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1. Einleitung

1.1. Vorhoflimmern

Vorhofflimmern (VHF) ist die hdufigste anhaltende Herzrhythmusst6rung in der westlichen
Population mit einer Pravalenz von bis zu 4 % (Zulkifly et al. 2018), wobei besonders
édltere Menschen davon betroffen sind. Dies zeigt sich in der stark altersabhingigen
Prévalenz, die von unter 0,1 % fiir Personen bis 49 Jahren auf bis zu 17 % fiir iiber
80-Jahrige steigt (Zoni-Berisso et al. 2014). Durch den demografischen Wandel und die
damit einhergehend immer dlter werdende Bevolkerung ist mit einem stetigen Anstieg
der Patientenzahlen zu rechnen (Colilla et al. 2013).

VHF ist assoziiert mit einem Anstieg der Mortalitdt um das 1,5-3,5-fache (Hindricks
et al. 2021) und einer fiinffach héheren Inzidenz fiir Schlaganfille (Wolf et al. 1991).
Dariiber hinaus wird bei 30 % aller Schlaganfallpatienten zusétzlich VHF diagnostiziert
(Henriksson et al. 2012). Zur Reduzierung des Schlaganfallrisikos ist die Behandlung
mit gerinnungshemmenden Mitteln ein essentieller Bestandsteil jeder VHF-Therapie
(Hindricks et al. 2021). Obwohl das Risiko unter dieser Behandlung deutlich reduziert
werden kann, besteht weiterhin ein Restrisiko einen Schlaganfall zu erleiden von jédhrlich
1,5% (Kirchhof et al. 2013).

In der Behandlung von VHF gibt es grundsétzlich zwei unterschiedliche Behand-
lungsstrategien: die Rhythmuskontrolle mit der Wiederherstellung und Erhaltung des
Sinusrhythmus (SR) als Ziel und die Frequenzkontrolle mit dem Ziel die ventrikulére Herz-
frequenz zu modulieren und eine Tachymyopathie zu verhindern (Hindricks et al. 2021).
In der bisher publizierten Literatur herrschte jedoch kein Konsens dazu, welche der beiden
Strategien zu bevorzugen ist. Die kiirzlich von Kirchhof et al. (2020) publizierte Studie
Early Treatment of Atrial Fibrillation for Stroke Prevention Trial (EAST-AFNET 4) gibt
nun erste Hinweise, dass eine frithe Rhythmuskontrolle einer Frequenzkontrolle iiberlegen
ist. Ob eine Rhythmustherapie jedoch iiberhaupt benétigt wird, stellen Pluymaekers
et al. (2019) in der Studie Rate Control vs. Electrical Cardioversion Trial 7 - Acute
Cardioversion vs. Wait and See (RACE 7 ACWAS) fiir Patienten mit neu aufgetretenem
VHF in Frage. Sie beobachteten bei 69 % der Probanden, die in den ersten 48 Stunden
ausschliefflich eine Frequenzkontrolltherapie erhalten haben, eine spontane Wiederherstel-
lung des SR. Dariiber hinaus zeigte sich die Behandlungsstrategie des Abwartens und
Beobachtens einer Strategie der sofortigen Kardioversion nicht unterlegen im Bezug auf
den Endpunkt der Anwesenheit von SR nach 4 Wochen. Diese Ergebnisse sind jedoch
mit Vorsicht zu genieflen, da sie auf einem sehr eng gefassten Patientenkollektiv beruhen
sowie einen einfachen und schnellen Zugang zu medizinische Versorgung voraussetzten
(Capucci und Compagnucci 2020; Botto und Tortora 2020).
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Obwohl fiir die Behandlung von VHF viele verschiedene Therapieansétze zur Ver-
fiigung stehen (siehe Abschnitt 1.1.2), gibt es aufgrund unzureichender Wirksamkeit
mit gleichzeitig vorhandener kardialer sowie extrakardialer Nebenwirkungen der mo-
mentan verfiigbaren therapeutischen Optionen immer noch einen ungedeckten Bedarf
in der VHF-Therapie (Ravens 2017). Aus diesem Grund sind die dem VHF zugrunde-
liegenden pathophysiologischen Mechanismen Gegenstand intensiver Forschung (siehe
Abschnitt 1.1.1).

1.1.1. Pathophysiologie des Vorhoflimmerns

Bereits um 1550 v. Chr. beschrieben die Agypter im Papyrus Ebers den Zusammen-
hang zwischen Puls und Herzschlag, womit sie erste Beitrdge zur bis heute andauernden
Erforschung des Herz-Kreislauf-Systems leisteten (Koehler et al. 2021). Im 2. Jahrhun-
dert beobachtete der griechische Universalgelehrte und Arzt Claudius Galen, dass ein
denerviertes Herz auflerhalb des Korpers fiir kurze Zeit weiter schlug und postulierte,
dass keine Nervenleitungen fiir den Herzschlag erforderlich sind (Silverman et al. 2006).
Daraufhin entbrannte eine Diskussion dariiber, ob der Herzschlag myogenen oder neu-
rogenen Ursprungs ist, die erst Ende des 19. und Anfang des 20. Jahrhunderts mit der
Entdeckung der Purkinje-Fasern (1839), des His-Biindels (1893), der Tawara-Schenkel
(1904), des atrioventrikular (AV)-Knotens und des Sinuatrial (SA)-Knotens endgiiltig
beigelegt werden konnte (James 1982; Fye 1987; Silverman et al. 2006).

Im gesunden Herzen hat der Herzschlag seinen Ursprung im SA-Knoten. Er besteht aus
speziellen Herzmuskelzellen, die in der Lage sind, spontan selbstdndig zu depolarisieren
und den Grundrhythmus des Herzens von 60-100 bpm vorgeben (James 1977). Vom
SA-Knoten werden die entstandenen Reize iiber beide Vorhofe weitergeleitet, die von den
Hauptkammern elektrisch isoliert sind und nur iiber den AV-Knoten mit diesen verbunden
sind (Mantri et al. 2021). Der AV-Knoten hat eine langsamere Leitungsgeschwindigkeit als
das restliche Myokard. Dies fithrt dazu, dass zum einen die Hauptkammern ausreichend
Zeit haben sich zu fiillen und zum anderen werden zu schnelle atriale Impulse gefiltert,
die sonst zu lebensgeféhrlichen ventrikuldren Arrhythmien fithren konnten (Billette und
Tadros 2019). Uber den AV-Knoten wird die Erregung entlang des His-Biindels und
der Tawara-Schenkel zu den Purkinje-Fasern geleitet, wo sie zu einer synchronisierten
Kontraktion der Herzkammern und somit einer maximalen Auswurfleistung des Herzens
fithrt (Mantri et al. 2021).

Im Gegensatz zum SR erfolgt die Erregungsweiterleitung beim VHF nicht geordnet
iiber die Vorhofe sondern unkoordiniert. Dies fiihrt zu einer asynchronen, schnellen
Kontraktion der Vorhofwénde mit 300-600 bpm und damit zu einer Verminderung des
Schlagvolumens um 20-30 %, die nur teilweise durch erhéhte ventrikulidre Frequenzen
kompensiert werden kann (Rawles 1990). Durch die Filterfunktion des AV-Knotens wird
die Kammer zwar vor den sehr hohen atrialen Frequenzen (iiber 200 bpm) geschiitzt, auf
Dauer sind jedoch selbst Frequenzen im Bereich von 100-160 bpm schédlich und fiihren
unbehandelt zu Tachymyopathien (Umana et al. 2003).

Die genauen Ausléser und die zugrundeliegenden pathophysiologischen Vorgénge,
die zur Entstehung von VHF beitragen, sind bisher noch nicht vollstdndig geklart
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und daher noch Gegenstand intensiver Forschung (Staerk et al. 2017). Bluthochdruck,
Diabetes, Herzinsuffizienz, Herzklappenerkrankungen, Alter, Ubergewicht, obstruktive
Schlafapnoe (OSA), Alkohol, Tabak sowie sehr wenig und extrem viel physische Aktivitét
konnten als Risikofaktoren fiir die Entstehung von VHF identifiziert werden (Cintra und
Figueriredo 2021). Ebenso wurden pathophysiologische Mechanismen entdeckt, die in der
Entstehung und Aufrechterhaltung von VHF involviert sind. Hier seien vor allem fokale
Erregungszentren und kreisende Erregungen genannt (Nattel 2002).

Bei den fokalen Erregungszentren kommt es durch Verdnderungen in einzelnen Zellen
auBlerhalb des SA-Knoten zu einer schnelleren Depolarisation oder zu Nachdepolari-
sation, die zu einem raschen Erreichen des Schwellenpotentials und einer schnelleren
Erregungsentstehung als durch den SA-Knoten vorgegeben fithren (Nattel 2002). Da diese
Erregungen nicht in Frequenz und Ursprung mit den sonstigen Erregungswellen im Vorhof
iibereinstimmen, kénnen diese nur irregulér weitergeleitet werden und fithren zu sogenann-
ten Triggerarrhythmien. Trifft eine solche Welle auf Zellen des Vorhofmyokards, deren
Leitungseigenschaften bereits durch pathophysiologische Verdnderungen auf mikro- und
markoskopischer Ebene empfinglich gemacht wurden (sogenanntes vulnerables Substrat),
kommt es zur Entstehung von kreisenden Erregungen, die ebenfalls zum Auftreten und
zur Aufrechterhaltung von VHF beitragen. Im Folgenden werden mégliche Verdnderungen
néher beschrieben.

1.1.1.1. Elektrische Umbauprozesse

Elektrische Umbauprozesse sind ein Teil der Antwort des Herzens auf funktionelle und
strukturelle Stressfaktoren mit dem Ziel, die kardiale Leistung zu erhalten und Beein-
trachtigungen zu kompensieren. Nach einiger Zeit jedoch fiithren diese Mechanismen
zu Fehlanpassungen, die Arrhythmien auslésen und zu Herzinsuffizienz fithren kénnen
(Cutler et al. 2011). In Vorhéfen von Ziegen wurde beobachtet, dass kiinstlich ausgelostes
VHF zu einer Verkiirzung der atrialen effektiven Refraktirzeit (AERP), einer Umkehr
der physiologischen Frequenzanpassung und einer Zunahme der Frequenz, Induzierbarkeit
und Stabilitdt von VHF fiithrte (Wijffels et al. 1995). Es konnte somit gezeigt werden,
dass durch VHF ausgeloste Umbauprozesse zu einem Fortschreiten von VHF fiihren.
Wijffels et al. (1995) pragten hierfiir den Ausspruch "Atrial Fibrillation Begets Atrial
Fibrillation"(deutsch: Vorhoflimmern férdert Vorhofflimmern).

Im Rahmen der Umbauprozesse finden eine Reihe von Verdnderungen in der elek-
trischen Funktion des Herzens statt, die bisher noch nicht vollstdndig verstanden sind
(Nattel et al. 2020). Im Verlauf eines normalen kardialen Aktionspotentials (AP) kommt
es durch spannungsgesteuerte L-Typ Calciumkanéle zu einem Calciumeinstrom, der zu
einer deutlich gréBeren Ryanodin-Rezeptor 2 (RYR2)-vermittelten Calciumfreisetzung
aus dem sarkoplasmatischen Retikulum fiihrt. Das freigesetzte Calcium bindet an Myofila-
mente und fiithrt somit zur Kontraktion der Muskelzellen. Anschlieflend wird das Calcium
durch Calcium-ATPasen des sarkoplasmatischen und endoplasmatischen Retikulums
Isoform 2a (SERCA2a) wieder ins sarkoplasmatische Retikulum aufgenommen oder durch
Natrium-Calcium-Austauscher Isoform 1 (NCX1) aus der Zelle ausgeschieden, wodurch
es zur Relaxation des Muskels kommt (Dobrev und Nattel 2008; Heijman et al. 2012). Bei
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Patienten mit VHF wurden eine Reihe von Verdnderungen festgestellt, die zu Stérungen
der Calcium-Homéstase fithren. Es wurde unter anderem eine Reduktion des L-Typ Calci-
umkanalstroms, eine erhéhte Expression von NCX1, vermehrte Aktivitdt von SERCA2a
und eine Sensibilisierung von RYR2 gegeniiber Calciumionen, die zu einem vermehrten
Calciumausstrom fiihrt, beobachtet (Christ et al. 2004; Dobrev und Nattel 2008; Heijman
et al. 2012; Voigt et al. 2012; Voigt et al. 2014). All diese Modifikationen kénnen entweder
zu spéiten Nachdepolarisationen (DAD) oder zu frithen Nachdepolarisationen (EAD)
fithren und somit zur Entstehung und Aufrechterhaltung von VHF beitragen.

Auch wurden Verdnderungen der Kaliumkanalstrémen, wie eine Hochregulation des
einwértsgerichteten Kaliumkanals K;;2.1, die zu einem Anstieg von Ik, fithrt (Gaborit et al.
2005), eine Abnahme des transienten auswértsgerichteten Kaliumstroms Iy, (Nattel et al.
2007), eine Reduktion des ultraschnellen verzogerten gleichgerichteten Kaliumstroms Iy,
(Nattel et al. 2008), ein Anstieg des langsamen verzogerten gleichgerichteten Kaliumstroms
Iks (Caballero et al. 2010) und eine reduzierte Expression von Calcium-aktivierten
Kaliumkanélen kleiner Leitfdhigkeit (SK) beobachtet (Yu et al. 2012). Dariiber hinaus
wurde eine Hochregulation des Tandem von P-Doménen in einem schwach einwérts
gleichgerichteten K™ Kannel (TWIK)-verwandten sdureempfindlichen Kaliumkanals 1
(TASK-1) bei Patienten mit VHF beobachtet (Schmidt et al. 2015; Schmidt et al. 2017), die
im Abschnitt 1.2.1 nidher beschrieben wird. Je nach Regulationsmechanismus fithren diese
Verdnderungen der verschiedenen Kaliumstréme zu einer Verlingerung oder Verkiirzung
der Aktionspotentialdauer (APD) und fordern damit VHF in diesen Patienten.

Die Umbauprozesse betreffen jedoch nicht nur Ionenkanéle sondern auch andere Struk-
turen, die an den elektrischen Prozessen im Herzen beteiligt sind. Beispielweise ist auch
die Expression von Connexin43 unter VHF reduziert (Bikou et al. 2011).

1.1.1.2. Strukturelle Umbauprozesse

Neben den elektrischen Umbauprozessen finden auch strukturelle Veranderungen der
Zellen statt, die zur Entstehung und Aufrechterhaltung von VHF beitragen. Ein bedeu-
tender Prozess hierbei ist die Fibrose, ein Vorgang, bei dem entweder Fibroblasten tote
Kardiomyozyten in Folge von Apoptose oder Nekrose ersetzen oder bei dem es zu einer
vermehrten Proliferation von Fibroblasten im perivaskuldren Raum und im Perimysium
kommt, mit anschlieBender Umwandlung zu Myofibroblasten und Ansammlung von
extrazelluldrer Matrix (Weber et al. 2013; Travers et al. 2016; Nattel 2017). Durch diese
Umwandlung wird die Verbindung zwischen den Muskelzellen gestort und es kommt zur
Ausbildung von Barrieren, die die Reizweiterleitung stéren und somit VHF begiinstigen
(Burstein et al. 2009; Nattel 2017). Ausloser der Fibrose kénnen unter anderem Seneszenz,
Herzdysfunktion, Mitralklappenerkrankungen und Myokardischdmie sein (Burstein und
Nattel 2008).

Weiter makroskopische Verdnderungen, die zur Pathologie von VHF beitragen kénnen,
sind Amyloidose, Fetteinlagerungen und Hamochromatose (Leone et al. 2004; Rcken et al.
2002; Saito et al. 2007; Griffin et al. 1950). Bereits 1955 wurde ein Zusammenhang zwischen
der Grofle der Atrien und dem Auftreten von VHF beschrieben (Fraser und Turner
1955). Spéter konnte in einer grofien Studie mit iiber 5000 Probanden ein ausgeprégter
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Zusammenhang zwischen der Gréfle des linken Vorhofs und dem Auftreten von VHF
gezeigt werden (Psaty et al. 1997). Ob jedoch atriale Dilatation die Ursache fir VHF
oder eine Folge davon ist, konnte bisher noch nicht abschlieend gekléart werden, da viele
der Risikofaktoren fiir VHF auch unabhéngig davon zur Dilatation des linken Vorhofs
fithren (Schotten et al. 2003; Wijesurendra et al. 2016; Delgado et al. 2017). Fest steht
auf jeden Fall, dass ein circulus vitiosus aus VHF und Dilatation entsteht, da es durch
VHF zu atrialen Umbauprozessen kommt, die wiederum zur atrialen Dilatation fiihren,
welche wiederum als Substrat fiir VHF dienen (Corradi 2014).

1.1.1.3. Veridnderungen des autonomen Nervensystems

Nicht nur elektrische und strukturelle Umbauprozesse sind an der Entstehung und
Aufrechterhaltung von VHF beteiligt, sondern auch Verdnderungen des autonomen
Nervensystems (ANS) (Nattel und Harada 2014). Eine Aktivierung des ANS kann die
atriale Elektrophysiologie bedeutend verdndern und somit zur Auslésung von VHF fiihren
(Chen et al. 2014). Weiterhin zeigt sich die Bedeutung des ANS auch darin, dass das
Auftreten von VHF einem circadianem Rhythmus unterliegt (Viskins et al. 1999). In
tierexperimentellen Versuchen konnten gezeigt werden, dass durch Manipulation des ANS
das Auftreten von VHF beeinflusst werden konnte (Richer et al. 2008; Tan et al. 2008;
Shen et al. 2011). Des Weiteren wurde unter VHF eine abnormale autonome Innervation
festgestellt, sowohl im Tiermodel als auch in histologischen Schnitten von Patienten mit
chronischem VHF (Change et al. 2001; Nguyen et al. 2009).

Die zu Grunde liegenden Mechanismen sind noch nicht abschliefend geklart, jedoch
fiihrt eine Aktivierung des ANS zu einem erhéhten Strom der L-Typ Calciumkanéle,
einer hoheren Offnungswahrscheinlichkeit von RYR2 und zu einer Calcium-Calmodulin-
abhéngigen Proteinkinase IT (CaMKII) und Proteinkinase A (PKA) vermittelten erhéhten
Calciumkonzentration im sarkoplasmatischen Retikulum (Nattel und Harada 2014).
Hierdurch wird das Auftreten von DAD geférdert, wodurch ANS Aktivitédt zur Entstehung
von fokalen Erregungszentren und somit VHF beitragt (Nishida et al. 2011b; Choi et al.
2010). Wobei auch an dieser Stelle wieder von einem circulus vitiosus gesprochen werden
kann, da VHF zu einer gesteigerten autonomen Innervation fiihrt, die wiederum zum
Auftreten und Erhalt vom VHF beitragt (Nattel und Harada 2014; Nishida et al. 2011a;
Chen et al. 2014; Linz et al. 2019).

1.1.1.4. Genetische Disposition

In einer Subanalyse der Framingham Heart Study konnte gezeigt werden, dass Kinder
von Eltern mit VHF ein erhohtes Risiko haben, selbst zu erkranken (Fox et al. 2004;
Lubitz et al. 2010). Auch in anderen Kollektiven konnte eine familidre Haufung gezeigt
werden, die auf eine genetische Disposition hindeutet (Arnar et al. 2006; Ellinor et al.
2005). Durch die Identifizierung von genetischen Mutationen, die mit einer gesteigerten
Rate an VHF zu erkranken assoziiert sind, konnte dies bestétigt werden. Als eine der
Ersten wurde eine autosomal dominant vererbte Mutation im KCN@1 Gen entdeckt,
die zu einem erhéhten Kaliumstrom fiihrt und somit zu einer hereditdren Haufung von



1. Einleitung

VHF (Chen et al. 2003). Im Laufe der Jahre wurden viele weitere Mutationen in Genen,
die Ionenkanéle, Transkriptionsfaktoren, myokardiale Strukturelemente, Signalproteine
und verschiedene andere Proteine codieren, identifiziert (Fatkin et al. 2017). Hierbei sind
Gene wie ZFHX3, PITX2 und KCNNS8 zu nennen, die zum gesteigerten Auftreten von
familidren VHF fithren (Gudbjartsson et al. 2007; Gudbjartsson et al. 2009; Benjamin
et al. 2009; Ellinor et al. 2010).

Der grofie Einfluss, den die Genetik auf die Entstehung von VHF hat, konnte auch in
einer Studie mit ddnischen Zwillingen eindrucksvoll belegt werden. Hierbei zeigte sich in
Zwillingspaaren, bei denen einer bereits an VHF erkrankt ist, dass die Wahrscheinlichkeit
des anderen, selbst zu erkranken, bei eineiigen Zwillingen gegeniiber zweieiigen verdoppelt
ist. In diesem speziellen Kollektiv wurde die Vererbbarkeit von VHF mit 62 % angegeben
(Christophersen et al. 2009). Dies bestétigt einmal mehr, dass genetische Faktoren eine
wesentliche Rolle bei der Entstehung von VHF spielen (Weng et al. 2017; Roselli et al.
2020).

1.1.2. VorhofHimmertherapie geméif Leitlinien

Es existieren zwei Therapieansidtze mit grundséatzlich unterschiedlicher Herangehensweise
zur Behandlung des VHF. Zum einen die Rhythmuskontrolle (Abschnitt 1.1.2.1) und zum
anderen die Frequenzkontrolle (Abschnitt 1.1.2.2). In den folgenden Absétzen wird auf
die beiden Strategien niher eingegangen und auch die begleitende gerinnungshemmende
Therapie wird betrachtet, wobei fiir konkrete Behandlungsanweisungen auf einschlégige
Leitlinien der entsprechenden Fachgesellschaften verwiesen wird.

1.1.2.1. Rhythmuskontrolltherapie

Um das Ziel der Rhythmuskontrolle zu erreichen, die Wiederherstellung und Aufrechter-
haltung des SR, stehen drei unterschiedliche Ansétze zur Verfiigung. Die ersten beiden
sind die Kardioversion durch Medikamente (pharmakologische Kardioversion (pCV)) und
durch elektrischen Strom (elektrische Kardioversion (eCV)), der dritte Ansatz ist die
Ablation von Gewebe durch Radiofrequenz- oder Kryoverfahren (Hindricks et al. 2021).

Die eCV beruht auf der Wiederherstellung des normalen Herzrhythmus durch gezielte
Applikation eines Stromstofles. Dieser Stromstofl wird Elektrokardiogramm (EKG)-
geleitet verabreicht, um das Risiko des Auftretens von Kammerflimmern zu reduzieren.
Die erste erfolgreiche eCV von vier Probanden mit Kammerflimmern wurde 1955 von
Zoll et al. (1956) durchgefiihrt. Bereits wenige Jahre spéter beschrieb Lown et al. (1963)
die erfolgreiche eCV von VHF in 50 Patienten. Die Methode ist sehr effektiv, setzt jedoch
die Sedierung der Patienten voraus und erfordert eine engmaschige Kontrolle wéhrend
der Prozedur und in der Aufwachphase (Morani et al. 2019). Aus diesen Griinden ist
fiir die eCV ein Krankenhaus oder eine vergleichbare Einrichtung mit medizinischem
Fachpersonal erforderlich (Furniss und Sneyd 2015).

Obwohl die Prozedur sehr erfolgreich ist, werden je nach Studie hohe Rezidivraten
angeben, die zwischen 30 % in den ersten drei Monaten und bis zu 43 % bereits nach 30
Tagen liegen (De Simone et al. 2003; Zarauza et al. 2006). Nebenwirkungen, die wihrend
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bzw. in Folge der Behandlung auftreten kénnen, sind neben den Anésthesie assoziierten
Risiken, Verbrennungen der Haut, Entstehung eines AV-Blocks, Sinusknotenarrest und
ventrikuldre Arrhythmien (Kowey et al. 1998). Die bei der invasiven eCV durch implan-
tierte Defibrillatoren beobachteten Schidigungen am Myokard sind bei der externen
Variante jedoch nicht zu beobachten (Stieger et al. 2018).

Im Gegensatz zur eCV basiert die pCV nicht auf der Verabreichung gezielter Strom-
stoBe, sondern auf der Applikation von pharmazeutischen Wirkstoffen. Bereits 1918
berichtete Frey (1918) iiber die pharmakologisch aktive Substanz Chinidin und ihren
Einsatz in der Terminierung von VHF. Seit dieser Pionierarbeit wurden viele weitere
Arzneistoffe erforscht, so dass heutzutage eine Vielzahl verschiedener Antiarrhythmika
auf dem Markt verfiigbar sind (Hindricks et al. 2021). Eine Ubersicht der durch die euro-
péischen und amerikanischen kardiologischen Fachgesellschaften empfohlenen Wirkstoffe
zur Behandlung von VHF kann Tabelle A.1 entnommen werden.

Obwohl bei reiner Betrachtung der Kardioversionsrate die pCV der eCV unterlegen ist
(Chen et al. 2013; Dankner et al. 2009), eréffnen sich unter Einbeziehung der Tatsache,
dass die Patienten nicht sediert werden miissen, mogliche Vorteile gegeniiber der eCV
(Hindricks et al. 2021). Insgesamt ist die Studienlage auf diesem Gebiet jedoch noch
unzureichend und die Wahl der Methode hingt stark vom individuellen Krankheitsverlauf
des Patienten ab. Tabelle 1.1 fiihrt die von der Européische Gesellschaft fiir Kardiologie
(ESC) empfohlenen Antiarrhytmika zur akuten Kardioversion auf.

Tabelle 1.1.: Ubersicht der Antiarrhythmika, die von der ESC fiir die akute pCV von VHF
empfohlen werden (Hindricks et al. 2021). Angegeben ist die Kardioversionsrate und -zeit, die
Zielstrukturen sowie die Vaughan Williams Klasse.

Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2021).

Kardioversion
Substanz Kanile Klasse
Rate Zeit
Amiodaron 585 % 6-18h INaa ICaa IK , IKNa, IKACha ITASK-l 111
Flecainid 52-92%  25-52min INa Ic
Ibutilid 43-77%  26-54min INa, Ike II1
Propafenon 49-85% 29287 min INa Ic
Vernakalant 47-93%  8-16min INa, Ikur, Ikach, Ike, Tto II1

Zur besseren Charakterisierung und Gruppierung der Substanzen nach ihrem Wirk-
mechanismus wurde 1970 von Vaughan Williams (1984) ein System mit vier Substanz-
klassen eingefiihrt. Substanzen der ersten Klasse sind Natriumkanal-Blocker, die entspre-
chend ihres Einflusses auf die APD und der Stirke des Kanalblocks in drei Subgruppen
unterteilt werden (Campbell und Vaughan Williams 1983). Wirkstoffe der Klasse Ia
verursachen eine moderate Blockierung der Natriumkanile und fithren zu einer Ver-
langerung der APD, Klasse Ib eine schwache Blockierung und eine Verkiirzung der
APD und Klasse Ic eine ausgeprigte Blockierung und keine Verdnderung der APD
(Lei et al. 2018). Die Arzneistoffgruppe der S-Blocker bilden die Klasse II, sie redu-
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zieren die Taktfrequenz des SA-Knotens und verlangsamen die AP-Weiterleitung im
AV-Knoten (Dukes und Vaughan Williams 1984). Die Substanzen der Klasse IIT wir-
ken iiber eine Blockade von Kalium-Kanélen und fiihren so zu einer verlangsamten
AP-Repolarisation und einer verlangerten effektiven Refraktarzeit (ERP) (Lei et al.
2018). Die Wirkstoffe der Klasse IV sind Calciumkanal-Blocker und reduzieren die
Herzfrequenz und AP-Weiterleitung, insbesondere im AV- und SA-Knoten (Lei et al.
2018).

Zur akuten Kardioversion stehen mit Flecainid und Propafenon zwei Vertreter der
Klasse Ic Antiarrhythmika zur Verfiigung (siehe Tabelle 1.1), deren Wirkmechanismus
auf einer Blockade der schnellen Natriumstrome (In,) beruht (Roden und Woosley 1986;
Funck-Brentano et al. 1990). Vorsicht ist geboten bei Patienten mit strukturellen Herz-
erkrankungen, da die Cardiac Arrhythmia Suppression Trail (CAST)-Studie fiir dieses
Kollektiv ein hohes pro-arrhythmisches Risiko und eine erhdhte Sterblichkeit unter der
Einnahme von Flecainid zeigen konnte (Echt et al. 1991; Hindricks et al. 2021). Des
Weiteren wurden Patienten mit strukturellen Herzerkrankungen von den meisten Studien
ausgeschlossen (Khan 2003). Bekannte Nebenwirkungen beider Substanzen sind vor allem
pro-arrhythmischer Natur sowie allgemeines Unwohlsein, Kopfschmerzen und Ubelkeit
(Holmes und Heel 1985; Capucci und Boriani 1995).

Mit Amiodaron, Ibutilid und Vernakalant werden drei Klasse III Antiarrythmika
zur akuten Kardioversion empfohlen, deren Wirkung unter anderem auf einer Blockade
von Kaliumkanélen beruht und so zu einer Verlingerung der APD fiihrt. Die &lteste
dieser Substanzen ist Amiodaron, das eine Vielzahl verschiedene Kanéle inhibiert (siehe
Tabelle 1.1) und somit auch als Multi-Kanal Blocker bezeichnet wird (Kodama et al.
1999). Heutzutage ist die Anwendung von Amiodaron auf wenige Indikationen begrenzt,
da wéhrend der Therapie eine Vielzahl von Nebenwirkungen beobachtet wurden. Die
haufigste Nebenwirkung ist Hypothyreose mit einer Rate von bis zu 22 %. Weitere Ne-
benwirkungen sind unter anderem Pneumotoxitéit, Blaufirbung und Photosensitivitat
der Haut sowie Bradykardie, AV-Block und pro-arrhytmische Effekte, die vor allem unter
Dauertherapie auftreten (Goldschlager et al. 2007). Trotz all dieser Nebenwirkungen
bleibt Amiodaron immer noch Mittel der Wahl zur Therapie von VHF bei Patienten mit
Herzinsuffizienz oder strukturellen Herzerkrankungen mit einer Klasse I Empfehlung der
ESC (Hindricks et al. 2021).

Die Substanz Ibutilid ist ein weiterer Vertreter der Klasse III Antiarrhythmika, deren
Wirkung auf einer Blockierung von Kalium- und Natriumstrémen (vgl. Tabelle 1.1) beruht
und somit zur typischen Verldngerung der APD fiihrt. Als Nebenwirkungen wurden haupt-
sdchlich Torsade-de-pointes-Tachykardien beschrieben, extrakardiale Nebenwirkungen
wurden sehr selten beobachtet (Murray 1998).

Vernakalant blockiert Natriumkanile in einer frequenz- und spannungsabhéngigen
Weise. Dies fiihrt dazu, dass die Inhibition im Ventrikel mit seiner niedrigen Frequenz
geringer ist, wahrend sie im Vorhofgewebe unter VHF mit seiner hohen Frequenz deutlich
ausgepragter ist und zu einer fast ausschlielich vorhofspezifischen Wirkungsweise fiihrt.
Neben den Natriumkanélen werden auch verschiedene Kaliumkanélen blockiert (siehe
Tabelle 1.1), die ebenfalls selektiv im Vorhof exprimiert werden und daher keine pro-
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arrhythmischen Nebenwirkungen im Ventrikel erzeugen (Fedida et al. 2005; Fedida 2007).
Es wurde hauptséchlich Hypotension als unerwiinschte Wirkung beobachtet, wéhrend sich
das Auftreten von ventrikuldren Arrhythmien in Studien nicht von der Placebogruppe
unterschied (Savelieva et al. 2013).

Neben den fiinf beschriebenen Substanzen zur akuten pCV stehen zur rhythmuserhal-
tenden Therapie nach ESC Leitlinie noch zwei weitere Wirkstoffe zur Verfiigung. Zum
einen das Amiodaron-Derivat Dronedaron und zum anderen Sotalol (Hindricks et al. 2021).
Dronedaron entstand durch Abspaltung der Iod-Atome von der Amiodaron-Struktur
und Hinzufiigen einer Methansulfonyl-Gruppe, wodurch eine Reduktion der Nebenwir-
kungen erreicht werden sollte (Nattel und Singh 1999). Wahrend die extrakardialen
Nebenwirkungen reduziert werden konnten, muss bei der Anwendung von Dronedaron
sehr genau auf Kontraindikationen geachtet werden. Im Besonderen zeigen sich hiufig
Transaminasenerh6hungen unter Dronedaron Therapie sowie Leberfunktionseinschran-
kungen (Grimaldi-Bensouda et al. 2018). In verschiedenen Patientengruppen hat sich eine
Erhohung der Mortalitdt unter Therapie gezeigt und nur in Patienten mit paroxysmalem
oder persistierendem VHF konnte eine Reduktion der Mortalitdt beobachtet werden
(Hohnloser et al. 2009; Connolly et al. 2011; Kgber et al. 2008), so dass die Anwendung
von Dronedaron auf diese Patientengruppe beschrankt bleiben sollte (Hindricks et al.
2021).

Das Klasse II Antiarrhythmikum Sotalol gehort zur Wirkstoffgruppe der S-Blocker und
zeigt in hohen Dosierungen zusétzlich Klasse I1I Effekte (Hindricks et al. 2021; Edvardsson
et al. 1980). Die duale Wirkung beruht auf den unterschiedlichen Eigenschaften der
Enantiomeren, wobei beide als Klasse III Antiarrhythmikum wirken und das R-Sotalol
zusitzlich als S-Blocker (Funck-Brentano 1993). Die Anwendung von Sotalol sollte
jedoch sehr sorgfiltig liberlegt werden, da in einer Metaanalyse eine erh6hte Sterblichkeit
festgestellt wurde (Valembois et al. 2019). Unter der Anwendung treten Torsade-de-
pointes-Tachykardien in iiber 2% der Patienten auf sowie andere pro-arrhythmische
Effekte, die vor allem bei hoheren Dosierungen vermehrt zu beobachten sind (MacNeil
et al. 1993). Insgesamt sollte die Therapie somit nur in Ausnahmeféllen in Betracht
gezogen und unter sorgfiltiger Uberwachung durchgefiihrt werden (Hindricks et al.
2021).

Neben der eCV und pCV existiert die kathetergestiitzte Ablation als dritte Be-
handlungsstrategie (Hindricks et al. 2021). Diese Methode basiert auf Beobachtun-
gen von Haissaguerre et al. (1998), dass Ausloseimpulse fiir VHF von den Pulmo-
nalvenen ausgehen und dass durch deren Ablation eine Terminierung des VHF er-
reicht werden kann. Bei der Ablation wird mit Hilfe eines Katheters durch Anwen-
dung von Hitze oder Kilte eine gezielte zirkuldre Nekrose von Herzgewebe um die
Pulmonalvenen herbeigefiihrt, das anschliefend nicht mehr elektrisch leitfahig ist. Hier-
durch soll das impulsauslésende Areal elektrische vom restlichen Herzen isoliert wer-
den, um ein Auslésen von VHF zu verhindern (Haegeli und Calkins 2014). Fir die
klassische Pulmonalvenenisolation (PVI) konnte gezeigt werden, dass sie der medi-
kamentosen Therapie im Bezug auf den Endpunkt Patienten im SR nach 12 Mo-
naten iiberlegen ist und eine vergleichbare Komplikationsrate aufweist (Mont et al.
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2014). Jedoch sind auch bei der PVI nach 6 Jahren nur noch 40% der Patienten
im SR, so dass die restlichen 60 % eine erneute Prozedur bendtigen (Sorgente et al.
2012).

Es gibt drei grofle Studien zur Katheterablation, die hier kurz angesprochen wer-
den sollen. Zum einen nahmen sich Kuck et al. (2016) in der FIRE AND ICE-Studie
der Frage an, ob Kélte in Form der Kryoablation oder Hitze in Form der Radiofre-
quenzablation iiberlegen ist im Bezug auf den priméren Sicherheitsendpunkt von Tod,
Schlaganfille, transitorischen ischdmischen Attacken (TIA), im Zusammenhang mit den
Prozeduren stehende kardiale Arrhythmien auBler Wiederauftreten von VHF und behand-
lungsbezogene schwerwiegende unerwiinschte Nebenwirkungen. Des Weiteren wurde der
primére Endpunkt des Wiederauftretens von VHF, des Auftretens von Vorhofflattern
oder Vorhoftachykardien, die Notwendigkeit der Verschreibung von Klasse I oder III
Antiarrhythmika und eine bendtigte erneute Ablation untersucht (Fiirnkranz et al. 2014).
Es zeigte sich in der Studie, dass die Kryoablation der Radiofrequenzablation nicht
unterlegen ist in Bezug auf den priméren Endpunkt, der primére Sicherheitsendpunkt
jedoch in tiber 10 % der Probanden in beiden Studienarmen erreicht wurde (Kuck et al.
2016).

Die anderen beiden Studien verglichen die Katheterablation mit einer medikamentésen
Therapie. In der Catheter Ablation vs. Anti-arrhythmic Drug Therapy for Atrial Fibrilla-
tion (CABANA)-Studie wurde untersucht, ob Kathaterablation einer medikamentéosen
Therapie nach aktuellen Leitlinien iiberlegen ist. Als primérer Endpunkt wurde die
Gesamtmortalitdt sowie das Auftreten von Schlaganféllen, schwerwiegenden Blutungen
und Herzstillstand gewéhlt (Packer et al. 2018). Es konnte in der Studie jedoch kein
signifikanter Unterschied im Bezug auf den Endpunkt gezeigt werden, wobei die niedriger
als erwartete Ereignisrate und Wechsel zwischen den Studienarmen bei der Interpretation
der Studienergebnisse beriicksichtigt werden miissen (Packer et al. 2019).

Die Catheter Ablation vs. Standard Conventional Treatment in Patients with Left
Ventricular Dysfunction and Atrial Fibrillation (CASTLE-AF)-Studie hatte ebenfalls
den Vergleich von Katheterablation mit medikamentoser Standardtherapie zum Ziel,
jedoch in einem eingeschrinkten Patientenkollektiv mit linksventrikuldrer Dysfunkti-
on. Der priméire Endpunkt war die Gesamtmortalitdt und eine Verschlechterung der
Herzinsuffizienz, die eine ungeplante Hospitalisierung erforderlich machte (Marrouche
und Brachmann 2009). Es zeigt sich, dass zumindest in dem gewéhlten Patientenkol-
lektiv die Katheterablation iiberlegen war und zu einer Reduktion der Gesamtmor-
talitdt und von ungeplanten Hospitalisierungen fithrte (Marrouche et al. 2018). Je-
doch sind auch die Ergebnisse dieser Studie mit Vorsicht zu interpretieren, da bei-
spielsweise iiber die Qualitdt der medikamentésen Behandlung keine Angaben gemacht
wurden, sich die Patientengruppen in ihren Charakteristiken signifikant unterschieden
und alle eingeschlossenen Probanden in ihrer Vorgeschichte bereits eine fehlgeschla-
gene antiarrhythmische Therapie hatten oder diese wegen inakzeptabler Nebenwir-
kungen oder aus sonstigen Griinden nicht durchfiihren wollten (Bono und Kirchhof
2018).
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1.1.2.2. Frequenzkontrolltherapie

Neben der Rhythmuskontrolle steht mit der Frequenzkontrolle eine weitere Behandlungs-
strategie zur Verfiigung. Oftmals reicht die Regulierung der ventrikuldren Herzfrequenz
bereits aus, um die Entstehung einer Tachymyopathy zu verhindern und die VHF-
Symptomatik zu verbessern. Hierbei sind g-Blocker die Therapie der ersten Wahl in
der akuten sowie der andauernden Frequenzkontrolle (Hindricks et al. 2021). Sie sind
gut vertriglich in allen Altersgruppen, fithren zur symptomatischen und funktionellen
Verbesserung und erreichen eine Reduktion der Gesamtmortalitdt in SR-Patienten mit
Herzinsuffizienz, die jedoch bei Patienten mit VHF in Frage gestellt wird (Kotecha et al.
2014; Kotecha et al. 2016).

Weitere Substanzen, die fiir die Frequenzkontrolle in Frage kommen, sind Calcium-
kanalblocker vom Nicht-Dihydropyridin-Typ als Monotherapie oder in Kombination
mit S8-Blockern, wobei hier die Herzfrequenz aufmerksam iiberwacht und auf Anzeichen
einer Bradykardie geachtet werden muss (Hindricks et al. 2021). Diese Substanzgruppe,
vertreten durch Verapamil und Diltiazem, verlangsamt die Herzfrequenz und ist in der
Lage, die typische VHF-Symptomatik zu verringern (Ulimoen et al. 2013).

Eine weitere Option ist die Wirkstoffgruppe der herzwirksame Glykoside, die iiber
eine Hemmung der Nat-K*-ATPase wirken (Schatzmann 1953). Obwohl die Substanzen
seit liber 200 Jahren angewendet werden, werden sie immer noch kontrovers diskutiert
(Hindricks et al. 2021; Goldberger und Alexander 2014). Dies liegt unter anderem an der
schwierigen Datenlage, da Ziff et al. (2015) in ihrer Metaanalyse zeigen konnten, dass
Patienten in der Glykosid-Gruppe oftmals mehr Begleiterkrankungen hatten und es somit
einen gewissen Auswahlfehler gab, der die hohere Sterblichkeit der Glykosid-Gruppe
erkldaren kénnte. Zum heutigen Zeitpunkt werden die herzwirksamen Glykoside noch
immer von der aktuellen ESC-Leitlinie empfohlen, wobei eine aufmerksame Uberwachung
der Plasmaspiegel erfolgen sollte, um eine Intoxikation zu vermeiden (Hindricks et al.
2021).

Falls die bereits genannten Wirkstoffe nicht ausreichend sind, um eine zufriedenstel-
lende Frequenzkontrolle zu erreichen, kann ein Einsatz von Amiodaron in Erwéagung
gezogen werden. Auf Grund der Vielzahl an extrakardialen Nebenwirkungen sollte fiir die
Frequenzkontrolle jedoch auf diese Substanz verzichtet werden (Hindricks et al. 2021).

Sollte es nicht moglich sein, mit einer medikamentosen Therapie einen zufriedenstellen-
den Therapieerfolg zu erreichen, kann als Ultima Ratio eine Ablation des AV-Knoten
oder His-Biindel durchgefiihrt werden. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Patien-
ten danach fiir den Rest ihres Lebens einen Herzschrittmacher bendtigen. Aus diesem
Grund empfiehlt sich diese Option nur fiir Patienten, die bereits einen Herzschrittmacher
implantiert bekommen haben oder bei denen keine medikamentése Therapie anschlagt
(Hindricks et al. 2021).

Die mit der Frequenzkontrolle zu erreichende, ideale Herzfrequenz ist nicht eindeutig
definiert. In der Race Control Efficacy in Permanent Atrial Fibrillation IT (RACE II)-
Studie wurde ein Schema mit einer milden Kontrolle der Herzfrequenz von 110/min
in Ruhe mit einer stringenten Reduktion auf 80/min in Ruhe und auf 110/min nach
moderater Anstrengung verglichen. Hierbei zeigten sich keine Unterschiede zwischen den
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beiden Gruppen im Bezug auf Mortalitit und andere kardiovaskuldren Ereignisse, wobei
die milde Frequenzkontrolle einfacher zu erreichen und im Endpunkt der Lebensqualitét
nicht unterlegen war (Van Gelder et al. 2010; Groenveld et al. 2011).

1.1.2.3. Antikoagulationstherapie

Wie bereits eingangs beschrieben, leiden VHF-Patienten unter einem 5-fach erhéhtem
Schlaganfallrisiko. Aus diesem Grund ist die Therapie mit Antikoagulantien zur Schlagan-
fallprophylaxe essentieller Bestandteil der Behandlung von Patienten mit VHF. Hierfiir
stehen zum einen die Vitamin-K-Antagonisten (VKA) mit den Vertretern Phenprocoumon
und Warfarin zu Verfiigung, zum anderen gibt es die direkten oralen Antikoagulanzi-
en (DOAK) mit den Wirkstoffen Dabigatran, Rivaroxaban, Apixaban und Edoxaban
(Hindricks et al. 2021).

Die VKA wirken iiber eine kompetitive Hemmung der Vitamin-K;-Epoxid-Reduktase,
wodurch es zu einer Ansammlung von Vitamin-K;-Epoxid kommt, da dieses nicht mehr zu
Vitamin-K; reduziert wird und somit nicht als Co-Faktor fiir die y-Glutamylcarboxylase
zur Verfiigung steht (Park 1988). Dieses Enzym ist fiir die Carboxylierung und damit
verbundene Aktivierung der Gerinnungsfaktoren II, VII, IX, X sowie der Proteine C, S und
Z zusténdig. Bleibt dieses Aktivierung aus, kommt es zu Stérungen in der Blutgerinnung
(Suttie und Nelsestuen 1980; De Caterina et al. 2013). Auf Grund des Wirkmechanismus
kommt es zu einem verzogerten Wirkungseintritt, da die vorhandenen Gerinnungsfaktoren
erst abgebaut werden miissen. Die Substanzen haben eine sehr lange Halbwertszeit (t/2)
von iiber 100 h, daher hilt die Wirkung nach Absetzten der Therapie noch einige Zeit an.
Mit der Gabe von grofleren Mengen Vitamin-K; steht fiir den Notfall jedoch ein Antidot
bereit (De Caterina et al. 2013).

Die Anwendung von VKA reduziert das Schlaganfallrisiko um 64 % und die Sterblichkeit
um 26 % (Hart et al. 2007). Sie werden daher weltweit noch in der Therapie von vielen
Patienten mit VHF eingesetzt, auch weil sie die einzigen Substanzen mit bestétigter
Sicherheit in Patienten mit rheumatischen Mitralklappenerkrankungen und kiinstlichen
Herzklappen sind (Hindricks et al. 2021). VKA haben eine geringe therapeutische Breite,
wodurch eine Uberwachung mit hiufiger Korrektur der Dosis erforderlich ist (De Caterina
et al. 2013). In vielen Fillen ist daher eine Umstellung auf DOAKs in Betracht zu ziehen
(Hindricks et al. 2021).

In verschiedenen Studien hat sich gezeigt, dass Apixaban (Granger et al. 2011), Dabi-
gatran (Connolly et al. 2009), Edoxaban (Giugliano et al. 2013) und Rivaroxaban (Patel
et al. 2011) den VKA (gezeigt im Vergleich mit Warfarin) nicht unterlegen sind im Bezug
auf die Prophylaxe von Schlaganfillen. Es wurde sogar eine Reduktion der Sterberate
um 10 % im Vergleich zu VKA gezeigt (Ruff et al. 2014). Dariiber hinaus besitzen die
DOAKs eine besser Pharmakokinetik, Wirksamkeit und Sicherheit, besonders im Bezug
auf sehr anfillige Patientengruppen, so dass sie von der ESC-Leitlinie als Mittel der
ersten Wahl aufgefiihrt werden (Hindricks et al. 2021).

Die Wirkungsweise von Apixaban, Edoxaban und Rivaroxaban beruht auf einer direkten
Hemmung des Gerinnungsfaktors Xa (Stuart-Prower-Faktor), wodurch eine Umwand-
lung und damit einhergehende Aktivierung von Faktor II (Prothrombin) in Faktor Ila
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(Thrombin) verhindert wird. Dabigatran hingegen wirkt iiber eine direkte Hemmung des
Gerinnungsfaktors Ila (Garcia et al. 2010). Durch die Hemmung bzw. fehlende Aktivie-
rung von Thrombin wird Fibrinogen nicht zu Fibrin umgewandelt und es kommt letztlich
nicht zur Bildung von Thromben (Eikelboom und Weitz 2010).

Die Therapie mit Thrombozytenaggregationshemmern (TAHs) ist zur Schlaganfalllpro-
phylaxe nicht empfohlen (Hindricks et al. 2021). Die Monotherapie mit Aspirin hat sich
als ineffizient erwiesen und fithrte bei VHF-Patienten sogar zu einem erhéhten Auftreten
von ischdmischen Schlaganfillen (Mant et al. 2007; Sjalander et al. 2014) und auch die
duale Therapie mit Aspirin und Clopidogrel erwies sich als weniger effizient gegeniiber
der Therapie mit Warfarin bei einem &dhnlichen Blutungsrisiko (Connolly et al. 2006).

Neben der medikament6sen Therapie, vor allem bei Patienten mit einer Kontraindikati-
on gegeniiber oralen Antikoagulantien oder einem hohen Blutungsrisiko, konnen invasive
Behandlungsmethoden in Betracht gezogen werden. Hierbei wird entweder das linke
Herzohr interventionell mittels Okkluder Katheter basiert verschlossen oder chirurgisch
im Rahmen einer Operation resektiert (Hindricks et al. 2021).

1.1.3. Neue Therapieansitze gegen Vorhofflimmern

Neben den bereits etablierten Therapieansidtzen zur Behandlung von VHF gibt es eine
Reihe weitere Konzepte, die sich in verschiedenen Stadien der Erforschung befinden
(Ravens 2017). Ein Hauptaugenmerk wurde dabei auf Zielstrukturen gelegt, die im
Herzen ausschlieBlich oder zumindest iiberwiegend in den Atrien exprimiert sind und
idealerweise unter VHF eine erhohte Expression aufweisen (Ehrlich et al. 2007). Eine
Reihe von Kaliumkanélen erfiillen diese Anforderungen, so dass auf folgende Kanéle kurz
eingegangen wird: spannungsgesteuerte Kaliumkanéle, shaker-verwandte Unterfamilie,
Mitglied 5 (K,1.5), einwértsgerichtete Kaliumkanél, Unterfamilie J, Mitglied 3 (K;;3.1)/
einwartsgerichtete Kaliumkanal, Unterfamilie J, Mitglied 5 (K;;3.4) und SK. Der TASK-1-
Kanal, der ebenfalls die genannten Anforderungen erfiillt, wird intensiv im Abschnitt 1.2
behandelt.

Neben den in diesem Abschnitt beschriebenen Kaliumkanélen gibt es noch eine Reihe
weiterer potentieller Zielstrukturen, die fiir eine Behandlung von VHF in Betracht kommen.
An dieser Stelle seinen nur exemplarisch Connexine, Proteine des Calciumhaushalts und
Natriumkanéle erwédhnt (Antzelevitch und Burashnikov 2009; Dobrev et al. 2012), die
jedoch auf Grund des Fokus dieser Arbeit auf Kaliumkanéle nicht ndher beschrieben
werden.

1.1.3.1. K,1.5-Kanal-Inhibitoren

Eine vielversprechende Zielstruktur, die lange Zeit erforscht wurde, ist der atrial selektive,
spannungsgesteuerte, nach auBen gerichtete Kaliumkanal K, 1.5 (Fedida et al. 1993). In ei-
nem mathematischem VHF-Modell wurde fiir eine Inhibition des K 1.5 eine Verldngerung
der APD vorhergesagt (Courtemanche et al. 1999), jedoch konnten die experimentellen
Ergebnisse dies nur teilweise bestatigen (Wettwer et al. 2004; Ravens 2017; Schmidt
und Peyronnet 2018). In VHF-Proben konnte die pradiktive Verlingerung der APD
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bestétigt werden, jedoch zeigte sich in SR-Proben der gegenteilige Effekt und es kam zu
einer Verkiirzung der APD verbunden mit dem Auftreten und der Aufrechterhaltung von
kreisenden Erregungen, die Arrhythmien auslésen kénnen (Loose et al. 2014). Dariiber
hinaus ist K 1.5 in Patienten mit chronischem VHF herunterreguliert, wodurch der Erfolg
einer Inhibitor-Therapie in Frage gestellt werden kann (Schmidt und Peyronnet 2018;
Van Wagoner et al. 1997). Im Einklang mit den bereits erwahnten Daten gibt es bisher
keine klinische Studie, die eine Reduktion der Vorhofflimmerlast unter Anwendung von
K,1.5-Inhibitoren zeigen konnte (Ravens 2017; Schmidt und Peyronnet 2018).

1.1.3.2. SK-Kanal-Inhibitoren

Eine weitere potentielle Zielstruktur ist die Gruppe der ebenfalls atrial selektiven SK-
Kanile, die aus den drei Unterformen SK 1, SK 2 und SK 3 besteht (Ravens 2017). Ob die
Kanale jedoch wirklich selektiv in den Atrien exprimiert werden, ist in Frage zu stellen,
da SK 1 und SK 2 zwar vermehrt im Atrium exprimiert werden, SK 3 jedoch zu gleichen
Teilen in den Ventrikel und im Atrium vorhanden ist (Tuteja et al. 2005). Weiterhin
ist unklar, welche Rolle genau die SK-Kanéle in der VHF-induzierten Verdnderung
der AP-Form spielen. Es wurde sowohl eine Herunter- als auch eine Hochregulation in
VHF-Patienten beschrieben (Skibsbye et al. 2014; Schmidt und Peyronnet 2018). Folglich
wurde unter der Anwendung von SK Inhibitoren sowohl eine Verldngerung der APD mit
einhergehendem Schutz gegen kreisende Erregungen als auch proarhythmische Ereignisse
beobachtet (Diness et al. 2010; Hsueh et al. 2013). Somit stellen auch die Daten iiber die
SK-Kanile deren Eignung als Zielstruktur fiir eine VHF-Therapie in Frage (Ravens 2017;
Schmidt und Peyronnet 2018). Eventuell dndert sich diese Einschatzung jedoch nach
Beendigung der momentan noch laufenden Studie NCT04571385, in der AP30663, ein
Inhibitor der SK-Kanéle, bei Patienten mit VHF eingesetzt wird (Heijman et al. 2021).

1.1.3.3. K;:3.1/K;,3.4-Inhibitoren

Obwohl der heteromere K;;3.1/K;;3.4 nicht ausschlieBlich in den Atrien exprimiert ist,
erfiillt er doch die oben beschriebenen Voraussetzungen. Er tragt zu einem erheblich
groferen Teil zum nach innen gerichteten Kaliumstrom in den Atrien als in den Ventri-
keln bei. Der Kanal ist unter physiologischen Bedingungen fiir die vagal gesteuerte und
Acetylcholin-vermittelte Verkiirzung der atrialen APD verantwortlich (Koumi und Was-
serstorm 1994; Machida et al. 2011). Bei VHF-Patienten konnte ebenfalls eine Verkiirzung
der APD beobachtet werden, ausgelost durch eine erhohte Aktivierungswahrscheinlich-
keit des Kanals unabhéngig von Acetylcholin. Diese konstitutive Aktivitat wird durch
VHF-bedingte Umbauprozesse im Herzen verursacht (Dobrev et al. 2005). Im VHF-
Hundemodell war es moglich, mit K;;3.1/K;;3.4-Inhibitoren einen antiarrhythmischen
Effekt zu erzielen, der jedoch in humanen Gewebe nicht reproduziert werden konnte (Cha
et al. 2006; Machida et al. 2011; Walfridsson et al. 2015). Eine erste klinische Studie im
Menschen zeigte keine Verminderung der VHF-Last, wobei die Dosierung sehr restriktiv
gehandhabt werden musste, um zentralnervése Nebenwirkungen zu vermeiden (Podd et al.
2016). Zusammengefasst lasst sich auch zur VHF-Therapie mit K;;3.1/K;;3.4 Inhibitoren
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sagen, dass deren mogliche Rolle in Frage gestellt werden kann (Walfridsson et al. 2015;
Ravens 2017).

1.2. Der Zwei-Porendomianen Kaliumkanal TASK-1

Bereits im Jahre 1952 wurde durch Hodgkin und Huxley das Vorhandensein von Leckstro-
men postuliert (Hodgkin und Huxley 1952). Es sollte noch iiber 40 Jahre dauern, bis die
Kalium-Zwei-Porendoménen (Kop)-Kanéle als neuste Gruppe der Kaliumkanéle iden-
tifiziert und fiir den Leckstrom verantwortlich gemacht wurden (Goldstein et al. 2001).
Die 15 unterschiedlichen Familienmitglieder lassen sich an der gemeinsamen Morphologie
erkennen, die pro Untereinheit aus zwei Poren-formenden (P) Schleifen und aus vier
transmembranen Doménen (M) bestehen (Goldstein et al. 2005). An der Zellmembran
bilden sie funktionelle Hetero- und Homodimere, die durch eine Vielzahl von Faktoren
(u.a. Temperatur, Druck, pH-Wert) beeinflusst werden, wobei sie gegeniiber bekann-
ten Kaliumkanal-Blockern (u.a. Tetraethylammonium, 4-Aminopyridin, Caesium- und
Barium-Ionen) relativ unempfindlich sind (Lesage und Lazdunski 2000; Lesage 2003; Feli-
ciangeli et al. 2015). Die Kop-Kanile sind beteiligt an einer Vielzahl von physiologischen
und pathophysiologischen Vorgéingen wie beispielsweise vaskuldre und pulmonale Hyper-
tonie, kardiale Arrhythmien, Nozizeption, Geschmacks- und Temperaturwahrnehmung,
Anésthesie, Apoptose, Krebs und Depressionen (Feliciangeli et al. 2015).

In den letzten Jahren hat jedoch besonders ein Mitglied der Kop-Kanalfamilie vermehrt
Aufmerksamkeit genossen — der TASK-1-Kanal.

1.2.1. Kardiale Bedeutung

Der TASK-1-Kanal ist von besonderer kardialer Bedeutung, da in den letzten Jahren
gezeigt werden konnte, dass er zu einem grofien Teil in die Pathophysiologie von VHF
involviert ist (siche auch Abschnitt 1.1.1). Im Rahmen elektrischer Umbauprozesse, die
wahrend der Entstehung und unter dem Einfluss von VHF stattfinden, kommt es zu einer
deutlich vermehrten Expression von TASK-1 im Herzen (Barth et al. 2005; Schotten et al.
2011; Schmidt et al. 2015). Dies fiihrt dazu, dass der TASK-1-Strom in Kardiomyozyten
von Patienten mit VHF ungeféhr 3-fach hoher ist als in einer SR-Kontrollgruppe (Schmidt
et al. 2015). Der erh6hte Strom wiederum fiihrt zu einer Verkiirzung der APD in Patienten
mit VHF, wodurch die Entstehung von VHF gefordert wird (Schmidt et al. 2015; Schmidt
et al. 2017).

Inhibiert man nun den TASK-1-Strom in isolierten humanen Kardiomyozyten von VHF-
Patienten, fithrt dies zu einer Verlingerung der APD um bis zu 30 % (Schmidt et al. 2015).
Dies konnte durch gezielte Applikation von A293, einem spezifischen TASK-1-Inhibitor,
gezeigt werden. Wahrend in isolierten Kardiomyozyten der SR-Kontrollgruppe keine
Effekte zu beobachten waren, zeigte sich in Zellen von VHF-Patienten eine Verldngerung
der APD auf Werte dhnlich der Kontrollgruppe (Schmidt et al. 2015).

Diese Beobachtungen konnten auch in einem Computermodell einer humanen atrialen
Kardiomyozyte bestatigt werden. Hierfiir wurde das bereits etablierte Modell von Grandi
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et al. (2011) um den TASK-1-Strom erweitert, worauthin die APD-Verkiirzung durch
TASK-1 Hochregulierung und die daraus resultierenden pro-arrhythmogenen Effekte
gezeigt werden konnten (Schmidt et al. 2015; Schmidt et al. 2017).

Weiterhin ist der Kanal im humanen Herzen fast ausschliefflich in den Atrien exprimiert
(Limberg et al. 2011; Schmidt et al. 2015; Schmidt et al. 2017). Auf Boten Ribonukleinséure
(mRNA)-Ebene zeigte sich eine deutlich starkere Expression im Vergleich zu den Ventrikeln
(Schmidt et al. 2015). Zusammen mit der auf VHF beschrankten Wirkungsweise der
TASK-1-Inhibitoren, fiihrt die spezifische Expression in den Atrien dazu, dass der TASK-
1-Kanal eine vielversprechende, neue Therapieoption fiir die VHF-Therapie ist, da unter
anderem keine ventrikuldren Nebenwirkungen zu erwarten sind.

Zur Bestétigung der Wirkung und Effizienz einer TASK-1 basierenden VHF-Therapie,
wurden in einem etablierten Schweinemodell (vgl. Abschnitt 2.7) verschiedene Ansétze
getestet (Schmidt et al. 2019; Wiedmann et al. 2020; Wiedmann et al. 2021; Wiedmann et
al. 2022a). Durch Implantation eines Zweikammer-Herzschrittmachers und anschlieBender
Stimulation der Vorhéfe wurde VHF ausgelost und es kommt zu dem bereits im Menschen
beobachteten Phdnomen der APD-Verkiirzung. Eine Inhibition des TASK-1-Stroms durch
pharmakologische Substanzen (Wiedmann et al. 2020; Wiedmann et al. 2021; Wiedmann
et al. 2022a) sowie eine Herunterregulation des TASK-1-Kanals durch eine spezifische
kleine eingreifende RNA (siRNA) (Schmidt et al. 2019) fithrte zu einer Verldngerung
der APD, vergleichbar der Kontrollgruppe ohne VHF. Ebenfalls wurde eine signifikante
Reduktion der Vorhofflimmerlast beobachtet.

1.2.2. Rolle bei anderen Erkrankungen

Neben der Expression im Herzen wird der TASK-1-Kanal auch noch in verschiedenen
anderen Organen exprimiert, wie zum Beispiel Lunge, Niere, Prostata, Pankreas und
Gehirn (Lesage und Lazdunski 2000; Williams et al. 2013). In der Lunge wird TASK-1
mit der Pathophysiologie von pulmonaler Hypertonie (PH) in Verbindung gebracht und
in den Chemorezeptoren im Gehirn mit Schlafapnoe.

1.2.2.1. Pulmonale Hypertonie

PH ist definiert als ein Anstieg des durchschnittlichen pulmonal arteriellen Drucks auf
mehr als 20mmHg und ein pulmonaler Gefdwiderstand von grofler gleich 3 Wood-
Einheiten (Simonneau et al. 2019). Die Ursache von PH liegt in einem Umbauprozess der
Pulmonalarterien, wodurch es zu einer Vasokonstriktion in Verbindung mit einer Erho-
hung des GefaBwiderstandes und einer Zerstérung von Pulmonalarterien und -arteriolen
mit geringem Widerstand kommt (Crosswhite und Sun 2014; Thompson und Lawrie
2017). Letztendlich fiihrt das Fortschreiten der Erkrankung zu Rechtsherzinsuffizienz und
schlieflich zum Tod mit einer 3-Jahres-Uberlebensrate von 68 % (Humbert et al. 2004;
Gaine und McLaughlin 2017; Hurdman et al. 2012).

Wihrend des Umbauprozesses kommt es vor allem zu einer iiberschieSenden Prolifera-
tion von pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC), méglicherweise ausgelost
durch verminderte Aktivitdt von Kalium-Kanélen. Diese reduzierte Kanalaktivitdt wird
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mit erh6hter Apoptoseresistenz, Zellproliferation und Vasokonstriktion in Verbindung
gebracht, die letztlich zu anfangs erwéahnten Umbauprozessen fithrt (Boucherat et al.
2015; Olschewski et al. 2017). Es konnte gezeigt werden, dass eine Herunterregulation
von TASK-1 in isolierten, primdren PASMC zu einer Depolarisation der Zellen und somit
einem hoheren pulmonalen Muskeltonus fithrt (Olschewski et al. 2006). Dariiber hinaus
wurde beobachtet, dass Mutationen, die zu einem verringerten TASK-1-Strom fiihren
oder zu einem vollstdndigen Funktionsverlust, in Patienten PH auslésen (Ma et al. 2013,
Navas Tejedor et al. 2017; Cunningham et al. 2019).

Weiterhin ungeklart ist jedoch die Frage, ob eine pharmakologische Inhibition von
TASK-1 auch zu PH fithren kann (Olschewski et al. 2016; Schmidt et al. 2016; Wiedmann
et al. 2021). Der endogene TASK-1-Inhibitor Endothelin-1 kann PH induzieren, sowie Da-
satinib, ein Tyrosinkinase-Inhibitor, der zur Inaktivierung von TASK-1 fiihrt (Olschewski
et al. 2016; Tang et al. 2009; Montani et al. 2012; Seyler et al. 2012; Nagaraj et al. 2013).
Diese Daten sind jedoch nicht in ¢n vivo Tiermodellen oder Humanstudien bestétigt
worden, so dass der letztendliche Effekt einer TASK-1-Inhibition auf den Muskeltonus
der Pulmonalmuskulatur noch nicht geklart ist (Schmidt et al. 2016). Dennoch zeigen
diese Entdeckungen, dass der TASK-1-Kanal eine Rolle in der Pathophysiologie von PH
spielt und PH als mégliche Nebenwirkung in der VHF-Therapie mit TASK-1-Inhibitoren
bedacht werden sollte.

1.2.2.2. Schlafapnoe

Neben seiner Rolle in der Pathophysiologie von PH ist der TASK-1-Kanal auch in der
Entstehung von Schlafapnoe involviert, einer Krankheit, die definiert ist als Atempausen
wahrend des Schlafens, die ldnger als 10s sind, 6fters als 5-mal pro Stunde auftre-
ten und mit einem partiellen neurologischen Erwachen verbunden sind (Guilleminault
et al. 1976). Es gibt drei verschiedene Arten der Schlafapnoe: (I) die OSA, ausgelost
durch eine Verengung bis hin zur vollstindigen Blockierung der Atemwege, (II) die
zentrale Schlafapnoe (CSA), bei der das Atemzentrum im Hirnstamm unzureichende
Atemreize an die Atemmuskulatur sendet, und (III) eine Mischform aus beidem (La-
ratta et al. 2017; Costanzo et al. 2015; Gastaut et al. 1966). Typische Symptome der
Schlafapnoe sind Tagesmiidigkeit, Schlaflosigkeit und Miidigkeit (Laratta et al. 2017;
Costanzo et al. 2015). Im weiteren Verlauf der Erkrankung kann es unter anderem zu
einer Reihe von kardiovaskuldren Erkrankungen bis hin zum Tod kommen (Hla et al.
2015).

Die spontane Atmung wird iiber einen Regelkreis gesteuert, der auf Messungen von pH-
Wert, Sauerstoffgehalt und CO4 Partialdruck im Blut beruht. Die Hauptkomponente dabei
ist der Anstieg des CO2 Partialdruckes, da eine Erh6hung um 1 mmHg die Atmung bereits
um 20-30 % vermehrt (Feldman et al. 2003). Der Partialdruck wird dabei hauptsichlich
von zentralen Chemorezeptoren im Hirnstamm gemessen, wobei diese auf eine Anderung
des pH-Wertes reagieren, die durch den Anstieg an geléstem CO2 im Blut ausgelst wird,
und nicht direkt den Partialdruck messen (Feldman et al. 2003; Jiang et al. 2005).

Eine Moglichkeit ist, dass die Messung des pH-Wertes iiber den TASK-1-Kanal erfolgt
(Bayliss et al. 2001; Washburn et al. 2002). Der Kanal reagiert empfindlich auf Anderungen
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im pH-Wert, ein erh6hter pH-Wert (pH 8.4) fiihrt zu einem signifikanten Anstieg und ein
erniedrigter Wert (pH 6.5) zu einem Abnahme des TASK-1-Stromes im Vergleich zum
physiologischen pH-Wert (pH 7.4) (Kang et al. 2004; Schmidt et al. 2014). Somit fiihrt eine
extrazelluldre Azidose iiber eine Abnahme des TASK-1-Stromes zu eine Depolarisation
der Zellmembran und dadurch zu einer erhéhten Erregbarkeit der Zelle (Wang et al.
2008a). Durch die Depolarisation der Zelle kommt es ebenfalls zu einem Calciumeinstrom
iiber spannungsgesteuerte Calciumkanéle und einer verstarkten neuronalen Aktivitat der
Chemorezeptoren. Der entstehende Impuls wird anschlieBend iiber afferente Neuronen zu
den Regulationszentren weitergeleitet.

Bei der Schlafapnoe liegt nun ein Fehler in dem Regelkreis der Atmung vor, der zu
einer instabilen Atemkontrolle fithrt (Hudgel et al. 1998; Younes et al. 2001; Wang et al.
2008a). Eine mogliche Ursache ist eine gesteigerte Expression von TASK-1, wodurch es
zu einer erh6hten Sensitivitdt der zentralen Chemorezeptoren kommt. Dies fithrt zu einer
iiberschieBfenden Wahrnehmung von Unterschieden im CO- Partialdruck, die letztendlich
zu einer Uberkorrektur des Regelkreises fithrt und somit zur Schlafapnoe (Khoo et al.
1982; Khoo 2000; Wang et al. 2008a).

Die Verwicklung von TASK-1 in eine Vielzahl von physiologischen und pathophysiolo-
gischen Prozessen fiihrt dazu, dass eine TASK-1 basierte Therapie bei vielen Krankheiten
helfen kann, dabei aber auch mit besonderer Vorsicht vorgegangen werden muss, um die
physiologischen Prozesse nicht zu storen.

1.2.3. Modulation und Regulation

In den vorhergehenden Abschnitten wurde bereits die Rolle von TASK-1 in der Pa-
thophysiologie von VHF (siehe Abschnitt 1.2.1) sowie in der Pathophysiologie von PH
und Schlafapnoe (vgl. Abschnitt 1.2.2) beschrieben. Zur Behandlung dieser Krankheiten
hat sich eine Modulation von TASK-1 als mdogliche Therapieoption gezeigt, so dass
im Folgenden nédher auf bereits bekannte pharmakologische und genetische Beeinflus-
sungsmoglichkeiten sowie die endogene Kontrolle der Expression eingegangen werden
soll.

1.2.3.1. Pharmakologische Modulation

Viele der verfiigbaren Substanzen wurden urspriinglich als Inhibitoren fiir den spannungs-
gesteuerten Kaliumkanal K, 1.5 entwickelt (Kiper et al. 2015). Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass die Ky 1.5-Inhibitoren A1899 (auch bekannt als S20951), A293 (auch bekannt
als A1231) und S9947 deutlich potentere Inhibitoren von TASK-1 sind (Knobloch et al.
2002; Knobloch et al. 2004; Putzke et al. 2007b; Streit et al. 2011).

Die Bindung der Inhibitoren an TASK-1 erfolgt sehr selektiv und mit einer hohen Affini-
tat. Dariiber hinaus werden sie sehr langsam ausgewaschen und verbleiben iiber eine lange
Zeit an TASK-1 gebunden. Dieser Sachverhalt konnte vor kurzen durch die Veréffentli-
chung der TASK-1-Kristallstruktur aufgeklért werden. Es konnte gezeigt werden, dass die
hochaffinen Inhibitoren in einer Art Vorraum unterhalb des Selektivitdtsfilters durch ein
sogenanntes X-Gate gefangen sind, wodurch sich die niedrigen Auswaschraten erklaren las-
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sen. (Rodstrém et al. 2020). Bei der Bewertung von Pharmakokinetik-Pharmakodynamik
Studien darf der Einschluss der Inhibitoren nicht aufler Acht gelassen werden, da die
Substanzen ldnger an den Kanal gebunden und damit aktiv bleiben als von den Studien
vorhergesagt.

In Abschnitt 1.2.2 wurde bereits die kardiale Bedeutung des TASK-1-Kanals beschrie-
ben, daher wundert es nicht, dass eine Reihe von TASK-1-Inhibitoren bereits auf ihre
potentielle Verwendung in der VHF-Therapie in verschiedenen Tiermodellen und Hum-
anstudien getestet wurden oder sich in laufenden Studien befinden (siehe Tabelle 1.2).
Besonders Tierstudien in Schweinen versprechen eine gute Translation zum Menschen,
da das kardiovaskuldre System sehr dhnlich ist und auch der humane TASK-1-Kanal zu
97 % mit dem des Schweines tibereinstimmt (Schmidt et al. 2014; Wiedmann et al. 2020).
Zusammengefasst zeigen die verschiedenen Studien vielversprechende Ergebnisse fiir einen
Einsatz von pharmakologischen TASK-1-Inhibitoren in der Therapie von VHF, da die
Substanzen zum einen in der Langzeitanwendung zur Senkung der Vorhofflimmerlast
fithrten und zum anderen aber auch durch akute Anwendung eine erfolgreiche und schnelle
pCV herbeifithren konnten (Wiedmann et al. 2020; Wiedmann et al. 2021; Wiedmann
et al. 2022a).

Pharmakologische Substanzen fithren jedoch nicht nur zu einer Inhibition des TASK-
1-Kanals, sondern kénnen diesen auch aktivieren. Es ist bekannt, dass die Inhalations-
anasthetika Halothan, Isofluran und Sevofluran diesen Effekt haben und dass dieser
zur ldhmenden Wirkung beitrigt (Patel et al. 1999; Putzke et al. 2007a; Lazaren-
ko et al. 2010). Im Vergleich dazu konnte gezeigt werden, dass Injektionsanéstheti-
ka entweder keinen oder nur bei sehr hohen Konzentrationen, die in der normalen
Behandlung nicht erreicht werden, inhibitorischen Effekt auf TASK-1 haben (Kind-
ler et al. 1999; Putzke et al. 2007a). Weitere Substanzen, die TASK-1 aktivieren,
sind der Phospholipase A2 Inhibitor ONO-RS-082 und der Guanylatzyklase-Aktivator
Riociguat, der bereits zur Behandlung der PH eingesetzt wird (Cunningham et al.
2019).

1.2.3.2. Genetische Beeinflussung

Neben der Modulation von TASK-1 durch pharmakologisch aktive Substanzen ist es auch
moglich, den Kanal in seiner Expression zu modulieren. Durch den Transfer von einer
anti-TASK-1 siRNA mittels Adeno-assoziierte Viren (AAV) konnte die VHF-vermittelte
Hochregulation von TASK-1 verhindert werden. Hierfiir wurde bei Schweinen, wie in
Abschnitt 2.7.4 beschrieben, VHF ausgel6st. Wahrend der Operation wurde der Behand-
lungsgruppe die AAV mit mehreren Injektionen direkt in beide Atrien injiziert, wahrend
die Kontrollgruppe keine Behandlung bekam. Nach der 14-tagiger Beobachtungsdauer
zeigte sich, dass die Behandlungsgruppe TASK-1-Level vergleichbar zur Kontrollgruppe
hatte und dass die Vorhofflimmerlast signifikant reduziert war (Schmidt et al. 2019). Es
konnte somit gezeigt werden, dass mittels siRNA eine Herunterregulation von TASK-1
in vivo erfolgen kann.
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Tabelle 1.2.: Liste der TASK-1-Inhibitoren, die in Tiermodellen oder Humanstudien auf eine
mogliche Nutzung in der Therapie von Vorhofflimmern hin getestet wurden. Die IC5o-Werte
fiir den humanen TASK-1-Kanal sind in den heterologen Expressionsmodellen der Xenopus
laevis Oozyten (XO), chinesischen Hamster Ovarzellen (CHO) oder humanen embryonalen
Nierenzellen (tsA201) bestimmt worden. Fiir die IC5o-Messungen von Doxapram in X. leavis
Oozyten wurde TASK-1 von Ratten verwendet, zum Zeitpunkt als das Promotionsvorhaben
gestartet wurde, waren noch keine Messungen des humanen TASK-1 in Oozyten verdffentlicht.
Mittlerweile wurden Messungen des humanen TASK-1 basierend auf Daten, die im Rahmen des
Dissertationsvorhabens entstanden sind, verdffentlicht (Wiedmann et al. 2022a). Die Daten sind
bereits hier aus Griinden der Vollstdndigkeit aufgefithrt (kursiv), werden jedoch in Abschnitt 3.2.1
ausfiihrlich dargestellt.

AERP: atriale effektive Refraktarzeit; DOCTOS: Doxapram Konversion in Sinusrhythmus Studie;
ICs0: halbmaximale inhibitorische Konzentration; pCV: pharmakologische Kardioversion; VHF:
Vorhofflimmern.

Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2021).

Substanz Zelluldre Studien Tiermodelle Klinische Studien
A1899 ICs0 0.04 uM (XO)!  Verlingerte AERP?3
(S20951) ICs0 0.01 uM (CHO)! Reduzierte Vulnerabilitiit?3
A293 ICs0 0.22 uM (XO)*  Reduzierte VHF-Last®”  Phase I -
(AVE1231) 1ICs0 0.25 uM (XO)>  Akute pCV®7 unpubliziert®
Rhythmuskontrolle®7
Verlingerte AERPS-3
AVE0118  ICj 0.603 uM (XO)? Verlingerte AERP3 Phase Ila -

Reduzierte Vulnerabilitét® unpubliziert!©
Doxapram ICsp 0.41 uM (XO)!! Reduzierte VHF-Last'®>  Phase Ib/Ila -

ICs0 4.0 uM (tsA201)!2 Akute pCV!3 fortlaufend!*
IC50 0.98 uM (X0)® Rhythmuskontrolle!? (DOCTOS)
Verlingerte AERP!3
59947 ICs0 0.2 uM (X0)? Verlingerte AERP?3
Reduzierte Vulnerabilitét?3
! Streit et al. (2011) 6 Wiedmann et al. (2020) 1 Cotten et al. (2006) (Ratte)
2 Knobloch et al. (2002) " Wiedmann et al. (2021) !2 Cunningham et al. (2020)
3 Knobloch et al. (2004) 8 Wirth et al. (2007) 13 Wiedmann et al. (2022a) (Hu-
* Putzke et al. (2007b) ® Kiper et al. (2015) man)
5 Schmidt et al. (2015) 19 Kambayashi et al. (2020) 4 Peyronnet und Ravens (2019)

1.2.3.3. Endogene Regulation

Abgesehen von der Regulierung durch extern zugefithrte Substanzen, wird der TASK-
1-Kanal auch endogen reguliert. Im Abschnitt 1.2.1 wurde bereits beschrieben, dass
der Kanal bei Patienten mit VHF hochreguliert ist. In Expressionsdaten aber auch
bei funktionellen Messungen konnte gezeigt werden, dass die TASK-1-Level bei SR-
Patienten am niedrigsten sind und iiber paroxysmales hin zum chronischem VHF stetig
ansteigen (Schmidt et al. 2015). Es wurde allerdings auch beobachtet, dass mit abneh-
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mender linksventrikuldrer Pumpfunktion die Expression von TASK-1 ebenfalls sinkt,
so dass Patienten mit chronischem VHF und hochgradig reduzierter linksventrikulérer
Pumpfunktion dhnliche TASK-1-Level haben wie Patienten mit SR und normaler Pump-
funktion (Schmidt et al. 2017). Der zu Grunde liegende Mechanismus ist jedoch noch
nicht aufgeklart.

Eine Moglichkeit ist die Beeinflussung der Expression von TASK-1 auf Ebene der
mRNA durch micro Ribonukleinsdure (miRNA). Dieser Mechanismus ist jedoch ein
elementarer Bestandteil der vorliegenden Arbeit und wird daher im nachfolgenden
Abschnitt (Abschnitt 1.3) detailliert beschrieben.

Neben der unterschiedlich ausgepréagten Expression, unter anderem abhéngig von VHF-
Status und linksventrikuldrer Pumpfunktion, kommt es auch zu einer Regulation auf
funktioneller Ebene durch den pH-Wert (siehe auch Abschnitt 1.2.2.2). Beim physiologi-
schen pH-Wert von 7.4 zeigt der TASK-1-Kanal nur die Hélfte seiner maximalen Aktivitat
und kann durch Azidose inhibiert und durch Alkalose aktiviert werden (Olschewski et al.
2017). Dieser Effekt beruht vor allem auf der Protonierung eines einzelnen Histidins in
Position H98 der ersten extrazelluldren Schleife (Morton et al. 2003). Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass mit saurerem pH-Wert die Selektivitéit gegeniiber K*-Ionen
verloren geht und auch Na*-Ionen durch den Kanal transportiert werden (Ma et al.
2012).

Der TASK-1-Kanal wird durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren reguliert (Olschew-
ski et al. 2017). Eine Aktivierung dieser Rezeptoren fiihrt zu einer Inhibition des
TASK-1-Stromes und somit zu einer gesteigerten Erregbarkeit der Zelle (Talley et al.
2000). Der genaue Signalweg, iiber den diese Inhibition erfolgt, ist noch nicht abschlie-
Bend geklart. Sehr wahrscheinlich ist eine Aktivierung der Phoshpolipase C8 (PLCp)
durch die a-Untereinheit des aktivierten Gq-Rezeptors mit anschlieBender Spaltung von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylgly-
cerol (DAG) erforderlich (Czirjak et al. 2001; Lindner et al. 2011; Schiekel et al. 2013).
Wiéhrend urspriinglich vermutet wurde, dass die Modulation des TASK-1-Kanals von
den PIP,-Spiegel an der Zellmembran abhéngt (Czirjak et al. 2001), konnte mittler-
weile gezeigt werden, dass die Regulation davon unabhéngig ist (Lindner et al. 2011).
Stattdessen konnte DAG als verantwortlicher Botenstoff ausgemacht werden, dessen
Herunterregulation durch Enzyme zu einer verminderten Inhibition von TASK-1 fiihrt
(Wilke et al. 2014).

Neben der beschriebenen Regulation von TASK-1 iiber G-Protein-gekoppelte Re-
zeptoren gibt es noch eine Reihe weiterer Mechanismen. Es wurden eine Rho-Kinase
vermittelte Inhibition, die iiber Phosphorylierung einer Serien-Seitenkette ablduft und
durch Endothelin-1 ausgel6st wird, und eine Src-Tyrosinkinase vermittelte Aktivierung
beobachtet (Seyler et al. 2012; Nagaraj et al. 2013). Im Mausmodell inhibiert DAG TASK-
1 nicht nur direkt, sondern auch iiber eine Aktivierung der Proteinkinase Ce (PKCe) und
nachfolgender Phosphorylierung einer Threonin-Seitenkette (Besana et al. 2004). Weiter-
hin konnte eine Serum- und Glucocorticoide-induzierbare Kinase (SGK) und Proteinkinase
B (PKB) abhéngige Regulation gefunden werden, die iiber einen verringerten Zellmem-
brantransport von TASK-1 zu einem reduzierten Kaliumstrom fithrt (Rinné et al. 2017).
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1.3. miRNA

Bereits im Jahre 1869 gelang es dem Schweizer Arzt Friedrich Miescher aus Eiter Desoxy-
ribonukleinsdure (DNA) zu isolieren (Miescher 1871). Dieser Entdeckung folgten noch
viele weitere bedeutenden Forschungsarbeiten auf dem Gebiet der Molekularbiologie, von
denen eine Vielzahl mit einem Nobelpreis gewiirdigt wurden. Dennoch sollte es noch
bis ins Jahr 1993 dauern, bevor mit lin-4 die erste miRNA entdeckt wurde (Lee et al.
1993; Wightman et al. 1993). Seitdem hat sich viel getan auf diesem Gebiet, so dass die
miRBase-Datenbank in ihrem aktuellen Stand 2 654 reife miRNAs auffiihrt, wobei bei den
meisten die genaue Funktion noch nicht bekannt ist (Ha und Kim 2014; Kozomara et al.
2019). Zusammen mit anderen kleinen Ribonukleinsduren (RNAs) bilden die miRNAs
eine Untergruppe der RNAs und bestehen in der Regel aus 22 Nukleotiden. Sie sind hoch
konserviert, nicht-codierend und spielen eine wichtige Rolle in Entwicklungsvorgéngen
und pathologischen Prozessen in Lebewesen (Bartel 2004; Ha und Kim 2014). In den
folgenden Abschnitten wird ndher auf Funktion, Regulation und im Besonderen die Rolle
der miRNAs bei Vorhofflimmern eingegangen.

1.3.1. Biogenese und Regulation

Die Biogenese der miRNAs ist ein mehrstufiger Prozess, der einer engen zeitlichen und
rdumlichen Kontrolle unterliegt, da eine fehlerhafte Regulation mit diversen Krankheitsbil-
dern assoziiert ist (Ha und Kim 2014). Die Transkription der miRNA erfolgt im Nukleus
durch die RNA Polymerase II und liefert eine primére microRNA (pri-miRNA) mit einem
typischen Poly-A-Schwanz am 3’-Ende und einer 7-Methylguanosin-Cap Struktur am
5-Ende (Cai et al. 2004; Lee et al. 2004). Dieser Prozess wird, dhnlich der Transkrip-
tion von Protein-codierenden Genen, durch verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie
beispielsweise p53, MYC, ZEB1 und ZEB2, positiv sowie negativ reguliert (Kim et al.
2009; Wellner et al. 2009; Krol et al. 2010). Des Weiteren erfolgt eine Kontrolle durch
epigenetische Regulatoren wie Methylierung und Histone Modifikationen (Chang et al.
2011; Davis-Dusenbery und Hata 2010).

Die pri-miRNA unterlduft mehrere Schritte bis sie schliellich zur reifen miRNA wird
(Lee et al. 2002). Direkt nach der Transkription ist sie noch iiber 1 kb lang und liegt
in Form einer Schleife vor, in der die spétere reife miRNA enthalten ist (Ha und Kim
2014). Der Mikroprozessor-Komplex, bestehend aus der RNase III (Drosha) und dem
Doppelstrang-RNA-bindenden Protein DiGeorge Syndrom kritische Region 8 (DGCRS),
maturiert die pri-miRNA durch Entfernen eines grofien Anteil der vorhandenen Basen,
so dass am Ende eine ungefdhr 65 Nukleotide lange haarnadelférmige vorladufer miRNA
(pre-miRNA) erhalten bleibt (Lee et al. 2003; Gregory et al. 2004). Auch bei diesem
Prozess gibt es eine Reihe von Regulationsmoglichkeiten. Zum einen regulieren sich
Drosha und DGCRS8 gegenseitig, DGCRS fiihrt iiber eine Protein-Protein-Interaktion
zu einer Stabilisation von Drosha, wohingegen Drosha zum Abbau der DGCR8 mRNA
beitrdgt (Han et al. 2009; Kadener et al. 2009). Zum anderen kommt es zur externen
Regulation durch Phosphorylierung und (De-)Acetylierung von Drosha und DGCRS,
wodurch deren Stabilitat (Herbert et al. 2013; Tang et al. 2013), Aktivitdt (Wada et
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al. 2012; Cheng et al. 2014) und die Lokalisierung im Zellkern beeinflusst wird (Tang
et al. 2010; Tang et al. 2011). Des Weiteren gibt es noch Faktoren, die mit spezifischen
pri-miRNA interagieren und deren Prozessierung durch den Mikroprozessor-Komplex
beeinflussen bzw. dafiir notwendig sind (Davis et al. 2008; Davis et al. 2010).

Nachdem die pri-miRNA durch Drosha und DGCRS zur pre-miRNA prozessiert wurde,
wird diese zur weiteren Maturation mit Hilfe eines Transportkomplexes iiber eine Kernpore
aus dem Nukleus ins Zytoplasma exportiert (Ha und Kim 2014). Der Komplex besteht
aus Exportin-5, das die korrekt verarbeitet pre-miRNA erkennt und bindet, sowie dem
Guanosintriphosphat (GTP)-bindenden Kernprotein Ras-verwandetes nukledres Protein
(Ran). Der Transport verlduft unter Verbrauch von GTP, das im Zytoplasma hydrolysiert
wird und zur Abspaltung der pre-miRNA vom Transportkomplex fithrt (Bohnsack et
al. 2004; Lund et al. 2004; Yi et al. 2003; Okada et al. 2009). Bisher ist kaum etwas
bekannt iiber Regulationsmechanismen des Transports, jedoch wurden im Zusammenhang
mit Krebserkrankungen verschiedene Kinasen identifiziert, die in der Lage sind, diesen
Transportmechanismus zu beeinflussen (Ha und Kim 2014; Sun et al. 2016; Wu et al.
2018).

Im Zytoplasma wird die freie pre-miRNA zur fertigen miRNA weiter gereift. Hierbei
entfernt eine weitere RNase III (Dicer) die Schleifenstruktur der pre-miRNA, wodurch
eine doppelstrangige miRNA entsteht (Ha und Kim 2014). Hierfiir interagiert Dicer mit
dem Doppelstrang-RNA-bindenden Protein TAR RNA-bindendes Protein (TRBP) und
dem Kofaktor PACT (Chendrimada et al. 2005; Haase et al. 2005; Lee et al. 2006; Lee
et al. 2013). Wie bereits fiir die anderen Teilprozesse beschrieben, lisst sich auch dieser
Prozess unter anderem durch Phosphorylierung von TRBP regulieren (Paroo et al. 2009).
Auch auf mRNA-Ebene findet eine Regulation statt, so hat die mRNA des Dicer Proteins
eine Bindestelle fiir die miRNA let-7, wodurch diese einen negativen Regelkreis bilden
(Tokumaru et al. 2008; Forman et al. 2008).

In einem néchsten Schritt wird ein pra-RNA-induzierter Stilllegungs-Komplex (RISC)
aus der doppelstrangigen miRNA zusammen mit einem Argonautenprotein (AGO) gebil-
det (Hammond et al. 2001; Kawamata und Tomari 2010; Kobayashi und Tomari 2016),
wobei im menschlichen Korper bisher keine Préferenz bestimmter miRNAs hin zu einem
der vier AGOs, bezeichnet als AGO 1-4, gefunden werden konnte (Su et al. 2009; Dueck
et al. 2012). Es hat jedoch nur AGO 2 Endoribonuklease-Aktivitdt und kann die Ziel
mRNA direkt abbauen, wohingegen die anderen AGOs fiir den Abbau der mRNA weitere
Faktoren rekrutieren miissen (Liu et al. 2004; Kobayashi und Tomari 2016).

Die Bildung des pra-RISC ist ein Adenosintriphosphat (ATP)-abhingiger Prozess, bei
dem eine Konformationsénderung von AGO durch einen Chaperon-Komplex, bestehend
aus Hitzeschockkognat 70 (HSC70) und Hitzeschockprotein 90 (HSP90), herbeigefiihrt
wird, wodurch AGO die doppelstréangige miRNA binden kann (Iwasaki et al. 2010). Um
aus dem pra-RISC einen reifen Komplex zu erzeugen, der in der Lage ist, mit mRNA zu
interagieren, wird der Begleitstrang der noch doppelstringigen miRNA entfernt, so dass
nur der Leitstrang im fertigen Komplex verbleibt (Diederichs und Haber 2007; Kobayashi
und Tomari 2016). In Komplexen, an denen AGO 2 beteiligt ist, kann es zum direkten
Abbau des Begleitstrangs kommen, wahrend bei den restlichen AGOs der Doppelstrang
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nur getrennt und der Begleitstrang aus dem Komplex entfernt wird (Rand et al. 2005;
Ha und Kim 2014). Die Auswahl, welcher Strang Leit- und welcher Begleitstrang ist,
erfolgt anhand der thermodynamischen Stabilitéit, kann sich jedoch auch innerhalb der
verschiedenen Gewebe im Korper unterscheiden (Chiang et al. 2010; Khvorova et al. 2003;
Schwarz et al. 2003). Die Regulation von AGO erfolgt iiber eine Vielzahl verschiedener
Wege, beispielsweise fiihrt die Phosphorylierung an verschiedenen Serin und Tyrosin
Seitenketten je nach Position zu einer verstarkten oder verminderten Aktivitit (Zeng
et al. 2008; Horman et al. 2013; Ha und Kim 2014) und eine Prolyl-4-Hydroxylierung
von AGO?2 soll dessen Stabilitét erhéhen (Qi et al. 2008).

Neben dem hier beschriebenem Weg der Biogenese, iiber den der iiberwiegende GroBteil
reifer miRNAs erzeugt wird, gibt es noch eine Zahl weiterer Wege, die teilweise allerdings
nur miRNA-&hnliche Strukturen erzeugen, weswegen diese hier nicht beschrieben werden
und lediglich auf einschldgige Literatur verwiesen wird (Miyoshi et al. 2010; Ha und Kim
2014; Stavast und Erkeland 2019). Ebenfalls nicht unerwéhnt bleiben sollen die weiteren
Regulationsmechanismen, deren Ziel nicht die Enzyme und Kofaktoren der Biogenese
sind, sondern die miRNA selbst. Durch Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP), dem
Austausch einzelner Basen im miRNA-codierenden Gen, kann es zu Anderungen in der
Biogenese und Zielspezifitdt der miRNA kommen (Ryan et al. 2010). Durch Uridylierung
kann die Prozessierung durch Dicer blockiert und der Abbau der miRNA eingeleitet
werden (Heo et al. 2008) und Adenylierung kann sowohl zur Stabilisierung also auch zum
Abbau der miRNA fiithren (Katoh et al. 2009; Backes et al. 2012). Neben dem Anhéngen
von Uridin- oder Adeninschwinzen an die miRNA, kann es zu Desaminierung eines
Adenins kommen, wodurch die Affinitdt zu Drosha bzw. Dicer reduziert wird (Yang et al.
2006; Kawahara et al. 2007). Auch eine Methylierung von miRNAs, die die Interaktion
mit Dicer negativ beeinflusst (Xhemalce et al. 2012), und Nukleasen, die bestimmte
pre-miRNAs gezielt abbauen, wurde beschrieben (Suzuki et al. 2011; Upton et al. 2012).

1.3.2. Funktionsweise

Der im vorhergehenden Abschnitt 1.3.1 gebildete reife RISC versetzt die miRNA in die
Lage, ihre eigentliche Funktion, die posttranskriptionelle Genregulation, auszuiiben. In
den meisten Féllen ist entweder der Abbau oder die Unterdriickung der Translation von
mRNA das Ziel der Regulation (Bartel 2004). Der zu Grunde liegende Mechanismus
basiert auf einer Interaktion der miRNA mit der 3’ untranslatierten Region (UTR)
der Ziel-mRNA, wobei in selteneren Féllen auch die 5° UTR, die kodierende Sequenz
oder die Promotorregionen involviert sein konnen (O’Brien et al. 2018). Es wurde aber
auch beobachtet, dass miRNAs die Genexpression aktivieren bzw. verstirken kénnen
(Vasudevan 2012).

Die im RISC gebundene miRNA interagiert mit dem miRNA-Reaktionselement (MRE)
der mRNA, wobei je nachdem, wie komplementér die Sequenzen der beiden Strukturen
sind, unterschiedliche Prozesse ausgelost werden (O’Brien et al. 2018). Ist die Basenabfolge
der mRNA iiber die gesamte Linge der miRNA komplementéar, dann erfolgt ein Abbau
der mRNA durch die Endnukleaseaktivitdt von AGO 2, wobei dies die Bindung zwischen
AGO 2 und miRNA schwécht und den Abbau der miRNA férdert (Ameres et al. 2010; Jo
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et al. 2015). In den meisten Fillen ist die Bindung jedoch nicht vollstdndig komplementér,
wodurch die Endnukleaseaktivitét von AGO 2 nicht aktiviert wird (Jonas und Izaurralde
2015).

In diesen Féllen wird zuerst das Adapterproteine GW182 in den RISC rekrutiert,
wodurch die Ansammlung weiterer Proteine in den Komplex ermoglicht wird (Behm-
Ansmant et al. 2006). Als nédchstes werden die Poly(A)-Deadenylase Komplexe PAN2-
PAN3 und CCR4-NOT akquiriert, die den Poly-A-Schwanz der miRNA entfernen (Christie
et al. 2013; Jonas und Izaurralde 2015), gefolgt von DCP2 und assoziierten Proteinen,
die die Cap-Struktur abspalten (Behm-Ansmant et al. 2006). Die so bearbeitete mRNA
wird anschlieBend von der Exoribonuklease XRN1 von 5’ in 3’ Richtung abgebaut (Braun
et al. 2012; O’Brien et al. 2018).

1.3.3. Rolle bei VorhofHimmern

Seit ihrer Entdeckung vor anndhernd 30 Jahren, wurde bereits eine Vielzahl an Pro-
zessen identifiziert, die durch miRNAs reguliert werden. Hierzu zéhlen unter anderem
Entwicklungsvorgéinge und zelluldre Prozesse, wie Gewebeentwicklung, Zellproliferation,
Zellteilung, Zelldifferenzierung, Metabolismus, Apoptose, Proteinsekretion und virale
Infektionen (Orang et al. 2014). Bisher geht man davon aus, dass iiber 60 % der Gene
durch miRNAs reguliert werden (Friedman et al. 2009; Shu et al. 2017). Dabei kénnen an
einzelne Gene mehrere verschiedenen miRNAs binden und jede miRNA hat eine Vielzahl
an Genen als Zielstruktur (Shu et al. 2017). In Anbetracht der vielen verschiedenen
Prozessen an denen miRNAs beteiligt sind, ist es nicht iiberraschend, dass diese auch
an der Pathologie vieler Krankheiten beteiligt sind. Im Folgenden soll die Rolle der
miRNA bei VHF néher beschrieben werden, wobei auf Grund der Vielzahl an involvierten
Elementen und miRNAs, sowie der stédndig neuen Forschungsergebnisse auf dem Gebiet,
nachfolgend nur eine reprisentative Auswahl ohne Anspruch auf Vollsténdigkeit behan-
delt werden kann. Fiir eine vollstindige Ubersicht alle moglichen Interaktionspartner
sei auf einschligige Literatur verwiesen (Shi et al. 2013; Luo et al. 2015; Komal et al.
2019).

Es gibt mehrere Studien, die zeigen, dass miRNAs eine Rolle in den elektrischen
Umbauprozessen unter VHF spielen (Xu et al. 2020). Es konnte gezeigt werden, dass
die miRNA-1 arrhythmogenes Potential hat. Sie wird bei Patienten mit koronaren Herz-
krankheiten vermehrt exprimiert und unterdriickt die Translation der Gene KCNJ2
(kodiert K;;2.1) und GJA1 (kodiert Connexin-43), was zu einer verlangsamten Leitungs-
geschwindigkeit und einer Depolarisation der Zellmembran fithrt (Yang et al. 2007).
Im Gegensatz dazu wurde fiir miRNA-26 eine Herunterregulation in VHF-Patienten
entdeckt, die zu einer KCNJ2 vermittelten Hochregulation von Kj;;2.1 fiihrt, die eben-
falls zu VHF fiithren kann (Luo et al. 2013). Nicht nur Kaliumkanéile und Zell-Zell-
Verbindungen werden durch miRNAs beeinflusst, sondern auch Proteine der Calcium-
Homoostase. In Patienten mit VHF wurde eine Hochregulation von miRNA-328 be-
obachtet, die zu einer reduzierten Expression von spannungsgesteuerten Calciumkané-
len fiihrt, {iber eine Interaktionen mit den Genen CACNA1C und CACNBI. Somit
kommt es zu einer Verkiirzung der APD und einer erhéhten Vulnerabilitit gegen-
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iber VHF (Lu et al. 2010). Auch einer Reihe weiterer miRNAs, wie beispielsweise
miRNA-208a und miRNA-499, konnte ein Einfluss auf elektrische Umbauprozesse zu-
geordnet werden (Callis et al. 2009; Ling et al. 2013; Komal et al. 2019; Xu et al.
2020).

Nicht nur bei elektrischen Umbauprozessen spielen miRNAs eine Rolle sondern auch
bei strukturellen Umbauprozessen. In Patienten mit VHF ist miRNA-21 vermehrt ex-
primiert. Dies fithrt zu einer reduzierten Translation von SPRY1 und dadurch Fibrose
der Atrien, die die Entstehung und Aufrechterhaltung von VHF férdert (Adam et al.
2012). Fir miRNA-26 wurde ebenfalls ein positiver Zusammenhang mit Fibrose ent-
deckt, der iiber eine Regulation von TRCP3 vermittelt ist (Luo et al. 2013). Viele
extrazellularen Matrixproteine, wie Kollagen, Fibrillin und Elastin, sind Zielstrukturen
von miRNA-29, daher wird auch sie mit Fibrose in Verbindung gebracht (Kriegel et al.
2012; Pandit und Workman 2016; Xu et al. 2020). Dariiber hinaus konnten unter an-
derem auch miRNA-30, miRNA-133 und miRNA-590 als Regulatoren der Fibrose und
andere struktureller Umbauprozesse identifiziert werden (Komal et al. 2019; Xu et al.
2020).

Neben ihrer Rolle bei der Regulation von Umbauprozessen und damit als mogliche
Zielstrukturen von Therapien, konnen miRNAs auch als Biomarker dienen (Clauss et al.
2015). Es konnte gezeigt werden, dass Patienten mit VHF niedrigere miRNA-21 und miR-
NA-150 Plasmakonzentrationen haben als eine SR-Kontrollgruppe und dass die Spiegel
nach Kardioversion wieder ansteigen (McManus et al. 2015). In einem anderen Studien-
kollektiv konnten fiir miRNA-328 niedrigere Konzentrationen im Blut von Patienten
mit VHF im Vergleich zur SR-Kontrollgruppe gemessen werden (McManus et al. 2014).
In einer weiteren Studie wurde eine Kombination aus vier miRNAs (miRNA-99a-5p,
miRNA-192-5p, miRNA214-3p und miRNA-342-5p), die alle im Blut von VHF-Patienten
signifikant hochreguliert sind, als Marker ausgewéhlt, wobei lediglich eine Sensitivitét von
76 % und eine Spezifitdt von 80 % erreicht wurde (Natsume et al. 2018). Daher bleibt die
Frage, ob und welche miRNAs wirklich als Biomarker fiir VHF geeignet sind, weiterhin
offen und bedarf weiterer Forschungsarbeit (Chaulin und Duplyakov 2020).

1.4. Doxapram und Ketodoxapram

In der im Jahre 1878 von Claiborne Robins gegriindeten Firma A. H. Robins wurde
1962 die Substanz l-ethyl-4-(2-morpholinoethyl)-3,3-diphenyl-2-pyrrolidinone erstmals
synthetisiert und beschrieben (Ward und Franko 1961; Lunsford et al. 1964). Sie wurden
auf der Suche nach Stimulanzien des zentralen Nervensystemes (ZNS) entdeckt und
zeigten einen ausgepriagten stimulierenden Einfluss auf den Atemantrieb in Katzen,
Hunden und Menschen (Ward und Franko 1961; Canter 1963; Lunsford et al. 1964). Der
intern auch als AHR-619 bezeichneten Substanz wurde der bis heute giiltige Trivialnamen
Doxapram gegeben (Canter 1963; Bruce et al. 1965). Aus dieser Substanz entsteht nach
Verabreichung durch metabolische Prozesse der aktive Metabolit Ketodoxapram (Robson
und Prescott 1979). Auf beide Wirkstoffe soll im Folgenden niher eingegangen werden.
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1.4.1. Anwendung

Doxapram ist in Deutschland nur als Injektionslésung unter der Bezeichnung Dopram®

(Carinopharm, Elze, Deutschland) erhéltlich. Die Losung hat eine Konzentration von
20mg/mL und wird in Ampullen zu 5 mL abgefiillt. Andere Darreichungsformen oder
Konzentrationen werden nicht vertrieben (Carinopharm 2021). Dopram® ist zugelassen
fiir die Behandlung von milden Atemdepressionen, die durch Medikamente ausgelést
wurden, zur Behandlung von chronischen Lungenerkrankungen mit akuter Hyperkapnie,
zur Anregung der Atmung bei Apnoe oder Atemdepression nach Narkose und bei zentraler
Apnoe von Neu- und Frithgeborenen bei unreifen Atemzentren (Carinopharm 2021). Die
Anwendung erfolgt stets als intravendse (i.v.) Injektion oder (intermittierende) Infusion,
wobei die in der Fachinformation angegebenen Dosierschemata und (Tages-)Hochstmengen
beachtet werden miissen.

Durch die Einfithrung von Narkotika mit verbesserten Wirkungsprofil wurde die An-
wendung von Doxapram in vielen Fillen obsolet, so dass es heute nur noch vereinzelt
angewendet wird (Yost 2006). Durch die Entdeckung von Cotten et al. (2006), das
Doxapram die Ionenkanile TASK-1 und Tandem von P-Doménen in einem schwach ein-
wiirts gleichgerichteten Kt Kannel (TWIK)-verwandter siureempfindlicher Kaliumkanal
3 (TASK-3) inhibiert, erlebt die Substanz jedoch eine Renaissance und wurde wieder
Mittelpunkt intensiver Forschungsbemiihungen, da eine Blockade von TASK-1 mit einer
moglichen Anwendung bei Schlafapnoe und VHF (siehe Abschnitte 1.2.1 und 1.2.2.2)
in Verbindung gebracht wird (Yost 2006). Fiir Ketodoxapram gibt es bisher noch kein
Anwendungsgebiet und daher auch kein zugelassenes Arzneimittel.

Unter der Anwendung von Doxapram wurde eine Reihe von Nebenwirkungen beobach-
tet, wobei diese iiberwiegend leicht ausfielen. Hiufig wurden Kopfschmerzen, Schwindel,
Beklemmungen, Husten, Dys- sowie Tachypnoe, Bluthochdruck, Erroten, Schwitzen, Ubel-
keit und Erbrechen, Durchfall, Muskelspastik und Harnverhalt beobachtet (Stephen und
Talton 1964; Yost 2006). Der beschriebene Anstieg des systemischen sowie des pulmonalen
Blutdrucks fiel mild aus, wobei er bei hypovolamischen Zustinden ausgeprigter war als
bei normovolamischen (Kim et al. 1971). Die Beeinflussung des Blutdrucks lasst sich iiber
den im Abschnitt 1.2.2.1 beschriebenen Mechanismus erkldren. Im Abschnitt 1.2.1 wurde
bereits iiber die kardiale Bedeutung von TASK-1 berichtet, daher ist es nicht verwunder-
lich, dass auch pro- und antiarhythmische Effekte unter der Anwendung von Doxapram
festgestellt wurden (Huffington und Craythorne 1966; De Villiers et al. 1998; Maillard
et al. 2001; Wiedmann et al. 2022a). Zum Nebenwirkungsprofil von Ketodoxapram sind
sehr wenig Daten vorhanden, in einer Studie in Ld&mmern wurde jedoch unter der Gabe
keine Nebenwirkungen beobachtet (Bairam et al. 1990).

1.4.2. Pharmakologie

Die Pharmakologie ist untergliedert in zwei Teilbereiche, die Pharmakodynamik und
die Pharmakokinetik. Wahrend sich die Pharmakodynamik damit beschéftigt, was ein
(Wirk-)Stoff im Koérper macht, beschéftigt sich die Pharmakokinetik damit, was der
Korper mit diesem macht. In vorherigen Abschnitt 1.2 wurde bereits ausfiihrlich iiber
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den TASK-1-Kanal, seine Regulation durch pharmazeutische Substanzen und deren Rolle
bei verschiedenen Krankheiten eingegangen. An dieser Stelle soll nun vor allem auf die
Pharmakokinetik und Details zur Pharmakodynamik des TASK-1-Blockers Doxapram
und seines Metaboliten Ketodoxapram eingegangen werden.

1.4.2.1. Pharmakodynamik

Erste Studien zum Einsatz von Doxapram in Menschen zeigten geringe Effekte auf
die Atmung von Patienten mit Spinalandsthesie, jedoch eine ausgepriagte Erhohung
der Atmungsfrequenz und des Atemzugvolumens bei Personen, die mit inhalativen
Anésthetika behandelt wurden (Stephen und Talton 1964). In atrialen Blutgasanalysen
zeigte sich ein erhchter pH-Wert und verringerter CO5 Partialdruck, wobei sich die
Sauerstoffsittigung ohne externe Sauerstoffgabe nicht verdnderte. Dariiber hinaus wurde
unter Gabe von Doxapram ein Anstieg des Blutdrucks um 10-20 mmHg gemessen sowie
eine gesteigerte zerebrale Erregung und ein schnelleres Aufwachen in Patienten beobachtet,
die zuvor mit inhalativen Anésthetika oder Barbituraten narkotisiert worden waren
(Stephen und Talton 1964; Winnie und Collins 1966; Yost 2006). In einer Studie, die
verschiedene Analeptika miteinander verglichen hat, zeigte Doxapram den groiten Effekt
und fithrte zu einer starken Erh6hung des Atemzugvolumens und einer leichten Steigerung
der Atemfrequenz (Winnie und Collins 1966).

Die genaue Wirkungsweise von Doxapram ist bisher noch nicht abschlieBend geklért.
Es gibt sowohl Hinweise auf eine Wirkung an peripheren Chemorezeptoren als auch am
Atemzentrum im Hirnstamm (Calverley et al. 1983; Yost 2006). Hinzu kommt, dass sich
die Daten von Tier- und Humanstudien teilweise widersprechen. Allgemein erfolgt die
Steuerung der Atmung iiber die Aktivierung von peripheren Chemorezeptoren im Nacken
und am Aortenbogen durch Hypoxédmie und Azidose, sowie von zentralen Atemzentren
im Hirnstamm, durch pH-Wert Anderungen im Liquor als Folge einer Hyperkapnie. Nach-
folgend wird der Préa-Botzinger-Komplex als Teil der ventralen respiratorischen Gruppe
stimuliert, der iiber abwechselnde Aktivierung bzw. Deaktivierung von inspiratorischen
und exspiratorischen Motorneuronen die Atemmuskulatur und damit die Atmung steuert
(Smith et al. 1991; Feldman et al. 2003; Yost 2006).

Fiir eine Wirkung von Doxapram auf das zentrale Atemzentrum spricht, dass ein
Durchtrennen des Ramus sinus carotici, dem Nerv, der den Sinus caroticus innerviert,
und des Nervus Vagus in Hunden keinen Einfluss auf den Effekt hatte, wohingegen eine
Kappung des Riickenmarks auf Hohe von C2 den Effekt blockierte (Ward und Franko
1961). Es konnte auch eine erhéhte Aktivitit der inspiratorischen und exspiratorischen
Neuronen im Hirnstamm von Katzen nach Gabe von Doxapram festgestellt werden (Polak
und Plum 1964; Funderburk et al. 1966).

Es konnte jedoch in Experimenten mit Hunden gezeigt werden, dass Doxapram neben
einem ausgepriagten Effekt auf zentrale Atemzentren auch periphere Chemorezepto-
ren stimuliert (Kato und Buckley 1964). In weiteren Studien in Katzen konnten die-
se Ergebnisse bestitigt werden, wobei hier eine Dosisabhéngigkeit beobachtet wurde.
Wiéhrend es bei niedrigen Dosen (0,05-0,25 mg/kg) vor allem zu einer Aktivierung der
peripheren Chemorezeptoren der Carotis kommt, die wiederum zentrale Atemzentren
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aktivieren, kommt es bei héheren Dosen auch zur direkten Aktivierung der Zentren
(Hirsh und Wang 1974). Eine weitere Studie in Katzen zeigte, dass bereits 1 mg/kg
Doxapram einen &hnlich stimulierenden Effekt auf die Chemorezeptoren der Carotis
hat wie eine ausgepréigte Hypoxdmie (Sauerstoffpartialdruck von unter 38 mmHg). Nach
Denervation der peripheren Chemorezeptoren konnte dieser Einfluss fiir Dosen bis zu
6 mg/kg blockiert werden (Mitchell und Herbert 1975). Die beschriebenen unterschied-
lichen Effekte bzw. Wirkungsorte koénnten folglich zum einen an der verwendeten Dosis
liegen, aber auch an den untersuchten Spezies und den genauen Versuchsbedingun-
gen.

Als molekulare Grundlage fiir den Einfluss von Doxapram auf periphere Chemorezep-
toren und zentrale Atemzentren wird unter anderem eine Inhibition von TASK-1 und
dem nahen Verwandten TASK-3 vermutet (Yost 2006). In isolierten Hauptzellen (Typ I)
des Glomus caroticum von Ratten, den Zellen, die Anderungen im Sauerstoffgehalt, Koh-
lendioxidgehalt und pH-Wert des Blutes registrieren, wurde ein Kalium-Strom gemessen,
der durch Doxapram inhibiert werden konnte (Peers 1991). Wenig spater wurde dieser
Strom als TASK-1-Strom identifiziert, da seine pharmakologischen und biophysikalischen
Eigenschaften identisch sind, wobei noch kein Zusammenhang zur Inhibition durch Doxa-
pram hergestellt wurde (Buckler et al. 2000). Des Weiteren konnte die Expression von
TASK-1 und TASK-3 in peripheren Chemorezeptoren und in zentralen Atemzentren
nachgewiesen werden (Buckler et al. 2000; Yamamoto et al. 2002; Washburn et al. 2003;
Wang et al. 2008a).

In diesen Zellen sind TASK-1 und TASK-3 fiir den Kalium-Hintergrundstrom und somit
das Ruhemembranpotential verantwortlich, das die Erregbarkeit der Zellen mafigeblich
bestimmt (Olschewski et al. 2017). Die Kanéle werden durch einen sauren pH-Wert und
Hypoxie inhibiert, wihrend volatile Narkosemittel und ein basischer pH-Wert zu einer
Aktivierung fithren (Patel et al. 1999; Kim et al. 2014; Olschewski et al. 2017). Eine
Inhibition fiihrt zu einer Depolarisation der Zellen, gefolgt von der Auslésung von APs,
die zu einer Stimulation des Pr#-Botzinger-Komplexes fiihren und schliefflich zu einer
verstiarkten Atmung. Eine Aktivierung der Kanéle fiihrt folglich zu einer Hyperpolarisation
von Zellen und einer verminderten Auslésung von APs und somit einer ausbleibenden
Stimulation des Pré-Botzinger-Komplexes und einer verminderten Atmung (Buckler
2015).

Ob nun jedoch TASK-1 und TASK-3 nur essentiell fiir periphere Chemorezeptoren sind
oder auch fiir zentrale Atemzentren, in denen sie ubiquitir exprimiert werden, ist noch
nicht abschlieBend geklirt. In einem Experiment mit humanen Probanden, die Halothan,
ein volatiles Narkosemittel, bekommen haben, konnte gezeigt werden, dass die Reaktion
auf Doxapram-Gabe und Hypoxie stark vermindert ist wohingegen die Reaktion auf
Hyperkapnie unveréndert blieb (Knill und Gelb 1978). Nach heutigem Stand des Wissens
stimmt das Experiment mit den Beobachtungen tiberein, dass TASK-1 und TASK-3 eine
grofle Bedeutung in peripheren Chemorezeptoren und die dariiber gesteuerte Reaktion
auf Hypoxie haben, fiir die zentralen Atemzentren und die davon ausgehende Anpassung
an Hyperkapnie wahrscheinlich jedoch nur von untergeordneter Rolle sind (Yost 2006;
Buckler 2015; Bayliss et al. 2015).
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Waihrend bisher nur gezeigt worden war, dass Doxapram einen Einfluss auf die Atmung
hat und TASK-1 und TASK-3 eine bedeutende Rolle in der Regulation spielen, konnte
durch Cotten et al. (2006) ein direkter inhibitorischer Effekt von Doxapram auf die beiden
Kanile festgestellt werden. Doxapram entpuppte sich als effizienter TASK-1-Inhibitor
mit einer halbmaximale inhibitorische Konzentration (ICsp) von 410 nM und einer ICsq
von 37 M fiir TASK-3, wobei beide Werte an heterolog exprimiertem Rattenkanélen
in X. laevis Oozyten gemessen wurden. Diese Werte befinden sich innerhalb der {ibli-
chen therapeutischen Plasmalevel und bestdtigen somit noch einmal den beschriebenen
Mechanismus. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass die humanen TASK-1- und
TASK-3-Kanéle in etwa gleichstark inhibiert werden. Es wurde fiir den TASK-1 eine
ICs50 von 4,0 pM und fiir TASK-3 von 2,5 pM gemessen (Cunningham et al. 2020). In
der unterschiedlich ausgeprégten Inhibition zwischen Nagetieren und Menschen kénnten
auch die abweichenden Beobachtungen in der Wirkungsweise von Doxapram begriindet
liegen.

Doxaprams Metabolit Ketodoxapram ist weitaus weniger charakterisiert als seine
Muttersubstanz, bisher wurden noch keine ICso-Werte bestimmt. In einer vergleichenden
Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass Ketodoxapram auch einen Effekt auf die
Atmung hat, allerdings ist dieser etwas schwéicher ausgeprigt (Bairam et al. 1990).
Ebenfalls konnte in Lammern, nach Denervation der peripheren Chemorezeptoren, gezeigt
werden, dass auch der Effekt von Ketodoxapram zum grofiten Teil auf einer Wirkung an
diesen Rezeptoren beruht (Bairam et al. 1991).

1.4.2.2. Pharmakokinetik

Zur Pharmakokinetik von Doxapram gibt es in der Literatur bereits einige Daten, wahrend
die Datenlage zu Ketodoxapram — vor allem nach direkter Gabe und nicht als Metabolit
— unzureichend ist. Nach intravenéser Gabe wird Doxapram schnell verstoffwechselt, es ist
initial ein steiler Abfall der Plasmakonzentration {iber die Zeit zu beobachten. Nach kurzer
Zeit flacht der Verlauf der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve jedoch ab und die Abnahme
der Konzentration wird langsamer. Man spricht von einer biphasischen Pharmakokinetik
mit einer kurzen initialen (wenige Minuten) und einer ldngeren terminalen (mehrere Stun-
den) t; /o (Robson und Prescott 1979; Clements et al. 1979). Bei einer Beobachtungsdauer
von iiber 12 Stunden l4sst sich eine dritte, noch flachere Phase erkennen, so dass man
auch von einer triphasischen Pharmakokinetik sprechen kann (Clements et al. 1979). Der
Metabolit Ketodoxapram ist bereits fiinf Minuten nach Beginn der Doxapram Infusion
im Blut nachweisbar (Robson und Prescott 1979). Einen Uberblick iiber die bereits
publizierten Pharmakokinetikdaten in verschiedenen Spezies gibt Tabelle 1.3. Nach oraler
Einnahme von Doxapram betrigt die Bioverfiigbarkeit in gesunden Probanden ungefihr
60 % (Robson und Prescott 1979) und in Frithgeborenen geringfiigig mehr mit 72-74 %
(de Wildt et al. 2005; Flint et al. 2021).

Doxapram wird nur zu einem sehr geringen Anteil unverindert ausgeschieden, lediglich
maximal 4% einer verabreichten Dosis wurden im Urin nachgewiesen. Somit hat die
renale Elimination nur einen geringen Anteil an der direkten Ausscheidung von Doxapram
(Pitts et al. 1973; Robson und Prescott 1979). Weitaus bedeutender ist die Oxidation
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Tabelle 1.3.: Ubersicht iiber die bereits in der Literatur publizierten Daten zur Pharmakoki-
netik von Doxapram in verschiedenen Spezies nach intravendser Applikation als Bolusinjektion.
Cmax: maximale Plasmakonzentration; AUC: Fliche unter der Kurve; CL: Clearance; t;;:
Halbwertszeit

Spezies  Dosis Crnax AUC CL t1/2
[mg/kg] [ng/mL] [ng/mL*h] [mL/min/kg] [h]
Mensch! 1,5 2600 - 5,2 1,0 intermediar
5,9 terminal
Mensch? 1,5 3000 4533 5,9 3.4
Pferd? 1,1 1341 1728 11,1 3,2
Lamm?* 2,5 3100 5100 9,0 5,2
Hase® 5,0 1515 2094 18,1 0,5
! Clements et al. (1979) 3 Sams et al. (1992) ® Lin et al. (2011)

2 Robson und Prescott (1979) * Bairam et al. (1990)

zu Ketodoxapram und andere metabolische Prozesse (siehe Abbildung 1.1) (Bruce et
al. 1965; Robson und Prescott 1979). In Tieren konnte nachgewiesen werden, dass
die Metabolite etwa zu gleichen Teilen iiber Galle und Fézes sowie iiber den Urin
ausgeschieden werden (Bruce et al. 1965). Weiterhin liegen Anzeichen dafiir vor, dass
Doxapram einem enterohepatischen Kreislauf unterliegen konnte (Robson und Prescott
1979).

Wie anfangs erwéahnt, gibt es zur Pharmakokinetik von Ketodoxparam nur sehr wenige
Daten in der Literatur. Bairam et al. (1990) verabreichten neugeborenen Lammern
eine 7.v. Bolusinfusion von 2,5 mg/kg Ketodoxapram und beobachten eine biphasische
Pharmakokinetik. Sie kalkulierten eine terminale t; /o von 2,26 h, eine Clearance (CL) von
14,8 mL/(min kg), eine maximale Plasmakonzentration (Cpax) von 5260 ng/mL und eine
Flache unter der Kurve (AUC) von 3400ng/(mLh). Zu anderen Spezies sind keine Daten
veroffentlicht. Dartiber hinaus sind auch keine Pharmakokinetikdaten zu Doxapram oder
Ketodoxapram im Hausschwein publiziert, die fiir das bereits beschriebene VHF-Modell
von groflem Interesse wéren.

1.4.3. Stereochemie

Die Stereochemie ist ein Teilgebiet der Chemie, das sich mit der dreidimensionalen
Struktur von Molekiilen und den rdumlichen Abldufen von chemischen Reaktionen be-
schiftigt. Das Gebiet wurde vor iiber 200 Jahren durch Forschungen von Wollaston
(1808) zur tetraedrischen Anordnung von Substituenten um ein Zentralatom begriin-
det. Auf dem weiteren Weg zum heutigen Verstdndnis bilden die Arbeiten von Louis
Pasteur zu Kristallen der Weinsduren, mit denen er den Begriff der optischen Isome-
rie und die Verbindung zwischen Chiralitét und optischer Aktivitét postulierte, einen
wichtigen Meilenstein (Flack 2009). Ihm gelang die erste manuelle Racematspaltung,
indem er Kristalle der Weinsédure, die nach Auskristallisierung einer racemischen Lésung
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Abbildung 1.1.: Ubersicht iiber den Metabolismus von Doxapram im menschlichen Kérper. Der
Hauptabbauweg ist die Oxidation zum aktiven Metaboliten Ketodoxapram durch CYP3A4/5
Enzyme, der entweder direkt ausgeschieden wird oder weiter metabolisiert wird zu AHR 5904.
Ein weiterer Weg ist die Deethylierung von Doxapram zu AHR 0914. Weniger als 5% einer
verabreichten Doxapram Dosis werden unverindert ausgeschieden.

von Weinsdure entstehen, per Hand trennte. Diese Kristalle verhielten sich unter dem
Mikroskop wie Bild und Spiegelbild und drehten in Losung die Ebene von polarisierten
Licht in gegensétzlicher Richtung. Er konnte somit zeigen, dass das chirale Verhalten
der beiden enantiomeren Kristalle fiir die unterschiedliche optische Aktivitdt verant-
wortlich ist. Das Aussehen der Kristalle liegt in der unterschiedlichen Konfiguration der
Stereozentren begriindet, so besteht der eine Kristalltyp nur aus R,R-Weinsdure und
der andere aus S,S-Weinsdure, den beiden Enantiomeren der Weinsaure (vgl. Abbil-
dung 1.2).

Dass die zwei Enantiomere einer Substanz nicht nur unterschiedliche Kristalle bil-
den und polarisiertes Licht entgegengesetzt drehen, konnte bereits Cushny (1903) an
den beiden Enantiomere von Hyoscyamin beobachten, die unterschiedlich stark auf
das ZNS von Fréschen wirkten. Er konnte somit die unterschiedliche Bioaktivitat der
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Abbildung 1.2.: Struktur der zwei Enantiomere der Weinsaure.

beiden Enantiomere aufzeigen. Dass die unterschiedliche Bioaktivitat jedoch nicht auf
das Ausbleiben von gewiinschten positiven Effekten beschriankt ist, sondern auch zu
unerwiinschten negativen Effekten fiihren kann, zeigte sich im Zusammenhang mit
der Einnahme von Contergan®. Das Medikament Contergan® enthielt den Wirkstoff
Thalidomid und war von der Firma Griinenthal (Stolberg im Rheinland, Deutschland)
entwickelt worden. Thalidomid bewies sich als sehr effizient in der Behandlung von
Morgeniibelkeit und als Schlafmittel, weshalb es intensiv zur Anwendung bei Schwan-
geren beworben wurde. Da die Einnahme nach dem damaligen Stand der Wissenschaft
als unbedenklich galt, wurde das Medikament im groflen Stil angewendet (Vargesson
2015). Bereits wenige Jahre nach Markteinfithrung berichtete jedoch Florence (1960)
tiber nervenschidigende Nebenwirkungen und kurz danach zeigten McBride (1961) und
Lenz und Knapp (1962) unabhéngig voneinander auf, dass Thalidomid zu schweren
Missbildungen bei Neugeborenen fiihrt. Insgesamt kam es so weltweit zur Geburt von
tiber 10000 betroffenen Kindern und zu einer erhéhten Rate an Fehlgeburten (Vargesson
2015).

Die teratogene Wirkung beruht auf der Bindung von Thalidomid an Cereblon und
der damit einhergehenden Beeinflussung des E3 Ubiquitin-Ligase-Komplexes CRL4 (Ito
et al. 2010). Durch die Bindung von Thalidomid kommt es zu einer Anderung der
Substratspezifitit der Ligase und neben anderen Substraten zu einem Abbau von p63,
einem Transkriptionsfaktor, der notwendig ist fiir die Ausbildung und Entwicklung von
Extremitaten (Asatsuma-Okumura et al. 2019; Ito und Handa 2020). Hierdurch kommt
es zu den von Mellin und Katzenstein (1962) beschriebenen Fehlbildungen der Arme,
Beine und Hénde.

Die urspriingliche Synthese von Keller et al. (1956) und Keller und Kunz (DE Patent
1074584) lieferte Thalidomid als Racemat, somit beinhaltet das Medikament Contergan®
sowohl R- als auch S-Thalidomid (vgl. Abbildung 1.3). Spétere Forschungen zeigten, dass
die gewiinschte sedierende und antiemetische Wirkung vor allem durch das R-Thalidomid
(Hoglund et al. 1998) und die unerwiinschten teratogenen Effekte durch das S-Thalidomid
ausgelost werden (Jacques et al. 2015). Dies konnte durch Kristallstrukturanalysen
erklart werden, die zeigten, dass S-Thalidomid eine héhere Bindungsaffinitét zu Cerbelon
aufweist als R-Thalidomid (Fischer et al. 2014). Aus diesem Grund wurde lange Zeit
behauptet, dass die Gabe von reinem R-Thalidomid die Missbildungen hétte verhindern
kénnen. Da es jedoch im menschlichen Korper zu einer Racemisierung, der Umwandlung
des einen Enantiomers in das jeweils andere, kommt, hitte auch diese Strategie nichts
verbessert (Eriksson et al. 1995). Somit zeigt der Fall von Thalidomid deutlich die
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unterschiedlichen Effekte der Enantiomere auf und weshalb deren intensive Erforschung
von groBem Interesse fiir die Arzneimittelforschung ist.

0 o H 0 H
a) (5)-Thalidomid b) (R)-Thalidomid

Abbildung 1.3.: Struktur der zwei Enantiomere von Thalidomid.

Analog zu Thalidomid liefert auch die urspriingliche, von Lunsford et al. (1964) beschrie-
bene Synthese von Doxapram als Produkt ein Racemat. Auf Grund des Stereozentrums
am Kohlenstoffatom Nummer Vier im ~-Lactamring existieren zwei Enantiomere des
Doxaprams (vgl. Abbildung 1.4a und 1.4b). In Versuchen mit Ratten konnte bereits
gezeigt werden, dass R-Doxapram einen deutlich ausgepragteren Effekt auf das Atemzen-
trum hat und dort zur Atemantriebssteigerung und zur Reduktion der durch Opioide
ausgelosten Atemdepression fiithrt, wohingegen S-Doxapram keinen Effekt auf das Atem-
zentrum zeigte (Golder et al. 2012a; Golder et al. 2012b). Die in Ratten unter Gabe
von Doxapram beobachteten Nebenwirkungen (Rhythmusstérungen, Krampfe, Tod),
waren ebenfalls nach Verabreichung von S-Doxapram zu sehen (Golder et al. 2012a).
Cunningham et al. (2020) zeigte fiir R-Doxapram eine deutlich stérkere Inhibition von
TASK-1 als fiir S-Doxapram. Dies erklart die Unterschiede im TASK-1 vermittelten
Effekt am Atemzentrum. Es lasst sich also sagen, dass das R-Doxapram das Eutomer, das
Enantiomer mit der pharmakologisch gewiinschten Wirkung, und das S-Doxapram das
Distomer, das Enantiomer ohne die pharmakologisch gewiinschte Wirkung, ist. In spateren
Versuchen mit Ratten zeigte sich jedoch, dass R-Doxapram zu einem Blutdruckanstieg
von 15-20 % im Vergleich zum Ausgangswert fithrt und somit auch zu Nebenwirkungen
(Golder et al. 2013).

Wiéhrend iiber die unterschiedliche Wirkung der Enantiomere von Doxapram bereits
einige Forschungsarbeit geleistet wurde, sind zur Stereochemie von Ketodoxapram bisher
nur sehr wenige Informationen publiziert worden. Die Metabolisierung von Doxapram
zu Ketodoxapram (vgl. Abbildung 1.1) erfolgt durch Oxidation des Morpholinrings und
somit zur Entstehung der namensgebenden Ketogruppe (Robson und Prescott 1979). Da
bei dieser Reaktion das Stereozentrum im v-Lactamring nicht beteiligt ist, existieren
prinzipiell auch von Ketodoxapram zwei Enantiomere (vgl. Abbildung 1.4c und 1.4d). Ob
und in welchem Verhéltnis die beiden Enantiomere im menschlichen Kérper vorkommen,
ist jedoch bisher noch nicht untersucht worden. Dariiber hinaus muss noch erforscht
werden, ob es auch von Ketodoxapram ein Eutomer gibt oder ob beide Enantiomere in
etwa die gleichen Effekte zeigen. Bisher ist lediglich bekannt, dass R-Ketodoxapram den
Atemantrieb steigert, ohne jedoch einen Vergleich zu S-Ketodoxapram zu ziehen (US
Patent PCT/US2012/040195).

34



1.5. Zielsetzung der Arbeit
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a) S-Doxapram

c) S-Ketodoxapram d) R-Ketodoxapram

Abbildung 1.4.: Strukturformel von Doxapram (a und b) und seinem aktivem Metaboliten
Ketodoxapram (c und d).

1.5. Zielsetzung der Arbeit

In der heutigen immer &lter werdenden Bevolkerung entwickelt sich VHF zu einer grofien
Belastung fiir das Gesundheitswesen und fiir jeden einzelnen Patienten, der dadurch
in seiner Leistungsfdhigkeit eingeschrinkt wird und unter einem erhéhten Risiko von
Schlafanféllen leidet. Trotz dieser gesellschaftlichen und individuellen Beeintrachtigung
ist die momentan verfiigbar Therapie von unzureichender Wirkung und teilweise starken
Nebenwirkungen und hohen Risiken gepréigt. Eine Ursache hierfiir ist das noch ungenii-
gende Verstdndnis der zu Grunde liegenden pathophysiologischen Mechanismen und die
fehlende Identifizierung idealer Zielstrukturen fiir eine spezifische Therapie. In den letzten
Jahren jedoch konnte mit der Entdeckung des TASK-1-Ionenkanals und dessen Inhibition
durch die Substanz Doxapram eine vielversprechende Therapieoption entwickelt werden,
die sich zum jetzigen Zeitpunkt in der klinischen Testung befindet.

Ankniipfend daran und um ein tieferes Verstdndnis der zu Grunde liegenden Mecha-
nismen und Abldufe zu erhalten, bilden zwei zentrale Themen die Zielsetzung dieser
Arbeit:

1. Regulation der TASK-1-Expression durch miRNAs

2. Charakterisierung und Vergleich von Doxapram und Ketodoxapram auf einer
elektrophysiologischen und pharmakologischen Ebene

Der erste Projektteil beruht auf der unterschiedlichen Expression von TASK-1 in Patien-

ten mit SR und VHF. Um diesen Sachverhalt nédher zu verstehen, werden Herzohrproben
von Patienten, die einer Operation am offenen Herzen unterzogen werden, gesammelt.
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Aus diesen Proben werden miRNAs isoliert und Unterschiede in der Expression zwischen
Patienten im SR und VHF untersucht, wobei eine Substratifizierung nach paroxysmalen
und chronischem VHF erfolgen wird. Hierbei identifizierte Kandidaten-miRNAs werden
in folgenden Experimenten weiter untersucht. Durch Transfektion humaner induzierter
pluripotenter Stammzellen (IPS) mit miRNA-Imitatoren und -Inhibitoren wird deren
Einfluss auf die TASK-1-Expression sowohl auf mRNA-Ebene durch quantitative Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) als auch auf Proteinebene durch Western Blot (WB)
néher betrachtet. In einem weiteren Schritt werden funktionelle Messungen in Xenopus
laevis Oozyten mittels Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (TEVC) durchgefiihrt, um
den Einfluss der miRNAs auf den TASK-1-Strom zu quantifizieren und die bis dahin
gewonnenen Erkenntnisse zu bestétigen. Die Identifizierung von miRNAs, die an der
Regulation der TASK-1-Expression beteiligt sind, soll einerseits zum Verstidndnis dieser
Pathologie beitragen und anderseits Eingriffspunkte aufzeigen, um die Hochregulation
von TASK-1 zu modulieren und das damit verbundene Auftreten von VHF zu verhin-
dern.

Der zweite Projektstrang behandelt die Charakterisierung von Doxapram und seinem
Metaboliten Ketodoxapram. Nachdem die Wirkung von Doxapram im Schweinemodell
bereits gezeigt werden konnte, soll nun zum besseren Verstdndnis der Wirkungsweise
dessen Pharmakokinetik untersucht werden. Dariiber hinaus ist in der Literatur der
Metabolit von Doxapram als aktiv beschrieben worden, daher soll auch dieser néher
betrachtet werden, um zu klidren, ob Ketodoxapram eine weitere mogliche Therapieoption
in einer TASK-1 basierten VHF-Behandlung sein kénnte. Hierfiir werden die IC5qo-Werte
von Doxapram und Ketodoxapram fiir den TASK-1-Kanal in Mensch und Schwein be-
stimmt, um die beiden Substanzen miteinander zu vergleichen, aber auch um mégliche
Unterschiede in Dosierung, Wirkung usw. zwischen Mensch und Schwein abschétzen zu
kénnen. Zur Uberpriifung der Selektivitéit soll im Anschluss deren Effekte auf weitere
Ionenkanéle untersucht werden. Auch ein Vergleich der Wirkung auf humane Kardiomyo-
zyten (HCM) soll mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik durchgefithrt werden. Ebenfalls
wird der Einfluss von Doxapram und Ketodoxapram auf den pulmonal arteriellen Druck
im Schwein untersucht, um der Fragestellung nachzugehen, ob die Anwendung zu PH
fiihrt.

Zur Untersuchung der Pharmakokinetik wird Schweinen Doxapram und Ketodoxapram
verabreicht und die Konzentrationen der beiden Substanzen in Blutproben mit einer zu
entwickelnden Ultrahochleistungsfliissigkeitschromatographie (UPLC) gekoppelt an ein
Tandem-Massenspektrometer (MS/MS)-Methode bestimmt. Aus diesen Daten wird eine
Konzentrations-Zeit-Kurve erstellt und pharmakokinetische Parameter berechnet. Dar-
iiber hinaus wird die Proteinbindung und die Gehirn-Plasma-Verteilung untersucht, um
mogliche Unterschiede zwischen Doxapram und seinem Metaboliten feststellen zu kénnen.
Im Anschluss wird Ketodoxapram in ersten Pilotexperimenten im VHF-Schweinemodell
getestet. Hierbei wird untersucht, ob eine Kardioversion durchgefiihrt werden kann
und Ketodoxapram eine mdogliche Alternative zu Doxapram sein kénnte. AbschlieBend
sollen ersten pharmakokinetische Daten von Probanden der Doxapram Konversion in
Sinusrhythmus Studie (DOCTOS) gezeigt werden (EudraCT Nr. 2018-002979-17).
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2.1. Material

Alle verwendeten Laborchemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, von den Her-
stellern Sigma-Aldrich (St. Louis, IL, USA), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) oder
Merck (Darmstadt, Deutschland) in Analysequalitdt erworben. Bezugsquellen spezieller
Substanzen und Geréte sind an entsprechender Stelle angegeben.

2.2. Molekularbiologie

Die strukturelle und funktionelle Untersuchung von biologischen Makromolekiilen ist das
Kerngebiet der Molekularbiologie. Somit befasst sie sich mit der Synthese, Funktion und
Struktur von RNA sowie DNA, deren Interaktion miteinander und mit Proteinen. Einige
bedeutende Meilensteine auf diesem Gebiet waren die Entdeckung der Nukleinsédurebasen
durch den Heidelberger Albrecht Kossel (Kossel 1911), der Nachweis, dass Erbinformation
durch DNA iibertragen wird (Avery et al. 1944) und die Aufklarung der DNA-Struktur
(Watson und Crick 1953). Im Folgenden wird die Isolation von RNA aus Gewebe und
Zellen beschrieben sowie die Umwandlung in komplementire Desoxyribonukleinsdure
(cDNA) und anschlieBender Quantifizierung mit Hilfe der gPCR. Auflerdem ist die
Klonierung von Ionenkanélen, die anschlieBende Subklonierung in Expressionsvektoren,
deren Amplifikation sowie i¢n vitro Transkription in komplementéire Ribonukleinsidure
(cRNA) Inhalt dieses Abschnitts. Die Untersuchung von Proteinen wird im Abschnitt 2.3,
die Injektion von cRNA in Oozyten im Abschnitt 2.4.3.3 und die elektrophysiologische
Untersuchung dieser im Abschnitt 2.5 behandelt.

2.2.1. Isolation von Ribonukleinsiure

Zur Isolation von RNA aus Zellen und Gewebe mit anschlieBender Untersuchung mittels
gPCR wurde TRIzol Reagenz (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) verwendet. Fiir die Isolation aus Zellen wurde das Kulturmedium abgenommen,
960 pL. TRIzol in jedes Well gegeben und die Zellen mit einem Zellschaber (Techno
Plastic Products, Trasadingen, Schweiz) abgelost. Fir die Isolation von RNA aus Gewebe
wurden 40-50 mg schwere Gewebestiicke in 300 pL. TRIzol Reagenz gegeben und mit
einem TissueRuptor (Qiagen, Hilden, Deutschland) homogenisiert und weitere 700 pL
TRIzol Reagenz hinzugegeben. Zu den Zell- und Gewebeproben wurde 200 pL. Chloroform
hinzu pipettiert, 15s kraftig geschiittelt und fiir 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Durch Zentrifugation (Centrifuge 5424R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) fiir 15 min
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bei 12000 x g und 4 °C bildeten sich drei getrennte Phasen aus. Eine untere rote Phenol-
Chloroform Phase, eine mittlere Interphase und eine obere wassrige Phase, die zur
weiteren Fillung und Aufreinigung in ein neues Reaktionsgefi8 (Eppendorf) iiberfiihrt
wurde.

Danach wurde 500 L. Isopropanol zur wassrigen Phase hinzugegeben, fiir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert und ebenfalls bei 4°C fiir 10min bei 12000 x g zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen und die ausgefallene RNA war als weiles Pellet
am Boden des Gefafles sichtbar. Zur Aufreinigung wurde 1000 pL 75 % Ethanol hin-
zugegeben, das Pellet resuspendiert und anschlieBend bei 4°C und 7500 x g fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und der Vorgang zuerst mit 1 000 L
75 % Ethanol und anschlieSend mit 1000 pL 100 % Ethanol wiederholt. Das Pellet wurde
fiir 5-10 min bei Raumtemperatur getrocknet und anschliefend in 20 pL. nukleasefreies
Wasser (NFW) (Ambion, Thermo Fisher Scientific) resuspendiert. Zur Bestimmung der
Ausbeute wurde eine Konzentrationsbestimmung mittels Photometer durchgefithrt (ND-
2000, Peglab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland) und die RNA zur Langzeitlagerung
bei —80°C in ein Ultratiefkiihlgerat (HeraFreez HFU 400 TV, Thermo Fisher Scientific)
iiberfiihrt.

Die Gewinnung von miRNA aus Gewebe erfolgte mittels mirVana miRNA Isolation
Kit (Ambion, Thermo Fisher Scientific) nach Anleitung des Herstellers. Hierfiir wurde
von den tiefgefrorenen Gewebestiicken ein 40-50 mg schweres Stiick abgeschnitten, in ein
Reaktionsgefal mit 500 pL Lyse-Puffer gegeben und mit einem Homogenisator homogeni-
siert. Zur Extraktion der miRNA wurde 50 pL des Homogenisat Additives hinzugegeben,
die Fliissigkeit durchmischt und fiir 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 500 1L,
einer sauren Phenol-Chloroform-Mischung hinzugefiigt und fiir 30-60s kréftig durch-
mischt. Durch einen Zentrifugationsschritt bei 10000 X g fiir 5 min wurde die wéssrige
von der organischen Phase durch eine sich ausbildende kompakte Interphase getrennt.
Die obere wissrige Phase wurde anschlieflend in ein neues Reaktionsgefafl iiberfiihrt und
mit dem 1,25-fachen Volumen 100 % Ethanol gemischt. Die Losung wurde anschlieend
durch Zentrifugation bei 10000 X g fiir 15s in 700 1L, Schritten auf eine Filtersdule geladen
und der Durchfluss jeweils verworfen. Danach wurden 700 ul. Wasch-Losung 1 auf die
Filtersdule gegeben und durch 5-10s Zentrifugation bei 10000 x g entfernt. Mit 500 pL
Wasch-Losung 2/3 wurde anschlieBend auf gleiche Weise zweimal gewaschen. Durch einen
letzten Zentrifugationsschritt von 1 min bei 10000 x g wurde die verbleibende Fliissigkeit
aus der Sidule entfernt. Die Filtersdule wurde in ein neues Reaktionsgefafl tiberfiihrt
und die miRNA mit 100 pL 95°C warmen NFW (Thermomixer 5436, Eppendorf) durch
Zentrifugation fiir 20-30s bei 10000 x g von der Séule eluiert. AnschlieSend wurde die
Konzentration mit einem Photometer bestimmt und die miRNA in ein Ultratiefkiihlgerat
zur Langzeitlagerung bei —80 °C iiberfiihrt.

Die Isolation von miRNA aus Patientenblut erfolgte mit dem miRNeasy Serum/Plasma
Kit (Qiagen) nach Anleitung des Herstellers. Hierfiir wurde Patientenblut in EDTA-Gel
S-Monovetten® (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) abgenommen, fiir 10 min bei 2500 x g
und Raumtemperatur zentrifugiert (Megafuge 40R, Thermo Fisher Scientific). Das fliissige
Plasma wurde in ein Reaktionsgefafl iiberfithrt und fiir 10 min bei 16 000 x g und 4°C
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zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde abgenommen, in ein neues Reaktionsgefi
iiberfiihrt und in einem Ultratiefkiihlgerdt zur Langzeitlagerung bei —80 °C tiefgefroren.

Vor dem Einfrieren wurde ein 200 pL Aliquot fiir die miRNA-Isolation entnommen und
in ein Reaktionsgefifl gegeben. Es wurden 1000 pL QIAzol Lyse Reagenz hinzugefiigt,
gut durchmischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 200 pL
Chloroform hinzugegeben, fiir 15s kréftig durchmischt und anschlieBend fiir 2—3 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zentrifugation mit 12000 x g bei 4 °C fiir 15 min
trennte sich die Probe in eine obere wéssrige Phase, eine weifle Interphase und eine untere
organische Phase. Die 600 pL der wissrigen Phase wurden in ein neues Reaktionsgefafl
iiberfithrt und mit 900 pL. 100 % Ethanol gemischt. Anschlieend wurde die Losung
in 700 uL Schritten durch Zentrifugation fiir 15s bei 8000 xg und Raumtemperatur
auf eine RNeasy MinElute Siule aufgetragen und der Durchfluss verworfen. Danach
wurde die Sdule erst mit 700 pL. RWT Puffer und anschlielend mit 500 pL RPE Puffer
gewaschen, wobei nach dem Auftragen des jeweiligen Puffers fiir 15s bei 8 000 x g und
Raumtemperatur zentrifugiert und der Durchfluss jeweils verworfen wurde. Fiir einen
letzten Waschschritt wurden 500 uL 80 % Ethanol auf die Saule gegeben und fiir 2 min
bei 8000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Anschliefend wurde die Sdule in ein
neues Reaktionsgefdl gegeben und zum Trocknen bei maximaler Geschwindigkeit fiir
5min zentrifugiert. Die Sdule wurde abermals in ein neues Reaktionsgefafl iiberfiihrt
und die miRNA durch Hinzugabe von 14 uL,. NFW und Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit fiir 1 min eluiert. Nach der Isolation wurde die miRNA bis zur weiteren
Verwendung in einem Ultratiefkiihlgerdt bei —80°C gelagert.

2.2.2. Reverse Transkription

Um RNA und miRNA der Quantifizierung durch eine qPCR zugénglich zu machen,
miissen diese in cDNA umgeschrieben werden. Dieser Vorgang der reversen Transkription
wurde mit dem Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo Fisher
Scientific) fir RNA und dem TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific) fiir miRNA durchgefiihrt. Die isolierte RNA
wurde durch die gentechnisch verbesserte reverse Transkriptase vom Moloney Murines
Leukémievirus (M-MuLV) und einer Mischung aus zufélligen Primer-Hexameren und
Oligo(dT)1s Primern sowie Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP) umgewandelt. Um die
eingesetzte RNA vor Zersetzung durch RNasen bei den héheren Reaktionstemperaturen
zu beschiitzen, ist im Reaktionsansatz der RiboLock RNase-Inhibitor enthalten.

Fiir einen Reaktionsansatz von 20 pL wurden 3000ng RNA eingesetzt. Der komplette
Ansatz kann Tabelle 2.1a entnommen werden. Zur Durchfiihrung der reversen Tran-
skription wurde dieser anschliefend in einen Thermozykler (Mastercycler ep gradient,
Eppendorf) nach einem zuvor festgelegten Temperaturprotokoll (siehe Tabelle 2.1b)
inkubiert. Nach Abschluss der Transkription wurde die cDNA mit NFW 1:4 verdiinnt
und bei —20°C in einem Tiefkiihlgerdt (LGex 3410 MediLine, Liebherr, Ochsenhausen,
Deutschland) gelagert.

Die miRNA wurde analog zur RNA mit einer reversen Transkriptase, der MultiScribe
Reverse Transcriptase, in cDNA umgeschrieben. Anstelle der zufélligen Primer-Hexameren
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Tabelle 2.1.: Reaktionsansatz und Temperaturschritte im Thermozykler fiir die reverse Tran-
skription von RNA (a und b) mit dem Maxima First Strand ¢cDNA Snythesis Kit for RT-qPCR
sowie dem TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit fir miRNA (c und d).

c¢DNA: komplementéire Desoxyribonukleinsiure; dNTP: Desoxynukleosidtriphosphat; dTTP: Des-
oxythymidintriphosphat; miRNA: micro Ribonukleinsdure; NFW: nukleasefreies Wasser; RNA:
Ribonukleinsédure; RT: reverse Transkription

a) RT RNA Reaktionsansatz b) RNA Temperaturprotokoll
Substanz Menge Substanz Dauer Temperatur
Reaktionsmix 5x 4,0pnL Primeranlagerung 10 min 25°C
Maxima Enzymmix 2,0 uLL cDNA-Synthese 30 min 56°C
RNA 3,0ug Hitzeinaktivierung  5min 85°C
NFW ad 20,0 uL,

c) RT miRNA Master Mix d) miRNA Temperaturprotokoll
Substanz Menge Substanz Dauer Temperatur
dNTPs (mit dTTP) 0,075uL RT Schritt 1 30 min 16°C
MultiScribe Enzym 0,50 nL RT Schritt 2 30 min 42°C
10-fach RT Puffer 0,75 pLL Hitzeinaktivierung  5min 85°C
RNase Inhibitor 0,095 L,
NFW ad 3,5 L

wurden jedoch fiir jede zu untersuchende miRNA spezifische Primer verwendet (siehe
Tabelle 2.2). Fiir einen Reaktionsansatz von 7,5 pL wurden 3,5 pL des Master Mixes (siehe
Tabelle 2.1c) zusammen mit 2,5 pL der jeweiligen miRNA (Konzentration: 10 ng/pL) und
1,51L des spezifischen Primers in ein Reaktionsgefifl gegeben und nach dem Tempera-
turprotokoll aus Tabelle 2.1d in einem Thermozykler inkubiert. Die fertig transkribierte
cDNA wurde anschlieBend mit NFW 1:4 verdiinnt und bei —20°C gelagert.

2.2.3. Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion

An die reverse Transkription von RNA und miRNA zu ¢cDNA schlieit sich zur Quantifi-
zierung die gPCR mit Hilfe des TagMan-Systems (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific), genauer TagMan Fast Advanced Master Mix zusammen mit spezifischen
TagMan Genexpressionsassays, an. Hierfiir wurden die Substanzen anhand der Zusam-
mensetzung in Tabelle 2.3a in einer 96-Well-Platte (MicroAmp Fast 96-Well Reaction
Plate (0.1mL), Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) auf Eis zusammen gegeben,
mit einer Folie (Ampliseal, Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland) verschlossen,
die Fliissigkeit bei 4 700 x g und 4 °C fiir 30 s herunterzentrifugiert und mit dem in Tabel-
le 2.3b angegebenen Temperaturzyklen in einem StepOnePlus Real-Time-qPCR System
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) gefahren. Die Quantifizierung erfolgte
anhand technischer Tripletten wobei fiir die Auswertung lediglich der Mittelwert aus
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Tabelle 2.2.: Auflistungen der verwendeten TagMan Genexpressionsassays fiir die reverse
Transkription und Quantifizierung von miRNA (a) sowie die Quantifizierung von RNA (b) mittels
qPCR.

hsa: homo sapiens; miR: miRNA; miRNA: micro Ribonukleinsdure; gPCR: quantitative Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion; RNA: Ribonukleinsdure

a) Verwendete miRNA TagMan Genexpressionsassays

Ziel-miRNA  TagMan Assay Ziel-miRNA  TagMan Assay
hsa-miR-1 002222 hsa-miR-125b 000449
hsa-miR-9 000583 hsa-miR-132 000457
hsa-miR-16 000391 hsa-miR-133a 002246
hsa-miR-21 000397 hsa-miR-193a, 002250
hsa-miR-23a 000399 hsa-miR-202 002363
hsa-miR-23b 002126 hsa-miR-215 000518
hsa-miR-25 000403 hsa-miR-338 002252
hsa-miR-26a 000405 hsa-miR-449a 001030
hsa-miR-26b 000407 hsa-miR-485 001277
hsa-miR-28 000411 hsa-miR-708 002341
hsa-miR-29b 000413 hsa-miR-874 002268
hsa-miR-30a, 000417 RNU6B 001093
hsa-miR-31 002279 U6 snRNA 001973
hsa-miR-34a 000426 U47 001223
hsa-miR-124a, 001182

b) Verwendete RNA TagMan Genexpressionsassays

Ziel-RNA TagMan Assay

ACTB Hs99999903__m1
IPOS Hs00183533_m1l
GAPDH  Hs99999905_ml
KCNK3  Hs00605529_ ml

den drei Einzelwerte verwendet wurde. Zusétzlich zu den gewiinschten Proben wurden
negativ Kontrollen, in denen die cDNA durch Wasser ersetzt wurde, vermessen, um
mogliche Kontaminationen aufzuzeigen. Zur Normierung der RNA-Expressionsdaten
wurden Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), Importin 8 (IPO8) und
Beta-Aktin (ACTB) verwendet, fiir die Normierung von miRNA-Expressionsdaten wur-
den das geometrische Mittel aus hsa-miR-16, U6 snRNA und RNU6B verwendet. Die
verwendeten TagMan Genexpressionsassay sind in Tabelle 2.2a und 2.2b aufgefiihrt.

Das Prinzip der TagMan Genexpressionsassays beruht auf spezifischen TagMan Son-
den, die am 5-Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff (6-Carboxyfluorescein (FAM) oder
2’-Chloro-7’-phenyl-1,4-dichloro-6-carboxyfluorescein (VIC)) und am 3’-Ende mit einem
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Tabelle 2.3.: Reaktionsansatz (a) und Temperaturzyklen (b) fir die gPCR unter Verwendung
des TagMan-Systems zur Quantifizierung von RNA und miRNA. Die Aktivierung der Polymerase
erfolgte einmal zu Beginn der Quantifizierung und die Schritte der Denaturierung und Anlage-
rung/Elongation bilden einen Zyklus, der zur Quantifizierung 40-mal wiederholt wurde.

cDNA: komplementére Desoxyribonukleinsdure; miRNA: micro Ribonukleinsgure; NFW: nuklea-
sefreies Wasser; qPCR: quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion; RNA: Ribonukleinsdure

a) Reaktionsansatz qPCR b) Temperaturzyklen qPCR
Substanz Menge Substanz Dauer Temperatur
Master Mix 5,0 puL Polymeraseaktivierung 20s 95°C
Gen Assay  0,5nuL Denaturierung 1s 95°C
cDNA 2,0 L Anlagerung/Elongation 20s 60°C
NFW 2,51l

nicht fluoreszierenden Quencher (NFQ) markiert sind. Durch die rdumliche Nahe des
NFQ zum Farbstoff wird dessen Fluoreszenzsignal durch Forster-Resonanzenergietransfer
(FRET) unterdriickt. Die qPCR beginnt mit einer Temperaturerh6hung um die dop-
pelstrangige DNA zu denaturieren und somit Einzelstrdnge zu erzeugen. Anschliefend
wird die Temperatur gesenkt und die TagMan Sonde sowie die ebenfalls vorhandenen
spezifischen unmarkierten Primer binden an die DNA Einzelstriange. Nun synthetisiert die
Taq-DNA-Polymerase ausgehend von den Primern einen komplementiren Tochterstrang
bis sie auf die TagMan Sonde trifft. Durch die 5’-Nukleaseaktivitit der DNA-Polymerase
kommt es nun zur Hydrolyse der Sonde und somit der Trennung von Farbstoff und NFQ.
Durch diesen rdumlichen Abstand wird das Fluoreszenzsignal nicht weiter unterdriickt.
Auf diese Weise wird nach jedem Zyklus mehr Fluoreszenzsignal freigesetzt, wobei das
Signal proportional zur Ausgangsmenge an Genprodukt ist.

Um nun verschiedene Proben miteinander vergleichen zu kénnen, wird die ACT-
Methode angewendet. Der Schwellenwert-Zyklus (CT)-Wert driickt aus, wie viele Zyklen
benotigt werden bevor das entstehende Fluoreszenzsignal einen zuvor festgelegten Schwel-
lenwert iibersteigt. Da eine absolute Quantifizierung nicht moglich ist, wird relativ
quantifiziert, indem Bezug genommen wird auf ein anderes, nicht reguliertes Gen, das in
allen Proben in etwa gleicher Menge vorhanden sein sollte. Dieser Bezug lasst sich durch
die Differenz der CT-Werte ausdriicken:

ACT = CTZielgen - CTReferenzgen (2‘1)

Nimmt man dariiber hinaus an, dass die TagMan Genexpressionassays auf eine Effizienz
von 100 % hin optimiert wurden und es daher bei jedem Zyklus zu einer Verdopplung
der DNA-Kopienanzahl kommt, lasst sich der ACT-Wert in ein tatséichliches Verhéltnis
umrechnen:

Verhéltnis = 27A¢T (2.2)
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2.2.4. Transformation

Zur Amplifikation von Plasmid DNA wurde diese in DH5a Escherichia coli (Ther-
mo Fisher Scientific) transformiert. Dieser E. coli Stamm wurde durch drei geziel-
te Mutationen genetisch verdndert um die Transformationseffizienz zu maximieren.
Die verwendeten Plasmide wurden freundlicherweise von den in Tabelle 2.4 genann-
ten Personen zur Verfiigung gestellt. Zur Transformation wurden 1L Plasmid DNA
und 30pL der DH5a Zellen fiir 5min auf Eis inkubiert und anschliefenden einem
Hitzeschock von genau 45s bei 42°C ausgesetzt. Die Bakteriensuspension wurde mit
200 pL. Lysogenese Brithe (LB)-Medium (5g/L Hefeextrakt (Gibco, Thermo Fisher
Scientific), 10g/L Trypton (Gibco, Thermo Fisher Scientific) und 10g/L NaCl; pH
7 (NaOH)) fiir 1h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien auf ei-
ner LB-Agar-Platte (LB-Medium ergénzt mit 15g/L Agar und 100 pg/mL Ampicillin
(Labochem international, Heidelberg, Deutschland)) ausplattiert und bei 37°C iiber
Nacht in einem Heizschrank (HeraTherm ICM 18, Thermo Fisher Scientific) inku-
biert.

Tabelle 2.4.: Auflistung aller verwendeten Plasmide mit deren jeweiliger Herkunft, verwendetem
Vektor und vorhandenen Promotor.

Kanal Herkunft Vektor  Promotor
hKspl.1 K274Q  Goldstein (Chicago, IL, USA) pRAT T7/CMV
hKsp2.1 IF2 WT Thomas (Heidelberg, Deutschland) pMaxt T7/CMV
hKyp3.1 WT Goldstein (Chicago, IL, USA) pRAT  T7/CMV

hKyp4.1 WT Thomas,Gierten (Heidelberg, Deutschland) pRAT  T7/CMV
hKsp5.1 WT Thomas,Gierten (Heidelberg, Deutschland) pRAT  T7/CMV
hKyp6.1 WT Thomas,Gierten (Heidelberg, Deutschland) pRAT T7/CMV
hK5p9.1 WT Goldstein (Chicago, IL, USA) pMaxt T7/CMV
hKyp10.1 WT Thomas,Gierten (Heidelberg, Deutschland) pRAT T7/CMV
hK5p13.1 WT Thomas,Gierten (Heidelberg, Deutschland) pRAT T7/CMV
hKsp16.1 WT Thomas,Gierten (Heidelberg, Deutschland) pRAT  T7/CMV
hKop17.1 WT Thomas,Gierten (Heidelberg, Deutschland) pRAT T7/CMV
hKop18.1 WT Thomas,Gierten (Heidelberg, Deutschland) pRAT  T7/CMV

pK2p3.1 WT Wiedmann (Heidelberg, Deutschland) pMaxt T7/CMV
hK,1.4 Decher (Marburg, Deutschland) pXOOM T7
hK,1.5 Wible (Cleveland, OH, USA) pcDNA3 T7
hK,2.1 Decher (Marburg, Deutschland) pSGEM T7
hK,4.3 Goldstein (Chicago, IL, USA) pMaxt T7/CMV
hK;:3.1 Decher (Marburg, Deutschland) pSGEM T7
hK;, 3.4 Decher (Marburg, Deutschland) pSGEM T7
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2.2.5. Gewinnung von Plasmid Desoxyribonukleinsdure

Am nichsten Tag wurde von der LB-Agar-Platte eine gewachsene Bakterienkultur gepickt,
in 5 mL vorgewdrmtes LB-Medium gegeben und bis zum néchsten Tag bei 37 °C unter
stindigem Schiitteln inkubiert (Certomat® H; B Braun Melsungen, Melsungen, Deutsch-
land und Innova 2000 Platform Shaker; New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA).
Konnte nach der Inkubation eine Triibung des Mediums durch Bakterienwachstum festge-
stellt werden, wurde fiir 15 min bei 4 000 x g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Zur anschlieBenden Plasmidpraparation wurde das MiniPrep Kit verwendet (Qiagen).
Hierfiir wurde das Pellet in 250 pL. P1-Puffer resuspendiert, 250 uL. P2-Puffer hinzugefiigt
und durch 4-6 maliges Invertieren gemischt. Durch Zugabe von 350 nL. N3-Puffer wurde
die Lyse der Zelle gestoppt und anschliefend fiir 10 min bei 17900 X g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde auf eine Filtersiule gegeben und fiir 60s bei 17900 x g zentrifugiert.
Das Filtrat wurde verworfen, 500 pL PB-Puffer auf die Sdule gegeben und wieder fiir 60s
bei 17900 x g zentrifugiert. Der Vorgang wurde mit 750 pnL. PE-Puffer wiederholt, gefolgt
von einem zusatzlichen Zentrifugationsschritt zum Trocknen der S&ule. Zur Elution der
Plasmid DNA wurde die Filtersdue in ein neues Reaktionsgefaf {iberfiihrt und 20 pL
NFW auf die Sdule gegeben. Nach 1 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde fiir
1 min bei 17900 X g zentrifugiert. Die gewonnene Plasmid DNA wurde im Tiefkiihlgerat
bei —20°C gelagert.

2.2.6. Linearisierung von Plasmiden

Zur Weiterverarbeitung der Plasmide zu cRNA wurden diese zunichst mit Hilfe von
Restriktionsendonukleasen (New England BioLabs, Frankfurt am Main, Deutschland)
linearisiert. Die Plasmid DNA wurde hierfiir zusammen mit Cut Smart Puffer (New
England BioLabs), NFW und der entsprechenden Endonuklease bei 37 °C fiir 2 h inkubiert.
Der Reaktionsansatz kann Tabelle 2.5a und die verwendeten Enzyme kénnen Tabelle
2.5¢c entnommen werden.

Nach Ende der Inkubation wurde die linearisierte DNA mit Hilfe eines abgewandelten
MiniPrep Kits (Qiagen) aufgereinigt. Zu den 20 pL Probe wurden 100 pL. PB-Puffer
hinzugegeben und das gesamte Volumen auf eine Filtersiule aufgetragen und anschliefend
fiir 1 min bei 13000 x g zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Nach Zugabe von 750 pL
PE-Puffer wurde fiir 1 min bei 13000 x g zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und
erneut zentrifugiert, um die Sadule zu trocknen. Zur Eluierung der DNA wurden 20 pL
NFW auf die Sdule gegeben, 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend
fiir 1 min bei 13000 x g zentrifugiert. Die aufgereinigte, linearisierte DNA wurde im
Tiefkiihlgerat bei —20 °C gelagert.

2.2.7. In vitro Transkription mittels mMESSAGE mMACHINE T7
Transcription Kit

Die linearisierte DNA wurde anschlieend in vitro transkribiert, um sie fiir die Injektion in
Xenopus leavis Oozyten (sieche Abschnitt 2.4.3.3) zugénglich zu machen. Hierfiir wurde das
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Tabelle 2.5.: Reaktionsansatz zur Linearisierung von Plasmiden und verwendete Restriktionsen-
donukleasen sowie der Reaktionsansatz zur anschlieBenden in vitro Transkription.

DNA: Desoxyribonukleinsdure; NTP: Nukleosidtriphosphat; NFW: nukleasefreies Wasser; WT:
Wildtyp

a) Reaktionsansatz Linearisierung b) Reaktionsansatz in vitro Transkription
Substanz Volumen Substanz Volumen
Plasmid DNA 8puL Linearisierte DNA 8L
NFW 8uL Nukleotide (NTP) 8uL
Cut Smart Puffer 2pL Reaktionspuffer 10 x 2L
Endonuklease 2pL Polymerase T7 2L

c) Verwendete Restriktionsendonukleasen

NotI-HF Pacl Pmel Nhel Xhol

hKopl.1 K274Q hKop2.1 IF2 WT hKopl8.1 WT hK,2.1 WT hK,1.5 WT
hKopd.l WT  pKop3.1 WT hK,14 WT  hK;3.1 WT

hKop5.1 WT  hKop9.1 WT hK,4.3 WT  hK;3.4 WT

hKop6.1 WT

hKop10.1 WT

hKopl13.1 WT

hKopl16.1 WT

hKop18.1 WT

mMESSAGE mMACHINE T7 Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) verwendet.
Der Reaktionsansatz aus linearisierter DNA, Nukleotiden, 10-fach Reaktionspuffer und
Polymerase T7 wurde anhand Tabelle 2.5b zusammengefiigt und bei 37°C fiir 2h
inkubiert. AnschlieBend wurde die transkribierte cRNA durch Hinzugabe von 30 pL NFW
und 25 nL Lithiumchlorid tiber Nacht bei —80 °C ausgefillt. Nach dem Ausfillen wurde
die cRNA aufgereinigt, indem der aufgetaute Reaktionsansatz bei 4 °C und 13 000 x g fiir
15 min zentrifugiert wurde und der Uberstand abgenommen wurde. Auf das Pellet wurde
1000 pL 70 % Ethanol gegeben und nach erneutem Zentrifugieren bei 4 °C und 13000 x g
fiir 15 min wieder abgenommen. AnschlieBend wurde das Pellet in 20 pL NF'W gelost und
nach einer 30 min Inkubation auf Eis wurde die Konzentration mit einem Photometer
bestimmt. Die aufgereinigte cRNA wurde bei —20°C gelagert.

2.3. Proteinbiochemie

In der Proteinbiochemie sind die experimentellen Methoden zur Untersuchung von Pro-
teinen zusammengefasst. Je nach Fragestellung gibt es eine Vielzahl von Methoden,
die angewandt werden kénnen. In dieser Arbeit wird hauptséchlich die im Folgenden
néher beschriebene, semiquantitative Proteinbestimmung mittels Western Blot mit im-
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munbiochemischen Proteinnachweis verwendet. Des Weiteren wird in Abschnitt 2.5 die
funktionelle Untersuchung von Proteinen mittels elektrophysiologischer Experimente
naher behandelt.

2.3.1. Isolation von Proteinen

Der erste Schritt zu Untersuchung von Proteinen ist deren Isolierung aus Zellen und Gewe-
beproben mittels Radioimmunprézipitationsassay (RIPA)-Lysepuffer (Zusammensetzung
sieche Tabelle 2.6). Fiir die Isolierung aus Zellen wurde zuerst das Zellkulturmedium
abgenommen und 300 nL gekiihlter RIPA-Puffer auf die Zellen gegeben. Mit einem Zell-
schaber wurden diese anschliefend abgelost und die Zellsuspension in ein Reaktionsgefafl
iiberfiihrt. Die Suspension wurde fiir 30 min auf Eis inkubiert und danach bei 14000 x g
und 4°C fiir 30min zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefa iiberfithrt und bei —20°C im Gefrierschrank gelagert.

Tabelle 2.6.: Ansatz von 100 mL RIPA-Lysepuffer. Unmittelbar vor Verwendung werden in
10 mL des Puffers eine Tablette cOmplete mini Proteasehemmer-Cocktail (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) gelst und der fertig angesetzte Puffer auf Eis gelagert.

EDTA: Ethylendiamintetraessigsdure; SDS: Natriumdodecylsulfat; Tris: Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan

Substanz Menge
EDTA 1,0 mm
Natriumchlorid 150 mM
Natriumdeoxycholat 0,25 %
Natriumfluorid 1,0mM
Natriumorthovanadat 1,0 mMm
NP-40 0,5%
Tris-HC1 50,0 mM
SDS 0,1%

Demineralisiertes Wasser 100 mL

2.3.2. Quantifizierung von Proteinen mittels Pierce BCA Protein Assay
Kit

Zur Durchfithrung von Western Blot Analysen ist es erforderlich, die Gesamtkonzentration
der zuvor isolierten Proteinproben zu bestimmen und diese aneinander anzugleichen.
Hierfiir wurde die von Smith et al. (1985) entwickelte Messmethode verwendet, die auf
der farbigen Komplexbindung von Bicinchoninséure (BCA) mit Cu™-Ionen basiert und
besonders unempfindlich gegeniiber den Einfliissen von nicht-ionischen Detergenzien und
haufigen Puffersalzen ist. Bei dieser Methode werden Cu?*-Ionen im alkalischen Milieu
durch Reaktion mit Peptidbindungen zu Cu™ reduziert, die anschlieBend mit BCA einen
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blau-violetten Farbkomplex bilden. Dieser Komplex kann durch photometrische Messung
der Absorption bei einer Wellenldnge von 562 nm quantifiziert werden.

Die praktische Durchfithrung erfolgte unter Verwendung des Pierce BCA Protein Assay
Kits (Thermo Fisher Scientific). Hierfiir wurde eine Standardreihe von 25-2 000 pg/mL
Rinderserumalbumin (BSA) und die Arbeitslésung, bestehend aus 50 Teilen BCA Reagenz
A und 1Teil BCA Reagenz B, hergestellt. Von der Arbeitslésung wurden 200 pL pro
Well in einer 96-Well Platte (Nunc, Thermo Fisher Scientific) vorgelegt und 25 pL der
zuvor 1:5 verdiinnten Proteinproben hinzugefiigt. Nach Inkubation bei 37 °C fiir 30 min
und Abkiihlung auf Raumtemperatur, erfolgte im Photometer (Multiskan Spectrum,
Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, USA) die Messung der Absorption bei
einer Wellenldnge von 562 nm und anschlieBende Quantifizierung der Proben anhand der
Standardreihe. AnschlieSend wurden die Konzentrationen der einzelnen Proben durch
Verdiinnung mit Wasser an die niedrigste Konzentration angeglichen.

2.3.3. Western Blot Analyse

Um die Anwesenheit eines bestimmten Proteins nachzuweisen oder dessen Konzentration
semiquantitativ zu bestimmen, hat sich der 1979 zeitgleich von mehreren Laboren entwi-
ckelte Western Blot als Methode der Wahl herausgestellt. Besonders die Variante von
Towbin et al. (1979), bei der die Proteine mittels Elektrophorese auf eine Nitrocellulose-
membran iibertragen und anschlieend durch spezifische Antikérper detektiert werden,
ist auch heute noch die am meisten verwendete Methode.

2.3.3.1. Auftrennung der Proteine mittels Elektrophorese

Vor dem spezifischen Nachweis von Proteinen miissen diese durch Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt werden. Hierbei wird die native
Ladung der Proteine durch das anionische Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) abge-
schirmt und eine Auftrennung im elektrischen Feld nach Molekulargewicht erméglicht. Die
Trennung erfolgte in einem diskontinuierlichen Polyacrylamidgel, bestehend aus einem
Sammelgel (siehe Tabelle 2.7a), zur Biindelung der Probe um einen gleichmé8igeren Lauf
zu gewéhrleisten, und einem Trenngel (siehe Tabelle 2.7b), dem eigentlichen Ort der
Auftrennung.

Zur Vorbereitung der Proteinproben fiir die Auftrennung wurden zwei Teile Probe mit
einem Teil Laemmli-Probenpuffer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), der zuvor
mit 5% B-Mercaptoethanol versetzt wurde, gemischt und bei 95°C fiir 5 min erhitzt.
Dabei dient das S-Mercaptoethanol als Reduktionsmittel zum Abbau der Disulfidbriicken
und somit der Auflésung von Tertidr- sowie Quartarstruktur, das SDS zur Maskierung
der native Ladung und Glycerin und Bromphenolblau erleichtern das Beladen der Gele.
Anschlielend wurden die entsprechend vorbereiteten Proteinproben zusammen mit einem
farbigen (PageRuler, Thermo Fisher Scientific) und einem biotinylierten (Biotinylated
Protein Ladder, Cell Signaling Technologies, Danvers, MA, USA) Proteingrofenmarker
aufgetragen. Mit dem farbigen Marker kann der Fortschritt des Gellaufes iiberwacht
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werden, wiahrend der biotinylierte Marker zur spateren Ermittlung der Proteingré8en
nach Entwicklung des Gels dient.

Zum Auftragen der Proben und dem anschlieBenden Lauf des Gels wurde dieses zuvor
in eine Gelelektrophoresekammer (Mini-PROTEAN, Bio-Rad Laboratories) gefiillt mit
Laufpuffer (siehe Tabelle 2.7c) gestellt. Zum Starten der Elektrophorese wurde die Kam-
mer mit einer Spannungsquelle (Power Pac Basic Power Supply, Bio-Rad Laboratories)
verbunden. Der Lauf wurde mit 80 V fiir 20-30 min gestartet und, nachdem das Sammelgel
durchgelaufen war, fiir 120 min auf 120 V erhoht, bis die Proteinbanden die gewiinschte
Strecke zuriick gelegt hatten.

Tabelle 2.7.: Zusammensetzung der Losungen und Gele, die fiir den Western Blot verwendet
werden. Die Substanzen Acrylamid (Ratiophorese® 30 (37,5:1)) und TEMED sind von Carl
Roth (Karlsruhe, Deutschland), APS von Sigma-Aldrich (St. Louis, IL, USA) und 0,5M Tris-
HCI (pH 6,8) (Stacking Gel Buffer) und 1,5M Tris-HCI (pH 8,8) (Resolving Gel Buffer) sind
von Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA) bezogen worden. Als Wasser wurde Aqua ad
ingectabilia (B Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland) fiir die Western Blot Gele verwendet
und demineralisiertes Wasser (hausinterne Produktion) fiir die Western Blot Losungen.

APS: Ammoniumperoxidsulfat; TEMED: Tetraethylmethylendiamin; Tris: Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan; SDS: Natriumdodecylsulfat

a) Sammelgel (6 %) b) Trenngel (10 %)
Substanz Volumen Substanz Volumen
Acrylamid 400 pL Acrylamid 1,65 mL
0,5M Tris-HCI (pH 6,8) 500 pL 1,5M Tris-HCI (pH 8,8)  1,25mL
HQO 1,]. mL HQO 2,05 mL
APS 10% 20 uLL APS 10% 50 uLL
TEMED 4L TEMED 5uL
c) Laufpuffer d) Wet-Blot-Puffer
Substanz Konzentration Substanz Konzentration
Tris 25 mM Tris 25 mM
Glycin 192 mm Glycin 192 mm
SDS 0,1% Methanol 20%
Wasser ad 1000 mL Wasser ad 1000 mL

2.3.3.2. Ubertragung der Proteine auf die Nitrocellulosemembran

Nachdem die gewiinschte Laufstrecke zuriickgelegt und der Lauf gestoppt worden war,
wurde das Gel in Wet-Blot-Puffer (sieche Tabelle 2.7d) gewaschen und zusammen mit einer
Nitrocellulosemembran (Protran BA85 Nitrocellulosemembrane, Whatman Biosystems,
Maidstones, England) in ein Sandwich aus Filterpapier (Whatman Biosystems) und
Schwimmen gepackt. Das Sandwich wurde zum Ubertragen der Proteine aus dem
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Polyacrylamidgel auf die Nitrocellulosemembran in eine mit Wet-Blot-Puffer gefiillte
Blotkammer (Mini-PROTEAN Tetra Mini Trans-Blot Module, Bio-Rad Laboratories)
gestellt. Anschliefend wurden die Proteine bei einer Stromstérke von 200 mA innerhalb
von 2h auf die Membran iibertragen.

2.3.3.3. Immunbiochemischer Nachweis der Proteine

Zum Nachweis der Proteine auf der Nitrocellulosemembran miissen diese durch Inkubation
mit spezifischen Antikérpern sichtbar gemacht werden. Hierfiir wurde, nachdem die Pro-
teine auf die Membran iibertragen worden waren, diese fiir 5 min in phosphatgepufferte
Salzlésung mit Tween (PBS-T) (137mM NaCl, 2,68 mMm KCl, 7,81 mM NagHPO4 und
1,47mM KHyPOy ergdnzt mit 1 mL Tween 20) gewaschen und anschlieend in Block-
puffer, PBS-T mit 3% BSA und 5% Milchpulver, fiir 2h inkubiert. Die Inkubation
mit Blockpuffer diente zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen. AnschlieBend
wurde noch einmal fiir 5min mit PBS-T gewaschen, bevor iiber Nacht bei 4°C mit
einem Primérantikoérper gegen TASK-1 (APC-024, 1:200 in Blockpuffer; Alamone Labs,
Jerusalem, Isreal) inkubiert wurde. Am nichsten Morgen folgte, nach dreimaligem
Waschen von 5min in PBS-T, fiir 1,5-2h die Inkubation mit einem Sekund&arantikor-
per (ab6721, 1:3000 in Blockpuffer; Abcam, Cambridge, UK). Der Antikérper war
mit Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert und gegen das Fc-Fragmentes des Pri-
mérantikorpers gerichtet. Nach erneutem Waschen in PBS-T von dreimal 10 min wurde
die Membran belichtet. Zum sichtbar machen der Proteinbanden wurde ein verbesser-
ter Chemilumineszenz (ECL)-Assay (WesternBright ECL HRP substrate; Advansta,
San Jose, CA, USA) verwendet. Das zugrundeliegende Prinzip ist die Katalyse der
Luminol-Reaktion durch die an den Sekundéarantikérper gebundene HRP und der da-
mit einhergehenden Chemolumineszenz. Hierfiir wird die Membran mit WesternBright
ECL HRP substrate fiir 2min inkubiert und danach in einem digitalen Western-Blot-
Entwickler (Azure 400; Azure Biosystems, Dublin, CA, USA) belichtet und fotogra-
fiert.

Der gesamte Vorgang wurde nach erneutem Waschen fiir 5min in PBS-T mit einem
Primérantikérper gegen GAPDH (G8140-01, 1:10000 in Blockpuffer; US Biological,
Swampscott, MA, USA) als Ladekontrolle wiederholt. Als Sekundérantikérper wurde
sc-2005 in Blockpuffer (1:3000; Santa Cruz Botechnology, Dallas, TX, USA) verwendet.
Zur Quantifizierung der Proteinmenge wurde ImageJ 1.5f (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) verwendet.

2.4. Zellkultur

Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts entwickelte Ross Granville Harrison die ersten
Zellkulturtechniken indem er embryonales Froschgewebe isolierte und auflerhalb des
Korpers in Lymphe wachsen lie§ (Harrison 1910). Seitdem wurden diese Techniken ste-
tig weiterentwickelt, so dass heute eine Vielzahl von Zellen in Kultur gehalten werden
kénnen und fiir ¢n vitro Experimente zur Verfiigung stehen. In den nachfolgenden Ab-
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schnitten werden die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sowie die dazugehdrigen
Zellkulturtechniken niher beschrieben.

Alle durchgefiihrten Arbeitsschritte wurden unter einer Sicherheitswerkbank der Klasse
IT (Safe 2020, Thermo Fisher Scientific) mit laminaren Luftstrom durchgefiihrt. Die
Inkubation der Zellen erfolgte in einem HeraCell 150i COy Inkubator (Thermo Fisher
Scientific) mit einer Luftfeuchtigkeit von 95 %, 5% COz und einer Temperatur von 37 °C.
Soweit nichts anderes vermerkt, wurden ausschlieBlich sterile Losungen verwendet, die
vor Gebrauch im Wasserbad auf 37°C erwérmt worden waren.

2.4.1. Induzierte pluripotente Stammzellen

Im Jahr 2006 gelang es Shinya Yamanaka erstmals, aus murinen Fibroblasten IPS-Zellen
zu erzeugen (Takahashi und Yamanaka 2006). Nur ein Jahr spater wurden unabhéngig
voneinander durch mehrere Arbeitsgruppen humane somatische Zellen zu IPS-Zellen
reprogrammiert. Hierbei fiihren durch Retroviren eingebrachte Pluripotenzgene dazu,
dass die Zellen spezifische Transkriptionsfaktoren exprimieren und somit in einen pluri-
potenten Zustand iibergehen. AnschlieBend lassen sich die IPS-Zellen in andere Zelltypen
differenzieren und fiir die Forschung verwenden.

2.4.1.1. Kultivierung der Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten IPS-Zellen wurden iiber eine zentrale Einrichtung des
Universitétsklinikums Heidelberg von Dr. Timon Seeger bezogen. Urspriinglich wurden die
Zellen aus Material von gesunden Spendern der Biobank des kardiovaskulidren Instituts
in Stanford durch episomale Reprogrammierung unter Verwendung von Sendaiviren
gewonnen. Anschliefend wurden die Zellen anhand etablierter Protokolle (Lian et al.
2013; Burridge et al. 2014) zu einem Kardiomyozyten-dhnlichen Phinotyp differenziert.
Die ausdifferenzierten Zellen wurden in RPMI 1640 Medium (Gibco, Thermo Fisher
Scietific) mit zugesetztem B27 (Gibco, Thermo Fisher Scientific) kultiviert. Die Zellen
wurden an Tag 25 bis 35 fiir Experimente verwendet.

2.4.1.2. Transfektion von IPS-Zellen

Fiir die Transfektion wurden die Zellen mit einer Dichte von 250 000 Zellen pro Well fiir die
24-Well Platten und 125000 Zellen pro Well fiir die 48-Well Platten ausgesit und mit den
verschiedenen miRNA-Imitatoren und -Inhibitoren durch Zugabe von Lipofectamine 3000
(Thermo Fisher Scientific) in Opti-MEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific) ohne Zusatz
von P3000 transfiziert. Der genaue Ansatz zur Transfektion kann Tabelle 2.8a entnommen
werden und die verwendenden Imitatoren, Inhibitoren und Kontrollen (Qiagen) sind in
Tabelle 2.8b aufgelistet. Der Ansatz wurde fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert
und anschliefend tropfchenweise auf die Zellen gegeben. Zwei Tage nach der Transfektion
wurden die Zellen geerntet, um anschlieend Proteine und RNA zu isolieren.
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Tabelle 2.8.: Ansatz zur Transfektion der humanen IPS-Zellen mit den entsprechenden miRNA-
Inhibitoren und -Imitatoren und Lipofectamine 3000 als Transfektionsreagenz (a). Auflistung
der verwendeten Imitatoren, Inhibitoren und entsprechenden Kontrollen zur Untersuchung des
Einflusses bestimmter miRNAs auf die Expression von TASK-1 in humanen IPS-Zellen (b).
IPS: induzierte pluripotente Stammzellen; miRNA: micro Ribonukleinséure

a) Transfektionsansatz

Inhibitor Imitator
Substanz
24-Well 48-Well 24-Well 48-Well
Opti-MEM 50,0 20,0 50,0 20,0 nL
Lipofectamine 3000 2,5 1,0 0,25 0,10 nL
miRNA Inhibitor 25,0 10,0 - - pmol
miRNA Imitator - - 2,5 1,0 pmol
b) Verwendete Imitatoren und Inhibitoren
Zielstrukt Inhibitor Imitator
IOSMUET MiRCURY LNA miRNA Inhibitor miRCURY LNA miRNA Mimic
miRNA-9 Hsa-miR-9-5p Hsa-miR-9-5p
miRNA-23a Hsa-miR-23a-3p Hsa-miR-23a-3p
miRNA-28 Hsa-miR-28-5p Hsa-miR-28-5p
miRNA-34a Hsa-miR-34a-5p Hsa-miR-34a-5p
miRNA-124 Hsa-miR-124-3p Hsa-miR-124-3p
Kontrolle Negative Control A Negative Control 4

2.4.2. Kardiomyozyten

Mit den zu Kardiomyozyten differenzierten IPS-Zellen stehen bereits gute experimentelle
Modelle fiir die kardiale Forschung zur Verfiigung. Jedoch werden die IPS-Zellen bisher
nur zu Kardiomyozyten-dhnlichen Zellen differenziert, die einen Mischphénotyp aus
atrialen und ventrikuldren Zellen besitzen. Um ein Zellmodel zu generieren, das die in
vivo Verhéaltnisse besser darstellen kann, wurden fiir diese Arbeit HCM aus auriculae
aurii (deutsch: Herzohren) von freiwilligen Spendern isoliert.

2.4.2.1. Patientenkollektiv

Fiir die Untersuchung der Regulation von TASK-1 durch miRNAs wurden rechte Herz-
ohrproben von 61 Patienten, die sich wegen einer aortokoronaren Bypass-Operation
oder eines benétigten Aortenklappenersatzes einer Operation am offenen Herzen in der
Abteilung fiir Herzchirurgie des Universitédtsklinikums Heidelberg unterzogen, gesammelt.
Die Patienten wurden anhand ihres Rhythmusstatus in eine SR (n = 23), paroxysmale
VHF (n = 21) und chronische VHF (n = 17) Gruppe stratifiziert. Die TASK-1-Expression
wird durch die linksventrikuldre Pumpfunktion beeinflusst, daher wurde das Patienten-
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kollektiv im Bezug auf die linksventrikuldre Ejektionsfraktion (LVEF) balanciert. Des
Weiteren wurden grundlegende Merkmale der Studienpopulation, deren Medikation sowie
Labordiagnostik am Tag der Aufnahme erfasst (sieche Tabelle 2.9). Fiir die Analyse der
zirkulierenden miRNA-34a wurden zwei weitere SR-Patienten in die Studie aufgenommen.
Das Studienprotokoll fiir die Gewinnung und Verarbeitung der Herzohrproben wurde
durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultdt der Universitdt Heidelberg (An-
tragsnummer: S-017/2013) genehmigt. Von allen eingeschlossenen Probanden wurde eine
schriftliche Zustimmung eingeholt, nachdem diese spétestens am Tag vor der Operation
durch medizinisches Fachpersonal iiber die Studie aufgeklért worden waren.

Um den Einfluss von Doxapram und Ketodoxapram auf den Kaliumstrom in atrialen
HCMs und die unterschiedliche Expression von TASK-1 in Zellen von Patienten im SR
verglichen mit VHF zu untersuchen, wurden Kardiomyozyten frisch aus Herzohrproben
isoliert. Hierfiir wurden fiir die Untersuchung von Doxapram n = 5 SR- und n = 4 VHF-
Patienten und fiir Ketodoxapram von n = 3 SR- und n = 2 VHF-Patienten Herzohrproben
verwendet. Die Charakteristika dieser Patienten sind in Tabelle 2.10 zusammengefasst.

2.4.2.2. Isolierung von Kardiomyozyten

Zur Isolation von HCM wurden die auriculae aurii Proben direkt nach Entnahme im
Operationssaal in gekiihlte Transportlosung (Tabelle 2.11a) iiberfithrt und ins Labor
gebracht. Die Proben wurden anschliefen in kardioplegischer Lésung (Tabelle 2.11c),
die frisch mit 31,29 mg Taurin ergénzt wurde, von Fettgewebe befreit und alle 2-3 mm
eingeschnitten. Danach wurde das Gewebestiick in einer Waschlésung (Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)- N, N,N’,N’-tetraessigsaure (EGTA)-Losung (Tabelle 2.11d) frisch
erganzt mit 31,29 mg Taurin) fiir 5min bei 37 °C unter konstanter Og-Zufuhr gewaschen.
AnschlieBend wurde die Probe in der Verdau-Losung (Tabelle 2.11e) mit 5,4 U/mL Pro-
teinase des Bacillus licheniformis (Biosynth, Staad, Schweiz), 200 U/mL Kollagenase von
Clostridium histolyticum (Sigma-Aldrich), 20 mg BSA und 31,29 mg Taurin fiir 30 min
bei 37 °C und stetiger Zufuhr von Oy verdaut. Nachdem die Losung abgenommen worden
war, wurde die Isolation ohne Proteinase weitergefiihrt. In regelméafigen Abstédnden
von ungefdhr 5 min wurde die Lésung auf Anwesenheit von isolierten Kardiomyozyten
hin tiberpriift. Sobald Zellen vorhanden waren, wurde die Zellsuspension fiir 3 min bei
400 x g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in 500 mL Kraft-
brithe (Tabelle 2.11b) resuspendiert. Dieser Vorgang wurde zweimal mit neuer Lsung
wiederholt. AnschlieBend wurden die isolierten Kardiomyozyten bis zur Verwendung in
Experimenten bei 4 °C im Kiihlschrank (LKexV 2600 MediLine, Liebherr) fiir maximal
10-12 h aufbewahrt.

2.4.3. Xenopus laevis Oozyten

Im Jahr 1971 wurden von Gurdon et al. (1971) erste funktionelle Untersuchungen von
mRNA in Oozyten des Xenopus laevis (deutsch: Afrikanischer Krallenfrosch) durchgefiihrt.
Durch die Injektion von mRNA in Oozyten erfolgte eine heterologen Expression der
darauf codierten Proteine, die auf diese Weise weiteren Experimenten zuginglich gemacht
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Tabelle 2.9.: Grundlegende Merkmale der Studienpopulation, die zur Untersuchung des Einflus-
ses der miRNAs auf die Regulation von TASK-1 verwendet worden waren. Statistische Signifikanz
wurde mit einer einfaktoriellen ANOVA gefolgt von einer Bonferroni-Korrektur fiir mehrfache
Testung fiir kontinuierliche Variablen und dem exakter Fisher-Test fiir kategorische Variablen
berechnet, wobei p < 0,05 im Vergleich mit pVHF durch * und p < 0,05 im Vergleich mit SR
durch 1 gekennzeichnet ist.

ACE: Angiotensin-konvertierendes Enzym; ARB: Angiotensin-II-Rezeptorblocker; AVD: Aorten-
klappenerkrankung; BMI: Body-Mass-Index; CAD: koronare Herzkrankheiten; COPD: chronisch
obstruktive Lungenerkrankung; cVHF: chronisches Vorhofflimmern; LV: linksventrikuldr; @:
Durchmesser; pVHF: paroxysmales Vorhoflimmern; SR: Sinusrhythmus.

Tabelle modifiziert nach Wiedmann et al. (2022b).

SR pVHF cVHF
(n= 23) (n=21) (n=17)
Demografische Daten
Frauen, Anzahl ([ % ]) 5 (21,7) 9 (42,9) 4 (23,5)
Alter, [ Jahre | 67,6+11,5 70,787 70,0+94
GroBe, [ cm | 173,94+ 75 1708+85 1784499
Gewicht, [ kg ] 86,3+13,6 825+241 962+133
BMI, [ kg/m? | 28,6+44 283488 30,4+4,8
Raucher, Anzahl [ % | 10 (43,5) 9 (42,9) 8 (47,1)
Echokardiographie
LV Ejektionsfraktion, [ % ] 36,9+119 41,1+88 36,6159
LV End-Systolischer @, [mm | 37,6+13,7 36,9+9,3 476+7,2
LV End-Diastolischer @, [ mm | 51,8+16,3 50,2+86 572+7,0
Septumwand, [ mm | 132+23 147+24 10,6 £5,1
Linksatrialer @, [ mm | 43,14+46 454+4,2 50,0+6,3

Medizinische Vorgeschichte, Anzahl ( [ % |)

CAD 11 (47,8) 11 (52,4) 7 (41,2)
Myokardinfarkt 6 (26,1) 9 (42,9) 2 (11,8)
AVD 4(174) 9 (42,9) 6 (35,3)
Mitralklappenerkrankung 0 (0) 0 (0) 1 (5,9)

CAD+AVD 7 (30,4) 1(4,8)" 3 (17,6)
LV-Unterstiitzungsgerat 1(4,3) 0 (0) 0 (0)

Hypertension 23 (100) 21 (100) 16 (94,1)
Diabetes 6 (26,1) 9 (42,9) 7 (41,2)
COPD 0 (0) 2 (9,5) 4 (23,5)

Begleitmedikation, Anzahl ([ % ])

ACE-Hemmer 9(39,1) 10 (47,6) 9 (52,9)
ARB 4(174)  5(23,8) 3 (17,6)
Diuretika 12 (52,2) 13 (61,9) 13 (76,5)
Statine 17 (73,9) 16 (76,2) 12 (70,6)
Digitalis 1(4,3) 1 (4,8) 2 (11,8)
Amiodaron 0 (0) 1(4,8) 3 (17,6)
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Tabelle 2.10.: Grundlegende Merkmale der Patienten, deren Proben fiir die Patch-Clamp-
Messungen verwendet wurden, um den Einfluss von 100 pM Doxapram und Ketodoxapram auf den
Kaliumstrom von HCM zu testen. Statistische Signifikanz wurde mit einer einfaktoriellen ANOVA
gefolgt von einer Bonferroni-Korrektur fiir mehrfache Testung fiir kontinuierliche Variablen und
dem exakter Fisher-Test fiir kategorische Variablen berechnet, wobei p < 0,05 im Vergleich mit

den jeweiligen VHF-Proben mit * gekennzeichnet ist.

ACE: Angiotensin-konvertierendes Enzym; ARB: Angiotensin-II-Rezeptorblocker; AVD: Aorten-
klappenerkrankung; BMI: Body-Mass-Index; CAD: koronare Herzkrankheiten; DOAK: direkte
orale Antikoagulanzien; LVEF: linksventrikuldre Ejektionsfraktion; LV: linker Ventrikel; SR:

Sinusrhythmus; VHF: Vorhofflimmern

Doxapram Ketodoxopram
SR VHF SR VHF
(n=5) (n=4) (n=3) (n =2)
Demografische Daten
Frauen, Anzahl ([ % ]) 1 (20) 1 (25) 1 (33) 2 (100)
Alter, [ Jahre | 71,0449 803+27 540+62 745+15"
GroBe, [ cm | 1732498 1688+33 1687421 1720420
Gewicht, [ kg | 851+145 785491 81,3+229 920+18,0
BMLI, [ kg/m? ] 285+51 275+22 284474 31,3+68
Raucher, Anzahl [ % | 3 (60) 2 (50) 1 (33) 1 (50)
LVEF
Normal, n [ % ] 3 (60) 2 (50) 3 (100) 1 (50)
Mild einge. n, [ % | 0 (0) 2 (50) 0 (0) 0 (0)
Moderat einge. n, [ % ] 2 (40) 0 (0) 0 (0) 1 (50)
Stark einge. n, [ % ] 0 (0) 2 (0) 0 (0) 0 (0)
Medizinische Vorgeschichte, Anzahl ( [ % ])
CAD 4 (80) 4 (100) 2 (67) 2 (100)
Myokardinfarkt 3 (60) 1 (25) 1 (33) 1 (50)
AVD 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Mitralklappenerkrankung 2 (40) 2 (50) 1 (33) 1 (50)
CAD+AVD 1 (20) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Hypertension 4 (100) 4 (80) 3 (100) 2 (100)
Diabetes 0 (0) 1 (25) 1 (33) 1 (50)
Hyperlipidemie 5(100) 4 (100) 2 (67) 2 (100)
Begleitmedikation, Anzahl ([ % ])
ACE-Hemmer 5 (100) 2 (50) 2 (67) 2 (100)
ARB 0 (0) 1 (25) 1 (33) 0 (0)
Diuretika 1 (20) 3 (75) 0 (0) 2 (100)
Statine 5 (100) 3 (75) 1 (33) 2 (100)
Amiodaron 0 (0) 1 (25) 0 (0) 0 (0)
B-Blocker 3 (60) 4(100) 3 (100) 1 (50)
DOAC 0 (0) 4 (100)* 0 (0) 1 (50)
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Tabelle 2.11.: Zusammensetzung der Losungen, die verwendet wurden zur Isolierung von HCM
aus frischem Herzmuskelgewebe. Die Losungen wurden aus Aqua ad iniectabilia hergestellt, mit
einem 0,22 pm Filter (Stericup® Quick Release Millipore Express® PLUS 0,22 ym PES, Merck,
Darmstadt, Deutschland) steril filtriert und bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert. Die Transportlésung
(a) und Kraftbriihe (b) wurden ohne weitere Zusatze verwendet. Der Kardioplegischen- (c), EGTA-
(d) und Verdau-Losung (e) wurden unmittelbar vor Verwendung 31,29 mg Taurin hinzugefiigt.
Die Verdau-Losung wurde zusétzlich noch mit 20 mg BSA, 5,4 U/mL Proteinase und 200 U/mL
Kollagenase ergénzt.

BSA: Rinderserumalbumin; EGTA: Ethylenglycol-bis(aminoethylether)- N, N,N’, N -tetraessigsiure;
HCM: humane Kardiomyozyten; HEPES: 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséiure;
MOPS: 3-(N-Morpholino)propansulfonsiure

a) Transportlosung b) Kraftbriihe
Substanz Menge Substanz Menge
KCl 50 mM KCl 20 mM
NaCl 50 mM KH2P04 10 mm
KHsPOy 6 mM Glucose 25 mM
MgSQO4 - 7TH20 25 mMm Mannitol 40 mMm
Taurin 250 mM BSA 0,1% (w/v)
Diacetylmonoxim 30 mMm Monokaliumglutamat 70 mM
MOPS 25 mM B-Hydroxybutyrat 10 mM
Glucose 20 mM Taurin 20 mM
H>O 500 mL EGTA 10 mM
pH 7,0 mit NaOH H>0 500 mL
pH 7,4 mit KOH
c) Kardioplegische-Losung d) EGTA-Lésung e) Verdau-Losung

Substanz Menge  Substanz Menge  Substanz Menge

KH5POy4 50 mMm NaCl 137 mM NaCl 137 mM

MgSO4 -7 HQO 8 mM KH2P04 5 mM KH2P04 5 mM

HEPES 10 mM MgSOy4 - 7TH20 1 mm MgSQy4 - 7H0 1 mm

Adenosin 5mM  HEPES 5mM  HEPES 5mM

Glucose 140mM  Glucose 10mM  Glucose 10 mMm

Mannitol 100 mM EGTA 0,2mM H,O 500 mL

H,O 500mL  H2O 500mL  "pH 7.4 mit KOH

pH 7,4 mit KOH pH 7,4 mit KOH
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wurden (Sumikawa et al. 1981; Barnard et al. 1982). Besonders fiir die Untersuchung von
Tonenkanélen konnten Qozyten von X. laevis als Modellsystem etabliert werden (Wagner
et al. 2000).

2.4.3.1. Tierhaltung und Operation von Xenopus laevis

Zur Gewinnung von Qozyten wurden weibliche X. laevis Frosche (Nasco, Fort Atkinson,
WI, USA) im Einklang mit der Richtlinie 2010/63/EU und dem deutschen Tierschutzge-
setz nach Genehmigung durch das Regierungsprésidium Karlsruhe (Antragsnummern:
G-221/12, G-296/14, G-217/18, G-165/19) gehalten. Die Unterbringung der Tiere erfolgte
in einer Anlage der Firma Aqua Schwarz (Gottingen, Deutschland) in der Interfakultéren
Biomedizinischen Forschungseinrichtung (IBF) der Universitat Heidelberg mit PCV Tun-
nel und Hiitten zur Anreicherung der Haltung. Die Raumtemperatur betrug 20+ 2 °C, die
Wassertemperatur 20 °C und der Hell-Dunkel-Zyklus war auf 12h hell und 12h dunkel
festgesetzt. Die Tiere wurden restriktiv mit dem Extrudat 3590.ES.F10 der Firma Kliba
Nafag (Kaiseraugst, Schweiz) gefiittert.

Wahrend in der freien Natur das Ablaichen durch die ldngere Tagesdauer im Friihling
ausgelost wird, muss bei der Haltung mit gleichbleibendem Hell-Dunkel-Zyklus ein Teil
der Ovarien exzidiert werden, um an die Oozyten zu gelangen. Fiir den operativen
Eingriff wurden die Tiere in einem Narkosebad mit 0,3 % Tricain-Losung (3-Amino-
benzoesdure-ethylester-methansulfonat; PharmaQ, Fordingbridge, England) anésthesiert.
Nach Uberpriifung der Narkosetiefe durch Testung des Zwischenzehenreflexes wurde eine
ventrolaterale Inzision durchgefiihrt, gefolgt von einer Resektion eines Teils des Ovariums.
Die Bauchdecke wurde anschlieBend mit einer chirurgischen Naht wieder verschlossen. Die
gesamte Operation erfolgte unter aseptischen Bedingungen. Zum Beenden der Narkose
wurden die Frosche in frisches Leitungswasser gesetzt und bis zum Erwachen beobachtet.

Es wurden maximal vier Operationen pro Frosch durchgefiihrt mit einer dazwischenlie-
genden Erholungsphase von mindestens 30 Wochen. Die Entnahme erfolgte alternierend
am linken oder rechten Ovarium. Wahrend des letzten Eingriffes wurden die Frésche
durch Dezerebration getotet.

2.4.3.2. Enzymatische Aufreinigung der Oozyten

Der entnommene Teil des Ovariums wurde in Oozyten Ringerlésung 2 (OR2) (siehe
Tabelle 2.12a) gegeben und mit Hilfe von Pinzetten in Gruppen von 10-15 Oozyten
zerkleinert. Anschliefend wurde mit OR2 gewaschen bis unter leichtem Schwenken kein
Eintriiben erfolgte. Zur Entfernung der kollagenhaltigen Bindegewebsstruktur wurden
die Oozyten in einer Lésung aus 25 mL OR2, 125mg BSA, 32mg NasHPO,4 und 8-
10 mg Kollagenase D (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) fiir 12-14h bei
18°C (AL 185, Aqualytic, Dortmund, Deutschland) unter standiger Agitation (VXR
basic Vibrax, IKA, Staufen, Deutschland) inkubiert. Der Fortschritt des enzymatischen
Abbaus der Bindegewebsstruktur wurde unter einem Stereomikroskop (Stemi 2000, Carl
Zeiss, Oberkochen, Deutschland) iiberwacht und durch mehrmaliges Waschen in OR2
und anschliefend in Standard Oozyten Losung (SOS) (siehe Tabelle 2.12b) beendet.
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Die fertigen Oozyten wurden bei 18 °C in SOS gelagert, wobei alle 48 h das Medium
gewechselt wurde.

Tabelle 2.12.: Zusammensetzung der Oozyten-Losungen. Die Losungen wurden mit deminera-
lisiertem Wasser angesetzt. Vor dem Autoklavieren wurde der pH Wert mit NaOH eingestellt.
AnschlieBend wurden Pyruvat und Gentamicinsulfat hinzugefiigt.

HEPES: 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure; OR2: Oozyten Ringerlésung 2;
SOS: Standard Oozyten Losung

a) OR2-Losung (pH 7,6) b) SOS-Losung (pH 7,7)

Substanz Konzentration Substanz Konzentration
NaCl 96,0 mM NaCl 100,0 mM
KCl1 2,0 mMm KCl 2,0 mM
MgCl, 1,0 mM MgCl, 1,0 mMm
HEPES 10,0 mMm CaCly 1,8 mMm
Pyruvat 2,5 mM HEPES 10,0 mMm
H,O ad 1000 mL Pyruvat 2,5mM

Gentamicinsulfat 50,0 mg/L

5010 ad 1000 mL

2.4.3.3. Injektion der Oozyten mit cRNA

Zur Vorbereitung der anschliefenden Experimente wurden unter dem Stereomikroskop
Oozyten der Reifegrade V und VI selektiert, bei denen die kollagenhaltige Bindegewebss-
truktur komplett entfernt worden war. AnschlieSend wurde mit einem Mikroinjektor
(Nanoject II, Drummond Scientific Company, Broomall, PA, USA) 1,5-50ng cRNA in ei-
nem Volumen von 46 nL. pro Oozyte injiziert. Hierfiir wurden Glaskapillaren (Drummond
#3-0000203-G, Helmut Saur, Reutlingen, Deutschland) mit einem Mikropipetten-Zuggerét
(Flaming/Brown Micropipettepuller P-87, Sutter Instruments, Novato, CA, USA) zu
Mikropipetten verarbeitet. Diese Pipetten wurden zur Finalisierung unter einem Invers-
mikroskop (Axiovert 25, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) auf einen Durchmesser
von 27-36 pm aufgebrochen. Die injizierten Oozyten wurden fiir 1-7d in SOS-Lésung bei
18 °C inkubiert. Wahrend dieser Zeit erfolgte ein taglicher Wechsel des Mediums und ein
Aussortieren der toten und beschédigten Oozyten.

2.5. Elektrophysiologie

Die Untersuchung von elektrochemischen Vorgéngen in Zellen und Geweben ist in der
Elektrophysiologie gebiindelt. Es wird unterschieden zwischen der klinischen und expe-
rimentellen Elektrophysiologie. Im klinischen-kardiologischen Bereich ist vor allem das
EKG und die elektrophysiologische Untersuchung (EPU) von grofier Bedeutung, bei
denen die Stréme des gesamten Herzens gemessen werden. Im Gegensatz dazu werden im
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experimentellen Bereich die Stréme von einzelnen Zellen und Zellverbdnden bis hinunter
zu einzelnen Ionenkanilen untersucht. Hierfiir stehen unter anderem die Methode der
TEVC (Abschnitt 2.5.1) und die Patch-Clamp-Technik (Abschnitt 2.5.2) zur Verfiigung,
die im Folgenden néher beschrieben werden.

2.5.1. Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Zur funktionellen Untersuchung von heterolog exprimierten Ionenkanélen in X. laevis
Oozyten wurde die TEVC verwendet. Hierfiir wurden, wie in Abschnitt 2.4.3 beschrieben,
die Oozyten vorbereitet und mit cRNA injiziert. AnschlieSend wurde, abhéngig von der
Expression des injizierten Ionenkanals, nach 1-7 d gemessen.

Die TEVC beruht auf der Technik der Spannungsklemme, die urspriinglich zur Messung
von Stromen an Riesenaxonen entwickelt wurde. Hierbei wird die Zellmembran mit zwei
Mikroelektroden aus Glas, die mit einer leitfahigen Flissigkeit gefiillt sind (Tabelle 2.13a),
durchstochen. Die eine Mikroelektrode dient hierbei dazu, eine festgelegte Haltespannung
vorzugeben, die andere Mikroelektrode zeichnet die dabei auftretenden Stréme auf.
Die verwendeten Mikroelektroden wurden aus Glaskapillaren (GB 100F-10, Science
Products, Hofheim, Deutschland) mit einem Mikropipetten-Zuggerit hergestellt und auf
eine Offnung von 9-15pm aufgebrochen, um einen Widerstand von 1-3 M2 zu erhalten.

Fiir die Messung einer Oozyte wurde diese in eine mit Badlosung (Tabelle 2.13b)
gefiillte Messkammer gegeben. Diese Lésung wurde durch ein kontinuierlich laufendes
Perfusionssystem sténdig ausgetauscht. Um den Einfluss verschiedener Substanzen auf
die zu untersuchenden Ionenkanile zu testen, wurden die Substanzen in Badlésung gel6st
und iiber das Perfusionssystem in die Messkammer perfundiert. Die Messung erfolgte bei
Raumtemperatur mit einem OC-735C Oocyte Clamp Verstéarker (Warner Instruments,
Hamden, CT, USA), einem Digidata 1332A (Axon Instruments, Foster City, CA, USA)
und pClamp 10 (Molecular Devices, San Jose, CA, USA). Die verwendeten Messprotokolle
werden bei den jeweiligen Messergebnissen angegeben.

Tabelle 2.13.: Zusammensetzung der Losungen zur Verwendung bei der TEVC. Die Lésungen
wurden mit demineralisiertem Wasser hergestellt und der pH-Wert mit NaOH eingestellt.
HEPES: 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure

a) 3K*-Lésung (pH 7,4) b) 4K*-Lésung (pH 7,4)
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Substanz Konzentration Substanz Konzentration
NaCl 102,0 mM NaCl 101,0 mM
KCl 3,0mMm KCl 4,0 mM
MgCly 2,0 mM MgCly 2,0 mM
CaCly 1,5mM CaCly 1,5mM
HEPES 10,0 mMm HEPES 10,0 mm
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2.5.2. Patch-Clamp-Technik

Wahrend die TEVC gut geeignet ist zur Messung von grofien Zellen mit hohen Strémen
im pA-Bereich, ist die Umsetzung mit kleinen Zellen und niedrigen Strémen nur begrenzt
moglich. Um kleine Zellen und sogar einzelne Ionenkanélen der elektrophysiologischen
Messung zugdnglich zu machen, wurde 1976 von Erwin Neher und Bert Sakmann die Patch-
Clamp-Technik entwickelt (Neher und Sakmann 1976). Sie stellt eine Weiterentwicklung
der TEVC dar, die es ermdglicht, selbst kleinste Stréme im pA-Bereich zu messen.

Dies gelingt unter anderem dadurch, dass im Gegensatz zur TEVC bei der Patch-Clamp-
Technik die Zellmembran nicht mit zwei Mikroelektroden durchstochen wird, sondern eine
einzelne Mikroelektrode auf die Membran aufgesetzt wird. Diese Elektrode ist durch den
Einsatz einer spezieller Messapparatur in der Lage, sowohl die Haltespannung vorzugeben
also auch die hierbei auftretenden Stréome zu messen. Eine zweite Elektrode, die bei der
TEVC noch benétigt wird, kann bei der Patch-Clamp-Technik somit entfallen.

Nach Aufsetzten der Patchpipette wird, durch Anwendung eines leichten negativen
Druckstofles, eine elektrisch dichte Verbindung zwischen Pipettenrand und Zellmembran
erreicht. Diese Abdichtung hat einen Widerstand im GQ-Bereich (sogenanntes Giga-Seal),
wodurch auftretende Leckstrome vernachlissigt werden kénnen. Durch einen weiteren
negativen Druckimpuls wird die Membran innerhalb der Pipette aufgebrochen und eine
Verbindung zwischen Pipettenlosung und Cytosol erzeugt. In dieser nun erreichten Whole-
Cell (engl. fiir ganze Zelle) Konfiguration wird ein Strom, bestehend aus der Summe
aller einzelnen Ionenkanal-Strome der gesamten Zelle, gemessen. Entfallt der zweite
Druckimpuls, ist es moglich nur die Stréme der Ionenkanéle zu messen, die sich auf dem
Membranabschnitt (engl. patch) innerhalb der Pipette befinden. Durch die Verwendung
von Mikropipetten mit sehr kleinen Offnungen von ungefihr 1pm ist es moglich, die
Anzahl der Tonenkanéle innerhalb der Pipette auf einige wenige bis einen einzigen Kanal
zu begrenzen und somit die Stréme einzelner Ionenkanéle zu messen.

Technisch basiert die Messung, wie bereits bei der TEVC (Abschnitt 2.5.1) beschrie-
ben, auf der Spannungsklemme. Diese Messtechnik wurde fiir die Patch-Clamp-Technik
verfeinert, um die Messung kleinster Stréme zu ermdéglichen. Es wurden ein Axopatch
200B Verstarker (Axon Instruments), ein Axon Digidata 1550B (Axon Instruments) und
pClamp 10 (Molecular Devices) zur Aufzeichnung der Strome verwendet. Zum Herstellen
der Messpipetten wurden Glaskapillaren (1B120F-4, World Precision Instruments, Berlin,
Deutschland) mit einem Mikropipetten-Zuggerit zu Messspitzen mit einer Offnung von
1pm und einem Widerstand von 3-7 M) verarbeitet. Zur Messung wurden die Pipetten
mit intrazelluldrer Losung gefiillt (Tabellen 2.14a) und die Zellen in ein Bad aus extrazel-
luldrer Losung gegeben (Tabellen 2.14b). Um den Einfluss von verschiedenen Substanzen
auf die zu untersuchenden Ionenkanéle zu messen, wurden diese in die mit extrazelluldrer
Losung gefiillte Messkammer pipettiert. Die verwendeten Messprotokolle und der genaue
Messablauf werden bei den entsprechenden Ergebnissen angegeben. Der Widerstand des
Giga-Seals lag in der Regal bei 2-10 GS2 und nach Erreichen der Whole-Cell Konfiguration
wurden Zellkapazitdt und Serienwiderstand bestimmt und kompensiert. Die Experimente
wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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Tabelle 2.14.: Zusammensetzung der Patch-Clamp-Loésungen zur Verwendung bei der Messung
von HCM in der Whole-Cell Konfiguration. Zur Ansetzung der Losungen wurde Aqua ad iniecta-
bilia (B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland) verwendet und der pH-Wert mit KOH bei
der intrazelluldren und NaOH bei der extrazelluliren Losungen eingestellt.

EGTA: Ethylenglycol-bis(aminoethylether)- N, N, N’, N’-tetraessigsdure; HCM: humane Kardiomyo-
zyten; HEPES: 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure

a) HCM intrazellulare Losung (pH 7,2) b) HCM extrazelluldre Losung (pH 7,4)
Substanz Konzentration Substanz ~ Konzentration
KCl1 60,0 mM NaCl 140,0 mM
K-glutamat 65,0 mMm KCI 5,4 mM
EGTA 5,0 mM MgCl, 1,0 mMm
MgCly 2,0 mM CaClg 1,0 mMm
K2ATP 3,0mM NaHPOy4 0,3 mmM
NaGTP 0,2mM HEPES 5,0mMm
HEPES 5,0 mM Glucose 10,0 mM

2.6. Quantitative Analytik

Die quantitative Analytik hat als Ziel die Bestimmung von Mengen bzw. Konzentrationen
einer oder mehrerer Substanzen in unterschiedlichsten Probenmaterialien. Hierbei kénnen
verschiedene chemische, biologische und physikalische Verfahren zum Einsatz kommen,
wobei die Abgrenzung flieBend ist und héufig verschiedene Verfahren kombiniert werden.
Die Methode der Photometrie, bei der die Absorption von Licht durch die zu untersu-
chende Substanz verwendet wird, um deren Konzentration zu bestimmen, wurde bereits
bei der Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA erwéhnt (fiir den theoretischen
Hintergrund sei auf gingige Lehrbiicher verwiesen). An dieser Stelle soll nun die UPLC
zur hocheffizienten Auftrennung von Substanzgemischen mit anschlieBender Detektion
sowie Quantifizierung von spezifischen Substanzen mittels Massenspektrometrie beschrie-
ben werden. Diese Methode wurde verwendet, um die Konzentration von A293 und
Doxapram sowie dessen Metabolit Ketodoxapram in verschiedenen Probenmatrices von
unterschiedlichen Spezies zu bestimmen.

2.6.1. Validierung von bioanalytischen Messmethoden

Die Validierung der bioanalytischen Messmethoden erfolgte anhand der Leitlinien von
der US-Behorde fiir Lebens- und Arzneimittel (FDA) und der Européische Arzneimittel-
Agentur (EMA) (FDA 2018; EMA 2011). Zur Bestimmung der Richtigkeit — Maf der
Abweichung von tatséchlicher zur theoretischen Konzentration — und Prézision — relative
Standardabweichung der einzelnen Messwerte vom Mittelwert — sowohl innerhalb jeder
einzelnen (engl. Within-Batch) als auch im Vergleich mehrere Messreihen zueinander (engl.
Batch-to-Batch), wurden an verschiedenen Tagen insgesamt drei getrennte Messreihen
vermessen. Eine Messreihe bestand jeweils aus den acht verschiedenen Kalibratoren, die
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doppelt vermessen wurden, sowie den vier Proben der Qualitétskontrolle (QC) und einer
untere Quantifizierungsgrenze (LLOQ)-Probe, die sechsfach vermessen wurden. Nach den
Vorgaben der Leitlinie diirfen die beiden Parameter Préizision und Richtigkeit nicht mehr
als 15 % bei den QCs und +20 % am LLOQ betragen. Fiir die Vermessung von Proben,
die oberhalb des Kalibrierbereiches liegen, wurde in einer der Messreihen eine fiinfte
QC-Probe, die oberhalb des Kalibrierbereiches lag und vor der Messung mit Leermatrix
verdiinnt wurde, sechsfach vermessen und sowohl Prézision als auch Richtigkeit bestimmt.
Hierbei galten die bereits beschriebenen Grenzwerte von +15 %.

Als weitere Parameter wurden die Wiederfindungsrate (engl. Recovery) und der Matri-
xeffekt untersucht. Fiir die Bestimmung der Wiederfindungsrate wurde Leermatrix (hier:
Blutplasma bzw. Gehirngewebe in Wasser) anhand der iiblichen Aufbereitungsmethode
verarbeitet, wobei die QC- und interner Standard (IS)-Losung durch reines Losungs-
mittel ersetzt worden waren. Anstelle der Resuspension im Laufmittel wurde mit einer
Mischung aus QC-, IS-Lésung und Laufmittel resuspendiert und anschliefend vermessen.
Das dabei gemessene Verhéltnis der Flachen von Analyt und IS wurde mit dem nach
normaler Probenaufbereitung verglichen. Ein Vergleich der Verhéltnisse nach Extraktion
mit denen von IS- und QC-Lésungen in reinem Laufmittel ohne vorherige Hinzugabe von
Probenmatrix und anschlieender Probenaufbereitung erméglichte die Bestimmung des
Matrixeffekts (Matuszewski et al. 2003).

Weiterhin wurde die Spezifitdt und Selektivitit bestimmt, indem sechs verschiedene
Proben von Leermatrix vermessen wurden, wobei die Signalintensitdt bei der Retentions-
zeit des Analyten nicht mehr als 20 % der Intensitit des Analyten in der Messung der
LLOQ-Proben betragen durfte. Auch wurde untersucht, wie sich die Messmethode im Fall
von hamolytischem oder lipdmischen Plasma verhélt. Hierfiir wurden der Matrixeffekt, die
Wiederfindungsrate, die Spezifitit und Selektivitit in hdmolytischem sowie lipdmischen
Plasma bestimmt. Zur Identifizierung und Quantifizierung von méglichen Verschleppun-
gen (engl. Carryover) wurden nach der Kalibrierprobe héchster Konzentration mehrere
Proben mit reinem Laufmittel analysiert. Hierbei durfte die Verschleppung nicht mehr
als 20 % der Flichen des LLOQ betragen.

Zur Untersuchung der Probenstabilitit wahrend der Lagerung im Tiefkiihlgerit sowie
der Probenaufarbeitung bei Raumtemperatur wurden QC-Proben aller drei Konzen-
trationen ohne IS in Leermatrix hergestellt und bei Raumtemperatur und —20°C fiir
unterschiedliche Zeitrdume gelagert. Ebenso wurden auf gleiche Art und Weise vorbereitete
Proben mehrfach fiir mindestens 12 h bei —20 °C eingefroren und wieder aufgetaut. An-
schliefend wurden die Proben unter Hinzugabe von IS-Lésung aufgearbeitet und vermes-
sen. In allen Féllen wurden die gemessenen Konzentrationen mit denen von frisch aus der
Einwaage hergestellten QC-Proben verglichen. AbschlieBend wurde die Stabilitdt der auf-
gearbeiteten Proben bei 15°C im automatischen Probenzufuhrsystem iiberpriift. Hierfiir
wurden bereits vermessene QC-Proben, nach eintédgiger Lagerung im Probenzufuhrsystem,
zusammen mit einer neuen Messreihe ein zweite Mal injiziert und vermessen. Die Ergebnis-
se der beiden Messungen wurden miteinander verglichen, um die Stabilitdt zu bestimmen.

Zur kontinuierlichen Uberwachung der Qualitit einer jeden Messreihe musste neben
den zur Quantifizierung von Probanden- und Versuchstierproben notwendigen Kalibrier-
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proben in zweifacher Ausfithrung auch die vier QC-Proben jeweils doppelt mit aufbereitet
und vermessen werden. Die Anzahl an QC-Proben musste in der Art gewéhlt werden,
dass die Anzahl mindestens 5% der Probenanzahl betrug, jedoch nicht weniger als sechs
QC-Proben pro Messreihe. An dieser Stellen galten ebenfalls die bereits bekannten Akzep-
tanzkriterien von maximal £15% Abweichung vom nominellen Gehalt. Dieses Kriterium
musste von 75 % der Kalibrierproben — mindestens jedoch von sechs verschiedenen
Kalibrierpunkten — und von 67 % der QC-Proben — jedoch mindestens eine Probe je
Konzentration — eingehalten werden.

Zur abschliefenden Beurteilung der Zuverléssigkeit und Reproduzierbarkeit der Mes-
sungen wurden, nachdem alle Probanden- bzw. Versuchstierproben einer Versuchsreihe
vermessen worden waren, 10 % der gesamten Proben erneut fiir die Messung aufbereitet
und vermessen. Hierbei durfte bei 67 % der Proben die Abweichung der zwei Messwerte
voneinander nicht grofler als 20 % des Mittelwerts der beiden Werte sein.

2.6.2. Quantifizierung von Doxapram und Ketodoxapram

Zur simultanen Quantifizierung von Doxapram und seinem aktiven Metaboliten Ketodoxa-
pram im Blutplasma von Menschen und Schweinen wurde eine UPLC-MS/MS-Methode
entwickelt und nach den Vorgaben der Leitlinien von FDA und EMA validiert (siehe
Abschnitt 2.6.1). Im Rahmen der Vermessung der Tierversuchsproben zeigte sich, dass
der gewdhlte Kalibrierbereich eine zu kleine Konzentrationsspanne abdeckte und die
Methode daher in einen niedrigen (10-10000 pg/mL) und einen hohen Kalibrierbereich
(1-2500 ng/mL) aufgeteilt werden musste. Dies war nétig, da der Messbereich durch die
Sensitivitdt nach unten und die Sattigung des Detektors nach oben begrenzt ist.

In einem weiteren Schritt wurde die Methode fiir die Quantifizierung von Doxapram
und Ketodoxapram im Gehirngewebe von Schweinen abgewandelt und ebenfalls validiert.

2.6.2.1. Herstellung der StammlGsungen

Zur Quantifizierung der Analyten wurden Stammlésungen benétigt, aus denen die wei-
teren Arbeitslosungen angesetzt werden konnten. Die Herstellung der Stammlésungen
erfolgte durch Einwaage von Doxapram (Ca4H39N2O9, 97,7 %, 378,2 g/mol, Selleck Che-
micals, Houston, TX, USA) und Ketodoxapram (C24HasN2O3, 98,8 %, 392,2 g/mol, TLC
Pharmaceutical Standards, Newmarket, ON, Canada) mit anschlieBender Losung in
einem Fliissigkeitsgemisch aus Acetonitril (ACN) (Biosolve, Valkenswaard, Niederlande)
und Wasser (1:1, v/v). Von beiden Substanzen wurden zwei getrennte Einwaagen herge-
stellt, um voneinander unabhingig Stammlésungen zu erhalten. Aus diesen wurde durch
Verdiinnung mit einer Losung aus ACN/Wasser (1:1, v/v) die verwendeten Kalibrations-
und QC-Lésungen hergestellt, wobei jeweils ein Satz der Stammlésungen fiir die Kalibra-
tionslosungen und einer fiir die QC-Losungen verwendet wurde. In Tabelle 2.15 sind die
Konzentrationen der Lésungen zur Quantifizierung im Blutplasma und Gehirngewebe
angegeben, wobei Doxapram und Ketodoxapram jeweils in identischer Konzentration
vorliegen.
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Ebenfalls wurden durch Einwaage von Doxapram-d5 (99,6 %, 383,2 g/mol, TLC Phar-
maceutical Standards) und Ketodoxapram-d5 (99,6 %, 397,2 g/mol, TLC Pharmaceutical
Standards) weitere Stammlosungen hergestellt. Aus diesen beiden Losungen wurde, durch
Verdiinnung mit einer ACN/Wasser-Mischung (1:1, v/v), die zur Messung verwendete
IS-Losung angesetzt, wobei die beiden Substanzen in identischer Konzentration vorla-
gen. Die Stamml6sungen wurden bei —20°C und die angesetzten Kalibrier-, QC- und
IS-Lésungen bei 4 °C gelagert und vor der Verwendung auf Raumtemperatur gebracht.

Tabelle 2.15.: Konzentrationen der Kalibrations- und QC-Lésungen, die zur Quantifizierung
von Doxapram und Ketodoxapram im Blutplasma von Menschen und Schweinen sowie im
Gehirngewebe von Schweinen verwendet wurden. a: Konzentrationen der Loésungen fiir den
hohen Kalibrierbereich fiir Plasmaproben; b: Konzentrationen der Lésungen fiir den niedrigen
Kalibrierbereich fiir Plasmaproben; ¢: Konzentrationen der Lésungen fiir die Quantifizierung
von Gehirngewebeproben. Die Kalibrations- und QC-Losungen wurden aus unterschiedlichen
Stammlosungen angesetzt, die aus getrennten Einwaagen hergestellt worden waren. Die angesetzten
Losungen wurden bei 4 °C gelagert und vor der Verwendung auf Raumtemperatur erwérmt.
Kal: Kalibrator; QC: Qualitatskontrolle

a) Hoher Bereich b) Niedriger Bereich c) Gehirngewebeproben
Losung Konzentration Losung Konzentration Losung  Konzentration
Kal A 1ng/mL Kal A 10 pg/mL Kal A 10 pg/Probe
Kal B 5ng/mL Kal B 25 pg/mL Kal B 25 pg/Probe
Kal C 10ng/mL Kal C 50 pg/mL Kal C 50 pg/Probe
Kal D 25ng/mL Kal D 100 pg/mL Kal D 100 pg/Probe
Kal E 100 ng/mL Kal E 500 pg/mL Kal E 500 pg/Probe
Kal F 500 ng/mL Kal F 1000 pg/mL Kal F 1000 pg/Probe

Kal G 1000 ng/mL Kal G 5000 pg/mL Kal G 5000 pg/Probe
Kal H 2500 ng/mL KalH 10000 pg/mL KalH 10000 pg/Probe

QC A 3ng/mL QC A 30 pg/mL QC A 30 pg/Probe
QCB 15ng/mL QCB 150 pg/mL QCB 150 pg/Probe
QCC 150 ng/mL QCC 1500 pg/mL QCC 1500 pg/Probe

QCD 1500 ng/mL QCD 7500 pg/mL QC D  7500pg/Probe

2.6.2.2. Probenaufbereitung

Ein direktes Auftragen von Proben auf eine UPLC-Trennséiule wiirde durch die vielen
verschiedenen Bestandteile der Matrix zur Verstopfung dieser fithren. Um die Lebensdauer
der Trennsdulen zu verldngern und Quantifizierung von Gewebeproben zu ermdoglichen,
wurden vor der Vermessung die zu untersuchenden Substanzen aus der Probenmatrix
mittels einer Fliissig-Fliissig-Extraktion (LLE) mit Tert-Butylmethylether (TBME) im
basischen Milieu extrahiert.

Fiir die LLE von Plasmaproben wurden 100 pL. Plasma und fiir die Extraktion aus
Gehirngewebe 100 nL eine Gehirngewebesuspension (40 mg/mL Gehirngewebe in Wasser)
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zusammen mit 25 L IS-Lésung, 100 nL 0,2 M Boratpuffer (pH 9) und 2mL TBME in
ein Zentrifugationsréhrchen gegeben und fiir 10 min durch sténdiges Invertieren durch-
mischt. Anschliefend wurde fiir 10 min bei 15°C und 3000 x g zentrifugiert und 25 pL
(hoher Kalibrierbereich) oder 1500 pL (niedriger Kalibrierbereich; Gehirngewerbepro-
ben) der organischen Phase in ein Reagenzglas iiberfiihrt. Die organische Phase wurde
fiir 10 min unter 40 °C warmer Stickstoffbegasung zur Trockne eingedampft. Anschlie-
Bend wurden auf den Riickstand 500 pL (hoher Kalibrierbereich, Gehirngewebeproben)
oder 100 pnL (niedriger Kalibrierbereich) Laufmittel (Wasser mit 9,75 % ACN und 0,1 %
Ameisensdure (FA)) gegeben und fiir 1 min im Ultraschallbad (Sonorex Super RK 1028
CH, Bandelin electronic, Berlin, Deutschland) eluiert. Fiir die anschlieBende Messung
wurde die Losung in eine 96-Well Platte (Waters Corporation, Milford, MA, USA)
iiberfiihrt.

Die Aufarbeitung der QC- und Kalibrierproben erfolgte analog, jedoch wurden anstelle
der 100 uL Probe, 100 pL Leermatrix (Blutplasma oder 40 mg/mL Gehirngewerbe in
Wasser) zusammen mit 25 nL der entsprechenden QC- bzw. Kalibrierlésungen verwen-
det. Fiir die Vermessungen von Plasmaproben wurde reines Plasma verwendet, fiir die
Gehirnproben wurden 40-50 mg Gehirngewebe in 1 mI. Wasser gegeben und fiir 5 min
in einem Ultraschallbad homogenisiert. Von dieser Suspension wurden 100 pL fiir die
Messung verwendet, wobei die Gehirnproben immer doppelt bestimmt wurden.

2.6.2.3. Chromatographie und Massenspektrometrie

Fiir die Chromatographie und anschlieende Massenspektrometrie wurde ein Acquity
UPLC® I-class System in Verbindung mit einem Xevo TQ-S Tandem-Massenspektrometer
(Waters Corporation) verwendet. Die chromatografische Trennung erfolgte im Gradienten-
Modus mit einer Flussrate von 0,5mL/min und einem Injektionsvolumen von 10 pL mit
Hilfe einer Acquity UPLC® BEH C18 Trennsiule (1,7 im, 2,1 x 50 mm; Waters), die in
einem S&ulenofen auf 40 °C erwdrmt wurde. Als Laufmittel wurde eine Mischung aus
Losung A (Wasser mit 5% ACN und 0,1 % FA) und Losung B (ACN mit 0,1 % FA)
verwendet. Die Messung startete mit einem Verhéltnis von 95% A / 5% B fiir 0,5 min,
drehte sich linear bis 3,5 min um auf 5% A / 95% B und erreichte bis 4 min wieder das
urspriingliche Verhéltnis von 95% A / 5% B. Anschlieiend folgte, zur Entfernung von
Substanzriickstdnden auf der Séule, eine zweite Umkehr des Verhéltnisses hin zu 5% A /
95 % B bis 5min und eine Riickkehr zum Ausgangswert 95% A / 5% B bis 5,5 min, der
bis zum Ende der Messung nach 6 min gehalten wurde.

Nach Ionisation der Molekiile mit Hilfe der Elektrosprayionisation (ESI) (Z-spray)
im positiv Modus, wurden Uberginge in den Masse-zu-Ladungsverhéltnissen von m/z
379,5 > 292, 3 fiir Doxapram und m/z 384,5 > 297.3 fiir Doxapram-d5 (IS) gemessen und
fir die Quantifizierung von Doxapram mittels Mehrfachreaktionsiiberwachung (MRM)
verwendet. Fiir den Metaboliten Ketodoxapram wurden Ubergéinge von m/z 393,4 > 214.3
fir Ketodoxapram und m/z 398,4 > 219.3 fiir Ketodoxapram-d5 (IS) registriert. In
Tabelle 2.16 sind die instrumentellen Parameter angegeben.
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Tabelle 2.16.: Instrumentelle Parameter, die verwendet wurden zur massenspektrometri-
schen Quantifizierung von Doxapram und Ketodoxapraman an einem Xevo TQ-S Tandem-
Massenspektrometer.

Parameter Wert
Kapillarspannung (engl. capillary voltage) 2kV
Kegelspannung (engl. cone voltage) 44V
Quellentemperatur (engl. source temperature) 150°C
Kegelgasfluss (engl. cone gas flow) Ny 150L/h
Desolvatisierungsgasstrom (engl. desolvation gas flow) Na 1000Lh
Desolvatisierungstemperatur (engl. desolvation tempreature) 600°C
StoBgasstrom (engl. collision gas flow) Ar 0,15 mL/min
StoBenergie (engl. collision energy)

Doxapram / Doxapram-d5 18V

Ketodoxapram / Ketodoxapram-db 23V

2.6.2.4. Bestimmung der Proteinbindung

Zur Bestimmung der Proteinbindung von Doxapram und Ketodoxapram wurde eine
Gleichgewichtsdialyse mit dem schnelle Gleichgewichtsdialyse (RED)-System (Thermo
Fisher Scientific) entsprechend der Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Hierfiir
wurden 300 L einer Plasmaprobe in die rot umringte Kammer gegeben und 550 L
Dulbeccos phosphatgepufferte Salzlésung (DPBS) in die weifl umringte Kammer. An-
schliefend wurde fiir 4h bei 37 °C unter leichtem schiitteln inkubiert. Fiir die Messung
wurde aus jeder der Kammern 100 pL Fliissigkeit entnommen und wie im Abschnitt
2.6.2.2 beschrieben, aufbereitet und anschliefend vermessen.

2.6.3. Quantifizierung von A293

Analog zur Bestimmung der Konzentration von Doxapram und Ketodoxapram (siehe
Abschnitt 2.6.2) wurde eine UPLC-MS/MS-Methode entwickelt, um A293 in Schweine-
plasma zu quantifizieren. Die Methode wurde nur fiir Tierproben angewendet und daher
nicht vollstdndig nach den Vorgaben von FDA und EMA validiert.

2.6.3.1. Herstellung der Stammlésungen

Die Konzentrationsbestimmung von A293 in Blutplasma benétigte Kalibrier- und QC-
Losungen. Diese wurden aus zwei Stammlésungen angesetzt, die aus unabhingigen
Einwaagen hergestellten worden waren. Fiir jede Stammlésung wurden 5-10 mg A293
(ChiroBlock, Wolfen, Deutschland) eingewogen, in 5 mL einer Mischung aus ACN und
Wasser (1:1,v/v) eluiert und anschlieBend mit dieser verdiinnt, um Kalibrier- und QC-
Losungen der gewiinschten Konzentrationen (siehe Tabelle 2.17) zu erhalten. Des Weiteren
wurde eine Stammlosung des mehrfach deuterierten A293-d8 (freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von Sanofi-Aventis, Frankfurt, Deutschand) angesetzt, aus der durch
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Verdiinnung die verwendete IS-Losung hergestellt wurde. Die angesetzten Stammlésungen
wurden bei —20°C und die gebrauchsfertigen Kalibrier-, QC- und IS-Lésungen bei 4°C
gelagert und vor der Verwendung wieder auf Raumtemperatur gebracht.

Tabelle 2.17.: Konzentrationen der verwendeten Kalibrations- und QC-Lésungen zur Quantifi-
zierung von A293 im Blutplasma von Schweinen. Die Kalibrations- und QC-Loésungen wurden aus
unterschiedlichen Stammlbésungen angesetzt, die aus getrennten Einwaagen hergestellt worden
waren. QC D wurde zur Uberpriifung der Verdiinnung angesetzt und ist daher oberhalb des
kalibrierten Bereichs. Die angesetzten Losungen wurden bei 4 °C gelagert und vor der Verwendung
auf Raumtemperatur erwarmt.

Loésung Konzentration Losung Konzentration
Kal A 5ng/mL QC A 15ng/mL
Kal B 10ng/mL QCB 150 ng/mL
Kal C 25 ng/mL QCC 1500 ng/mL
Kal D 100 ng/mL QD D 3000 ng/mL
Kal E 500 ng/mL

Kal F 1000 ng/mL
Kal G 2500 ng/mL

2.6.3.2. Probenaufbereitung

Die Extraktion von A293 aus Schweineplasma erfolgte durch LLE. Hierfiir wurden 100 pL
Blutplasma mit 25 pL IS-Lésung versetzt, um Verluste wiahrend der Probenaufbereitung
auszugleichen. Aulerdem wurden 100 1L 0,2M Boratpuffer (pH 9) und 2mL TBME
hinzu gegeben. Anschlieend wurden die Proben fiir 10 min durch intensives invertieren
durchmischt, fiir 10 min bei 15°C und 3 000 X g zentrifugiert und 25 pL der organischen
Phase in ein Reagenzglas tiberfiihrt und fiir 10 min unter 40 °C Stickstoffbegasung zur
Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde in 250 pL der mobilen Phase gelost und zur
Messung in eine 96-Well Platte iiberfiihrt.

Fiir die Kalibrier- und QC-Proben wurden 100 pL Nullplasma von Schweinen und 25 pL
der zuvor angesetzten Kalibrier- und QC-Lésungen anstelle der 100 pL. Blutplasma mit
25 nL IS-Lésung versetzt und anschliefend wie beschrieben weiterverarbeitet. Proben,
deren Konzentrationen oberhalb des kalibrierten Bereiches lagen, wurden mit Nullplasma
1:10 oder 1:100 verdiinnt. Zur Uberpriifung der Verdiinnung wurde bei der Vermessung
dieser Proben zusétzlich QC D in einer entsprechenden Verdiinnung aufgearbeitet und
ebenfalls bestimmt.

2.6.3.3. Chromatographie und Massenspektrometrie

Auf die Probenaufbereitung folgt die chromatographische Auftrennung und anschlie-
Bende Detektion durch Massenspektrometrie. Die Chromatographie erfolgte mit einer
Aquity UPLC® zusammen mit einem Xevo TQ-S Tandem-Massenspektrometer (Waters).
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Die chromatografische Auftrennung erfolgte im Gradienten-Modus mit einer Flussrate
von 0,5 mL/min auf einer Acquity UPLC® BEH C18 Trennsiule (1,7 ym, 2,1 x 50 mm;
Waters), die auf 40°C erwiarmt wurde. Das Injektionsvolumen betrug 10 pL und als
Laufmittel wurde eine Mischung aus Losung A (Wasser mit 5% ACN und 0,01 % FA)
und Losung B (ACN mit 0,01 % FA) verwendet.

Die Messung startete mit einem Verhéltnis von 90 % A / 10 % B fiir 0,5 min, drehte
sich bis 3,0 min um auf 5% A / 95 % B und hielt dieses Verhéltnis bei bis 3,5 min. Danach
wurde bis 4,0 min wieder das urspriingliche Verhéltnis von 90 % A / 10 % B hergestellt
und bis zum Endes des Messlaufes nach 4,5 min gehalten. Nach Ionisation der Molekiile
mit ESI (Z-spray) im positiv Modus wurden zur Quantifizierung von A293 Ubergiinge
in den Masse-zu-Ladungsverhéltnissen von m/z 406,3 > 122,1 fiir A293 und m/z 414,3
> 122,1 fir A293-d8 iiberwacht. Die verwendeten instrumentellen Parameter sind in
Tabelle 2.18 zusammengefasst.

Tabelle 2.18.: Instrumentelle Parameter, die verwendetet wurden zur massenspektrometrischen
Quantifizierung von A293 in Schweineplasma.

Parameter Wert
Kapillarspannung (engl. capillary voltage) 2,5kV
Kegelspannung (engl. cone voltage) 30V
Quellentemperatur (engl. source temperature) 150°C
Kegelgasfluss (engl. cone gas flow) Ny 150L/h
Desolvatisierungsgasstrom (engl. desolvation gas flow) Na 1000Lh
Desolvatisierungstemperatur (engl. desolvation tempreature) 600°C
StoBgasstrom (engl. collision gas flow) Ar 0,15 mL/min
StoBenergie (engl. collision energy) 34V

2.7. Grof3itiermodelle

Die Verhéltnisse in komplexen Organismen werden durch in vitro Modelle nur un-
zureichend dargestellt, daher ist es notwendig, neben den zuvor beschriebenen zel-
luldren Modellen auch Tiermodelle anzuwenden. Auf dem Gebiet der kardiovaskulé-
ren Forschung, insbesondere dem Teilgebiet der Erforschung von VHF, sind Klein-
tiere mit ihrem schnellen Puls, kleinem Gefdfisystem und unterschiedlicher Ausstat-
tung an Ionenkanélen nur begrenzt als Modell geeignet, so dass bestimmte Frage-
stellungen nur in Grofitieren erforscht werden kénnen. Fiir die im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiithrten Tierexperimente, wurde auf ein bereits zuvor etablierte Mo-
dell von VHF im Hausschwein (lat. Sus scrofa domesticus) zuriick gegriffen (Wied-
mann et al. 2022a; Wiedmann et al. 2021; Wiedmann et al. 2020; Schmidt et al.
2019).
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2.7.1. Versuchstierhaltung

Die Versuchstiere der Rasse Deutsche Landrasse mit einem Gewicht von 30—40 kg wur-
den gemif der Richtlinie 2010/63/EU bei einer Raumtemperatur von 20 + 2 °C, einer
Luftfeuchtigkeit von 50-60 % und einem 12h Wechsel von Hell zu Dunkel gehalten.
Die Fiitterung erfolgt restriktiv zweimal téglich mit SAF 130M Alleinfuttermitel fiir
Mastschweine ab 35kg (Raiffeisen Kraftfutterwerk Kehl, Kehl am Rhein, Deutschland),
wobei Wasser ad libitum zur Verfiigung stand. Zur Haltungsanreicherung befanden sich
BeiBholzer, Ketten und Futterbélle in den mit Stroh gefiillten Kéfigbuchten.

Die Tierversuchsvorhaben mit den Referenznummern G29-12, G217-18 und G198-
20 wurden durch das Regierungsprasidium Karlsruhe genehmigt. Die Durchfiihrung
erfolgte anhand des deutschen Tierschutzgesetzes und der Richtlinie 2010/63/EU in den
Réumlichkeiten der IBF der Universitdt Heidelberg.

2.7.2. Anaiasthesie

Vor Durchfithrung der operativen Eingriffe wurden die Versuchstiere anésthesiert. Hierfiir
wurden diese am Tag der geplanten Operation niichtern gehalten, um ein mdgliches
Aspirieren wihrend der Narkose zu verhindern. Die Anésthesie wurde durch eine in-
tramuskulére (i.m.) Applikation von 5mg/kg Azaperon (Stresnil®; Elanco, Cuxhaven,
Deutschland) in den Nacken der Tiere eingeleitet. Nach einer Einwirkzeit von 15-30 min
wurden die Tiere mit einer Kombination aus 10 mg/kg Ketamin (Ketamin 10 %; Bremer
Pharma, Warburg, Deutschland) und 0,5 mg/kg Midazolam (Midazolam 5 mg/mL, Ha-
meln Pharma, Hameln, Deutschland), die ebenfalls i.m. appliziert wurde, vollstindig
narkotisiert. Anschlieend wurde ein venéser Zugang iiber die Ohrvene der Tiere erdffnet
(Vasoﬁx® Brauniile® 1,30 x 45 mm G 18 griin; B Braun Melsungen) und die Narkose durch
einen i.v. Bolus von 2mg/kg Propofol (Propofol 2%, Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Deutschland) vertieft. Zur Sicherstellung der Sauerstoffversorgung wurden die Tiere
intubiert (Endotrachealtubus; Smith Medical, Minneapolis, MN, USA) und kiinstlich
beatmet (Primus, Drager, Liibeck, Deutschland). Die Narkose wurde durch Propofol
Dauerinfusion (10mg/(kgh)) aufrechterhalten. Zur zusétzlichen Analgesie erhielten die
Tiere 0,01 mg/kg Buprenorphin i.v. (Buprenorvet sine 0,3 mg/mL; Elanco, Bad Hom-
burg, Deutschland). Des Weiteren erhielten die Tiere zur Infektionsprophylaxe 1500 mg
Cefuroxim i.v. (Cefuroxim-saar 1500 mg; Chephasaar, St. Ingbert, Deutschland).

2.7.3. Untersuchungen zu Beginn der Operation

Nachdem die Versuchstiere narkotisiert und intubiert worden waren, wurde je nach Expe-
riment bei einem Teil der Tiere eine EPU zur Erfassung der Ausgangswerte durchgefiihrt.
Fiir die Untersuchung mussten sich die Tieren im SR befinden, weshalb bei akuten
Episoden von VHF erst eine eCV erfolgte, bevor nach einer Wartezeit von 30 min die
Untersuchung fortgesetzt werden konnte.

Bei den Tieren, die eine EPU zu Erfassung der Ausgangswerte erhalten hatten, wurde
diese bei der finalen Operation wiederholt, um mogliche Unterschiede, die durch Appli-
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kation der zu untersuchenden Substanzen entstanden sind, zu erfassen. Befanden sich
die Versuchstiere zu diesem Zeitpunkt im VHF, musste dieses zuerst durch eine eCV
terminiert werden, bevor die Untersuchung nach einer Wartezeit durchgefiihrt werden
konnte.

2.7.4. Induktion von paroxysmalem Vorhofflimmern

Um den Effekt pharmakologisch aktiver Substanzen auf Schweine im VHF zu testen,
wurde ein bereits etabliertes Tiermodell verwendet (Wiedmann et al. 2022a; Wiedmann et
al. 2021; Wiedmann et al. 2020; Schmidt et al. 2019). Hierbei wurde durch Implantation
eines Zweikammer-Herzschrittmachers (St. Jude Medical, St. Paul, MN, USA) und
anschlieBender schneller, atrialer Stimulation mit 40 Hz, VHF in Schweinen ausgelost.
Die Stimulation wurde geméf eines integrierten Biofeedback-Stimulationsalgorithmus
nach 20s pausiert und der Herzrhythmus iiberpriift. Wurde detektiert, dass die Tiere
sich im VHF befanden, wurde die Stimulation ausgesetzt bis eine SR-Episode mit einer
Dauer von mindestens 15 s registriert wurde, wonach weiter stimuliert wurde bis die Tiere
intrinsisches VHF entwickelten. Zur Vermeidung der Tachykardiomyopathie als Folge des
ausgelosten VHF wurde bei den Tieren der AV-Knoten mit Radiofrequenz abladiert und
die Ventrikel durch den Zweikammer-Herzschrittmacher stimuliert.

2.7.5. Medikamentengabe und Blutentnahme

Zur Applikation von Medikamenten und zur Entnahme von Blutproben wurde im Rahmen
der initialen Operation ein zentraler Venenkatheter (ZVK) implantiert. Dieser wurde
unterhalb der Haut entlang des Halses gefiihrt und trat im Nacken der Tiere aus. Dies
ermoglichte eine einfachere Manipulation des ZVK mit einem verminderten Infektionsrisi-
ko. Die Medikamentengabe erfolgte ein- bis zweimal téglich, wobei vor jeder Applikation
eine Blutentnahme zur Bestimmung der Talspiegel erfolgte. Die Blutproben wurden in
Lithium-Heparin-Rohrchen (Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland) entnommen und bei
Raumtemperatur fiir 10 min mit 2 500 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurden aus dem
Blutplasma zwei Aliquote von je 750 pL. entnommen und bei —20°C bis zur Analyse
(sieche Abschnitt 2.6) gelagert.

Zur Medikamentengabe iiber den ZVK wurde Doxapram in Form einer wéssrigen
Injektionslésung (Dopram®; Carinopharm, Elze, Deutschland) verwendet. Der Meta-
bolit Ketodoxapram (Enamine, Riga, Lettland) ist nicht wasserloslich, so dass eine
Stammlésung in Ethanol zu 30 mg/mL angesetzt werden musste, die kurz vor Ap-
plikation mit 0,9% Kochsalzlésung 1:10 verdiinnt worden war. Fiir die Substanzen
A293 und 73217409047 (Enamine) wurden Stammlésungen mit einer Konzentration
von 10 mM in Dimethylsulfoxid (DMSO) angesetzt und vor der Verabreichung mit 0,9 %
Kochsalzlésung entsprechend verdiinnt. Amiodaron wurde ebenfalls als wéssrige Injek-
tionslésung (Codarex®; Sanofi-Aventis Deutschland, Frankfurt am Main, Deutschland)
verwendet.
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2.7.6. Messung himodynamischer Parameter

Um den akuten Einfluss verschiedener Substanzen auf den Pulmonalarterien (PA)-Druck
zu iberpriifen, wurde bei einigen Schweinen die Oberschenkelarterie und Jugularvene
kaniiliert, um eine invasive Blutdruckmessung (Dréger infinity system, Drager) zu er-
moglichen. Zur Bestimmung des PA-Drucks wurde ein Swan-Ganz Katheter (Biosensors
International, Morges, Schweiz) verwendet. Die Messungen erfolgten zu Beginn des jeweili-
gen Experimentes, um die Ausgangswerte zu erfassen, und nach jedem Applikationsschritt
der verschiedenen Substanzen und der Kontrolle. Untersucht wurde Amiodaron als klassi-
scher Vertreter der etablierten Antiarrhythmika sowie Doxapram, Ketodoxapram und die
experimentellen TASK-1-Inhibitoren 73217409047 und A293. Fiir jede Substanz gab es
fiinf Applikationsschritte im Abstand von jeweils 10 min, wobei sich die insgesamt verab-
reichte Menge an Substanz jeweils verdoppelte. Die genauen verabreichten Dosierungen
sind bei den jeweiligen Ergebnissen angegeben. Nach Abschluss der himodynamischen
Messungen wurde ebenfalls nach jeder Verabreichung eine EPU durchgefiihrt.

Zusatzlich zur Messung der akuten Effekte wurde fiir Doxapram und Ketodoxapram
der Einfluss einer zweiw6chigen Dauertherapie auf den PA-Druck untersucht. Hierfiir
wurde bei den Tieren, die fiir Untersuchungen der Pharmakokinetik einmal téaglich fiir
14d mit entweder 1 mg/kg Doxapram oder Ketodoxapram behandelt wurden, wihrend
der initialen und im Rahmen der terminalen Operation jeweils die himodynamischen
Parameter gemessen.

2.7.7. Terminale Operation

Nach Ende des Versuchsvorhabens mussten die Tiere terminal operiert werden. Hierfiir
wurden die Tiere, wie bereits in Abschnitt 2.7.2 beschrieben, andsthesiert und einer
Untersuchung (Abschnitt 2.7.3) unterzogen. Nachdem alle Untersuchungen abgeschlossen
worden waren, bekamen die Tiere einen zuséitzlichen Propofol-Bolus (i.v.) und weitere
Schmerzmedikation (0,02 mg/kg Buprenorphin i.v.) verabreicht. AnschlieBend wurden die
Tiere durch eine intrakardiale Applikation von 40 mmol KCI (Kaliumchlorid 7,5 % geférbt,
B Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland) euthanasiert. Direkt im Anschluss wurde
eine finale Blutprobe entnommen, und wie in Abschnitt 2.7.5 beschrieben, behandelt
und gelagert. Moglichst zeitgleich wurde der Schédel er6ffnet und Proben von beiden
Gehirnhemisphéren entnommen und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
—80°C bis zur Analyse (Abschnitt 2.6) gelagert.

2.8. DOCTOS-Studie — First-in-human

Im Anschluss an die préaklinischen Studien erfolgte eine Analyse im Rahmen einer First-
in-human Studie, der DOCTOS-Studie (EudraCT Nr. 2018-002979-17). Hierbei wird
Doxapram im Rahmen der klinischen Studie der Phase Ib/IIa fiir die Indikation der akuten
Kardioversion von VHF eingesetzt. Die DOCTOS-Studie wurde nach einem positiven
Votum der Ethikkommission der medizinischen Fakultit der Universitidt Heidelberg
(Nr. AFmu-736/2018) durch die zustdndige Bundesoberbehérde (Bundesinstitut fiir
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Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM), Bonn, Deutschland) genehmigt (Eudra-CT
Nr. 2018-002979-17; aktuelle Version des Studienprotokolls: 6.0 vom 15.05.2022). Die
Studie ist momentan in der Rekrutierungsphase und noch nicht final abgeschlossen, daher
werden in dieser Arbeit nur vorldufige, exemplarische Zwischenanalysen gezeigt, die sich
im Vergleich zur finalen Analyse unterscheiden kénnen.

2.8.1. Ablauf der Studie

Im Rahmen der Studie werden Patienten rekrutiert, die sich in der kardiologischen
Notaufnahme des Universitatsklinikums Heidelberg mit Symptomen von VHF vorstellen.
Nach Uberpriifung der Ein- und Ausschlusskriterien (vgl. Tabelle 2.19 und 2.20) im
Rahmen einer kérperlichen Untersuchung (sogenanntes Screening), sowie Aufklirung
und schriftlicher Einwilligung der Patienten werden diese als Probanden in die Studie
aufgenommen. Jeder Proband durchliuft drei Studienteile: einen ersten Studientag mit
Doxapram Exposition (siehe Abschnitt 2.8.2), eine bzw. mehrere Nachfolgeuntersuchungen
24-48 h nach Exposition mit optionaler eCV und eine Abschlussuntersuchung an Tag
sieben nach Studieneinschluss (sieche Abschnitt 2.8.3). Die Studie befindet sich momentan
noch in der Rekrutierungsphase.

Tabelle 2.19.: Einschlusskriterien der DOCTOS-Studie.

1 Patient ist zwischen 18 und 80 Jahren alt

2 Patient erfiillt die Kriterien fiir eine nicht notfallméfBige elektrische oder pharma-

kologische Kardioversion

Patient verfiigt iiber ein SR-EKG, in dem die QT-Zeit ermittelt werden kann

Patient versteht die Studienintervention und ist Willens sie zu befolgen

5 Patient wurde die Studie vollstdndig erkldrt und er unterschreibt freiwillig die
Einverstdndniserklarung

=~ W

Tabelle 2.20.: Ausschlusskriterien der DOCTOS-Studie.

1  Jede Teilnahme an einer fritheren klinischen Studie innerhalb von fiinf Halbwerts-
zeiten der getesteten Substanz oder, falls diese unbekannt ist, innerhalb von vier
Wochen vor Einschluss

2 Jede korperliche Beeintrachtigung, die nach Meinung der Priifer die Sicherheit
der Patienten und das Erreichen der Studienziele negativ beeinflusst

3  Unfahigkeit, auf Grund von Sprachbarrieren oder mentaler Beeintrichtigung mit
den Priifern ausreichend zu kommunizieren

4  Schwangerschaft oder Stillzeit
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Einnahme von jedweder antiarrhythmischen Begleitmedikation (nach Vaughan
Williams Klassifikation), aufler Beta-Blocker der Klasse II, innerhalb von fiinf
Halbwertszeiten der entsprechenden Substanz:

class Ia: z.B. Quinidin, Ajmalin, Procainamid oder Disopyramide

class Ib: z.B. Lidocain, Phenytoin, Mexiletin oder Tocainid

class Ic: z.B. Encainid, Flecainid, Propafenon oder Moricizin

class III: z.B. Amiodaron, Sotalol, Ibutilid, Dofetilid, Dronedarone oder Vernaka-
lant

class IV: z.B. Verapamil oder Diltiazem

class V: z.B. Adenosin, Digoxin oder Digitoxin

unklassifiziert: Ranolazin

Jede Adenosin dhnliche Substanz (z.B. Ticagrelor) innerhalb von fiinf Halbwerts-
zeiten der entsprechenden Substanz

Jede Einnahme von Magnesium (iiber 500 mg) innerhalb von 4h vor geplanter
Exposition. Wurde Magnesium bis zu 24 h vor der geplanten Exposition verab-
reicht, diirfen die Magnesiumblutspiegel nicht um mehr als 10 % iiber dem oberem
Normalwert liegen

Jede Einnahme von Theophyllin bis zu 3d vor geplanter Exposition

Jede Kontraindikation fiir die Anwendung von Doxapram

a) bekannte Intoleranz fiir Doxapram

b) systolischer Blutdruck unter 100 mmHg oder iiber 170 mmHg

c) diastolischer Blutdruck unter 60 mmHg oder iiber 100 mmHg

d) Herzfrequenz unter 50/min

e) akutes Koronarsyndrom

f) dekompensierte Herzinsuffizienz oder chronischer Herzinsuffizienz der New
Yorker Herzvereinigung (NYHA) Klassen III oder IV

g) Hyperthyreose

h) Phéochromozytom in der Vorgeschichte

i) Beeintréachtigte Atemfunktion

j) Epilepsie oder andere konvulsive Stérungen in der Vorgeschichte

k) Zerebrale Verletzungen, zerebrale Odeme, zerebrale Ischiimie oder zerebrale
Blutungen in der Vorgeschichte

Jede Notfallsituation, die eine sofortige Behandlung erfordert

Jede sofortige Notwendigkeit einer Sympathomimetika, Monoaminooxidase-
Hemmer, Halothan, Isofluran, Enfluran oder Theophyllin Gabe

Hémoglobin unter 10g/dL

Bekannte Kanalopathie

Anzeichen eines langes QT-Syndrom (ménnliche Patienten mit QTc iiber 430 ms,
weibliche Patienten mit QTc {iber 450 ms) oder verkiirztes QT-Syndrom in einem
SR-EKG der letzten zwei Jahre

Korpergewicht iiber 140 kg
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Bei DOCTOS handelt es sich um eine Dosisfindungsstudie, daher werden die Probanden
konsekutiv in Kohorten mit steigender Dosierung eingeteilt um eine effektive Dosis
zu ermitteln (Abbildung 2.1). Aus Sicherheitsgriinden wird mit zwei Dosierungen im
subtherapeutischen Bereich (0,5 mg/kg und 1,0 mg/kg) begonnen und erst nach Abschluss
dieser beiden Kohorten wird die Dosis (2,0 mg/kg) getestet, die im Schweinemodell zur
erfolgreichen Kardioversion fithrte (Wiedmann et al. 2022a). Eine weitere Erhchung der
Dosierung mit 8 mg/kg als Dauerinfusion kann im Anschluss ebenfalls getestet werden.
Eine Kohorte zahlt als abgeschlossen, sobald entweder zehn Probanden eingeschlossen
wurden oder von sechs eingeschlossenen Probanden weniger als zwei den priméren
Endpunkt erreichen.

< 80 % Erfolg | 8.0 mg/kg
<2 DLTs

i.v. Infusion
20 £ 20
< 80 % Erfolg |—> mg/kg 55 mg/kg
<2DLTs|  “Bolus  Bolus
50 9% Erfo 10 £ 1.0
<80 % Erfolg <3|
<2|:)|_'|'s|—> mg/kg |Rs: mg/kg :
_______ Bolus Bolus
05 £ 05
mg/kg <2 mg/kg

Bolus Bolus

Abbildung 2.1.: Geplante Eskalierungsstufen zur Findung der effektiven Dosierung von Doxa-
pram zur Kardioversion von VHF im Rahmen der DOCTOS-Studie. Eine Dosierungskohorte
besteht aus bis zu 10 Probanden. Gestartet wird mit einem 4.v. Bolus von 0,5 mg/kg, der optional
von einem zweiten identischen Bolus gefolgt wird. Erreichen weniger als 80 % der Probanden in
einer Kohorte den primiren Endpunkt und treten weniger als zwei dosislimitierenden Toxizitéten
auf, wird die nédchste Kohorte mit einer hoheren Dosierung gestartet. In der vierten Kohorte wird
anstelle des 7.v. Bolus eine Dauerinfusion iiber 8 h verabreicht werden.

DLT: dosislimitierende Toxizitdt; DOCTOS: Doxapram Konversion in Sinusrhythmus Studie; i.v.:
intravenos; VHF: Vorhofflimmern.

Abbildung modifiziert nach DOCTOS-Studienprotokoll V6.0 Stand 15.05.2022.

2.8.2. Exposition und erster Studientag

Nach der korperlichen Einschlussuntersuchung und der schriftlichen Einwilligung ei-
nes jeden Probanden wird zur Bestimmung der Ausgangswerte Blutproben in EDTA-,
Citrat-, Lithium Heparin- und Serum-Ro6hrchen (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)
abgenommen und Vitalparameter (Herzfrequenz, Herzrhythmus, Blutdruck, Sauerstoff-
sdttigung, Korpertemperatur) erhoben. Die EDTA-, Citrat-, und eines der Lithium
Heparin-Rohrchen werden zeitnah ins Zentrallabor zur Bestimmung von Blutparame-

73



2. Material und Methoden

tern gebracht. Ein weiteres Lithium Heparin-R6hrchen und das Serum-Roéhrchen wer-
den aufrecht stehend fiir mindestens 30 min bei Raumtemperatur gelagert und danach
bei 2500 xg und Raumtemperatur fiir 10 min zentrifugiert. Aus jeder Probe werden
zwei unabhéngig Aliquote von mindestens 750 pL erstellt und bei —20°C eingelagert.
Zur Bestimmung von Vitalparametern wahrend der Studie werden die Patienten an
das Uberwachungssystem der kardiologischen Notaufnahme angeschlossen, das kon-
tinuierlich Herzfrequenz, Herzrhythmus (12-Kanal EKG), Blutdruck, Blutsauerstoff-
sittigung und Atemfrequenz aufzeichnet. Dariiber hinaus werden die Probanden an
ein 7-Tage Langzeit-EKG angeschlossen, das bis zur Beendigung der Studie getragen
wird. Die Kérpertemperatur wird manuell mit einem Ohrthermometer gemessen und
erfasst.

Parallel zur Bestimmung der Ausgangswerte wird die benétigte Studienmedikati-
on aus dem Fertigarzneimittel Dopram® der Firma Carinopharm (Elze, Deutschland)
hergestellt. Hierbei handelt es sich um eine Injektionsléosung mit einer Konzentrati-
on von 20 mg/mL Doxapram in 5mL Ampullen. Unter aseptischen Bedingungen wird
aus der jeweils benétigten Anzahl Ampullen zwei Injektionsspritzen fiir Kohorten I—
III mit der gewiinschten Dosierung befiillt und mit Probandennummer, Inhalt, Da-
tum und genauer Uhrzeit beschriftet. Die Notierung der genauen Uhrzeit auf den
Spritzen wird benétigt, da diese 1h nach dem Aufziehen verworfen und aus frischen
Ampullen neu angesetzt werden miissen. Auch werden die ge6ffneten Ampullen nach
Herstellung der beiden Dosen verworfen und fiir keine weiteren Probanden verwen-
det.

Fiir Kohorte IV wird anstelle der zwei Injektionsspritzen die bendtigte Anzahl an
Infusionsbeuteln mit einer Konzentration von 500 mg/mL Doxapram hergestellt. Hierfiir
wird aus einem Infusionsbeutel mit 500 mL isotonischer Kochsalzlosung (Fresenius Kabi
Deutschland, Bad Homburg, Deutschland) 25 mL Lésung entfernt und durch 25 mL
des Fertigarzneimittels Dopram®, entspricht 5 kompletten Ampullen, ersetzt. Entspre-
chend des Korpergewichts werden 1-3 Beutel hergestellt, analog der Injektionsspritzen
beschriftet und maximal fiir 24 h ohne Infusionsbesteck gelagert.

Nachdem alle Vorbereitungen abgeschlossen sind und eine sechsstiindige Fastenperiode
eingehalten wurde, wird mit der Exposition begonnen. Hierfiir ist den Probanden ein
zweiter i.v.-Zugang gelegt worden, so dass die Verabreichung der Studienmedikation
iiber einen, von der Blutentnahme getrennten, Zugang moglich ist. Die Gabe der Me-
dikation erfolgt als langsame Bolusinjektion iiber einen Zeitraum von 5-15 min (Kohorte
I—III). Hierbei wird regelméaBig mit 0,9 % NaCl-Loésung zwischengespiilt. Der Applika-
tionsbeginn stellt den Zeitpunkt t = O min dar, auf den sich die folgenden Zeitangaben
beziehen und ab dem die sechsstiindige Uberwachungsperiode beginnt. Innerhalb die-
ser Periode wird der Herzrhythmus kontinuierlich {iberwacht, um eine Kardioversion
sofort erkennen zu kénnen. Bei erfolgter Kardioversion wird die restliche Periode nor-
mal weiter beobachtet und regelméafiig Messwerte erhoben. Kommt es innerhalb der
ersten 20 min zu keiner erfolgreichen Wiederherstellung des SR, wird nach 20 min ei-
ne zusitzliche zweite identische Doxapram Dosis appliziert. Die Uberwachungsperiode
wird hierdurch nicht verdndert und endete planmé&Big nach 6 h mit der Entlassung der
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Probanden. Befindet sich der Proband zu dieser Zeit noch im VHF, wird ein Termin
zur eCV am darauffolgenden Tag vereinbart, zusammen mit dem ersten Kontrolltermin,
der jedoch friithestens 24 h nach Exposition stattfinden darf. Fiir die Probanden der
Kohorte IV erfolgt die Gabe der Medikation als Dauerinfusion iiber einen Zeitraum von
8h, gefolgt von einer Uberwachungsperiode von 6 h. Befindet sich der Proband am Ende
der Periode noch im VHF wird eine eCV fiir frithestens 24 h nach Ende der Infusion
geplant.

Der Blutdruck wird wéhrend den ersten zwei Stunden alle fiinfzehn Minuten und
danach halbstiindlich gemessen. Zu den gleichen Zeitpunkten wird auch die Herzfre-
quenz dokumentiert, wihrend die Kérpertemperatur nur noch am Ende der Uberwa-
chungsperiode erneut gemessen wird. Zur Bestimmung der pharmakokinetischen Pa-
rameter werden nach erfolgter Applikation weitere Blutproben zu den Zeitpunkten t
= 5, 10, 15, 20, 25, 35, 60, 120, 240, 300 und 360 min in Lithium Heparin-R6éhrchen
abgenommen. Die Probe zum Zeitpunkt t = 25min wird nur entnommen, falls die
zweite Dosis Doxapram appliziert wird, und die Entnahme der Probe zum Zeitpunkt
t = 20 min erfolgt stets vor der zweiten Applikation. Ebenfalls wird Blut zur Bestim-
mung von Biomarkern in Serum-Réhrchen zu den Zeitpunkten t = 180 und 360 min
abgenommen und zu den Zeitpunkten t = 0, 5, 25 und 360 min in speziellen Réhrchen
(Kabe Labortechnik, Niimbrecht, Deutschland) fiir die Bestimmung der Katecholami-
ne.

Fiir Kohorte IV dndern sich die Zeitpunkte der Probenentnahme und der Erfassung
der Vitalparameter. Blutdruck und Herzfrequenz werden unmittelbar vor Beginn der
Infusion gemessen und danach halbstiindlich bis zum Ende der Uberwachungsperiode
mit einer zusdtzlichen Messung 15min nach Start der Infusion. Blutproben zur Be-
stimmung der pharmakokinetischen Parametern werden zu den Zeitpunkten t = 0, 15,
30, 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420 und 480 min nach Start der Infusion und t = 2,
5, 15, 30, 60, 120, 240, 360 min nach Ende der Infusion in Lithium-Heparin-Réhrchen
abgenommen. Serum-Roéhrchen zur Bestimmung von Biomarkern werden zu den Zeit-
punkten t = 0, 180 und 480 min abgenommen und fiir die Bestimmung der Katecholamine
werden, wihrend die Infusion 14uft, stiindlich Blutproben in speziellen Blutréhrchen
abgenommen.

2.8.3. Nachfolgeuntersuchungen und Beendigung der Studie

Friithestens 24 h nach Applikation der Studienmedikation wird die erste Nachfolgeun-
tersuchung durchgefiihrt. Hierbei werden Verdnderungen in der Medikation und neu
aufgetretene korperliche Beschwerden erfasst sowie eine Blutentnahme durchgefiihrt um
Blutplasmaspiegel der Studienmedikation, verschiedene Biomarker sowie die Katechola-
minspiegel (ausschlieflich Kohorte IV) zu bestimmen. Befindet sich zu diesem Zeitpunkt
der Proband noch oder erneut im VHF wird fiir die Probanden der Kohorten I—III
anschlieflend eine eCV durchgefiihrt. Hierbei wird der Proband durch einen i.v. Propofol-
Bolus anédsthesiert und mit Hilfe eines EKG gesteuerten gezielten Stromstofles wieder
in den SR versetzt. Nach erfolgreicher eCV und anschlieBender Uberwachungsphase
wird der Proband wieder entlassen. Fiir die Probanden der Kohorte IV darf die eCV
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frithestens 24 h nach Ende der Infusion stattfinden, so dass hierfiir ein gesonderter Termin
ausgemacht werden muss. Zusétzlich werden in Kohorte IV Nachfolgeuntersuchungen 36 h
und 48 h nach Start der Infusion durchgefiihrt, die in ihrem Umfang der Untersuchung
nach 24 h entsprechen.

Nach 7d erfolgt die Abschlussuntersuchung zum Studienende. Hierbei wird analog
zur Einschlussuntersuchung eine komplette korperliche Untersuchung durchgefiithrt und
Verdanderungen in der Medikation und neu aufgetretene kérperliche Beschwerden erfasst.
Ebenso erfolgt eine Blutentnahme zur Bestimmung der erforderlichen Blutparameter und
Biomarker. Nach Abschluss der Untersuchung wird der Proband aus der Studie entlassen.

2.9. Datenauswertung

Die Auswertung und Visualisierung der gewonnen Daten erfolgte mit Microsoft Office
Excel 2019 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA), GraphPad Prism (V9.4.1;
GraphPad Software, San Diego, CA, USA), ImageJ (V1.5f; National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) und MATLAB (MathWorks, Natick, MA USA). Die Erstellung der
linearen Kalibrierungskurven (1/x2) fiir die Quantifizierung von A293, Doxapram und
Ketodoxapram erfolgte mit der Software TargetLynx (V4.1; Waters). Die Kalkulation
der pharmakokinetischen Parameter nach einmaliger Gabe erfolgte mit Kinetica (V5.0;
Thermo Fisher Scientific) und die nach mehrmaliger Gabe mit Phoenix WinNonLin
(V8.0; Certara, Princeton, NJ, USA). Die Auswertung der zellulir-elektrophysiologischen
Messungen erfolgte mit Clampfit (V11.2; Molecular Devices).
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3. Ergebnisse

3.1. Transkriptionelle Regulation des TASK-1-Kanals

Die Ergebnisse in diesem Kapitel der Arbeit wurden bereits vollstindig zusam-
men mit PD Dr. Feliz Wiedmann in geteilter Erst-Autorenschaft in Wiedmann
et al. (2022b) publiziert. Teile der hier beschriebenen Ergebnisse wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Antonius Biischer und Dr. Dr. Stefan Kallenberger
gewonnen und sind an entsprechender Stelle gekennzeichnet.

Der erste Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit der transkriptionellen Regulation des
TASK-1-Ionenkanals. In der Einleitung wurde bereits die unterschiedliche Expression
dieses Kanals bei Patienten mit VHF im Vergleich zu Patienten mit SR beschrieben
(sieche Abschnitt 1.2.1). Dariiber hinaus wurde angesprochen, dass ein Grofiteil der Gene
durch miRNAs reguliert werden (vgl. Abschnitt 1.3.2). Im Folgenden werden diese beiden
Themen zusammen gebracht und untersucht, welche miRNAs an der Regulation der
TASK-1-Expression beteiligt sind.

3.1.1. Unterschiedliche Expression von miRNAs unter Vorhoflimmern

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Daten beruhen auf Experimenten,
die durch Dr. Antonius Biischer durchgefiihrt wurden. Sie werden hier aus
Griinden der Vollstindigkeit aufgefiihrt, wobei die Interpretation der Daten
in Eigenleistung erfolgte.

In einem ersten Schritt wurde mit Hilfe der Datenbanken microRNA.org und TargetScan
untersucht, welche miRNAs unter bioinformatischen Gesichtspunkten mit der mRNA des
TASK-1-Kanals binden und somit interagieren konnten (Agarwal et al. 2015; Betel et al.
2008). Hierbei wurden die folgenden 16 moglichen miRNAs identifiziert (Abbildung 3.1,
Dunkelblau): miRNA-9, miRNA-23a, miRNA-23b, miRNA-25 miRNA-28, miRNA-34a,
miRNA-124, miRNA-125b, miRNA-193a, miRNA-202, miRNA-215, miRNA-338, miRNA-
449a, miRNA-485, miRNA-708 und miRNA-874. Neben diesen wurden noch sieben weitere
miRNAs fiir die weiteren Untersuchungen ausgewéhlt (Abbildung 3.1, Hellblau), fiir die
in der Literatur bereits ein Zusammenhang mit VHF beschrieben wurde. Hierbei handelt
es sich um miRNA-1, miRNA-21, miRNA-26a, miRNA-29b, miRNA-30a, miRNA-31 und
miRNA-133a, auf deren Funktion teilweise bereits in Abschnitt 1.3.3 eingegangen wurde.

Um die Expression dieser 23 ausgewédhlten miRNAs zu untersuchen, wurden von insge-
samt 61 Patienten, die sich einer Herzoperation mit Herz-Lungen-Maschine unterzogen,
rechte Herzohrproben gesammelt, wovon sich zum Zeitpunkt der Operation 23 im SR
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befanden, 21 paroxysmales VHF und 17 chronisches VHF hatten (siehe Tabelle 2.9).
Aus diesen Proben wurden die 23 obengenannten miRNAs mittels miRNA-Isolationskit
isoliert, in cDNA transkribiert und mit dem TagMan-miRNA-System quantifiziert. Als
Referenz hierfiir wurde das geometrische Mittel der Expression von miRNA-26b, U47 und
RNU6B gewéhlt. Mit miRNA-133a und miRNA-1 wurden die beiden haufigsten miRNAs
bereits im Zusammenhang mit VHF beschrieben, haben jedoch in der bioinformatischen
Untersuchung keine mogliche Interaktion mit der TASK-1 mRNA gezeigt. Als drittes
folgte mit miRNA-125b die erste miRNA, die in der Voruntersuchung als méglicher Inter-
aktionspartner gezeigt wurde. In absteigender Haufigkeit folgten danach mit miRNA-26a,
miRNA-30a, miRNA-21 und miRNA-29b vier weitere, die bereits im Zusammenhang
mit VHF beschrieben wurden. Neben miRNA-125b waren miRNA-23a, miRNA-23b,
miRNA-28 und miRNA-34a in absteigender Reihenfolge am hiufigsten exprimiert von
den pradiktierten méglichen Interaktionspartnern.

1000
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1

0,1

0,01

Relative Expression

0,001

0,0001-+

miR-133a-
miR-14
miR-125b
miR-26a4
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miR-23b -
miR-28 1
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miR-202
miR-4854
miR-2154
miR-449a 1

Abbildung 3.1.: Expression der untersuchten miRNAs relativ zum geometrischen Mittel von
miRNA-26b, U47 und RNU6B in dem kompletten Patientenkollektiv, bestehend aus SR (n =
23), paroxysmalem VHF (n = 21) und chronischem VHF-Proben (n = 17). Die miRNAs mit
prognostizierter Interaktion mit TASK-1 mRNA sind Dunkelblau markiert und die mit bereits
beschriebenen Zusammenhang mit VHF sind Hellblau eingefdrbt. Die Daten sind dargestellt als
Median mit Minimum und Maximum (n = 61).

miR: microRNA; miRNA: micro Ribonukleinsdure; SR: Sinusrhythmus; VHF: Vorhofflimmern.
Abbildung modifiziert nach Wiedmann et al. (2022b).

In einem néchsten Schritt wurde die VHF-abhéingige Regulation der miRNAs untersucht.
Hierfiir wurde die Expression in den Patienten mit SR der von Patienten im paroxysmalem
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und chronischem VHF gegeniiber gestellt (Abbildung 3.2). Hierbei zeigte sich, dass
miRNA-9, miRNA-485 und miRNA-28 sowohl in Patienten mit paroxysmalem sowie
chronischem VHF herunterreguliert sind. Dariiber hinaus ist miRNA-338 nur in den
chronischen VHF-Proben weniger exprimiert, jedoch nicht unter paroxysmalem VHF.
Fiir miRNA-23a, miRNA-124, miRNA-21, miRNA-34a und miRNA-29b ist hingegen eine
Hochregulation unter chronischem VHF zu erkennen, die lediglich fiir miRNA-21 auch
bereits unter paroxysmalem VHF zu sehen ist.

Tréagt man nun den negativen dekadischen Logarithmus des p-Wertes gegen den biniren
Logarithmus der Ratio auf (siehe Abbildung 3.3), so sieht man, dass miRNA-9, miRNA-
28 und miRNA-485 signifikant herunterreguliert sind, sowohl unter paroxysmalem als
auch chronischem VHF, und das miRNA-338 dariiber hinaus nur unter chronischem
VHF signifikant herunterreguliert ist. Im Vergleich zwischen SR und paroxysmalem
VHF ist keine miRNA signifikant hochreguliert (Abbildung 3.3a), jedoch im Vergleich
zum chronischem VHF sind miRNA-124, miRNA-21, miRNA-29b, miRNA-34a und
miRNA-23a signifikant erh6ht exprimiert (Abbildung 3.3b).

Um nun die miRNAs zu identifizieren, die eine méogliche pathologische Relevanz fiir
VHF haben koénnten, wurde die gesamte Expression ein jeder miRNA gegen den Betrag
des binédren Logarithmus der Ratio von chronischem VHF gegeniiber SR, aufgetragen (Ab-
bildung 3.4). In dieser Darstellungsweise sind die miRNAs, die am héufigsten exprimiert
sind, oben angeordnet und die, deren Expression sich unter VHF am meisten veradndert,
auf der rechten Seite. Somit sind die miRNAs, die sowohl sehr haufig als auch stark
differenziert exprimiert werden, in der rechten oberen Ecke zu finden. Von den miRNAs,
fiir die bereits eine mogliche Interaktion mit der TASK-1 mRNA vorhergesagt worden
war, befinden sich dort miRNA-9, miRNA-23a, miRNA-28, miRNA-34 und miRNA-124.
Diese fiinf genannten miRNAs wurden daher fiir die weiteren Untersuchungen selektiert.

3.1.2. Korrelation zwischen der Expression von miRNAs und TASK-1
mRNA

Die hier gezeigte Auswertung beruht auf Daten, die durch Dr. Antonius
Biischer erhoben wurden, wobei die Auswertung in Figenleistung erfolgte.

Als néchstes wurden die TASK-1 mRNA-Konzentrationen in den gesammelten rechten
Herzohrproben untersucht (Abbildung 3.5a bis 3.5k). Hier zeigte sich fiir die Proben
mit chronischem VHF eine signifikante Hochregulation um 44 % (p = 0,0079 berechnet
mit ¢ Test). Fiir die Proben der Patienten mit paroxysmalem VHF zeigte sich ein Trend
hin zu einer um 28 % erhohten Expression, der jedoch keine statistische Signifikanz
erreichte (p = 0,088 berechnet mit ¢ Test). Tragt man nun die relative Expression der
fiinf zuvor selektieren miRNAs getrennt nach Rhythmusstatus auf, so sieht man eine
um 48,8 % reduzierte Expression von miRNA-9 unter chronischem VHF (p < 0,0001
berechnet mit ¢ Test) und auch fiir miRNA-28 ist eine Reduktion um 30,1 % zu sehen
(p = 0,0030 berechnet mit ¢ Test). Eine vermehrte Expression unter chronischem VHF
wurde jedoch fiir miRNA-23a (82,0 %; p < 0,0001 berechnet mit ¢ Test), miRNA-34a
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Abbildung 3.2.: Binidrer Logarithmus der Ratio der miRNA-Expression von SR-Proben (n =
23) im Vergleich mit paroxysmalem VHF (n = 21; a) und chronischem VHF (n = 17; b). Die
Daten sind dargestellt als Mittelwert mit Standfehler. *,p < 0,05; **,p < 0,01; ***,p < 0,001
berechnet mit ¢ Test gefolgt von einer Bonferroni- Korrektur fiir n = 23 Testungen.

cVHF: chronisches Vorhofflimmern; pVHF: paroxysmales Vorhofflimmern; miR: microRNA:
miRNA: micro Ribonukleinsiure; SR: Sinusrhythmus.

Abbildung modifiziert nach Wiedmann et al. (2022b).
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Abbildung 3.3.: Bindrer Logarithmus der Ratio der miRNA-Expression von paroxysmalem
VHF (n = 21; a) und chronischem VHF (n = 17; b) im Vergleich zu SR (n = 23), aufgetragen
gegen den negativen dekadischen Logarithmus des p-Wertes errechnet durch einen ¢ Test. Die
horizontale gestrichelte Linie entspricht p = 0,01.

cVHF: chronisches Vorhofflimmern; pVHEF: paroxysmales Vorhofflimmern; miR: microRNA:
miRNA: micro Ribonukleinsdure; SR: Sinusrhythmus.

Abbildung modifiziert nach Wiedmann et al. (2022b).

(67,8%; p < 0,0001 berechnet mit ¢ Test) und miRNA-124 (111,3 %; p < 0,0001 berechnet
mit ¢ Test) beobachtet.

Die Uberpriifung des Zusammenhangs zwischen Expression der TASK-1 mRNA und
der jeweiligen miRNA zeigte (Abbildung 3.5g bis 3.5k), dass lediglich miRNA-23a positiv
mit TASK-1 korreliert ist (Spearman r = 0,43; p = 0,0005). Fiir miRNA-34a ist ein
Trend zu einer positiven Korrelation zu erkennen (Spearman r = 0,24; p = 0,062) und
fiir miRNA-9 hin zu einer negativen Korrelation (Spearman r = -0,19; p = 0,14). Fir
miRNA-28 (Spearman r = -0,061; p = 0,64) und miRNA-124 (Spearman r = 0,064;
p = 0,62) ist keinerlei Korrelation zu erkennen.

3.1.3. miRNA vermittelte Regulation der TASK-1-Expression

Die Generierung, Differenzierung und Bereitstellung der humanen IPS-Zellen
erfolgt durch Dr. Timon Seeger.

Zur weiteren Untersuchung einer moglichen Regulation der TASK-1-Expression auf
mRNA- und Proteinebene durch die fiinf selektierten miRNAs (miRNA-9, miRNA-23a,
miRNA-28, miRNA-34a und miRNA-124), wurden humane IPS-Zellen mit Imitatoren und
Inhibitoren der genannten miRNAs transfiziert (Abbildung 3.6). Anschlielend wurden aus
den Zellen mRNA und Proteine isoliert, die mit Hilfe der gPCR und des Western Blots
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Abbildung 3.4.: Betrag des bindren Logarithmus der Ratio der miRNA-Expression von chroni-
schem VHF zu SR aufgetragen gegen die gesamte relative Expression bezogen auf das geometrische
Mittel aus miRNA-26b, U47 und RNU6B. Dargestellt ist der Mittelwert (n = 61) mit dem Stan-
dardfehler des Mittelwerts.

Abbildung modifiziert nach Wiedmann et al. (2022b).

quantifiziert wurden. Auf Ebene der TASK-1 mRNA zeigte sich nach Transfektion mit dem
miRNA-34a-Inhibitor eine signifikante Herunterregulation der TASK-1 mRNA um 42,2 %
(n = 5; p = 10,0066 berechnet mit ¢t Test) im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 3.6a).
Die Inhibitoren der vier anderen miRNAs hatten keinen quantifizierbaren Einfluss auf die
mRNA-Konzentration. Die Herunterregulation durch den miRNA-34a-Inhibitor konnte
ebenfalls auf Ebene der Proteinexpression beobachtet werden (Abbildung 3.6b und 3.6¢).
Es zeigte sich eine Reduktion um 67,4 % (n = 5; p = 0, 0020 berechnet mit ¢ Test). Dariiber
hinaus wurde eine reduzierte Expression um 62,2 % durch den miRNA-9-Inhibitor (n =
5; p = 0,0055 berechnet mit ¢ Test), um 67,1 % durch den miRNA-23a-Inhibitor (n = 5;
p = 0,0023 berechnet mit ¢ Test) und um 76,6 % durch den miRNA-124-Inhibitor (n = 5;
p = 0,0013 berechnet mit ¢ Test) gesehen.

Fiir die Imitatoren zeigte sich auf mRNA-Ebene eine Herunterregulation um 40,7 %
durch den miRNA-9-Imitator (n = 6; p = 0,00044 berechnet mit ¢ Test), um 38,9 % durch
den miRNA-23a-Imitator (n = 6; p = 0,00028 berechnet mit ¢ Test) und um 37,8 % durch
den miRNA-34a-Imitator (n = 6; p = 0,00034 berechnet mit ¢ Test; Abbildung 3.6d). Fiir
miRNA-28 und miRNA-124 konnte auf mRNA-Ebene kein Effekt quantifiziert werden. Auf
Proteinebene war fiir alle Imitatoren kein signifikanter Effekt zu sehen, lediglich miRNA-9
und miRNA-124 zeigten einen Trend hinsichtlich einer vermehrten Proteinexpression
(Abbildung 3.6e und 3.6f).
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Abbildung 3.5.: Einfluss des Herzrhythmus auf die Expression von TASK-1 und ausgew&hlten
miRNAs. Vergleich der Expression der miRNAs sowie TASK-1 mRNA von Patienten mit SR
(n = 23), paroxysmalem VHF (n = 21) und chronischem VHF (n = 17) (a—f). Die Messungen
der miRNA-Expression wurden normalisiert zum geometrischen Mittel aus miRNA-26b, U47
und RNU6B. Die TASK-1 mRNA-Expression wurde zu IPO8 normalisiert. Daten sind als
Einzelwerte mit Box-Whisker-Plot dargestellt. Die Box zeigt den Median und geht von den 25 %
bis 75 % Perzentilen. Die Balken zeigen den minimalen und maximalen Wert an. Die p-Werte
wurden mit einem zweiseitigen ¢ Test berechnet, wobei p < 0,05 als signifikant angesehen wurde.
Auftragung der Expression von TASK-1 mRNA im Vergleich zu miRNA (n = 61; r ist der
Korrelationskoeffizienten der Spearman-Rangordnung und p der dazugehorige p-Wert; g—k).
cVHF: chronisches Vorhofflimmern; miR: miRNA; miRNA: micro Ribonukleinsiure; mRNA:
Boten Ribonukleinsédure; pVHF: paroxysmales Vorhofflimmern; SR: Sinusrhythmus.

Abbildung modifiziert nach Wiedmann et al. (2022b).
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Abbildung 3.6.: Untersuchung der Regulation von TASK-1 auf Protein- und mRNA-Ebene
in transfizierten humanen IPS-Zellen. Die humanen IPS-Zellen waren mit miRNA-Imitatoren,
-Inhibitoren und entsprechenden Kontrollen transifiziert worden. Die mRNA-Expression wurde per
gPCR (a und d) und die Proteinexpression per Western Blot (b, c, e und f) 48 h nach Transfektion
bestimmt. Die qPCR Daten wurden normalisiert zur IPO8-Expression nach Transfektion mit
miRNA-Inhibitoren (a) und miRNA-Imitatoren (d) und den entsprechenden Kontrollen (n =
1-6). Reprasentative Western Blots der Inhibitoren (b) und Imitatoren (e). Proteinexpression
von TASK-1 relativ zu GAPDH fiir die miRNA-Inhibitoren (c) und miRNA-Imitatoren (f) und
den entsprechenden Kontrollen (n = 5). Daten sind dargestellt als Mittelwert mit Standardfehler
des Mittelwerts. Die p-Werte wurden mit einem zweiseitigen ¢ Test berechnet und p < 0,05 als
signifikant angesehen.

Ctrl: Kontrolle; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; IPO8: Importin 8; IPS:
induzierte pluripotente Stammzellen; miR: miRNA; miRNA: micro Ribonukleinsiure; mRNA:
Boten Ribonukleinsdure; qPCR: quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion; WB: Western
Blot.

Abbildung modifiziert nach Wiedmann et al. (2022b).
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3.1.4. Funktionelle Untersuchung der miRN A-Regulation

Nachdem die Einfliisse auf Expressionsebene untersucht worden waren, wurde in einem
néchsten Schritt untersucht, wie die miRNA-Imitatoren und -Inhibitoren die Funktionali-
tét des TASK-1-Kanals beeinflussen. Hierfiir wurde das heterologe Expressionssystem der
Xenopus laevis Oozyten gewédhlt. Nach einer Ko-Injektion von TASK-1 mRNA gemeinsa-
men mit den verschiedenen Inhibitoren und Imitatoren, wurde das Ruhemembranpotential
(RMP) und der Kaliumstrom 24-72h nach Injektion gemessen, unter Verwendung der
TEVC-Technik. Die Zellen wurden, ausgehend von einer Haltespannung von —80mV,
mit Impulsen verschiedener Spannung injiziert, ausgehend von —140mV bis 60 mV in
20mV Schritten, um den ausgelésten Strom zu messen. Die Quantifizierung erfolgte am
Ende des 20 mV Pulses.
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Abbildung 3.7.: Untersuchung des Einflusses aller untersuchten miRNA-Imitatoren und -
Inhibitoren auf das RMP (a) und die Stromstérke (b) von Oozyten. Nach Ko-Injektion von TASK-1
RNA mit den entsprechenden miRNAs-Imitatoren, -Inhibitoren und Kontrollen in Xenopus laevis
Oozyten, wurde 48 h spéter mit der TEVC die Stromstérke sowie das RMP gemessen (n = 21-28).
Fiir die Messung der Stromstirke wurden die Oozyten auf ein Membranpotential von —80mV
geklemmt und Spannungspulse mit einer Lange von 500 ms, ausgehend von einer Spannung von
—140mV und in 20mV Schritten erh6ht bis hin zu 60 mV, appliziert. Die Daten sind dargestellt
als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwerts. Die p-Werte wurden mit einem zweiseitigen ¢
Test berechnet, wobei p < 0,05 als signifikant angesehen wurde.

Ctrl: Kontrolle; mi-R: miRNA; miRNA: micro Ribonukleinsdure; RMP: Ruhemembranpotential;
RNA: Ribonukleinsdure; TEVC: Zwei-Elektroden-Spannungsklemme.

Abbildung modifiziert nach Wiedmann et al. (2022b).

Nach Ko-Injektion von TASK-1 mRNA mit miRNA-34a-Inhibitor zeigten die Oo-
zyten ein signifikant erhohtes RMP im Vergleich zu Zellen, die mit einer Inhibitor-
Kontrolle behandelt wurden (RMP;RNA-34a-Inhibitor —42,4 £ 3,0 mV; RMPKontroll-Inhibitor
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—51,8 £ 2,8mV; n = 21-24; p = 0,026 berechnet mit ¢ Test; Abbildung 3.7a). Der
auswértsgerichtete Kaliumstrom, der in injizierten Oozyten fast ausschliefllich dem TASK-
1-Strom entspricht, war in den Zellen, die mit miRNA-34a-Inhibitor behandelt worden
waren, nicht signifikant unterschiedlich im Vergleich zur Inhibitor-Kontrolle (n = 21-24;
p = 0,84 berechnet mit ¢ Test; Abbildung 3.7b). Die gemeinsame Injektion von TASK-1
mRNA mit miRNA-34a-Imitator fithrte im Gegensatz zum Inhibitor zu einer signifikan-
ten Reduzierung des RMP (RMPmiRNA-34a-Imitator _64,3 + 1,1 IIlV; RMPKontroll-Imitator
—55,0 £ 1,4mV; n = 24-28; p < 0,0001 berechnet mit ¢ Test; Abbildung 3.7a). Die-
ser Effekt konnte auch auf Ebene des TASK-1-Stromes beobachtet werden, der von
1,82 + 0,14 pA unter Kontrollbedingungen auf 2,49 4+ 0,24 pA 48h nach Ko-Injektion
von TASK-1 mRNA und miRNA-34a-Imitator anstieg (Abbildung 3.7b). Weder nach
Injektion der Imitatoren noch der Inhibitoren von miRNA-9, miRNA-23a, miRNA-28 und
miRNA-124 konnten signifikante Effekte auf das RMP oder den Kaliumstrom gemessen
werden.

Die Strom-Spannungs-Kurve des TASK-1-Kanals zeigt nach Ko-Injektion mit dem
miRNA-34a-Imitator (Abbildung 3.8a) einen signifikanten Anstieg und nach Ko-Injektion
mit dem entsprechenden Inhibitor (Abbildung 3.8d) keinen signifikanten Unterschied.
Der Effekt des miRNA-34a-Imitator auf dem Kaliumstrom ist zeitabhingig, so zeigte
sich 72h nach Injektion die groBte Differenz zwischen Kontrolle und Imitator (Abbil-
dung 3.8b). Fiir der Einfluss auf das RMP konnte keine Zeitabhingigkeit identifiziert
werden, da der Unterschied zu allen drei untersuchten Zeitpunkten (24h, 48h und 72h)
anndhernd gleich groB war (Abbildung 3.8¢c). Es zeigt sich auch hier, dass der Effekt des
miRNA-Inhibitors im Vergleich zur Inhibitor-Kontrolle nicht signifikant unterschiedlich
war (Abbildung 3.8e). Auch war die Reduktion des RMP durch den Inhibitor nicht
zeitabhéngig (Abbildung 3.8e).

3.1.5. miRNAs als Biomarker fiir VorhofHimmern

Nachdem der Einfluss von miRNA-34a auf die Expression von TASK-1 gezeigt worden
war, stellte sich die Frage, ob sich diese miRNA auch als Biomarker fiir VHF eignet.
Hierfiir wurde die zirkulierende miRNA-34a, in Blutproben aus peripheren Venen von
16 Patienten bestimmt. Es zeigt sich, dass die zirkulierende miRNA-Konzentration
in den Patienten mit VHF signifikant hoher ist als in denen mit SR (n = 5-11;
p = 0,028; Abbildung 3.9a). Substratifiziert man diese Patienten nach paroxysma-
lem und chronischem VHF, so zeigte sich weiterhin ein signifikanter Anstieg fiir par-
oxysmales VHF (n = 5; p = 0,0046; Abbildung 3.9b). Fir die Gruppe mit chro-
nischem VHF war weiterhin ein Trend hin zu einer erhohten Expression zu sehen,
dieser erreichte jedoch keine Signifikanz (n = 5-6; p = 0,12). Bei einem Vergleich
der Konzentrationen von miRNA-34a im Gewebe mit der im Blut zeigt sich ein po-
sitive Korrelation (Abbildung 3.9c). Auch ein Zusammenhang zwischen der TASK-1
mRNA im Gewebe und der zirkulierenden miRNA-34a zeigte sich, hohere mRNA-
Konzentrationen waren mit grofleren zirkulierenden miRNA-34a-Mengen korreliert (Ab-
bildung 3.9d).
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Abbildung 3.8.: Untersuchung der Zeitabhéngigkeit des Einflusses von miRNA-34a-Imitatoren
und -Inhibitoren auf die Stromstédrke und das RMP von Oozyten. Nach Ko-Injektion von TASK-1
RNA zusammen mit miRNAs-34a-Imitatoren, -Inhibitoren und Kontrollen in Xenopus laevis
Oozyten, wurde 24-72h spiter mit der TEVC die Stromstéirke sowie das RMP gemessen (n
= 14-29). Fiir die Messung der Stromstérke wurden die Oozyten auf ein Membranpotential
von —80mV geklemmt und Spannungspulse mit einer Lange von 500 ms, ausgehend von einer
Spannung von —140 mV und in 20 mV Schritten erh6ht bis hin zu 60 mV, appliziert. Auftragung
der Stromstérke gegen das Membranpotential nach Ko-Injektion mit miRNA-34a-Imitator (a)
und -Inhibitor (d). Das verwendete Spannungsprotokoll sowie reprisentative Stromkurven zu
Kontrollbedingungen (dunkelblau) und nach Ko-Injektion (hellblau) sind in die Abbildungen
eingefiigt. Vergleich der Stromstérke und RMP 24 h, 48 h und 72 h nach Ko-Injektion (hellblau) mit
miRNA-34a-Imitator (b und c) und -Inhibitor (e und e) mit Kontrollbedingungen (dunkelblau).
Die Daten sind dargestellt als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwerts. Die p-Werte wurden
mit einem zweiseitigen ¢ Test berechnet, wobei p < 0,05 als signifikant angesehen wurde.

mi-R: miRNA; miRNA: micro Ribonukleinsdure; RMP: Ruhemembranpotential; RNA: Ribonu-
kleinsdure; TEVC: Zwei-Elektroden-Spannungsklemme.

Abbildung modifiziert nach Wiedmann et al. (2022b).
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Abbildung 3.9.: Zur Analyse der zirkulierenden miRNA-34a-Konzentrationen wurden periphere
Blutproben von fiinf Patienten im SR, wobei nur drei aus der urspriinglichen Studienpopulati-
on stammen und zwei zusitzliche SR-Kontrollproben aus einer anderen Studie sind, fiinf mit
paroxysmalem VHF (alle aus der urspriinglichen Studienpopulation) und sechs mit chronischem
VHF (ebenfalls alle aus der urspriinglichen Studienpopulation) untersucht (a bis d). Vergleich der
zirkulierenden miRNA-34a zwischen SR und der gesamten VHF-Population (a), sowie aufgeilt
nach paroxysmalem und chronischem VHF (b). Die Daten sind gezeigt als Median mit Minimum
und Maximum relative zum internen Standard miRNA-16. Die Fehlerbalken zeigen den Standard-
fehler des Mittelwerts. Zirkulierende miRNA-34a aufgetragen gegen die Konzentrationen aus den
Herzohrgewebeproben (c) und gegen die TASK-1 mRNA-Konzentrationen (d). Die Werte sind
relativ zum geometrischen Mittel aus RNU6B, U47 und miRNA-26b angegeben. Die angegebenen
p-Werte wurden mit einem zweiseitigen ¢ Test berechnet, wobei p < 0,05 als signifikant angesehen
wurde.

chronisches Vorhofflimmern: cVHF; miR: microRNA; miRNA: micro Ribonukleinsdure; mRNA:
Boten Ribonukleinsiure; pVHF: paroxysmales Vorhofflimmern; SR: Sinusrhythmus.

Abbildung modifiziert nach Wiedmann et al. (2022b).
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3.1.6. Zusammenhang zwischen miRNA-Expression und klinischen
Parametern

Die hier gezeigte Clusteranalysen wurden von Dr. Dr. Stefan Kallenberger
durchgefiihrt und beruhen auf den FExpressionsdaten und klinischen Parame-
tern, die durch Dr. Antonius Biischer gewonnen bzw. gesammelt wurden. Die
Auswertung der Ergebnisse erfolgte in Eigenleistung.

In einem weiteren Schritt wurde nun der Zusammenhang zwischen der Expression der
miRNAs und den klinischen Parametern des Patientenkollektivs untersucht. In diese
Untersuchung wurden alle zu Beginn genannten 23 miRNAs eingeschlossen, somit auch die
sieben, die bereits im Zusammenhang mit Umbauprozessen unter VHF beschrieben worden
waren (miRNA-1, miRNA-21, miRNA-26a, miRNA-29b, miRNA-30a, miRNA-31 und
miRNA-133a). Manche dieser miRNAs sind bereits in Zusammenhang mit strukturellen
Umbauprozessen und besonders Fibrose gebracht worden, daher wurden auch Kollagen
Typ I Alpha 2 (COL1A2), Discoidin-Doménen-haltiger Rezeptor 2 (DDR2) und S100
Calcium-bindendes Protein A4 (S100A4) mRNA-Spiegel als genetische Marker fiir Fibrose,
inkludiert.

Fiir kontinuierliche und nach Rangfolge geordnete Parameter, wurde eine hierarchische
Clusterung der Korrelationskoeffizienten aus der miRNA-Expression und den Werten der
Parameter durchgefiihrt (Abbildung 3.10). Hierbei zeigte sich, dass mit einer vermehrten
Expression von miRNA-25, miRNA-21, miRNA-34a, miRNA-23a, miRNA-124, miRNA-1
und miRNA-29b ein Cluster von Parametern, die mit Myokarddilatation und VHF
(linkes Atrium (LA) Durchmesser (@), linker Ventrikel (LV) enddiastolischer Durchmesser
(EDD), LV endsystolischer Durchmesser (ESD) und VHF-Status) sowie TASK-1- und
COL1A2-Expression, assoziiert ist (horizontale kastanienbraune und vertikale purpurne
Linie). In diesem Cluster lag ebenfalls eine positive Korrelation fiir miRNA-31, miRNA-
449a, miRNA-133a, miRNA-23b, miRNA-125b und miRNA-30a vor, die jedoch keine
statistische Signifikanz nach Mehrfachtestung erreichte. Im Gegensatz dazu war diese
Gruppe an Parametern mit einer verminderten Expression von miRNA-9 und miRNA-485
assoziiert (horizontale blaue und vertikale purpurne Linie). Auch hier zeigte sich wieder
fiir einige miRNAs ein Trend, der nach Mehrfachtestung nicht mehr signifikant war. Dieser
Trend lies sich fiir miRNA-26a, miRNA-28, miRNA-193a, miRNA-338 und miRNA-708
beobachten.

Des Weiteren konnte eine signifikante negative Korrelation zwischen Kreatininspiegel
und miRNA-193a, sowie zwischen DDR2 und miRNA-34a und miRNA-23a gezeigt werden.
Dariiber hinaus zeigte der Parameter DDR2 einen Trend hin zu einer positiven Korrelation
mit miRNA-193a, miRNA-9 und miRNA-708, sowie hin zu einer negativen Korrelation
mit miRNA-21, miRNA-124, miRNA-133a, miRNA-1, miRNA-29b und miRNA-23b.

Fiir die binédren klinischen Parameter wurde der bindre Logarithmus der Ratio beste-
hend aus der miRNA-Expression bei Anwesenheit und Abwesenheit des entsprechenden
Attributes berechnet. Hierbei zeigte sich, dass der Zusammenhang zwischen miRNA-193a
und der Einnahme von TAH selbst nach Anpassung mit der Benjamini-Hochberg-Prozedur
fiir Mehrfachtestung noch signifikant ist (Abbildung 3.11; schwarzer Rahmen). Ein Trend
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Abbildung 3.10.: Assoziation zwischen miRNA-Expression und klinischen numerischen Parame-
tern. Cluster wurden aus den Rangkorrelationskoeffizienten (Spearman) fiir numerische oder nach
Rangfolge geordnete Parameter und der miRNA-Expression gebildet. Dendrogramm Gruppen der
miRNAs und klinischer Parameter sind durch farbige Balken und graue Trennlinien angezeigt. Die
miRNA-Gruppen sind kastanienbraun oder blau markiert, die Parametergruppen in purpur, grau
und gelb. Die grauen Quadrate stehen fiir p < 0, 05 und die schwarzen fiir p < pirit,pag = 7,6E —4
berechnet mit der Bejamini-Hochberg-Korrektur fiir multiple Testung.

ALT/GPT; Alanin-Aminotransferase/Glutamat-Pyruvat-Transaminase; AST/GOT: Aspartat-
Aminotransferase/Glutamat-Oxalacetat-Transaminase; BMI: Body-Mass-Index; COL1A2: Kol-
lagen Typ I Alpha 2; CRP: C-reaktives Protein; DDR2: Discoidin-Doménen-haltiger Rezeptor
2; EDD: enddiastolischer Durchmesser; ESD; endsystolischer Durchmesser; GFR (CKD-E): glo-
merulédre Filtrationsrate berechnet nach der Formel der Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration; GGT: y-Glutamyltransferase; KHK: koronare Herzkrankheit; LA: linkes Atrium;
LDH: Lactatdehydrogenase; LV: linker Ventrikel; LVEF; linksventrikuldre Ejektionsfraktion; MCH;
mittleres korpuskuldres Hamoglobin; MCHC: mittlere korpuskuldre Hamoglobinkonzentration;
MCV: mittleres Erythrozteneinzelvolumen; MDRD: Anderung der Ernihrung bei Nierener-
krankungen; @: Durchmesser; RBC: Erythrozytenanzahl: RDW-CV: Variationskoeffizient der
Erythrozytengréfe; S100A4: S100 Calcium-bindendes Protein A4; VHF: Vorhofflimmern.
Abbildung modifiziert nach Wiedmann et al. (2022b).
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zu einem Zusammenhang zeigte sich fiir die Einnahme von TAH und einer verminderten
Expression von miRNA-26a, miRNA-708 und miRNA-202. Die Einnahme von Hydro-
chlorothiazid (HCT) zeigte einen Trend mit der verringerten Expression von miRNA-21,
miRNA-34a und miRNA-23a assoziiert zu sein. Diese miRNAs sind auch Teil des Clusters
mit den Parametern fiir Myokarddilatation. Der Zusammenhang mit einer vermehrten

Expression von miRNA-28 ist jedoch nur ein Trend.
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Abbildung 3.11.: Assoziation zwischen miRNA-Expression und klinischen bindren Parametern.
Cluster wurden aus der Ratio der Anderung der miRNA-Expression abhingig von der An- bzw.
Abwesenheit der binidren Eigenschaften gebildet. Dendrogramm-Gruppen der miRNAs und klini-
schen Parameter sind durch farbige Balken und graue Trennlinien angezeigt. Die miRNA-Gruppen
sind kastanienbraun, orange und blau markiert, die Parametergruppen in purpur, grau und gelb.
Die grauen Quadrate stehen fiir p < 0,05 berechnet mit einseitiger ANOVA und die schwarzen fiir
D < Prrit,BH = 2,2E — 6 kalkuliert mit der Benjamini-Hochberg-Korrektur fiir multiple Testung.
ACE: Angiotensin-konvertierendes Enzym; ARB: Angiotensin-II-Rezeptorblocker; AVR: Aorten-
klappenersatz; CABG: Koronararterien-Bypass; COPD: chronisch obstruktive Lungenerkrankung;
DOAK: direkte orale Antikoagulanzien; HCT: Hydrochlorothiazid; PCI: perkutane Koronarinter-
vention; TAH: Thrombozytenaggregationshemmer.

Abbildung modifiziert nach Wiedmann et al. (2022b).

Es zeigte sich auch ein Trend fiir den Zusammenhang zwischen einer erhéhten Expression
von miRNA-31 und der Einnahme von DOAKs und Angiotensin-II-Rezeptorblockern
(ARBs). Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) war mit einem Trend in
der Zunahme von miRNA-21- und miRNA-23a-Expression assoziiert, die beide auch
positiv mit VHF-Status korreliert sind. Dies ist im Einklang mit der Beobachtung des
Zusammenhangs zwischen miRNA-Expression und Myokardialerdilatation, basierend auf
dem gemeinsame Pathomechanismus von COPD, Rechtsherzbelastung und Dilatation.
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In einem néchsten Schritt wurden die miRNAs anhand des Korrelationskoeffizienten
der miRNA-Expression geclustert, so dass miRNA-Gruppen mit dhnlicher Expressions-
charakteristik entstanden sind (Abbildung A.1). Hier zeigten sich im wesentlichen vier
Gruppen von miRNAs. Die erste Gruppe bestand aus miRNA-1, miRNA-21, miRNA-
23a, miRNA-29b, miRNA-31, miRNA-34a, miRNA-124 und miRNA-133a. Die zweite
Gruppe beinhaltete miRNA-23b, miRNA-25, miRNA-125b und miRNA-874. Eine dritte
Gruppe wurde von miRNA-9, miRNA-26a, miRNA-28, miRNA-30a, miRNA-193a und
miRNA-338 gebildet. Die vierte und letzte Gruppe enthielt miRNA-202, miRNA-215,
miRNA-449a, miRNA-485 und miRNA-708.

In der Literatur gibt es bereits einige Hinweise zu elektrischen Umbauprozessen und
einem Zusammenhang zu VHF und Herzinsuffizienz (HI), daher wurde abschlieflend
mit Hilfe einer 2-Faktoren ANOVA untersucht, ob es Assoziationen einzelner miRNAs
zu einem dieser Faktoren gibt (Abbildung A.2). Hierbei zeigte sich ein Zusammenhang
zwischen VHF und miRNA-26b, miRNA-30a, miRNA-23a, miRNA-23b, miRNA-125b,
miRNA-202 und miRNA-449, sowie auch COL1A2. Zwischen HI und den untersuchten
miRNAs gab es keine signifikante Assoziation. Einzig miRNA-449a hatte eine signifikante
Interaktion mit VHF und HI.

AbschlieBend lasst sich sagen, dass die Korrelation von klinischen Parametern und
der Expression von miRNAs ein Cluster von klinischen Parametern enthiillte, das mit
Myokarddilatation und VHF assoziiert war. Die Parameter, die mit Myokarddilatation
im Zusammenhang stehen, zeigten einen signifikante Assoziation mit einer Gruppe
von miRNAs bestehend aus miRNA-1, miRNA-9, miRNA-21, miRNA-23a, miRNA-25,
miRNA-29b, miRNA-34a, miRNA-124 und miRNA-485.

3.2. Pharmakologische Modulation des TASK-1-Kanals

Die in diesem Kapitel gezeigten Daten wurden teilweise bereits publiziert und
sind an entsprechender Stelle als solches gekennzeichnet. Ebenso erfolgt eine
Kennzeichnung der Abschnitte, die in Kooperation entstanden sind.

Der zweite Teil der Arbeit beschéftigt sich mit der Modulation des TASK-1-Ionenkanals
durch pharmakologische Wirkstoffe und deren Pharmakokinetik sowie Pharmakodynamik.
Im Detail soll es um die Substanzen Doxapram und Ketodoxapram gehen und einen
Vergleich deren Effekte auf einer pharmakologischen und elektrophysiologischen Ebene.
Abschlieflend sollen stereochemische Effekte untersucht werden, um einen Ausblick auf
neue Optimierungsansétze zu geben.

3.2.1. Inhibition von TASK-1 und TASK-3 durch Doxapram und
Ketodoxapram

Die in diesem Abschnitte gezeigten Daten zu Doxapram wurden in Teilen
bereits in Wiedmann et al. (2022a) publiziert. Die Daten zu Ketodozapram
wurden bisher noch nicht publiziert.
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3.2. Pharmakologische Modulation des TASK-1-Kanals

Zu Beginn des Projektstrangs wurde mit Hilfe der TEVC in Xenopus laevis Oozyten, die
entweder den humanen TASK-1, humanen TASK-3 oder den porzinen TASK-1 heterolog
exprimierten, ICso-Kurven von Doxapram und Ketodoxapram bestimmt. Hierfiir wurden
die Zellen auf ein Membranpotential von —80 mV geklemmt und anschlieSen mit 500 ms
langen Spannungsimpulsen, die von —140 mV ausgehend sich um 20 mV steigernden und
bei 60 mV endeten, behandelt und die Stromstérke gemessen. Bei beiden Substanzen
waren die IC5p-Werte fiir den humane TASK-1 am niedrigsten (Abbildung 3.12a und
3.12d; 0,98 M fiir Doxapram, 0,81 pM fiir Ketodoxapram), wobei Ketodoxapram die
niedrigeren ICso-Werte in allen drei untersuchten Kanélen hatte. Die Werte fiir den
humanen TASK-3-Kanal lagen fiir Doxapram (5,941M) und Ketodoxapram (1,50 um)
tiber denen des humanen TASK-1-Kanals (Abbildung 3.12b und 3.12e¢).
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Abbildung 3.12.: Bestimmung des IC5,-Wertes fiir Doxapram (a bis ¢) und Ketodoxapram (d
bis f) auf hTASK-1 (n = 16-24), hTASK-3 (n = 17-26) und pTASK-1 (n = 5-8). Die Kanéle
wurden heterolog in Xenopus laevis Oozyten exprimiert und mit der TEVC vermessen. Hierfiir
wurden die Zellen auf ein Haltepotential von —80mV geklemmt und Spannungsimpulse von
500 ms Lénge und einer Spannung ausgehend von —140mV in 20mV gréfler werden bin hin zu
60 mV appliziert. Die Inhibition wurde berechnet aus dem Quotient von Stromstérke vor und nach
Applikation der jeweiligen Substanz. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert mit Standardfehler
des Mittelwerts. Die rote gestrichelte Linie zeigt den I1Cso-Wert an.

hTASK-1: humaner TASK-1; hTASK-3: humaner TASK-3; IC5¢: halbmaximale inhibitorische
Konzentration; pTASK-1: porziner TASK-1; TEVC: Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Ebenfalls wurde der Effekt von Doxapram und Ketodoxapram auf den porzinen TASK-
1-Kanal untersucht (Abbildung 3.12c und 3.12f), hierbei zeigte sich, dass die IC5o-Werte
zwischen denen der humanen TASK-1- und TASK-3-Kanéle lagen. Der Wert fiir Doxapram
lag bei 5,82 1M und fiir Ketodoxapram bei 0,98 1M.
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3. Ergebnisse

Die maximale Inhibition beider Substanzen war fiir den humanen TASK-1 bei anné-
hernd 100 % (96 %), fiir den humanen TASK-3 etwas niedriger bei 90 % und fiir den
porzinen TASK-1 bei etwa 80 % fiir beide Substanzen (Abbildungen 3.12a bis 3.12f).

In einem weiteren Schritt wurden alle Messwerte zum inhibitorischen Effekt von 5 pM
Doxapram und Ketodoxapram auf die humanen TASK-1- und TASK-3-Ionenkanéile
zusammengenommen (Abbildung 3.13). Hierbei zeigte sich, dass die Effekte der beiden
Substanzen auf die verschiedenen Kanéle sich hoch signifikant unterschieden. Die Inhibi-
tion durch Ketodoxapram war stets héher als die von Doxapram, wobei der Effekt auf
den TASK-1 ausgeprigter war als auf TASK-3.
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Abbildung 3.13.: Vergleich des inhibitorischen Effekts von 5 M Doxapram (Dunkelblau) und
Ketodoxapram (Hellblau) auf den hTASK-1 und hTASK-3. Die Kanéle wurden heterolog in
Xenopus laevis Ooyzten exprimiert und die Stromstérke unter Basisbedingungen und nach Ap-
plikation einer der beiden Substanzen mit der TEVC gemessen. Die Inhibition ist der Quotient
aus Basisstromstéarke und Stromstérke nach Einwirkung der Wirkstoffe. Die verwendeten Daten
stammen sowohl von Einwasch- als auch Einlegemessungen und wurden fiir den Vergleich zusam-
mengenommen (n = 28-32). Die p-Werte wurden mit dem zweiseitigen ¢ Test berechnet.
hTASK-1: humaner TASK-1; hTASK-3: humaner TASK-3; TEVC: Zwei-Elektroden-Spannungs-
klemme

3.2.2. Inhibitorischer Effekt auf atriale Kaliumkanile und die
Kanalfamilie der Zwei-Porendominen Kaliumkanaile

Die in diesem Abschnitte gezeigten Daten zu Dozapram wurden in Teilen
bereits in Wiedmann et al. (2022a) publiziert. Die Daten zu Ketodozapram
wurden bisher noch nicht publiziert.

AnschlieBend an die Bestimmung der IC5o-Werte wurde der Effekt von 5 iM Doxapram
(Dunkelblau) und Ketodoxapram (Hellblau) auf die Mitglieder der Kyp-Kanalfamilie
und weitere atriale Kaliumkanéle quantifiziert (Abbildung 3.14). Hierfiir wurden die
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3.2. Pharmakologische Modulation des TASK-1-Kanals

untersuchten Kanéle in Xenopus laevis Oozyten heterolog exprimiert und mit Hilfe der
TEVC vermessen. Fiir die Kop-Kanéle wurde das bereits im Abschnitt 3.2.1 beschriebene
Spannungsprotokoll angewendet, das die Zellen auf ein Haltepotential von —80 mV klemmt
und von —140mV ausgehend in 20 mV Schritten Spannungsimpulse von 500 ms Lénge
appliziert, bis zu einer maximal Spannung von 60 mV. Fiir die Kanéle K,4.3, K, 2.1, K,1.4
und K, 1.5 wurden die Zellen ebenfalls auf —80mV geklemmt, jedoch nur ein einziger
Spannungsimpuls mit 40 mV iiber eine Dauer von 1s appliziert. Fir K;;3.1/4 wurde ein
Haltepotential von 0 mV gewahlt und ein Impuls von —160mV und 1s Dauer.
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Abbildung 3.14.: Vergleich des inhibitorischen Effekts von 5 uM Doxapram (Dunkelblau) und
Ketodoxapram (Hellblau) auf die Mitglieder der Kop-Kanalfamilie und weiterer atrialer Kalium-
kanéle. Die Kanéle wurden heterolog in Xenopus laevis Oozyten exprimiert und mit der TEVC
vermessen. Fiir die Mitglieder der Kop-Kanalfamilie wurde ein Haltepotential von —80 mV und
Spannungsimpulse von 500 ms Dauer gewéhlt. Die Impulse starteten bei einer Spannung von
—140 mV und steigert sich in 20 mV Schritten bis 60 mV. Die Quantifizierung erfolgt am Ende des
20 mV Impulses. Fiir die Kanéle K,4.3, K, 2.1, K,1.4 und K, 1.5 wurde nur ein einziger Impuls von
40 mV mit einer Lange von 1s gewéhlt, wobei die Zellen ebenfalls auf —80 mV geklemmt waren.
Die gemessene Stromstirke wurde am Ende des Impulses quantifiziert. Lediglich fir K;:3.1/4
wurde eine Haltepotential von 0 mV und ein Impuls von —160 mV und 1s Lange verwendet. Hier
wurde die Hohe des Peaks quantifiziert. Die relative Inhibition wurde als Quotient der Stromstérke
zu den Grundbedingungen und der Stromstéirke nach Applikation der jeweiligen Substanz gebildet.
Die Daten werden angezeigt als Mittelwert mit Standardfehler (n > 5). Die p-Werte wurden mit
einem zweiseitigen ¢ Test berechnet.

Ksp: Kalium-Zwei-Porendoménen; TEVC: Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Die Messungen zeigten die bereits beschriebenen signifikant unterschiedlichen Inhibitio-
nen von Doxapram und Ketodoxapram auf TASK-1 (hK9p3.1) und TASK-3 (hKkop9.1).
Dariiber hinaus war auch der ausgepréigte inhibitorische Effekt der beiden Substanzen
auf diese Kanéle zu sehen (vgl. Abbildung 3.13). Einen signifikanten Unterschied in der
Hohe der Inhibition war ebenfalls fiir hKop13.1, hKop16.1 und hK,4.3 zu sehen, wobei
hier der Effekt insgesamt gering war. Doxapram und Ketodoxapram zeigten neben den
inhibitorischen Effekten noch einen aktivierenden Effekt auf hKop2.1 und hKop4.1 mit
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3. Ergebnisse

einer Erh6hung der Stromstéirke um 20 %. Der Einfluss auf die restlichen Kanéle war
sehr gering (unter 10 %).

3.2.3. Inhibitorischer Effekt in humanen Kardiomyozyten

Die in diesem Abschnitte gezeigten Daten zu Dozapram wurden in Teilen
bereits in Wiedmann et al. (2022a) zitiert. Die Daten zu Ketodozapram wurden
bisher noch nicht publiziert.

Nach den Messungen von heterolog exprimierten Kanélen in Xenopus laevis Oozyten
wurden frisch isolierte humane Kardiomyozyten aus Herzohrproben von Patienten, die
eine Operation am offenen Herzen benétigten, mit der Patch-Clamp-Technik im Whole-
Cell Modus vermessen. Die Zellen wurden hierfiir auf ein Haltepotential von —80mV
geklemmt und Spannungsimpulse von —60 mV bis 60 mV in 10mV Schritten und mit
einer Lange von 500 ms appliziert. Der Doxapram sensitive Strom, also die Differenz
zwischen dem gemessenen Strom vor Applikation von 100 uM Doxapram und danach,
war bei Patienten, die sich zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme im VHF befanden, um
161,5-185,1 % hoher als bei Patienten im SR (n = 5-9; Abbildung 3.15a und 3.15b).
Das selbe Bild zeigt sich bei Auftragung des Doxapram sensitiven Stroms gegen das
Membranpotential (n = 7-10; Abbildung 3.15c).

Beim Auftragen des Membranpotentials gegen die Stromdichte der Zellen vor und
nach Applikation von 100 pM Doxapram, getrennt nach Rhythmusstatus, zeigte sich
eine Reduktion des gesamten Kaliumstroms der humanen Kardiomyozyten im SR um
17,3-18,2% (n = 10; Abbildung 3.15d) und um 14,8-15,1% (n = 7; Abbildung 3.15e)
unter VHF, wobei die Stromdichte des Kaliumstroms vor Applikation von Doxapram bei
den Zellen mit VHF 79,8-90,1 % hoher war als im Vergleich zu den SR-Proben.

Fiir Ketodoxapram zeigte sich ein sehr dhnliches Bild. Der Ketodoxapram sensitive
Strom, ebenfalls bestimmt durch die Differenz der Stromdichte vor und nach Applikation
von 100 pM Ketodoxapram, war bei den Patienten mit VHF um 334,8-457,4 % hoher als
bei Patienten im SR (n = 5-6; Abbildung 3.15f und 3.15g). Dies bestétigt sich durch
Auftragung des Ketodoxapram sensitiven Stroms gegen das Membranpotential (n = 5-6;
Abbildung 3.15h).

Trigt man nun das Membranpotential gegen die Stromdichte der Kardiomyozyten vor
und nach Applikation von 100 uM Ketodoxapram auf und trennt dies nach Rhythmusstatus
der Patienten, beobachtet man eine Reduktion des gesamten Kaliumstroms um 7,8-10,0 %
(n = 6; Abbildung 3.15i) unter SR und um 27,3-31,5% (n = 5; Abbildung 3.15j) unter
VHF. Die Stromdichte des Kaliumstroms vor Applikation von Ketodoxapram war bei
Zellen mit VHF um 103,5-122,1 % groBer als bei den SR-Proben.

3.2.4. Quantifizierung von Doxapram und Ketodoxapram in Plasma
und Gehirngewebe

Die in diesem Abschnitt beschriebene Validierung der Messmethode zur Quan-
tifizierung von Doxapram und Ketodoxapram im Plasma und Gehirngewebe
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Abbildung 3.15.: Effekte von 100 pM Doxapram (a bis ) und Ketodoxapram (f bis j) auf frisch
isolierte humane Kardiomyozyten von SR~ (n = 5 fiir Doxapram und n = 3 fiir Ketodoxapram)
und VHF-Patienten (n = 4 fiir Doxapram und n = 2 fiir Ketodoxapram). Die Messungen
erfolgten mit der Whole-Cell Patch-Clamp-Technik. Die Zellen wurden auf ein Haltepotential von
—80mV geklemmt und Spannungsimpulse einer Linge von 500 ms und einer Spannung, die von
—60mV ausging und sich in 10 mV Schritten bis hin zu 60 mV erhoéht hat, appliziert. Vergleich
des Doxapram sensitiven Stroms (Differenz aus Stromdichte vor Applikation und danach) von
SR-Zellen (n = 9: ungefiillte, dunkelblaue Kreise) mit VHF-Zellen (n = 5-6; gefiillte, dunkelblaue
Kreise) quantifiziert am Ende des 20mV (a) und 40mV (b) Pulses. Vergleich des Doxapram
sensitiven Stromes zwischen SR- (ungefiillte, dunkelblaue Kreise) und VHF-Zellen (gefiillte,
dunkelblaue Kreise; c) dargestellt als Stromstérke-Spannungs-Kurve. Stromdichte der Zellen im
SR (d) und VHF (e) vor (dunkelblaue Kreise) und nach Applikation von 100 pM Doxapram
(dunkelblaue Quadrate). Vergleich des Ketodoxapram sensitiven Stroms von SR-Zellen (n = 5:
ungefiillte, hellblaue Kreise) mit VHF-Zellen (n = 5; gefiillte, hellblaue Kreise) quantifiziert am
Ende des 20mV (f) und 40 mV (g) Pulses. Vergleich des Ketodoxapram sensitiven Stromes zwischen
SR- (ungefiillte, hellblaue Kreise) und VHF-Zellen (gefiillte, hellblaue Kreise; h) dargestellt als
Stromstarke-Spannungs-Kurve. Stromdichte der Zellen im SR (i) und VHF (j) vor (hellblaue
Kreise) und nach Applikation von 100 pM Ketodoxapram (hellblaue Quadrate).

SR: Sinusrhythmus; VHF: Vorhofflimmern
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von Schweinen wurde bereits in Kraft et al. (2022) publiziert. Die Validie-
rung der Messmethode zur Quantifizierung in humanen Plasma wurde bisher
noch nicht verdffentlicht. Die hier beschriebenen Experimente erfolgten in
Kooperation mit dem analytisch-chemischen Labor der Abteilung fiir klinische
Pharmakologie und Pharmakoepidemiologie, wobei die Durchfihrung der Ex-
perimente komplett in Eigenleistung an Gerdten des analytisch-chemischen
Labors erfolgte.

Die Messung der Doxapram- und Ketodoxapram-Proben fand unter leicht sauren
Bedingungen statt. Hierbei wurde der Morpholin Heterozyklus des Doxaprams protoniert,
wodurch ein deutliches [M+H]"-Signal bei m/z 379,5 (m/z 384,5 fiir Doxapram-d5) mit
ESI im positiven Ionenmodus erzeugt wurde (Abbildung 3.16a). Unter den gewéhlten
Kollisionsbedingungen (vgl. Tabelle 2.16) war ein deutlicher Basispeak bei m/z 97,3 zu
sehen. Wahrend der Methodenentwicklung zeigte sich jedoch, dass das Signal m/z 292,3
(m/z 297,3 fiir Doxapram-d5) besser geeignet war. Daher wurde der Masseniibergang
von m/z 379,5 zu 2923 fiir die Quantifizierung von Doxapram gewihlt (m/z 384,5 >
297,3 fiir Doxapram-d5). In Abbildung 3.16a sind die Strukturformeln des Doxapram
[M+H]*-Signal und des resultierenden Fragments mit m/z 292,3 gezeigt.

Fiir Ketodoxapram war unter den gewahlten Bedingungen (vgl. Tabelle 2.16) das
[M+H]*-Signal bei m/z 392,4 (m/z 398,4 fiir Ketodoxapram-d5) und der Basispeak bei
m/z 214,3 (m/z 219,3 fiir Ketodoxapram-d5) sichtbar (Abbildung 3.16b). Der Masseniiber-
gang von m/z 393,4 zu 214,4 zeigte wihrend der Methodenvalidation gute Eigenschaften
und wurde daher fiir die Quantifikation von Ketodoxapram gewahlt (m/z 398,4 > 219,3
fir Ketodoxapram-d5).

Unter Verwendung einer UPLC BEH C18 Trennséule, die auf 40 °C erwirmt wurde,
konnte eine gute Trennung von Doxapram und Ketodoxapram erreicht werden (Abbil-
dung A.3, A4 und A.5). Es wurde ein Gradient gefahren mit einer initial niedrigen
ACN-Konzentration von 5 %, die im Verlauf auf 95 % anstieg und beide Analyten deutlich
trennte und scharfe Peaks mit einer Breite von 6s auf Hohe der Grundlinie erzeugte.
Die Retentionszeit von Doxapram betrug 1,61 min und 2,18 min fiir Ketodoxapram. Die
langere Retentionszeit von Ketodoxapram gibt einen Hinweis auf eine héhere Lipophilie
im Vergleich zu Doxapram.

Fiir die Isolation von Doxapram und Ketodoxapram aus Plasma und Gehirngewebe
wurde eine LLE mit TBME in leicht basischen Bedingungen bei einem pH-Wert von 9,0
verwendet. Nachdem die ersten Schweineplasmaproben vermessen worden waren, wurde
jedoch deutlich, dass die Proben eine sehr grofle Konzentrationsspanne umfassen und
diese die lineare Spanne des Detektors iiberstieg. Um dennoch alle Proben verlésslich
vermessen zu kénnen, wurde die Messmethode aufgeteilt und ein Kalibrationsbereich
fiir die Plasmaproben mit niedrigen Konzentrationen im Bereich von 10-10 000 pg/mL
und ein Kalibrationsbereich fiir die Plasmaproben mit hohen Konzentration im Bereich
von 1-2 500 ng/mL entwickelt und validiert. Die beiden Methoden unterschieden sich
lediglich im Volumen, das fiir die Analyse verwendete wurde. Fiir die Proben mit den
hohen Konzentrationen wurden 25pL der TBME-Phase zum Eindampfen iiberfiihrt
und anschlieend in 500 1L des Laufmittels gelést. Hohere Volumina wurden fiir die
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Abbildung 3.16.: Tandem-Massenspektrum von Doxapram (Dunkelblau, a) und Ketodoxapram
(Hellblau, b) nach ESI im positiven Modus. Die Strukturen des [M+H]*-Molekiilsignals und
des Fragments, das durch eine Stoflenergie von 18V fiir Doxapram und 23V fiir Ketodoxapram
entstand, wurden in die Spektren eingefiigt.

ESI: Elektrosprayionisation.

Abbildung modifiziert nach Kraft et al. (2022).
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Proben mit niedrigen Konzentrationen verwendet. Es wurden 1,5 mL der TBME-Phase
uberfiihrt und nach dem Eindampfen nur in 100 pL. des Laufmittels rekonstituiert. Bei
den Gehirngewebeproben war die Konzentrationsspanne deutlich kleiner, so dass ein
einziger Kalibrationsbreich von 1-2 500 pg/Probe ausreichend war, wobei 1,5mL der
TBME-Phase eingedampft und anschliefend in 500 nL. Laufmittel gelost wurde.

Die Wiederfindungsrate fiir alle drei Methoden war zufriedenstellend und erfiillte die
Vorgaben der FDA und EMA. Die Ergebnisse aller getesteten QC-Losungen der drei
unterschiedlichen Methoden zeigte fiir die Wiederfindungsrate eine hohe Konsistenz
und Reproduzierbarkeit (Tabelle A.2 bis A.4) Die Untersuchung des Einflusses des
Matrixeffektes zeigte, dass der IS-normalisierte Matrixeffekt weder zu einer Unterdriickung
noch Verstiarkung der Ionen fiihrte. Somit waren auch hier die Vorgaben erfiillt.

Auch die weiteren Voraussetzungen der FDA und EMA an bioanalytische Methoden
wurden von den hier beschriebenen Methoden erfiillt. Die linearen Regressionskurven
fiir alle Kalibrationsbereiche, Probenmatrices und Analyte zeigten einen Korrelationsko-
effizient (r?) von >0,998. Die Werte fiir Richtigkeit und Prézision waren aller innerhalb
der vorgegebenen Grenzen von +15% (Tabelle A.5 bis A.7). Um Proben zu vermessen,
die oberhalb des Kalibrierbereiches liegen, wurden die Richtigkeit und Préazision nach
10-facher Verdiinnung mit Nullplasma bzw. 100-facher Verdiinnung mit Nullgehirnge-
webe getestet. Auch hierbei lagen die beiden Werte innerhalb der geforderten Grenzen
von +15 % mit einer Richtigkeit von 93,4-107,1 % und einer maximalen Prizision von
2,4%.

Um die Selektivitat zu testen, wurden sechs verschiedene Schweinegehirngewebepro-
ben sowie sechs Schweineplasmaproben von Kontrolltieren ohne Medikamentengabe
vermessen, wobei keine storenden Peaks detektiert wurden. Auch zeigten sich in allen
Kalibrierbereichen keine Verschleppungen in reinen Laufmittelproben, die direkt nach
dem héchsten Kalibrator vermessen worden waren. Die Uberpriifung der Stabilitit von
Proben, die nach der Vermessung iiber Nacht im automatischen Probenzufuhrsystem
bei 15°C gelagert worden waren und anschlieBend erneut vermessen wurden, zeigte,
dass die Prézision und Richtigkeit fiir alle Konzentrationsbereiche, Probenmatrices und
Analyten innerhalb der Grenzen von +15 % lagen (Tabellen A.8 bis A.10). Auch nach drei
Einfrier- und Auftauzyklen waren die Préizision und Richtigkeit innerhalb der Grenzen
und selbst nach Lagerung bei —20°C fiir 16 d waren die Schweineplasmaproben stabil.
Die Uberpriifung der Stabilitit einer Lagerung iiber 24h bei Raumtemperatur zeigte
ebenfalls keine Verdnderungen der Doxapram- und Ketodoxapram-Konzentration iiber
diesen Zeitraum. Die Langzeitlagerung bei —20 °C und die Kurzzeitlagerung bei Raum-
temperatur wurde fiir porzine Gehirngewebeproben nicht getestet, es kann jedoch davon
ausgegangen werden, dass die Ergebnisse der Plasmaproben analog giiltig sind.

Die erneute Vermessung bereits quantifizierter Schweineplasmaproben zeigte fiir beide
Konzentrationsbereiche gute Ergebnisse (Tabelle A.11 und A.12). Im hohen Konzentra-
tionsbereich waren 96,4 % (27 von 28 Proben) innerhalb der Grenzen von +20 % und
fiir den niederen Bereiche 100 % der Ketodoxapram (14 von 14 Proben) und 92,3 % der
Doxapram Proben (12 von 13 Proben). Bei den Gehirngewebeproben waren beide erneut
getesteten Proben innerhalb des Limits (Tabelle A.13).
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Fiir die Quantifizierung von humanen Plasmaproben wurde die bereits validierte Me-
thode fiir Schweineplasmaproben mit humanem Lithium-Heparin-Plasma als Leermatrix
neu validiert. Die Konzentrationen der humanen Proben erstreckten sich jedoch iiber
einen kleineren Bereich als die Schweineproben, so dass dieser durch die Methode fiir
hohe Plasmakonzentrationen (1-2 500 ng/mL) vollsténdig abgedeckt wurde. Aus diesem
Grund wurde nur diese Methode mit humanem Plasma erneut validiert. Die Extraktion
der Proben erfolgte analog der Schweineproben mit Hilfe einer LLE, wobei 25 uL der
TBME-Phase iiberfiihrt, zur Trockne eingedampft und anschlieend in 500 pL. Laufmittel
resuspendiert wurden.

Bei der Validierung der Wiederfindungsrate zeigte sich, dass diese auch bei humanem
Plasma konsistent war und eine hohe Reproduzierbarkeit aufwies (Tabelle A.14). Auch der
IS-normalisierte Matrixeffekt erfiillte die Anforderungen der FDA und EMA. Zusétzlich zu
den sechsfachen Bestimmung in normaler Leermatrix wurde bei den humanen Proben die
Wiederfindungsrate und der Matrixeffekt auch im lipdmischen und hédmolytischen Plasma
bestimmt. Die beiden Parameter lagen auch in diesen zwei speziellen Matrices innerhalb
der gestellten Anforderungen. Die Uberpriifung der Prizision und Richtigkeit ergab, dass
alle Werte innerhalb der Grenzen von +15 % lagen und die Korrelationskoeffizienten der
linearen Regressionskurven einen Wert von >0,996 hatten (Tabelle A.15). Ebenfalls wurde
die Integritéit einer 10-fachen Verdiinnung mit humanem Lithium-Heparin-Nullplasma
iiberpriift, hierbei zeigte sich eine Richtigkeit von 99,9-110,1 % und eine maximale
Préazision von 1,8 %, womit auch in diesem Fall die Anforderungen erfiillt waren.

AnschlieBend wurde die Selektivitdt der Methode in sechs verschiedenen Chargen
Lithium-Heparin-Leermatrix von gesunden humanen Freiwilligen iiberpriift. Hierbei
wurden keine storenden Peaks detektiert und auch die Uberpriifung einer méglichen
Verschleppung zeigte, dass alle Werte innerhalb der vorgeschrieben Grenzen lagen und
die Messungen nicht negativ beeinflussten. Die Uberpriifung der Stabilitit ergab, dass die
Lagerung iiber Nacht im automatischen Probenzufuhrsystem, fiir 24 h bei Raumtempera-
tur und fiir 28d bei —20 °C nicht zu einer Beeintrachtigung dieser fithrte (Tabelle A.16).
Auch nach drei Einfrier- und Auftauzyklen waren Prézision und Richtigkeit innerhalb
der Grenzen von £15 %.

Bevor die Methode mit Lithium-Heparin-Plasma validiert wurde, war sie auf Grund
mangelnder Verfiigbarkeit mit humanen Citrat-Plasma validiert worden. Um zu iiber-
priifen, ob dieser Sachverhalt einen Einfluss auf die Quantifizierung hatte, wurden die
Proben noch einmal mit humanen Lithium-Heparin-Plasma als Nullplasma fiir die Kali-
bratoren und QC-Proben vermessen und die Abweichung bestimmt. Hierbei zeigte sich,
dass von den 42 zweifach gemessenen Proben 41 Proben bei Doxapram (97,6 %) und 38
Proben bei Ketodoxapram (90,5 %) innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen von +20 %
fiir erneute Messungen lagen (Tabelle A.17). Somit hat Citrat-Plasma als Nullplasma fiir
Lithium-Heparin-Plasma-Proben keinen negativen Einfluss auf die Messungen und liefert
zuverldssige Werte.

In einem weiteren Schritt wurden mehrere Leermatrices verglichen, um deren Einfluss
auf die Quantifizierung zu erfassen und zu iiberpriifen, ob unterschiedliche Proben
zusammen vermessen werden kénnen. Als Matrices wurden humanes Lithium-Heparin-
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Plasma, Citrat-Plasma, EDTA-Plasma und Vollblut soweit Lithium-Heparin-Plasma vom
Schwein verwendet (Tabelle A.18 bis A.22). Jede Leermatrix wurde zum Ansetzen der
Kalibratoren und QC-Proben verwendet und iiber Kreuz getestet. Es zeigte sich, dass
die unterschiedlichen Matrices keinen Einfluss auf die Prazision und Richtigkeit hatten.
Bei jeder beliebigen Kombination von unterschiedlichen Leermatrices fiir Kalibratoren
und QC-Proben waren besagte Werte innerhalb der geforderten Grenzen.

Zum Abschluss der Validierung wurde noch eine normale erneute Vermessung der
Proben durchgefiihrt. Hierbei wurden mindestens 10 % der DOCTOS-Proben erneut
vermessen und ebenfalls die Abweichung bestimmt (Tabelle A.23). Von den 65 getesteten
Proben waren bei Doxapram 61 (93,8 %) und bei Ketodoxapram 54 (85,7 %) der Proben
innerhalb der Grenzen von +20 %, womit die Anforderungen der FDA und EMA an die
bioanalytische Methodenentwicklung erfiillt waren.

3.2.5. Quantifizierung von A293 im Plasma von Schweinen

Die in diesem Abschnitt beschriebene Quantifizierung von A293 im Plasma
von Schweinen wurde in Teilen bereits in Wiedmann et al. (2021) publi-
ziert. Die hier beschriebenen Experimente erfolgten in Kooperation mit dem
analytisch-chemischen Labor der Abteilung fiir klinische Pharmakologie und
Pharmakoepidemiologie, wobei die Durchfihrung der Experimente komplett in
Eigenleistung an Gerdten des analytisch-chemischen Labors erfolgte.

Die Leitlinien von FDA und EMA beschéftigen sich ausschlieBlich mit der Validierung
von bioanalytischen Messmethoden zur Quantifizierung in Humanproben (FDA 2018;
EMA 2011). Die Substanz A293 hat jedoch keine Zulassung, daher ist eine Anwendung
im Menschen bisher noch nicht erlaubt. Aus diesem Grund wurde die UPLC-MS/MS-
Methode nur in Anlehnung an zuvor genannte Leitlinien validiert.

Die Messung der A293-Proben fand ebenfalls unter leicht sauren Bedingungen statt,
wobei es zur Protonierung kam und ein deutliches [M+H]*-Signal bei m/z 406,0 (m/z
414,0 fiir A293-d8) mit ESI im positiven Ionenmodus erzeugt wurde (Abbildung 3.17).
Unter den gewahlten Kollisionsbedingungen (vgl. Tabelle 2.18) war ein deutlicher Basis-
peak bei m/z 150,0 zu sehen, wihrend der Methodenentwicklung zeigte sich jedoch, dass
dieser fiir die Quantifizierung nicht gut geeignet war. Das Signal bei m/z 122,0 zeigte
bessere Eigenschaften und wurde daher fiir die Messungen verwendet. Somit wurde der
Masseniibergang von m/z 406,0 zu 122,0 fiir die Quantifizierung von A293 gewahlt und
m/z 414,0 zu 122,0 fir A293-d8.

Wie bereits bei Doxapram wurde auch bei A293 eine gute Trennung unter Verwendung
einer UPLC BEH C18 Trennséaule, die auf 40 °C erwéarmt wurde, erreicht (Abbildung A.6).
Der Gradient startete mit einer initial niedrigen ACN-Konzentration von 10 %, die sich
auf 95 % steigerte und scharfe Peaks mit einer Breite von 6 s auf Hohe der Grundlinie
und einer Retentionszeit von 2,46 min erzeugte.

Die Isolation von A293 aus Schweineplasma erfolgte mittels LLE unter Verwendung von
TBME und leicht basischen Bedingungen bei einem pH-Wert von 9,0. Die Methode wurde
fiir einen Konzentrationsbereich von 5-2 500 ng/mL entwickelt und validiert. Fiir Proben,
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Abbildung 3.17.: Tandem-Massenspektrum von A293 nach ESI im positiven Modus und einer
Stofenergie von 34 V. Die Strukturen der Substanz A293 wurde in das Spektrum eingefiigt.
ESI: Elektrosprayionisation

die eine hohere Konzentration aulerhalb des Bereiches hatten, wurde ein Verdiinner-QC
in gleicher Weise wie die zu messenden Proben 1:10 oder 1:100 mit Leermatrix verdiinnt
und bei jedem Lauf zweifach mit vermessen. Eine Erweiterung des Messbereiches war
auf Grund der Limitationen des Detektors nicht méglich, da sonst der lineare Bereich
verlassen worden wire. Das Uberfiihren von 25 1L der organischen Phase zum Eindampfen
und der anschlieBenden Resuspension in 250 1L, lieferte die erforderliche Signalintensitét,
um die Proben der niedrigsten Konzentration zu vermessen.

Die Uberpriifung der Wiederfindungsrate in lediglich einer Leermatrix zeigte zufrie-
denstellende und konsistente Ergebnisse bei allen drei getesteten QC-Konzentrationen
(93-97%). Auch die Untersuchung des IS-normalisierten Matrixeffekts, ebenfalls nur in
einer Leermatrix und fiir drei QC-Konzentrationen, zeigte weder eine Unterdriickung
noch Verstirkung der Ionen (97-102 %). Die linearen Regressionskurven zeigten einen
Korrelationskoeffizient (r?) von >0,983 und die Werte fiir Richtigkeit und Préizision
waren fiir alle drei getesteten QC-Konzentrationen innerhalb der Grenzen von +15%
mit einer maximalen Prézision von 11,8 % und einer Richtigkeit von 97,2-109,8 % (Ta-
belle A.24).

Die Selektivitdat wurde in sechs verschiedene Plasmaproben von Schweinen ohne Medi-
kamentengabe vermessen, wobei keine storenden Peaks identifiziert wurden. Es zeigten
sich allerdings eine Verschleppung des Analyten, die durch eine Vermessung von reinem
Laufmittel nach jeder Probe eliminiert werden konnte. Es erfolgte keine Uberpriifung
der Stabilitdt und auch keine erneute Vermessung bereits quantifizierter Proben. Somit
wurden die Anforderungen von FDA und EMA nur in Teilen erfiillt und die Methode ist
nicht validiert fiir die Vermessung von humanen Proben.

3.2.6. Bestimmung pharmakokinetischer Parameter im Schwein

Die hier beschriebenen Daten zur Pharmakokinetik von Doxapram und Ke-
todoxapram nach einmaliger Gabe von Doxapram an Tag 2 wurden bereits in
Kraft et al. (2022) publiziert. Die Operationen der Schweine wurden in Koope-
ration mit Prof. Dr. Constanze Schmidt und PD Dr. Felix Wiedmann durchge-
fiihrt. Die Verabreichung der Studienmedikation, Gewinnung und Quantifizie-
rung der Blutproben sowie die Auswertung der Daten erfolgte in Eigenleistung.
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Zur Bestimmung von pharmakokinetischen Parameter wurde die zuvor beschriebene
UPLC-MS/MS-Methode verwendet. Jeweils drei Deutsche Landrasse Schweine wurden
entweder 14 Tage lang einmal téglich mit 1 mg/kg Doxapram i.v. oder Ketodoxapram
1.v. behandelt. Jeden Tag wurden kurz vor Applikation der Medikation eine Blutprobe
zur Bestimmung der Talspiegel abgenommen. Am ersten Tag der Medikamentengabe
(Tag zwei nach Operation) sowie an Tag 5, 9 und 13 (Ketodoxapram) bzw. Tag 6, 10 und
13 (Doxapram) nach Operation wurden weitere Proben (5 min, 10 min, 15 min, 20 min,
30 min, 45 min, 60 min, 120 min, 180 min, 240 min, 300 min, 360 min, 420 min, 480 min und
540 min nach Gabe) zur Bestimmung der Kinetik entnommen. An Tag 1 nach Operation
wurde noch keine Medikation verabreicht, daher beginnen die Messungen erst ab Tag 2,
dem ersten Applikationstag. Die unterschiedlichen Tage der Probenabnahme liegen in
Planungsunterschieden auf Grund von Terminkonflikten begriindet.
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a) 1mg/kg Doxapram i.v. b) 1mg/kg Ketodoxapram i.v.

Abbildung 3.18.: Konzentrations-Zeit-Kurve nach einer einmaligen schnellen 7.v. Applikation
(innerhalb von 1min) von 1mg/kg Doxapram (Dunkelblau, a) und Ketodoxapram (Hellblau, b)
im Deutschen Landrasse Schwein (n = 3). Die Werte sind dargestellt als Mittelwert mit 95 %
Konfidenzintervall.

1.v.: intravenos.

Abbildung modifiziert nach Kraft et al. (2022).

Die Konzentrations-Zeit-Kurve nach ¢.v. Gabe von 1 mg/kg Doxapram zeigte einen
biphasischen Verlauf, mit einem initial steilen Abfall und einer flacheren terminalen
Phase (Abbildung 3.18a). Typisch fiir einen Metaboliten, der erst aus der Muttersubstanz
gebildet werden muss, nahm die Ketodoxapram-Konzentration nach Doxapram-Gabe
innerhalb der ersten 60 min zu und nahm anschlieBend langsam ab. Die Konzentrations-
Zeit-Kurve nach 7.v. Gabe von 1 mg/kg Ketodoxapram zeigte ebenfalls einen biphasischen
Verlauf mit initialen steilen Abfall und terminal flacher Phase (Abbildung 3.18b). In
Tabelle 3.1 sind die pharmakokinetischen Parameter zusammen gefasst, die auf Grundlage
der Blutproben an Tag 1 der Medikamentengabe berechnet wurden.

In Abbildung A.7 sind die Konzentrations-Zeit-Kurven der Schweine nach Gabe
von Doxapram detaillierter dargestellt. Der Verlauf der 9h Kinetik ist zum einen
nach Tagen (Abbildung A.7b, A.7e, A.7Th und A.7k) sowie nach Schweinen (Abbil-
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Tabelle 3.1.: Zusammenfassung der pharmakokinetischen Parameter von Doxapram und Ke-
todoxapram im Deutschen Landrasse Schwein (n = 3) nach einmaliger i.v. Gabe von 1mg/kg
Doxapram (oberhalb der Linie) und Ketodoxapram (unterhalb der Linie).

AUC: Fliche unter der Kurve; CL: Clearance; Cpax: maximale Plasmakonzentration; t/o: Halb-
wertszeit; tmax: Zeit bis zur maximalen Plasmakonzentration; V: Verteilungsvolumen.

Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2022).

Tier Cmax AUC Vss Cl t1/2 tmax
[ng/mL]  [ng/mL*h] (L] [ml/min /kg] [h] [h]
Doxapram
Nr. 154 2149 1169 34,4 14,2 1,18 —
Nr. 155 1490 986 51,5 16,9 1,26 —
Nr. 156 1701 1403 37,1 11,9 1,69 —
Mittelwert 17804275 1186+170 41,0+7,5 143+2,0 1,38+0,22 —
Ketodoxapram
Nr. 154 31,2 157 — — 2,47 0,33
Nr. 155 26,2 139 — — 2,36 1,00
Nr. 156 39,5 185 — — 2,42 0,75
Mittelwert 32,3 +5,5 160+ 19 — — 2,424+0,04 0,69 + 0,28
Ketodoxapram
Nr. 179 5212 6838 12,3 2,44 1,81 —
Nr. 180 4616 6033 13,4 2,76 1,80 —
Nr. 181 3985 4885 14,6 3,41 1,52 —

Mittelwert 4604+501 59194801 134+0,9 2,87+0,41 1,71+0,13 —

dung A.7c, A.7i und A.7i) getrennt aufgetragen. Die Kurven zeigten iiber die gesam-
te Zeitspanne eine biphasischen Verlauf. Hierbei ist zu beachten, dass an Tag 6 bei
Schwein Nr. 156 nach Abnahme des Talspiegels keine weiteren Blutproben mehr abge-
nommen werden konnten und daher fiir diesen Tag keine 9h-Kinetik verfiigbar ist.
Des Weiteren ist der Verlauf der Plasmakonzentration iiber den kompletten Beob-
achtungszeitrum im Mittel aller Schweine (Abbildung A.7a) sowie aufgetrennt nach
Schwein (Abbildung A.7d, A.7g und A.7j) zu sehen. Hierbei sind gréBere Schwankun-
gen in den Plasmakonzentraionen zu erkennen, die in Problemen mit der Blutentnah-
me und Verabreichung der Medikamente iiber den ZVK begriindet liegen kénnten.
Die letzte Gabe von Doxapram erfolgte an Tag 13 morgens und die Blutentnahme an
Tag 14 im Zusammenhang mit der terminalen Operation. Diese Blutprobe hatte da-
her einen groBeren zeitlichen Abstand zur Medikamentenapplikation als die anderen
Proben.

Fiir Ketodoxapram ist der Verlauf der Konzentrations-Zeit-Kurven in Abbildung A.8
detailliert abgebildet. Analog zu den Doxapram Schweinen wurde der Verlauf der 9 h-
Kinetik nach Tagen (Abbildung A.8b, A.8b, A.8h und A.8k) und nach Schweinen (Ab-
bildung A.8c, A.8f und A.8i) getrennt abgebildet. Es zeigte sich auch hier der bereits
beschriebene biphasische Kurvenverlauf. Der Verlauf der Ketodoxapram-Konzentrationen
iiber den Beobachtungszeitrum zeigte ein sehr inhomogenes Bild (Abbildung A.8a). Die
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Konzentrationen schwankten iiber eine groen Bereich (iiber Faktor 100) und sind fiir
Schwein 181 deutlich niedriger als fiir die anderen beiden Schweine (Abbildung A.8d,
A.8g und A.8;j). Auch bei den Ketodoxapram Schweinen erfolgte die letzte Medikamen-
tengabe an Tag 13 und die finale Blutentnahme im Verlauf der terminalen Operation
an Tag 14.

Die Verdnderung der pharmakokinetischen Parameter (AUC, Cpax, t1/2, Verteilungs-
volumen (Vg), CL und Zeit bis zur maximalen Plasmakonzentration (tmax)) ist fir
Doxapram in Abbildung A.9 und fiir Ketodoxapram in Abbildung A.10 im Verlauf des
Beobachtungszeitraums dargestellt. Hierbei zeigte sich fiir die Schweine nach Doxapram-
Gabe kein klarer Trend zu einer Verdnderung, wobei die Anzahl der Datenpunkte
nicht ausreichend war fiir eine sinnvolle statistische Auswertung. Bei den Ketodoxa-
pram Schweinen war ein Trend hin zu einem Anstieg der Cp.x und AUC zu beobach-
ten, der im Zusammenhang mit den hoheren Talspiegeln stehen kénnte (vgl. Abbil-
dung A.8a). Die restlichen Parameter zeigten keinen klare Tendenz bzw. verénderten
sich nicht.

3.2.7. Gehirn-zu-Plasma-Verhiltnis und Proteinbindung von Doxapram
und Ketodoxapram

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Daten zur Proteinbindung und ZNS-
Gingigkeit von Dozapram und Ketodoxapram nach Gabe von Doxapram wur-
den bereits in Kraft et al. (2022) publiziert.

Zum weiteren Vergleich von Doxapram und Ketodoxapram wurde die Proteinbindung
der beiden Substanzen in den Blutproben der zuvor beschriebenen Schweinen bestimmt.
Dies erfolgte durch Gleichgewichtsdialyse unter Verwendung des RED-Systems. Fiir die
Analysen wurden Proben verwendet, die zum Zeitpunkt 60 min nach 7.v. Applikation
von entweder 1mg/kg Doxapram oder Ketodoxapram gewonnen wurden. Die totale
Konzentration von Doxapram war 332,0 £+ 53,6 ng/mL und von Ketodoxapram 31,7 £+
5,1 ng/mL nach Applikation von Doxapram. Die Proteinbindung der beiden Substanzen
war signifikant unterschiedlich (p = 0,0058 berechnet mit einseitiger ANOVA und
Benferroni-Korrektur fiir Mehrfachtestung) und wurde mit 95,5 + 0,9 % fiir Doxapram
und 98,440,3 % fir Ketodoxapram bestimmt. Somit war die freie Fraktion von Doxapram
mit 4,5 % in etwa dreimal so gro8 wie die von Ketodoxapram mit 1,6 %. Nach Applikation
von Ketodoxapram wurde eine Proteinbindung von 98,6 4+ 0,1 % und eine freie Fraktion
von 1,4 % bestimmt, bei einer totalen Konzentration von 1587,6 + 184,1 ng/mL. Die
Proteinbindung von Ketodoxapram als Metabolit und nach Gabe von Ketodoxapram
unterschied sich nicht signifikant (p > 0,9999 berechnet mit einseitiger ANOVA und
Benferroni-Korrektur fiir Mehrfachtestung), der Vergleich mit der Proteinbindung von
Doxapram war auch hier signifikant unterschiedlich (p = 0,0039 berechnet mit einseitiger
ANOVA und Benferroni-Korrektur fiir Mehrfachtestung).

Zur Untersuchung einer moéglichen Konzentrationsabhéngigkeit der Proteinbindung
wurde diese in zusatzlichen Blutproben bestimmt. Hierbei handelte es sich fiir Doxapram
um Proben, die 5min nach i.v. Applikation von 1mg/kg (n = 3) und um Proben
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die wenige Minuten nach i.v. Applikation von 0,5 mg/kg abgenommen worden waren
(n = 7). Fir Ketodoxapram wurden Proben verwendet, die wenige Minuten nach i.v.
Applikation von 0,125 mg/kg abgenommen worden waren (n = 6). Es zeigte sich, dass
die Proteinbindung von Doxapram im Schwein iiber den untersuchten Bereich von
250-3 000 ng/mL Konzentrationsabhingig war (Spearman r = -0,698 und p = 0,0101;
Abbildung 3.19a). Mit hoheren Konzentrationen an Doxapram nahm die Proteinbindung
ab. Fir Ketodoxapram hingegen war dies iiber einen Bereich von 25-1 850 ng/mL nicht
zu beobachten (Spearman r = -0,091 und p = 0,7830; Abbildung 3.19b). Schlieft man
aus dieser Betrachtung die Proteinbindung der Proben aus, in denen Ketodoxapram nur
als Metabolit gebildet wurde, wird der Bereich auf 900-1 850 ng/mL reduziert. Es zeigte
sich, dass auch in diesem kleineren Bereich der Zusammenhang weiterhin nicht signifikant
war (Spearman r = -0,667 und p = 0,0589; Daten nicht gezeigt), es jedoch ein Trend hin
zu einer negativen Korrelation zwischen Proteinbindung und Plasmakonzentration gab.
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Abbildung 3.19.: Untersuchung der Konzentrationsabhingigkeit der Proteinbindung von Doxa-
pram (a) und Ketodoxapram (b) im Schwein (n = 12-13). Fiir Doxapram wurden die Prote-
inbindung der Schweine zum einen in Plasmaproben, die 5 min und 60 min nach i.v. Gabe von
1mg/kg abgenommen wurden, bestimmt (jeweils n = 3). Zum anderen in Plasmaproben, die
wenige Minuten nach i.v. Gabe von 0,5 mg/kg abgenommen wurden (n = 7). Fiir Ketodoxapram
erfolgte die Bestimmung der Proteinbindung in Plasmaproben, die 60 min nach ¢.v. Gabe von
1mg/kg abgenommen wurden (n = 3), in Plasmaproben, die wenige Minuten nach i.v. Gabe von
0,125 mg/kg abgenommen wurden (n = 6) und in den bereits oben beschriebenen Proben die
60 min nach i.v. Gabe von 1 mg/kg Doxapram angenommen wurden (n = 3). Zur Bestimmung der
Proteinbindung wurde das RED-System verwendet. Nach Auftragung der Proteinbindung gegen
die Plasmakonzentration wurde eine lineare Regression mit 95 % Konfidenzintervall eingezeichnet.
Angegeben ist aufilerdem der Korrelationskoeffizienten der Spearman-Rangordnung (r) und der
dazugehorige p-Wert (p).

RED: schnelle Gleichgewichtsdialyse

Neben der Proteinbindung wurde ebenfalls das Gehirn-zu-Plasma-Verhéltnis in Deut-
schen Landrasse Schweinen (n = 3) bestimmt, die 14 Tage lang téglich eine ¢.v. Applikation
von 1mg/kg Doxapram (Abbildung 3.20a) bekommen haben. Hierfiir wurde wéhrend
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der terminale Operation eine Blutprobe zeitgleich zur Gehirnentnahme gewonnen und
beides mit beschriebener UPLC-MS/MS-Methode quantifiziert. Die Ratio aus Konzen-
tration im Gehirn und Konzentration in der Blutprobe zeigte einen Wert von 0,58 £ 0,24
fiir Doxapram und einen fast fiinffach niedrigeren fiir Ketodoxapram (0,12 £ 0,07). Im
Verhiltnis zur Plasmakonzentration war die Konzentration von Doxapram im Gehirn
somit fast fiinfmal hoher als dies bei Ketodoxapram der Fall war. Dies zeigt sich auch
in der Steilheit der Regressionsgerade, die durch die Datenpunkte gelegt wurde. Diese
betrug fiir Doxapram 0,982 4 0,197 und fiir Ketodoxapram 0,754 + 0,044. Nach Gabe
von Ketodoxapram (n = 3; Abbildung 3.20b) war das Verhéltnis mit einem Wert von
0,067 + 0,070 um die Halfte niedriger als in den Tieren, die Doxapram bekommen und
Ketodoxapram daraus gebildet haben. Die Ratio war um den Faktor 9 niedriger als die
Ratio von Doxapram. Die Steilheit der linearen Regression der Ketodoxapram Tiere wies
einen negativen Wert von —0,082 + 0,686 auf, wobei der Fehler im Vergleich zum Wert
sehr grofl war.

5 = 10 0007
2 g
£ = Nr. 181
G © ©17)
(2 (2 1 0004 Nr. 180
B 5 (0,01)
8 <
< <
§ 8 N 179
c c 0,02
S S 100 ——
10 100 1 000 10 000 100 000 10 000 100 000
Konzentration Plasma [ pg/mL ] Konzentration Plasma [ pg/mL ]
a) Doxapram Schweine b) Ketodoxapram Schweine

Abbildung 3.20.: Vergleich der Konzentration im Gehirngewebe mit der im Blutplasma am Ende
der 14-tigigen 7.v. Applikation von einmal tdglich 1 mg/kg Doxapram (a) bzw. Ketodoxapram
(b). In Klammern ist das Gehirn-zu-Plasma-Verhéltnis angegeben. Die dunkelblauen Kreise zeigen
die Datenpunkte fiir Doxapram und die hellblauen Dreiecke fiir Ketodoxapram nach Doxapram
Gabe (a). Die hellblauen Kreise stellen die Werte fiir Ketodoxapram nach Gabe des selbigen dar
(b). Die Linie wurde mit der linearen Regression bestimmt. Eine steilere Gerade bedeutet ein
héheres Gehirn-zu-Plasma-Verhéltnis.

1.v.: intravenos.
Abbildung modifiziert nach Kraft et al. (2022).

3.2.8. Einfluss auf den pulmonalarteriellen Druck

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Daten wurden in Kooperation mit
PD Dr. Felizx Wiedmann erhoben. Die Operation der Schweine, sowie die
Durchfiihrung der EPU und Bestimmung der hdmodynamischen Parametern
erfolgte in Zusammenarbeit, jedoch unter Leitung von PD Dr. Felix Wiedmann.
Die Verabreichung der Studienmedikation, Entnahme der Blutproben, die
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3.2. Pharmakologische Modulation des TASK-1-Kanals

Bestimmung der Plasmakonzentrationen und die anschlieflende Auswertung
der Experimente erfolgte in Eigenleistung. Fin Teil der Daten zu A293 wurde
bereits in Wiedmann et al. (2021) publiziert.

Nachdem in den vorhergehenden Abschnitten die Pharmakokinetik sowie Proteinbin-
dung und ZNS-Géngigkeit Thema gewesen waren, sollte noch der Einfluss von Doxa-
pram und Ketodoxapram auf den pulmonalarteriellen Druck untersucht werden. In
der Einleitung wurde bereits die Rolle von TASK-1 bei PH (siche Abschnitt 1.2.2.1)
beschrieben sowie ndher auf die Inhibition von TASK-1 durch Doxapram eingegan-
gen (siehe Abschnitt 1.4.2.1). Daher sollte im Folgenden im Schweinemodell unter-
sucht werden, ob die Behandlung mit Doxapram durch eine Interaktion mit TASK-
1 zu PH fiithrt. Auf Grund des zuvor beschriebenen Effekts von Ketodoxapram auf
den TASK-1 sollte auch diese Substanz im Zusammenhang mit PH naher betrachtet
werden. Dariiber hinaus wurden noch die experimentellen TASK-1-Inhibitoren A293
und 73217409047 sowie das Antiarrhythmikum Amiodaron und eine Kontrolle unter-
sucht.

Bei der Untersuchung vier unterschiedlicher TASK-1-Inhibitoren im Schweinemodell
zeigte sich konzentrationsabhéngig ein akuter Anstieg des PA-Drucks fiir alle Substanzen
(Abbildung 3.21). Hierbei war die starkste Erh6hung unter Verabreichung der Substanz
73217409047 zu erkennen, gefolgt von Ketodoxapram, Doxapram und A293. Nach Verab-
reichung von Amiodaron und der Kontrolle war keine Verdnderung des Drucks ersichtlich.
Im Gegensatz zum PA-Druck wurde durch Gabe der verschiedenen Substanzen der
Lungenkapillarenverschlussdruck (PCWP) nicht verdndert (Abbildung A.11). Ein Ver-
gleich mit den Normwerten zeigte, dass sich die Werte aller Substanzen innerhalb des
physiologischen Bereiches befanden.

Neben dem Anstieg des PA-Drucks wurde unter A293, Doxapram und Ketodoxa-
pram ein méBiger Anstieg des systemischen Blutdrucks gemessen, der unter Gabe von
73217409047 etwas deutlicher ausfiel (Abbildung 3.22). Unter Gabe von Amiodaron
kam es hingegen zu einem Abfall des systemischen Blutdrucks, wahrend die Kontrolle
keinen Einfluss auf den Blutdruck hatte. Die Kurven des diastolyischen und systolischen
Wertes verliefen relativ parallel, so dass hier keine unterschiedlichen Effekte zu erkennen
waren. Die Messungen der Herzfrequenz (Abbildung A.12) ergaben kein eindeutiges Bild
fiir die untersuchten Substanzen. Fiir die Kontrolle, Ketodoxapram und 73217409047
waren ein Anstieg der Frequenz zu erkennen, der jedoch nicht stark ausgeprigt war
und mit recht grofien Fehlerbalken der jeweiligen Messwerte verbunden war. Fiir A293
und Doxapram war keinerlei Verdnderung der Herzfrequenz sichtbar und Amiodaron
zeigte erst eine Absenkung und ab hoéheren Dosierung einen leichten Anstieg der Fre-
quenz.

Der Index des systemischen GefédBwiderstands (SVRI) zeigte fiir fast alle TASK-1-
Inhibitoren keine Anderung iiber die einzelnen Dosierungsschritte, lediglich bei Ketodoxa-
pram war ein leichter Anstieg zu beobachten (Abbildung A.13). Auch nach Gabe der
Kontrolle kam es zu keiner Verdnderung. Lediglich nach Verabreichung von Amiodaron
kam es unter den héheren Dosierungen zu einer Verringerung des SVRI unterhalb des im
Menschen geltenden physiologischen Normalbereichs. Ein anderes Bild zeigte sich fiir den

109



3. Ergebnisse

£ 601
£ . = =
£ Miwert ooy 2 cor
= b . £ 3 ® Systolisch
3 Diastolisch £ ® Systolisch £ o Nitolwert
5 404 — u Mittelwert — 4 Diastolisch
2 < ~
S S 40 A Diastolisch S 40-
o ] ] ,i/i
& e e e 8 8 P ¥
& Sl A 1 T [ S e
[ T [ 5 [
S E r'ed E '
E 15 5
z o £ £
3 N v %l O © S 0 S 0
N & & & & & & Baseline 05 10 20 40 80 & TBaseline 0125 025 05 10 20
‘bfo" & S 8 S P Dosis [ mg/kg ] Dosis [ mg/kg ]
a) Kontrolle b) Doxapram c) Ketodoxapram
£ 607 £ 601 £ 601
E @ Systolisch E ® Systolisch E : a’.’i‘?l‘“?
— m Mittelwert — m Mittelwert — A DI et"“'.erh
X 4 Diastolisch % 4 Diastolisch % lastolisc
S 40 S 404 / S 40 /i/i
; a3 =
2 e 7 & £ T ¢ F—w £ T
LI R, p S 5 - 2, .
5 [ e . S 5 AR e E e
[ — T A g = g L
=3 =] =]
15 £ £
S S o S0
G Baseline 25 5 10 20 40 & Baseline 0125 025 05 10 20 G Baseline 00375 0075 015 03 06
Dosis [ mg/kg ] Dosis [ mg/kg ] Dosis [ mg/kg ]
d) Amiodaron e) A293 f) Z-Substanz

Abbildung 3.21.: Verdnderung des Pulmonalarteriendrucks nach Verabreichung verschiedener
TASK-1-Inhibitoren in unterschiedlichen Dosierungsschritten im Vergleich mit Amiodaron und
einer Kontrolle. Deutschen Landrasse Schweinen (n = 4-7) wurden die Substanzen Doxapram,
Ketodoxapram, A293, Z3217409047 und Amiodaron in steigenden Konzentrationen sowie reine
isotonische Kochsalzlosung verabreicht. Vor der ersten Dosis (Baseline) und nach jeder der finf
Dosen (Schritt 1-5) wurde der Pulmonalarteriendruck gemessen.

Index des pulmonalen Gefafiwiderstands (PVRI) (Abbildung A.14). Hier kam es unter
Verabreichung der Kontrolle und Amiodaron zu keiner Anderung, jedoch stieg der Index
nach Gabe aller TASK-1-Inhibitoren.

Eine Bestimmung der Plasmaspiegel von Amiodaron durch das Zentrallabor des Univer-
sitatsklinikums Heidelberg zeigte (Abbildung A.15), dass die ersten zwei Dosierungsschrit-
te (2,5 mg/kg und 5mg/kg) innerhalb des therapeutischen Bereichs einer chronischen
Anwendung lagen, der dritte Schritt (10 mg/kg) knapp oberhalb der Grenze und die
beiden letzten deutlich im supratherapeutischen Bereich lagen. Die Messung der Plas-
maspiegel von Ketodoxapram, Doxapram und A293 erfolgte im Rahmen dieser Arbeit
durch eine unter anderem hierfiir entwickelte und validierte UPLC-MS/MS-Methode.
Fiir Ketodoxapram und A293 gibt es keine klinische Indikation und daher auch keinen
therapeutischen Bereich, hier lie3 sich lediglich sehen, dass die Plasmakonzentration
entsprechend der gesteigerten Dosierung anstiegen. Doxapram wird zu Atemantriebs-
steigerung mit einer Dosierung von 2 mg/kg injiziert, somit lagen die ersten drei Dosie-
rungsstufen im therapeutischen Bereich fiir diese Anwendung und auch die Plasmaspiegel
lagen unter der Grenze von 5000 ng/mL, ab der mit gesteigerten Nebenwirkungen ge-
rechnet wird. Die letzten beiden Dosierungsschritte waren daher im supratherapeutischen
Bereich.
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Abbildung 3.22.: Verdnderung des systemischen Blutdrucks nach Verabreichung verschiedener
TASK-1-Inhibitoren in unterschiedlichen Dosierungsschritten im Vergleich mit Amiodaron und
der Kontrolle. Deutschen Landrasse Schweinen (n = 4-6) wurden die Substanzen Doxapram,
Ketodoxapram, A293, 73217409047 und Amiodaron in steigenden Konzentrationen und eine
Kontrolle verabreicht. Vor der ersten Dosis (Baseline) und nach jeder der fiinf Dosen (Schritt 1-5)
wurde der systemische Blutdruck gemessen.

Es wurde jedoch fiir Doxapram und Ketodoxapram nicht nur der akute Effekt auf den
PA-Druck untersucht, sondern auch der chronische Effekt nach tdglicher Verabreichung
iiber 14 d. Hierfiir wurde bei den Schweinen, die einmal téglich i.v. 1 mg/kg Doxapram
oder Ketodoxapram erhalten hatten (n = 3), zu den Zeitpunkten der initialen und
terminalen Operationen die himodynamischen Parameter bestimmt (Abbildung 3.23).
Es zeigt sich hierbei jedoch im Gegensatz zur akuten Gabe, dass weder der PA-Druck,
systemischer Blutdruck (RR) und PCWP (Abbildung 3.23a und Abbildung 3.23d) noch
der SVRI und der PVRI (Abbildung 3.23b und 3.23e) sich signifikant unterschieden
(zweiseitiger ¢ Test) nach chronischer Verabreichung der beiden Substanzen. Auch die
Herzfrequenz unterschied sich nach Gabe von Doxapram nicht (Abbildung 3.23c), nur
nach Ketodoxapram-Gabe war eine signifikante Erh6hung zu sehen (p = 0, 0381, berechnet
mit zweiseitigen ¢ Test; Abbildung 3.23f).

3.2.9. Verlangerung der arteriellen effektiven Refraktirzeit und
Terminierung von Vorhofflimmern durch Ketodoxapram

Die Erhebung der Daten fiir diesen Abschnitte erfolgte in Kooperation mit
Prof. Dr. Constanze Schmidt und PD Dr. Feliz Wiedmann. Die Operationen
und damit verbundene Bestimmung der EPU-Daten wurden unter der Leitung
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Abbildung 3.23.: Verdnderungen der hdmodynamischen Parametern nach chronischer 7.v. Ap-
plikation von 1 mg/kg Doxapram (a bis b) und Ketodoxapram (d bis e) iiber 14d bestimmt in
Schweinen der Deutschen Landrasse (n = 3). Angegeben sind der mittlere systemische Blutdruck,
mittlerer PA-Druck und PCWP (a und d), SVRI und PVRI (b und e) sowie die Herzfrequenz
(c und f). Die Werte sind angeben als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwerts sowie den
einzelnen Werten. Die Signifikanz wurde mit einem zweiseitigen ¢ Test berechnet und die Werte
p < 0,05 angegeben.

AERP: atriale effektive Refraktéirzeit; i.v.: intravenos; PA: Pulmonalarterien; PCWP: Lungen-
kapillarenverschlussdruck; PVRI: Index des pulmonalen GefdfSiwiderstands; RR: systemischer
Blutdruck; SVRI: Index des systemischen Gefiaiwiderstands
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von Prof. Dr. Constanze Schmidt bzw. PD Dr. Felix Wiedmann durchge-
fiihrt. Die Applikation der Studienmedikation, Gewinnung der Blutproben,
Quantifizierung der Plasmaspiegel und Auswertung der Daten erfolgte in
FEigenleistung.

Zur Untersuchung der akuten Effekte der vier TASK-1-Inhibitoren auf die AERP wurde
in den Schweinen, die zur Untersuchung der himodynamischen Parametern herangezogen
worden waren, eine EPU nach jedem Dosierungsschritt durchgefiihrt. Es zeigte sich
hierbei, dass es bei der Kontrollgruppe zu keiner Verianderung der AERP kam (Abbil-
dung 3.24). Bei den TASK-1-Inhibitoren kam es hingegen zu einer Verldngerung der
AERP, die bei Ketodoxapm am stérksten ausgepriagt war. Auch Amiodaron verursachte
eine Verldngerung der AERP.
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Abbildung 3.24.: Verdnderung der AERP nach Verabreichung verschiedener TASK-1-Inhibitoren
in unterschiedlichen Dosierungsschritten im Vergleich mit Amiodaron und einer Kontrolle. Deut-
schen Landrasse Schweinen (n = 4-6) wurden die Substanzen Doxapram, Ketodoxapram, A293,
73217409047, Amiodaron und reine isotonische Kochsalzlosung in steigenden Konzentrationen
verabreicht. Vor der ersten Dosis (Baseline) und nach jeder der fiinf Dosen (Schritt 1-5) wurde
die AERP bestimmt.

AERP: atriale effektive Refraktérzeit

Ebenso wurde der Einfluss einer chronischen i.v. Gabe von 1mg/kg Doxapram und
Ketodoxapram iiber 14d im Schwein auf die AERP untersucht (Abbildung 3.25a und
3.25b). Hierfiir wurde die AERP zum Zeitpunkt der initialen Operation vor der ersten
Verabreichung einer der beiden Substanzen bestimmt (Baseline) und bei der initialen
Operation nach dem Ende der chronischen Applikation. Es zeigte sich, dass die AERP
durch chronische Verabreichung der Substanzen nicht signifikant verdndert wurde. Auch
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eine Betrachtung des Oberflichen-EKGs zeigte keine signifikanten Verédnderungen zwi-
schen Ausgangswert und nach der 14d Therapie (Abbildung 3.25¢ und 3.25d). Hierbei
ist jedoch zu beachten, dass die letzte Medikamentengabe zum Zeitpunkt der terminalen
Operation bereits vor 24 h erfolgte.

Infolge der Vordaten von in witro Experimenten zu Ketodoxapram, vor allem im
Vergleich zu Doxapram, den erhobenen EPU-Daten und den bereits zu Doxapram pu-
blizierten Daten, wurden erste Untersuchungen durchgefiihrt, die die Anwendung von
Ketodoxapram zur Behandlung von VHF im Schwein testen sollten. Hierfiir wurde das
bereits beschriebene VHF-Schweinemodell verwendet, um zum einen zu testen, ob Keto-
doxapram zur akuten Kardioversion geeignet ist und zum anderen zur Evaluierung der
Langzeitanwendung. In einem ersten Pilotversuch fiihrte die akute i.v. Applikation von
0,5 mg/kg Ketodoxapram zur Wiederherstellung des SR, nachdem zuvor durch Kathe-
terstimulation VHF ausgelost worden war (Abbildung 3.26b). Die zweimal tégliche i.v.
Applikation von 0,5 mg/kg Ketodoxapram fiihrte in den zwei behandelten Tieren zu einer
reduzierten VHF-Last auf 30 % im Vergleich zu 100 % der Kontrolltiere (Abbildung 3.26a).
Die Vergleichstiere aus fritheren Experimenten, die zweimal téglich 2 mg/kg Doxapram
i.v. erhalten hatten, zeigten eine VHF-Last von unter 10 %.

3.2.10. Pharmakokinetik von Doxapram in humanen Probanden

Die Durchfiihrung der DOCTOS-Studie erfolgt in Kooperation mit der Abtei-
lung fiir Klinische Pharmakologie und Pharmakoepidemilogie unter Leitung
von Prof. Dr. Walter E. Haefeli, Prof. Dr. Constanze Schmidt und PD Dr.
Antje Blank. Die Betreuung der Studienpatienten und Gewinnung der Studien-
proben erfolgt gemeinsam mit PD Dr. Feliz Wiedmann und Yannick L’hoste.
Alleiniger Anteil ist das Herstellen der Studienmedikation, die Verarbeitung
und Quantifizierung der Plasmaproben sowie die Untersuchung der Proteinbin-
dung. Die Modellierung und Berechnung der pharmakokinetischen Parameter
erfolgte in Kooperation mit Prof. Dr. David Czock.

Im Rahmen der DOCTOS-Studie wird den Studienteilnehmern mit VHF Doxapram
i.v. verabreicht. Je nach Kohorte werden unterschiedliche Dosierungen gewahlt, so dass
Probanden der ersten Kohorte zweimal 0,5 mg/kg, die der zweiten Kohorte zweimal
1,0mg/kg und schliellich die der dritten Kohorte zweimal 2,0 mg/kg Doxapram i.v.
appliziert bekommen. Die Injektionen haben einen Abstand von 20 min und erfolgen
iiber einen Zeitraum von 5 min. Die Probanden der vierten Kohorte bekommen 8 mg/kg
Doxapram als i.v. Dauerinfusion verabreicht. An zuvor festgelegten Zeitpunkten (siehe
Abschnitt 2.8.2) werden Blutproben in Lithium-Heparin-R6hrchen entnommen und die
Plasmakonzentration von Doxapram und Ketodoxapram mit der zuvor entwickelten und
validierten UPLC-MS/MS-Methode quantifiziert.

Bei der Betrachtung der reprasentativen Konzentrations-Zeit-Kurven zeigten sich zum
einen die zwei Maxima, die den zwei Injektionen entsprechen, zum anderen, dhnlich
der bereits beschriebenen Kinetik in den Schweinen, ein biphasischer Verlauf mit einer
kiirzeren initialen und einer lingeren terminalen t;/, (Abbildung 3.27). Des Weiteren
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Abbildung 3.25.: Verdnderungen der AERP (a und b) und im Oberflichen-EKG (c und d)
nach chronischer i.v. Verabreichung von 1 mg/kg Doxapram (a und c) und Ketodoxapram (b und
d) iiber 14d in Deutschen Landrasse Schweinen (n = 3). Die Bestimmung der Ausgangswerte
(Baseline) erfolgte im Rahmen der initialen Operation und die Werte nach Substanzeinnahme
erfolgte wihrend der terminalen Operation, wobei der Abstand zur letzten Medikamentengabe
iiber 24 h betrug. Die Daten sind angegeben als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwerts
sowie den Einzelwerten. Die Testung auf Signifikanz erfolgte mit einem zweiseitigem ¢ Test.
AERP: atriale effektive Refraktéarzeit; i.v.: intravenos
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Abbildung 3.26.: Zur Kardioversion von VHF im Schweinemodell wurde Deutschen Landrasse
Schweinen ein Zwei-Kammer-Herzschrittmacher implantiert und der AV-Knoten abladiert. Durch
hochfrequente Stimulation des Schrittmachers und unter Einsatz eines Biofeedback Stimulations-
algorithmus wurde anschlieBend VHF' ausgelost. Nach 14-tdgiger zweimal téglichen i.v. Gabe von
0,5 mg/kg Ketodoxparam wurde die VHF-Last (Zeit, die sich die Schweine im VHF befanden,
geteilt durch die Gesamtzeit) berechnet (n = 2; a). Die Kontrolltiere (n = 8) wurden zweimal
téglich mit DMSO 4.v. und die Doxapram-Tiere (n = 8) mit zweimal téglich 2mg/kg Doxapram
i.v. behandelt. Die Werte der Kontroll- und Doxapram-Tiere stammen aus fritheren Experimenten
und sind teilweise bereits veroffentlicht von Wiedmann et al. (2022a). Die Daten sind dargestellt
als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwerts und die p-Werte wurden mit einer einseitigen
ANOVA berechnet. Durch schnelle Stimulation mit Hilfe von temporaren Kathetern wurde in
einem weiteren Schwein VHF ausgel6st, das durch i.v. Gabe von 0,5 mg/kg Ketodoxapram erfolg-
reich terminiert werden konnte. EKG der erfolgreichen Kardioversion (b) mit Markierung des
Kardioversionszeitpunktes (blauer Pfeil).

AV: atrioventrikular; Ctrl: Kontrolle; DMSO: Dimethylsulfoxid; Doxa: Doxapram; EKG: Elektro-
kardiogramm; ¢.v.: intravenés; Keto: Ketodoxapram; SR: Sinusrhythmus; VHF: Vorhofflimmern
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Abbildung 3.27.: Konzentrations-Zeit-Kurven ausgewdhlter Probanden der DOCTOS-Studie
nach zwei 7.v. Applikation (innerhalb von 5 min) im Abstand von mindestens 20 min von 0,5 mg/kg
Doxapram in Kohorte I (a; Proband 109), 1,0 mg/kg Doxapram in Kohorte II (b; Proband 114) und
2,0 mg/kg Doxapram in Kohorte III (a; Proband 119). Die Werte fiir Doxapram sind dargestellt
in Dunkelblau und die fiir Ketodoxapram in Hellblau.

DOCTOS: Doxapram Konversion in Sinusrhythmus Studie; .v.: intravends
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3.2. Pharmakologische Modulation des TASK-1-Kanals

war zu erkennen, dass sich im Verlauf der Beobachtungsdauer die Konzentrationen
von Doxapram und Ketodoxapram anndherten und bis zum Ende der Messungen auf
einem &ahnlichen Niveau parallel verliefen. Die pharmakokinetischen Parameter wurden
auf Grundlage eines 2-Kompartiment-Modell fiir Doxapram und eines 1-Kompartiment-
Modell fiir Ketodoxapram in WinNonlin modelliert und sind in Tabelle 3.2 fiir alle drei
Kohorten zusammengefasst. Da die Studie noch nicht abgeschlossen ist, sind noch keine
Daten der vierten Kohorte verfiigbar.

Tabelle 3.2.: Zusammenfassung der pharmakokinetischen Parameter von Doxapram und Keto-
doxapram in den Probanden der DOCTOS-Studie nach zweimaliger i.v. Applikation (innerhalb
von 5 min) im Abstand von mindestens 20 min von 0,5 mg/kg Doxapram in Kohorte I, 1,0 mg/kg
Doxapram in Kohorte IT und 2,0 mg/kg Doxapram in Kohorte III. Die Parameter wurden ba-
sierend auf einem 2-Kompartiment-Modell fiir Doxapram und einem 1-Kompartiment-Modell
fiir Ketodoxparam in WinNonlin modelliert und berechnet. Die Mittelwerte sind angegeben mit
Standardfehler.

CL: Clearance (Ausscheidung); CLq; Clearance (Verteilung); CLy,: Clearance (Metabolit); t1 /24
Halbwertszeit (initial); t1/04: Halbwertszeit (terminal); t;/om: Halbwertszeit (Metabolit); Vi:
Verteilungsvolumen Kompartiment 1; Va: Verteilungsvolumen Kompartiment 2; V : Verteilungs-
volumen Metabolit

Doxapram Ketodoxapram
Kohorte I  Kohorte II Kohorte III Kohorte I Kohorte II Kohorte III

CL [L/min] 0,3340,05 0,30+0,06 0,32+ 0,06 — — —
CLq [L/min] 0,854+0,21 0,60+0,27 0,85+ 0,35 — — —

Parameter

CLy, [L/min] — — — 0,474 0,12 0,42+0,14 0,72 +0,52
Vi [L] 44,0+£11,7 4504181 37,00+ 9,80 — — —
V, [L] 157,0 £ 39,7 131,0+£35,3 181,0 + 74,6 — — —
Vi [L] — — — 75,0 £ 257 958+17,2 121,34+ 238
t1 /20 [h] 0,38+£0,10 0,56+£0,30 0,34+0,07 — — —
t1/25 [h] 9,08+£2,30 9,33+£2,90 10,55+ 3,60 — — —
t1 /2m [} — — — 2,01 +£0,97 2,87+£0,93 2,78 +1,30

Basierend auf den Blutproben wurde die Proteinbindung von Doxapram und Keto-
doxapram im humanen Plasma bestimmt (Abbildung 3.28a). Fiir Kohorte I wurden die
Proben 5min, Kohorte II 15 min und Kohorte III 60 min nach Applikation der entspre-
chenden ersten Dosierung fiir die Bestimmung der Bindung von Doxapram gewéahlt. Die
Proteinbindung von Ketodoxapram wurde fiir alle Kohorten aus den Proben, die 3 h nach
Applikation der ersten Dosierung abgenommen wurden, bestimmt.

In der ersten Kohorte betrug die Proteinbindung fiir Doxapram 87,4 + 1,4 % bei einer
Plasmakonzentration von 1019,84+313,2ng/mL und 97,90+£0,39 % bei 185,2+51,8 ng/mL
fiir Ketodoxapram, in der zweiten Kohorte 87,2 + 1,5% bei 1261,9 + 341,7 ng/mL fiir
Doxapram und 97,90 £+ 0,38 % bei 344,6 £+ 62,3 ng/mL fiir Ketodoxapram und in der
dritten Kohorte 86,7+ 1,0 % bei 1881,2 +391,3 ng/mL fiir Doxapram und 97,90 + 0,19 %
bei 506,1 + 151,3 ng/mL fiir Ketodoxapram. Es gab fiir Doxapram und Ketodoxapram
keine signifikanten Unterschiede in der Proteinbindung zwischen den unterschiedlichen
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3. Ergebnisse

Dosis-Kohorten, jedoch war die Proteinbindung von Ketodoxapram immer signifikant
hoher (p < 0,0001 berechnet mit einseitiger ANOVA) als die von Doxapram. Dies fiihrte
zu einer 12-fach héheren freien Fraktion von Doxapram im Vergleich zu Ketodoxapram.

Fiir die Uberpriifung der Konzentrationsabhiingigkeit der Proteinbindung von Doxa-
pram (Abbildung 3.28b) wurden die Werte aller drei Kohorten zusammengenommen und
gegen die Plasmakonzentration aufgetragen. Hierbei zeigte sich, dass die Proteinbindung
in dem untersuchten Bereich von 500-2 400 ng/mL nicht konzentrationsabhingig war
(Spearman r = 0,025 und p = 0,9205). Ein &hnliches Bild zeigte sich fiir Ketodoxapram
im Bereich von 100-650 ng/mL (Abbildung 3.28c). Es konnte auch hier keine Abhéngig-
keit der Proteinbindung von der Plasmakonzentration festgestellt werden (Spearman r
= -0,078 und p = 0,6851). Fiir den Vergleich der Proteinbindung von Ketodoxapram
wurde neben den Werten nach 3h noch die Werte der Proben nach 15 min und 60 min
hinzugezogen.
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Abbildung 3.28.: Vergleich der Proteinbindung von Doxapram und Ketodoxapram nach zwei-
maliger i.v. Applikation von 0,5mg/kg (Kohorte I), 1,0mg/kg (Kohorte II) und 2,0 mg/kg
Doxapram (Kohorte III) in den Blutproben der Teilnehmer der DOCTOS-Studie (n = 6-7;
a). Die Bestimmung der Proteinbindung erfolgte mit dem RED-System in Plasmaproben die
5min (Kohorte I), 15min (Kohorte II) und 60 min (Kohorte III) nach Applikation abgenom-
men worden waren fiir die Proteinbindung von Doxapram und 3h nach Applikation fiir die
Bestimmung der Bindung von Ketodoxapram. Die Datenpunkte fiir Doxapram werden mit
dunkelblauen Kreisen und die fiir Ketodoxapram mit hellblauen Dreiecken dargestellt und es
werden die einzelnen Datenpunkte zusammen mit Mittelwert und Standardfehler des Mittel-
werts gezeigt. Die p-Werte wurden mit einer einseitigen ANOVA berechnet, wobei p < 0,05 als
signifikant angesehen wurde. Fiir die Uberpriifung der Konzentrationsabhiingigkeit der Pro-
teinbindung von Doxapram wurden die oben genannten Proben gegen die Proteinbindung
aufgetragen (n = 19; b). Fiir Ketodoxapram wurden zusétzlich zu den 3h Werten noch die
nach 15min und 60min hinzugenommen, die bereits fiir Doxapram vermessen worden wa-
ren (n = 30; c). Gezeigt ist eine lineare Regression mit 95 % Konfidenzintervall. Angegeben
ist der Korrelationskoeffizienten der Spearman-Rangordnung (r) und der dazugehérige p-Wert
(p)-

DOCTOS: Doxapram Konversion in Sinusrhythmus Studie; Doxa: Doxapram; Keto: Ketodoxa-
pram; 7.v.: intravents; RED: schnelle Gleichgewichtsdialyse
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Abbildung 3.29.: Inhibitorischer Effekt der Ketodoxapram Enantiomere auf hTASK-1 im
Vergleich zum Racemat. Der TASK-1-Kanal wurde heterolog in Xenopus laevis Qozyten ex-
primiert und mit der TEVC vermessen. Hierfiir wurden die Zellen auf —80 mV geklemmt und
Spannungspulse von 500 ms Lange appliziert. Die Spannung begann bei —140 mV und wurde von
Puls zu Puls um 20 mV gréer bis eine Spannung von 60 mV erreicht worden war. Die Werte sind
gezeigt als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwerts und die gestrichelte rote Linie stellt
den IC5o-Wert dar.

IC50: halbmaximale inhibitorische Konzentration; TEVC: Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

3.2.11. Unterschiedliche Effekte der beiden Enantiomere von
Ketodoxapram

Zum Abschluss dieses Projektstrangs im Rahmen der vorliegenden Arbeit und als Aus-
blick auf weitere Forschungsprojekte in diesem Gebiet, wurde sich die Chiralitdt von
Ketodoxapram genauer angeschaut. Einleitend (siehe Abschnitt 1.4.3) wurde bereits auf
die unterschiedlichen Effekte eingegangen, die Enantiomere einer Substanz haben kénnen.
Hier wurde bereits erwahnt, dass die Enantiomere von Doxapram bereits untersucht
wurden und unterschiedliche Wirkungsweisen im Tierversuch und in in vitro Modellen
zeigten. Diese Daten dienten als Grundlage fiir die Untersuchung der beiden Ketodoxa-
pram Enantiomere. Erste in vitro Experimente in Xenopus laevis Qozyten zeigten, dass
die Inhibition von R-Ketodoxapram mit einem ICso-Wert von 0,491 pM (Abbildung 3.29a)
iiber 47-fach niedriger ist als der Wert von S-Ketodoxapram (23,19 pM; Abbildung 3.29Db).
Im Vergleich zum Racemat (Abbildung 3.29c) zeigt sich somit fiir S-Ketodoxapram ein
fast 30-fach hohere ICsy-Wert und fiir R-Ketodoxapram ein um den Faktor 1,6 kleinerer
Wert.
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4. Diskussion

4.1. Regulation der Expression des TASK-1-Kanals

Im ersten Teil dieser Arbeit war das Ziel, weitere Erkenntnisse tiber den Mechanismus
zu erhalten, der fiir die bereits beschriebene Hochregulation der TASK-1-Expression
in Patienten mit VHF verantwortlich ist. Hierfiir wurde der Einfluss von miRNAs auf
die TASK-1-Expression untersucht, um herauszufinden, ob eine direkte Regulation auf
mRNA-Ebene statt findet und dadurch die TASK-1-Proteinkonzentration verédndert wird.
Hierbei konnten miRNAs identifiziert werden, die sehr hiufig im Vorhofgewebe exprimiert
sind und deren Expression stark vom Rhythmusstatus des Patienten abhangt. Diese
Kandidaten wurden anhand einer méglichen Assoziation mit der TASK-1-Expression
weiter stratifiziert. Mit miRNA-34a konnte eine miRNA identifiziert werden, die auch auf
funktioneller Ebene in zelluldr-elektrophysiologischen Experimenten eine Beeinflussung
des TASK-1-Kanals zeigte. Des Weiteren konnten Cluster aus miRNAs und klinischen
Parametern identifiziert werden, die einen Zusammenhang zur Myokarddilatation zeig-
ten.

4.1.1. TASK-1-Regulation durch miRNA-34a

Die Untersuchungen der Expression der miRNAs zeigen, dass vor allem die miRNAs,
fiir die bereits eine bekannte Assoziation mit VHF beschrieben wurde, am stérksten
exprimiert waren. Insgesamt erstreckten sich die Expressionsspiegel iiber fiinf Log-Stufen,
wodurch die hiufigste miRNA, miRNA-133a, ungefadhr 10 000-fach héhere Spiegel hatte
als miRNA-449a, die am geringsten exprimiert wurde. Die Ergebnisse stimmen mit den
bereits publizierten Expressionsdaten iiberein, die miRNA-1 und miRNA-133 als am
haufigsten exprimiert im Herzmuskel beschreiben (Wang et al. 2008b). Auch miRNA-
125b, miRNA-26a und weitere als stark exprimiert gemessenen miRNAs wurden schon
in der Literatur als solche beschrieben (Lagos-Quintana et al. 2002; Ji et al. 2007). Dies
spricht dafiir, dass das miRNA-Profil des verwendeten Patientenkollektiv mit den bereits
publizierten Daten iibereinstimmt.

Bei der Stratifizierung der Expressionsdaten nach Rhythmusstatus und dem Vergleich
mit der Expression bei Patienten im SR zeigten sich unter paroxysmalem und chronischem
VHF verschiedene miRNAs unterschiedlich exprimiert. Wahrend miRNA-23a, miRNA-
124 und miRNA-34a in den Proben mit paroxysmalem VHF im Vergleich zu SR noch
nicht hochreguliert waren, zeigte sich im Vergleich zum chronischem VHF eine deutliche
Hochregulation. Dies kénnte dafiir sprechen, dass die miRNAs an Umbauprozessen
beteiligt sind, die erst mit ldngerer VHF Dauer einsetzten und somit spéter zu einer
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erhohten Expression fithren. Analog verhélt es sich wahrscheinlich im Fall von miRNA-
338, fiir die unter paroxysmalem VHF noch keine verdnderte Regulation im Vergleich zu
SR zu erkennen war, die jedoch unter chronischem VHF deutlich herunterreguliert war.

Fiir miRNA-1, miRNA-26a und miRNA-133 ist in der Literatur eine Herunterregu-
lation beschrieben (Wang et al. 2011; Girmatsion et al. 2009; Lu et al. 2015), die
sich in den hier gezeigten Daten jedoch nicht erkennen lisst. Wahrend unter par-
oxysmalem VHF ein leichter Trend zu einer Hochregulation fiir miRNA-1 und miR-
NA-133 zu sehen ist, gibt es unter chronischem VHF keinen Effekt. Fiir miRNA-
26a ist jedoch auch hier eine minimale Herunterregulation zu erkennen, die mit der
Literatur iibereinstimmt. Und auch die beobachtete Hochregulation von miRNA-21
unter VHF ist in der Literatur beschrieben (Adam et al. 2012). Die Unterschiede
in der Regulation zwischen den Daten aus der Literatur und den hier beobachte-
ten Effekten konnen verschiedene Ursachen haben. Zum einen wurden in den Studi-
en teilweise linke Herzohrproben verwendet (Girmatsion et al. 2009; Lu et al. 2015),
wéahrend die hier gezeigten Daten auf rechten Herzohrproben beruhen. Auf Grund
der gewebespezifischen Expression der miRNAs kann es hierdurch zu unterschied-
lichen Ergebnissen kommen. Des Weiteren gibt es eine Vielzahl von verschiedenen
VHF-Entitaten, die mit unterschiedlichen Umbauprozessen einhergehen, somit sind
auch verschiedene Begleiterkrankungen und Pathologien des VHF eine mogliche Ursa-
che.

Vergleicht man die fiinf miRNAs, die auf Grund ihrer Haufigkeit und unterschiedlichen
Regulation im Vergleich mit SR als weitere Kandidaten ausgewéhlt wurden und noch
nicht im Zusammenhang mit der Pathologie von VHF beschrieben worden waren, mit den
bereits in der Literatur veroffentlichten Daten (siehe Tabelle 4.1), so zeigt sich, dass diese
Daten nur teilweise mit den hier gezeigten iibereinstimmen. Wahrend die beschriebene
Hochregulation von miRNA-34a und miRNA-23a auch hier zu sehen ist, konnte die
beschriebene Hochregulation von miRNA-9 und miRNA-28 nicht bestétigt werden, da
stattdessen eine Herunterregulation zu beobachten war. Die unterschiedlichen Angaben zu
miRNA-23a lassen sich zum einen durch die unterschiedlichen Probenmatrices (Gewebe
vs. Blut) und zum anderen durch verschiedene VHF-Entitéten (chronisches VHF vs.
postoperatives VHF) erklaren. Die Expressionsdaten zu den Gewebeproben stimmen
daher iiberein und nur die Daten bei postoperativen VHF unterscheiden sich, welches
eine andere Entitédt hat.

Bei weiteren Untersuchungen der miRNAs, fiir die eine Interaktion mit der TASK-1
mRNA prognostiziert worden war, zeigte sich fiir miRNA-23a, miRNA-34a und miR-
NA-124 eine positive Korrelation und fiir miRNA-9 und miRNA-28 eine negative. In der
Einleitung wurde bereits genauer auf die Funktionsweise der miRNAs eingegangen (vgl.
Abschnitt 1.3.2). Hierbei zeigte sich, dass eine negative Korrelation plausibel und wahr-
scheinlich ist, da eine Bindung der miRNA zur Ziel-mRNA die Translation unterdriicken
oder sogar die mRNA abbauen kann und somit zu einer verringerten Proteinexpression
fiihrt. Eine positive Korrelation wurde ebenfalls bereits in der Einleitung erwéhnt und ist
daher auch nicht auszuschliefen. Dies kann zum einen auf regulatorischen Netzwerken
mit Riickkopplungsmechanismen beruhen. Durch externe Faktoren kann es zu einer
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4.1. Regulation der Expression des TASK-1-Kanals

Tabelle 4.1.: Bereits publizierte Literaturdaten {iber die fiinf ausgewihlten miRNA-Kandidaten
fiir eine weitere Untersuchung beziiglich einer Regulation von TASK-1 im Zusammenhang mit
VHF.

Tabelle modifiziert nach Wiedmann et al. (2022b).

miRNA Zielstruktur Regulation Patienten Referenz

miRNA-9 Unbekannt  Hoch VHF Lu et al. (2015)
Unbekannt  Hoch VHF Liu et al. (2016)

miRNA-23a Unbekannt  Herunter POAF Feldman et al. (2017)
Unbekannt  Hoch VHF Slagsvold et al. (2014)

miRNA-28  Unbekannt Hoch VHF McManus et al. (2014)

miRNA-34a AnK-B Hoch VHF Zhu et al. (2018)

miRNA-124 keine Studien verfiigbar

vermehrten Expression einer mRNA kommen, die in einem negativen Riickkopplungsme-
chanismus zu einer gesteigerten miRNA-Expression fithrt, um die mRNA-Konzentration
und somit die Genexpression zu verringern. Hierbei wiirde es zu gesteigerten mRNA- und
miRNA-Spiegeln, also einer positiven Korrelation, kommen (Sun et al. 2012; Inui et al.
2010; Martinez et al. 2008). Eine weitere Moglichkeit wére, dass mRNA und miRNA
durch die gleichen Transkriptionsfaktoren beeinflusst werden oder Bestandteil der selben
transkriptionellen Einheit sind (Nunez et al. 2013; Sun et al. 2012; Martinez et al. 2008).
Dariiber hinaus wurde auch ein Mechanismus beschrieben, bei dem es durch die bindenden
miRNAs zur Rekrutierung und Anlagerung eines Komplexes kommt, der die Translation
aktiviert (Vasudevan et al. 2007; Vasudevan 2012).

Die Transfektion der IPS-Zellen mit den miRNA-Inhibitoren und -Imitatoren und
anschliefender Analyse mittels gPCR und WB fiihrte zu einigen signifikanten Ergebnissen.
Fiir die Inhibitoren von miRNA-23a, miRNA-34a und miRNA-124, jenen miRNAs die
positiv mit TASK-1 korreliert sind, zeigte sich ein verminderter TASK-1-Proteinspiegel.
Dies lasst sich durch das Ausbleiben des expressionsfordernden Effekt dieser miRNAs
erklaren. Wahrend fiir miRNA-23a und miRNA-124 nur auf Proteinebene ein Effekt
sichtbar war, zeigte sich fiir miRNA-34a auch eine reduzierte mRNA-Expression. Eine
Ursache hierfiir kénnte der zeitliche Abstand zwischen Proteine- sowie mRNA-Isolation
und der Transfektion sein. Eventuell wurde ein Zeitpunkt getroffen, zu dem die abge-
baute mRNA bereits wieder neu synthetisiert worden ist, die Synthese der Proteine
jedoch noch andauert und die Proteinkonzentration daher noch nicht wieder normalisiert
wurde. Somit wiirde die Quantifizierung zu normalen mRNA-Spiegel bei verminderter
Proteinkonzentration fithren. Eine weitere Moglichkeit sind Riickkopplungsschleifen, bei
denen verminderte Proteinkonzentrationen zu einer vermehrten mRNA-Synthese fiihren
(Krishna et al. 2006; Mitrophanov und Groisman 2008).

Im Gegensatz zu den Inhibitoren zeigten die Imitatoren keine eindeutigen Ergebnisse
bzw. nur sehr geringe Effekte. Auf Ebene der Proteinexpression konnten keine signifikan-
ten Ergebnisse beobachtet werden, lediglich ein Trend hin zu einer vermehrten Expression
konnte fiir miRNA-124 ausgemacht werden, wihrend miRNA-23a und miRNA-34a norma-
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le Werte im Vergleich zur Kontrolle zeigten. Auf mRNA-Ebene zeigte sich fiir miRNA-124
eine normale Expression und fiir miRNA-23a und miRNA-34a eine verringerte. Die
reduzierten mRNA-Konzentration unter der Behandlung mit den Imitatoren lédsst sich
nicht ohne weiteres erkldren. Eventuell liegt auch hier ein Regelkreis zu Grunde, der bei
stark erh6hten miRNA-Konzentrationen zu einer reduzierten Expression fiihrt.

In der Literatur wurde bereits ein regulatorischer Einfluss von miRNA-124 und miRNA-
34a auf die TASK-1-Expression beschrieben. Allerdings erfolgten diese Beobachtungen
in Zellen, die mit dem Humanen Immundefizienz-Virus 1 (HIV-1) infiziert waren (Far-
berov et al. 2015). In dieser speziellen Situation wurde eine verminderte Expression von
TASK-1 durch miRNA-124 und miRNA-34a beschrieben. Obwohl diese Beobachtungen
im Gegensatz zu den hier gezeigten Daten stehen, kann dies wahrscheinlich durch die
unterschiedlichen Umstinde aufgeklirt werden. Eingangs wurde bereits ausfithrlich be-
schrieben, dass das regulatorische Netzwerk, bestehend aus mRNA und miRNA, hoch
komplex und damit auch anféllig fiir 4uere Einfliisse ist. Daher ist es nicht unwahrschein-
lich, dass die Infektion mit HIV-1 dieses System dermaflen beeinflusst, dass die Ergebnisse
nicht mit den Beobachtungen in Zellen ohne Infektion zu vergleichen sind. Dafiir spricht
auch, dass menschliche pulmonalaterielle glatte Muskelzellen (HPASMC), die mit einem
Imitator von miRNA-34a transfiziert wurden, eine erhohte TASK-1-Expression aufweisen
(Wang et al. 2016). Diese Ergebnisse bestétigen somit die hier gemachten Beobachtungen.

Bei den negativ korrelierten miRNAs zeigten sich keine eindeutigen Ergebnisse. Wéh-
rend eine Transfektion mit Inhibitoren von miRNA-9 und miRNA-28 auf mRNA-Ebene
zu keiner Regulation fiihrte, zeigte sich immerhin fiir miRNA-9 eine signifikant niedrigere
Expression auf Proteinebene. Im Gegensatz dazu war unter miRNA-9-Imitator eine
Reduktion der mRNA aber ein Trend zu einer vermehrten Proteinexpression zu sehen,
wahrend miRNA-28 auch bei den Imitatoren keinen Effekt zeigte. Die beobachteten Ef-
fekte sind ungewohnlich fiir miRNAs, die negativ korreliert sind, da eine Hochregulation
der miRNA zu einer verminderten Expression des Proteins fiithren sollte. Aus diesem
Grund ist eine Regulation der TASK-1-Expression durch miRNA-9 oder miRNA-28 auf
Grundlage der vorliegenden Daten als nicht wahrscheinlich anzusehen.

Zur weiteren Validierung der bisherigen Beobachtungen von einer verdnderten Expres-
sion im Vergleich zwischen SR und VHF, einer Korrelation von miRNA und TASK-1
mRNA und den daraus resultierenden Einfliissen auf TASK-1 mRNA-Konzentration und
Proteinexpression, wurden elektrophysiologische Experimente mit den Kandidaten miR-
NAs durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass die Ko-Injektion und damit die gemeinsame
Expression von miRNA-34a-Imitator und TASK-1 mRNA in Xenopus laevis Oozyten zu
einem erh6hten TASK-1-Strom fiihrte. Diese Messungen bestétigen die zuvor beschriebene
vermehrte TASK-1-Expression durch miRNA-34a. Die ebenfalls beobachtete Reduktion
des RMP durch miRNA-34a-Imitator und die Erh6hung dieses durch den entsprechenden
Inhibitor sind konsistent mit fritheren Studien, die eine Destabilisierung des RMP nach
Ausschaltung von TASK-1 beschrieben haben (Olschewski et al. 2006). Zusammengenom-
men zeigen die hier besprochenen Daten eine mogliche positive Regulation von TASK-1
durch die miRNA-34a.

124



4.1. Regulation der Expression des TASK-1-Kanals

4.1.2. miRNA-34a als Biomarker fiir Vorhofflimmern

In einem kleinen Teil des Patientenkollektiv, bei dem Blutproben vorhanden waren, wurde
die im Blut zirkulierende miRNA-34a quantifiziert und es zeigte sich eine signifikante
Hochregulation dieser in den peripheren Blutproben. Der Sachverhalt war jedoch nur
fiir die Patienten im paroxysmalem VHF signifikant und bei chronischem VHF zeigte
sich nur ein Trend zu einer vermehrten Expression. Aus diesem Grund werden weitere
Studien mit groBeren Patientenkollektiven benétigt, um beurteilen zu kénnen, ob die
zirkulierende miRNA-34a aus dem Vorhofgewebe stammt und daher als Biomarker fiir
atriale Kardiomyopathie geeignet ist.

Veréinderungen in der Konzentration an zirkulierender miRNA-34a wurden jedoch
bereits schon im Zusammenhang mit einer Reihe von verschiedenen Krankheiten beschrie-
ben. Hierbei seien Krebserkrankungen wie Ewing-Sarkom, akute myeloische Leukédmie,
Prostatakrebs und Brustkrebs zu nennen, aber auch Alzheimer oder koronare Herz-
krankheiten (Sciandra et al. 2020; Kassem et al. 2019; Huang et al. 2018; Corcoran
et al. 2014; Han et al. 2015; Cosin-Tomés et al. 2017). Aus diesem Grund konnte die
diagnostische Aussagekraft der zirkulierenden miRNA-34a als Marker zur Erkennung von
atrialer Kardiomyopathie eingeschrankt sein.

4.1.3. miRNAs sind assoziiert mit Myokarddilatation

Im Rahmen der Studie wurden einige miRNAs identifiziert, die unter VHF im Vergleich
zu SR unterschiedlich exprimiert sind. Bereits in fritheren Studien war eine verminderte
Expression von miRNA-9 mit kardialer Fibrose und Hypertrophie assoziiert, die beide eine
Rolle bei kardialen Umbauprozessen im Zusammenhang mit VHF spielen (Jin et al. 2019;
Wang et al. 2010). Auch miRNA-23a wurde als Hypertrophie fordernd identifiziert und
wird durch den Transkriptionsfaktor Nuklearfaktor aktivierter T-Zellen zytoplasmatisch
3 (NFATCc3) reguliert (Lin et al. 2009). Ebenso wurde fiir miRNA-34a eine mogliche Rolle
bei den frithen elektrophysiologischen Umbauprozessen unter VHF postuliert, die iiber
eine Regulation von Ankyrin-B ablduft (Zhu et al. 2018). Dariiber hinaus wurde fiir
miRNA-34a beschrieben, dass sie im alternden Herzen vermehrt gebildet wird und zu
einer Verschlechterung der kardialen Kontraktilitét fiihrt, indem sie Antwortreaktionen
auf DNA Schidigungen auslost und zu Telomerverschleifl fithrt (Boon et al. 2013). In
Anbetracht der Tatsache, dass VHF eine Erkrankung ist, die mit steigendem Alter
zunimmt, kénnte es gut sein, dass die Hochregulation von miRNA-34a eine Rolle in der
Pathologie von VHF spielt.

Zur Untersuchung moglicher Zusammenhénge zwischen der Expression von miRNAs
und klinischen Patientencharakteristiken wurde eine Cluster-Analyse durchgefiihrt, die
eine Vielzahl von Korrelation zwischen der miRNA-Expression und verschiedenen klini-
schen Parametern aufzeigte. Interessanterweise bildeten die Parameter LA Durchmesser,
LV ESD, LV EDD, VHF-Status und die Expression von TASK-1 sowie COL1A2 in den
Herzohrproben ein Cluster mit einer Gruppe von miRNAs. Dieses Cluster weist auf
pathophysiologische Prozesse hin, die mit Dilatation und Fibrose assoziiert und eng mit
VHF verbunden sind. Bereits zuvor wurde LV ESD und LV EDD sowie LA Durchmesser
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als zuverléssige Pradiktoren von VHF identifiziert (Schmidt et al. 2021). In der Zukunft
koénnte die Analyse von Transkriptionsmodulen, die mit diesen miRNAs assoziiert sind,
unterschiedliche Faktoren aufweisen, die mit der molekularen Pathologie von VHF im
Verbindung stehen. Bereits jetzt konnte der bekannte Zusammenhang zwischen miR-
NA-21, miRNA-29b und miRNA-34a bestétigt werden und eine neue Assoziation von
miRNA-9, miRNA-23a und miRNA-485 enthiillt werden.

Die Analyse der miRNA-Expression zeigte einen Zusammenhang zwischen VHF-Status,
der Expression von TASK-1 und COL1A2, einem Marker fiir Gewebsfibrose, und Para-
metern fiir Myokarddilatation, wie LA Durchmesser, LV ESD und LV EDD. Dieser rein
auf der experimentellen Messung der miRNA-Expression beruhende Zusammenhang ist
aus pathophysiologischen Gesichtspunkten als nicht unwahrscheinlich einzustufen. Dies
deutet darauf hin, dass Verédnderungen in der Expression von miRNAs in Zusammenhang
stehen mit der fortschreitenden Pathophysiologie von Herzmuskelbelastung, Dilatation,
Gewebsfibrose und dem Auftreten von VHF. Die funktionellen Zusammenhénge zwischen
miRNAs und zelluldren Abldufen wiahrend des Zellwachstums, bei Entziindungsprozessen
und der Zelldifferenzierung sind bereits gut beschrieben. Aus diesem Grund ist ein tiefe-
res Verstdndnis iiber den Zusammenhang zwischen miRNA-Expression und klinischen
Einflussfaktoren der atrialen Kardiomyopathie erforderlich, um die zugrundeliegenden
zelluldren Mechanismen mit diesen in Verbindung zu bringen und um anschlieBend mit
Modulatoren der betroffenen zelluldren Signalwege eine Beeinflussung zu erreichen.

4.1.4. Limitationen der Studie

Die Ergebnisse der Studie unterliegen Limitation, die hier nicht unerwahnt bleiben sollen.
Die Probenanzahl der Studie war auf Grund der eingeschrdnkten Verfiigbarkeit von
humanen Gewebeproben begrenzt. Obwohl diese Studie mit ihren 61 eingeschlossenen
Patienten im Vergleich zu anderen Studien, die Verdnderungen in der miRNA-Expression
unter VHF untersuchten, ein grofles Kollektiv enthélt, wiirde eine noch gréfere Anzahl
an Proben dafiir sorgen, dass Assoziationen zwischen einzelnen klinischen Parametern
und der Expression von miRNAs mit einer hoheren statistischen Signifikanz erkannt
werden kénnen.

Eine weitere Einschrankung ist, dass auf Grund des Verfahrens zur Probengewinnung
nur Gewebeproben des rechten Herzohrs verfiigbar waren. Aus diesem Grund kénnen
mogliche signifikante Unterschiede zwischen Herzohr, restlichen rechtsatrialen Gewebe
und dem LA nicht untersucht werden. Die Erkenntnisse sind daher auf das rechte Herzohr
beschrankt. Eine weitere Einschrdnkung im Bezug auf die Probenakquise ist, dass es
keine komplett gesunde Kontrollgruppe gibt. Alle Proben sind von Patienten, die sich
einer Operation am offenen Herzen unterzogen haben und daher unter Herzerkrankungen
leiden.

Ein Teil der untersuchten miRNAs wurde eingeschlossen auf Grund der bereits beschrie-
ben Assoziation mit atrialer Kardiomyopathie. Hierbei handelte es sich um miRNA-1,
miRNA-21, miRNA-26a, miRNA-29b, miRNA-30a, miRNA-31 und miRNA-133a. Es
koénnte daher sein, dass Korrelationen zwischen miRNA-Spiegel und TASK-1-Expression
rein auf eine gemeinsame Assoziation mit VHF zuriickzufiihren sind.
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Weiterhin muss beachtet werden, dass obwohl miRNA-Imitatoren und -Inhibitoren
prinzipiell durchaus geeignet sind, um den Effekt von miRNAs auf bestimmte Zielgene
zu untersuchen, sollten die Ergebnisse dennoch mit einer gewissen Vorsicht interpretiert
werden. Die transiente Transfektion von Zellen mit Imitatoren und Inhibitoren von
miRNAs kann zu unspezifischen Effekten fithren. AbschlieBend kann es sein, dass die
Imitatoren und Inhibitoren in die Zelle aufgenommen werden, dort aber in intrazelluldren
Vesikeln verbleiben und nicht fiir die Bildung des RISC zur Verfiigung stehen. Somit
wird kein funktionsfahiger Komplex gebildet und die Regulation von mRNAs bleibt aus
(Sgkilde et al. 2015; Thomson et al. 2013).

4.2. Modulation des TASK-1-Kanals durch
pharmazeutische Wirkstoffe

Der zweite Teil der Arbeit beschéftigte sich mit Doxapram sowie seinem Metaboliten
Ketodoxapram. Der Metabolit wurde mit seiner Muttersubstanz auf einer elektrophysio-
logischen und pharmakologischen Ebene verglichen, um die Frage zu klaren, ob Ketodoxa-
pram eine mogliche Therapieoption fiir die Behandlung von VHF darstellt. Hierbei zeigte
sich, dass Doxapram und Ketodoxapram iiber weite Teile der Experimente sehr dhnliche
Effekte verursachten. Fiir beide Substanzen war eine selektive und starke Inhibition des
TASK-1-Kanals gezeigt worden, sowie sehr dhnliche pharmakokinetische Parameter im
Schwein. Auch der Effekt auf den PA-Druck unterschied sich nicht wesentlich. Erste
Experimente im Schweinemodell fiir VHF lieferten vielversprechende Ergebnisse fiir eine
mogliche Therapie mit Ketodoxapram. Die Anwendung von Doxapram wird aktuell in
der laufenden DOCTOS-Studie getestet, aus der hier exemplarisch erste Patientenproben
analysiert wurden. Den Abschluss des zweiten Teils der Arbeit bildet einen Ausblick
auf geplante weitere Experimente in Richtung des Effekts der beiden Enantiomere von
Ketodoxapram.

4.2.1. Doxapram und Ketodoxapram inhibieren selektiv TASK-1 und
TASK-3

Die Untersuchung des Einflusses von Doxapram und Ketodoxapram auf den humanen
TASK-1 in Xenopus laevis Oozyten zeigte eine Inhibition im niedrigen pM-Bereich. Diese
Ergebnisse werden durch Cunningham et al. (2019) bestétigt, der einen IC5o-Wert in
humanen Nierenzellen (tsA201) von 4,0 uM mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik gemessen
hat. Ahnliche inhibitorische Effekte (ICso: 0,41 1M; gemessen in Qozyten) waren zuvor
bereits fir den TASK-1 von Ratten publiziert worden (Cotten et al. 2006). Auch fiir den
humanen TASK-3 wurde eine Inhibition im niedrigen pM-Bereich gemessen, die jedoch
sowohl bei Doxapram als auch bei Ketodoxapram etwas schwécher ausfillt im Vergleich
zu TASK-1. Diese Messungen werden ebenfalls durch Cunningham et al. (2019) in tsA201-
Zellen bestatigt, wobei eine ICs¢ von 2,5 nM gemessen wurde. Hierbei fallt auf, dass bei
den Oozyten Messungen im Rahmen dieser Arbeit eine signifikant héhere Inhibition
von TASK-1 im Vergleich zu TASK-3 beobachtet wurde, die in den tsA201-Zellen nicht
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bestétigt werden konnte. Bei Messungen am TASK-3 von Ratten konnte eine ICsy von
37 pM bestimmt werden, die sowohl deutlich gréBer ist als der Wert fiir den TASK-1 von
Ratten, aber auch als fiir die humanen Kanéle (Cotten et al. 2006). Zusammengenommen
deuten die Ergebnisse auf eine in etwa gleichstark ausgepréagte Inhibition des humanen
TASK-1 und TASK-3 hin, wobei in Ratten eine deutlich schwéachere Inhibition von
TASK-3 zu beobachten ist. Diese Unterschiede in der Blockade beider Kanile konnte die
teilweise kontroversen Ergebnisse in Studien zu TASK-1/TASK-3 zwischen Menschen
und Ratten erkléaren.

Die Bestimmung der IC5o-Werte von Doxapram und Ketodoxapram auf den porzinen
TASK-1 zeigte, dass diese zwischen den Werten fiir humanen TASK-1 und TASK-3
liegen, insgesamt jedoch sehr dhnlich sind. Dies deutet darauf hin, dass der huma-
ne und porzine TASK-1 sich in ihrer Struktur sehr &hnlich sind, zumindest die Bin-
dungsstelle der Inhibitoren konserviert ist. Vergleicht man die Struktur der beiden
Kanéle miteinander, so stellt man eine hohe Homologie (>95,4 %) zwischen humanen
und porzinen TASK-1 fest (Schmidt et al. 2014). Diese Daten geben einen Hinweis
darauf, dass die im Schwein bestimmten wirksamen Plasmaspiegel einen adhnlichen
Effekt im Menschen zeigen kénnten, da in etwa gleiche Konzentrationen zur Inhibiti-
on der zwei Kanalvarianten ben6tigt werden. Somit wird einmal mehr bestatigt, dass
das VHF-Modell im Schwein eine gute Grundlage fiir die translative Forschung bil-
det.

Der inhibitorische Effekt von Ketodoxapram iibersteigt den von Doxapram in allen
drei untersuchten Kanélen. Dies spricht dafiir, dass eine niedrigere Ketodoxapram Dosis
benétigt wird, um vergleichbare Effekte zu erzielen. Somit kann mdglicherweise das
Auftreten von Nebenwirkungen reduziert werden. Jedoch kénnte je nach Mechanismus
der Entstehung der Nebenwirkungen die stiarkere Potenz von Ketodoxapram auch zu
stirkeren Nebenwirkungen bei niedrigeren Dosierungen fithren, vor allem dann, falls
diese auf einer Hemmung von TASK-1 bzw. TASK-3 in extrakardialen Gewebe be-
ruht. Des Weiteren hingt die Dosierung noch von anderen Faktoren ab, so dass die
wirksame Dosierung nicht rein durch einen Vergleich der ICsy-Werte bestimmt werden
kann und erst noch durch tierexperimentelle und klinische Studien bestimmt werden
muss.

Bei einer Betrachtung der Effekte von Ketodoxapram und Doxapram fallt auf, dass
beide relativ selektiv TASK-1 und TASK-3 inhibieren und keine nennenswerten Effekte
auf die anderen untersuchten Kanile aufweisen. Hierbei sind — mit Ausnahme der sehr
geringen Effekte auf Kop13.1, Kop16.1 und K4.3 und der bereits beschriebenen auf
TASK-1 und TASK-3 — keine Unterschiede zwischen Doxapram und Ketodoxapram zu
erkennen. Dies lasst vermuten, dass die Oxidierung des Morpholin-Rings Einfluss auf
die Bindungseigenschaften des Inhibitors an genannte Kanéle hat und zu einer héheren
Inhibition fiihrt.

Die beobachtete Inhibition von sowohl TASK-1 als auch TASK-3 lésst sich dadurch
erkliren, dass ungefihr 60 % der Aminosiduresequenz beider Kanéle identisch ist und
bereits fiir andere Substanzen &hnliches beschrieben wurde (Cotten et al. 2006; Talley
und Bayliss 2002). Unter einer Therapie von Doxapram bzw. Ketodoxapram ist dennoch
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nicht mit kardialen Nebenwirkungen auf Grund einer TASK-3-Blockade zu rechnen, da
Analysen der Expression gezeigt haben, dass TASK-3 im Herzen nicht exprimiert wird
(Schmidt et al. 2015; Wiedmann et al. 2018). Nebenwirkungen durch eine extrakardiale
Inhibition von TASK-1 sowie TASK-3 kénnen jedoch nicht ausgeschlossen werden und
sind bei einer moglichen Therapie zu beriicksichtigen.

Die Patch-Clamp-Messungen an atrialen HCM zeigten, dass Patienten mit VHF erho6h-
te Doxapram und Ketodoxapram sensitive Stréme haben, die sehr wahrscheinlich fast
ausschlieBlich dem TASK-1-Strom entsprechen. Dies bestétigt bereits gemachte Beob-
achtungen iiber die unterschiedliche Expression von TASK-1 in SR- und VHF-Patienten
(Schmidt et al. 2015; Schmidt et al. 2017). Dariiber hinaus ist eine Reduktion des gesam-
ten Kaliumstroms von bis zu 15,1 % durch Doxapram und 31,5 % durch Ketodoxapram
in VHF-Patienten zu sehen gewesen. Dies deutet darauf hin, dass der repolarisierenden
Strom vermindert ist und es zu einer Verliangerung der APD kommt. Dieser Effekt auf
die APD konnte bereits fiir den TASK-1-Inhibitor A293 gezeigt werden, unter dessen
Anwendung die APDgy um etwa 60 % in VHF-Patienten verldngert wurde (Schmidt et al.
2015).

Zusammenfassend zeigen die Daten der zelluldr-elektrophysiologischen Messungen,
dass die Effekte von Ketodoxapram denen seiner Muttersubstanz Doxapram in weiten
Teilen entspricht und teilweise sogar iiberlegen ist. Diese Ergebnisse bildeten somit die
Grundlage fiir weitere Untersuchungen von Ketodoxapram.

4.2.2. Zuverlissige Konzentrationsbestimmung in Plasma und Gewebe

Die entwickelte und validierte Methode zur simultanen Bestimmung von Doxapram und
Ketodoxapram im Blutplasma von Schweinen und Menschen sowie im porzinen Gehirn-
gewebe erfiillte alle Anforderung die FDA und EMA an die Entwicklung bioanalytischer
Methoden stellen (FDA 2018; EMA 2011). Die chromatografische Auftrennung war in der
Lage, scharf getrennte Peaks fiir Doxapram und Ketodoxapram zu erzeugen, die Uberprii-
fung des Matrixeffekts und der Wiederfindungsrate lieferten zufriedenstellende Ergebnisse
und auch die Richtigkeit und Prézision waren fiir alle untersuchten QC-Konzentrationen
sowie der LLOQ innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen. Wahrend die Struktur des Frag-
mentes zur Bestimmung von Doxapram durch Ma et al. (2011) sowie Messungen an einem
hochauflésenden Massenspektrometer bestéitigt werden konnte, erfordert die Struktur
des Fragmentes von Ketodoxapram weitere Untersuchungen. Das abgebildete Fragment
beruht auf Messungen der Substanz an einem hochauflésenden Massenspektrometer und
anschliefender Bestimmung der wahrscheinlichen Summenformel iiber die exakte Masse.
Anschliefend wurde anhand der Summenformel und méglicher Fragmentierungsmecha-
nismen die angegebene Strukturformel entwickelt. Zur endgiiltigen Klarung der Struktur
sind jedoch noch weitere Untersuchungen erforderlich, so dass das angegebene Fragment
nur als Vorschlag anzusehen ist und durch eventuelle Umlagerungsprozesse wahrend der
Fragmentierung eine andere Struktur haben kénnte.

Bei den Untersuchungen der Stabilitat zeigte sich, dass die Proben sowohl bei Raum-
temperatur als auch im automatischen Probenzufuhrsystem bei 15°C und wéhrend einer
Langzeitlagerung bei —20 °C die geforderten Kriterien erfiillten. Obwohl die Langzeitlage-
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rung der Schweineplasmaproben nur fiir einen Zeitraum von 16 d getestet wurde, wurden
die Humanplasmaproben fiir 4 Wochen gelagert, ohne dass sich Stabilitdtsprobleme
zeigten. Suzuki et al. (2017) konnte ebenfalls eine ausreichende Stabilitat iiber 4 Wochen
im humanem Serum nachweisen und Komatsu et al. (2005) konnte sogar eine Stabilitat
ilber 2 Monate in humanen Plasma zeigen. Somit kann davon ausgegangen werden, dass
die Humanproben mindestens fiir 2 Monate bei —20 °C gelagert werden kénnen, ohne
dass es zu negativen Auswirkungen auf die Messung kommt. Obwohl die Untersuchungen
iiber den lédngeren Zeitraum von 2 Monate nicht auf Schweineplasmaproben beruhten,
kann auf Basis der vorliegenden Daten auch hier davon ausgegangen werden, dass diese
iiber den genannten Zeitraum stabil sind. Auch wiederholte Einfrier- und Auftauzyklen
hatten keinen negativen Effekt auf die Plasmaproben von Schwein und Mensch sowie die
Gehirngewebeproben. Das selbe konnte bereits fiir humane Serumproben gezeigt werden
(Suzuki et al. 2017).

Die Uberpriifung der Lagerung im automatischen Probenzufuhrsystem zeigte eine
Stabilitét iiber mindestens 24 h fiir Doxapram sowie Ketodoxapram im Human- und
Schweineplasma sowie Gehirngewebe. Untersuchungen von Suzuki et al. (2017) konn-
ten eine Stabilitdt bei 10°C iiber 48h im humanen Serum und Flint et al. (2018) bei
15°C iiber mindestens 120 h fiir Doxapram und 48 °C fiir Ketodoxapram im humanen
Plasma nachweisen. Auch die wirmeren Bedingungen, wiahrend der Probenextrakti-
on bei Raumtemperatur, fithrten {iber 24h zu keiner Beeintrachtigung der getesteten
Blutplasmaproben. Dies stimmt iiberein mit der bereits gezeigten Stabilitat fiir 4h
bei Raumtemperatur von humanen Serumproben (Suzuki et al. 2017). Dariiber hinaus
konnten Suzuki et al. (2017) zeigen, dass humane Serumproben bei 4 °C fiir 4 Wochen
stabil waren. Die Langzeitlagerung und die Lagerung bei Raumtemperatur wurden
fiir die Gehirngewebeproben nicht iiberpriift, anhand der Daten fiir die Plasmaproben
kann jedoch von einer ausreichenden Stabilitdt auch fiir die Gewebeproben ausgegangen
werden.

Die erneute Analyse bereits vermessener Proben zeigte, dass auch hier die Vorga-
ben fiir Human- und Schweineplasma sowie fiir Gehirngewebe erfiillt wurden. Dariiber
hinaus zeigten die Untersuchungen, dass ein Unterschied in Leer- und Probenmatrix
keinen Einfluss auf die Quantifizierung der Proben hat. Die Vermessung der humanen
Lithium-Heparin-Plasmaproben mit Kalibratoren in Lithium-Heparin-Plasma-Leermatrix
zeigte im Vergleich zur Quantifizierung mit Citratplasma-Leermatrix keine Abweichung
auBlerhalb der zugelassenen Grenzen. Weitere Untersuchungen mit Kalibratoren und
QC-Proben in unterschiedlichen Matrices zeigten ebenfalls keine Abweichungen. Zusam-
mengefasst sprechen diese Daten fiir die Robustheit der Methode und erméglichen eine
Vermessung von verschiedenen Probenmatrices in einer gemeinsamen Messreihe. Auch
ist eine zuverldssige Quantifizierung durch Umsteigen auf eine andere Leermatrix ohne
Einschrankungen moglich, falls die Verfiigbarkeit der passenden Leermatrix nicht weiter
gegeben ist.

In den letzten 45 Jahren wurden bereits eine Vielzahl von Methoden zur Quantifizierung
von Doxapram und Ketodoxapram in Serum und Plasma publiziert, die eine grofle
Bandbreite von verschiedenen Techniken und Gerétschaften verwendeten. Ein Uberblick
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iiber alle bisher publizierten Methoden bietet Tabelle 4.2. Fiir die Bestimmung der beiden
Substanzen in Gewebe jedweder Art ist die hierin beschrieben, die erste vollstindig
validierte. Auch fiir die Quantifizierung von Doxapram und Ketodoxapram in Plasma-
und Serumproben ist die hier entwickelte die erste, die nach den aktuellen Leitlinien von
FDA und EMA validiert wurde. Fiir die meisten publizierten Methoden sind keine Daten
zur Validierung verfiigbar, lediglich Flint et al. (2021) fiihrten eine Validierung anhand
der alten Leitlinien der FDA aus dem Jahre 2003 durch und Suzuki et al. (2017) machten
keine Angaben zur verwendeten Leitlinie.

Tabelle 4.2.: Uberblick iiber die bereits publizierten Methoden zur Quantifizierung von Doxa-
pram und Ketodoxapram.

BHPT: g-Hydroxyphenyltheophyllin; FID: Flammenionisationsdetektor; GC: Gaschromatogra-
phie; HPLC: Hochleistungsfliissigkeitschromatographie; IS: interner Standard; LC: Fliissigchro-
matographie; LLE: Fliissig-Fliissig-Extraktion; MS: Massenspektrometer; MS/MS: Tandem-
Massenspektrometer; N-D: Stickstoffdetektor; N/P-D: Stickstoff-Phosphor-Detektor; PP: Pro-
teinfallung; UPLC: Ultrahochleistungsfliissigkeitschromatographie; UV: Ultraviolett Detektor;
UV/VIS: Ultraviolett/Sichtbares Licht Detektor.

Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2022).

. . Bereich Proben- Proben- Zeit Proben-
Studie Geriite [ ng/mL | Analyten matrix volumen [ min ] IS extrakt
Doxapram,
Aranda
HPLC- 1000~  Ketodoxapram, Human-
{{‘35&; UV 15000  AHR5004,  serum o0Rk 15 BHPT  LLE
AHRO0914
. Doxapram,
Barbé
ot al. HPLC- 100- Ketodoxapram, Human- 60 uL. 10 Butobar- LLE
(1999) UV/VIS 20000 AHR5904, plasma bital
AHRO0914
Coutts .
ot al. GC- 1 Doxapram,.wele Hun}an— 0,5— 2 1 LLE
(1991) N/P-D Metabolite urin 1,0mL
Flint et al. UPLC- 504500 Doxapram Human- 50l 5 Fentanyl- PP
(2021) MS/MS 50-5000 Ketodoxapram plasma i ds
Komatsu Human- Diaze-
et al. GC-MS 250-5000  Doxapram ) —2 —2 SPE
(2005) plasma pam
LeGatt GC- 100— Doxapram, Human- 3 AHR 755
ot al. N/P-D 10000 Ketodoxapram plasma 200pL 6 (Doxa LLE
(1986) Analog)
L(I;loel‘i)a”l' MI§/CMS 2-1000  Doxapram S::f;‘a 100uL 10  Urapidii PP
Human- 50
Nichol GC-MS plasma,
et al. —2 Doxapram -blut 100pL —2 Dextrg;l LLE
(1980)  Gopm Human- 05— oramt
urin 2,0mL

131



4. Diskussion

Tabelle 4.2.: (fortgesetzt)

. . Bereich Proben- Proben- Zeit Proben-
Studie Gerate [ ng/mL | Analyten matrix volumen [ min ] extrakt
74
Ogawa HPLC- 30~ Doxapram Human- 3 Butobar-
etal vy yrg serum  O0BL 20 e LLE
(2015) 10-?*  Ketodoxapram
Robzon 10-5000 Doxapram Huma Naftidro-
Pr‘;lco . GCND p;‘;‘mz' omL  —2  furyl LLE
(1977) 250-5000 Ketodoxapram oxalt
Roozekrans
et al. M;J/Cl\_/IS 2-5000 Doxapram HI; I:riz_ —2 —2 —2 PP
(2017) P
Sams et al. GC- Pferde- 2 Diaze-
(1992) N/P-D 25-5000 Doxapram plasma 1mL pam LLE
Suzuki
ot al. LC- 20-5 000 Doxapram, Human- 25 1L, 17 Propran- PP
MS/MS Ketodoxapram  serum olol
(2017)
Torok- Human- 20—
Both et al. N?I?- _D —2 Doxapram Igf;r:ﬁ_ 100 pL 83 Dl:;e- PP, LLE
(1985) 2-5L P

urin

! Keine Quantifikation

2 Keine Informationen verfiigbar

3 Laufzeit geschéitzt auf Grund der Beschreibungen im Manuskript
4 Unbekannte obere Grenze

Des Weiteren hat die hier beschriebene Methode die niedrigste LLOQ mit 10 pg/mL,
die eine Uberwachung der Plasmakonzentration iiber eine lingere Zeitspanne und nach
der Verabreichung niedriger Substanzmengen sowie eine Bestimmung der Proteinbindung
erlaubt. Doxapram und Ketodoxapram sind zu einem grofien Teil an Proteine gebunden,
daher ist die freie Fraktion sehr klein und erforderte fiir eine verlassliche Bestimmung
entweder ein grofies Probenvolumen oder eine niedrige LLOQ. Ein weiteres Alleinstellungs-
merkmal der entwickelten Methode ist die Verwendung eines stabilen isotopenmarkierten
Analyten als IS.

Die Methode zur Quantifizierung von A293 im Schweineplasma wurde nur partiell
validiert, da eine Anwendung fiir humane Proben bisher nicht vorgesehen ist. Die validier-
ten Teile der Methode erfiillen jedoch die Anforderung von FDA und EMA. Durch die
Chromatographie wurden scharfe Peaks fiir A293 erzeugt und auch der Matrixeffekt und
die Wiederfindungsrate beeinflussten die Messung nicht negativ. Bei der Uberpriifung der
Prazision und Richtigkeit fiir die drei untersuchten QC-Konzentrationen und der LLOQ
zeigte sich, dass diese innerhalb der Grenzen waren. Die Uberpriifung der Verschleppung
zeigte, dass diese hoher als die geforderten 20 % der LLOQ waren. Die Vermessung von
reinem Laufmittel nach jeder Probe reduzierte die Verschleppung jedoch auf akzeptable
Werte. Dies verldngerte die Messdauer und den Verbrauch an Lésungsmittel, jedoch war
eine kombinierte Messdauer von 9 min pro Probe noch im akzeptablen Bereich.
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Zur Struktur des Fragmentes zur Quantifizierung von A293 gibt es bisher keine pu-
blizierten Ergebnisse und auch in dieser Arbeit wurden keine ndheren Untersuchungen
hierzu durchgefiihrt. Dariiber hinaus ist auch nicht bekannt, an welcher Stelle der IS
A293-d8 deuteriert ist, um iiber dessen Fragmentierung Riickschliisse auf die entstehenden
Fragmente zu ziehen. Aus diesem Grund sind zu den entstehenden Fragmenten keine
Strukturvorschlige angegeben, da diese auf reinen Spekulationen beruhen wiirden. Um
die Struktur identifizieren zu kénnen, miissten auch hier weitere Strukturaufklirung
erfolgen. Eine Untersuchung der Stabilitdt bei Raumtemperatur, im automatischen Pro-
benzufuhrsystem, bei —20 °C zur Langzeitlagerung oder nach mehrmaligen Einfrieren und
Auftauen wurde nicht untersucht. Bisher wurden auch noch keine Daten zur Stabilitat
von A293 publiziert, so dass dies fiir eine vollstdndige Validierung erfolgen miisste. Im
Rahmen der iiblichen Probenaufbereitung und Vermessung wurden bisher jedoch keine
Probleme im Bezug auf die Stabilitat festgestellt.

Durch die Verwendung eines stabilen isotopenmarkierten Analyten als IS ist mit einer
groBen Robustheit der Methode zu rechnen, die jedoch erst noch in einer vollstdndigen
Validierung bestéatigt werden muss. Betrachtet man die Daten zur Quantifizierung von
Doxapram und Ketodoxapram, sollten jedoch auch bei A293 &hnliche Ergebnisse zu
erwarten sein. Des Weiteren ist die hier beschriebene Methode die erste publizierte zur
Bestimmung von A293 im Schweineplasma mittels UPLC-MS/MS. Bisher ist in der
Literatur keine einzige Methode zur Quantifizierung von A293 verfiigbar, auch in keiner
anderen Probenmatrix oder mit anderen Messgeraten. Fiir eine grofiflachigere Anwendung
der Methode und zur Bestéatigung der bisherigen Messwerte muss in Zukunft jedoch eine
vollsténdige Validierung erfolgen, um alle Anforderung der Leitlinien zu erfiillen.

4.2.3. Pharmakokinetik von Doxapram und Ketodoxapram im Schwein

Die intravenose Verabreichung von Doxapram sowie Ketodoxapram zeigte eine biphasische
Pharmakokinetik. In jungen Lammern (Bairam et al. 1990), Pferden (Sams et al. 1992) und
Hasen (Lin et al. 2011) wurden &hnliche Profile bereits beschrieben, wobei nur die Laimmer
Ketodoxapram verabreicht bekommen haben und daher auch eine Untersuchungen der
dazugehorigen Kinetik erfolgte. In gesunden menschlichen Probanden wurde zu Beginn
eine biphasische Kinetik beschrieben, die ungefihr 12 h nach 7.v. Injektion in eine dritte
Phase mit einer noch geringeren Ausscheidungsrate iiberging (Robson und Prescott
1979; Clements et al. 1979). Die hier beschriebene Studie beobachtete den Verlauf iiber
9h, daher konnte eine mogliche dritte Phase in den Schweinen bisher nicht beobachtet
werden. Mit einer Verlangerung der Beobachtungsperiode wire eine Beurteilung der
Phasenanzahl moglich. In den vorliegenden Daten kann das Vorhandensein einer dritten
Phase jedoch vernachlissigt werden, da die Extrapolation der AUC,, fiir die Schweine
nach Gabe von Doxapram einen Wert von 0,66 + 0,42 % fiir Doxapram und 8,60 & 0,26 %
fiir Ketodoxapram zeigte und somit der iiberwiegende Teil bereits abgedeckt ist. Fiir die
Schweine nach Gabe von Ketodoxapram errechnete sich eine AUC., von 2,14 + 0,59 %,
wodurch auch hier eine dritte Phase vernachlissigt werden kann.

In der Studie mit jungen Lammern, in der sowohl Ketodoxapram als auch Doxapram
untersucht wurde, war die Beobachtungsperiode 24 h, es wurden jedoch nur die ersten 6 h
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fiir die Erstellung des pharmakologischen Profils verwendet (Bairam et al. 1990). Auch in
der Studie mit den Hasen war die Beobachtungsperiode 24 h, wobei hier keine Angaben
gemacht wurden, ob alle Proben auch fiir die Pharmakokinetik verwendet wurden (Lin
et al. 2011). In der Pferdestudie war bereits der Beobachtungszeitraum mit 8 h zu kurz um
eine dritte Phase zu identifizieren (Sams et al. 1992). Zusammengefasst lasst sich somit
sagen, dass der Zeitraum, in dem die Proben gesammelt wurden, bei allen Tierstudien zu
kurz war, um zuverldssig entscheiden zu kénnen, ob es sich um eine bi- oder triphasische
Kinetik handelt.

Die Berechnung der pharmakokinetischen Parameter nach einer einzelnen schnellen 7.v.
Applikation (innerhalb 1 min) von 1mg/kg Doxapram sowie Ketodoxapram in Deutsche
Landrasse Schweine ergaben eine Halbwertszeit von 1,38 4+ 0,22 h fiir Doxapram und
2,42 + 0,04 h fiir Ketodoxapram nach Gabe von Doxapram. Im Vergleich mit anderen
Spezies zeigte sich fiir die Doxapram-Werte, dass diese sich zwischen denen in Hasen mit
0,47+ 0,17h (Lin et al. 2011), in Ldmmern mit 5,2h (1,2-11,6 h) (Bairam et al. 1990),
in Pferden mit 2,62-3,29h (Sams et al. 1992) und in Menschen mit 3,4 £+ 0,7h befinden
(Robson und Prescott 1979). Auch ist fiir die Daten eine gute Ubereinstimmung mit
einer Studie an sechs gesunden Probanden, fiir die eine triphasisches Pharmakokinetik
berechnet wurde, gegeben. Hier wurde eine intermediére t;/5 von 1,03 + 0,16 h und einer
terminale von 5,92 + 1,37 h angegeben (Clements et al. 1979).

Die Datenlage zur Pharmakokinetik nach Applikation von Ketodoxapram ist unzurei-
chend. Bisher wurde lediglich eine Studie in Lammern publiziert, in der Ketodoxapram
direkt verabreicht wurde (Bairam et al. 1990). Die ermittelte t; o betrug 2,6 h (0,7-3,4h),
womit dieser Wert dhnlich dem hier berechneten fiir Ketodoxapram nach Applikation
von Doxapram ist (2,42 + 0,04h) und auch vergleichbar mit dem Wert nach Applikation
von Ketodoxapram ist (1,71 + 0,13 h).

Die Cpax nach obig beschriebener Bolusinjektion von Doxapram betrug 1780 +
275ng/mL und lag damit in einem Bereich, der dhnlich auch in anderen Spezies ge-
messen worden war. In gesunden menschlichen Probanden waren Werte von 2,6 pg/mL
(Clements et al. 1979) und 3 pg/mL (Robson und Prescott 1979) nach Verabreichung von
1,5mg/kg Doxapram (innerhalb von 2-3 min) registriert worden. In Pferden wurde ein
Wert von 1341 + 256 ng/mL nach 1,1 mg/kg Doxapram gemessen, wobei hier keine Injek-
tionsdauer angegeben worden war (Sams et al. 1992). Auch in Hasen konnte eine Cpax
von 15154130 ng/mL nach Injektion von 5 mg/kg Doxapram innerhalb 1 min beobachtet
werden (Lin et al. 2011). Letztlich konnten auch in Laémmern &hnliche Werte nach Gabe
von 2,5mg/kg Doxapram innerhalb 1 min berichtet werden (3,1 pg/mL; 2,7-3,6 ng/mL)
(Bairam et al. 1990). Auch der Wert von 4604 &+ 501 ng/mL nach Bolusinjektion von
1 mg/kg Ketodoxapram innerhalb 1 min im Schwein lag in einem &hnlichen Bereich wie
die Gabe von 2,5 mg/kg Ketodoxapram innerhalb 1 min in Lammern mit einer Cp,ax von
5,26 ug/mL (2,5-9,3ng/mL) (Bairam et al. 1990).

Die CL in Schweinen betrug 14,3 + 2,0 mL/(minkg) fiir Doxapram und fiir Ketodox-
apram 2,87 £ 0,41 mL/(min kg). In Ladmmern konnten Werte von 9,0 mL/(min kg) (5,7-
13,3 mL/(min kg)) fiir Doxapram und 14,8 mL/(min kg) (8,2-30,0 mL/(min kg)) fir Keto-
doxapram beobachtet werden (Bairam et al. 1990). In humanen Probanden wurden Werte
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von 5,2+ 1,7mL/(min kg) und 5,9 + 1,0 mL/(minkg) fiir Doxapram gemessen (Robson
und Prescott 1979; Clements et al. 1979) und 11,1 + 2,4 mL/(min kg) fiir Doxapram in
Pferden nach Gabe von 1,1 mg/kg (Sams et al. 1992).

Die AUC fiir Doxapram in Schweinen betrug 1186 + 170ng/(mLh) und 5919 +
801 ng/(mLh) fir Ketodoxapram. Der Wert von Doxapram ist dhnlich dem in Pferden
nach 7.v. Gabe von 1,1 mg/kg mit 1728 + 400ng/(mLh) (Sams et al. 1992), niedriger
als in Menschen nach Gabe von 1,5 mg/kg mit einem Wert von 4533 £+ 1683 ng/(mL h)
(Robson und Prescott 1979) und hoéher als in Hasen mit 2094 + 100ng/(mLh) nach
5mg/kg Doxapram (Lin et al. 2011), unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Do-
sierungen. Ein Vergleich des Vg mit Literaturdaten gestaltet sich als schwierig, da oft
wichtige Daten zum Umrechnen fehlen. In den Schweinen wurden ein Vg von 41,0+ 7,5L
fiir Doxapram und 13,4 + 0,9 L fiir Ketodoxapram gemessen. Im Vergleich dazu wurde
in gesunden menschlichen Probanden ein Wert von 110 £ 48 L bestimmt, nach Injektion
von 1,5mg/kg Doxapram (Robson und Prescott 1979). In der Studie mit den Liammern
wurde ein Volumen von 1,2L/kg fiir Doxapram (0,5-2,0L/kg) und 1,1 L/kg fiir Keto-
doxapram (0,34-2,05L/kg) gemessen (Bairam et al. 1990). Obwohl diese Daten nicht
direkt vergleichbar sind, lasst sich dennoch sagen, dass bei den Ladmmern das Vg von
Ketodoxapram geringfiigig niedriger ist als das von Doxapram, was bei den Schweinen
deutlich ausgepréagter zu beobachten ist.

Im Vergleich zwischen Doxapram und Ketodoxapram lasst sich sagen, dass Ketodoxa-
pram eine hohere Cpax und AUC hat. Dies bestétigt sich durch niedrigere Vg, 1/, und
CL, die zum einen auf einer geringeren Verteilung ins Gewebe hinweisen als auch auf
eine langsamere Ausscheidung. In Lidmmern ist nach Gabe von Ketodoxapram die Cpax
ebenfalls erhoht und Vs sowie t;/, erniedrigt, jedoch im Gegensatz zu den Schweinen
ist auch die AUC niedriger und CL hoéher (Bairam et al. 1990). Dies spricht dafiir,
dass eine geringere Verteilung ins Gewebe stattfindet und die Substanz aus dem Blut
schneller ausgeschieden wird. Dieser Unterschied kénnte eventuell in einer unterschied-
lichen Proteinbindung begriindet liegen, jedoch gibt es hierzu keine Werte fiir Lammer.
Im Zuge dieser Arbeit wurde jedoch die Proteinbindung in Schweinen untersucht und
hierbei konnte gezeigt werden, dass sowohl Doxapram mit 95,5 + 0,9 % als auch Ke-
todoxapram mit 98,6 + 0,1 % iiberwiegend an Proteine gebunden sind. Wahrend die
freie Fraktion in beiden Féllen sehr gering ist, ist sie bei Doxapram mit einem Wert
von 4,5% dennoch dreimal gréSer als bei Ketodoxapram mit 1,4 %. Dies konnte ein
Grund fiir den Unterschied in den Parametern zwischen Doxapram und Ketodoxapram
im Schweineplasma sein. Durch die héhere Proteinbindung liegt Ketodoxapram vor allem
gebunden im Blut vor und wird daher weniger ins Gewebe verteilt und auch langsamer
ausgeschieden.

Wie bereits erwdhnt, sind in der Literatur wenig Daten zur Proteinbindung von
Doxapram und Ketodoxapram verfiigbar. Lediglich eine Studie in Pferden untersuch-
te die Proteinbindung von Doxapram und konnte dort einen Wert von 76,0-85,4 %
bestimmen (Sams et al. 1992). In selbiger Studie wurde eine Konzentrationsabhéngig-
keit der Proteinbindung entdeckt, die auch in Schweinen fiir Doxapram jedoch nicht
fiir Ketodoxapram bestétigt werden konnte. Bei der Untersuchung zu Ketodoxapram
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wurden jedoch auch Daten von Ketodoxapram als Metabolit eingebunden, die eine deut-
lich niedriger Konzentration als die restlichen Proben hatten, was zu einer Aufteilung
in einen hohen und niedrigen Konzentrationsbereich fiihrte. Eine ausschlieflliche Be-
trachtung des hohen Bereiches zeigte einen Trend zu einer reduzierten Proteinbindung
bei hoheren Plasmakonzentrationen, der jedoch keine statistische Signifikanz erreich-
te. Mogliche Ursachen fiir die unterschiedlichen Beobachtungen kénnten der kleinere
Konzentrationsbereich und die reduzierte Anzahl an Datenpunkten sein, wodurch ein-
zelne Werte einen stirkeren Einfluss haben und der Effekt eventuell iiberschétzt wird.
Auch koénnte die Proteinbindung in Proben mit Ketodoxapram als Metabolit durch
die vergleichsweise hohe Doxapram-Konzentration negativ beeinflusst sein. Durch eine
mogliche Verdréngung von Ketodoxapram durch Doxapram an den Bindungsstellen
konnte es zu einer reduzierten Proteinbindungen kommen. Die so gewonnenen Werte
konnten daher die Bestimmung der Konzentrationsabhingigkeit von Ketodoxapram
beeinflussen. Dem spricht jedoch entgegen, dass die Werte von Ketodoxapram als Me-
tabolit und nach Gabe von Ketodoxapram fast identische sind. Es ist daher davon
auszugehen, dass die Bindungsstellen nicht gesdttigt sind und die Substanzen nicht
in Konkurrenz stehen um die Proteinbindungsstellen. Somit sind fiir eine endgiiltige
Beurteilung weitere Messungen notwendig. Die deutlich hohere freie Fraktion in Pferden
koénnte in Spezies-spezifischen Unterschieden begriindet sein, wie sie bereits fiir andere
Substanzen beschrieben wurden (Schmidt und Jéhnchen 1978). Die Bindestellen der Plas-
maproteine sind von Spezies zu Spezies unterschiedlich und fithren somit zu verdnderten
Bindungsaffinititen (Kosa et al. 1997). Andererseits kénnten die Unterschiede auch in der
Verwendung verschiedener Methoden zu Quantifizierung der freien Fraktion begriindet
liegen.

Das Gehirn-zu-Plasma-Verhéltnis zeigte, dass im Vergleich zum Plasma sowohl Ke-
todoxapram als auch Doxapram zu einem deutlich niedrigeren Prozentsatz im Gehirn
nachweisbar waren. Ahnliches wurde bereits fiir Doxapram in einem Vergleich zwischen
Serum Neugeborener und deren Liquor nachgewiesen. Hier wurden héhere Serumkon-
zentrationen und ein Liquor-Serum-Verhéltnis von 0,48 4+ 0,13 gemessen (Kumita et al.
1991). Weiterhin konnte dies durch Daten in Hunden bestétigt werden, bei denen sehr
niedrige Doxapram-Konzentrationen im Liquor gemessen wurden (Bruce et al. 1965). Bei
einem Vergleich der Verhéltnisse von Doxapram und Ketodoxapram zeigte sich, dass der
Wert fiir Ketodoxapram als Metabolit 5-fach und nach Gabe von Ketodoxapram sogar
9-fach niedriger war als fiir Doxapram. In Anbetracht des lipophileren Charakters von
Ketodoxapram iiberrascht dieses Ergebnis, da lipophile Substanzen per passive Diffusion
einfacher iiber die Blut-Hirn-Schranke diffundieren sollten als hydrophile Substanzen.
Viele kleine lipophile Molekiile sind jedoch Substrate von auswértsgerichteten Transpor-
tern, die die Substanzen aktiv wieder aus dem Liquorraum bzw. Gehirn entfernen (Banks
2009). Eine weitere mogliche Erklarung ist die groBere freie Fraktion von Doxapram,
wodurch mehr freies Doxapram im Blut und somit an der Blut-Hirn-Schranke vorliegt
und moglicherweise auch im Gehirn. Jedoch sei auch an dieser Stelle erwéhnt, dass die
Ergebnisse nur auf n = 3 Tieren fiir Doxapram sowie Ketodoxapram beruhen und daher
die Werte vorsichtig interpretiert werden sollten.
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Die Blutspiegel der Schweine iiber die Beobachtungsdauer von 14 d zeigte, dass diese
groferen Schwankungen unterliegen und sowohl fiir Doxapram als auch fiir Ketodoxapram
iiber vier Zehnerpotenzen streuen. Diese grofien Unterschieden kénnten in der schnellen
Blutgerinnung der Schweine begriindet liegen. Obwohl die ZVKs nach jeder Manipulation
mit Heparin gefiillt wurden, um eine VerschlieBung durch Thromben zu verhindern, traten
immer wieder Probleme bei der Medikamentengabe und Blutentnahme durch verstopfte
Zugange auf.

Diese moglichen Ursachen fiithrten dazu, dass den Tieren teilweise innerhalb der
Beobachtungsperiode unter Vollnarkose ein neuer ZVK implantiert werden musste, da eine
zuverléssig Medikamentenapplikation und Blutentnahme iiber den alten ZVK nicht mehr
gewahrleistet war. Da dies jedoch mit einer groeren Belastung fiir die Tiere sowie einer
moglichen Beeinflussung des Experimentes durch die Narkose, die den Metabolismus des
Tieres und insbesondere der gegebenen Studienmedikation beeinflussen kann, verbunden
ist und auch logistisch und zeitlich nicht immer sofort durchfiihrbar war, wurde dies
nur als Ultima Ratio gesehen. Dieser Eingriff wurde daher nur durchgefiihrt, falls keines
der fiinf Lumen des ZVKs mehr durchgéngig war, auch wenn dies bedeutete, dass die
Blutentnahme und Medikamentengabe iiber das selbe Lumen erfolgen musste. Um das
Risiko von Riickstédnden im Lumen zu minimieren, wurde nach jeder Medikamentengabe
ausgiebig mit 0,9 % NaCl gespiilt.

Fiir Doxapram als hydrophile Substanz sollten sich auf diese Weise eventuelle Riickstén-
de erfolgreich entfernen lassen. Dies zeigen auch die Messungen der Plasmaspiegel tiber
die Zeit nach Gabe von Doxapram. Es sind keine extremen Anstiege zu sehen und nach
der letzten Gabe kommt es bei allen Tieren zu einem deutliche Abfall der gemessenen
Konzentration. Bei Schwein Nr. 154 musste die terminale Operation aus individuellen
Griinden vorgezogen werden, weshalb die Plasmakonzentration an Tag 14 héher ist als bei
den anderen Tagen und nicht den iiblichen Talspiegeln entspricht. Der deutliche Abfall
an Tag 13 lasst sich dadurch erkliren, dass das Tier an diesem Tag keine Dosis erhalten
hat. Bei Tieren Nr. 155 und Nr. 156 mussten in der Mitte des Beobachtungszeitraums
der ZVK gewechselt werden, da die Medikamentengabe und Blutentnahme nicht mehr
moglich gewesen war. Dies erklart den Einbruch der Konzentration bei den beiden Tieren.
Wiéhrend bei Tier Nr. 155 dennoch alle 9 h-Kinetiken durchgefiihrt werden konnten,
musste bei Tier Nr. 156 diese am Tag 6 ausfallen, da der ZVK defekt war und bis zur
Neuanlage keine Blutentnahme mehr moglich war.

Es zeigte sich des Weiteren, dass die Konzentrationen von Doxapram und Ketodoxa-
pram sich bei der letzten Blutentnahme annéherten. Zu diesem Zeitpunkt lag die letzte
Medikamentengabe schon lédnger zuriick und seitdem wurde Doxapram weiter zu Keto-
doxapram metabolisiert, wodurch dessen Spiegel relative konstant blieben und die von
Doxapram niedriger wurden.

Die Blutspiegel der Schweine nach Gabe von Ketodoxapram zeigten ebenfalls ein uner-
wartetes Muster. Wahrend die Konzentrationen fiir die ersten Tage auf einem niedrigen
Niveau blieben, stiegen diese zur Mitte des Beobachtungszeitraums deutlich an und
blieben auf einem hohen Niveau. Hochstwahrscheinlich ldsst sich diese Beobachtung auf
die bereits beschriebenen Probleme mit den ZVKs zuriickfithren, wodurch es zur Beein-
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trachtigung bei der Blutentnahme kam. Ketodoxapram als lipophile Substanz ist schlecht
wasserloslich und kann daher nicht so gut wie Doxapram durch 0,9 % NaCl weggespiilt
werden. Es konnte daher iiber die Zeit zu Ketodoxapram-Riickstdnden gekommen sein,
die die Konzentrationen der Blutproben beeinflusst haben.

Die Auftragung der pharmakokinetischen Parametern im Zeitverlauf ergab in den
Schweine nach Gabe von Doxapram keine wesentliche Verdnderung. Fiir die Schweine
nach Gabe von Ketodoxapram zeigten sich allerdings erwartbare Ergebnisse. Durch
die mehrfache Gabe von Ketodoxapram kam es zu einer Aufséttigung und daher einer
hoheren Cpax und AUC. Hierbei blieb Vs, t1/, und CL relativ gleich, zumindest ist kein
klarer Trend in eine Richtung zu erkennen. Es lasst sich also sagen, dass es mit Ausnahme
des Anstiegs von Cpax und AUC zu keinen Anderungen kam.

4.2.4. Erhohung des pulmonalarteriellen Drucks durch Doxapram und
Ketodoxapram

Eine Untersuchung der hdmodynamischen Parameter im Schwein zeigte, dass sowohl
Doxapram als auch Ketodoxapram den PA-Druck erhéhten, wobei der Effekt unter
Ketodoxapram etwas stiarker ausgeprigt war — zumindest bezogen auf die untersuchten
Dosierungen. Beide Substanzen fiihrten zu einem akuten Anstieg des PA-Drucks von {iber
20 mmHg und einem PVRI von iiber 3 Wood Einheiten (entspricht: 240 dyn cms ®/m?),
womit die Definition einer PH erfiillt war. Ein Betrachtung des PCWP zeigte, dass dieser
im Normbereich von 4-12 mmHg lag und somit der Anstieg des PA-Drucks nicht durch
einen Anstieg des enddiastolischen Drucks im LV verursacht war und somit am ehesten
durch eine reine Zunahme des pulmonale GefdBiwiderstandes bedingt war. Unter der
Anwendung von Doxapram und Ketodoxapram kam es ebenfalls zu einem systemischen
Blutdruckanstieg, wobei die Werte dabei unter den Grenzen einer Hypertonie blieben.
Dabei ist jedoch zu beachten, dass die Grenzwerte aus der Humanmedizin stammen und
nicht fiir Schweine gelten und dass die Messungen an narkotisierten Schweinen stattge-
funden haben. In einer Untersuchung an 200 gesunden weiblichen Patienten, die fiir eine
Biopsie des Brustgewebes narkotisiert wurden, konnte ebenfalls ein milder Anstieg des
systemischen Blutdrucks nach Doxapram-Verabreichung festgestellt werden, der jedoch
klinisch keine Probleme bereitete (Winnie und Collins 1966). Allerdings muss auch in
dieser Studie beriicksichtigt werden, dass die Patienten sich unter Narkose befunden
haben. In narkotisierten Lammern wurde ein Vergleich von Ketodoxapram zu Doxapram
durchgefiihrt und nur ein moderater Blutdruckanstieg fiir Doxapram und kein Effekt fir
Ketodoxapram gesehen (Bairam et al. 1990). Diese Ergebnisse stehen etwas im Wider-
spruch zu den hier gezeigten Daten, bei denen fiir beide Substanzen ein Blutdruckanstieg
zu beobachten war. Dies kdnnte jedoch an speziesspezifischen Unterschieden liegen oder
an der untersuchten Dosis, da der Blutdruckanstieg fiir Ketodoxapram und vergleichbare
Doxapram-Dosierungen gering war und erst mit héheren Doxapram-Dosen stark anstieg.
Diese Dosierungen wurden in der Studie mit den Ladmmern jedoch nicht getestet.

Eine Bestimmung des SVRI zeigte nur bei Ketodoxapram einen leichten Anstieg und
bei Doxapram keine Verdnderung, es kam somit unter der Anwendung von Doxapram zu
keiner Vasodilatation oder Konstriktion der Blutgeféie auBlerhalb der Lunge und unter
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Ketodoxapram-Gabe zu einer gering ausgepragten Konstriktion. Der SVRI wird jedoch
auch durch den Volumenzustand beeinflusst, wodurch die beobachteten Effekte nicht
unbedingt auf die Wirkung von Ketodoxapram zuriickzufiihren sind. Die beiden weiteren
untersuchten TASK-1-Inhibitoren, A293 und Z3217409047 verhielten sich sehr dhnlich zu
Doxapram und Ketodoxapram, so dass hier von einem Klasseneffekt auszugehen ist, der
auf einer Hemmung von TASK-1 beruht.

Einleitend wurde bereits beschrieben, dass in zelluldren Experimenten gezeigt wer-
den konnte, dass TASK-1 eine wichtige Rolle spielt in der Regulation des pulmonalen
GeféBwiderstands (Olschewski et al. 2017). Eine Herunterregulation, Inhibition oder
Mutation, die zum Funktionsverlust von TASK-1 fiihrte, trugen zur Vasokonstriktion,
Zellproliferation und Resistenz gegeniiber Apoptose von PASMC bei (Antigny et al.
2016; Cunningham et al. 2019). Durch die iiberschieende Proliferation der PASMC
und deren erhéhten Muskeltonus, vermittelt durch eine Reduktion des TASK-1-Stroms
und der daraus folgenden Depolarisation der Zellen, wurde in Patienten PH ausgelost
(Olschewski et al. 2006). Lange Zeit wurde dariiber diskutiert, ob eine TASK-1-Inhibition
PH verursachen kann (Olschewski et al. 2016; Schmidt et al. 2016; Wiedmann et al.
2021). Mit den hier durchgefiihrten Experimenten kann nun erstmals gezeigt werden,
dass eine Applikation von pharmakologischen TASK-1-Inhibitoren im Schwein zu einem
akuten Anstieg des PA-Drucks fiihrt. Hierbei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass die
Experimente an narkotisierten Schweinen erfolgten, bei denen eventuell autonome Regu-
lationsmechanismen nicht in der Weise funktionieren, wie es in wachen Tieren der Fall
ist.

In der Kontrolle kam es zu keinen Verdnderungen der gemessenen Parametern. Bei
der Untersuchung von Amiodaron, einem klinisch etablierten Antiarrhythmikum, konn-
te der in der Literatur bereits ausfiihrlich beschriebene Blutdruckabfall beobachtetet
werden und ein Anstieg des PA-Drucks blieb aus. Dies bestétigt somit einmal mehr,
dass die beobachteten Effekte auf einer Wirkung der TASK-1-Inhibition beruhen. Ei-
ne Untersuchung der hdmodynamischen Parametern nach chronischer Applikation von
Ketodoxapram und Doxapram zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede, aufler
eine geringfiigige Steigerung der Herzfrequenz in den Ketodoxapram Tieren. Diese kann
jedoch in der unterschiedlichen Narkosetiefe begriindet liegen und unterliegt allgemein
groflen Schwankungen. Fiir die Beurteilung der chronischen Daten ist zu beachten, dass
zum Zeitpunkt der Messung nach 14d die letzte Applikation bereits mehr als 24 h ent-
fernt lag und die Effekte somit eventuell unterschétzt wurden. Eine eventuelle klinische
Relevanz fiir die Anwendung zur Kardioversion von VHF muss daher noch genauer
evaluiert werden. Die hier gezeigten Daten unterliegen der Limitation, dass die Messung
der hdmodynamischen Parameter zum einen nur in Schweinen erfolgte und somit die
Gegebenheiten im Menschen nicht exakt darstellt, zum anderen konnte die Messung
nur an narkotisierten Tieren erfolgen, wodurch ebenfalls mit einer Beeinflussung der
Messwerte zu rechnen ist. Mit den vorliegenden Daten ist daher noch keine abschliefende
Beurteilung moglich.

Unabhéngig von der klinischen Evaluation und den Daten in Menschen wére eine
mogliche Alternative zur Verabreichung von Doxapram und Ketodoxapram als Race-
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mant die Verwendung von reinen Enantiomeren. Wahrend fiir Doxapram jedoch bereits
gezeigt wurde, dass das Eutomer R-Doxapram auch zu einem Anstieg des Blutdrucks
in Ratten fiithrte, wobei der PA-Druck nicht untersucht wurde, sind die Daten zu Ke-
todoxapram bisher vielversprechend und zeigten fiir R-Ketodoxapram ein reduziertes
Nebenwirkungsprofil (US Patent PCT/US2012/040195).

4.2.5. Ketodoxapram fiihrt zur Verlingerung der arteriellen effektiven
Refraktirzeit und Kardioversion von Vorhofflimmern

Nach den positiven Ergebnissen der pharmakologischen und zellulér-elektrophysiologischen
Messungen zeigte auch die Messung der AERP vielversprechende Ergebnisse. Hierbei
zeigte sich, dass die AERP durch Doxapram deutlich verldngert wird. Dies konnte bereits
in fritheren Experimenten im Schwein gezeigt werden und fiihrte zur erfolgreichen Termi-
nierung von VHF (Wiedmann et al. 2022a) durch Doxapram. In den bereits verdffentlichen
Daten von Wiedmann et al. (2022a) wurden dhnliche Werte gemessen, mit einem Anstieg
der AERP500 von 216,4 + 24,4 ms hin zu 251,4 + 22,1 ms nach 7.v. Injektion von 1mg/kg
Doxapram und bis auf 254,7 £+ 19,7 ms nach 2 mg/kg Doxapram. Ein dhnliches Verhalten
wurde auch fir die AERP4g0 (212,1 + 19,8 ms, 232,9 + 18 4ms, 237,9 &+ 20,9 ms) und
AERP3 (170,0 + 15,7 ms, 205,0 &+ 13,5ms, 212,5 £ 23,5 ms) gemessen.

Auch die beobachtete Verdnderung der AERP in Schweinen nach Verabreichung von
A293 bestétigten die bereits verdffentlichen Daten (Wiedmann et al. 2020). Es wurde eine
Verldngerung der AERP509 von 200,0 + 4,1 ms hin zu 220,0 & 4,1 ms nach 7.v. Injektion
von 1mg/kg A293 beobachtet. Ahnliches wurde auch fiir die AERP400 (175,0 & 9,6 ms,
198,0 + 9,5 ms) und AERP30y (155,0 £+ 13,2ms, 172,5 + 13,1 ms) bestimmt. Auch hier
fiihrte die Verlangerung der AERP zur Kardioversion von VHF.

Amiodaron verursachte ebenfalls eine ausgeprégte Verlangerung der AERP, die jedoch
vor allem mit héheren Dosierungen zu beobachten war. In bereits publizierten Daten
zeigte sich nach i.v. Gabe von 5mg/kg Amiodaron eine Verlangerung der AERP von
232+41 ms zu 256 =42 ms in gesunden humanen Probanden (Wellens et al. 1984). Hierbei
wurde jedoch nicht angegeben, bei welcher Zyklusldnge die AERP bestimmt wurde. Auch
wurden keine héheren Dosen getestet, was erkldren konnte, weshalb die Effekte niedriger
ausfielen. Bei der Untersuchung der Kontrolle zeigte sich keine Verdnderung der AERP,
woraus sich schlieBen ldsst, dass die beobachteten Effekte durch die getesteten Substanzen
verursacht worden waren.

Fiir die weiteren TASK-1-Inhibitoren Substanz Z3217409047 und Ketodoxapram wur-
den bisher noch keine Daten zur AERP veréffentlichtet, jedoch war die beobachtete
Verlangerung der AERP im Vergleich mit anderen TASK-1-Inhibitor zu erwarten. Wéh-
rend der Effekt fiir Z3217409047 eher gering ausfiel und bei den héheren Dosierung
riickldufig zu sein scheint, war bei Ketodoxapram ein ausgepriagter Effekt zu sehen,
der in seiner Ausprigung dem von Doxapram und A293 entspricht. Es ist daher zu
erwarten, dass eine Anwendung von Ketodoxapram im VHF-Schweinemodell auch zu
einer erfolgreichen Kardioversion fiihrt.

Die chronische i.v. Anwendung von Doxapram und Ketodoxapram im Schwein mit
einer Dosierung von 1mg/kg téglich zeigte keine Verdnderungen der AERP und im
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Oberflichen-EKG bei einem Vergleich der Ausgangswerte mit denen nach 14d. Fiir
die Parameter, die aus dem Oberflichen-EKG gewonnen wurden, ist dies zu erwarten
und zeigt die spezifische Wirkungsweise einer TASK-1-Inhibition zur Behandlung von
VHEF. Dies wurde bereits in der Literatur beschrieben fiir die Anwendung von A293 und
Doxapram im Schwein (Wiedmann et al. 2021; Wiedmann et al. 2022a). In Bezug auf die
ausbleibende Verldngerung der AERP ist hierbei jedoch zu beachten, dass auch hier die
letzte Gabe vor iiber 24 h erfolgte und bei einer t;/, von unter 3h fiir Doxapram und
Ketodoxapram bereits eine bedeutende Menge des Wirkstoffs abgebaut worden ist. Es ist
daher davon auszugehen, dass eine Messung zu einem fritheren Zeitpunkt auch bei der
chronischen Anwendung eine Verldngerung der AERP zeigen wiirde, wie es bereits fiir
A293 und Doxapram in der Literatur publiziert ist (Wiedmann et al. 2022a; Wiedmann
et al. 2021). Auch liefert dies erste Hinweise, dass eine Dosierung von einmal téglich nicht
den gewiinschten Effekt auf die AERP erzielt und eine zweimal tégliche Gabe der halben
Dosierung vorzuziehen ist.

Aus diesem Grund wurden Untersuchungen mit Ketodoxapram im VHF-Schweine-
modell durchgefithrt. Hierbei zeigte sich, dass Ketodoxapram sowohl in der Lage war
akut VHF zu terminieren, als auch in der Daueranwendung die VHF-Last signifikant zu
senken. Diese Daten sind im Einklang mit bereits publizieren Studien, in denen eine Gabe
des experimentellen TASK-1-Inhibitor A293 (Wiedmann et al. 2020; Wiedmann et al.
2021) sowie von Doxapram (Wiedmann et al. 2022a) zur Kardioversion von VHF fiihrte
und die VHF-Last signifikant reduzieren konnte. Auf Grund der niedrigen Anzahl an
Tieren konnen diese Ergebnisse nur als erste Vorversuche angesehen werden, auf die noch
weitere Versuche zur Findung der effektivsten Dosis und zum Beweis der Wirksamkeit
folgen miissen. Trotz alledem liefern diese Experimente erste Hinweise darauf, dass
Ketodoxapram eine erfolgreiche Alternative fiir eine TASK-1 basierte VHF-Behandlung
sein konnte.

4.2.6. Pharmakokinetik und Proteinbindung von Doxapram in
humanen Probanden mit Vorhoflimmern

Die Zwischenanalyse der noch nicht beendeten DOCTOS-Studie zeigte fiir die Konzentra-
tions-Zeit-Kurven aller drei bisher abgeschlossenen Kohorten einen biphasischen Verlauf,
der zuvor bereits in den Schweinen beobachtet worden war. Auch Robson und Prescott
(1979) sahen diesen Verlauf in gesunden Freiwilligen. Eine dritte Phase wurde von Cle-
ments et al. (1979) in ebenfalls gesunden Probanden entdeckt. In den vorliegenden Daten
war diese jedoch nicht erkennbar, eventuell auf Grund des grofien Zeitraums von 18 h
zwischen den letzten beiden Proben, in dem keine Blutprobe und damit Plasmaspiegel
vorliegen. Betrachtet man die t;/,, die von Clements et al. (1979) angegeben wurden,
so féllt auf, dass die in dieser Arbeit modellierte t; /9 zZwischen t /54 (5,5 % 2,3 min) und
t1/28 (62,0 + 9,7 min) aus dem Manuskript liegt. Dies konnte darauf hindeuten, dass der
Zeitpunkt der ersten Blutproben zu spét und die zeitlichen Abstidnde zu grofl gewéahlt
wurden. Es sind daher keine zwei getrennten Phasen erkennbar, sondern nur eine Phase
mit einer t; /5, die zwischen denen der eigentlichen zwei Phasen liegt. In den représen-
tativen Konzentrations-Zeit-Kurven war bei allen die zu erwartenden zwei Maxima zu
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erkennen, die typisch sind fiir zwei Injektionen innerhalb eines kurzen Zeitintervalls. Auch
nédhern sich bei allen Kurven die Konzentrationen von Doxapram und Ketodoxapram an
und verlaufen danach parallel weiter. Dieses Verhalten ware vorstellbar, falls Doxapram
nicht nur zu Ketodoxapram umgewandelt wird, sondern auch Ketodoxapram in Doxa-
pram und sich somit ein Gleichgewicht zwischen den beiden Substanzen einstellt. Dem
widerspricht jedoch, dass in den Blutproben der Schweine nach Gabe von Ketodoxapram
kein Doxapram nachweisbar war. Eine andere Moglichkeit ist, dass die Umwandlung
von Doxapram zu Ketodoxapram der geschwindkeitsbestimmende Schritt ist. Durch eine
mogliche Sattigung dieses Vorgangs kann Doxapram nicht schneller abgebaut, aber auch
nicht mehr Ketodoxapram gebildet werden. Ist dieser Vorgang in etwa im Gleichgewicht
mit der CLy, von Ketodoxapram, kénnte es zu dem hier zu sehenden Vorgang kommen.

Zur Bestimmung der pharmakokinetischen Parametern nach zweifacher Injektion wur-
den die Daten fiir Doxapram auf Grundlage eines 2-Kompartiment-Modells ausgewertet.
Eine Modellierung der Messwerte mit einen 3-Kompartiment-Modell lieferte keine zu-
friedenstellenden Ergebnisse und wurde daher verworfen. Vergleicht man die berechneten
Werte mit einer Studie, die ebenfalls Doxapram-Plasmakonzentrationen mit einem 2-
Kompartiment-Modell modelliert hat, sind die Werte fiir CL mit 0,36 L /min und CLq4
mit 1,0L/min sehr &hnlich, die Verteilungsvolumina V; mit 9,0 L und und Vs mit 32,5L
jedoch deutlich kleiner als die hier berechneten (Roozekrans et al. 2017). Folglich ist
auch die initiale sowie terminale t;/, mit 0,07h und 1,64 h deutlicher kiirzer als die auf
Grundlage der DOCTOS-Probanden berechnete. Ursachen hierfiir kénnte der deutlich
kiirzere Beobachtungszeitraum von 240 min sein oder auch die Unterschiede im Patien-
tenkollektiv. Roozekrans et al. (2017) fiihrte die Untersuchungen an jungen gesunden
Probanden durch, wahrend die DOCTOS-Patienten dlter waren und mindestens an VHF
erkrankt waren. Die pharmakokinetischen Parameter fir Ketodoxapram wurden mit
einem 1-Kompartiment-Modell bestimmt, ein 2-Kompartiment-Modell zeigte sich hier als
nicht geeignet. Ein Vergleich der Daten mit Literaturwerten ist leider nicht mdéglich, da
bisher keine Daten in humanen Probanden zu Ketodoxapram veréffentlicht wurden. Ein
Vergleich mit den bereits beschriebenen Daten zu Ketodoxapram als Metabolit in Schwein
zeigt, dass die beiden t; /5 sehr dhnlich sind mit 2,42h im Schwein und 2,01-2,87h in den
humanen Probanden. Dies bietet einen weiteren Hinweis darauf, dass die Anwendung
zwischen Mensch und Schwein eine hohe Vergleichbarkeit hat.

Die Bestimmung der Proteinbindung ergab Werte von ungefahr 87 % fiir Doxapram
und 98 % fiir Ketodoxapram. Wahrend der Wert fiir Ketodoxapram ziemlich genau
mit dem in Schweinen gemessenen iibereinstimmt, ist der Wert fiir Doxapram geringer
(96 %). Nach Betrachtung der Einzelwerte lasst sich sagen, dass zumindest innerhalb
des Konzentrationsbereichs der vermessenen Proben keine Konzentrationsabhéngigkeit
der Proteinbindung erkennbar war. Wahrend dies fiir Ketodoxapram die bereits bei den
Schweinen gemachten Beobachtungen bestétigt, widerspricht es fiir Doxapram den Daten.
Hier wurde sowohl im Schwein als auch im Pferd eine Konzentrationsabhéngigkeit der
Proteinbindung gesehen (Sams et al. 1992). Dies liegt sehr wahrscheinlich an den bereits
angesprochenen Speziesunterschieden in den Plasmaproteinen und der damit verbundenen
unterschiedlichen Proteinbindung.
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4.2.7. R-Ketodoxapram konnte als Eutomer identifiziert werden

Die Untersuchung der beiden Enantiomere von Ketodoxapram zeigte einen deutlich
starkeren Effekt fiir R-Ketodoxapram im Vergleich zu S-Ketodoxapram. Im Bezug auf die
Inhibition von TASK-1 kann daher R-Ketodoxapram als Eutomer und S-Ketodoxapram
als Distomer bezeichnet werden. Ahnliches konnte bereits fiir Doxapram in humanen Nie-
renzellen (tsA201) beobachtet werden. Es wurde fiir R-Doxapram eine stirkere Inhibition
(1,6 nM) des TASK-1 gemessen im Vergleich zu S-Doxapram mit 336 pM (Cunningham
et al. 2020). Wahrend bei Ketodoxapram sich die Wirkung um den Faktor 47 unter-
scheidet, scheint der Unterschied bei Doxapram mit einem Faktor von 210 erheblich
starker ausgeprigt zu sein. Die Auswirkung der unterschiedlichen Effektstdrken wurde
fiir Doxapram bereits in Ratten untersucht, wobei sich zeigte, dass S-Doxapram fiir
die Arrhythmien, Krampfe und Todesfille verantwortlich war und R-Doxapram fiir die
Atemantriebssteigerung (Golder et al. 2012a; Golder et al. 2012b). Jedoch zeigte sich
auch, dass R-Doxapram in Ratten zu einem Blutdruckanstieg von 15-20 % iiber den
Ausgangswert fithrte (Golder et al. 2013).

Zu den Enantiomeren von Ketodoxapram gab es bisher keine Studien auf Ionenka-
nalebene. Es gibt lediglich eine Patentschrift zur Synthese von enantiomerenreinem
R-Ketodoxapram, dem die atemantriebssteigernde Wirkung und der positive Einfluss auf
die Blutgase bescheinigt wird. Dariiber hinaus sollen die Nebenwirkungen im Vergleich zu
einer Gabe von racemischem Ketodoxapram signifikant reduziert sein (US Patent PCT/
US2012/040195). Zusammen mit den bereits publizierten Daten, geben die hier beschrie-
benen Ergebnisse ausreichend Hinweise darauf, dass eine Therapie mit R-Ketodoxapram
einer mit dem Racemat und besonders mit S-Ketodoxapram iiberlegen sein sollte.

4.3. Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde demonstriert, dass miRNA-34a eine Rolle spielt in der verdn-
derten Expression von TASK-1, die unter VHF zu beobachten ist. Ob sich im Blut
zirkulierende miRNA-34a als Biomarker fiir VHF eignet, muss in weiteren Studien
erst noch geklart werden. Es konnte jedoch bereits durch eine Korrelation der atria-
len miRNA-Konzentrationen mit klinischen Parametern gezeigt werden, dass durch
Untersuchungen der miRNA-Expression Untergruppen des VHF unterschieden werden
konnen.

Im Vergleich von Doxapram und Ketodoxapram zeigte sich, dass beide Substanzen
sehr dhnlich sind auf einer elektrophysiologischen und pharmakologischen Ebene. Beide
haben einen ausgeprigten inhibitorischen Effekt auf TASK-1, fiihren zu einer Erh6hung
des PA-Drucks und einer Verlangerung der AERP im Schwein. Des Weiteren konnte fiir
Ketodoxapram in ersten Untersuchungen gezeigt werden, dass es im VHF-Modell des
Hausschweins den SR wiederherstellen kann. Somit konnte Ketodoxapram als mogliche
Alternative fiir eine TASK-1 basierte VHF-Therapie identifiziert werden und mit der
Untersuchung der Enantiomere steht eine potentielle Moglichkeit bereit, die Therapie
noch weiter zu verbessern.
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Zusammengefasst wurde im Rahmen dieser Arbeit zum einen eine transkriptionelle
Regulation von TASK-1 durch miRNA-34a identifiziert als auch eine pharmakologische
Modulation durch Doxapram und Ketodoxapram elektrophysiologisch und pharmakolo-
gisch charakterisiert, mit dem Ziel eine TASK-1 basierte VHF-Therapie weiter voran zu
bringen.
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5. Zusammenfassung

Vorhofflimmern ist die hadufigste anhaltende Herzrhythmusstérung mit einer Pravalenz
von 4% in der westlichen Bevolkerung. Auf Grund des demographischen Wandels ist
jedoch mit einem immer hiufigeren Auftreten von Vorhofflimmern zu rechnen. Trotz
dieser weiten Verbreitung sind die momentanen Behandlungsméglichkeiten ungeniigend,
da sie entweder mit starken Nebenwirkungen oder einer mangelnden Wirkung assoziiert
sind. In den letzten Jahren konnte jedoch mit dem TASK-1-Kaliumionenkanal eine neue
Zielstruktur identifiziert werden, die auf Grund der fast ausschlielichen Expression im
Vorhof und der Hochregulation unter Vorhoflimmern eine vorhofspezifische Vorhoff-
limmertherapie ermoglicht. Im Schweinemodell des Vorhoflimmerns konnte mit A293,
einem experimentellen TASK-1-Inhibitor, und Doxapram, einem bereits zugelassenen
Medikament zur Atemantriebssteigerung, erhebliche Erfolge in der Terminierung und
Suppression von Vorhofflimmern erzielt werden. Auf diesen Ergebnissen aufbauend und
um ein tieferes Verstdndnis der ablaufenden pathophysiologischen Prozesse zu bekommen,
wurde in dieser Arbeit zum einen die transkriptionelle Regulation von TASK-1 durch
miRNAs untersucht, zum anderen die Modulation von TASK-1 durch Doxapram und
seinem Metaboliten Ketodoxapram pharmakologisch und elektrophysiologisch charak-
terisiert.

Zur Untersuchung der transkriptionellen Regulation von TASK-1 wurden Herzohr-
proben von 61 Patienten gesammelt und die Expression ausgewéhlter miRNAs mittels
quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion quantifiziert und nach Rhythmussta-
tus stratifiziert. Hierbei konnten finf miRNAs (miR-9, miR-23a, miR-28, miR-34a und
miR-124) identifiziert werden, die eine hohe Prévalenz aufwiesen und im Vergleich von
Sinusrhythmus zu Vorhofflimmern signifikant unterschiedlich exprimiert waren. Eine
weitere Untersuchung dieser fiinf miRNAs zeigte, dass die Transfektion von Imitatoren
und Inhibitoren in humanen induzierten pluripotenten Stammzellen zu einer veréander-
ten Expression von TASK-1 auf mRNA-, quantifiziert mittels quantitativer Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion, und Proteinebene, bestimmt mittels Western Blot, fiihrt.
In elektrophysiologische Messungen mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme in
Xenopus laevis Oozyten fithrte miR-34a zu einer vermehrten Expression von TASK-1
und damit einem héheren Kaliumstrom und einem negativeren Ruhemembranpotential.
Bei einer Untersuchung von zirkulierender miR-34a auf ihre Eignung als potenzieller
Biomarker hin konnte unter Vorhofflimmern eine signifikant hhere Expression beob-
achtet werden und auch ein Zusammenhang mit einer verstarkten TASK-1-Expression.
Eine Cluster-Analyse der miRNA-Expression und klinischen Parametern der Patienten
enthiillte eine Gruppe von miRNAs (miR-1, miR-9, miR-21, miR-23a, miR-25, miR-29b,
miR-34a, miR-124 und miR-485), die mit Myokarddilatation und Vorhofflimmerstatus
signifikant assoziiert sind.
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Die elektrophysiologische Charakterisierung von Doxapram und Ketodoxapram mit
der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme in Xenopus laevis Oozyten enthiillte eine aus-
gepragte Inhibition des humanen TASK-1 im sehr niedrigen Konzentrationsbereich fiir
beide Substanzen (0,81 pM Ketodoxapram, 0,98 pM Doxapram) und auch der porzine
TASK-1 wurde in einem dhnlichen Konzentrationsbereich der Substanzen inhibiert. Eine
Untersuchung des Effekts auf weitere atriale Kaliumkanéle und die Mitglieder der Zwei-
Porendoménen-Kanalfamilie zeigte nur einen ausgepréagten Effekt auf den TASK-3-Kanal,
der im humanen Herzen nicht exprimiert wird, und weist auf eine sehr selektive Inhibition
im Atrium. In Patch-Clamp-Untersuchungen an frisch isolierten humanen Kardiomyo-
zyten war der bereits beschriebene Effekt von erh6hten TASK-1-Strémen in Zellen von
Patienten mit Vorhoflimmern im Vergleich zum Sinusrhythmus zu erkennen, wodurch
dessen Hochregulation in diesem Kollektiv bestatigt werden konnte. Mit Hilfe einer nach
Leitlinien der FDA und EMA validierten bioanalytischen Messmethode (UPLC-MS/MS)
wurde zur pharmakologischen Charakterisierung in Schweinen die Pharmakokinetik nach
intravenoser Einmalgabe von 1 mg/kg Doxapram und Ketodoxapram bestimmt, sowie die
Proteinbindung und das Gehirn-zu-Plasma-Verhaltnis. Hierbei konnte fiir Ketodoxapram
im Vergleich zu Doxapram eine deutlich reduzierte Verfiigbarkeit im zentralen Nervensys-
tem, ein Hinweis auf weniger zentralnervose Nebenwirkungen, beobachtet werden und
eine sehr hohe Proteinbindung von 99 %, die bei Doxapram mit 96 % geringer ist. Die
Bestimmung der Halbwertszeit lag mit Werten von 1,7h fiir Ketodoxapram und 1,4 h fiir
Doxapram in einem &hnlichen Bereich. Nach intraventser Bolusgabe von Doxapram und
Ketodoxapram konnte in narkotisierten Schweinen ein akuter Anstieg des pulmonalarte-
riellen Drucks beobachten werden, der unter chronischer Anwendung nicht beobachtet
wurde.

In Folge der positiven Ergebnisse der elektrophysiologischen und pharmakologischen
Charakterisierung von Ketodoxapram im Vergleich zu Doxapram wurde die Anwendung
von Ketodoxapram im Schweinemodell des Vorhofflimmerns getestet und es konnte eine
reduzierte Vorhofflimmerlast sowie eine Verldngerung der atrialen effektiven Refraktérzeit
gemessen werden. Auch kam es unter der akuten Anwendung von Ketodoxapram zur
Terminierung von Vorhoflimmern.

Zusammengefasst zeigte sich, dass die miR-34a einen bedeutenden Anteil an der
Regulation der TASK-1-Expression hat und das Ketodoxapram seiner Muttersubstanz
Doxapram sehr dhnlich ist, aber entscheidende Vorteile in Bezug auf Verfiigbarkeit im
zentralen Nervensystem hat. Auch konnte eine ausgepréigtere Inhibition von TASK-1
gezeigt werden, die der von Doxapram iiberlegen ist. Somit konnte Ketodoxapram als
ideale Substanz fiir eine TASK-1 basierte Vorhofflimmertherapie identifiziert werden.
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7. Eigenanteil an Datenerhebung und
-auswertung und eigene
Veroftentlichungen

7.1. Eigenanteil an Datenerhebung und -auswertung

Die Dissertation gliedert sich in zwei separate Teilprojekte: 1. die transkriptionelle Regu-
lation der TASK-1-Expression durch miRNAs und 2. die pharmakologische Modulation
des TASK-1 durch Doxapram und Ketodoxapram.

1. Die Bearbeitung des ersten Teilprojekts war bereits durch Dr. Antonius Biischer
begonnen worden, bevor ich mit der weiteren Bearbeitung betraut wurde. Die
Akquise der Herzohrproben (in Kooperation mit der Klinik fiir Herzchirurgie in
Heidelberg unter der Leitung von Prof. Dr. Karck), die Isolation der miRNAs, RNAs
und Proteinen aus diesen, sowie deren Quantifizierung mittel gPCR und Western
Blot erfolgte daher unter Leitung von Prof. Dr. Constanze Schmidt und wurde von
Dr. Antonius Biischer in Kombination mit dem Laborteam durchgefiihrt (Abschnit-
te 3.1.1 bis 3.1.3). Die Planung und Durchfiihrung der Transfektionsexperimente, der
elektrophysiologischen Messungen und Bestimmung der miRNA-Konzentrationen
im Blut wurde durch mich durchgefiihrt. Die Sammlung der klinische Daten der
Patienten erfolgte durch Prof. Dr. Constanze Schmidt, PD Dr. Felix Wiedmann
und Dr. Antonius Biischer und die Cluster-Analyse dieser durch Dr. Dr. Stefan Kal-
lenberger (Abschnitt 3.1.6). Die Auswertung, mit Ausnahme der Cluster-Analysen,
und Diskussion der Daten erfolgte hauptséachlich durch mich unter Beteiligung von
Prof. Dr. Constanze Schmidt, PD Dr. Felix Wiedmann, Dr. Dr. Stefan Kallenberger
und Dr. Antonius Biischer.

2. Die Bearbeitung des zweiten Teilprojektes erfolgte teilweise in Kooperation mit dem
analytisch-chemischen Labor und dem klinischen Studienzentrum der Abteilung fiir
Klinische Pharmakologie und Pharmakoepidemiologie. Die TEVC Messungen der
Oozyten und Patch-Clamp-Messungen der humanen Kardiomyozyten erfolgte durch
mich, wobei die dafiir notwendige Sammlung der Herzohrproben und anschlieende
Isolierung von Kardiomyozyten durch mich in Zusammenarbeit mit dem restlichen
Laborteam durchgefiihrt wurde. Die Sammlung der klinischen Charakteristiken
der Patienten erfolgte durch Prof. Dr. Constanze Schmidt, PD Dr. Felix Wied-
mann und Leo Weirauch. Die Entwicklung und Validierung der Messmethoden
zur Bestimmung von Doxapram und Ketodoxapram in porzinen und humanen
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Blutplasma sowie porzinen Gehirngewebe, sowie die Entwicklung und Validierung
der Messmethode zur Bestimmung von A293 erfolgte durch mich an den Geraten
des analytisch-chemischen Labors. Die Operationen der Schweine erfolgte unter
Leitung von Prof. Dr. Constanze Schmidt und PD Dr. Felix Wiedmann. Die EPU
und hdmodynamischen Messungen wurden von PD Dr. Felix Wiedmann durchge-
fithrt. Die Vorbereitung und Verabreichung der Studienmedikation, die Gewinnung
und Quantifizierung der Blut- und Gewebeproben sowie die Bestimmung der Pro-
teinbindung in den Schweinen erfolgte durch mich. Auch an der Betreuung der
DOCTOS-Probanden und Entnahme der Blutproben war ich zusammen mit Yan-
nick L’hoste beteiligt. Die anschlieSende Quantifizierung dieser und die Bestimmung
der Proteinbindung wurde durch mich durchgefiihrt. Die komplette Auswertung und
Diskussion dieses Teilprojekts erfolgte durch mich, mit Ausnahme der Modellierung
der pharmakokinetischen Daten in den humanen Probanden die durch Prof. Dr.
David Czock (Tabelle 3.2) und die Auswertung der Oberflichen-EKGs die durch
Max Jamros (Abbildung 3.25¢ und 3.25d) erfolgte.

7.2. Eigene Veroffentlichungen

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden in folgenden Aufsitzen
publiziert:

1. Kraft, M., Biischer, A., Wiedmann, F., L’hoste, Y., Haefeli, W. E., Frey, N.,
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Katus, H. A. und Schmidt, C. (2021b). Current Drug Treatment Strategies
for Atrial Fibrillation and TASK-1 Inhibition as an Emerging Novel
Therapy Option. Front Pharmacol 12, 638445. por: 10.3389/fphar.2021.638445

. Kraft, M., Foerster, K. I., Wiedmann, F., Sauter, M., Paasche, A., Blochber-

ger, P. L., Yesilgoz, B., L’hoste, Y., Frey, N., Haefeli, W. E., Burhenne, J. und
Schmidt, C. (2022a). Simultaneous Quantification and Pharmacokinetic
Characterization of Doxapram and 2-Ketodoxapram in Porcine Plasma
and Brain Tissue. Pharmaceutics 14, 762. DOL: 10.3390/pharmaceutics14040762

Wiedmann, F.", Kraft, M.", Kallenberger, S., Biischer, A., Paasche, A., Blochber-
ger, P. L., Seeger, T., Javorszky, N., Warnecke, G., Arif, R., Kremer, J., Karck, M.,
Frey, N. und Schmidt, C. (2022j). MicroRNAs Regulate TASK-1 and Are
Linked to Myocardial Dilatation in Atrial Fibrilliation. J Am Heart Assoc
11.7, €023472. por: 10.1161/JAHA.121.023472

Wiedmann, F., Beyersdorf, C., Zhou, X.-B., Kraft, M., Foerster, K. 1., El-Battrawy,
I., Lang, S., Borggrefe, M., Haefeli, W. E., Frey, N. und Schmidt, C. (2021d).
The Experimental TASK-1 Potassium Channel Inhibitor A293 Can Be
Employed for Rhythm Control of Persistent Atrial Fibrillation in a
Translational Large Animal Model. Front Physiol 11, 629241. por: 10.3389/
fphys.2020.629421
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5. Wiedmann, F., Beyersdorf, C., Zhou, X.-B., Kraft, M., Paasche, A., Javorszky, N.,
Rinné, S., Sutanto, H., Biischer, A., Foerster, K. 1., Blank, A., El-Battrawy, I., Li, X.,
Lang, S., Tochtermann, U., Kremer, J., Arif, R., Karck, M., Decher, N., van Loon, G.,
Akin, I., Borggrefe, M., Kallenberger, S., Heijman, J., Haefeli, W. E., Katus, H. A.
und Schmidt, C. (2022h). Treatment of atrial fibrillation with doxapram:
TASK-1 potassium channel inhibition as a novel pharmacological strategy.
Cardiovascular Research 118.7, 1728-1741. por: 10.1093/cvr/cvabl77

* geteilte Erstautorenschaft

Bei Publikation 1 handelt es sich um einen Ubersichtsartikel, dessen Inhalt in Ab-
schnitten der Einleitung aufgegriffen wurde (Abschnitt 1.1, 1.2 und 1.4). Mein Eigenanteil
an der Publikation umfasst die Konzeption, Literaturrecherche und Abfassung des Textes,
sowie die Einarbeitung der Anmerkungen der Koautoren und Begutachter.

Publikation 2 beinhaltet Teile der Ergebnisse aus den Abschnitten 3.2.4, 3.2.6
und 3.2.7, der Diskussion aus den Abschnitten 4.2.2 und 4.2.3 und des Methodenteils
aus Abschnitt 2.6. In der Publikation wurden nur die Daten nach Verabreichung von
Doxapram aufgenommen und die Validierung und Quantifizierung im Schwein. Mein
Eigenanteil an der Publikation umfasst die Planung und Durchfiihrung der Experimente,
die Auswertung und Diskussion der Daten sowie die Konzeption und das Verfassen des
Manuskripts.

Publikation 3 umfasst Teile der Einleitung (Abschnitt 1.3), der Methoden (Abschnit-
te 2.2 bis 2.5), der Ergebnisse (Abschnitt 3.1) und der Diskussion (Abschnitt 4.1). Mein
Eigenanteil an der Publikation umfasst die Planung und Durchfiihrung der Experimente
zur Transkription der Zellen, elektrophysiologischen Messung der Oozyten und Analyse
der zirkulierenden miRNA, sowie die Auswertung der Ergebnissen, mit Ausnahme der
Cluster-Analysen, und Diskussion aller Ergebnisse. Ebenso war ich beteiligt an der Ab-
fassung des Manuskripts, besonders Methoden-, Ergebnis und Diskussionsteil der von
mir durchgefithrten Experimente. Auch wurde die finale Fassung des Manuskripts von
mir liberpriift.

In Publikation 4 sind Teile der Methoden aus Abschnitt 2.6.3 und der Ergebnisse
aus Abschnitt 3.2.5 und 3.2.8 enthalten. Mein Eigenanteil an der Publikation umfasst
die Entwicklung und Validierung der Messmethode zur Quantifizierung von A293, die
Quantifizierung der Plasmaproben und die Mitarbeit bei den Experimenten zur Bestim-
mung der himodynamischen Parametern. Dariiber hinaus war ich beteiligt am Verfassen
des Manuskripts, besonders des Teils zur Methodenbeschreibung des Messverfahrens und
habe die finale Fassung des Manuskripts tiberpriift.

Publikation 5 beinhaltet Teile der Ergebnisse aus den Abschnitten 3.2.1 bis 3.2.4 sowie

den Methoden aus Abschnitt 2.6.2. Mein Eigenanteil an der Publikation umfasst Teile
der Messungen in Oozyten und HCM, sowie die Quantifizierung der Plasmaproben der
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Schweine. Dariiber hinaus war ich beteiligt am Verfassen des Manuskripts, besonders der
Teil der quantitativen Analytik, und habe die finale Fassung des Manuskripts tiberpriift.
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Zusatztabellen

Tabelle A.1.: Ubersicht der Antiarrhythmika, die in den Leitlinien der ESC oder den Leitlinien
eines Konsortiums aus Amerikanische Herzvereinigung (AHA), Amerikanisches Kollegium fiir
Kardiologie (ACC) und der Gesellschaft fiir Herzrhythmusstérungen (HRS) fiir die Behandlung
von VHF empfohlen werden. Die Substanzen sind angegeben mit ihrer Klasse nach Vaughan
Williams, Strukturformel und der Leitlinie in der sie aufgefiithrt werden.

Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2021).

Klasse Substanz ESC! USA? Chemische Struktur

Ia Disopyramid Nein Ja

Ia Procainamid Nein Ja

Ia Quinidin Nein Ja

Ic Flecainid Ja Ja

Ic Propafenon  Ja Ja
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Tabelle A.1.: (fortgefiihrt)

Klasse Substanz ESC! USA? Chemische Struktur
II Atenolol Ja Ja )\ /\A O /@/\(
1I Bisoprolol Ja Ja )\M/OA/\/OT/
II Carvedilol Ja Ja %ﬁﬂ /\i D
II Esmolol Ja Ja /Y\/O/"JVT/
II  Landiolodl  Ja -3 O . | A[><
IT Metoprolol ~ Ja Ja )\ M /ON -
II Nadolol 3 Ja >L Y

OH
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Tabelle A.1.: (fortgefiihrt)

Klasse Substanz ESC! USAZ2

Chemische Struktur

II Nebivolol Ja -3

Nein Ja

11 Propranolol

II1 Amiodaron Ja Ja

III Dofetilid Ja Ja

II1 Dronedaron Ja Ja

III Ibutilid Ja Ja

II1 Sotalol Ja Ja

¥ P
o N o
H

OH OH
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Tabelle A.1.: (fortgefiihrt)

Klasse Substanz ESC! USAZ2 Chemische Struktur

II1 Vernakalant Ja 3

v Diltiazem Ja Ja

v Verapamil Ja Ja

N/A  Digoxin Ja Ja

N/A  Digitoxin yes -3

! Empfohlen in der ESC Leitlinie von 2020 (Hindricks et al. 2021)
2 Empfohlen in der AHA/ACC/HRS Leitlinie von 2014 (January et al. 2014)
3 Substanz wird in der Leitlinie nicht erwihnt
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Tabelle A.2.: Validierung des Matrixeffekts und der Wiederfindungsrate der Methode zur Quan-
tifizierung hoher Plasmakonzentrationen von Doxapram und Ketodoxapram im Lithium-Heparin-
Plasma von Schweinen. Der mit dem IS normalisierte Matrixeffekt und die Wiederfindungsrate
wurden in sechs verschiedenen Chargen von Leermatrix und bei allen vier QC-Konzentrationen
bestimmt. Alle Werte waren innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen von +15 %.

IS: interner Standard; QC: Qualitdtskontrolle.

Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2022).

Hohe Plasmakonzen- Doxapram Ketodoxapram
trationen QCA QCB QCC QCD QCA QCB QCC QCD
Nominalwert [ ng/mL ] 3 15 150 1500 3 15 150 1500
Matrixeffekt [ % ]
Lot #1 95,0 99,7 100,9 99,5 96,9 99,4 101,1 100,1
Lot #2 988 994 997 1000 1036 994 100,0 1004
Lot #3 950 997 1005 99,8 1018 99,3 100,1 1001
Lot #4 100,6 99,6 100,8 99,5 101,8 99,8 100,0  100,4
Lot #5 98,8 100,5 100,3 99,9 100,0 99,0 100,3 100,2
Lot #6 96,3 101,0 100,8 99,3 1004 99,4 99,4 99,7
Mittelwert 97,4 100,0  100,5 99,7 100,8 99,3 100,1  100,2
Wiederfindungsrate | % |
Lot #1 993 981 97,7 990 1002 985 978 986
Lot #2 956 983 989 985 937 986 989 983
Lot #3 99,3 98,1 98,1 98,6 95,4 98,6 98,8 98,6
Lot #4 93,8 98,2 97,8 98,9 95,4 98,1 98,9 98,3
Lot #5 956 973 983 986 97,1 989 986 986
Lot #6 98,1 968 978 992 967 985 995 990
Mittelwert 969 978 981 988 964 986 987 986

201



A. Anhang

Tabelle A.3.: Validierung des Matrixeffekts und der Wiederfindungsrate der Methode zur Quanti-
fizierung niedriger Plasmakonzentrationen von Doxapram und Ketodoxapram im Lithium-Heparin-
Plasma von Schweinen. Der mit dem IS normalisierte Matrixeffekt und die Wiederfindungsrate
wurden in sechs verschiedenen Chargen von Leermatrix und bei allen vier QC-Konzentrationen
bestimmt. Alle Werte waren innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen von £15 %.

IS: interner Standard; QC: Qualitdtskontrolle.

Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2022).

Niedrige Plasmakon- Doxapram Ketodoxapram

zentrationen QCA QCB QCC QCD QCA QCB QCC QCD
Nominalwert [ pg/mL ] 30 150 1500 7500 30 150 1500 7500

Matrixeffekt [ % |

Lot #1 113,4 101,8 1004 99,7 97,6 99,0 98,3 98,3
Lot #2 1129 1044 1004 992 996 999 981 987
Lot #3 105,5 100,7 100,7 99,2 99,1 99,2 98,5 99,0
Lot #4 1065 101,3 100,3 992 993 990 984 987
Lot #5 111,0 103,5 99,6 99,9 98,9 98,6 98,4 98,6
Lot #6 113,4 101,3 101,0 98,9 99,7 99,2 98,9 99,2
Mittelwert 1104 102,1 100,4 99,4 98,9 99,2 98,4 98,7
Wiederfindungsrate [ % |
Lot #1 954 986 97,5 988 986 996 983  99.8
Lot #2 958 96,1 97,6 994 966 987 986 994
Lot #3 102,6 99,6 97,3 99,3 97,2 99,5 98,2 99,0
Lot #4 101,7 99,0 97,6 99,3 97,0 99,6 98,2 99,4
Lot #5 975 969 983 986 97,3 100,01 983 995
Lot #6 951 990 969 996 97,2 995 977 989
Mittelwert 980 983 975 992 973 995 982  99.3
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Tabelle A.4.: Validierung des Matrixeffekts und der Wiederfindungsrate der Methode zur
Quantifizierung von Doxapram und Ketodoxapram im Gehirngewebe von Schweinen. Der mit
dem IS normalisierte Matrixeffekt und die Wiederfindungsrate wurden in sechs verschiedenen
Chargen von Leermatrix und bei allen vier QC-Konzentrationen bestimmt. Alle Werte waren
innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen von +15 %.

IS: interner Standard; QC: Qualitdtskontrolle.

Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2022).

Doxapram Ketodoxapram

QCA QCB QCC QCD QCA QCB QCC QCD
Nominalwert [ pg/Probe] 15 15 150 1500 1,5 15 150 1500

Matrixeffekt [ % ]

Gehirngewebe

Lot #1 107,8 98,6 1004 100,6 100,0 101,9 1034 102,7
Lot #2 1078 1004 99,1 997 1141 1025 1028 102,7
Lot #3 1032 101,1 1004 993 1141 1030 1030 1025
Lot #4 109,1 990 995 101,5 101,3 1043 1018 1016
Lot #5 1104 1003 996 998 110,3 100,6 101,0 1002
Lot #6 109,1 101,5 101,0 100,7 107,7 100,6 100,1 101,9
Mittelwert 108,1 100,2 100,0 100,3 107,99 102,1 102,0 102,0
Wiederfindungsrate | % |
Lot #1 91,6 1030 100,6 98,2 1000 986 991 98,6
Lot #2 91,6 101,2 101,9 991 87,6 980 997 98,6
Lot #3 95,6 100,5 100,6 99,5 87,6 97,5 99,5 98,8
Lot #4 90,56 102,6 101,56 973 98,7 96,4 100,7 99,6
Lot #5 894 101,3 1014 990 907 999 101,6 101,1
Lot #6 90,5 100,1 100,0 981 929 996 1024 994
Mittelwert 91,0 1014 101,0 985 927 984 1005 99,3
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Tabelle A.5.: Validierung der Prézision und Richtigkeit der Methode zur Quantifizierung hoher
Plasmakonzentrationen von Doxapram und Ketodoxapram im Lithium-Heparin-Plasma von
Schweinen. Die Prézision und Richtigkeit wurden innerhalb jeder einzelnen Messreihe und im
Vergleich dreier verschiedener Messreihen zueinander sechsfach fiir alle vier QC-Konzentrationen
sowie der LLOQ bestimmt. Alle Werte waren innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen von £15 %.
LLOQ: untere Quantifizierungsgrenze; QC: Qualitatskontrolle.
Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2022).

Hohe Plasmakonzen-

Doxapram

Ketodoxapram

trationen LLOQ QCAQCBQCCQCDLLOQ QCAQCBQCCQCD

Nominalwert [ ng/mL ] 1 3 15 150 1500 1 3 15 150 1500

Innerhalb der Messreihen

1 Mittelwert [ ng/mL | 1,0 2,7 14,0 1452 1447 1,1 3,2 15,7 160,5 1555
Richtigkeit [ % ] 99,8 90,3 93,1 96,8 96,5 107,4 1050 104,6 107,0 103,6
Prézision [ % | 7,9 33 40 09 09 3,6 35 28 07 1,1
Korrelationskoeffizient 0,999 0,999

2 Mittelwert [ ng/mL | 1,0 2,8 13,9 1442 1435 1,0 3,1 15,6 159,2 1566
Richtigkeit [ % ] 104,3 93,3 929 96,1 957 103,1 102,3 104,0 106,1 1044
Prézision [ % | 5,4 33 10 1,1 1,1 7,6 38 06 06 09
Korrelationskoeffizient 0,999 0,999

3 Mittelwert [ng/mL] 1,1 2,8 14,0 1421 1431 11 3,1 156 1583 1562
Richtigkeit [ % ] 107,7 91,9 934 94,7 954 108,1 103,9 103,7 105,5 104,1
Prézision | % | 4,0 28 29 23 3,0 6,4 42 21 1,5 3,1
Korrelationskoeflizient 0,999 0,999

Vergleich zwischen Messreihen
Mittelwert [ ng/mL ] 1,0 2,8 14,0 143,8 1438 1,1 3,1 15,6 159,3 1561
Richtigkeit [ % ] 103,7 91,8 93,1 959 958 106,1 103,7 104,1 106,2 104,0
Prézision [ % | 6,5 33 27 17 19 6,0 38 20 11 19
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Tabelle A.6.: Validierung der Préizision und Richtigkeit der Methode zur Quantifizierung
niedriger Plasmakonzentrationen von Doxapram und Ketodoxapram im Lithium-Heparin-Plasma
von Schweinen. Die Préizision und Richtigkeit wurden innerhalb jeder einzelnen Messreihe und im
Vergleich dreier verschiedener Messreihen zueinander sechsfach fiir alle vier QC-Konzentrationen
sowie der LLOQ bestimmt. Alle Werte waren innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen von +15 %.
LLOQ: untere Quantifizierungsgrenze; QC: Qualitdtskontrolle.
Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2022).

Niedrige Plasmakon-

Doxapram

Ketodoxapram

zentrationen LLOQ QCAQCBQCCQCDLLOQ QCAQCBQCCQCD

Nominalwert | pg/mL ] 10 30 150 1500 7500 10 30 150 1500 7500

Innerhalb der Messreihen

1 Mittelwert [ pg/mL ] 10,7 284 143 1437 7157 10,6 31,6 158 1580 7864
Richtigkeit [ % ] 106,8 94,8 95,2 958 954 106,4 1052 105,5 105,3 104,9
Prézision [ % | 3,6 55 09 13 04 4,3 1,0 14 09 07
Korrelationskoeffizient 0,999 0,999

2 Mittelwert [ pg/mL] 10,0 27,0 142 1419 6939 10,6 31,7 157 1568 7712
Richtigkeit [ % ] 99,5 90,0 94,5 94,6 92,5 1058 1058 104,6 104,6 102,8
Prézision | % | 2,4 25 05 15 1,0 3,4 22 15 16 09
Korrelationskoeffizient 0,999 0,999

3 Mittelwert [ pg/mL] 10,6 27,5 142 1442 7192 10,1 31,1 158 1589 7802
Richtigkeit [ % ] 106,1 91,5 94,5 96,1 959 100,6 103,6 105,55 105,9 104,0
Prézision | % | 6,4 30 18 0,7 26 3,8 1,7 06 08 48
Korrelationskoeffizient 0,999 0,999

Vergleich zwischen Messreihen
Mittelwert [ pg/mL | 10,4 27,6 142 1433 7096 10,5 31,5 158 1579 7793
Richtigkeit [ % ] 104,0 91,9 94,7 955 94,6 104,5 104,9 1052 105,3 103,9
Prézision | % | 5,3 42 12 1,3 23 4,4 .8 1,2 12 28
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Tabelle A.7.: Validierung der Prézision und Richtigkeit der Methode zur Quantifizierung von
Doxapram und Ketodoxapram im Gehirngewebe von Schweinen. Die Prézision und Richtigkeit
wurden innerhalb jeder einzelnen Messreihe und im Vergleich dreier verschiedener Messreihen
zueinander sechsfach fiir alle vier QC-Konzentrationen sowie der LLOQ bestimmt. Alle Werte
waren innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen von +15 %.

LLOQ: untere Quantifizierungsgrenze; QC: Qualitatskontrolle.

Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2022).

Doxapram Ketodoxapram

LLOQ QC A QC B QC C QC D LLOQ QC A QC B QC C QC D
Nominalwert [ pg/Probe] 1 1,5 15 150 1500 1 15 15 150 1500

Gehirngewebe

Innerhalb der Messreihen
1 Mittelwert [ pg/Probe | 1,0 1,4 14,1 148 1496 1,1 1,6 16,3 163 1652

Richtigkeit [ % | 96,4 93,8 93,7 98,6 99,7 107,5 105,8 108,4 108,7 110,1
Prézision [ % | 56 32 39 12 18 47 22 13 07 09
Korrelationskoeffizient 0,998 0,998

2 Mittelwert [ pg/Probe] 1,0 1,6 14,5 149 1473 1,0 1,6 157 155 1649
Richtigkeit [ % | 101,6 106,6 96,7 99,1 98,2 98,8 1055 104,8 110,7 109,9
Prézision | % | 76 37 19 09 09 84 39 13 10 0,8
Korrelationskoeffizient 0,999 0,999

3 Mittelwert [ pg/Probe] 1,0 1,5 152 152 1544 10 14 158 161 1603
Richtigkeit [ % | 101,6 99,6 101,4 101,5 102,9 98,1 953 1054 107,2 106,9
Prézision | % ] 60 80 24 22 08 83 63 29 1,7 22
Korrelationskoeffizient 0,999 0,999

Vergleich zwischen Messreihen
Mittelwert [ pg/Probe] 1,0 1,56 146 150 1504 1,0 1,5 159 163 1635
Richtigkeit [ % ] 99,8 100,0 97,3 99,7 100,3 101,6 102,6 106,2 108,9 109,0
Prézision | % ] 66 74 43 20 23 80 62 24 1,8 19
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Tabelle A.8.: Uberpriifung der Stabilititsparameter der Methode zur Quantifizierung hoher
Plasmakonzentrationen von Doxapram und Ketodoxapram im Lithium-Heparin-Plasma von
Schweinen. Die Préazision und Richtigkeit wurden nach drei Einfrier- und Auftauzirkeln, nach
iiber Nacht Lagerung im Autosampler bei 15 °C und nach Lagerung bei —20°C fiir 16 d sowie
bei Raumtemperatur fiir 24 h bestimmt. Die Messungen erfolgten in Tripletten fiir alle vier-QC-

Konzentrationen. Alle Werte waren innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen von +15 %.

QC: Qualitatskontrolle.

Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2022).

Hohe Plasmakonzen- Doxapram Ketodoxapram
trationen QCA QCB QCC QCD QCA QCB QCC QCD
Nominalwert [ ng/mL ] 3 15 150 1500 3 15 150 1500
Einfrier- und Auftauzirkel
Mittelwert [ ng/mL | 2,8 14,0  143,2 1421 3,1 15,7 158,5 1546
Richtigkeit [ % ] 92,9 93,2 95,5 94,8 101,7 1044 105,6 103,1
Prézision [ % | 1,9 0,6 0,7 1,0 2,3 1,4 0,5 0,5
Lagerung im Probenzufuhrsystem
Mittelwert [ ng/mL | 2,8 13,1  141,1 1410 3,1 15,3  157,3 1538
Richtigkeit [ % ] 93,1 91,1 94,1 94,0 103,3 101,9 104,8 102,5
Prézision | % | 1,6 5,6 0,6 0,6 5,3 4,8 0,6 0,9
Lagerung bei —20°C
Mittelwert [ ng/mL ] 2,8 14,3 146,1 1421 31 161 160,2 1534
Richtigkeit [ % ] 94,1 95,1 97,4 94,7 103,7 107,3 106,8 102,2
Prézision [ % | 3,3 2,8 1,6 0,6 2,3 2,6 0,9 0,8
Lagerung bei Raumtemperatur
Mittelwert [ ng/mL ] 2,9 14,2 1454 1447 3,1 15,9 162,3 1562
Richtigkeit [ % ] 96,1 94,7 96,9 96,5 104,2 105,9 108,2 104,2
Prézision [ % | 1,1 6,2 0,9 2,3 0,6 2,0 1,5 1,8
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Tabelle A.9.: Uberpriifung der Stabilititsparameter der Methode zur Quantifizierung niedriger
Plasmakonzentrationen von Doxapram und Ketodoxapram im Lithium-Heparin-Plasma von
Schweinen. Die Préazision und Richtigkeit wurden nach drei Einfrier- und Auftauzirkeln, nach
iiber Nacht Lagerung im Autosampler bei 15°C und nach Lagerung bei —20°C fiir 16 d sowie
bei Raumtemperatur fiir 24h bestimmt. Die Messungen erfolgten in Tripletten fiir alle vier
QC-Konzentrationen. Alle Werte waren innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen von +15 %.

QC: Qualitatskontrolle.
Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2022).

Niedrige Plasmakon- Doxapram Ketodoxapram
zentrationen QCA QCB QCC QCD QCA QCB QCC QCD

Nominalwert [ pg/mL ] 30 150 1500 7500 30 150 1500 7500
Einfrier- und Auftauzirkel

Mittelwert [ pg/mL ] 27,2 140,2 1446 7092 31,1 156,0 1581 7775

Richtigkeit [ % ] 90,8 93,4 96,4 94,6  103,7 104,0 1054 103,7

Prézision [ % ] 7,7 1,3 1,0 1,5 1,7 1,0 0,4 1,9
Lagerung im Probenzufuhrsystem

Mittelwert [ pg/mL ] 26,7 138,9 1414 6997 32,7 157,3 1568 7868

Richtigkeit [ % ] 89,0 92,6 94,3 93,3 109,1 104,9 104,6 104,9

Prézision [ % ] 3,6 14 1,0 0,9 2,0 0,7 0,9 0,4
Lagerung bei —20°C

Mittelwert [ pg/mL ] 26,7 142,9 1425 7123 31,1 161,0 1580 7769

Richtigkeit [ % ] 89,1 95,3 95,0 95,0 103,6 107,3 105,3 103,6

Prézision [ % | 1,6 1,2 2,6 0,2 0,4 0,6 1,9 0,9
Lagerung bei Raumtemperatur

Mittelwert [ pg/mL] 27,1 1423 1432 7088 30,8 157,1 1566 7736

Richtigkeit [ % ] 90,3 94,8 95,4 94,5 102,7 104,7 1044 103,2

Prézision [ % | 3,0 1,8 1,0 0,5 1,3 0,5 1,2 0,8
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Tabelle A.10.: Uberpriifung der Stabilititsparameter der Methode zur Quantifizierung von
Doxapram und Ketodoxapram im Gehirngewebe von Schweinen. Die Prézision und Richtigkeit
wurden nach drei Einfrier- und Auftauzirkeln sowie nach iiber Nacht Lagerung im Autosampler
bei 15 °C bestimmt. Die Messungen erfolgten in Tripletten fiir alle vier QC-Konzentrationen. Alle
Werte waren innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen von +15 %.

QC: Qualitatskontrolle.
Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2022).

Doxapram Ketodoxapram
Gehirngewebe
QCA QCB QCC QCD QCA QCB QCC QCD

Nominalwert [ pg/Probe] 1,5 15 150 1500 1,5 15 150 1500
Einfrier- und Auftauzirkel

Mittelwert [ pg/Probe] 14 14,1 146,7 1522 1,7 16,6 167,8 1687

Richtigkeit [ % ] 91,2 939 978 101,5 1109 1106 111,9 1125

Prézision [ % | 24 39 27 24 23 09 21 10
Lagerung im Probenzufuhrsystem

Mittelwert [ pg/Probe| 1,5 14,7 151,56 1511 14 16,0 158,8 1544

Richtigkeit [ % ] 98,9 98,2 101,0 100,7 94,3 106,6 1549 102,9

Prézision | % | 44 2,5 04 0,9 4,3 4,7 14 1,0
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Tabelle A.11.: Erneute Vermessung eines Teils der Plasmaproben der Schweine mit hohen
Konzentration an Doxapram bzw. Ketodoxapram zur Bestimmung der Abweichung. Hierfiir
mussten mindestens 10 % der urspriinglich vermessenen Proben erneut quantifiziert werden.
Von den 28 getesteten Proben waren 27 (96,4 %) der Doxapram- sowie Ketodoxapram-Proben
innerhalb der geforderten Grenzen von +20 %.

Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2022).

Doxapram Ketodoxapram

Hohe Plasmakonzen-
Reanalyse Original Abweichung Reanalyse Original Abweichung

trationen

[ng/mL] [ng/mL] [%]  [ng/mL] [ng/mL] [%]
A250DP154A04P 2032 2149 5,6 18,7 20,9 11,1
A250DP154A05P 1426 1423 -0,2 25,8 25,9 0,4
A250DP154A06P 1095 1088 —-0,6 30,1 30,7 2,2
A250DP154A07P 858 893 4,0 30,1 31,2 3,4
A250DP154A08P 610 619 1,5 30,5 30,9 1,4
A250DP154A09P 408 413 1,4 29,2 31,2 6,8
A250DP154A10P 310 321 3,3 30,1 30,5 1,6
A250DP154A11P 130 129 -1,1 27,6 27,5 -0,2
A250DP154A12P 59,8 61,8 3,3 21,9 21,9 -0,2
A250DP154A13P 33,8 34,9 3,2 17,3 17,4 0,8
A250DP154A14P 19,1 19,0 -0,7 13,1 13,1 -0,1
A250DP154A15P 10,5 11,0 4,1 9,39 9,42 0,3
A250DP154A16P 6,94 7,04 1,4 7,22 7,29 0,9
A250DP156A04P 1648 1702 3,2 29,2 30,0 2,6
A250DP156A05P 1013 1343 28,0 26,0 33,3 24,8
A250DP156 A06P 1026 1052 2,5 33,9 34,3 1,2
A250DP156A07P 935 1003 7,0 33,7 36,3 7,5
A250DP156A08P 684 784 13,6 32,8 38,7 16,6
A250DP156A09P 508 578 12,9 35,1 39,5 11,8
A250DP156A10P 363 402 10,2 34,0 38,5 12,3
A250DP156A11P 164 172 4,7 29,0 29,9 3,0
A250DP156A12P 84,8 89,9 5,8 23,2 25,7 10,2
A250DP156A13P 46,2 50,3 8,4 19,1 20,6 7,8
A250DP156A14P 29,3 30,9 5,1 14,7 15,3 40
A250DP156A15P 17,8 19,1 7,1 10,6 114 7,0
A250DP156A16P 12,2 13,7 11,6 8,17 8,73 6,6
A250DP156A17P 11,6 12,7 9,7 5,89 6,50 9,9
A250DP156A18P 9,00 10,1 11,2 4,29 4,73 9,7
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Tabelle A.12.: Erneute Vermessung eines Teils der Plasmaproben von Schweinen mit niedrigen
Konzentration an Doxapram bzw. Ketodoxapram zur Bestimmung der Abweichung. Hierfiir
mussten mindestens 10 % der urspriinglich vermessenen Proben erneut quantifiziert werden. Von
den 14 getesteten Proben waren 12 (85,7 %) der Doxapram-Proben innerhalb der geforderten
Grenzen von +20 %. Nach dem Ausschluss einer Doxapram-Probe die aufierhalb des kalibrierten
Bereichs lag, waren 92,3 % der Proben innerhalb der Grenzen. Alle 14 Ketodoxapram-Proben
waren innerhalb der Grenzen.

Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2022).

Doxapram Ketodoxapram

Niedrige Plasmakon-
Reanalyse Original Abweichung Reanalyse Original Abweichung

zentrationen

[pg/mL] [pg/mL]  [%] [pg/mL] [pg/mL]  [%]
A250DP154A19P 192 193 0,2 86,7 83,7 -3,6
A250DP154A41P 24 608 6830 —113,1 471 473 0,4
A250DP154A48P 640 644 0,6 365 342 —6,6
A250DP155A19P 345 340 -1,6 99,9 94,5 —55
A250DP155A20P 1243 1157 -7,2 217 195 —10,5
A250DP155A38P 260 273 5,0 174 178 2,0
A250DP155A39P 2776 2763 -0,5 224 211 —6,0
A250DP155A40P 8242 8872 7,4 313 340 8,4
A250DP155A57P 6036 5560 —8,2 309 283 —8,8
A250DP155A75P 102 111 8,0 271 225 —18,7
A250DP156A23P 407 437 7,2 118 106 —10,7
A250DP156A24P 8436 8029 —-49 87,2 79,7 9,0
A250DP156A42P 9978 9128 —8,9 59,1 52,6 —11,6
A250DP156A60P 159 254 46,0 55,8 58,3 4,3

Tabelle A.13.: Erneute Vermessung eines Teils der Gehirnproben der Schweine mit anschlie-
Bendem Vergleich der Konzentrationen an Doxapram und Ketodoxapram zur Bestimmung der
Abweichung. Hierfiir mussten mindestens 10 % der urspriinglich vermessenen Proben ein weiteres
Mal quantifiziert werden. Von den zwei getesteten Proben waren alle innerhalb der geforderten
Grenzen von 20 % fiir Doxapram und Ketodoxapram.

Tabelle modifiziert nach Kraft et al. (2022).

Doxapram Ketodoxapram
Gehirngewebe Reanalyse Original Abweichung Reanalyse Original Abweichung
[pg/g] [pg/g] [%] [pe/g] [pg/g] [% ]
P154A1 11580 10310 11,7 622 712 —13,6
P154B1 15860 17100 -7,5 625 688 -9,5
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Tabelle A.14.: Validierung des Matrixeffekts und der Wiederfindungsrate der Methode zur Quan-
tifizierung von Doxapram und Ketodoxapram im Lithium-Heparin-Plasma von Menschen. Der
mit dem IS normalisierte Matrixeffekt und die Wiederfindungsrate wurden in sechs verschiedenen
Chargen von Leermatrix und bei allen vier QC-Konzentrationen bestimmt. Zusétzlich wurden
der Matrixeffekt und die Wiederfindungsrate in hdmolytischen und lipdmischen Humanplasma
bestimmt. Alle Werte waren innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen von +15 %.
IS: interner Standard; QC: Qualitdtskontrolle

Doxapram Ketodoxapram
Humanplasma
QCA QCB QCC QCD QCA QCB QCC QCD
Nominalwert [ ng/mL ] 3 15 150 1500 3 15 150 1500
Matrixeffekt [ % |
Lot #1 102,0 99,3 100,1 99,9 98,5 98,3 98,5 98,0
Lot #2 100,3 99,0 993 994 1002 995 986 988
Lot #3 100,7 99,1 1000 100,0 993 991 986 98,1
Lot #4 103,1 993 991 992 994 989 981 985
Lot #5 100,3 1003 1005 99.8 101,1 995 983 986
Lot #6 100,7 99,8 99,9 99,9 101,3 98,9 98,2 97,5
Mittelwert 10,2 99,5 99,8 99,7 100,0 99,1 98,4 98,3
Himolytisch 102,7 99,0 100,6 100,5 991 99,7 988 988
Lipémisch 10,0 1001 998 995 996 1001 988 97,9
Wiederfindungsrate | % |
Lot #1 104,3 101,6 100,3 99,7 100,6 99,1 99,9  100,7
Lot #2 106,10 101,9 101,1 100,3 98,9 97,9 99,8 99,9
Lot #3 1057 101,8 1004 996 998 983 998  100,6
Lot #4 103,3 101,6 101,3 1005 996 985 1003 1001
Lot #5 106,1 100,6 99,9 99,8 98,0 97,9 100,1  100,1
Lot #6 105,7 101,1 100,4 99,8 97,8 98,5 100,2 100,1
Mittelwert 105,2 101,4 100,6 99,9 99,1 98,4 100,0 100,4
Himolytisch 103,6 101,9 998 991 1000 97,7 996  99.9
Lipémisch 1054 1008 1006 100,2 994 97.3 996 1008
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Tabelle A.15.: Validierung der Prézision und Richtigkeit der Methode zur Quantifizierung von
Doxapram und Ketodoxapram im Lithium-Heparin-Plasma von Menschen. Die Préazision und
Richtigkeit wurden innerhalb jeder einzelnen Messreihe und im Vergleich dreier verschiedener
Messreihen zueinander sechsfach fiir alle vier QC-Konzentrationen sowie der LLOQ bestimmt.
Alle Werte waren innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen von +15 %.

LLOQ: untere Quantifizierungsgrenze; QC: Qualitdtskontrolle

Doxapram Ketodoxapram
Humanplasma
LLOQ QCAQCB QCC QCDLLOQ QCAQCB QCCQCD
Nominalwert [ ng/mL ] 1 3 15 150 1500 1 3 15 150 1500

Innerhalb der Messreihen
1 Mittelwert [ ng/mL ] 1,0 3,0 15,0 149,8 1494 1,0 3,1 15,7 161,0 1619

Richtigkeit [ % ] 101,3 100,9 100,0 99,9 99,6 103,1 104,7 107,3 107,9 100,1
Prézision | % | 4,0 61 13 13 14 4,1 36 15 12 14
Korrelationskoeffizient 0,999 0,999

2 Mittelwert [ ng/mL | 1,0 3,0 148 150,1 1515 1,0 2,9 15,6 162,3 1627
Richtigkeit [ % ] 102,9 99,5 98,7 100,1 101,0 98,2 96,0 104,2 108,2 108,5
Prézision | % | 58 44 22 14 0,6 4,2 37 1,7 09 11
Korrelationskoeflizient 0,999 0,996

3 Mittelwert [ ng/mL | 1,0 2,8 14,8 152,6 1557 1,1 3,3 16,0 160,8 1628
Richtigkeit [ % ] 96,9 93,8 985 101,8 103,8 1050 108,3 106,3 107,2 108,6
Prézision | % | 8,0 38 21 13 13 4,6 06 20 07 13
Korrelationskoeffizient 0,998 0,997

Vergleich zwischen Messreihen
Mittelwert [ ng/mL | 1,0 29 149 1508 1522 10 3,1 158 1614 1625
Richtigkeit [ % ] 100,6 98,0 99,1 100,6 101,5 100,8 102,1 105,0 107,6 108,3
Prézision [ % | 6,1 56 1,9 15 21 5,0 58 1,9 1,0 1,2
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Tabelle A.16.: Uberpriifung der Stabilititsparameter der Methode zur Quantifizierung von
Doxapram und Ketodoxapram im Lithium-Heparin-Plasma von Menschen. Die Préazision und
Richtigkeit wurden nach drei Einfrier- und Auftauzirkeln, nach iiber Nacht Lagerung im Auto-
sampler bei 15°C und nach Lagerung bei —20 °C fiir 28 d sowie bei Raumtemperatur fiir 24 h
bestimmt. Die Messungen erfolgten in Tripletten fiir alle vier QC-Konzentrationen. Alle Werte
waren innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen von +15 %.

QC: Qualitatskontrolle

Doxapram Ketodoxapram
Humanplasma
QCA QCB QCC QCD QCA QCB QCC QCD
Nominalwert [ ng/mL ] 3 15 150 1500 3 15 150 1500

Einfrier- und Auftauzirkel
Mittelwert [ ng/mL | 2,8 15,0  145,9 1497 2,9 16,2  167,1 1642
Richtigkeit [ % ] 96,1 98,3 97,9 100,1 96,0 108,1 1114 109,5
Prézision [ % ] 44 1,8 0,6 0,5 1,4 2,1 0,4 0,7
Lagerung im Probenzufuhrsystem
Mittelwert [ ng/mL ] 3,2 150 150,5 1481 2,8 15,5 160,2 1586
Richtigkeit [ % ] 108,1 100,0 100,3 98,7 92,7 103,2 106,8 105,7
Prézision [ % | 3,7 24 1,1 0,9 3,6 2,3 1,9 1,0
Lagerung bei —20°C
Mittelwert [ ng/mL ] 2,9 149  149,3 1511 3,2 15,9 160,7 1646
Richtigkeit [ % ] 97,8 99,0 99,5 100,7 106,7 105,7 107,1 109,7
Prézision [ % | 1,7 2,1 2,5 1,0 2,0 1,7 0,8 1,2
Lagerung bei Raumtemperatur
Mittelwert [ ng/mL | 2,9 14,9 156,3 1569 3,3 16,4 163,3 1637
Richtigkeit [ % ] 95,4 99,3 104,2 104,6 109,2 109,1 108,9 109,2
Prézision [ % ] 5,4 1,7 0,4 0,5 2,6 0,6 0,6 1,5

Tabelle A.17.: Erneute Vermessung humaner Plasmaproben zum Vergleich des Einflusses von
Citrat- und Lithium-Heparin-Plasma auf die Quantifizierung von Doxapram bzw. Ketodoxapram.
Um den Einfluss der Leermatrix zu testen, wurden ein Teil der Proben die urspriinglich mit
Kalibratoren, die in Citrat-Plasma angesetzt waren, vermessen wurden (Original), noch einmal mit
Kalibration, die in Lithium-Heparin-Plasma angesetzt wurden, vermessen (Reanalyse). Von den 42
getesteten Proben waren 41 (97,6 %) der Doxapram- sowie 38 (90,5 %) der Ketodoxapram-Proben
innerhalb der geforderten Grenzen von +20 %.

Doxapram Ketodoxapram
Humanplasma Reanalyse Original Abweichung Reanalyse Original Abweichung

[ng/mL] [ng/mL] [%]  [ng/mL] [ng/mL] [%]
K620DP101A01P 0 0 0,0 0 0 0,0
K620DP101A02P 1256 1232 -1,9 <1 6,9 N/A
K620DP101A03P 1014 1016 0,2 13,1 13,2 1,0
K620DP101A04P 865 869 0,4 31,7 31,2 -15
K620DP101A05P 752 762 1,3 43,0 44,0 2,2
K620DP101A06P 1644 1644 0,0 56,3 58,5 43
K620DP101A07P 1313 1336 1,8 95,8 98,8 3,0
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Tabelle A.17.: (fortgefiihrt)

Doxapram Ketodoxapram
Humanplasma Reanalyse Original Abweichung Reanalyse Original Abweichung

[ng/mL] [ng/mL] [%] [ng/mL] [ng/mL] [%]
K620DP101A08P 712 735 3,1 148 156 4,7
K620DP101A09P 425 421 -0,9 199 201 0,9
K620DP101A10P 323 306 —5,6 231 220 -5,1
K620DP101A11P 220 240 8,5 197 218 10,5
K620DP101A12P 190 191 0,4 198 200 1,1
K620DP101A13P 166 165 -0,3 188 190 11
K620DP101A14P 45,1 45,8 1,5 60,9 62,1 2,0
K620DP112A01P 0 0 0,0 0 0 0,0
K620DP112A02P 1691 1577 -7,0 2,2 1,8 —22,2
K620DP112A03P 1378 1290 —6,6 30,5 27,3 -11,0
K620DP112A04P 1209 1153 —48 69,4 63,5 -89
K620DP112A05P 1151 1039 —10,2 114 98,1 —15,0
K620DP112A06P 1597 1250 —24.4 147 120 —20,1
K620DP112A07P 1911 1822 —4.8 190 185 -2,8
K620DP112A08P 1333 1275 —4.4 283 268 -5,3
K620DP112A09P 623 600 -39 352 335 -5,1
K620DP112A10P 422 405 —4,1 346 322 -7,1
K620DP112A11P 323 348 7,4 202 306 0,9
K620DP112A12P 275 272 -1,1 284 267 —6,2
K620DP112A13P 216 228 5,3 234 230 -1,5
K620DP112A14P 40,7 38,7 -5,0 40,4 37,6 -7,2
K620DP116A01P 0 0 0,0 0 0 0,0
K620DP116A02P 3088 3119 1,0 4,5 3,3 -31,7
K620DP116A03P 2348 2244 —4,5 42,0 38,9 =77
K620DP116A04P 1868 1826 -2,3 114 105 -8,5
K620DP116A05P 1707 1655 -3,1 166 163 -1,8
K620DP116A06P 2864 2772 -3,3 242 250 3,5
K620DP116A07P 3086 2892 —6,5 323 338 4,3
K620DP116A08P 1960 1934 -1,3 430 450 44
K620DP116A09P 1449 1433 -1,1 500 488 —-24
K620DP116A10P 1113 1027 -8,0 544 486 -11,3
K620DP116A11P 918 907 -1,2 563 547 -29
K620DP116A12P 768 713 -7,3 526 482 —8,7
K620DP116A13P 647 637 -15 483 477 -13
K620DP116A14P 87,2 83,8 —4,0 92,2 88,2 —4,5
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Tabelle A.18.: Vermessung der vier QC-Konzentrationen in humanem Citrat-Plasma mit
Kalibratoren in humanem Citrat-, Lithium-Heparin- und EDTA-Plasma, sowie humanem Vollblut
und Lithium-Heparin-Plasma vom Schwein. Die Prazision und Richtigkeit wurden fiir Tripletten
aller vier QC-Konzentrationen bestimmt. Alle Werte waren innerhalb der vorgeschriebenen

Grenzen von £15 %.
QC: Qualitatskontrolle

Humanes Citrat- Doxapram Ketodoxapram
Plasma QCA QCB QCC QCD QCA QCB QCC QCD

Nominalwert [ ng/mL ] 3 15 150 1500 3 15 150 1500
Citrat-Plasma Human

Mittelwert [ ng/mL ] 3,0 15,0 151,6 1499 3,2 16,1 1646 1613

Richtigkeit [ % ] 98,2 100,01 101,1 100,0 107,8 107,6 109,7 107,6

Prazision [ % | 2,3 2,0 0,9 1,2 6,2 0,8 1,9 1,7
Lithium-Heparin-Plasma Human

Mittelwert [ ng/mL ] 2,9 14,9 1514 1498 3,1 16,0 1642 1610

Richtigkeit [ % ] 96,1 99,5 100,9 99,8 104,0 106,6 109,4 107,3

Prézision [ % | 24 2,0 0,9 1,2 6,5 0,8 1,9 1,7
EDTA-Plasma Human

Mittelwert [ ng/mL ] 2,8 15,1  154,0 1524 3,2 16,1 165,1 1619

Richtigkeit [ % ] 93,5 100,7 102,7 101,6 1052 107,6 110,1 107,9

Prézision [ % | 2,1 2,0 0,9 1,2 8,4 0,8 1,9 1,7
Vollblut Human

Mittelwert [ ng/mL | 2,9 15,3 1549 1532 3,1 16,1 1654 1622

Richtigkeit [ % ] 97,8 102,0 103,3 102,2 104,3 107,6 110,3 108,1

Prézision [ % ] 2,0 2,0 0,9 1,2 8,5 0,8 1,9 1,7
Lithium-Heparin-Plasma Schwein

Mittelwert [ ng/mL ] 2,8 15,2  156,0 1544 3,2 16,4 168,6 1653

Richtigkeit [ % ] 91,5 101,4 104,0 103,0 1059 109,6 1124 110,2

Prézision [ % | 2,1 2,0 0,9 1,2 8,5 0,8 1,9 1,7
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Tabelle A.19.: Vermessung der vier QC-Konzentrationen in humanem Lithium-Heparin-Plasma
mit Kalibratoren in humanem Citrat-, Lithium-Heparin- und EDTA-Plasma, sowie humanem
Vollblut und Lithium-Heparin-Plasma vom Schwein. Die Prézision und Richtigkeit wurden fiir
Tripletten aller vier QC-Konzentrationen bestimmt. Alle Werte waren innerhalb der vorgeschrie-
benen Grenzen von +15 %.

QC: Qualitatskontrolle

Humanes Lithium- Doxapram Ketodoxapram
Heparin-Plasma QCA QCB QCC QCD QCA QCB QCC QCD
Nominalwert [ ng/mL ] 3 15 150 1500 3 15 150 1500

Citrat-Plasma Human
Mittelwert [ ng/mL ] 3,1 15,0 150,8 1514 3,3 16,1 163,7 1627
Richtigkeit [ % ] 101,8 100,83 100,5 100,9 109,1 107,1 109,1 108,5
Prézision [ % | 1,9 1,9 1,2 0,5 3,9 0,3 24 1,1
Lithium-Heparin-Plasma Human
Mittelwert [ ng/mL ] 3,0 15,0 150,565 1512 3,2 15,9 163,3 1624
Richtigkeit [ % ] 99,7 99,7 1004 100,8 105,3 106,2 108,9 108,3
Prézision [ % | 1,9 1,9 1,2 0,5 4,1 0,3 24 1,1
EDTA-Plasma Human
Mittelwert [ ng/mL | 3,0 15,1 153,1 1539 3,2 16,1 164,3 1633
Richtigkeit [ % ] 99,4 100,99 102,1 102,6 105,5 107,2 109,5 108,9
Prézision [ % | 0,4 1,9 1,2 0,5 14 0,3 24 1,1
Vollblut Human
Mittelwert [ ng/mL | 3,1 15,3 1541 1547 3,1 16,1 164,5 1636
Richtigkeit [ % ] 103,8 102,2 102,7 103,1 104,7 107,1 109,7 109,0
Prézision [ % | 0,3 1,9 1,2 0,5 14 0,3 24 1,1
Lithium-Heparin-Plasma Schwein
Mittelwert [ ng/mL ] 2,9 15,2  155,1 1559 3,2 16,4 167,7 1667
Richtigkeit [ % ] 97,5 101,6 1034 1039 106,3 109,10 111,8 111,1
Prézision [ % | 0,4 1,9 1,2 0,5 14 0,3 24 1,1
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Tabelle A.20.: Vermessung der vier QC-Konzentrationen in humanem EDTA-Plasma mit
Kalibratoren in humanem Citrat-, Lithium-Heparin- und EDTA-Plasma, sowie humanem Vollblut
und Lithium-Heparin-Plasma vom Schwein. Die Prazision und Richtigkeit wurden fiir Tripletten
aller vier QC-Konzentrationen bestimmt. Alle Werte waren innerhalb der vorgeschriebenen
Grenzen von +15 %.

QC: Qualitatskontrolle

Humanes EDTA- Doxapram Ketodoxapram
Plasma QCA QCB QCC QCD QCA QCB QCC QCD
Nominalwert [ ng/mL ] 3 15 150 1500 3 15 150 1500

Citrat-Plasma Human
Mittelwert [ ng/mL ] 3,0 149 150,99 1496 3,1 16,5 161,8 1632
Richtigkeit [ % ] 98,4 99,1 1006 99,8 104,8 110,2 107,8 108,8
Prazision [ % | 0,4 2,0 1,4 0,9 2,5 14 2,7 0,8
Lithium-Heparin-Plasma Human
Mittelwert [ ng/mL ] 2,9 14,8 150,6 1495 3,0 16,4 161,3 1629
Richtigkeit [ % ] 96,4 98,6 1004 99,6 101,0 109,3 107,6 108,6
Prézision [ % | 0,4 2,0 14 0,9 2,5 1,5 2,8 0,8
EDTA-Plasma Human
Mittelwert [ ng/mL ] 2,9 15,0 153,2 1521 3,1 16,5 162,3 1638
Richtigkeit [ % ] 95,0 99,7 102,1 1014 101,7 110,3 108,2 109,2
Prézision [ % | 0,4 2,0 14 0,9 2,5 1,5 2,7 0,8
Vollblut Human
Mittelwert [ ng/mL ] 3,0 15,1  154,1 1529 3,0 16,5 162,6 1641
Richtigkeit [ % ] 99,3 101,0 102,8 101,9 100,9 110,3 108,4 109,4
Prézision [ % ] 0,4 2,0 1,4 0,9 2,6 1,5 2,8 0,8
Lithium-Heparin-Plasma Schwein
Mittelwert [ ng/mL ] 2,8 15,1  155,2 1541 3,1 16,8 165,7 1672
Richtigkeit [ % ] 93,1 100,4 1034 102,8 102,4 1123 1104 1115
Prézision [ % | 0,4 2,1 1,4 0,9 2,6 1,5 2,8 0,8
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Tabelle A.21.: Vermessung der vier QC-Konzentrationen in humanem Vollblut mit Kalibratoren
in humanem Citrat-, Lithium-Heparin- und EDTA-Plasma, sowie humanem Vollblut und Lithium-
Heparin-Plasma vom Schwein. Die Prézision und Richtigkeit wurden fiir Tripletten aller vier
QC-Konzentrationen bestimmt. Alle Werte waren innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen von
+15%.

QC: Qualitatskontrolle

Doxapram Ketodoxapram
Humanes Vollblut
QCA QCB QCC QCD QCA QCB QCC QCD
Nominalwert [ ng/mL ] 3 15 150 1500 3 15 150 1500

Citrat-Plasma Human
Mittelwert [ ng/mL ] 3,0 14,7  148,5 1475 3,1 16,3 163,8 1619
Richtigkeit [ % ] 99,0 98,3 99,0 98,3 103,8 108,6 109,2 107,9
Prézision [ % | 3,0 0,4 1,8 0,8 0,5 0,8 0,9 0,9
Lithium-Heparin-Plasma Human
Mittelwert [ ng/mL ] 2,9 14,7 148,3 1473 3,0 16,2 163,4 1615
Richtigkeit [ % ] 97,0 97,8 98,9 98,2 100,1 107,7 1089 107,7
Prézision [ % | 3,1 0,4 1,8 0,8 0,5 0,8 0,9 0,9
EDTA-Plasma Human
Mittelwert [ ng/mL | 2,8 14,8 150,8 1500 3,1 16,3 164,3 1624
Richtigkeit [ % ] 94,1 98,9 1006 100,0 102,5 108,7 109,5 108,3
Prézision [ % | 2,8 0,4 1,8 0,8 0,7 0,8 0,9 0,9
Vollblut Human
Mittelwert [ ng/mL | 3,0 15,0 151,7 1508 3,1 16,3 164,6 1627
Richtigkeit [ % ] 98,5 100,1 101,2 100,5 101,7 108,7 109,7 108,5
Prézision [ % | 2,7 0,4 1,8 0,8 0,7 0,8 0,9 0,9
Lithium-Heparin-Plasma Schwein
Mittelwert [ ng/mL ] 2,8 14,9 1528 1519 3,1 16,6 167,7 1658
Richtigkeit [ % ] 92,2 99,5 101,8 101,3 103,2 110,7 111,8 110,6
Prézision [ % | 2,9 0,5 1,8 0,8 0,7 0,8 0,9 0,9
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Tabelle A.22.: Vermessung der vier QC-Konzentrationen in Lithium-Heparin-Plasma von
Schweinen mit Kalibratoren in humanem Citrat-, Lithium-Heparin- und EDTA-Plasma, sowie
humanem Vollblut und Lithium-Heparin-Plasma vom Schwein. Die Prazision und Richtigkeit
wurden fiir Tripletten aller vier QC-Konzentrationen bestimmt. Alle Werte waren innerhalb der
vorgeschriebenen Grenzen von +15 %.

QC: Qualitatskontrolle

Schweine Lithium- Doxapram Ketodoxapram

Heparin-Plasma QCA QCB QCC QCD QCA QCB QCC QCD
Nominalwert [ ng/mL ] 3 15 150 1500 3 15 150 1500
Citrat-Plasma Human

Mittelwert [ ng/mL ] 3,1 14,7  148,5 1478 3,2 16,0 1599 1608

Richtigkeit [ % ] 1034 97,7 99,0 98,5 105,8 106,7 106,6 107,2

Prazision [ % | 5,7 3,6 5,0 1,3 0,7 2,6 5,4 0,4
Lithium-Heparin-Plasma Human

Mittelwert [ ng/mL ] 3,0 14,6  148,3 1476 3,1 15,9 1595 1604

Richtigkeit [ % ] 101,3 97,2 98,9 98,4 102,1 105,7 106,3 107,0

Prézision [ % | 5,8 3,6 5,0 1,3 0,8 2,6 5,4 0,4
EDTA-Plasma Human

Mittelwert [ ng/mL ] 3,1 14,7 150,9 1502 3,2 16,0 160,5 1613

Richtigkeit [ % ] 103,3 98,3 100,6 100,1 105,1 106,7 107,0 107,6

Prézision [ % | 0,9 3,6 5,0 1,3 0,2 2,6 54 0,4
Vollblut Human

Mittelwert [ ng/mL ] 3,2 149 151,8 1510 3,1 16,0 160,7 1616

Richtigkeit [ % ] 107,7 996 101,2 100,7 104,3 106,7 107,1 107,7

Prézision [ % ] 0,9 3,6 5,0 1,3 0,2 2,6 54 0,4
Lithium-Heparin-Plasma Schwein

Mittelwert [ ng/mL ] 3,0 148 152,8 1522 3,2 16,3 161,1 1647

Richtigkeit [ % ] 1014 989 101,8 101,5 105,9 108,7 1074 109,8

Prézision [ % | 1,0 3,6 5,1 1,3 0,2 2,6 3,3 0,4

Tabelle A.23.: Erneute Vermessung eines Teils der DOCTOS-Proben zur Bestimmung der
Abweichung. Hierfiir mussten mindestens 10 % alle zuvor gemessenen Proben ein zweites Mal
vermessen werden. Von den 65 getesteten Proben waren 61 (93,8 %) der Doxapram- sowie 54
(85,7%) der Ketodoxapram-Proben innerhalb der geforderten Grenzen von +20 %.

Doxapram Ketodoxapram
Humanplasma Reanalyse Original Abweichung Reanalyse Original Abweichung

[ng/mL] [ng/mL] [%]  [ng/mL] [ng/mL] [%]
K620DP104A01P 0 0 0,0 0 0 0,0
K620DP104A02P 1237 1525 20,8 2,80 3,61 25,2
K620DP104A03P 824 944 13,6 30,6 35,2 13,9
K620DP104A04P 709 764 7,5 59,1 64,9 9,4
K620DP104A05P 462 522 12,2 65,4 68,8 5,1
K620DP104A06P 1828 2059 11,9 72,3 79,3 9,3
K620DP104A07P 989 1150 15,0 130 150 14,2
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Tabelle A.23.: (fortgefiihrt)

Doxapram Ketodoxapram
Humanplasma Reanalyse Original Abweichung Reanalyse Original Abweichung

[ng/mL] [ng/mL]  [%] [ng/mL] [ng/mL]  [%]
K620DP104A08P 553 601 8,4 173 186 7,4
K620DP104A09P 374 411 9,5 211 225 6,7
K620DP104A10P 262 310 16,7 205 237 14,4
K620DP104A11P 165 179 8,0 155 168 8,3
K620DP104A12P 126 222 55,7 129 226 54,8
K620DP104A13P 171 188 9,4 187 210 11,6
K620DP104A14P 64,8 79,8 20,8 108 132 20,5
K620DP105A01P 0 0 0,0 0 0 0,0
K620DP105A02P 804 904 11,8 <1 1,23 N/A
K620DP105A03P 610 666 8,8 21,0 23,0 9,0
K620DP105A04P 495 529 6,7 43,0 45,8 6,1
K620DP105A05P 405 455 11,6 52,5 62,1 16,8
K620DP105A06P 367 395 7,5 60,2 64,1 6,2
K620DP105A07P 288 319 10,4 63,3 70,9 11,4
K620DP105A08P 213 242 12,7 65,1 77,3 17,2
K620DP105A09P 140 155 10,0 79,1 89,2 12,0
K620DP105A10P 104 123 16,6 68,6 86,5 23,1
K620DP105A11P 85,7 105 20,5 64,1 77,9 19,4
K620DP105A12P 71,5 84,5 16,6 57,9 71,5 21,1
K620DP105A13P 64,5 76,5 17,0 53,7 61,9 14,1
K620DP105A14P 21,4 25,2 16,6 17,7 21,6 19,7
K620DP115A01P 0 0 0,0 0 0 0,0
K620DP115A02P 283 262 -7,6 <1 <1 N/A
K620DP115A03P 1134 1157 2,0 6,39 5,51 —22,3
K620DP115A04P 1087 1061 —-2,4 27,0 26,2 —-2,9
K620DP115A05P 991 1002 1,2 46,8 46,0 -1,7
K620DP115A06P 1334 1158 —-14,1 72,2 58,8 20,6
K620DP115A07P 1909 1921 0,6 127 123 -3,4
K620DP115A08P 1387 1399 0,8 240 233 -2,8
K620DP115A09P 864 845 -2,3 350 340 -2,8
K620DP115A10P 630 664 5,2 404 389 -3,8
K620DP115A11P 499 487 —2,4 438 408 -7,1
K620DP115A12P 415 414 -0,1 420 423 0,7
K620DP115A13P 314 311 -0,9 338 327 -3,3
K620DP115A14P 105 111 5,8 143 147 2,7
K620DP120A01P 0 0 0,0 0 0 0,0
K620DP120A02P 3093 2907 —6,2 1,94 1,22 —45,2
K620DP120A03P 4964 4771 —4,0 22,5 21,0 —6,8
K620DP120A04P 3657 3622 -1,0 83,0 81,0 —-2,4
K620DP120A05P 2517 2436 -3,3 151 151 0,3
K620DP120A06P 3138 2970 -5,5 248 250 0,8
K620DP120A07P 3581 3594 0,4 293 299 1,9
K620DP120A08P 2370 2411 1,7 433 478 10,0
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Tabelle A.23.: (fortgefiihrt)

Doxapram Ketodoxapram
Humanplasma Reanalyse Original Abweichung Reanalyse Original Abweichung

[ng/mL] [ng/mL]  [%] [ng/mL] [ng/mL]  [%]
K620DP120A09P 1385 1247 —-10,5 555 532 —4,2
K620DP120A10P 1013 978 -3,5 629 610 -3,1
K620DP120A11P 823 750 -9,3 629 595 —5,6
K620DP120A12P 697 651 -6,8 618 593 —4,2
K620DP120A13P 677 655 -3,3 605 607 0,4
K620DP120A14P 351 337 —4,1 386 374 -3,1
K620DP121A01P 0 0 0,0 0 0 0,0
K620DP121A02P 4330 4259 -1,7 3,90 2,45 —45,7
K620DP121A03P 4599 4785 4,0 50,6 46,9 -7,6
K620DP121A04P 3447 3411 -1,1 120 116 -3,3
K620DP121A05P 2479 2392 -3,6 212 199 —6,6
K620DP121A06P 4054 4008 -1,1 326 317 -2,8
K620DP121A07P 4118 3967 -3,7 367 379 3,3
K620DP121A08P 1119 1078 -3,7 296 322 8,4
K620DP121A09P 2333 2056 —12,6 534 561 5,0
K620DP121A10P 1079 1052 —2,6 537 541 0,7
K620DP121A11P 703 709 0,8 510 517 14
K620DP121A12P 555 504 -9,6 493 460 -6,9
K620DP121A13P 447 434 -3,0 447 441 -1,4
K620DP121A14P 126 114 -9,5 127 121 —4,7
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Tabelle A.24.: Validierung der Prézision und Richtigkeit der Methode zur Quantifizierung
von A293 im Schweineplasma. Die Prézision und Richtigkeit wurden innerhalb jeder einzelnen
Messreihe und im Vergleich dreier verschiedener Messreihen zueinander sechsfach fiir alle drei
QC-Konzentrationen sowie der LLOQ bestimmt. Alle Werte waren innerhalb der vorgeschriebenen

Grenzen von +15%.

LLOQ: untere Quantifizierungsgrenze; QC: Qualitdtskontrolle

Schweineplasma LLOQ QCA QCB QCC
Nominalwert [ ng/mL | 5,0 15 150 1500
Innerhalb der Messreihen
1 Mittelwert [ ng/mL | 4,9 15,9 158 1617
Richtigkeit [ % ] 97,6 105,7 105,3 107,8
Prézision | % | 5,7 3,3 4,1 4,8
Korrelationskoeffizient 0,995

2 Mittelwert [ ng/mL | 5,1 16,0 165 1545
Richtigkeit [ % ] 102,1 106,6 109,8 103,0
Prézision [ % | 7,9 5,3 2.4 2,0
Korrelationskoeffizient 0,992

3 Mittelwert [ ng/mL | 5,1 15,6 163 1458
Richtigkeit [ % ] 101,6 104,0 108,3 97,2
Prézision [ % | 11,8 65 2,1 2,3
Korrelationskoeffizient 0,999

Vergleich zwischen Messreihen
Mittelwert [ ng/mL | 5,0 15,8 162 1540
Richtigkeit [ % ] 100,4 1054 107,8 102,7
Prézision [ % | 8,4 5,0 3,3 5,4
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Zusatzabbildungen
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Abbildung A.1.: Cluster-Analyse der Verdnderungen der miRNA-Expression. Cluster aus den
Rangkorrelationskoeffizienten (Spearman) der miRNA-Expression bilden Gruppen aus miRNAs
mit dhnlichen Expressionscharakteristika, die durch purpurne, graue, gelbe und blaue Balken
markiert sind. Schwarz markierte Quadrate stehen fiir p < pgri¢, ey = 0,022, berechnet mit der
Benjamini-Hochberg-Korrektur fiir multiple Testung.

miR: miRNA; miRNA: micro Ribonukleinsiure.

Abbildung modifiziert nach Wiedmann et al. (2022b).
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Abbildung A.2.: Assoziation von miRNA und mRNA mit VHF und HI. Fiir miRNA- und
mRNA-Expression wurde der Effekt der Faktoren VHF und HI sowie deren Interaktion durch
zweiseitige ANOVA evaluiert. Rote Boxen stehen fiir p < prrit, BH=0,0050 berechnet mit Benjamini-
Hochberg-Korrektur fiir multiple Testung.

HI: Herzinsuffizienz; miR: miRNA; miRNA: micro Ribonukleinsdure; VHF: Vorhofflimmern.
Abbildung modifiziert nach Wiedmann et al. (2022b).
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m/z379,5>292,3

T T T T
11 13 15 15 1,7 19
Zeit [ min] Zeit [ min]

a) Quantifizierung von hohen Doxapram-Plasmakonzentrationen

m/z393,4>214,3 m/z398,4>219,3

4,3e5_6,0e5

T T T T T T
2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 2,4 2,6 2,8
Zeit[ min] Zeit[ min]

b) Quantifizierung von hohen Ketodoxapram-Plasmakonzentrationen

Abbildung A.3.: Ausgewadhlte Chromatogramme der Methode zur Bestimmung der hohen
Doxapram- und Ketodoxapram-Plasmakonzentrationen. Uberginge der Analyten sind auf der
linken Seite in dunkelblau fiir Doxapram (a) und hellblaue fiir Ketodoxapram (b) dargestellt.
Die Uberginge des IS sind auf der rechten Seite in hellbraun fiir Doxapram-d5 und dunkelgrau
fir Ketodoxapram-d5 angezeigt. Chromatogramm A: Plasmaprobe von Schwein Nr. 154, die
15min nach i.v. Gabe von 1mg/kg Doxapram abgenommen wurde und eine Konzentration von
1095 ng/mL Doxapram und 30,1 ng/mL Ketodoxapram hatte; B: Probe der mittleren QC-Probe
mit einer Konzentration von 150 ng/mL; C: Probe der unteren Quantifizierungsgrenze mit einer
Konzentration von 1ng/mL; D: reine IS-Probe und E: Blindwert. Die Intensitdt des Blindwertes
wurde mit dem Wert der Probe an der unteren Bestimmungsgrenze normalisiert. Die restlichen
Proben wurden zu der Intensitdt der QC-Probe normalisiert.

IS: interner Standard; i.v.: intravends; QC: Qualitatskontrolle.

Abbildung modifiziert nach Kraft et al. (2022).
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m/z379,5>292,3

T T T T 1 T T T
11 13 15 1,7 19 11 13 15 1,7 19
Zeit [ min] Zeit [ min]

a) Quantifizierung von niedrigen Doxapram-Plasmakonzentrationen

m/z393,4>214,3 m/z398,4>219,3

1,2e6_8,2e5

T T T T 1 T T T T
2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 2,0 2,2 2,4 2,6 2,8
Zeit [ min] Zeit [ min]

b) Quantifizierung von niedrigen Ketodoxapram-Plasmakonzentrationen

Abbildung A.4.: Ausgewahlte Chromatogramme der Methode zur Bestimmung der niedrigen
Doxapram- und Ketodoxapram-Plasmakonzentrationen. Uberginge der Analyten sind auf der
linken Seite in dunkelblau fiir Doxapram (a) und hellblaue fiir Ketodoxapram (b) dargestellt.
Die Uberginge des IS sind auf der rechten Seite in hellbraun fiir Doxapram-d5 und dunkelgrau
fiir Ketodoxapram-d5 angezeigt. Chromatogramm A: Plasmaprobe von Schwein Nr. 155, die am
Tag der terminalen Operation nach 14-tagiger i.v. Gabe von 1 mg/kg Doxapram abgenommen
wurde und eine Konzentration von 111 pg/mL Doxapram und 225 pg/mL Ketodoxapram hatte; B:
Probe der mittleren QC-Probe mit einer Konzentration von 1500 pg/mL; C: Probe der unteren
Quantifizierungsgrenze mit einer Konzentration von 10 pg/mL; D: reine IS-Probe und E: Blindwert.
Die Intensitat des Blindwertes wurde mit dem Wert der Probe an der unteren Bestimmungsgrenze
normalisiert. Die restlichen Proben wurden zu der Intensitit der QC-Probe normalisiert.

IS: interner Standard; 7.v.: intravenos; QC: Qualitatskontrolle.

Abbildung modifiziert nach Kraft et al. (2022).
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m/z379,5>292,3

T T T T
11 13 1,5 15 1,7 19
Zeit [ min] Zeit[ min]

a) Quantifizierung von Doxapram in Gehirngewebeproben

m/z393,4>214,3 m/z398,4>219,3

3,0e5_4,5e5

T T T T T T
2,0 2,2 2,4 26 2,8 24 26 2,8
Zeit [ min] Zeit [ min]

b) Quantifizierung von Ketodoxapram in Gehirngewebeproben

Abbildung A.5.: Ausgewdhlte Chromatogramme der Methode zur Bestimmung der Doxapram-
und Ketodoxapram-Konzentrationen in Gehirngewebe. Uberginge der Analyten sind auf der
linken Seite in dunkelblau fiir Doxapram (a) und hellblaue fiir Ketodoxapram (b) dargestellt. Die
Ubergiinge des IS sind auf der rechten Seite in hellbraun fiir Doxapram-d5 und dunkelgrau fiir
Ketodoxapram-d5 angezeigt. Chromatogramm A: Gehirngewebeprobe von Schwein Nr. 154, die
am Tag der terminalen Operation nach 14-tégiger i.v. Gabe von 1 mg/kg Doxapram abgenommen
wurde und eine Konzentration von 164 pg/Probe Doxapram und 37,3 pg/Probe Ketodoxapram
hatte; B: Probe der mittleren QC-Probe mit einer Konzentration von 150 pg/Probe; C: Probe
der unteren Quantifizierungsgrenze mit einer Konzentration von 1 pg/Probe; D: reine IS-Probe
und E: Blindwert. Die Intensitdt des Blindwertes wurde mit dem Wert der Probe an der unteren
Bestimmungsgrenze normalisiert. Die restlichen Proben wurden zu der Intensitdt der QC-Probe
normalisiert.

IS: interner Standard; i.v.: intravenos; QC: Qualitatskontrolle.

Abbildung modifiziert nach Kraft et al. (2022).
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Abbildung A.6.: Ausgewihlte Chromatogramme der Methode zur Bestimmung der A293
Konzentrationen in Schweineplasma. Ubergéinge des Analyten A293 sind auf der linken Seite
in griin dargestellt. Die Ubergiinge des IS A293-d8 sind auf der rechten Seite in dunkelgrau
angezeigt. Chromatogramm A: Schweineplasmaprobe 5min nach i.v. Gabe von 0,125 mg/kg
A293 mit einer Konzentration von 156,8 ng/mL A293; B: Probe der mittleren QC-Probe mit
einer Konzentration von 150 ng/mL; C: Probe der unteren Quantifizierungsgrenze mit einer
Konzentration von 5ng/mL; D: reine IS-Probe und E: Blindwert. Die Intensitat des Blindwertes
wurde mit dem Wert der Probe an der unteren Bestimmungsgrenze normalisiert. Die restlichen
Proben wurden zu der Intensitit der QC-Probe normalisiert.

IS: interner Standard; 7.v.: intravenos; QC: Qualitatskontrolle
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Abbildung A.7.: Detaillierte Abbildungen der Konzentrations-Zeit-Kurven in Deutschen Land-
rasse Schweinen nach i.v. Applikation von 1 mg/kg Doxapram. Ubersicht der Plasmaspiegel aller
Schweine (n = 3) iiber 14d als Mittelwert mit 95 % Konfidenzintervall (a; Doxapram: dunkelblaue
Kreise; Ketodoxapram: hellblaue Dreiecke). Plasmaspiegel iiber 14d der einzelnen Schweinen
(d: Nr. 154; g: Nr. 155; j: Nr. 156; Doxapram: dunkelblaue Kreise; Ketodoxapram: hellblaue
Dreiecke). Konzentrations-Zeit-Kurve iiber 9h an Tag 2 (b), Tag 6 (e), Tag 10 (h) und Tag 13 (k)
stratifiziert nach Schweinen. Die Ketodoxapram-Konzentrationen sind mit hellblauen und die
von Doxapram mit dunkelblauen Symbolen dargestellt. Konzentrations-Zeit-Kurven iiber 9h von
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.v.: intravenos

230

1
600



10 000 10 000 100 000
7 (L 7 s P
. i r.179 - Ta
£ 1000 % 4 Nr.181-Tag2 E 10000 Nr.A79 - Tag o
= £ 1000 2 : Tag 13
= 100 - = 1000 .
S S S
E 10 F g .
£ £ 100 g 100
8 1 8 8
c € < 10
S [ Ketodoxapram S M
0.1+ T T T T T T 101 T T T T T 1 17 T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Tage nach Operation [d ] Zeit[min] Zeit [ min]
a) 14d Kinetik alle Schweine b) 9h Kinetik Tag 2 ¢) 9h Kinetik Nr. 179
10 000: 10 000
- - © Nr.179-Tag5 100000 o Nr.180-Tag2
_E‘ _EJ a ur.:gg-;agg _E; 7 Nr.180-Tag 5
£ £ 4 Nr. - Tag £ 10000 4 Nr.180 - Tag 9
4 1000 2 1000 2 Nr. 180 - Tag 13
c c T 1000 s
S 100 S 100 S
B g £ 100 .
€ T € ’
g 10 g 10 &
g g g 10
K [ Ketodoxapram K M
1T T T T T T T 1 T T T T T 1 1 T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Tage nach Operation [d ] Zeit[min] Zeit [ min]
d) 14d Kinetik Nr. 179 e) 9h Kinetik Tag 5 f) 9h Kinetik Nr. 180
10 000 100 000
- - - o Nr.181-Tag2
_E' 2 < O Nr.181-Tag5
5 1000 E E 10000 4 Nr.181-Tag9
5 E ® 7 Nr.181-Tag 13
= ~ 1000
§ 100 H $
£ g g 100
= = £
g 10 g
£ g g 10
N [ Ketodoxapram !° x"
1 T v v v v v 10 T T T T T 1 1 T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Tage nach Operation [d ] Zeit [ min] Zeit [ min]
g) 14d Kinetik Nr. 180 h) 9h Kinetik Tag 9 i) 9h Kinetik Nr. 181
_, 1000 100 000 Tag 1
E i -Tag 13
> 100 £ 10000 Tag 13
A g2
|
§ 10 < 000
£ £ 100
g 1 g
s ¥ 10
N [ Ketodoxapram !0
0.1+ T T T T T T 1+ T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 0 100 200 300 400 500 600
Tage nach Operation [d ] Zeit [ min]
. . . . .
j) 14d Kinetik Nr. 181 k) 9h Kinetik Tag 13

Abbildung A.8.: Detaillierte Abbildungen der Konzentrations-Zeit-Kurven in Deutschen Land-
rasse Schweinen nach 4.v. Applikation von 1 mg/kg Ketodoxapram. Ubersicht der Plasmaspiegel
aller Schweine (n = 3) iber 14 d als Mittelwert mit 95 % Konfidenzintervall (a; Ketodoxapram:
hellblaue Kreise). Plasmaspiegel iiber 14d der einzelnen Schweinen (d: Nr. 179; g: Nr. 180; j: Nr.
181; Ketodoxapram: hellblaue Kreise). Konzentrations-Zeit-Kurve iiber 9h an Tag 2 (b), Tag 5
(e), Tag 9 (h) und Tag 13 (k) stratifiziert nach Schwein. Die Ketodoxapram-Konzentrationen sind
mit hellblauen Symbolen dargestellt. Konzentrations-Zeit-Kurven iiber 9h von Schwein 179 (c),
Schwein 180 (f) und Schwein 181 (i) an Tag 2, 5, 9 und 13.

1.v.: intravenos
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Abbildung A.9.: Zeitverlauf der pharmakokinetischen Parameter der Schweine, die iiber 14d
jeweils einmal téglich 1 mg/kg Doxapram i.v. appliziert bekommen haben. An Tag 2, 6, 10 und
13 wurden jeweils iiber 9 h Blutproben abgenommen um eine Kinetik mit den Parametern Cp,,x
(a), AUC (b), t1/2 (c), Vss (d), CL (e) sowie tmax (f) bestimmt und nach Schweinen getrennt
aufgetragen. Der t,..-Wert konnte nur fiir Ketodoxapram als Metabolit und Vg sowie CL nur
fiir Doxapram bestimmt werden. Fiir Schwein 156 konnte aus experimentellen Griinden keine
Blutproben an Tag 6 abgenommen werden. Die Werte fiir Doxapram sind in dunkelblau und die
fiir Ketodoxapram in hellblau dargestellt.

AUC: Fliche unter der Kurve; CL: Clearance; Cpax: maximale Plasmakonzentration; t;/5: Halb-
wertszeit; tmax: Zeit bis zur maximalen Plasmakonzentration; Vgs: Verteilungsvolumen
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Abbildung A.10.: Zeitverlauf der pharmakokinetischen Parameter der Schweine, die iiber 14d
jeweils einmal téglich 1 mg/kg Ketodoxapram 4.v. appliziert bekommen haben. An Tag 2, 5, 9 und
13 wurden jeweils iiber 9 h Blutproben abgenommen um eine Kinetik mit den Parametern Cp,ax
(a), AUC (b), t1/2 (c), Vss (d) sowie CL (e) bestimmt und nach Schweinen getrennt aufgetragen.
Die Werte fiir Ketodoxapram sind in hellblau dargestellt.
AUC: Fliche unter der Kurve; CL: Clearance; Cpax: maximale Plasmakonzentration; t;/o: Halb-
wertszeit; Vgs: Verteilungsvolumen
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Abbildung A.11.: Verinderung des PCWP nach Verabreichung verschiedener TASK-1-
Inhibitoren in unterschiedlichen Dosierungsschritten im Vergleich mit Amiodaron und der Kontrol-
le. Deutschen Landrasse Schweinen (n = 4-6) wurden die Substanzen Doxapram, Ketodoxapram,
A293, 73217409047 und Amiodaron in steigenden Konzentrationen und eine Kontrolle verabreicht.
Vor der ersten Dosis (Baseline) und nach jeder der fiinf Dosen (Schritt 1-5) wurde der PCWP

gemessen.

PCWP: Lungenkapillarenverschlussdruck
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Abbildung A.12.: Verdnderung der Herzfrequenz nach Verabreichung verschiedener TASK-
1-Inhibitoren in unterschiedlichen Dosierungsschritten im Vergleich mit Amiodaron und einer
Kontrolle. Deutschen Landrasse Schweinen (n = 4-6) wurden die Substanzen Doxapram, Keto-
doxapram, A293, Z3217409047 und Amiodaron in steigenden Konzentrationen und eine Kontrolle
verabreicht. Vor der ersten Dosis (Baseline) und nach jeder der fiinf Dosen (Schritt 1-5) wurde
die Herzfrequenz gemessen.
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Abbildung A.13.: Verinderung des SVRI nach Verabreichung verschiedener TASK-1-Inhibitoren
in unterschiedlichen Dosierungsschritten im Vergleich mit Amiodaron und einer Kontrolle. Deut-
schen Landrasse Schweinen (n = 4-6) wurden die Substanzen Doxapram, Ketodoxapram, A293,
73217409047 und Amiodaron in steigenden Konzentrationen und eine Kontrolle verabreicht. Vor
der ersten Dosis (Baseline) und nach jeder der fiinf Dosen (Schritt 1-5) wurde der SVRI bestimmt.
SVRI: Index des systemischen Gefialwiderstands
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Abbildung A.14.: Verdnderung des PVRI nach Verabreichung verschiedener TASK-1-Inhibitoren
in unterschiedlichen Dosierungsschritten im Vergleich mit Amiodaron und einer Kontrolle. Deut-
schen Landrasse Schweinen (n = 4-6) wurden die Substanzen Doxapram, Ketodoxapram, A293,
73217409047 und Amiodaron in steigenden Konzentrationen und eine Kontrolle verabreicht. Vor
der ersten Dosis (Baseline) und nach jeder der fiinf Dosen (Schritt 1-5) wurde der PVRI bestimmt.
PVRI: Index des pulmonalen Gefafiwiderstands
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Abbildung A.15.: Ubersicht der gemessenen Plasmakonzentrationen von A293, Doxapram,
Ketodoxapram und Amiodaron im Vergleich zur verabreichten Dosis. Deutschen Landrasse
Schweinen (n = 4-6) wurden die Substanzen Doxapram, Ketodoxapram, A293 und Amiodaron in
steigenden Konzentrationen verabreicht. Vor der ersten Dosis (Baseline) und nach jeder der finf
Dosen (Schritt 1-5) wurde eine Plasmaprobe abgenommen und die Konzentration bestimmt.
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