zur Entstehung von Arrhythmien stellt ein
reentry-Kreislauf um ein Hindernis dar wie in Abb. 4 dargestellt (Schmitt and Erlanger,
1928). Reentry entsteht, wenn sich ein AP nicht ausléscht, sondern eine Region mit bereits
wieder erholter Erregbarkeit reaktiviert. ~Grundvoraussetzung hierfur ist einmal das
Vorhandensein 1. einer kreisférmigen Erregungsleitungsbahn (bspw. zwei Aste einer
Purkinje Faser) 2. eines unidirektionalen Blocks (bspw. Infarktgewebe) und 3. einer
verzogerten Erregungsleitungseigenschaft. Normalerweise breitet eine Erregung sich Uber
beide Erregungsrichtungen rechts und links gleichmafig aus und es kommt zum Erléschen
der Erregung, wenn die beiden Aste aufeinandertreffen, da sich das Gewebe in der
absoluten Refraktarperiode befindet. Kommt es innerhalb eines Astes des
Erregungsleitungssystems zu einem unidirektionalen Block, kann sich die Erregung nicht
mehr orthodrom, sondern nur noch antidrom d.h. in eine Richtung ausbreiten. In der Folge
kann das Erléschen der Erregung ausbleiben, da die antidrome Erregung auf Gewebe, das
mittlerweile nun wieder erregbar ist (relative Refraktarperiode), trifft. Die Erregung kann sich
nun Uber den gesamten Erregungskreis ausbreiten und zirkulieren (Martin et al., 2012). Ein
Hindernis in der Erregungsfortleitung kann dabei u.a. durch Ischédmie-bedingte Narben

entstehen (Janse et al., 1980).

Es wurde diskutiert, ob die geringe Arrhythmieanfalligkeit bei M&usen durch die geringe
GrélRe und Masse der Herzen herruihrt (Sabir et al., 2008). Jedoch konnte diese sog. critical

mass Theorie bereits widerlegt werden (Connolly and Bishop, 2016). Eher scheinen in
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neueren Untersuchungen unterschiedliche ventrikulare Refraktarperioden (VRP) innerhalb
des Herzgewebes durch Unterschiede der jeweiligen zellularen
Elektrolytzusammensetzung einen mafRgeblichen pro-arrhythmogenen Effekt auf reentry-

Kreislaufe zu haben (Connolly and Bishop, 2016).

Abb. 4 Reentry-Erregungskreislaufe bei Arrhythmieinduktion

Erregungskreis im physiologischen Myokard: Die Erregung breitet sich gleichméafig lber beide
Schenkel aus und erlischt schliellich, da das gesamte Myokard erregt ist und sich in der absoluten
Refraktérperiode befindet. (A) Kommt es bspw. durch Ischdmien zu einer verzégerten
Weiterleitung in einem der beiden Schenkel, befindet sich beim Aufeinandertreffen der Erregungen
das Myokard in der relativen Refraktarperiode, sodass es wieder erregbar ist und es zu kreisenden
Erregungen kommen kann. (B)

Adaptiert mit Genehmigung der BMJ Publishing Group Limited nach Martin et al., 2012 (Martin et al.,
2012).

1.1.4 Einflussfaktoren der ventrikuldaren Vulnerabilitat
1.1.4.1 EKG Parameter und morphologische Auffilligkeiten zur Risikostratifizierung

Es konnte bereits im Menschen und Tier gezeigt werden, dass eine gesteigerte
Herzfrequenz sowie veranderte EKG Parameter Einfluss auf die ventrikulare Vulnerabilitat
haben kénnen (Ferrari et al., 1991). So konnte ein direkter Zusammenhang zwischen einer
verlangerten Erregungsausbildung im Ventrikel und einer erhOhten ventrikularen
Vulnerabilitdt sowohl in gesunden als auch ischdmisch-geschadigten Herzen gezeigt

werden (Bacharova, 2019, Chavez-Gonzalez et al., 2017, Josephson and Anter, 2015).
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Ebenso konnten eine gesteigerte Arrhythmogenitat, kardiovaskulare Mortalitat sowie
insgesamt erhdhte Mortalitat durch eine gesteigerte QTc-Zeit gezeigt werden (Zhang et al.,
2011). Sowohl verlangerte als auch verkurzte QTc-Zeiten kénnen proarrhythmogen wirken
und nicht nur Ischamien, sondern auch angeborene lonenerkrankungen sowie bspw.

Medikamente verlangerte QTc-Zeiten bedingen (Gussak et al., 2000, Zhang et al., 2011).

1.1.4.2 Autonome kardiale Funktion

Zunehmende Beachtung bei der Suche nach neuen pharmakologischen Therapieoptionen
bietet der Einfluss des autonomen Nervensystems auf das Herz. Die autonome Versorgung
des Herzens wird Uber Sympathikus und Parasympathikus vermittelt, sympathische
Neurone erreichen das gesamte Herz (Atrium und Ventrikel), es zeigen sich jedoch

Unterschiede in ihrer Dichte und ihres Ursprungs (Franciosi et al., 2017).

Sympathische Fasern stammen aus dem Ganglion stellatum, die parasympathischen aus
dem Nervus vagus (Franciosi et al., 2017). Es zeigen sich Unterschiede in der Innervation:
Einerseits sind Atrium und die Ventrikelbasis deutlich dichter versorgt als andere
Herzgebiete, andererseits gibt es auch Unterschiede zwischen Parasympathikus und
Sympathikus (Franciosi et al., 2017). Erster konzentriert sich auf den Vorhof, insbesondere
um die Region des Sinusknotens und AV-Knotens, letzterer ist fast am gesamten Herzen
zu finden (Franciosi et al., 2017).

Wahrend der Sympathikus Chronotropie, Inotropie und Lusitropie Uber die Aktivierung von
Alpha- und Beta-Rezeptoren steigert, wirkt der Parasympathikus diesem entgegen.
Vermittelt wird dies Uber den Neurotransmitter Acetylcholin an muskarinergen und
pragangliondren nikotinischen Rezeptoren (Podrid et al., 1990). Dabei ist vor allem der
muskarinerge M. Rezeptor am Herzen ausgepragt, dessen Stimulation im Vorhof direkt
negativ chronotrop wirkt (Peralta et al., 1987). Am Ventrikel Iasst sich lediglich durch

vorherige beta-Aktivierung ein anti-adrenerger Effekt nachweisen (Méry et al., 1997).

Neben der Wirkung an Alpha- und Beta-Rezeptoren am Herzen schittet der Sympathikus
zusatzlich die Cotransmitter Galanin und Neuropeptide Y aus (Kummer, 1987, Shivkumar
et al., 2016). Hierbei scheint Galanin die Ausschuttung von Acetylcholin zu reduzieren
(Potter and Smith-White, 2005).

Einen Erklarungsansatz fir das Entstehen von Arrhythmien durch autonome Einflisse
nach Ischamie bietet die Ausbildung autonomer Dysbalancen durch heterogenes

Einwachsen sympathischer Fasern nach initialem Absterben von Nervenfasern durch die
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Ischamie (Vracko et al., 1991). Hierbei sind besonders die Randgebiete der Lasion starker
innerviert, was auch an menschlichen Herzen gezeigt werden konnte (Cao et al., 2000).
Ebenso zeigte sich am Menschen eine Korrelation zwischen vermehrter
Sympathikusaktivitdt im Narbengebiet des Herzens und einer erhdhten Neigung zu
Tachyarrhythmien (Cao et al., 2000).

Im Tierexperiment an Hunden und Katzen nach Myokardischéamie sowie in prospektiven
Studien am Menschen zeigte sich, dass parasympathische Stimulation Uber Barosensoren
an den Carotiden den SCD erniedrigt, wohingegen eine Steigerung des Sympathikotonus
die Wahrscheinlichkeit fur einen SCD erhoht (Ferrari et al., 1991, Schwartz et al., 1992).

In in vitro Tieruntersuchungen konnte ebenfalls eine Demaskierung VA nach Ischdmie
durch Katecholamingabe gezeigt werden (Stables and Curtis, 2009). Es werden eine
erhdhte Isoproterenol-vermittelte Arrhythmogenitat tUber eine verstarkte Calcium-Fullung
des sarkoplasmatischen Retikulums und eine erhohte Aktivitat des Na-Ca-Exchanger
diskutiert (Dibb et al., 2007, Sankaranarayanan et al., 2017).

In Tierversuchen konnte nachgewiesen werden, dass eine Sympathikusstimulation zu
charakteristischen EKG Veranderungen fihrt und durch eine Herabsetzung der
Reizschwelle zu vermehrtem Kammerflimmern fuhrt (Yanowitz et al., 1966). Myokardiale
Ischamien scheinen dieses Phanomen zu verstarken (Tomaselli and Zipes, 2004). Dies
scheint mit einer verstarkten Sensitivitdt des kollagenen Bindegewebes, welches als Folge
des Infarkts entsteht (Spinale, 2007), fir sympathische Einflisse einherzugehen (Cao et
al., 2000). Die Infarktnarbe und das sie umgebende Gewebe weist ebenfalls autonome
Dysbalancen auf, ndmlich heterogene Refraktarperiodendnderungen und eine veranderte
Repolarisation, welche nach momentaner Kenntnislage eine Erklarung flr ein erhdhtes
arrhythmogenes Potential bieten (Barber et al.,, 1983, Franciosi et al., 2017, Shen and
Zipes, 2014).

1.1.5 Préavention des plétzlichen Herztodes (SCD)

Hauptursache des SCD bei Erwachsenen sind VA (Deneke et al., 2019). Hierbei sind
insbesondere VT sowie Kammerflimmern als Ursachen zu nennen (Adabag et al., 2010).
Zur Sekundarpravention des SCD konnte bei Patienten mit eingeschrankter
Ejektionsfraktion (>35%) eine Reduktion der Mortalitat mittels implantable cardioverter-
defibrillator (ICD) gezeigt werden (Buxton et al., 2006). Ebenso konnte mittels ICD-
Implantation eine Mortalitdtssenkung im primarprophylaktischen Setting bei bspw.
Patienten mit therapierefraktaren lonopathien oder Herzinsuffizienz-Patienten mit hohem
SCD-Risiko gezeigt werden (Olde Nordkamp et al., 2013, Priori et al., 2015).
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Hingegen konnte bei bisherigen pharmakologischen Therapieoptionen aus der Gruppe der
Klasse | Antiarrhythmika eine erhéhte Gesamtmortalitat gezeigt werden (Bardy et al., 2005,
Echt et al.,, 1991). Zudem waren in der Gruppe der Antiarrhythmika mehr Patienten an
ventrikularen Tachykardien verstorben als in der Placebo-Gruppe (Echt et al.,, 1991).
Betablocker konnten als einziges Antiarrhythmikum einen positiven Effekt sowohl in der
Primarpravention des SCD als auch der akuten Therapie VA zeigen. Beziglich
Antiarrhythmika der Klasse Il gibt es fur Amiodaron Daten, die entweder keinen oder nur
einen geringen protektiven Effekt in Risikogruppen zur Pravention des SCD zeigten (Piccini
et al., 2009, Priori et al., 2015). Bei Patienten mit hoher VA-Last kann ebenfalls Sotalol zur
Pravention von VT eingesetzt werden, jedoch nicht bei Patienten mit fortschreitender
Herzinsuffizienz (Priori et al., 2015).

Die Erforschung des Pathomechanismus VA (insbesondere VT und Kammerflimmern) ist
zur Entwicklung weiterer pharmakologischer Therapien zur Primarpravention daher nétig.
Durch ein besseres Verstandnis der Pathogenese ventrikulérer Arrhythmien kénnten in
Zukunft mittels EPU Hochrisikopatienten fur einen SCD identifiziert werden, die

herkdmmlichen Kriterien (EF) entgangen waren.

1.2 Diagnostik bei Arrhythmien

Das gangigste diagnostische Verfahren zur Detektion von Arrhythmien ist das 12-Kanal-
EKG. Die zwolf verschiedenen Kanéle basieren auf den Vorarbeiten von Willem Eintoven
aus dem Jahre 1895 (Ableitungen I, Il, lll), Frank Norman Wilson aus dem Jahre 1934
(Ableitungen V1-6) und Emanuel Goldberger (aVL, aVR, aVF). Da Arrhythmien sich haufig
dem konventionellen 12-Kanal-EKG entziehen, wurden bereits in den 1960er Jahren
Langzeit-EKG-Gerate entwickelt, welche auch paroxysmal auftretende Rhythmusstérungen
erfassen und ebenfalls eine bessere Beurteilung von Arrhythmien ermdéglichen (Holter,
1961).

Mittels der Entwicklung des Belastungs-EKG kénnen auch belastungs- bzw. ischamisch
bedingte Arrhythmien demaskiert werden (Fortuin and Weiss, 1977, Shimizu et al., 2003).
Dem EKG steht als invasive Methode die elektrophysiologische Untersuchung (EPU)
entgegen. Diese kann bei VT der Abklarung des Pathomechanismus, falls dies durch nicht-
invasive Methoden nicht moglich ist, der Evaluierung der passenden antiarrhythmischen
Therapie und sogar zur Therapie bei bestimmten Arrhythmien dienen (Block et al., 1998).
Ende der 1960er Jahre wurden die ersten diagnostischen EPU zur Beurteilung von
Erregungsleitungsstérungen durchgefuhrt. In den 1980er Jahren kamen tachykarde
Herzrhythmusstérungen sowohl supraventrikuldr als auch ventrikular in den Fokus der

Untersuchungen. Mittels EPU ist es mdglich, die Erregungsleitungsbahn, ektope
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Erregungen und die Arrhythmogenitat des Herzgewebes zu untersuchen (Block et al.,
1998). Es konnte gezeigt werden, dass beim Menschen bereits drei abgegebene
Extrastimuli ausreichen, um VT auszulésen (Morady et al., 1991).

Inzwischen ist die EPU ein am Menschen gangig eingesetztes Verfahren zur Therapie und
invasiven Diagnostik von VA (Cronin et al., 2019, Priori et al., 2015). Insbesondere bei VA
bedingt durch Narbengewebe sowie bei Patienten mit VT ohne strukturelle
Herzerkrankungen konnen EPU zur Darstellung und Ablation von zirkulierenden
Erregungskreisldufen bzw. getriggerte Aktivitdt genutzt werden (Priori et al., 2015). Bei
angeborenen lonopathien wie den Long-QT und Short-QT Syndromen sowie bei VT in der
akuten Phasen einer Myokardischamie sind EPU nicht empfohlen, da sie keinen

Uberlebensvorteil der Patienten zeigten (Priori et al., 2015).

1.3 Das Mausmodell zur Untersuchung der Arrhythmogenitat

Durch ihre anatomische und physiologische Ahnlichkeit zum Menschen, die einfache
genetische Manipulation sowie durch ethische und 6konomische Uberlegungen eignen sich
Mause als Versuchstiere zur Erforschung kardialer Arrhythmien (Kaese and Verheule,
2012, London, 2001b).

1.3.1 Besonderheiten des murinen Herzaktionspotentials

Die durchschnittliche HF liegt bei Mausen bei 600 Schlagen pro Minute (bpm), ebenso ist
die Aktionspotentialdauer kurzer als beim Menschen (Bogeholz et al., 2014, Petric et al.,
2012).

Fur die Repolarisation des Aktionspotentials sind bei der Maus, anders als beim Menschen
(s. Abb 1), die lonenstrdme li, lkur Und lksiow Vverantwortlich; ursachlich hierfir sind das
Vorhandensein anderer lonenkanéle als beim Menschen (London, 2001a). Ik fUhrt hierbei
zu einer fur das Mausaktionspotential charakteristischen starken initialen Repolarisation (Li
et al., 2004). Die Induktion von VT und Kammerflimmern ist in Mausen schwieriger als beim
Menschen, haufig zeigt sich eine spontane Ruckkonversion in den Sinusrhythmus (London,
2001a).

1.3.2 Besonderheiten des murinen EKG

Anatomisch bestehen humane und murine Herzen aus vier Kammern, haben einen
Sinusknoten als Startpunkt regelhafter Sinusschlage, einen AV-Knoten und verfiigen Uber
ein spezifisches Erregungsleitungssystem (Kaese and Verheule, 2012, London, 2001a).

Das Maus-EKG zeigt trotz prinzipieller Ahnlichkeit Unterschiede zum Menschen auf

(Boukens et al., 2014). Zwar sind P-Welle und PQ-Intervall dem Menschen ahnlich, jedoch
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gibt es Unterschiede bei der weiteren Erregungsausbreitung und Rickbildung (Sabir et al.,
2008).

Der QRS-Komplex der Maus beginnt initial bereits mit einer R-Zacke, dies liegt daran, dass
zwischen oberem Septummyokard und dem His-Bindel durch mangelnde fibrotische
Isolierung eine direkte elektrische Verbindung besteht und eine direkte
Erregungsibertragung ermdglicht wird (van Rijen et al., 2001). Daraus folgend ist es
schwierig, Schenkelblocke im Mause EKG Uber die QRS-Dauer zu detektieren (Boukens et
al., 2014).

Der QRS-Komplex der Maus spiegelt nicht nur die Erregungsausbreitung des Ventrikels,
sondern auch eine beginnende Erregungsrickbildung wider, bedingt durch die steile initiale
Repolarisation im Aktionspotential der murinen Myokardzelle (Li et al., 2004, London,
2001a). Dem entspricht morphologisch im EKG ein positiver J-Punkt sowie eine nicht
isoelektrische ST-Strecke und eine abgeschwachte Amplitude der T-Welle (Sabir et al.,
2008, Speerschneider and Thomsen, 2013). Zur besseren Vergleichbarkeit wird daher
diskutiert, das Ende der T-Welle als Ruckkehr zur isoelektrischen Linie zu deuten (Schrickel
et al.,, 2002). Ebenfalls diskutiert wird, ob es durch die frilhe Repolarisation zu einem
Abschwachen, in manchen Ableitungen sogar einer Aufhebung des QRS-Komplexes,

kommen kann (Boukens et al., 2012).

Qberflichen-EXG:
Ableitung | (mv}

Zeit (ms}

Abb. 5 Murines Beispiel-EKG

Dargestellt sind 50 Einzel-EKG-Komplexe (hellgriin) sowie eine aus den einzelnen Komplexen
gemittelte EKG-Linie (schwarz). Eine Gemeinsamkeit ist das Auftreten von ST-Hebungen und T-
Wellen-Verédnderungen sowie im Verlauf ein Verlust der R-Amplitude und Ausbildung einer Q-Zacke.
Kardiale Ischdmien bewirken im murinen EKG breitere QRS-Komplexe, aufgrund breiterer Q-Wellen
und einer ldngeren QTc-Zeit (Merentie et al., 2015). Es sind erh6hte J-Punkte sowie JT-Intervalle

beschrieben und eine Abnahme der R-Amplitude im Verlauf (Merentie et al., 2015).
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1.3.3 Myokardinfarktmodelle der Maus

Zur Erforschung der Pathophysiologie VA nach Myokardinfarkt und anschlieBender
Reperfusion wurden im Tierversuch verschiedene Ischamie bzw. Ischamie-
Reperfusionsmodelle entwickelt. Diese unterscheiden sich dabei im Operationszugang
(open chest und closed chest) sowie der Ischamiedauer und Reperfusionsdauer. Im
Gegensatz erfolgt im chronischen Ischdmiemodell lediglich eine Ischamie ohne
Reperfusion (Gehrmann et al., 2001). Um den arrhythmogenen Einfluss von Ischamie- bzw.
Reperfusionschaden auf das ventrikulare Myokard zu untersuchen, wurde ein Ansatz
gewahlt, der der aktuellen Behandlung von Patienten mit akuter Myokardischamie ahnelt
(Ibanez et al., 2017).

Das erste beschriebene open chest IR-Modell an Mausen wurde von Michael et al
beschrieben und mit verschiedener Ischamiedauer erprobt (Michael et al., 1995). Dieses
Modell wurde erstmals von Merx et al. am hiesigen Standort etabliert (Merx et al., 2013).
Auf diesem IR-Modell beruhen auch die hier durchgefiihrten IR-Operationen sowie die von
anderen Arbeitsgruppen an unserem Standort (Kleindienst et al., 2016, Niermann et al.,
2016, Petz et al., 2019, Schonberger et al., 2014). Auch aulRerhalb unseres Standorts wird
das open chest IR-Modell in dieser Form angewendet (Song et al., 2016, Wang et al., 2018).
Hierbei hat sich in Vorversuchen, eine Ischamiezeit von 45 Minuten als optimal hinsichtlich
stabiler Infarktzonen erwiesen.

Der Verlauf einer myokardialen Ischamieverletzung kann in Anlehnung an das dreiphasige
cardiac repair-Modell beschrieben werden (Bonaventura et al., 2016, Lindsey et al., 2018).
Die erste Phase ist die akute, inflammatorische Phase (3-72h), charakterisiert durch eine
erhdhte Cytokin-Ausschittung, gefolgt von der subakuten, proliferativen Phase (72h-7d),
charakterisiert durch Fibroblasteneinwanderung und damit beginnende Fibrorisierug des
Infarktareals (Lindsey et al., 2018). Die dritte Phase ist die maturation-Phase, in der sich
die Infarktnarbe vollstdndig konsolidiert (7d-21d) (Lindsey et al., 2018). Als langfristige
Folgen einer myokardialen Ischamie im EKG konnten an Mausen bereits eine verlangerte
QRS-Dauer und ein verlangertes QT-Intervall gezeigt werden (Korte et al., 2002, Merentie
et al., 2015).

1.3.4 Elektrophysiologische Untersuchungen der Maus

Die EPU st ein standardisiertes Verfahren beim Menschen mit etablierten
Versuchsprotokollen (Josephson et al.,, 1978). Nach Einbringen mehrerer Herzkatheter
kénnen dabei die intrakardiale elektrische Erregungsausbreitung, mogliche autonome
Areale detektiert und die arrhythmogene Vulnerabilitdt getestet werden (Muresan et al.,

2019). Neben der sensorischen Funktion besteht auch die Mdglichkeit zu stimulieren.
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Tachyarrhythmien kénnen per Katheterablation im Rahmen der EPU beseitigt werden
(Muresan et al., 2019).

Elektrophysiologische Untersuchungen an Mausen wurden sowohl am hier verwendeten
C57BI6/J-Stamm, als auch an verschiedenen anderen Stammen mit vom Menschen
stammenden Stimulationsprotokollen etabliert (Berul et al., 1996, Berul et al.,, 1997,
Donoghue et al., 2003).

Ebenso sind bereits verschiedene kardiologische Krankheitsbilder im Tier- bzw.
Mausmodell zur Arrhythmiebeschreibung etabliert worden. Einerseits sind hier angeborene
lonenkanalstérungen zu nennen (Song et al., 2007, Mohamed et al., 2007, Morita et al.,
2007). Hierbei konnten einzelne PVC als auch nach Coffein-Stimulation polymorphe VT
induziert werden (Mohamed et al., 2007). Andererseits gibt es auch etablierte Modelle flr
Herzinsuffizienzen und Kardiomyopathien an transgenen Mausen (Donoghue et al., 2003,
Berul et al., 1997). Hierbei waren vermehrt PVC induzierbar (Donoghue et al., 2003).

Die in vivo elektrophysiologische Untersuchung der Maus wurde von Charles Berul im Jahr
1996 etabliert (Berul et al., 1996). Darauf aufbauend wurden zunehmend EPU zum
besseren Verstandnis der Pathophysiologie menschlicher lonenkanalerkrankungen und
Kardiomyopathien sowie zur Testung pharmakologischer Substanzen an (transgenen-)
Mausen durchgefihrt (Clasen, 2012, Patel et al.,, 2003, Yamauchi et al., 2002). Eine
Literaturrecherche zur PES hatte ein uneinheitliches Vorgehen zwischen den
Arbeitsgruppen ergeben, sodass eine Vielzahl verschiedener Protokolle mit
unterschiedlicher Anzahl der Extrastimuli (S2-S5) existiert (Clasen, 2018).

Die Stimulationsprogramme der EPU fiir Mause sind an Protokolle aus der padiatrischen
Kardiologie angelehnt (Berul et al., 1996). Sie bestehen aus programmierten ventrikuldren
Stimulationen mit zwei bis drei Extrastimuli und Burst-Stimulationen mit
Stimulationsintervallen von 150 bis 10ms (Doppel und Tripel-Extrastimulationen) bzw. 50-
30ms  (Burst-Stimulationen) (Berul, 2003, Berul et al, 1996). Ziel eines
Stimulationsprotokolls ist die Induktion von Arrhythmien zur Beurteilung der
Arrhythmogenitat.

Aufgrund der erschwerten Arrhythmieinduktion in vivo bei Mausen ist bislang eine
Beurteilung und ein Vergleich der Arrhythmogenitat mit herkémmlichen Protokollen schwer.
Trotz verschiedenster Stimulationsprotokolle sind in Mausen insbesondere héhergradige
ventrikulare Arrhythmien wie VT oder Kammerflimmern nur schwer induzierbar (Clasen,
2018, London, 2001a). Ein angepasstes Stimulationsprotokoll auf Grundlage der
Arbeitsgruppe um Charles Berul, das anhand anderer Arbeiten (s.u.) modifiziert wurde,

kdnnte hierbei bessere Resultate liefern, ohne unspezifische Arrhythmien zu erzeugen
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(Berul et al., 1996, Bevilacqua et al., 2000, Schrickel et al., 2007). Hierzu konnte in der
Arbeitsgruppe an unserem Standort gezeigt werden, dass dieses modifizierte
Stimulationsprotokoll mdéglicherweise bei Mausen besser geeignet ist, um die ventrikulare
Vulnerabilitat zu testen (Clasen, 2018). Andererseits besteht eine Limitation bei der
Aggressivitat aufgrund der Gefahr, unspezifische Arrhythmien zu erzeugen (Maguire et al.,
2003). So konnte gezeigt werden, dass mittels hochfrequenter Burststimulation zwar in
chronischen Ischdmie-Tieren und anderen Hochrisikogruppen insgesamt mehr VT
induzierbar waren, jedoch dies sich auch in unbehandelten Jungtieren zeigte, sodass sich
kein prognostischer Hinweis auf eine erhdhte ventrikuldre Vulnerabilitdt ergab (Maguire et
al., 2003, Gehrmann et al., 2001).

In Ischamie-Modellen konnte in der akuten Ischadmiephase (s. 1.3.3) mittels herkdmmlicher
Stimulationsprotokolle Hinweise auf eine erhéhte ventrikulare Vulnerabilitat durch eine
hoéhere Induzierbarkeit von VT nach Ischamie gezeigt werden (Gehrmann et al., 2001). Eine
quantitative und qualitative Arrhythmiecharakterisierung eines IR-Modells 7d postoperativ

mittels EPU ist in der Literatur bislang noch nicht beschrieben.

1.4 Ziele der Arbeit

Der aktuelle Forschungsstand zeigt, dass es sowohl fur die Beschreibung und Auslésung
von ventrikularen Arrhythmien im Mausmodell Klarungsbedarf gibt. Zudem sollte das
verwendete IR-Modell elektrophysiologisch beschrieben und untersucht werden, inwiefern
sich die EPU zu Induktion ventrikularer Arrhythmien im Modell eignet.

Far die vorliegende Arbeit wurden folgende Ziele formuliert:

1.Charakterisierung der ventrikuldren Vulnerabilitat im IR-Mausmodell nach sieben Tagen.

2.Evaluation des MB-Stimulationsprotokolls im Vergleich zu den herkdmmlichen

Stimulationsprotokollen im IR-Modell im Vergleich zu Sham operierten Kontrollen.

3.Untersuchung von elektrophysiologischen, funktionellen und strukturellen Parametern in

Bezug auf die Arrhythmogenitat.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierhaltung und Zucht

Alle Tierversuche sowie die Euthanasie der Versuchstiere erfolgte gemaR etablierter
internationaler Standards und mit vorheriger Genehmigung des Landesamts fur Natur,
Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV) des Landes Nordrhein-Westfalen
(Projektnummer G460/13, Aktenzeichen: 84-02.04.2013.A460) (Council, 2010).

Bei den Versuchstieren handelte es sich um Wildtyp-Mause des Stammes C57BL/6J (n =
18; 14—16 Wochen; 27,84 g + 0,4 g). Die Mause wurden von der Firma Janvier (Le Genest-
Saint-Isle, Frankreich) bezogen und Uber die zentrale Einrichtung fir Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Universitat Disseldorf (Leiter Prof. Dr.
vet.-med. Sager) bereitgestellt. Die Experimente erfolgten im Forschungslabor der Klinik fir
Kardiologie, Pneumologie und Angiologie. Die Grolke der Kafige betrug 350-530cm?, die
Hohe 14cm. Die Kafige wurden mit Lignocel %-S ausgestattet (J. Rettmaier & Séhne GmbH
& Co KG). Die Mause wurden bei einer Temperatur von 22 °C = 2 °C und einer
Luftfeuchtigkeit von 55 % = 5 % mit 22-fachem Luftwechsel pro Stunde gehalten.

Das Beleuchtungsniveau betrug konstant 320 Lux im Zeitraum von 6 bis 18 Uhr MEZ. Den
Mausen standen 15mm autoklaviertes Futter (,ssniff® Spezialdidten GmbH) und
kontrolliertes Leitungswasser aus Trinkflaschen ad libitum zur Verfugung. Der
Aufzeichnungspflicht jedes Tierversuchs wurde nachgekommen. Jede Maus war mit einer
nummerierten Begleitkarte versehen, welche Auskunft Gber Herkunft, Nummer des
Versuchsvorhabens und Verwendung gab.

Versuchsablaufe, Belastungstabelle und Ergebnisse wurden in schriftlicher und digitaler
Form festgehalten. Es wurden Geschlecht, Alter, Kérpergewicht, Trinkmenge, Verhalten,
Versuchsdauer, durchschnittliche Isoflurandosierung, Herzfrequenz (HF), Atemfrequenz
und Gewicht dokumentiert. Zur Vermeidung von Schmerzen wahrend der Versuche erfolgte
eine engmaschige Reflextestung.

Euthanasie und Herzentnahme am Versuchsende wurden unter tiefer Narkose mittels i.p.
Gabe von Ketamin (100mg/kg Kérpergewicht) und Xylazin (10mg/kg Koérpergewicht) i.p.
durchgefihrt.
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2.2 Versuchsplanung

Fur die elektrophysiologische Charakterisierung des Ischamie-Reperfusion (IR)-

Mausmodells in vivo wurde folgendes tierexperimentelle Vorgehen gewahlt.

Versuchsablauf

Baseline Echokardiographie |

\\x

£ 2
Control-Gruppe Sham-Gruppe IR-Gruppe
(n=86) (n=8) (n=7)

J |

‘ Thoraxoperation in Thoraxoperation in TN

TN ohne LAD Okklusion LAD 45
Okklusion Minuten und Reperfusion

| Echokardiographie zu den Zeitpunkten 1d, 2d, 7d |

Elektrophysiologische Untersuchung und Herzentnahme |

Infarkigréfen- und
Herzgewichtbestimmung

Abb. 6 Versuchsablauf der Arrhythmieanalyse

Nach initialer Echokardiographie wurden die Versuchstiere den drei Gruppen Control (nicht operiert),
Sham (operiert ohne Ischdmie) oder IR zugeordnet. In der Control-Gruppe fand nach 7d die EPU
ohne weitere Interventionen statt. In der IR-Gruppe fand eine Thoraxoperation mit 45 Minuten
Okklusion der LAD statt, in der Sham-Gruppe erfolgte nur eine Thoraxoperation. AnschlieBend
erfolgte in beiden Gruppen eine EPU. Nach IR-Operation fanden zu drei Zeitpunkten
Echountersuchungen statt (1d, 2d, 7d). In jeder Gruppe erfolgte nach EPU die Herzentnahme zur
InfarktgréBen- und Herzgewichtsbestimmung.

IR=Ischdmie/Reperfusion, ITN=Intubationsnarkose, LAD=left anterior descending artery,

EPU=elektrophysiologische Untersuchung.

In der IR-Gruppe erfolgte eine Herzoperation am offenen Thorax und ein 45-minutiger
Verschluss der LAD (left anterior descending artery) der Maus mit anschlieRender
Reperfusion (IR). Bei Sham-Mausen erfolgte lediglich die Thoraxoperation ohne Verschluss
der LAD.

Die Control-Gruppe wurde untersucht, um erstens Erfahrung mit den Experimenten zu
sammeln und um zweitens den Einfluss der Operation auf die Arrhythmieentstehung

abschatzen zu konnen.
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Zur Modellkontrolle und Beurteilung der systolischen LV-Funktion erfolgten praoperativ und
1d, 2d und 7d nach IR-Operation echokardiographische Untersuchungen.
Die elektrophysiologische Untersuchung (EPU) erfolgte 7d postoperativ (subakute Phase).
Der Zeitpunkt wurde dabei in Anlehnung an das dreiphasige cardiac repair-Modell nach
Bonaventura et al. so gewahlt, dass die akute inflammatorische Phase sicher
abgeschlossen war (Bonaventura et al., 2016). Bei der EPU handelte es sich um einen
Finalversuch, nach dem das Herz enthommen und gewogen wurde.

Zur Darstellung der Infarktnarbe erfolgte anschlielliend eine Gomoris-Trichrome-Farbung.
Bei Control-Tieren ohne Infarkt erfolgte lediglich eine echokardiographische Untersuchung.
Die Poweranalyse ergab n=12 je Gruppe (Effektgrole nach Cohen 0.8), wobei nach

bisherigen Erfahrungen mit der Methodik zunachst n=8 angestrebt wurden.

2.3 Transthorakale echokardiographische Untersuchung

2.3.1 Material

2.3.1.1 Geriate

=Echokardiographie Vevo® 2100 Imaging System, Visual Sonics, Toronto,
Kanada

=Schallkopf Transthorakal, Doppler, 18-32 MHz, Vevo 2100, Visual
Sonics, Toronto, Kanada

=3D Monitor Vevo® 2100 Imaging System, Visual Sonics, Toronto,
Kanada

=QOperationstisch Visual Sonics B 05 34, Visual Sonics, Toronto, Kanada

=Schallgelwarmer Therma Sonic®-Gelwarmer, Parker-Hannifin Corp.
Cleveland, USA

=Rasierer Moser® Typ 1556, Wahl GmbH, Unterkirnach

=\Waage Sartorius portable, Sartorius AG, Géttingen

2.3.1.2 Computer und Software

=Acer Aspire V13 Windows 10

=*VEVO LAB 3.1 FUJIFILM VisualSonics, Inc
=sStatistik-Programm GraphPad Software, Inc., GraphPad Prism 6.01
=Textverarbeitung Microsoft Office 2017, Microsoft Office 2016
sLiteraturverwaltung Endnote 8.2, Clarivate Analytics

2.3.1.3 Instrumente und Verbrauchsmaterialien
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=Schallgel Aqua Sonic 100, Parker-Hannifin, Cleveland, USA

=Enthaarungscreme Veet™ Silk&Fresh, Reckitt Benckiser, Slough, UK

=*Transpore™ Transparentes Tape, 3M, Neuss, Deutschland

=\Weiche Tilcher Tapira, GVS GrolRverbrauchsspezialisten eG,
Heidenheim

=Raue Tucher Clou Prestige tissues, WEPA Professional GmbH,

Arnsberg, Deutschland

=Stift fur Markierungen Edding 3000 ®, Edding AG, Ahrensburg

= Kodan® Tinktur  forte, farblos, Schilke, Norderstedt,
Deutschland

=Oberflachendesinfektiosmittel Bacillol ® AF, Hartmann, Heidenheim

2.3.1.4 Pharmaka

s[sofluran

Isofluran ist ein volatiles Anasthetikum aus der Reihe der halogenierten
Kohlenwasserstoffe. Es wirkt hypnotisch, muskelrelaxierend und gering analgetisch
(Aktories K. et al., 2013).

Dadurch, dass es unter anasthetischen Bedingungen nicht brennbar ist und kaum vor
sauerstoffbedingtem Zerfall geschiitzt werden muss, hat es die idealen Eigenschaften eines
Narkosegases (Lancet, 1985). Durch einen Blut-Gas-Verteilungskoeffizienten von 1,4 ist es
gut steuerbar, besonders im Vergleich zu intravenésen Anasthetika wird dies durch eine
geringe Metabolisierungsrate von unter 0,2% noch verstarkt (Aktories K. et al., 2013).

Die Nebenwirkungen umfassen Hyperkapnie, Azidose, Atemdepression, ebenso kann es
nach sehr langer Anwendung zu Tachykardie und Hyperthermie kommen (Cesarovic et al.,
2010). Eine solche Dauer wurde jedoch in keinem der durchgeflhrten Experimente
beobachtet

Beim Menschen wird ebenfalls diskutiert, ob es bei langer Anwendung bei Patienten mit
Koronarsklerose ischamische Zustéande begtinstigt (coronary steal), ebenfalls wird eine
hepatotoxische Wirkung der Isofluran-Metabolite vermutet (Aktories K. et al., 2013).
Jedoch ist zu beachten, dass mittels Offnung ATP-abhéangiger mitochondrialer
Kaliumkanale auch kardioprotektive Effekte mittels Bradykardie beschrieben wurden
(Aktories K. et al., 2013, Williamson et al., 2018).

Die Zielkonzentration per inhalationem war 1,6% Isofluran. Zum Ausschluss einer
Uberdosierung fand eine andauernde Uberwachung der Atmung, HF sowie der Raum- und

Kdrpertemperatur statt.
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2.3.2 Arbeitsplatz

Die Versuche fanden im kardiologischen Forschungslabor der Sicherheitsstufe 1 statt. Die
Mé&use befanden sich wahrend der Untersuchung in einem lichtkontrollierten, ruhigen
Raum, dessen Raumtemperatur dberwacht und schriftlich festgehalten wurde. Die

Versuche fanden zu ruhigen Laborzeiten am Nachmittag statt.

2.3.3 Vorgehen

Die Untersuchung wurde unter 1,6% Isofluran vermittelter Inhalationsnarkose durchgefihrt
(Induktionshase 2,5 Vol.% in 70% N2O / 30% O). Wahrend der Experimente fand eine
konstante Uberwachung der Herz- und Atemfrequenz und der Temperatur statt. Die
transthorakale Echokardiographie ist fir das IR-Mausmodell ein etabliertes und
verlassliches Verfahren zur Bestimmung der ventrikularen Funktion (Merx et al., 2013).
Initial wurden die Mause gewogen und in einer Narkosekammer mit 3,5-4% Isofluran
sediert, um eine rasche Hypnose zu erreichen. Die Extremitaten der Mause wurden an den
Kontakt-Elektroden des gewarmten Operationstisches (Visual Sonics B 05 34) fixiert. Die
Aufrechterhaltung der Isofluransedierung erfolgte bei 1,6 Vol% Uber eine Atemmaske. Die
Atemfrequenz sollte zwischen 80-120/min betragen.

Unter kontrollierter Ableitung eines Elektrokardiogramms (EKG) und der Atemfrequenz
erfolgte eine Enthaarung im ventralen Thoraxbereich der Maus mittels Rasierer (Moser
Type 1556) und Enthaarungscreme (Silk&Fresh, Veet). Anschlielend folgte die
transthorakale Echokardiographie mittels speziell fur Mauseherzen geeignetem Schallkopf
(18-32 MHz, Vevo 2100, Visual Sonics) und Schallgel (AquaSonic 100). Dargestellt wurden
die parasternal Langachse und die parasternal Kurzachse .

Operationstisch und Schallkopf sind dabei an einer Halterung (Visual Sonic Systems 2100)
fixiert, welche mittels Drehrddern eine Hohenverstellung sowie horizontale
Hohenausrichtungen erlaubt, um auf diese Weise Manipulationen an der Maus nicht nétig
zu machen.

Nach Beendigung der Untersuchung wurden die Mause bis zu ihrem Wiedererwachen
beobachtet.

2.3.4 Analyse

Die Analyse fand mittels VEVO Lab 3.1 in den R&umlichkeiten des kardiologischen
Forschungslabors statt.

Zur Auswertung des Echokardiogramms gehdrte die Beurteilung und Bestimmung der HF,
des Herzzeitvolumens (HZV), des Schlagvolumens (SV) sowie des enddiastolischen- und

endsystolischen Volumens (EDV bzw. ESV) im B- und M-Mode. Die Bestimmung des
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enddiastolischen- und endsystolischen Volumens sowie die Kalkulation des
Schlagvolumens und Herzzeitvolumens erfolgten anhand etablierter Methoden (Zhang et
al., 2007). Die Volumenberechnung erfolgte auf Grundlage eines zylindrisch-
hemiellipsoiden Modells mit der Formel: Volumen = 8x Flache?/ 3 1 / Lange) (Zhang et al.,
2007). Darauf basierend erfolgte die Berechnung der Ejektionsfraktion wie folgt: (EDV —
ESV) / EDV x 100. Die Berechnung des cardiac output (CO) erfolgte anhand folgender
Formel: CO = HF x SV. Die Bestimmung des fractional shortening (FS) erfolgte in der
parasternalen Langachse mit der Formel: FS (%) = (LVEDD — LVESD)/LVEDD x 100.

2.4 Ischamie-Reperfusion-Operation

2.4.1 Material

2.4.1.1 Gerate

=Animal BioAmp® FE238, ADInstruments, Spechbach,
Deutschland
=Beheizbarer Operationstisch Small Operating Table 816-503001-1,

BioScience, Sheerness, UK

=BioAmp Cable®
*T-Type Pod ML 312

=Mikroskop

=Lichtquelle

=Zerstauber

2.4.1.2 Computer und Software

=DELL™ Optiplex 755
= abChart®
sMC_Stimulus Il

ADInstruments, Spechbach, Deutschland
Temperatursonde ADInstruments, SPechbach,
Deutschland

Leica MZ9.5 Stereomicroscope, Leica Micro
systems GmbH, Wetzlar, Deutschland

KL1500 LCD, Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

fur Isofluran mit Flow-meter, Sigma Delta

Vaporizer, Penlon Limited, Abingdon (UK)

Windows Vista
ADInstruments, Version 8.1
Multi Channel Systems MCS GmbH, Version 3

2.4.1.3 Instrumente und Verbrauchsmaterialien

=Praperationsbesteck

Anatomische Pinzette

Pinzetten krumm spitz fein
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Mikroschere

Gefallhalter Pinzette manuell vorgebogen

Nahtklemme

=|sotonische Kochsalzlésung Fresenius SE & Co. KGaA, Bad Homburg

=Seidenfaden mit Nadel fein geflochten, 5/0 Seraflex®, Serag-Wiessner
GmbH & Co. KG, Naila

=Nadel 27G BD Eclipse™needle, Becton, Dickinson
and Company, Eysins (CH)

=Spritzen Omnifix®-F Tuberkulin, B.Braun Melsungen
AG, Melsungen

=Transpore™ Transparentes Tape, 3M, Neuss, Deutschland

=\Weiche Tlicher Tapira, GVS Grolverbrauchsspezialisten eG,
Heidenheim

=Kompressen ES-Kompressen 10x10cm, Hartmann,
Heidenheim

=Tupfer Pur-Zellin, Hartmann

2.4.1.4 Pharmaka

s[sofluran (pharmakologische Eigenschaften s. 2.3.1.4)

Nach Einleitung der Inhalationsnarkose mittels Isofluran in einer Narkosekammer (3,5-4,0
Vol%) wurde die Maus mit dem Plastikanteil einer Verweilkaniile intubiert. Uber die Kaniile
wurde die Maus mit bis zu 2% Isofluran bei einer Atemfrequenz von 140 Atemzige/Minute
und einem Druck von 10-12 mbar beatmet. Zum Ausschluss mdglicher Nebenwirkungen
fand auch hier eine andauernde Uberwachung der Atmung, HF sowie der Raum- und

Kdrpertemperatur statt.

=Buprenorphin (Temgesic®)

Buprenorphin ist ein gemischtes Agonist-Antagonist-Opiatderviat, synthetisiert aus
Thebain. Dabei wirkt es am p-Opiatrezeptor partiell agonistisch, am &-Opiatrezeptor
antagonistisch, sowie partiell agonistisch am Nozizeptinrezeptor (ORL-1) (Aktories K. et al.,
2013).

Im Tierversuch konnte, wohlméglich auf partiell agonistischer Wirkung am
Nozizeptinrezeptor (ORL-1) beruhend, eine Abnahme der Analgesie bei sehr hohen Dosen
beobachtet werden (Aktories K. et al., 2013, Cowan et al., 1977). Am Menschen konnte
gezeigt werden, dass Buprenorphin im Bereich analgetischer Dosierungen (0,1-0,6 mg) ein

Sattigungsverhalten in Bezug auf seine atemdepressive Wirkung zeigt (Dahan et al., 2006).
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Buprenorphin zeigt einen hohen first pass Effekt in der Leber (CYP3A4) und sollte daher
parenteral verabreicht werden, seine Wirkdauer betragt 6-8h beim Menschen (Aktories K.
et al., 2013, Brewster et al., 1981).

2.4.2 Vorgehen

Es wurde das im Forschungslabor etablierte Operationsprotokoll der IR-Operation der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Marc Merx verwendet (Merx et al., 2013). Hierbei wurden
kleine Veranderungen vorgenommen (s. unten).

Die Operation fur die IR-Gruppe fand wie unten beschrieben statt, bei der Sham-Gruppe
wurde die Operation mit Ausnahme des Umstechens und der Okklusion der Arterie ebenso
wie folgend eingehalten:

Die Untersuchungen wurden unter Isofluran vermittelter Inhalationsnarkose durchgefiihrt
(Induktionshase 2,5 Vol% in 70% NxO [/ 30% O,  Aufrechterhaltung
untersuchungsabhangig). Wahrend der Experimente fand eine konstante Uberwachung der
Herz- sowie der Atemfrequenz, der neurologischen Reflexe und der Temperatur (T-type
Pod ML 312; Rectal Sonde RET-3, ADInstruments) statt. Nach initialer Inhalationsnarkose
(s.0.) wurde die Maus mittels Aufhdngung an den Schneidezdhnen in einem
Intubationsstativ fixiert und unter Beleuchtung einer Kaltlichtquelle mittels Verweilkantile
intubiert. Uber die Intubation wurde die Isofluran-Narkose aufrechterhalten und zuséatzliche
Temgesic (0.05/kg, s.c) appliziert. Die Narkosetiefe wurde durch Beurteilung des Verlusts
von Stell-, Lid- und Pfotenreflex (festes Kneifen) sowie des Muskeltonus, der Reaktion auf
Schmerzreize und der Frequenz und Tiefe der Atmung beurteilt.

Anschlieend wurde die Maus auf dem Operationstisch fixiert, es folgte die Aufzeichnung
der Temperatur und Ableitung des EKG (Animal BioAmp®) mittels rektaler Sonde, die die
Temperatur Giberwachte. Durch den beheizbaren Operationstisch (BioScience) und Infrarot-
Warmlichtquellen (KL1500 LCD, Leica Microsystems) wurde sichergestellt, dass die
Kdrpertemperatur 37°C nicht unterschritt.

Nach Desinfektion der Haut erfolgte ein 1,5cm groRer Hautschnitt Gber dem Brustbein und
die Rippen wurden durch Splitterpinzetten freiprapariert. Zwischen 9. und 10. Rippe erfolgte
mittels Mikroschere das Praparieren eines Zugangs in den Thorax, welcher durch
Operationshaken weiter ertffnet wurde.

Nach Entfernung des Herzbeutels wurde die linke Herzkranzarterie lokalisiert und mit einem
7-0 Prolenefaden (Seraflex®) umschlungen. Die Fadenenden wurden jeweils durch einen
PE 10 Schlauchring gefiihrt, an den Fadenenden wurden freischwebende 1g Gewichte
befestigt, sodass der Faden das umschlungene Gefal} okkludierte. Die Okklusion der
Arterie wurde Uber das EKG mittels ST-Streckenhebung Uberprift und dokumentiert. Bei
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Sham operierten Mausen erfolgte lediglich eine Unterstechung der linken Herzkranzarterie
ohne Okklusion.

Wahrend der Ischdmiedauer (45 Minuten) wurde der erdffnete Thorax mittels NaCl
(Fresenius SE & Co. KGaA) angefeuchtet und es folgte eine strenge Temperaturkontrolle
(>37°C).

Zur Reperfusion wurde nach Ablauf der Ischamiezeit die Okklusion der Arterie aufgehoben
und der Faden sowie die Operationshaken entfernt. Bevor die Rippen mit 4-0 Seidenfaden
(Seraflex®) verschlossen wurden, wurde der Beatmungsdruck der Lungen auf 20mbar
erhoht und das korrekte Entfalten beider Lungenfligel visuell kontrolliert. Muskel und
Hautnaht erfolgten mittels 5-0 Seidenfaden (Seraflex®).

Nach Beendigung der Isoflurannarkose und Wiedereinsetzen der Atemreflexe wurde der
Maus Uber eine Atemmaske fur zehn Minuten ein Gemisch aus Sauerstoff und Raumluft
verabreicht, anschlielend wurde sie unter Rotlicht in einem sauberen Kafig gehalten.

Zur Analgesie erfolgte alle 6-8h die Gabe von Temgesic (0,05mg/kg, s.c.) unter

engmaschiger Nachbeobachtung.

2.5 In vivo Elektrophysiologische Untersuchung

2.5.1 Material

2.5.1.1 Geriate

=Animal BioAmp® FE238, ADInstruments, Spechbach,
Deutschland
=Beheizbarer Operationstisch Small Operating Table 816-503001-1,

BioScience, Sheerness, UK

=BioAmp Cable®
*T-Type Pod ML 312

=Connector Cable™ CIB’'ER MOUSE™

sElektrodenkabel Maus
sElektrodenkatheter

sElektrodennadel

=Power Lab 8/35®

ADInstruments, Spechbach, Deutschland
Temperatursonde ADInstruments, Spechbach,
Deutschland

NUMED Inc., Hopkinton,USA, PIN 8, 200 cm

Lange

Oktapolar, 2.0
Elektrodenabstand und —lange

MLA 1203 Needle Electrodes (5) 29 gauge
(12mm),

Deutschland

french, 0.5 mm

ADInstruments, Spechbach,

ADInstruments, Spechbach, Deutschland
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*STG 4002

=Mikroskop

=Lichtquelle

nZerstauber

=Peristaltische Pumpe

2.5.1.2 Computer und Software

=Acer Aspire V13
*DELL™ Optiplex 755
sLabChart®
=MC_Stimulus Il

=Statistik-Programm

=Literaturverwaltung

=Textverarbeitung

Multi Channel Systems MCS GmbH,
Reutlingen, Deutschland

Leica MZ9.5 Stereomicroscope, Leica Micro
systems GmbH, Wetzlar, Deutschland

KL1500 LCD, Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

fur Isofluran mit Flow-meter, Sigma Delta
Vaporizer, Penlon Limited, Abingdon (UK)
Hugo Sachs Elektronik - Harvard Apparatus
GmbH

Windows 10

Windows Vista

ADInstruments, Version 8.1

Multi Channel Systems MCS GmbH, Version 3
GraphPad Software, Inc., GraphPad Prism
6.01.

Endnote 8.2, Clarivate Analytics

Microsoft Office 2017, Microsoft Office 2016

2.5.1.3 Instrumente und Verbrauchsmaterialien

=Praperationsbesteck

=Aqua destilliert

s[sotonische Kochsalzldsung
=Dulbecco’s phosphate puffered saline
=Seidenfaden

=Nadel

=Spritzen

=*Transpore™

Anatomische Pinzette

Pinzetten krumm, spitz, fein

Mikroschere

Gefallhalter Pinzette manuell vorgebogen
Nahtklemme

Reinigung des Katheters

Fresenius SE & Co. KGaA, Bad Homburg
Sigma-Aldrich, St.Louis (USA)

fein geflochten, 5/0 Seraflex®, Serag-Wiessner
GmbH & Co. KG, Naila

27G BD Eclipse™needle, Becton, Dickinson
and Company, Eysins (CH)

Omnifix®-F Tuberkulin, B.Braun Melsungen
AG, Melsungen

Transparentes Tape, 3M, Neuss, Deutschland
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=\Weiche Tulcher Tapira, GVS GroRRverbrauchsspezialisten eG,
Heidenheim

=Raue Tucher Clou Prestige tissues, WEPA Professional
GmbH, Arnsberg, Deutschland

=Kompressen ES-Kompressen 10x10cm, Hartmann,
Heidenheim

=Tupfer Pur-Zellin, Hartmann

2.5.1.4 Pharmaka

=|sofluran (s. 2.3.1.4)

Nachdem initial 3% Isofluran Uber eine Atemmaske zur schnellen Narkoseeinleitung
gegeben wurden, betrug die Zieldosierung fir die restliche EPU 1,6% im Durchschnitt. Zum
Ausschluss madglicher Nebenwirkungen fand u.a. auch hier eine Kkontinuierliche

Uberwachung der Atmung, HF sowie der Raum- und Kérpertemperatur statt.

=|soproterenol

Beim Noradrenalinderivat Isoproterenol handelt es sich um ein direktes
Sympathomimetikum. Durch seinen Aufbau mit drei Hydroxygruppen und der Bindung der
Isopropyl-Gruppe am Stickstoff ist es direkt wirksam und spezifisch fir 31- und R2-
Rezeptoren (Aktories K. et al.,, 2013). Mittels R1-Aktivierung flhrt es zu positiver
Chronotropie, Dromotropie und Lusitropie. In ex vivo Tierversuchen ist eine auf einer
steileren Phase Il Repolarisation und einer Verkirzung der Plateauphase bei ausreichender
Dosis, beruhende, arrhythmogene Wirkung des Isoproterenols beschrieben (Giotti et al.,
1973, Priori and Corr, 1990).

Zur Auslésung und Klassifizierung von Katecholamin-sensitiven Arrhythmien wurden 1ug/g
Kdrpergewicht i.p. verabreicht (Bevilacqua et al., 2000). Die Applikationskontrolle erfolgte
durch Beobachtung eines Herzfrequenzanstiegs von mindestens 20% oder einer
Verringerung der Zykluslange auf unter 100ms. Bei Ausbleiben des Anstiegs erfolgte eine
weitere Gabe Isoproterenol (Brunner et al., 2001). Die Beeinflussung der EKG Parameter

inklusive Herzfrequenzkinetik durch Isoproterenol wurde bestimmt.

2.5.2 Versuchsaufbau

Oberflachen-EKG:

Das EKG an den Extremitaten ermdglicht die Beurteilung der elektrischen
Erregungsbildung, -ausbreitung und -riickbildung des Herzens.

Ein Oberflachen-EKG wurde wahrend der Echokardiographie, der IR-Operation und der

EPU aufgezeichnet. Dabei lag das Augenmerk wahrend der Echokardiographie auf der HF.
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Abb. 7 Oberflichen-EKG-Ableitung

Die Skizze verdeutlicht die Ableitung eines 6-Kanal-Oberflichen-EKG bei der Maus. Dabei werden
vier Elektroden subcutan an den Extremitdten angebracht (ADInstruments). Somit werden die
bipolaren  Extremtitétenableitungen I, I, Il nach Einthoven und die unipolaren

Extremitétenableitungen aVR, aVL und aVF nach Goldberger abgeleitet.

Die dafiur benétigten Elektroden (ADInstruments) wurden nach Analgosedierung der
Versuchstiere mittels Nadeln subcutan im Bereich der Extremitaten angebracht. Die Nadeln
wurden am rechten Arm, am linken Arm, am linken Bein und am rechten Bein (die
Nullelektrode) angebracht. Hierdurch waren die Ableitungen | und Il ableitbar. Mittels
Software (Labchart) wurden anhand der zwei Ableitungen die restlichen der insgesamt
sechs Ableitungen berechnet. Fir die echokardiographische Untersuchungen erfolgten die
EKG-Ableitungen mittels Kontaktplatinen an den Extremitaten.

Die Elektroden waren mit dem Signalverstarker verbunden (OctalBioAmp®,
ADInstruments). Das Eingangssignal wurde im Powerlab (PowerLab, ADInstruments)

integriert und am Computer mit der Software LabChart 8 (ADInstruments) visualisiert.

Die Oberflachen Elektrogramme wurden vor_der EPU aufgezeichnet und im Nachgang mit
Hilfe des ECG analysis tool (ADInstruments) ausgewertet. Hierzu wurde ein artefaktfreier,
einmindtiger Zeitpunkt zu Beginn der EPU mindestens flinf Minuten nach Narkoseeinleitung
gewahlt (s. Abb. 5). 25 EKG-Ableitungen wurden gemittelt analysiert. Bewertet wurden PR-
Intervall, P-Dauer, QRS-Dauer, QT-Intervall, QT., JT-Intervall, RR-Dauer und HF (s. Abb.

5). Das Ende der T-Welle wurde hierbei als Riickkehr zur isoelektrischen Linie definiert
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(Schrickel et al., 2002). Die QT. wurde nach Mitchell berechnet: QT.=QTo/(RRo/100)"?
(Mitchell et al., 1998).

Elektrophysiologische Untersuchung (EPU)

Sowohl die Elektroden des Oberflachen-EKG als auch die intrakardialen Elektroden waren
mit insgesamt sieben Inputs mit dem OctalBioAmp® verbunden. Zwei Inputs mit jeweils +
und - Pol wurden fir die Generierung des Oberflachen-EKG genutzt (Ableitungen 1, 11, IlI,
aVR, aVL, aVF), drei weitere fur die Ableitung der intrakardialen Signale.

Das PowerLab erhielt Signale aus dem OctalBioAmp® (EKG-Signale), T-Type Pod
(Temperatur), Stimulusgenerator STG 4002 (Multi Channel Systems GmbH) (Stimulus-
Signal). Die Aufzeichnung erfolgte an einem Computer, der Uber einen USB-Anschluss mit
dem PowerlLab (PowerLab, ADInstruments) verbunden war und so die tibertragenen Daten
mittels LabChart 8 (ADInstruments) in Echtzeit darstellen konnte.

Die Sampling Rate des Oberflachen-EKG und der intrakardialen Ableitungen betrug dabei
1k/s, die der intrakardialen Ableitungen 5-400 Hz und der Filter wurde auf 1-50 Hz gestellt
(Berul, 2003). In Zusammenschau des Oberflaichen-EKG und der intrakardialen

Ableitungen konnten Arrhythmien sicher detektiert und bewertet werden.

Beim intrakardialen Katheter handelte es sich um einen Oktapolarkatheter (CIB'ER
MOUSE™ Electrophysiology Catheter, NUMED Inc.), welcher speziell fir EPU an Mausen
entwickelt wurde. Am Katheter befestigt waren acht Platin-Ringelektroden in einem Abstand
und einer Breite von je 0,5mm, er hatte einen Durchmesser von 2,0 french. Durch die direkte
Anordnung der Ringelektroden untereinander ergab sich bei korrekter Positionierung
folgende Lage im Herzen:

- 1-4 rechts-ventrikulére Lage

- 5-6 atrio-ventrikulare Ebene

- 7-8 atriale Lage

Der Katheter hatte einerseits eine Schrittmacherfunktion (pacing), sodass er durch
Verbindung des jeweiligen Ringelektrodenpaares mit dem Stimulusgenerator STG 4002
(Multi Channel Systems GmbH) gesteuert am Ort des jeweiligen Elektrodenpaares
elektrische Reize setzen konnte. Andererseits besal} er auch eine Wahrnehmungsfunktion
(sensing), uber die mittels bipolarer Ableitung Arrhythmien detektiert werden konnten, was

zur Beurteilung von Art, Ursprungsort und Erregungsausbreitung wichtig war.
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2.5.3 Praparation der Maus

Die EPU wurde unter 1,6% Isofluran vermittelter Inhalationsnarkose durchgefihrt
(Induktionshase 2,5 Vol.% in 70% N2O / 30% O2). Die Einleitung erfolgte in einer
Narkosekammer. W&hrend der Experimente fand eine konstante Uberwachung der Herz-
und Atemfrequenz, der neurologischen Reflexe und der Temperatur (T-type Pod ML 312;
Rectal Sonde RET-3, ADInstruments) statt. Die Maus wurde nach Isofluran-Narkose auf
dem 35-37°C warmen Operationstisch (Small Operating Table, BioScience) fixiert. Es folgte
die rektale Einflhrung der Temperatursonde zur Kontrolle der Temperatur zwischen 35°-
37°C, da hier mit dem geringsten Einfluss der Temperatur auf die HF zu rechnen ist.
AnschlieRend folgte das Befestigen der Elektroden des Oberflachen-EKG (Clasen, 2018).
Die Hypnose und Analgosedierung der Maus wurde mittels Inhalationsnarkose durch
Isofluran aufrechterhalten.

Es folgte ein ovalférmiger Hautschnitt mit einer Lange von drei Millimetern in einem Dreieck
zwischen Koérpermedianlinie, Clavicula und rechtem Schulterrand der Maus.

Mittels zweier, stumpfer abgerundeter Pinzetten folgte ein atraumatisches Spreizen der
Wunde und die Freilegung der Vena jugularis interna unter Sicht durch ein binokulares
Mikroskop (Leica MZ9.5 Stereomicroscope). AnschlieRend wurde das Gefall mittels
Seidenfaden (5/0 Seraflex®) einmal distal und zweimal proximal umschlungen. Kranial
wurde eine Ligation der Vena jugularis interna angelegt.

AnschlieRend wurde mit einer feinen Praparierschere die Vena jugularis interna der Maus
einseitig angeschnitten. Das entstandene Loch wurde mit einer spitzen Pinzette
festgehalten und der Oktapolarkatheter (CIB'ER MOUSE™) durch jenes Loch eingefuhrt.
Dies geschah ebenfalls unter Sicht mittels binokuldren Mikroskops.

Danach wurde der Katheter vorsichtig in Richtung des rechten Ventrikels vorgeschoben.
Aufgrund der méglichen Gefahr einer Gefald- oder Organruptur sollte das Vorschieben des
Katheters nur sehr vorsichtig und widerstandslos erfolgen. Mittels sensing-Funktion des
Katheters konnte die korrekte Positionierung des Katheters im rechten Ventrikel bestatigt
werden. Bei korrekter Lage waren in den Ableitungen 1-2 des Katheters charakteristische,
breite Kammerkomplexe mit einer hohen Amplitude (5-10mV) messbar.

Nach korrekter Positionierung des Katheters erfolgte dessen Fixation im rechten Ventrikel

durch Verschluss der vorab gelegten, proximal umschlungenen Seidenfaden.

Zur Initiation des Stimulationsprotokolls wurden nun die zu den Elektrodenringen 1-2
gehorigen Pins vom OctalBioAmp® mit dem Stimulationsgenerator verbunden. Der
elektrische Stimulus wurde als rechteckiger Impuls mit einer Dauer von 1ms und doppelter

Reizschwellenintensitat programmiert.
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Nach Beendigung der EPU wurden Oberflachen-EKG und intrakardiale Ableitungen mittels

der Software LabChart® (ADInstruments, Version 8.1) ausgewertet.

Wahrend der gesamten Prozedur wurden engmaschig Temperatur, HF, Atemfrequenz und
Reflexe Uiberprift, um die Inhalationsnarkose zu steuern und um ein Erwachen oder Leiden

der Versuchstiere zu vermeiden (Kohn et al., 2007).

2.5.4 Ventrikulares Stimulationsprotokoll

Das ventrikulare Stimulationsprogramm bestand aus Bestimmung der ventrikuldren
Reizschwelle, der ventrikularen Refraktarperiode (VRP) und der Testung der ventrikularen

Vulnerabilitat.

Reizschwelle:

Die Reizschwelle wurde definiert als geringste Reizstarke, die noch zu einer effektiven
ventrikularen Stimulation flhrte. Zu Beginn erfolgte die Bestimmung der Reizschwelle.
Hierzu wurden 30 Stimulationen in einem festgelegten Abstand (Sinuszykluslange — 20ms)
mit einer Starke von initial 500mV abgegeben. Die Reizschwelle wurde auf 50mV genau
bestimmt.

Alle folgenden Schritte wurden nun mit der doppelten Reizschwelle durchgeflhrt und

anschlielend wurde nach jedem Protokollschritt eine 10s Pause eingehalten.

Ventrikulare Refraktarperiode (VRP)

Die VRP wurde definiert als geringste Zykluslange zwischen zwei Stimulationen, die noch
zu einer ventrikularen Stimulation flhrte. Die Bestimmung der VRP erfolgte standardisiert
mittels programmierter elektrischer Stimulation, bestehend aus acht S1 Stimulationen mit
fester Basiszykluslange und einem S2 Extrastimulus (Clasen, 2012). Der S2-Stimulus
wurde beginnend von 60ms um jeweils 2ms auf 20ms als Ankopplungszeit sukzessive
verklrzt. Um eine Herzfrequenzunabhangigkeit der VRP von der Ankopplungszeit der S1
Stimulationen zu erreichen, wurde die Testung der VRP bei drei Basiszykluslangen 100, 90

und 80ms bestimmt.

Testung der ventrikularen Vulnerabilitat

Die Testung der Vulnerabilitat erfolgte durch drei verschiedene Stimulationsverfahren: die
konventionelle programmierte elektrische Stimulation (PES), Burst-Stimulation und den in
der Arbeitsgruppe entwickelten Miniburst (MB) (Berul et al., 1996, Clasen, 2018).
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Abb. 8 Bestandteile des Stimulationsprotokolls

Gezeigt sind exemplarisch die drei verschiedenen Stimulationsprotokolle: PES (A), Burst (B), MB
(C). Die Stimulation erfolgte in doppelter Reizschwellenintensitédt. Das PES-Stimulationsprotokoll
bestand aus 8xS1+1xS2-4 Stimulationen, das Burst-Protokoll bestand aus 20-100 S1 Stimulationen
pro Sekunde und das MB-Protokoll aus 20xS1+1xS2-11 Stimulationen.

PES=programmierte elektrische Stimulation, MB=Miniburst.

Die PES bestand aus acht S1 Stimulationen mit drei verschiedenen Zykluslangen 100, 90,
80 ms mit Ankopplung eines S2 Extrastimulus (s. VRP). Dabei wurde die Ankopplungszeit
des S2 Stimulus von 60ms in dekrementalen Schritten um 2ms bis auf 20ms reduziert. Fur
die Extrastimulation bis S3 wurde der S2 Stimulus auf 20ms Uber der VRP programmiert.
Es folgte der S3 Stimulus mit einer Ankopplungszeit von 60ms, der in dekrementalen
Schritten um 2ms bis auf 20ms reduziert wurde. Fur die Extrastimulation bis S4 wurden
S2+83 Stimulus auf 20ms uber der VRP programmiert. Es folgte der S4 Stimulus mit einer
Ankopplungszeit von 60ms, der in dekrementalen Schritten um 2ms bis auf 20ms reduziert
wurde.

Das Stimulationsprogramm der programmierten Extrastimulation umfasste insgesamt 120

Stimulationseinheiten (SE):

40 SE fur PES-S3 + PES-S4 mit S1 Ankopplungszeit= 100ms
40 SE fir PES-S3 + PES-S4 mit S1 Ankopplungszeit= 90ms
40 SE fir PES-S3 + PES-S4 mit S1 Ankopplungszeit= 80ms
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Das Burst-Stimulationsprogramm bestand aus einem 5-Sekunden-Burst. Die Zeitangabe
bezog sich dabei auf die gesamte Stimulationsdauer pro Stimulationseinheit (5s). Dabei
reduzierte sich pro Stimulationseinheit das Stimulationsintervall von 50ms auf 10ms,
sodass sich in einem 5-Sekunden-Burst initial 100 Stimulationen befanden, am Ende jedoch
500 Stimulationen waren. Das Dekrement zwischen den Stimulationsstufen betrug jeweils
10ms. Die Burst-Stimulationen bestanden also insgesamt aus 10 Stimulationseinheiten
(10x 5-Sekunden-Burst).

Das MB-Stimulationsprogramm wurde innerhalb der Arbeitsgruppe entwickelt.

Es bestand aus 20 S1 Stimulationen mit einer festen Zyklusldnge von 100ms. Darauf
folgten drei und bis zu zehn Extrastimulationen mit jeweils fester Ankopplungszeit von
60ms. Die Ankopplung der Extrastimuli erfolgte in dekrementalen Schritten von 2ms pro
Stimulationseinheit im Ankopplungsintervall 60-20 ms (S4-S11). Erreichte der dabei
vorangehende Stimulationsabschnitt (z.B. 20x S1 + 1x S2 + 1x S3 + 1x S4, wobei S2-S4
jeweils mit derselben Ankopplungszeit) nach 20 dekrementalen Stimulationseinheiten 20ms
als Ankopplungszeit, folgte anschlieRend der nachste Stimulationsabschnitt (in diesem Fall
S5, 20x S1 + 1x S2 + 1x S3 + 1x S4 + 1xS5, wobei S2-S4 jeweils mit derselben
Ankopplungszeit). Das MB-Stimulationsprotokoll besteht also aus 8 x 22
Stimulationseinheiten (insgesamt 176 Stimulationseinheiten). Es wurde nach jedem
Protokollschritt eine 10s Pause eingehalten. Zwischen den einzelnen Stimulationseinheiten
betrug die Pause mindestens 2s, um eine mogliche intrazellulare Calcium-Akkumulation zu
verhindern (Koller et al., 1995, Schrickel et al., 2007). Dies diente dazu, mdglichen

arrhythmogenen Effekten eines erhéhten Calciumspiegels vorzubeugen (Conti, 2006).

Die Stimulationsprotokolle wurden jeweils nach Isoproterenol-Gabe in verkurzter Form
wiederholt. Damit sollte sichergestellt sein, dass die einzelnen Stimulationsschritte im

wirksamen Zeitfenster von Isoproterenol stattfanden.

2.5.5 Analyse

Die Analyse der Daten erfolgte durch die Software Labchart 8 (ADInstruments) an einem
Computer (Windows 10).

Die Bestimmung der ventrikularen Reizschwelle (s. 2.5.4) erfolgte wahrend der
Untersuchung, um die folgenden Stimulationsprotokolle (PES, Burst, MB) zu
programmieren.

Die Charakterisierung der Arrhythmien erfolgte auf Grundlage der Lambeth-Kriterien: Ein
ventrikularer Komplex ohne vorangehenden Stimulus wurde als ventrikuldre Extrasystole,

zwei Komplexe als couplet, drei Komplexe als triplet und mehr als drei Komplexe als VT
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definiert, wobei die VT nach ihrer Dauer in kleiner oder gréer eine Sekunde andauernd
unterteilt wurde (s. Abb. 9) (Walker et al., 1988).
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Abb. 9 Arrhythmieeinteilung nach Lambeth-Kriterien

Gezeigt sind die nach Lambeth-Kriterien unterschiedlichen Arrhythmien: PVC (A), couplet (B), triplet
(C), VT (D). Auf der x-Achse ist die Zeit in Sekunden dargestellt. Flir jede Arrhythmie sind das
Oberflachen-EKG (Oberfldache), das Intrakardiale-EKG (Intrakardial) sowie die Stimulation (Stimulus)
dargestellt. Die jeweils induzierte VA ist mit einem roten Kasten markiert. Die Bestimmung der
Arrhythmien erfolgte anhand des Oberflaéchen-EKGs und der intrakardialen Ableitungen.

PVC=premature ventricular complex, VT=ventrikuldre Tachykardie, VA=ventrikuldre Arrhythmie.

Als Kriterien fur ein Kammerflimmern zur Abgrenzung der VT wurden eine nicht messbare
Frequenz und eine sich von Schlag zu Schlag &ndernde Morphologie herangezogen (Berul,
2003). Kammerflimmern konnte zu keiner Zeit im Rahmen dieses Projekts dokumentiert

werden.

Zur Beurteilung der Arrhythmogenitat wurden den verschiedenen Arrhythmieformen Punkte
im Rahmen eines Scores zugewiesen. Hierzu wurde einmal der bereits etablierte Score
nach van der Werf in fur die Maus-EPU passender, abgewandelter Form (s. Tabelle 1)
sowie der, in der Arbeitsgruppe entwickelte Arrhythmiescore nach Clasen verwendet, da
diese zwischen hoéhergradigen Arrhythmien starker differenziert (s. Tabelle 1) (Clasen,
2018, van der Werf et al., 2011).
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Punkte pro Arrhythmie Van der Werf Clasen
PVC 1 1
Couplet 3 3
Triplet 4 4
VT <1s 4 5
VT >1s 4 6

Tabelle 1 Score-Bewertung ventrikulédrer Arrhythmien

Die Beurteilung der nach Lambeth-Kriterien bestimmten induzierten VA erfolgte anhand des Van der
Werf-Scores und des Clasen-Scores.

PVC=premature ventricular complex, VT=ventrikuldre Tachykardie, VA=ventrikuldre Arrhythmien,

s=Sekunde.

In Voruntersuchungen zeigte sich, dass einzelne ventrikuldre Extrasystolen oder premature
ventricular complex (PVC) die haufigste induzierbare Arrhythmieentitat darstellen (Clasen,
2018, van der Werf et al., 2011). Daher wurden Arrhythmie-Scores verwendet, die anders
als andere etablierte Scores (Faggioni) auch einfache Extrasystolen abbilden, diese aber
im Vergleich zu héhergradigen Arrhythmien deutlich geringer bewerten (Faggioni et al.,
2013).

Neben der quantitativen Arrhythmieauswertung erfolgte auch eine qualitativer
Arrhythmievergleich. Es wurde die prozentuale VT-Induzierbarkeit der jeweiligen Gruppen
bestimmt, sowie die VT-Dauer (kumulativ und durchschnittlich), VT-Zykluslange und VT-
Ankopplungszeit. Die VT-Ankopplungszeit wurde definiert als Intervall (in ms) zwischen

dem VT auslésenden Stimulus und dem ihm vorausgegangenen Stimulus.

2.6 Histologische Infarktplanimetrie

2.6.1 Material
2.6.1.1 Gerate

=Einbettungssystem HistoCore Arcadia H+C, Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH Mikroskopie und Histologie,
Ernst-Leitz-Strasse 17-37, Wetzlar, DE-35578

=Mikrotom Jung Leica 2035 Biocut Rotary Microtome,
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
Mikroskopie und Histologie, Ernst-Leitz-
Strasse 17-37, Wetzlar, DE-35578
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=Entwédsserungsautomat

=Histologieprobenbad

2.6.1.2 Computer und Software

=Acer Aspire V13
*DELL™ Optiplex 755

=Histologieauswertungsprogramm

=Statistikprogramm
6.01.

=Textverarbeitung

Thermo Scientific™ STP 120
Gewebeeinbettautomat, Thermo Fisher
Scientific Inc. Waltham, MA (USA)

Leica HI1210 Water bath for paraffin sections,
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
Mikroskopie und Histologie, Ernst-Leitz-
Strasse 17-37, Wetzlar, DE-35578

Windows 10

Windows Vista

DISKUS® Mikroskopische Diskussion
4.80.8342, Technisches Bduro Hilgers,
Hauptstrasse 82 DE-53639 Kdnigswinter
GraphPad Software, Inc., GraphPad Prism

Microsoft Office 2017, Microsoft Office 2016

2.6.1.3 Instrumente und Verbrauchsmaterialien

=Anilinblau
=Bouin’s solution
=Chromotrope 2R
=Essigsaure

=Formalaldehyd 10%

=/nvitro Clud

=|sopropanol

=Mikrotom-Klingen

=PBS Pufferlésung

=Paraffin

=Phosphorwolframsaure

Sigma-Aldrich Corp. St. Louis (USA)
Sigma-Aldrich Corp. St. Louis (USA)
Sigma-Aldrich Corp. St. Louis (USA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Schoemperlenstr.
1-5, DE-76185 Karlsruhe

Merck KGaA, Frankfurter Stralle 250
Darmstadt, DE-64293

R. Langenbrinck GmbH - Labortechnik
Medizintechnik, Im Hausgrin 13, DE-79312
Emmendingen

VWR International LLC, Radnor (USA)
FEATHER® S22 Microtome Blades, pfm
medical UK Ltd, Suite 3, Armcon Business
Park, London Road South, Poynton, UK
Sigma-Aldrich Corp. St. Louis (USA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Schoemperlenstr.
1-5, DE-76185 Karlsruhe

Merck KGaA, Frankfurter Straflte 250
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Darmstadt, DE-64293

=Praparationsbesteck Feinspitzige Pinzette, Mikroschere

=\Weiche Tilcher Tapira, GVS GroRverbrauchsspezialisten eG,
Heidenheim

=\Weigerts A+B Sigma-Aldrich Corp. St. Louis (USA)

=Xylol Carl Roth GmbH + Co. KG, Schoemperlenstr.

1-5, DE-76185 Karlsruhe

2.6.2 Vorgehen

Nach Entnahme wurden die Herzen Uber 1d in Formalaldehyd 10% fixiert und dann in PBS
Pufferlosung Uberflihrt. Dann wurden sie Uber Nacht automatisiert entwassert und
anschlieltend mittels Einbettungssystem in Paraffin, mit dem Herzapex nach unten zeigend
eingebettet. Nach Aushartung des Paraffins wurden sie anschlieRend mit einem Mikrotom
in 5um dinne Schnittpraparate geschnitten. Die Schnittflihrung wurde dabei horizontal
beginnend am Herzapex bis nach kranial zur Herzklappenebene in insgesamt zehn
verschiedenen Schnittebenen mit einer Schnittdicke von 5um durchgefiihrt. Zwischen den
Ebenen wurden 250um verworfen.

Zur Darstellung der fibrotischen Infarktnarbe erfolgte eine Gomoris-Trichrome-Farbung in
leicht abgewandelter Art und Weise (s.u.) (Gomori, 1950).

Die Gomoris-Farbung eignet sich insbesondere fur Muskelpraparate, wobei sich fibrotische
Areale (Infarkt) und vitales Herzgewebe differenzieren lassen. Die farbliche Differenzierung
zwischen vitalem Muskelgewebe und Fibrose wird durch Hinzunahme der Bouin’s Solution
verstarkt. Durch Zugabe von Hamatoxylin lieRen sich die Zellkernbestandteile darstellen.
Zur Entparaffinierung bzw. dem Auswaschen der Farbemittel erfolgte zu Beginn und am
Ende der Farbung die Behandlung der Praparate mit Xylol und einer absteigenden bzw.
aufsteigenden (s.u.) Alkoholreihe. AnschlieRend wurde das geféarbte Préaparat durch invitro

clud fixiert und haltbarer gemacht.

Gomoris-Trichrome-Farbungsprotokoll:
Ansetzen der Farbldsung Gomoris:

= 0,6g Chromotrope 2R

= 0,3g Aninlinblau (Methylenblau)

= 1,0ml Eisessig (Essigsaure)

= 0,8g Phosphorwolframsaure

= 100ml destilliertes Wasser
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Protokoll:
= 2x 15 Minuten in Xylol
= Absteigende Alkoholreihe: 2x 5 Minuten 100% Isopropanol
1x 5 Minuten 96% Isopropanol
1x 5 Minuten 70% Isopropanol
1x 5 Minuten destilliertes Wasser
= 15 Minuten bei 58°C in Bouin's Solution
= 5 Minuten spllen unter flieRendem entmineralisiertem Wasser
= 5 Minuten in Weigerts Eisen Hamatoxylin A+B (1:1)
= 5 Minuten spulen unter flieRendem entmineralisiertem Wasser
= 25 Minuten in Gomoris Farblésung (s.0.)
= 2x 2 Minuten in 0,5% Essigsaure spllen
= aufsteigende Alkoholreihe: 1x 2 Minuten 70% Isopropanol

1x 2 Minuten 96% Isopropanol

2x 2 Minuten 100% Isopropanol

= 2x 5 Minuten in Xylol

= Eindeckeln in Invitro clud

Abb. 10 InfarktgroBenbestimmung nach Gomoris-Trichrome-Farbung

Gezeigt ist ein axialer Querschnitt eines Herzens der IR-Gruppe. Markiert sind der linke Ventrikel
(rot), fibrotischer Umbau des linken Ventrikels (blau), das Lumen des linken Ventrikels (gelb), der
rechte Ventrikel (violett) und das Lumen des rechten Ventrikels (tlirkis). Nach computerbasierter
Bestimmung der oben genannten Einzelgréf3en erfolgte die prozentuale InfarktgréBenbestimmung
mit folgender Formel: blau | (rot — gelb).
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Die gefarbten Schnitte wurden fotografiet und die InfarktgroRen mittels eines
Computerprogramms (DISKUS®) anhand folgender Formel ausgewertet:
Infarktgro3e gemittelt aus jeder der zehn Schnittebenen (%):

Fibroseareal (blau) x 100 / (Flache linker Ventrikel (rot) — Lumen linker Ventrikel (gelb))

2.7 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mittels der Software GraphPadPrism® (La Jolla,

USA) und IBM SPSS Statistics 25 (Armonk, USA). Unterschiede zwischen den drei
Vergleichsgruppen wurden mittels ungepaarter, gepaarter t-Tests, einseitiger bzw.
zweiseitiger ANOVA und linearer Regression berechnet. Die Daten sind als Mittelwerte mit
einfachem Standardfehler (SEM) angegeben. Die Tieranzahl betrug fiir die Control-Gruppe
n=6, Sham-Gruppe n=8, IR-Gruppe n=7. Sowohl Tierzahl als auch statistisches Verfahren
sind an der jeweiligen Stelle gekennzeichnet. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0.05

festgesetzt.



Ergebnisse 41

3 Ergebnisse

3.1 Tierhaltung und Vitalparameter

Insgesamt wurden die Experimente an 16 Mausen durchgefiihrt (8 Sham, 8 Ischamie-
Reperfusion (IR)), wovon 15 Mause die komplette Versuchsreihe durchliefen. Eine Maus

verstarb unmittelbar nach der IR-Operation aufgrund von starkem Blutverlust.

Verhalten und Gewicht wurden vor der IR-Operation und taglich nach der Operation
bestimmt. Postoperativ traten keine Verhaltensauffalligkeiten zwischen den
Versuchsgruppen auf. Die durchschnittliche Temperatur betrug in der Sham-Gruppe 36,53
°C £ 0,36 °C und 36,29 °C £ 0,17 °C in der IR-Gruppe.

Die Wundheilung gestaltete sich bei allen Versuchstieren unauffallig. Es bestanden keine
Temperaturunterschiede zwischen den Gruppen.

Das durchschnittliche Gewicht in der Control-Gruppe betrug 28,5 g £ 2,3 g, in der Sham-
Gruppe 28,09+ 2,2gundin der IR-Gruppe 27,2 g = 1,2 g, es bestanden keine Unterschiede
zwischen IR-Gruppe und den beiden anderen Gruppen (Control: p=0.47, Sham: p=0.72,
one-way ANOVA). Das durchschnittliche Herzgewicht betrug in der Sham-Gruppe 164,3 g
t+ 11,34 und 157,3 + 6,22 in der IR-Gruppe. Es bestand kein Unterschied zwischen den
Gruppen (p= 0.58 ungepaarter t-Test).

3.2 Transthorakale Echokardiographie

In der transthorakalen Echokardiographie zeigten sich baseline keine Unterschiede bei der
Herzfrequenz (HF) (p> 0.999) und der systolischen LV-Funktion (p> 0.999) zwischen den
Gruppen (s. Abb. 11-12). Zum Zeitpunkt 1d (HF: p<0.001, EF: p<0.001, two-way ANOVA)
zeigten sich in der IR-Gruppe eine héhere HF und eine niedrigere Ejektionsfraktion (EF) als
in der Sham-Gruppe. Nach 2d und 7d war die EF in der IR-Gruppe weiterhin vermindert
(2d: HF: p=0.23, EF: p<0.001, two-way ANOVA 7d: p<0.001, two-way ANOVA),
wohingegen im Vergleich der HF kein Unterschied mehr bestand (p>0.83, two-way ANOVA,
s. Abb. 1112).
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Abb. 11 Herzfrequenzen préa- und postoperativ in der Echokardiographie

Im Vergleich der Herzfrequenzen pré- und postoperativ zeigten sich nach 1d postoperativ hbhere
Herzfrequenzen in der IR-Gruppe. 2d und 7d postoperativ bestanden diese Unterschiede nicht mehr
(2d: p=0.23; 7d: p>0.999, one-way ANOVA). Der Spiegelstrich zeigt den Vergleich zwischen den
Subgruppen (Sham zu IR; jeweils two-way ANOVA). Alle Werte sind als Mittelwert mit einfachem
Standardfehler  dargestellt. =~ Sham n=8, IR n=7. HF=Herzfrequenz,  Bl=baseline,

IR=Ischdmie/Reperfusion, bpm=beats per minute.

Herzleistung, Schlagvolumen, enddiastolisches- und endsystolisches Volumen zeigten in
der baseline-Untersuchung (s. Tabelle 2) keine Unterschiede (p>0.999, gepaarte two-way
ANOVA). 1d postoperativ zeigte sich in der IR-Gruppe eine verminderte Herzleistung
(p=0.004), ein vermindertes Schlagvolumen (p<0.001), ein erhdhtes enddiastolisches-
(p<0.001) und endsystolisches Volumen (p<0.001, jeweils two-way ANOVA). Die
Unterschiede in Herzleistung, enddiastolischem- und endsystolischem Volumen bestanden
auch zu den Zeitpunkten 2d und 7d fort (p-Werte s. Tabelle 2). Zum Zeitpunkt 7d zeigten
sich keine Unterschiede zwischen Sham- und IR-Gruppe beim Vergleich des

Schlagvolumens (p>0.999).



Ergebnisse 43

INENENEIN

Abb. 12 Linksventrikuldre systolische Funktion in der Echokardiographie

Gezeigt ist die LV-Ejektionsfraktion (%) vor und nach IR-Operation in der Echokardiographie.
Zwischen der Ejektionsfraktion der Sham- und IR-Gruppe bestand zur baseline-Untersuchung kein
Unterschied (p>0.999). Zum Zeitpunkt 1d, 2d, 7d nach Operation zeigte sich eine niedrigere
Ejektionsfraktion in der IR- als in der Sham-Gruppe. Die Spiegelstriche zeigen den Vergleich
zwischen den Gruppen (Sham zu IR; jeweils ungepaarte two-way ANOVA). Alle Werte sind als
Mittelwert mit einfachem Standardfehler dargestellt. Sham n=8, IR n=7. BL=baseline,

IR=Ischdmie/Reperfusion.

BL 1d 2d 7d
Sham | IR(n=7) | p-Wert | Sham | IR (n=7) | p-Wert | Sham | IR(n=7) | p-Wert | Sham |IR(n=7)| p-Wert
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Ejektionsfraktion | 51,0 + 516+ |>0999 | 451+ 363+ | <0.001 | 482+ 40,0 + < 0.001 50,5 + 41,7+ < 0.001
(%) 1.2 0.8 1.3 06 1,1 0.9 1.0 0.7
Fractional 12,4 123+ >0999 | 112+ |7,5+05| 0.009 18+ |81+04 0.001 11,7+ 82+ 0.02
Shortening (%) 1,2 0.8 038 06 06 04
Herzzeitvolumen | 150 + 145+ [>0999 | 142+ 11,0+ 0.004 153+ 1,6+ 0.001 156 + 1,5+ <0.001
in pl/min 0.8 0.5 0.4 02 0.6 04 0,5 0.4

Endsystolisches | 32,0 £ 323+ |>0999 | 384+ 58,3+ | <0001 ]| 359+ 538+ < 0.001 334+ 518+ <0.001
Volumen in pl 08 0.8 0.9 1.4 1.1 1.1 0,6 0.8

Tabelle 2 Echokardiographische Parameter pré- und postoperativ

Im Vergleich der Parameter zur Bestimmung der systolischen LV-Funktion zeigten sich zu Beginn
keine Unterschiede zwischen den Gruppen. 7d postoperativ zeigten sich eine geringere
Ejektionsfraktion, ein geringeres Fractional Shortening, Schlagvolumen und Herzzeitvolumen und
ein héheres endsystolisches Volumen und enddiastolisches Volumen in der IR-Gruppe. Alle Werte
sind als Mittelwert mit einfachem Standardfehler dargestellt (jeweils two-way ANOVA). Sham n=8,

IR n=7. IR=Ischdmie/Reperfusion, BL=baseline,
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3.3 Planimetrische InfarktgréRenbestimmung

Die InfarktgroRenbestimmung erfolgte an insgesamt sieben Herzen der IR-Gruppe.
Innerhalb der Sham-Gruppe zeigten sich in Kontrollherzen keine Infarktgebiete nach
Gomoris-Farbung (s. Abb. 13). Planimetrisch konnte ein fibrotisches Infarktareal von 32 %
(x 1,5%) des linken Ventrikels bestimmt werden (n=7). Die Infarkte waren in jedem
untersuchten Tier transmural entlang des linken Ventrikels. In der Sham-Gruppe zeigte sich

zur Gegenkontrolle kein infarziertes Myokardgewebe.

Abb. 13 Histologische Darstellung der postischamischen Fibrose

Beide Aufnahmen zeigen einen ventrikuldren Horizontalschnitt nach Gomoris-Férbung. Links ist die
Kontrollgruppe und rechts die IR-Gruppe dargestellt. Im Horizontalschnitt Idsst sich der muskelstarke
linke Ventrikel und der ihm (jeweils links) halbmondférmig anliegende rechte Ventrikel erkennen. Im
Sham-Bild zeigt sich im rechten Ventrikel ein Blutkoagel (*). Die Differenzierung zwischen Fibrose
und vitalem Gewebe erfolgt anhand der Farbe: Rot=intaktes Myocardium, blau=fibrés verdndertes

Myocardium. IR=Ischdmiel Reperfusion.

3.4 Elektrophysiologische Charakterisierung

3.4.1 Oberflachen-EKG

Am siebten postoperativen Tag zeigten sich in der IR-Gruppe eine langere QRS-Dauer
(p<0.001, ungepaarter t-Test), ein langeres QT-Intervall (p<0.001, ungepaarter t-Test) und
QTc (p=0.006, ungepaarter t-Test) als in der Sham-Gruppe (s. Tabelle 3). An Tag sieben
postoperativ zeigten sich keine Unterschiede im Vergleich der HF, des PR- und JT-
Intervalls zwischen Sham- und IR-Gruppe (HF: p=0.71, PR-Intervall: p=0.37, JT-Intervall:
p=0.28, jeweils ungepaarter t-Test).
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baseline Sham (n=8) IR (n=7) p-Wert
Herzfrequenz (bpm) 527,0 +55,4 | 534,5 + 36,3 0.71
PR-Intervall (ms) 38,5+23 36,7 +£3,0 0.37
QRS-Dauer (ms) 11,1 +£1,5 16,5 + 3,0 <0.001
QT-Intervall (ms) 53,6 + 6,8 65,6 + 3,9 <0.001
QTc (ms) 48,1+7,0 60,4 + 2,3 0.006
JT-Intervall (ms) 47,4 + 4.8 50972 0.28

Tabelle 3 Elektrophysiologische Charakteristika im Oberflaichen-EKG

Im Oberflachen-EKG bestand in der IR-Gruppe ein verldngertes QTc und QT-Intervall und eine
verldngerte QRS-Dauer im Vergleich zur Sham-Gruppe (jeweils ungepaarter t-Test). Die (ibrigen
Parameter waren ohne Unterschied zwischen den Gruppen. Alle Werte sind als Mittelwert mit
einfachem Standardfehler dargestellt. Sham n=8, IR n=7. IR=Ischdmie/Reperfusion,

EPU=elektrophysiologische Untersuchung, bpm=beats per minute.

Eine Korrelationanalyse zwischen QRS-Dauer bzw. QT-Intervall und induzierbarer VA
zeigte keine Korrelation (QRS: r=0.1; p=0.47; Y = -6,321*X + 234,0, QT: r=0.1; p=0.47; Y =

12,21*X - 593, 3; lineare Korrelationsanalyse)

3.4.2 Bestimmung der ventrikuldren Reizschwelle und Refraktarperiode

Ventrikulare Reizschwelle:
Die in der EPU bestimmten ventrikuldren Reizschwellen lagen fir die Sham-Gruppe bei
318,8 mV = 194,5 mV und die IR-Gruppe bei 414,3 mV £ 110,7 mV. Es bestanden keine

Unterschiede zwischen den Gruppen (p=0.48, ungepaarter t-Test).

Ventrikulare Refraktarperiode (VRP):

Es zeigten sich keine Unterschiede der bestimmten VRP in Abhangigkeit von den
Basiszykluslangen 100ms, 90ms und 80ms innerhalb der Sham- bzw. IR-Gruppe (jeweils
p>0.999, one-way ANOVA). Zwischen Sham- und IR-Gruppe bestand kein Unterschied
(p>0.999, one-way ANOVA, s. Abb. 14).
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Abb. 14 Vergleich der ventrikuldren Refraktarperioden

Die VRP wurde mittels programmierter Ventrikelstimulation mit einem Extrastimulus bei den drei
Basiszyklusldngen 100, 90 und 80ms getestet. Es zeigte sich keine Frequenzabhéngigkeit der VRP
(p>0.999, one-way ANOVA). Zwischen Sham- und IR-Gruppe bestand kein Unterschied (p>0.999,
one-way ANOVA). Alle Werte sind als Mittelwert mit einfachem Standardfehler dargestellt. Sham

n=8, IR n=7. VRP=ventrikuldre Refraktérperiode, IR=Ischdmie/Reperfusion.

Bei der Untersuchung der induzierbaren VA (Score-Punkte) und der VRP 7d postoperativ
zeigte sich in der IR-Gruppe keine lineare Korrelation (r=-0,19, p=0.68, Korrelationsanalyse,
s. Abb. 15).

Score Punkte
N
[=]
<

/

25 30 35 40
VRP (ms)

Abb. 15 Vergleich ventrikuldrer Arrhythmien und der ventrikuldaren Refraktéarperiode

Im Vergleich der induzierten ventrikuldren Arrhythmien bewertet nach dem Arrhythmiescore nach
Clasen et al. und der VRP 7d postoperativ zeigte sich keine Korrelation (r= -0,19, p=0.68, Y = -
6,270*°X + 380,7, Korrelationsanalyse).  IR=Ischdmie/Reperfusion, VRP=ventrikulédre
Refraktérperiode, EPU= elektrophysiologische Untersuchung.
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3.4.3 Einfluss der beta-adrenergen Stimulation mittels Isoproterenol

Unter Isoproterenol kam es zu einem Herzfrequenzanstieg sowohl innerhalb der Sham- als
auch der IR-Gruppe. Neun Sekunden nach Isoproterenolgabe zeigte sich in allen
Versuchstieren (n=15) ein Herzfrequenzanstieg. Weder vor (p=0.45, ungepaarter t-Test)
noch nach (p=0.53, ungepaarter t-Test) Isoproterenolgabe bestand ein Unterschied in der
HF zwischen den Gruppen. Der niedrigste und hdchste Wert wurde in der Sham-Gruppe
gemessen und betrug 554 bpm £ 17 bpm (Zeitpunkt 1s) bzw. 604 bpm £ 17 bpm (Zeitpunkt
25s, s. Abb. 16).

Die starkste absolute Herzfrequenzsteigerung fand zwischen 5-20 Sekunden nach
Isoproterenolgabe statt. In der Sham-Gruppe zeigte sich in diesem Zeitraum ein
durchschnittlich starkerer Anstieg pro Sekunde als in der IR-Gruppe (6,21 bpm % 1,48 bpm
vs. 0,64 bpm % 1,27 bpm n=7, p=0.03, ungepaarter t-Test).

620- ® Sham

6004

580+

HF (bpm)

560

540+

]
N o o w® < &

Sekunden nach Isoproterenolgabe (i.p.)

Abb. 16 Herzfrequenz nach Isoproterenolgabe

Im Vergleich der Herzfrequenzen nach Isoproterenolgabe war der niedrigste und héchste
gemessene Wert jeweils in der Sham-Gruppe zum Zeitpunkt 1s und 25s und betrug 554 bpm + 17
bpm bzw. 604 bpm = 17 bpm. Weder vor noch nach Isoproterenolgabe bestand ein HF Unterschied
zwischen IR- und Sham-Gruppe (p=0.45 bzw. p=0.53, jeweils ungepaarter t-Test). Der Anstieg in
der Sham-Gruppe war steiler. Sham n=8, IR n=7. IR=Ischdmie/Reperfusion, HF=Herzfrequenz,

i.p.=intraperitoneal.

Es zeigten sich nach Isoproterenolgabe wie schon zuvor (s. Tabelle 2) ein verlangertes QT-
(p<0.001) und QTc (p=0.0066) und eine verlangerte QRS-Dauer (p<0.001, jeweils one-way
ANOVA, s. Tabelle 4). Nach Isoproterenolgabe kam es innerhalb der Sham- und innerhalb
der IR-Gruppe zu einem tendenziell kiirzeren QT- (Sham: p=0.001, IR: p=0.06) und JT-

Intervall (Sham + IR: p<0.001, jeweils one-way ANOVA) als in der baseline-Untersuchung
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ohne Isoproterenol. In der IR-Gruppe zeigte sich nach Isoproterenolgabe eine langere
QRS-Dauer (p<0.001, one-way ANOVA) als in der baseline-Untersuchung (s. Tabelle 4).

Sham (n=8) | Sham (n=8) | p-Werte | IR (n=7) IR (n=7) p-Werte
BL 1ISO BL 1ISO
HF 527,0 £+ 554 | 586,7 +6,6 0.02 5345 + 589,2 + 0.02
(bpm) 36,3 11,7
PR- 38,5+23 33,7+4,4 0.12 36,7+30 | 33649 0.83
Intervall
(ms)
QRS- 11,1+15 129+24 0.85 16,56+3,0 | 225+24 < 0.001
Dauer
(ms)
QT- 53,6 +6,8 395+55 0.001 656 +39 | 554 +55 0.06
Intervall
(ms)
QTc 48,1+ 7,0 41,3 +4,5 0.4 60,4 £2,3 | 55,5+ 6,1 0.91
(ms)
JT- 47,4 +4,8 254 +7,3 <0.001 | 50,9+72 | 34,2+6,9 < 0.001
Intervall
(ms)

Tabelle 4 Elektrophysiologische Charakteristika nach Isoproterenolgabe

Es gab in der IR-Gruppe nach Isoproterenolgabe ein ldngeres QTc und QT-Intervall und eine langere
QRS-Dauer als in der Sham-Gruppe (jeweils, one-way ANOVA). In Sham- und IR-Tieren kam es
nach Isoproterenol zu einem kiirzeren QT- und JT-Intervall. In der IR-Gruppe zeigte sich nach
Isoproterenolgabe eine verldngerte QRS-Dauer. Alle Werte sind als Mittelwert mit einfachem
Standardfehler dargestellt. Sham n=8, IR n=7. IR=IschdmielReperfusion,

EPU=elektrophysiologische Untersuchung, HF= Herzfrequenz i.p.=intraperitoneal.

Nach Isoproterenolgabe lag die VRP in der Sham-Gruppe bei 32,5 ms £ 1,11 ms (n=8) und
in der IR-Gruppe bei 33 ms + 1,03 ms (n=6). Die bestimmte VRP nach Isoproterenolgabe
zeigte keinen Unterschied innerhalb der Sham- bzw. IR-Gruppe im Vergleich zur baseline-
Untersuchung (Sham: p=0.38, IR: p>0.999, one-way ANOVA, ). Zwischen Sham- und IR-
Gruppe bestand nach Isoproterenolgabe kein Unterschied (p=0.987, one-way ANOVA).

Nach Isoprenalingabe lielRen sich mit keinem der Stimulationsprotokolle in Sham oder IR-
Tieren mehr Punkte pro Stimulationseinheit erzeugen als zuvor (Sham: PES 0,05 + 0,06,
Burst 0,12 £ 0,16, MB-S11 0,03 £ 0,02; p-Werte: PES p>0.999, Burst p>0.999, MB-S11
p>0.999, IR: PES 0,11 = 0.09, Burst 0,70 + 0,83, MB-S11 0,53 + 0,48; p-Werte: PES
p>0.999, Burst p>0.999, MB-S11 p>0.999 alles jeweils two-way ANOVA). Nach
Isoprenalingabe zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Stimulationsprotokollen in
der IR-Gruppe (PES:Burst p=0.56, PES:MB-S11 p>0.999, Burst:MB-S11 p>0.999).
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3.5 Ventrikuldre Vulnerabilitat in der elektrophysiologischen Untersuchung

3.5.1 Untersuchungsbedingungen

Wahrend der EPU erfolgten zur Sicherstellung identischer Rahmenbedingungen eine
Temperaturkontrolle, die Erfassung der EPU-Dauer insgesamt (min) sowie die Dauer des
Stimulationsprotokolls (min) (s. Tabelle 5). Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen
Sham- und IR-Gruppe in Bezug auf Koérpergewicht (p=0.41), Herzgewicht (p=0.58), Dauer
der EPU (p=0.95), Dauer des Stimulationsprotokolls (p=0.40) und Ko&rpertemperatur

(p=0.33, jeweils ungepaarter t-Test).

Sham (n=8) IR (n=7) p-Wert
Dauer EPU 101,8 £ 14,44 | 101,1 £ 21,84 0.95
insgesamt (min)
Dauer EPU 74,67 +£13,02 | 67,57 £ 15,77 0.40
Stimulation (min)
Temperatur (°C) 36,53 +0,36 | 36,29 +0,17 0.52

Tabelle 5 Periinterventionelle Parameter der elektrophysiologischen Untersuchung
In Bezug auf EPU Dauer und Temperatur bestanden keine Unterschiede zwischen IR- und Sham-
Gruppe. Alle Werte sind als Mittelwert mit einfachem Standardfehler dargestellt. Jeweils ungepaarter

t-Test. Sham n=8, IR n=7. IR=Ischdmie/Reperfusion, EPU=elektrophysiologische Untersuchung.

3.5.2 Quantitative Arrhythmieanalyse

In jedem untersuchten Tier (6/6 Control, 8/8 Sham, 7/7 IR) liel sich mindestens eine VA
induzieren. Auch in der IR-Gruppe bestétigte sich, dass vor allem PVC induzierbar waren
(33,29 + 11,4), aber auch die Zahl kurzer VT (VT<1s) war mit 16,29 £ 5,7 erhoht. In der IR-
Gruppe bestanden mehr PVC (p<0.001, one-way ANOVA) und VT<1s als in der Sham-
Gruppe (p=0.04, one-way ANOVA).
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Abb. 17 Anzahl induzierbarer ventrikulédrer Arrhythmien in der EPU

Die IR-Gruppe wies mehr PVC und induzierte VT<1s (p<0.001 bzw. p=0.04, one-way ANOVA) auf
als die Sham-Gruppe. Innerhalb der IR-Gruppe zeigten sich tendenziell mehr PVC als VT<1s
(p=0.055, one-way ANOVA). Sham n=8, IR n=7. Die Spiegelstriche zeigen den Vergleich zwischen
den Gruppen (Sham zu IR). Alle Werte sind als Mittelwert mit einfachem Standardfehler dargestellt.
EPU=elektrophysiologische Untersuchung, IR=Ischédmie/Reperfusion, PVC=premature ventricular

complex, VT=ventrikuldre Tachykardie.

Im Vergleich innerhalb der IR-Gruppe zeigten sich keine quantitativen Unterschiede
zwischen PVC und Couplet, Triplet, VT<1s oder VT<1s (PVC:Couplet p=0.26, PVC:Triplet
p=0.17, PVC:VT<1s p=0.72, PVC:VT>1s p=0.13, one-way ANOVA).

Nach Gewichtung der induzierten VA (Lambeth-Kriterien) anhand des van der Werf- und
Clasen-Scores zeigten sich in der IR- hdhere Score-Punkte als in der Sham-Gruppe (jeweils
p<0.001, one-way ANOVA). In sechs der sieben untersuchten IR-Mause liel3en sich Score-
Punkte von mindestens 72 (van der Werf) bzw. 89 (Clasen) berechnen. Nur eine Maus

zeigte in beiden Scores weniger als 30 Punkte.
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Abb. 18 Induzierte ventrikuldre Arrhythmien nach Score-Punkten

Nach den Lambeth-Kriterien lie3en sich in der IR-Gruppe vergleichen mit der Sham-Gruppe nach
beiden Scores die meisten Arrhythmien induzieren (p<0.001, , one-way ANOVA). Sechs der sieben
untersuchten IR-Tiere wiesen dabei mindestens 89 (Clasen) bzw. 72 Punkte (van der Werf) auf. Die
Spiegelstriche zeigen den Vergleich zwischen den Subgruppen (Sham zu IR). Alle Werte sind als
Mittelwert mit einfachem Standardfehler dargestellt. Sham n=8, IR n=7. IR= Ischdmie/Reperfusion,
CS=Clasen-Score, vdW=van der Werf-Score.

3.5.3 Qualitative Arrhythmieanalyse der ventrikuldren Tachykardien (VT)

Aufgrund der beim Menschen prognostischen Bedeutung VT erfolgte eine genauere
Betrachtung der induzierten VT. Es wurde die prozentuale VT-Induzierbarkeit innerhalb der
Sham- bzw. IR-Gruppe, die VT-Ankopplungszeit, die VT-Dauer und die VT-Zykluslange
charakterisiert.

In der IR-Gruppe lief3 sich in sechs von sieben Tieren mindestens eine VT ausldsen, in der
Sham-Gruppe lieRen sich lediglich bei zwei von acht Tieren VT auslésen (p=0.04,
ungepaarter t-Test) (Abb.9).
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Abb. 19 Induzierbarkeit ventrikuldrer Tachykardien
In der IR-Gruppe lieBen sich VT in mehr Tieren auslésen als in der Sham-Gruppe (p=0.04,
ungepaarter t-Test). Alle Werte sind als Mittelwert mit einfachem Standardfehler dargestellt. Sham

n=8, IR n=7. IR=Ischdmie/Reperfusion, VT=ventrikuldre Tachykardie.

In Sham-Mausen lieflen sich insgesamt 17 VT auslésen, in IR-Mausen 70 VT. Alle
induzierten VT waren selbstlimitierend. Bereits bei langerer Ankopplungszeit konnte in der
IR-Gruppe eine VT induziert werden. Die Ankopplungszeit zur Induzierbarkeit einer VT lag
in der IR-Gruppe bei 36,0 ms = 0,74 ms und damit héher als in der Sham-Gruppe (30,47
ms + 1,5 ms, p=0.002, ungepaarter t-Test). Es bestanden keine Unterschiede zwischen den
Gruppen bei der Dauer der VT (Abb.10 B) (Sham: 455,1 ms £ 21,2 ms n=17, IR: 455,6 ms
t 34,9 ms n=70, p=0.5 ungepaarter t-Test). Im Vergleich der VT-Zykluslangen bestand
ebenfalls kein Unterschied zwischen den Gruppen (Sham: 40,54 ms = 0,42 ms n=17, IR:
43,25 ms £ 0,98 ms n=70, p=0.12 ungepaarter t-Test).
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Abb. 20 Qualitativer Vergleich der induzierten ventrikuldren Tachykardien

Die Ankopplungszeit der IR-Tiere lag unterhalb der Sham-Tiere (p=0.002). (A) Zwischen Sham- und
IR-Gruppe bestand dabei kein Unterschied in der durchschnittlichen VT-Dauer (p=0.5). (B) Im
Vergleich der VT-Zyklusldngen bestand zwischen Sham- und IR-Gruppe kein Unterschied (p=0.12).
(C) Kumulativ zeigten sich eine ldngere VT-Dauer in der IR-Gruppe (p=0.007) (jeweils ungepaarter
t-Test). (D) Alle Werte sind als Mittelwert mit einfachem Standardfehler dargestellt. *** = p<0.001.
Sham n=8, IR n=7. VT=ventrikuldre Tachykardie, IR=Ischdmie/Reperfusion, PES=programmierte

elektrische Stimulation.

3.5.4 Vergleich der ventrikularen Stimulationsprotokolle

Die untersuchten Mause des C57BIl/6J-Stammes zeigten im konventionellen
Stimulationsprotokoll der PES keine Unterschiede zwischen S2, S3 und S4 (p>0.999, one-
way ANOVA). Weder im PES- noch im Burst-Protokoll zeigten sich frequenzabhangige
Unterschiede (jeweils p>0.999, one-way ANOVA).
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Abb. 21 Ventrikuldre Arrhythmieinduktion mittels herkdmmlicher Stimulationsprotokolle

Es zeigten sich in IR-Tieren im PES-Programm keine Unterschiede zwischen der Anzahl
angekoppelter Extrastimuli innerhalb der IR-Gruppe (p>0.999, one-way ANOVA). (A)

Im Burst-Programm zeigte sich in IR-Tieren keine Frequenzabhéngigkeit der induzierbaren VA
innerhalb der IR-Gruppe (p>0.999, one-way ANOVA). (B) Die VA wurden nach Clasen et al.
bewertet. Alle Werte sind als Mittelwert mit einfachem Standardfehler dargestellt. n=7.
IR=IschdmielReperfusion, PES=programmierte elektrische Stimulation, VA=ventrikuldre Arrhythmie

Stimeinheit=Stimulationseinheit.

Es folgte ein quantitativer und qualitativer Vergleich der Stimulationsprotokolle (PES, Burst,
Miniburst (MB)), einerseits innerhalb der IR-Gruppe zwischen den Stimulationsprotokollen,
andererseits zwischen Sham- und IR-Gruppen innerhalb desselben Stimulationsprotokolls.
Im MB-Protokoll (S8-11) zeigten sich in IR-Tieren mehr Arrhythmien als in dem PES S3+S4
Protokoll (p=0.01, one-way ANOVA). Innerhalb der IR-Tiere ergaben sich im Vergleich von
PES- und Burst-Protokoll keine Unterschiede (p=0.57, one-way ANOVA). Das gesamte
MB-Protokoll (S4-7, S8-11) induzierte als einziges Protokoll in der IR- mehr VA als in der
Sham-Gruppe (one-way ANOVA, p<0.001). Zwischen Sham- und IR-Gruppe bestanden im
Burst-Stimulationsprotokoll keine Unterschiede (p=0.12, one-way ANOVA) (s. Abb.22).
Innerhalb der IR-Gruppe zeigten sich beim Vergleich zwischen MB S4-7 und MB-S8-11
keine Unterschiede (p=0.75).
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Abb. 22 Arrhythmieinduktion im Vergleich der verschiedenen Stimulationsprotokolle

Der MB induzierte als einziges Stimulationsprogramm mehr Arrhythmien in IR- als in Sham-Tieren
(p<0.001). Innerhalb der IR-Tiere zeigten sich mehr Arrhythmien mit dem MB S8-11- als mit dem
PES S3+S4-Protokoll (p=0.01, one-way ANOVA). Die Spiegelstriche zeigen den Vergleich zwischen
den Subgruppen (Sham zu IR). Alle Werte sind als Mittelwert mit einfachem Standardfehler
dargestellt. IR n=7. IR=Ischdmie/Reperfusion, MB=Miniburst, PES=programmierte elektrische

Stimulation, Stimeinheit=Stimulationseinheit.

Aufgrund des ahnlichen Aufbaus des PES- und MB-Stimulationsprotokolls erfolgte im
Folgenden ein Vergleich der MB-Einzelschritte mit dem PES-Protokoll sowie des MB-
Protokolls untereinander.

Ab MB-S5 aufsteigend (mit Ausnahme MB-S10) zeigten sich mehr induzierbare VA als mit
dem herkémmlichen PES-Protokoll (p-Werte PES S3 im Vergleich zu: MB-S4 p=0.31, MB-
S5 p=0.15, MB-S6 p=0.04, MB-S7 p=0.04, MB-S8 p=0.03, MB-S9 p=0.04, MB-S10 p=0.14,
MB-S11 p=0.01; PES S4 im Vergleich zu: MB-S4 p=0.21, MB-S5 p=0.06, MB-S6 p=0.03,
MB-S7 p=0.03, MB-S8 p=0.01, MB-S9 p=0.04, MB-S10 p=0.09, MB-S11 p=0.02. Zwischen

den einzelnen MB-Schritten bestanden keine Unterschiede (s. Abb.23).
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Abb. 23 Arrhythmieinduktion mittels Miniburst und PES-Protokoll

Im MB-Stimulationsprotokoll zeigten sich ab MBS5 mehr induzierbare Arrhythmien bewertet mit dem
Arrhythmiescore nach Clasen et al. als im PES-Protokoll (PES S3: MB-S4 p=0.31, MB-S5 p=0.15,
MB-S6 p=0.04, MB-S7 p=0.04, MB-S8 p=0.03, MB-S9 p=0.04, MB-S10 p=0.14, MB-S11 p=0.01;
PES S4: MB-S4 p=0.21, MB-S5 p=0.06, MB-S6 p=0.03, MB-S7 p=0.03, MB-S8 p=0.01, MB-S9
p=0.04, MB-S10 p=0.09, MB-S11 p=0.02, one-way ANOVA). Innerhalb der einzelnen MB-Teilschritte
bestand kein Unterschied zu MB-S4. *p<0.05. IR n=7. Alle Werte sind als Mittelwert mit einfachem
Standardfehler dargestellt. =~ PES=programmierte  elektrische  Stimulation, MB=Miniburst,
IR=Ischdmie/Reperfusion.

Im Folgenden wurde die Induzierbarkeit VT der Stimulationsprotokolle PES, Burst und MB
zwischen Sham- und IR-Gruppe verglichen.

Die relative Induzierbarkeit von VT war im MB-Protokoll in der IR-Gruppe tendenziell hdher
als in der Sham-Gruppe (p=0.09, one-way ANOVA). Mit MB-Protokoll lieRen sich in der IR-
Gruppe in mehr Tieren VT auslésen als mit PES-Protokoll (p=0.02, one-way ANOVA). Im
Burst-Protokoll bestanden zwischen Sham- und IR-Gruppe keine Unterschiede in der
prozentualen VT-Induktion (p>0.999, one-way ANOVA). Zwischen Burst- und PES-S4-
Protokoll gab es keine Unterschiede in der IR-Gruppe in der prozentualen VT-
Induzierbarkeit (p=0.36, one-way ANOVA). Im Vergleich innerhalb des Burst-
Stimulationsprotokolls gab es ebenfalls keine Unterschiede zwischen Sham- und IR-
Gruppe (p=0.83, one-way ANOVA) (Abb.24).
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Abb. 24 Induktion ventrikuldarer Tachykardien mittels Stimulationsprotokolls

Die VT-Induzierbarkeit zeigte sich vergleichsweise am besten mit dem MB Protokoll im Vergleich
zwischen Sham- und IR-Gruppe (p=0.09). Innerhalb der IR-Gruppe zeigten sich mit MB-Protokoll in
mehr Tieren VT als mit PES-Protokoll (p=0.02, jeweils one-way ANOVA). Die Spiegelstriche zeigen
den Vergleich zwischen den Subgruppen (Sham zu IR). Alle Werte sind als Mittelwert mit einfachem
Standardfehler dargestellt. Sham n=8, IR n=7. VT=ventrikuldre Tachykardie, PES=programmierte

elektrische Stimulation, MB=Miniburst, IR=Ischdmie/Reperfusion.

3.5.5 Einfluss der beta-adrenergen Stimulation mittels Isoproterenol

In allen untersuchten Tieren lie3 sich vor und nach Isoproterenolgabe mindestens eine VA
induzieren (6/6 Control, 8/8 Sham und 7/7 IR). Nach Isoproterenolgabe bestanden weder
in der Sham- noch in der IR-Gruppe quantitativ mehr Arrhythmien pro Stimulationseinheit
als vorher (Sham: p>0.999, IR: p=0.92, jeweils one-way ANOVA).

Weder in der Sham- (0 %) noch in der IR-Gruppe (42,86% + 20,2) fanden sich Unterschiede
in der Induzierbarkeit von VT vor und nach Isoproterenolgabe (Sham: p=0.59, IR: p=0.2,
jeweils one-way ANOVA) (s. Abb. 26).
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Abb. 25 Arrhythmieinduktion vor und nach Isoproterenolgabe

Gezeigt sind die induzierten Clasen-Score-Punkte pro Stimulationseinheit vor und nach
Isoproterenolgabe jeweils in der Sham- und IR-Gruppe. In keiner der Vergleichsgruppen bestand
nach Isoproterenol ein Unterschied zu den Werten zuvor (Sham p> 0.999, IR p=0.92). Alle Werte
sind als Mittelwert mit einfachem  Standardfehler  dargestellt. = CS=Clasen-Score,

IR=Ischdmie/Reperfusion, ISO=Isoproterenol i.p.=intraperitoneal.
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Abb. 26 Prozentuale Induzierbarkeit ventrikuldrer Tachykardien nach Isoproterenolgabe

Nach Isoproterenolgabe lie8 sich in keiner Sham-Maus (0/8) und in drei IR-Mé&usen eine VT
induzieren (3/7). Dabei bestand weder in der Sham- noch in der IR-Gruppe ein Unterschied durch
die Isoproterenolgabe (Sham: p=0.59, one-way ANOVA, IR: p=0.2, one-way ANOVA). Alle Werte
sind als Mittelwert mit einfachem Standardfehler dargestellt. IR=Ischdmie/Reperfusion,

VT=ventrikuldre Tachykardie, i.p.=intraperitoneal.
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3.6 Korrelation funktionell-struktureller Parameter und der Arrhythmogenitat

3.6.1 Korrelation zwischen Ejektionsfraktion und ventrikuldrer Arrhythmien

Es folgte eine Korrelationsanalyse zwischen induzierten VA (nach Clasen-Score) 7d
postoperativ und der ermittelten EF (%) ebenfalls nach 7d. Weder in der Sham- (r=0,25,
p=0.59, Korrelationsanalyse) noch in der IR-Gruppe (r=-0,06, p=0.89, Korrelationsanalyse)

zeigte sich eine Korrelation zwischen Score-Punkten und EF (%) (s. Abb. 27).
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Abb. 27 Vergleich induzierbarer Score-Punkte und der kardialen Ejektionsfraktion

Es bestand weder in der Sham- (A) noch in der IR-Gruppe (B) eine Korrelation zwischen induzierten
Score-Punkten und der Ejektionsfraktion (%) (Sham (A): r=0,25, p=0.59 Y = 0,4663*X - 12,26,
Korrelationsanalyse: IR (B): r=-0,07, p=0.55, Y = -14,567*X + 782,5, Korrelationsanalyse). Alle Werte

sind als Mittelwert mit einfachem Standardfehler dargestellt. IR=Ischdmie/Reperfusion.

3.6.2 Korrelationsanalysen der InfarktgroRe

Es zeigte sich beim Vergleich der EF (%) 7d postoperativ und der Infarktgrofie (%) eine
negative Korrelation innerhalb der IR-Gruppe (r=-0,75, p=0.01, Korrelationsanalyse)

zwischen EF und Infarktgrofie.
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Abb. 28 Vergleich der linksventrikularen Ejektionsfraktion und der InfarktgroRe

Es zeigte sich eine negative Korrelation zwischen Ejektionsfraktion (%) und Infarktgréf3e (%) (r=-0,7,
p=0.02, Y = -2,632*X + 143,0 Korrelationsanalyse). LV=linksventrikuldr, IR=Ischdmie/Reperfusion,
VRP=ventrikuldre Refraktadrperiode.

Die bestimmten InfarktgréRen lagen in der IR-Gruppe im Durchschnitt bei 32 % (£ 1,5%)
(n=7) (s. 3.3).
Zwischen induzierbaren VA (Score-Punkte) und der InfarktgrofRe (%) bestand innerhalb der

IR-Gruppe eine positive Korrelation (r=0,8, p=0.05, Korrelationsanalyse).
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Abb. 29 Vergleich induzierbarer Score-Punkte und der InfarktgroRe
Es erfolgte ein Vergleich zwischen Score Punkten (Clasen-Score) und der InfarktgréBe (%). Es
zeigte sich eine tendenziell positive Korrelation zwischen Score-Punkten (Clasen et al) und
InfarktgréBe (%) (n=6) (r=0,8, p=0.05, Y = 8,148*X - 135,9, Korrelationsanalyse).
IR=Ischdmie/Reperfusion.



Diskussion 61

4 Diskussion

4.1 Tierhaltung und Vitalparameter

Die gemessenen Vitalparameter der untersuchten M&use waren vergleichbar mit den
vorpublizierten Daten der Arbeitsgruppe. Temperatur und Gewicht waren im Einklang mit
anderen Veroffentlichungen zu diesem Mausestamm (Merx et al., 2013, Tamaoki, 2001).
Die Ischamie-Reperfusions-Operation (IR) hatte keinen Einfluss auf das

Verhalten/Bewegung, die Trinkmenge und das Gewicht der Mause.
4.2 Transthorakale Echokardiographie

In den untersuchten IR-Tieren zeigten sich erhdéhte HF zu den Zeitpunkten 1d, 2d
postoperativ in der Echokardiographie. Die erhéhten HF kénnen dabei als bereits bekannter
Mechanismus einer pathophysiologischen Anpassung an die verminderte EF interpretiert
werden (Custodis et al.,, 2010). Auf der anderen Seite ist der mit der steigenden HF
verbundene erhOhte kardiale Sauerstoffverbrauch als pro-arrhythmogener Faktor in
Betracht zu ziehen (Heusch and Kleinbongard, 2016). Zu beachten gilt ebenfalls eine durch
das verwendete Narkotikum (/sofluran) mdgliche Frequenzsteigerung (Clasen, 2012,
Lazarenko et al., 2010).

Die bestimmten Ejektionsfraktionen (EF) vor IR-Operation sind fir den Mausesubtyp
(C57BL/6J) ebenfalls im Normbereich (>55%) und mit anderen Publikationen vergleichbar
(Merx et al.,, 2013, Yang et al., 1999). Sowohl die Vergleichbarkeit zu anderen
Arbeitsgruppen als auch die Ahnlichkeit der gemessenen HF und EF zeigen die kardiale
Unversehrtheit und Ahnlichkeit der untersuchten Mause. Im Vergleich zur Control-Gruppe

zeigten sich vor der Untersuchung keine Unterschiede.

Zu den Zeitpunkten 1d, 2d und 7d zeigten sich niedrigere EF in der IR-Gruppe im Vergleich
sowohl zu den baseline-Ergebnissen als auch zu beiden Vergleichsgruppen. Die EF
innerhalb der IR-Gruppe nach Intervention passten zu den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen an unserem Standort und internationaler Gruppen, wobei in den
Vergleichsgruppen die Ischdmiezeiten unterschiedlich lang waren und es insgesamt breite
Schwankungen der gemessenen EF gab (30%-50%) (Merx et al., 2013, Niermann et al.,
2016, Schonberger et al., 2014, Wang et al., 2018). Der Beobachtungszeitraum in diesen
Arbeitsgruppen betrug jedoch nur 1d, sodass der Vergleich nur fir diesen Zeitraum gilt. In
einem chronischen Ischdmiemodell an unserem Standort (Petz et al.) zeigten sich zu

Beginn grofRere Ejektonsfraktionen (40%), wobei die beobachteten Ischdmien kleiner
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waren. In der Folge kam es auch zu einer Erhéhung der Ejektionsfraktion, jedoch erst zum

Zeitpunkt 7d postoperativ (Petz et al., 2019).

Im Vergleich des enddiastolischen und endsystolischen Volumens bestehen einerseits
zwischen den Arbeitsgruppen grol’e Schwankungen, andererseits weisen insbesondere
Schonberg et al. innerhalb ihrer Untersuchungen starke Schwankungen auf (EDV: 84.74 +
42.79 ESV: 84.06 £ 51.67 (Niermann et al., 2016, Schonberger et al., 2014). Bezlglich
Niermann et al. sind endsystolisches und enddiastolisches Volumen vergleichbar.

Die in der IR-Gruppe mit der Zeit wieder steigenden EF-Werte sowie die niedrigeren
InfarktgroRen 7d postoperativ im Vergleich zu den Werten post 1d anderer Gruppen geben
Anlass, in Zukunft ein mogliches cardiac remodeling nédher zu untersuchen, das im Rahmen

einer besseren Myokardheilung diskutiert wird (Meijers et al., 2015).

4.3 Planimetrische InfarktgroBenbestimmung

Zur histologischen Bestatigung der Myokardnarbe durch die IR-Operation erfolgte ex vivo
die planimetrische Bestimmung der Infarkigréfie einerseits als weitere Qualitatskontrolle
der IR-Operation, andererseits auch zum besseren Arrhythmievergleich mit
Arbeitsgruppen, die ein abgewandeltes IR-Modell verwenden und zur Morphologie-
Beschreibung des fibrosierten Gewebes.

Die in dieser Untersuchung gemessenen InfarktgréRen nach Gomoris-Farbung sind
niedriger im Vergleich zu Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, welche ein dhnliches IR-
Modell mit derselben Ischamiezeit benutzten (Kleindienst et al., 2016, Song et al., 2016,
Wang et al., 2018). Jedoch fand die histologische Auswertung bei diesen Arbeitsgruppen
zum Zeitpunkt 1d postoperativ statt und nicht nach 7d, aullerdem wurden andere
Farbemethoden zur histologischen Infarktdarstellung (Evan’s blue) genutzt (Kleindienst et
al., 2016, Wang et al., 2018). Petz et al., 2019 konnten bei gleicher Farbemethode deutlich
geringere InfarktgroRen nachweisen, jedoch erfolgte die histologische Analyse hier drei
Wochen nach IR-Operation (Petz et al., 2019). Hierzu passend zeigte sich auch in der
echokardiographischen Untersuchung (s. 3.2.) eine spontane Verbesserung der EF und HF
(Petz et al., 2019).
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4.4 Elektrophysiologische Charakterisierung

4.4.1 Oberflachen-EKG

Trotz morphologischer Ahnlichkeit zwischen dem EKG des Menschen und der Maus,
zeigen sich insbesondere auf Ebene der ventrikularen De- und Repolarisation
morphologische Unterschiede (Boukens et al., 2014, Sabir et al., 2008). Insbesondere die
Bemessung der T-Welle ist bei der Maus anders definiert als bei Menschen (Schrickel et
al., 2002).

Die gemessenen elektrophysiologischen Parameter (PR-Dauer, QRS-Dauer, QT-Intervall,
QTc, Tabelle 2) der Sham-Gruppe waren dabei vergleichbar mit publizierten Daten anderer
Vergleichskohorten (Speerschneider and Thomsen, 2013, Clasen, 2018, Clasen, 2012).
Zwischen der Sham-Gruppe und der Control-Gruppe (Mause ohne Operation) bestanden
keine Unterschiede in Bezug auf die elektrophysiologischen Parameter im Oberflachen-
EKG.

In Arbeitsgruppen, welche EKG Veranderungen nach IR-Operation untersuchten, zeigten
sich ebenfalls eine verlangerte QRS-Dauer sowie ein verlangertes QT- und JT-Intervall im
Vergleich zur Sham-Gruppe (Chen et al., 2017, Gardiwal et al., 2009, Korte et al., 2002,
Ueda et al., 2006). Die relativen Anstiege der QRS-Dauer (+48%) und des QT-Intervalls
(+22%) in dieser Untersuchung in der IR- im Vergleich zur Sham-Gruppe waren dabei fast
identisch mit den Anstiegen von Korte et al., 2002 und sind kongruent zu vorbeschriebenen
pathophysiologischen EKG-Veranderungen nach Ischamie (Korte et al., 2002, Merentie et
al., 2015).

In der Literatur beschreiben Gehrmann et al., Chen et al., Gardiwal et al., Korte et al., Ueda
et al. ischamiebedingte EKG Veranderungen, wobei Unterschiede des Modells (no reflow)
und Beobachtungsdauer variieren. Somit handelt es sich bei dem vorliegenden
Myokardinfarkt-Modell um eine Variante mit der Besonderheit einer Ischamiezeit von 45
Minuten und Reperfusion mit einer Arrhythmie- und EKG-Analyse 7d postoperativ im
Vergleich zu anderen Modellen.

Eine vorbeschriebene Korrelation zwischen zunehmender QRS-Dauer bzw. QT-Intervall
und einer gesteigerten Arrhythmie im jeweiligen Versuchstier konnte nicht gezeigt werden
(Bacharova, 2019, Chavez-Gonzalez et al., 2017, Josephson and Anter, 2015). In Zukunft

ware eine erneute Betrachtung mit hdherer n-Zahl moéglicherweise aufschlussreich.
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4.4.2 Bestimmung der ventrikuldren Reizschwelle und Refraktérperiode

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Veranderungen der ventrikularen Refraktarperiode
(VRP) im Zusammenhang mit Anderungen des ventrikuldren Aktionspotentials nach
Ischamien einen malgeblichen Einfluss auf die Arrhythmogenitat haben (Tse and Yan,
2017). Hierbei werden insbesondere Verkirzungen der VRP, besonders im
Zusammenhang mit einem Absinken der ventrikularen Erregungsleitgeschwindigkeit
beschrieben, was als mégliche Voraussetzung fir einen Reentrymechanismus und damit
der Entstehung von ventrikularen Tachyarrhythmien gesehen wird (Connolly and Bishop,
2016, Tse and Yan, 2017).

Aufgrund grofRRer bestehender Differenzen bei den in der Literatur angegebenen VRP
desselben Mausstamms, ist neben unterschiedlichen Methoden (Alter der Versuchstiere,
Geschlecht, Sedierung) in der in vivo elektrophysiologischen Untersuchung auch von
untersucherabhangigen Unterschieden zwischen Arbeitsgruppen auszugehen. So zeigten
die hier gemessenen VRP in Control-Tieren Ahnlichkeiten zu manchen Arbeitsgruppen
(Betsuyaku et al., 2004, Clasen, 2018, Gardiwal et al., 2009), waren jedoch niedriger als in
anderen Gruppen (Maguire et al., 2003).

Ein frequenzabhangiger Unterschied der VRP zeigte sich weder in dieser Untersuchung,
noch wurde er in anderen Arbeitsgruppen beschrieben (Maguire et al., 2003, Clasen, 2012).
Im Vergleich zwischen den Subgruppen bestanden keine Unterschiede zwischen IR- im
Vergleich zur Sham- und Control-Gruppe, dies ist vereinbar mit den Literaturergebnissen
(Betsuyaku et al., 2004, Korte et al., 2002, Yu et al., 2016). In anderen Ischamie-Modellen
(Cryo-Ischamien) sind die VRP nach Ischamie verkulrzt (Andrie et al., 2019).

Es koénnte in Zukunft interessant sein, zum einen den Vergleich der VRP zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach IR-Operation und zum anderen inwieweit VRP-
Gradienten an verschiedenen Stellen des Herzens innerhalb eines Tieres sich unter
Ischamie verandern und mittels lokalem Reentrymechanismus pro-arrhythmogenen

auswirken, zu untersuchen (Connolly and Bishop, 2016).

Bei der Untersuchung der induzierbaren VA (Score-Punkte) 7d postoperativ und der VRP

zeigte sich in der IR-Gruppe keine Korrelation, was an der geringen n-Zahl liegen kénnte.

4.4.3 Einfluss der beta-adrenergen Stimulation mittels Isoproterenol

In elektrophysiologischen Experimenten an Mausen mit dem konventionellen PES-Protokoll
wurde bereits erfolgreich eine beta1-adrenerge Stimulation mittels Isoproterenolgabe
etabliert, welche in gesunden Versuchstieren (entsprechend der Control-Gruppe)

ventrikulare Extrasystolen bis kurzanhaltende VT ausléste (Clasen, 2018, Clasen, 2012).
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Die HF vor Beginn der Isoproterenolgabe lag im physiologischen Bereich (550-620
Schlage/Minute) fur Mause (Bogeholz et al., 2014, Petric et al., 2012). Wahrend zwischen
Sham- und IR-Gruppe nach Isoproterenolgabe bei Betrachtung der HF keine Unterschiede
bestanden, zeigte sich bei Betrachtung der Herzfrequenzanderung nach Isoproterenolgabe
eine starkere Herzfrequenzanderung in der Sham-Gruppe. Das schwachere Ansprechen
der IR-Gruppe auf die beta-adrenerge Stimulation kénnte vor dem Hintergrund einer durch
die IR-Operation ausgeldsten, autonomen Dysbalance diskutiert werden, welche sich in
einer hoheren durchschnittichen HF der IR-Gruppe vor Isoproterenolgabe zeigte
(Tomaselli and Zipes, 2004).

Zwischen Control- und Sham- oder IR-Gruppe bestanden vor und nach Isoproterenolgabe
keine Unterschiede in der VRP. Die nach Isoproterenolgabe bestimmten VRP sind &hnlich
zu anderen publizierten Daten (VRP= 30ms) fir Control-Tiere. Hier bestanden ebenfalls

keine Unterschiede vor und nach Isoproterenol (Hothi et al., 2008).

In der EKG-Auswertung zeigten sich nach Isoproterenolgabe ein verbreiterter QRS-
Komplex und ein verkirztes QT/JT-Intervall. In anderen Arbeitsgruppen waren diese
Veranderungen der ventrikularen Erregungsausbreitung durch Isoproterenol nicht
nachweisbar, wobei in den Vergleichsgruppen die Ischdmien medikamentds erzeugt

wurden und nicht durch Ligatur (Yamamoto et al., 2002).

4.5 Ventrikuldare Vulnerabilitat in der elektrophysiologischen Untersuchung

4.5.1 Gruppencharakteristika

Wahrend der EPU wurde die Korpertemperatur der Mause mittels rektaler
Temperatursonde kontrolliert gesteuert, was als mdgliche Einflussgrolle auf die
Arrhythmogenitat erachtet wurde (Dietrichs et al., 2019). Es zeigten sich keine Unterschiede
zwischen allen Versuchsgruppen (Control, Sham, IR), sodass vorbeschriebene
temperaturbedingte Einflisse auf die HF und Arrhythmogenitat auszuschlielen sind
(Clasen, 2018, Mugelli et al., 1986).

Das gemessene durchschnittliche Kérpergewicht der Tiere war zwischen den Gruppen
gleich und ahnelte dem aus anderen Publikationen, sowohl von unserem Standort, als auch
anderer Gruppen (Baumgardt et al., 2016, Clasen, 2018, Kleindienst et al., 2016). Ein
moglicher Einfluss des Korpergewichts auf LV-Funktion, Infarktgrofe und damit auf eine
eventuelle Arrhythmieneigung ist daher nicht anzunehmen.

Das reine Herzgewicht zeigte keine Korrelation mit einer Arrhythmie, was den letzten

Erkenntnissen gegen die critical mass Theorie entspricht (Sabir et al., 2008).
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Um eine mdgliche Uberdosierung und mégliche arrhythmogene Wirkungen des
Narkosemittels (Isofluran) zu minimieren, sollte die Dauer des Stimulationsprotokolls nicht
langer als 100 Minuten betragen und zwischen den Gruppen gleich sein (Clasen, 2018,

Hearse and Sutherland, 2000). Dies wurde in allen Versuchsgruppen erreicht.

4.5.2 Quantitative Arrhythmieanalyse

Es erfolgte eine Charakterisierung der subakuten Phase, um den Einfluss der beginnenden
Fibrorisierung auf die Arrhythmogenitat zu charakterisieren.

In der IR-Gruppe zeigten sich in beiden verwendeten Scores (Clasen et al., van der Werf
et al.) deutlich mehr Arrhythmiepunkte als in der Sham-Gruppe. Zwischen der Sham- und
der Control-Gruppe bestand dabei kein Unterschied. Wahrend 24h nach Reperfusion eine
erhéhte Arrhythmogenitat bereits beschrieben ist, konnte die gesteigerte Arrhythmogenitat
in der IR-Gruppe nun auch 7d postoperativ nachgewiesen werden (Guo et al., 2012,
Sanchez et al., 2011). Die Arrhythmien zum Zeitpunkt 7d postoperativ nach cardiac repair
Modell (s.unten) sind nicht mehr auf eine akute Inflammationsreaktion zuriickzufiihren,
sondern auf fibrotische Veranderungen. Damit deutet eine gesteigerte Arrhythmie zu
diesem Zeitpunkt auf eine erhéhte prognostische ventrikulare Vulnerabilitat hin (Lindsey et
al., 2018, Makimoto et al., 2020).

Die meisten induzierten Arrhythmien in der IR-Gruppe waren dabei PVC, gefolgt von
kurzstreckigen VT (VT<1s). Eine erhéhte Anzahl induzierbarer PVC ist bereits an gesunden
Tieren mit einem modifizierten Stimulationsprotokoll gezeigt worden (Clasen, 2018).

Das Auftreten kurzstreckiger VT nach Stimulation ist ebenfalls bereits beschrieben, jedoch
in deutlich geringerer Anzahl (Sanchez et al., 2011). Hierbei sind jedoch Unterschiede im
jeweils verwendeten Stimulationsprotokoll zu beachten (s. 2.5.4.). Insbesondere vor dem
Hintergrund der beim Menschen sehr eingeschrankten bzw. unklaren Bedeutung einzelner
PVC und der groRen prognostischen Bedeutung anhaltenden VT fur den SCD, ist die
wiederholte Auslésbarkeit VT in dem hier verwendeten IR-Modell eine Grundlage zur
weiteren |dentifizierung pro-arrhythmogener Faktoren in der Maus, die auch bessere
Ruckschlisse auf den Menschen zulassen kann (Ataklte et al., 2013, Priori et al., 2015).
Nachdem sich der Arrhythmiescore nach Clasen et al. bereits fir unbehandelte Mause ohne
Infarkt als niitzlich erwiesen hat, konnte hier gezeigt werden, dass er ebenso an IR-Tieren
anwendbar und geeignet ist (Clasen, 2018, van der Werf et al., 2011). Es konnte gezeigt
werden, dass das von Clasen et al. an nicht IR-Mausen verwendete Stimulationsprotokoll
auch in IR-Mausen effektiv Arrhythmien induziert (Clasen, 2018). Die induzierten VA durch
das Stimulationsprotokoll waren dabei in der IR-Gruppe héher als in der Sham-Gruppe, was
fur eine gesteigerte ventrikulare Vulnerabilitat der IR-Gruppe spricht und in Zukunft genutzt

werden kann, um die gesteigerte ventrikulare Vulnerabilitdt zu untersuchen. Zudem tragt



Diskussion 67

der Clasen-Score durch seine genauere Unterteilung der héhergradigen VA und Bewertung
der VT Dauer zu einer besseren Differenzierung bei (Clasen, 2018, Priori et al., 2015, van
der Werf et al., 2011). Neben der bereits bekannten hohen prognostischen Bedeutung von
VT, konnte am Menschen auch eine hohe pradiktive Vorhersagekraft von nsVT, die
ausschlieBlich in den untersuchten Tieren auslésbar waren, auf die Hospitalisierungsrate

gezeigt werden (Makimoto et al., 2020).

4.5.3 Qualitative Arrhythmieanalyse der ventrikularen Tachykardien (VT)

Neben der rein quantitativen Betrachtung der Arrhythmien lieen sich in mehr IR-Tieren (%)
als in Sham- bzw. Control-Tieren VT auslésen. In anderen Arbeitsgruppen lieRen sich
prozentual in der IR-Gruppe nur ahnlich viele Arrhythmien auslésen, wenn die Arrhythmie-
Untersuchung entweder sich direkt der Reperfusion anschloss (Bak et al., 2010, Burger et
al., 2009) oder innerhalb von 24h nach Operation stattfand (Bak et al., 2010, Burger et al.,
2009, Jiang et al., 2019). In Arbeitsgruppen, in denen die EPU deutlich spater nach der IR-
Operation stattfand (6 Wochen), lieRen sich bei deutlich langeren Ischamiezeiten
prozentual in weniger Tieren VT auslésen als in dieser Studie (Gardiwal et al., 2009,
Gehrmann et al., 2001). Die Ergebnisse zwischen den Gruppen schwankten jedoch stark
(7,7%- 69%) (Gardiwal et al., 2009, Gehrmann et al., 2001).

Die deutlich erhéhte Arrhythmogenitat der IR-Gruppe muss einerseits vor dem Hintergrund
des in dieser Arbeitsgruppe erweiterten Stimulationsprotokolls (Miniburst (MB) gesehen
werden, andererseits kann dies auch ein Hinweis auf das stattfindende cardiac remodeling
sein, welches in weiteren Versuchen naher bestimmt werden sollte. Hierzu passend zeigte
sich bereits in der Echokardiographie eine Verbesserung der echokardiographischen
Parameter mit zunehmendem Abstand zur IR-Operation, welches eine Erklarung fur die
initial erhéhte Arrhythmogenitdt nach der IR-Operation bieten kdnnte. Hierbei ist zu
beachten, dass sich die Mause bei dem hier verwendeten IR-Modell in der subakuten
Phase (7d), mit beginnender Fibrorisierung nach dem dreiphasigen Ischamie-Modell,
befanden, wohingegen die Untersuchungen von Gehrmann et al. und Gardiwal et al. (6
Wochen) in der chronischen Phase durchgefuhrt wurden, in der die Infarktnarbe eingeheilt
ist (Bonaventura et al., 2016, Gardiwal et al., 2009, Gehrmann et al., 2001). Hierbei zu
beachten sind die zwischen Menschen und Mausen unterschiedlich definierten Zeitraume
von akut, subakut bis chronisch. Wahrend der subakute Zeitraum bei Mausen zwischen 3h-
7d post Ischamie liegt, liegt dieser Zeitraum beim Menschen zwischen 2d-30d (Lindsey et
al., 2018, Thygesen et al., 2018).

Zur weiteren qualitativen Betrachtung folgte der Vergleich der VT Ankopplungszeit,

Zyklusléange und Dauer zwischen Sham und IR.
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Es zeigte sich in der IR-Gruppe eine erhéhte VT Ankopplungszeit, sodass bereits weniger
aggressive Stimulationen mit deutlich groRerem Abstand zueinander in der Lage waren, in
der IR-Gruppe Arrhythmien auszuldsen, was flr eine erhdhte Arrhythmogenitat in dieser
Gruppe spricht.

Unterschiede in der durchschnittlichen Dauer der ausgeldsten VT bestanden nicht.

Am Menschen konnte gezeigt werden, dass eine verlangerte VT-Zykluslange ein negativer
Pradikator fir das Uberleben insgesamt und das Wiederauftreten von VT an ischamisch
vorgeschadigten Herzen ist (Vaseghi et al., 2017). Hierzu zeigten sich in der IR-Gruppe
zwar keine langeren VT Zykluslangen als in der Sham-Gruppe, jedoch deuten sich diese
an und sollten in einer grélReren Versuchspopulation nochmals eingehender untersucht
werden. Aufgrund der im subakuten Modell eingeheilten Narbe lie3e sich dann vermuten,
dass die langere Zykluslange eher auf strukturellen, narbenassoziierten Faktoren beruht

als auf einer Folge einer Inflammation (akute Phase).

4.5.4 Vergleich der ventrikularen Stimulationsprotokolle

Im Vergleich der programmierten elektrischen Stimulation (PES) jeweils untereinander
zeigte sich kein Einfluss der Frequenzabhangigkeit (80ms, 90ms, 100ms) auf die
Arrhythmogenese. Im Burst-Protokoll bestand ebenfalls kein Unterschied zwischen der
Zykluslange der Stimulationen (50ms, 40ms, 30ms, 20ms, 10ms) auf die Arrhythmie-
Induktion. Ein solcher Einfluss lieR sich bei keinen der publizierten Daten bislang zeigen,
sodass im Folgenden die Stimulationsprotokolle mit einer Frequenz von 100ms analysiert
wurden (Clasen, 2018, Clasen, 2012).

Im Vergleich der Stimulationsprotokolle miteinander zeigte sich, dass das Burst- und MB-
Stimulationsprotokoll innerhalb der IR-Gruppe die meisten Arrhythmien ausldste. Hierbei
bestanden nur beim MB-Protokoll in der IR-Gruppe mehr Arrhythmien als in der Sham-
Gruppe. Dies ist einerseits darauf zurtickzufiihren, dass das Burst-Stimulationsprotokoll in
der Sham-Gruppe von allen Protokollen die meisten Arrhythmien ausléste und es in der IR-
Gruppe auf der anderen Seite starke Schwankungen in Bezug auf die Arrhythmogenitat des
Burst-Stimulationsprotokolls gab. Das PES-Protokoll scheint in dieser Untersuchung nicht
aggressiv genug zu sein, um die erhdhte Arrhythmogenitat im IR-Modell nachzuweisen.
Im Vergleich der prozentualen VT-Induktion in Sham- und IR-Tieren durch die jeweiligen
Stimulationsprotokolle zeigten sich dhnliche Ergebnisse. Das MB-Protokoll erzeugte in der
IR-Gruppe die meisten Arrhythmien und als einziges Stimulationsprotokoll mehr als in der
Sham-Gruppe. Mittels MB-Protokolls lasst sich also besser zwischen ischamisch
vorgeschadigten und damit vulnerablen Tieren und Sham-Tieren unterscheiden als mit den
anderen Protokollen. Das Burst-Stimulationsprotokoll erzeugte in einer ahnlich grolen Zahl

VT in Sham- wie in IR-Tieren, sodass kaum Trennscharfe zwischen den Gruppen durch
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das Stimulationsprotokoll besteht. Das Burst-Stimulationsprotokoll scheint in diesen
Versuchen zu aggressiv zu sein, da es auch in der Sham-Gruppe viele Arrhythmien und
auch VT auslést (Maguire et al., 2003).

Das PES-Protokoll hingegen kann weder in der Sham- noch in der IR-Gruppe VT ausldsen,
sodass dieses Protokoll, wie auch schon zuvor in diesen Untersuchungen, als unzureichend
erscheint.

In anderen Arbeitsgruppen mit dhnlichem IR-Modell wurden ebenfalls mit den beiden
herkdmmlichen Stimulationsprotokollen (PES, Burst) nur prozentual in wenigen Tieren VT
ausgeldst (Gardiwal et al., 2009, Liao et al., 2010). Dabei lagen die Ischadmiezeiten teilweise
mehr als doppelt so hoch (120 Minuten) wie in dem hier verwendeten Modell (Liao et al.,
2010). Hier koénnte es in Zukunft nitzlich sein, ebenfalls das MB-Stimulationsprotokoll zu

verwenden, um die Arrhythmogenitat méglicherweise genauer zu bestimmen.

Beim Vergleich der Einzelschritte des MB-Stimulationsprotokolls (MB-S4-11) zeigte sich in
unbehandelten Control-Tieren in Voruntersuchungen keine Zunahme der induzierten
Arrhythmien mit zunehmenden Stimuli (S4-11) (Clasen, 2018). Im Vergleich der
Einzelschritte in der IR-Gruppe zeigte sich ab MB-S5 ein Sattigungsverhalten der
induzierbaren Arrhythmien, es bestanden jedoch Unterschiede der anderen Teilschritte zu
MB-S4 sowie PES-S4. Ein modgliches Calcium-Overload als Grundlage fir die erhdhte
Arrhythmogenitat der IR-Tiere durch das MB-Stimulationsprotokoll ist damit
unwahrscheinlich (Antoons et al., 2002, Koller et al., 1995).

Insgesamt lieRen sich mittels MB-Stimulationsprotokoll effektivere Arrhythmien induzieren
und besser zwischen vulnerablen Tieren (IR-Gruppe) und nicht vulnerablen Tieren (Sham-

Gruppe) unterscheiden.

4.5.5 Einfluss der beta-adrenergen Stimulation mittels Isoproterenol

Isoproterenol hatte in dieser Studie keinen proarrhythmogenen Einfluss auf die IR- und
Sham-Gruppe, wie bei Clasen et al. fir das MB-Protokoll beschrieben (Clasen, 2018). In
der Literatur zeigten sich protektive Effekte einer reinen beta-adrenergen Stimulation,
jedoch im akuten postoperativen Stadium und nach vorheriger Aufsattigung (Asimakis et
al., 1994, Fenton et al., 1995). Der Mechanismus hierbei scheint eine erhéhte Funktion der
Phosphorylase a zu sein, welche zu einer erhdhten Glykogenolyse und damit geringeren
anaeroben Glykolyse flhrt (Asimakis et al., 1994, Shen and Zipes, 2014). Zum Zeitpunkt
7d postoperativ gibt es fir das IR-Modell keine Daten beziiglich beta-adrenerger
Stimulation in der Literatur. Es konnte bereits gezeigt werden, dass ischamie-bedingtes
Narbengewebe &aullerst sensitiv gegentber Arrhythmien aufgrund einer heterogenen

sympathischen Innervation im Narbengewebe (,nerve sprouting“) ist (Shen and Zipes,
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2014). Dieser Effekt zeigte sich mittels Isoproterenolinjektion in den hier durchgefiihrten
Versuchen nicht. Grund hierflir kénnte eine nach IR-Operation erhdéhte neurohumorale
Aktivierung sein, weshalb das Myokard weniger sensibel auf eine Isoproterenolstimulation
reagiert. In Zukunft ware eine histologische Aufarbeitung des induzierten Infarktgebiets zur
Korrelation der sympathischen Innervation mit den induzierbaren Arrhythmien interessant,
um das arrhythmogene Potential narbenassoziierter Veranderungen in der Sympathikus-

Innervation zu bestimmen.

4.6 Korrelation funktionell-struktureller Parameter und der Arrhythmogenitat

4.6.1 Korrelation zwischen Ejektionsfraktion und ventrikuldrer Arrhythmien

Ein Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen EF und induzierbaren Arrhythmien lief3
sich nicht zeigen. Einschrankend hierbei ist jedoch auf die geringe Zahl der untersuchten
Tiere (n=7) zu verweisen. Daneben sind andere Einflussfaktoren auf die VA zu nennen,
weshalb mdglicherweise hier kein direkter Zusammenhang zur LV-Funktion gezeigt werden
kann. Eine direkte Korrelation zwischen induzierbaren Arrhythmien und der
echokardiographischen EF im subakuten IR-Modell wurde bislang in der Literatur nicht

untersucht.

4.6.2 Korrelationsanalysen der InfarktgroRe

Zudem zeigte sich zwischen linksventrikularer EF und InfarkigroRe eine negative
Korrelation, was fiir einen negativen kardiodynamischen Effekt der Infarktnarbe spricht.

Zwischen induzierbaren VA und der InfarktgréRe bestand innerhalb der IR-Gruppe eine
positive Korrelation. Die Grofie der infarktbedingten Narbe scheint daher einen Einfluss auf
die Arrhythmie zu haben. In vorherigen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass
Subgruppen mit kleineren Infarktgrof3en weniger VA in EPU zeigen, jedoch wurden immer
ganze Subgruppen miteinander verglichen, eine Korrelationsanalyse zwischen InfarkigroRe
und VA wurde bislang nicht unternommen (Lungkaphin et al., 2015, Spannbauer et al.,
2019). Hierbei kann das Narbengewebe im Rahmen eines reentry-Kreislaufes als
unidirektionaler Block interpretiert werden, der bei Stimulation in der EPU das Auftreten VT
begunstigt. Zur weiteren Untersuchung des Einflusses von Automatie und triggered activity
ware in Zukunft die Ableitung von monophasischen Aktionspotentialen an
Schnittpraparaten oder Untersuchungen mittels optical mapping notwendig (Lee et al.,
2019). Ebenso kénnte ex vivo eine mdgliche intrazellulare Calcium- bzw. Natrium-

Akkumulation untersucht werden (Enriquez et al., 2017).
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4.7 Limitationen

Limitationen der Untersuchungen sind die insgesamt geringe Zahl der Versuchstiere pro
Untergruppe. Aufgrund der Fokussierung auf den Zeitpunkt 7d post IR kbnnen Aussagen
zu anderen Zeitpunkten nicht getroffen werden und sollten in Zukunft vergleichend
untersucht werden. Ein moglicher arrhythmogener Einfluss des verwendeten
Narkosemittels Isofluran kann trotz &hnlicher Versuchszeiten und damit Isofluran-
Dosierungen nicht ausgeschlossen werden. Ebenso wurden bei dieser Untersuchung
ausschliellich induzierte ventrikuldre Arrhythmien betrachtet. Einflisse auf atriale

Arrhythmien wurden nicht untersucht.
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Schlussfolgerungen

Diese Studie diente der elektrophysiologischen Charakterisierung des arrhythmogenen
remodeling im IR-Mausmodell 7d postoperativ. Hierzu wurden die Versuchstiere
echokardiographisch, histologisch, elektrokardiographisch und invasiv elektrophysiologisch
untersucht. Das kurzlich vorgestellte Miniburst-Stimulationsprotokoll (MB) wurde erstmals
an IR-Tieren getestet und zeigte qualitativ und quantitativ héhere Arrhythmien sowie eine

bessere Trennschéarfe im Vergleich zu herkémmlichen Stimulationsprotokollen.

1.Im IR-Modell zeigten sich einerseits mehr Arrhythmien (Score-Punkte) und andererseits

hoéhergradigere Arrhythmien (VT) und damit eine hdhere ventrikulare Vulnerabilitat.

2.Am besten eignet sich das MB-Stimulationsprotokoll fur die Untersuchung der
ventrikularen Vulnerabilitat in IR Mausen. Mittels MB-Stimulationsprotokoll konnten sowohl
quantitativ mehr als auch qualitativ hdhergradigere Arrhythmien in der IR- als in der Sham-
Gruppe induziert werden. Diese Unterscheidung gelang nicht mit dem konventionellen

programmierten elektrischen Stimulationsprogramm oder der Burststimulation.

3.Je groRer die induzierte Infarktnarbe war, desto mehr VA lielten sich induzieren. Dies
deutet, bei niedriger n-Zahl, auf einen infarktnarbenbedingten Effekt auf die VA-Induktion
hin. Die negative Korrelation zwischen InfarktgroRe und Ejektionsfraktion zeigte eine auf
die Ischamie zuriickzufihrende Verminderung der Ejektionsfraktion, wobei eine Korrelation

zwischen Ejektionsfraktion und VA nicht gezeigt werden konnte.

In Zukunft kdnnte es interessant sein, weitere Zeitpunkte nach akutem Myokardinfarkt im
IR-Modell hinsichtlich ihrer Arrhythmogenitat zu untersuchen. Zudem kénnte zum besseren
Verstandnis der Arrhythiemechanismen eine Untersuchung mittels optical mapping hilfreich
sein.  AuRerdem koénnte mittels Immunhistochemie  Unterschiede in  der
lonenkanalzusammensetzung des Infarktgebiets aufgezeigt werden, welche als Ziel fir
zukunftige pharmakologische Therapien dienen kdnnten. Das IR Maus Modell eignet sich

zur ndheren Untersuchung von Arrhythmiemechanismen.
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