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ORIGINALARBEIT

Aktionspotential verlingernde Wirkung
der Neuroleptika Haloperidol
und Sertindol an Herzmuskelpraparaten
des Meerschweinchenherzens

Action potential prolonging effects of the neuroleptics haloperidol
and sertindole in guinea-pig papillary muscles

Summary Unwanted side effects of neuroleptic drugs include en-
hanced risk of developing cardiac arrhythmias due to prolongation of
the QT interval. The electrophysiological basis of these ECG changes is
supposed to be blocking of HERG potassium channels which are respon-
sible for the native delayed rectifier current Ix,. Here we have investigated
the effects of haloperidol and sertindole on action potential duration
(ADPy,) of papillary muscles and their effects on the repolarising cur-
rents Iy, Ixs and Ig; in isolated guinea-pig ventricular myocytes. Thera-
peutically relevant concentrations of haloperidol (3 pM) significantly pro-
longed APDy, in guinea-pig papillary muscle from 178+26 ms to
20719 ms by 29+7 ms, whereas the same concentration of sertindole
was ineffective. Outward currents were measured in whole cell voltage
clamp experiments at 35°C. Haloperidol and sertindole reduced I,
(+10 mV) in a concentration-dependent manner with ICs, values of
52 nM and 37 nM, respectively. The slow component I, (+40 mV) was
less sensitive to block, 10 pM of either drug reduced the current by
42+£5% (haloperidol) and by 39+4% (sertindole). Haloperidol blocked
the inward rectifier Iy, in the outward current range at -40 mV to a larger
extent (by 52+ 7%) than sertindole (by 29 +2%). Since I, contributes to
the late phase of repolarisation, the more pronounced blocking of this
current by haloperidol than by sertindole may explain the larger prolon-
gation of cardiac action potentials by haloperidol in comparison with ser-
tindole.

Key words Guinea-pig myocardium - delayed rectifier K" current -
inward rectifier K* current - neuroleptic drugs -
arrhythmogenic potential

Zusammenfassung Zu den Nebenwirkungen von Neuroleptika gehort
die Erhohung des Risikos fiir kardiale Arrhythmien aufgrund einer Ver-
langerung des QT-Intervalls. Als Ursache fiir die EKG-Verdnderungen
wird eine Blockade des HERG-Kanals, der fiir den nativen verzogerten
K*-Gleichrichterstrom verantwortlich ist, angenommen. Um das ar-
rhythmogene Potential des Neuroleptikum Sertindol abzuschétzen, wur-
den seine Effekte auf die Aktionspotentialdauer (APDy,) des Meer-
schweinchenmyokards und auf die Repolarisationsstrome Iy, Ixs und
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APD-verlangernde Wirkung von Haloperidol und Sertindol

Ix; mit denen von Haloperidol verglichen. In therapeutisch relevanten
Konzentrationen verldangerte Haloperidol (3 pM) signifikant die ADPg,
von 178+26 ms auf 207+19 um 29+7 ms, wihrend die gleiche Kon-
zentration Sertindol nicht wirksam war. An spannungsgeklemmten
Myozyten blockierten Haloperidol und Sertindol Ix, mit einer ICs, von
52 nM bzw. 37 nM. Die langsame Stromkomponente Iy, (+40 mV) wur-
de weniger empfindlich blockiert, ndmlich um 42 +5% mit 10 pM Halo-
peridol und um 39+4% mit 10 uM Sertindol. Die gleiche Konzentra-
tion Haloperidol blockierte Ix; im Auswértsast bei -40 mV mit 52 +7%
starker als 10 pM Sertindol, das Ix; um 29+2% blockierte. Da Ig; zur
spaten Repolarisationsphase beitrédgt, kann seine schwédchere Hemmung
durch Sertindol als durch Haloperidol zur Erkldrung fiir die geringere
APD-Verldangerung mit Sertindol herangezogen werden.

Schliisselworter Meerschweinchenmyokard -
Verzogerter K*-Gleichrichterstrom - Einwértsgleichrichterstrom -
Neuroleptika — Arrhythmogenes Potential

Einfiihrung

Neuroleptika sind schon kurz
nach ihrer Markteinfithrung in
Zusammenhang mit plétzlichem
unerwarteten Herztod gebracht
worden (13, 16). Als ein wichtiger
Mechanismus fiir den plétzlichen
Herztod wird das Auftreten von
polymorphen ventrikuldren Ta-
chykardien (torsades de pointes,
TdP) auf der Basis einer verlidn-
gerten QT-Zeit im EKG angesehen
(2). Ein Zusammenhang zwischen
QT-Zeit-Verlingerung, Auftreten
von TdP und Risiko fiir plotzli-
chen Herztod ist nicht nur fir
Neuroleptika beschrieben (10),
sondern betrifft eine Vielzahl von
Pharmaka aus ganz unterschiedli-
chen Indikationsgruppen (Uber-
sicht bei 6, 12, 27). Fast alle Arz-
neistoffe mit QT-Zeit verlingern-
der Wirkung sind in der Lage, ei-
nen bestimmten repolarisierenden
Auswirtsstrom zu vermindern
und so die Aktionspotentialdauer
zu verldngern. Bei dem Auswirts-
strom handelt es sich um den
rasch aktivierenden Gleichrichter
Ix, dessen Kanalprotein durch
HERG (human ether-a-gogo-rela-
ted gene) kodiert wird. Der
HERG-Kanal ist durch eine er-
staunlich grofle Vielfalt an Sub-
stanzen hemmbar (27).

Sowohl fiir Haloperidol als auch
tiir Sertindol gibt es experimentelle
Befunde und klinische Fallberichte
von QT-Zeitverldngerungen und
TdP-Tachykardien bei therapeuti-
scher Dosierung (4, 8, 11, 14, 18,
21, 30). Beide Substanzen haben ei-
ne hohe Affinitdt zu exprimierten
HERG-Kanilen (22, 26), verglei-
chende Untersuchungen an den na-
tiven Stromen bzw. am kardialen
Aktionspotential stehen jedoch aus.
In der vorliegenden Arbeit wurden
die Effekte von Haloperidol und
Sertindol auf den I, an ventrikuli-
ren Myozyten des Meerschwein-
chenherzens untersucht, da die
Befunde an exprimierten Kanédlen
nicht ohne weiteres auf die nativen
Strome iibertragbar sind. Weiterhin
sind der langsam aktivierende
Gleichrichterstrom I und der Ein-
wirtsgleichrichter I, an der Repo-
larisation beteiligt, diese Strome
wurden ebenfalls untersucht. Wir
fanden, dass I, bzw. Iy, durch dhn-
liche Konzentrationen von Halope-
ridol und Sertindol in dhnlichem
Ausmafl blockiert werden, dass
Haloperidol aber den Ik, stdrker
hemmt als Sertindol. Dieser Unter-
schied konnte fiir die im Vergleich
zu Sertindol grof3ere Verldngerung
der APD durch Haloperidol verant-
wortlich sein. Ein Teil der Ergebnis-
se wurde vorldufig publiziert (15).

Methode

Nach Betdubung mit einem Gas-
gemisch aus 70% CO, und 30%
O, wurden minnliche Meer-
schweinchen (250-400 g) getotet.
Das Herz wurde rasch entnom-
men. Diinne Papillarmuskel aus
dem rechten Ventrikel wurden in
einer Versuchskammer fixiert und
mit oxygenierter Tyrodelosung
bei 36°C superfundiert. Die ver-
wendete Losung enthielt (in mM):
NaCl 126,7; KCI 5,4; MgCl, 1,05;
CaC12 1,8; NaH2PO4 0,42; NaH-
CO; 22,0; Glukose 5,0; pH=7,4.
Die Prdparate wurden mit einer
Frequenz von 1 Hz elektrisch ge-
reizt (10% iiber der Schwellen-
spannung). Intrazelluldre Akti-
onspotentiale wurden mit konven-
tionellen Mikroelektroden abge-
leitet (17).

Ventrikuldre Myozyten wurden
enzymatisch dissoziiert. Die Stro-
me Ig,, Ixs und Ix; wurden mit
der herkémmlichen ,whole-cell“-
Voltage-clamp-Methode gemessen
(30). Die Zellen wurden bei 36°C
mit einer oxygenierten Badlosung
von folgender Zusammensetzung
iberspiilt (in mM): NaCl 150,0;
KCl 5,4; MgCl, 2,0; CaCl, 1,8; HE-
PES 10,0; Glukose 10,0; pH=7,4.
Fir die Strommessung wurden
ausgezogene Glaspipetten mit ei-
nem Spitzenwiderstand von 2-3
MQ verwendet. Die Zusammenset-
zung der Elektrodenfiilllssung war
(in mM): NaCl 8,0; KCl 40,0;
MgATP 5,0; EGTA 5,0; CaCl, 2,05
GTP-Tris 0,1; HEPES 10,0; K-(DL)-
Aspartat 100,0; pH=7,4. Fiir jede
Zelle wurde die Membrankapazitét
mit Hilfe eines kurzen (5 ms) ram-
penférmigen Klemmpulses von
-55 auf -50 mV gemessen, die
Strome wurde auf die Membran-
kapazitit als Maf? fiir die Zellgrofle
normiert.

L-Typ Ca’" Strome wurden
durch Anwesenheit von 1 uM Ni-
soldipin unterdriickt, Na™ Stréme
wurden durch das Haltepotential
von -40 mV inaktiviert. Der Aus-
wirtsgleichrichter Ix wurde mit
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1000 ms-langen Testpulsen auf
Potentiale zwischen -30 wund
+50 mV aktiviert, die rasch akti-
vierende Komponente Iy, wurde
als Differenzstrom in Anwesen-
heit und Abwesenheit von 1puM
des selektiven Ik, Blockers E-4031
(25) bestimmt. Ig, ist der Strom
am Ende des Testpulses in Anwe-
senheit von E-4031. Iy, wurde
durch einen 5s langen Rampen-
puls von -100 mV auf +50 mV
aktiviert und im Auswiértsbereich
bei -40 mV ausgewertet.

Haloperidol (MG 412,36 g/mol)
und Sertindol (MG 440,95 g/mol)
wurden als konzentrierte Stamm-
losungen in  Dimethylsulfoxid
(DMSO) gelost und auf die ge-
wiinschte Endkonzentration mit
der jeweiligen Badlosung verdiinnt
(0,01-10 uM).  Die  maximale
DMSO-Konzentration betrug fiir
Haloperidol 0,1%, fiir Sertindol
wegen seiner schlechten Loslichkeit
dagegen 3%. Da in dieser hohen
Konzentration bereits mit eigenen
Effekten von DMSO zu rechnen
ist (19), wurden die Kontrollen
fiir Sertindol in der entsprechen-
den DMSO-Konzentration durch-
gefiihrt (vergleiche Tab. 1).

Die statistische Signifikanz fiir
Unterschiede wurde mit Hilfe des
gepaarten oder ungepaarten Stu-
dent’s t-Test gepriift. Unterschiede
galten als signifikant, wenn
P<0,05.
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Ergebnisse
Aktionspotentiale

In den untersuchten Meerschwein-
chen-Papillarmuskeln  stimmten
die Kontrollwerte fiir Ruhemem-
branpotential (RMP), Aktionspo-
tentialdauer (APA), maximale De-
polarisationsgeschwindigkeit (dV/
dty.) und Aktionspotentialdauer
bei 20 bzw. 90% Repolarisation
(APD,y, APDgy) gut mit denen

0omv

-50 mv

aus fritheren Untersuchungen
iiberein (Tab. 1; (17)). Die Form
der Aktionspotentiale blieb iiber
mehrere Stunden konstant, so dass
sich fiir die Zeitdauer der Sub-
stanzeinwirkung keine  Verdn-
derungen in den einzelnen
Aktionspotentialparametern erga-
ben (s. Tab. 1). Haloperidol (3 pM)
verldngerte die APDy, signifikant
um 29+7 ms (n=4), wihrend die
iibrigen Parameter nicht verdndert
wurden (Abb.1). Mit 10 puM

- Kontrolle
------ Haloperidol 3 pM
— —Haloperidol 10 yM

100 ms

0omVv

-50 mV

-

- Kontrolle
------ Sertindol 1 yM
— —Sertindol 3 pM

100 ms

Abb. 1 Effekte von Haloperidol (A) und Sertindol (B) auf Aktionspotentiale aus Meerschweinchen-Papil-
larmuskeln (Reizfrequenz 1 Hz). Kontrollregistrierung nach einer Aquilibrierungsperiode von 120 min und
librige Registrierungen nach 30 min Einwirkdauer des Neuroleptikum in der jeweiligen Konzentration.
Skalierungen wie angegeben. Beachte die Ubereinstimmung der Aktionspotentiale fiir Kontrolle und

1 uM Sertindol in B

Tab. 1 Einfluss von Haloperidol und Sertindol auf Aktionspotentialparameter von Meerschweinchen-Papillarmuskeln. Mittelwerte+S.E.M. aus 4 Versuchen

™C' Haloperidol Sertindol

Kontrolle? 30 min® Kontrolle 3 puM Kontrolle 10 uM Kontrolle* 3 uM Kontrolle> 10 uM
RMP (mV) -86+1  -89+1 -93+2 -93+1 -89+2 ~94+1 -90+4 9745 -8 -6
APA (mV) 123+1 123+0 120+2 121+3 120+2 120+1 123+2 125+0 1270 126+1
dV/dt ey (V/s) 169+ 11 166+ 10 141+£11 153+13 153+3 163+11 129+ 14 129+13 120+£18 125+11
APDy, (ms) 79£3 80+3 84+16 8114 81+16 65+8 93+6 91+6 96+9 85+97
APDgq (ms) 162+5 164+5 178+26 207+197 174+27 199 +24 178+10 183+12 197+16 181+17

! Zeitkontrolle ohne Zugabe von Substanz (,time-matched control”); % im Anschluss an die Aquilibrierungsphase nach Registrierung eines konstanten Einstichs
fiir 30 min; > nach weiteren 30 min entsprechend der Substanzeinwirkung; * in 0,3% DMSO; ° in 3% DMSO; © nicht bestimmt wegen Messartefakt; ” P< 0,05



Haloperidol wurde die APD,,
verkiirzt, gleichzeitig nahm die
APDy, wieder geringfiigig ab. Mit
3 uM Sertindol war die APDg,-Ver-
langerung deutlich schwicher aus-
geprdagt (Abb. 1B), im Mittel er-
reichte sie nicht das Signifikanz-
niveau. Dagegen wurde mit 10 pM
Sertindol die APD,, signifikant
verkiirzt.

lonenstrome

Die drei K'-Strome Iy, Ixs und
Ix; wurden an isolierten ventriku-
liren Herzmuskelzellen unter-
sucht. Abbildung 2 zeigt den Ein-
fluss von Haloperidol und Sertin-
dol auf den Ik, der durch 400 ms
lange Klemmschritte von -40 mV
auf +10 mV aktiviert wurde. In
Zeitkontrollen ohne Substanzzu-
gabe nahm der Ik, innerhalb von
10 min von 0,86%0,05 pA/p auf
0,66 0,05 pA/pF (n=4), d.h. um
23% ab (,run-down®). Haloperi-
dol und Sertindol blockierten den
Strom  konzentrationsabhingig,
mit 10 uM war der Block maxi-
mal. Die ICso-Werte betrugen
52 nM fiir Haloperidol und 32 nM
fiir Sertindol.

Ixs wurde bei dem Testpotential
von +50 mV bestimmt. Der ,run-
down® von Ig, betrug 14%, d.h.
der Strom nahm von 4,54+0,99
pA/pF auf 3,91%0,93 pA/pF ab.
Die beiden Neuroleptika vermin-
derten die Iy, Amplitude erst in
wesentlich héheren Konzentratio-
nen als Ix, mit 10 pM Haloperidol
wurde Ig; um 42+ 5%, mit 10 pM
Sertindol um 39+4% gehemmt.

Substanzeffekte auf den Ein-
wirtsgleichrichter Iy, wurden bei
einem Haltepotential von -40 mV
bestimmt, bei dem Ik, Strome aus-
wirtsgerichtet sind und zur end-
giiltigen Repolarisation des Akti-
onspotentials beitragen. Die Am-
plitude des Ix; betrug bei -40 mV
5,70+ 0,45 pA/pF und nahm inner-
halb von 10 min nur um 0,5% ab.
Haloperidol (10 uM) unterdriickte
Ix; signifikant stdrker, ndmlich
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Abb. 2 Konzentrationsabhéngigkeit des Iy, Blocks durch Haloperidol (A) und Sertindol (B) an Meer-
schweinchen-Myozyten. Die Strome wurden durch 550 ms lange Testpulse von —40 mV auf +10 mV
ausgelost. Links: Stromregistrierungen, Kontrollstrome (K) darunter Stromregistrierungen nach Substanz-
zugabe, rechts: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir die blockierenden Effekte auf Iy,. Aufgetragen sind
die Messwerte (l,,) normiert auf den jeweiligen Kontrollstrom (=1) vor Substanzzugabe gegen den nega-
tiven Logarithmus der Substanzkonzentration in puM. An jeder Zelle wurde nur eine Konzentration an
Neuroleptikum getestet. ,C" prasentiert den Wert der Zeitkontrolle und stellt die spontane Abnahme des
Stroms ohne Substanzzugabe im gleichen Zeitraum wie die Einwirkdauer dar. An die Datenpunkte wurde
die sigmoidale Funktion von I:(I,W-[A]"H)/{IC50+[A]”H) angepasst, wobei I, der maximal erreichbare
Hemmeffekt, [A] die Konzentration des Neuroleptikum, /Cs, die Konzentration der halbmaximalen Hem-

mung und ny der Steigungsfaktor (Hill Koeffizient) ist

um 52+7%, als die gleiche Kon-
zentration Sertindol, mit der Iy,
lediglich um 29+2% abnahm
(P<0,05).

Diskussion

Die APD-verlingernde Wirkung
und der K'-Kanal blockierende
Effekt von Neuroleptika, wie sie
in der vorliegenden Arbeit fiir
Haloperidol gezeigt werden konn-
ten, sind in der Literatur bereits
mehrfach belegt (1, 7, 22, 26).
Obwohl die APD-Verlidngerung
durch nicht-kardiale Arzneistoffe
in der tiberwiltigenden Mehrzahl
der Fille auf eine Blockade des
HERG-Kanals zurtickgefithrt wird
(23), bedeutet dies nicht, dass
nicht auch andere Ionenstréme
beteiligt sein konnen, denn die

Form des kardialen Aktionspoten-
tials wird durch die Summe aller
depolarisierenden Einwiértsstrome
und aller repolarisierenden Aus-
wirtsstrome bestimmt.

Die niedrigen ICs, Werte fiir
die Blockierung von Iy, weisen
auf eine hohe Empfindlichkeit des
HERG-Kanals gegeniiber diesen
beiden Neuroleptika hin, wobei
Sertindol sogar noch etwas po-
tenter war als Haloperidol. Die
Werte stimmen auch gut mit der
Affinitdst von Haloperidol und
Sertindol zu exprimierten HERG-
Kanilen iiberein (22). Dennoch
war die APD nur mit Haloperidol,
nicht dagegen mit Sertindol sig-
nifikant verldngert. Dieser Befund
lasst vermuten, dass der Ix, beim
Meerschweinchenmyokard im
Vergleich zu anderen Strémen
eher einen untergeordneten Stel-
lenwert fiir die Repolarisation
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einnimmt. Es ist anzunehmen,
dass die verbleibende Repolarisa-
tionskraft durch den Iy, aus-
reicht, um eine nahezu unbehin-
derte Repolarisation zu gewdhr-
leisten. In diesem Zusammenhang
wird von einer Repolarisations-
reserve (23) gesprochen: die Blo-
ckade eines Anteils der repolari-
sierenden Auswiértsstrome muss
per se noch keine APD-Verldnge-
rung hervorrufen. Sie kann je-
doch die Repolarisationsreserve
derart stark einschrinken, dass
eine geringfiigige weitere Beein-
trachtigung zur massiven Verldn-
gerung der APD bis hin zum Auf-
treten von frithen Nachdepolari-
sationen (31) und dem Auslésen
von TdP-Arrhythmien fithrt. Da
auch der Ix, zur Repolarisation
beitrdgt, mochten wir die Unter-
schiede in der Verlingerung der
APD zwischen Haloperidol und
Sertindol auf die signifikant stér-
kere Blockade des Einwirtsgleich-
richters Ix, durch Haloperidol als
durch Sertindol zuriickfiihren.
Der Verkiirzung der Plateaudauer
(APD,,) mit sehr hohen Konzen-
trationen konnte eine zusitzliche
Blockade des Ic, zugrunde liegen.
Allerdings ist ein Ca** Kanal blo-
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