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1. Einleitung

1.1 Elektrophysiologisches atriales Remodeling bei Herzinsuffizienz und
Vorhofflimmern

Die Herzinsuffizienz ist einer der wichtigsten Risikofaktoren fiir Vorhofflimmern. Man geht
davon aus, dass die Wabhrscheinlichkeit, bei Vorliegen einer Herzschwiche ein
Vorhofflimmern zu entwickeln, etwa 6mal hoher ist, als in der gleichaltrigen nicht erkrankten
Bevolkerung.®

Friihere Studien ergaben verdnderte elektrophysiologische Eigenschaften in humanen atrialen

2% 32 Eine Untersuchung von atrialen Aktions-

Kardiomyozyten bei herzkranken Patienten.
potentialen von Schreieck et al.”” (Abb. 1 und 2) =zeigte eine Verkiirzung der
Aktionspotential- dauer bei hoheren Herzfrequenzen bei Patienten mit Herzinsuffizienz im
Gegensatz zu Patienten mit erhaltener kardialer Pumpfunktion. Daraus lédsst sich eine
frequenzabhingige Verkiirzung der Refraktirzeit bei herzinsuffizienten Patienten ableiten,

welche wiederum zur Aufrechterhaltung von Vorhofflimmern beitragen kann.
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Abb. 1:  Frequenzabhingig verdnderte Aktionspotentiale bzw. Aktionspotentialdauer von atrialen
Kardiomyozyten:
A: Typische Beispiele atrialer Aktionspotentiale eines Patienten mit LVEF>60% (oben) u. <45%
(unten) bei 1 Hz u. 3 Hz steady-state Stimulation (Quelle: Schreieck et al., 1998)
B: Aktionspotentialdauer bei 90% Repolarisation von Patienten mit LVEF>60% u.<45% (Quelle:
Schreieck et al., 1998), Mittelwerte + SEM

Zu einer anhaltenden frequenzabhédngigen Verkiirzung der Refraktirzeit kommt es bei dem
klassischerweise als elektrophysiologisches Remodeling bezeichneten Phanomen, welches in
Folge von Vorhofflimmern auftritt und dessen Selbstaufrechterhaltung begiinstigt.*® Die
erwihnten Ergebnisse von Schreieck et al.’’ zeigten nun auch einen anderen zelluliren
elektrophysiologischen Mechanismus auf, der ebenfalls zur Aufrechterhaltung von
Vorhofflimmern bei Herzinsuffizienz beitragen kénnte.

Andererseits konnen auch strukturelle Umbauvorgdnge des Vorhofs durch eine

kardiovaskuldre Erkrankung ein Vorhofflimmern begiinstigen (siche Schema in Abb. 2)
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Abb. 2: Flullschema des atrialen Remodelings im Zusammenhang mit Vorhofflimmern und
Herzerkrankung

Die oben erwihnten frequenzabhéngigen Aktionspotentialverkiirzungen von Patienten mit
Herzinsuffizienz wurden in einem moglichen Zusammenhang mit der Anderung des atrialen
transienten Auswaértsstroms Iy gebracht.36 Bisher ist nicht untersucht worden, inwiefern
andere lonenstrome, wie z.B. I¢,, die oben genannten Verdanderungen erkldren konnten.

Zelluldre elektrophysiologische Studien von Le Grand et al.”® und Van Wagoner et al.*!
ergaben reduzierte Calciumstrome im dilatierten menschlichen Herzvorhof bzw. eine
verminderte Calciumstromdichte bei Patienten mit chronischem Vorhofflimmern. Die von

Courtemanche et al."”

verdffentlichten Ergebnisse belegen die zentrale Rolle der Reduktion
des Ica (L-Typ) fiir die Aktionspotentialverkiirzung bei Vorhofflimmern. Wir kamen dadurch
zu unserer Hypothese, dass Calciumionenkandle in der Aktionspotentialverdnderung bei

Patienten mit eingeschrénkter Herzleistung involviert sein konnten.

1.2 Fragestellung

Es ergibt sich nun die Frage, in welchem MaBe der langsame Calciumeinwartsstrom I¢c, eine
Rolle fiir die genannten frequenzabhéngigen Aktionspotentialverkiirzungen spielt.

Dazu sollten die Calciumstromdichte und die Calciumstromkinetik in atrialen
Kardiomyozyten von herzinsuffizienten Patienten im Vergleich mit Patienten ohne

Einschrinkung der Herzleistung gemessen werden.



1.3 Wahl des experimentellen Modells

Die von Erwin Neher und Bert Sakmann Ende der 70er Jahre entwickelte Patch-Clamp-
Technik  (,,Membran-Fleck-Klemme*), welche 1991 mit dem Medizin-Nobelpreis
ausgezeichnet wurde, legte den Grundstein fiir die moderne elektrophysiologische
Untersuchung und hat diese grundlegend revolutioniert. Diese Methode erméglicht, lonen-
Kanile auch einzeln zu beobachten. Aullerdem erlaubt sie den Einsatz einer Mikropipette als
Spannungsklemme zur Ganzzellableitung, um transmembrandse, spannungsabhingige
Tonenstréme zu analysieren,”’ wie es in Form von Calciumeinwirtsstromen in dieser Arbeit
geschah.

Andere spannungsabhingige Ionenstrome wie Na'- und K'-Strome lieBen sich dabei durch
Ersatz von Na'- und K'-Ionen in der intra- und extrazelluliren Losung ausblenden. Zusitzlich

wurden kaliumkanalblockierende Substanzen verwendet (siche 2.4).

1.4 Elektrophysiologische Grundlagen des Aktionspotentials
1.4.1 Einleitung

Die Unterschiede zwischen dem Aktionspotentialverlauf eines atrialen Kardiomyozyten und
einer Skelettmuskelzelle sind in der Mitbeteiligung des Calciumstromes am Aktionspotential
und der Verschiedenartigkeit der Ionenstrome in Hinsicht auf ihre Leitfdhigkeit, ihre
Amplitude, ihre Ladung und ihre Zeit-, und Spannungsabhingigkeit zu finden.

Man unterscheidet depolarisierende Einwértsstrome und repolarisierende Auswaértsstrome.
Unter ersterem versteht man den Vorgang, dass positiv geladene Tonen wie Na” und Ca”" iiber
Ionenkanéle ins Zellinnere gelangen und damit die Zelle depolarisieren konnen. Die beiden
wichtigsten Einwértsstrome sind Ic, und Iy, . Repolarisierende Auswértsstrome kommen
iberwiegend durch Kaliumstrome zustande, in geringem Malle auch durch
Chlorid(einwiérts)strome. Sie repolarisieren die Zelle nach der Aufstrich- und Plateauphase
und fiihren zu einer Hyperpolarisierung des Ruhemembranpotentials.* (Uberblick in Abb.3)
Die lange  Zeitspanne der  Nichterregbarkeit  (Refraktirzeit) —wihrend  des
Aktionspotentialplateaus soll eine vorzeitige Wiedererregung verhindern und damit das

Auftreten von Reentrytachykardien wie Vorhofflimmern unterdriicken.
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1.4.2 Am Aktionspotential beteiligte Ionenkanéle und Ionenstrome
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Ina: Natriumeinwirtsstrom; I, transienter K - Auswértsstrom;

Ic.: L-Typ Calciumstrom;

Ix: verzogerter Auswirtsgleichrichterstrom mit 3 Komponenten im Atrium: Iy, Ix,, Ixs
Ixi: Einwértsgleichrichterstrom; Ix(acny: Acetylcholin-abhéngiger Kaliumstrom

3 Na'/ Ca’": Na/Ca-Austauscher

Abb. 3: Schematische Darstellung eines Aktionspotentials mit den dazugehdrigen Einwérts- und
Auswirtsstromen im atrialen Kardiomyozyten

Der Na'-Kanal

Der Natriumeinwértsstrom (In,) ist fiir den Aufstrich des Aktionspotentials in atrialen
Kardiomyozyten verantwortlich. Durch einen elektrischen Reiz wird das Schwellenpotential
der Zelle erreicht, und es kommt zu einem Anstieg der Na'- Membranleitfihigkeit. Der
dadurch ausgeloste, 1 bis 2 Millisekunden andauernde Na'-Strom fiihrt zu einer
Depolarisation der Zelle, erreicht Werte um die +40 mV und ndhert sich damit dem
Natriumgleichgewichtspotential (+70 mV), bevor er wieder inaktiviert wird.'”**

Der Iy, ist im Gegensatz zu anderen Kanaltypen in geringerem Male diversifiziert, so daf3
weitere Subtypen im Rahmen der Aktionspotentialentstehung im atrialen Kardiomyozyten
keine Rolle spielen sollten. Eine spit inaktivierende Na'-Einwirtsstromkomponente
verlingert die Repolarisationsphase im Ventrikel.”> Inwieweit dies auch bei atrialen

Kardiomyozyten eine Rolle spielt, ist fraglich.



Friihrepolarisierende Kanile:

I, (transienter Auswértsstrom): Die durch die abnehmende Natriumleitfdhigkeit
bedingte frithe Repolarisationsphase des Aktionspotentials wird mit Hilfe des Iy,
eingeleitet. Unter dem I, versteht man einen transienten Auswartsstrom, der ab ca.
-10 mV aktiviert wird. Er besteht aus 2 Komponenten: I,; und Imz.“’ 39

I, ist der spannungsabhidngige, schnell aktivierende Kaliumstrom mit
auswartsgerichteter ~Gleichrichtung, der eine spannungs- und zeitabhingige
Inaktivierung mit langsamer Erholung zeigt."” Eine hohe Dichte des I, wird

insbesondere in epikardialen Zellen festgestellt, was zu einer Akzentuierung der

frithen Repolarisation im Aktionspotential fiihrt.'

i wird als Ca2+-abhéingiger Chlorid-Strom beschrieben, d.h. ein Einwértsstrom von
Chlorid-Tonen in die Zelle.”' Die Aktivierung dieses Kanals korreliert mit der
Freisetzung von Ca’" aus dem sarkoplasmatischen Retikulum, was wiederum im
Zusammenhang mit dem Einstrom von Ca>" durch den L-Typ Ca-Kanal steht.

Da der I, im Gegensatz zum I¢, in atrialen Kardiomyozyten relativ stark ausgeprigt

ist, hat das atriale Aktionspotential eine kurz ausgeprigte Plateauphase.'* '®

Ix: Der ,,delayed outward rectifier Strom ® ist ein langsamaktivierender Auswérts-
Gleichrichter-Strom und wohl der dominierende Auswirtsstrom wihrend der
Repolarisationsphase, insbesondere in der in atrialen Kardiomyozyten nur noch
angedeuteten Plateau-Phase, und inaktiviert spannungsabhingig. Er wird bei iiber
-50 mV langsam iiber 100-300 ms hinweg (je nach Subtyp) wihrend der

Depolarisation aktiviert.'® **

Es sind bisher drei Komponenten von Ix bekannt:

Ikur: ,oultrarapid delayed rectifier”, hat bereits eine Bedeutung fiir die frithe atriale
Repolarisation

Ikr: ,rapid delayed rectifier Kaliumstrom, der in der schwach ausgeprigten
Plateauphase des Aktionspotentials der Herzvorhofzelle Bedeutung erlangt.

Iks ,,slow delayed rectifier Kaliumstrom: Er wird langsam aktiviert und reagiert
empfindlich auf B-adrenerge Stimulation. Er gewinnt frequenzabhingig fiir die

Repolarisation an Bedeutung.
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Ca’*-Kaniile

Die Calcium-Strome konnen in atrialen Kardiomyozyten durch 2 verschiedene Calciumkanile

geleitet werden:

Spitrepolarisierende K'-Kaniile

2,12

L-Typ Calciumkanal

Icap ist ein langandauernder, langsam inaktivierender Calciumstrom. Er wird durch
Repolarisation iiber ein Membranpotential von liber —40 mV ausgeldst und sorgt fiir einen
Einwirtsstrom, welcher die Repolarisation der Zelle verlangsamt, die Plateauphase
wesentlich aufrecht erhdlt und die Aktionspotentialdauer dadurch auf mehrere 100 ms
verldngert.

Dem Ic,i. kommt zudem die Schliisselrolle in der Auslosung der elektromechanischen
Kopplung zu. Dabei wird durch die calciumgetriggerte Calciumfreisetzung die
Kontraktion eingeleitet. Es kommt zum Einstrom von Ca®" -Ionen ins Zytoplasma, diese
werden an das Troponin T der Myofilamente gekoppelt und mit Hilfe von ATP eine

Kontraktion veranlasst.

T-Typ Calciumkanal

Icar ist ein schnell aktivierender, transienter Calciumeinwirtsstrom, der bereits bei
Depolarisation auf -70mV ausgelost wird. Er spielt eine Rolle im Aktionspotential des
AV-Knotens und des Reizleitungssystems. Eine funktionelle Rolle des T-Typ
Calciumkanals im gesunden Vorhofmyokard des Menschen ist nicht nachgewiesen. Er

wird allerdings bei verschiedenen myokardialen Erkrankungen exprimiert.

8,21

Die spatrepolarisierende Phase des Aktionspotentials ist geprigt durch die Abnahme der Ic,-

Leitfahigkeit mit einhergehender verstirkter K'-Leitfihigkeit folgender Kanile:

e Ikgy: Der Kaliumstrom, hat die Aufgabe, das Ruhemembranpotential
wiederherzustellen und dieses aufrechtzuerhalten. In dieser Phase ist er der
dominierende Auswirtsstrom. Aufgrund seiner physikalischen Eigenschaften der
Einwiértsgleichrichtung ist Ix; wihrend der Plateauphase nicht wirksam, da seine

Aktivierung erst im negativen Membranbereich exponentiell zunimmt.
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e Ikwxcn: Dieser Ionenstrom wird durch Acetylcholin als Mediator der
parasympathischen Stimulation an muskarinergen Rezeptoren ausgelost. Er trigt zum
Ruhemembranpotential bei und ist verantwortlich fiir die Hyperpolarisation bei

vagaler Stimulation, was zu einem verkiirzten Aktionspotential fiihrt.

Ionentransportprozesse 24

e Na'-K'-Pumpe: Sie dient der Wiederherstellung der ionalen Zusammensetzung der
Zelle und der Aufrechterhaltung des Membranpotentials durch transmembranére

Ionengradienten.

e Na'/Ca**-Austauscher: Er fithrt zu einem auswirtsgerichteten (repolarisierenden)
bzw. einwirtsgerichteten (depolarisierenden) Ionenstrom. Dies ist vom Na - und Ca®*-
Gradienten und vom Membranpotential abhingig. Er dient dem Ziel einer
intrazelluldren Ca®’- Aufnahme wihrend der Aufstrichphase und der Ca**-Elimination
wihrend der Repolarisationsphase, wobei die primédre Aufgabe in Kardiomyozyten in
letzterem besteht.” Dabei werden 3 Na™-Ionen gegen 1 Ca®"-Ion ausgetauscht. Der
Na'-Ca®"-Austauscher kann bei seiner Aktivierung zu einer Nachdepolarisation der

Zelle fuhren.
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1.5 Aufbau und Eigenschaften des L-Typ Calciumkanals

Abb. 4: Schematischer Aufbau eines L-Typ Calciumkanals mit extrazelluldrer o,-Untereinheit,
transmembranéren a;-, y- und 8-Untereinheiten und intrazelluldrer p-Untereinheit

Der Calciumkanal ist ein heteromeres Protein, welches sich aus verschiedenen Untereinheiten
zusammensetzt’ (Abb. 4):

e 0. -Untereinheit: Sie ist die porenbildende Untereinheit, die die Basalfunktion des
Kanals steuert und als wichtigster pharmakologischer Ansatzpunkt zur Ca®'-
Kanalmodulation durch Ca*" -Antagonisten dient. Zudem ist die a;.-Untereinheit der
Spannungssensor des Kanals.

e Die 0,0 (transmembranire) und die B (zytoplasmatische)-Untereinheit konnen durch
die Proteinkinase phosphoryliert werden, was der Mdglichkeit einer Modulation des
L-Typ Calcium-Kanals gleichkommt. Eine Phosphorylierung der Untereinheiten
geschieht z.B. durch B-adrenerge oder a-adrenerge Stimulation mit einhergehender
Aktivierung von Proteinkinase A bzw. C. Insbesondere die Isoformen der [-
Untereinheit werden in der Literatur als die wichtigsten Modulatoren benannt, v.a. fiir

die Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik in Saugetierzellen.*'

Auch zelluldre Mediatoren, wie die intrazelluldre Calcium-lonen-Konzentration und der pH-

Wert haben Einfluss auf die Kanalfunktion.
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2. Methodik

2.1 Patientencharakteristik

Die Einteilung der Patienten erfolgte in Gruppen mit und ohne Herzinsuffizienz, wobei darauf

hingewiesen werden muss, dass es sich bei beiden Gruppen um Patienten mit koronarer

Herzkrankheit handelte.

Die Patienteneinteilung zur Gruppe Herzinsuffizienz erfolgte bei dieser Arbeit aus Griinden

der Praktikabilitit nach dem Kriterium der Linksventrikuldren Ejektionsfraktion (LVEF),

welche im Rahmen einer angiographischen Diagnostik vor der Herz-OP bestimmt wurde.

FEine LVEF > 60% wurde als Einschlusskriterium fiir Patienten mit normaler

Herzleistung angesehen.

Eine LVEF < 45% wurde einer Herzinsuffizienz gleichgesetzt.

Als weitere Vergleichsgruppen dienten Organspender mit normaler linksventrikulérer

Funktion, die keine Herzerkrankung aufwiesen.

Als Ausschlusskriterien fiir beide Patientengruppen dienten:

Stenosen oder Insuffizienzen der Mitral- oder Trikuspidalklappe, welche einen

Auspriagung > Grad I aufwiesen.

Vergrosserter linker oder rechter Vorhof des Herzens (Querdiameter > 45 mm),

welcher im 4-Kammerblick wéhrend einer Echokardiographie ermittelt wurde.

Behandlung mit Klasse I oder Klasse III Antiarrhythmika,
chronische Einnahme von Ca’’-Antagonisten innerhalb des vorhergehenden Jahres

und der kurzfristige Gebrauch von Ca**-Antagonisten innerhalb einer Woche vor OP.
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e Jegliche Vorgeschichte von Vorhofflimmern oder persistierendem Vorhofflimmern.
Es wurden pro Patient mindestens ein 24-Stunden Holter EKG und mehrere EKG-
Streifen, welche zu verschiedenen Zeiten geschrieben wurden, auf Vorhofflimmern
evaluiert. Desweiteren wurden Patienten mit einer Anamnese von paroxysmalen

Tachykardien und anamnestischen PulsunregelméBigkeiten ausgeschlossen.

e Patienten mit Schilddriisenhormonstorungen, bzw. Gabe von Schilddriisenhormonen

oder anderen Medikamenten, die in den Schilddriisenstoffwechsel eingreifen.

Insgesamt wurden jeweils 10 Patienten in die LVEF>60% Gruppe und LVEF<45%-Gruppe
eingeschlossen. Dabei war das mittlere Alter in beiden Gruppen vergleichbar und in beiden

Gruppen dominierte das minnliche Geschlecht (Tab. 1)

Mit Ausnahme der herzgesunden Organspender wurden alle Patienten einer aortocoronaren
Bypass-OP aufgrund einer 2- bis 3-Gefdferkrankung unterzogen.

Der rechtsatriale Vorhofdruck wurde an Hand des ZVD (zentral vendser Druck) quantifiziert,
der linksatriale Druck durch den PCWP (pulmonal capillary wedge pressure). Beide wurden
durch die Messung iiber den Swan-Ganz-Katheter direkt vor Beginn der OP erfasst. Sowohl
beim ZVD als auch beim PCWP wurden erwartungsgemail signifikant hohere Werte bei der
Gruppe mit LVEF<45% gemessen (p=0,002 bzw.p=0,005). Auch die Herzfrequenz war in der
Gruppe der Patienten mit eingeschrénkter Pumpfunktion signifikant hoher (p=0,005), bei den

Altersangaben zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

Die Gabe aller herzwirksamen Medikamente wurde 24 Stunden vor OP-Beginn gestoppt.

Alle herzinsuffizienten Patienten (mit Ausnahme von Patient 6 und 7) bekamen als Basis-
medikation zumindest einen ACE-Hemmer und ein Diuretikum.

Bei der Gruppe der herzinsuffizienten Patienten bestand eine Prdvalenz von pulmonalen
Erkrankungen, insbesondere von COPD (3 Patienten). Auf die dafiir verordneten
Medikamente wird aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht niiher eingegangen. Es handelte

sich hierbei ausschlieSlich um B-Sympathikomimetika, Steroide und Theophyllin-Priparate.
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Die wichtigsten Patientendaten werden in den untenstehenden Tabellen dargestellt:

Pat. Nr. Alter ZVD  PCWP  Herzfrequenz Medikamente

LVEF > 60%

1 66 8 9 66 B-Blocker, Nitrate

2 56 5 16 60 ACE]I, B-Blocker, Nitrate

3 55 10 12 63 Nitrate

4 67 8 18 54 B-Blocker, Nitrate, CSEH, Benzo

5 65 3 14 62 B-Blocker, Nitrate

6 82 - - 67 B-Blocker, Nitrate, Diuretika, CSEH
7 56 4 12 71 ACEI, Nitrate, Diuretika

8 70 -2 14 85 Nitrate, CSEH

9 77 5 15 58 Nitrate, CSEH

10 66 3 - 58 Nicht bekannt

Mittelwert 66 4,9 13,8 64,3

STD 9,3 3,6 2,8 8,8

LVEF <45%

1 74 10 30 75 B-Blocker, Nitrate, Diuretika

2 71 10 22 65 ACEI, B-Blocker

3 - 17 16 70 ACE]I, B-Blocker, Diuretika

4 65 12 20 84 Diuretika, CSEH, Steroide

5 62 10 18 77 ACEI, B-Blocker, Nitrate, Diuretika
6 - 11 20 80 B-Blocker, Nitrate, CSEH

7 69 12 21 68 B-Blocker, Nitrate, CSEH

8 62 10 25 90 ACEI, B-Blocker, Nitrate

9 55 3 12 83 ACE]I, Diuretika

10 63 10 - 80 ACE]I, B-Blocker, Nitrate, Diuretika
Mittelwert 65,1 10,5 20,4 76,9

STD 6,0 34 5,2 7,8

Tab. 1: Auflistung von wichtigen kardiovaskuldren Parametern und der Medikation der Patientengruppen

LVEF > 60% u. <45%

ACEI: Angiotensin-Converting-Enzyme-Inhibitor; CSEH: Cholesterin Synthese Enzym-Hemmer;
ZVD: zentral vendser Druck; PCWP: pulmonal capillary wedge pressure; Benzo: Benzodiazepin; STD:

Standardabweichung
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Pat. Nr. Kardiale Sonstige Erkrankungen Kardiovaskulire
Erkrankung Risikofaktoren

LVEF > 60%

1 3 Ge-KHK - Dyslip.; fam. Risiko

2 3 Ge-KHK - -

3 3 Ge-KHK VerschluB linke Carotis Nikotin; Hyperlip.

4 2 Ge-KHK Strumektomie Nikotin; Hyperlip.

5 KHK+ AS - Adipositas

6 3 Ge-KHK Hepatits B -

7 3 Ge-KHK - Diabetes Typ II, Hyperchol.

8 3 Ge-KHK - Nikotin; Hyperchol.

9 3 Ge-KHK pAVK Nikotin; Hyperlip.; fam. Risiko

10 3 Ge-KHK - Hyperchol; fam. Risiko

LVEF <45%

1 3 Ge-KHK - Diabetes Typ II

2 3 Ge-KHK Nierenzell-Ca; Apoplex Hyperchol.

3 3 Ge-KHK pAVK, COPD Nikotin; Hyperlip.; fam. Risiko

4 3 Ge-KHK COPD; Niereninsuffizienz Nikotin, Hyperuri.; Hyperchol.

5 3 Ge-KHK PAVK; Nikotin; Hyperchol.

6 Al; keine KHK - Hyperchol.

7 3 Ge-KHK pAVK; COPD Nikotin; Hyperchol.

8 3 Ge-KHK Niereninsuffizienz -

9 3 Ge-KHK - Diabetes Typ |

10 3 Ge-KHK Niereninsuffizienz; Nikotin; Hyperchol.; Diab. Typ II

Tab. 2: Auflistung von kardialen Erkrankungen, sonstigen Erkrankungen und kardiovaskuldren
Risikofaktoren der Patienten der Patientengruppen LVEF>60% u. <45%

3 Ge-KHK : koronare 3- GefdBerkrankung; 2 Ge-KHK : koronare 2- Geféferkrankung

AS : Aortenstenose; Al : Aorteninsuffizienz; Dyslip = Dyslipoproteindmie;

Hyperchol.: Hypercholesterindmie; fam. Risiko: familidres Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen;
Hyperuri.: Hyperurikédmie;

Hep. B: Hepatitis B; pAVK: peripher-arterielle Verschlusskrankheit; COPD: chronisch obstruktive
Lungenerkrankung; Nierenzell-Ca.: Nierenzell-Karzinom,;
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2.2 Entnahme und Transport der Gewebeproben

Die Entnahme von atrialem Gewebe erfolgte in Form von Herzohrpriparaten wéhrend einer
offenen herzchirurgischen Operation mit Thorakotomie, wie sie in der Regel bei einer
aortocoronaren Bypassoperation durchgefithrt wird. Um die Herz-Lungen-Maschine
anzuschlieen, wurde eine Inzision in das rechte atriale Gewebe vollzogen und dabei ein Teil
des rechten Vorhofohrs entfernt. Dadurch wird ein Zugang zur Kaniilierung des rechten
Vorhofs geschaffen.

Das verwendete atriale Priparat der Organspender wurde aus der lateralen Wand des linken
Herzvorhofes entnommen, da bei diesem Eingriff der rechte Vorhof des Spenders komplett
transplantiert, aber ein Teil des linken Atriums abprépariert wird.

Die durch die oben erwihnten Prozeduren gewonnenen Gewebeproben konnten, je nach
Qualitit, Quantitdt und Patientencharakteristik, zur Isolation von atrialen Kardiomyozyten
verwendet werden. Diese wurden im OP sofort in eine vorgekiihlte, praoxygenierte, Ca*'-freie
Losung gegeben und innerhalb von 30 min in unser Labor transportiert.

Die Entnahme der Gewebeproben wurde mit dem Einverstdndnis der Patienten durchgefiihrt

und stand im Einklang mit den Forderungen der Deklaration von Helsinki.

2.3 Zellisolierung

2.3.1 Einleitung

Mittels Patch-Clamp Technik wurde eine einzelne isolierte Zelle einer kapazitits-
kompensierten ~ Spannungsklemme  zugefiihrt, welche deren spannungsabhingige
transembrandre lonenstrome messen kann. Die elektrischen Verhéltnisse kénnen somit
kontrolliert und praktisch beliebig variiert werden. Des Weiteren konnen das extra- und
intrazelluldre Milieu der Zelle verdndert und genau kontrolliert werden.

Um einzelne Kardiomyozyten zu erhalten, miissen diese zuerst aus dem Zellverband isoliert
werden. Die Zellisolierung ist ein aufwéndiger Prozess, auf den im Folgenden eingegangen

wird.
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2.3.2 Isolierungsprotokoll von atrialen Kardiomyozyten

Die verwendete Isolationstechnik orientiert sich an einem bewihrten Schema von Amos et al.!
und wurde von unserer Forschungsgruppe modifiziert. Um FEinzelzellen aus einem

Gewebsverband isolieren zu konnen, wurden folgende Schritte durchgefiihrt:

Nach kurzer Aufbewahrung des Gewebes in einer gekiihlten, calciumfreien Tyrode-Losung
(sieche 2.4) mit kontinuierlicher Oxygenierung, wurde dieses unter sterilen Bedingungen mit
Hilfe eines Skalpells und einer Pinzette in ca. 1 mm? grof3e Stiicke zerteilt, wobei zuvor das
sichtbare Fett- und Bindegewebe vom Muskelgewebe abgetrennt und verworfen wurde.

Die erhaltenen Stiicke wurden darauthin zweimal fiir jeweils fiinf Minuten mit der (bereits
erwiahnten) calciumfreien Tyrode-Losung unter Beachtung einer kontinuierlichen Oxy-
genierung gewaschen, mit dem Ziel der Auswaschung des Calciums aus den Zellen. Eine
calciumfreie LoOsung ist notwendig, um wéhrend der Isolierung calciumabhéngige
Kontrakturen zu vermeiden, welche insbesondere durch die Zerstdrung der gap junctions und
dem dadurch bedingten Einstrom des Calciums ausgelost werden konnen. Ein weiterer Grund
fiir eine Kontraktur der Zellen ist eine energetische Unterversorgung, welche zu einer
Calciumiiberladung fiihrt. Diese wurde durch die Kiihlung und Depolarisation der Zellen mit
Hilfe der kardioplegen Aufbewahrungslosung weitgehend reduziert. Nach der Isolation mufite

jedoch fiir physiologische Messungen Calcium wieder langsam zugefiihrt werden.

Als néchster Schritt folgte die enzymatische Verdauung der Gewebestiickchen mit Hilfe von
Kollagenasen und Proteasen iiber einen Zeitraum von ca. 40 min. Dazu wurden die
Gewebestiicke in eine calciumfreie, prdoxygenierte Enzymlosung von ca. 40 ml gegeben,
welche auf ca. 35-37 °C temperiert, kontinuierlich mit Sauerstoff begast und mit einem
Magnetriihrer kontinuierlich durchmischt wurde. An Enzymen enthielt die Losung 375 IU/ml
Kollagenase (Type I, Sigma), 2 IU/ml Protease (Type 24, Sigma) und 1 mg/ml Rinderserum-
albumin. Das Prinzip dabei beruht auf einer Auflockerung des Bindegewebes mit Hilfe von
Kollagenasen und Spalten von interzelluldren Bindegewebsbriicken durch Proteasen. Da
dadurch eine Glattung der Zelloberfliche erreicht wird (Abbau der Glykokalyx), die das
Andocken der Glasmikroelektrode an der Zellmembran erleichtert, wird eine oberfldchliche

Alteration der Zellen in Kauf genommen.
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Nach 40 min Inkubationszeit unter der Enzymlosung wurden mittels einer Pipette Proben aus
der Losung entnommen und mikroskopisch untersucht. Der erste Schritt der Inkubation mit
den Enzymen war abgeschlossen, sobald im Mikroskop erste freie schwimmende
Kardiomyozyten erkennbar waren.

Als nidchstes wurde die Losung in ein ZentrifugenrOhrchen gefiillt und bei ca. 1000
Umdrehungen/min fiir ca. lmin zentrifugiert. Der Uberstand der Enzymldsung wurde
anschlieBend sofort abdekantiert. Das verbleibende Gewebe wurde in eine frische
Enzymlosung mit 200-300 IU/ml Kollagenase Typ I gegeben, ggf. wurde Img/ml Albumin
hinzugefiigt, falls nur zerstorte Zellen freigesetzt wurden.

Der zweite Schritt der Inkubation war vergleichbar mit dem ersten. Die Losung wurde wieder
erwiarmt und oxygeniert, wobei alle 10 min eine Probe der Enzymlosung mikroskopisch auf
vitale Kardiomyozyten hin untersucht wurde.

Sobald diese in guter Qualitidt (kantig, quergestreift) nachweisbar waren, wurde die
Enzymlosung von den verbleibenden Gewebeteilen abdekantiert und zentrifugiert (400
Umdrehungen/min fiir ca. Imin mit langsamer Dezeleration). Darauthin wurde der Bodensatz
an Zellen nochmals abdekantiert und die abgetrennte Enzymlosung dem Gewebe wieder
zugegeben, wihrend der Bodensatz mit prdoxygenierter, calciumfreier ,,KB“-Losung und
Img/ml Albumin vermischt und im Kiihlschrank bei ca. 4 °C gelagert wurde (Albumin
hemmt die verbleibenden Enzyme und wirkt antioxydativ). Dieser Zyklus wurde alle 10
Minuten wiederholt, solange vitale Kardiomyozyten nachweisbar waren.

Vor einer Messung muflten die Zellen vorsichtig auf Raumtemperatur erwarmt werden, was

mindestens eine halbe Stunde in Anspruch nahm.

2.4 Messlosungen

Die Zusammensetzungen aller verwendeten Losungen sind in der untenstehenden Tabelle

zusammengestellt.

e Bei der Tyrode Losung handelt es sich um die calciumfreie Elektrolytlosung, welche

fiir den Transport und die Isolation der Zellen verwendet wurde.

e KB-Losung diente zur Aufbewahrung der Zellen und wird auch als ,kardioplege
Losung* bezeichnet, da sie natrium- und calciumfrei ist und die Zellen durch eine

hohe Kaliumkonzentration depolarisiert.
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e Externe Messlosung:
Badlosung, mit der die Zellen zur Gleichstrommessung superperfundiert wurden
e Interne Messlosung:
Losung zur Fiillung der Patchpipette zur Calciumstrommessung, die in die Zelle

diffundiert und dadurch das Intrazellularmilieu bestimmt

Um zu verhindern, dass neben dem Calciumstrom auch Natrium- und Kaliumstrome
gemessen wurden, wurde bei der Herstellung der internen u. externen Messlosung nach
folgenden Prinzipien vorgegangen (siche Tabelle 3):
1. Ersetzen von Kalium durch Caesium (Cs), wobei Cs zusdtzlich Kaliumkanéle
blockiert
2. Ersetzen von Na™ durch TEA", das zusitzlich Kaliumkanile blockiert

3. Einsatz von 4-AP als zusitzlicher Kaliumkanalblocker in der externen Losung

In mM Tyrode Losung  KB-Medium Ex. Losung Int. Losung
NaCl 135 — — —

KCl 5,4 25 — —

MgCl, 1,0 — 1 2

NaH,PO4 0,33 — — —

Taurin — 10 — —
Glutaminséure | — 70 — —

KH,PO4 — 10 — —

EGTA — 0,5 — 15

TEA" — - 136 -

Mg’ -ATP  |— - - 3

CsCl- — — 20 133

CaCl2 — — 1,2 —

4-AP — — 3 —

HEPES 10 — 10 10

Glucose 10 22 10 10

pH 7,4 (NaOH) 7.4 (KOH) 7,2 (CsOH) 7,2 (CsOH)

HEPES= Hydroxyethylpiperazinethansulfonsiure; 4-AP= 4-Aminopyridin; EGT A=Ethylenglycoltetraacetat;
TEA "=Tetraethylammonium-Chlorid

Tab. 3: Verwendete Losungen fiir die Messung des Calciumstroms
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2.5 Versuchsaufbau

2.5.1 Patch-Clamp Aufbau

Folgender Aufbau wurde fiir die elektrophysiologischen Messungen mittels Patch-Clamp

Technik verwendet:

Faraday'scher Kifig

Bildschirm Kamera

Mikroskop Pipette + Pipettenhalter ~ Yorverstérker

Agar-Briicke Badelek

Patch-Clamp
Verstarker

5 Pumpe 1 oy

Wjﬁm:> 1 Zwischen-
| Absaugung Mikrorpani- verstarker
1 pulatorl | |
! I
Fm e e e e e e e == 1 A/D-Wandler
— — Computer
— Gedampfter Tisch —

Computer/
Festplatte

Oszilloskop

Abb. 5: Schematischer Patch-Clamp Aufbau. Agar-Briicke: mit Agar und Elektrolyt gefiillte Glasbriicke;
Bad-Elektrode: Referenzelektrode (Silber-Silberchlorid); ext. Losung: Externe Messlosung (siehe 2.4)

e Inversionsmikroskop (Typ Leica ILM, Wetzler, Deutschland): Um das Aufsetzen der

Mikropipette auf die Zelle steuern zu konnen, ist eine gute Optik notwendig. Das

Inversionsmikroskop bot zudem viel Platz iiber dem Mikroskop-Tisch fiir die

Badperfusion und den Mikromanipulator mit der Pipette. Die Fokussierung e

rfolgte

durch die Auf- u. Abbewegung des Objektives, der Messtisch blieb fixiert. Der

Anschluss an eine Kamera und einen Bildschirm ermdglichte eine Uberwachung der

Zellintegritdt wihrend den Messungen.

e Schwingungsgedampfter = Tisch: Schutz vor  Vibrationen  wihrend

Versuchsdurchfiihrung.

der
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Der Faradaysche Kiéfig schirmte das Versuchsareal vor elektromagnetischen

Interferenzen von auf3en ab.

Mechanischer Mikromanipulator: Dabei handelte es sich um eine Vorrichtung, welche
im Mikrometerbereich steuerbar ist und fiir das Aufsetzen der Patchpipette auf die ca.
10-20 x 80-200um groBe Zelle verwendet wurde. Daran befestigt war ein
Pipettenhalter =~ mit einem  Silber/Silberchlorid-Elektrodendraht und  einer
Gummimanschette zur luftdichten Befestigung der Pipette.

Das Innere der Pipette konnte durch ein Schlauchsystem an der Gummimanschette
unter Uber- oder Unterdruck gesetzt werden, wodurch die Pipettenspitze freigespritzt
und Zellmembranen angesaugt werden konnten. Dazu wurde an diesem Schlauch ein
Dreiwegehahn und eine 10 ml Spritze angebracht.

Der am Mikromanipulator befindliche Vorverstarker war durch ein Kabel mit dem

Verstérker verbunden, der sich au3erhalb des Faradayschen Kéfigs befand.

Messkammer: Dazu diente ein Petrischilchen aus Plexiglas mit 35 mm Durchmesser,
welches in die vorgefertigte Offnung des Mikroskoptisches eingesetzt wurde. In das
Schilchen wird eine Kunststoffmesskammer mit 0,3 ml Kapazitit eingesetzt, welche
an ihren Enden zwei gefrdste Locher flir den Zu- und Ablauf der Superperfusion

besal3.

Elektronische Komponenten:
a) Vorverstirker: Der am Mikromanipulator angeschlossene Vorverstirker dient

insbesondere der Rauschunterdriickung und der Messung des Stromsignals.

b) Verstdrker und Stimulator: Filterfunktion und Signalverstidrkung durch das EPC9-
System (Heka Instruments, Lambrecht, Deutschland), welches sowohl Messungen
im Strom- als auch im Spannungsklemmmodus (,,current u. voltage-clamp®)
moglich machte.
Zusitzlich wurden ein Tiefpass-Filter (low-pass) und ein Hochpass-Filter (high-
pass) verwendet, da der interne Patch-Clamp-Filter eine flache Filtercharakteristik

aufweist.
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c¢) AD/DA-Wandler: Abwandlung des kontinuierlichen analogen Signals in digitale

Zahlenwerte zur Aufzeichnung und Speicherung der Daten.

d) Messdatenbearbeitung online: Mit Hilfe dieser Software und des EPC9-
Verstirkers war eine vollautomatische Kompensation von kapazitiven artifiziellen

Stromen und des Serienwiderstandes mdglich.

e) Datenspeicherung und graphische Datenanalyse: Mit der Software Pulse/Pulse fit
des gleichnamigen Herstellers, wurde auf einem Apple Macintosh Power Mac die
Datenerfassung, Darstellung und Datenanalyse durchgefiihrt. Als Speichermedien

wurden eine externe Festplatte und ein Zip-Laufwerk verwendet.

2.5.2 Patch-Pipette

Die Patch-Pipette stellte eine Glasmikroelektrode dar, die aus Borosilikatglaskapillaren

(Typ GC 150T-10, Clark Electromedical Instruments, Kent, England) hergestellt wurde.

2.5.3 Puller

Die Herstellung der Glasmikroelektroden erfolgte mit einem vollautomatischen Puller (DMZ-
Universal Puller von WZ). Der Puller verfiigt {iber ein dreistufiges Programm mit der
Moglichkeit der Einstellung aller Zug-Parameter (Hitze, Zugdauer, Zugkraft, Verzégerung),
welche die aufgeheizten Glaskapillaren zu den entsprechenden Glasmikroelektroden
auseinander zieht (Offnungsdurchmesser von 0,5 bis 1 um und elektrischen Widerstiinden
zwischen 2-3 MQ, wenn diese mit Elektrolytlosung gefiillt wurden). Zum Schluss erfolgt
noch ein ,,Fire-Polishing®, d. h. eine kurze Erhitzung der Elektrodenspitze um die Ecken der

Elektrodenspitze nochmals abzurunden.

2.5.4 Badelektrode

Als Referenzelektrode wurde eine Silber/Silberchlorid-Elektrode verwendet, die in ein
Topfchen mit der Pipettenldsung getaucht wurde, damit Pipetten und Badelektrode von der
gleichen Elektrolytlosung umgeben werden. Das Topfchen mit der Referenzelektrode wurde
tiber eine mit Elektrolyt und Agar gefiillte Glaselektrode elektrisch leitend mit der Badldsung

verbunden.
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2.6 Versuchsdurchfithrung

2.6.1 Positionierung und Auswahl der Zellen (Vorbereitung)

Die atrialen Kardiomyozyten, die aus der Aufbewahrungslosung, dem KB-Medium (s.0.), in
die Messkammer pipettiert worden waren, wurden dort 10-15 Minuten liegengelassen, um das
Absetzen und Anhaften auf dem Boden der Petrischale zu gewihrleisten. Eine Superperfusion
(externe Messlosung) wurde mit ca. 1,5 ml/min durchgefiihrt und mit einem gut
abgeschirmten Peltierelement auf ca. 35°C+1 temperiert.
Wichtig ist, dass nur Kardiomyozyten untersucht wurden, welche folgende Eigenschaften
besallen:

e sichtbare Querstreifung

e kantige Enden

e cine glatte, blasenfreie Oberfldche

e keine sichtbaren Kontrakturen

2.6.2 Einsatz der Pipette und des Pipettenhalters

Beim Einsetzen der Pipette in den Pipettenhalter des Mikromanipulators wurde eine
Beriihrung der Elektrode durch die Pipette vermieden, da sich sonst mikrometergrof3e
Silberchloridsplitter durch die Abscherung vom Elekrodendraht bilden konnten, die die
Pipettenspitze verunreinigen.

Die Pipetten wurden nur einmal verwendet und mit leichtem Uberdruck in die Badldsung

eingetaucht, um Verschmutzungen der Spitze von auflen zu minimieren.

2.6.3 Messung der Zellen im whole-cell-mode (Ganzzellableitung) mittels Patch-Clamp-
Technik

Unter whole-cell-mode versteht man folgende Patch-Clamp-Technik:*

Der Pipettenwiderstand wurde kontinuierlich durch einen biphasischen 5 mV Testpuls
automatisch rechnergestiitzt berechnet, der 20x pro Sekunde abgegeben wurde. Dadurch
konnte der Membranwiderstand bzw. Pipettenwiderstand mit Hilfe des durch die Testpulse

hervorgerufenen Stroms Ir nach folgender Formel berechnet werden: R =U/Ir (Abb. 6).
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Nach Néaherung der Zellpipette an die Zellmembran wurde eine Beriihrung der Zellmembran
mit Hilfe der Mikrometerschraube oder durch vorsichtiges Ansaugen langsam herbeigefiihrt.

Dies zeigte sich in einem plotzlichen Anstieg des Pipettenwiderstandes auf mehrere hundert
MQ.

Testpuls Strome Ig u. Iyap

+5mV 5 ms \ .................. 2 I
kap

N

[ »

-5mV 5 ms

Ixap: kapazitiver Strom; I: Strom, der durch den Pipettenwiderstand bestimmt wird

Abb. 6: Bildliche Darstellung des Testpulses und der entsprechenden Strome wihrend der Patch-Clamp
Ganzzellableitung

Abb. 7: Patch-Clamp-Technik im whole-cell-mode: Einreilen der Zelle durch einen Saugsto mit Hilfe einer
Mikropipette. Messung der Potentialdifferenz zwischen der Pipette intrazelluldr und der Badelektrode
extrazellular.

Durch weiteres Ansaugen legt sich die Membran der Zelle durch Unterdruck an die Innenseite
der Mikropipette an, so dass der elektrische Widerstand zwischen Membran und Pipette
idealerweise auf > 1 GQ ansteigen kann, ein sogenannter Gigaseal. Dieser eingesogene
Membranfleck ldsst sich durch einen Saugstof3 einrei3en, ohne das Anhaften der Membran zu
beeintrdchtigen (Abb. 7) Bleibt das Gigaseal erhalten, - dies ist bei einem stabilen
langstreckigen Membrankontakt mit der Mikroelektrode gegeben, was zu vernachldssigbaren
kleinen Leckstromen fiihrt - hat man Zugang zum Zytoplasma und besitzt die Mdglichkeit der

Kontrolle der transmembraniren Spannung (voltage clamp).
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Auf diese Weise lassen sich die intrazelluldren Ionenverhéltnisse verdndern bzw. resultierende
Ionenstrome messen. Nach Einriss der Zellmembran wurde mit der Messung der
Calciumstrome erst nach einer Wartezeit von 5 Minuten begonnen, um einen Ausgleich der
internen Messlosung mit dem Zytoplasma zu erreichen. Nach vorherigen Experimenten hat
sich gezeigt, dass der Ic, nach Einreiflen der Zellmembran zundchst zunimmt und nach einer
fiinfminiitigen Phase ein Plateau erreicht auf dem er in einem Zeitraum von 15 Minuten nur
um 6-10% abnimmt. In diesem Zeitraum wurden alle Messprotokolle durchgefiihrt.

Der kapazitive Stromanteil wurde automatisch und kontinuierlich rechnergestiitzt errechnet,
angezeigt und wéhrend der Patch-Clamp Messungen jeweils automatisch subtrahiert. Der
kapazitive Strom wird ganz {iberwiegend durch die Kapazitit der gesamten &dufleren
Zellmembran einer Zelle bestimmt (Abb. 6). Die Kapazitit der Zellmembran korreliert gut
mit der Zelloberflache und wurde deshalb als MaB fiir die ZellgroBe angenommen. Wichtig zu
erwahnen ist, dass der Serienwiderstand der Elektrode automatisch teilkompensiert wurde, da
er einen moglichst kleinen Widerstand zur Zelle haben soll, weil beide in Reihe geschaltet
sind. Der Gesamtwiderstand soll sich auf die Zelle entfalten.

Zur Messung des Calcium-Stromes wurde die Zellkapazitit zu 100% kompensiert, die
seriellen Widersténde elektrisch zu 50 bis 80%.

Die Membranstrome wurden bei einer Aufzeichnungsrate von 20 kHz von analogen in
digitale Signale umgewandelt und bei 5 kHz gefiltert. Danach wurden die Daten auf der
Festplatte des Power Macs zur weiteren Analyse gespeichert.

Zellen mit signifikanten Leckstromen wurden trotz einer moglichen elektrischen

Leckstromkompensation nicht zur Messung herangezogen.



-27 -

2.7 Messprotokolle und Stromkurven

2.7.1 Spannungsabhéngigkeit
a) Spannungsabhingige Aktivierung

+80 mV

-80 mV -80 mV

500 ms

500 pA
100 ms

Abb. 8: Typisches Pulsbeispiel zur Bestimmung der spannungsabhingigen Aktivierung des Calciumstroms
A: Der Testpuls wurde in 10 mV-Schritten von —70 mV auf +80 mV erhoht. Nach 500ms wurde der
Spannungspuls wieder auf seinen Ausgangswert zuriickgeklemmt. Die Pause zwischen den Testpulsen

betrug 5 s.
B: Beispiel von iibereinandergelegten Calciumstromen bei obigem Messprotokoll in A. Es handelte sich
um einen atrialen Kardiomyozyten des Patienten Nr.3 (LVEF>60%), siche Tabelle 1 und 2.

Beim Messprotokoll des Calciumstroms zur Charakterisierung der spannungsabhéngigen
Aktivierung wurde der Testpuls in 10 mV-Schritten von —70 mV auf +80 mV erhdht
(insgesamt 15 Pulse). Die Pause zwischen 2 Pulsen betrug 5 Sekunden. Der erste registrierte
Strompuls konnte bei einer Membranspannung von -20 mV, das Maximum des

Calciumeinwértsstromes bei ca. +10 bis +30 mV gemessen werden (Abb.8).
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b) Spannungsabhingige Inaktivierung

+20 mV

+10 mV

-80 mV -80 mV

3000 ms 500 ms

" it s 1+ oriahnd, =l T ®

i

100pA

100ms

Abb. 9: Typisches Pulsbeispiel zur Bestimmung der spannungsabhingigen Inaktivierung des Calciumstroms
A: Nach depolarisierenden Prapulsen wurde die Zelle auf +10 mV geklemmt. Zwischen den einzelnen

Testpulsen betrug die Pause 5 s.
B: Typisches Beispiel der iibereinandergelagerten Calciumstrome -bei den Spannungspulsen in A- einer

Zelle des Patienten Nr. 9 (LVEF>60%), siche Tabelle 1 und 2.
Dargestellt sind die Strome bei depolarisierenden Testpulsen nach +10 mV. Die langen depolarisieren-

den Prépulse sind links abgeschnitten.

Das Messprotokoll zur Charakterisierung der spannungabhédngigen Inaktivierung bestand aus

zwel Teilen:

1. Das Ruhemembranpotential wurde durch einen depolarisierenden Priapuls mit einer
Dauer von 3000 ms in 10mV Schritten beginnend von —80 mV schrittweise auf +20
mV erhoht.

2. Die nachfolgende Aktivierung des Calcium-Stroms erfolgte durch die anschlieende
Klemmung der Spannung auf +10mV {iber einen Zeitraum von 500 ms. Dabei ergab
sich eine deutliche Abnahme des Calciumstroms ab einem Pripotential von —30 mV.
Ab einem Prépuls von 0 mV war ein Calciumstrom nicht mehr nachweisbar.

Die Pause zwischen den einzelnen Testpulsen betrug 5 Sekunden (Abb.9).
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2.7.2 Messung der Frequenzabhingigkeit des Calciumstroms

a) Calciumstrom bei 1 Hz

Die Dauer des Testpulses bei den verschiedenen Frequenzen wurde so konzipiert, dass sie der

bekannten atrialen Aktionspotentialdauer bei diesen Frequenzen nahe kommt.

+ 10 mV

-80mV

250 ms 750 ms

200pA

20ms

Abb. 10: Pulsbeispiel zur Bestimmung des Calciumstroms bei 1 Hz
A: Die Zelle wurde ausgehend von —80 mV auf +10 mV geklemmt. Zwischen den 20 Testpulsen betrug
die Pause 750ms.
B: Beispiel der iibereinandergelegten Calciumstrome der Testpulse Nr.1, 10 und 20 - bei den
Spannungspulsen in 10A- einer Zelle des Patienten Nr. 4 (LVEF<45%), siche Tabelle 1 und 2

Vom Ruhemembranpotential von —80 mV wurde die Zelle fir 250 ms auf +10 mV
depolarisiert. Dieser Puls wurde mit einer Frequenz von einem Hertz appliziert. Es wurden

insgesamt 20 Pulse durchgefiihrt, was ausreichte, um einen steady-state des Calciumstroms zu

erreichen (Abb. 10).
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b) Calciumstrom bei 5 Hz

A
+10 mV 100 ms 100 ms
-80 mV
100 ms XX XXX
B
LVEF>60%
LVEF<45%
100 pA
200 ms

Abb. 11: Pulsbeispiel zur Bestimmung des Calciumstroms bei 5 Hz
A: Die Zelle wurde vom Ruhemembranpotential von —80 mV auf +10 mV geklemmt und danach
wieder auf —80 mV repolarisiert. Dies wurde innerhalb eines Pulsprotokolls 8x wiederholt.
B: Beispiel fiir die neunmalige Auslosung eines Calciumstroms nach obigem Pulsprotokoll des
Patienten Nr. 8 mit LVEF>60 %.
C: Beispiel fiir die neunmalige Auslosung eines Calciumstroms nach obigem Pulsprotokoll des
Patienten Nr. 2 mit LVEF<45%.

Vergleichbar mit dem Pulsprotokoll von 1 Hz wird von —80 mV auf +10 mV f{iber einen
Zeitraum von 100 ms depolarisiert. Danach wurde fiir 100 ms wieder auf —80 mV

repolarisiert. Dieses wurde innerhalb eines Pulsprotokolls 8x wiederholt (Abb. 11).



-31 -

2.7.3 Die Erholung des Calciumstroms von der Inaktivierung

A
+10 mV 1000 ms 500 ms
-80 mV
“10ms —p 510ms
B
200 pA
LVEF>60%
200 ms
C P~
100 pA

LVEF<45%

200 ms

Abb. 12: Pulsbeispiel zur Bestimmung der Erholung des Calciumstroms von der Inaktivierung
A: Nach Depolarisation der Zelle auf +10 mV (Prapuls) wurde in einer variablen Zeitspanne die Zelle
wieder auf —80 mV repolarisiert, um wieder auf +10 mV geklemmt zu werden
B: Beispiel fiir die Ubereinanderlagerung von Calciumstrdmen bei obigem Pulsprotokoll des Patienten
Nr. 6 mit LVEF>60%
C: Beispiel fiir die Ubereinanderlagerung von Calciumstromen bei obigem Pulsprotokoll des Patienten
Nr. 4 mit LVEF<45%
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Nach der Depolarisation der Zelle von —80 mV auf +10 mV fiir 1000 ms wurde in einer
variablen Zeitspanne von 10 ms bis 510 ms die Zelle wieder auf —80 mV repolarisiert, um
danach wieder fiir 500 ms auf +10 mV depolarisiert zu werden. Das Ziel dieses
Messprotokolls war es, die Erholung des Calciumstroms nach Inaktivierung durch die
vorhergehende Depolarisation zu messen und die Stromgrof3e des ersten Calciumstroms (erste
Depolarisation) mit der des zweiten Stroms (zweite Depolarisation) zu vergleichen. Die
Zeitabstinde zwischen den Depolarisationsphasen wurden zuerst in Schritten von 20 ms,
ausgehend von 10 ms, pro Puls verldngert und ab einer Pause von 210 ms um 100 ms je Puls
verldngert. Dieses Doppelpulsprotokoll wurde alle 10s wiederholt (Abb. 12).

Je linger das Zeitintervall zwischen den beiden Pulsen, umso mehr hatte sich der
Calciumstrom wihrend des zweiten Pulses erholt. Bei schrittweiser Verldngerung des
Zeitintervalls kam es zu einem langsamen Anstieg der Calciumstromamplitude mit zwei

Zeitkonstanten, worauf in der Datenanalyse nochmals niher eingegangen wird.

2.8 Datenanalyse

Die Messung der Calciumstromamplitude erfolgte mit dem Heka-Puls Software Programm.
Sie wurde, wie an Hand des in Abb. 13 angegebenen Beispicles dargestellt, folgendermalien

ausgemessen:

Strom in pA

. [
A 1= Calciumstrom- |
amplitude Zeit in ms

Abb. 13: Graphische Calciumstromauswertung mit der HEK A-Software

Die elektrische Zellkapazitit verhilt sich direkt proportional zur Zelloberflache und korreliert
daher mit der ZellgroBe. Um die Variabilitdt der Stromamplituden hinsichtlich der Zellgro3e
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zu kompensieren, wurden die Amplituden in Stromdichten umgerechnet, die man erhilt,

indem der absolute Strom durch die Zellkapazitit geteilt wird [Einheit: pA/pF].

Der spannungsabhdngige Calciumstrom wihrend eines rechteckigen, depolarisierenden
Testpulses inaktiviert in Form einer zeitabhdngigen, biexponentiellen Funktion, die mit Hilfe
der Heka-Software Puls fit approximiert wurde. Die Berechnung geschah nach folgender

Gleichung:

—t/fast —t/tsl
I(t) = Ioff+ Ifast * c ety Islow * € wow

t = Zeit, l,g= nicht inaktivierender Strom, Trg U. Tgow Sind die exponentiellen Zeitkonstanten

der korrespondierenden, schnell und langsam absinkenden Calciumstromanteile Ig,g und Igjow-

Beim Messprotokoll 1 Hz wurden jeweils der 9. und 10. Puls und der 19. und 20. Puls

gemessen und durch den ersten Puls dividiert:

n-ter Testpuls x 100 % = In)
1. Testpuls

Dadurch errechnet sich das prozentuale Verhéltnis zum ersten Puls. Das gleiche Prinzip zur
Erfassung der erforderlichen Daten fiir die statistische Auswertung wurde bei 5 Hz
durchgefiihrt, wobei jedoch der 8. und 9. Puls verwendet wurden.

Fir die Messprotokolle der spannungsabhingigen Inaktivierung und der spannungs-
abhingigen Aktivierung wurden die Daten der Patienten zuerst ,,normalisiert®, bevor sie
gemittelt wurden. Unter Normalisierung versteht man den Vorgang, dass in einer Datenreihe
der absolut groBte Strom gleich 100% gesetzt wird. Die iibrigen Werte werden im
prozentualen Verhéltnis zum groBten Wert gesetzt.

Ahnlich wurde auch beim Messprotokoll der Erholung von der Inaktivierung vorgegangen.
Der erste Calciumstrom eines Pulses wird mit dem zweiten, abhingig von der Zeitdauer der
Repolarisation ausgelosten Calciumstrom in Verhdltnis gesetzt und der prozentuale

Zahlenwert des ersten zum zweiten Strom berechnet.
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2.9 Statistik

Fiir die Beurteilung auf statistische Signifikanz der Unterschiede der Calciumstrome zwischen
den Patientengruppen wurden die Messungen an allen Zellen eines Patienten gemittelt. Um
die individuellen Schwankungen bei der Messung eines Kardiomyozyten auszugleichen,
mussten mindestens 2 Zellen eines Herzohres zur Beurteilung herangezogen werden (in der
vorliegenden Studie wurden 2-6 Zellen gemessen). Jede vierte Isolation von atrialen
Kardiomyozyten brachte nicht genug vitale Zellen hervor, um eine Auswertung oder Messung
durchfiihren zu konnen.

Bei allen Werten wurde der Mittelwert +SEM (Standardfehler) angegeben:

SEM (Standardfehler)

Der Standardfehler (SEM) wurde bei einer Versuchsanzahl von n>3 zusitzlich zum

Mittelwert angegeben und wurde durch folgende Formel ermittelt: SEM = STD/ V.
Wobei STD fiir die Standardabweichung steht.

t-Test

Um zu kldren, ob zwischen verschiedenen Ergebnissen ein statistisch signifikanter
Unterschied besteht, wurde der t-Test nach ,,Student™ angewandt, wenn die Werte den Test
fiir eine Normalverteilung erfiillen. Ansonsten wurde der Rangsummentest nach Wilcoxon
verwendet. Als Signifikanzgrenze wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05

angesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Calciumstromgrofien

Die absolute Grofle der Calciumstrome war in den beiden Patientengruppen LVEF>60% und
LVEF<45% nicht unterschiedlich. Ebenso waren die ZellgroB3en, wie sie sich indirekt aus der
Zellkapazitdt ergaben, in den Patientengruppen mit und ohne Herzinsuffizienz vergleichbar

grof} (Tab. 4).

Spenderherzen LVEF>60% LVEF<45%
Mittelwert Ic, max. in pA 534,25 + 105,4 550,9 +£ 59,6 589,8 £ 65,6
Zellkapazitdt in pF 127 +17.7 86+9,3 100,1 £ 13,8
Patienten 3 10 10
Zellen 6 30 32

Tab. 4: Vergleich der gemittelten maximalen Calciumstrome und der durchschnittlichen Zellkapazitét der
Gruppen LVEF>60%, <45% und der Spenderherzen. I¢, max. : Maximaler, absoluter Calciumeinwértsstrom im
Zeitverlauf bestimmt bei depolarisierenden Pulsen nach +20 mV bei der Untersuchung der spannungsabhéngigen
Aktivierung.

Stromdichte pA/pl
»

Spenderherzen LVEF>60% LVEF<45%

Abb. 14: Graphischer Vergleich der gemittelten maximalen Calciumstromdichten £+ SEM der Gruppen
LVEF>60%, <45% und der Spenderherzen

Die mittleren Calciumstromdichten betrugen 4,2 pA/pF bei den Spenderherzen, 6,4 pA/pF bei
LVEF>60% und 5,9 pA/pF bei LVEF<45% (Abb. 14). Damit ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Patientengruppen mit und ohne Herzinsuffizienz und den

Spenderherzen.
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3.2 Spannungsabhiingigkeit

—o— LVEF>60% —m— LVEF<45%

120

100

80

Strom Normalisiert

D

20 40 60

-100 100

-20 4

Spannung in mV

Abb. 15: Vergleich der Strom-Spannungsbezichung der gemittelten und normalisierten Calciumstrome = SEM
der Gruppen LVEF>60% und LVEF<45% in Abhédngigkeit der Testpulse mit schrittweiser Erhdhung von —80
bis +80 mV, ausgehend von einem Ruhemembranpotential von —80 mV (Pulsprotokoll siche Abb. 8)

Fiir die Auswertung waren aus der Gruppe LVEF>60% 32 Zellen verwertbar, aus der Gruppe
LVEF<45% 30 Zellen und aus der Spendergruppe 6 Zellen.

Die Messdaten der beiden ersten Gruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede in der
Spannungsabhéngigkeit (Abb. 15). Die ersten Anzeichen eines Calciumstromes ergaben sich
bei —20 mV. In der Tendenz aktivierte der Calciumstrom bei den herzinsuffizienten Patienten
spannungsabhingig etwas verzogert im Vergleich zu der Gruppe der Patienten mit
LVEF>60%. Das Maximum der Calciumstrome lag jeweils bei +20 mV, wobei die
Herzsuffizienten eine grofere Bandbreite hinsichtlich dieses Kriteriums zeigten. Um eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erzielen wurden die Zahlen der Patientengruppen bei +20
mV auf 100 normalisiert. Die sich ergebende Kurve zeigte anndherungsweise die Form der

Gauf3’schen Glockenkurve.
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Abb. 16: Vergleich der Strom-Spannungsbeziehung der gemittelten und normalisierten Calciumstrome + SEM
der Gruppen LVEF>60%, LVEF<45% und der Spenderherzen in Abhéngigkeit des Testpulses mit schrittweiser
Erhohung von —80 bis +80 mV, ausgehend von einem Ruhemembranpotential von —80mV (Pulsprotokoll siche
Abb. 8)

Im Vergleich mit der Gruppe der Herzspender ergaben sich kleine Unterschiede gegeniiber
der LVEF<45% und der LVEF>60% Gruppe. Aufgrund der geringen Zellzahl (n=6) in der

Herzspendergruppe, sind die Ergebnisse des statistischen Tests nicht aussagekriftig.

3.3 Inaktivierung

—&— LVEF>60% —l— LVEF<45%

120

Strom Normalisiert

-100 -80 60

Spannung in mV

Abb. 17: Vergleich der spannungsabhéngigen Inaktivierung der gemittelten und normalisierten Calciumstrome
+ SEM der Gruppen LVEF>60% und LVEF<45% in Abhdngigkeit des Prapulses von =70 mV bis +40 mV mit
nachfolgender Depolarisation auf +10 (Pulsprotokoll siche Abb. 9).
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Auch die spannungsabhingige Inaktivierung zeigte zwei fast deckungsgleiche Kurven der
beiden Patientengruppen, welche einen S-formigen Verlauf aufwiesen. Eine Ausldsung des
Calciumstromes bei einem Prapulspotential bis 40 mV war fast ohne eine Abschwichung
des auslosbaren Calciumstromes mdglich.

Ab einem Prépulspotential von 0 mV ergaben sich durch die nachfolgende Depolarisation

keine Calciumstrome mehr.

3.4 Frequenzabhingige Strome bei 1 Hz

*.
BLVEF>60% HELVEF<45% :p<0.05

120
100 +
80 -
60 -

40 -

Strom Normalisiert

20 -

1 9 10 19 20
Anzahl der Pulse

Abb. 18: Vergleich der gemittelten und normalisierten Calciumstrome der Gruppen LVEF>60% und
LVEF<45% in Abhéngigkeit von der Stimulation mit 1 Hz nach 1, 9, 10, 19 und 20 Pulsen ausgehend vom
Ruhemembranpotential von —80 mV (Pulsprotokoll siche Abb. 10)

Bei Stimulation mit 1 Hz zeigte sich ein signifikanter Unterschied der relativen frequenz-
abhingigen Stromabnahme zwischen den beiden Gruppen mit und ohne Herzinsuffizienz.
Wihrend in der LVEF>60%-Gruppe der Calciumeinwirtsstrom nach 20 Pulsen auf ca. 91 %
des Ausgangswertes absank, lag er bei der LVEF<45%-Gruppe nur noch bei 65% (Abb. 18).
Bereits bei Puls 9 und 10 (p=0,029 bzw. p= 0,047) konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Patientengruppen festgestellt werden (Abb. 18).
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3.5 Frequenzabhiingige Strome bei 5 Hz

120 -
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Abb. 19: Vergleich der gemittelten und normalisierten Calciumstrome der Gruppen LVEF>60% und
LVEF<45% in Abhéngigkeit von der Stimulation mit 5 Hz nach 1, 8 und 9 Pulsen ausgehend vom
Ruhemembranpotential von —80 mV (Pulsprotokoll siche Abb. 11)

Die Messungen bei 5 Hz zeigten eine dhnliche Charakteristik wie die Messungen bei 1 Hz.
Auch hier nahm in der Gruppe der Herzinsuffizienten (LVEF<45%) der Calciumstrom
signifikant stérker ab, als in der Vergleichsgruppe (bei LVEF>60%).

Nach neun Pulsen betrug der Calciumstrom bei LVEF>60% etwa 82% des Ausgangswertes,
verglichen mit 56% bei LVEF<45% (Abb. 19). Es ergab sich jedoch keine statistische
Signifikanz der Werte.
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3.6 Frequenzstimulation bei erniedrigtem Ruhemembranpotential (-60mV)

a) Stimulation mit 1 Hz
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Abb. 20: Vergleich der gemittelten und normalisierten Calciumstrome der Gruppen LVEF>60% und
LVEF<45% in Abhéngigkeit von der Stimulation mit 1 Hz nach 1, 9, 10, 19 und 20 Pulsen ausgehend vom
Ruhemembranpotential von —60 mV (Pulsprotokoll siche Abb. 10)

b) Stimulation mit 5 Hz
120 -
BLVEF>60% BELVEF<45%
100
80
60

40

Strom Normalisiert

20

1 - 8 9
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Abb. 21: Vergleich der gemittelten und normalisierten Calciumstrome der Gruppen LVEF>60% und
LVEF<45% in Abhéngigkeit von der Stimulation mit 5 Hz nach 1, 8 und 9 Pulsen ausgehend vom
Ruhemembranpotential von —60 mV (Pulsprotokoll siche Abb. 11)

Bei einem Ruhemembranpotential von —60 mV ergaben sich bei Stimulation mit 1 Hz und

5 Hz keine signifikanten statistischen Unterschiede der Calciumstrome. (Abb. 20 u. 21).
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3.7 Erholung von der Inaktivierung (,,Recovery*)

—m— LVEF< 45% —&— LVEF> 60% —a— Spenderherzen
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Abb. 22: Vergleich der Erholung von der Inaktivierung der normalisierten Calciumstrome + SEM der Gruppen
LVEF>60%, LVEF<45% und der Spenderherzen in Abhdngigkeit vom Repolarisationsintervall (10 -510ms) in
Bezug auf den Calciumstrom des Priapulses (Pulsprotokoll siche Abb. 12)

Bei dieser Messung ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
Patientengruppen LVEF>60% und LVEF<45% ab 200 ms Erholungszeit von der
Inaktivierung durch den Prépuls. Zu diesem Zeitpunkt war eine Erholung von der
Inaktivierung bei den Patienten mit LVEF>60% im Durchschnitt zu 88,0% versus 72,3% bei
LVEF<45% erreicht. Diese signifikante Differenz zwischen den beiden Patientengruppen
blieb auch bei einer Erholungszeitspanne von 500ms erhalten: 98,8% (LVEF>60%) versus
80,8% (LVEF<45%)).

Die Schere zwischen der herzgesunden Spendergruppe und der Gruppe der Nicht-
Herzinsuffizienten schien sich bei 500 ms nach Inaktivierung zu schlieBen: 101,9% versus
98,8% , d.h. der Calciumstrom der Spendergruppe hatte sich nach 500ms nicht nur vollstindig
erholt, sondern war sogar grofer als der erste Calciumstrom.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass die Erholung von der Inaktivierung bei den
Herzinsuffizienten langsamer als in der Gruppe ohne eingeschriankte Pumpleistung des
Herzens erfolgte. Die Spendergruppe zeigte eine noch rapidere Erholung als beide

Patientengruppen.
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Die exponentiellen Kurven der Erholung von der Inaktivierung bestanden aus zwei
Komponenten. Einer schnellen Phase der Erholung von der Inaktivierung, welche durch eine
schnelle exponentielle Zeitkonstante t; charakterisiert wird und einer langsameren Phase mit
der Zeitkonstante 1. Durch folgende Gleichung konnte dann mit Hilfe des 1 die jeweiligen
Exponentialfunktionen der untersuchten Patientengruppen bestimmt werden. Diese wurden

durch das HEKA Software Programm Pulse-fit berechnet:

F(t)= 100-Aexp [(-1)t/ t1]-Azexp[(-1)t/ 2]
T;: schnelle exponentielle Zeitkonstante A;: Stromanteil der schnellen Erholung
T5: langsame exponentielle Zeitkonstante ~ A,: Stromanteil der langsamen Erholung

t: Zeit [ms]

Fiir die Gruppen ergaben sich folgende t- und A-Werte:

LVEF>60% LVEF<45% Spender
Ty in ms 46 41 39
To1in ms 158 770 210
A 62 63 95
As 38 37 5

Tab. 5: Vergleich der Zeitkonstanten t; und 1, und der Stromanteile A; und A, fiir die Erholung von der
Inaktivierung

Die schnelle Phase t; war bei allen Gruppen anndhernd gleich. Anders war es bei der
langsamen Phase 1,. Hier lagen zunichst die Gruppe der LVEF>60% und die Spendergruppe
mit 158ms versus 210ms dicht beieinander, aber gegeniiber einem 1, von 770ms der
LVEF<45%-Fraktion ergab sich ein signifikanter Unterschied, welcher den wesentlichen
Unterschied fiir die verldangerte Erholungszeit dieser Gruppe deutlich macht.

Aj und A; sind ein MabB fiir die prozentuale Erholung des Calciumstroms in Abhéngigkeit von

der jeweiligen Zeitkonstante.
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4. Diskussion

Unsere Studie verglich den spannungsabhingigen, transmembranédren Calciumeinwértsstrom
in atrialen Kardiomyozyten von Patienten mit und ohne eingeschrinkte LVEF. Die
Calciumstrome waren in ihrer Grofe nicht verdndert. Dagegen fanden sich signifikante
Unterschiede in der Kinetik der Calciumstrome, was sich in einer verminderten
frequenzabhingigen Verfligbarkeit der Calciumstrome in der Gruppe der herzinsuffizienten
Patienten duflerte. Die verminderte frequenzabhingige Verfligbarkeit der Calciumkanile
wurde einerseits in der reduzierten StromgroBe bei Frequenzstimulation (3.6) deutlich und

andererseits auch in der verzogerten Erholung von der Inaktivierung (3.7).

4.1 Vergleich mit bisherigen Studien an humanen atrialen Kardiomyozyten

Studien der Elektrophysiologie des Calciumstromes in humanen atrialen Kardiomyozyten bei

verschiedenen Herzerkrankungen, wie Herzinsuffizienz, wurden schon von verschiedenen

28,32 29,30

Autoren durchgefiihrt und auch in Experimenten an Sdugetierzellen untersucht.

Bei den oben erwédhnten Messungen an humanen atrialen Kardiomyozyten wurden Priaparate
von dilatierten Vorhofen verwendet. In beiden Féllen wurde eine signifikante Verminderung
der Calciumstromdichte festgestellt. Auch andere lonenstrome, wie das I, und das Iy; waren
verandert, so dass der Verdacht von beiden Autoren gedullert wurde, dass Herzerkrankungen,
die mit Dilatation der Vorhofe verbunden sind, zu einer verdnderten zelluldren
Elektrophysiologie fiihren.

Diese Aussagen sind aber durch heterogene Patientengruppen beziiglich Vorerkrankungen,
Auftreten von Vorhofflimmern, unterschiedlicher Herzerkrankungen, welche zu einer
rechtsatrialen Dilatation gefiihrt haben und beziiglich chronischer Medikation, wie
Calciumantagonisten, limitiert. In unseren Untersuchungen wurden dagegen nur Patienten
ohne AV-Klappenvitien und ohne Vorhofflimmern eingeschlossen, was zu einer relativ
einheitlichen Patientengruppen fiihrte.

Die Forschungsgruppe von Li et al’® konnte bei einer experimentell induzierten
Herzinsuffizienz bei Hunden keine verdnderte Kinetik des Calciumstromes finden, sie mal3en

aber eine deutlich reduzierte Calciumstromdichte (um ca. 30%). Ein wichtiges Ergebnis dieser

Studie war, dass das sich bei Herzinsuffizienz ergebende atriale remodeling nicht mit den
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Vorgéngen bei Vorhofflimmern vergleichbar war, da die Aktionspotentialdauer (APD) bei
niedrigen Frequenzen unveridndert und bei hohen Frequenzen verldngert war.

In unseren Ergebnissen wurde aber im Gegensatz zu den oben genannten Studien eine
frequenzabhingig verdnderte Calciumstromkinetik und eine unverdnderte Calciumstrom-
dichte in der Gruppe der Patienten mit eingeschrinkter Herzleistung im Vergleich zu den
Referenzgruppen gemessen. Zudem wurde bei vorherigen Messungen von Schreieck et al.”’
eine verstirkte frequenzabhidngige Verkiirzung der APD in humanen Kardiomyozyten bei
Herzinsuffizienten gemessen, was den Ansatzpunkt dieser Dissertation bildete. Die
Unterschiede zu den Tierexperimenten mdgen zum einen in Speziesunterschieden begriindet
liegen, andererseits in der Schwere der Herzinsuffizienz, die bei den Tiermodellen grof3er als
bei unseren Patienten einzuschétzen ist.

Die APD-Verkiirzung bei Vorhofflimmern beruhte nach mehreren Studien® ** ***/

auf einer
deutlichen Verminderung der Stromdichte von Ic,, (je nach Studie zwischen 60-75%).Wenn
ein dem atrialen remodeling bei Vorhofflimmern vergleichbarer Prozess auch in der atrialen
Elektrophysiologie bei Herzinsuffizienz zu finden wiére, sollte dort auch eine Alteration der

1.8 wurde deutlich,

Calciumstromdichte zu messen sein. Aber bei der Studie von Skasa et a
dass eine Verminderung der Stromdichte von Ic,p nur bei persistierendem, nicht aber bei
paroxysmalem Vorhofflimmern festgestellt wurde. Das heif3t, ein verminderter Calciumstrom

ist nicht die Vorstufe, sondern die Folge von persistierendem Vorhofflimmern.

4.2 Mogliche Erklarungen fiir die Verinderungen des Calciumstroms

Der Anstieg des linksventrikuldren Fiillungsdruckes bei herzinsuffizienten Patienten hat
indirekt auch den Anstieg des rechtsatrialen Druckes, des ZVD (zentralvenoser Druck) im
rechten Vorhof zur Folge. Verdnderte neurohumorale Bedingungen, wie die Erhéhung von
Noradrenalin, Angiotensin und des ADH-Spiegels im Blut, konnten auch direkt auf den
Vorhof wirken. Dariiber hinaus fiihrt die Herzinsuffizienz zu einem Anstieg der Herzfrequenz
als Kompensationsmechanismus. Der Vergleich der Ruheherzfrequenz und des ZVD der
beiden Patientengruppen unserer Studie macht deutlich, dass beide Parameter
erwartungsgeméal bei LVEF<45% erhdht sind.

Es ist davon auszugehen, dass die verdnderte Calciumstromkinetik - vergleichbar mit der
verminderten Calciumstromdichte bei den atrialen remodeling Vorgingen bei

Vorhofflimmern - mit der alterierten Expression der Calciumkanaluntereinheiten zusammen-
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hiangt, wobei bei verdnderten kinetischen Eigenschaften insbesondere der transkriptionellen
Verminderung der B-Untereinheit eine entscheidende Rolle zukommen konnte. Diese hat
einen modulatorischen Effekt auf die Amplitude des Calciumstroms in Kardiomyozyten43.
Eine Verminderung der Expression der a;. -Untereinheit des L-Typ Calciumkanals (siche
Abb. 4) kénnte einen entscheidenden Einfluss auf die Calciumstromdichte haben ® *, die in
unserer Forschungsarbeit aber im Vergleich zwischen den Patientengruppen unveréndert ist.
Andere Studien ergaben allerdings keinen Unterschied der Proteinexpression dieser
Untereinheit beim Vergleich zwischen Patienten mit Sinusrhythmus und Vorhofflimmern .
Zudem ist eine verminderte mRNA-Expression der o,d-Untereinheit und der Bu/B. —
Untereinheit bei Vorhofflimmern von Grammer et al.,19 2001 beschrieben worden.

Diese oben genannten Verdnderungen konnten zu einer verdnderten Calciumkanal6ffnungs-
wahrscheinlichkeit fithren, was wiederum ein alteriertes kinetisches Verhalten der
Calciumkanile zur Folge haben konnte .

Die Calciumkanaldffnungswahrscheinlichkeit soll hier anhand eines vereinfachten Schemas

der Aktivierung und Inaktivierung von Ionenkanélen erklért werden:

Depolarisation

offen
aktiviert

geschlossen
aktivierbar

v

Repo-
larisation

Depolari-
sation

geschlossen
inaktiviert

Abb. 23: Vereinfachtes Schema der Aktivierung und Inaktivierung von spannungsabhingigen lonenkanilen
(Kanalkinetik) **

Der Calcium-Kanal wechselt in mindestens 3 verschiedene Kanalzustinde: offen aktiviert,
geschlossen inaktiviert und geschlossen aktivierbar. Man rechnet damit, dass es ca. 3
geschlossen aktivierte und 4 geschlossen inaktivierte Kanalformen gibt.**

Der Wechsel erfolgt nach einer gewissen stochastischen Wahrscheinlichkeit, je nachdem
durch welche Umstdnde der untersuchte Kanal aktiviert werden kann (Ausgangspotential,

GroBe der Spannungsdnderung).
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Bei Depolarisation eines atrialen Kardiomyozyten werden wéhrend des Einsetzens des
Calcium-Stromes in der Plateau-Phase nicht alle Kandle gleichzeitig offen aktiviert. Man
spricht in diesem Zusammenhang von einer erhohten Wahrscheinlichkeit des Offenzustandes
des Calcium-Kanals. Addiert man Einzelstrome der Calciumkandle der Zelle in ihren
unterschiedlich kurzen offenen Zustinden, so erhédlt man den typischen Stromkurvenverlauf

. 9
als Summationsstrom.

Nach der Phase der Aktivierung erfolgt zeitabhéngig die Inaktivierung zuerst in den Zustand
»Zeschlossen inaktiviert, danach in den Zustand ,,geschlossen aktivierbar. Der letzte Schritt
wird auch als die Erholung von der Inaktivierung bezeichnet. Die frequenzabhingig bedingten
kinetischen Unterschiede des Calciumstroms bei unseren untersuchten Gruppen konnten ihre
Ursache in einer verdnderten Anzahl von Calciumkanilen im ,,geschlossen aktivierbaren®

Zustand haben.

4.3 Klinische Bedeutung der Calciumstromalteration

Wie bereits erwédhnt, konnten die Verdnderungen des Calciumeinwértsstroms der LVEF<45%
Gruppe zu einer Verkiirzung der Plateauphase und damit der Aktionspotentialdauer bei
hoheren Frequenzen fiihren. Diese Beschleunigung der Repolarisation fithrt zu einer
Verkiirzung der Refraktirzeit, was wiederum die Wahrscheinlichkeit eines Auftretens von
Reentrytachykardien, als auch Vorhofflimmern erhdht.

Andererseits fiihrt diese elektrophysiologische Verdnderung zu einer verminderten
Calciumiiberladung der Zelle und stellt damit einen Schutz vor getriggerter Aktivitit durch
Nachdepolarisation des Kardiomyozyten dar.

Inwieweit die verdnderte Kinetik des I¢, tatsdchlich zur Aktionspotentialverkiirzung fiihrt, ist
noch zu untersuchen, da der I, und andere Kanéle, wie Ix; und Ixcn) auch eine Rolle fiir die
verdnderte Repolarisation in der Herzinsuffizienz spielen. Es besteht nach Yue et al.* ein
Zusammenhang zwischen der Calciumstromdichte und dem I, in atrialen Kardiomyozyten
von Hunden. Inwieweit dieser Zusammenhang auf den Menschen {iibertragbar ist, ist noch

nicht geklart.
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Ein Ansatzpunkt fiir neuartige Medikamente wére eine Modulation der Proteinbiosynthese
der Untereinheiten des L-Typ Calciumkanals mit dem Ziel der mdglichen Normalisierung der
Akionspotentialdauer in atrialen Kardiomyozyten bei herzinsuffizienten Patienten.

Als weitere Moglichkeit sollte eine Optimierung der Basistherapie bei Herzinsuffizienz
angestrebt werden, um die Remodelingvorgidnge zu verhindern. Insbesondere konnte hier die
systemische P-Blockertherapie eine erhohte Ausschiittung von neurohumoralen Faktoren
vermindern und einem kompensatorischen Anstieg der Herzfrequenz und des atrialen
Fiillungsdruckes entgegenwirken. Entsprechend ist eine B-Blockertherapie in der Lage, die

Rezidivhiufigkeit von Vorhofflimmern nach Kardioversion zu reduzieren.?

4.4 Limitationen der Untersuchung

Die Aktionspotential- und Ic,-Verdnderungen bei herzinsuffizienten Patienten wurden
aufgrund operationstechnischer Gegebenheiten nur an Zellen des rechtsatrialen Herzohres
gemessen. Es ist bekannt, dass die Dichte von Calciumkanélen innerhalb des rechten Vorhofs
schwankt, wie es in Untersuchungen an Kaninchen®® und Hunden'® festgestellt wurde. Durch
weitere Studien konnte aber bewiesen werden, dass das rechte Herzohr in generalisierten
elektrophysiologischen Veridnderungen des Vorhofes, wie bei den ,,remodeling*“-Vorgingen

durch Vorhoftachykardie und Vorhofflimmmern mit involviert ist.'>**

Die Isolierungsmethode kann auch EinfluBl auf die Verfiigbarkeit der Calciumkanéle und
damit auf die Calciumstromdichte haben, insbesondere bei IK.49 Fir Ic, ist bisher keine Studie

zu dieser Thematik bekannt.

Wir versuchten die Patienten der jeweiligen Gruppen nach dhnlichen Kriterien auszuwéhlen,

so dass weitgehend homogene Gruppen hinsichtlich Alter, Geschlecht und Grunderkrankung
entstanden. Ungleichheiten in Betracht auf die Medikation und Begleiterkrankung konnten
aufgrund der Einteilung in Patienten mit Herzinsuffizienz und Patienten ohne Einschrankung
der Herzleistung nicht vermieden werden (siche Tabelle 1 und 2). Die Behandlung mit 8-
Blockern betrug bei normaler LVEF 50% versus 82% bei LVEF<45% und bei ACE -
Hemmern 20% versus 64%. Der dauerhafte Einsatz dieser Medikamente konnte vielleicht

eine Auswirkung auf den Calciumstrom haben.
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Mogliche Verdnderungen des Calciumstromes konnen durch die Lagerung, den Transport und
durch die Isolation des Herzgewebes verursacht worden sein. Durch die Verwendung von
calciumfreier Losung kommt es zwar einerseits nicht zu einer Kontraktur der Zellen,
andererseits fithrt dies jedoch zu einer Storung der Calciumhomoostase, da daraus eine
Entleerung der Calciumspeicher im sarkoplasmatischen Retikulum resultiert.

Die Regulation der intrazelluldren Calciumionen-Konzentration erfolgt neben den
Calciumkanilen iiber den Na/Ca*"-Austauscher, die Ca**-Pumpe und das sarkoplasmatische
Retikulum. Diese sind notwendig, um die intrazellulire Calciumkonzentration in der
Herzvorhofzelle wihrend der Ruhephase niedrig zu halten und sie wihrend der
Kontraktionsphase  moglichst schnell ansteigen zu lassen. Die intrazelluldre
Calciumkonzentration hat aber auch Einfluss auf die Kinetik des Calciumeinwértsstroms
durch die calciumabhingige Inaktivierung des Ic, > %

Steigt der Calciumspiegel in der Zelle an, wird durch einen negativen Feed-Back-
Mechanismus der maximale Ic, vermindert . Dadurch wird einer moglichen irreparablen
Schiadigung der Zellen durch eine erhohte Calciumkonzentration entgegengewirkt. Der
EinfluB von Anderungen des intrazelluliren Calciums wurde allerdings in unseren
Experimenten durch den Einsatz eines intrazelluldren Calciumpuffers, zugefiihrt iiber EGTA

iber die Patch-Pipette, abgefangen, oder zumindest erheblich gepuffert.

Um letztendlich zu zeigen, ob auch der Auspriagungsgrad einer Herzinsuffizienz mit den
beobachteten Calciumkanalverdnderungen korreliert, wire die Untersuchung eines grofleren

Patientenpools angezeigt.
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5. Schlussfolgerung

Die verminderte frequenzabhidngige Verfligbarkeit des atrialen Ic, bei herzinsuffizienten
Patienten kann eine sich dadurch ergebende Verkiirzung des Aktionspotentialplateaus und

daraus resultierend der Aktionspotentialdauer in atrialen Kardiomyozyten miterkliren.

Diese elektrophysiologischen Vorgidnge geben eventuell Aufschluss {iiber vorzeitige
Verdnderungen im Vorhof, welche iiber ein sogenanntes ,,atriales Remodeling® das Auftreten
von Vorhofflimmern erleichtern kdnnten. Hier wére ein moglicher Ansatzpunkt zu finden, fiir
die Erforschung neuer Medikamentengruppen, wie der Calciummodulatoren zur

Verhinderung von Herzrhythmusstérungen.

Um eine klinische Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse zu iiberpriifen, wiren Studien zur
Messung der atrialen Refraktirzeit mittels monophasischer Aktionspotentiale bei Patienten

sinnvoll.

Durch unsere Ergebnisse wird die Hypothese, dass Herzerkrankungen - insbesondere
Herzinsuffizienz - Einflu} auf die zellulére atriale Elektrophysiologie haben, bekriftigt und es
ergeben sich Erklarungsmodelle, wie Vorhofflimmern beim herzinsuffizienten Patienten

auftreten und aufrechterhalten werden konnten.
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6. Zusammenfassung

Das elektrophysiologische Remodeling wihrend Vorhofflimmern fiihrt zu einer Verkiirzung
der Refraktdrzeit und damit zu einer Aufrechterhaltung des Vorhofflimmerns. Um die Frage
zu kléren, ob auch Verdnderungen in der atrialen Elektrophysiologie bei Patienten mit einer
erhohten Wahrscheinlichkeit fiir Vorhofflimmern auftreten, wurden bei Patientengruppen im
Sinusrhythmus mit oder ohne Herzinsuffizienz auf zelluldrer Ebene der langsame
Calciumeinwirtsstrom untersucht. Hierbei wurden rechtsatriale Herzohrpriparate von
Patienten mit normaler linksventrikuldrer (LVEF>60%, n=10) und eingeschrinkter
Auswurffraktion (LVEF<45%, n=10) wéhrend einer aortocoronaren Bypass-Operation
entnommen und zusétzlich mit gesunden atrialem Gewebe aus einer Herztransplantation
verglichen. Der Calciumeinwirtsstrom wurde in den enzymatisch isolierten humanen atrialen
Kardiomyozyten durch eine Ganzzellableitung mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik gemessen.
Im  Spannungsklemmmodus  wurden  durch  depolarisierende  Rechteckimpulse
Calciumeinwiértstrome induziert und deren Erholungskinetik nach kompletter Inaktivierung
sowie deren stimulationsfrequenzabhingige GroBe untersucht. Hierbei ergaben sich
signifikante Unterschiede in der Kinetik der Calciumstrome, was sich in einer verminderten
frequenzabhingigen Verfiigbarkeit der Calciumstrome in der Gruppe der herzinsuffizienten
Patienten duflerte. Die dadurch sich ergebende Reduktion des Aktionspotentialplateaus konnte
die Verkiirzung des Aktionspotentials in atrialen Kardiomyozyten von herzinsuffizienten

Patienten miterkldren, was wiederum das Auftreten von Vorhofflimmern erleichtern konnte.



7. Abkiirzungsverzeichnis

4-AP
ACEI
ACVB
Al
APDygq
AS
ASS
BPH
COPD
CSEH
Dyslip.
EGTA
ICa

Lo

Ix

Ik

Ik ach)

INa

gen. Pradisp.
Hep B.
Hyperchol.
Hyperuri.
KB-Losung
KHK

LVEF

MI
LVEF>60%
LVEF<45%
Spenderherzen
Nierenzell-Ca.
PaVK
PCWP

SEM

STD
TEA-CI
ZVD
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4-Aminopyridin
Angiotensin-Converting-Enzyme-Inhibitor
aorto-coronarer Venenbypass
Aorteninsuffizienz

Aktionspotentialdauer bei 90% Repolarisation
Aortenstenose

Acetylsalicylsdure

Benigne Prostata Hypertrophie

chronic obstructive pulmonary desease
Cholesterin Synthese Enzym Hemmer
Dyslipoproteinédmie
Ethylenglycoltetraacetat

L-Typ Calciumstrom

transienter K'-Auswirtsstrom

verzogerter Auswartsgleichrichterstrom
mit 3 Komponenten im Atrium: Iy, Ik, Ixs
Einwirtsgleichrichterstrom,;

ACh abhingige Kaliumstrom
Natriumeinwartsstrom

genetische Pradisposition

Hepatitis B

Hypercholesterindmie

Hyperurikdmie

Aufbewahrungslosung fiir Kardiomyozyten
Koronare Herzerkrankung
Linksventrikuldre Ejektionsfraktion
Myokardinfarkt

Mittelwert der Daten bei LVEF>60%
Mittelwert der Daten bei LVEF<45%
Mittelwert der Daten der Spenderzellen
Nierenzell-Karzinom

peripher-arterielle VerschluBkrankheit
pulmonal capillary wedge pressure
Standardfehler

Standardabweichung
Tetraethylammonium-Chlorid

Zentral vendse Druck
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8. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Frequenzabhdngig verdnderte Aktionspotentiale bzw. Aktionspotentialdauer von

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

atrialen Kardiomyozyten:

A: Typische Beispiele atrialer Aktionspotentiale eines Patienten mit LVEF>60%
(oben) u. <45% (unten) bei 1Hz u. 3Hz steady-state Stimulation (Quelle: Schreieck
et al., 1998)

B: Aktionspotentialdauer bei 90% Repolarisation von Patienten mit LVEF>60%
u.<45% (Quelle: Schreieck et al., 1998), Mittelwerte £ SEM

: FluBschema des atrialen Remodelings im Zusammenhang mit Vorhofflimmern und

Herzerkrankung

: Schematische Darstellung eines Aktionspotentials mit den dazugehorigen Einwérts-

und Auswirtsstromen im atrialen Kardiomyozyten

: Schematischer Aufbau eines L-Typ Calciumkanals mit extrazelluldrer o5-

Untereinheit, transmembrandren a,-, y- und 6-Untereinheiten und intrazelluldrer p-
Untereinheit >/

: Schematischer Patch-Clamp Aufbau. Agar-Briicke: mit Agar und Elektrolyt gefiillte

Glasbriicke; Bad-Elektrode: Referenzelektrode (Silber-Silberchlorid); ext. Losung:
Externe Messlosung (siche 2.4)

: Bildliche Darstellung des Testpulses und der entsprechenden Strome wihrend der

Patch-Clamp Ganzzellableitung

: Patch-Clamp-Technik im whole-cell-mode: Einreilen der Zelle durch einen

SaugstoB3 mit Hilfe einer Mikropipette. Messung der Potentialdifferenz zwischen der
Pipette intrazelluldr und der Badelektrode extrazellular.

: Typisches Pulsbeispiel zur Bestimmung der spannungsabhingigen Aktivierung des

Calciumstroms

A: Der Testpuls wurde in 10 mV-Schritten von -70mV auf +80mV erhoht. Nach
500ms wurde der Spannungspuls wieder auf seinen Ausgangswert
zuriickgeklemmt. Die Pause zwischen den Testpulsen betrug 5s.

B: Beispiel von iibereinandergelegten Calciumstromen bei obigem Messprotokoll in
A. Es handelte sich um einen atrialen Kardiomyozyten des Patienten Nr.3
(LVEF>60%), siehe Tabelle 1 und 2.

: Typisches Pulsbeispiel zur Bestimmung der spannungsabhingigen Inaktivierung des

Calciumstroms

A: Nach depolarisierenden Prépulsen wurde die Zelle auf +10 mV geklemmt.
Zwischen den einzelnen Testpulsen betrug die Pause 5s.

B: Typisches Beispiel der {ibereinandergelagerten Calciumstrome -bei den
Spannungspulsen in A- einer Zelle des Patienten Nr. 9 (LVEF>60%), siehe Tabelle
1 und 2.

Dargestellt sind die Strome bei depolarisierenden Testpulsen nach +10mV. Die
langen depolarisierenden Pripulse sind links abgeschnitten.
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Abb. 10:Pulsbeispiel zur Bestimmung des Calciumstroms bei 1 Hz
A: Die Zelle wurde ausgehend von —80 mV auf +10 mV geklemmt. Zwischen den
20 Testpulsen betrug die Pause 750ms.
B: Beispiel der iibereinandergelegten Calciumstrome der Testpulse Nr.1, 10 und 20 -
bei den Spannungspulsen in 10A- einer Zelle des Patienten Nr. 4 (LVEF<45%),
siche Tabelle 1 und 2

Abb. 11:Pulsbeispiel zur Bestimmung des Calciumstroms bei 5 Hz

A: Die Zelle wurde vom Ruhemembranpotential von —80 mV auf +10 mV
geklemmt und danach wieder auf —80 mV repolarisiert. Dies wurde innerhalb eines
Pulsprotokolls 8x wiederholt.

B: Beispiel fiir die neunmalige Auslosung eines Calciumstroms nach obigem
Pulsprotokoll des Patienten Nr. 8 mit LVEF>60 %.

C: Beispiel fiir die neunmalige Auslosung eines Calciumstroms nach obigem
Pulsprotokoll des Patienten Nr. 2 mit LVEF<45%.

Abb. 12:Pulsbeispiel zur Bestimmung der Erholung des Calciumstroms von der
Inaktivierung
A: Nach Depolarisation der Zelle auf +10 mV (Prépuls) wurde in einer variablen
Zeitspanne die Zelle wieder auf —80 mV repolarisiert um wieder auf +10 mV
geklemmt zu werden.
B: Beispiel fiir die Ubereinanderlagerung von Calciumstrdmen bei obigem
Pulsprotokoll des Patienten Nr. 6 mit LVEF>60%.
C: Beispiel fiir die Ubereinanderlagerung von Calciumstromen bei obigem
Pulsprotokoll des Patienten Nr. 4 mit LVEF<45%,

Abb. 13:Graphische Calciumstromauswertung mit der HEKA-Software

Abb. 14:Graphischer Vergleich der gemittelten maximalen Calciumstromdichten = SEM der
Gruppen LVEF>60%, <45% und der Spenderherzen

Abb. 15: Vergleich der Strom-Spannungsbeziehung der gemittelten und normalisierten
Calciumstréme + SEM der Gruppen LVEF>60% und LVEF<45% in Abhingigkeit
der Testpulse mit schrittweiser Erhdhung von —80 bis +80 mV, ausgehend von
einem Ruhemembranpotential von —80mV (Pulsprotokoll siche Abb. 8)

Abb. 16:Vergleich der Strom-Spannungsbeziehung der gemittelten und normalisierten Cal-
ciumstrome = SEM der Gruppen LVEF>60%, LVEF<45% und der Spenderherzen
in Abhédngigkeit des Testpulses mit schrittweiser Erhéhung von —80 bis +80 mV,
ausgehend von einem Ruhemembranpotential von —-80mV
(Pulsprotokoll siche Abb. 8)

Abb. 17:Vergleich der spannungsabhéngigen Inaktivierung der gemittelten und
normalisierten Calciumstrome + SEM der Gruppen LVEF>60% und LVEF<45% in
Abhingigkeit des Prapulses von —70 mV bis +40 mV mit nachfolgender
Depolarisation auf +10 (Pulsprotokoll sieche Abb. 9)

Abb. 18:Vergleich der gemittelten und normalisierten Calciumstrome der Gruppen
LVEF>60% und LVEF<45% in Abhéngigkeit von der Stimulation mit 1 Hz nach
1, 9, 10, 19 und 20 Pulsen ausgehend vom Ruhemembranpotential von —80 mV
(Pulsprotokoll siche Abb. 10)
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Abb. 19:Vergleich der gemittelten und normalisierten Calciumstrome der Gruppen
LVEF>60% und LVEF<45% in Abhéngigkeit von der Stimulation mit 5 Hz nach
I, 8 und 9 Pulsen ausgehend vom Ruhemembranpotential von —80 mV
(Pulsprotokoll, siche Abb. 11)

Abb. 20:Vergleich der Graphiken der gemittelten und normalisierten Calciumstréme der
Gruppen LVEF>60% und LVEF<45% in Abhéngigkeit von der Stimulation mit
1 Hz nach 1, 9, 10, 19 und 20 Pulsen ausgehend vom Ruhemembranpotential von
—60 mV (Pulsprotokoll siche Abb. 10).

Abb. 21:Vergleich der Graphiken der gemittelten und normalisierten Calciumstrome der
Gruppen LVEF>60% und LVEF<45% in Abhéngigkeit von der Stimulation mit
5 Hz nach 1, 8 und 9 Pulsen ausgehend vom Ruhemembranpotential von —60 mV
(Pulsprotokoll sieche Abb. 11)

Abb. 22:Vergleich der Erholung von der Inaktivierung der normalisierten Calciumstrome +
SEM der Gruppen LVEF>60%, LVEF<45% und der Spenderherzen in Abhéngig-
keit vom Repolarisationsintervall (10-510ms) in Bezug auf den Calciumstrom des
Pripulses (Pulsprotokoll siche Abb. 12)

Abb. 23:Vereinfachtes Schema der Aktivierung und Inaktivierung von spannungsabhingigen
lonenkanilen (Kanalkinetik) **

9. Tabellenverzeichnis

Tab. 1: Auflistung von wichtigen kardiovaskuldren Parametern und der Medikation der
Patientengruppen LVEF > 60% u. <45%

Tab. 2: Auflistung von kardialen Erkrankungen, sonstigen Erkrankungen und
kardiovaskuldren Risikofaktoren der Patienten der Patientengruppen LVEF>60% u.
<45%

Tab. 3: Verwendete Losungen fiir die Messung des Calciumstroms

Tab. 4: Vergleich der gemittelten maximalen Calciumstrome und der durchschnittlichen
Zellkapazitat der Gruppen LVEF>60%, <45% und der Spenderherzen. Ic, max..:
Maximaler, absoluter Calciumeinwértsstrom im Zeitverlauf bestimmt bei
depolarisierenden Pulsen nach +20 mV bei der Untersuchung der spannungs
abhéngigen Aktivierung.

Tab. 5: Vergleich der Zeitkonstanten t; und 1, und der Stromanteile A; und A, fiir die
Erholung von der Inaktivierung
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