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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Atiologie der chronischen Herzinsuffizienz und VAD-Therapie

Herz-Kreislauferkrankungen sind in den westlichen Lédndern fiir ca. 45% der
Gesamtmortalitidt verantwortlich [Rieder et al. 2004]. Hierzu zdhlt auch die chronische
Herzinsuffizienz, von der ca. 1% der westlichen Bevolkerung betroffen ist [Bauriedel et
al. 2005]. Herzmuskelerkrankungen wie die primédren und sekundiren Kardiomyo-
pathien, die aus zahlreichen pathophysiologischen  Verdnderungen  des
Herz-Kreislaufsystems entstehen, konnen zur Entwicklung einer solchen chronischen
Herzinsuffizienz fiihren.

Unter den primédren Kardiomyopathien werden Herzerkrankungen zusammengefasst,
deren Atiologie weitgehend unbekannt ist. Sie werden nach klinisch-himodynamischen
Parametern beschrieben, wodurch zwischen einer hypertrophen, einer dilatativen und
einer restriktiven Kardiomyopathie unterschieden werden kann. Bei der hypertrophen
Kardiomyopathie kommt es durch unbekannte Stimuli zu einem hypertrophen Wachs-
tum des linken Ventrikels und des Kammerseptums, was langfristig zu einer Obstruk-
tion des linken Ventrikels fithrt. Herzen, die von einer dilatativen Kardiomyopathie
betroffen sind, verlieren durch zunehmende Ausdehnung der Ventrikel ihre Fihigkeit
zur suffizienten Kontraktion. Die restriktive Kardiomyopathie hingegen zeichnet sich
durch eine zunehmende Versteifung der Ventrikel aus, die es dem Herzen erschwert, in
der Diastole, der Entspannungsphase des Herzens, geniigend Blut in die Ventrikel zu
fiillen.

Im Unterschied zu den primédren Kardiomyopathien sind die sekundiren Kardiomyo-
pathien spezifische Herzmuskelerkrankungen, deren Atiologie bekannt ist, wie zum
Beispiel ischdmische, valvuldre, hypertensive und entziindliche Herzmuskel-
erkrankungen.

Sowohl primére als auch sekundire Kardiomyopathien haben eine zunehmende
Arbeitsunfahigkeit zur Folge. Somit kann der Korper mit immer weniger sau-
erstoffreichem Blut versorgt werden. Es kommt zur Ausbildung des Symptom-

komplexes einer Herzinsuffizienz.
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Die medikamentdse Therapie der primédren und sekundéiren Kardiomyopathien richtet
sich nach dem prisentierten klinischen Stadium der Herzinsuffizienz, welche nach der
New York Heart Assossiation (NYHA) in vier Stadien eingeteilt wird (siehe Tabelle 1).

Die medikamentdse Therapie zielt allerdings meist nur auf eine Verbesserung der Sym-

ptomatik ab.

NYHA-Stadium Symptome

I Herzerkrankung ohne Symptomatik

IT Herzerkrankung mit Beschwerden bei stiarkerer Alltagsbe-
lastung

111 Herzerkrankung mit Beschwerden bei leichter Alltagsbe-
lastung

v Herzerkrankung mit Beschwerden bereits in Ruhe

Tabelle 1: Einteilung der Herzinsuffizienz nach der New York Heart Assossiation
(NYHA) in vier Kklinische Stadien

Ist die der Kardiomyopathie zugrunde liegende Erkrankung nicht zu beherrschen, ist die
Progression der chronischen Herzinsuffizienz unter konservativer Therapie kaum aufzu-
halten.

Mit Progredienz der Erkrankung steigt das Risiko einer Dekompensation des insuffi-
zienten Organs, was zwangsldufig zu einem Herz-Kreislaufversagen fithrt. Bei derart
fortgeschrittenen Erkrankungsstadien ist ein Ersatz der kardialen Pumpfunktion
erforderlich. Dies kann zum einen ermoglicht werde durch eine Herztransplantation. Da
die Wartezeiten fiir passende Spenderorgane aufgrund der Knappheit und der sorgfilti-
gen Auswahl der Organe sich iiber Monate erstrecken konnen, wurden Unterstiitzungs-
systeme, so genannte Ventricular Assist Devices (VADs), entwickelt. Hierbei werden
Pumpensysteme, die mechanisch extra- oder intrakorporal gesteuert werden, in die
Ventrikel eingebracht, iiber die das insuffizient arbeitende Herz unterstiitzt und somit
entlastet werden kann (siehe Abbildung 1). Zunichst wurden diese Systeme lediglich fiir
die kurzfristige Unterstiitzung der ventrikuldren Pumpfunktion eingesetzt um einer
akuten Dekompensation entgegenzuwirken. Mit fortschreitender Entwicklung der Pum-

pensysteme wurden diese allerdings derart verbessert, dass sie iiber immer lingere
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Zeitspannen die ventrikuldre Pumpfunktion unterstiitzen konnten. So wurde es moglich

Patienten auch mit VAD-Unterstiitzung zu mobilisieren und ambulant zu betreuen.

E2000 Taxas Hearth ieitiin

Abbildung 1: Beispiel fiir ein Unterstiitzungssystem (Jarvik2000)
[Texas Heart & Institute 2000]

Diese Axialpumpe wird in die Wand des linken
Ventrikels implantiert, fordert von dort ein Herz-
minutenvolumen (HMV) von bis zu 6,5 I/min in die
Aorta und kann also bei Bedarf das ,,normale“ HMV
vollstdandig tibernehmen.

Hierdurch konnen diese Pumpensysteme mittlerweile zum einen als Uberbriickung der
Zeitspanne bis zur Transplantation dienen, zum anderen aber auch als langfristige
Therapie in Frage kommen, wenn eine Transplantation kontraindiziert ist. Bei einigen
derart behandelten Patienten zeigte sich interessanterweise, dass die durch die mechani-
sche Unterstiitzung herbeigefiihrte Reduktion der Herzarbeit einen kardialen Umbau-
prozess ermoglichte, der zu einer deutlichen Verbesserung der Ventrikelgeometrie, der
Kontraktilitidt und schlieflich auch des Herzzeitvolumens fiihrte [Dandel et al. 2005]. So
konnte, wie in Abbildung 2 dargestellt, bei einem streng selektierten Patientenkollektiv
nachgewiesen werden, dass nach Explantation der Pumpensysteme lediglich bei einem
der zehn untersuchten Patienten eine Herztransplantation (HTX) erforderlich wurde und

ein weiterer Patient mit einem biventrikuldren Schrittmacher versorgt werden musste.
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Alle weiteren Patienten zeigten wihrend der Nachuntersuchungszeit eine konstante und

ausreichend groB3e Ejektionsfraktion [Birks et al. 2003].

VAD Implantation

VAD Explantation

Ejektionsfraktion

Biventricular

Transplantation pacemaker
L L L L L L L |

L 1T i
3 9 15 21 27 33 39 45 51 57 63 695

Monate nach Explantation

Abbildung 2: Entwicklung der Ejektionsfraktion nach Explantation der VADs
[Birks et al. 2003]

Wie es zu diesen makroskopischen und funktionellen Verdnderungen, die zu der Ver-
besserung der Funktion des erkrankten Organs fiihren, kommen kann, ist bisher
weitgehend unbekannt. Da die Funktion des gesamten Organs allerdings streng an die
Funktion der einzelnen Kardiomyozyten gekoppelt ist, werden Vorgénge auf zelluldrer
Ebene fiir diese makroskopischen und funktionellen Veridnderungen des Herzmuskels
verantwortlich gemacht. Aus diesem Grund ist die Funktionalitdt der Kardiomyozyten
unter chronischer Druckentlastung von besonderem Interesse. Elektrophysiologische
Verinderungen der Kardiomyozyten scheinen bei dem unter Druckentlastung stattfinde-
nen Umbauprozess eine zentrale Rolle zu spielen, weshalb auch in der vorliegenden
Arbeit die elektrophysiologischen Eigenschaften, insbesondere die eines speziellen
Ca”*-permeablen Kanals, des L-Typ Ca**-Kanals, unter chronischer Druckentlastung

untersucht werden sollen.
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Um die Verdanderungen unter chronischer Druckentlastung besser verstehen zu konnen
soll im Folgenden zunichst auf einige physiologische Funktionsweisen der Kardiomyo-
zyten eingegangen werden. AnschlieBend sollen pathophysiologische Vorginge an
Kardiomyozyten bei Entstehung einer Herzinsuffizienz dargestellt und schlieBlich die

bereits bekannten Verdnderungen unter chronischer Druckentlastung skizziert werden.

1.2 Elektrophysiologische Grundlagen der Kardiomyozyten

1.2.1 Erregungsausbreitung iiber dem Myokard

Die elektrische Autonomie des Herzens ermoglicht die Generierung des Herzschlages.
Spezialisierte Schrittmacherzellen des rechten Vorhofes, die im so genannten Sinus-
knoten lokalisiert sind, besitzen die Fihigkeit zur Erzeugung von spontanen,
rhythmischen Spannungsidnderungen, den Aktionspotentialen (AP). Diese APs breiten
sich iiber ein System aus besonders konfigurierten Zellen, dem so genannten Reizlei-
tungssystem, auf die Vorhofe und anschlieBend auf die Ventrikel aus (siche Abbildung
4). Hier fiihren diese Spannungsdnderung letztendlich zur Ausbildung von APs iiber
dem Arbeitsmyokard, was die Kontraktion der Muskelzellen und somit der Ventrikel
zur Folge hat. Um eine kontrollierte Kontraktion der Ventrikel zu ermdglichen unter-
liegt die Erregungsausbreitung und -riickbildung iiber dem ventrikuldiren Myokard
einem streng geregelten Ablauf.

Man kann das ventrikulire Myokard anatomisch von auflen nach innen in Schichten
unterteilen, wobei die duBeren Schichten als Epikard und die inneren Schichten als
Endokard bezeichnet werden. Aufgrund der Lokalisation des Reizleitungssystems im
Endokard werden die endokardialen Schichten zuerst von einer eintreffenden Erregung
erreicht und breiten sich von dort bis zum Epikard hin aus. Da die Kardiomyozyten der
epikardialen Schichten kiirzere APs ausbilden als die Kardiomyozyten der endo-
kardialen Schichten, repolarisieren die Kardiomyozyten der epikardialen Schichten trotz
spaterer Depolarisierung vor den Kardiomyozyten der endokardialen Schichten. Diese
Aktionspotential-Lingendifferenz (AP-Léangendifferenz) zwischen den endokardialen

und den epikardialen Schichten bildet die Grundlage dafiir, dass die Front der
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Erregungsausbreitung und -riickbildung in unterschiedlichen Richtungen verliduft. Die
Erregungsausbreitung startet ndmlich im Endokard und geht von hier auf das Epikard
iber, wihrend die Erregungsriickbildung im Epikard beginnt und sich anschlieBend auf
das Endokard ausbreitet. Hierdurch sind die endokardialen Schichten wéhrend der Sys-
tole zu jedem Zeitpunkt erregt, wihrend die epikardialen Schichten nur in der Mitte des
Zyklus einer elektrischen Aktivierung unterliegen. Deshalb zeigt der Vektor von erreg-
tem zu unerregtem Myokard zu jedem Zeitpunkt des Zyklus in dieselbe Richtung,
nidmlich vom erregten Endokard zum unerregten Epikard. Dies bildet die Grundlage des
physiologischen Oberflichen-EKGs mit einer positiven T-Welle (sieche Abbildung 3)
[Cohen et al. 1976; Franz et al. 1987].

H

(] 5
Abbildung 3: Das physiologische Oberflichen-EKG
P-Welle: Erregungsausbreitung iiber die Vorhofe

QRS-Komplex: Erregungsausbreitung iiber die Ventrikel
T-Welle: Erregungsriickbildung iiber dem Arbeitsmyokard
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Sinoatrial Atrioventricular
node node

Atrioventricular
bundle

Left bundle branch

atrium

Purkinje
fibers
Right bundle
branch
Richtung des Vektors zwischen erregtem und J

unerregtem Myokard

Abbildung 4: AP-Lingendifferenz zwischen Endokard und Epikard
[mod. nach Antoni et al. 1996].

Darstellung des kardialen Reizleitungssytems und der
physiologischen AP-Léngendifferenz zwischen endo-
kardialen und epikardialen Schichten des Arbeits-
myokards

Bestandteile des Reizleitungssytems:

Sinoatrial node: Sinusknoten
Atrioventricular node: Atrioventrikularknoten
Atrioventricular bundle: Atrioventrikularbiindel
Left bundle branch: linker Kammerschenkel
—> Posterior devision: posteriorer Teil des linken
Kammerschenkels
- Anterior devision:  anteriorer Teil des linken
Kammerschenkels
Right bundle branch: rechter Kammerschenkel

Purkinje fibers: Purkinjefasern
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1.2.2 Das linksventrikuldre Aktionspotential der Ratte

Die Fahigkeit zur Ausbildung eines APs stellt die elektrophysiologische Grundlage fiir
die Kontraktion des Arbeitsmyokards dar. Bei einem AP des ventrikuldren Arbeitsmyo-
kards handelt es sich um eine immer gleich konfigurierte, mehrere 100ms andauernde
Spannungsinderung iiber der Zellmembran, die von Ionenstromen durch spannungs-
gesteuerte Ionenkandle getragen wird (siehe Abbildung 5). Diese spannungsgesteuerten
Ionenkanile zeigen eine speziesabhidngige Variabilitit, weshalb sich auch die Form der
APs von Spezies zu Spezies unterscheidet [Nerbonne et al. 2005]. Da die Unter-
suchungen fiir diese Arbeit an Kardiomyozyten von Ratten durchgefiihrt wurden, wird
hier mageblich auf die APs der Kardiomyozyten dieser Spezies eingegangen.

Eine vom kardialen Schrittmacher-System generierte Spannungsdnderung erreicht iiber
das Reizleitungssystem, wie in Kapitel 1.2.1 beschrieben, die Kardiomyozyten des
ventrikuldren Arbeitsmyokards und fiihrt hier zu einer Abweichung der Membran-
spannung vom Ruhemembranpotential (RMP), welches sich bei ca. -80mV befindet. Ist
diese lokale Spannungsidnderung ausreichend (-80mV auf ca. -60mV), so 6ffnen sich
spannungsgesteuerte Na*-Kaniile und ermdglichen einen Einstrom von Na® in die Zelle.
Dies fiihrt die schnelle Phase der Depolarisation herbei (sieche Abbildung 5, Phase 0).
Wiihrend der Inaktivierung der Na'-Kanile beginnt die Repolarisation der Zelle mit der
Offnung spannungsabhiingiger K*-Kanile, was den so genannten transient K* outward
current 1, (transienter K'-Auswiirtsstrom) ermoglicht. Hierdurch kommt es zu einem
K*-Ausstrom aus der Zelle, wodurch die Zelle teilweise wieder repolarisiert wird (siehe
Abbildung 5, Phase 1). Die unterschiedliche Expression und Funktionsweise der diesen
Stromen zugrunde liegenden Ionenkanidle in den einzelnen Schichten des
Arbeitsmyokards tridgt mit zu der unter Kapitel 1.2.1 beschrieben AP-Lingendifferenz
zwischen den endokardialen und epikardialen Schichten bei.

Ab einer Spannung von ca. -40mV 6ffnen sich L-Typ Ca**-Kanile, wodurch ein Ca**-
Einstrom, der long lasting Ca®* current I, (langsamer Ca**-Einstrom), aktiviert wird.
Die Aktivierung dieses Stroms bewirkt einen depolarisierenden Einstrom von Ca*-
Ionen in die Zelle, der dem repolarisierenden K*-Ausstrom wiihrend Phase 1 entgegen
wirkt, wodurch es zur Ausbildung der Plateauphase kommt (siche Abbildung 5, Phase

2). Die Linge dieser Plateauphase wird durch die Stromdichte des I, bestimmt. Je
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groBer die repolarisierenden Krifte, desto schneller werden die L-Typ Ca**-Kanile
inaktiviert. Somit wird iiber die Linge der Plateauphase auch der Ca**-Einstrom von
extrazelluldr reguliert, worauf in Kapitel 1.2.3 noch genauer eingegangen werden wird
[Volk et al. 1999].

Nach Inaktivierung des Ic,. wird die Repolarisation durch die Aktivierung weiterer K*-
Strome abgeschlossen (siehe Abbildung 5, Phase 3) und das Ruhemembranpotential
(RMP) wieder hergestellt (siche Abbildung 5, Phase 4).

Eine besondere Rolle bei der Bildung des APs iibernimmt der 3Na*/1Ca**-Austauscher
(NCX). Dieser sekundir aktive Ionentransporter ist neben den spannungsgesteuerten
Ionenkanélen in der Plasmamembran der Kardiomyozyten lokalisiert und macht sich das
Gefille von Na*-Ionen iiber der Plasmamembran zunutze, um Ca** zu transportieren. Da
die intrazellulire Na*-Konzentration wihrend des APs allerdings stark variiert,
verdndert sich auch die Arbeitsrichtung des NCX. Befinden sich in der Zelle niedrige
Konzentrationen an Na*-Ionen, wie zum Beispiel wihrend das RMP iiber der Zelle an-
liegt (siche Abbildung 5, Phase 4), transportiert der NCX Ca** im Austausch gegen Na*
aus der Zelle heraus. Kommt es allerdings zum Beispiel durch Depolarisation der Zelle
zu einem Anstieg der intrazellulidren Na*-Konzentration, dann kann sich die Richtung
des Tonentransportes umdrehen und es werden Ca**-Ionen in die Zelle hinein und Na*-
Ionen aus der Zelle heraustransportiert. Hierdurch kann der NCX neben dem L-Typ
Ca”*-Kanal durch einen Einstrom von Ca**-Ionen zur Bildung der Plateauphase mit bei-

tragen.
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0mV -

Phase 0

Phase 4

90 mV - J -
100 ms

Abbildung 5: Phasen des APs ventrikulirer Kardiomyozyten der Ratte
[mod. nach Nerbonne et al. 2005]

Phase 0: schnelle Depolarisation durch In,

Phase 1: kurzfristige Repolarisation durch I,

Phase 2: Plateauphase, getragen durch I, und Incx
Phase 3: Repolarisation durch Ix

Phase 4: Wiederherstellung RMP

1.2.3 Die elektromechanische Kopplung

Den Trigger fiir die Kontraktion einer Herzmuskelzelle stellt ein Konzentrationsanstieg
von Ca** im Zytosol der Herzmuskelzellen (Kardiomyzyten) dar. Hierbei ist die Kon-
traktionskraft der Kardiomyozyten proportional zum Konzentrationsanstieg des Ca**
[Bouchard et al. 1995]. Das AP bildet die elektrophysiologische Grundlage fiir den
Konzentrationsanstieg von Ca®* im Zytosol. Deshalb wird dieser Vorgang auch als
elektromechanische Kopplung bezeichnet auf deren genaue Funktionsweise im Folgen-
den niher eingegangen werden soll [Bers et al. 2002].

Wihrend der Plateauphase der APs (siehe Abbildung 5, Phase 2) kommt es durch Akti-
vierung der L-Typ Ca**-Kanile zu einem Einstrom von Ca’*-Ionen von extrazellulir.
Dieser Ca**-Einstrom von extrazellulir ist fiir die Kontraktion der Kardiomyozyten
essentiell [Trafford et al. 2002]. Durch diesen ersten Anstieg der intrazellulidren Ca™*-
Konzentration werden weitere intrazellulire Ca**-permeable Kanile in den Membranen
des sarkoplasmatischen Retikulums (SR), die so genannten Ryanodinrezeptoren (RyR),
aktiviert (siche Abbildung 6). Erst dieser Schritt fithrt zu der fiir die Kontraktion not-

wendigen drastischen Konzentrationssteigerung der intrazelluliren Ca**-Konzentration
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von ca. 10'mol/L auf ca. 10 mol/L. Je groBer allerdings der Ca®*-Einstrom durch die
L-Typ Ca**-Kanile von extrazellulir ist, desto mehr Ca®* wird auch aus dem SR freige-
setzt, weshalb die von extrazelluliir einstromenden Ca**-Ionen den tatsichlichen Anstieg
der intrazelluliren Ca**-Konzentration maBgeblich beeinflussen. Die Stirke des Ca**-
Einstroms von extrazelluldr hingegen wird unter anderem durch die Linge der Plateau-
phase der APs geregelt. Somit beeinflusst die Linge der APs die Kontraktilitdt der
Kardiomyozyten. Dieser zweigeteilte Anstieg der intrazelluldren Ca”*-Konzentration ist
fir das adulte ventrikulire Myokard charakteristisch und wird als Ca**-abhingige
Ca2+—Freisetzung aus dem SR bezeichnet [Escobar et al. 2004].

Da sich in der Zelle zum Zeitpunkt der Plateauphase verhéltnisméBig hohe intrazellulire
Na*-Konzentrationen befinden, transportiert auch der NCX Ca**-Ionen in die Zelle und
tragt so ebenfalls zur Steigerung der intrazelluldren Ca”*-Konzentration bei (siche
Abbildung 6).

Die so in das Zytoplasma gelangten Ca’*-Ionen initiieren die Kontraktion durch
Bindung an Troponin C, einem Bestandteil des kontraktilen Filaments Aktin. Im
relaxierten Zustand des Muskels blockiert Troponin C die Kontaktstelle zwischen den
kontraktilen Filamenten Myosin und Aktin, die bei Kontakt Ausloser der Kontraktion
einer Zelle sind. Durch die Bindung von Ca®* an Troponin C kommt es zu einer Kon-
formationsdnderung des Troponin C, was nun die Kontaktaufnahme zwischen Myosin
und Aktin erméglicht und so zu einer Kontraktion der Zelle fiihrt.

Damit der Muskel wieder entspannen kann, muss die Ca®*-Konzentration im
Zytoplasma sinken. Hierbei stehen an der Herzmuskulatur mehrere Wege zur Verfi-
gung, die schematisch in Abbildung 6 dargestellt sind [Bers et al. 2002]. In der Herz-
muskulatur wird ein Teil des wihrend der Kontraktion im Zytosol befindlichen Ca**
nach extrazellulir transportiert. Auch werden Ca**-Ionen in die intrazelluliren Ca**-
Speicher, wie das SR, zuriicktransportiert. Der Transport in das SR wird durch die sar-
koplasmatische Ca**-ATPase (SERCA) erméglicht, die unter Verbrauch von ATP das
zytoplasmatische Ca®* in das SR zuriickbefordert. Der Transport nach extrazelluliir
geschieht zum einen mittels des NCX, der aufgrund der wihrend der Repolarisation sin-
kenden Na'-Konzentrationen Ca®* im Austausch gegen Na' aus der Zelle heraus-
befordern kann. Zum anderen existieren Ca**-ATPasen in der Plasmamembran, die

unter ATP-Verbrauch einen Teil der Ca?*-Extrusion iibernehmen. Auch konnen Ca**-
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Tonen mittels bestimmter Uniporter und spezieller Na*/Ca®*-Austauscher in die Mito-
chondrien transportiert werden. Somit dienen die Mitochondrien neben dem SR als in-
trazelluldre Ca2+—Speicher [Bers et al. 2002].

Bei der Ausschleusung von Ca** aus dem Zytoplasma ist von besonderer Bedeutung,
dass die gleiche Menge an Ca®*, die aus dem SR in das Zytoplasma gestromt ist, auch
wieder dorthin zuriick transportiert wird. Nur so kann die adiquate Menge an Ca* aus
dem SR fiir die ndchste Kontraktion zur Verfiigung stehen. Kommt es nun zu einem
verstirkten Ausstrom von Ca>* aus dem SR, was zum Beispiel bei verstidrkter Herzarbeit
der Fall ist, muss die Aktivitit der SERCA an diesen Umstand anpassbar sein. Diese
Regulation wird unter anderem vom sympathischen Ast des vegetativen Nervensystems
tibernommen. Unter sympathischer Aktivierung kommt es zu einer Phosphorylierung
der L-Typ Ca**-Kanile durch Proteinkinasen wie der Proteinkinase A (PKA), die unter
der Regulation des Sympathikus stehen. Durch diese Phosphorylierung zeigen die
L-Typ Ca**-Kaniile eine gesteigerte Offnungswahrscheinlichkeit [De Jongh et al. 1996].
Hierdurch gelangt mehr Ca®* von extrazellulir in die Zellen. Dies fiihrt zu einer gestei-
gerten Ca”*-Freisetzung aus dem SR, was unter anderem die unter sympathischer Akti-
vierung stattfindende Kontraktionssteigerung der Kardiomyozyten und eine Zunahme
der Herzarbeit ermdglicht. Um nun aber die gleiche Menge an Ca®* wieder in das SR
zuriicktransportieren zu konnen muss die SERCA in ihrer Aktivitdt gesteigert werden.
Diese Regulation wird durch Phosphorylierung des Proteins Phospholamban (PLB)
tibernommen. PLB hemmt im dephosphorylierten Zustand die SERCA und wird durch
Proteinkinasen wie der PKA phosphoryliert. Dadurch kommt es bei Aktivierung des
Sympathikus zu einer Enthemmung der SERCA, die nun verstirkt Ca** zuriick in das
SR transportieren kann [Bers et al. 2002].

Sinkt im Ruhezustand die Sympathikusaktivitit wieder ab, kommt es zu einer Reduktion
der Aktivitdt der durch den Sympathikus aktivierten Proteinkinasen, wie zum Beispiel
der PKA. In diesem Zustand iiberwiegen Enzyme, die Proteine dephosphorylieren, so
genannte Phosphatasen. So kommt es durch verminderte Phosphorylierung zum Beispiel
der L-Typ Ca**-Kanile zu einem verminderten Ca**-Einstrom von extrazellulir, der
auch einen geringeren Ca**-Ausstrom aus dem SR zur Folge hat. Eine Dephosphorylie-
rung von PLB ermdglicht in diesem Zustand durch Hemmung der SERCA eine

Anpassung des Ca**-Riicktransports in das SR.
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So wird am gesunden Myokard der Fiillungszustand des SR durch ein nerval geregeltes
Gleichgewicht aus Proteinkinasen und Phosphatasen auch bei variierender Arbeitsan-

forderung an den Herzmuskel im Gleichgewicht gehalten.

3Na*/Ca™'-
2+
Ca™-ATPase Austauscher 3Na*/2K'-ATPase
Sarkoplasmatisches j /
Retikulum 3Na 2K

Sarcolemma . _ _
L-Typ ' '

Ca**-Kanile

Ca**-Uniporter

Mitochondrium

ONa*/Ca’*-ATPase

\ Na'*/H*-Austauscher

3Na*/Ca®*-
Austauscher

200 ms

Abbildung 6: Schematische Darstellung der elektromechanischen Kopplung
[mod. nach Bers et al. 2002]

Cd’*-Einstrom von extrazelluliir:
L-Typ Ca**-Kanal
3Na*/Ca**-Austauscher (NCX)
Ca**-Einstrom aus dem SR:
Ryanodinrezeptor (RyR)
Cd’*-Extrusion nach extrazelluliir:
Ca**-ATPase, NCX
Ca’*-Extrusion in intrazelluliire Speicher:
(1)Sarkoplasmatisches Retikulum:
sarkoplasmatische Ca®*-ATPase (SERCA)
(2)Mitochondrium:
mitochondriale Ca**-Uniporter,
mitochondrialer 2Na*/Ca**-Austauscher
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1.2.4 Spannungsabhiingige Ca**-Kaniile

Der L-Typ Ca**-Kanal, der wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben zusammen mit dem NCX
die Plateauphase der ventrikuldren APs bildet und dadurch das Signal zur Kontraktion in
die Zelle transferiert, stellt den zentralen Teil dieser Arbeit dar. Seine Arbeitsweise
unter chronischer Druckentlastung soll in dieser Arbeit untersucht werden. Da dieser
Kanal zur Gruppe der spannungsabhingigen Ca**-Kanilen gehort, wird im folgenden
Abschnitt auf die Eigenschaften dieser Kandle eingegangen.

Im Allgemeinen stellen spannungsabhiingige Ca**-Kanile eine heterogene Gruppe von
Proteinen dar, die an inneren und dufleren Oberflichen von Zellen zahlreicher Spezies
exprimiert werden und einen gesteuerten Strom von Ca”*-Ionen in die Zelle ermogli-
chen. Sie lassen sich sowohl nach pharmakologischen, elektrophysiologischen als auch
funktionellen Eigenschaften in bisher zehn bekannte Subtypen unterteilen, die in drei
Hauptfamilien (Ca,1-3) zusammengefasst werden [Jones et al. 1998]. Die Expression
der Subtypen unterscheidet sich bei verschiedenen Spezies und Gewebetypen.

Am Herzmuskelgewebe werden hauptsidchlich Vertreter der ersten Hauptfamilie, der
Cayl.x, und der dritten Hauptgruppe, der Ca,3.x, exprimiert, weswegen nachfolgend

hauptsichlich auf diese beiden Kanaltypen eingegangen wird.

1.2.4.1 Elektrophysiologische Eigenschaften des L-Typ Ca>*-Kanals

L-Typ Ca**-Kanile werden zur Gruppe der Ca,l.x gezihlt und unter anderem an
Plasmamembranen von Muskelzellen exprimiert. So sind diese Kanéle auch an Kardio-
myozyten nachweisbar, an denen hauptsidchlich der Subtyp Ca,1.2 zu finden ist
[Brette et al 2006]. Die elektrophysiologischen Eigenschaften sind in Tabelle 2
zusammenfassend dargestellt und sollen im Folgenden néher erldutert werden.

Die Aktivierung der L-Typ Ca**-Kanile in der Plasmamembran der Kardiomyozyten
fiihrt zu einem in die Zelle hinein gerichteten Ca2+—Str0m, dem Ic,, der, wie unter
Kapitel 1.2.2 beschrieben, neben dem Incx fiir die Ausbildung der Plateauphase des APs
verantwortlich ist. Durch den I¢y. wird die Ca**-abhiingige Ca”*-Freisetzung aus dem

SR getriggert, wodurch die Kontraktion der Kardiomyozyten ermoglicht wird.
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Die elektrophysiologischen Eigenschaften dieser Kandle fithren zu einer préazisen Regu-
lierung der Kontraktion der Kardiomyozyten.

Durch die Spannungsabhingigkeit des L-Typ Ca**-Kanals gelangt nur zu bestimmten
Zeitpunkten withrend des APs Ca** in die Zelle, denn der Kanal zeigt nur bei positiveren
Membranpotentialen als -30mV eine Aktivitét (siehe Abbildung 7) [Carbone et al. 1987;
Marban et al. 1995]. Hierdurch kommt es erst zur Aktivierung des Kanals, wenn die
Zellmembran im Verlauf des APs auf derartige Membranpotentiale vordepolarisiert
wurde. Durch die Aktivierung bei relativ positiven Membranpotentialen wird der L-Typ
Ca™-Kanal zu den high voltage activated channels, den so genannten HVC, gezihlt.

Die groBte Stromdichte flieBt durch den Kanal bei einem Membranpotential von ca.
OmV (siehe Abbildung 7). Bei diesem Membranpotential wird innerhalb von 2-7ms die
maximale Stromstérke erreicht, die von Spezies zu Spezies variiert [Brette et al. 2006].
Da diese maximale Stromstérke allerdings meist sehr grof3 (large) ist, hat dies mit dazu
beigetragen, diesen Kanaltyp als L-Typ Ca**-Kanal zu bezeichnen.

Die Inaktivierung der L-Typ Ca**-Kaniile folgt zeitlich gesehen nach maximaler Akti-
vierung einem biexponentiellen Verlauf, der durch zwei Inaktivierungszeitkonstanten
beschrieben werden kann [Bondarenko et al. 2004]. Die erste Zeitkonstante T;
beschreibt den schnellen Teil der Inaktivierung und ist nach maximaler Aktivierung ca.
50 ms lang. Der Betrag dieser Zeitkonstanten t; ist allerdings abhéngig von der intra-
zelluldren Ca’*-Konzentration. Je hoher die intrazelluldre Ca2+—Konzentration, desto
kleiner wird t; und desto schneller erfolgt der erste Teil der Inaktivierung, was die Zelle
vor einer Uberladung mit Ca** schiitzt [Zuhlke et al. 1999; Shirokov et al. 1998; Liang
et al. 2003]. Der langsame Teil der Inaktivierung wird durch die zweite Zeitkonstante T,
dargestellt. Diese Inaktivierung schlieBt sich an den ersten Teil an und dauert ca. 150ms.
Insgesamt werden die L-Typ Ca**-Kanile wihrend einer relativ groBen Zeitspanne
inaktiviert, was neben der StromgréBe (large) durch die Bezeichnung als long lasting
calcium channels zu der Namensgebung als L-Typ Ca**-Kanile gefiihrt hat.

Nach Inaktivierung benotigt der Kanal etwa 500ms zur Erholung, um erneut maximal
aktiviert werden zu konnen. Neben dieser zeitlichen Begrenzung der Aktivitit fiihren
auch Membranspannungen von positiveren Werten als -50mV dazu, dass der Kanal
nicht maximal erregt werden kann. Somit kann die Aktivitit des L-Typ Ca**-Kanals

durch eine zu kurze Zeitspanne nach der vorherigen Aktivierung, durch zu positive
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RMPs und aufgrund des Ca**-abhiingigen Betrags von t; auch durch zu hohe intrazel-

luldre Ca**-Konzentrationen eingeschriankt werden [Bondarenko et al. 2004].

1.2.4.2 Elektrophysiologische Eigenschaften des T-Typ Ca>*-Kanals

Auch der T-Typ Ca**-Kanal, der zur Familie der Ca,3.x gehort, stellt einen am Herzen
exprimierten spannungsabhiingigen Ca**-Kanal dar. Am adulten gesunden Myokard ist
die Expression dieses Kanals auf die Kardiomyozyten der Vorhofe beschrinkt, wobei in
diesen Zellen hauptsichlich die Untergruppen Ca,3.1 und Ca,3.2 nachgewiesen wurden
[Brette et al. 2006]. Die Aufgabe dieser Kandle wird sehr kontrovers diskutiert. Anders
als die L-Typ Ca**-Kanile, die unter anderem die Vermittlung der Kontraktion in die
Zelle zur Aufgabe haben, scheint dieser Kanal daran nicht beteiligt zu sein. Auch der
Beitrag zur Erregungsbildung in den Sinusknotenzellen (siehe Kapitel 1.2.1) ist nicht
gesichert, da die spontane Erregungsbildung der Sinusknotenzellen nicht unterbleibt,
wenn der T-Typ Ca’*-Kanal an diesen Zellen nicht exprimiert wird [Brette et al. 2006;
Mangoni et al. 2003]. Diskutiert wird des Weiteren der Zusammenhang zwischen dem
T-Typ Ca’**-Kanal und myokardialen Wachstumsvorgingen. Da der Kanal am fetalen
ventrikuldiren Myokard nachweisbar ist [Escobar et al. 2003], konnte die Vermittlung
von Wachstumsvorgédngen eine seiner Aufgaben darstellen [Martinez et al. 1999]. Auch
bei bestimmten krankhaften Veridnderungen des Myokards scheint der Kanal an ventri-
kuldren Kardiomyozyten wieder nachweisbar zu werden.

Die elektrophysiologischen Eigenschaften des T-Typ Ca®*-Kanals unterscheiden sich
von denen des L-Typ Ca**-Kanals. So wird dieser Kanal bereits ab Potentialen von etwa
-60mV aktiviert (siche Abbildung 7), weswegen er zu den low voltage activated
channels (LVC) gezihlt wird [Hagiwara et al.1988; Yeoman et al. 1999]. Er erméoglicht
einen in die Zelle hineingerichteten Strom von Ca2+—10nen, den Ic,t. Die maximale
Stromdichte durch diesen Kanal ist wesentlich geringer als die des L-Typ Ca**-Kanals
und kann bei Membranpotentialen von ca. -40mV erreicht werden (siehe Abbildung 7).
Die kleinere (tiny) Stromstirke durch diesen Kanal trug mit zur Namensgebung des
T-Typ Ca**-Kanals bei.

Die Inaktivierung des Kanals ist analog zum L-Typ Ca**-Kanal wiederum zeitabhingig

und kann im Falle des T-Typ Ca**-Kanals mit einer Exponentialfunktion dargestellt
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werden, deren Verlauf durch die Inaktivierungszeitkonstante t beschrieben wird. Diese
Zeitkonstante T betridgt bei maximaler Aktivitidt des Kanals ca. 20ms, wodurch der Kanal
im Vergleich zum L-Typ Ca’*-Kanal relativ schnell inaktiviert wird [Yeoman et al.
1999]. Aufgrund der kinetischen Eigenschaft dieser schnellen Inaktivierung wird der
Icar auch transient Ca®* current genannt, wonach der Kanal auch als T-Typ Ca**-Kanal
bezeichnet wird [Nudler et al.2003; Carbonne et al. 1987]. Auch ldsst sich der Kanal
ausgehend von positiveren Membranpotentialen als dem RMP von -80mV nicht mehr
zu einer maximalen Aktivitdt stimulieren. Ausgehend von einer Membranspannung von
ca. -50mV kann durch eine maximale Aktivierung auf -40mV nur noch die Hilfte des
Stroms passieren [ Yeoman et al. 1999].

Im Unterscheid zum L-Typ Ca**-Kanal lisst sich der T-Typ-Ca**-Kanal nicht durch
eine steigende intrazelluldren Ca**-Konzentration inaktivieren, er scheint also eine Ca**-

unabhiingige Inaktivierung zu besitzen [Perez-Reyes et al. 1998].

Abbildung 7: Strom-Spannungskurve des Ic,. und des Ic,r zur Unterschei-
dung der beiden spannungsabhiingigen Ca**-Kaniile (Hund)
[Carmeliet & Vereecke: Cardiac Cellular Electrophysiology,
2002: Seite 101, Abbildung I'V.4]
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Ca**-Kanal-Typ

L-Typ Ca**-Kanal

T-Typ Ca**-Kanal

a;-Untereinheit

Ca,l.x Ca,3.x
(Proteinebene)
Strombezeichnung Tey Ieur
Sinusknoten
Vorkommen Arbeitsmyokard
Vorhofzellen
Purkinjefasern
. -30mV -60mV
Aktivierung
high voltage activated Low voltage activated
. Langsam Schnell
Inaktivierung (1= 50ms; ;= 150ms) (1= 20ms)
DHP Flunizarin
Blocker PAA Octanol
BTZ Ni
C d2+

Max. Stromstirke

Bei OmV 1nA/pF

Bei -40mV 60pA/pF

Tabelle 2: Vergleich der Eigenschaften des L-Typ und des T-Typ Ca**-Kanals

DHP: Dihydropyridine
PAA: Phenyl-Alkyl-Amine
BTZ: Benzothiazepine
Cd**: Cadmium

Ni**: Nickel

18



Einleitung

1.2.4.3 Molekularbiologischer Aufbau des L-Typ Ca**-Kanals

Der L-Typ Ca**-Kanal ist ein Multimer, bestehend aus fiinf verschiedenen Unter-
einheiten [Caterall et al. 2000]. Eine Untereinheit, die o;-Untereinheit, formt die Pore
und ist bestimmend fiir die Eigenschaften des Kanals. Die vier akzessorischen Unterein-
heiten (0,-0) liben weitgehend modulierende Effekte auf die Funktion der o;-Unterein-
heit aus. Eine schematische Darstellung des Kanals ist in Abbildung 8 gezeigt.

Die a,-Untereinheit besitzt ein Molekulargewicht von ca. 190kD [Caterall et al. 2000]
und wird als myokardiale Isoform Ca,1.2 im humanen Genom auf dem kurzen Arm des
Chromosom 12 kodiert [Schulz et al. 1993]. Sie besteht aus vier repetitiven Doménen
(DI-IV) mit je sechs Transmembransegmenten (S;-S¢). Die einzelnen Doménen werden
durch intrazelluldre Schleifen verbunden, wobei N-und C-Terminus des Proteins jeweils
intrazellulir liegen [Tanabe et al 1987; Caterall et al. 2000].

Den sechs Segmenten der DI-IV kommen durch bestimmte Aminosdurereihenfolgen un-
terschiedliche Aufgaben zu. So binden repetitive Glutamatreste von Ss und Sg Ca** und
ermdglichen einen relativen Selektivitétsfilter fiir bivalente Kationen [Tsien et al. 1987].
Auch die Spannungsabhingigkeit hat ein molekularbiologisches Korrelat. In S4 der
DI-IV befinden sich Aminosduren mit vornehmlich positiv geladenen Resten. Die Plas-
mamembran ist im Ruhezustand auBen positiv und innen negativ geladen. In diesem
Zustand werden die vorwiegend positiv geladenen S; nach innen gezogen und
verschlieBen die Pore. Kommt es zur Depolarisation der Plasmamembran, d.h. zur
Ladungsumkehr, werden diese Segmente nach aullen verlagert und 6ffnen den Kanal
[Stuhmer et al. 1989].

Das molekularbiologische Korrelat der Inaktivierung der Kandle ist noch nicht vollstén-
dig gekldart. Allerdings wurden einige Determinanten beschrieben, die fiir die
spannungsabhéngige Inaktivierung mit verantwortlich zu sein scheinen. Hierzu gehdren
die S¢ der DI-1V, die Schleife zwischen DI und DII [Berjukow et al. 2001; Hering et al.
1996; Stotz et al. 2000], sowie das C-terminale Ende des Proteins [Klockner et al. 1999;
Soldatov et al. 1998]. Auch fiir die Ca**-abhiingige Inaktivierung existieren Erklirungs-
ansitze: am C-terminalen Ende der a,-Untereinheit befindet sich eine Region, an die ein
intrazellulidres Protein, Calmodulin, binden kann [deLeon et al. 1995]. Calmodulin ist

ein Ca**-bindendes Protein, wobei der Komplex aus Ca** und Calmodulin intrazellulir
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zahlreiche Informationen iibermitteln kann. In diesem Fall fiihrt er durch Bindung an
den C-terminalen Bereich der a;-Untereinheit zu einer Konformationsinderung des
Proteins, die den Kanal verschlie3t [Zuhlke & Reuter et al. 1998].

Die restlichen vier Untereinheiten des L-Typ Ca2+—Kanals, 0p-0, treten an bestimmten
Bereichen der a;-Untereinheit mit ihr in Kontakt, wodurch sie die o;-Untereinheit
vervollstindigen und ihre Eigenschaften modulieren.

Die Interaktionsstelle mit den bisher vier bekannten B-Untereinheiten ist an der Schleife
zwischen S; und S, lokalisiert [Pragnell et al. 1994; De Waard et al. 1995]. Es wird
angenommen, dass durch die Interaktion dieser beiden Untereinheiten unter anderem
der Transport und der Einbau der a;-Untereinheit in die Plasmamembran gesteigert wird
[Dolphin et al. 2003; Bichet et al. 2000]. Neben diesem Effekt scheint eine Interaktion
die biophysikalischen Eigenschaften der a;-Untereinheit zu beeinflussen [Olcese et al.
1996].

Die Interaktionen und Aufgaben der restlichen Untereinheiten sind noch weitgehend

ungeklirt.

1.2.4.4 Molekularbiologischer Aufbau des T-Typ Ca>"-Kanals

Im humanen Genom kodiert ein Abschnitt auf dem kurzen Arm des Chromosom 16 fiir
die am adulten ventrikuldren Myokard hauptsdchlich exprimierte Isoform des T-Typ
Ca’*-Kanal Ca,3.2 [Cribbs et al. 1998]. Der Kanal wird wie der L-Typ Ca**-Kanal
durch ein Multimer aus fiinf Untereinheiten (o, a,-6) gebildet (sieche Abbildung 8).

Die a;-Untereinheit besteht analog zu der des L-Typ Ca**-Kanals aus vier Dominen
(DI-IV) mit je sechs Transmembransegmenten (S;-S¢). Die Verbindungsstiicke zwi-
schen den einzelnen Dominen bilden durch je zwei Glutamat-und Aspartatreste den
Selektivititsfilter fiir bivalente Kationen [Talavera et al. 2001].

Die Spannungsabhingigkeit lisst sich auch in Analogie zum L-Typ Ca’**-Kanal durch
die positive Ladung der S4 der DI-IV erkldren [Perez-Reyes et al. 2003]. Die molekulare
Grundlage fiir eine spannungsabhéngige Inaktivierung scheint unter anderem bei den Se
der DI-IV und bei der Schleife zwischen der DI und DII zu liegen [Marksteiner et al.
2001; Park et al. 2004].
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Die akzessorischen Untereinheiten o,-6 scheinen fiir die Kanalfunktion des T-Typ Ca**-
Kanals eine eher untergeordnete Rolle zu spielen. In welcher Weise sie Einfluss auf

seine Eigenschaften ausiiben, wird in der Literatur diskutiert.

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Proteinzusammensetzung des
Cayl.x und des Ca,3.x
[Boron & Boulpaep: Medical Physiology, 2005: Seite 185;
Abbildung 9]

Rechtes Bild: schematische Darstellung des Ca,1.x und des
Cay3.x als Pentamer, bestehend aus den Unterein-
heiten o, oo, B, W, ©

Linkes Bild: schematische Darstellung der o;-Untereinheit mit
den Dominen I-1V, bestehend aus den Segmenten
S1-S¢ und den akzessorischen Untereinheiten oo, f3,

Ty
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1.3 Veridnderungen chronisch druckbelasteter Kardiomyozyten

Eine chronische Herzinsuffizienz zeichnet sich durch einen progredienten Verlust der
Auswurfleistung des Herzens aus. Die unter Kapitel 1.1 beschriebenen primiren und
sekundidren Kardiomyopathien stellen hiufige Ursachen fiir myokardiale Erkrankungen
dar, die zu einer verminderten Ejektionsfraktion, d.h. Auswurfleistung des Herzens
fiihren. Um diese Verminderung der Ejektionsfraktion so gering wie moglich zu halten,
werden zur Kompensation der FErkrankung im Herzmuskel Umbauprozesse
(remodeling) initiiert, die die Pumpfunktion des Herzens unterstiitzen sollen. Diese
zundchst kompensatorischen Umbauprozesse fithren dazu, dass die Ejektionsfraktion
auf fiir den Korper tolerierbaren Werten gehalten werden kann. Zahlreiche Unter-
suchungen deuten darauf hin, dass diese Umbauprozesse bei chronisch insuffizienten
Herzen auf molekularbiologischer und elektrophysiologischer Ebene zur erneuten Aus-
prigung des fetalen Phinotyps von Kardiomyozyten fiihren, deren Bedeutung bisher
weitgehend unbekannt ist. Ob allerdings gerade diese Regression auf einen fetalen Phé-
notyp den Weg zu einer Dekompensation der Herzfunktion bahnen kann oder diesem
Vorgang eher entgegen wirken soll, steht derzeit zur Diskussion.

Da eine der hiufigsten Ursachen, die zur Entstehung einer sekundéiren Kardiomyopathie
fiihrt, ein chronischer Hypertonus darstellt, sollen im Folgenden am Beispiel der chroni-
schen Druckbelastung die bisher bekannten Verdnderungen des Herzmuskels dargestellt
werden und auf ihre moglichen Auswirkungen auf das kardiovaskuldre System einge-

gangen werden.

1.3.1 Kompensation durch zelluldre Hypertrophie

Chronisch druckbelastete Herzen unterscheiden sich insbesondere in Bezug auf die
himodynamischen Parameter von gesunden Herzen. Die gesteigerte Nachlast, gegen die
der Herzmuskel arbeiten muss, verursacht eine Verringerung der Ejektionsfraktion. Dies
hat zur Folge, dass nach der Systole ein vergroBertes Volumen in den Ventrikeln
verbleibt, was zu einer chronischen Volumenbelastung der Ventrikel fiihrt. Zunichst
versucht der Herzmuskel nach dem Frank-Starling-Mechanismus durch Steigerung der

Kontraktionskraft das tiberschiissige Volumen aus den Ventrikeln auszuwerfen. Reicht
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allerdings die Steigerung der Kontraktionskraft nicht aus, um das endsystolische Volu-
men zu reduzieren, kommt es zu einer Uberfiillung der Ventrikel, was eine Steigerung
der Wandspannung zur Folge hat. Dieser Steigerung der Wandspannung versucht der
Herzmuskel nach dem Laplace’schen Gesetz K=P,,*r/2d (K=Wandspannung; P,=
transmuraler Druckgradient; r=Radius; d=Wanddicke) durch Zunahme der Wanddicke
entgegenzuwirken. Da adulte Kardiomyozyten die Fihigkeit zur Zellteilung verloren
haben, wird diese Zunahme der Wanddicke durch Hypertrophie, d.h. durch Volumenzu-
nahme der einzelnen Kardiomyozyten erreicht [Campbell et al. 1991; Schreiber et al.
1981]. Dies fiihrt zu einer Steigerung der Masse des gesamten Organs, zu einer kardia-
len Hypertrophie [Campbell et al. 1991; Klein et al. 1991], wodurch der Herzmuskel

versucht, seine Kontraktionskraft zu steigern und so der Erkrankung entgegenzuwirken.

1.3.2 Kompensation durch Veridnderung der Elektrophysiologie

Ventrikuldre Kardiomyozyten chronisch druckbelasteter Herzen zeigen im Vergleich zu
normal belasteten Kardiomyozyten ein verdndertes Muster der an der Bildung der APs
beteiligten Strome.

Bei chronisch druckbelasteten Kardiomyozyten kommt zu einer verminderten Aktivitét
verschiedener repolarisierender K*-Strome [Kaprielian et al. 1998]. Welche K*-Stréme
von dieser Verdnderung betroffen sind, unterscheidet sich von Spezies zu Spezies,
wobei eine Reduktion des transienten K'-Auswirtsstroms I, in den untersuchten
Spezies Hund und Ratte nachgewiesen werden konnten [Wickenden et al. 1998].

Auch auf die Na'-Strome scheint chronisch gesteigerte Herzarbeit einen Einfluss zu
haben, da chronische Druckbelastung der Kardiomyozyten von Hasen zu einer Steige-
rung des Na*-Einstroms wiihrend des APs fiihrt [Despa et al. 2002].

Bei der Untersuchung der Ca**-Stréme chronisch druckbelasteter Kardiomyozyten
wurden in verschiedenen Studien unverinderte, gesteigerte oder reduzierte Strome nach-
gewiesen [Qin et al. 1996; Bryant et al. 1999; Keung et al. 1989]. Diese uneinheitlichen
Ergebnisse scheinen hauptsdchlich mit den unterschiedlichen Krankheitsstadien der
untersuchten Herzen zusammenzuhingen und scheinen auch bei den untersuchten
Spezies verschieden reguliert zu werden. Die genaue Regulation des Ca”*-Stroms ist

also nicht ausreichend geklrt.
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So ldsst sich zusammenfassen, dass es unter chronischer Druckbelastung zu einer Stei-
gerung der depolarisierenden Na'-Strome und einer Reduktion der repolarisierenden
K*-Strome kommt, was zu einer Verlingerung der APs fithren konnte. Derart verlinger-
te APs an chronisch druckbelasteten Kardiomyozyten lieBen sich auch tatsdchlich
nachweisen [Wickenden et al. 1998].

Neben diesen Veridnderungen kann es an chronisch druckbelasteten Kardiomyozyten
von Ratten zur Expression eines weiteren Ca”**-permeablen Kanals, des T-Typ Ca**-
Kanals, kommen [Martinez et al. 1999]. Dieser Kanal ist typischerweise nur im fetalen
Entwicklungsstadium des Herzens am ventrikuldren Myokard nachweisbar. Im Laufe
der Entwicklung verschwindet der Kanal nahezu vollkommen aus dem ventrikuldren
Arbeitsmyokard und ist dann bei gesunden adulten Herzen nur noch im Schrittmacher-
system und in atrialen Kardiomyozyten nachweisbar [Yasui et al. 2005]. Wie es zu
dieser Reexpression des T-Typ Ca®*-Kanals unter chronischer Druckbelastung des
Myokards der Ratte kommen kann, ist weitgehend unklar. Auch die Auswirkungen der
Reexpression dieses Kanals auf den Herzmuskel sind nicht verstanden. So konnte dieser
Kanal zum einen neben dem L-Typ Ca**-Kanal und dem NCX zur Steigerung der intra-
zelluliren Ca**-Konzentration wihrend der Systole beitragen und so die Kontraktilitiit
der Kardiomyozyten verbessern. Zum anderen konnte dieser Kanal an der Entstehung
der Hypertrophie der Kardiomyozyten beteiligt sein, da die Vermittlung von Wachs-
tumsvorgéngen durch den T-Typ Ca**-Kanal diskutiert wird [Martinez et al. 1999]. Auf
mogliche negative Auswirkungen der Reexpression dieses Kanals soll in Kapitel 1.3.6
eingegangen werden.

Elektrophysiologisch zeichnen sich also die Kardiomyozyten an chronisch druck-
belasteten Herzen unter anderem durch lingere APs und eventuell eine Reexpression
des T-Typ Ca**-Kanals aus. Beide Parameter sind Merkmale des fetalen Phinotyps
ventrikuldrer Kardiomyozyten. Somit sind chronisch druckbelastete Kardiomyozyten in
Bezug auf die Elektrophysiologie durch eine Regression auf fetale Funktionsmuster

gekennzeichnet [Kilborn et al. 1990].
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1.3.3 Kompensation durch Veriinderung des zelluliren Ca**-Haushaltes

Die elektrophysiologischen Verdnderungen druckbelasteter Kardiomyozyten haben
Auswirkungen auf den zelluliren Ca**-Haushalt. Durch die in Kapitel 1.3.2 beschrie-
bene Steigerung der AP-Linge kann es wihrend des APs zu einer verlingerten Offnung
der L-Typ Ca’*-Kanile kommen [Kaprielian et al. 1998; Volk et al. 1999, 2004]. Dies
hat einen gesteigerten Ca**-Einstrom in die Zelle zur Folge [Wickenden et al. 1998;
Bers et al 2006]. So kommt es zu einem verstirkten Ca**-Ausstrom aus dem SR, was in
einem groBeren Anstieg der intrazelluliren Ca’*-Konzentration wihrend der Systole
resultiert [Bouchard et al. 1995; Kaprilien et al. 1998]. Da derart gesteigerte Ca* -
Konzentrationen, wie in Kapitel 1.2.3 beschrieben die Kontraktilitdit der Kardio-
myozyten erhohen, konnte diese Steigerung der AP-Linge einen Kompensationsversuch
des erkrankten Organs darstellen, die Pumpfunktion zu maximieren und dem Fort-
schreiten der Erkrankung entgegenzuwirken [Wickenden et al 1998; Kaprilien et al
1998]. Neben den positiv inotropen Effekten der gesteigerten intrazelluliren Ca**-Kon-
zentration unterstiitzt diese auch die Entstehung der zelluliren Hypertrophie, da Ca®* in
Bindung mit dem Protein Calmodulin eine Proteinkinase, die so genannte
Ca”*/Calmodulin-abhiingige Proteinkinase (CaMKIV) aktiviert, die unter anderem an

der Regulation des Zellwachstums beteiligt ist [Passier et al. 2000].

1.3.4 Kompensation durch Veridnderung des Metabolismus

Gesunde adulte Kardiomyozyten erhalten den Hauptteil ihrer Energie aus der Oxidation
von Fettsduren [Bartelds et al. 1998], weshalb hier hauptsichlich Enzyme fiir diesen
Weg der Energiegewinnung exprimiert werden. Unter chronischer Belastungssteigerung
der Kardiomyozyten scheinen allerdings andere Wege der Energiegewinnung bereitge-
stellt zu werden. Es kommt zu einer Umstellung des Energichaushaltes auf die
Oxidation von Glukose und Laktat, die nun die Substrate fiir den Hauptweg der Energie-
gewinnung darstellen [Razeghi et al. 2001; Korvald et al. 2000; Goodwin et al. 1998].
Eine derartige Energiegewinnung ldsst sich auch an fetalen Kardiomyozyten

nachweisen.
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Die Verbrennung von Zuckern stellt einen wesentlich effizienteren Weg zur Herstellung
von ATP dar als die Verbrennung von Fettsduren. Somit konnte diese Regression auf
fetale Formen der Energiegewinnung es dem Herzmuskel unter den gesteigerten
Arbeitsanforderungen ermoglichen im kompensierten Stadium der Erkrankung

ausreichend Energie zu produzieren.

1.3.5 Kompensation durch Veridnderung des neurohumoralen Systems

Durch chronische Druckbelastung des Herzens kommt es zu zahlreichen Verdnderungen
im neurohumoralen Haushalt des Korpers. Durch zum Beispiel eine gesteigerte Nachlast
des Herzens kommt es durch Reduktion der Ejektionsfraktion zu einer Reduktion der
peripheren Blutversorgung des Korpers. Zur Vermeidung einer periphere Sauerstoff-
unterversorgung durch eine reduzierte Ejektionsfraktion wird zum einen aus den
sympathischen Nervenendigungen Noradrenalin sezerniert und zum anderen aus der
Nebennierenmark Adrenalin in die Zirkulation entlassen, wodurch es zu einem chroni-
schen Anstieg der Katecholaminkonzentration im Blut kommt [Bristow et al. 1990].
Diese beiden Hormone haben auf das Herz positiv inotrope, chronotrope und dromotro-
pe Effekte, sie unterstiitzen also die Herzfunktion, wodurch die periphere Durchblutung
und Sauerstoffversorgung aufrechterhalten bleiben [Spinarova et al. 2007].

Des Weiteren kommt es durch eine Verminderung der Ejektionsfraktion zu einer
verminderten Durchblutung der Niere. Hierdurch wird eine Reaktionskette, das so
genannte Renin-Angiotensin-System (RAAS), induziert, die die Durchblutung der Niere
durch Steigerung des Blutdrucks wieder normalisieren soll. Durch verminderte Nieren-
durchblutung und dadurch verminderter Na*-Konzentration im Tubulussystem der Niere
kommt es zur Sekretion von Renin aus spezialisierten Zellen der Niere. Dieses Enzym
bewirkt die Freisetzung von Angiotensin I aus der Leber, welches in der Lunge in
Angiotensin II tiberfithrt wird. Angiotensin II stellt einen wesentlichen Faktor bei der
Entwicklung einer Herzinsuffizienz dar. Dieses Hormon wirkt zum einen an der Niere,
zum anderen allerdings auch direkt am Herzen. Durch seine Wirkung an der Niere
kommt es zu einer Vasokonstriktion der zufithrenden Gefifle der Niere, wodurch es zur
Steigerung des realen Blutflusses kommt. Auch die periphere Durchblutung wird hier-

durch verbessert. Neben diesen den Blutdruck steigernden Effekten hat Angiotensin II
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auch direkte Effekte auf die Kardiomyozyten. Durch Stimulation mit Angiotensin II
wird das Wachstum der Kardiomyozyten angeregt, was zur Entstehung der kardialen
Hypertrophie unter chronischer Druckbelastung beitrigt [Spinarova et al. 2007].

Neben diesen beiden beschrieben hormonalen Verdnderungen unter chronischer Druck-
belastung kommt es zu zahlreichen weiteren Verdnderungen im neurohumoralen System
des Korpers, auf die aber im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter eingegangen werden

kann.

1.3.6 Der Weg von der Kompensation zur Dekompensation

In den frithen Stadien einer Herzinsuffizienz versucht das Herz durch die in den
vorangegangenen Kapiteln beschriebenen Umbauprozesse die Erkrankung zu kompen-
sieren, was durch eine Regression auf einige fetale Funktionsmuster der Kardiomyozy-
ten gekennzeichnet ist. Allerdings wird trotz dieser Mechanismen frither oder spiter ein
bestimmter Punkt iiberschritten, an dem die Pumpfunktion des erkrankten Organs nicht
mehr kompensiert werden kann. Es kommt durch Verlust der Pumpfunktion zu einer
kardialen Dekompensation. Da unbekannt ist, wann es zu diesem Ubergang zur Dekom-
pensation kommt, kann bisher lediglich durch medikamentdse Therapie versucht werden
diesen Ubergang so weit wie moglich hinauszuzogern.

Interessanterweise hat sich allerdings gezeigt, dass gerade die Faktoren, die zu Beginn
der Erkrankung dazu beitragen sollten die kardiale Funktion zu unterstiitzen, den Uber-
gang zur Dekompensation bahnen konnen. Wie letztendlich die Kompensations-
mechanismen zur Dekompensation fithren konnen, soll im Folgenden an einigen
Beispielen gezeigt werden.

Durch die Hypertrophie der Kardiomyozyten versucht der Herzmuskel zunichst, wie in
Kapitel 1.3.1 beschrieben, den steigenden Arbeitsanforderungen gerecht zu werden.
Allerdings konnen die Kardiomyozyten nicht beliebig grol werden, da ein gewisses
Verhiltnis zwischen DNA und Zytoplasma eingehalten werden muss, um das Uberleben
der Zelle zu sichern [Campbell et al. 1991]. Durch das derart begrenzte Wachstum der
Kardiomyozyten wird der Kompensationsmechanismus der Hypertrophie limitiert
[Campbell et al. 1991]. Auch kommt es durch die muskulidre Hypertrophie zu einer
Zunahme von Muskelgewebe. Die Zahl der BlutgefiBle steigt allerdings nicht mit an,
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weshalb die Dichte der Blutgefde abnimmt. Hierdurch kommt es zu einer Verlidnge-
rung der Diffusionsstrecke fiir Sauerstoff, was zu einer Sauerstoffminderversorgung des
kardialen Gewebes fithrt [Rakusan et al. 1996]. Dieser chronisch hypoxische Zustand
wird weiter verstiarkt durch den vermehrten Sauerstoffverbrauch des gegen die erhohte
Vor- und Nachlast ankdmpfenden Herzens, wodurch es zu einem Untergang von Kardi-
omyozyten und kardialem Stiitzgewebe kommt [Olivetti et al 1997]. Diese Gewebe
werden durch Narbengewebe ersetzt, was zur Folge hat, dass es zum einen durch
Verlust der Struktur gebenden Anteile zu einer Dilatation und zum anderen zu einer
Versteifung der Ventrikel kommt. Dies fiihrt zu einer Verschlechterung der diastoli-
schen und systolischen Funktion des Herzens.

Neben den positiven Auswirkungen der -elektrophysiologischen Anpassungs-
mechanismen, wie zum Beispiel der positiven Inotropie, hat die Verldngerung der APs
auch zur Folge, dass sich die Erregungsriickbildung der Kardiomyozyten verlangsamt.
Dies fiihrt zu einer abnormal verldngerten Repolarisation des Herzmuskels. Derartige
Repolarisationsstorungen konnten bei chronisch druckbelasteten Herzen durch eine
Verlidngerung der QT-Zeit in transthorakalen EKG-Ableitungen bestétigt werden [Volk
et al. 2000, Harding et al. 2001]. Diese Repolarisationsstorungen konnen den Herz-
muskel zum einen fiir maligne ventrikulire Rhythmusstorungen préadispositionieren
[Volk et al. 2000; Qin et al 1996] und tragen zum anderen durch Verlangsamung der
Entspannung des Herzmuskels zu der hdufig zu beobachtenden diastolischen Dysfunk-
tion insuffizienter Herzen bei. Auch die eventuelle Reexpression des T-Typ Ca**-Kanals
kann zu einer Destabilisierung des Membranpotentials von ventrikuldren Kardio-
myozyten fiilhren und dadurch mit zu dem arrhythmogenen Potential chronisch
druckbelasteter Herzen beitragen [Martinez et al. 1999].

Eine zentrale Rolle bei der Progression der Erkrankung scheinen die Proteine des
Ca”*-Haushaltes zu iibernehmen, deren Expression sich unter chronischer Druckbelas-
tung drastisch zu verdndern scheint [Wickenden et al. 1997]. Auch wenn bisher nicht
genau bekannt ist, was zu den Verdnderungen auf Genexpressionsebene fithren konnte,
gibt es Hinweise darauf, dass die gesteigerte Ca’*-Konzentration in den
Kardiomyozyten wéhrend des kompensierten Stadiums einen Einfluss auf die
Genexpression der Kardiomyozyten haben konnte [Berridge et al. 2003]. Ein Protein,

dessen Ca**-abhiingige Expression diskutiert wird, scheint die SERCA darzustellen. Mit
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steigenden intrazelluliren Ca**-Konzentrationen bei chronisch druckbelasteten Kardio-
myozyten wird eine zunehmend sinkende Aktivitdt und Expression dieses Proteins
nachgewiesen [Bers et al. 2006]. Es kommt zu einer Entleerung der intrazelluldren Ca®*-
Speicher, wodurch in der Systole nicht mehr ausreichend Ca** aus dem SR freigesetzt
werden kann. Dies fithrt zu einer Verminderung der zu Beginn der Erkrankung gestei-
gerten Ca’*-Konzentration im Zytosol (siehe Kapitel 1.3.3), was eine Verschlechterung
der systolischen Funktion der Kardiomyozyten zur Folge hat [Wickenden et al. 1998].
Die reduzierte Expression der SERCA verlangsamt daneben auch den Abfall der
Ca’*-Konzentration zur Initiation der Diastole, weshalb die Fehlfunktion dieses am
Ca”*-Haushalt beteiligten Proteins zu einer Verschlechterung der systolischen und
diastolischen Funktion der Kardiomyozyten fithren konnte [Terraciano et al. 2003;
Heerdt et al. 2000; Wickenden et al. 1998].

Auch die unter Kapitel 1.3.5 beschriebenen Veridnderungen der neurohumoralen Para-
meter haben negative Auswirkungen auf die Herzfunktion. Durch die hohe Aktivitét des
RAAS kommt es zwar zu einer Verbesserung der peripheren Durchblutung, allerdings
kommt es auch zu einer weiteren Zunahme der systolischen Blutdruckwerte. So wird
hierdurch erneut die Nachlast gesteigert, was die periphere Durchblutung wiederum
verschlechtert. Auch die chronisch gesteigerte Konzentration von Katecholamine hat
neben der Unterstiitzung der Herzfunktion negative Auswirkungen auf kardiale
Situation. Neben den wie das RAAS blutdrucksteigernden Effekten der Katecholamine
kommt es zum einen durch die positiv inotropen Effekte am Myokard zu einem gestei-
gerten Sauerstoffverbrauch, was den bereits erwihnten hypoxischen Zustand weiter
verstirkt. Auerdem fithren die chronisch gesteigerten Katecholaminkonzentrationen zu
einer Desensitivierung der adrenergen Rezeptoren. Neben diesem Effekt der chronisch
gesteigerten Katecholaminkonzentration scheint diese auch dazu zu fiihren, dass die
Anzahl der auf der Zelloberfliche exprimierten Katecholaminrezeptoren abnimmt.
Hierdurch kann der Herzmuskel immer weniger sensitiv auf Katecholamine reagieren
[Bristow et al. 1989; Bristow et al. 1986].

So kommt es letztendlich trotz der kompensierenden Umbauprozesse zur Ausbildung
eines circulus vitiosus, wodurch der Herzmuskel letztendlich seine Arbeitsleistung nicht

mehr aufrechterhalten kann. Es kommt zur Progression der Erkrankung, was bei Versa-
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gen der medikamentdsen Therapie letztendlich zu einer Dekompensation der Herzleis-

tung fiihrt und mit dem Leben nicht vereinbar ist.

1.4 Die Entlastungstherapie insuffizienter Herzen beim Menschen durch

VADs

Kommt es zur Entwicklung von derart fortgeschrittenen Stadien der Herzinsuffizienz
mit weitgehendem Versagen konservativer Therapeutika, kann nur noch ein Ersatz der
Pumpfunktion den Patienten retten [Jessup et al. 2003]. Da Herztransplantationen in den
seltensten Fillen als akute Therapie zum Einsatz kommen, wurden die bereits erwédhnten
VADs entwickelt, die mit Hilfe von in die Ventrikel eingebrachten univentrikuldren
oder biventrikuldren Pumpensystemen die kardiale Funktion nahezu vollkommen iiber-
nehmen konnen. Mit dieser mechanischen Unterstiitzung kann die Zeit bis zu einer
Transplantation iiberbriickt werden, da die himodynamischen Parameter sich rapide
verbessern [Zafeiridis et al 1998; Heerdt et al. 2000]. Die Pumpensysteme eigneten sich
frither lediglich zur kurzfristigen Unterstiitzung der Herzleistung und die Patienten
waren durch die Aufwindigkeit der Therapie weitgehend an die Krankenhéduser gebun-
den. Durch Weiterentwicklung der Systeme ist es allerdings mittlerweile moglich, diese
Pumpen als langfristige Therapie zu implantieren, insbesondere bei Patienten, die nicht
fiir eine Transplantation in Frage kommen. Bei einigen derart behandelten Patienten
zeigte sich, dass ihre Herzen bei Reduktion der mechanischen Unterstiitzung zuneh-
mend selbst zu einer adidquaten Ejektionsfraktion beitragen konnten. So konnte, wie
bereits in Kapitel 1.1 beschrieben, bei einem streng selektierten Patientenkollektiv durch
Wiederherstellung der endogenen Ejektionsfraktion auf die anschlieBend geplante Herz-
transplantation verzichtet werden [Dandel et al. 2005; Birks et al. 2005].

Offensichtlich kann durch die mechanische Entlastung der durch die Herzinsuffizienz
eingetretene Umbauprozess revidiert werden, was zu einer Verbesserung der kardialen
Situation der Patienten fiihrt. Allerdings kommt es nicht bei allen derart behandelten
Patienten zu dieser Reversion des Umbauprozesses. Somit scheint dieser nicht allein an
die Entlastung gekoppelt zu sein, vielmehr scheinen auch die Grunderkrankung, das
Alter und viele weitere, bisher unbekannte Faktoren eine Rolle zu spielen. Daher kann

lediglich spekuliert werden bei welchen Patienten diese Reversion des Umbauprozesses

30



Einleitung

eintritt. Die Kenntnis dieser Einflussfaktoren ist allerdings essentiell um in Zukunft
elektive Implantation von VADs bei Patienten durchfiihren zu konnen, bei denen es mit
grofBer Wahrscheinlichkeit zu einer Verbesserung der endogenen Herzfunktion kommen
wird. Hierfiir miissen allerdings zunichst die Vorginge bei chronischer Druckentlastung
und somit Atrophie des Herzmuskels besser verstanden werden, da hierdurch eine
Optimierung der Entlastungstherapie mittels VADs ermoglicht werden konnte. Die
bisher bekannten Verdnderungen bei mechanischer Unterstiitzung und so erzeugter

chronischer Druckentlastung sollen im Folgenden dargestellt werden.

1.4.1 Rickgang der zelluldren Hypertrophie

Ansteigende Driicke in den Ventrikeln fithren zu einer gesteigerten Arbeitsanforderung
an den Herzmuskel und bewirken iiber eine chronisch gesteigerte Wandspannung eine
Hypertrophie der Kardiomyozyten [Campbell et al. 1991]. Wird ein derart erkranktes
Herz nun durch ein Pumpensystem mechanisch unterstiitzt, wird ein GroBteil der Herz-
arbeit von den Pumpen iibernommen, was die Arbeitsanforderungen an den Herzmuskel
reduziert [Radovanvevic et al. 1992]. Es kommt zu einer Reduktion des in den Ventri-
keln verbleibenden Volumens, was zu einer Normalisierung der ventrikuldren Driicke
und Durchmesser fiihrt, wodurch es zu einer Reduktion der auf dem Myokard lastenden
Wandspannung kommt. Da die Herzarbeit und die Wandspannung iiber den Ventrikel-
winden die GroBle der Kardiomyozyten malB3geblich beeinflusst [Campbell et al. 1991],
kommt es durch die mechanische Unterstiitzung zu einer Reduktion der Zellgroe
[Zafeiridis et al. 1998]. Dies hat zur Folge, dass die bei Hypertrophie reduzierte Dichte
an Blutgefden durch Reduktion der Muskelmasse wieder ansteigt, wodurch die Diffusi-
onsstrecke fiir Sauerstoff abnimmt. Das derart gesteigerte Sauerstoffangebot in
Kombination mit dem durch die mechanische Unterstiitzung verringerten Sauerstoff-
verbrauch scheint den hypoxischen Zustand des insuffizienten Myokards zu verringern,
wodurch weiterer nekrotischer und apoptotischer Untergang von kardialem Gewebe
verhindert wird [Bartling et al. 1999].

Somit wird durch Reduktion der ZellgroBe der einzelnen Kardiomyozyten Muskel-
gewebe erhalten und dadurch die Kontraktilitdt des Herzens verbessert. Die Reduktion

der ZellgroBe trdgt unter anderem dazu bei, dass sich der Fiillungszustand der Ventrikel
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vermindert, was letztendlich eine Verbesserung der Geometrie des gesamten Herzens

zur Folge hat [Bartling et al. 1999].

1.4.2 Elektrophysiologische Verinderungen

Die mechanische Entlastung des Herzens hat auch Auswirkungen auf die Elektro-
physiologie der Kardiomyozyten. So fiihrt eine Entlastungstherapie nach einigen
Wochen zu einer Riickbildung der bei insuffizienten Herzen hiufig verlingerten APs
[Harding et al. 2001]. Hierdurch kommt es durch Normalisierung der Erregungs-
riickbildung zu einer Verbesserung insbesondere der diastolischen Funktion [Terracci-
ano et al. 2003; Harding et al. 2001].

Allerdings hat sich gezeigt, dass es in den ersten Tagen nach der Implantation der Pum-
pensysteme zunichst zu einer weiteren Verldngerung des QT-Intervalls im Oberfldchen-
EKG kommt. Dies weist abermals auf eine Repolarisationsstorung hin und konnte das
nach dem Eingriff initial erhohte Risiko fiir ventrikulire Tachykardien erkldren [Har-
ding et al. 2001; Harding et al 2005]. Allerdings ist bisher unbekannt welche Faktoren
zu dieser Verldngerung der APs mit beitragen [Harding et al. 2001].

Sind die ersten Wochen nach Implantation der Pumpensysteme iiberstanden, kommt es
allerdings zu einer Normalisierung der Erregungsausbreitung und -riickbildung. Dies
senkt das unter Kapitel 1.3.6 beschriebene hohe Risiko insuffizienter Herzen maligne

ventrikulidre Tachykardien zu entwickeln [Harding et al. 2001; Harding et al. 2005].

1.4.3 Veriinderungen des zelluliiren Ca>*-Haushaltes

Unter mechanischer Entlastungstherapie konnte gezeigt werden, dass es durch
Wiederherstellung des schnellen Ca®*-Anstiegs im Intrazellulirraum wihrend der
Systole und raschem Konzentrationsabfall von Ca** zu Beginn der Diastole es zu einer
Normalisierung des Ca**-Haushaltes kommt [Dipla et al. 1998]. Hierzu trigt die
Wiederherstellung eines physiologisch groBen Ic,. bei. In Untersuchungen, bei denen
insuffiziente Herzen eine Verminderung des Ic,r zeigten, lieBen sich unter mechanischer

Entlastung eine Zunahme diese Stroms nachweisen [Terracciano et al. 2003]. Hierdurch
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konnte es zu einer Verbesserung der elektromechanischen Kopplung kommen, was zur
Zunahme der Kontraktilitit des entlasteten Herzmuskels mit beitragen konnte.

Zum anderen zeigt die SERCA im Vergleich zu chronisch druckbelasteten Herzen eine
wieder gesteigerte Aktivitdt. Somit wird dieses Enzym unter chronischer Druck-
entlastung erneut vermehrt exprimiert und weniger durch Phospholamban gehemmt
[Bartling et al. 1999; Heerdt et al. 2000]. Durch diese Enthemmung und die gesteigerte
Anwesenheit des Proteins kann die SERCA wieder mehr Ca** in das SR transportieren
und den Fiillungszustand dieses Zellorganells steigern [Gupta et al. 2005; Marguliez et
al. 2003]. Somit scheint sich das Gleichgewicht zwischen dem Ca**-Einstrom von
extrazellulir und dem Ca**-Ausstrom aus dem SR dem physiologischen Zustand wieder
anzunihern, was zu der beobachteten Verbesserung der systolischen und diastolischen

Parameter beitragen konnte [Terracciano et al 2003; Heerdt et al. 2000].

1.4.4 Verianderung der neurohumoralen Parameter

Einen wichtigen Beitrag zur Verbesserung des Gesundheitszustandes der Patienten
leistet insbesondere die Normalisierung der neurohumoralen Faktoren. Durch Verbes-
serung der peripheren Durchblutung kommt es zu einer Normalisierung des RAAS,
wodurch es zum einen zum Absinken des Blutdruckes kommt, was die Nachlast senkt
und so den Energieverbrauch des Herzens reduziert, wodurch die Sauerstoffversorgung
des Herzens verbessert wird. Zum anderen wird durch Absinken der Angiotensin II-
Konzentration neben der ventrikuldren Wandspannung ein weiterer Stimulus des Zell-
wachstums entfernt.

Neben der Anpassung des RAAS sinken auch die Katecholaminkonzentrationen im
Blut, da sie fiir die Aufrechterhaltung der Herzleistung nicht mehr bendtigt werden.
Hierdurch konnte es zu einer erneuten Sensibilisierung und Zunahme der unter
chronischer Druckbelastung desensitivierten und reduzierten Katecholaminrezeptoren
kommen. Auch wenn dies bisher noch nicht gezeigt werden konnte, kommt es dennoch
zu einer verbesserten Ansprache der Kardiomyozyten auf positiv inotrope Substanzen
unter chronischer Druckentlastung mittels VAD, weshalb eine Normalisierung der

Funktion der Katecholaminrezeptoren nahe liegend ist [Dipla et al. 1998].
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Somit scheinen die erkrankten Kardiomyozyten nach Unterstiitzung durch ventrikulére
Pumpensysteme in den bisher durchgefiihrten klinischen Studien wieder eine weit-

gehend physiologische Arbeitsweise aufzunehmen.

1.5 Probleme klinischer Studien und die Notwendigkeit eines Tiermodells

Auch wenn bereits viele Vorginge unter mechanischer Entlastungstherapie bekannt
sind, sind die meisten Mechanismen weitgehend unverstanden.

Ein Problem in diesem Zusammenhang stellen die bei der Entwicklung von klinischen
Studien auftretenden Komplikationen dar. Um aussagekriftige Ergebnisse zu erzielen
benotigt man ausreichend grof3e Patientenkollektive als Vergleichsgruppen, die auch in
spezialisierten Zentren kaum erreicht werden konnen. Daneben wird die Anzahl an
Patienten durch zahlreiche weitere Faktoren, die die Ergebnisse beeinflussen konnten,
reduziert. Bei der Entlastungstherapie mittels VAD kommt es neben der durch die
Entlastung stattfindenden Atrophie zu einer Uberlagerung verschiedener Prozesse: Zum
einen sind die Herzen durch die kardialen Umbauprozesse bei der Entstehung der Herz-
insuffizienz bereits verdndert. Hierdurch ist es schwer festzulegen, ob die Veridnderun-
gen nach VAD-Therapie der Entlastung oder der zugrunde liegenden Erkrankung
zuzuschreiben sind. Auflerdem werden die Patienten neben der Entlastungstherapie mit
zahlreichen Medikamenten behandelt, deren Einfluss auf die Kardiomyozyten schwer zu
trennen ist vom Einfluss der Entlastung. Auch das Alter der Patienten wird Einfluss auf
die Verdnderung unter Entlastungstherapie nehmen. So miisste die ideale Versuchs-
gruppe aus Patienten gleichen Alters, gleicher Medikation, gleicher Grunderkrankung
und gleichem Krankheitsstadium bestehen. Durch diese Uberlagerung von Einfluss-
faktoren ist es schwierig die einzelnen Prozesse in klinischen Studien voneinander zu
trennen.

Um nun die einzelnen Vorgéinge unter Entlastungstherapie besser verstehen zu konnen
wurde ein Modell benétigt in dem man den Vorgang der Atrophie durch chronische
Druckentlastung isoliert von anderen Einflussfaktoren betrachten kann. Dieses wird
durch das international anerkannte Tiermodell der heterotopen Herztransplantation
(hHTX) nach Ono & Lindesy aus dem Jahr 1969 ermoglicht. Dieses Tiermodell be-
schreibt die Durchfiihrung einer hHTX an die abdominellen Gefid3e eines Empfinger-
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tiers bei isogenen Ratten der gleichen Altersgruppe. Das transplantierte Herz wird hier-
durch nahezu vollstindig hdmodynamisch entlastet, schligt aber dennoch im Sinus-
rhythmus. Die nativen Herzen der transplantierten Ratten dienen in den Versuchen als
Vergleichsgruppe. Hierdurch sind die Herzen wéhrend der Entlastungszeit derselben
hormonellen Umgebung ausgesetzt.

Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse dieses Modells auf die Entlastungstherapie der
chronischen Herzinsuffizienz mittels VAD konnte allerdings aufgrund der unterschied-
lichen Ausganssituationen angezweifelt werden. Interessanterweise konnte allerdings
gezeigt werden, dass trotz aller Unterschiede zwischen der Entlastung von gesunden
Herzen der Ratte und erkrankten menschlichen Herzen dennoch eine Ubertragbarkeit
zwischen beiden Situationen gewdhrleistet ist. Denn es gibt Vorgénge, die durch chroni-
sche hdmodynamische Entlastung unabhingig von der Spezies und der Ausgangs-
situation stattzufinden scheinen [Doenst et al. 2006]. Diese primir durch
hdmodynamische Entlastung verursachten Vorgédnge konnen mit dem Modell der hHTX
identifiziert werden. Basierend auf den Kenntnissen der zelluliren Vorginge bei
kardialer Atrophie konnte der Aufbau von klinischen Studien anschlieBend stark
erleichtert werden, da ganz gezielt bestimmte Faktoren an den durch VADs entlasteten

Herzen untersucht werden konnten.
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1.6 Bisherige Erkenntnisse aus der Entlastung mittels hHTX

Bei chronischer Druckentlastung von Kardiomyozyten durch hHTX kommt es ebenfalls
zu einem Umbauprozess auf histologischer, elektrophysiologischer und molekular-
biologischer Ebene.

Zunidchst wird die Herzarbeit und die iiber den Ventrikelwidnden liegende Wand-
spannung durch die hHTX auf ein Minimum reduziert, da die Operation eine maximale
himodynamische Entlastung des Herzens durch Entfallen der Vor- und Nachlast
bewirkt. Hierdurch kommt es zu einer Atrophie der Kardiomyozyten, wodurch die
Gesamtmasse des Herzens reduziert wird [Campbell et al. 1991; Korecky et al. 1991].
Es wurde befiirchtet, dass ab einem gewissen Stadium die Atrophie des Herzmuskels
derart fortschreiten wiirde, dass es zu einer Verschlechterung der kontraktilen Parameter
kommen konnte. Diese Befiirchtung wurde an iiber mehreren Wochen entlasteten Kar-
diomyozyten von Ratten teilweise bestitigt. Hier zeigte sich ndmlich eine eindeutige
Zeitabhidngigkeit der kontraktilen Parameter, besonders in Bezug auf die diastolische
Funktion. Wihrend nach zweiwdchiger Entlastung keine Veridnderungen im Ca**-Haus-
halt und den kontraktilen Eigenschaften nachzuweisen waren [Ritter et al. 2000; Ito et
al. 2003], zeigte sich nach fiinfwochiger Entlastung eine Verschlechterung einiger dias-
tolischer Parameter. Dies ist wahrscheinlich auf eine verlangsamte Ca**-Extrusion
zuriickzufiihren, die mit einer verminderten Aufnahme von Ca®* in das SR zusammen-
hiangen konnte [Ito et al. 2003].

Auch scheint die chronische Druckentlastung der transplantierten Herzen zum einen
durch eine reduzierte Aktivitdt des transienten Auswaértsstroms I, zu einer Verldngerung
der APs [Schwoerer et al. 2008] und zum anderen zu einer Umstellung der Energie-
gewinnung auf die Verbrennung von Zuckern zu fithren [Depre et al. 1998].

Gerade durch diese Erkenntnisse wurde festgestellt, dass es durch chronische Druck-
entlastung, wie bei der chronischen Druckbelastung zu einer dem fetalen Muster
dhnlichen Genexpression zu kommen scheint, wodurch zwischen chronischer Druck-
belastung und Druckentlastung Parallelen gezogen werden konnten [Depre et al. 1998].
Diese Parallelen zwischen fetalem, insuffizientem und atrophiertem Myokard sollen in

Tabelle 3 dargestellt werden.
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Tabelle 3: Elektrophysiologische, metabolische Verinderungen sowie Verinderun-

gen des Ca**-Haushaltes;

11 positive bzw. negative Regulation des gezeigten Parameters
DCM: dilatative Kardiomyopathie

ICM: ischdmische Kardiomyopathie

HCM: hypertrophe Kardiomyopathie

AS:  Aortenstenose

HI: Herzinsuffizienz

1),5),6),7) [Wickenden et al. 1998] = Mensch (DCM, HCM)

2) [Schwoerer et al. 2008] > Ratte  (hHTX)

3),9) [Kilborn et al. 1990] - Ratte  (fetal versus juvenil)
4) [Terraciano et al 2003] -> Mensch (VAD)

8) [Schwoerer et al. 2008] > Ratte  (hHTX)

10), 11), 22) [Escobar et al. 2003] - Ratte  (fetal versus juvenil)
12) [Heerdt et al. 2000] - Mensch (DCM;ICM)

13), 14) [Gupta et al. 2005] -2 Hund (VAD, HCM)

16), 17), 18) [Bers et al: 2006] - Mensch (HF)

19), 20) [Schwoerer et al. 2008] > Ratte  (hHTX)

21) [Schwoerer et al. 2008] > Ratte  (hHTX)

23), 24) 25) [Depre et al. 1998] - Ratte (AS; hHTX)
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Aufgrund dieser Parallelen stellt sich die Frage in wie weit auch die chronische Druck-
entlastung durch Entstehung einer Atrophie dem Herzen schaden kann. Um diese Frage
zu klidren miissen die Verdnderungen unter durch chronicher Druckentlastung herbeige-
fiihrter Atrophie des Herzens an dem Modell der hHTX genauer untersucht werden. Die
Kenntnis der Parameter, die durch Entlastung zu einer Verschlechterung der kardialen
Funktion fithren konnten, scheint hierbei essentiell zu sein, da zum Beispiel durch
pharmakologische Intervention die Option zur Umgehung dieser Parameter bestiinde.
Hierdurch konnte die Entlastungstherapie mittels VADs optimiert werden und einem

breiteren Patientenkollektiv zur Verfiigung stehen.
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1.7 Problemstellung und Ziele der Arbeit

Chronische Druckbelastung fiihrt zu einer Verdnderung der Genexpression, die dem
fetalen Expressionsmuster dhnelt. Dieser Umbauprozess konnte einen Kompensations-
versuch des Herzmuskels darstellen um den gesteigerten Arbeitsanforderungen
entsprechen zu konnen. Allerdings scheint der als Kompensationsversuch angesehene
Umbauprozess in Kombination mit einer unverminderten Druckbelastung den Fort-
schritt der Erkrankung nicht aufhalten zu konnen. Hierbei wird sogar davon ausgegan-
gen, dass insbesondere die Regression auf eine fetale Elektrophysiologie als Bestandteil
der unter chronischer Druckbelastung stattfindenden Verdnderungen langfristig zu der
Verschlechterung der kardialen Situation mit beitragen konnte.

Die Implantation von mechanischen Unterstiitzungssytemen, den so genannten VADs,
fiihrt zur Druckentlastung der erkrankten Herzen, was zu einer erneuten Verbesserung
der kardialen Pumpfunktion fiihrt. Allerdings wurde an Entlastungsmodellen im Tier-
versuch gezeigt, dass in Bezug auf zahlreiche Proteine die fetale Genexpression unter
chronischer Druckentlastung erhalten bleibt, also derjenigen druckbelasteter Kardio-
myozyten im kompensierten Stadium dhnelt. In solchen Modellen konnte auch gezeigt
werden, dass es nach lidngerer Entlastung zu einer Verschlechterung der kontraktilen
Parameter, insbesondere der diastolischen Funktion kommt. Dies deutet darauf hin, dass
die physikalisch gegensitzlichen Situationen der Druckbelastung und Druckentlastung
zu dhnlichen Verdnderungen in den Kardiomyozyten fithren. Ist dies tatsdchlich der
Fall, konnte auch die Entlastung mittels VAD-Therapie nach initialer Verbesserung der
hdmodynamischen Parameter zu einer erneuten Verschlechterung der Herzleistung
fiihren. Die genaue Kenntnis dariiber, welche Faktoren sich durch hdmodynamische
Entlastung verdndern, ist essentiell, da hierdurch die Entlastungstherapie mittels VADs

verbessert werden konnte.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Vorginge bei Druckentlastung und
Druckbelastung

Da den Parametern des zelluliren Ca’*-Haushaltes eine zentrale Rolle bei der
Entstehung des Umbauprozesses unter chronischer Druckbelastung zugeschrieben
werden, sind diese Parameter auch bei chronischer Druckentlastung von zentralem
Interesse. Aufgrund der Ahnlichkeit der Verinderungen unter chronischer Druckbelas-
tung und Druckentlastung kann hypothetisch angenommen werden, dass sich auch die
Bestandteile des Ca**-Haushaltes unter chronischer Druckentlastung #hnlich verhalten
werden wie unter chronischer Druckbelastung.

So sollen in dieser Arbeit durch den Vergleich von durch hHTX atrophierten und
nativen, normal belasteten Kardiomyozyten folgende Fragen iiber einige funktionelle
Parameter des Ca**-Haushaltes beantwortet werden.

1) Wie verhilt sich der Ic,. linksventrikuldrer Kardiomyozyten der Ratte unter
chronischer Druckentlastung durch hHTX im Bezug auf seine Stromgréfe und
Kinetik?

2) Kommt es an linksventrikuldren Kardiomyozyten der Ratte bei chronischer
Druckentlastung durch hHTX zu einer Reexpression des T-Typ Ca**-Kanals?

3) Wie verhilt sich der Ca’*-Einstrom wihrend des APs an linksventrikulidren
Kardiomyozyten der Ratte unter chronischer Druckentlastung durch hHTX?

Nach Beantwortung dieser Fragen sollen die Ergebnisse dieser Arbeit in den Vergleich
zwischen chronischer Druckbelastung und Druckentlastung eingebracht werden und
insbesondere mit den fetalen Parametern dieser Bestandteile des Ca’*-Haushaltes

verglichen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Ubersicht

Zur Induktion der hdamodynamischen Entlastung des linken Ventrikels wurden die
Herzen minnlicher Lewis-Ratten (n=19) im Alter von 6 Wochen mit einem Gewicht
von 200g bis 260g einer heterotopen Herztransplantation (hHTX) nach K.Ono und
E.S.Lindsey (1969) unterzogen. Fiir simtliche Versuche lagen von den jeweils zustén-
digen Behorden entsprechende Genehmigungen vor. Das Spenderherz wurde durch
Erzeugung von Anastomosen zwischen Aortenbogen des Spenderherzens und Bauch-
aorta des Empfingertiers und zwischen Truncus Pulmonalis des Spenderherzens und
Vena Cava Inferior des Empfingertiers in den Bauchraum implantiert. Da fiir die
Versuche isogene Ratten verwendet wurden, konnte auf eine Immunsuppression
verzichtet werden. Die transplantierten Herzen wurden hierdurch fiir vierzehn Tage
hdmodynamisch entlastet.

Am Ende dieser zweiwochigen Periode wurden sowohl die entlasteten als auch die
nativen Herzen entnommen, die Kardiomyozyten isoliert und mit geeigneten Methoden

elektrophysiologisch untersucht.
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2.2 Durchfiihrung der heterotopen Herztransplantation nach Ono & Lindsey

2.2.1 Entnahme des Spenderherzens

Der Spender wurde mit 4,5%—5% Isofluran bei einer Flussstirke von 700ml/min narko-
tisiert. Nach Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe wurde das Abdomen eroffnet
und die abdominale Aorta sowie die Vena Cava Inferior frei priapariert. Um das Throm-
boserisiko zu minimieren, wurden 100.000 internationale Einheiten (IE) Heparin in die
Vena Cava Inferior injiziert. Durch einen Schnitt in die abdominale Aorta wurde das
Herz entlastet. AnschlieBend wurde eine Thorakotomie durchgefiihrt und das Herz frei-
gelegt.

Durch die Vena Cava Inferior wurde 10ml kardioplege Losung (L-01; siehe Kapitel
2.8.1) injiziert, wodurch das Herz durch den K*-Uberschuss in der Diastole arretierte.
Die zu- und abfithrenden GefidB3e des Herzens wurden in folgender Reihenfolge legiert:
Vena Cava Superior, Vena Cava Inferior und an beiden Lungenhila die zu den Lungen
fiihrenden GefidBe. AnschlieBend wurde das Herz von den beiden Lungenfliigeln, der
Aorta und den Venae Cavae abgetrennt und in 4°C kalte kardioplege Losung gelegt, wo
es bis zur Implantation in den Empfinger aufbewahrt wurde. Von diesem Zeitpunkt an

wurde die kalte Ischamiezeit bestimmt.

2.2.2 Implantation des Herzens

Zur Implantation des zuvor entnommenen Herzens wurde das Empfangertier mit einer
volatilen Narkose narkotisiert (Isofluran 1,5%-2%), intubiert und mechanisch beatmet.
Nach Eroffnung des Abdomen wurde die Aorta Abdominalis und die Vena Cava
Inferior kurz unter dem Abgang der renalen GefiBle freigelegt. Segmentale Gefille
wurden verddet, abdominale Aorta und Vena Cava Inferior abgeklemmt und
anschliefend in longitudinaler Richtung 2—3mm eroffnet.

Das Herz wurde zunichst so an die Gefidlle gelegt, dass die anteriore Seite des Herzens
dem Operateur zugewandt zu liegen kam. In dieser Position wurden der obere, der
untere und der vordere Rand der Aorta des Spenders an die Aorta des Empfingers

verndht. Um an den ehemaligen Truncus Pulmonalis zu gelangen wurde das Herz
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gewendet, wonach die hintere Seite des Herzens zum Operateur zeigte. Die
Aortenanastomose wurde auf der Riickseite vervollstindigt und die vendse Anastomose
zwischen Vena Cava Inferior des Empfingers und Truncus Pulmonalis des
Spenderherzens analog zur arteriellen Anastomose durchgefiihrt (siche Abbildung 10).
Nach Vervollstindigung der Anastomosen wurden die Klemmen gelost, wodurch die
Herzkranzgefile wieder anterograd durchblutet wurden. Innerhalb von 1-2min nach
hergestellter Reperfusion schlugen die transplantierten Herzen wieder im Sinus-
rhythmus. Durch die so wieder hergestellte Sauerstoffversorgung des kardialen
Gewebes wurde die kalte Ischimiezeit des Myokards beendet. Diese betrug in den hier
durchgefiihrten Versuchen zwischen 35min und 50min. Nach dem Eingriff wurde der
Situs schichtweise verschlossen und das Tier mit einer Schmerztherapie subkutan
behandelt.

Durch diese hHTX kommt es bei intakter Aortenklappe zu folgendem Blutfluss: Aorta,
Herzkranzgefifle, Koronarvene, rechter Vorhof, rechter Ventrikel, Truncus Pulmonalis,
Vena Cava Inferior. Abgesehen von geringem Pendelblut iiber der Aortenklappe kommt

es so zu einer nahezu vollstindigen Druckentlastung des linken Ventrikels.

Aorta
Abdominalis

; -
Vena Cava / 9 { )

Inferior

Truncus
Pulmonalis

Abbildung 10: Heterotope Herztransplantation nach Ono & Lindesy
[mod. nach Ono & Lindsey et al. 1969]

Sicht auf das transplantierte Herz bei Herstellung der
GefdBanastomosen an den abdominalen Gefid3en des Empfingers
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2.3 Beurteilung der linksventrikuldaren Masse und der Herzfrequenz

Um das AusmalBl der Reduktion der linksventrikuliren Masse (LVM) und die
Herzfrequenz (HF) bestimmen zu konnen, wurden die Ratten vierzehn Tage nach der
Operation am Tag vor der Entnahme der Herzen echokardiographisch untersucht.

Hierzu wurden die Ratten mit 1% Isofluran sediert und eine hoch auflosende 2D-Echo-
kardiographie (Vevo 600, VisualSonics) durchgefiihrt. Die Herzfrequenz wurde direkt
aus den Messdaten der Echokardiographie bestimmit.

Des Weiteren konnte der ventrikuldre Durchmesser lings (Az) und quer (L) sowie die
Wanddicke (T) und der Durchmesser des linken Ventrikels inklusive muskulidrer Wand
(A1) bestimmt werden (sieche Abbildung 11). Alle Werte wurden sowohl wihrend der
Systole als auch wihrend der Diastole bestimmt und anschlieend gemittelt. Die links-
ventrikulidre Masse wurde aus den derart gewonnenen Daten nach folgender Gleichung

berechnet: LVM(mg)=1.05[5/6A;x(L+T)~(5/6A>xL)] [Collins et al. 2001].

/
-

Klappenebene

Septum

+—____ Freie Wand des

linken Ventrikels

Abbildung 11: Parameter zur Berechnung der linksventrikuliren Masse

L:  Innendurchmesser quer zum Ventrikel

A;:  Innendurchmesser quer zum Ventrikel + muskuldrer Wand
A,:  Innendurchmesser lings zum Ventrikel

T:  Wanddicke

Die Bestimmung dieser Parameter fand mittels Echokardiographie
(Vevo 600, VisualSonics) statt.
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2.4 Durchfithrung der Zellisolation

Einen Tag nach der echokardiographischen Untersuchung wurden sowohl die
transplantierten als auch die nativen Herzen entnommen und die Kardiomyozyten des
linken Ventrikels beider Herzen isoliert. Dabei wurden die Ratten mit 1,5-2% Isofluran
narkotisiert. Nach Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe wurde das Abdomen
erdffnet und das transplantierte Herz im Bauchraum frei pripariert. Aorta Abdominalis
und Vena Cava Inferior wurden abgeklemmt und das transplantierte Herz an der Aorta
gefasst und abgetrennt. Das noch schlagende Herz wurde in 4°C kalte kardioplege
Losung (L-01; siehe Kapitel 2.8.1) gelegt, wo die mechanische Aktivitdt nach drei bis
vier weiteren Schldgen sistierte.

Die Zellisolation wurde als Modifikation einer von Isenberg und Klockner 1982
beschriebenen Methode durchgefiihrt. Hierbei wurde die Aorta mittels eines Glas-
rohrchens kaniiliert und freihdngend unter Verwendung einer Langendorff- Apparatur
druckkontrolliert (ca. 75SmmHg) mit verschiedenen Losungen anterograd perfundiert.
Alle fiir die Perfusion verwendeten Losungen wurden bei einer Temperatur von 37°C
mit 100% O, gesittigt.

Fiir 5min wurde mit nominell Ca**-freier Tyrode-Losung (L-02; siche Kapitel 2.8.1)
gespiilt um die HerzkranzgefdB3e von Blutresten zu befreien. Nach dieser Spiilung wurde
das Herz fiir 15min mit Hilfe einer Enzymlosung, die das kardiale Bindegewebe
zersetzte, rezirkulierend perfundiert. Dabei wurde Kollagenase (Typ CLS 2, 200U/mL;
Biochrom KG, Berlin, Deutschland) und Protease (Typ 14, 0,7U/mL; Sigma, Miinchen,
Deutschland) zu der Ca®*-freien Tyrode-Losung (L-02) gegeben. Um Enzymreste
auszuwaschen wurde anschlieBend noch einmal fiir Smin mit einer 1mmol Ca**-enthal-
tenden Tyrode-Losung gespiilt.

Das Herz wurde von der Kaniile gelost und die freie Wand des linken Ventrikels entlang
des Septum Interventriculare abgetrennt. Von diesem Gewebestiick wurden jeweils eine
endokardiale und eine epikardiale Probe entnommen. Diese Proben wurden in Immol
Ca”*-haltiger Tyrode-Losung in einem 41°C warmen Wasserbad fiir einige Minuten
vorsichtig geschwenkt und anschlieend gezupft. Es entstand eine triibe Zellsuspension.
In der Zwischenzeit wurde das native Herz der Ratte ebenfalls entnommen und die

Zellen nach der oben beschriebenen Methode isoliert.
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Die isolierten Kardiomyozyten wurden in einer 1 mmol Ca2+—ha1tigen Tyrode-Lsung
aufbewahrt. Nachdem sich die Zellen auf dem Boden des Gefdles abgesetzt hatten,
wurden die elektrophysiologischen Versuche mit Hilfe der patch-clamp Technik durch-
gefiihrt

2.5 Patch-clamp Technik

2.5.1 Die patch-clamp Technik

1976 publizierten Erwin Neher und Bert Sakmann aus Géttingen die patch-clamp Tech-
nik (patch=Membranfleck, clamp=Klemme) [Neher et al. 1976]. Dieses Verfahren
erlaubte erstmals, den Stromflufl von Ionen im Bereich von pA durch einzelne Kanile in
der Zellmembran zu messen. Bei der patch-clamp Technik wird eine saubere und
polierte Mikropipette aus Glas (Patchpipette) mit einer Elektrolytlosung
(Pipettenlosung) gefiillt und vorsichtig auf die Zellmembran gesetzt. Durch Anlegen
eines leichten Unterdrucks saugt sich die Pipettenspitze an der Zellmembran fest und
isoliert den darunter liegenden Membranfleck (das so genannte patch) elektrisch von
seiner Umgebung. Die Mechanismen, die im Einzelnen zu einer solchen Abdichtung
(auch seal genannt) fiihren, sind dabei noch weitgehend ungeklirt [Corey et al. 1983;
Milton et al. 1990; Rae et al. 1992]. Seal-Widerstinde im Bereich von mehreren Giga-
ohm (G(Q) werden als Gigaseal bezeichnet und ermoglichen die Registrierung von
Stromspriingen, welche durch einzelne Schaltvorgidnge von lonenkanilen verursacht
werden [Hamill et al. 1981]. Bemerkenswerterweise ist die mechanische Belastbarkeit
einer solchen Verbindung zwischen Pipette und Zelle sehr hoch, so dass Messungen an
Herzmuskelzellen durchaus iiber einen Zeitraum von einer halben Stunde stabil vorge-
nommen oder Badlosungen wihrend eines Experimentes ausgetauscht werden konnen.

Die direkt nach der Sealbildung vorliegende cell-attached Konfiguration stellt die
Ausgangssituation fiir weitere Messkonfigurationen (whole-cell, outside-out, inside-out)
dar. Da in der vorliegenden Arbeit alle Versuche in der whole-cell Konfiguration durch-
gefiihrt wurden, wird im Folgenden nur auf die Herstellung und die Eigenschaften der

cell-attached und der whole-cell Konfiguration eingegangen.
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2.5.2 Die cell-attached Konfiguration

Nach Erreichen einer elektrischen Abdichtung durch Herstellung eines GQ-Seals
befindet sich die Zelle in der so genannten cell-attached Konfiguration. Es kdnnen
Strome gemessen werden, die durch den direkt unter der Pipette gelegenen Membran-
fleck flieBen. Da die Zelle bei dieser Konfiguration intakt bleibt, kdnnen so zum
Beispiel durch Modifikationen in der extrazelluliren Badlosung Ionenstrome unter
Wahrung der physiologischen Zellmechanismen untersucht werden. Dabei muss jedoch
in Kauf genommen werden, dass weder das Zellmembranpotential noch die zytosoli-
schen lonenkonzentrationen genau bekannt sind und dementsprechend auch nicht
definiert werden konnen. Die cell-attached Konfiguration ist dariiber hinaus die Aus-
gangsposition  fiir die  Ganzzellkonfiguration  (whole-cell ~ Konfiguration)

[Hamill et al. 1981].

2.5.2.1 Die whole-cell Konfiguration

Die whole-cell Konfiguration zeichnet sich dadurch aus, dass ein direkter elektrischer
Kontakt zwischen dem Pipetteninnenraum und dem Zellinneren besteht. Somit konnen
Strome gemessen werden, die iiber die gesamte Zellmembran flieBen und das Zell-
membranpotential kann bestimmt und veridndert werden.

Die in der whole-cell Konfiguration iiber der Zellmembran gemessenen Strome bilden
einen Summenstrom aus den Stromen aller in der Zellmembran befindlichen und akti-
ven lonenkandle, weshalb diese Konfiguration auch als Ganzzellableitung (whole-cell)
bezeichnet wird. Da der Summenstrom in der Regel die Strome einzelner Ionenkanile
bei weitem {iibersteigt und der Beitrag einzelner Kanile verschiedener Gruppen variiert,

wird so nur ein ,,makroskopisches* Strommuster dieser Zelle gewonnen.

2.5.2.2 Die ruptured-patch Technik

Um von der cell-attached Konfiguration zu der Ganzzellableitung zu gelangen, muss die
Pipette Zugang zur Zelle durch die Zellmembran bekommen. Die iibliche Methode, die

auch in dieser Arbeit verwendet wurde um eine Ganzzellableitung zu erlangen ist die

47



Material und Methoden

ruptured-patch Technik. In der cell-attached Konfiguration wird zuerst die Zell-
membran durch einen kurzen Strompuls (zum Beispiel 900 mV fiir 0,1 s) destabilisiert
und dann der Membranfleck unter der Patchpipette durch vorsichtige Applikation von
Uber- oder Unterdruckpulsen mechanisch zerstort.

Dies fiihrt zu einer direkten Verbindung zwischen dem Pipetteninnenraum und dem
Zellinneren. Es kommt nun zu einem LOsungsaustausch, wobei die Elektrolyt-
zusammensetzung in der Zelle nach kurzer Zeit praktisch der verwendeten Pipetten-
16sung entspricht, da das Volumen der Patchpipette sehr viel groBer ist als das der
Zelle [Marty et al., 1995]. Bei dieser Technik kann nicht ausgeschlossen werden, dass
durch die Druckpulse nicht-membranstindige Zellorganellen in die Néhe der
Zellmembran gebracht werden oder sogar mit dieser verschmelzen, was einen nicht zu
definierenden Einfluss auf die Ergebnisse nehmen kann.

Ein anderes Phidnomen ist die zu beobachtende Aktivitdtsabnahme einiger Kanile, da
durch das Auswaschen des Zytoplasmas mit Pipettenlosung Substanzen aus der Zelle
entfernt werden konnen, die fiir die Aktivitiat von Kanilen, unter anderem auch fiir die
der spannungsabhiingigen Ca**-Kaniile, von Bedeutung sein konnen. Diese Aktivitits-
abnahme der spannungsabhingigen Ca**-Strome war in den hier durchgefiihrten
Versuchen 15-20min nach Versuchsbeginn nachweisbar. Aus diesem Grund wurden in

den vorliegenden Experimenten nur Versuche innerhalb dieses Zeitfensters verwendet.

2.5.3 Voltage-clamp und current-clamp

Ist ein elektrischer Zugang zur Zelle gebildet, wird generell zwischen zwei elektrischen
Registrierkonfigurationen unterschieden: Bei der Spannungsklemme (voltage-clamp)
wird das Membranpotential festgelegt (,,geklemmt*) und die Strome, die fiir die Auf-
rechterhaltung dieses Potentials notwendig sind, aufgezeichnet. Bei der Stromklemme
(current-clamp) hingegen wird der Gesamtstromfluss tiber der Zellmembran vorgegeben
und das resultierende Membranpotential registriert. Als Sonderfall gilt die so genannte
Nullstromklemme. Hierbei wird der Gesamtstromfluss iiber die Zellmembran auf O pA
geklemmt. Das dabei registrierte Membranpotential entspricht weitgehend dem Ruhe-

membranpotential [Hamill et al. 1981].

48



Material und Methoden

2.5.4 Elektrische Eigenschaften der Ganzzellableitung

Bei der Ganzzellableitung in der Spannungsklemme wird das elektrische Potential
zwischen der Messelektrode und der in der Badlosung befindlichen Referenzelektrode
durch die Kommandospannung V,;, definiert. Dabei entspricht V,;, nicht dem tatséich-
lich an der Zellmembran anliegenden Potential V. Die zwischen der Messelektrode
und der Referenzelektrode angelegte Spannung fillt an zwei in Serie geschalteten
Widerstidnden ab: dem Serienwiderstand (R;) und dem Membranwiderstand (R.,).

Der Serienwiderstand (R;) entspricht dem zwischen dem Silberdraht der Messelektrode
und dem Zytosol zu findenden elektrischen Widerstand. Idealerweise ist dieser genauso
grol wie der elektrische Widerstand der Pipette (Rjp). Beim Rupturieren der Zelle
konnen jedoch Membranbestandteile und auch Zellorganellen in den Miindungsbereich
der Pipette gelangen, so dass sich der Zugangswiderstand meist auf das zwei- bis
dreifache des Pipettenwiderstandes erhoht. Dariiber hinaus kann sich der Ry im Verlauf
des Versuchs dndern und muss daher stindig kontrolliert werden. Durch gezielte vor-
sichtige Uberdruckpulse ist es moglich die Pipettenspitze von Membranpartikeln und
Organellen ,.freizurdumen® und so einen erhohten R wieder zu senken. Der R; lag bei
den mittels der ruptured-patch Technik eingeleiteten Versuchen iiblicherweise unter
10MQ.

In Reihe zum Serienwiderstand liegt der Membranwiderstand (Ry), so dass fiir den
Gesamtwiderstand Rges insgesamt gilt: Rgei=Rs+Ry,. Fiir die an der Membran effektiv
anliegende Spannung V., gilt dementsprechend (mit V als der am Serienwiderstand
abfallenden Spannung): V,=V;,—V,. Nur fiir den Fall, dass R, deutlich kleiner ist als
R, kann davon ausgegangen werden, dass der grofite Teil der Kommandospannung an
der Membran abfillt und das Zellmembranpotential tatséchlich V;, entspricht. Steigt R
hingegen stark an, so fillt die Kommandospannung in zunehmendem MaBle daran ab
und V, weicht immer mehr von V,;, ab, wodurch es zu einer Verfilschung der
Versuchsergebnisse kommen kann. Somit wurden nur Zellen mit einem niedrigen R; fiir

die Versuche verwendet.
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2.5.4.1 Kompensation des Serienwiderstandes R

Wie in 2.5.4 beschrieben fillt ein Teil der Kommandospannung immer am Serienwider-
stand R ab, so dass an der Zellmembran eigentlich eine niedrigere Spannung anliegt als
im Versuchsprotokoll geplant. Dieser Verlust ldsst sich kompensieren indem
systematisch zu dem injizierten Strom eine zusitzliche Stromkomponente durch die
verwendete Software addiert wird, die einen groBen Teil des erwarteten Spannungs-
verlustes ausgleicht. Dazu wird R, regelmifig im Versuchsverlauf durch einen geeig-
neten Testpuls ermittelt und der erwartete Verlust berechnet. Um positive Riick-
kopplungseffekte zu vermeiden wurde in den vorliegenden Experimenten die Kompen-

sation auf 85% begrenzt.

2.5.4.2 Ubergangspotentiale und deren Korrektur

An den Grenzflichen zwischen zwei verschiedenen Losungen oder einer Losung und

einem Leiter kommt es aufgrund von Konzentrationsunterschieden zu Ionen-

verschiebungen. Dadurch entstehen elektrische Potentiale, die Ubergangs- oder auch

Grenzflachenpotentiale.

Bei dem hier beschriebenen Versuchsaufbau muss vor allem an folgenden Ubergiingen

mit solchen Potentialen gerechnet werden (betrachtet in der Reihenfolge von der

Referenz- zur Messelektrode):

1) zwischen der Silber/Silberchlorid-Messelektrode im Referenzbad und der
Pipettenlosung

2) zwischen der Pipettenlosung in der Agar-Briicke und der Badlosung (liquid junction
Potential)

3) zwischen der Badlosung und der Pipettenlosung in der Pipettenspitze (ebenfalls ein
liquid junction Potential)

4) zwischen der Pipettenlosung und der Silber/Silberchlorid-Referenzelektrode des
Verstérkers.

Die Potentiale 1) und 4) entstechen beide durch Grenzflichen zwischen einer

Silber/Silberchlorid-Elektrode und der Pipettenlosung. Sie sind vom Betrag her
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idealerweise gleich grol und heben sich gegenseitig auf. Eventuelle Abweichungen
wurden vor Versuchsbeginn bestimmt und kompensiert.

Die Ubergangspotentiale 2) und 3) sind gleich groB und heben sich solange auf, wie die
Pipettenoffnung frei in der Badlosung steht. Kommt es zu einer Abdichtung zwischen
der Pipette und der Zelle, féllt die Grenzfliche zwischen der Bad- und der Pipetten-
16sung an der Pipettenspitze weg und somit auch das Ubergangspotential 3). Das liquid
junction Potential an der Grenzflache zwischen der Agar-Briicke und der Badlosung (2)
hingegen bleibt weiterhin erhalten. Dieses Grenzflachenpotential wurde fiir alle
Versuchslosungen bestimmt und dann automatisch von der Steuersoftware des EPC-9
beriicksichtigt. Typische Werte fiir das liquid junction Potential lagen bei Verwendung
der Standard-Badlosung fiir die Standard-Pipettenlosung bei 3,2mV und fiir die
K-Glutamat Pipettenlosung bei 12,0mV.

2.5.5 Vorzeichenkonventionen

Definitionsgemédll wird sowohl die Richtung des Stromflusses als auch das angelegte
Haltepotential aus der Sicht der Zelle betrachtet. Dabei gilt, dass ein Einwértsstrom
durch den Fluss von positiven Ladungstrigern in die Zelle hinein bzw. von negativen
Ladungstragern aus der Zelle heraus hervorgerufen wird. Auswirtsstrome werden
dementsprechend durch den Fluss von negativen Ladungstrigern in die Zelle hinein
bzw. von positiven Ladungstrigern aus der Zelle heraus getragen. Weiterhin werden
Einwértsstrome mit einem negativen Vorzeichen, Auswirtsstrome mit einem positiven
Vorzeichen versehen. In Grafiken werden Einwirtsstrome daher unterhalb der Nulllinie
und Auswirtsstrome oberhalb der Nulllinie aufgetragen.

Negativere Haltepotentiale als das Ruhemembranpotential (-80mV) entsprechen einer
Membranhyperpolarisation (das Zellinnere ist im Vergleich zum Extrazelluldrraum
negativ), positivere Haltepotentiale einer Membrandepolarisation (das Zellinnere ist im

Vergleich zum Extrazelluldrraum positiv).
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2.6 Der patch-clamp Versuchsstand

2.6.1 Die mechanischen Komponenten

Selbst geringste Relativbewegungen zwischen der Patchpipette und der Zelle storen
patch-clamp Versuche. Daher wurde der Versuchsstand zum Schutz gegen mechanische
Erschiitterungen zum einen auf einem Luftkissen gelagert und zum anderen auf einem
schwingungsgeddmpften Steintisch aufgebaut. Um die Messapparatur gegen elektro-
magnetische Felder der Umgebung zu schiitzen wurde der Versuchsstand von einem
Faradaykifig aus Eisen umgeben, der getrennt vom schwingungsgeddmpften Tisch auf
einem festen Ubertisch stand.

Der Vorverstiarker des patch-clamp Verstiarkers, an dem auch die Pipettenhalterung
befestigt war, wurde auf einem motorgetriecbenen Mikromanipulator (HS6/3 Mirzhéu-
ser) montiert. Die eigentliche Versuchskammer war in den Kreuztisch des Mikroskops
eingelassen. Bei dem Mikroskop (Zeiss Axiovert 25) handelte es sich um ein inverses
Mikroskop, bei dem die Versuchskammer von oben beleuchtet wird und die Objektive
von unten an die Versuchskammer herangefiihrt werden. Dadurch blieb oberhalb der
Versuchskammer geniigend Platz, um mit den Versuchsapparaturen zu arbeiten. Zur
besseren Darstellung der Zelloberflaichen wurden Varelkontrast-Objektive von Zeiss
verwendet, die zusammen mit 10-fach vergroBernden Okularen eine 100- bzw.
400-fache VergroBerung erlaubten. Eine an das Mikroskop angeschlossene CCD-
Kamera (Sony) ermdoglichte es iiber einen Monitor die Zelle zu beobachten.

Der Pipettenhalter war mit einem Schlauch verbunden iiber den sowohl mittels einer
Glasspritze als auch eines Mundstiickes Uber- bzw. Unterdruck in der Patchpipette
hergestellt werden konnte. Die Druckmessung erfolgte dabei iiber ein

flussigkeitsgefiilltes, U-formig geformtes Glasrohr.
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2.6.2 Die Versuchskammer

Bei der Versuchskammer (Eigenbau der Werkstatt) handelte es sich um eine 6x7cm
grofBe und 7mm dicke Plexiglasscheibe in die ein Versuchskanal, ein damit verbundener
Absaugkanal und eine getrennte Kammer fiir die Referenzelektrode gefridst waren. Der
Boden der Kammer bestand aus einem aufgeklebten Deckglas. Hierdurch war es
moglich den geringen Arbeitsabstand zu den stark vergroBBernden Objektiven einzuhal-
ten. Der Versuchskanal war etwa 25mm lang und 4mm breit. Auf der rechten Seite war
ein Einlaufstutzen befestigt, iiber den die Badlosungen appliziert werden konnten. Ein
Tunnel auf der linken Seite verband den Versuchskanal mit dem parallel dazu verlau-
fenden Absaugkanal. Dieser war mit 35mm Léinge und 10mm Breite etwas groBer als
der Versuchskanal.

Der Fliissigkeitspegel in der Versuchskammer wurde iiber eine Absaugpipette am
rechten Rand des Absaugkanals eingestellt. Dazu wurde die Absaugung so positioniert,
dass sie sich leicht oberhalb des gewiinschten Fliissigkeitspegels befand.

Wurde nun iiber den Zulauf eine Badlosung appliziert so stieg der Fliissigkeitspegel,
und {berfliissige Badlosung wurde abgesaugt. Gleichzeitig kam es zu einem
(unerwiinschten) elektrischen Kontakt zwischen der Badlosung und der Absaugung.
Stoppte der Fliissigkeitszulauf, sank der Fliissigkeitspegel und der Fliissigkeitsstrom zur
Absaugung riss kurz darauf ab. Nunmehr bestand keine elektrisch leitende Verbindung
mehr zwischen der Badlosung und der Absaugung. Unter Versuchsbedingungen
befanden sich etwa 0,5ml Badlosung in der Versuchskammer.

Die Kammer fiir die Referenzelektrode hatte eine GréBe von ungefdahr 7x14x7mm und
befand sich etwa 1cm links neben dem Absaugkanal. Sie war wihrend der Versuche mit
der jeweiligen Pipettenlosung gefiillt und stand nur iiber eine mit Agar und Pipetten-
16sung gefiillte Glasbriicke mit der Versuchskammer in Verbindung.

Die Badlosungen wurden in 50ml fassende Vorratsbehilter gefiillt, die in einer
Halterung ca. 40cm oberhalb der MeBkammer angebracht waren. Uber Perfusor®-
Leitungen (Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) waren diese mit dem
Einlaufstutzen in der Versuchskammer verbunden. Uber einen Absperrhahn konnte der

Zufluss reguliert werden. Bei einer vollstindigen Offnung des Zuflusses betrug die
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Stromstédrke etwa 10ml/min, d.h. ein kompletter Losungsaustausch in der Versuchs-

kammer fand in etwa drei Sekunden statt.

2.6.3 Die elektronischen Komponenten

Der patch-clamp Verstiarker besteht im Wesentlichen aus zwei Komponenten: dem
Vorverstirker und dem Hauptverstarker. Der Vorverstdrker misst das Stromsignal und
wandelt es in eine Messspannung um. Der nachgeschaltete Hauptverstédrker kann diese
Spannung weiter verstirken und filtern und dient auBerdem als Steuereinheit. Zur
Anwendung kam bei diesen Versuchen ein EPC-9 Verstirker (HEKA Electronic,
Lambrecht, Deutschland). Er wurde digital von einem Apple Power Macintosh
9500/200 angesteuert. Die Steuer- und Auswertesoftware (,PULSE®, HEKA
Electronic, Lambrecht, Deutschland) erlaubte die Sicherung der gewonnenen Versuchs-
daten in Echtzeit auf die Festplatte. Strom- und Spannungssignale wurden zusitzlich auf
einem digitalen Speicheroszilloskop (HM 407, HAMEG, Deutschland) dargestellt.

Die Referenzelektrode bestand aus einem Silber/Silberchlorid-Pellet und wurde in das
Referenzbad getaucht. Die Messelektrode des Vorverstirkers bestand aus einem Silber-
draht, der zuvor in einer 100mmol/l KCI-Losung chloriert wurde. Sie wurde von hinten
in die Patchpipette eingefiihrt. Die elektrische Verbindung zwischen der Messelektrode
und der Referenzelektrode in der Badlosung stellte eine Glasbriicke dar. Dazu wurde ein
U-formiges Glasrohrchen mit einem Durchmesser von 2mm mit der jeweiligen

Pipettenlosung, geliert mit zweiprozentigem Agar-Agar, gefiillt.

2.6.4 Die Patchpipetten

Die verwendeten Patchpipetten wurden mit einem Pipettenziehgerdt, Modell
Flaming/Brown P-97 (Sutter Instruments Company, San Rafael, CA, USA), aus 7,5cm
langen Kapillaren aus Borosilikatglas mit einem AuBendurchmesser von 1,5mm und
einem Innendurchmesser von 0,86mm gezogen (GC150-15, Clark Electromedical
Instruments, Harvard Apparatus Ltd., England). Das Ziehgerit war iiber die Parameter
Heiztemperatur, Zuggeschwindigkeit, Zugkraft und Anzahl der Ziehstufen program-

mierbar. Die Kapillare wurde horizontal in das Ziehgerit eingespannt, durch einen
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mittig angebrachten Heizdraht aus Platinlegierung erhitzt, dadurch erweicht und gleich-
zeitig gezogen. Erreichte die Ausziehgeschwindigkeit den eingestellten Maximalwert,
wurde der Zug unterbrochen und die Kapillare abgekiihlt. Daraufthin begann der nichste
Zyklus mit erneutem Erhitzen. Nach sieben Durchgéngen riss die Kapillare auseinander
und es entstanden zwei ca. 4cm lange, an der Spitze diinn ausgezogene Kapillaren, die
Patchpipetten. Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurde die Pipettenspitze mittels eines
Heizdrahtes angeschmolzen um Unebenheiten durch den Ziehvorgang zu beseitigen und
so den Abdichtungsvorgang an der Zelle zu erleichtern. Der durchschnittliche Pipetten-
widerstand (Rpip) lag bei Verwendung der Standard-Badlosung fiir die Standard-Pipet-
tenlosung bei 3.0+0.1IMQ (n=77) und fiir die K'-Glutamat Pipettenlosung bei
4.0£0.IMQ (n=73).

2.6.5 Durchfiihrung der patch-clamp Experimente

Mit einer Pipette wurden etwa 0,1ml der Zellsuspension aufgenommen und in die mit
einer Badlosung gefiillte Versuchskammer transferiert. Nach etwa fiinf Minuten hatten
sich die Zellen auf dem Kammerboden abgesetzt. Bei 100-facher VergroBerung wurde
dann eine einzelne Zelle ausgewihlt, die iiber die typische ,,Querstreifung* verfiigte und
nicht spontan kontrahierte. Jetzt erst wurde die Patchpipette mit der entsprechenden
Pipettenlosung gefiillt um eine vorzeitige Verschmutzung der Pipettenspitze zu verhin-
dern. Dazu wurde sie auf eine Einwegspritze aufgesetzt und mit angelegtem Unterdruck
fir einige Sekunden in ein mit Pipettenlosung gefiilltes Becherglas eingetaucht.
Dadurch fiillte sich die Pipettenspitze in den vorderen 0,5mm. Die restliche Pipette
wurde von hinten mit einer Spinalkanalpunktionsnadel gefiillt. Dabei eventuell entstan-
dene Luftblasen wurden durch leichtes Klopfen vorsichtig entfernt. Vor Versuchsbeginn
wurde die Pipette bis auf die vordersten 7mm leer gesaugt. Auf diese Weise konnte
sowohl ein Eindringen der Pipettenlosung in den Pipettenhalter verhindert als auch
storendes elektrisches Rauschen minimiert werden. Wurde die Pipette so in den Pipet-
tenhalter eingesetzt, ragte die Silber/Silberchlorid-Messelektrode ca. 3-4mm in die
Pipettenfliissigkeit hinein.

Die Pipette konnte nun mit dem Mikromanipulator in die Badlosung gefahren werden.

Dabei wurde darauf geachtet, dass ein leichter Uberdruck in der Pipette anlag um durch
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einen geringen Ausstrom von Pipettenlosung die Pipettenspitze frei von Verunrei-
nigungen zu halten. Nach Eintauchen der Pipette in die Badlosung wurde durch eine
implementierte Routine des EPC-9 das gemessene Potential als Nullpunkt festgelegt.
Dadurch wurden eventuell bestehende konstante Grenzschichtpotentiale kompensiert.
Die Pipette wurde sanft auf die Zelloberfliiche aufgesetzt, der Uberdruck aus der Pipette
entfernt und ein leichter Unterdruck ausgeiibt. Dies fiihrte in iiber 50% der Zellen zu
einer Abdichtung zwischen Pipettenspitze und Zellmembran mit einem Widerstand von
>1GQ. Von der so erreichten cell-attached Konfiguration konnte nun in die Ganzzell-
ableitung (siehe Kapitel 2.6.2.1) gewechselt werden. Nach Herstellen der Ganzzell-
ableitung wurde mit automatischen Routinen des EPC-9 die Zellkapazitit (C,,) und der
Zugangswiderstand (R;) bestimmt. R lag bei den hier durchgefiihrten Versuchen im
Mittel bei Verwendung der Standardpipettenlosung bei 5.2+0.2MQ (n=77), bei Ver-
wendung der K*-Glutamatlésung 6.1£0.3MQ (n=57) und wurde automatisch zu 85%
(siche Kapitel 2.6.4.1) kompensiert.

Nach Herbeifiihren der Ganzzellableitung wurden die Kardiomyozyten in der Regel auf
ithr zu erwartendes Ruhemembranpotential von —-80mV geklemmt um eine Kontraktion

zu verhindern.

2.7 Auswertung der Experimente

Alle angegebenen Werte entsprechen den arithmetischen Mittelwerten, Abweichungen
wurden als Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean, SEM) angege-
ben.

Signifikanzen wurden unter Verwendung eines zweiseitigen, ungepaarten Student t-tests
oder einer ANOVA gefolgt von einem Newman-Keuls posthoc test mit Hilfe der
Software PRISM (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) durchgefiihrt. Als
signifikant wurden dabei Unterschiede mit p<0,05 gewertet. Fir die Irrtums-

wahrscheinlichkeit p gilt dabei: *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001.
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2.7.1 Einlesen der Daten in den Computer und Auswertungsprogramme

Alle Messdaten wurden wéhrend der Versuche von der Steuersoftware des EPC-9
-PULSE* (HEKA Electronic, Lambrecht, Deutschland) auf der computerinternen Fest-
platte gespeichert und konnten spéter zur Auswertung mit Hilfe der Software PULSE
(HEKA Electronic, Lambrecht, Deutschland) und IGOR (WaveMetrics, Lake Oswego,
OR, USA) wieder dargestellt werden. Bei einer Abtastrate von 5 kHz wurden die
Versuchsdaten bereits im EPC-9 mittels der eingebauten Bessel-Filter bei 1kHz
gefiltert. Die statistischen Analysen wurden mit PRISM (GraphPad Software, San Die-
go, USA) durchgefiihrt.

57



Material und Methoden

2.8 Versuchslosungen und Chemikalien

2.8.1 Versuchslosungen

Die fiir die Herztransplantation und die Zellisolation verwendeten Losungen sind in der

folgenden Tabelle zusammengefasst:

Bezeichnung Bestandteile (mmol/l) ;In‘littrlert
NaCl 15; KC19; MgCl, 4;
L-01 Kardioplege Losung NaH,PO, 0,33; CaCl, 0,015; NaOH
Glukose 10; Mannitol 238
L-02 Tyrode-Losung NaCl 138; KC1 4; NaH,PO, 0,33; NaOH

(Ca’*-frei)

MgCl, 1; HEPES 10; Glukose 10

Tabelle 4: Losungen zur Herztransplantation und Zellisolation

Die Losungen wurden mit der in der letzten Spalte aufgefiihrten
Substanz auf einen pH-Wert von 7,40 eingestellt.

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin- 1-Ethansulfonsédure
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Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Pipetten- und Badlosungen sind in den

beiden folgenden Tabellen zusammengestellt. Wenn im laufenden Text auf sie Bezug

genommen wird, dann entweder tiber die Nummerierung oder die Bezeichnung.

Bezeichnung Bestandteile (mmol/l) ;In‘littrlert
P01 Standard- CsCl1 108; MgCl, 25; EGTA 10; HEPES
Pipettenlosung 10; NaCl 16; TEA-CI 20 CsOH
. K" -Glutamat 120; KCI 10; MgClL, 2;
P-02 |K'-Glutamat Losung EGTA 10: HEPES 10: Nay-ATP 2 KOH
Tabelle 5: Pipettenlosungen
Zusammenfassung der verwendeten Pipettenlosungen. Der pH-
Wert wurde mit der in der letzten Spalte aufgefiihrten Substanz
auf 7,20 eingestellt.
EGTA entspricht Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraacetat,
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin- 1-ethansulfonsdure und
TEA-CI Tetraethyl-Ammoniumchlorid.
Bezeichnung Bestandteile (mmol/l) Eittnert
B-01 Standard-Badlosung | NaCl 138; KCI1 4; NaH,PO4 0,33; MgCl, NaOH
(Tyrode-Losung) 1; CaCl, 2; HEPES 10, Glukose 10
B-02 |NMDG-Lisung NMDG 140; MgCl, 1; CaCl, 2; TRIS

Glukose 10; HEPES 10

Tabelle 6: Badlosungen

Zusammenfassung der verwendeten Badlosungen. Die Badlosungen
wurden mit der in der letzten Spalte aufgefiihrten Substanz auf einen

pH von 7,30 eingestellt.

NMDG entspricht N-Methyl-D-Glucamin,
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan.
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2.8.2 Herkunft der verwendeten Chemikalien

Die Salze wurden von Sigma (CsCl), Merck (HCIl, KCI, KOH, NaOH, CaCl,, MgCl,)
und J.T. Baker (NaCl) bezogen. In der nachfolgenden Tabelle sind die iibrigen verwen-

deten Substanzen aufgefiihrt.

Substanz Hersteller
Kollagenase Biochrom AG
NMDG Fluka

ATP (Natrium-Salz) | SIGMA (A-2383)
D-Mannitol SIGMA (M-9546)
EGTA Roth, Karlsruhe
Glukose Fluka

Glutamat SIGMA (H-3375)
HEPES SIGMA (P-5147)
Protease SIGMA

TEA-CI Roth

TRIS SIGMA

Tabelle 7: Herkunft der verwendeten Substanzen
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2.9 Versuchsprotokolle und Ablauf der Versuche

2.9.1 Ubersicht

Mit Hilfe der unter Kapitel 2.5-2.8 beschriebenen Methode der patch-clamp Technik
wurden in diesen Versuchen die elektrophysiologischen Eigenschaften spannungs-
abhingiger Ca®*-Strome, die Charakteristika der APs und der AP-induzierte
Ca’*-Einstrom an chronisch druckentlasteten Kardiomyozyten des linken Ventrikels
untersucht. Aufgrund unterschiedlicher Versuchsbedingungen zur Bestimmung dieser
beiden Parameter wurden zwei voneinander unabhingige Versuchteile durchgefiihrt, der
eine zur Untersuchung der spannungsabhingigen Ca®*-Stréme und der andere zur
Bestimmung der Eigenschaften der APs. Dabei dienten die entlasteten Kardiomyozyten
der transplantierten Herzen als Versuchsgruppe und wurden mit den linksventrikuldren

Kardiomyozyten der nativen Herzen als Kontrollgruppe verglichen.

Versuchteil (1):
Zur Bestimmung der Eigenschaften der spannungsabhingigen Ca**-Stréme an druck-
entlasteten Kardiomyozyten wurden die Messungen wie folgt durchgefiihrt.

(1.1) Bestimmung der Zellkapazitit als Ma@ fiir die Zellgrof3e

(1.2) Bestimmung der StromgroBe des Icar

(1.3) Funktionelle Nachweisbarkeit des Ic,r

(1.4) Bestimmung der Kinetik der spannungsabhiingigen Ca**-Strome
Nach Herstellung eines GQ-Seals wurde durch die ruptured-patch Methode (siche
Kapitel 2.5.2.2) ein Zugang zur Kardiomyozyte hergestellt. Die Versuchschritte (1.1)-
(1.4) dieses ersten Versuchsteils wurden als Ganzzellableitung in der Spannungsklemme
durchgefiihrt. Die Losungskonstellationen bestanden fiir Versuchschritt (1.1) aus P(01)
und B(01) (siehe Kapitel 2.8.1). Ab Versuchsschritt (1.2) wurde die Badlosung
ausgetauscht und durch B(02) ersetzt (siehe Kapitel 2.8.1). Nach Durchfithrung des fiir
den ersten Versuchteil zugrunde liegenden Protokolls konnten die benutzten Zellen

verworfen werden.
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Versuchteil (2):
Der zweite Versuchsteil zur Bestimmung der Eigenschaften der APs und des AP-
induzierten Ca**-Einstroms druckentlasteter Kardiomyozyten wurde aufgrund vonein-
ander abweichender Versuchsbedingungen getrennt vom ersten Versuchsteil an anderen
Kardiomyozyten durchgefiihrt, wobei der Ablauf wie folgt aussah:

(2.1) Bestimmung der Zellkapazitét

(2.2) Messung der APs

(2.3) Messung des Ca**-Einstroms wihrend des APs
Nach Herstellung eines GQ-Seals wurde durch die ruptured-patch Methode (siche
Kapitel 2.5.2.2) ein Zugang zur Kardiomyozyte hergestellt. Hierbei wurde fiir Versuchs-
schritt (2.1) und (2.3) die Spannungsklemme, in Versuchschritt (2.2) die Stromklemme
in der Ganzzellableitung verwendet. Fiir diesen zweiten Versuchteil kam eine Losungs-
konstellation bestehend aus P(02) und B(01) zum Einsatz (siehe Kapitel 2.8.1).
Alle Messungen wurden getrennt fiir endokardiale und epikardiale Kardiomyozyten
durchgefiihrt um auf eventuelle schichtspezifische Veridnderungen eingehen zu konnen
(sieche Kapitel 1.2.1). Im Folgenden sollen die einzelnen Versuchsbestandteile néher

erldutert werden.
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2.9.2 Untersuchung der spannungsabhiingigen Ca**-Stréme

2.9.2.1 Untersuchung der Zellkapazitiit

Zu Beginn eines jeden Experimentes (sieche Kapitel 2.9.1) wurde die Zellkapazitit der
zu untersuchenden Zellen bestimmt. Da sich eine Zellmembran beim Anlegen einer
Spannung wie ein Kondensator verhilt, der elektrisch aufgeladen werden kann, kann
iber die zu messende Kapazitit auf die ZellgroBBe geschlossen werden. Dadurch konnte
das Ausmal} der durch chronische Druckentlastung herbeigefiihrten Atrophie ermittelt
werden. Des Weiteren konnten durch Bestimmung der Zellgrofe die spéter im
Versuchsprotokoll gemessenen Strome auf die ZellgroBe der untersuchten Kardiomyo-

zyten normiert werden.

2.9.2.2 Der Stromverlauf des Ica.

Nach Untersuchung der Zellkapazitit sollte zunéchst der Stromverlauf des Ic,. tiber der
Zellmembran bei bestimmten Membranpotentialen aufgezeichnet.

Durch Anlegen einer Spannung kommt es zu einer Abweichung des Membranpotentials
vom Ruhemembranpotential. Hierdurch kommt es zur Aktivierung spannungs-
abhingiger Ionenkanile in der Zellmembran (siche Kapitel 1.2.2). Neben dem L-Typ
Ca”*-Kanal werden durch Potentialinderungen iiber der Zellmembran auch spannungs-
abhingige Na"-und K'-Kanille aktiviert. Um den Stromverlauf des Ic, aus dem
Gesamtstrom bestehend aus Na*-, K*- und Ca**-Stromen isolieren zu kénnen mussten
die Strome durch die Na'- und K'-Kanile so effektiv wie moglich von den
Ca’*-Strmen getrennt werden. Da die spannungsabhingigen Na*-Strome bei
positiveren Potentialen als -50mV keine Aktivitdt mehr zeigen, wurden diese durch ei-
nen im Pulsprotokoll festgelegten Vorpuls auf -50mV inaktiviert (siche Abbildung 12).
Der Ica. wird durch diesen Vorpuls nicht beeinflusst, da dieser Strom erst eine Aktivitit
bei Potentialen positiver als -50mV zeigt. Die Unterdriickung der spannungsabhéngigen
K*-Strome sollte durch die Zusammensetzung der Standardpipettenlosung (P-01)
erreicht werden. Zum einen blockierte das in der Losung P-01 befindliche TEA-CI die

spannungsabhiingigen K'-Kaniile, zum anderen wurde diese Losung als nominell
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K'-freie Losung mit Cs*-Ionen als positive Ladungstriiger hergestellt, fiir welche die
K*-Kaniile nicht permeabel sind. Durch diese beiden Modifikationen in der fiir diesen
Versuchteil verwendeten Pipettenlosung waren weitgehend keine K'-Strome mehr
messbar.

Die Messungen wurden ausgehend von einem dem Ruhemembranpotential
entsprechenden Potential von -80mV durchgefiihrt. Zunichst wurde die Zelle zur Inakti-
vierung der spannungsabhiingigen Na'-Kanile einem Vorpuls auf ~50mV unterzogen.
Nach diesem Vorpuls wurde die Zelle in 10mV Schritten von —-50mV bis +70mV fiir
jeweils 600ms depolarisiert (siche Abbildung 11(A)). Aufgezeichnet wurden die auf-
tretenden Stromverldufe des Ic,. bei dem jeweils angelegten Membranpotential. Eine
dem Pulsprotokoll entsprechende reprisentative Stromkurve wird in Abbildung 12(B)
gezeigt. Zur Bestimmung der Stromgrofe wurden die bei einem Membranpotential
maximal auftretenden Strome verwendet. Diese wurden als Differenz zwischen dem
Spitzenstrom und der Basislinie des Stromverlaufs der durchgefiihrten Messung bei dem
jeweils angelegten Membranpotential definiert und durch die PULSE-Software (Heka

Elektronik) auf einem Power Macintosh Computer (Apple Computers Inc.) berechnet.

A B
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— =¥
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- s
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o | ]
£ -80mV 210
=
| -
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N

Der Vorpuls bei -50mV
fiihrt zur Aktivierung der
Na*-Strome

Abbildung 12: Versuchsprotokoll zur Messung des IcaL

(A) Pulsprotokoll zur Bestimmung der StromgréBe des Icar
(B) Typischer, aus dem Pulsprotokoll resultierender Stromverlauf
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2.9.2.3 Die funktionelle Nachweisbarkeit des Icar

Nach Aufzeichnung der Stromverldufe des Ica wurden die Kardiomyozyten auf die
funktionelle Nachweisbarkeit eines weiteren Ca**-Stroms, des Ic,r durch den T-Typ
Ca**-Kanal, untersucht.

Dieser unter bestimmten Bedingungen an ventrikuldren Kardiomyozyten exprimierte
Kanal hat andere elektrophysiologische Eigenschaften als der L-Typ Ca’**-Kanal,
wodurch die beiden Kanile im vorliegenden Experiment unterschieden werden konnten.
Der T-Typ Ca**-Kanal wird bereits bei negativeren Membranpotentialen von ca. -70mV
aktiviert (siche Kapitel 1.2.4.2). Somit ist die Anwesenheit des T-Typ Ca**-Kanals
wahrscheinlich, wenn ein Ca’*-Strom bei Potentialen unterhalb von -50mV auftritt.
Deshalb mussten zur Untersuchung dieses Kanals die Messungen bei niedrigeren
Membranpotentialen gestartet werden als die Messungen zur Bestimmung des L-Typ
Ca’*-Kanals. Aus diesem Grund konnte der Vorpuls auf -50mV nicht fiir die Inakti-
vierung der spannungsabhiingigen Na*-Kanile verwendet werden. Um einen Stromfluss
durch diese Kanile dennoch inhibieren zu konnen wurde ein Austausch der Standard-
badlosungen (B-01) gegen die NMDG-L6sung (B-02) durchgefiihrt. Diese Losung war
weitgehend Na'-frei, wobei das Kation NMDG die positiven Ladungstriiger extra-
zellulir ersetzte. Dieses organische Kation ist zu groB um durch die Na*-Kaniile stromen
zu konnen, wodurch ein Na'-Strom nicht mehr registrierbar war. Die Standard-
pipettenlosung (P-01) verhinderte weiterhin eine Verfilschung der Ergebnisse durch
spannungsabhiingige K*-Strome.

In dieser Losungskonstellation wurde ein Pulsprotokoll verwendet, das die Zelle aus-
gehend von —80mV in 10mV Schritten, die 600ms andauerten, bis +70mV depolarisierte
(siche Abbildung 13(A)). Bei jedem angelegten Membranpotential wurde der Verlauf
der auftretenden Strome aufgezeichnet, die unter Abbildung 13(B) als reprisentatives
Beispiel einer aus diesem Pulsprotokoll resultierenden Stromkurve zu sehen sind. Zur
Auswertung wurde wiederum die Differenz zwischen dem Spitzenstrom und der Basis-

linie bei den jeweils angelegten Membranpotentialen verwendet.

65



Material und Methoden

>
=

+70mV 600ms

—

<>

100ms

—
=)

Pulsprotokoll

-80mV

StromgroBe I(pA pF ™)

Abbildung 13: Versuchsprotokoll zur funktionellen Nachweisbarkeit des Icar

(A) Pulsprotokoll zur Identifizierung aller Ca**-permeablen Kaniile
(B) Typischer, aus dem Pulsprotokoll resultierender Stromverlauf
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2.9.2.4 Kinetik des Icar

Die kinetischen Eigenschaften des durch einen Kanal flieBenden Stroms sind spezifisch
fiir eine ganz bestimmte Proteinkonstellation des betreffenden Kanals. Verdnderungen
der Kinetik konnen somit auf eine Verdnderung auf Proteinebene der Kanile hinweisen.
Des Weiteren beeinflussen Verdnderungen der kinetischen Eigenschaften des Ica. die
Funktion des Kanals, was beispielsweise Auswirkungen auf die Form der APs haben
konnte. Um dies zu beurteilen wurden die kinetischen Eigenschaften des Ic, untersucht.
Alle Versuche zur Bestimmung der kinetischen Eigenschaften des L-Typ Ca**-Kanals
wurden in der Spannungsklemme mit einer Losungskonstellation aus P-O1 und B-02

durchgefiihrt.

2.9.2.4.1 Die Inaktivierungszeitkonstanten des Icar

Die Stromverldufe des Ic, bei bestimmten Membranpotentialen werden wihrend einer
definierten Zeitspanne inaktiviert. Der Verlauf dieser Inaktivierung ldsst sich mittels ei-
ner biexponentiellen Funktion, deren Zeitkonstanten als 1, und 1, bezeichnet werden,
beschreiben (sieche Abbildung 14). Fiir die Bestimmung dieser Zeitkonstanten wurden
die Stromkurven des zur Bestimmung der Stromgrofle des Ica, verwendetetn Pulsproto-
kolls herangezogen (siche Kapitel 2.9.2.2). Die einzelnen Inaktivierungskonstanten
wurden fiir jede angelegte Membranspannung durch die PULSE-Software (Heka
Elektronik) auf einem Power Macintosh Computer (Apple Computers Inc.) aus den
Stromverldufen der Messungen zur Bestimmung der Stromgrofe des Icar (siehe Kapitel

2.9.2.2) berechnet.
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T2 100ms

T1

Stromgrofe I(pApF™)
= -

Abbildung 14: Die Zeitkonstanten 1, und 7, der Inaktivierung
Biexponentielle Beschreibung der Inaktivierung der Stromverldufe des

Ica bei den unter Kapitel 2.9.2.2 beschriebenen Pulsprotokoll gemesse-
nen Stromkurven.

2.9.2.4.2 Die Aktivierung des IcaL

Mit zunehmender Depolarisation der Zellmembran kommt es zu einer steigenden
Offnungswahrscheinlichkeit, also Aktivierung der L-Typ Ca’*-Kanile. Hierdurch
nimmt die Leitfihigkeit der Plasmamembran fiir Ca®*-Ionen zu. Zur Bestimmung der
Aktivierung der L-Typ Ca**-Kanile wurden wiederum die Stromkurven zur Bestim-
mung der Stromgrofe des Ica. aus dem unter Kapitel 2.9.2.2 beschriebenen Pulsproto-
koll verwendet. Hierbei wurden die maximal flieBenden Strome bei einem bestimmten
Membranpotential wie bereits beschrieben durch Subtraktion der Basislinie von dem
Spitzenstrom bestimmt. Nach dem Ohm ‘schen Gesetz R=U/I wurden die Widerstidnde
der einzelnen Stromkurven bestimmt und aus dem Kehrwert 1/R die Leitfdhigkeit
errechnet. So erhielt man einen Wert fiir die Leitfahigkeit fiir die einzelnen Stromkurven
bei den jeweils angelegten Membranspannungen. Dies gab Auskunft iiber die Leitfidhig-
keit der Plasmamembran der Kardiomyozyten fiir Ca**-Ionen bei bestimmten

Membranpotentialen.
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2.9.2.4.3 Die steady-state Inaktivierung

Die steady-state Inaktivierung beschreibt die StromgroBe des Ic, bei maximaler
Aktivierung (OmV) nach einem im Pulsprotokoll festgelegt groen Vorpuls. Durch das
Pulsprotokoll wurde die Zelle fiir 600ms auf einen Vorpuls in 10 mV Schritten aufwirts
zwischen -80mV und +70mV geklemmt und anschlieBend wurde das Potential angelegt,
bei dem der Ic,. unter den hier verwendeten Versuchsbedingungen maximal aktiv ist,
ndmlich bei einer Membranspannung von OmV. Auf dieses Potential wurde die Zelle
ebenfalls fiir 600ms geklemmt (sieche Abbildung 15(A)). Von Interesse war die Strom-
groBe, die nach den definierten Vorpulsen durch maximale Aktivierung des Ic,. wieder
induziert werden konnte. Die bei den jeweiligen Membranpotentialen induzierbaren
StromgroBen wurden wiederum durch die Differenz zwischen Spitzenstrom und Basis-
linie bestinmt. Eine reprisentative, aus diesem Pulsprotokoll entstandene Stromkurve ist

in Abbildung 15(B) dargestellt.
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Zur Auswertung wurden diese
Stromspitzen ins Verhiltnis gesetzt
mit dem maximal moglichen Strom
nach einem Inaktivierungspuls von
OmV

Abbildung 15: Versuchsprotokoll zur Bestimmung der steady-state Inaktivierung

(A): Pulsprotokoll zur Bestimmung der steady-state Inaktivierung
(B): Typischer, aus dem Pulsprotokoll resultierender Stromverlauf
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2.9.2.4.4 Die zeitliche Erholung des Ic,. von einem Inaktivierungspuls

Eine weitere wichtige kinetische Eigenschaft betraf den Zeitverlauf der Erholung des
Ica. nach maximaler Aktivitdt. Hier wurde der Zeitpunkt bestimmt an welchem der
Strom nach einer maximalen Aktivierung erneut zu einer maximalen Aktivitdt fihig
war.

Die Zelle wurde zur maximalen Aktivierung des Ic,. auf OmV geklemmt. In expo-
nentiell steigenden Zeitintervallen zwischen 5 und 1500ms nach dem ersten Puls wurde
erneut diese Spannung an der Zelle angelegt (siche Abbildung 16(A)) und der Strom,
der nach diesem Zeitintervall wieder flieBen konnte, gemessen. Zur Bestimmung der
StromgroBe wurde wiederum die Differenz zwischen Spitzenstrom und Basislinie jeder
einzelnen Stromkurve bestimmt. Eine Stromkurve, die aus diesem Pulsprotokoll

entstanden ist, wird in Abbildung 16(B) dargestellt.
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Abbildung 16: Versuchsprotokoll zur Bestimmung der Erholung von
einem Vorpuls

(A): Pulsprotokoll zur Bestimmung der Erholung von einem Vorpuls
(B): aus dem Pulsprotokoll resultierende, reprisentative Stromkurve
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2.9.3 Der AP-induzierte Ca**-Einstrom

Im zweiten Versuchsteil sollte die GroBe des wihrend eines APs in die Zelle
gelangenden Ca**-Stroms bestimmt werden.

Nach Herstellung eines GQ2-Seals, Erreichen der Ganzzellableitung und Bestimmung
der Zellkapazitit (siche Kapitel 2.9.1) in der Spannungsklemme wurde zunichst in die
Konfiguration der Stromklemme umgeschaltet. In dieser Konfiguration konnte der
Spannungsverlauf eines APs aufgezeichnet und dessen Ruhemembranpotential und
Linge bestimmt werden. Des Weiteren konnte der Depolarisationsiiberschuss der APs
ermittelt werden, der sich aus dem Spannungswert oberhalb von OmV ergab (sie-
he Abbildung 15(A)).

Nach Speicherung eines durch diese Messung gewonnenen APs wurde in die Konfigu-
ration der Spannungsklemme umgeschaltet und die Zellen auf den vorher bestimmten
und gespeicherten Spannungsverlauf ihres eigenen APs geklemmt und der hier auftre-
tende Gesamtstrom bestehend aus K*-, Na*-, Ca**- und CI'-Strédmen bestimmt.

Die Losungen zur Bestimmung des Spannungsverlaufs der APs sollten moglichst
physiologischen Bedingungen entsprechen. Aus diesem Grund wurden als Badlosung
die Standardbadlosung (B-01) verwendet und die Pipetten im Unterschied zum ersten
Versuchteil mit K™-Glutamatlosung (P-02) gefiillt. Die fiir die Bestimmung des hier
gesuchten Parameters benotigte Pipettenlosung P(02) stellte den Grund dafiir dar,
weshalb sich Versuchsteil (1) und (2) nicht verbinden lieen, da sich die Pipettenldsun-
gen nach Herstellung eines G22-Seals nicht austauschen lassen und da die Bestimmung
der gesuchten Parameter im ersten Versuchteil Pipettenlosung P(01) forderte.

Um nun den Ca**-Einstrom withrend des APs aus dem Gesamtstrom isolieren zu kénnen
wurde die Badlosung gegen eine 300um Cd** enthaltende Standardlosung
(B-01+300pum Cd**) ausgetauscht. Cd** diente hierbei als Blocker der L-Typ Ca**-
Kanile, weshalb davon ausgegangen werden konnte, dass es zu einem weitgehenden
Sistieren des Stroms durch diese Kanile kam. Nach erneutem Auslosen eines APs
flossen also alle nicht blockierten Strome iiber die Zellmembran, auller dem blockierten
Icar.

Zur Bestimmung des Ic,. wurde zundchst die Grofle des Gesamtstroms bestehend aus

K*-, Na*-, Ca®*- und CI-Strémen von der Software IGOR als Integral des Stromverlaufs
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wihrend des APs berechnet. Nach Blockade der L-Typ Ca**-Kaniile mit Cd** wurde die
GroBe der Reststrome von der Software IGOR ebenfalls als Integral des Stromverlaufs
bestimmt. Durch Subtraktion der Integralflichen des wéhrend des APs flieBenden
Gesamtstroms und der nach Exposition mit Cd** flieBenden Reststrome durch die Soft-
ware IGOR erhielt man die Gesamtmenge der Cd**-sensitiven Strome, die weitgehend
dem Ca’*-Einstrom wihrend des APs entsprachen. Die Subtraktion der Integralflichen
ergab die unter Abbildung 17(B) dargestellte Kurve, deren Integral wiederum die GroB3e

des Ca’*-Einstroms wiihrend des APs beschrieb.
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Abbildung 17: Protokoll zur Bestimmung des AP-induzierten Ca**-Einstroms

(A): typisches AP in der Stromklemme

(B): Verlauf des Cd**-sensitiven Stroms; das Integral dieser
Stromverlaufskurve ergibt die Groe des wihrend des APs
in die Zelle gelangenden Ca**-Stroms
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss der hHTX auf das linksventrikuldre Myokard der Ratte

3.1.1 Veridnderung der linksventrikuldren Masse

In der vorliegenden Arbeit wurde zur experimentellen Nachstellung einer Druck-
entlastung des linken Ventrikels die unter 2.1 beschriebene hHTX nach Ono & Lindsey
durchgefiihrt. Um die Auswirkungen der durch die Operation herbeigefiihrten Druck-
entlastung auf die kardiale Masse bestimmen zu konnen wurde 13 Tage nach dem Eingriff
eine 2D-Echokardiographie durchgefiihrt und mit Hilfe der so gewonnenen Daten die
linksventrikulidre Masse bestimmt (siehe Kapitel 2.3).

Es wurde die linksventrikuldre Masse von 7 transplantierten Herzen mit der Masse von 11
nativen Herzen als Kontrollgruppe verglichen. Hierbei lag das linksventrikuldre Gewicht
der Kontrollgruppe bei 580+50mg, wohingegen die Masse der entlasteten linken
Ventrikel beinahe eine Halbierung des Gewichts auf 260+50mg zeigte (siche Abbildung
18). Daraus ldsst sich schlieen, dass es durch hdamodynamische Entlastung des linken
Ventrikels fiir 14 Tage durch eine hHTX zu einer Reduktion der Gesamtmasse des

linksventrikuldren Herzmuskelgewebes kommt (p<0.001; *#%*),
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Abbildung 18: Linksventrikulidre Masse

Reduktion der linksventrikuldren Masse durch 14-tigige
Druckentlastung des linken Ventrikels; geometrische
Parameter des linken Ventrikels bestimmt durch
Echokardiographie und anschlieBender mathematischer
Berechnung nach Collins et al. 2001 (siehe Kapitel 2.5)

3.1.2 Verdanderung der Herzfrequenz

Neben der Bestimmung der linksventrikuliren Masse konnte direkt durch die echo-
kardiographische Untersuchung die Herzfrequenz ermittelt werden. Verglich man die
Frequenz von 7 entlasteten Herzen mit der Frequenz von 11 nativen Herzen der Kontroll-
gruppe, zeigte sich eine Reduktion der Herzfrequenz von 377+8bpm der nativen Herzen
der Kontrollgruppe auf 191+10bpm der transplantierten Herzen der Versuchsgruppe. So
zeigten die transplantierten Herzen eine signifikante Reduktion der Herzfrequenz

(p<0.001;**%*),
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3.1.3 Veridnderung der Zellkapazitit

Ein Grund fiir die Reduktion der kardialen Masse durch chronische hidmodynamische
Druckentlastung stellt die Reduktion der ZellgroBBe der einzelnen Kardiomyozyten dar
[Korecky & Rakusan 1983]. Da eine Verringerung der Zellkapazitit einen Einfluss auf
die anschlieBend gemessenen Strome hat, wurde die Zellkapazitit der untersuchten Zellen
bestimmt. Dabei zeigten die entlasteten Kardiomyozyten eine signifikant kleinere
Kapazitit (11713pF; n=59) als die Kardiomyozyten der nativen Herzen aus der Kontroll-
gruppe (174£17pF; n=76) (p<0.001;***). Dies deutet darauf hin, dass es in den hier
durchgefiihrten Versuchen durch chronische Druckentlastung zu einer zelluldren Atrophie
gekommen ist. Allerdings zeigte sich bei Auftrennung der Versuchsgruppe in endokardia-
le und epikardiale Schichten nur in den endokardialen Schichten eine signifikante Reduk-

tion der Zellkapazitidt, wohingegen in den epikardialen Schichten diese weitgehend unver-

andert blieb.
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Abbildung 19: Bestimmung der Zellkapazitit

Reduktion der Zellkapaczitdt linksventrikuldrer Kardiomyozyten
durch chronische Druckentlastung
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3.2 Finfluss der hRHTX auf die Stromdichte des Icy

Zur Bestimmung der Stromgrofle des Ic,. wurden die aus dem unter Kapitel 2.9.2.2
beschriebenen Pulsprotokoll resultierenden Stromverlidufe verwendet. Die bei den einzel-
nen Membranpotentialen maximal flieBenden Strome wurden bestimmt durch Bildung der
Differenz zwischen dem Spitzenstrom und der Basislinie der einzelnen Stromkurven bei
den entsprechenden Membranpotentialen. Die so berechneten Stromwerte wurden gegen
die jeweils angelegte Membranspannung graphisch aufgetragen. So erhielt man eine
Strom-Spannungskurve.

Die aus den hier durchgefiihrten Messungen resultierende Strom-Spannungskurve des Icar,
zeigten die fiir diesen Strom unter den hier verwendeten Versuchbedingungen
charakteristische Glockenform mit einem Aktivierungspotential bei ca. -40mV, einer
maximalen Stromdichte bei OmV und einem Umkehrpotential bei ca. +50mV. Die Stréme
wurden als relative Strome in Bezug auf die Zellkapazitit aufgezeichnet, d.h. in pA/pF,
wobei sich kein Unterschied der Strom-Spannungskurven in den endokardialen und
epikardialen Schichten innerhalb einer Versuchsgruppe zeigte. Beim Vergleich der
Strom-Spannungskurven der nativen Kardiomyozyten aus der Kontrollgruppe mit denen
der entlasteten Kardiomyozyten lief sich allerdings bei den chronisch entlasteten Kardio-
myozyten in beiden Schichten ein signifikanter Anstieg des relativen Ca**-Stroms Icy.
feststellen. Die Stromverldufe und Strom-Spannungskurven der einzelnen Messungen der
jeweiligen Versuchgruppen sind fiir die untersuchten endokardialen und epikardialen
Schichten in Abbildung 20 dargestellt.

Bei einem Membranpotential von OmV stieg der Ica, in den endokardialen Schichten von
-9.0+£0.7pA/pF (n=13) auf -13.8+1.3pA/pF (n=17; p<0.01;**). Epikardial lieB sich bei
einem Membranpotential von Omv ein Anstieg von -9.5+0.7pA/pF (n=26) auf

-15.3+0.8pA/pF (n=21; p<0.001;***) verzeichnen.
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Abbildung 20: Bestimmung des Icar, —&— Kontrolle

Durch chronische Druckentlastung des linken Ventrikels kam es zu einer
Steigerung der Dichte des Ic,.. der linksventrikuldren Kardiomyozyten.
Die Messungen wurden in der Losungskombination aus B-01 und P-01
(siehe Tabelle 5,6) und mit Hilfe des unter 2.9.2.2 beschriebenen
Pulsprotokolls durchgefiihrt.

(A-D) reprdsentativer Stromverlauf wihrend der Messungen

(E-F) Strom-Spannungskurven aus allen Experimenten
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3.3 Funktionelle Nachweisbarkeit des Ic,y nach hHTX

Dem Versuchsprotokoll folgend wurden die hamodynamisch entlasteten Kardiomyozyten
als nichstes auf die funktionelle Nachweisbarkeit des T-Typ Ca**-Kanals iiberpriift. Hier-
zu wurden die Stromverldufe der unter 2.9.2.3 beschriebenen Pulsprotokolle verwendet.
Durch Bildung der Differenz zwischen Spitzenstrom und Basislinie der Stromverldufe bei
den einzelnen Membranpotentialen erhielt man die Stromgrof3en, die graphisch gegen die
angelegte Membranspannung aufgetragen wurden. Die so erhaltenen Strom-
Spannungskurven erméglichten die eventuelle Identifikation des Ic,r neben dem I, auf-
grund der unterschiedlichen Aktivierungspotentiale dieser beiden Ca’*-permeablen
Kanile. Da der T-Typ Ca**-Kanal bereits bei Membranpotentialen unterhalb von -50mV
aktiv ist, kommt es bei Anwesenheit des T-Typ Ca**-Kanals, im Unterscheid zur bloBen
Anwesenheit des L-Typ Ca**-Kanals, zu einer Aktivierung der Strome bei Memb-
ranspannungen unter -50mV. Die aus den hier aufgezeichneten Stromverlidufen
resultierenden Strom-Spannungskurven zeigten jedoch sowohl bei der Kontrollgruppe der
nativen Kardiomyozyten, bestehend aus 15 epikardialen und 10 endokardialen Zellen, als
auch bei der Gruppe der durch hHTX hdmodynamisch entlasteten Kardiomyozyten mit 19
epikardialen und 13 endokardialen Zellen keine Aktivierung der Strome bei Membranpo-
tentialen unterhalb von -50mV (sieche Abbildung 21). Hierdurch ist eine Anwesenheit des

T-Typ Ca**-Kanals in beiden Versuchsgruppen auszuschlieBen.
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Abbildung 21: Funktionelle Nachweisbarkeit des Icar

Durch himodynamische Druckentlastung des linken Ventrikels lie3 sich
keine Aktivierung der Ca’*-Strome unterhalb von -50mV erkennen. Dies
schlieBt die Anwesenheit des T-Typ Ca®*-Kanals an hidmodynamisch
druckentlasteten Kardiomyozyten aus.

Die Messungen wurden in der Losungskombination aus B-02 und P-01
(siehe Tabelle 2, 3) und mit Hilfe des unter 2.9.2.3 beschriebenen
Pulsprotokolls durchgefiihrt.

(A-D) Stromverlauf wihrend der Messungen

(E-F) Strom-Spannungskurven aus allen Experimenten
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Auch beim Vergleich der Strom-Spannungskurven der entlasteten Kardiomyozyten aus
dem Pulsprotokoll zur Bestimmung der Stromgrofe des Icar. (sieche Kapitel 3.2) mit den
hier aufgezeichneten Strom-Spannungskurven der entlasteten Kardiomyozyten zeigte sich
nahezu kein Unterschied (siehe Abbildung 22). Beim Ubereinanderlegen der beiden
Kurven stellten sich beide Kurven als groBtenteils deckungsgleich dar, der durch die
PULSE-Software berechnete Subtraktionsstrom zeigte keinerlei statistische Signifikanz.
Hieraus ldsst sich schlieBen, dass die Strom-Spannungskurven der entlasteten Kardiomy-
ozyten aus den beiden unter 2.9.2.2 und 2.9.2.3 beschriebenen Pulsprotokollen denselben
Strom, ndmlich den Ica, beschreiben und ein Ic,t unter den hier verwendeten Versuch-

bedingungen nicht nachzuweisen ist.

A Strom-Spannungskurve B Strom-Spannungskurve
Epikard (hHTX) Endokard (hHTX)
5 =

e
2
<
&
= 220
-
600 ms
—@— 1V des Stromverlaufs aus +70 mV
Pulsprotokoll 2.9.2.3
-80 mV
600 ms +70 mV
—(O— IV des Stromverlaufs aus
Pulsprotokoll 2.9.2.2
-50 mV

Abbildung 22: Vergleich der aus den Pulsprotokollen 2.9.2.2 und 2.9.2.3
resultierenden Strom-Spannungslurven der entlasteten
Kardiomyozyten

Die beiden Kurven zeigen sich als nahezu deckungsgleich.
(A) Epikard
(B) Endokard
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3.4 Einfluss der hHTX auf die kinetische Eigenschaften des I,

Zur niheren Charakterisierung des Ica, an hdmodynamisch druckentlasteten Kardio-
myozyten wurden die kinetischen Eigenschaften des Ic,. untersucht. Hierdurch sollte
eingeschitzt werden konnen, inwieweit eine Verdnderung der kinetischen Eigenschaften

die Zunahme des Icar, durch chronische Druckentlastung erkldren kann.

3.4.1 Die Inaktivierung des Ica.

Nach der wie in Kapitel 2.9.2.4.1 beschriebenen Berechnung der Inaktivierungs-
konstanten t; und 1, aus den Stromverldufen zur Bestimmung der Stromdichte des Icar,
wurden diese beiden Konstanten gegen die jeweiligen Membranspannungen graphisch
aufgetragen (siche Abbildung 23).

Es wurden die Daten von 13 endokardialen und 26 epikardialen Zellen aus der Kontroll-
gruppe mit 17 endokardialen und 21 epikardialen Zellen der entlasteten Kardiomyozyten
fiir die statistische Auswertung und graphische Darstellung verwendet. Die statistische
Auswertung der einzelnen Inaktivierungskonstanten zeigte keinerlei Signifikanz.

Um die biexponentielle Funktion der Inaktivierung des Ic,, genau definieren zu konnen,
wurden die Anteile der beiden durch die Inaktivierungskonstanten t; und 1, beschriebenen
Funktionen am Vorgang der Gesamtinaktivierung berechnet.

Der in Abbildung 24 dargestellte Anteil der Inaktivierungskonstanten t; und t, zeigte bei
den getesteten Membranpotentialen keine signifikanten Verdnderungen beim Vergleich
von 13 endokardialen und 26 epikardialen Zellen der Kontrollgruppe mit den 17 endokar-
dialen und 21 epikardialen Zellen der entlasteten Herzen. Somit bleibt der Anteil der

Inaktivierungskonstanten t; und t, an der Gesamtinaktivierung konstant.
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Abbildung 23: Die Zeitkonstanten t; und 1, des Ica, unter chronischer
Druckentlastung

Der Verlauf der Inaktivierungskonstanten z; und 7, zeigte durch
chronische Druckentlastung des linken Ventrikels keine statistisch

signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 24: Anteil der Inaktivierungskonstanten t; und t; an der
Inaktivierungszeit

Es zeigten sich in beiden Schichten keine statistisch signifikanten
Verdnderungen am Anteil der Inaktivierungskonstanten t; und 1,
an der Gesamtinaktivierungszeit.

(A) und (C) Endokard t;% und 1%

(B) und (D) Epikard t;% und t,%
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3.4.2 Die Aktivierung des Ic,L

Wie in Kapitel 2.9.2.4.2 beschrieben wurden die Leitfdhigkeiten der Plasmamembran der
Kardiomyozyten fiir Ca**-Ionen bei den einzelnen Membranpotentialen errechnet. Diese
Werte wurden ins Verhiltnis zum Wert der maximalen Leitfdhigkeit (g/gmax) gesetzt, der
sich aus der Stromkurve bei OmV bestimmen lie. Aus diesen Werten konnte mittels
Boltzmannanpassung mit Hilfe der Software PRISM eine Kurve erstellt werden, durch die
Riickschluss auf die Aktivierung der L-Typ Ca**-Kanile gezogen werden konnte. Diese
Aktivierungskurven sind in Abbildung 25 gezeigt.

Hierbei war von besonderem Interesse der Wert der halbmaximalen Aktivierung Ay s, d.h.
die Spannung bei der eine halbmaximale Leifihigkeit der Plasmamembran fiir Ca**-Ionen
bestand. Zwischen den Kardiomyozyten der Kontrollgruppe und den Kardiomyozyten der
entlasteten Herzen lieBen sich keinerlei signifikante Unterschiede im Bezug auf die Ags
feststellen. Die Ags der epikardialen Kardiomyozyten der Kontrollgruppe zeigte Werte
von -11.8+1.ImV (n=26), die der entlasteten Kardiomyozyten Werte von -12.9+0.8mV
(n=21). In den endokardialen Schichten der Kontrollgruppe konnten Werte der Ays bei
-12.941.5mV (n=13) errechnet werden, wovon der Wert der endokardialen, entlasteten
Kardiomyozyten mit -14.9+1.2mV (n=17) keine statistisch relevanten Unterschiede
zeigte.

Neben der halbmaximalen Aktivierung wurde auch die Steigung der Aktivierungskurve
berechnet. Dies wurde mit Hilfe des Programms PRISM durchgefiihrt. Hierbei wurde
folgende Formel verwendet: Y= Minimum+(Maximum-Minimum)/1+exp(Vso-
X/Steigung). Die Steigung der epikardialen Zellen der Kontrollgruppe betrug 5,4+0,2mV
(n=26), die der entlasteten, epikardialen Zellen 5.5+0.1mV (n=21). Bei den endokardialen
Zellen der Kontrollgruppe lieBen sich Werte von 5.9+0.3mV (n=13) und bei den endokar-
dialen entlasteten Zellen Werte von 5.3+0.3mV (n=17) errechnen. Somit zeigte auch die
Steigung der Aktivierungskurven der Versuchsgruppe und Kontrollgruppe keine

statistisch relevanten Unterschiede.
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Abbildung 25: Die Aktivierungskurven der L-Typ Ca**-Kaniile

Die Boltzmannanpassung des Verhiltnisses aus der Leitfahigkeit bei
bestimmten Membranpotentialen und maximaler Leitfahigkeit bei 0OmV
beschreibt die Aktivierungskurve. Hierbei zeigen sich keine statistisch
signifikanten Unterscheide zwischen entlasteten Kardiomyozyten und den
Kardiomyozyten der Kontrollgruppe.

(A) Endokard

(B) Epikard
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3.4.3 Die steady-state Inaktivierung des Ic..

Die nichste kinetische Eigenschaft des Icar, die nach dem Versuchsprotokoll untersucht
wurde, stellte die steady-state Inaktivierung dar. Zur Auswertung der aus dem in Kapitel
2.9.2.4.3 beschriebenen Pulsprotokoll gewonnen Daten, wurden die maximalen Strom-
werte der nach dem Vorpuls durch erneute Reizung induzierten Stromverldaufe bestimmt.
Diese Stromwerte wurden wiederum durch die Differenz des Spitzenstroms und der
Basislinie der aus der angelegten Membranspannung resultierenden Stromkurve
bestimmt. Dieser Stromwert wurde in ein prozentuales Verhiltnis zu dem Maximalstrom
ohne Vorpuls, der somit keiner Inaktivierung unterlag, gesetzt (I/In.x). Dieser prozentuale
Anteil der Strome wurde gegen die angelegten Spannungen des Vorpulses graphisch
mittels einer Boltzmannanpassung mit Hilfe der Software PRISM aufgetragen. In den so
erhaltenen Grafiken wurde der Wert der halbmaximalen Inaktivierung (Ips) bestimmt.
Dieser Wert beschreibt die Spannung des Vorpulses, bei der nach anschlieBendem
Anlegen einer Spannung von OmV noch die Hilfte des maximal moglichen Stroms
flieBen kann. Dieser Wert diente in diesen Untersuchungen als Vergleichskriterium
zwischen den Kurven der entlasteten Kardiomyozyten und den nativen Kardiomyozyten
der Kontrollgruppe.

Ausgewertet wurden die Werte von 13 endokardialen und 15 epikardialen Kardio-
myozyten der Kontrollgruppe. Sie wurden mit den Werten von 12 endokardialen und 16
epikardialen Kardiomyozyten der entlasteten Herzen verglichen.

Die Kurven der steady-state Inaktivierung stellten sich sowohl fiir die endokardialen als
auch fiir die epikardialen Kardiomyozyten beider Versuchsgruppen als nahezu deckungs-
gleich dar (siehe Abbildung 26). Die halbmaximale Inaktivierung lag bei den
endokardialen Kardiomyozyten der entlasteten Zellen und der Kontrollgruppe bei -35mV.
Bei der epikardialen Kontrollgruppe lagen die Werte der halbmaximalen Inaktivierung bei
-32mV und bei der entlasteten Gruppe bei -36mV. Diese Differenz zeigte allerdings keine
statistische Signifikanz.

Neben dem Wert der halbmaximalen Inaktivierung konnte mit Hilfe der Software PRISM
die Steigung der Inaktivierungskurve nach der unter Kapitel 3.2.2 beschriebenen Formel
berechnet werden. Die epikardialen Kardiomyozyten zeigten in der Kontrollgruppe eine
Steigung von -5.5+0.2mV und die der entlasteten Herzen -5.8+0.1mV. Bei den Kardio-

myozyten des Endokardiums konnten in der Kontrollgruppe Werte von -5.8+0.2mV und
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in der Gruppe der entlasteten Herzen Werte von -6.1£0.2mV gefunden werden. Somit

zeigten sich auch hier keinerlei statistisch signifikante Unterschiede.
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Endokard Epikard
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Relativer Strom I,/1,,.,
Relativer Strom I,/1,,,.x
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—e@— Kontrolle

—O— Entlastet -90 mV

Abbildung 26: Die steady-state Inaktivierung des Ic,r,

Es zeigte sich bei chronisch druckentlasteten Kardiomyozyten kein
statistisch signifikanter Unterschied in Bezug auf die steady-state
Inaktivierung.

Die Messungen wurden in der Losungskonstellation aus B-02 und P-01
und nach dem unter 2.9.2.4.3 beschriebenen Pulsprotokoll durchgefiihrt.
(A) Endokard

(B) Epikard
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3.4.4 Die zeitliche Erholung des Ica. von einem Inaktivierungspuls

Zur Erfassung des zeitlichen Verlaufs der Erholung von einer maximalen Aktivierung
wurden die relativen Strome, die nach einer bestimmten Zeit nach maximaler Aktivierung
wieder auslosbar waren, gegen diesen Zeitpunkt mittels einer monoexponentiellen Anpas-
sung mit Hilfe der Software PRISM graphisch aufgetragen. Hierfiir wurden die Daten des
unter 2.9.2.4.4 beschriebenen Pulsprotokolls verwendet, wobei die Differenz zwischen
Stromspitzen und Basislinie der einzelnen Stromverliufe fiir die Auswertung herangezo-
gen wurden. Diese Stromwerte wurden in ein Verhiltnis zu dem maximal an dieser Zelle
auslosbaren Ic,r, der durch die erste Messung beschrieben wurde, gesetzt (I/Iyax). Es wur-
den die Werte von 11 endokardialen und 15 epikardialen Kardiomyozyten der
Kontrollgruppe mit den Werten von 12 endokardialen und 18 epikardialen Kardiomyozy-
ten der entlasteten Herzen verglichen.

Einen Anhaltspunkt zum Vergleich der Erholung stellte der Zeitpunkt dar, bei dem die
Hilfte des Maximalstroms wieder gemessen werden konnte. Dieser Wert wird auch als
Zeitpunkt der halbmaximalen Erholung, ty 5, bezeichnet.

Auch hier lieBen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in den Kurven aus den
Messwerten der entlasteten und der nativen Kardiomyozyten feststellen (siche Abbildung
27). Die Zeitspanne bis zur halbmaximalen Erholung betrug in der epikardialen Kontroll-
gruppe und der Gruppe der entlasteten epikardialen Zellen 48ms und war damit identisch.
Auch in den endokardialen Schichten der Vergleichsgruppen unterschied sich dieser Wert
nicht von der Kontrollgruppe. In beiden Versuchsgruppen betrug der Wert 45ms.

Auch hier konnte wiederum durch die PRISM-Software nach der unter 3.4.2 beschriebe-
nen Formel die Steigung der Kurven bestimmt werden, die auch mit einer Zeitkonstanten
Trec Deschrieben wurde. Die 1. der epikardialen Myozyten der Kontrollgruppe betrug
85.1£1.0ms und die der entlasteten Kardiomyozyten 82.7+0.4ms. In den endokardialen
Schichten zeigten sich Werte der 1, von 86.0+0.7ms in der Kontrollgruppe und Werte
von 81.5+0.3ms in der Gruppe der entlasteten Kardiomyozyten. Diese Werte zeigten
keine statistisch signifikanten Unterschiede.

So hat chronische Druckentlastung des linken Ventrikels der Ratte keine Auswirkung auf

diesen Parameter der Kinetik des Ic,.
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Abbildung 27: Erholung des Ic.. von einem Vorpuls

Chronische Druckentlastung fithrte in Bezug auf diese kinetische
Eigenschaft des ¢, nicht zu einer statistisch signifikanten Verdnderung an
linksventrikuldren Kardiomyozyten.

(A) Endokard

(B) Epikard

91



Ergebnisse

3.5 Einfluss der hHTX auf den AP-induzierten Ca**-Einstrom

3.5.1 Verdanderung der Aktionspotentiale

Der zweite Versuchteil diente wie in Kapitel 2.9.3 beschrieben zur Bestimmung des Ca**-
Einstroms wihrend eines APs. Fiir diese Messung wurden zundchst APs im Strom-
klemmmodus aufgezeichnet und deren Linge bestimmt (siehe Kapitel 2.9.3). Als
Vergleichsparameter wurde die Dauer des APs bis zu 90% der Repolarisation gemessen,
die so genannte APDyy. Des Weiteren konnte das Ruhemembranpotential und der Depola-
risationsiiberschuss der Kardiomyozyten der einzelnen Versuchsgruppen verglichen
werden.

Verglichen wurden die Werte von 21 endokardialen und 14 epikardialen Kardiomyozyten
der Kontrollgruppe mit den Werten von 7 endokardialen und 15 epikardialen Kardio-
myozyten der entlasteten Herzen.

In der Kontrollgruppe wurde, wie in der Literatur beschrieben, in diesen Versuchen ein
AP-Gefille zwischen Endokard und Epikard gemessen [Solberg et al. 1974; Volk et al.
1999]. Die mittlere APDyy betrug in den 21 untersuchten endokardialen Kardiomyozyten
der Kontrollgruppe 205+15.28ms, wohingegen die epikardialen Schichten bei den 14
getesteten Zellen eine mittlere APDgy von 51.56£5.08ms aufwiesen (siche Abbildung 28).
Die mittlere APDyy der 7 entlasteten endokardialen Kardiomyozyten ergab Werte von
306.8+44.30ms, was einer Verlingerung der APs der endokardialen Zellen der entlasteten
Herzen entsprach (p<0.01;**). Auch die mittlere APDyy der 15 untersuchten entlasteten
epikardialen Kardiomyozyten verldngerte sich im Vergleich zu denen der Kontrollgruppe
auf 135.94£32.50ms (p< 0.05;%*).

Das Ruhemembranpotential zeigte in den Kardiomyozyten der epikardialen Schichten in
der Kontrollgruppe Werte von -86.19+0.82mV und die der entlasteten Kardiomyozyten
-85.38+0.85mV. In den endokardialen Schichten wiesen die Kardiomyozyten der
Kontrollgruppe -86.45+0.59mV und die der entlasteten Kardiomyozyten -85.96+0.855mV
als Ruhemembranpotential auf. Hier zeigte sich demzufolge kein statistisch signifikanter
Unterschied.

Auch der Depolarisationiiberschuss veridnderte sich durch chronische Druckentlastung
nicht. Hier zeigte sich in den epikardialen Schichten der Kontrollgruppe ein Depolarisati-

oniiberschuss von 30.86+3.22mV und in der Gruppe der entlasteten Kardiomyozyten von
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21.60+£3.00mV. Die endokardialen Zellen zeigten in der Kontrollgruppe einen Depolarisa-
tioniiberschuss von 30.91+2.10mV und in der Gruppe der entlasteten Kardiomyozyten
einen Depolarisationiiberschuss von 32.00+2.96mV. Diese Unterschiede zeigten keine
statistische Signifikanz.

Héamodynamische Druckentlastung des linken Ventrikels der Ratte fiihrt folglich zu einer

Verlidngerung der APs in den epi-und endokardialen Schichten des Myokards.
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Abbildung 28: Bestimmung der Linge der APs

Durch chronische Druckentlastung des linken Ventrikels der Ratte
kam es zu einer Zunahme der AP-Linge in beiden Schichten des
linksventrikuldren Myokards.

(A) Reprdsentatives endokardiales AP

(B) Reprdsentatives epikardiales AP

(C) mittlere APDgy Endokard

(D) mittlere APDyy Epikard
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3.5.2 Veriinderung des Ca**-Einstroms wiihrend des Aktionspotentials

Um nun den Einfluss hamodynamischer Druckentlastung des linken Ventrikels auf den
Ca’*-Einstrom wihrend der APs zu untersuchen wurden die oben bestimmten APs als
Pulsprotokolle verwendet. Die Zellen wurden in der Spannungsklemme diesem
Spannungsverlauf des vorher bestimmten APs ausgesetzt (siche Kapitel 2.9.3) und der
AP-induzierte Ca**-Einstrom wie in Kapitel 2.9.3 beschrieben errechnet.

Die Messungen wurden an 19 endokardialen und 11 epikardialen Kardiomyozyten der
Kontrollgruppe durchgefiihrt und mit den Werten von 7 endokardialen und 15
epikardialen Kardiomyozyten der entlasteten Herzen verglichen.

Als MaB fiir den Ca**-Einstrom wihrend des APs wurden die Flichen unter den Kurven
des Stromverlaufs des Cd**-sensitiven Stroms integriert, wodurch die Ladungs-
verschiebung durch den AP-induzierten Ca**-Einstrom errechnet werden konnte. Endo-
kardial stieg die Ladungsmenge von 397+41{C/pF (n=19) gemessen an den Kardio-
myozyten der Kontrollgruppe auf 720+124fC/pF (n=7) bei den entlasteten Kardio-
myozyten (p<0.01;**). Bei den epikardialen Kardiomyozyten der Kontrollgruppe betrug
die Ladungsmenge 84+20fC/pF (n=11) und stieg durch Druckentlastung auf 324+55fC/pF
an (n=15; p< 0.05;*). Unter himodynamischer Druckentlastung des linken Ventrikels der
Ratte kommt es also zu einem vermehrten Ca**-Einstrom wihrend des APs in den endo-

kardialen und epikardialen Schichten des linksventrikuldren Myokards.
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Abbildung 29: Der AP-induzierte Ca’*-Einstrom

Durch himodynamische Druckentlastung des linken Ventrikels kam es bei

linksventrikuldren Kardiomyozyten von Ratten zu einem gesteigerten

Ca’*-Einstrom wihrend des APs.

(A-D) Stromverlauf des AP-induzierten Ca’*-Einstroms reprisentiert
durch den Cd’*-sensitiven Subtraktionsstrom

(E) Qca Endokard:

(F) Qc. Epikard:
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4. Diskussion

4.1. Einfluss der hHTX auf das linksventrikuldre Myokard der Ratte

4.1.1 Reduktion der Zellkapazitit getrennt nach Epikard und Endokard

Durch die hHTX nach Ono & Lindsey wird das Herz hdmodynamisch entlastet,
wodurch es, wie in Kapitel 1.4.1 beschrieben, zu einer Reduktion der Zellgroe der Kar-
diomyozyten kommt [Campbell et al. 1991; Korecky et al. 1983]. Dies konnte auch in
der vorliegenden Arbeit reproduziert werden.

Die Reduktion der ZellgroBe fand allerdings unter den hier vorliegenden Versuchs-
bedingungen nicht in allen Schichten im gleichen Ausmal} statt. Bei getrennter
Erhebung der Daten der epikardialen und der endokardialen Kardiomyozyten der entlas-
teten Herzen lisst sich keine signifikante Reduktion der ZellgréBe in den epikardialen
Schichten nachweisen. Dieses Phianomen ist bereits bekannt. Es wurde festgestellt, dass
es bei einer durch hamodynamische Druckentlastung herbeigefiihrten Atrophie zu einer
asymmetrischen Reduktion der ZellgroBe kommt. Die Atrophie der Kardiomyozyten in
den Zellen der endokardialen Schichten scheint prominenter ausgeprigt zu sein als in
den Zellen der epikardialen Schichten [Campbell et al. 1991].

Als eine mogliche Erklidrung fiir dieses Phdanomen konnte folgendes dienen: Bei normal
belasteten Herzen findet man die grof3ten Kardiomyozyten des linken Ventrikels in den
endokardialen Schichten [Campbell et al. 1991]. Hier lastet die gro3te Vor- und Nach-
last auf dem Myokard, weshalb die Kardiomyozyten dieser Schichten vermehrt zur
Kontraktion beitragen miissen. Somit scheint die Arbeit, die die einzelnen Kardio-
myozyten leisten miissen neben genetischen Faktoren die Grofe der Kardiomyozyten
mafgeblich zu beeinflussen [Korecky & Rakusan 1983]. Wird nun durch eine hHTX die
Belastung des Herzens durch Reduktion der Vor- und Nachlast minimiert, miissen die
einzelnen Kardiomyozyten nicht mehr so viel Arbeit leisten. Von dieser Entlastung sind
die unter physiologischen Bedingungen am stirksten belasteten Kardiomyozyten, die
Zellen der endokardialen Schichten, in erster Linie betroffen. Folglich konnte die am

intensivsten ausgeprédgte Druckentlastung in den endokardialen Schichten stattfinden,
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wohingegen die epikardialen Schichten in geringerem Male von der Druckentlastung
betroffen sein konnten. Dies konnte eine mogliche Erkldrung fiir die unter chronischer
Druckentlastung in unterschiedlichem Malle stattfindende Reduktion der ZellgroBe in
den endokardialen und epikardialen Abschnitten des Myokards bieten [Campbell et al.
1991].

4.1.2 Verdnderung des IcaL

Der Ic, bildet, wie in Kapitel 1.2.2 und 1.2.3 beschrieben, durch den Einstrom von
Ca’*-Ionen in die Zelle die Grundlage fiir die Plateauphase der APs und ermoglicht die
elektromechanische Kopplung, die letztendlich zur Kontraktion der Kardiomyozyten
fiihrt [Bers et al. 2002].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es durch zweiwdchige himodynamische
Druckentlastung im Vergleich zu normal belasteten Herzen in der freien Wand des
linksventrikuldren Myokards der Spezies Ratte zu einem deutlichen Anstieg der Strom-
dichte des Ica, kommt. Die Kinetik des Ica. stellte sich allerdings als weitgehend
unverédndert dar.

Mehrere Faktoren konnen zu der Zunahme der Stromdichte fithren. Zum einen kann
eine Zunahme der Kanaldichte in der Plasmamembran dazu beitragen, dass die Strom-
dichte durch den L-Typ Ca**-Kanal steigt. Zum anderen gibt es allerdings auch
Variationen auf Kanalebene die zu einer Steigerung der Stromdichte beitragen konnen,
wie zum Beispiel Verdnderungen auf Proteinebene durch Phosphorylierung oder
proteolytischer Vorgédnge am Protein. Auch posttranskriptionelle Verdnderungen auf
RNA-Ebene, das so genannte Spleien, konnte zu Verdnderungen der Stromdichte des
Ica fithren. Welche Faktoren nun zu der in dieser Arbeit gezeigten Zunahme der Strom-

dichte beitragen konnten, soll im Folgenden diskutiert werden.
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4.1.2.1 Kanalzusammensetzung der L-Typ Ca**-Kaniile

Die kinetischen Eigenschaften eines spannungsabhiingigen Ionenkanals und seine
Offnungswahrscheinlichkeit werden unter anderem durch seine Proteinzusammenset-
zung geregelt (siehe Kapitel 1.2.4). Durch Verdnderungen der Zusammensetzung kann
es zu Modifikation dieser Eigenschaften kommen. Es stehen den Zellen unterschiedliche
Wege zur Verfiigung, auf welchen diese Modifikationen erreicht werden kdnnen. Zum
einen kann die Zelle durch posttransskriptionelles Verarbeiten der RNA, dem alternati-
ven Spleilen, aus einer RNA mehrere Proteine mit unterschiedlichen Eigenschaften
produzieren. Dadurch konnen in unterschiedlichen Geweben die Proteine genau den
Aufgaben des entsprechenden Gewebes angepasst werden. Neben dem alternativen
SpleiBen kann des Weiteren das bereits fertige Protein prozessiert werden, indem es
zum Beispiel proteolytisch verdndert wird, d.h. ein bestimmter Teil des Proteins durch
so genannte Proteasen herausgeschnitten wird. Auch der L-Typ Ca**-Kanal unterliegt
solchen Modifikationen. So ist zum Beispiel bekannt, dass bestimmte Spleivarianten
des L-Typ Ca**-Kanals seine Inaktivierungseigenschaften verindern [Sodatov et al.
1998]. Auch proteolytische Prozessierungen sind bekannt, die durch Spaltung des Prote-
ins am Carboxylende zum Beispiel zu Verdnderungen der Stromdichte des Ic,r. fithren
konnen [Klockner et al. 1995]. Da in dieser Arbeit keine genaue Sequenzierung des
Proteins durchgefiihrt wurde, ldsst sich zunichst nicht sagen, inwiefern Verdnderungen
auf RNA- oder Proteinebene zu der beobachteten Steigerung der Stromdichte beitragen
konnen. Allerdings zeigen die bisher bekannten Spleilvarianten der L-Typ Ca**-Kaniile
unterschiedliche kinetische Eigenschaften oder eine Verdnderung der Strom-
Spannungskurven [Singh et al. 2008; Liao et al 2004; Soldatov et al. 1996]. Die
kinetischen Eigenschaften und die Strom-Spannungskurve des Ica. zeigten sich aller-
dings in dieser Arbeit unter chronischer Druckentlastung unverdndert. Daher kann
davon ausgegangen werden, dass es sich bei druckentlasteten Kardiomyozyten und bei
physiologisch belasteten Kardiomyozyten mit groBer Wahrscheinlichkeit um diegleiche

SpleiBvariante des Proteins handeln wird.
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4.1.2.2 Der Phosphorylierungserad der L-Typ Ca**-Kaniile

Neben der Proteinzusammensetzung stellt auch die Phosphorylierung von Proteinen
einen wichtigen Parameter zur schnellen Modifikation von Proteineigenschaften dar. So
sind auch die Proteine des Ca’*-Haushaltes der Kardiomyozyten Ziel verschiedener
phosphorilierender und dephosphorilierender Enzyme. Zu den phosphorilierenden
Enzymen zéhlt zum Beispiel die in Kapitel 1.2.3 beschriebene Proteinkinase A (PKA).
Dieses Enzym unterliegt der Regulation des sympathischen Astes des vegetativen
Nervensystems. Durch Aktivierung der PKA werden die Eigenschaften mehrerer am
Ca’*-Haushalt beteiligter Proteine in den Kardiomyozyten verindert. So unterliegt unter
anderem der L-Typ Ca**-Kanal, der RyR, der NCX und auch PLB einer Phosphorylie-
rung durch die PKA [Liew et al. 2004]. Durch Phosphorylierung dieser Proteine kdnnen
die Kardiomyozyten den unter sympathischer Aktivierung gesteigerten Arbeits-
anforderungen gerecht werden. Es kommt zu einer Sensibilisierung und Synchro-
nisierung der L-Typ Ca’*-Kanile auf eine Depolarisation und zu einer gesteigerten
Offnungswahrscheinlichkeit des Ic,.. Auch der Ca**-Ausstrom aus dem SR nimmt
durch Phosphorylierung der RyR zu und die Aktivitit der SERCA wird durch Phospho-
rylierung von Phospholamban den gesteigerten intrazelluliren Ca**-Konzentrationen
wihrend der Systole angepasst (siehe Kapitel 1.2.3).

Somit bewirkt die Phosphorylierung der L-Typ Ca**-Kaniile eine drastische Anstieg auf
das 2-7 fache der Stromdichte des Icy durch eine gesteigerte Offnungs-
wahrscheinlichkeit der Kanile [Yue et al. 1990]. Allerdings kommt es durch diese
Modifikation des L-Typ Ca**-Kanals nicht nur zu einer Zunahme der Stromdichte, son-
dern die Aktivierung und Inaktivierung der Kanile wird um ca. 10mV auf negativere
Membranpotentiale verschoben [Hartzell et al.1991; Tsien et al. 1986]. Dies verdndert
die Stromspannungsabhiingigkeit der Kanidle. Da allerdings in dieser Arbeit keine
Unterschiede in den Stromspannungskurven, der Aktivierung und der Inaktivierung des
Ica. der Kardiomyozyten der physiologisch belasteten und der entlasteten
Kardiomyozyten gezeigt werden konnte, scheint es eher unwahrscheinlich, dass eine ge-
steigerte Phosphorylierung der L-Typ Ca**-Kaniile isoliert zu der gezeigten Zunahme

der Stromdichte des Iy fiihrt.
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Zu diskutieren bleibt allerdings trotz unveridnderter kinetischer Eigenschaften der Ein-
fluss des Phosphorylierungsgrades der L-Typ Ca**-Kanile auf die Stromdichte des Ic,y.
Denn insbesondere unter chronischer Druckentlastung kommt zu einer erheblichen Ver-
schiebung der Aktivitdt von Proteinkinasen und Phosphatasen [Schwoerer et al. 2008;
Marguliez et al. 2003]. So kann nicht mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dass
der Phosphorylierungsgrad der L-Typ Ca**-Kanile unter chronischer Druckentlastung
konstant bleibt. Allerdings kann weitgehend ausgeschlossen werden, dass der Phospho-
rylierungsgrad alleine zur gezeigten Steigerung der Stromdichte des Ic,p. fiihrt.

Ein direkter Nachweis iiber die Proteinbiochemie bleibt dennoch offen, da derzeit kein

aussagekriftiger Essay fiir diese Untersuchung zur Verfiigung steht.

4.1.2.3 Konzentration der L-Typ Ca’**-Kaniile in den Kardiomyozyten

Da Verinderungen der Proteinzusammensetzung der L-Typ Ca**-Kanile und eine
Veridnderung des Phosphorylierungsgrades, wie im vorherigen Abschnitt erortert,
offensichtlich nicht allein die nachgewiesene Steigerung der Stromdichte des Icar. erkld-
ren konnen, miissen andere Faktoren mit daran beteiligt sein. Eine gesteigerte Kanal-
dichte der L-Typ Ca**-Kaniile in der Plasmamembran kinnte ebenfalls zu der gezeigten
Steigerung der Stromdichte des Ic,, mit beitragen.

Um diese Hypothese zu verfolgen wurde in Kooperation mit dem [Institut fiir
Experimentelle und  Klinische = Pharmakologie und Toxikologie des
Universitdtsklinikums Hamburg—Eppendorf durch proteinbiochemische Untersuchungen
die Konzentration der porenbildenden a;-Untereinheit des L-Typ Ca’*-Kanals, der
Cayl.2, an linksventrikuldren Kardiomyozyten von Ratten untersucht. Hierbei wurde
mit Hilfe von western blotting die Proteinkonzentration der Ca,1.2 an linksventrikuld-
rem Gewebe von entlasteten und normal belasteten Rattenherzen betrachtet. Die Ergeb-
nisse dieser Untersuchung zeigten unter chronischer Druckentlastung eine deutliche Zu-
nahme der a;-Untereinheiten Cay1.2 der L-Typ Ca**-Kanile. Dies bekriftigt die Hypo-
these, dass eine gesteigerte Kanalkonzentration in der Plasmamembran druckentlasteter
linksventrikuldrer Kardiomyozyten zu der gezeigten Steigerung der Stromdichte des Icar,

beitragen konnte. Da allerdings fiir diese Untersuchung das gesamte linksventrikulire
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Gewebe verwendet wurde, ist das Ausmal} der Steigerung der Kanaldichte in der Plas-
mamembran der Kardiomyozyten schwer abschitzbar. Hier wurden L-Typ Ca**-Kaniile
von zum Beispiel neuronalem Gewebe und Bindegewebe mitbestimmt, weshalb eine
Beeinflussung nicht auszuschlieBen ist. Da iiber die Verinderung der L-Typ Ca®'-
Kanile dieser Gewebe wenig bekannt ist, miissten weitergehende Untersuchungen die
Verinderungen des L-Typ Ca**-Kanals in den Plasmamembranen entlasteter links-
ventrikuldrer Kardiomyozyten weiter differenzieren.

Neben der Untersuchung der o;-Untereinheiten wurde des Weiteren die Konzentration
der regulierenden B-Untereinheiten der L-Typ Ca**-Kanile untersucht. Diese Unter-
einheiten scheinen an der Regulation der a;-Untereinheiten der L-Typ Ca**-Kaniile
beteiligt zu sein [Brette et al. 2005]. Es wird davon ausgegangen, dass durch den Ein-
fluss der B-Untereinheit die Konzentration der porenbildenden Anteile der L-Typ Ca®*-
Kanile in der Plasmamembran gesteigert werden kann [Brette et al. 2005]. In den
proteinbiochemischen Untersuchungen stellte sich auch die Konzentration der
B-Untereinheiten als gesteigert dar. So konnte tatsdchlich durch chronische
Druckentlastung des linksventrikuldren Myokards eine positive Regulation der Kanal-
konzentration der L-Typ Ca**-Kaniile hervorgerufen werden.

Allerdings ist die Steigerung der Kanaldichte in der Plasmamembran nicht die einzige
Auswirkung der p-Untereinheiten auf die L-Typ Ca**-Kaniile. Neben dieser Funktion
verdndern die B-Untereinheiten auch die kinetischen Eigenschaften der a;-Unter-
einheiten. Durch den Einfluss der B-Untereinheiten kommt es zum einen zu einer
gesteigerten Offnungswahrscheinlichkeit der L-Typ Ca**-Kanile, was zu einer Steige-
rung der Stromdichte fithrt [Dzhura et al. 2000; Costantin et al. 1998]. Allerdings
kommt es auch zu einer Verschiebung der Stromspannungkurven und der steady-state
Inaktivierung in Richtung negativere Membranpotentiale [Dolphin 2003a; Walker et al.
1998]. Auch wenn in dieser Arbeit eine gesteigerte Stromdichte gezeigt werden konnte,
was unter anderem durch den Einfluss der B-Untereinheiten bewirkt werden kann,
konnten dennoch keine Unterschiede in den kinetischen Eigenschaften der L-Typ Ca™-
Kanile gezeigt werden. Somit scheint die Verdnderung der Proteinkonzentration der
L-Typ Ca**-Kanile wahrscheinlich kein isolierter Prozess zu sein, der zu der gezeigten

Zunahme der Stromdichte des Ic,. fiihrt. Eine detaillierte Erkldrung der beobachteten
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Zunahme der Stromdichte kann mit den hier durchgefiihrten Experimenten daher nicht

geliefert werden.

4.1.3 Das Ausbleiben der funktionellen Nachweisbarkeit des Icat

Aufgrund der zahlreichen bisher bekannten Parallelen der kardialen Umbauprozesse bei
chronischer Druckbelastung und Druckentlastung des linken Ventrikels sollte in dieser
Arbeit das Myokard durch elektrophysiologische Untersuchungen auf eine Reexpression
des T-Typ Ca**-Kanals iiberpriift werden. An linksventrikuliren Kardiomyozyten chro-
nisch druckbelasteter Herzen kann dieser Kanal bei der Ratte nachgewiesen werden
[Martinez et al 1999].

In den vorliegenden Versuchen konnten allerdings nach chronischer Druckentlastung
des linksventrikuliren Myokards elektrophysiologisch keine Strome mit den
Eigenschaften eines Ic,t gezeigt werden. Die unter Kapitel 3.3 dargestellten Strom-
spannungskurven zur Bestimmung aller Ca2+—permeablen Kanile an den entlasteten
Kardiomyozyten zeigten genau wie die physiologisch belasteten Kardiomyozyten
ausschlielich einen Strom mit den Eigenschaften des Icyr.

Die Rolle des T-Typ Ca**-Kanals ist weitgehend unbekannt. Sein Expressionsschema,
das sich am adulten, normal belasteten Myokard auf das Reizleitungssystem beschrinkt,
deutet darauf hin, dass dieser Kanal eine Rolle bei der Generierung des Schrittmacher-
pulses spielt [Brette et al. 2005]. Wie wichtig die Anwesenheit diese Kanals zur Genera-
tion eines solchen Pulses ist, bleibt dennoch zu diskutieren, insbesondere da Tiere, die
keinen kardialen T-Typ Ca**-Kanal exprimieren, iiberlebensfihig sind [Brette et al.
2005].

An fetalen Herzen wird der Kanal auBler von Zellen des Reizleitungssystems auch von
ventrikuldren Kardiomyozyten exprimiert [Escobar et al. 2003]. Welche Aufgabe der
Kanal hier iibernimmit, ist ebenfalls unbekannt. Eine Beteiligung des Ic,r an der Bildung
der APs der ventrikulidren Kardiomyozyten und somit eine Beteiligung an der elektro-
mechanischen Kopplung ist ungeklirt. Insbesondere ein Beitrag zum Ca**-Einstrom
wihrend der Plateauphase scheint eher unwahrscheinlich zu sein, da sich die maximale

Offnungswahrscheinlichkeit der T-Typ Ca**-Kaniile bei Membranpotentialen von ca.
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-40mV bewegt, also aullerhalb des Spannungsbereiches, in dem die Plateauphase liegt
(siche Kapitel 1.2.4.2).

Allerdings wird diskutiert, ob der Kanal an der Vermittlung von Wachstumsvorgingen
des Herzens beteiligt sein konnte [Martinez et al. 1999]. Eine solche Aufgabe wiirde
erkliren, dass der Kanal neben dem fetalen Myokard auch an chronisch druckbelasteten
und dadurch hypertrophierten Herzen nachgewiesen werden kann [Martinez et al. 1999].
Wiire der T-Typ Ca**-Kanal tatsichlich unter anderem an der Vermittlung von Wachs-
tumsvorgédngen beteiligt, ist es nachvollziehbar, dass in den vorliegenden Versuchen,
bei denen es zu einer Reduktion der Herzmasse kommt, ein Ic,r nicht zu identifizieren

ist.

4.1.4 Veranderung der APs

Es konnte in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden, dass es durch chronische himo-
dynamische Druckentlastung zu einer Verlingerung der APs in beiden Schichten der
freien Wand des linksventrikuldren Myokards kommt. Hierbei bleibt eine transmurale
Lingendifferenz der APs zwischen Epikard und Endokard erhalten.

Die unterschiedliche Linge der APs in den epikardialen und endokardialen Schichten
stellt fiir die physiologische Herzfunktion einen wichtigen Parameter dar (siehe Kapitel
1.2.1 und 1.2.2). Hierdurch wird zum einen die Menge des wihrend der Plateauphase in
die Zelle gelangenden Ca®* geregelt, was zum Beispiel die Kontraktilitit der Kardio-
myozyten beeinflusst [Bers et al. 2002]. Zum anderen wird durch die AP-Lingen-
differenz die geregelte Erregungsausbreitung wund Riickbildung ermdglicht.
Verinderungen der APs konnen somit die physiologische Herzfunktion sehr empfind-
lich storen, weswegen im Folgenden darauf eingegangen werden soll, welche Faktoren
unter chronischer Druckentlastung zur Verlingerung der APs mit beitragen konnten und

welche Auswirkungen diese auf Kardiomyozyten haben wiirde.
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4.1.4.1 Einfluss des Ca**-Einstroms

Die Form der ventrikuldren APs wird durch das Zusammenspiel der depolarisierenden
Na*- und Ca**-Einstrome und der repolarisierenden K*-Ausstrome gebildet. So ist es
naheliegend, dass es durch Verdnderung der Stromdichte der an der Bildung der APs
beteiligten Strome zu einer Verdnderung der Aktionspotentialform kommt. Die Strom-
dichte der betreffenden spannungsabhiingigen Ionenstrome ist zum einen abhédngig von
der Expression der zugehorigen Kanile zum anderen abhingig von der Funktionalitit
der Kandle.

Durch eine verminderte Stromdichte der repolarisierenden K*-Strome kommt es zu
einer Zunahme der AP-Linge [Nerbonne et al. 2006]. Diese Verminderung der Strom-
dichte der K'-Strome ist zum einen Grundlage einiger angeborener
Herzrhythmusstorungen. Hierbei kommt es durch verdnderte Expression der den repola-
risierenden K*-Stromen zugrunde liegenden Kanile zu einer Verlingerung der APs, was
sich in den transthorakalen EKG-Ableitungen in einer Verlidngerung des QT-Intervalls
duBert [Nerbonne et al. 2006]. Zum anderen gibt es Pharmaka, wie zum Beispiel
Amiodaron, die durch Blockade der repolarisierenden K'-Kaniile die APs verlingern
und so funktionelle Verldngerungen der QT-Zeiten herbeifiihren kdnnen.

Auch die Funktion der Na'-Kanile beeinflusst die Form der APs maBgeblich. Bei
zunehmender Stromdichte dieser lonenkanidle wurde experimentell gezeigt, dass es
durch Steigerung der depolarisierenden Krifte zu einer Verlingerung der APs kommt
[Nerbonne et al. 2006]. So sind wiederum angeborene Herzrhythmusstérungen bekannt,
bei denen es durch Mutationen der fiir die Na'-Kanile kodierenden Gene zu einer
Zunahme der Stromdichte des In, kommt, was zu einer Verlingerung der APs fiihrt
[Antzelevitch et al. 2008].

Inwieweit eine Zunahme des depolarisierenden I, wihrend der Plateauphase die Form
der APs beeinflussen kann, ist experimentell bisher nicht gezeigt. Allerdings gibt es
auch hier angeborene Storungen, wie zum Beispiel das so genannte Timothy-Syndrom,
bei dem es durch verminderte Inaktivierung des Ica, zu einer Verldngerung der APs
kommt [Antzelevitch et al. 2008]. Des Weiteren ist bekannt, dass es durch Blockade der
L-Typ Ca™*-Kanile mit nachfolgender Reduktion des I, zu einer Verminderung der

AP-Linge kommt [Cazorla et al. 2003]. Somit ist nahe liegend, dass es durch eine
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Zunahme der Stromdichte des Ica auch zu einer Verldngerung der APs kommen kann.
Es wurde bereits gezeigt, dass es unter chronischer Druckentlastung des linksventrikula-
ren Myokards der Ratte zu einer Reduktion der verschiedenen repolarisierenden
K*-Strome kommt, was, wie oben beschrieben mit einer Verlingerung der APs einher-
geht [Schwoerer et al 2008]. In der vorliegenden Arbeit konnte eine gesteigerte Strom-
dichte des Ica. an entlasteten linksventrikuldren Kardiomyozyten von Ratten
nachgewiesen werden. Somit konnte es durch den gesteigerten I, zu einer Zunahme
der depolarisierenden Krifte kommen, was zu der beobachteten Verlingerung der APs
mit beitragen konnte. In diesem Fall wiirde an chronisch druckentlasteten Kardiomyozy-
ten nicht ausschlieBlich die Reduktion der repolarisierenden Krifte zur Verldngerung
der APs fiihren, sondern auch eine Zunahme der depolarisierenden Krifte. Es bleibt
allerdings experimentell nachzuweisen, ob eine gesteigerte Stromdichte des Icar. und ei-
ne gesteigerte Expression der L-Typ Ca”*-Kaniile tatsichlich zu einer Verldngerung der

APs fiihren kann.

4.1.4.2 Schichtspezifische Unterschiede der AP-Lingen

Unter physiologischen Bedingungen zeigen sich iiber dem Myokard sowohl in trans-
muraler Richtung als auch zwischen Herzbasis und Herzspitze AP-Lédngendifferenzen
[London et al. 2007]. Dieses genau definierte Muster der AP-Lingen scheint eine
wichtige Rolle fiir die geregelte Erregungsausbreitung und Erregungsriickbildung iiber
dem Myokard wihrend eines Kontraktionszyklus zu spielen [Franz et al. 1987; Cohen et
al. 1976]. Kommt es unter pathophysiologischen Bedingungen zu einer Veridnderung
dieses AP-Lingendifferenzmusters, kommt es zur Ausbildung pathologischer EKG-
Linien. Dies geht offenbar mit einem erhohten Risiko fiir die Entstehung ventrikulédrer
Arrhythmien einher [Volk et al. 2000; Qin et al 1996].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass unter chronischer Druck-
entlastung eine Differenz der AP-Lidngen zwischen Endokard und Epikard zwar
bestehen bleibt, es allerdings in beiden Schichten zu einer Zunahme der AP-Lingen
kommt. Auch wenn eine AP-Lingendifferenz zwischen den epikardialen und endo-

kardialen Schichten erhalten bleibt, konnte dies dennoch zu einer Verldngerung der
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Repolarisierung iiber den betroffenen Myokardabschnitten fithren und so das physio-
logische AP-Lingenmuster storen. An diese Hypothese anlehnend konnte bei denen
unter Kapitel 4.1.4.1 beschriebenen Herzrhythmusstdrungen bereits nachgewiesen wer-
den, dass das Risiko der Entstehung von ventrikuliren Arrhythmien durch derartige
Erregungsriickbildungsstérungen zunimmt [London et al 2007; Antzelevitch et al.
2008].

Den elektrophysiologischen Kenntnissen iiber die APs, die Erregungsausbreitung und
Erregungsriickbildung zur Folge ist somit wegen des verdnderten AP-Lingenmusters
unter chronischer Druckentlastung mit einer zunehmenden Vulnerabilitit des Herzens

fiir ventrikuldre Arrhythmien zu rechnen.

4.1.4.3 Der AP-induzierte Ca**-Einstrom

Wihrend der Plateauphase des APs kommt es zu einem Ca**-Einstrom in die Zelle, der
unter anderem durch die elektromechanische Kopplung die Kontraktion der Kardio-
myozyten initiiert. Durch Verldngerung der APs steigt auch die Linge der Plateauphase
an. Dies bedingt eine Zunahme der Zeit, wihrend der eine Triebkraft fiir Ca** in die
Zelle besteht, wodurch theoretisch mehr Ca®* in die Zelle gelangen konnte. Diese
Annahme konnte in dieser Arbeit experimentell bestitigt werden. Durch die Verlidnge-
rung der APs kam es unter chronischer Druckentlastung durch hHTX zu einer Zunahme
des AP-induzierten Ca**-Einstroms.

Da dieser Einstrom von Ca**-Ionen iiber die Plasmamembran die Ca**-Freisetzung aus
dem SR triggert, konnte es hierdurch zu einer Steigerung der intrazelluliren Ca*-
Konzentration wihrend der Systole kommen, was derart gesteuert die Kontraktilitdt der
Zellen beeinflussen konnte [Bers et al. 2002].

Interessanterweise bleiben die maximale intrazellulire Ca**-Konzentration wihrend der
Systole so wie auch die kontraktilen Eigenschaften der Kardiomyozyten nach zwei-
wochiger Druckentlastung unverédndert [Ito et al. 2003]. Eine unverdnderte maximale
intrazellulire Ca**-Konzentration wihrend der Systole trotz gesteigerten Ca™*-Einstroms
von extrazellulir konnte zum Beispiel dann zustande kommen, wenn die an dem

Ca’*-Ausstrom aus dem SR beteiligten Ryanodinrezeptoren weniger sensibel auf den
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Ca’*-Einstrom von extrazellulir reagieren. Dies wurde bei einem Ca**-armen SR bereits
beobachtet [Bers et al. 2002]. Eine solche Entleerung des SR scheint unter chronischer
Druckentlastung auch tatsdchlich stattzufinden [unveroffentlichte Daten des Instituts fiir
vegetative Physiologie, Hamburg]. Welche Faktoren allerdings zu dieser Entleerung des
SR fiihren, ist weitgehend unbekannt. Der Fiillzustand des SR unterliegt allerdings unter
physiologischen Bedingungen einem genau geregelten Gleichgewicht zwischen den
Aktivitdten der SERCA, I, und NCX. Um eine chronische Entleerung des SR herbei-
zufithren muss dieses Gleichgewicht erheblich gestort werden. So konnte zum Beispiel
eine verminderte Aktivitdt der SERCA, eine gesteigerte Aktivitit des NCX oder auch
eine Steigerung der diastolisch Ca**-Freisetzung aus dem SR das System aus dem
Gleichgewicht bringen und so zu einer Entleerung des SR fiihren. Eine verminderte
Aktivitdt der SERCA kann zum einen durch eine verminderte Expression oder auch
durch einen verminderten Phosphorylierungsgrad von PLB zustande kommen. So fiihrt
chronische Druckentlastung mittels hHTX tatsdchlich zu einer Verminderung des
Phosphorylierungsgrades von PLB und reduziert dadurch die Aktivitdt der SERCA
[Schwoerer et al. 2008]. Dies konnte zur Entleerung des SR beitragen. Da das Ca®* aus
dem SR allerdings fiir die Kontraktion der Kardiomyozyten essentiell ist, konnte eine
Dysfunktion des SR mit einer Verschlechterung der diastolischen Funktion der Kardio-
myozyten einhergehen. So betrachtet konnte die Steigerung des Ca’*-Einstroms von
extrazellulir durch stirkere Triggerung der Ca’'-abhingigen Ca®*-Freisetzung dazu
filhren, dass bei vermindertem Fiillungszustand des SR die maximale intrazellulidre
Ca’*-Konzentration wihrend der Systole auf fiir eine suffiziente Kontraktion ausrei-
chenden Werten gehalten wird. Dieser Sachverhalt wurde bei pharmakologisch
erzeugter Entleerung des SR bereits gezeigt, wo es zum Anstieg des Ic,. kam um die
mangelnde Ca**-Freisetzung aus dem SR zu kompensieren [Dibb et al. 2004]. Dies
konnte die bereits mehrfach gezeigte Beobachtung erkliren, dass es durch chronische
Druckentlastung mittels hHTX zu einem Erhalt der systolischen aber einem Verlust der
diastolischen Funktion mit Verschlechterung der Relaxation der Kardiomyozyten
kommt [Ito et al. 2003; unverdffentlichte Daten des Instituts fiir Vegetative Physiologie,
Hamburg].
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4.2 Beeinflussung der Ergebnisse durch die Versuchsverhiltnisse

Obwohl versucht wurde die Untersuchungen moglichst nahe an physiologischen
Umgebungsbedingungen durchzufiithren, mussten einige Kompromisse eingegangen

werden um die gewiinschten Messungen durchfiihren zu konnen.

4.2.1 Temperatur

Alle in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuche wurden bei Raumtemperatur
(22°-25°) durchgefiihrt. Bei Korpertemperatur sind aufgrund der Temperaturabhingig-
keit der Nernstschen Gleichung, E,= R*T/Z*F * [lon]ex./ [lon]in (R= allgemeine Gas-
konstante; T= absolute Temperatur; Z= Wertigkeit der betrachteten lonen; F= Faraday-
konstante), die die Triebkraft fiir Ionen iiber einer Plasmamembran beschreibt, groBBere
Strome zu messen als bei Raumtemperatur [Numberger: patch-clamp-Technik;
Spektrum]. Deshalb werden die gemessenen Strome durch die L-Typ Ca**-Kanile in
situ einer anderen GrofBenordnung unterliegen. Von besonderem Interesse sind aller-
dings in diesen Versuchen die Unterschiede in der Stromdichte oder auch den APs, die
zwischen entlasteten und normal belasteten Kardiomyozyten zu finden sind. Unter der
Vorraussetzung, dass alle Kanile von Temperaturschwankungen in dhnlichem Ausmal
beeinflusst werden, spielen zur Identifizierung eines solchen Verhiltnisses die absoluten
Werte eine untergeordnete Rolle. Auch Vergleichswerte aus anderen Arbeiten liegen
durch Messungen unter Raumtemperatur vor.

Ein groBes Problem bei Messungen unter Korpertemperatur stellt das Phinomen des so
genannten Rundown der L-Typ Ca’*-Kanile dar. Dieses Phinomen beschreibt eine
schnell eintretende zeitabhédngige Verringerung der messbaren Strome [Numberger:
patch-clamp-Technik]. Die genaue Atiologie dieses Rundowns der L-Typ Ca®**-Kaniile
ist bisher nicht im Detail gekldrt, scheint aber unter anderem von der Temperatur
abhingig zu sein. Durch Verringerung der Temperatur kann diese Verminderung des
messbaren Stroms reduziert werden [Numberger: patch-clamp-Technik]. Allerdings ist
dieses Phinomen auch unter Raumtemperatur noch messbar, was auch bei den hier

durchgefiihrten Versuchen zu bemerken war. Unter diesen Bedingungen existiert aller-
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dings ein groBerer zeitlicher Spielraum bis zur Verringerung des messbaren Stroms, da
der Rundown der L-Typ Ca**-Kanile meist erst nach mehreren Minuten beginnt. So
zeigte sich in den hier durchgefiihrten Versuchen eine Halbierung des Stroms nach einer
Versuchdauer von 20min und mehr. Daher konnte ein Einfluss dieses Effekts auf die
Ergebnisse durch eine ausschlieBliche Verwendung der in den ersten Minuten nach
Sealbildung durchgefiihrten Versuche, deren Ergebnisse sich gut reproduzieren lieen,

minimiert werden.

4.2.2 EGTA

Um eine Kontraktion der Kardiomyozyten zu verhindern wurde der Pipettenlosung
10mM EGTA (Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraacetat) zugefiigt. Dieses Makro-
molekiil stellt als Chelatbildner einen sehr effektiven Puffer fiir Ca** dar, wodurch es
nach Einbringen der Substanz in den Intrazelluldrraum zu einem Sistieren der Kontrak-
tionen der Kardiomyozyten kommt. Hierdurch kann zum einen eine Stabilisierung des
Seals zwischen Zelle und Pipette erreicht werden. Zum anderen kann durch die Puffe-
rung von Ca®* auch die Ca’’-abhingige Inaktivierung bestimmter Kanile wie zum
Beispiel der Ca’*-sensitiven CI'-Kanile, weitgehend verhindert werden, was sonst die
Ergebnisse beeinflussen konnte [Zygmut et al 1992].

Die Ca’*-abhingige Inaktivierung der L-Typ Ca**-Kanile bleibt bei der Ca**-Pufferung
durch EGTA allerdings erhalten [Sham et al. 1997]. Dies liegt daran, dass die Bindungs-
stelle dieser Kanile fiir Ca®* sehr nah an der intrazelluliren Kanaloffnung direkt unter
der Zellmembran liegt. Dieser Bereich unter der Zellmembran wird als Fuzzy Space
bezeichnet und ist sehr proteinreich. Deshalb steht hier nicht geniigend Platz fiir das
relativ grofe Puffermolekiil EGTA zur Verfiigung [Peterson et al. 1999; de Leon et al.
1995]. Dadurch kann die Ca**-Konzentration in diesem Bereich nicht stark genug
gesenkt werden um eine Ca**-abhingige Inaktivierung der L-Typ Ca**-Kanile zu unter-
binden. Somit ist es unter diesen Versuchsbedingungen weiterhin moglich die
Inaktivierungskonstante 7, des Icr, die weitgehend durch die Ca**-abhiingige Inaktivie-
rung beschrieben wird, zu bestimmen. Somit stellte EGTA, auch wenn hierdurch ein

unphysiologisches Molekiil in den Intrazellulirraum eingebracht wird, im Vergleich zu
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anderen Puffermolekiilen, wie zum Beispiel BAPTA (1,2-Bis(o-Aminophenoxy)ethane-
N,N,N',N'"-Tetraacetic Acid), einen guten Kompromiss dar. Denn BAPTA zum Beispiel
verhindert zum einen die Ca**-abhingige Inaktivierung der L-Typ Ca**-Kanile und
beeinflusst zum anderen die kinetischen Eigenschaften anderer spannungsabhingiger
Ionenkanile in einem stidrkeren Ausmal als EGTA, wodurch es zu einer stirkeren Ver-
filschung der AP-Lingen und des AP-induzierten Ca**-Einstroms kommen wiirde

[Fauconnier et al. 2003].

4.2.3 Identifikation des AP-induzierten Ca>"-Einstroms durch Cd**

Die wiihrend des APs in die Zelle einstromenden Ca**-Ionen wurden bestimmt, indem
der Gesamtstrom wiahrend des APs gemessen wurde. AnschlieBend wurden die L-Typ
Ca’*-Kinale durch Cd** blockiert und die Reststrome wihrend des APs gemessen. Der
aus diesen beiden Ergebnissen resultierende Subtraktionsstrom stellte den Cd**-sensi-
tiven Strom dar, der weitgehend dem Ca**-Einstrom wihrend des APs entspricht.

Cd** zihlt zu den pharmakologischen Blockern des L-Typ Ca’*-Kanals
[Fox et al. 1987]. Mit der hier verwendeten Konzentration von 300uM Cd** kann eine
effektive Blockade der L-Typ Ca**-Kaniile erreicht werden.

Allerdings zeigt Cd** sowie andere Ca**-Kanalblockern, zum Beispiel Blocker aus der
Gruppe der Dihydropyridine, keine ausgeprigte Spezifitdt fiir eine bestimmte Kanal-
gruppe [Gotoh et al. 1991]. Das Ion beeinflusst ab einer Konzentration von 300uM
neben dem I, auch die Aktivierungs- und Inaktivierungseigenschaften des transienten
K*-Auswirtsstroms I, und des Na*/Ca®*-Austauschers [Agus et al. 1991]. Somit konnte
eine verlangsamte Inaktivierung des I, durch Cd** einen kleineren Subtraktionsstrom
verursachen, was dazu fithren wiirde, dass die AP-induzierten Ca**-Einstrome aller
Wabhrscheinlichkeit nach in den hier durchgefiihrten Versuchen unterschitzt wurden.
Hinzu kommt, dass der I, in beiden Versuchsgruppen nicht in gleichem MaBle expri-
miert wird. Durch chronische Druckentlastung kommt es wie bereits beschrieben zu
einer verminderten Expression dieses Kanals. Somit kommt es zu einer geringeren

Beeinflussung der Ergebnisse in der Gruppe der entlasteten Kardiomyozyten als in der

110



Diskussion

Gruppe der physiologisch belasteten Kardiomyozyten was den Betrag des Anstiegs des
AP-induzierten Ca**-Einstroms unter chronischer Druckentlastung weiter beeinflusst.

Da allerdings bei allen anderen verfiigbaren Ca®*-Kanalblockern, wie zum Beispiel
Nifedipin, ebenfalls mit derartig einschrinkenden Nebeneffekten zu rechnen ist, stellt
die in der vorliegenden Arbeit verwendete Hemmkonzentration von 300um Cd** einen
allgemein akzeptierten Kompromiss dar um den gefragten Strom aus den anderen am

Aktionspotential beteiligten Stromen zu isolieren.

4.2.4 Stimulationsrate der Aktionspotentiale

Zur Bestimmung des wihrend des APs in die Zelle gelangenden Ca** wurden die APs
mit einer Frequenz von 0,33 Hz ausgelost, was im Vergleich zur Herzfrequenz der Ratte
von iiber 300/min einem sehr geringen Wert entspricht. Diese niedrige Stimulationsrate
konnte Auswirkungen auf die kinetischen Eigenschaften der an der Bildung des APs
beteiligten Kanéle haben.

So zeigt zum Beispiel der transiente K'-Auswirtsstrom Iy, frequenzabhiingige Zeit-
konstanten wihrend seiner Inaktivierung [Shimoni et al. 1995]. Je hoher die Frequenz,
desto kleiner werden die Zeitkonstanten der Inaktivierung, was in einem kleineren
repolarisierende Strom resultiert. Diese Eigenschaften des I, sind in den endokardialen
Schichten stirker ausgeprigt als in den epikardialen Schichten. So konnte gezeigt wer-
den, dass bei steigenden Stimulationsraten die Linge der APs in den endokardialen
Schichten stédrker zunehmen als in den epikardialen [Shimoni et al. 1995], da es zu einer
schnelleren Inaktivierung des I, in den endokardialen Schichten kommit.

Im Bezug auf die vorliegende Arbeit kime es bei hoheren Stimulationsraten somit
wahrscheinlich zu einer groeren Differenz zwischen der mittleren APDg der endokar-
dialen und der epikardialen Schichten. Dies konnte dazu fiihren, dass die Unterschiede
in den Aktionspotentiallingen zwischen epikardialen und endokardialen Schichten
sowohl bei den entlasteten als auch bei den normal belasteten Kardiomyozyten unter-

schatzt wurden.
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4.2.5 Auswirkungen der verwendeten Narkotika auf den Icar

Die Entnahme der Herzen am Versuchstag wurde nach Absprache mit den zustdndigen
Behorden mit Hilfe einer volatilen Narkose durch Isofluran durchgefiihrt.

Volatile Anisthetika zeigen einen starken Einfluss auf das kardiovaskulidre System. Es
wurde beobachtet, dass die Kontraktilitidt der Kardiomyozyten unter der Wirkung volati-
len Anésthetika abnimmt und es zu einer Reduktion der Herzfrequenz kommt. Hieraus
resultieren teilweise starke Blutdruckabfille [Hanley et al. 1998].

Da der L-Typ Ca’*-Kanal auch an der zur Kontraktion fiihrenden elektromechanischen
Kopplung beteiligt ist, konnte eine derart durchgefiihrte Narkose die Eigenschaften der
L-Typ Ca**-Kaniile akut beeinflussen.

Bisher wurde gezeigt, dass die akut negativ inotrope Wirkung volatiler Anisthetika zum
einen auf eine verringerte Freisetzung von Ca”* aus dem SR zuriickzufiihren ist. Zum
anderen scheinen die kontraktilen Filamente, die letztendlich die Kontraktion bewirken,
unter volatiler Narkose weniger sensitiv auf Ca®™ reagieren zu konnen [Hanley et al.
1998]. Eine Beteiligung des L-Typ Ca**-Kanals am negativ inotropen Effekt volatiler
Anisthetika ist bisher nicht bekannt, aber auch nicht direkt auszuschlie3en.

Inwieweit solch ein Effekt dennoch Auswirkungen auf die hier durchgefiihrten Ergeb-
nisse haben konnte, bleibt zu diskutieren. Es ist bekannt, dass die negativ inotropen
Effekte durch volatile Anésthetika sich akut manifestieren und nach Abatmung der
Substanzen rasch sistieren. Ein bleibender Effekt volatiler Anisthetika auf die oben
erwihnten Parameter der elektromechanischen Kopplung ist nicht bekannt.

In den vorliegenden Versuchen wurden die Herzen nach der Exposition der Tiere mit
dem Anisthetikum vor den Versuchen gewaschen und pripariert, so dass die Kardio-
myozyten wihrend der Versuche nicht mehr in Kontakt mit im Blut zirkulierenden
Substanzen stehen konnten. Hierdurch kann ein eventueller Effekt der volatilen
Anisthetika auf die gesuchten Parameter des L-Typ Ca®*-Kanals weitgehend

ausgeschlossen werden.
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4.3 Vergleich zwischen chronischer Druckbelastung und Druckentlastung

4.3.1 Regression auf fetale Proteinmuster

Durch die Kopplung an den miitterlichen Kreislauf sind fetale Herzen anderen
Bedingungen ausgesetzt als die adulten Organe. So kommt es zum Beispiel nach der
Geburt zu einer Umstellung der himodynamischen Belastung des Herzens, da in der
Fetalzeit durch die Umgehungskreisliufe von Lunge und Leber das Herz anderen
Driicken ausgesetzt ist als im adulten Kreislauf. Es wird vermutet, dass dies unter ande-
rem eine Erkldrung fiir das vom adulten Herzen abweichende Proteinmuster fetaler
Kardiomyozyten darstellen konnte. Kommt es postnatal durch Beginn der Lungenfunk-
tion zu einer Exposition des Herzens an die physiologischen Driicke des adulten
Kreislaufs, unterliegen die Kardiomyozyten einer Veridnderungen der Genexpression,
wodurch sich in Bezug auf das Proteinmuster der Zellen der Phinotyp adulter Kardio-
myozyten auszubilden beginnt [Rajabi et al. 2007]. Aus diesem Grund wird davon
ausgegangen, dass die ventrikuldren Druckverhiltnisse einen essentiellen Einfluss auf
die Genexpression und somit die Proteinausstattung der Kardiomyozyten ausiiben
[Depre et al. 1998].

Dies ldsst sich dadurch bestitigen, dass sich unter bestimmten pathophysiologischen
Bedingungen, die mit Verdnderungen der ventrikuldren Driicke einhergehen, die
Proteinausstattung fetaler Kardiomyozyten zuriickbildet. Einige Erkenntnisse deuten
darauf hin, dass die Tatsache, ob es zu einer chronischen Drucksteigerung oder Druck-
minderung in den Ventrikeln kommt, eine eher untergeordnete Rolle spielt. So konnte
zum Beispiel gezeigt werden, dass es in beiden physikalisch entgegen gesetzten Situa-
tionen zu einer Umstellung der kardialen Energiegewinnung kommt, die der fetaler
Kardiomyozyten entspricht [Depre et al. 1998].

Auch der fiir die Kardiomyozyten zur Kontraktion besonders wichtige Ca**-Haushalt
scheint durch veridnderte Druckverhiltnisse beeinflusst zu werden. Adulte, normal
belastete Kardiomyozyten besitzen ein stark ausgebildetes SR [Escobar et al. 2003]. Die
starke Ausprigung dieses intrazelluliren Ca**-Speichers deutet darauf hin, dass der zur

Kontraktion notwendige Konzentrationsanstieg von intrazellulirem Ca** vorwiegend
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durch Ca**-Freisetzung aus diesem Speicher stammt. Der transplasmalemmale Ic,
iibernimmt dahingegen eine eher modulierende Aufgabe, da er den Ca**-Ausstrom aus
dem SR iiber die Ca**-abhingige Ca’*-Freisetzung aus den Ryanodinrezeptoren triggert
[Escobar et al. 2003]. Allerdings ist der Ic,. fiir die Initiation der elektromechanischen
Kopplung dennoch essentiell, da es ohne den Ca**-Einstrom von extrazellulir zu keiner
Ca”*-Freisetzung aus dem SR kommen kann [Trafford et al. 2002]. Daher werden zur
Initiation der Diastole die im Zytoplasma befindlichen Ca**-Ionen vornehmlich durch
eine stark aktive SERCA wieder in den intrazelluliren Ca**-Speicher zuriicktranspor-
tiert, wohingegen lediglich ein kleinerer Anteil des intrazelluliren Ca®* nach extrazellu-
lar transportiert wird [Escobar et al. 2003; Dibb et al. 2004]. Somit scheint bei adulten
Kardiomyozyten der Ca”™*-Ein- und Ausstrom von extrazellulir, abgesehen von einer
modulierenden Funktion, fiir die Kontraktilitdt der Kardiomyozyten eine eher unterge-
ordnete Rolle zu spielen [Escobar et al. 2003].

An Kardiomyozyten fetaler Herzen finden sich allerdings umgekehrte Verhéltnisse. Es
zeigt sich ein schwach ausgebildetes SR mit geringfiigig aktiver SERCA. Aus diesem
Grund muss am fetalen Myokard der Ca**-Einstrom von extrazellulir einen stirkeren
Beitrag zum intrazelluliren Ca’**-Anstieg leisten als an adulten Kardiomyozyten
[Yasiu et al. 2005; Escobar et al. 2003]. Dies konnte unter anderem durch
verhiiltnismiBig lange APs, eine stirkere Expression der L-Typ Ca**-Kanile und der
NCX in der Plasmamembran fetaler Kardiomyozyten ermoglicht werden
[Cernohorsky et al. 1998]. Durch die starke Expression des NCX konnte ebenfalls er-
klart werden, dass zur Initiation der Diastole der Hauptanteil des intrazellulidren Ca**
nach extrazelluldr verlagert wird [Vetter et al. 1995]. Somit wird an fetalen Herzen ein
groBerer Teil des fiir die Kontraktion der Kardiomyozyten benétigten Ca®* von extrazel-
luldr zur Verfiigung gestellt und zur Einleitung der Diastole auch wieder in den Extra-
zelluldrraum zuriicktransportiert.

Unter chronischer Druckbelastung konnte gezeigt werden, dass die Regulation des Ca**-
Haushaltes der fetalen Situation dhnelt. Analog zu fetalen Kardiomyozyten scheint der
Beitrag des SR durch eine verminderte Aktivitit der SERCA reduziert zu werden,

wihrend es durch Zunahme der AP-Lingen zu einer Steigerung des Ca**-Einstroms von
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extrazelluldr zu kommen scheint [Piacentino et al. 2003; Wickenden et al. 1997; Volk et
al. 2004].

Dass sich unter chronischer Druckentlastung dhnliche Verhiltnisse finden lassen, konnte
in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden. Auch hier lieB sich eine Steigerung des Ca®*-
Einstroms von extrazelluldr zum einen durch eine Steigerung der Stromdichte des I,
und zum anderen durch eine Zunahme der AP-Lénge nachweisen.

Dies deutet darauf hin, dass es nicht nur in Bezug auf die Energiegewinnung durch
chronische Druckbelastung und Druckentlastung in den Ventrikeln zu einer Regression
auf fetale Funktionsmuster der Kardiomyozyten zu kommen scheint. Durch Nachweis
von analogen Verinderungen in Bezug auf die AP-Linge und den AP-induzierten Ca*-
Einstrom von extrazelluldr konnte bestétigt werden, dass die Regression auf fetale Funk-
tionsmuster auch bei diesen Parametern unabhingig davon stattzufinden scheint, ob es

zu einer Druckbelastung oder einer Druckentlastung kommt.

4.3.2 Vergleich des Ca>*-Haushaltes

Im vorherigen Abschnitt wurde beschrieben, dass es unter chronischer Druckbelastung
und chronischer Druckentlastung zu einer Regression auf fetale Funktionsweisen der
Kardiomyozyten kommt [Depre et al. 1998]. Dies bedeutet, dass durch die beiden
physikalisch entgegengesetzten Situationen interessanterweise gleichsinnige Veridnde-
rungen ausgelost werden konnen, die auch die Regulierung des Ca**-Haushalts betref-
fen.

Derzeit wird diskutiert, inwieweit die Verinderungen des Ca**-Haushaltes durch
Regression auf fetale Muster an chronisch druckbelasteten Kardiomyozyten zu einem
Verlust der kardialen Pumpfunktion beitragen konnen [Wickenden et al. 1997]. Da hier
vermutlich ein Zusammenhang zwischen Verinderungen der intrazelluliren Ca**-Kon-
zentration und der Verschlechterung der Kontraktilitit besteht [Wickenden et al. 1997],
konnten theoretisch auch an druckentlasteten Kardiomyozyten die Veridnderungen des
physiologischen Ca”**-Haushaltes negative Auswirkungen auf die kontraktilen Eigen-

schaften der Kardiomyozyten haben.
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Der Ca’**-Einstrom wihrend des APs von extrazellulir chronisch druckentlasteter und
chronisch druckbelasteter Kardiomyozyten stellt sich im Vergleich zu normal belasteten
Kardiomyozyten als gesteigert dar. Allerdings scheinen die Wege, auf denen dieser
gesteigerte Ca**-Einstrom erreicht wird in den physikalisch gegensitzlichen Situationen
nicht komplett iiberein zu stimmen. Zwar kommt es sowohl bei chronischer Druckbelas-
tung als auch bei chronischer Druckentlastung aufgrund einer Reduktion der repolarisie-
renden K*-Strome zu einer Verlingerung der APs [Volk et al. 2004]. Der L-Typ Ca**-
Kanal wird aber in beiden Situationen unterschiedlich reguliert. So konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass es unter chronischer Druckentlastung zu einer Steigerung
der Stromdichte des Ic,. kommt, wohingegen dieser Strom unter chronischer Druckbe-
lastung keiner Verdnderung unterliegt oder sogar reduziert wird [Volk et al. 2004; Ha-
senfuss et al. 1997]. Als mogliche Erklirung fiir diesen Unterschied konnte Folgendes
dienen: Durch hHTX wird eine maximale Entlastung des linken Ventrikels erzielt. In
Tiermodellen, die zur Druckbelastung fithren, kann hingegen keine so ausgeprigte
Steigerung des linksventrikuldren Drucks erzielt werden, die dem Betrag der Entlastung
entsprechen wiirde. Dies wiirde zu einer akuten Herzinsuffizienz fithren und wire nicht
mit dem Leben des Tieres vereinbar. Der Stimulus unter chronischer Druckbelastung ist
also geringer als unter chronischer Druckentlastung, was zu den Unterschieden im
transplasmalemmalen Ca**-Einstrom mit beitragen konnte.

Trotz dieses Unterschiedes fiihrt die Verldngerung der APs in beiden Situationen zu
einer Steigerung des Ca’’-Einstroms von extrazellulir. Dies konnte eine gesteigerte
Ca’*-Freisetzung aus dem SR nach sich ziehen und so zu einer Verbesserung der kon-
traktilen Parameter der Zelle fiihren. Diese Vorginge konnten durch Aortenstenose
chronisch druckbelasteten linksventrikuldren Kardiomyozyten auch gezeigt werden
[Bouchard et al. 1995; Wickenden et al. 1998; Volk et al. 2004].

Gesteigerte maximale intrazellulire Ca**-Konzentrationen withrend der Systole konnten
an durch hHTX druckentlasteten Kardiomyozyten nach zweiwdchiger Entlastung nicht
nachgewiesen werden [Ito et al. 2003]. Eine mogliche Erklidrung fiir die Kombination
aus konstanter maximaler Ca**-Konzentration wihrend der Systole und gesteigertem
Ca’*-Einstrom von extrazellulir konnte, wie in Kapitel 4.1.4.3 beschrieben, ein

entleertes SR mit verminderter Sensitivitit der RyR sein [Ito et al. 2003]. Bei chronisch
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druckbelasteten Herzen scheint die Entleerung des SR allerdings einen zentralen Patho-
mechanismus bei der Entwicklung einer Herzinsuffizienz darzustellen. Denn das
Fortschreiten der Erkrankung ist an eine progrediente Entleerung des SR gebunden,
wodurch es bei chronischer Druckbelastung langfristig zu einer Reduktion der maxima-
len Ca**-Konzentration wihrend der Systole kommt. Ein entscheidender Faktor, der zur
Entleerung des SR unter chronischer Druckbelastung beitrégt, ist der Funktionsverlust
der SERCA. Durch diesen Funktionsverlust verliert das SR zum einen Ca2+, was die
systolischen Parameter verschlechtern kann, zum anderen kann Ca®™ zur Initiation der
Diastole nicht mehr so schnell aus der Zelle entfernt werden, wodurch es zu einer
Verldngerung der Diastole kommt [Wickenden et al. 1998]. Dies fiihrt so zu einer Ver-
schlechterung sowohl der systolischen als auch der diastolischen kontraktilen Parameter
unter chronischer Druckbelastung [Bailey et al. 1992].

Interessanterweise scheinen sich hier allerdings chronische Druckbelastung und Druck-
entlastung in einem ganz entscheidenden Parameter zu unterscheiden. Wéhrend bei der
chronischen Druckbelastung durch Funktionsverlust des SR sowohl die systolische als
auch die diastolische Funktion der Kardiomyozyten verschlechtert wird, kommt es bei
chronischer Druckentlastung trotz der Entleerung des SR auf bisher ungeklidrten Weise
lediglich zu einer Verschlechterung einiger diastolischer Parameter [Ito et al. 2003]. So
scheint der gesteigerte Ca**-Einstrom von extrazellulir durch Steigerung der Stromdich-
te des Ica und der AP-Linge die systolischen Eigenschaften unter chronischer Druck-
entlastung kompensieren zu konnen, wihrend dies bei chronischer Druckbelastung nicht
der Fall zu sein scheint. Hier kann lediglich spekuliert werden, ob zum Beispiel die in
manchen Veroffentlichungen gezeigte Reduktion der Stromdichte des Ic,r. unter chroni-
scher Druckbelastung dazu beitrigt, dass der verminderte Fiillzustand des SR nicht mehr
kompensiert werden kann [Hasenfuss et al. 1997].

Zusammenfassend ldsst sich also aussagen, dass sich Kardiomyozyten unter chronisch
Druckbelastung und Druckentlastung an die Funktionsweisen fetaler Kardiomyozyten,
wie in Kapitel 4.3.1 bereits beschrieben, annihern. In beiden Situationen verschiebt sich
die Beteiligung der an dem Ca**-Anstieg wihrend der Systole beteiligten Systeme auf
den Ca’*-Einstrom von extrazellulir. Allerdings scheinen die Folgen dieser Umstellung

in den physikalisch gegensitzlichen Situationen nicht vollkommen iiberein zu stimmen.
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4.4 Vergleich der Entlastung mittels hHTX und VAD

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuche sollen dazu dienen, die
Vorgiénge der Entlastungstherapie insuffizienter Herzen mittels mechanischer Unterstiit-
zungssysteme und die daraus resultierende kardiale Atrophie besser verstehen zu
konnen. Hierbei wird davon ausgegangen, dass die Entlastung normal belasteter Kardi-
omyozyten durch hHTX als Modell fiir die Entlastung insuffizienter Kardiomyozyten
dienen kann.

Inwieweit die Ergebnisse von durch hHTX entlasteten Kardiomyozyten von Ratten auf
die Entlastungstherapie am Menschen {iibertragen werden konnen, ist umstritten.
Kritiker des Entlastungsmodells der hHTX gesunder Organe gehen zum einen davon
aus, dass aufgrund der unterschiedlichen Ausgangssituationen bei der Entlastung durch
hHTX andere Mechanismen als bei Entlastungstherapie aktiviert werden. Zum anderen
konnten die Herzen unterschiedlicher Spezies anders auf eine Entlastung reagieren.
Dennoch scheint es Vorginge am Herzen zu geben, die unabhéngig von der Spezies und
der Ausgangssituation des Herzens durch hamodynamische Druckentlastung initiiert zu
werden scheinen [Doenst et al. 2006].

Gerade diese primidr durch hdamodynamische Entlastung verursachten Vorginge sind
von besonderem Interesse, konnen aber nur isoliert durch die Untersuchung gesunder,
entlasteter Herzen identifiziert werden. Denn im Falle einer vorausgegangenen Hyper-
trophie auf dem Boden einer Kardiomyopathie konnen Verédnderungen nicht eindeutig
der Entlastung zugeordnet werden, da unter anderem auch die Erkrankung oder die
Medikation zu Veridnderungen auf zelluldrer Ebenen fithren konnen.

Um zu zeigen, dass die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zu den priméren
Verinderungen zédhlen, die durch chronische himodynamisch Druckentlastung hervor-
gerufen werden, sollen diese mit Studien an durch VAD-Therapie entlasteten Herzen

verglichen werden.
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4.4.1 Reduktion der ZellgroBe

Bei der Entlastungstherapie insuffizienter und hypertrophierter Herzen kommt es durch
die mechanischen Unterstiitzungssysteme zu einer Reduktion der Herzmasse und auch
der zelluliren Hypertrophie, wodurch die Herz- und Kardiomyozytengrofle wieder
physiologische AusmaBle annimmt [Terracciano et al. 2003; Zafeiridis et al. 1998]. Auch
bei dem Tiermodell der heterotopen Herztransplantation kommt es zu einer Reduktion
der kardialen Masse und der Zellgrole der einzelnen Kardiomyozyten [Nourani et al.
2001]. Hier sinken die Werte allerdings unter die physiologischen Malle, da bereits von
normal groBen Kardiomyozyten und Herzen ausgegangen wird. Es kommt also zu einer
Atrophie der Kardiomyozyten und somit des Herzens. Dennoch kann die Hypothese
gestellt werden, dass es durch Reduktion der Vor- und Nachlast zu einer Reduktion der
kardialen Masse kommit.

Die GroBe des Herzens und der einzelnen Kardiomyozyten ist abhiingig von der Arbeit,
die der Herzmuskel leisten muss [Korecky & Rakusan 1983; Rakusan et al. 1979;
Campbell 1991]. Die Herzarbeit wiederum variiert zum einen mit den Druck-
verhiltnissen in den Kreisldufen und in den Ventrikeln, also der Vor- und der Nachlast,
zum anderen kann aber auch eine Zunahme der Herzfrequenz und der Kontraktionskraft
die Herzarbeit ansteigen lassen. Herzfrequenz und Kontraktionskraft ihrerseits sind
wiederum abhingig von der hormonellen Umgebung und der vegetativen Innervation
des Herzens. So steigern zum Beispiel Katecholamine als endokrine und parakrine
Effektoren des sympathischen Astes des vegetativen Nervensystems die Frequenz und
Kontraktionskraft des Herzens. Deshalb fiihrt eine chronisch gesteigerte Konzentration
an Katecholaminen zu einer Hypertrophie der Kardiomyozyten [Simpson et al 1985;
Simpson et al. 1881]. Neben den Katecholaminkonzentrationen hat auch das RAAS
Einfluss auf die kardiale Funktion (siehe Kapitel 1.3.5). Die durch Herzinsuffizienz ge-
steigerte Konzentration an Angiotensin II, einem Bestandteil des RAAS, bewirkt ihrer-
seits eine Hypertrophie der Kardiomyozyten. Auch die Schilddriisenhormone haben
Einfluss auf die Herzfunktion. So konnte gezeigt werden, dass chronischer Hyperthyre-

oidismus unter anderem tiiber eine gesteigerte Expression der B;-Rezeptoren mit einer
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Zunahme der Herzfrequenz und der Kontraktionskraft der Kardiomyozyten einhergeht
und so zu einer Hypertrophie des Herzmuskels fithren kann [Sanford et al. 1978].

Um nun die hHTX als Modell fiir eine Entlastungstherapie verwenden zu kdnnen sollten
in beiden Situationen dieselben Faktoren zu der Reduktion der Zellgré3e beitragen.
Hierbei stoft man zunidchst auf das Problem der bei der Herztransplantation herbei-
gefiihrten Denervierung des Herzens, die zu einer Reduktion der parakrinen Effekte des
vegetativen Nervensystems fithrt. Wird das Herz von der vegetativen Innervierung
getrennt, kommt es zu einer Reduktion der Herzfrequenz und der Kontraktionskraft.
Gerade Ratten besitzen eine extrem hohe Herzfrequenz von ca. 300 Schligen/min, die
nach der Transplantation um beinahe 50% sinkt (sieche Kapitel 3.1.1). Zwar trédgt auch
die himodynamische Entlastung dazu bei, dass es zu einer Reduktion der Herzfrequenz
kommt, der Beitrag der Denervierung zur Reduktion der Herzfrequenz ist dennoch nicht
zu unterschidtzen. Man konnte also argumentieren, dass die durch Denervierung herbei-
gefithrte Reduktion der Herzfrequenz und der Kontraktionskraft einen Beitrag zu der
Reduktion der ZellgroBe leisten konnte. Jedoch konnte gezeigt werden, dass bei hHTX
eine gesteigerte Konzentration an Katecholaminen die Reduktion der ZellgroBe des
transplantierten Herzens nicht inhibieren konnte, das native Herz der Empfinger aller-
dings hypertrophierte [Petrie et al. 1994]. AuBBerdem lésst sich durch eine spezielle Form
der heterotopen Herztransplantation, durch die eine gewisse Vor- bzw. Nachlast auf
dem transplantierten Herzen ruht, trotz Denervierung des Herzens eine Atrophie der
Kardiomyozyten weitgehend verhindern [Galinanes et al. 1994]. Somit scheint die
Denervierung ohne hidmodynamische Entlastung des Herzens nur einen geringen
Einfluss auf die Groe der Kardiomyozyten zu haben [Petrie et al. 1994; Klein et al.
1991]. Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass die Denervierung nicht den
Hauptteil zur Reduktion der Herzmasse beitrégt.

Des Weiteren sind bei dem Modell der heterotopen Herztransplantation die Herzen
beider Versuchsgruppen den gleichen im Kreislauf zirkulierenden endokrinen Hormon-
konzentrationen ausgesetzt, da sich beide Organe im selben Individuum befinden.
Hierdurch sind die endokrinen Effekte der im Blut zirkulierenden Hormone auf beide

Organe gleich.
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Unter mechanischer Unterstiitzungstherapie bleibt die Inervation des Herzens intakt.
Allerdings kommt es durch eine Verbesserung der peripheren Durchblutung zu einer
Reduktion der Sympathikusaktivitdt [Dipla et al.1998]. Dies fithrt zum einen zu einer
Senkung der im Kreislauf zirkulierenden Katecholamine, zum anderen auch zu einer
verminderten parakrinen Stimulation durch die sympathischen Nervenfasern direkt am
Herzen. Dies hat eine Reduktion der Frequenz und der Kontraktionskraft der Kardio-
myozyten zur Folge. Inwieweit dies zur Reduktion der Zellgroe beitragen konnte, ist
unbekannt. Aulerdem besteht bei Patienten die an einer Herzinsuffizienz leiden, durch
die in den meisten Fillen durchgefiihrte medikamentose Blockade der B-Rezeptoren zu
einer sympatischen Abschirmung, weshalb der Einfluss der Katecholamine umstritten
ist. Es muss jedoch davon ausgegangen werden, dass diese verminderte Konzentration
an Katecholaminen in der Zirkulation dennoch einen Stimulus fiir die Reduktion der
ZellgroBe darstellen konnte.

Somit kann nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dass die Denervierung bei der
hHTX und die sinkenden Katecholaminspiegel bei der VAD-Therapie einen Beitrag zu
der Reduktion der kardialen Massen leisten konnen. Allerdings kann dennoch davon
ausgegangen werden, dass sinkende Katecholaminkonzentrationen keinen isolierten
Beitrag zur Reduktion der Kardiomyozytengrof3e leisten [Petrie et al. 1994; Klein et al.
1991] und ohne die himodynamische Entlastung wohl weniger ausgeprigt stattfinden

wiirde.

4.4.2 Elektrophysiologische Verinderungen

Kardiomyopathien sind durch zahlreiche Verdnderungen insbesondere auch der
Elektrophysiologie der Kardiomyozyten gekennzeichnet (siche Kapitel 1.3.2). Diese
Veridnderungen préadisponieren den Herzmuskel fiir ventrikuldre Arrhythmien, die
deshalb eine hédufige Komplikation von Kardiomyopathien darstellen. Es wird davon
ausgegangen, dass die Ursache dieser Neigung zur Ausbildung ventrikuldrer
Arrhythmien &tiologisch in einer Verldngerung der APs zu suchen ist [Harding et al.
2001; Volk et al. 2000]. Eine solche Verldngerung der APs zeigt sich im Oberflidchen-
EKG in einer Verlidngerung der QT-Zeiten, die in den Ableitungen chronisch erkrankter
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Herzen oft zu finden ist. Durch verldngerte APs kommt es iiber dem gesamten Ventrikel
zu einer Verzogerung der Repolarisation, wodurch Extrasystolen, die in jedem gesun-
den Myokard auftreten konnen, in derart erkranktem Myokard auf nur teilweise refrak-
tares Gewebe treffen. Hierdurch kommt es zu einer Ausbildung pathophysiologischer
Erregungsausbreitungen, die sich in Form von ventrikuldren Tachykardien &duflern
konnen.

Um das Risiko dieser Rhythmusstorungen minimieren zu konnen sollte sich unter
mechanischer Unterstiitzungstherapie die Linge der APs und der QT-Zeiten im Ober-
flichen-EKG normalisieren. Interessanterweise wird allerdings nach der Implantation
des Pumpensystems initial eine weitere Zunahme der QT-Zeiten beschrieben, die auf
eine erneute Verlingerung der APs zuriickzufiihren ist [Harding et al. 2005]. Auch bei
Reduktion der Vorlast in den Ventrikeln durch perkutane Koronarintervention nach
einem Myokardinfarkt kann es zu Verlidngerungen der QT-Zeiten kommen [Kawabata et
al. 2008]. Hierdurch erklart man sich auch das in der Anfangphase der Behandlung er-
hohte Risiko fiir Arrhythmien [Harding et al. 2001; 2005; Kawabata et al. 2008].
Welche zelluldren Vorginge allerdings zu dieser Verlingerung der APs fiithren und wie
es dazu kommt, dass sich die QT-Zeiten nach einigen Wochen bis hin zu Monaten nach
Therapiebeginn wieder normalisieren, ist derzeit nicht bekannt. Dennoch scheint eine
reduzierte Linge der APs mit einem sinkenden Risiko fiir ventrikuldre Tachykardien
einherzugehen, was darauf hindeutet, dass Normalisierung der Linge der APs einen
entscheidenden Faktor in der VAD-Therapie darstellen konnte [Harding et al 2005].

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass es bei himodynamischer Entlastung
durch eine hHTX an Ratten ebenfalls zu einer Verldngerung der APs kommt. Ob es bei
langerer Entlastung auch zu einer Normalisierung der AP-Linge kommen wiirde, ist
unbekannt.

Auch wenn nicht bekannt ist ob der zur Verldngerung der APs fiihrende Mechanismus
in beiden Situationen identisch ist, scheint es dennoch durch h@modynamische
Entlastung sowohl unter mechanischer Unterstiitzungstherapie als auch nach hHTX zu
dieser gleichsinnigen Verdnderung in der elektrophysiologischen Funktionsweise der
Kardiomyozyten zu kommen. Dies konnte ein Hinweis dafiir sein, dass eine Reduktion

der iiber den Ventrikelwédnden lastenden Driicke unabhédngig von der Spezies und der
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kardialen Vorgeschichte zu einer Verldngerung der APs fithren kann und somit zu den
primér durch hamodynamische Entlastung herbeigefiihrten Faktoren zéhlt.

Neben diesen Verldngerungen der APs konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es
im Vergleich zu normal belasteten Kardiomyozyten zu einer Steigerung der Stromdichte
des Ic, an durch hHTX entlasteten Kardiomyozyten kommt. Die Untersuchung dieses
Parameters an durch VAD-Therapie entlasteten Kardiomyozyten menschlicher Herzen
konnte ebenfalls zeigen, dass es bei erkrankten Kardiomyozyten, die eine reduzierte
Stromdichte des Ic, aufwiesen, unter Therapie zu einem erneuten Anstieg dieses Para-
meters kam [Terracciano et al. 2003]. Somit scheint himodynamische Entlastung ein
Trigger zur Steigerung der Stromdichte des I, zu sein, wodurch auch dieser Parameter
zu den primér durch die Himodynamik beeinflussbaren Faktoren zidhlen konnte.
Zusammenfassend lédsst sich also sagen, dass es tatsdchlich Faktoren zu geben scheint,
die unabhingig von der Ausgangssituation und der Spezies durch himodynamische Ent-
lastung des Herzens reguliert werden. Hierzu gehdren neben der Reduktion der
Kardiomyozytengrofe die in dieser Arbeit gezeigte Steigerung der Stromdichte des I,

und die Verldngerung der APs.

4.4.3 Der Ca**-Haushalt im Vergleich

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen haben gezeigt, dass es unter chronischer
Druckentlastung durch hHTX zu einer Steigerung der Stromdichte des Ic,. kommit.
Interessanterweise zeigt sich aber unter diesen Versuchbedingungen keine Steigerung
der maximalen Ca**-Konzentration wihrend der Systole [Ito et al.2003]. Zu erklédren ist
dies durch die unter chronischer Druckentlastung durch hHTX stattfindende Entleerung
der des SR. Im Gegensatz zu dieser Reduktion des Fiillzustandes des SR kommt es unter
VAD-Therapie zu einem Wiederauffiillen des SR [Terraciano et al. 2003]. Welche
Ursachen dem zugrunde liegen ist nicht bekannt. Allerdings konnte eine mogliche
Erklarung die Steigerung der Antwortfihigkeit der Kardiomyozyten auf Katecholamine
unter Entlastungstherapie sein. Hierdurch kommt es zu einer gesteigerten
Phosphorylierung zum Beispiel von PLB, was durch Enthemmung der SERCA zu
einem Wiederansteigen des Ca**-Gehalts des SR fiihren konnte [Margulies et al.2003;
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Gupta et al.2005]. Somit unterscheiden sich beide Formen der Entlastung in diesem
Parameter. Allerdings zeigt dieser Unterschied zwischen den beiden Entlastungsformen,
dass es neben den primér durch hamodynamische Entlastung hervorgerufenen Verénde-
rungen auch Verdnderungen zu geben scheint, die sich in Abhéngigkeit von der
Ausgangssituation, der Entlastungszeit und Entlastungsintensitidt und vielleicht sogar

der Spezies vollziehen.

4.5 Auswirkungen der Erkenntnisse auf die VAD-Therapie

In einigen klinischen Studien wurde gezeigt, dass die mechanische Entlastungstherapie
mittels Pumpenimplantation nicht nur zur zeitlichen Uberbriickung bis zu einer Herz-
transplantation dienen kann, sondern auch als langfristige Therapie zur Wieder-
herstellung der endogenen Pumpfunktion des Herzens [Birks et al. 2006; Dandel et al.
2005]. Bei derart behandelten Herzen zeigte sich, dass das Organ nach Explantation des
Pumpensystems aufgrund erneuter Umbauprozesse im Myokard wieder erfolgreich
selbststindig arbeiten konnte. Somit konnte eine elektive Implantation dieser Unter-
stiitzungssyteme als zukiinftige Therapie der Herzinsuffizienz indiziert sein, wenn man
Patientengruppen ausreichend evaluieren und die Therapie derart optimieren konnte,
dass mit hoher Wahrscheinlichkeit mit einem Eintreten der Reversion des zur
Insuffizienz fiihrenden Umbauprozesses zu rechnen ist.

Insbesondere aufgrund der Ahnlichkeit der pathophysiologischen Vorginge bei
chronischer Druckbelastung und chronischer Druckentlastung wurde befiirchtet, dass es
durch langzeitige hdmodynamische Druckentlastung erneut zu einer Degeneration der
kontraktilen Eigenschaften der Kardiomyozyten kommen konnte (siehe Kapitel 4.3.2).
Dies konnte im Tiermodell der heterotopen Transplantation bereits insuffizienter Herzen
bestdtigt werden. Hier zeigte sich, dass sich die positiven Auswirkungen der Druck-
entlastung auf das erkrankte Myokard in einem bestimmten Zeitraum abzuspielen schei-
nen. Bei Fortbestehen der hamodynamischen Entlastung iiber diesen Zeitpunkt hinaus
kam es zu einer erneuten Verschlechterung der Kardiomyozytenfunktion, insbesondere

der diastolischen Parameter [Oriyanhan et al. 2006].
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es zu einer Steigerung der Stromdichte des
Icar und neben der Zunahme der AP-Linge auch zu einer Steigerung des AP-induzierten
Ca’*-Einstroms bei durch hHTX entlasteten linksventrikuliren Kardiomyozyten von
Ratten kommt. Beim Vergleich dieser Ergebnisse mit bereits bekannten Ergebnissen
von mittels VAD entlasteten Herzen zeigte sich, dass diese Veridnderungen primér durch
chronische hidmodynamische Entlastung unabhingig von der Ausgangssituation
zustande zu kommen scheinen. Aufgrund der Parallelen zur chronischen Druckbelas-
tung kann befiirchtet werden, dass diese primir durch chronische Druckentlastung zu-
stande kommenden Veridnderungen, die in dieser Arbeit aufgezeigt werden konnten
nicht nur positive Effekte auf die Funktion des Herzmuskels haben konnten. Aber gera-
de die Faktoren, die zu einer solchen Verschlechterung der kardialen Pumpfunktion fiih-
ren konnten, sind von besonderem Interesse, da diese Faktoren zum Beispiel durch
pharmakologische Intervention oder zeitliche Begrenzung der Entlastungszeit eventuell
umgangen werden konnten. Hierin bestiinde eine Moglichkeit zur Optimierung der

VAD-Therapie.
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S. Zusammenfassung

Viele Kardiomyopathien filhren im Rahmen einer Herzinsuffizienz zu einer
Verinderung der Genexpression, die dem fetalen Expressionsmuster von Kardiomyozy-
ten #hnelt. Hierbei wird davon ausgegangen, dass diese Regression auf fetale
Funktionsweisen langfristig zu einer Verschlechterung der kardialen Pumpfunktion
fithrt. Die Implantation von mechanischen Unterstiitzungssytemen fiihrt zur Druckent-
lastung der erkrankten Herzen, was zu einer erneuten Verbesserung der Herzleistung
fiihrt. Allerdings wurde an Entlastungsmodellen im Tierversuch gezeigt, dass in Bezug
auf zahlreiche Proteine die fetale Genexpression unter chronischer Druckentlastung
erhalten bleibt, also derjenigen druckbelasteter Kardiomyozyten dhnelt. So scheinen die
physikalisch gegensitzlichen Situationen der Druckbelastung und Druckentlastung zu
dhnlichen Verdnderungen in den Kardiomyozyten zu fiihren.

Vor diesem Hintergrund wurde die Hypothese aufgestellt, dass sich wesentliche
Bestandteile des Ca’*-Haushaltes wie der Ica, die AP-Lédngen und der AP-induzierte
Ca**-Einstrom unter chronischer Druckentlastung @hnlich verhalten wiirden, wie unter
chronischer Druckbelastung. Um dies zu untersuchen wurden die Herzen ménnlicher
Lewis-Ratten durch hHTX fiir zwei Wochen entlastet, anschliefend auf die gesuchten
Parameter hin untersucht und mit den nativen Herzen verglichen. Hierbei zeigte sich ein
Anstieg der Stromdichte des Ic, bei unverdnderter Strom-Spannungsabhingigkeit und
unverédnderten kinetischen Eigenschaften. Stromkurven mit den Eigenschaften eines Icar
konnten nicht identifiziert werden, weshalb eine Reexpression des T-Typ Ca**-Kanals
unter den hier verwendeten Versuchsbedingungen ausgeschlossen werden kann. Der
AP-induzierte Ca**-Einstrom zeigte analog zu den AP-Lingen in den endokardialen als
auch den epikardialen Schichten einen Anstieg. Unter chronischer Druckbelastung
kommt es insbesondere aufgrund einer Verldngerung der APs genauso wie bei Druck-
entlastung zu einer Steigerung des Ca**-Einstroms von extrazellulir.

Dies bestitigt die Hypothese, dass es in den physikalisch entgegengesetzten Situationen
der Druckbelastung und Druckentlastung im Hinblick auf wesentliche Bestandteile des

Ca’*-Haushaltes zu shnlichen Verinderungen zu kommen scheint.
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AP Aktionspotential

A Ampere

Abb. Abbildung

AS Aortenstenose

ATP Adenosintriphosphat

BAPTA (1,2-Bis(o-Aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-Tetraacetic Acid)
bpm beats per minutes (Schlidge pro Minute)
BTZ Benzothiazepine

[CazJ']zl Extrazelluldre Calciumkonzentration

[Ca2+]i Zytosolische Calciumkonzentration

°C Grad Celsius

C Coulomb

ca. circa

Ca™* Calcium

Cd™ Cadmium

Cn Zellkapazitit

cm Zentimeter

DCM Dilatative Kardiomyopathie

d.h. das hei3t

DHP Dihydropyridine

EGTA Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraacetat
EKG Elektrokardiogramm

ER Endoplasmatisches Retikulum

et al. et alii”’, und weitere

g Gramm

GQ Gigaohm

HCM hypertrophe Kardiomyopathie

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino- 1-ethansulfonsédure
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HF Herzfrequenz

HI Herzinsuffizienz

hHTX Heterotope Herztransplantation
HMV Herzminutenvolumen

HTX Herztransplantation

HVA high voltage activated channels
I Strom

ICM ischdmische Kardiomyopathie
IE Internationale Einheiten

INa/Ca Na*-Ca**-Austauscherstrom
Icar Strom durch den L-Typ Ca”*-Kanal
Icat Strom durch den T-Typ Ca”*-Kanal
Lo Transienter K™-Strom

Ix delayed rectifier

K* Kalium

k.A. keine Angabe

Kap. Kapitel

kg Kilogramm

| Liter

LVAD left ventrikular assist device
LVA low voltage gated channels
LVM Linksventrikuldre Masse

mA Milliampere

max. maximal

mg Milligramm

ul Mikroliter

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

mmHg Millimeter Quecksilbersiule
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pumol/1 Mikromol pro Liter

mmol/l Millimol pro Liter

mod. Modifiziert

mRNA messenger RNA

mV Millivolt

Na* Natrium

nA Nanoampere

NCX Na*/Ca**-Austauscher

n.s. nicht signifikant

NMDG N-Methyl-D-Glucamin

O, Sauerstoff

PA Picoamper

PAA Phenyl-Alkyl-Amine

pF Picoferrat

PLB Phospholamban

PNS Peripheres Nervensystem

R Widerstand

RAAS Renin- Angiotensin-System

| 2 Membranwiderstand

RMP Ruhemembranpotential

RNA Ribonukleinséure

Rpip Pipettenwiderstand

Rs Serienwiderstand

RyR Ryanodin-Rezeptor

S Sekunde

S.g. SO genannte

SR Sarcoplasmatische Retikulum
SERCA Sarcoplasmatische Ca”*-ATPase
TEA-Cl Tetraethyl-Ammoniumchlorid
TGFp Tumor Growth Factor
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TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

U units

u.a unter anderem

\Y Spannung

Vi Zellmembranpotential

Vpip Kommandospannung, Pipettenpotential
Vi am Serienwiderstand abfallende Spannung
VAD ventricular Assist Device

VGCC voltage gated calcium channels

WHO World Health Organization

Q Ohm

ZNS zentrales Nervensystem

z.B. zum Beispiel
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