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Resumé

Dette speciale har til hensigt at undersgge Dofetilid, Ranolazin og en kombinationsbehandling
med de to laegemidlers antiarytmiske potentiale i equine kardiologi ud fra malinger af QT

intervallets l&engde pa EKGer.

Atrieflimmer hos hest har begraensede behandlingsmuligheder, som er moderat effektive og
med betydelige bivirkninger, herunder QT interval forlengelser. Forleengelser af QT
intervallet er blevet forbundet med ventrikulaere arytmier bade veterinart og humant. Der er
fokus pa at stoffer som Ranolazin, med hgijere atrie selektiv blokade af ionkanaler, kan
mindske de ventrikuleere arytmier og QT interval forleengelsen. Kombinationen af klasse 11l
antiarytmiske stoffer og Ranolazin kan konvertere atrieflimmer ved lavere dosis end givet
separat og senke QT interval forlengelsen. Det er relevant at undersgge, om det ogsa geelder
for klasse 111 stoffet Dofetilid i kombination med Ranolazin.

Forsgget bestod af to dele. Farste del var et kontrol forsgg, da Ranolazin og Dofetilid aldrig
var blevet administreret til hest. Der blev udfart fire procedurer bestaende af indgift af to
doser med Dofetilid, Ranolazin, en kombinationsbehandling med begge stoffer og en kontrol
med saltvand. Anden del var et atrieflimmer behandlingsforsgg, hvor atrieflimmer blev
induceret via burst pacing med elektroder i hestenes atrier. Hestene gennemgik som for
kontrolforsgget de samme fire procedurer med indgift af fire doser stof. Under begge
forsggsdele blev der optaget EKG inden procedurerens start og 24 timer efter indgift af sidste

dosis. EKGerne blev anvendt til malinger af QT intervaller far, under og efter procedurerene.

100 % af forsggshestene i atrieflimmer behandlingsforsgget konverterede pa Ranolazin og
Dofetilid givet enkelvist. 83,3 % af forsggshestene konverterede pa
kombinationsbehandlingen med Dofetilid og Ranolazin. Dofetilid havde en signifikant
forleengende effekt pa QT intervallet. Ranolazin havde en kortvarig signifikant QT
forleengende effekt. Kombinationsbehandlingen med Dofetilid og Ranolazin havde en
leengerevarende signifikant forlengende effekt pa QT intervallet. Ranolazin nedsatte ikke den

QT forleengende effekt af Dofetilid signifikant i forsgget.

Kombinationsbehandlingen med Dofetilid og Ranolazin udgjorde en effektiv
behandlingsstrategi for pacing induceret atrieflimmer hos hest. Der blev ikke observeret
kliniske bivirkninger hos hestene, men der var udtalte QT interval forleengelser forbundet med

kombinationsbehandlingen.



Abstract

This thesis intend to investigate the antiarrhythmic potential of Dofetilide, Ranolazine and the
combination of the two drugs in equine cardiology from measurements of the QT interval
length on the ECG.

Atrial fibrillation in horses has limited options in treatment. Drugs used are moderately
effective and with significant side effects, including QT interval prolonging. Prolonging of the
QT interval has been associated with ventricular arrhythmias both in veterinary and in human
medicine. There tend to be a focus on drugs like Ranolazine with higher atrial selective
blockade of ion channels and the capability to reduce ventricular arrhythmias and QT interval
prolongations. The combination of class 11l antiarrhythmic drugs and Ranolazine are able to
convert atrial fibrillation at lower doses than given separate and lower QT interval
prolongation. It is relevant to examine whether this also applies to the class 111 substance

Dofetilide combined with Ranolazine.

The experiment consisted of two parts. The first part was a control experiment, as Ranolazine
and Dofetilide were not tested in horses before. Four procedures were preformed, proceeding
with administration of two doses of Dofetilide, Ranolazine, a combination of both drugs and a
control with saline. The second part was an atrial fibrillation treatment study in which atrial
fibrillation induced by burst pacing electrodes in the horses' atriums. The horses went through
the same four procedures as the control experiment with administration of four doses of drug.
In both trials ECG were obtained before starting the procedure up to 24 hours after the last

dose. The ECGs used for measuring of QT intervals before, during and after the procedures.

100 % of the horses in atrial fibrillation treatment study converted on Ranolazine and
Dofetilide. 83.3% of the test horses converted on combination therapy with Dofetilide and
Ranolazine. Dofetilide had a significant prolongation on the QT interval. Ranolazine had a
significant short-term QT prolonging effect. The combination therapy with Dofetilide and
Ranolazine had a long term significantly prolonging effect on the QT interval. Ranolazine did
not reduce the QT prolonging effect of Dofetilide significantly in the trial.

The combination therapy with Dofetilide and Ranolazine constituted an effective treatment
strategy for pacing-induced atrial fibrillation in horses. There was no observed clinical side
effects in horses, but there were QT interval prolongations associated with combination
therapy.
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Forkortelser

AV knuden: Atrioventrikuler knuden

SA knuden: Sinoatrial knuden

EKG: Elektrokardiogram

AF: Atrieflimmer

K*: Kalium

Na*: Natrium

Ca?*: Calcium

Cav: Spandingsafhangige calciumkanal

ERG1 kalium kanal: Ether a go-go related gene 1 kalium kanal
Ica: Calcium strgmmen

Ik: Udad strammende K*

Iki: Ensrettet indad stremmende kalium

Ikr: Hurtigt ensrettet forsinket udad stremmende kalium
Iks: Langsomt ensrettet forsinket udad stremmende kalium
Ikur: Ultra hurtig udad stremmende kalium

Ina: Natriumstrgmmen

lo,: Hurtigt forbigdende udad stremmende kalium

Kir: Ensrettet indad strammende kalium kanal

Kkr: Hurtig ensrettet forsinket kalium kanal

Ky : Spaendingsafhangige kalium kanal

Nay : Spaendingsafhangige natrium kanal



Indledning

Der er to former for forleengelse af QT intervallet: En arvelig form og en leegemiddelinduceret
form (Tfelt-Hansen et al., 2010). Hos hest ses kun den legemiddelinducerede form (Finley et
al., 2003).

QT interval har klinisk relevans bade humant og veterinart i forbindelse med behandling af
atrieflimmer (AF) (Al-Khatib et al., 2003). QT intervallets forleengelse pa EKGet er blevet
associeret med pludselig ded og torsades de pointes bade humant og veterinzrt (Finley et al.,
2003, Reef et al., 1995). De medicinske antiarytmika, der bruges til behandling af AF, &ndrer
hjertes elektriske egenskaber (Workman et al., 2011). De antiarytmiske leegemidler har effekt
pa atriernes elektriske aktivitet og pavirker ventriklernes elektrofysiologi proarytmisk.
Leegemidlerne kan give ventrikuleer takykardi, ved at forleenge ikke kun atriernes
repolariseringsfase, men ogsa ventriklernes, derved forleenges QT intervallet (Nattel, 2002).

Quinedin er det mest brugte antiarytmiske leegemiddel til behandling af AF hos hest (Deem &
Fregin, 1982, Bertone & Wingfield, 1987, Reef et al., 1988, Muir et al., 1990, Reef et al.,
1995). Quinedin har en raekke bivirkninger bade i og uden for hjertet, samt kan forarsage
pludselig ded og torsades de pointes humant og hos hest (Morris & Fregin, 1982, Reef et al.,
1995). Der undersgges derfor alternative farmaka til brug mod AF bade humant og hos hest,

der er effektive og har feerre bivirkninger.

Dofetilid er et nyere antiarytmisk lsegemiddel, der bruges til at behandle AF humant. Dofetilid
har aldrig vaeret administreret til hest. Dofetilid giver en dosisafhaengig forleengelse af QT
intervallet. Det pavirker den effektive refrakteere periode i atrierne og ventriklerne og kan
virke proarytmisk i ventriklerne (Patel et al., 2011). Humant er Dofetilid mest effektiv over

for patienter med persisterende AF (Banchs et al., 2008).

Ranolazin er et nyt antiarytmisk leegemiddel, der kun er anvendt humant. Ranolazin giver en
dosisafhangig effekt pa forleengelsen af aktionspotentialet og en moderat forleengelse af QT
intervallet (Antzelevitch et al., 2004). Ranolazine er hovedsagligt et atrie selektiv
antiarytmisk leegemiddel og reducerer risikoen for ventrikel takykardi (Antzelevitch &
Burashnikov, 2009). Ranolazin seenker ledningshastigheden og forlenger atriernes effektive
refrakteere periode to gange mere end i ventriklen (Kumar et al., 2009). Ranolazin har en
positiv effekt pa bevaring af sinusrytmen hos mennesker med tilbagevendende AF (Murdock
et al., 2008, Vaishnav et al., 2014).



Der eksisterer ikke en human eller equine medicinsk behandlingsstrategi for AF, der bade er
effektiv og har fa bivirkninger. Der er lavet forsgg med Ranolazin og andre antiarytmiske
leegemidler i kombination og derved opnaet en bedre beskyttelse mod AF i kaniner
(Frommeyer et al., 2013). Der findes ingen forsgg hvor Dofetilid og Ranolazin er blevet brugt
i kombination. De to leegemidlers pavirkning af QT intervallet samt hestes tolerance for

stofferne er ukendt.

Formalet med projektet er at undersgge, om der findes en mere effektivt behandlingsstrategi
til behandling af AF med feerre bivirkninger end de traditionelle behandlingsstrategier. Der
introduceres leegemidler, hvis virkning er ukendt i heste, og studiet opdeles derfor i to dele.
Formalet med farste del er at undersgge, om heste taler behandling med henholdsvis Dofetilid
og Ranolazin samt en kombinationsbehandling med de to legemidler. Derefter er formalet at
undersgge, om heste med induceret AF konverterer til sinusrytme efter behandling med

Dofetilid, Ranolazin og kombinationsbehandlingen.

Forsgget vil give mulighed for at vise, hvilken virkning Dofetilid, Ranolazin og
kombinationsbehandlingen har pa QT intervallet i hest. Det kan vurderes, om effekten er i
overensstemmelse med den observerede effekt humant. Derved kan det underbygge brugen af
heste som modeldyr for mennesker i den fremtidige forskning inden for behandlingsstrategier
for AF.

Pa baggrund af overstaende opstilles falgende hypoteser for studiet:

e Dofetilid virker signifikant QT interval forl&engende i hest.

e Ranolazin giver en ikke signifikant forleengelse af QT intervallet hos hest.

o Kombinationshehandlingen med Ranolazin og Dofetilid giver en ikke signifikant
forlengelse af QT komplekset.

o Kombinationsbehandlingen giver en signifikant kortere forleengelse af QT intervallet
end Dofetilid administreret alene.

e Behandling med Dofetilid, Ranolazin og kombinationsbehandlingen forkorter den tid

hestene er i AF i forhold til kontrol med saltvand.



Teori
Medicinsk behandling af atrieflimmer (AF) introducerer et elektrofysiologisk dilemma.
Behandlingens formal er, at opna en antiarytmisk effekt i atrierne sa sinusrytme kan
reetableres. De fleste behandlinger pavirker samtidig ionkanalerne i ventriklerne, sa der
udvikles en forlenget repolariseringsfase, hvilket forlenger QT intervallet. Forleenget QT
interval kan medfgre ventrikulaere arytmier, og en medicinsk behandling kan virke
proarytmisk i ventriklerne. Der vil i teorien blive gennemgaet ionstramningernes pavirkning
af hjertets aktionspotentiale og hjertets impulsledning samt pavirkningen af hjertets overflade
EKG med fokus pa QT intervallet. Herudover gennemgas baggrunden for AF hos hest og
udvalgte behandlingsstrategier for AF, hvilket er baggrund for forstaelse af

forsggsopstillingen og resultaterne for det eksperimentelle forsgg.

1. Elektrofysiologiske mekanismer i hestens hjerte

1.1.  Aktionspotentialets funktion i hjertet

Hestens hjerte fungerer som en pumpemekanisme, styret af elektriske impulser. De elektriske
impulser starter i pacemakerceller i sinoatrial knuden (SA knuden), streekker sig gennem
atrierne ned i atrioventrikuleer knuden (AV knuden) og ned i ventriklerne (Nerbonne & Kass,
2005). Myocytter star for hjertets ssmmentraekning. Myocytternes sammentraekning genereres
via et aktionspotentiale henover cellemembranen (Marr & Bowen, 2010). Aktionspotentialet
dannes via ionstremningerne hen over cellemembranen, hvilket medfgrer en depolarisering
pga. indadrettet stram af Na* (Ina) 0g Ca®* (Ica) 0g en repolarisering pga. udadrettet strgm af
K™ (Nerbonne & Kass, 2005). Hjertes myocytter vil i hvilefasen have et hgjt indhold af K™ og
et lavt indhold af Na* i cellen. Det giver mulighed for en depolarisering og en repolarisering
(Reed et al., 2010). lonfordelingen skaber en negativ elektrisk ladning inde i cellen i forhold
til den extracelluleere vaeske. Spaendingsforskellen over cellemembranen repraesenterer
transmembranpotentialet og er i hvilefasen mellem -80 og -90 mV. Aktionspotentialet
genereres af en vandring af ioner over cellemembranen og en &ndring i
transmembranpotentialet fra -90 mV til +20 mV (depolarisering) og tilbage fra +20mV til -90
mV (repolarisering) (fig. 1) (Marr & Bowen, 2010). Aktionspotentialet kan inddeles i faser fra
0-4 (Reed et al., 2010) (fig. 1).
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Figur 1. Sammenhangen mellem EKG, aktionspotentiale og ion stremninger.

Figuren viser hvordan ion stramningen i cellen skabes: Na* gges (0) depolarisering. K* falder kort (1). Ca®* gges
og udligner faldet i K* (2). Forskellige K* kanaler giver fald i K* (3) repolariseringsfasen. EKG afspejler
muskelsammentrakningerne pga. enten depolarisering eller repolarisering. P takken viser atriernes
depolarisering, mens QRS komplekset viser den ventrikuleere depolarisering og T takken viser ventriklerne
repolarisering. Modificeret fra Tfelt-Hansen et al. (2010).

1.1.1. Depolarisering

Atriernes og ventriklernes feelles elektriske punkt er AV knuden. AV knuden s&nker
ledningshastigheden pa den elektriske impuls, sa ventriklerne kan fyldes inden den elektriske
impuls nar ventriklerne (Jespersen, 2011). | ventriklerne spredes den elektriske impuls via det
Hiske bundt og Purkinie fibrene, hvilket ferer til en hurtig depolarisering af ventriklen
(Jespersen, 2011). Depolarisering sker i fase 0 (fig. 2), via en abning af Ina, hvorved den
transmembrangse ladning af myocytterne gar fra -90 mV til +20 mV (Marr & Bowen, 2010,
Reed et al., 2010). De spaendingsafhangige Na* kanaler (Nay) aktivers ved en
transmembrangs ladning pa -55 mV (fig. 1) (Nerbonne & Kass, 2005). | SA knuden og AV
knuden er hvilepotentialet lavere omkring -60 mV. Depolariseringen er styret af langsommere
Ca?* kanaler. (Marr & Bowen, 2010).

1.1.2.Repolarisation

Repolarisering er faserne 1-3 (fig. 2). Under fase 1 sker en inaktivering af Ina 0g en kort

aktivering af de udadrettet strammende K* kanaler (Ik). Samtidig sker en langsommere
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bning af Ca®* kanalerne (Jespersen, 2011). Abningen af de langsomme Ca?* kanaler fra fase
1 giver et plateau i fase 2 (Bers, 2002). Udvekslingen af Ica 0g Ik udligner hinanden og skaber
plateauet (Nattel, 2002). Aktiveringen af K* kanaler, samtidig med at Ca®* kanalerne
inaktiveres giver stor Ik i fase 3. Fase 4 er hvilemembranpotentialet og er hovedsagligt styret
af K" kanaler (Grunnet, 2010).
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Figur 2. Aktionspotentialer i et humant hjerte med underliggende illustration af hvilke ionstramme (calcium,
natrium, kalium) der er afgarende i aktionspotentialets forskellige faser. Aktionspotentialet til venstre er malt fra

venstre ventrikel. Aktionspotentialet til hgjre er malt fra hgjre atrie. Modificeret fra Nerbonne & Kass. (2005).

1.1.3. lonkanaler og ionstrgmningernes pavirkning af

aktionspotentialet

Hvilemembranpotentialet (fase 4) efterfglges af depolarisering (fase 0) styret af Nay (Grunnet,
2010). Inaktivering af Nay og aktivering af de hurtigt forbigdende udad streammende kalium
(o) 0g den ultra hurtige K* stram udad (Ikur) i atrierne er starten pa repolariseringen (fase 1).
Under plateau (fase 2) aktiveres spaendingsafhangige Ca?* kanaler (Cay) og der sker en lca
gennem Cay ( Nerbonne & Kass, 2005, Jespersen, 2011). Under plateau fasen begynder Ik at
dominere, mens Cay inaktiveres og medferer repolariseringen (fase 3). En raekke
spendingsafhangige K* kanaler (Kv) og ikke spandingsafhaengige ensrettede indad
strammende kalium kanaler (Kir), styrer repolariseringen af myocytterne (Nerbonne & Kass,
2005). Hurtig ensrettet forsinket kalium kanal (Kkr), langsomt ensrettet forsinket udad
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strammende kalium (lks) og ensrettet indad stremmende kalium (lki) er med til at give fase 3.
Ikr bliver ledt gennem en Ky, kaldet ERG1 kanal. ERG1 er en unik K* kanal, der er pivotal i
hjertes repolarisering (Jespersen, 2011). Under depolarisering abnes ERG1, men deaktiveres
hurtigt og leder en mindre strem af K* gennem depolariseringsfasen og plateaufasen. Ved
repolarisering vil Cay 0g Iks aktivering genaktivere ERG1 igen. ERG1 vender langsomt
tilbage til den deaktiverede status og en starre stram K* vil genetablere
hvilemembranpotentialet (Jespersen, 2011). Iki, som lgber gennem Kir, er hovedakteren i at fa

genetableret hvilemembranpotentialet (Dhamoon & Jalife, 2005) (fig. 2).

1.1.4. Aktionspotentialets forlgb og refraktaere periode

Under Nay inaktivering (fase 1) starter cellen ikke et nyt aktionspotentiale. Fasen betegnes
den effektive refraktere periode (Ravens, 2010). Nar cellen repolariseres, vil den igen vere
modtagelig for stimuli. Den periode, hvor cellen kun kan stimuleres af et stimuli stgrre end
normalt, kaldes den relative refraktaere periode (Marr & Bowen, 2010). Inaktiveringen af Nay
holder gennem hele repolariseringsfasen indtil hvilemembranpotentialet er genoprettet.
Refrakter perioden svarer til leengden pa aktionspotentialet (Cunningham & Klein, 2007).
Nav bliver hurtigere klar til genaktivering ved hgjere negative ladninger (Ravens, 2010).
Derfor vil flere Nay i atrierne blive inaktiveret ved et givent aktionspotentiale. Atrierne har en
mere positiv ladning og en lavere frigivelse fra inaktivering af Na* end i ventriklerne (Tfelt-
Hansen et al., 2010).

2. Hjertets impulsledning

2.1. EKG

Hjertets EKG afspejler den potentielle forskel mellem positive og negative elektroder, der
bliver placeret uden pa kroppen. De steder elektroderne placeres repraesenterer elektriske
ladninger i hjertet (Marr & Bowen, 2010).

Udslagene pa EKGet kommer fra depolariseringen og repolariseringen af atrierne og
ventriklerne. Atriernes sammentraekning giver P takken pa overflade EKGet. PR segmentet er
impulsens forlgb gennem AV knuden. Depolarisering af ventriklen ses som QRS komplekset
og repolariseringen som T takken pa overflade EKGet. (fig. 4). QT intervallet males fra
starten af QRS komplekset og frem til slutningen af T takken og afspejler ventriklernes

depolarisering og repolarisering (Al-Khatib et al., 2003, Verheyen et al., 2010) (fig. 3).
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Figur 3. Elektrisk aktivitet i hjertet.

Skematisk fremstilling af det humane hjerte. Aktionspotentialets morfologi malt i forskellige omrader af hjertet

(averst). Det bliver ssmmenholdt med de elektriske impulser registreret pa dyrets overflade EKG (nederst).

Modificeret fra Nerbonne & Kass. (2005).
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Figur 4. Hest i sinusrytme

Hesten er her i sinusrytme, og man kan se P tak efterfulgt af QRS kompleks og T takken. Det gverste bla EKG er

P tak afledningen, det nederste bla base-apex afledningen. LabChart fra hest 7 i forsgg.
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2.2. QT interval

QT intervallet repraesenterer ventriklens depolarisering og repolarisering. P4 EKGet ses en
forlengelse mellem Q og T takken (Tfelt-Hansen et al., 2010). Forlengelse af QT intervallet
skyldes en malfunktion af ionkanalerne, som skaber et overskud af positivt ladede ioner.
Overskuddet af intracelluleere positive ioner forsinker den ventrikuleare repolarisering og
giver en tidlig efter-depolarisering. Der sker en forsinkelse af inaktiveringen af Cay, der
forlaenger Ica 0g den tidlige efter-depolarisering yderligere (Viskin, 1999). Det er
aktionspotentialets repolariseringsfase, der skaber en forleengelse af QT intervallet
hovedsagligt fra fejl i Ik (Finley et al., 2003). Nar QT intervallet forleenges, gges risikoen for,
at naeste hjerteimpuls kan forekomme i den relative refrakteere periode. Den relative
refraktaere periode ses fra toppen af T takken til nederste del af T takken. Hvis der kommer et
impuls i den relative refrakteere periode, kan hjerterytmen udvikles til en takyarytmi og
ventrikelflimmer (Hutton, 2008). Der er to former for forleenget QT syndrom, en erhvervet og
en arvelig (Tfelt-Hansen et al., 2010). Den arvelige form for forleenget QT syndrom skyldes
mutationer i 12-15 gener. Den er relativ sjeelden i mennesker og er ikke beskrevet i hest
(Finley et al., 2003, Tfelt-Hansen et al., 2010). Den erhvervede form for forleenget QT
syndrom skyldes en leegemiddelinduceret blokade af K* stramningerne i repolariseringsfasen.
Det er specielt klasse 1 og klasse 111 antiarytmiske lsegemidler, som kan inducere forleenget
QT interval og ventrikulere arytmier. Proarytmi er den mest almindelige effekt af brugen af
klasse 1A (Quinedin) og klasse 111 (Dofetilid). De klasser af leegemidler gar ind og forleenger
aktionspotentialet ved blokering af Na* og K* stramningerne (Finley et al., 2003). Den
lzegemiddelinducerede blokade af ERG kanalerne og dermed inhiberingen af Ixr skaber
forlenget QT syndrom. Forlaengelsen af QT intervallet gger risikoen for ventrikuler takykardi
0g torsades de pointes (Yang et al., 2001).

2.3. QT dynamik

QT intervallet er afhaengig af puls. Nar pulsen stiger (fald i RR) vil QT intervallet blive
kortere og omvendt ved pulsfald (Pedersen et al., 2013). £ndringer i QT intervallet kan
skyldes en legemiddelinduceret effekt pa repolariseringen eller en &ndring af pulsen (Desai
et al., 2003). QT intervallet vil gradvist tilpasses til &ndringer i RR intervallet, kaldet QT lag
(Larroude et al., 2006). QT intervallets pulsafhengighed gar det sveerere at sammenligne flere
QT intervaller ved forskellig puls. Inden for human medicin er der udviklet forskellige
korrektionsformler til beskrivelse af QT intervallets pulsafhaengighed (Malik et al., 2002). QT

intervallets pulsafhangighed hos hest fglger en bifasisk lineger regression, der ikke ligner dem
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der bruges humant (Pedersen et al., 2013). Nar hjertet ikke fglger en normal sinus rytme, men
er i AF, vil indflydelse af QT lag blive starre pa selve QT intervallet. En simpel korrektion for
QT lag er ved at sammenligne QT intervallet med et vaegtet gennemsnit af fem pa hinanden
folgende RR intervaller (Ehlert et al., 1992). En mere palidelig QT dynamik under AF opnas
ved at inkludere flere RR intervaller i QT udregningen (Larroude et al., 2006).

3. Atrieflimmer

3.1.  Atrieflimmer udseende og udbredelse

Atrieflimmer skyldes asynkron kontraktilitet af atrierne. Den asynkrone kontraktilitet af
atrierne giver en mindre fyldning af ventriklerne og en lavere slagvolumen (Blissitt, 1999).
Atrieflimmer kan diagnosticeres via EKG. Pa EKGet ses en stor variation i RR intervallet,

ingen P tak og sma irregulere F takker pa baseline (fig. 5).
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Figur 5. Hest i naturlig atrieflimmer

EKG fra en hest i naturlig AF viser fravaeret af en P tak og mange F takker. @verst ses baseline der viser
atriernes kontraktion. De 2 nederste afledninger viser base-apex afledning og P taks afledning pd EKGet.

Billedet er fra hest i behandling for naturlig AF i et sidelgbende forseg med AF behandlingsstrategier.
Atrieflimmer anses som en af de vigtigste kliniske relevante arytmier, der forarsager nedsat
preestation i veeddelgbsheste (Deem & Fregin, 1982, Holmes et al., 1986, Manohar &
Smetzer, 1992, Hiraga & Kubo, 1999, Ohmura et al., 2003). | undersggelser fra USA og

Japan er der fundet, at preevalensen af AF blandt de undersggte heste var mellem 0,23-0,66 %.

Der er ikke fundet en signifikant forskel pa preevalensen sammenholdt med kan, der er dog
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pavist en hgjere praevalens af AF i heste &ldre end 4 ar (Deem & Fregin, 1982, Ohmura et al.,
2003). Heste der arbejder ved hgj intensitet pavirkes af AF gennem en svigtende
pumpefunktion i atrierne, der pavirker den ventrikulare fyldning, slag volumen og kardiare
output negativt (Deem & Fregin, 1982, Holmes et al., 1986). Hos heste med AF er der fundet
lav klinisk evidens pa underliggende hjertelidelser (Deem & Fregin, 1982). Heste med en
underliggende hjertelidelse har sveerere ved at respondere pa behandling og vil nemmere fa
residiv (Reef et al., 1988).

3.2.  Klassifikation af atrieflimmer

Atrieflimmer klassificeres nemmest pa baggrund af tilstandens leengde. Paroxysmal AF er
selvhelbredende og stopper oftest indenfor 24 timer, men kan vare op til 7 degn. Persisterende
AF kreever behandling for at konvertere og varer mere end 7 dggn. Permanent AF kan ikke
spontant eller via behandling konverteres tilbage til normal sinusrytme (Patel et al., 2011).
Induceres AF gentagende gange eller gar fra paroxysmal til persisterende og senere til
permanent, pavirkes strukturerer i atrierne og a&ndrer pa myocytternes biokemiske struktur
(Wijffels et al., 1995, Van Wagoner & Nerbonne, 2000). De elektrofysiologiske forhold vil
endre sig, hvilket bevirker en &ndring i udseende og regulering af ionkanalerne.
Aktionspotentialet bliver forkortet, hvilket nedseetter eandringsmulighederne for den effektive
refraktaere periode. Der sker en raekke strukturelle @ndringer i form af dilatation, fibrose, fedt
infiltration i atrierne (Van Wagoner & Nerbonne, 2000). | klinikken er der signifikant
sammenhang mellem leengden af perioden med AF, og hvor god prognosen er for at
konverterer til sinusrytme ved behandling. Tilbagefaldsraten er hgjere hos heste, der har haft
AF over en lengere periode (Reef et al., 1988, Nattel, 2002).

3.3.  Mekanismer bag atrieflimmer

Atrieflimmer forklares ud fra de to fanomener “re-entry” eller circus movement”. Normalt
vil hver atrie depolarisering blive dannet i SA knuden og spredes til AV knuden. Den
refrakteere periode falger efter hver depolariseringsbglge og forhindrer, at bglgen vender
tilbage til SA knuden i stedet for at ga til AV knuden (Marr & Bowen, 2010). Der kan opsta
forandringer i refrakter perioden, der skaber omrader med lav ledningsevne og envejs
blokade. Det vil give depolariseringsbelgen mulighed for at lave et loop tilbage (” re- entry”)
(Grunnet, 2010) (fig. 6). ”Re-entry” er hurtigt cirkulerende myocardiel aktivering af et
balgeformet aktionspotentiale, som cirkulerer et omrade med blokade i ledningsevnen, derved

restimuleres tidligere refraktorisk vaev. Omraderne med blokade vil veare funktionelle (et
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omrade af refraktorisk veaev) eller anatomiske (myocardiel leesion) “re-entry” (Workman et al.,
2011).

// 2
::u/(é})»

s
b S

Normal Reentry

Figur 6.“Re-entry” er et tilfeeldig og vedvarende loop af elektriske signaler.

Der ses i figuren bade normal og “re-entry” signalering. Normalt vil det elektriske signal spredes gennem ikke
ledende regioner til begge sider med lige hastighed (1 og 2). Nar de mgdes i 3 vil de mgde refraktorisk vav og
dg ud. Ved siden af ses “re-entry”, der vises en envejs blokade i det skraverede omrade. Nér signalet deler sig,
vil det kun have mulighed for at ga i en retning. Det signal der gar mod det skraverede omrade vil dg ud pga.
envejs blokaden. Signalet der ga gennem retning 1 har nu mulighed at fortsaette gennem 3 og derved lave "re-
entry” via det skraverede omrade, som er envejs blokaden. Hvis signalet kommer tilbage til 1 i en periode hvor
veevet ikke leengere er refraktaert, vil det give anledning til en restimulering af 1 og en selvopretholdende bglge
kan startes. Den granne stjerne viser elektrode optagelse af normal og arytmisk aktionspotentiale. Modificeret fra
Grunnet. (2010).

Atrieflimmer, som resultat af multible ’re-entry” belger, er en af de mest dominerende teorier
(Moe & Abildskov, 1959, Nattel, 2002). | kanin atrier, kunne der opnas en tilstand af “re-
entry” uden anatomiske forhindringer ved at give dem praemature ekstra stimuli (Allessie et
al., 1976, Allessie et al., 1977). Det er baggrund for ”leading circle” teorien om funktionel
“re-entry”. "Re-entry” leengden er afhangig af bglgeleengden, mens det maksimale antal
belger er afhaengige af lengden pa den refrakteere periode og ledningshastigheden i atrierne
(Allessie et al., 1977). Det kreever et stort antal bglger over kort tid for AF at opretholdes. Et
stort antal balger mindsker chancen for at mgde en celle i refraktorisk eller stimulerbar
tilstand, derved mindskes chancen for konvertering af AF (Moe & Abildskov, 1959).
Mindskes bglgeleengden vil cirkulationstiden falde, der bliver et gget antal cirkler og multible

“re-entry”. Det vil forkorte refrakteer perioden og er med til at vedligeholde AF (Nattel, 2002)
(fig. 7).
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Figur 7. Bglgelengdens rolle i stabiliseringen af AF i “leading circle” modellen.

Funktionel “re-entry” cirklers starrelse er afhengig af balgeleengden. Kort bglgeleengde giver plads til at flere
cirkler kan kere samtidig og giver mulighed for at AF kan fortseette (hgjre). WL- bglgeleengde, AF- atrieflimmer.
Modificeret fra Nattel. (2002).

Grundet atriernes stgrrelse og hgje vagale tonus hos hest, er hesten en god kandidat til at
udvikle AF (Bertone & Wingfield, 1987). Den vagale stimulation har indflydelse pa AF, hvor
den forkorter atriernes effektive refrakteere periode, forkorter balgeleengden og fordeler
stimuli ulige i atrierne (Alessi et al., 1958, Rensma et al., 1988). Forkortelsen af den
refraktaere periode og variationen i refrakteertiden virker arytmisk. Under vagal stimulation
genereres tidlige impulser, som pavirker omrader med varierende stimulationspotentiale,

hvilket giver mulighed for at “re-entry” mekanismen opstar (Abildskov et al., 1971).

Teorien om “re-entry” og “’leading circle” er blevet den mest anerkendte model til at forklare
“re-entry” og AF i forskellige dyremodeller (Jalife, 2003). Der er nyere modeller til at
forklare AF, der belyser de punkter ”leading circle” ikke kan. | ”leading circle” vil en blokade
af Na* kanalerne s&nke ledningshastigheden og forkorte balgeleengden, derved gges risikoen
for AF (Nattel, 2002). Forsgg viser, at blokade af Na* kanaler er effektivt i forbindelse med
behandling for AF (Workman et al., 2011). En af de nye mere komplekse modeller til at
forklare “re-entry” er ”’spiral wave” modellen (Jalife, 2003) (fig. 8).
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+ Re-entering impulse prapagates + Core excitable
centripetally, tangentially and + Persistence depends
centrifugally an angle of cunature
+ Centripetal impulses encaunter and tissue excitability
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+ Circuit established by tangertial
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Figur 8. Model for "re-entry” og indikationer for AF.

A, viser mekanismen for en funktionel “’re-entry” via “leading circle” modellen. B, viser “spiral wave”
modellens forklaring af ”re-entry”. CV-ledningshastighed. PL-vejleengde. WL- bglgeleengde. RP- refrakteer
periode. Modificeret fra Nattel. (2002).

9 9

Modellen for “spiral wave” “re-entry” beskriver kurvede aktiverende belger, der fordeles
udadtil i stimulerbart veev i en spiral form. De yderste spidser har de stagrste kurver og drejer
rundt om en indre kerne. Forandringer i den effektive refrakteere periode vil pavirke
kernestarrelsen og forandre bglgespidsernes vinkel udgaende fra kernen. Store kurver giver en
lille kernestarrelse, kort abning til stimulering og hej “’re-entry” rate, hvilket skaber en kort
cirkellengde medfarende AF. Vinklen pa kurverne pavirkes af bglgefrontens styrke, der er
afhaengig af Ina. En reduktion af Ina vil mindske kurverne, gge kernestarrelsen og mindske
“re-entry” storrelsen, selvom der er en stimulerbar dbning, derved blokeres “re-entry”. Ik har
ogsa evnen til at gge “re-entry” raten, ved en foragelse af Iki. Forlenget effektiv
refraktaerperiode forarsaget af et forsinket fald i Ixi, kan a&ndre en stabil cirkel til en spiral

wave”. Denne teori underbygger brugen af l&gemidler, der blokerer Na* og K™ som

antiarytmika (Comtois et al., 2005, Workman et al., 2011).

3.4. Behandlingsstrategier for atrieflimmer

Den for tiden mest virksomme metode til behandling af AF humant er forleengelse af den
refrakteaere periode. Forleenges den refrakteare periode vil det have indvirkning pa de
cirkulerende impulser, der pavirker det refraktoriske veaev og stoppe AF (Ravens, 2010). Der
er lavet en klassificering af de leegemidler, man behandler AF med ud fra deres blokering af
myocytternes ionkanaler (Vaughan Williams, 1984). Klassificeringen af leegemidler gar fra I-
IV. I blokerer Na" kanaler, II blokerer -adrenerge receptorer, |11 blokerer K* kanaler og IV
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blokerer Ca?* kanaler. Der findes en del lsegemidler, der blokerer mere end en kanal type og

derfor ikke helt passer ind i denne klassificering. Klasse I leegemidler bliver yderligere inddelt

i 3 undergrupper a, b og c. Disse undergrupper beskriver hvilken effekt leegemidlerne har pa

ledningshastighed, aktionspotentialets leengde og den effektive refrakteere periode (Vaughan

Williams, 1984). Tabel 1 vil give en oversigt over nogle legemidler til behandling af AF.

adm. IV og PO

hest. Et forsgg med en
hest med naturlig AF
konverterede (PO).
Konverterer ikke
persisterende/permane
nt AF hos hest.

patienter med
persisterende AF.
Virker bedre mod
persisterende end
paroxysmal AF.

Quinedin Flecanid Dofetilid Ranolazin
Klasse la Ic I I
Studier i hest | 10+ ~6 Ingen Ingen
Effekt pa Blokade af Ina 09 Ik Blokade af Ina 09 Ik Blokade Ik, Blokade af sene Ina,
ionkanaler Ikr, Iks 0g L-type Ica
kanaler.
Andre Antcholinerge, (- adrenerge
effekter vagolytisk og negativ blokerende
inotrofisk effekt
Konvertering | 80% hos heste uden Konverterer ved Humant: Ranolazin er
af AF underliggende induceret og konverteringsrater | effektiv til at
hjertelidelser. Bade ved | paroxysmal AF (IV)i | pa 46 % hos forhindre AF

(82%), konvertere
AF (67%) og
forhindre
reinducering af AF
(88%) i
hundehjerter.

Risberg & McGuirk,
2006, Ravens, 2010,
Workman et al., 2011,
Yang et al., 2001)

2000, Ohmura et al.,
2001, van Loon et al.,
2004, Risberg &
McGuirk, 2006,
Birettoni et al., 2007,
Workman et al., 2011)

2008, Patel et al.,
2011, Workman
etal., 2011
Brumberg et al.,
2013)

Kardigre Forggelse af: APD, Forggelse af: APD, Forggelse af: Forggelse af: ADP,
virkninger ERP, WL, QT ERP, WL, QT APD, ERP, WL, ERP, moderat
komplekset. kompleks og QRS QT kompleks. forleengelse af QT
Nedsat funktion af SA kompleks. Medfarer: kompleks.
knuden og gget ledning Torsades de point. | Forlenger atriernes
gennem AV knuden. ERP to gange mere
Medfarer: Takykardi og end i ventriklen.
kongestiv hjertestop,
samt pludselig dgd og
torsades de point
Bivirkninger | Kolik, laminitis, gdem, | Depression, mild Hovedpine,
Ekstra hypotension, diarré, kolik, brystsmerter,
kardisere anoreksi, nasalt gdem, hyperventilation. svimmelhed,
resp. stridor. dyspng, kvalme,
mavesmerter,
udslet
Kilder (Deem & Fregin, 1982, | (Vaughan Williams, (Benson & (Antzelevitch et al.,
Morris & Fregin, 1982, | 1984, Wang et al., Powless, 2003, 2004, Schram et al.,
Reef et al., 1988, 1996, Ohmura et al., Banchs et al., 2004, Antzelevitch

& Burashnikov,
2009, Kumar et al.,
2009, Ravens,
2010, Burashnikov
etal., 2012)

Tabel 1. Oversigt over udvalgte leegemidler til brug ved AF.

APD = aktionspotentialet, ERP = effektiv refrakter periode, WL= bglgeleengde, 1V= intravengs, PO = per oralt.

20




Det eksperimentelle studie

4. Materiale og metode

4.1. Hestene

Der indgik 9 travheste i studiet, 6 hopper og 3 vallakker med en gennemsnitsalder pa 8% ar
(4-14 ar) med en gennemsnitsvaegt pa 491 kg (435- 532 kg). Alle heste fik lavet
elektrokardiografi, ekkokardiografi, klinisk undersggelse og en standard heematologisk og

biokemisk blodprofil inden forsggsstart.

4.2.  Overordnet studie design

Det eksperimentelle studie var designet som et prospektivt, overkrydsningsdesign,
kontrolleret, randomiseret, enkelt blindet kohorte studie. Kontrolgruppen undergik en
procedure, hvor Ranolazin og Dofetilid bliver pravet enkelvis og i en
kombinationsbehandling, samt en saltvands kontrol procedure. Atrieflimmer
behandlingsgruppen undergik en procedure, hvor de fik indlagt elektroder og stimuleret
hjertet til AF indtraf. Efterfalgende blev der behandlet med Ranolazin, Dofetilid eller saltvand

enkelvis og til slut kombinationsbehandlingen.

Alle heste blev ved ankomst opstaldet i samme stald og dagligt lukket pa en separat fold.
Hestene var opstaldet pa Kgbenhavns universitetshospital i Tastrup i fem uger, mens de

gennemgik forsgg, hvorefter de blev aflivet.

Alle heste blev efter ankomst traenet syv til ti dage med tilvaenning til tvangsboks og kliniske

undersggelse samt optagelse af et 24 timers EKG.

Hver hest gennemgik fire procedurer med syv dage imellem (wash out).

4.2.1. Kontrolforsgg med Dofetilid og Ranolazin

4.2.1.1. Preae-procedure
EKG blev optaget i 24 timer med Televet 100%, der blev pasat inden starten pa hver
procedure. Elektroderne blev placeret som faglgende; den negative (rade) afledning pa hajre

scapula (hjertebasis), den positive (gule) caudalt for venstre albue (over apex), den positive

L Kruuse A/S, Langeskov, Danmark.
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(grenne) ved sternum caudalt for xiphoid processen og referencen (sort) pa venstre scapula
(bil. 1).

Billede 1. Placering af elektroder under forsgg og montering af Televet. Billede taget under forsgg.

Kateterne til blodprgvetagning og indgift af stof blev lagt i jugularvenen. Der blev lagt to til
tre 12G katetre. Kateteret pa venstre side til blodprgvetagning, kateteret/kateterne pa hgjre
side til indgift af stoffer.

421.2. Procedure

Indgiften i kontrolforsgget blev administreret IV over to rater.

Kontrol forsgg: Mangden af tildelt saltvand afspejlede maengden af indgift med
leegemidlerne. 0,2 ml/kg 1V totalt: Ferste dosis: 0,033 ml/kg IV (0,00625 ml/kg/min). Anden
dosis: 0,067 ml/kg IV (0,00625 ml/kg/min).

Dofetilid forsgg: Human dosis for Dofetilid 8pg/kg 1V (oplgsning til forseg = 0,2 ml/kg V).
Farste dosis: 2,66 pg/kg IV (0,5 pg/kg/min). Anden dosis: 5,34 pg/kg 1V (0,5 pg/kg/min).

Ranolazin forsgg: Ranolazin administreres humant PO. | forsgg pa gris med indgift IV bruges
2,4 mg/kg (Kumar et al., 2009). Farste dosis: 0,80 mg/kg IV (0,5 pg/kg/min). Anden dosis:
1,60 mg/kg IV (0,5 pg/kg/min).

Kombinationsbehandlingen med Dofetilid og Ranolazin: Farste dosis: 2,66 pg/kg Dofetilid
IV samtidig med 0,8 mg/kg Ranolazin 1V (0,5 pg/kg/min). Anden dosis: 5,34 pg/kg Dofetilid
IV samtidig med 1,60 mg/kg Ranolazin IV (0,5 pg/kg/min).
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Blodpraverne blev opsamlet til tiderne: for stof indgift, 1 min efter dosis 1, 20 min efter dosis
1, 1 min efter dosis 2, 20 min efter dosis 2, 40 min, 1 time, 1% time, 2 timer, 4 timer, 10

timer, 16 timer og 24 timer.

4.2.1.3. Post-procedure

Hestene blev monitoreret 2 timer efter hver procedure. Televetten blev pa i 24 timer efter den
sidste stof injektion (bil. 2).

Billede 2. Hest med EKG udstyr pa i boksen. Billede taget under forsgget.

Pa billedet ses hvordan udstyr blev sikret, s& hesten kunne std med EKG pa i boksen. Kateteret blev liggende i

venstre jugularvene til blodprgvetagning.

4.2.2. Atrieflimmer behandlingsforsag med Dofetilid og Ranolazin

4.2.2.1. Prae-procedure
EKG blev optaget med Televet, pasat inden procedurerens start. EKG blev optaget i 24 timer
(beskrevet under kontrol procedure (bil. 1) s. 22-23).

LabChart EKG? blev optaget under forsgget. Der blev anvendt to uafhengige EKG
afledninger (standard base-apex og P tak afledning), der lgb samtidig med det intraatriale
EKG (fig. 9).

2 Animal Bioamplifier, ADInstruments Ltd, Oxford, UK.
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Figur 9. LabChart fra hest i sinusrytme.

Det intraatriale elektrogram ses gverst, nedenunder ses P tak afledningen fra overflade EKGet, derunder ses
stimuli (gren streg) og i bunden ses base-apex afledningen. Elektroden ligger i atriet, hvor det intrakardiale

elektrogram signalerer samtidig med starten af P takken. Billede fra hest under forsgget.
Der blev lagt to katetre i hgjre og et i venstre side af jugularvenen.

Intraatriale og pacing elektroder blev anlagt i kateterne pa hgjre side (bil. 3 og 4).

Billede 3. Anlaeggelse af kateter til elektrode.
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Der blev lagt en guidewire ned i 12G Kateteret, hvorefter kateteret blev trukket ud, s& kun guidewiren var tilbage.

Et 7F (7F-ACT sheath og SIM peel-Away introducer 7F) kateter® blev fart ned over guidewiren og ned i venen.

Guidewiren blev taget ud og den lysebla del af kateret fjernet. Billede taget under forsgget.

Billede 4. Anlaggelse af elektroder til pacing.

8-polar elektroden blev fart gennem introduktionsdelen af 7F kateret til det hgjre atrie og toppen af 7F kateret

blev skruet fast om elektroden. Billede taget under forsgg.

Efter elektrodernes anlaeggelse i atrierne (fig. 9), blev de skiftet til en stimulator og testet for

capture.

4.2.2.2. Procedure far indgift af stoffer
Teerskelveerdi for pacing blev bestemt inden hesten fik induceret AF.

Induktion af AF blev fortaget ved at burst pace atriet i 5-6 sek (fig. 10). Hvis hesten kom i
AF, blev den ikke pacet, for den var i sinusrytme igen. Atrieflimmer blev anset som
persisterende, hvis heste var i AF i mere end 15 min (Ohmura et al., 2000).

3 Argon medical devices, Athen.
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Figur 10. Hest der burst paces i AF

De grenne streger er det interval der burst paces. Far hesten burst paces, kan der ses en normal sinusrytme og

efter at hesten er gaet i AF. Billede fra hest under forsgget.

4.2.2.3. Procedure under og efter stofindgift
Blodpraverne blev taget til tiderne: far indgift af stof, 1 min efter hver af de fire doser, efter

konvertering til sinusrytme, 4 timer og 24 timer efter AF induktion.

Indgift med stofferne skete over fire gange med 20 min mellem hver dosis. Kontrol med
saltvand, Dofetilid og Ranolazin procedurerne blev udfart i en randomiseret reekkefglge,

kombinationsbehandlingen gennemgik alle heste i den sidste uge.

Kontrol: Total dosis: 0,2 ml/kg IV. Farste dosis: 0,0075 ml/kg, anden dosis: 0,0148 ml/kg,
tredje dosis: 0,0444 ml/kg, fjerde dosis: 0,1333 ml/kg (0,0125 ml/kg/min).

Dofetilid: Total dosis pa 8ug/kg IV. Farste dosis: 0,296pg/kg, anden dosis: 0,593ug/kg, tredje
dosis: 1,778ug/kg, fjerde dosis: 5,333ug/kg (0,0125ml/kg/min).

Ranolazin: Total dosis pa 2,4mg/kg IV. Farste dosis: 0,104mg/kg, anden dosis: 0,208 mg/kg,
tredje dosis 0,624 mg/kg, fjerde dosis: 1,872mg/kg (0,0125 ml/kg/min).

Kombinationsbehandling: Dofetilid blev kun administreret fgrste gang, dosis var bestemt af
sidste ineffektive dosis under Dofetilid forsgget i den pageeldende hest. Ranolazin blev givet i
samme fire doser som i Ranolazin forsgget. Stofferne blev indgivet ved samme hastighed,

som da de administreredes individuelt.
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Forblev hesten i AF 30 min efter fjerde dosis, blev der ikke udfart flere malinger.
Konverterede hesten blev hesten forsggt AF induceret igen efter fjerde dosis.

4.3. EKG analyser

EKGet blev optaget pa Televet og behandlet i programmet Televet 100. Malingerne af QT
intervallerne blev fortaget manuelt i Televets program via méleredskabet Cardio Calipers®.
QT intervallet blev malt fra starten af Q takken til slutningen af T takken. T takkens slutning
blev visuelt bestemt, som punktet hvor T takken nar den isoelektriske baseline (Pedersen et
al., 2013).

Det illustreres, hvordan QT intervallet blev malt under forskellige omstendigheder pa 24
timers EKGerne (fig. 11-12).

‘Weekday | Date | Time Mode Gain Feed Fitter X-Cursor Y-Cursor HR Low | HR High Battery
Tue | 14. Jan | 05:00:24 Single Lead | 40 mm/mV | 200 mm/s 50 Hz 46 ms | 1304 /min - -] - lé

L@m@. —
468 siieiee
ums B =

Figur 11. Standart QT maling fra hest 1.

Her ses en standard QT maling pa en hest, hvor det er nemt at erkende starten af Q takken og slutningen af T

takken. Taget fra hest 1 under 24 timer EKG monitorering.

41conico, Inc.
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C D
Figur 12. QT maéling ved Q og T tak morfologiske @ndringer.

A, Her ses hvordan der foretages en maling ved en bifasisk T tak. Taget fra hest 2 under 24 timer EKG
monitorering. B, Der kan ikke synligt erkendes en positiv T tak og der males derfor til baseline fra Q til Tpeax.
QT maling fra hest 2 efter kombinationshehandling. C, Der ses ikke nogen klar afslutning pa T takken og
afslutning vurderes efter hvor den formodes at vare fladet ud til niveau med baseline. QT maling af hest 1 efter
kombinationsbehandling D, Der kan ikke erkendes nogen synlig Q tak, og malingen starter der, hvor baseline

slutter, for R takken bliver negativ. QT malingen er fra 24 timers EKG hos hest 4.

Data fra 24 timers EKGerne blev anvendt til bestemmelse af en lineger regression.
Heeldningen blev brugt til korrektion af QT intervallet for e&ndringer i puls. | forsgg vistes, at
hestens QT korrektion (QTc) kunne udtrykkes via en bifasisk linegr regression, der
korrigerede for puls (RR) (Pedersen et al., 2013) (fig. 13). Yderligere forseg viste, at
haldningen pa den bifasiske linezre regression er forskellig i henhold til race (Pedersen 2014,

personlig kommunikation).

QT malingerne blev foretaget pa steder, hvor der var stabil puls under 60 slag/min + 5
pulsslag. Derved kunne der benyttes en korrektionsformel til alle data. Der blev malt fem QT

intervaller hver hele time + 10 min i 24 timer.
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Figur 13. Bifasisk lineer regression QT/RR.

Model for QT intervallets pulsafhengighed /RR hos heste. Den bifasisk linegre regression er geldende for alle
ken. Den bestar af en haldning 1 (slopel), geeldende for pulsveerdier over 60 slag/min (R=1). Ved puls 60
slag/min ses et knaek (RRyend) 0g for pulsveerdier under 60 slag/min ses heeldning 2 (slope2), der er en fladere
linegr regression. RR=60/HR. HR= puls. Modificeret fra Pedersen et al. (2013).

Malingerne af QT intervallerne ved procedurerene hos kontrolgruppen blev udfart til tiderne:
Fer indgift af stof, 20 min efter indgift af dosis 1, 20 min efter indgift af dosis 2, 40 min efter

dosis 2, 1 time, 2 timer, 4 timer, 10 timer og 20 timer efter dosis 2.

Malingerne af QT intervallerne i AF behandlingsgruppen blev foretaget pa heste, der var
konverteret fra AF til sinusrytme og ikke var underlagt pacing til tiderne: Fer indgift af stof, 1

time efter indgift af dosis 4, 2 timer efter dosis 4, 4 timer, 10 timer og 20 timer efter dosis 4.

4.4.  Statistiske metodebeskrivelse og data analysemetode

Data blev indtastet og QTc beregnet i Excel®. Statistisk bearbejdelse via GraphPad Instat® med
en ensidet variansanalyse (ANOVA) til vurdering om QT intervallet var signifikant forlenget
i forhold til referencen (24 timers QTc intervallerne for de 9 heste). Der blev anvendt

Dunnett’s multiple comparison test til parvis sammenligning af data.

> Microsoft office Excel 2013, Microsoft Corporation, Redmond USA
6 GraphPad Instat 10.3, Graph pad software Inc., Ca, USA.
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QT lag effekt pa QT intervallet blev mindsket ved at lave et gennemsnit af ti RR intervaller,

hvor pulsen var stabil. Malingen af puls blev foretaget inden maling af de efterfglgende fem
QT intervallet (fig. 14).

Figur 14. Méling af puls med Cardio calipers i televet.

Der findes et sted hvor pulsen ligger under 60 slag/min. Pulsen skal ligge stabilt i dette omrade og der males med

Cardio Calipers, ti RR intervaller. Modificeret fra egne data i Televet.

Til at beskrive den bedst tilpassede QT/RR linezre regression for 24 timers EKGerne blev

programmet GraphPad Prism’ anvendt.

Ud fra den linezre regression blev haeldning og skearingspunkt med Y- aksen fundet. Linjen

bliver givet ved formlen: QT= Haldning * RR + Skaringspunkt.

Til QT korrektion (QTc) for pulsveerdien anvendtes korrektionsformlen (geaeldende for hest
med puls under 60 slag/min): QTc= (haldning x 1000 + skeeringspunkt) + (QT — QTi). QTi er
veerdien for en standard studiespecifik hest (en gennemsnits hest ved en given RR): QTi =
heaeldning x RR x 1000 + skeeringspunkt (Pedersen 2014, personlig kommunikation).

7 Graph pad prism 6.04., Graph pad software Inc., Ca, USA.
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5. Resultater

51. 24 timers EKG
Den lineere regression for de 9 heste (fig. 15) har en haldning = 0,06962, Skaringspunkt =
362,7 og en middelveerdi = 432,44 + 29,35. (Bilag, tabel 1 og 2)

De enkelte hestes lineaere regression kan se i figur 16 (bilag, tabel 3).

QT/RR pa 24 timer EKG
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Figur 15. QT/RR linezr regression pa de 9 hestes 24 timers EKG

31



Figuren viser den bedste linezre regression opnaet med et gennemsnit af fem QT malinger hver time i 24 timer
for hestene i forsgget. De stiplede linjer viser 95% konfidensintervallet. Fra GraphPad Prism.
QT/RR variationen mellem de 9 hestes 24 timers EKG
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Figur 16. QT/RR variation mellem de enkelte 9 hestes 24 timers EKGer.

Hestene er markeret med hver sin farve. De farvede streger viser den enkelte hests linezre regression og de
farvede punkter hestens variation i QT malingerne (bilag, tabel 3). Lilla- hest 1, gul- hest 2, gran-hest 3, lysergd-
hest 4, rgd-hest 5, bla-hest 6, brun-hest 7, gra-hest 8, pink-hest 9. Den sorte linje viser den bedste rette linje ud
fra de 9 hestes QT mélinger. Fra GraphPad Prism.

Hestenes QT intervaller for 24 timers EKGerne anvendes som reference til sammenligning

med QTc intervallerne for procedurerne med de forskellige stoffer.

5.2.  Kontrolforsgg

De 3 heste i forsgget udviste god tolerance over for indgift af Dofetilid, Ranolazin og
kombinationsbehandlingen af de to stoffer indgivet IV over to doser. Der blev ikke observeret

nogen kliniske bivirkninger.

Resultaterne for kontrolgruppens behandlingsstrategier og deres effekt pa forleengelse af QT

intervallet, jeevnfer tabel 2 nedenfor. (Bilag, tabel 4-7).

Tid/Stof Dofetilid Ranolazin Kombinationsbehandling | Kontrol
(P<0.05) (P<0.05) (P<0.05) (P<0.05)
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For stof q=1,629 q=2,036 q=1,950 q=0,1428
20 min efter dosis 1 0=2,140 q=2,452 0=4,108 g=1,449
20 min efter dosis 2 g=5,448 g=2,728 0=6,104 q=1,287
40 min efter dosis 2 0=4,193 g=0,4909 0=4,185 g=1,807
1 time efter dosis 2 0=4,369 g=1,169 0=5,074 g=1,263
2 timer efter dosis 2 0=4,865 g=1,870 0=4,334 g=1,398
4 timer efter dosis 2 0=2,185 g=1,544 0=2,900 g=0,1615
10 timer efter dosis 2 | q=2,085 q=2,247 0=1,816 g=0,3924
20 timer efter dosis 2 | g=1,380 g=2,254 ) O]

Tabel 2. Resultater for kontrolforsgget.

Signifikant, QTc leengden for indgift af pageeldende stof vurderes til at vere statistisk signifikant forleenget i
forhold til referenceveerdierne (P<0.05), ved g>2,718. Ikke signifikant, QTc leengden for indgift af pagaeldende
stof vurderes til ikke at veere statistisk signifikant forleenget i forhold til referenceverdierne (P<0.05), ved

0<2,718. (-) er ensbetydende med at data manglede for hesten i kontrolgruppen til pagaldende tid.

QTc maksimum laengde ved indgift med Dofetilid opnas 20 min efter indgift af dosis 2 (fig.
17). QTc maksimum lengde ved indgift med kombinationsbehandlingen opnas 20 min efter
indgift af dosis 2 (fig. 18).

QTc lengde efter indgift af Dofetilid vurderes i forhold til QTc leengden efter indgift af
kombinationsbehandlingen, for at vurdere en evt. signifikant forleengelse af QTc. Der blev
ikke fundet nogen signifikant forskel pa QTc leengden ved indgift med Dofetilid i forhold til

kombinationsbehandlingen.
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QTc lzengde ved Dofetilid kontrolforseg
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Figur. 17. QTc leengde ved indgift med Dofetilid under kontrolforsgget.

Her ses QT laeengden for de forskellige tidspunkter der er malt. Det ses at QT laeengden topper 20 min efter dosis 2
og er forleenget gennem tiderne frem til to timer efter dosis 2. Fra GraphPad Prism.

QTc lzengde ved kombinationsbehandling kontrolforseg
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Figur 18. QTc leengde ved kombinationshehandling under kontrolforsgget.
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Her ses QT leengden for de forskellige tidspunkter. Det ses at QT leengden topper 20 min efter dosis 2 og er
forleenget frem til 2 timer efter indgift af dosis 2. Fra GraphPad Prism.

5.3.  Atrieflimmer behandlingsforsag

De 6 heste i forsgget udviste god tolerance over for indgift af Dofetilid, Ranolazin og
kombinationsbehandlingen indgivet IV over fire doser. Der blev ikke observeret nogen

kliniske bivirkninger.

5.3.1. Konverteringstid

De 6 forsggsheste konverterede fra AF til sinusrytme ved indgift af Dofetilid efter 63,67 =
22,16 min fra start af AF. Efter indgift af Ranolazin konverterede hestene til sinusrytme efter
63,33 £ 32,02 min. 5 heste konverterede inden for 30 min efter indgift af dosis 4, som angav
forsggstiden. En hest konverterede senere i boksen efter indgift af kombinationsbehandlingen
(denne hest medtages i beregningerne). De 6 forsggsheste konverterede ved indgift af
kombinationsbehandlingen efter 46,17 + 40,85 min fra start af AF. Under kontrol med
saltvand konverterede 2 heste hhv. 1 og 3 min efter fgrste saltvands indgift (de 2 heste
medtages i beregningerne) (Bilag, tabel 8). Alle heste konverterede med en middelvardi =
133,3 + 96,63 min fra starten af AF (fig.19).

Hestenes tid i AF inden de konverterede til sinusrytme for de forskellige behandlinger blev
sammenlignet med tiden for kontrol med saltvand. Der var signifikant (P<0,05) kortere tid i
AF for hestene ved kombinationsbehandlingen i forhold til kontrol med saltvand (bilag, tabel
9).
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AF lngde ved stoffer
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Figur 19. Atrieflimmer varighed

Figuren viser AF varighed ved behandling med kontrol med saltvand, Dofetilid, Ranolazin og

kombinationsbehandlingen. Fra GraphPad Prism.

5.3.2.QT interval

Resultaterne for AF behandlingsgruppens behandlingsstrategier og deres effekt pa
forleengelsen af QT intervallet, jeevnfar tabel 3 nedenunder. (Bilag, tabel 10-13).

Tid/stof Dofetilid Ranolazin Kombinationsbehandling | Kontrol
(P<0.05) (P<0.05) (P<0.05) (P<0.05)
Far stof g=1,361 g=2,547 g=1,793 0=1,764
1 timer efter dosis 4 g=2,121 g=1,009 0=1,703 0=0,7967
2 timer efter dosis 4 0=1,654 0=0,02036 g=1,009 0=0,6446
4 timer efter dosis 4 0=0,7889 0=0,04423 0=1,713 0=1,070
10 timer efter dosis 4 | g=3,149 0=2,409 =2,827 0=0,6538
20 timer efter dosis 4 | 9=1,487 g=1,731 0=2,899 0=2,465

Tabel 3. Resultater for AF behandlings forsgg.

Signifikant, QTc lengden for indgift af pAgaeldende stof vurderes til at veere statistisk signifikant forlaenget i
forhold til referenceveerdierne (P<0.05), ved g>2,591. Ikke signifikant, QTc leengden for indgift af pagaldende
stof vurderes til ikke at vaere statistisk signifikant forleenget i forhold til referenceveerdierne (P<0.05), ved
0<2,591.
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QTc maksimum laengde efter indgift med Dofetilid opnas 10 timer efter indgift af dosis 4 (fig.
20). QTc maksimum laengde efter indgift af kombinationsbehandlingen opnas 20 timer efter
indgift af dosis 4 (fig. 21).

QTc lengde efter indgift af Dofetilid vurderes i forhold til QTc leengden efter indgift af
kombinationsbehandlingen, for at vurdere en evt. signifikant forleengelse af QTc. Der blev
ikke fundet nogen signifikant forskel pa QTc leengden ved indgift med Dofetilid i forhold til

kombinationsbehandlingen.

QTc leengde efter Dofetilid ved AF behandlingforseg
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Figur 20. QTc leengde ved indgift af Dofetilid under AF behandlingsforsgget.

Her ses QT laengden for de forskellige tidspunkter. Det ses at QT laengden topper 10 timer efter dosis 4. Der ses
ogsa en lille forleengelse 1 time efter dosis 4 og derefter et fald, inden det stiger igen for at toppe 10 timer efter

dosis 4. Fra GraphPad Prism.
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QTc lngde efter kombinationshehandling ved AF
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Figur 21. QTc lengde efter kombinationsbehandling ved AF behandlingsforsgget.

Her ses QT laengden for de forskellige tidspunkter. Det ses at QT laeengden topper 20 timer efter dosis 4, og er
signifikant forlenget frem til tiderne 10 timer og 20 timer efter dosis 4. Fra GraphPad Prism.

Under QT interval malingerne for bade kontrolforsgg og AF behandlingsforsgg, blev der
observeret @ndringer af T taks morfologien fra fer indgift af Dofetilid og
kombinationsbehandlingen og efter. Heste med positiv T tak fer proceduren fik en bifasisk T
tak efter indgift med Dofetilid og kombinationsbehandling (fig. 22). Heste med bifasisk T tak
far proceduren fik en mere negativ T tak efter indgift af Dofetilid og kombinationsbehandling
(fig. 23).

Figur 22. QT interval for og efter indgift med Dofetilid, hest 1.

Pa billede a ses en positiv T tak. Billede b, samme hest efter indgift med Dofetilid. Hestens T tak a&ndrer

morfologi og bliver bifasisk. Billedet modificeret fra egne malinger fra forsgget.
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Figur 23. T taks morfologi for hest 2

Figuren viser, den @ndring der ses for T takkens morfologi for hest 2 fra far procedure (a) og hest 2 efter den har
faet kombinationsbehandlingen (b). Modificeret fra egne malinger i Televet.
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6. Diskussion

Forsgget med Dofetilid, Ranolazin og kombinationsbehandlingen skulle undersgge, om
behandlingen med disse stoffer var et sikkert og effektivt alternativ til de eksisterende
behandlingsstrategier. De antiarytmiske risici ved behandlingerne blev vurderet bl.a. ved

maling af QT interval forleengelser.

6.1. Metode og data analyser

Procedurerene fra kontrolforsgget forlgb godt og i henhold til den opstillede protokol.
Datasette opnaet i forbindelse med kontrolgruppen var af god kvalitet og kun med manglende
data 20 timer efter kombinationshehandling og kontrol, hvor alle data manglede. Der var pa

trods af den lille forsggsgruppe en god ensartethed i de indhentede data.

Atrieflimmer behandlingsforsggets procedure gav nogle udfordringer, der pavirkede
resultaterne i forbindelse med AF varigheden. Atrieflimmer blev efter 15 min antaget at
stemme overens med en persisterende AF i forsgget. Ved naturligt AF ville 15 min ikke
kunne kategoriseres som en persisterende tilstand, men som en paroxysmal tilstand (Patel et
al., 2011). Der kunne veere anvendt andre metoder fx med naturlige AF heste eller en metode,
hvor hestene burst paces over flere uger. Sidstnaevnte metode har i et forsgg skabt en
lzengerevarende AF hos en pony (Loon et al., 2000). Under forsgget konverterede 2 ud af 6
heste fra AF til sinusrytme 1-3 min efter indgift med farste dosis saltvand (bilag, tabel 8). Det
ville gge sikkerheden pa resultaterne, hvis de 2 heste blev taget ud af datasettet. Det var ikke
muligt pga. fa verdier i nogle af datasettene. Det blev under forsgget observeret, at der ikke
kunne drages en sammenhang mellem de heste, der konverterede tidligt pa saltvand og en
tidlig konvertering ved behandling med Ranolazin, Dofetilid eller kombinationsbehandlingen.
Hestene fik lagt pacing elektroderne manuelt uden fastgarelse til atrieveeggen. Det medvirker
til varierende kontakt med atrieveeggen. Usikkerheden pa placeringen ville kunne minimeres
ved anvendelse af skrue elektroder og fluoroscopic guidning (Mehdirad et al., 1999).

Atrieflimmer behandlingsforsgget indeholdt 6 heste. Der fandtes en reekke mangler i de
indsamlede EKGer for denne gruppe heste. Der var heste, der ikke havde optagelser for hele
procedurer og mange steder manglede der dele af EKGerne. Datasattene for forsgget var
meget mangelfulde, og beregningerne blev udregnet ud fra et meget varieret antal heste hen
over tiderne for QT interval malingerne. Stikprgvestarrelsen til de enkelte tider svingede fra
2-6 heste. De statistiske analyser for AF behandlingsforsgget var underlagt store statistiske

40



usikkerheder, det ville kraeve et starre antal ekstra heste for at kunne give en starre sikkerhed

pa resultaterne.

Data indsamlingen til malinger af QT laeengden blev fortaget manuelt. Manuel maling kunne
udgare en usikkerhed i ensartetheden og veere medvirkende til fejl i forhold til vurdering af
hvor start og slut af Q og T tak var. Det gjorde sig specielt geldende, nar der opstod
endringer hestene imellem eller efter indgift af stof (fig. 12). Humant anvendes der
computerprogrammer til maling af QT intervallerne. Det ville kunne nedbringe de manuelle
fejl betydeligt og give en starre sikkerhed pa QT malingerne, hvis der eksisterede et lignede
program til brug hos heste (Diamant et al., 2010, Malik, 2010). Malingerne i forsgget blev
foretaget af samme person i en sammenhangende periode under ens forudsaetninger, hvilket

nedbragte intern variation i QT malingerne mest muligt.

Reference og korrektionsveerdi blev fundet ud fra 24 timers EKGerne. De fem QT interval
malinger blev fortaget hver time, hvilket gav en god sikkerhed pa vardierne. @nskes der en
starre sikkerhed, kunne der tages flere malinger med. QT malingerne var underlagt et krav om
at alle malinger 13 i et interval med stabil puls * 5 slag/min. Pulsen blev malt pa ti RR
intervaller, hvilket gav en lavere variation i QTlag (Larroude et al., 2006). Der blev anvendt
pulsveerdier under 60 slag/min, hvilket gav et ensartet dataseet, og gav en haeldningsveerdi
uden at skulle korrigere for den bifasiske regression, der skiller ved 60 slag/min hos hest
(Pedersen et al., 2013). Der blev derfor kun anvendt en korrektionsformel for alle data og
derved blev data mere ensartet. Det var ikke muligt at lave QT malinger under 60 slag/min
nar hestene var i AF. QT malingerne blev derfor farst foretaget efter hestene konverterede.
Det gav en reekke manglende data for QT malingerne til tiderne 1 time og 2 timer efter
behandling hos de heste, der ikke konverterede. Begraensningen i puls medfgrte en manglende
viden om QT intervallets forleengelse ved pulsveerdier over 60 slag/min. Det kunne veere en
relevant viden, nar de afprgvede stoffer gnskes til brug ved behandling af AF, hvor pulsen til
tider er hgjere. Malingerne blev yderligere begranset af, at de ikke kunne foretages under
pacing. Ved pacing kunne impulsen komme fra et andet sted i hjertet end normalt, da det ikke
vides hvor paceren var placeret i atriet. Det var derved ikke muligt at indsamle QT malinger
imellem dosis eller 20 min og 40 min efter dosis 4. Det medfarte nogle mangler i

sammenligningsgrundlaget for de to forsggsdele.

Det kunne overvejes, om det havde veret mere reprasentativt at bruge samme dosis

intervaller (to eller fire doser) i begge forsgg. Derved havde der veeret baggrund for
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sammenligning mellem de to delforsgg, og hvordan behandlingerne reagerede i heste med og
uden AF.

Tiderne for QT interval malingerne under forsgget blev valgt ud fra blodprave
indsamlingstidspunkterne. Blodpragverne ved begge forsggsdele blev udtaget til senere
undersggelse for stofkoncentration i blodet ved forskellige tider, der ville kunne kobles med
QT forlengelserne set pa EKGerne. For en mere detaljeret forstaelse for de eksakte
forandringer i QT intervallet, burde der veere fortaget QT interval malinger hver 20 min de
farste 4 timer og derefter hver time frem til 24- 36 timer efter sidste dosis stof var indgivet.
Det underbygges af, at der var observeret signifikante QT forleengelser helt op til 20 timer

efter sidste dosis.

Til de statistiske analyser blev det valgt at korrektionsformlen for QTc blev beregnet ud fra de
9 hestes 24 timers EKGer. Baggrund for valget var den starre statistiske sikkerhed, der opnas
ved brug af en starre antal veerdier. De enkelte hestes QT malinger var meget varierende, og
der var stor variation mellem de enkelte linjer (fig. 16). Hestene havde alle pa ner én, en
signifikant forskel fra O i deres haldning (bilag, tabel 3). Den brune linje (hest 7) i figur 16
var ikke signifikant. Hest 7°s EKG var generelt meget stabilt og med lille variation i QT
intervallerne og puls over de 24 timer. Et alternativ til en feelles korrektion af QT intervallerne
var en korrektion lavet pa hver enkelt hests egne 24 timers QT intervaller. Det princip ville
have medfart en starre sikkerhed pa den enkelte hest egne veardier. Fejlkilden ved brug af
denne type korrektion var, at heste under deres 24 timers EKG kunne give en raekke, for den
hest, anormale veerdier. Det ville udmgnte sig i et falsk billede pa alle de efterfglgende QTc
veerdier, hestens 24 timers datasat bruges til at korrigere med. Ved at valge en
feelleskorrektion vil de individuelle forskelle blive udvisket til fordel for et mere ensartet
datasat.

Hestenes QTc fra 24 timers EKGerne blev anvendt som reference for sammenligning mellem
de forskellige behandlinger med Ranolazin, Dofetilid og kombinationsbehandlingen. Det gav
et stgrre antal veerdier og en statistisk starre sikkerhed for at mindske variationen hestene
imellem. Verdierne for far procedurerne kunne have veeret anvendt som referenceveerdi. Det
ville have givet en starre sikkerhed pa den enkelte hest pa den dag, men gav ogsa en mindre
referencestarrelse. Der blev ikke i nogen af forsggene fundet en signifikant forskel mellem for
procedure og referenceverdierne. Derfor antages det at referenceverdien, pa trods af den

individuelle store spredning (fig. 16), gav det statistiske steerkeste sammenligningsgrundlag.
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6.2. Dofetilid

Dofetilid konverterede alle heste i AF behandlingsgruppen (100%) inden fjerde indgift (bilag,
tabel 8). Dofetilids konverteringsrate humant var i forsgg mellem 6,1% og 29,9 % (Singh et
al., 2000). Forsggshestene konverterede alle fra AF til sinusrytme af sig selv indenfor 4% time
ved kontrol. Konverteringsraten pa 100% hos AF behandlingsgruppen kunne skyldes, at
forsgget blev foretaget pa raske heste med eksperimentalt pacing induceret AF. En induceret
AF ville veere mere organiseret lige efter eksperimental induktion. Hvis AF opretholdes
igennem en leengere periode, kunne der forekomme elektrisk remodellering og derved gges
stabiliteten af AF (Wijffels et al., 1995). Humant anvendes Dofetilid mest til patienter med
persisterende AF (Banchs et al., 2008). Det kunne ikke efterbevises i forsgget, da det var
sveert at efterligne en persisterende AF hos hest ved burst pacing.

Dofetilids blokering af Ik, forleenger aktionspotentialet og pavirker den effektive refrakteere
periode i atrierne og ventriklerne (Workman et al., 2011). Dofetilid havde i resultaterne for
begge forsggsgrupper en signifikant forleengende effekt pa QT intervallet. QT interval
forlengelserne hos kontrolgruppen var fra 20 min efter dosis 2 til 2 timer efter dosis 2. Den
humane maximale plasma koncentration opnas 2 timer efter indgift af Dofetilid og kunne
forklare den QT forlengelse, der var i forsgget til de pagaeldende tider (Benson & Powless,
2003). Hos AF behandlingsgruppen fandtes farst en signifikant forlengelse ved tiden 10 timer
efter dosis 4. Det har ikke vaeret muligt at finde referencer, der beskrev en lignende forskel
mellem brug af Dofetilid hos patienter med og uden AF. Der kan spekuleres i, om forskellen
mellem kontrolgruppen og AF behandlingsgruppen kunne skyldes den pavirkning AF havde
pa aktionspotentialet og den effektive refraktaere periode. Da AF opretholdes af en forkortet
refrakteer periode, kunne det give en forhaling af blokaden af Ix;, s& QT interval forlaengelsen
farst opstod senere. Dofetilide kunne i humane forsgg skabe en dosisafhaengig forlengelse af
QT interval, uden at pavirke PR interval eller QRS komplekset (Patel et al., 2011). Det blev i
kontrolforsgget observeret, at den signifikante forlengelse af QT intervallet opstod 20 min
efter anden dosis Dofetilid. Farste dosis Dofetilid havde ikke forleengende effekt pa QT
intervallet. Hestene i forsgget viste en mulig dosisafhangig forlengelse af QT intervallet,

svarende til det der blev observeret humant.

Forlengelsen af QT intervallet i forsggene med Dofetilid kunne tilleegges @ndringer i T
takkens morfologi. £ndringer af T takkens morfologi ved indgift af Dofetilid er ogsa
beskrevet i kaninhjerter (Roche et al., 2010). Heste med positiv T tak fgr proceduren fik en
bifasisk T tak efter indgift med Dofetilid (fig. 22). Heste med bifasisk T tak far proceduren fik
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en mere negativ T tak efter indgift af Dofetilid. De T tak morfologiske &ndringer kunne ikke
tilleegges forggelser i puls hos hestene efter behandlingerne. Hestens T tak kan veaere meget
varierende fra individ til individ og &ndres let ved pulsstigninger og pavirkes bl.a. af hestes
treeningstilstand og alder (Steel et al., 1976, Evans & Polglaze., 1994, Ayala et al., 1999,
Sabev et al., 2010,). Under humane forsgg forekom der ogsa &ndringer i T taks morfologien
ved indgift med Ikr blokerende stoffer (Tjaderborn et al., 2010).

Det ville i forbindelse med de T taks morfologiske &ndringer vaere interessant at undersgge
Tpeak-Tend forholdet, samt Tpeaki-Tpeake forholdet. Humant havde Tpeax-Tend forleengelser i det
forleengede QT interval en positiv korrelation med gget risiko for torsades de points (Topilski
et al., 2007).

Det blev ikke undersggt i forsggene, om der skete en forleengelse af QRS komplekset, som
kunne medvirke til forleengelsen i QT intervallet. Det har under nogle forsgg veeret vist, at
QRS komplekset kunne forlenges og vaere medvirkende til en QT forlaengelse indenfor 2
timer efter Dofetilid indgift (Brumberg et al., 2013). Det ville veere vaerd at undersgge

yderligere hos hest for at finde, om Dofetilid pavirker den ventrikulere depolarisering.

Endvidere kunne man overveje at undersgge PR laengden for at undersgge om Dofetilid i hest
nedsatter hastigheden gennem AV knuden. | humane forsgg havde Dofetilid ikke nogen
effekt pa PR leengden (Patel et al., 2011).

Dofetilid i hest gav en mulig dosisafhaengig QT forlengelse, der havde nogle

overensstemmelser med humane QT forlaengelse.

6.3. Ranolazin

Ranolazin konverterede alle heste (100%) i AF behandlingsgruppen til sinusrytme. Den hest
der konverterede senest var 16 min efter indgift med dosis 4 (bilag, tabel 8). | et forsgg med
hundehjerter var konverteringsraten 67% (Burashnikov et al., 2012). Ved brug af en hgj dosis
Ranolazin PO ved paroxysmal eller nystartet AF (max. 48 timer) |a konverteringsraten
humant pa 72%, hvor forsggspersonerne konverterede indenfor 6 timer (Murdock et al.,
2009). Forsggets hgje konverteringsrate kunne skyldes, som for Dofetilid, at der i forsgget
blev anvendt heste med raske hjerter, der fik 15 min pacing til induktion af AF og ikke
naturlig AF. Atrieflimmer ville derfor ikke veere sa stabil, som havde den veret af lngere
varighed (Wijffels et al., 1995).
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Ranolazin blokerer flere ionkanaler Ina, Ikr, Iks0g L-type Ica kanaler (Antzelevitch et al.,
2004, Schram et al., 2004, Ravens, 2010,). | kontrolgruppen var der en signifikant forlaengelse
af QT intervallet 20 min efter dosis 2. AF behandlingsgruppen viste ikke nogen signifikant
forleengelse af QT intervallets leengde. Ranolazin gav i forsgg en dosisafhangig effekt pa
forlengelsen af aktionspotentialet og en moderat forlengelse af QT intervallet humant
(Antzelevitch et al., 2004). | kontrolforsgget var der ingen QT forlaengelse efter farste dosis,
men farst en kortvarig forlengelse af QT intervallet efter anden dosis. Der blev ikke malt 20
min efter dosis 4 i AF behandlingsgruppen, det var derfor ikke muligt at sammenligne. Ina
kanalerne aktiveres forst ved lavere dosis end Ik, der farst aktiveres ved hgjere dosis (Dhalla
et al., 2009). | forsgget var forleengelsen af QT intervallet farst signifikant efter anden dosis,
og det er derved muligt, at forleengelsen i hgjere grad skyldes blokaden af Ik, end en blokade
af Ina. Ixr kanalerne gav et forleenget aktionspotentiale, mens haemningen af ks og L-type Ca?*
kanalerne forkortede aktionspotentialet (Vaishnav et al., 2014). Denne forlaengelse efterfulgt
af en forkortelse af aktionspotentialet kunne forklare, at der kun var en kortvarig signifikant
forleengelse af QT intervallet ved brug af Ranolazin. | forsgg pa anastiserede grise blev det
fundet, at Ranolazin senker ledningshastigheden og forlaenger atriernes effektive refrakteere
periode to gange mere end i ventriklen (Kumar et al., 2009). Derfor ville ventriklernes
depolarisering og repolarisering ikke pavirkes i samme grad som ved Dofetilid. Der blev ikke

observeret nogen a&ndringer i EKGets morfologi.

Ranolazin gav en mere moderat forleengelse af QT intervallet end den observeret efter
Dofetilid, og AF behandlingsgruppen viste ingen signifikant forleengelse af QT intervallet.

6.4. Kombinationsbehandling

I AF behandlingsgruppen konverterede 5 ud af 6 heste inden for forsggstiden 30 min efter
dosis 4 (bilag, tabel 8). Den sidste hest konverterede efterfglgende i boksen. Det gav en
konverteringsrate pa 83,3%. Der eksisterer ikke litteratur pa Dofetilid og Ranolazin i
kombinationsbehandling. | forsgg med kombinationsbehandling af andre klasse 111
antiarytmisk leegemidler og Ranolazin, blev der fundet god synergetisk effekt ved lavere
dosis, end nar stofferne blev administreret hver for sig (Burashnikov et al., 2010, Frommeyer
et al., 2012, Frommeyer et al., 2013). Resultaterne for AF behandlingsgruppen viste en
signifikant kortere varighed af AF hos hestene ved indgift med kombinationsbehandling end
ved kontrolbehandling. Resultatet var underlagt et forbehold, da det inkluderede den hest der
konverterede i boksen og de 2 heste der konverterede tidligt pa saltvand. | forsgget
konverterede 4 af de 5 heste efter forste dosis indgift af kombinationsbehandling, 1 hest efter
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anden dosis indgift af Ranolazin. Det kunne tyde pa en synergetisk effekt, hvor Ik, blokade
forgges ved samtidig indgift af Dofetilid og Ranolazin, sammen med Ranolazins blokade af
Ina. Hvorved der kunne ske en forlaengelse af aktionspotentialet og den effektive refrakteere
periode tidligere. Den kortere AF periode hos AF behandlingsgruppen kunne forklares ud fra
Ranolazins evne til at forsinke repolariseringen og gge den effektiv refraktaere periode uden at
forleenge aktionspotentialet (Frommeyer et al., 2012). Nar Dofetilid blev administreret i lav
dosis, ville Iks og L-type Ca?* blokaden af ionkanalerne fra Ranolazin nedsatte Ik
forleengende virkning pa aktionspotentialet. Der blev opnaet en synergetisk forgget effektiv

refraktaer periode, der ved lavere dosis kunne konvertere hestene fra AF til sinusrytme.

Resultaterne for QT forleengelserne i kontrolforsgget og AF behandlingsforsgget viste en
sammenhang med resultaterne for de tre klasse 111 lzgemidler Amiodaron, Dronedaron og
Sotalol, der i kombinationsbehandling med Ranolazin fik en yderligere forleengelse af QT
intervallet end administreret enkelvis (Frommeyer et al., 2012). Hos kontrolgruppen var der
en tidligere signifikant forleengelse af QT komplekset 20 min efter fagrste dosis
kombinationsbehandling. Ved kontrolforsgg med Dofetilid og Ranolazin enkeltvis var der
forst en signifikant forleengelse af QT komplekset 20 min efter dosis 2. Det kunne tyde pa, at
Ranolazin og Dofetilid potenserede hinanden og gav en dosisafhaengig forlengelse af QT
intervallet som beskrevet for leegemidlerne enkelvist (Antzelevitch et al., 2004, Patel et al.,
2011). Det kunne antages deres effekt pa blokaden af I, forsterkes og forleengelsen af QT
intervallet derved indtradte hurtigere. Effekten pa de blokerede Ik kanaler ved indgift af
begge leegemidler kunne skabe en forleengende effekt pa aktionspotentialet i ventriklerne og
derved skabe en hurtigere signifikant forleengelse af QT intervallet. Varigheden af QT
intervallets forleengelse var ogsa laeengere end for Dofetilid i kontrolforsgget. Statistisk var der
ikke en signifikant forskel mellem laengden af QT intervallet ved Dofetilid og ved
kombinationsbehandlingen. Ranolazin var i forsgget ikke i stand til at nedseette Dofetilids
forleengelse af QT intervallet. Forsgget viste derimod en tidligere og leengerevarende QT
interval forleengelse ved brug af Dofetilid og Ranolazin. Resultaterne fra AF
behandlingsgruppen gav et lignende billede, her skete den signifikante forleengelse af QT
intervallet ogsa tidligere ved kombinationsbehandling end for Dofetilid. Der kunne ikke
findes litteratur til at underbygge dette, men en mulig forklaring kunne veare, at AF forkortede
refrakteer perioden og aktionspotentialet. Det ville derfor tage leengere tid for QT intervallet

blev forlaenget i en grad, hvor det var signifikant.
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Forlengelsen af QT komplekset kunne, som for Dofetilid, skyldes en &ndring i morfologien
pa T takken, der under kombinationsbehandlingen fik de samme morfologiske &ndringer som
beskrevet under Dofetilid (fig. 23).

Resultaterne for kombinationsbehandlingen med Dofetilid og Ranolazin var ikke i
overensstemmelse med de hypoteser der dannede baggrund for forsgget. Der kunne ikke
konstateres en mere moderat forlengelse af QT intervallet ved behandling med Dofetilid og
Ranolazin i kombination. Der blev derimod observeret en tidligere og leengerevarende
forlengelse af QT komplekset end ved administration af stofferne separat. Det kunne ikke
eftervises, at kombinationsbehandlingen kunne give en mindre forlengelse af QT intervallet i
forhold til Dofetilid.

Det blev i forsgget eftervist, at kombinationsbehandlingen havde en signifikant forkortende
effekt pa den tid hestene var i AF, og det kan dermed bekraftes, at kombinationen af

Ranolazin og Dofetilid giver en hurtigere konvertering af AF tilbage til sinusrytme.
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7. Konklusion

Hestene i forsgget udviste god tolerance og ingen kliniske bivirkninger ved 1V administration
af under af Dofetilid, Ranolazin og kombinationen af Ranolazin og Dofetilid. 100 % af
forsggshestene konverterede pa Ranolazin og Dofetilid givet enkelvist. 83,3 % af
forsggshestene konverterede pa kombinationsbehandlingen med Dofetilid og Ranolazin.
Dofetilid havde en signifikant forlengende effekt pa QT intervallet, der var ssmmenlignelig
med den der ses humant. Ranolazin havde en kortvarig signifikant QT forleengende effekt.
Kombinationsbehandlingen med Dofetilid og Ranolazin havde en lengerevarende signifikant
forlengende effekt pa QT intervallet. Ranolazin nedsatte ikke den QT forleengende effekt af
Dofetilid signifikant i forsgget. Kombinationsbehandlingen med Dofetilid og Ranolazin
udgjorde en effektiv behandlingsstrategi for pacing induceret atrieflimmer hos hest uden
kliniske bivirkninger, men med udtalte QT interval forleengelser forbundet med

kombinationsbehandlingen.
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8. Perspektivering

Forsgget og den tilhgrende opgave var lavet som del af et Ph.D. projekt. Studiet undersggte
AF efter Dofetilid, Ranolazin og kombinationsbehandlingen med begge stoffer, og om hjertet
var beskyttet mod AF efter behandlingerne. Ud over dette blev QT intervallet pa EKGerne

ogsa undersggt.

En gentagelse af forsgget med naturlige AF heste ville vaere en relevant forleengelse for videre
undersggelse af Dofetilid, Ranolazin og kombinationsbehandlingen. Andre
behandlingsformer har virket pa pacing induceret AF, men havde ingen virkning pa heste med
naturligt AF, heriblandt Flecanid (van Loon et al., 2004, Birettoni et al., 2007). Det kunne
veere relevant at udvalge to grupper heste, en gruppe med paroxysmal AF og en gruppe med
persisterende AF, for at undersgge kombinationsbehandlingens virkning pa AF af forskellig
varighed. Dofetilid administreret alene havde bedst effekt overfor persisterende AF humant
(Banchs et al., 2008), mens Ranolazin havde en godt effekt mod paroxysmal AF humant
(Murdock et al., 2008). Det kunne derfor veere et interessant studie, at undersgge om
kombinationsbehandlingen med Dofetilid og Ranolazin ville have en god virkning over for

begge former for AF eller kun én af dem.

Det ville veere interessant at kortleegge hvilke ionkanaler Dofetilid og Ranolazin blokerer, og i
hvilken grad ved brug af kombinationsbehandlingen hos hest. Det kunne maske belyse den
effekt der blev observeret i forsgget. | forsgget var der en mulig potenserende effekt mellem
kombinationsbehandlingen med Ranolazin og Dofetilid indgivet ved lave doser. Det ville
veere relevant at undersgge om denne effekt skyldes synergetisk blokade af Ik,. Man kunne
maske udtage hjerter fra kombinationsbehandlede heste og undersgge Ixr kanalerne via whole-
cell og cell-attached patch-clamp teknik.

Undersggelse af kombinationsbehandlingens virkning pa aktionspotentialet og den effektive
refraktaere periode ville veere interessant. Kunne Dofetilids aktionspotentialeforlengelse
nedsattes af interaktionen med Ranolazin. Hertil kunne de ERP malinger (effektive refrakteer
periode malinger), der sidelgbende blev foretaget under forsgget vise, om der skete en

@ndring far og efter indgift med Ranolazin, Dofetilid og kombinationsbehandlingen.

Generelt ville et studie af dosisforhold for kombinationsbehandlingen veere relevant, for at
nedbringe den forlengende virkning af QT intervallet. Hvis kombinationsbehandlingen skulle
bruges, ville det veere ngdvendigt at finde den dosis sammenhang mellem Dofetilid og

Ranolazin, der gav de hgjeste konverteringsrater og laveste pavirkning af QT intervallet.

49



Det kunne i forleengelse af nogle fund i forsgget vaere interessant at udfere et
sammenligningsstudie mellem heste i naturlig AF, heste i pacing induceret AF og heste i
sinusrytme behandlet med Dofetilid, Ranolazin eller kombinationsbehandlingen.
Forsggsresultaterne gav en indikation om, at stofferne pavirkede forleengelsen af QT
intervaller til senere tider ved AF, end nar hestene var i sinusrytme. Det kunne veere
interessant om dette gar sig geeldende ved heste i naturligt AF ogsa, samt om det var

galdende for flere behandlingsstrategier.

| forspget kunne Ranolazin konvertere hestene fra AF til sinusrytme uden at pavirke QT
intervallet. Fremadrettet kunne Ranolazin kombineret med andre klasse 111 antiarytmiske
stoffer, som Amidoron, Donderon og Solitolol, afprgves pa hest. Under forsgg med
kombinationsbehandlinger pa kaninhjerter, var der en positiv synergetisk effekt pa
konvertering og en nedsettende effekt pa forleengelsen af QT intervallet (Frommeyer et al.,
2012, Frommeyer et al., 2013). Hvis det kunne eftervises pa heste med induceret og naturlig

AF, ville det maske udgare en fremtidig behandlingsstrategi.

Hestene i forsgget reagerede ikke med nogle kliniske bivirkninger pa trods af signifikante QT
interval forleengelser forarsaget af behandling med Dofetilid og kombinationsbehandlingen.
Det kunne overvejes, om heste havde en hgjere tolerance overfor leegemiddelinduceret QT
forleengelser end den fundet humant. Det ville abne op for brugen af en reekke leegemidler, der
pga. deres QT forleengende effekt ikke anvendes humant, men kunne anvendes til heste med
AF. Der skulle fgrst udfares en reekke yderligere studier pa indflydelsen af QT interval
forlengelser hos heste med naturlig AF, inden man begyndte at anvende QT forleengende
antiarytmiske leegemidler pa hest. Hestene i forsgget havde alle et rask hjerte, det kunne
herved veere medvirkende til de manglende kliniske bivirkninger observeret ved QT

forleengelserne under forsgget.

Der blev i forsgget observeret en raeekke ligheder mellem Dofetilids QT forleengende virkning,
og den der observeredes ved humane studier. Der var ogsa vist en dosisafhaengig forleengelse
hos kontrolgruppen ved indgift med Ranolazin, der kunne minde om den fundet humant.
Derfor var der grundlag for en mulig brug af heste som modeldyr for Dofetilids og Ranolazins
effekt pa QT intervallet. Der skulle forskes yderligere i behandlingsformer, der bruges
humant, for skabelsen af et bedre sammenligningsgrundlag til hest. Ved opbyggelse af et stort
sammenligningsgrundlag pa heste med naturlig AF og mennesker behandlet med samme

legemiddelmiddel. Ville de reaktioner der skete ved brug af forskellige klasser af
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antiarytmika, der pavirker de enkelt ionkanaler kendes. Basalforskning med kortleegning af
ionkanaler og blokade af forskellig ionkanaler med kendt virkning hos mennesker, ville
udbygge viden om, hvordan blokering af stofferne udferes i hest og menneske. Denne viden
kunne danne grundlag for, om de samme ionkanaler pavirkes i samme grad equint som
humant.
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Tabel 1. QTc leengde for de 9 heste,

10.

Bilag

fra 24 timer EKGerne

T able format: Group A
X Title QTc for de 9 heste

J = X AzY1 | A2 | AY3 | AY4 | AZYS | A:Y6 | AYT | AYS AYS

1 |Title 1| 433.325500) 411.830700| 430.898600( 383735400 352 203600 437 273300 383.293300| 458 945600 4599338400
TTitIe 2] 418.754100( 4505295000 437427000 4004105000 352.002400) 447 402400 3939227000 455267500 443.3218[][4
TTitIe 3| 422.690800) 436.634200/ 420294100 415698600 368312300 399.620000) 392.838200) 457289200 440365200
TTi'tle 4 428 671400 435838200 427876900 395473000 359.828000) 416.871400| 375938400 448 538400 480418600
TTitle 5 423124300 4284825000 433.820600( 396.212100, 405580500 401.171100| 391.489200| 472 498600, 477 565200
6—Title B 414.3549000 453554100 425494900 405.938400) 414.4081000 433.800700 404894100/ 443.778600) 486.612100
T—Title 7| 404.6534000 450294100 421.471400( 402.965200, 409.954100) 438.461800 405186700/ 467.778300) 480.378600
T8 Title 8| 433.176200) 439.712300| 423512100 409996600 428712100 416.811300 363.630100) 439137100 454 635700
T Title 9 452.139000| 465463400/ 412.799800( 414 016800 446967400 417463700 408.524300) 467.638200) 456220600
10 [Title 10| 4455243000 451.929400) 418 466300, 445 388200/ 434998800 410693400 399985500 499661700, 466.834200
TTitIe 11| 442 6635000 461.927500 430298400 436521300 436.482900, 386.653400) 492 485700 484 882900
TTitIe 12| 424 5355000 468.827000) 419.785500) 450282900 4332341000 409563700 412602400 465904900 496.689200
?Title 13| 419.380000 460869200 426.129700) 414.035700| 428827000 450533300 412888000 478.867500
TTitle 14| 431198800 477.002400) 447 780500) 415820000/ 4364652000 420786700 381666400 442 756600 507 694900
?Title 15| 435160200 429960200 455863700 417.938400) 439.198800 432475800 407 665200/ 486.535200, 494 200700
TTitle 16| 424.763100 452.802400 450.594200) 426.378300) 420.682900 437.929700 408.203600/ 484.218900, 479.961200
TTitle 17| 439.725500 445402400 427.053400) 436.493300) 455468100 439330200 396.598800/ 433.502100, 489.898400
18 [Title 18] 433.9275000 447385000 454 171100) 400692400/ 429.089200 432 986200 383.847100 469.639600 466.355600
19 [Title 19 416.158600 431.345600 431.071400) 405620000/ 453.392400 427889200 403268100 476.935200, 474565200
720 [Title 20| 393.154800) 453.821900| 403.535400( 427167400 420816700 432293300 391.708100| 467.682000 473786700
TTitIe 21| 428.639600) 447.790000| 414871600 400012100 423237600 432290800 405321300 455871600 472647100
?Title 22| 437.321400) 457.960200| 415.019000{ 422 390000 362578600 427598800 394.253500| 447.730200) 461610500
?Title 23| 434.399800) 448124300 428 616800 3992426000 381.827000 456.190000) 388.108100| 466465200 458438200
TTitle 24| 452 9712000 453.037700/ 437909100 414 538800 394 517600 434 561200/ 404 419000/ 443 861500 467 453500,

Y1-hest 1, Y2- hest 2, Y3- hest 3, Y4- hest 4, Y5-hest 5, Y6- hest 6, Y7- hest 7, Y8- hest 8, Y9- hest 9.
Verdierne vises som et gennemsnitligt QTc leengde for hver time, kl 01.00- 24.00. De blanke felter illustrerer
manglende data. Kopi af data fra GraphPad prism.
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Tabel 2. Data for faelles lineaer regression pa de 9 hestes 24 timers
EKGer

A
&l P 9 heste QTc for procedure
‘ Y
5 1/slope 14.36
6 |95% Confidence Intervals
T Slope 0.06141 to 0.07783
8 Y-intercept when ¥=0.0 348.5 to 376.9
9 K-intercept when Y=0.0 -6136 to 4479
10 |Goodness of Fit
1 R square 0.2056
12 Syx 29 64
13 |Is slope significantly non-zero?
14 F 2764
15 OFn, DFd 1.000, 1068
16 P value < 0.0001
17 Deviation from zera? Significant
18 |Data
19 Mumber of X values 1070
20 Maximum number of ¥ replicates|1
2 Total number of values 1070
22 Number of missing values 8560
23
24 |Equation Y =0.06962"X + 362.7

Slope- haeldning. Y-intercept- skeering med Y -aksen. Haldning og skaering bliver brugt i korrektionsformlen for
QTc. Kopi af data fra GraphPad prism.

Tabel 3. Data for variationen imellem hestens 24 timers EKG

== Linear reg. H !
QT Moble QT Smilla QT Sweet QT Hirse QT Red Line QT Ingrid QT Lindy QT Sandman QT Devil

d W W Y Y Y Y W Y Y
1 |Bestit values
2 Slope 0.02304 + 0.003440.05153 + 0.0104{0.01689 + 0.00430.03824 + 0.0079]0.05331 + 0.0164/0.09011 + 0.0070§0.005179 + 0.0048{0.04913 + 0.0078/0.04551 + 0.0102]
3 Y-intercept when X=0.0 43915977 |408.3+£17.058 (447147249 |403.4+14.99 |367.8+2575 |3263+11.36 |436.7+8.289 4295 +13.74  |449.7 +19.83
4 Y-intercept when Y=0.0 -19062 7924 -26476 -10549 -6899 -3621 -84318 -8743 9882
3 1/slope 4341 19.41 59.21 26.15 18.76 11.10 1931 20.36 21.97
6 |95% Confidence Intervals
7 Slope 0.01620 to 0.029§0.03091 to 0.07210.008325 to 0.02§0.02258 to 0.05340.02075 to 0.08540.07619 to 0.104(-0.004349 to 0.0140.03360 to 0.06440.02522 to 0.065
8 Y-intercept when X=0.0 427 3to 4509 |374.5to4421 |4328to461.56 3737104331 |316.8t0418.8 |303.8t0348.8 |[420.3t0453.1 402.3to 456.7  |410.4 to 489.0
9 K-intercept when Y=0.0 -27831 to 14306 |-14298 to -5192 |-55424 to -17007 |-19173 to -6936 |-20168 to -3692 |-4576 to -2921  |-infinity to -28581 |-13587 to -6225 |[-19385 to -6239
10 |Goodness of Fit
11 R square 0.2740 0.1720 0.1191 0.1655 0.08182 0.5822 0.009728 0.2498 0.1489
12 Sy.x 8.784 14.82 9.070 15.65 32.34 14.80 7.928 17.44 16.68
13 |Is slope significantly non-zero?|
14 F 44 54 24.50 15.28 23.40 10.52 164.4 1.159 39.29 19.77
15 DFn, DFd 1.000, 118.0 1.000, 118.0 1.000, 113.0 1.000, 118.0 1.000, 118.0 1000, 118.0 1.000, 118.0 1.000, 118.0 1.000, 113.0
16 P value = (.0001 = 0.0001 0.0002 = 0.0001 0.0015 < 0.0001 0.2838 = (0.0001 = 0.0001
17 Deviation from zero? Significant Significant Significant Significant Significant Significant Mot Significant Significant Significant
18 |Data
19 Number of X values 120 120 115 120 120 120 120 120 115
20 Maximum number of ¥ repli| 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 Total number of values 120 120 115 120 120 120 120 120 115
2 Mumber of missing values |950 950 955 950 950 950 950 950 985

Slope- heeldning, Y-intercept- skaering med Y-aksen. Hestene star i numerisk reekkefalge startende med hest 1 og
sluttende med hest 9. Det ses at alle heste har en hzldning signifikant forskellig fra 0, undtagen Lindy (hest 7).
Kopi af data fra GraphPad prism.
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Tabel 4. ANOVA analyse af Dofetilid for kontrolforsgg

Dunnett Multiple Comparisons Test

Control column: Baseline

If the walue of g i=s greater thamn 2.718 then the P walue is less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference s | P value
EBaseline wvs Fer start -27.083 1.862% ns P>0.05
Baseline w3 20 min efter 1 —-35.582 2.140 ns P>0.05
Baseline ws 20 min efter 2 -890.574 5.448 ** P«<0.01
Baseline vz 40 min -69.710 4.193 ** P<0.01
Baseline vz 1 t -73.087 4.396 ** P<0.01
EBaseline vs 2 t —-80.881 4.865 ** P<0.01
Baseline v 4 ¢ -36.321 2.185 ns P>0.05
EBaseline wvs 10 t© —-34.664 2.085 ns P>0.05
Baseline v3 20 t -22.935 1.380 n3 P>0.05
Mean Lower Tpper
Difference Difference 95% CI 95% CI

Baseline - Fer start -27.083 -72.272 18.105
Baseline - 20 min efter 1 -35.582 -80.771 9.6086
Baseline - 20 min efter 2 -90.574 -135.7 -45.385
Baseline - 40 min -69.710 -114.80 -24.522
Baseline - 1 t -73.087 -118.28 -27.8%98
Baseline - 2 ¢ -80.88 -126.07 -35.6392
Baseline - 4 t -36.321 -81.510 8.868
Baseline - 10 t -34.664 -T79.853 10.525
Baseline - 20 t —-22.935 -68.124 22.254

Ns- ikke signifikant, *-signifikant pa P<0,05,

InStat.

Tabel 5. ANOVA analyse af Ranolazin for kontrolforsgg

Dunnett Multiple Comparisons Test

Control colummn:

Ba

seline

If the value of g is greater than 2.718 then

** signifikant pa P<0,01. Kopi fra statistik lavet i GrapPad

the P wvalue is less

than 0.05.
Mean

Comparison Difference q P wvalue
Bazeline ws Fer start -34.8665 2.036 nz P>0.05
Baseline vs 20 min efter 1 —-41.758 2.452 ns P>0.05
Baseline ws 20 min efter 2 -46.459 2.728 * B<0.05
Baseline vs 40 min -8.35%9 0.490% n=s FP>0.05
Baseline v 1 t -27.563 1.619 ns P>0.05
Bazeline v 2 t -31.843 1.870 ns P>0.05
Baseline vs 4 ¢ —-26.291 1.544 ns P>0.05
Baseline w= 10 t -38.288 2.247 n=s P>0.05
Bageline vz 20 © -38.392 2.254 ns P>0.05

Mean Lower Upper

Difference Difference 95% CI 95% CI
Bageline - Fer =start -34.665 -80.953 11.624
Baseline - 20 min efter 1 -41.758 -88.047 4.531
Bazeline - 20 min efter 2 -46.459 -92.748 -0.1704
Baseline - 40 min -8.359 -54.648 37.930
Baseline - 1 ¢ -27.563 -T73.852 8.726
Basgeline - 2 t -31.843 -T78.132 14.446
Baseline - 4 ¢ -26.291 -T2.580 15.998
Baseline - 10 t -38.268 -84.557 g2.021
Baseline - 20 t -38.392 -84.8681 T7.897

Ns- ikke signifikant, *-signifikant pa P<0,05, **- signifikant p& P<0,01. Kopi fra statistik lavet i GrapPad InStat.
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Tabel 6. ANOVA analyse af kombinationsbehandling for

kontrolforsag

Dunnett Multiple

Comparisons Test

Control column:

EBaseline

If the walue of g is greater than 2.679 then the P

than 0.05.

value iz less

Mean

Comparison Difference o P wvalue
Baseline vz Fer start -33.655 1.950 nz P>0.05
EBaseline vs 20 min efter 1 -70.885 4.108 ** P«<0.01
EBaseline vs 20 min efter 2 -105.33 6.104 ** P<0.01
Baseline vs 40 min -72.221 4.185 ** P<0.01
Baseline v 1 t -87.557 2.074 ** P<0.01
EBaseline vs 2 ¢ -T4.785 4.334 ** P«<0.01
EBaseline vs 4 ¢t -50.037 2.800 = B<0.05
Baseline v=s 10 t© -38.2596 1.816 ns P>0.05

Mean Lower Tpper

Difference Difference 95% CI 895% CI
EBaseline - Fer start -33.655 -79.873 12.564
EBaseline - 20 min efter 1 -70.885 -117.10 -24.666
Baseline - 20 min efter 2 -105.33 -151.55 -59.112
Baseline - 40 min -72.221 -118.44 -26.002
Baseline - 1 t -87.557 -133.77 -41.338
Baseline - 2 t -74.785 -121.00 -28.567
Baseline - 4 ¢ -50.037 -96.256 -3.819
Baseline - 10 t© -38.296 -94.772 18.179

Ns- ikke signifikant, *-signifikant pa P<0,05,

Tabel 7. ANOVA analyse af saltvandskontrol for kontrolforsag

Dunnett Multiple Comparisons Test

Control column:

Baseline

**. signifikant pd P<0,01. Kopi fra statistik lavet i GrapPad InStat.

If the wvalue of g is greater than 2.678 then the P walue is less

than 0.05.

Mean

Comparison Difference o P wvalue
Baseline vs Fer start -2.409 0.1428 ns P>0.
Bageline vz 20 min efter 1 -24.438 1.449 n= P>0.
Bageline vz 20 min efter 2 -21.718 1.287 ms P>0.
EBasgeline vs 40 min -30.475 1.807 ms P>0.
Baseline vs 1 ¢ -21.2398 1.263 ns P>0.
Baseline vz 2 ¢ -23.578 1.398 ns P>0.
Baseline vs 4 ¢ -2.724 0.1615 ns P>0.
Baseline vs 10 © -6.619 0.3%24 ns P>0.

Mean Lower Upper

Difference Difference 95% CI 895% CI
Baseline - Fer start 2.409 -47.582 2.775
Baseline - 20 min efter 1 -24.438 -69.621 20.745
Baseline - 20 min efter 2 -21.718 -66.8901 23.4686
Baseline - 40 min -30.475 -75.8658 14.708
Baseline - 1 ¢ -21.298 -66.4E81 23.885
Baseline - 2 ¢ -23.578 -68.761 21.805
Baseline - 4 ¢ -2.724 -47.307 42.459
Baseline - 10 t -&.813% -51.802 38.564

05
05
05
05
0%
0%
05
05
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Ns- ikke signifikant, *-signifikant pa P<0,05, **- signifikant pa P<0,01. Kopi fra statistik lavet i GrapPad InStat.

Tabel 8. Atrieflimmer varighed for AF behandlingsforsgg

Hest Kontrol/Saltvand Dofetilide Ranolazine Kombination

Hest 4 20 min 19sek 1t 21min 6sek 32min 42sek 36min 38sek

(Hirse) (Imin 33sek efter 1 (17min 11sek efter | (17min 2sek efter 1 (19min 6sek efter 1
dosis) 3 dosis) dosis) dosis)

Hest 5 2t 34min 2sek 1t 23min 9sek 1t 48min 57sek 2t 8min 1sek

(Red Line) | (1t 1min 36sek efter 4 (20min 36 sek efter | (16min 11 sek efter 4 | (33min 55sek efter 4
dosis) 3 dosis) dosis) dosis)

Hest 6 4t 23min 24sek 25min 1 sek 1t 7min 26sek 26min 33sek
(Ingrid) (2t 52min 12sek efter 4 | (8 min Osek efter 1 | (5min 44sek efter 3 (8min 47sek efter 1
dosis) dosis) dosis) dosis)

Hest 7 2t 31min 33sek 1t 7min 55sek 25min 45sek 23min 7sek
(Lindy) (1t 49sek efter 4 dosis) | (6min 44sek efter 3 | (9min 2sek efter 1 (5min 1sek efter 1
dosis) dosis) dosis)

Hest 8 3t 11min 37sek 1t 13min 39sek 1t 28min 44sek 20min 36sek
(Sandman) | (1t 38min 44sek efter 4 | (12min 26sek efter | (26min 42sek efter 3 | (1min 51sek efter 1
dosis) 3 dosis) dosis) dosis)

Hest 9 20min 2sek 51min 7sek 55min 47sek 40 min 51sek
(Devil) (3min 38sek efter 1 (13min 57sek efter | (18min 14sek efter 2 | (1min 44sek efter 2
dosis9 2 dosis) dosis) dosis)

@verste tid er tiden hesten har veeret i AF inden den konverterede til sinusrytme. Tiden i parentes er angivelsen
af hvor lang tid efter hesten havde modtaget en af de fire doser den konverterede til sinusrytme.

Tabel 9. Atrieflimmer varighed for de forskellige
behandlingsstar}egier i

gﬁ Col. stats — ¢ - — ® -
Kontrol/Saltvand|  Dofetilid Ranolazin |Kombinationsbehandling

J Y Y Y Y

1 |Mumber of values 6 6 6 6

2

3 [Minimum 20.00 25.00 26.00 21.00

4 |25% Percentile 20.00 44.50 31.25 22.50

5 [Median 162 5 71.00 6150 32.00

6 |75% Percentile 209.8 81.50 94.00 62.75

T |Maximum 263.0 83.00 109.0 128.0

8

9 |Mean 1333 63.67 63.33 46.17

10 |Std. Deviation 96.63 22.16 32.02 40.85

11 [Std. Error of Mean 39.45 9.047 13.07 16.68

12

13 [Lower 95% CI of mean|31.93 40.41 29.73 3.294

14 |Upper 95% Cl of mean|234.7 86.92 96.93 89.04

15

16 |Sum 800.0 382.0 380.0 277.0

Verdieren er opfart i min. Kopi af data fra GraphPad prism.
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Tabel 10. ANOVA analyse af Dofetilid for AF behandlingsforsag

Dunnett Multiple Comparisons Test

Control column:

Ba

seline

If the value of g i=s greater than 2.591 then the P walue i= less

than 0.05.
Mean
Comparison Difference o P wvalue
Bageline ws Fer start -21.24%9 1.361 n=z FP>0.05
Baseline vs 1 t -33.111 2.121 ns P>0.05
Baseline ws 2t -25.826 1.654 ns F>0.05
Baseline ws 4t -12.318 0.7889 ns P»>0.05
Baseline ws 10t -4393.165 3.1 il P<0.05
Baseline ws 20t -26.756 1.487 n= P>0.05
Mean Lower Upper
Difference Difference 95% CI 95% CI
Baseline - Fer start -21.24%3 -g1.7089 19.211
Baseline - 1 t© -33.111 -73.571 T7.348
Bazeline - 2t -25.828 -66.286 14.634
Baseline - 4t -12.318 -52.778 28.142
Bazeline - 10t -48.165 -89.625 -8.705
Baseline - 20t -26.756 -T73.369 19.856

Ns- ikke signifikant, *-signifikant p4 P<0,05, **- signifikant p P<0,01. Kopi fra statistik lavet i GrapPad InStat.

Tabel 11. ANOVA analyse af Ranolazin for AF behandlingsforsag

Dunnett Multiple Comparisons Test

Control column:

Ba

zeline

If the wvalue of g is greater than 2.59%92 then the P value is less

than 0.05.
Mean
Comparison Difference q P value
Baseline vs Fer start -38.908 2.547 ns P>0.05
Baseline vs 1 t -21.704 1.009 ns P>0.05
Baseline vs 2t 0.3583 0.02036 ns P>0.05
Baseline vs 4t -0.6756 0.04423 ns P>0.05
Baseline wvs 10t -36.792 2.40% ns P>0.05
Baseline wvs 20t -37.215 1.731 ns P>0.05
Mean Lower Upper
Difference Difference 95% CI 95% CI
Baseline - Fer start -38.808 -TE8.490 0.68747
Bageline - 1 ¢ -21.704 -T77.42& 34.018
Bazeline - 2t 0.3583 -45.243 45.960
Bazeline - 4t -0.8756 -40.258 38.907
Bazeline - 10t -36.792 -T&.374 2.731
Ba=zeline - 20t -37.215 -92.937 18.507

Ns- ikke signifikant, *-signifikant pa P<0,05, **- signifikant pa P<0,01. Kopi fra statistik lavet i GrapPad InStat.

62



Tabel 12. ANOVA analyse af kombinationsbehandling for AF

behandlingsforsag

Dunnett Multiple Comparisons Test

Control column:

If the wvalue of g is greater than 2.59%1 then the P

Bas

eline

value is less

than 0.05.
Mean
Comparison Difference o P walne
EBaseline vs Fer start -21.874 1.793 ns P>0.05
EBaseline vs 1 t —-29.184 1.703 ns P>0.05
Baseline vs 2t -13.451 1.00%9 ns P>0.05
EBaseline vs 4t —-20.501 1.713 ns P>0.05
EBaseline wvs 10t -37.692 2.827 % BF<0.05
EBaseline wvs 20t —-43.128 2.8599 = BF<0.05
Mean Lower Upper
Difference Difference 55% CI 55% CI
EBaseline - Fer start -21.874 -53.4 9.735
Baseline - 1 t -29.184 -73 15.214
EBaseline - 2t -13.451 -47 21.087
Baseline - 4t -20.901 -52.511 10.708
Baseline - 10t -37.892 -72.240 -3.144
Baseline - 20t —-43.128 -8l.666 -4.,530

Ns- ikke signifikant, *-signifikant pa P<0,05,

Tabel 13. ANOVA analyse af kontrol for AF behandlingsforsag

Dunnett Multiple Comparisons Test

Control colummn:

Ba

seline

If the walue of g i=s greater than 2.591 then the P value i=s less

than 0.05.
Mean
Comparizon Difference o P valune
Baseline ws Fer start -24.518 1.764 ns P>0.05
Baseline ws 1 ¢ 15.556 0.7967 n= P>0.05
Baseline ws 2t 10.924 0.6446 ns P>0.05
Baseline ws 4t 14.869 1.070 ns P>0.05
Baseline ws 10t -9.089 0.6538 ns P>0.05
Baseline w= 20t -41.763 2.465 ns F>0.05
Mean Lower Upper
Difference Difference 95% CI 95% CI
Baseline - Fer start -24.518 -60.532 11.485
Baseline - 1 ¢ 15.556 -35.028 66.140
Baseline - 2t 10.924 -32.983 54.831
Baseline - 4t 14.869 -21.145 50.883
Baseline - 10t -5.089 -45.103 26.925
Baseline - 20t -41.769 -85.676 L1389

**_ signifikant pd P<0,01. Kopi fra statistik lavet i GrapPad InStat.

Ns- ikke signifikant, *-signifikant pa P<0,05, **- signifikant pa P<0,01. Kopi fra statistik lavet i GrapPad InStat.
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