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1 Kurzzusammenfassung	
  

Kardiomyozyten	
   passen	
   sich	
   an	
   Veränderungen	
   der	
   kardialen	
   Arbeitsbelastung	
   an.	
  

Überlastung	
   (z.	
  B.	
   erhöhte	
  Vorlast/Nachlast)	
   bewirkt	
  die	
  Entwicklung	
   einer	
  Hypertro-­‐

phie.	
   Entlastung,	
  wie	
   z.	
   B.	
   bei	
   Therapie	
   einer	
  Herzinsuffizienz	
  mittels	
  Unterstützungs-­‐

pumpen,	
   kann	
   die	
   Entwicklung	
   einer	
   Atrophie	
   bewirken.	
   Die	
   bei	
   kompensatorischer	
  

Hypertrophie	
  auftretenden	
  zellulären	
  Mechanismen	
  sind	
  ausführlich	
  erforscht.	
  Die	
  zell-­‐

biologischen	
  Aspekte	
  der	
  Anpassung	
  an	
  eine	
  verringerte	
  Arbeitsbelastung	
   sind	
   jedoch	
  

weitgehend	
  unbekannt.	
  Aufbauend	
  auf	
  Vorarbeiten	
  des	
   Institutes	
   für	
  Zelluläre	
  und	
   In-­‐

tegrative	
   Physiologie	
   des	
   Universitätsklinikums	
   Hamburg	
   Eppendorf	
   (im	
  weiteren	
   als	
  

Institut	
   bezeichnet),	
   sollen	
   in	
   der	
   vorliegenden	
   Arbeit	
   insbesondere	
   verschiedene	
   As-­‐

pekte	
   des	
   intrazellulären	
   Ca2+-­‐Handlings	
   in	
   einem	
   Tiermodell	
   der	
   ventrikulären	
  

Entlastung	
  genauer	
  charakterisiert	
  werden.	
  	
  

In	
  ventrikulären	
  Kardiomyozyten	
  wird	
  die	
  elektromechanische	
  Kopplung	
  durch	
  elektri-­‐

sche	
  Erregung	
  in	
  Form	
  eines	
  Aktionspotentials	
  (AP)	
  initiiert.	
  Über	
  Verlauf	
  und	
  Höhe	
  des	
  

Anstiegs	
   der	
   intrazellulären	
   Ca2+-­‐Konzentration	
   während	
   eines	
   solchen	
   APs	
   wird	
   die	
  

kardiale	
   Kontraktion	
   reguliert.	
   Bei	
   physiologischen	
   und	
   pathophysiologischen	
   Anpas-­‐

sungen	
   spielen	
   Veränderungen	
   verschiedener	
   Komponenten	
   dieses	
   Ca2+-­‐Zyklus	
   somit	
  

eine	
   zentrale	
   Rolle.	
   In	
   Vorarbeiten	
   des	
   Instituts	
   konnte	
   gezeigt	
  werden,	
   dass	
   sich	
   bei	
  

Atrophie	
  die	
  Dauer	
  des	
  APs	
  verlängert	
  und	
  es	
  zu	
  einem	
  vermehrten	
  Ca2+-­‐Einstrom	
  über	
  

die	
  Zellmembran	
  kommt.	
  In	
  der	
  Literatur	
  gut	
  beschrieben	
  ist	
  der	
  Anstieg	
  der	
  Amplitude	
  

des	
   Ca2+-­‐Transienten	
   (Summe	
   aus	
   Ca2+-­‐Einstrom	
   über	
   die	
   Zellmembran	
   und	
   Ca2+-­‐

Freisetzung	
   aus	
   dem	
   Sarkoplasmatischen	
   Retkulum	
   (SR))	
   bei	
   Hypertrophie,	
   bzw.	
  

gleichbleibendem	
  Ca2+-­‐Transient	
  bei	
  Atrophie.	
  Dieser,	
   trotz	
  vermehrtem	
  Ca2+	
  Einstrom	
  

über	
   die	
   Zellmembran,	
   gleichbleibender	
  Transient	
   legen	
   die	
  Hypothesen	
   eines	
   verrin-­‐

gerten	
   SR	
   Ca2+-­‐Gehalts,	
   eine	
   sich	
   daraus	
   ergebende	
   verringerte	
   spontane	
   SR	
   Ca2+-­‐

Freisetzung	
  sowie	
  eine	
  Verschiebung	
  der	
  Anteile	
  des	
  Ca2+-­‐Transienten	
  nahe.	
  Diese	
  drei	
  

Hypothesen	
  konnten	
  in	
  der	
  vorliegenden	
  Arbeit	
  mittels	
  Patch-­‐Clamp-­‐Technik,	
  Konfoka-­‐

ler	
  Mikroskopie	
  und	
  Ca2+-­‐Imaging	
  am	
  IonOptix	
  Mikroskop	
  bestätigt	
  werden.	
  	
  

Die	
  Ergebnisse	
  dieser	
  Arbeit	
   illustrieren	
  das	
  komplexe	
  Zusammenspiel	
  einzelner	
  Kom-­‐

ponenten	
   des	
   intrazellulären	
   Ca2+-­‐Handlings	
   bei	
   Atrophie-­‐bedingtem	
   Remodeling.	
   Die	
  

vorliegende	
   Arbeit	
   erweitert	
   das	
   Wissen	
   über	
   zelluläre	
   Mechanismen	
   bei	
   kardialer	
  

Atrophie	
  und	
  verbessert	
  das	
  Verständnis	
  hinsichtlich	
  der	
  Relevanz	
  des	
  Ca2+-­‐Handlings	
  

bei	
  dem	
  Phänomen	
  der	
  kardialen	
  Plastizität.	
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2 Einleitung	
  

2.1 Kardiale	
  Plastizität	
  

Die	
   Fähigkeit	
   des	
   Herzens,	
   sich	
   an	
   verändernde	
   Vor-­‐	
   und	
   Nachlastbedingungen	
   wie	
  

Schwangerschaft,	
   gesteigerte	
   sportliche	
   Aktivität	
   oder	
   postnatales	
   Wachstum	
   anzu-­‐

passen,	
   wird	
   als	
   kardiale	
   Plastizität	
   bezeichnet	
   (siehe	
   Abb.	
   1)	
   und	
   bedingt	
   ein	
  

Remodeling	
  (Umbau)	
  auf	
  molekularer,	
  zellulärer,	
  biochemischer	
  und	
  struktureller	
  Ebe-­‐

ne	
   {Hill	
   and	
   Olson,	
   2008}.	
   Je	
   nach	
   Bedarf	
   kann	
   es	
   bei	
   dieser	
   neurohumoralen	
  

Veränderung	
   physiologischer	
   Weise	
   zu	
   einer	
   Hypertrophie	
   kommen	
   {Hill	
   and	
   Olson,	
  

2008;	
  Heineke	
  and	
  Molkentin,	
  2006}.	
  Kommt	
  es	
  im	
  Gegensatz	
  dazu	
  zu	
  einer	
  Reduktion	
  

	
  

Abb.	
  1:	
  Kardiale	
  Plastizität,	
  modifiziert	
  nach	
  Hill	
  and	
  Olson,	
  2008.	
  Ausgehend	
  von	
  einem	
  normalen	
  Zustand	
  

kann	
  das	
  Herz	
  sich	
  an	
  verändernde	
  Vor-­‐	
  und	
  Nachlastbedingungen	
  anpassen.	
  Es	
  kommt	
  zu	
  einem	
  Remode-­‐

ling	
   auf	
   molekularer,	
   zellulärer,	
   biochemischer	
   und	
   struktureller	
   Ebene	
   {Hill	
   and	
   Olson,	
   2008}.	
   Hier	
  

dargestellt	
  ist	
  die	
  strukturelle	
  Veränderung.	
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bzw.	
   einem	
  Wegfalls	
   des	
   Stimulus,	
   z.	
   B.	
   durch	
   Kachexie,	
   Bettruhe	
   oder	
   Denervierung,	
  

wird	
   eine	
  Atrophie	
   induziert	
   {Hill	
   and	
  Olson,	
   2008}.	
  Die	
  Adaptationsvorgänge	
  können	
  

bei	
   Ende	
   des	
   initiierenden	
   Stimulus,	
   z.	
   B.	
   durch	
  Ende	
   einer	
   Schwangerschaft,	
  weniger	
  

intensive	
  sportliche	
  Aktivität	
  oder	
  Entlastung,	
  rückläufig	
  sein	
  {Dorn,	
  2007;	
  Hill	
  and	
  Ol-­‐

son,	
   2008}.	
   Eine	
   Änderung	
   der	
   Herzbelastung	
   (Über-­‐	
   bzw.	
   Entlastung)	
   induziert	
   eine	
  

jeweilige	
  Änderung	
   im	
  kardialen	
  Phänotyp	
   (Hypertrophie	
  bzw.	
  Atrophie).	
  Durch	
  diese	
  

Veränderung	
  der	
  Muskelmasse	
  ist	
  das	
  Herz	
  über	
  einen	
  großen	
  Bereich	
  im	
  Stande,	
  sich	
  

den	
   jeweiligen	
   Belastungssituationen	
   anzupassen.	
   Diese	
   Plastizität	
   ist	
   ein	
   Kontinuum	
  

von	
   Zuständen	
   ohne	
   klare	
   Abgrenzung	
   zwischen	
   den	
   einzelnen	
   Phänotypen	
   {Hill	
   and	
  

Olson,	
  2008}.	
  

Kardiale	
  Plastizität	
   entsteht	
   somit	
  über	
  Wachstumsprozesse	
  auf	
   zellulärer	
  Ebene,	
  des-­‐

sen	
   Signalkaskaden	
   für	
   die	
   Entstehung	
   der	
   Hypertrophie	
   gut	
   erforscht.	
   Es	
   scheinen	
  

mehrere	
   Komponenten	
   des	
   intrazellulären	
   Ca2+-­‐Stoffwechsels	
   (Ca2+-­‐Handling)	
   eine	
  

zentrale	
  Rolle	
  bei	
  den	
  adaptiven	
  Umbauprozessen	
  zu	
  spielen	
  {Chien	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Heine-­‐

ke	
   and	
   Molkentin,	
   2006;	
   Hill	
   and	
   Olson,	
   2008}.	
   Die	
   Veränderung	
   bei	
   Hypertrophie	
  

beinhaltet	
  einen	
  vermehrten	
  Ca2+-­‐Einstrom	
  über	
  die	
  Zellmembran	
  während	
  eines	
  Akti-­‐

onspotentiales	
   (AP)	
   {Benitah	
   et	
   al.,	
   2010;	
  Osadchii,	
   2007},	
   einen	
   erhöhten	
  Ca2+-­‐Gehalt	
  

im	
  sarkoplasmatischen	
  Retikulum	
  (SR)	
  sowie	
  bei	
  Kontraktion	
  einer	
  größeren	
  aus	
  dem	
  

SR	
  freigesetzten	
  Menge	
  an	
  Ca2+	
  {Bito	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Osadchii,	
  2007}.	
  In	
  Kombination	
  füh-­‐

ren	
  diese	
  Veränderungen	
  zu	
  einer	
  höheren	
  Amplitude	
  der	
  Ca2+-­‐Transienten	
  {Toischer	
  et	
  

al.,	
  2010	
  Shorofsky	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Harzheim	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Carvalho	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Chorvatova	
  

et	
   al.,	
   2004}.	
  Die	
   erhöhte	
   Ca2+-­‐Konzentration	
   scheint	
   vorteilhaft	
   für	
   das	
   Zellwachstum	
  

und	
  die	
  Anpassung	
  der	
  Kontraktionskraft	
  an	
  die	
  erhöhte	
  Herzarbeit	
  zu	
  sein.	
  	
  

Als	
   Nachteil	
   des	
   gesteigerten	
   SR	
   Ca2+-­‐Gehaltes,	
   kann	
   eine	
   erhöhte	
   Frequenz,	
   bzw.	
  

Amplitude	
   der	
   spontanen	
   diastolischen	
   Ca2+-­‐Freisetzungen	
   (Ca2+-­‐Sparks)	
   angesehen	
  

werden,	
  welche	
   die	
  Wahrscheinlichkeit	
   von	
   arrhythmogenen	
  Ereignissen	
   erhöht	
   {Toi-­‐

scher	
  et	
  al.,	
  2010	
  Shorofsky	
  et	
  al.,	
  1999}.	
  

Die	
   spontane	
   Ca2+-­‐Freisetzung	
   aus	
   dem	
   SR	
   wird	
   auch	
   durch	
   β-­‐adrenerge	
   Stimulation	
  

moduliert.	
  Kashimura	
  et	
  al.	
  haben	
  gezeigt,	
  dass	
  β-­‐adrenerge	
  Stimulation	
  das	
  Auftreten	
  

von	
  Kontraktionswellen	
  durch	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
   aus	
  dem	
  SR	
  begünstigt	
   {Kashimura	
   et	
  

al.,	
  2010.	
  	
  

Legt	
  man	
  die	
  Annahme	
  zugrunde,	
   dass	
  die	
   kardiale	
  Plastizität	
   ein	
  Kontinuum	
  von	
  Zu-­‐

ständen	
   ist	
   {Hill	
   and	
   Olson,	
   2008},	
   sind	
   im	
   Vergleich	
   zum	
   hypertrophen	
   Phänotyp	
  

entgegengesetzte	
   Veränderungen	
   des	
   kardialen	
   Ca2+-­‐Handlings	
   bei	
   Abnahme	
   der	
   bio-­‐
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mechanischen	
  Belastung	
  und/oder	
  neurohumoralen	
  Aktivität	
  anzunehmen.	
  In	
  Vorarbei-­‐

ten	
   des	
   Institutes	
   für	
   Zelluläre	
   und	
   Integrative	
   Physiologie	
   des	
   Universitätsklinikums	
  

Hamburg	
  Eppendorf	
   (im	
  weiteren	
  nur	
   als	
   Institut	
   bezeichnet)	
   konnte	
   gezeigt	
  werden,	
  

dass	
  durch	
  die	
  Phosphorylierung	
  von	
  Phospholamban	
  (PLB)	
  die	
  Proteinkinase	
  A	
  (PKA)	
  

und	
   die	
   Phosphorylierungsstelle	
   der	
   Ca2+/Calmodulin-­‐abhängige	
   Proteinkinase	
   II	
  

(CaMKII)	
   in	
   linksventrikulärem	
  Gewebe	
  atropher	
  Herzen	
  als	
  Folge	
  von	
  Veränderungen	
  

des	
   Phosphatase-­‐Kinase-­‐Gleichgewichtes	
   um	
   ~50%	
   geringer	
   phosphoryliert	
   sind	
  

{Schwoerer	
   et	
   al.,	
   2008}.	
  Dies	
   lässt	
   eine	
   vermehrte	
   Inhibition	
   der	
   sarkoplasmatischen	
  

Ca2+-­‐ATPase	
   (Sarcoplasmic/endoplasmic	
  reticulum	
  calcium	
  ATPase	
   =SERCA)	
  Aktivität	
  

erwarten.	
   Die	
   SERCA	
   sind	
   SR-­‐membranständige	
   Ionenpumpen,	
   die	
   Ca2+	
   primär-­‐aktiv	
  

zurück	
  in	
  das	
  SR	
  transportieren.	
  	
  

Bei	
  vermehrter	
  Inhibition	
  könnte	
  somit	
  angenommen	
  werden,	
  dass	
  der	
  SR-­‐Ca2+-­‐Gehalt	
  

in	
  atrophen	
  Kardiomyozyten	
  reduziert	
  ist.	
  Als	
  Konsequenz	
  wäre	
  eine	
  verminderte	
  systo-­‐

lische	
  SR-­‐Ca2+-­‐Freisetzung	
  und	
  damit	
  eine	
  verminderte	
  Amplitude	
  des	
  Ca2+-­‐Transienten	
  

zu	
  erwarten.	
  Darüber	
  hinaus	
  sollte	
  ein	
  verminderter	
  SR-­‐Ca2+-­‐Gehalt	
  zu	
  einer	
  reduzier-­‐

ten	
  Frequenz/Amplitude	
  spontaner	
  diastolischer	
  Ca2+-­‐Freisetzungen	
  führen	
  {Venetucci	
  

et	
   al.,	
   2008}.	
  Zusammenfassend	
  weisen	
  diese	
  Vermutungen	
  auf	
   einen	
   sich	
  vom	
  hyper-­‐

trophen	
   Phänotyp	
   unterscheidenden	
   atrophen	
   Phänotyp	
   hin	
   und	
   würden	
   daher	
   auch	
  

das	
  Konzept	
  der	
  kardialen	
  Plastizität	
  als	
  ein	
  Kontinuum	
  von	
  Zuständen	
  stützen.	
  

Andererseits	
  konnte	
  wiederholt	
  gezeigt	
  werden,	
  dass	
  kardiale	
  Atrophie	
  in	
  vielen	
  Aspek-­‐

ten	
   kardialer	
   Hypertrophie	
   ähnelt	
   {Schwoerer	
   et	
   al.,	
   2008;	
   Depre	
   et	
   al.,	
   1998}.	
   Dies	
  

spricht	
   gegen	
   das	
   Konzept	
   eines	
   Kontinuums.	
   Atrophie	
   und	
   Hypertrophie	
   führen	
   zur	
  

Aktivierung	
  eines	
  gleichen	
  Genexpressionsmusters,	
  mit	
  Auftreten	
  von	
  mehreren	
  fetalen	
  

Proteinisoformen	
   sowie	
   ähnlichen	
   Veränderungen	
   in	
   weiteren	
   Expressionsmustern	
  

(Protein,	
  mRNA	
  und	
  miRNA){Baskin	
  and	
  Taegtmeyer,	
  2011;;	
  El-­‐Armouche	
  et	
  al.,	
  2010}.	
  

Dies	
   kann	
   als	
   eine	
   stereotype	
   zelluläre	
   Antwort	
   auf	
   einen	
   kardialen	
   Stress	
   gedeutet	
  

werden.	
  In	
  diesem	
  Konzept	
  müsste	
  sowohl	
  eine	
  Entlastung	
  als	
  auch	
  eine	
  Überlastung	
  als	
  

Stress	
  verstanden	
  werden,	
  welche	
  beide	
  zu	
  einem	
  einheitlichen	
  zellulären	
  Remodeling	
  

führen.	
  

Hierzu	
  passen	
  auch	
  die	
  Ergebnisse	
  aus	
  Vorarbeiten	
  des	
  Institutes,	
  in	
  denen	
  gezeigt	
  wer-­‐

den	
   konnte,	
   dass	
   auch	
   die	
   zelluläre	
   Elektrophysiologie	
   atropher	
   linksventrikulärer	
  

Myozyten	
   der	
   Situation	
   in	
   hypertrophen	
   Herzmuskelzellen	
   ähnelt	
   {Schwoerer	
   et	
   al.,	
  

2008}.	
  In	
  diesen	
  Vorarbeiten	
  konnten	
  verlängerte	
  APs	
  in	
  atrophen	
  Kardiomyozyten	
  ge-­‐

zeigt	
  werden,	
  welche	
  auf	
  eine	
  verminderte	
  Expression	
  von	
  K+-­‐Kanälen	
   in	
  Kombination	
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mit	
   einer	
   erhöhten	
   Expression	
   von	
   Ca2+-­‐Kanälen	
   zurückzuführen	
   sind.	
   Basierend	
   auf	
  

Beobachtungen	
   in	
   hypertrophen	
   Kardiomyozyten	
   könnte	
   man	
   vermuten,	
   dass	
   in	
   der	
  

verlängerten	
   Plateauphase	
   der	
   Ca2+-­‐Einstrom	
   erhöht	
   ist	
   und	
   somit	
   auch	
   bei	
   atrophen	
  

Zellen	
  zu	
  einem	
  erhöhten	
  SR	
  Ca2+-­‐Gehalt	
  führt.	
  	
  

	
  

Zusammenfassend	
  gibt	
  es	
  somit	
  zwei	
  mögliche	
  Konzepte:	
  Zum	
  einen	
  das	
  Konzept	
  eines	
  

Kontinuums	
  zum	
  anderen	
  das	
  Konzept	
  des	
  analogen,	
  intrazellulären	
  Ca2+-­‐Handlings	
  bei	
  

Hypertrophie	
  und	
  Atrophie.	
  Fraglich	
   ist,	
   ob	
   sich	
  alle	
  Vorgänge	
  mit	
  nur	
  einem	
  Konzept	
  

erklären	
  lassen,	
  ob	
  sie	
  eine	
  Kombination	
  aus	
  beiden	
  sind	
  oder	
  ob	
  sie	
  sich	
  weder	
  in	
  ein	
  

Kontinuum	
  noch	
  in	
  ein	
  analoges	
  intrazelluläres	
  Ca2+-­‐Handling	
  einordnen	
  lassen.	
  

	
  

2.2 Die	
  Herzinsuffizienz	
  

Die	
  Weltgesundheitsorganisation	
  WHO	
  charakterisiert	
  die	
  Herzinsuffizienz	
  als	
  die	
  Unfä-­‐

higkeit	
   des	
   Herzens,	
   den	
   Organismus	
   mit	
   ausreichend	
   Blut	
   und	
   somit	
   suffizient	
   mit	
  

Sauerstoff	
  versorgen	
  zu	
  können.	
  Klinische	
  Zeichen	
  einer	
  Herzinsuffizienz	
  können	
  Dysp-­‐

noe,	
   Lungenstauung,	
   hepatojugulärer	
   Reflux,	
   Hepatomegalie	
   und	
   prätiabiale	
   Ödeme	
  

sein.	
  Schlussendlich	
  führt	
  eine	
  unbehandelte	
  Herzinsuffizienz	
  zum	
  Tode.	
  	
  

Eine	
  praktische	
  Einteilung	
  der	
  Herzinsuffizienz	
  in	
  verschiedene	
  Schweregrade	
  kann	
  an-­‐

hand	
   der	
   funktionellen	
   Klassifikation	
   gemäß	
   der	
   Richtlinien	
   der	
   New	
   York	
   Heart	
  

Association	
  (NYHA)	
  durchgeführt	
  werden:	
  

	
  

NYHA	
  I:	
   Herzinsuffizienz	
  ohne	
  klinische	
  Symptome.	
  	
  

	
  

NYHA	
  II:	
   Herzinsuffizienz,	
   die	
   in	
   Ruhe	
   keine	
   Beschwerden	
   verursacht	
   und	
   nur	
   bei	
  

größeren	
  körperlichen	
  Belastungen	
  mit	
  Symptomen	
  verbunden	
  ist.	
  

	
  

NYHA	
  III:	
   Herzinsuffizienz,	
  die	
  in	
  Ruhe	
  keine	
  Beschwerden	
  verursacht,	
  aber	
  bei	
  leich-­‐

ter	
  körperlicher	
  Belastung	
  klinische	
  Symptome	
  auslöst.	
  

	
  

NYHA	
  IV:	
   Herzinsuffizienz	
  mit	
  Ruhebeschwerden.	
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Ergänzend	
  zur	
  NYHA	
  Klassifikation	
  können	
  Patienten	
  nach	
  der	
  Klassifikation	
  der	
  Ameri-­‐

can	
  Heart	
  Association	
  (AHA)	
  eingestuft	
  werden,	
  wobei	
  dieser	
  Einteilung	
  die	
  Genese	
  und	
  

Progredienz	
  der	
  Erkrankung	
  zu	
  Grunde	
  liegt.	
  

	
  

	
  

Stadium	
  A:	
   Hohes	
  Herzinsuffizienzrisiko,	
  da	
  Faktoren	
  vorliegen,	
  die	
  stark	
  mit	
  der	
  Ent-­‐

stehung	
   einer	
   Herzinsuffizienz	
   assoziiert	
   sind;	
   keine	
   strukturelle	
  

Herzerkrankung,	
  noch	
  nie	
  Herzinsuffizienzsymptome	
  gehabt.	
  

	
  

Stadium	
  B:	
   Strukturelle	
  Herzerkrankung,	
  die	
  eng	
  mit	
  der	
  Entstehung	
  einer	
  Herzinsuffi-­‐

zienz	
  assoziiert	
  ist;	
  bisher	
  keine	
  Insuffizienzsymptome.	
  

	
  

Stadium	
  C:	
   Frühere oder derzeitige Herzinsuffizienzsymptome bei struktureller Herzerkran-

kung. 

 

Stadium D: Fortgeschrittene strukturelle Herzerkrankung und schwere Herzinsuffizienz-

symptome in Ruhe trotz maximaler medikamentöser Therapie. 
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2.2.1 Therapieoptionen	
  der	
  Herzinsuffizienz	
  

	
  

	
  

Wie	
  in	
  Abb.	
  2	
  dargestellt,	
  ist	
  zu	
  Beginn	
  einer	
  Herzinsuffizienz	
  die	
  Reduktion	
  von	
  Risiko-­‐

faktoren	
   und	
   die	
   angepasste	
   Steigerung	
   der	
   körperlichen	
   Aktivität	
   Therapie-­‐

bestimmend.	
  In	
  fortgeschrittenen	
  Stadien	
  einer	
  Herzinsuffizienz	
  steht	
  eine	
  progressive	
  

medikamentöse	
  Therapie	
  im	
  Vordergrund,	
  die	
  einem	
  Fortschreiten	
  der	
  Erkrankung	
  ent-­‐

gegenwirken	
   soll.	
   Bei	
   einer	
  NYHA	
   IV,	
   bzw.	
   AHA-­‐D-­‐Herzinsuffizienz	
   im	
   Endstadium	
   ist	
  

eine	
  Herztransplantation	
  die	
  letzte	
  Therapieoption.	
  

	
  

Abb.	
   2:	
   Therapie	
   einer	
   Herzinsuffizienz	
   in	
   Abhängigkeit	
   der	
   Stadien	
   nach	
   AHA	
   Klassifikation;	
  

Modifiziert	
  nach	
  {Jessup	
  and	
  Brozena,	
  2003}.	
  Die	
  Therapie	
  der	
  Herzinsuffizienz	
  richtet	
  sich	
  nach	
  dem	
  Schwe-­‐

regrad	
   der	
   Erkrankung	
   {Callewaert	
   et	
   al.,	
   1989}.	
   Von	
   links	
   nach	
   rechts	
   nimmt	
   der	
   Schweregrad	
   der	
  

Erkrankung	
  zu.	
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Mit	
  dem	
  Ziel	
   einer	
  Überbrückung	
  der	
  Wartezeit	
   auf	
   ein	
  Organ	
   (Bridge	
   to	
  Transplant),	
  

wurden	
  ab	
  1990	
  ventrikuläre	
  Unterstützungssysteme	
  entwickelt.	
  Diese	
  als	
  LVAD	
  (Left	
  

Ventricular	
   Assist	
   Device)	
   bezeichneten	
   intrakorporalen	
   Pumpsysteme	
   (siehe	
  Abb.	
   3),	
  

entlasten	
  das	
  geschädigte	
  Herz	
  und	
  übernehmen	
  einen	
  Teil	
  der	
  Pumpfunktion.	
  Sie	
  wer-­‐

den	
   heute	
   zunehmend	
   bei	
   Patienten	
   mit	
   Herzinsuffizienz	
   im	
   Endstadium,	
   unter	
   der	
  

Indikation	
   „Bridge	
   to	
   Transplant“	
   implantiert	
   {Birks	
   et	
   al.,	
   2006;	
   Dandel	
   et	
   al.,	
   2005;	
  

Frazier	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Mancini	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Maybaum	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Yacoub,	
  2001}.	
  

Bei	
   Patienten	
   mit	
   Kontraindikation	
   für	
   eine	
   Herztransplantation,	
   wird	
   die	
   LVAD-­‐

Therapie	
  ultima	
  ratio	
  auch	
  als	
  endgültige	
  Therapie	
  (Destination	
  Therapy)	
  genutzt	
  {Rose	
  

et	
  al.,	
  2001}. 

	
  

Abb.	
   3:	
   (Left	
   Ventricular	
  Assist	
   Device);	
   Linksventrikuläre	
  Unterstützungspumpen	
   (Herstellerbilder:	
   Jarvik	
  

Heart,	
  Inc.).	
  Links:	
  überblendeter	
  Thorax	
  mit	
  Implantationsort.	
  Die	
  Verkabelung	
  wird	
  nach	
  subcutaner	
  Tun-­‐

nelung	
  extrakorporal	
  geführt.	
  Die	
  elektrische	
  Energie	
  wird	
  mittels	
  Akkupacks	
  am	
  Gürtel	
  bereitgestellt.	
  Dort	
  

befindet	
  sich	
  dann	
  ebenfalls	
  die	
  Kontrolleinheit.	
  Rechts-­‐oben:	
  Ansicht	
  von	
  ventral.	
  Die	
  Ansaugeinheit	
  sitzt	
  in	
  

der	
  Herzspitze.	
   	
  Rechts-­‐unten:	
  Ansicht	
   von	
  dorsal.	
  Gezeigt	
   ist	
  die	
  Anasotomose	
   zwischen	
  Pumpe	
  und	
  Aorta	
  

descendence.	
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2.2.2 Klinische	
  Erfolge	
  bei	
  LVAD-­‐Therapie	
  

Bei	
  einigen	
  Patienten	
  mit	
  Herzinsuffizienz	
  im	
  Endstadium	
  wurde	
  unter	
  LVAD-­‐Therapie	
  

eine	
  Verbesserung	
  der	
  myokardialen	
  Funktion	
  beobachtet	
  {Miller	
  et	
  al.,	
  2007;Frazier	
  et	
  

al.,	
  1996},	
  so	
  dass	
  eine	
  LVAD-­‐Explantation	
  möglich	
  war	
  {Frazier	
  and	
  Myers,	
  1999;	
  Pota-­‐

pov	
   et	
   al.,	
   2008;	
   Hetzer	
   et	
   al.,	
   1999}.	
   So	
   konnte,	
   wie	
   in	
   Abb.	
   4	
   dargestellt,	
   bei	
   einem	
  

streng	
   selektierten	
   Patientenkollektiv	
   nachgewiesen	
   werden,	
   dass	
   nach	
   Explantation	
  

der	
   Pumpensysteme	
   lediglich	
   bei	
   einem	
   der	
   zehn	
   untersuchten	
   Patienten	
   eine	
   Herz-­‐

transplantation	
   (HTX)	
   erforderlich	
   wurde	
   und	
   ein	
   weiterer	
   Patient	
   mit	
   einem	
  

biventrikulären	
  Schrittmacher	
  versorgt	
  werden	
  musste.	
  Alle	
  weiteren	
  Patienten	
  zeigten	
  

während	
  der	
  Nachunter-­‐suchungszeit	
  eine	
  konstante	
  und	
  ausreichend	
  große	
  Ejektions-­‐

fraktion	
   {Birks	
   et	
   al.,	
   2006}.	
   Auch	
   wenn	
   dies	
   augenscheinlich	
   sehr	
   optimistisch	
   ist,	
  

könnte	
   davon	
   ausgegangen	
  werden,	
   dass	
   zumindest	
   ein	
   Teil	
   der	
   Patienten	
   langfristig	
  

profitiert.	
  	
  	
  	
  	
  

	
  

	
  

	
  

Abb.	
  4:	
  	
  Modifiziert	
  nach	
  {Birks	
  et	
  al.,	
  2006}.	
  Aufgetragen	
  sind	
  die	
  Monate	
  seit	
  der	
  Explantation	
  (gestrichelte	
  

Linie)	
  auf	
  der	
  x-­‐Achse,	
  gegen	
  die	
  Ejektionsfraktion	
  in	
  %	
  auf	
  der	
  y-­‐Achse.	
  (pacemaker:	
  engl.	
   für	
  Schrittma-­‐

cher)	
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Aktuelle	
  Daten	
  belegen	
  dass	
  ca.	
  1%	
  aller	
  Patienten	
  (beispielhaft	
  gezeigt	
  für	
  „Destination	
  

Therapy“	
   in	
   Abb.	
   5)	
   eine	
   Erholung	
   des	
   Herzens	
   zeigen	
   {Kirklin	
   et	
   al.,	
   2012}.	
   Daraus	
  

ergibt	
  sich	
  ein	
  neuer	
  Ansatz	
  der	
  LVAD-­‐Therapie	
  als	
  Überbrückung	
  zur	
  Erholung	
  (Bridge	
  

to	
  Recovery).	
  

	
  

	
  
	
  

Abb.	
  5:	
  Modifiziert	
  nach	
  {Kirklin	
  et	
  al.,	
  2012}.	
  Bei	
  1%	
  aller	
  Patienten	
  mit	
  LVAD	
  Destination	
  Therapy,	
  konnte	
  

eine	
  Erholung	
  des	
  Herzens	
  gezeigt	
  werden	
  (Recovered).	
  

	
  

Derzeit	
   gibt	
   es	
   keine	
   zuverlässigen	
   prognostischen	
   Parameter,	
   bei	
   welchen	
   Patienten	
  

eine	
   Explantation	
   der	
   Unterstützungspumpe	
   möglich	
   ist.	
   Für	
   die	
   Maximierung	
   dieses	
  

Patientenkollektivs	
   ist	
  es	
  wichtig,	
  ein	
  tieferes	
  Verständnis	
   für	
  die	
  zellulären,	
  molekula-­‐

ren	
  und	
  physiologischen	
  Veränderungen	
  bei	
  LVAD-­‐Therapie	
  zu	
  erlangen.	
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2.2.3 Morphologische	
  Veränderungen	
  bei	
  Herzinsuffizienz	
  und	
  nach	
  Entlastung	
  

Insuffiziente	
  Herzen	
   zeigen	
  als	
   Folge	
   einer	
   gesteigerten	
  Wandspannung	
   (im	
  Sinne	
  des	
  

Laplace´schen	
  Gesetzes)	
  sehr	
  oft	
  eine	
  Dilatation	
  und	
  verbreiterte	
  Ventrikelwände.	
  Dies	
  

wiederum	
  führt	
  zu	
  einer	
  Druckbelastung	
  des	
  Herzen,	
  sowie	
  Minderperfusion	
  der	
  Koro-­‐

nararterien	
  und	
  hat	
  eine	
  verminderte	
  Pumpfunktion	
  mit	
  verringertem	
  Auswurfvolumen	
  

(Ejektionsfraktion)	
   zur	
   Folge	
   {Mann,	
   1999}.	
   Eine	
   kompensatorische	
  Hypertrophie	
   des	
  

Herzens	
   imponiert	
  histologisch	
   in	
  einem	
  vergrößerten	
  Zellvolumen,	
  Länge	
  und	
  Durch-­‐

messer	
   {Zafeiridis	
   et	
   al.,	
   1998}.	
   Das	
   Remodeling	
   der	
   Kardiomyozyten	
   soll	
   einer	
  

Verminderung	
  der	
  Ejektionsfraktion	
  entgegenwirken	
  und	
  ist	
  somit	
  die	
  zelluläre	
  Antwort	
  

auf	
  die	
  gesteigerte	
  Herzbelastung.	
  	
  

Die	
   Adaptation	
   der	
  myokardialen	
   Funktion	
   legt	
   eine	
   Veränderung	
   des	
   intrazellulären	
  

Ca2+-­‐Handlings	
  nahe,	
  da	
  dieses	
  für	
  die	
  Kontraktilität	
  entscheidend	
  ist.	
  

Bis	
  vor	
  kurzem	
  ging	
  man	
  davon	
  aus,	
  dass	
  das	
  Remodeling	
  unidirektional	
  und	
  progressiv	
  

verläuft.	
  Es	
  hat	
  sich	
  aber	
  gezeigt,	
  dass	
  eine	
  teilweise,	
  ggf.	
  sogar	
  komplette	
  Umkehr	
  des	
  

Remodeling	
  stattfinden	
  kann.	
  Diesen	
  Vorgang	
  nennt	
  man	
  Reverse-­‐Remodeling.	
  Es	
  kann	
  

Folge	
   einer	
   pharmakologischen	
   Therapie	
   {Bristow,	
   1999;	
   Yancy	
   et	
   al.,	
   2001},	
   einer	
  

LVAD-­‐Therapie	
  {Maybaum	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Birks	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Dandel	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Mancini	
  et	
  

al.,	
  1998;	
  Frazier	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Hetzer	
  et	
  al.,	
  2001}	
  oder	
  der	
  Kombination	
  beider	
  Thera-­‐

pien	
  sein	
  {Birks	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Yacoub,	
  2001}.	
  	
  

Ein	
   solches	
   Reverse-­‐Remodeling	
   kann	
   bei	
   entlasteten	
   insuffizienten	
   Herzen	
   durch	
  

LVAD-­‐Therapie	
  beobachtet	
  werden.	
  Studien	
  zeigen,	
  dass	
  es	
  zu	
  einer	
  Umkehr	
  der	
  Kam-­‐

merdilatation	
   und	
   Normalisierung	
   von	
   Herzstrukturen	
   kommen	
   kann	
   {Levin	
   et	
   al.,	
  

1995},	
  sowie	
  zu	
  einer	
  Reduktion	
  der	
  Herzgröße	
  {Scheinin	
  et	
  al.,	
  1992}.	
  	
  

Kardiomyozyten	
  insuffizienter	
  Herzen	
  haben	
  im	
  Vergleich	
  zu	
  normalen	
  Kardiomyozyten	
  

ein	
  50%	
  größeres	
  Zellvolumen.	
  Eine	
  Zunahme	
  der	
  Länge	
  um	
  48%	
  und	
  des	
  Durchmes-­‐

sers	
   um	
   20%	
   ist	
   ebenso	
   zu	
   beobachten.	
   Es	
   konnte	
   gezeigt	
   werden,	
   dass	
   eine	
   LVAD-­‐

Therapie	
  (75±	
  5	
  Tage)	
  zu	
  einer	
  Regression	
  der	
  Hypertrophie	
  mit	
  signifikanter	
  Abnahme	
  

der	
  vermehrten	
  Zellvolumina	
  um	
  28%,	
  der	
  Länge	
  um	
  20%	
  und	
  des	
  Durchmessers	
  um	
  

20%	
  führen	
  kann	
  {Zafeiridis	
  et	
  al.,	
  1998}.	
  Zu	
  vermuten	
  ist	
  diese	
  Abnahme	
  der	
  Zellvolu-­‐

mina	
  auch	
  bei	
  Wegfall	
  des	
  biomechanischen	
  Stimulus	
  in	
  einem	
  Entlastungsmodel.	
  	
  

In	
   Studien	
   zum	
  genaueren	
  Verständnis	
   des	
  Reverse-­‐Remodelings	
  wurde	
  nicht	
   nur	
  die	
  

Rückbildung	
  einer	
  Hypertrophie,	
  sondern	
  auch	
  verschiedene	
  Aspekte	
  des	
  atrophen	
  Um-­‐

baus	
   gefunden	
   {Baskin	
   and	
   Taegtmeyer,	
   2011;	
   Soppa	
   et	
   al.,	
   2008}.	
   Die	
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Atrophieentstehung	
  ist	
  in	
  diesem	
  Zusammenhang	
  ein	
  unerwünschter	
  Vorgang,	
  der	
  the-­‐

rapeutisch	
   adressiert	
   werden	
   muss.	
   Ein	
   tieferes	
   Verständnis	
   der	
   Mechanismen	
   des	
  

atrophen	
  Umbaus	
  könnte	
  zu	
  neuen	
  klinischen	
  Aspekten	
  der	
  auftretenden	
  Veränderung	
  

bei	
  Entlastung	
  von	
  Herzen	
  führen	
  {Baskin	
  and	
  Taegtmeyer,	
  2011}.	
  	
  

	
  

2.3 Vom	
  elektrischen	
  Impuls	
  zur	
  Kontraktion	
  

Zur	
  Aufrechterhaltung	
  des	
  Blutkreislaufes	
  ist	
  eine	
  rhythmische	
  kontrollierte	
  Kontrakti-­‐

on	
   des	
   Herzens	
   essentiell.	
   Die	
   Kontraktion	
   des	
   Herzmuskels	
   wird	
   durch	
   elektrische	
  

Impulse,	
   Aktionspotentiale	
   (APs),	
   ermöglicht.	
   Im	
   Folgenden	
   wird	
   das	
   AP	
   einer	
   Herz-­‐

muskelzelle	
  einer	
  Ratte	
  erläutert.	
  

	
  

2.3.1 Das	
  kardiale	
  Aktionspotential	
  

Das	
   AP	
   einer	
   linksventrikulären	
   Arbeitsmyozyte	
   unterscheidet	
   sich,	
   im	
   Gegensatz	
   zu	
  

einem	
  AP	
  einer	
  Skelettmuskelzelle,	
  durch	
  die	
  charakteristische	
  Plateauphase	
  und	
   lässt	
  

sich	
  in	
  vier	
  Phasen	
  untergliedern:	
  

	
  

1. Depolarisation	
  –	
  Overshoot	
  

Spontane	
  rhythmische	
  Spannungsänderungen	
  mit	
  Ursprung	
  im	
  Sinusknoten,	
  

dem	
  Erregungsbildungszentrum	
  des	
  Herzens,	
  werden	
  über	
  ein	
  spezifisches	
  

Reizleitungssystem	
  gleichmäßig	
  auf	
  das	
  Arbeitsmyokard	
  übertragen.	
  

Dies	
  führt	
  zu	
  einer	
  Anhebung	
  des	
  Ruhemembranpotentials	
  von	
  -­‐80mV	
  über	
  

einen	
  Schwellenwert	
  und	
  damit	
  zur	
  Öffnung	
  spannungsabhängiger	
  Natrium-­‐

kanäle.	
  Es	
   folgt	
   ein	
  Na+-­‐Einstom	
   (INa)	
  nach	
   intrazellulär.	
  Dies	
   ist	
  Grundlage	
  

der	
  schnellen	
  Depolarisation	
  (Phase	
  1,	
  Abb.	
  6)	
  des	
  APs.	
  Des	
  Weiteren	
  öffnen	
  

beginnend	
   depolarisations-­‐abhängige	
   Ca2+-­‐Kanäle	
   (L-­‐Typ-­‐Ca2+-­‐Kanäle)	
   und	
  

es	
  strömt	
  Ca2+	
  als	
  ICa	
  nach	
  intrazellulär.	
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2. Initiale	
  Repolarisation	
  

Nach	
   wenigen	
   Millisekunden	
   (ms)	
   inaktivieren	
   die	
   Na+-­‐Kanäle	
   und	
   es	
   be-­‐

ginnt	
  die	
  Repolarisation	
  über	
  Öffnung	
  spannungsabhängiger	
  K+-­‐Kanäle	
  und	
  

Ausstrom	
  von	
  K+	
  (Phase	
  2,	
  Abb.	
  6)	
  	
  

3. Plateau	
  

Der	
   zunehmende	
   Ca2+-­‐Einstrom	
   (ICa)	
   wirkt	
   dem	
   repolarisierenden	
   K+-­‐

Ausstrom	
  entgegen	
  und	
  es	
  entsteht	
  ein	
  vorübergehendes	
  Gleichgewicht	
  zwi-­‐

schen	
  Ein-­‐	
  und	
  Ausstrom	
  positiver	
  Ladungsträger.	
  Dies	
  ist	
  die	
  Grundlage	
  der	
  

Plateauphase	
  (Phase	
  3,	
  Abb.	
  6)	
  

4. Repolarisation	
  

Nach	
  Inaktivierung	
  des	
  ICa	
  überwiegt	
  der	
  repolarisierende	
  K+-­‐Ausstrom	
  und	
  

das	
  Ruhemembranpotential	
  wird	
  wieder	
  hergestellt	
  (Phase	
  4,	
  Abb.	
  6)	
  

	
  

	
  

	
  

	
  
	
  

	
  

Abb.	
  6:	
  Schematische	
  Darstellung	
  des	
  myokardialen	
  Aktionspotentials.	
  Phase	
  1:	
  Depolarisation	
  bis	
  Overshoot	
  

durch	
  Na+-­‐Einstrom.	
  Phase	
  2:	
  Initiale	
  Repolariation	
  durch	
  Öffnung	
  spannungsabhängiger	
  K+-­‐Kanäle.	
  Phase	
  3:	
  

Plateau	
   durch	
   zunehmenden	
   Ca2+-­‐Einstrom.	
   Phase	
   4:	
   Repolarisation	
   durch	
   den	
   repolarisierenden	
   K+-­‐

Ausstrom.	
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2.3.2 Ca2+,	
  das	
  zentrale	
  Ion	
  der	
  Kontraktion	
  

Während	
  des	
   kardialen	
  APs	
   strömt	
   Ca2+,	
   dem	
  Konzentrationsgradienten	
   folgend,	
   über	
  

depolarisations-­‐aktivierte	
  Ca2+-­‐Kanäle	
  (L-­‐Typ	
  Ca2+	
  Kanäle)	
  als	
  ICa	
  (Einwärtsstrom)	
  nach	
  

intrazellulär	
   (Rot	
   dargestellt	
   in	
   Abb.	
   7).	
   In	
   die	
   Zelle	
   einströmendes	
   Ca2+	
   induziert	
   die	
  

wichtige	
  additive	
  Freisetzung	
  von	
  Ca2+	
  aus	
  dem	
  SR,	
  dem	
  größten	
   intrazellulären	
  Calci-­‐

umspeicher.	
   Diese	
   calciuminduzierte	
   Calciumfreisetzung	
   (Calcium	
   induced	
   release	
   of	
  

Calcium=CIRC)	
  wird	
  über	
  Ryanodin-­‐Rezeptoren	
  (RYR),	
  die	
  in	
  der	
  Membran	
  des	
  SRs	
  ver-­‐

ankert	
   sind,	
   vermittelt.	
   Als	
   Ca2+-­‐Transienten	
   bezeichnet	
   man	
   die	
   Erhöhung	
   der	
  

zytosolischen	
   Ca2+-­‐Konzentration	
   in	
   der	
   Zelle	
   durch	
   den	
   Ca2+-­‐Einstrom	
   über	
   die	
   Zell-­‐

membran	
  und	
  die	
  CIRC	
  aus	
  dem	
  SR.	
  

	
  

	
  

	
  
	
  

	
  

	
  

Abb.	
  7:	
  Intrazelluläres	
  Ca2+-­‐Handling	
  der	
  Kardiomyozten	
  Ca2+	
  =	
  Calcium	
  Ionen,	
  RYR	
  =	
  Ryanodinrezeptor,	
  NCX	
  

=	
  Natrium	
  Calcium	
  Austauscher,	
  PLB	
  =	
  Phospholamban,	
  ICa=	
  Ca2+	
  Einstrom,	
  ATP	
  =	
  Adenosin	
  Tri-­‐Phosphat,	
  Na+	
  

=	
  Natrium,	
  K+	
  =	
  Kalium,	
  AP	
  =	
  Aktionspotential,	
  [Ca2+]i	
  =	
  Intrazelluläre	
  Calciumtransient.	
  Der	
  Ca2+-­‐Gehalt	
  wird	
  

aus	
  dem	
  SR	
  und	
  über	
  die	
  Zellmembran	
  erhöht	
   (rot)	
  und	
  Ca2+	
  bindet	
  an	
  kontraktile	
  Myofilamente	
   (schwarz	
  

dargestellt).	
  Der	
  Ca2+-­‐Gehalt	
  sinkt	
  ATP	
  abhängig	
  nach	
  der	
  Kontraktion	
  mittels	
  SERCA	
  wieder	
  (gelb).	
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Über	
  die	
  direkte	
  Interaktion	
  mit	
  calciumbindenden	
  Elementen,	
  bewirkt	
  diese	
  intrazellu-­‐

läre	
   Konzentrationssteigerung	
   eine	
   Konformationsänderung	
   von	
   kontraktilen	
  

Myofilamenten,	
  welche	
  in	
  einer	
  Kontraktion	
  mündet.	
  Für	
  die	
  folgende	
  Relaxation	
  ist	
  die	
  

Absenkung	
  der	
  zytosolischen	
  Ca2+-­‐Konzentration	
  ([Ca2+]i)	
  nötig.	
  Dies	
  geschieht	
  physio-­‐

logischerweise	
   vorwiegend	
  auf	
  drei	
   verschiedenen	
  Wegen	
   (Gelb	
  dargestellt	
   in	
  Abb.	
   7)	
  

{Bers	
  and	
  Despa,	
  2006}:	
  	
  

• Sarkoplasmatische	
  Ca2+-­‐ATPase	
  (SERCA)	
  

~92%	
  der	
  [Ca2+]i	
  Senkung	
  {Bers	
  and	
  Despa,	
  2006}.	
  	
  

Zytosolisches	
  Ca2+	
  wird	
  mittels	
  primär-­‐aktivem	
  Transport	
  in	
  das	
  SR	
  transfe-­‐

riert.	
  	
  

• Zellmembranständiger	
  Na+/	
  Ca2+-­‐	
  Austauscher	
  (NCX)	
  

~7%	
  der	
  [Ca2+]i	
  Senkung	
  {Bers	
  and	
  Despa,	
  2006}.	
  	
  

Zytosolisches	
  Ca2+	
  wird	
  im	
  Austausch	
  mit	
  Na+	
  sekundär-­‐aktiv	
  nach	
  extrazel-­‐

lulär	
  transferiert.	
  

• Zellmembranständige	
  Ca2+-­‐ATPase	
  

~1%	
  der	
  [Ca2+]i	
  Senkung	
  {Bers	
  and	
  Despa,	
  2006}.	
  	
  

Zytosolisches	
  Ca2+	
  wird	
  mittels	
  primär-­‐aktivem	
  Transport	
  nach	
  extrazellulär	
  

transferiert.	
  	
  

Die	
   Kontraktionskraft	
   ist	
   proportional	
   zum	
   Konzentrationsanstieg	
   des	
   intrazellulären	
  

Ca2+{Bouchard	
  et	
  al.,	
  1995}.	
  Der	
  Ca2+-­‐Gehalt	
  im	
  SR,	
  die	
  aus	
  dem	
  SR	
  bei	
  Kontraktion	
  frei-­‐

gesetzte	
  Menge	
  an	
  Ca2+	
  {Bito	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Osadchii,	
  2007}	
  und	
  die	
  Amplitude	
  des	
  Ca2+-­‐

Transienten	
  sind	
  erhöht	
   {Shorofsky	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Harzheim	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Carvalho	
  et	
  al.,	
  

2006;	
  Chorvatova	
  et	
  al.,	
  2004}.	
  Es	
   folgt	
  eine	
  gesteigerte	
  Kontraktionskraft.	
  Zusammen-­‐

fassend	
   sind	
   die	
   bei	
  Hypertrophie	
   auftretenden	
   physiologischen	
  Aspekte	
   somit	
   in	
   der	
  

Literatur	
  zahlreich	
  beschrieben.	
  

Die	
   Veränderungen	
   bei	
   Atrophie	
   hingegen	
   sind	
   noch	
  weitestgehend	
   unbekannt.	
   Es	
   ist	
  

denkbar,	
  dass	
  ein	
  entgegengesetzter	
  Verlauf	
  und	
  eine	
  Verminderung	
  dieser	
  Parameter	
  

auftreten	
  könnte.	
  Um	
  die	
  Veränderungen	
  bei	
  Atrophie	
  etwas	
  genauer	
  zu	
  verstehen,	
  wird	
  

in	
  der	
  vorliegenden	
  Promotionsarbeit,	
  mit	
  Hilfe	
  eines	
  Tiermodells	
  das	
  Ca2+-­‐Handling	
  in	
  

entlasteten	
  Myozyten	
  betrachtet.	
  Folgende	
  Fragen	
  sollen	
  hierbei	
  beantwortet	
  werden:	
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Ist	
  als	
  Folge	
  einer	
  Entlastung	
  bei	
  Kardiomyozyten	
  der	
  Ratte...	
  

• ...	
  die	
  Gesamtmenge	
  des	
  SR	
  Ca2+-­‐Gehaltes	
  verändert?	
  

• ...	
  die	
  Form	
  der	
  intrazellulären	
  Ca2+-­‐Transienten	
  verändert?	
  

• ...	
  der	
  Anteil	
  des	
  SR	
  am	
  Ca2+-­‐Transienten	
  verändert?	
  

• ...	
  die	
  maximale	
  systolische	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  aus	
  dem	
  SR	
  verändert?	
  

	
  

Für	
  eine	
  suffiziente	
  Pumpfunktion	
  des	
  Herzens	
   ist	
  die	
  Kontraktionssynchronität	
  sowie	
  

die	
   Latenzzeit	
   zwischen	
   aufeinanderfolgenden	
   Erregungen	
   einzelner	
   Kardiomyozyten	
  

essentiell.	
  Dies	
  wird	
  über	
  die	
  streng	
  geregelte	
  Alternation	
  von	
  Ionen	
  Ein-­‐	
  und	
  Ausstrom	
  

und	
   somit	
   Erregungsausbreitung	
   und	
   Erregungsückbildung	
   ermöglicht.	
   Kommt	
   es	
   zu	
  

spontanen	
  Ca2+-­‐Freisetzungen	
  aus	
  dem	
  SR,	
  kann	
  diese	
  Synchronität	
  im	
  Konglomerat	
  der	
  

Kardiomyozyten	
  gestört	
  sein.	
  Ein	
  bei	
  Hypertrophie	
  höherer	
  SR	
  Ca2+-­‐Gehalt	
  kann	
  zu	
  ei-­‐

ner	
   erhöhten	
   Frequenz	
   bzw.	
   Amplitude	
   der	
   spontanen	
   diastolischen	
   Ca2+-­‐Freisetzung	
  

(Ca2+-­‐Sparks)	
   führen,	
   was	
  wiederum	
   die	
  Wahrscheinlichkeit	
   von	
   arrhythmogenen	
   Er-­‐

eignissen	
   erhöht	
   {Toischer	
   et	
   al.,	
   2010;	
   Shorofsky	
   et	
   al.,	
   1999}.	
   Bei	
  Wegfall	
   eines	
   zur	
  

Hypertrophie	
   führenden	
  Stimulus	
  kann	
   somit	
   vermutet	
  werden,	
  dass	
  die	
  Wahrschein-­‐

lichkeit	
   von	
   arrhythmogenen	
   Ereignissen	
   abnehmen	
   würde.	
   Ein	
   vermuteter	
   ver-­‐

minderter	
   SR-­‐Ca2+-­‐Gehalt	
   bei	
   entlasteten	
   Zellen	
   könnte	
   jedoch	
   auch	
   Folge	
   eines	
  

vermehrten	
  Ca2+-­‐Lecks	
  aus	
  dem	
  SR	
  sein.	
  Diese	
  würde	
  der	
  oben	
  beschriebenen	
  Annahme	
  

widersprechen	
  und	
  eine	
  erhöhte	
  Ca2+-­‐Spark-­‐Frequenz	
  voraussetzten.	
  	
  

In	
  der	
  vorliegenden	
  Promotionsarbeit	
  soll	
  somit	
  ebenfalls	
  die	
  folgende	
  Frage	
  beantwor-­‐

tet	
  werden:	
  

	
  

Ist	
  als	
  Folge	
  einer	
  Entlastung	
  bei	
  Kardiomyozyten	
  der	
  Ratte...	
  

• ...	
  die	
  Frequenz	
  spontaner	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  (Ca2+-­‐Sparks)	
  aus	
  dem	
  SR	
  verän-­‐

dert?	
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2.4 Das	
  Tiermodel	
  

	
  

Um	
  die	
  Folgen	
  einer	
  verringerten	
  kardialen	
  Arbeitsbelastung	
  zu	
  untersuchen,	
  bietet	
  sich	
  

als	
  Tiermodel	
  das	
  1969	
  publizierte,	
   in	
  der	
  weiterführenden	
  Literatur	
  gut	
  beschriebene	
  

und	
   erfolgreich	
   etablierte	
   Verfahren	
   der	
   syngenen	
   heterotopen	
   Herztransplantation	
  

nach	
   Ono	
   und	
   Lindsey	
   bei	
   Ratten	
   an	
   {Ono	
   and	
   Lindsey,	
   1969;	
   Depre	
   et	
   al.,	
   1998;	
  

Schwoerer	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Schwoerer	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Heron,	
  1971;	
  Schmid	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Ibrahim	
  

et	
  al.,	
  2010;	
  Ito	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Minatoya	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Soppa	
  et	
  al.,	
  2008}.	
  Hierbei	
  wird	
  das	
  

Herz	
   einer	
   Ratte	
   in	
   den	
   Bauchraum	
   einer	
   syngenen	
   Ratte	
   transplantiert.	
   Durch	
   eine	
  

Anastomosierung	
   des	
   Aortenstumpfes	
   mit	
   der	
   Aorta	
   Abdominalis	
   wird	
   das	
   Herz	
  

suffizient	
   mit	
   oxygeniertem	
   Blut	
   versorgt.	
   Venös	
   ist	
   der	
   Truncus	
   Pulmonalis	
   mit	
   der	
  

Vena	
   Cava	
   Inferior	
   anastomosiert.	
   Das	
   transplantierte	
   Herz	
   ist	
   somit	
   suffizient	
   mit	
  

oxygeniertem	
  Blut	
   perfundiert.	
   In	
   diesem	
  Modell	
   ist	
   die	
   Füllung	
  des	
   linken	
  Ventrikels	
  

und	
  somit	
  die	
  Vorlast	
  deutlich	
  reduziert.	
  Der	
  Druck	
  im	
  linken	
  Ventrikel	
  entspricht	
  dem	
  

Druck	
  der	
  Aorta	
  und	
  es	
  besteht	
  somit	
  eine	
  normale	
  Nachlast.	
  Eine	
  Innervation	
  besteht	
  

nicht.	
  Das	
  Herz	
  ist	
  biomechanisch	
  und	
  neurohumoral	
  entlastet.	
  

Da	
  dieses	
  Verfahren	
  eine	
  etablierte	
  Methode	
  ist,	
  um	
  während	
  einer	
  Entlastung	
  stattfin-­‐

denden	
  Vorgänge	
  zu	
  untersuchen,	
  wurden	
  in	
  der	
  vorliegenden	
  Promotionsarbeit	
  Herzen	
  

männlicher	
  Lewis-­‐Ratten	
  durch	
  die	
  heterotope	
  Herztransplantation	
  mechanisch	
  entlas-­‐

tet.	
   Anschließend	
   wurden	
   die	
   Kardiomyozyten	
   des	
   linken	
   Ventrikels	
   des	
  

transplantierten	
  Herzens	
   ("Entlastet")	
  und	
  die	
  des	
  orthotopen	
  nativen	
  Herzens	
   ("Kon-­‐

trolle")	
   nach	
   einem	
  Entlastungszeitraum	
   von	
   zwei	
  Wochen	
   isoliert,	
   da	
   sich	
   nach	
   zwei	
  

Wochen	
  eine	
  ausgeprägte	
  Atrophie	
  entwickelt	
  {Schwoerer	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Schwoerer	
  et	
  al.,	
  

2008;	
  El-­‐Armouche	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Depre	
  et	
  al.,	
  1998}.	
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2.5 Zusammenfassung	
  

Kardiale	
  Plastizität	
  ermöglicht	
  die	
  Anpassung	
  des	
  Herzens	
  an	
  sich	
  verändernde	
  Bedin-­‐

gungen	
  und	
  führt	
  zu	
  einem	
  Remodeling	
  auf	
  molekularer,	
  zellulärer,	
  biochemischer	
  und	
  

struktureller	
  Ebene	
  {Hill	
  and	
  Olson,	
  2008}.	
  Je	
  nach	
  Bedarf	
  kann	
  es	
  zu	
  einer	
  Hypertrophie	
  

{Hill	
  and	
  Olson,	
  2008;	
  Heineke	
  and	
  Molkentin,	
  2006}	
  oder	
  bei	
  Reduktion	
  des	
  Stimulus,	
  

z.B.	
   bei	
   reduzierter	
  Arbeitsbelastung,	
   zu	
   einer	
  Normalisierung	
  oder	
  Atrophie	
  kommen	
  

{Hill	
   and	
  Olson,	
   2008}.	
  Diese	
  Adaptationsvorgänge	
   können	
  bei	
   Ende	
   des	
   initiierenden	
  

Stimulus	
   rückläufig	
   sein	
   {Dorn,	
   2007;	
  Hill	
   and	
  Olson,	
   2008}.	
   Es	
  wurde	
   vorgeschlagen,	
  

dass	
  diese	
  kardiale	
  Plastizität,	
   ausgehend	
  von	
  einem	
  normalen	
  kardialen	
  Phänotyp,	
   in	
  

beide	
  Richtungen	
  als	
  ein	
  Kontinuum	
  von	
  Zuständen	
  stattfindet	
   {Hill	
   and	
  Olson,	
  2008}.	
  

Diese	
  Annahme	
  zugrunde	
  gelegt,	
  sind	
  im	
  Vergleich	
  zum	
  hypertrophen	
  Phänotyp	
  entge-­‐

gengesetzte	
   Veränderungen	
   des	
   kardialen	
   Ca2+-­‐Handlings	
   bei	
   einer	
   Abnahme	
   der	
  

biomechanischen	
  Belastung	
   bzw.	
   neurohumoralen	
  Aktivität	
   anzunehmen.	
   Dies	
   konnte	
  

in	
  Vorarbeiten	
  des	
  Institutes	
  bereits	
  für	
  die	
  PKA	
  und	
  CaMK	
  II	
  abhängige	
  Phosphorylie-­‐

rung	
   von	
   PLB	
   und	
   dessen	
   Auswirkung	
   auf	
   die	
   SERCA	
   Aktivität	
   gezeigt	
   werden	
  

{Schwoerer	
  et	
  al.,	
  2008}.	
  

Andere	
  Studien	
  belegen,	
  dass	
  kardiale	
  Atrophie	
  in	
  vielen	
  Aspekten	
  kardialer	
  Hypertro-­‐

phie	
   ähnelt	
   und	
   bei	
   kardialem	
   Stress	
   ein	
   einheitliches	
   Remodeling	
   stattfindet.	
   Dies	
  

beinhaltet	
   die	
   Aktivierung	
   eines	
   identischen	
  Genexpressionsmuster	
  mit	
   Auftreten	
   von	
  

mehreren	
   fetalen	
   Proteinisoformen	
   (Protein,	
   mRNA	
   und	
   miRNA)	
   {Baskin	
   and	
   Taegt-­‐

meyer,	
   2011;	
   Depre	
   et	
   al.,	
   1998;	
   El-­‐Armouche	
   et	
   al.,	
   2010}.	
   Auch	
   auf	
  

elektophysiologischer	
   Ebene	
   konnten	
  Ähnlichkeiten	
   zwischen	
   atrophen	
   und	
   hypertro-­‐

phen	
  Zellen,	
  in	
  Bezug	
  auf	
  die	
  AP-­‐Dauer	
  gefunden	
  werden	
  {Schwoerer	
  et	
  al.,	
  2008}.	
  	
  

Trotz	
  dieser	
  Hinweise	
  auf	
   ein	
   identisches	
  Remodeling	
  bei	
  Atrophie	
  und	
  Hypertrophie,	
  

deuten	
  doch	
  wichtige	
  Ergebnisse,	
  wie	
  das	
  oben	
  beschriebene	
  veränderte	
  Phosphatase-­‐

Kinase	
   Gleichgewicht	
   mit	
   reduzierter	
   Phosphorylierung	
   von	
   PLB	
   und	
   dessen	
   Auswir-­‐

kung	
  auf	
  die	
  SERCA,	
  auf	
  einen	
  Unterschied	
  im	
  Ca2+-­‐Handling	
  hin.	
  	
  

Auch	
  die	
  Frage	
  des	
  Zellwachstums	
  kann	
  durch	
  dieses	
  Konzept	
  nicht	
  befriedigend	
  geklärt	
  

werden.	
  Oben	
  aufgeführte	
  Studien	
  konnten	
  eine	
  Zunahme	
  des	
  Zellwachstums	
  bei	
  Hyper-­‐

trophie	
   nachweisen	
   und	
   die	
   Abnahme	
   der	
   Parameter	
   bei	
   einem	
   Reverse-­‐Remodeling.	
  

Unter	
   der	
   Annahme	
   von	
   identischen	
   Umbauprozessen	
   müsste	
   die	
   Richtung	
   des	
   Zell-­‐

wachstums	
   bei	
   Atrophie	
   und	
   Hypertrophie	
   jedoch	
   gleich	
   sein.	
   Die	
   erhöhte	
   Ca2+-­‐

Konzentration	
   in	
   hypertrophierten	
   Zellen	
   konnte	
   als	
   wachstumsfördernd	
   identifiziert	
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werden,	
   somit	
   scheint	
   ein	
   unterschiedliches	
   Ca2+-­‐Handling	
   mit	
   verminderten	
   Ca2+-­‐

Konzentrationen	
  in	
  atrophen	
  Zellen	
  plausibel.	
  	
  

	
  

Der	
  vorliegenden	
  Promotionsarbeit	
  liegt	
  somit	
  folgende	
  Hypothese	
  zu	
  Grunde:	
  	
  

Die	
  zellulären	
  Veränderungen	
  bei	
  Atrophie	
  und	
  Hypertrophie	
  unterscheiden	
  sich	
  in	
  Be-­‐

zug	
  auf	
  das	
  intrazelluläre	
  Ca2+-­‐Handling.	
  

Es	
  sollen	
  die	
  zentralen	
  Komponenten	
  des	
  zellulären	
  Ca2+-­‐Handlings	
  untersucht	
  werden,	
  

welche	
   nachgewiesenermaßen	
   an	
   der	
   Entstehung	
   der	
  Hypertrophie	
   beteiligt	
   sind,	
   um	
  

ihre	
  Veränderung	
  bei	
  Atrophie	
  genauer	
  zu	
  verstehen.	
  

	
  

2.6 Ziel	
  der	
  Arbeit	
  und	
  Fragestellung	
  	
  

Ziel	
  dieser	
  Arbeit	
  ist	
  es,	
  ein	
  tieferes	
  Verständnis	
  für	
  die	
  bei	
  Entlastung	
  auftretenden	
  Ver-­‐

änderungen	
   des	
   Ca2+-­‐Handlings	
   in	
   Kardiomyozyten	
   der	
   Ratte	
   zu	
   erlangen.	
   Zu	
   Grunde	
  

liegt	
  die	
  Annahme,	
  dass	
  sich	
  der	
  atrophe	
  vom	
  hypertrophen	
  Phänotyp	
  in	
  Bezug	
  auf	
  das	
  

Ca2+-­‐Handling	
  unterscheidet.	
  

Um	
  dieses	
  Ziel	
  zu	
  erreichen,	
  sollen	
  folgende	
  spezifischen	
  Fragen	
  beantwortet	
  werden:	
  	
  

	
  

Ist	
  als	
  Folge	
  einer	
  Entlastung	
  bei	
  Kardiomyozyten	
  der	
  Ratte...	
  

	
  

• ...	
  die	
  Gesamtmenge	
  des	
  SR	
  Ca2+-­‐Gehalts	
  verändert?	
  

	
  

• ...	
  die	
  Form	
  der	
  intrazellulären	
  Ca2+-­‐Transienten	
  verändert?	
  

	
  

• ...	
  der	
  Anteil	
  des	
  SR	
  am	
  Ca2+-­‐Transienten	
  verändert?	
  

	
  

• ...	
  die	
  maximale	
  systolische	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  aus	
  dem	
  SR	
  verändert?	
  

	
  

• ...	
  die	
  Frequenz	
  spontaner	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  (Ca2+-­‐Sparks)	
  aus	
  dem	
  SR	
  verän-­‐

dert?	
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3 Material	
  und	
  Methoden	
  

3.1 Durchführung	
  der	
  heterotopen	
  Herztranspantation	
  nach	
  Ono	
  &	
  Lindsey	
  

Zur	
  Induktion	
  der	
  biomechanischen	
  Entlastung	
  des	
  linken	
  Ventrikels	
  wurden	
  die	
  Herzen	
  

männlicher	
  Lewis–Ratten	
  (Charles	
  River,	
  Sulzfeld	
  Deutschland)	
  einer	
  heterotopen	
  Herz-­‐

transplantation	
  nach	
  K.	
  Ono	
  und	
  E.	
  S.	
  Lindsey	
  (1969)	
  unterzogen	
  (n=18).	
  Für	
  sämtliche	
  

Versuche	
   lagen	
  von	
  den	
   jeweils	
  zuständigen	
  Behörden	
  entsprechende	
  Genehmigungen	
  

vor.	
  Diese	
  Operation	
  wurde	
  an	
  männlichen	
  Lewis-­‐	
  Ratten	
   im	
  Alter	
  von	
  sechs	
  Wochen,	
  

mit	
  einem	
  Gewicht	
  von	
  268	
  ±	
  27g	
  durchgeführt.	
  Hierbei	
  wurde	
  das	
  Spenderherz	
  durch	
  

Anastomosierung	
   von	
  Aorta	
   des	
   Spenders	
   und	
  Aorta	
   des	
   Empfängers	
   sowie	
   zwischen	
  

Truncus	
  Pulmonalis	
  des	
  Spenders	
  und	
  Vena	
  Cava	
  Inferior	
  des	
  Empfängers	
  in	
  den	
  Emp-­‐

fänger	
  implantiert.	
  Nach	
  dem	
  Eingriff	
  wurden	
  die	
  transplantierten	
  Herzen	
  für	
  vierzehn	
  

Tage	
  entlastet.	
  Das	
  Wohl	
  der	
  Versuchstiere	
  unterlag	
  regelmäßiger	
  Kontrollen.	
  

Am	
  Ende	
  dieser	
  zweiwöchigen	
  Periode	
  wurden	
  sowohl	
  die	
  entlasteten	
  als	
  auch	
  die	
  nati-­‐

ven	
  Herzen	
   in	
   tiefer	
  Narkose	
   (Thiopental-­‐Na+,	
  100mg/kg	
  Körpergewicht)	
  entnommen.	
  

Das	
   Ca2+-­‐Handling	
   der	
   isolierten	
   Kardiomyozyten	
   untersuchten	
   wir	
   elektrophysiolo-­‐

gisch	
  mittels	
  nachfolgend	
  beschriebener	
  Methoden	
  in	
  den	
  nativen	
  (Kontrollgruppe)	
  und	
  

den	
  entlasteten	
  Kardiomyozyten	
  (Versuchsgruppe).	
  	
  

3.1.1 Präparation	
  des	
  Spenderherzens	
  

Der	
  Spender	
  wurde	
  mit	
  4,5%–5%	
  Isofluran	
  bei	
  einer	
  Flussstärke	
  von	
  700ml/min	
  narko-­‐

tisiert.	
  Nach	
  Erreichen	
  einer	
  ausreichenden	
  Narkosetiefe	
  wurde	
  das	
  Abdomen	
  eröffnet	
  

und	
  die	
   abdominale	
  Aorta	
  und	
  die	
  Vena	
  Cava	
   Inferior	
   frei	
   präpariert.	
  Um	
  das	
  Throm-­‐

boserisiko	
  zu	
  minimieren,	
  wurden	
  100000	
  Einheiten	
  Heparin	
  in	
  die	
  Vena	
  Cava	
  Inferior	
  

injiziert.	
   Durch	
   einen	
   Schnitt	
   in	
   die	
   abdominale	
   Aorta	
   wurde	
   das	
   Herz	
   entlastet.	
   An-­‐

schließend	
  wurde	
  eine	
  Thorakotomie	
  durchgeführt	
  und	
  das	
  Herz	
  freigelegt.	
  

Durch	
   die	
   Vena	
   Cava	
   Inferior	
  wurde	
   10mL	
   kardioplege	
   Lösung	
   injiziert,	
  wodurch	
   das	
  

Herz	
  durch	
  den	
  K+-­‐Überschuss	
  in	
  der	
  Diastole	
  arretierte.	
  	
  

Die	
  zu-­‐	
  und	
  abführenden	
  Gefäße	
  des	
  Herzens	
  wurden	
  in	
   folgender	
  Reihenfolge	
   legiert:	
  

Vena	
  Cava	
  Superior,	
  Vena	
  Cava	
   Inferior,	
   an	
  den	
  beiden	
  Lungenhila	
  Arteria	
  Pulmonalis	
  

Dextra	
  und	
  Arteria	
  Pulmonalis	
  sinistra.	
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Anschließend	
  wurde	
  das	
  Herz	
  von	
  den	
  beiden	
  Lungenflügeln,	
  der	
  Aorta	
  und	
  den	
  Venae	
  

Cavae	
  abgetrennt	
  und	
  in	
  4°C	
  kalte	
  kardioplege	
  Lösung	
  gelegt,	
  wo	
  es	
  bis	
  zur	
  Implantation	
  

in	
  den	
  Empfänger	
  aufbewahrt	
  wurde.	
  Von	
  diesem	
  Zeitpunkt	
  wurde	
  die	
  kalte	
  Ischämie-­‐

zeit	
  bestimmt.	
  

3.1.2 Implantation	
  des	
  Herzens	
  

Analog	
  der	
  Narkotisierung	
  des	
  Spenders	
  wurde,	
  wie	
  in	
  Kapitel	
  3.1.1	
  beschriebenen,	
  die	
  

Narkotisierung	
   des	
   Empfängers	
   durchgeführt.	
   Bei	
   ausreichender	
   Narkosetiefe	
   wurde	
  

das	
  Tier	
   intubiert	
  und	
  mechanisch	
  beatmet.	
  Nach	
  Eröffnung	
  des	
  Abdomens	
  wurde	
  die	
  

Aorta	
  Abdominalis	
  und	
  die	
  Vena	
  Cava	
  Inferior	
  kurz	
  unter	
  dem	
  Abgang	
  der	
  renalen	
  Gefä-­‐

ße	
   freigelegt.	
   Segmentale	
   Gefäße	
   wurden	
   verödet,	
   abdominale	
   Aorta	
   und	
   Vena	
   Cava	
  

Inferior	
  abgeklemmt	
  und	
  anschließend	
  in	
  longitudinaler	
  Richtung	
  2–3mm	
  eröffnet.	
  Das	
  

Herz	
  wurde	
  zunächst	
  so	
  an	
  die	
  Gefäße	
  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	
  Empfängers	
  vernäht.	
  Um	
  

an	
  den	
  ehemaligen	
  Truncus	
  Pulmonalis	
  zu	
  gelangen,	
  wurde	
  das	
  Herz	
  gewendet,	
  wonach	
  

die	
   posteriore	
   Seite	
   des	
  Herzens	
   zum	
  Operateur	
   zeigte.	
   Die	
   Aortenanastomose	
  wurde	
  

auf	
  der	
  Rückseite	
  vervollständigt	
  und	
  die	
  venöse	
  Anastomose	
  zwischen	
  Vena	
  Cava	
  Infer-­‐

ior	
  des	
  Empfängers	
  und	
  Truncus	
  Pulmonalis	
  des	
  Spenderherzens	
  analog	
  zur	
  arteriellen	
  

Anastomose	
  durchgeführt	
  (siehe	
  Abb.	
  8)	
  {Hasegawa	
  et	
  al.,	
  2007}.	
  

Um	
   die	
   Perfusion	
   des	
   Herzens	
   wieder	
   herzustellen,	
   wurden	
   die	
   Klemmen	
   gelöst,	
  

wodurch	
  die	
  Herzkranzgefäße	
  antegrad	
  durchblutet	
  wurden	
  und	
  das	
  Herz	
  spontan	
   im	
  

Sinusrhythmus	
   zu	
   schlagen	
   begann.	
   Durch	
   die	
   re-­‐etablierte	
   Sauerstoffversorgung	
   des	
  

kardialen	
  Gewebes	
  wurde	
  die	
  kalte	
  Ischämiezeit	
  des	
  Myokards	
  beendet.	
  Diese	
  betrug	
  in	
  

den	
  hier	
  durchgeführten	
  Versuchen	
  35	
  bis	
  50	
  min.	
  Bei	
  intakter	
  Aortenklappe	
  kommt	
  es	
  

durch	
  diese	
  Art	
  der	
  Anastomosierung	
  zu	
   folgendem	
  Blutfluss:	
  Aorta,	
  Herzkranzgefäße,	
  

Koronarvene,	
  rechter	
  Vorhof,	
  rechter	
  Ventrikel,	
  Truncus	
  Pulmonalis,	
  Vena	
  Cava	
  Inferior.	
  

Der	
   linke	
  Ventrikel	
  des	
  transplantierten	
  Herzens	
  wurde	
  durch	
  die	
  Aortenklappe,	
  abge-­‐

sehen	
   von	
   geringem	
   Pendelblut,	
   vom	
   Kreislauf	
   des	
   Empfängers	
   getrennt.	
   Die	
   so	
  

hergestellte	
   Blutleere	
   erzeugt	
   eine	
   nahezu	
   komplette	
   Druckentlastung	
   des	
   linken	
  

Ventrikels.	
  

Nach	
   dem	
   Eingriff	
   wurde	
   der	
   Situs	
   schichtweise	
   verschlossen	
   und	
   das	
   Tier	
  mit	
   einer	
  

suffizienten	
  Schmerztherapie	
  subkutan	
  behandelt.	
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Abb.	
   8:	
   Intraabdominelle	
   Anastomosierung	
   des	
   transplantierten	
  Herzens	
   an	
   die	
   großen	
   Gefäße	
   Vena	
   Cava	
  

und	
   Aorta	
   Abdominalis;	
   Modifiziert	
   nach	
   {Hasegawa	
   et	
   al.,	
   2007}.	
   Nach	
   Explantation	
   wurde	
   das	
   Herz	
   in	
  

kardioplege	
  Lösung	
  gelegt	
  und	
  anschließend	
  in	
  den	
  Bauchraum	
  einer	
  syngenen	
  Ratte	
  implantiert.	
  

	
  

	
  

3.2 Isolation	
  einzelner	
  Kardiomyozyten	
  von	
  Lewis-­‐	
  Ratten	
  

Vierzehn	
  Tage	
  nach	
  Implantation	
  wurden	
  sowohl	
  die	
  transplantierten	
  als	
  auch	
  die	
  nati-­‐

ven	
  Herzen	
  entnommen	
  und	
  jeweils	
  die	
  Kardiomyozyten	
  des	
  linken	
  Ventrikels	
   isoliert.	
  

Dafür	
  wurden	
  die	
  Ratten	
  mit	
  Thiopental-­‐Na+	
   (100	
  mg/kg	
  Körpergewicht)	
  narkotisiert.	
  

Nach	
  Erreichen	
  einer	
  ausreichenden	
  Narkosetiefe	
  wurde	
  das	
  Abdomen	
  eröffnet	
  und	
  das	
  

transplantierte	
  Herz	
   im	
  Bauchraum	
  aufgesucht.	
  Nach	
  stumpfer	
  Präparation	
  des	
  Binde-­‐	
  

und	
  Narbengewebes,	
  wurden	
  Aorta	
  und	
  Vena	
  Cava	
  Inferior	
  abgeklemmt	
  und	
  das	
  trans-­‐

plantierte	
  Herz	
  an	
  der	
  Aorta	
  gefasst	
  und	
  abgetrennt.	
  Das	
  noch	
  schlagende	
  Herz	
  wurde	
  in	
  

4°C	
  kalte	
  kardioplege	
  Lösung	
  gelegt,	
  wo	
  die	
  Aktivität	
  nach	
  drei	
  bis	
  vier	
  weiteren	
  Schlä-­‐

gen	
  sistierte.	
  	
  

Die	
  Zellisolation	
  wurde	
  nach	
  der	
  1982	
  beschriebenen	
  Methode	
  von	
  Isenberg	
  und	
  Klock-­‐

ner	
  durchgeführt	
  {Isenberg	
  and	
  Klockner,	
  1982}.	
  Hierbei	
  wurde	
  die	
  Aorta	
  mittels	
  einer	
  

Glaskanüle	
  kanüliert	
  und	
   freihängend	
  unter	
  Verwendung	
  einer	
  Langendorff-­‐Apparatur	
  

druckkontrolliert	
   (~75	
  mmHg)	
   und	
  mit	
   verschiedenen	
   Lösungen	
   perfundiert.	
   Alle	
   für	
  

die	
  Perfusion	
  verwendeten	
  Lösungen	
  wurden	
  bei	
  einer	
  Temperatur	
  von	
  37°C	
  mit	
  100%	
  

O2	
  gesättigt.	
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Für	
   5	
   min	
   wurde	
   mit	
   Ca2+-­‐freier	
   Tyrode-­‐Lösung	
   (L-­‐02;	
   siehe	
   Kapitel	
   3.4.4)	
   gespült,	
  

wodurch	
  die	
  Herzkranzgefäße	
  von	
  Blutresten	
  befreit	
  wurden.	
  Nach	
  dieser	
  Spülung	
  wur-­‐

de	
   das	
   Herz	
   für	
   15	
   min	
   mit	
   einer	
   Enzymlösung	
   perfundiert,	
   die	
   das	
   kardiale	
  

Bindegewebe	
  zersetzte.	
  Dabei	
  wurde	
  eine	
  Kollagenase	
  (Typ	
  CLS	
  2,	
  200	
  U/mL;	
  Biochrom	
  

KG,	
   Berlin,	
   Deutschland)	
   und	
   eine	
   Protease	
   (Typ	
   14,	
   0,7	
   U/mL;	
   Sigma,	
   München,	
  

Deutschland)	
  zu	
  der	
  Ca2+-­‐freien	
  Tyrode-­‐Lösung	
  gegeben.	
  Diese	
  Lösung	
  wurde	
  rezirku-­‐

liert	
   und	
   in	
   folgenden	
   Aktivitäten	
   verwendet:	
   18,5	
  mg	
   =	
   4181	
   U	
   Kollagenase	
   +	
   3	
  mg	
  

Protease	
  =	
  15,9	
  U	
   in	
  25	
  ml	
  Ca2+-­‐freier	
  Tyrode-­‐Lösung.	
  Um	
  Enzymreste	
  auszuwaschen,	
  

wurde	
   anschließend	
   noch	
   einmal	
   für	
   5	
   min	
   mit	
   einer	
   1	
   mmol	
   Ca2+-­‐haltigen	
   Tyrode-­‐

Lösung	
  gespült.	
  Das	
  Herz	
  wurde	
  von	
  der	
  Kanüle	
  gelöst	
  und	
  die	
   freie	
  Wand	
  des	
   linken	
  

Ventrikels	
   entlang	
  des	
   Septum	
   interventriculare	
   abgetrennt.	
  Von	
  diesem	
  Gewebestück	
  

wurde	
   jeweils	
   eine	
   endokardiale	
   Probe	
   und	
   eine	
   epikardiale	
   Probe	
   entnommen.	
   Der	
  

Rest	
  der	
  Gewebeprobe	
  wurde	
  als	
  Midmyokard	
  bezeichnet	
  und	
  ebenfalls	
  weiter	
  verwen-­‐

det.	
   Diese	
   Proben	
   wurden	
   in	
   1	
   mmol	
   Ca2+-­‐haltiger	
   Tyrode-­‐Lösung	
   in	
   einem	
   41°C	
  

warmen	
   Wasserbad	
   für	
   einige	
   Minuten	
   vorsichtig	
   geschwenkt	
   und	
   anschließend	
   ge-­‐

zupft.	
  Es	
  entstand	
  eine	
  trübe	
  Zellsuspension.	
  	
  

In	
   der	
   Zwischenzeit	
  wurde	
   das	
   noch	
   nicht	
   entnommene	
  Herz	
   der	
  Ratte	
   ebenfalls	
   ent-­‐

nommen,	
  nach	
  Ventrikeln	
  getrennt	
  gewogen,	
  in	
  flüssigem	
  Stickstoff	
  schockgefroren	
  und	
  

der	
  Molekularbiologie	
   des	
   Instituts	
   für	
   Zelluläre	
   und	
   Integrative	
   Physiologie	
   des	
   UKE	
  

zur	
  Verfügung	
  gestellt.	
  	
  

Die	
  isolierten	
  Kardiomyozyten	
  wurden	
  in	
  Falkons	
  in	
  einer	
  1mmol	
  Ca2+-­‐haltigen	
  Tyrode-­‐

Lösung	
  aufbewahrt.	
  Nach	
  Absetzen	
  der	
  Zellen	
  konnten	
  diese	
  den	
  weiterführenden	
  Ver-­‐

suchen	
  zugeführt	
  werden.	
  

	
  
3.3 Die	
  Patch-­‐Clamp-­‐Technik	
  

Die	
  Patch-­‐Clamp-­‐Technik	
  erlaubt,	
  den	
  Stromfluß	
  von	
  Ionen	
  durch	
  einzelne	
  Kanäle	
  in	
  der	
  

Zellmembran	
  zu	
  messen.	
  1976	
  publizierten	
  Erwin	
  Neher	
  und	
  Bert	
  Sakmann	
  aus	
  Göttin-­‐

gen	
  eine	
  Patch-­‐Clamp-­‐Technik	
  („patch“	
  =	
  Membranfleck,	
  „clamp“	
  =	
  Klemme)	
  {Neher	
  and	
  

Sakmann,	
  1976},	
  mit	
  der	
  sich	
  Bereiche	
  von	
  wenigen	
  Picoampere	
  (pA)	
  messen	
  lassen.	
  Bei	
  

der	
   Patch-­‐Clamp-­‐Technik	
   wird	
   eine	
   saubere	
   und	
   polierte	
   Mikropipette	
   aus	
   Glas	
   (die	
  

Patchpipette)	
  mit	
  einer	
  Elektrolytlösung	
  (Pipettenlösung)	
  gefüllt	
  und	
  vorsichtig	
  auf	
  die	
  

Zellmembran	
  gesetzt.	
  Durch	
  Anlegen	
  eines	
  leichten	
  Unterdrucks	
  saugt	
  sich	
  die	
  Pipetten-­‐

spitze	
  an	
  der	
  Zellmembran	
  fest	
  und	
  isoliert	
  den	
  darunter	
  liegenden	
  Membranfleck	
  (das	
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sogenannte	
  „patch“)	
  elektrisch	
  von	
  seiner	
  Umgebung.	
  Die	
  Mechanismen,	
  die	
   im	
  Einzel-­‐

nen	
   zu	
   einer	
   solchen	
   Abdichtung	
   (auch	
   „seal“	
   genannt)	
   führen,	
   sind	
   dabei	
   noch	
  

weitgehend	
  ungeklärt	
  {Rae	
  and	
  Levis,	
  1992;	
  Milton	
  and	
  Caldwell,	
  1990;	
  Corey	
  and	
  Ste-­‐

vens,	
  1983}.	
  Seal-­‐Widerstände	
   im	
  Bereich	
  von	
  mehreren	
  Gigaohm	
  werden	
  als	
  Gigaseal	
  

bezeichnet	
  und	
  ermöglichen	
  die	
  Registrierungen	
  von	
  Stromsprüngen,	
  welche	
  durch	
  ein-­‐

zelne	
   Schaltvorgänge	
   von	
   Ionenkanälen	
   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	
  

über	
   einen	
   Zeitraum	
   von	
   einer	
   halben	
   Stunde	
   stabil	
   vorgenommen	
   oder	
   Badlösungen	
  

während	
  eines	
  Experiments	
  getauscht	
  werden	
  können.	
  	
  

Die	
  direkt	
  nach	
  der	
  Sealbildung	
  vorliegende	
  Cell-­‐Attached-­‐Konfiguration	
  stellt	
  die	
  Aus-­‐

gangssituation	
   für	
   weitere	
   Messkonfigurationen	
   wie	
   z.B.	
   die	
   Ganzzell-­‐Konfigutation	
  

(Whole-­‐Cell)	
   dar.	
   Da	
   in	
   der	
   vorliegenden	
   Arbeit	
   alle	
   Versuche	
   in	
   der	
   Whole-­‐Cell-­‐

Konfiguration	
  durchgeführt	
  wurden,	
  wird	
  im	
  folgenden	
  nur	
  auf	
  die	
  Herstellung	
  und	
  die	
  

Eigenschaften	
  dieser	
  Konfiguration	
  eingegangen.	
  

3.3.1 Die	
  Whole-­‐Cell-­‐Konfiguration	
  

Die	
  Whole-­‐Cell-­‐Konfiguration	
  zeichnet	
  sich	
  durch	
  einen	
  direkt	
  bestehenden	
  elektrischen	
  

Kontakt	
   zwischen	
   dem	
   Pipetteninnenraum	
   und	
   dem	
   Zellinneren	
   aus.	
   Somit	
   können	
  

Ströme	
   gemessen	
   werden,	
   die	
   über	
   die	
   gesamte	
   Zellmembran	
   fließen	
   und	
   das	
   Zell-­‐

membranpotential	
  kann	
  bestimmt	
  und	
  verändert	
  werden.	
  	
  

Grundsätzlich	
  gibt	
  es	
  zwei	
  verschiedene	
  Möglichkeiten	
  die	
  Cell-­‐Attached-­‐Konfiguration	
  

in	
  eine	
  Whole-­‐Cell-­‐Konfiguration	
  umzuwandeln.	
  Einerseits	
  kann	
  die	
  Zellmembran	
  unter	
  

der	
  Pipettenspitze	
  mechanisch	
  zerstört	
  werden;	
  dies	
  wird	
  als	
  Ruptured-­‐Patch-­‐Technik	
  

(„rupture“	
  =	
  zerreißen)	
  bezeichnet.	
  Andererseits	
  können	
  künstliche	
  Poren	
  in	
  die	
  Memb-­‐

ran	
   eingebaut	
   werden,	
   was	
   dann	
   der	
   Perforated-­‐Patch-­‐Technik	
   („perforate“	
   =	
  

durchlöchern)	
  entspricht.	
  

Die	
   in	
  der	
  Whole-­‐Cell-­‐Konfiguration	
  über	
  die	
  Zellmembran	
  gemessenen	
  Ströme	
  bilden	
  

einen	
  Summenstrom	
  aus	
  den	
  Strömen	
  aller	
   in	
  der	
  Zellmembran	
  befindlichen	
  und	
  akti-­‐

ven	
   Ionenkanäle.	
   Da	
   der	
   Summenstrom	
  die	
   Ströme	
   einzelner	
   Ionenkanäle	
   bei	
  weitem	
  

übersteigt	
  und	
  der	
  Beitrag	
  einzelner	
  Kanäle	
  verschiedener	
  Gruppen	
  variiert,	
  wird	
  so	
  nur	
  

ein	
  „makroskopisches“	
  Strommuster	
  dieser	
  Zelle	
  gewonnen.	
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3.3.2 Die	
  Ruptured-­‐Patch-­‐Technik	
  

Die	
  übliche	
  Methode,	
  eine	
  Whole-­‐Cell-­‐Konfiguration	
  zu	
  erlangen,	
  ist	
  die	
  Ruptured-­‐Patch-­‐

Technik.	
   In	
  der	
  Cell-­‐Attached-­‐Konfiguration	
  wird	
   zuerst	
  die	
  Zellmembran	
  durch	
   einen	
  

kurzen	
  Strompuls	
  (z.B.	
  900	
  mV	
  für	
  0,1	
  s)	
  destabilisiert	
  und	
  dann	
  der	
  Membranfleck	
  un-­‐

ter	
   der	
   Patchpipette	
   durch	
   vorsichtige	
   Applikation	
   von	
   Über-­‐	
   oder	
   Unterdruckpulsen	
  

mechanisch	
  zerstört.	
  

Dies	
   führt	
   zu	
   einer	
   direkten	
   Verbindung	
   zwischen	
   dem	
   Pipetteninnenraum	
   und	
   dem	
  

Zellinneren.	
   Es	
   kommt	
   nun	
   zu	
   einem	
   Lösungsaustausch,	
   wobei	
   die	
   Elektrolyt-­‐

zusammensetzung	
   in	
   der	
   Zelle	
   nach	
   kurzer	
   Zeit	
   praktisch	
   der	
   verwendeten	
  

Pipettenlösung	
  entspricht,	
  da	
  das	
  Volumen	
  der	
  Patchpipette	
  sehr	
  viel	
  größer	
  ist	
  als	
  das	
  

der	
  Zelle	
  {Marty	
  and	
  Neher,	
  1995}.	
  Bei	
  dieser	
  Technik	
  kann	
  nicht	
  ausgeschlossen	
  wer-­‐

den,	
  dass	
  durch	
  die	
  Druckpulse	
  nicht-­‐membranständige	
  Zellorganellen	
  in	
  die	
  Nähe	
  der	
  

Zellmembran	
   gebracht	
  werden	
   oder	
   sogar	
  mit	
   dieser	
   verschmelzen.	
   Ein	
   anderes	
   Phä-­‐

nomen	
   ist	
   die	
   zu	
   beobachtende	
   Aktivitätsabnahme	
   einiger	
   Kanäle,	
   da	
   durch	
   das	
  

Auswaschen	
  des	
  Zytoplasmas	
  Substanzen	
  aus	
  der	
  Zelle	
  entfernt	
  werden	
  können,	
  die	
  für	
  

die	
  Aktivität	
  von	
  Kanälen	
  von	
  Bedeutung	
  sein	
  können	
  (z.B.	
  second	
  messenger).	
  

3.3.3 Voltage-­‐Clamp-­‐Technik	
  

Ist	
   ein	
   elektrischer	
   Zugang	
   zu	
   der	
   Zelle	
   gebildet,	
  wird	
   generell	
   zwischen	
   zwei	
   elektri-­‐

schen	
   Registrierkonfigurationen	
   unterschieden:	
   bei	
   der	
   Spannungsklemme	
   (Voltage-­‐

Clamp)	
  wird	
  das	
  Membranpotential	
   festgelegt	
   (geklemmt)	
  und	
  die	
  Ströme	
  aufgezeich-­‐

net,	
   die	
   für	
   die	
   Aufrechterhaltung	
   dieses	
   Potentials	
   notwendig	
   sind.	
   Bei	
   der	
  

Stromklemme	
   (Current-­‐Clamp)	
   hingegen	
   wird	
   der	
   Gesamtstromfluß	
   über	
   die	
   Zell-­‐

membran	
   vorgegeben	
   und	
   das	
   resultierende	
   Membranpotential	
   registriert.	
   Als	
  

Sonderfall	
   gilt	
   die	
   sogenannte	
   Nullstromklemme.	
   Hierbei	
   wird	
   der	
   Gesamtstromfluß	
  

über	
  die	
  Zellmembran	
  auf	
  0	
  pA	
  geklemmt.	
  Das	
  dabei	
  registrierte	
  Membranpotential	
  ent-­‐

spricht	
  dem	
  Ruhemembranpotential	
  {Hamill	
  et	
  al.,	
  1981}.	
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3.3.4 Elektrische	
  Eigenschaften	
  der	
  Whole-­‐Cell-­‐Konfiguration	
  

Bei	
   der	
   Ganzzellableitung	
   im	
   Voltage-­‐Clamp-­‐Verfahren	
   wird	
   das	
   elektrische	
   Potential	
  

zwischen	
  der	
  Messelektrode	
  und	
  der	
   in	
  der	
  Badlösung	
  befindlichen	
  Referenzelektrode	
  

durch	
  die	
  Kommandospannung	
  Vpip	
  definiert.	
  Dabei	
  entspricht	
  Vpip	
  nicht	
  dem	
  tatsächlich	
  

an	
  der	
  Zellmembran	
  anliegendem	
  Potential	
  Vm.	
  Die	
  zwischen	
  der	
  Messelektrode	
  und	
  der	
  

Referenzelektrode	
  angelegte	
  Spannung	
  fällt	
  an	
  zwei	
  in	
  Serie	
  geschalteten	
  Widerständen,	
  

dem	
  Serienwiderstand	
  (Rs)	
  und	
  dem	
  Membranwiderstand	
  (Rm)	
  ab.	
  	
  

Der	
  Serienwiderstand	
  (Rs)	
  entspricht	
  dem	
  zwischen	
  dem	
  Silberdraht	
  der	
  Messelektrode	
  

und	
  dem	
  Zytosol	
  zu	
  findenden	
  elektrischen	
  Widerstand.	
  Idealerweise	
  ist	
  dieser	
  genauso	
  

groß	
  wie	
  der	
  elektrische	
  Widerstand	
  der	
  Pipette	
  (Rpip).	
  Beim	
  Rupturieren	
  der	
  Zelle	
  kön-­‐

nen	
  jedoch	
  Membranbestandteile	
  und	
  auch	
  Zellorganellen	
  in	
  den	
  Mündungsbereich	
  der	
  

Pipette	
  gelangen,	
  wodurch	
  sich	
  der	
  Zugangswiderstand	
  meist	
  auf	
  das	
  zwei-­‐	
  bis	
  dreifache	
  

des	
  Pipettenwiderstandes	
  erhöht.	
  Darüber	
  hinaus	
  kann	
  sich	
  der	
  Rs	
  im	
  Verlauf	
  des	
  Ver-­‐

suchs	
   ändern	
   und	
  muss	
   daher	
   ständig	
   kontrolliert	
  werden.	
   Durch	
   gezielte	
   vorsichtige	
  

Überdruckpulse	
   ist	
  es	
  möglich,	
  die	
  Pipettenspitze	
  von	
  Membranpartikeln	
  und	
  Organel-­‐

len	
  „freizuräumen“	
  und	
  so	
  einen	
  zu	
  hohen	
  Rs	
  wieder	
  zu	
  senken.	
  Rs	
  lag	
  bei	
  den	
  mittels	
  der	
  

Ruptured-­‐Patch-­‐Technik	
  eingeleiteten	
  Versuchen	
  üblicherweise	
  unter	
  10	
  MΩ.	
  

In	
  Reihe	
  zum	
  Serienwiderstand	
  liegt	
  der	
  Membranwiderstand	
  (Rm).	
  Für	
  den	
  Gesamtwi-­‐

derstand	
  Rges	
   insgesamt	
  gilt:	
  Rges	
  =	
  Rs	
  +	
  Rm.	
  Für	
  die	
  an	
  der	
  Membran	
  effektiv	
  anliegende	
  

Spannung	
   Vm	
   gilt	
   dementsprechend	
   (mit	
   Vs	
   als	
   der	
   am	
   Serienwiderstand	
   abfallenden	
  

Spannung):	
  Vm	
  =	
  Vpip	
  –	
  Vs.	
  Nur	
  für	
  den	
  Fall,	
  dass	
  Rs	
  deutlich	
  kleiner	
  ist	
  als	
  Rm,	
  kann	
  davon	
  

ausgegangen	
  werden,	
   dass	
   der	
   größte	
   Teil	
   der	
   Kommandospannung	
   an	
   der	
  Membran	
  

abfällt	
   und	
   das	
   Zellmembranpotential	
   tatsächlich	
   Vpip	
   entspricht.	
   Steigt	
   Rs	
   hingegen	
  

stark	
   an,	
   so	
   fällt	
   die	
   Kommandospannung	
   im	
   zunehmenden	
   Maße	
   daran	
   ab	
   und	
   Vm	
  

weicht	
  immer	
  mehr	
  von	
  Vpip	
  ab.	
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Abb.	
  9:	
  Vereinfachtes	
  Schaltbild	
  eines	
  Patch-­‐Clamp-­‐Verstärkers	
  und	
  Ersatzschaltbild	
  einer	
  Ableitung	
  in	
  Who-­‐

le-­‐Cell-­‐Konfiguration.	
  Abb.	
  modifiziert	
  nach	
  Numberger	
  und	
  Draghun,	
  1996).	
  Der	
  Operationsverstärker	
  und	
  

der	
   Rückkopplungswiderstand	
   (Rf)	
   bilden	
   den	
   Vorverstärker.	
   Am	
   Operationsverstärker	
   werden	
   Sollspan-­‐

nung	
   (Usoll)	
   und	
   die	
   Pipettenspannung	
   (Upip)	
   gemessen.	
   Bis	
   Usoll	
   und	
   Upip	
   gleich	
   sind	
   fließt	
   der	
  

Kompensationsstrom	
  in	
  die	
  Pipette.	
  Die	
  Ausgansspannung	
  (Uaus)	
   ist	
  proportional	
  zum	
  Strom.	
  Der	
  Serienwi-­‐

derstand	
  (Rs)	
  wird	
  vom	
  Zugang	
  zur	
  Zelle	
  bestimmt.	
  Der	
  Membranwiderstand	
  (Rm)	
  und	
  die	
  Membrankapazität	
  

(Cm)	
  hängen	
  unter	
  anderem	
  von	
  Größe	
  und	
  Membranbeschaffenheit	
  der	
  Zelle	
  ab.	
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3.3.4.1 Kompensation	
  des	
  Serienwiederstandes	
  Rs	
  

Ein	
  Teil	
  der	
  Kommandospannung	
  fällt	
  am	
  Serienwiderstand	
  Rs	
  ab,	
  wodurch	
  an	
  der	
  Zell-­‐

membran	
  eigentlich	
  eine	
  niedrigere	
  Spannung	
  anliegt	
  als	
  im	
  Versuchsprotokoll	
  geplant	
  

ist.	
  Dieser	
  Verlust	
  lässt	
  sich	
  kompensieren,	
  indem	
  systematisch	
  zu	
  dem	
  injizierten	
  Strom	
  

eine	
  zusätzliche	
  Stromkomponente	
  addiert	
  wird,	
  die	
  einen	
  großen	
  Teil	
  des	
  erwarteten	
  

Spannungsverlustes	
  ausgleicht.	
  Dazu	
  wird	
  Rs	
   regelmäßig	
   im	
  Versuchsverlauf	
  durch	
  ei-­‐

nen	
   geeigneten	
   Testpuls	
   ermittelt	
   und	
   der	
   erwartete	
   Verlust	
   berechnet.	
   Um	
   positive	
  

Rückkopplungseffekte	
   zu	
   vermeiden,	
   wurde	
   in	
   den	
   vorliegenden	
   Experimenten	
   die	
  

Kompensation	
  auf	
  85%	
  begrenzt.	
  

3.3.5 Übertragungspotentiale	
  und	
  deren	
  Korrektur	
  

An	
   den	
   Grenzflächen	
   zwischen	
   zwei	
   verschiedenen	
   Lösungen	
   oder	
   einer	
   Lösung	
   und	
  

einem	
   Leiter	
   kommt	
   es	
   aufgrund	
   von	
   Konzentrationsunterschieden	
   zu	
   Ionenverschie-­‐

bungen.	
   Dadurch	
   entstehen	
   elektrische	
   Potentiale.	
   Bei	
   dem	
   hier	
   beschriebenen	
  

Versuchsaufbau	
  muss	
   vor	
   allem	
  an	
   folgenden	
  Übergängen	
  mit	
   solchen	
  Potentialen	
   ge-­‐

rechnet	
  werden	
  (betrachtet	
  in	
  der	
  Reihenfolge	
  von	
  der	
  Referenz-­‐	
  zur	
  Messelektrode):	
  

1. zwischen	
   der	
   Silber/Silberchlorid-­‐Messelektrode	
   im	
   Referenzbad	
   und	
   der	
  

Pipettenlösung	
  

2. zwischen	
  der	
  Pipettenlösung	
  in	
  der	
  Agar-­‐Brücke	
  und	
  der	
  Badlösung	
  („Liquid	
  

Junction	
  Potential“)	
  

3. zwischen	
  der	
  Badlösung	
  und	
  der	
  Pipettenlösung	
  in	
  der	
  Pipettenspitze	
  (eben-­‐

falls	
  ein	
  Liquid-­‐Junction-­‐Potential)	
  

4. zwischen	
  der	
  Pipettenlösung	
  und	
  der	
  Silber/Silberchlorid-­‐Referenzelektrode	
  

des	
  Verstärkers	
  

Die	
   Potentiale	
   1)	
   und	
   4)	
   entstehen	
   beide	
   durch	
   Grenzflächen	
   zwischen	
   einer	
   Sil-­‐

ber/Silberchlorid-­‐Elektrode	
   und	
   der	
   Pipettenlösung.	
   Sie	
   sind	
   vom	
   Betrag	
   her	
  

idealerweise	
  gleich	
  groß	
  und	
  heben	
  sich	
  gegenseitig	
  auf.	
  Eventuelle	
  Abweichungen	
  wur-­‐

den	
  vor	
  Versuchsbeginn	
  bestimmt	
  und	
  kompensiert.	
  

Die	
  Übergangspotentiale	
  2)	
  und	
  3)	
  sind	
  gleich	
  groß	
  und	
  heben	
  sich	
  solange	
  auf,	
  wie	
  die	
  

Pipettenöffnung	
   frei	
   in	
   der	
   Badlösung	
   steht.	
   Kommt	
   es	
   zu	
   einer	
   Abdichtung	
   zwischen	
  

der	
  Pipette	
  und	
  der	
  Zelle,	
   fällt	
   die	
  Grenzfläche	
   zwischen	
  der	
  Bad-­‐	
  und	
  der	
  Pipettenlö-­‐

sung	
   an	
   der	
   Pipettenspitze	
  weg	
  und	
   somit	
   auch	
  dieses	
   Potential.	
   Das	
   Liquid-­‐Junction-­‐

Potential	
  an	
  der	
  Grenzfläche	
  zwischen	
  der	
  Agar-­‐Brücke	
  und	
  der	
  Badlösung	
  (2)	
  hingegen	
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bleibt	
  weiterhin	
   erhalten.	
   Dieses	
   Grenzflächenpotential	
  wurde	
   für	
   alle	
   Versuchslösun-­‐

gen	
  bestimmt	
  und	
  dann	
  automatisch	
  von	
  der	
  Steuersoftware	
  des	
  EPC-­‐9	
  berücksichtigt.	
  

Typische	
  Werte	
   für	
  das	
  Liquid-­‐Junction-­‐Potential	
   lagen	
  bei	
  Verwendung	
  der	
  Standard-­‐

Badlösung	
   für	
   die	
   Standard-­‐Pipettenlösung	
   bei	
   3,2	
   mV	
   und	
   für	
   die	
   K+-­‐Glutamat-­‐

Pipettenlösung	
  bei	
  12,0	
  mV.	
  

3.3.6 Vorzeichenkonvention	
  

Definitionsgemäß	
   wird	
   sowohl	
   die	
   Richtung	
   des	
   Stromflusses	
   als	
   auch	
   das	
   angelegte	
  

Haltepotential	
   aus	
   der	
   Sicht	
   der	
   Zelle	
   betrachtet.	
   Dabei	
   gilt,	
   dass	
   ein	
   Einwärtsstrom	
  

durch	
   den	
   Fluss	
   von	
   positiven	
   Ladungsträgern	
   in	
   die	
   Zelle	
   hinein	
   bzw.	
   von	
   negativen	
  

Ladungsträgern	
   aus	
   der	
   Zelle	
   heraus	
   hervorgerufen	
   wird.	
   Auswärtsströme	
   werden	
  

dementsprechend	
   durch	
   den	
   Fluss	
   von	
   negativen	
   Ladungsträgern	
   in	
   die	
   Zelle	
   hinein	
  

bzw.	
   von	
   positiven	
   Ladungsträgern	
   aus	
   der	
   Zelle	
   hinaus	
   getragen.	
   Weiterhin	
   werden	
  

Einwärtsströme	
  mit	
  einem	
  negativen	
  Vorzeichen,	
  Auswärtsströme	
  mit	
  einem	
  positiven	
  

Vorzeichen	
   versehen.	
   In	
   Abbildungen	
   werden	
   Einwärtsströme	
   daher	
   nach	
   unten	
   und	
  

Auswärtsströme	
  nach	
  oben	
  aufgetragen.	
  	
  

Negative	
  Haltepotentiale	
  entsprechen	
  einer	
  Membranhyperpolarisation	
  (das	
  Zellinnere	
  

ist	
   im	
   Vergleich	
   zum	
   Extrazellulärraum	
   negativ)	
   und	
   positive	
   Haltepotentiale	
   einer	
  

Membrandepolarisation	
  (das	
  Zellinnere	
  ist	
  im	
  Vergleich	
  zum	
  Extrazellulärraum	
  positiv).	
  

3.4 Der	
  Patch-­‐Clamp-­‐Versuchsstand	
  

3.4.1 Die	
  mechanischen	
  Komponenten	
  

Selbst	
   geringste	
   Relativbewegungen	
   zwischen	
   der	
   Patchpipette	
   und	
   der	
   Zelle	
   stören	
  

Patch-­‐Clamp-­‐Versuche.	
  Daher	
  wurde	
  der	
  Versuchsstand	
  als	
  Schutz	
  gegen	
  mechanische	
  

Erschütterungen	
   auf	
   einem	
   auf	
   Luftkissen	
   gelagerten,	
   schwingungsgedämpften	
   Stein-­‐

tisch	
  aufgebaut.	
  Um	
  die	
  Messapparatur	
  gegen	
  elektromagnetische	
  Felder	
  der	
  Umgebung	
  

zu	
  schützen,	
  wurde	
  der	
  Versuchsstand	
  von	
  einem	
  Faradaykäfig	
  aus	
  Eisen	
  umgeben,	
  der	
  

getrennt	
  vom	
  schwingungsgedämpften	
  Tisch	
  auf	
  einem	
  festen	
  Übertisch	
  stand.	
  

Der	
  Vorverstärker	
  des	
  Patch-­‐Clamp	
  Verstärkers,	
  an	
  dem	
  auch	
  die	
  Pipettenhalterung	
  be-­‐

festigt	
  war,	
  wurde	
  auf	
  einem	
  motorgetriebenen	
  Mikromanipulator	
  (HS6/3	
  Märzhäuser)	
  

montiert.	
  Die	
  eigentliche	
  Versuchskammer	
  war	
  in	
  den	
  Kreuztisch	
  des	
  Mikroskops	
  einge-­‐

lassen.	
   Bei	
   dem	
   Mikroskop	
   (Zeiss	
   Axiovert	
   25)	
   handelte	
   es	
   sich	
   um	
   ein	
   inverses	
  

Mikroskop,	
  bei	
  dem	
  die	
  Versuchskammer	
  von	
  oben	
  beleuchtet	
  wird	
  und	
  die	
  Objektive	
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von	
   unten	
   an	
   die	
   Versuchskammer	
   herangeführt	
  werden.	
  Dadurch	
   blieb	
   oberhalb	
   der	
  

Versuchskammer	
   genügend	
   Platz,	
   um	
   mit	
   den	
   Versuchsapparaturen	
   zu	
   arbeiten.	
   Zur	
  

besseren	
   Darstellung	
   der	
   Zelloberflächen	
   wurden	
   Varelkontrast-­‐Objektive	
   von	
   Zeiss	
  

verwendet,	
   die	
   zusammen	
   mit	
   10-­‐fach	
   vergrößernden	
   Okularen	
   eine	
   100-­‐	
   bzw.	
   400-­‐

fache	
   Vergrößerung	
   erlaubten.	
   Eine	
   an	
   das	
   Mikroskop	
   angeschlossene	
   CCD-­‐Kamera	
  

(Sony)	
  ermöglichte	
  es,	
  über	
  einen	
  Monitor	
  die	
  Zelle	
  zu	
  beobachten.	
  

Der	
  Pipettenhalter	
  war	
  mit	
  einem	
  Schlauch	
  verbunden,	
  über	
  den	
  sowohl	
  mittels	
  einer	
  

Glasspritze	
  als	
  auch	
  eines	
  Mundstückes	
  Über-­‐	
  bzw.	
  Unterdruck	
  in	
  der	
  Patchpipette	
  her-­‐

gestellt	
  werden	
  konnte.	
  Die	
  Druckmessung	
  erfolgte	
  dabei	
  über	
  ein	
  Flüssigkeitsgefülltes,	
  

U-­‐förmiges	
  Glasrohr.	
  	
  

3.4.2 Die	
  Versuchskammer	
  

Bei	
   der	
  Versuchskammer	
   (Eigenbau	
  der	
  Werkstatt)	
   handelte	
   es	
   sich	
  um	
  eine	
  6	
  x	
  7	
  cm	
  

große	
  und	
  7	
  mm	
  dicke	
  Plexiglasscheibe,	
   in	
  die	
  ein	
  Versuchskanal,	
  ein	
  damit	
  verbunde-­‐

ner	
  Absaugkanal	
  und	
  eine	
  getrennte	
  Kammer	
  für	
  die	
  Referenzelektrode	
  gefräst	
  waren.	
  

Der	
   Boden	
   der	
   Kammer	
   bestand	
   aus	
   einem	
   aufgeklebten	
   Deckglas.	
   Hierdurch	
  war	
   es	
  

möglich,	
   den	
   geringen	
  Arbeitsabstand	
  der	
   stark	
   vergrößernden	
  Objektive	
   einzuhalten.	
  

Der	
  Versuchskanal	
  war	
  etwa	
  25	
  mm	
  lang	
  und	
  4	
  mm	
  breit.	
  Auf	
  der	
  rechten	
  Seite	
  war	
  ein	
  

Einlaufstutzen	
  befestigt,	
  über	
  den	
  die	
  Badlösungen	
  appliziert	
  werden	
  konnten.	
  Ein	
  Tun-­‐

nel	
  auf	
  der	
  linken	
  Seite	
  verband	
  den	
  Versuchskanal	
  mit	
  dem	
  parallel	
  dazu	
  verlaufenden	
  

Absaugkanal.	
  Dieser	
  war	
  mit	
  35	
  mm	
  Länge	
  und	
  10	
  mm	
  Breite	
  etwas	
  größer	
  als	
  der	
  Ver-­‐

suchskanal.	
  	
  

Der	
  Flüssigkeitspegel	
  in	
  der	
  Versuchskammer	
  wurde	
  über	
  eine	
  Absaugpipette	
  am	
  rech-­‐

ten	
  Rand	
  des	
  Absaugkanals	
  eingestellt.	
  Dazu	
  wurde	
  die	
  Absaugung	
  so	
  positioniert,	
  dass	
  

sie	
   sich	
   leicht	
   oberhalb	
   des	
   gewünschten	
   Flüssigkeitspegels	
   befand.	
  Wurde	
   nun	
   über	
  

den	
   Zulauf	
   eine	
   Badlösung	
   appliziert,	
   so	
   stieg	
   der	
   Flüssigkeitspegel,	
   und	
   überflüssige	
  

Badlösung	
   wurde	
   abgesaugt.	
   Gleichzeitig	
   kam	
   es	
   zu	
   einem	
   (unerwünschten)	
   elektri-­‐

schen	
   Kontakt	
   zwischen	
   der	
   Badlösung	
   und	
   der	
   Absaugung.	
   Stoppte	
   der	
  

Flüssigkeitszulauf,	
   so	
   riss	
   der	
   Flüssigkeitsstrom	
   zur	
   Absaugung	
   kurz	
   darauf	
   ab.	
   Nun-­‐

mehr	
  bestand	
  keine	
  elektrisch	
   leitende	
  Verbindung	
  mehr	
  zwischen	
  der	
  Badlösung	
  und	
  

der	
  Absaugung.	
  Unter	
  Versuchsbedingungen	
  befanden	
  sich	
  etwa	
  0,5	
  ml	
  Badlösung	
  in	
  der	
  

Versuchskammer.	
  	
  

Die	
  Kammer	
  für	
  die	
  Referenzelektrode	
  hatte	
  eine	
  Größe	
  von	
  ungefähr	
  7	
  x	
  14	
  x	
  7	
  mm	
  und	
  

befand	
  sich	
  etwa	
  1	
  cm	
  links	
  neben	
  dem	
  Absaugkanal.	
  Sie	
  war	
  während	
  der	
  Versuche	
  mit	
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der	
  jeweiligen	
  Pipettenlösung	
  gefüllt	
  und	
  stand	
  nur	
  über	
  eine	
  mit	
  Agar	
  und	
  Pipettenlö-­‐

sung	
  gefüllte	
  Glasbrücke	
  mit	
  der	
  Versuchskammer	
  in	
  Verbindung.	
  

Die	
  Badlösungen	
  wurden	
   in	
  bis	
  zu	
  sechs	
  50	
  ml	
   fassende	
  Vorratsbehälter	
  gefüllt,	
  die	
   in	
  

einer	
   Halterung	
   ca.	
   40	
   cm	
   oberhalb	
   der	
   Messkammer	
   angebracht	
   waren.	
   Über	
   Per-­‐

fusor®-­‐Leitungen	
  (Braun	
  Melsungen	
  AG,	
  Melsungen,	
  Deutschland)	
  waren	
  diese	
  mit	
  dem	
  

Einlaufstutzen	
  in	
  der	
  Versuchskammer	
  verbunden.	
  Über	
  einen	
  Absperrhahn	
  konnte	
  der	
  

Zufluss	
   reguliert	
   werden.	
   Bei	
   einer	
   vollständigen	
   Öffnung	
   des	
   Zuflusses	
   betrug	
   die	
  

Flussstärke	
   etwa	
   10	
  ml	
   pro	
  Minute,	
   d.h.	
   ein	
   kompletter	
   Lösungsaustausch	
   in	
   der	
   Ver-­‐

suchskammer	
  fand	
  in	
  etwa	
  drei	
  Sekunden	
  statt.	
  	
  

3.4.2.1 Die	
  elektronischen	
  Komponenten	
  

Der	
  Patch-­‐Clamp-­‐Verstärker	
  besteht	
  im	
  Wesentlichen	
  aus	
  zwei	
  Komponenten:	
  dem	
  Vor-­‐

verstärker	
   und	
   dem	
   Hauptverstärker.	
   Der	
   Vorverstärker	
   misst	
   das	
   Stromsignal	
   und	
  

wandelt	
  es	
  in	
  eine	
  Messspannung	
  um.	
  Der	
  nachgeschaltete	
  Hauptverstärker	
  kann	
  diese	
  

Spannung	
  weiter	
  verstärken	
  und	
  filtern	
  und	
  dient	
  außerdem	
  als	
  Steuereinheit.	
  Zur	
  An-­‐

wendung	
   kam	
   bei	
   diesen	
   Versuchen	
   ein	
   EPC-­‐9	
   (HEKA	
   Electronic,	
   Lambrecht,	
  

Deutschland).	
  Er	
  wurde	
  digital	
  angesteuert.	
  Die	
  Steuer-­‐	
  und	
  Auswertesoftware	
  („Pulse“,	
  

HEKA	
  Electronic,	
   Lambrecht,	
  Deutschland)	
   erlaubte	
   die	
   Sicherung	
   der	
   gewonnen	
  Ver-­‐

suchsdaten	
  in	
  Echtzeit	
  auf	
  eine	
  Festplatte.	
  	
  

Die	
  Referenzelektrode	
  bestand	
  aus	
  einem	
  Silber/Silberchlorid-­‐Pellet	
  und	
  wurde	
   in	
  das	
  

Referenzbad	
  getaucht.	
  Die	
  Messelektrode	
  des	
  Vorverstärkers	
  bestand	
  aus	
  einem	
  Silber-­‐

draht,	
  der	
  zuvor	
  in	
  einer	
  100	
  mmol/l	
  KCl-­‐Lösung	
  chloriert	
  wurde.	
  Sie	
  wurde	
  von	
  hinten	
  

in	
  die	
  Patchpipette	
  eingeführt.	
  Die	
  elektrische	
  Verbindung	
  zwischen	
  der	
  Messelektrode	
  

und	
  der	
  Referenzelektrode	
  in	
  der	
  Badlösung	
  stellte	
  eine	
  Glasbrücke	
  dar.	
  Dazu	
  wurde	
  ein	
  

U-­‐förmiges	
  Glasröhrchen	
  mit	
  einem	
  Durchmesser	
  von	
  2	
  mm	
  mit	
  der	
  jeweiligen	
  Pipetten-­‐

lösung,	
  geliert	
  mit	
  zweiprozentigem	
  Agar-­‐Agar,	
  gefüllt.	
  	
  

3.4.3 Die	
  Patchpipetten	
  

Die	
   verwendeten	
   Patchpipetten	
   wurden	
   mit	
   einem	
   Pipettenziehgerät	
   (Modell	
   Fla-­‐

ming/Brown	
  P-­‐97,	
  Sutter	
  Instruments	
  Company,	
  San	
  Rafael,	
  CA,	
  USA)	
  aus	
  7,5	
  cm	
  langen	
  

Kapillaren	
   aus	
   Borosilikatglas	
   mit	
   einem	
   Außendurchmesser	
   von	
   1,5	
   mm	
   und	
   einem	
  

Innendurchmesser	
  von	
  0,86	
  mm	
  gezogen	
  (GC150-­‐15,	
  Clark	
  Electromedical	
  Instruments,	
  

Harvard	
  Apparatus	
  Ltd.,	
  England).	
  Das	
  Ziehgerät	
  war	
  über	
  die	
  Parameter	
  Heiztempera-­‐

tur,	
   max.	
   Zuggeschwindigkeit,	
   max.	
   Zugkraft	
   und	
   Anzahl	
   der	
   Ziehstufen	
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programmierbar.	
   Die	
   Kapillare	
   wurde	
   horizontal	
   in	
   das	
   Ziehgerät	
   eingespannt,	
   durch	
  

einen	
  mittig	
  angebrachten	
  Heizdraht	
  aus	
  Platinlegierung	
  erhitzt,	
  dadurch	
  erweicht	
  und	
  

gleichzeitig	
   gezogen.	
   Erreichte	
  die	
  Ausziehgeschwindigkeit	
   den	
   eingestellten	
  Maximal-­‐

wert,	
  wurde	
  der	
  Zug	
  unterbrochen	
  und	
  die	
  Kapillare	
  abgekühlt.	
  Daraufhin	
  begann	
  der	
  

nächste	
  Zyklus	
  mit	
  erneutem	
  Erhitzen.	
  Nach	
  sieben	
  Durchgängen	
  riss	
  die	
  Kapillare	
  aus-­‐

einander	
   und	
   es	
   entstanden	
   zwei	
   ca.	
   4	
   cm	
   lange,	
   an	
   der	
   Spitze	
   dünn	
   ausgezogene	
  

Kapillaren,	
  die	
  Patchpipetten.	
  Unmittelbar	
  vor	
  Versuchsbeginn	
  wurde	
  die	
  Pipettenspitze	
  

mittels	
  eines	
  Heizdrahtes	
  angeschmolzen,	
  um	
  Unebenheiten	
  durch	
  den	
  Ziehvorgang	
  zu	
  

beseitigen.	
  	
  

Der	
  durchschnittliche	
  Pipettenwiderstand	
  Rpip	
  lag	
  für	
  die	
  mit	
  CsCl	
  Pipettenlösung	
  (P-­‐01;	
  

Tabelle	
  2)	
  gefüllten	
  Pipetten	
  bei	
  2,2	
  ±	
  0,1	
  MΩ	
  (n=49)	
  .	
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3.4.4 Versuchslösung	
  und	
  Chemikalien	
  
3.4.4.1 Lösungen	
  zur	
  Herztransplantation	
  (HTX)	
  und	
  Zellisolation	
  

Die	
   für	
  die	
  HTX	
  und	
  die	
  Zellisolation	
  verwendeten	
  Lösungen	
  sind	
   in	
  Tabelle	
  1	
  zusam-­‐

mengefasst:	
  	
  

	
  

	
  

HTX	
  und	
  Zellisolation	
  

	
  

	
  
Bezeichnung	
   Bestandteile	
  (mmol/l)	
  

Titriert	
  mit	
  

auf	
  pH	
  

L-­‐01	
   Kardioplege	
  Lösung	
  

NaCl	
  15;	
  KCl	
  9;	
  MgCl2	
  4;	
  

NaH2PO4	
  0,33;	
  CaCl2	
  0,015;	
  

Glukose	
  10;	
  Mannitol	
  238	
  

NaOH	
  

pH	
  7,4	
  

L-­‐02	
   Tyrode-­‐Lösung	
  (Ca2+-­‐frei)	
  
NaCl	
  138;	
  KCl	
  4;	
  NaH2PO4	
  0,33;	
  

MgCl2	
  1;	
  HEPES	
  10;	
  Glukose	
  10	
  

NaOH	
  

pH	
  7,4	
  

	
  

	
  

Tabelle	
  1:	
  Lösungen	
  zur	
  HTX	
  und	
  Zellisolation	
  (HEPES:	
  4-­‐(2-­‐Hydroxyethyl)-­‐Piperazin	
  1-­‐Ethansulfonsäure).	
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3.4.4.2 Pipetten-­‐	
  und	
  Badlösungen	
  

Die	
   Pipetten-­‐	
   und	
   Badlösungen	
   für	
   die	
   SR-­‐release-­‐Versuche	
   sind	
   in	
   Tabelle	
   2	
   zusam-­‐

mengestellt.	
  Am	
  Versuchstag	
  wurden	
  zu	
  jeweils	
  50ml	
  Pipettenlösung	
  (P-­‐01)	
  61	
  mg	
  Na+-­‐

ATP	
  hinzugefügt	
  (*	
  in	
  Tabelle	
  2).	
  

	
  

SR-­‐release:	
  Pipetten-­‐	
  und	
  Badlösungen	
  

	
  

	
  
Bezeichnung	
   Bestandteile	
  (mmol/l)	
  

Titriert	
  mit	
  

auf	
  pH	
  

P-­‐01	
   CsCl	
  Pipettenlösung	
  
CsCl	
  128;	
  MgCl2	
  5;	
  TEA-­‐Cl	
  20;	
  	
  

EGTA	
  0,1;	
  HEPES	
  10;	
  Na2	
  ATP	
  2*	
  

CsOH	
  

7,2	
  

L-­‐03	
   Tyrode(mod)	
  

NaCl	
  138;	
  KCl	
  4;	
  MgCl2	
  1;	
  

NaH2PO4	
  0,33;	
  CaCl2	
  2;	
  Glukose	
  10;	
  

HEPES	
  10;	
  BaCl2	
  0,1;	
  	
  

4-­‐Aminopyridin	
  4;	
  	
  

NaOH	
  

7,3	
  

L-­‐04	
  

Tyrode/Koffein	
  Lösung	
  

(Tcoff)	
  

	
  
	
  
	
  

NaCl	
  138;	
  KCl	
  4;	
  MgCl2	
  1;	
  

NaH2PO4	
  0,33;	
  CaCl2	
  2;	
  Glukose	
  10;	
  

HEPES	
  10;	
  BaCl2	
  0,1;	
  	
  

4-­‐Aminopyridin	
  4;	
  Koffein	
  10	
  

NaOH	
  

7,3	
  

	
  

	
  

Tabelle	
   2:	
   Pipetten	
   und	
   Badlösungen	
   für	
   die	
   Koffein-­‐SR-­‐release-­‐Versuche	
   (HEPES:	
   4-­‐(2-­‐Hydroxyethyl)-­‐

Piperazin-­‐1-­‐Ethansulfonsäure;	
   EGTA:Ethylenglykol-­‐bis-­‐(2-­‐aminoethyl)-­‐tetraacetat;	
   TEA-­‐Cl:	
   Tetraethyl-­‐

Ammoniumchlorid);	
  *am	
  Versuchstag	
  wurden	
  zu	
  jeweils	
  50ml	
  Pipettenlösung	
  (P-­‐01)	
  61	
  mg	
  Na2-­‐ATP	
  hinzuge-­‐

fügt.	
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Die	
  Zusammensetzung	
  der	
  Badlösung	
  für	
  das	
  IonOptix	
  Mikroskop	
  ist	
  in	
  Tabelle	
  3	
  aufge-­‐

führt.	
  	
  

	
  

	
  

Badlösung	
  IonOptix	
  

	
  

	
  
Bezeichnung	
   Bestandteile	
  (mmol/l)	
  

L-­‐06	
   Badlösung	
  IonOptix	
  
NaCl	
  135;	
  KCl	
  4,7;	
  KH2PO4	
  0,6;	
  NaH2PO4	
  0,6;	
  MgSO4	
  

1,2;	
  HEPES	
  10;	
  Glukose	
  20;	
  CaCl2	
  2	
  

	
  

	
  

Tabelle	
  3:	
  Badlösung	
  Ionoptix	
  HEPES:	
  4-­‐(2-­‐Hydroxyethyl)-­‐Piperazin-­‐1-­‐Ethansulfonsäure.	
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3.4.4.3 Herkunft	
  verwendeter	
  Chemikalien	
  

Die	
  Salze	
  wurden	
  von	
  Sigma	
  (CsCl),	
  Merck	
  (HCl,	
  KCl,	
  KOH,	
  NaOH,	
  CaCl2,	
  MgCl2)	
  und	
  J.T.	
  

Baker	
   (NaCl)	
   bezogen.	
   In	
   Tabelle	
   4	
   sind	
   die	
   übrigen	
   verwendeten	
   Substanzen	
   aufge-­‐

führt.	
  

	
  
	
  

Substanz	
   Hersteller	
  

Kollagenase	
   Biochrom	
  AG	
  

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	
  (P-­‐5147)	
  

TEA-­‐Cl	
   Roth	
  

Fluo-­‐4	
  AM	
   Invitrogen,	
  Darmstadt	
  

Fura-­‐2	
  AM	
   Invitrogen,	
  Darmstadt	
  

	
  

	
  

	
  

Tabelle	
  4:	
  Hersteller	
  der	
  verwendeten	
  Substanzen;	
  EGTA:	
  Ethylenglykol-­‐bis-­‐(2-­‐aminoethyl)-­‐tetraacetat;	
  HE-­‐

PES:	
  4-­‐(2-­‐Hydroxyethyl)-­‐piperazin-­‐1-­‐ethansulfonsäure;	
  TEA-­‐Cl:	
  Tetraethyl-­‐Ammoniumchlorid	
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3.5 Durchführung	
  der	
  Experimente	
  

3.5.1 Die	
  Patch-­‐Clamp	
  Experimente	
  

Mit	
  einer	
  Pipette	
  wurden	
  etwa	
  0,1	
  ml	
  der	
  Zellsuspension	
  aufgenommen	
  und	
  in	
  die	
  mit	
  

einer	
  Badlösung	
  gefüllte	
  Versuchskammer	
  transferiert.	
  Nach	
  etwa	
  fünf	
  Minuten	
  hatten	
  

sich	
  die	
  Zellen	
  auf	
  dem	
  Kammerboden	
  abgesetzt.	
  Bei	
  100-­‐facher	
  Vergrößerung	
  wurde	
  

dann	
  eine	
  einzelne	
  Zelle	
  ausgewählt,	
  die	
  über	
  die	
   typische	
  Querstreifung	
  verfügte	
  und	
  

nicht	
   spontan	
   kontrahierte.	
   Jetzt	
   erst	
  wurde	
   die	
   Patchpipette	
  mit	
   der	
   entsprechenden	
  

Pipettenlösung	
  gefüllt,	
  um	
  vorzeitige	
  Verschmutzung	
  der	
  Pipettenspitze	
  zu	
  verhindern.	
  

Dazu	
  wurde	
  sie	
  auf	
  eine	
  Einwegspritze	
  aufgesetzt	
  und	
  mit	
  angelegtem	
  Unterdruck	
   für	
  

einige	
   Sekunden	
   in	
   ein	
   mit	
   Pipettenlösung	
   gefülltes	
   Becherglas	
   eingetaucht.	
   Dadurch	
  

füllte	
   sich	
  die	
  Pipettenspitze	
   in	
  den	
  vorderen	
  0,5	
  mm.	
  Die	
   restliche	
  Pipette	
  wurde	
  von	
  

hinten	
  mit	
   einer	
   Spinalkanalpunktionsnadel	
   gefüllt.	
   Dabei	
   eventuell	
   entstandene	
   Luft-­‐

blasen	
  wurden	
   durch	
   leichtes	
   Klopfen	
   vorsichtig	
   entfernt.	
   Vor	
   Versuchsbeginn	
  wurde	
  

die	
  Pipette	
  bis	
  auf	
  die	
  vordersten	
  7	
  mm	
  leer	
  gesaugt.	
  So	
  konnte	
  sowohl	
  ein	
  Eindringen	
  

der	
   Pipettenlösung	
   in	
   den	
   Pipettenhalter	
   verhindert	
   als	
   auch	
   störendes	
   elektrisches	
  

Rauschen	
  minimiert	
  werden.	
  Wurde	
  die	
  Pipette	
  so	
  in	
  den	
  Pipettenhalter	
  eingesetzt,	
  rag-­‐

te	
  die	
  Silber/Silberchlorid-­‐Messelektrode	
  ca.	
  3-­‐4	
  mm	
  in	
  die	
  Pipettenflüssigkeit	
  hinein.	
  	
  

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

Dabei	
  wurde	
  darauf	
  geachtet,	
  dass	
  ein	
  leichter	
  Überdruck	
  in	
  der	
  Pipette	
  anlag,	
  um	
  durch	
  

einen	
  geringen	
  Ausstrom	
  von	
  Pipettenlösung	
  die	
  Pipettenspitze	
  frei	
  von	
  Verunreinigun-­‐

gen	
   zu	
   halten.	
   Nach	
   Eintauchen	
   in	
   die	
   Badlösung	
   wurde	
   durch	
   eine	
   implementierte	
  

Routine	
  des	
  EPC-­‐9	
  das	
   gemessene	
  Potential	
   als	
  Nullpunkt	
   festgelegt.	
  Dadurch	
  wurden	
  

eventuell	
   bestehende	
   konstante	
   Grenzschichtpotential	
   (siehe	
   Kapitel	
   3.3.5)	
   kompen-­‐

siert.	
  Die	
  Pipette	
  wurde	
  sanft	
  auf	
  die	
  Zelloberfläche	
  aufgesetzt,	
  der	
  Überdruck	
  aus	
  der	
  

Pipette	
  entfernt	
  und	
  ein	
  leichter	
  Unterdruck	
  ausgeübt.	
  Dies	
  führte	
  in	
  über	
  50%	
  der	
  Zel-­‐

len	
   zu	
   einer	
   Abdichtung	
   zwischen	
   Pipettenspitze	
   und	
   Zellmembran	
   mit	
   einem	
  

Widerstand	
  von	
  >	
  1	
  GΩ.	
  Von	
  der	
  so	
  erreichten	
  Cell-­‐Attached-­‐Konfiguration	
  konnte	
  nun	
  

in	
   die	
  Ganzzellableitung	
   (siehe	
  Kapitel	
   3.3.1)	
   gewechselt	
  werden.	
  Nach	
  Herstellen	
   der	
  

Ganzzellableitung	
  wurde	
  mit	
  automatischen	
  Routinen	
  des	
  EPC-­‐9	
  die	
  Zellkapazität	
  (Cm)	
  

und	
  der	
   Zugangswiderstand	
   (Rs)	
   bestimmt.	
   Rs	
   lag	
   bei	
   den	
   hier	
   durchgeführten	
  Versu-­‐

chen	
  im	
  Mittel	
  bei	
  6,1	
  ±	
  0,23	
  MΩ	
  und	
  wurde	
  zu	
  85%	
  kompensiert	
  (siehe	
  Kapitel	
  3.3.4.1).	
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Somit	
   ergibt	
   sich	
   beispielweise	
   bei	
   Strömen	
   von	
   1	
   nA	
   (Vpip	
  =	
  –90	
  mV,	
   berechnet	
   nach	
  

dem	
  Ohmschen	
  Gesetz)	
  im	
  Mittel	
  ein	
  zu	
  erwartende	
  Messfehler	
  von	
  0,92	
  mV.	
  

Nach	
  Herbeiführen	
   der	
   Ganzzellableitung	
  wurde	
   die	
  Kardiomyozyte	
   auf	
   ihr	
   zu	
   erwar-­‐

tendes	
   Ruhemembranpotential	
   von	
   –90	
  mV	
   geklemmt,	
   um	
   eine	
   Kontraktion	
   zu	
  

verhindern.	
  

	
  

3.5.1.1 INCX	
  –	
  Der	
  Natrium	
  Calcium	
  Austauscher	
  Strom	
  

Eine	
  Besonderheit,	
  im	
  Sinne	
  eines	
  bidirektionalen	
  Ca2+-­‐Austausches,	
  stellt	
  der	
  sekundär-­‐

aktive	
  Na+/Ca2+-­‐Austauscher	
  (Na+/Ca2+-­‐Exchanger	
  =	
  NCX)	
  dar.	
  Dieser	
  transportiert	
  kon-­‐

zentrationsabhängig	
  Ca2+	
  sowohl	
  von	
  intra-­‐	
  nach	
  extrazellulär,	
  als	
  auch	
  von	
  extra-­‐	
  nach	
  

intrazellulär.	
   Richtungsunabhängig	
   tauscht	
   der	
   NCX	
   dabei	
   immer	
   drei	
   einfach	
   positiv	
  

geladene	
  Na+-­‐Ionen	
   gegen	
   ein	
   zweifach	
   positiv	
   geladenes	
   Ca2+-­‐Ion	
   und	
   hat	
   somit	
   eine	
  

elektrogene	
  Ladungsverschiebung	
  von	
  einer	
  netto	
  Ladung.	
  

	
  

	
  

	
  
	
  

	
  

	
  

Abb.	
  10:	
  Stromrichtungswechsel	
  des	
   INCX	
   für	
  Ca2+	
   im	
  Verlauf	
  eines	
  APs.	
  Aufgetragen	
   ist	
  ein	
  Aktionspotential	
  

einer	
  Kardiomyozyte	
  (Siehe	
  Kapitel	
  2.3.1)	
  und	
  der	
  Strom	
  über	
  den	
  NCX.	
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Zu	
  Beginn	
  eines	
  APs	
  bildet	
  die	
  ansteigende	
  intrazelluläre	
  Na+-­‐Konzentration	
  die	
  Trieb-­‐

kraft	
   des	
   NCX	
   und	
   erklärt	
   den	
   initial	
   nach	
   intrazellulär	
   gerichteten	
   Ca2+-­‐Austausch	
  

(erster	
  positiver	
  Ausschlag	
  in	
  Abb.	
  10).	
  Die	
  steigende	
  intrazelluläre	
  Ca2+-­‐Konzentration	
  

bedingt	
  eine	
  Richtungsumkehr,	
  da	
  die	
  Triebkraft	
  des	
  NCX	
  nun	
  von	
  Ca2+	
  ausgeht.	
  Es	
  folgt	
  

ein	
  nach	
  extrazellulär	
  gerichteter	
  Ca2+-­‐Austausch	
  (langer	
  negativer	
  Ausschlag	
  Abb.	
  10).	
  

Anschließend	
  transportiert	
  der	
  NCX	
  je	
  nach	
  intrazellulären	
  Ladungen.	
  

Die	
  Triebkraft	
  für	
  den	
  NCX	
  hängt	
  somit	
  vom	
  elektrochemischen	
  Gradienten	
  von	
  Na+	
  und	
  

Ca2+	
  ab.	
  Verändert	
  man	
  diesen	
  im	
  Experiment,	
  kann	
  man	
  bedingt	
  durch	
  die	
  Elektrogeni-­‐

tät	
   des	
   NCX	
   transmembranöse	
   Ladungsverschiebungen	
   (QNCX)	
   messen.	
   Diese	
  

Eigenschaft	
  des	
  NCX	
  ist	
  Grundlage	
  der	
  Methode	
  zur	
  Messung	
  des	
  SR-­‐Ca2+-­‐Gehalts	
  in	
  die-­‐

ser	
  Promotionsarbeit.	
  

	
  

3.5.2 Messung	
  der	
  Calciumfreisetzung	
  aus	
  dem	
  SR	
  durch	
  Koffein	
  

Zur	
  Quantifizierung	
  der	
  im	
  SR	
  gespeicherten	
  Menge	
  an	
  Ca2+	
  ist	
  es	
  möglich	
  isolierte	
  Kar-­‐

diomyozyten	
   mit	
   Hilfe	
   der	
   Patch-­‐Clamp-­‐Technik	
   in	
   Kombination	
   mit	
   Koffein	
   zu	
  

untersuchen	
  {Callewaert	
  et	
  al.,	
  1989;	
  Rousseau	
  and	
  Meissner,	
  1989;	
  Varro	
  et	
  al.,	
  1993;	
  

Volk	
   et	
   al.,	
   2003}.	
   Um	
   einen	
   stabilen	
   Ca2+-­‐Füllungszustand	
   des	
   SR	
   zu	
   gewährleisten,	
  

wurde	
  das	
  Ruhemembranpotential	
  nach	
  erreichen	
  der	
  Whole-­‐Cell-­‐Konfiguration	
  (siehe	
  

Kapitel	
  3.3.1)	
  über	
  einen	
  Zeitraum	
  von	
  1	
  min	
  wiederholt	
   für	
  200	
  ms	
  von	
  -­‐90	
  mV	
  auf	
  0	
  

mV	
  angehoben.	
  Bei	
  einem	
  geklemmten	
  Potential	
  von	
  VPIP	
  =	
  -­‐90	
  mV	
  wird	
  die	
  Zelle	
  dann	
  

schnell	
  mit	
  10	
  mmol/L	
  Koffein	
  superperfundiert.	
  Dort	
  bindet	
  es	
  an	
  die	
  Ryanodinrezep-­‐

toren	
   des	
   SR	
   und	
   fixiert	
   diese	
   in	
   einem	
   offen-­‐Zustand.	
   Dies	
   führt	
   zu	
   einer	
   sofortigen	
  

Freisetzung	
  des	
   im	
  SR	
  gespeicherten	
  Ca2+.	
  Die	
  durch	
  das	
  Koffein	
  offengehaltenen	
  Rya-­‐

nodinrezeptoren	
  verhindern	
  einen	
  erneuten	
  Anstieg	
  des	
  SR	
  Ca2+-­‐Gehaltes.	
  Zur	
  Senkung	
  

der	
  intazellulären	
  Ca2+-­‐Konzentation	
  wird	
  Ca2+	
  durch	
  den	
  NCX	
  nach	
  extrazellulär	
  trans-­‐

portiert.	
  Wie	
  oben	
  beschrieben,	
  kann	
  man	
  aufgrund	
  der	
  Elektrogenität	
  dieses	
  Prozesses	
  

(3:1)	
  diesen	
  transienten	
  Einwärtsstrom	
  im	
  Voltage-­‐Clamp-­‐Modus	
  ableiten.	
  Das	
  Integral	
  

der	
  Kurve	
   ist	
  ein	
   indirektes	
  Maß	
  für	
  die	
  aus	
  dem	
  SR	
  freigesetzte	
  Menge	
  an	
  Ca2+	
  (QNCX)	
  

{Negretti	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Venetucci	
  et	
  al.,	
  2007}.	
  Als	
  Badlösung	
  wurde	
  die	
   in	
  Kapitel	
  3.4.4	
  

aufgeführte	
  Lösung	
  L-­‐03	
  genutzt,	
  als	
  Lösung	
  in	
  der	
  Pipette	
  P-­‐01.	
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3.5.3 Ca2+-­‐Imaging	
  am	
  IonOptix	
  Mikroskop	
  

Wie	
  in	
  Kapitel	
  3.2	
  beschrieben,	
  wurden	
  die	
  isolierten	
  Kardiomyozyten	
  in	
  Falkons	
  in	
  ei-­‐

ner	
   1	
   mmol	
   Ca2+-­‐haltigen	
   Tyrode-­‐Lösung	
   aufbewahrt.	
   Diese	
   wurden	
   zeitnah	
   nach	
  

Isolation	
  in	
  das	
  Institut	
  für	
  Pharmakologie	
  überführt.	
  Die	
  Information,	
  ob	
  es	
  sich	
  dabei	
  

um	
   entlastete	
   Kardiomyozyten	
   oder	
   um	
   Kontrollproben	
   handelte,	
   wurde	
   in	
   diesem	
  

Schritt	
  im	
  Sinne	
  einer	
  Verblindung	
  nicht	
  weitergegeben.	
  Das	
  Ca2+-­‐Imaging	
  (Bildgebung)	
  

wurde	
  wie	
  in	
  der	
  Promotionsarbeit	
  von	
  Dr.	
  rer.	
  nat.	
  Lutz	
  Pohlmann	
  (2008)	
  in	
  Koopera-­‐

tion	
  mit	
  dem	
  Institut	
  für	
  Experimentelle	
  und	
  Klinische	
  Pharmakologie	
  und	
  Toxikologie	
  

des	
  UKE	
  (Prof.	
  Eschenhagen)	
  durchgeführt.	
  Die	
  für	
  die	
  Versuche	
  am	
  IonOptix-­‐Mikroskop	
  

verwendete	
  extrazelluläre	
  Badlösung	
  L-­‐06	
  ist	
  in	
  Kapitel	
  3.4.4	
  beschrieben.	
  

Die	
  Zellen	
  wurden	
  mit	
  4	
  µmol/l	
  Fura-­‐2	
  AM	
  vorinkubiert	
  und	
  die	
  zentrifugierte	
  Zellsus-­‐

pension	
  in	
  die	
  für	
  das	
  Ionoptix	
  Mikroskop	
  passenden	
  Behältnisse	
  überführt.	
  Dort	
  hatten	
  

sie	
   30	
  min	
   Zeit	
   sich	
   abzusetzen.	
   Fura-­‐2-­‐AM	
   ist	
   ein	
   spezifischer	
   Ca2+-­‐Chelator	
  welcher	
  

durch	
   Anregung	
  mit	
   UV-­‐Licht	
   fluoresziert.	
   Die	
   Ca2+-­‐Transientenmessung	
   von	
   intakten	
  

Myozyten	
  wurde	
  bei	
  Raumtemperatur	
  mittels	
  Feldstimulation	
  durchgeführt	
   (0,5	
  Hz,	
  4	
  

ms	
   Dauer,	
   MyoPacer,	
   IonOptix	
   Corporation,	
   Milton,	
   MA,	
   USA).	
   Die	
   Zellen	
   wurden	
   ab-­‐

wechselnd	
   bei	
   340	
   und	
   380	
   nm	
   mit	
   510	
   nm	
   Emissionen	
   mit	
   einer	
   hyper-­‐switched	
  

zweifachen	
   Anregungslichtquelle	
   angeregt.	
   In	
   Ca2+-­‐gebundenem	
   Zustand	
   liegt	
   das	
   Ab-­‐

sorptionsmaximum	
  bei	
  340	
  nm,	
  während	
  das	
  Maximum	
  des	
  ungebundenen	
  Fura-­‐2-­‐AM	
  

bei	
  380	
  nm	
  liegt.	
  Das	
  Verhältnis	
  der	
  Absorptionsmaxima	
  (F340/F380)	
  wurde	
  daher	
  als	
  

Index	
   der	
   zytosolischen	
   Ca2+-­‐Konzentration	
   verwendet.	
   Die	
   Daten	
   wurden	
   mit	
   einer	
  

speziellen	
  Computersoftware	
  ausgewertet	
  (Ionwizard	
  5.0	
  Software,	
  IonOptix	
  Corporati-­‐

on).	
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3.5.4 Systolische	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  aus	
  dem	
  SR	
  quantifziert	
  mittels	
  Thapsigargin	
  

Wie	
   in	
  Kapitel	
  2.3.1	
  beschrieben,	
  beruht	
  die	
  Abnahme	
  des	
  Ca2+-­‐Transienten	
  und	
  somit	
  

die	
   Reduktion	
   der	
   zytosolischen	
   Ca2+-­‐Konzentration	
   [Ca2+]i	
   auf	
   verschiedenen	
  Mecha-­‐

nismen,	
   wobei	
   die	
   Elimination	
   in	
   das	
   SR	
   mittels	
   SERCA	
   anteilig	
   am	
   größten	
   ist.	
   Um	
  

diesen	
  Einfluss	
  zu	
  verifizieren,	
  macht	
  man	
  sich	
  die	
  selektive	
  Hemmung	
  der	
  SERCA	
  durch	
  

Thapsigargin	
  zu	
  Nutze.	
  Die	
  Veränderung	
  des	
  Ca2+-­‐Transient	
  nach	
  Applikation	
  von	
  Thap-­‐

sigargin	
  lässt	
  den	
  Rückschluss	
  auf	
  seine	
  verschiedenen	
  Anteile	
  zu,	
  da	
  die	
  Erhöhung	
  der	
  

zytosolischen	
  Ca2+-­‐Konzentration	
  in	
  folgenden	
  APs	
  im	
  Wesentlichen	
  aus	
  AP-­‐induziertem	
  

Ca2+-­‐Einstrom	
   resultiert	
   {Janczewski	
   and	
  Lakatta,	
   1993}	
  und	
   somit	
  der	
  Ca2+-­‐Transient	
  

um	
  die	
   aus	
   dem	
  SR	
   freigesetzte	
   Ca2+-­‐Konzentration	
   erniedrigt	
   sein	
  müsste.	
  Die	
   Zellen	
  

wurden	
  mit	
  einer	
  Frequenz	
  von	
  1/s	
  für	
  300	
  s	
  elektrisch	
  stimuliert,	
  um	
  ein	
  Ca2+-­‐Handling	
  

der	
  Zelle	
  im	
  Gleichgewicht	
  zu	
  gewährleisten.	
  Nach	
  Applikation	
  von	
  1	
  µmol/l	
  Thapsigar-­‐

gin	
   stellte	
   sich	
   innerhalb	
   von	
   wenigen	
   Sekunden	
   ein	
   neues	
   Gleichgewicht	
   ein.	
   Die	
  

Auswertung	
  der	
  Funktion	
  über	
  eine	
  Dauer	
  von	
  20	
  s	
  begann	
  1	
  min	
  nach	
  Applikation	
  von	
  

Thapsigargin.	
  	
  

	
  

	
  

Abb.	
  11:	
   Isolierte	
  Kardiomyozyten:	
  Oben:	
  eine	
  den	
  Kriterien	
   in	
  der	
  Länge,	
  der	
  Breite	
  (schmal)	
  und	
  

einer	
  klaren	
  Begrenzung	
  entsprechende	
  Zelle.	
  Die	
  punktförmigen	
  Aufhellungen	
  sind	
  spontane	
  Ca2+-­‐

Freisetzungen	
  als	
  Momentaufnahme;	
  Unten:	
  die	
  Sarkomere	
  (Streifung)	
  sind	
  gut	
  zu	
  erkennen,	
  diese	
  

Zelle	
  ist	
  aber	
  für	
  Experimente	
  nicht	
  optimal	
  konfiguriert,	
  da	
  sie	
  den	
  Kriterien	
  Länge	
  und	
  Breite	
  nicht	
  

entspricht.	
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3.5.5 Ca2+-­‐Sparks	
  am	
  konfokalen	
  Mikroskop	
  

Die	
  isolierten	
  Kardiomyozyten	
  wurden,	
  analog	
  zu	
  den	
  IonOptix	
  Versuchen	
  in	
  das	
  Institut	
  

für	
  Pharmakologie	
  überführt.	
  Ebenfalls	
  wurde	
  entsprechend	
  verblindet	
  	
  

Die	
  anschließenden	
  Messungen	
  der	
  Ca2+-­‐Sparks	
  wurden	
  in	
  Kooperation	
  mit	
  der	
  experi-­‐

mentellen	
  Pharmakologie	
  des	
  UKE	
  (Prof.	
  Eschenhagen)	
  an	
  einem	
  konfokalen	
  Mikroskop	
  

(Zeiss	
  Axiovert	
  200M)	
  und	
  dem	
  Zeiss	
  LSM5	
   image	
  system	
  (Carl	
  Zeiss	
  AG,	
  Oberkochen,	
  

Germany)	
   durchgeführt.	
   Die	
   Kardiomyozyten	
   wurden	
   zunächst	
   an	
   die	
   Badlösung	
   ge-­‐

wöhnt	
   (modifizierte	
   Tyrode-­‐Lösung:	
   2	
  mmol/l	
   CaCl2)	
   und	
   anschließend	
  mit	
   10	
   µg/ml	
  

Fluo-­‐4	
   AM	
   (Ca2+-­‐Fluoreszenzfarbstoff;	
   Invitrogen,	
   Darmstadt,	
   Deutschland)	
   inkubiert.	
  

Das	
   Absorptionsmaximum	
   von	
   Fluo-­‐4	
   AM	
   liegt	
   bei	
   488	
   nm.	
   Nach	
   einer	
   anfänglichen	
  

Phase	
  der	
  Feldstimulation	
  (60	
  s,	
  0,5	
  Hz,	
  4	
  ms	
  Dauer)	
  wurde	
  für	
  30	
  s	
  die	
  spontane	
  Ca2+-­‐

Freisetzung	
  mittels	
  der	
  laserkonfokalen	
  Messung	
  aufgezeichnet.	
  Der	
  detektierte	
  Bereich	
  

wurde	
  mittig,	
  parallel	
  zur	
  Längsachse	
  der	
  Zelle	
  festgelegt.	
  Die	
  Experimente	
  wurden	
  bei	
  

Raumtemperatur	
  durchgeführt.	
  	
  

	
  

3.5.6 Bestimmung	
  der	
  Zellkapazität	
  

Zu	
   Beginn	
   eines	
   jeden	
   Experimentes	
   wurde	
   die	
   Zellkapazität	
   der	
   zu	
   untersuchenden	
  

Zellen	
  bestimmt.	
  Da	
  sich	
  eine	
  Zellmembran	
  beim	
  Anlegen	
  einer	
  Spannung	
  wie	
  ein	
  Kon-­‐

densator	
   verhält,	
   der	
   elektrisch	
   aufgeladen	
   werden	
   kann,	
   ist	
   es	
   möglich	
   über	
   die	
   zu	
  

messende	
   Kapazität	
   auf	
   die	
   Zellmembrangröße	
   zu	
   schließen.	
   Die	
   Zellmembran	
   einer	
  

Kardiomyozyte	
   ist	
   zur	
   Oberflächenvergrößerung	
   in	
   Falten	
   gelegt	
   (T-­‐Tubuli),	
   dies	
   er-­‐

möglicht	
   jedoch	
   indirekt	
   eine	
   ungefähre	
   Einordnung	
   der	
   Zellgröße.	
   Die	
   später	
   im	
  

Versuchsprotokoll	
   gemessenen	
   Ströme	
  werden	
   auf	
   die	
   jeweilige	
   Zellgröße	
   der	
   unter-­‐

suchten	
  Kardiomyozyten	
  normiert.	
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3.6 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	
   entsprechend	
   den	
   Anforderungen	
   entweder	
   mittels	
  

ungepaartem	
  oder	
  gepaartem	
  Student	
  t-­‐tests	
  oder	
  ANOVA,	
  unter	
  Verwendung	
  der	
  Soft-­‐

ware	
  PRISM	
  (GraphPad	
  Software	
  Inc.,	
  San	
  Diego,	
  CA,	
  USA)	
  durchgeführt.	
  Als	
  signifikant	
  

wurden	
  dabei	
  Unterschiede	
  mit	
  p<0,05	
  gewertet.	
   Für	
  die	
   Irrtumswahrscheinlichkeit	
  p	
  

gilt	
  dabei:	
  *=p<0,05;	
  **=p<0,01;	
  ***=p<0,001.	
  	
  

	
  

3.6.1 Einlesen	
  der	
  Daten	
  in	
  den	
  Computer	
  sowie	
  die	
  Auswertunsprogramme	
  

Alle	
  Messdaten	
  wurden	
  während	
  der	
  Versuche	
  von	
  der	
  Steuersoftware	
  des	
  EPC-­‐9	
  „PUL-­‐

SE“	
   (HEKA	
   Electronic,	
   Lambrecht,	
   Deutschland)	
   auf	
   der	
   computerinternen	
   Festplatte	
  

gespeichert	
  und	
  konnten	
  später	
  zur	
  Auswertung	
  mit	
  Hilfe	
  der	
  Software	
  PULSEFIT	
  (HE-­‐

KA	
   Electronic,	
   Lambrecht,	
   Deutschland)	
   und	
   IGOR	
   (WaveMetrics,	
   Lake	
   Oswego,	
   OR,	
  

USA)	
   wieder	
   dargestellt	
   werden.	
   Bei	
   einer	
   Abtastrate	
   von	
   5	
   kHz	
   wurden	
   die	
   Ver-­‐

suchsdaten	
   bereits	
   im	
   EPC-­‐9	
  mittels	
   der	
   eingebauten	
  Bessel-­‐Filter	
   bei	
   1	
   kHz	
   gefiltert.	
  

Die	
   statistischen	
   Analysen	
   wurden	
   mit	
   PRISM	
   (GraphPad	
   Software,	
   San	
   Diego,	
   USA)	
  

durchgeführt.	
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4 Ergebnisse	
  

4.1 Linksventrikuläres	
  Myokardgewicht	
  der	
  Ratte	
  nach	
  Herztransplantation	
  

	
  

Wie	
   in	
  Kapitel	
  2.1	
  beschrieben,	
  kommt	
  es	
  durch	
  Veränderung	
  der	
  auf	
  den	
  Herzmuskel	
  

einwirkenden	
  Stimuli	
  zu	
  Veränderungen	
  der	
  kardialen	
  Masse.	
  Um	
  die	
  Auswirkung	
  der	
  

14	
  Tage	
  andauernden	
  Entlastung	
  auf	
  die	
  transplantierten	
  Herzen	
  bestimmen	
  zu	
  können,	
  

wurde	
  nach	
  erfolgreicher	
  Explantation	
  der	
  Herzen	
  und	
  Präparation	
  des	
   linken	
  Ventri-­‐

kels,	
  dieser	
  mittels	
  Feinwaage	
  gewogen.	
  	
  

Es	
  wurde	
  die	
  linksventrikuläre	
  Masse	
  der	
  transplantierten	
  Herzen	
  (n=8)	
  mit	
  der	
  links-­‐

ventrikulären	
  Masse	
  der	
  nativen	
  Herzen	
  (n=8)	
  als	
  Kontrollgruppe	
  verglichen	
  (siehe	
  Abb.	
  

12).	
  In	
  Übereinstimmung	
  mit	
  früheren	
  Ergebnissen	
  {El-­‐Armouche	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Schwoe-­‐

rer	
   et	
   al.,	
   2008;	
   Schwoerer	
   et	
   al.,	
   2008}	
   zeigten	
   die	
   heterotop	
   transplantierten	
  

entlasteten	
   Herzen	
   eine	
   ~50%	
   niedrigere	
   linksventrikuläre	
   Masse	
   als	
   die	
   orthotopen	
  

Kontrollherzen	
  (263	
  ±	
  8	
  mg,	
  n=8	
  vs.	
  534	
  ±	
  11	
  mg,	
  n=8,	
  p<0,001).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  
	
  

	
  

	
  

Abb.	
  12:	
  Das	
   linksventrikuläre	
  Gewicht	
  von	
  entlasteten	
  Herzen	
   im	
  Vergleich	
  zur	
  Kontrollgruppe.	
  Bestimmt	
  

bei	
  jeweils	
  n=8	
  Tieren	
  pro	
  Gruppe,	
  durch	
  Wiegen	
  des	
  präparierten	
  linken	
  Ventrikels.	
  Auf	
  der	
  y-­‐Achse	
  ist	
  das	
  

Gewicht	
  in	
  mg	
  aufgetragen.	
  *=p<0,05;	
  **=p<0,01;	
  ***=	
  p<0,001	
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4.1.1 Zellkapazität	
  	
  

Ein	
  Grund	
  für	
  die	
  Reduktion	
  der	
  kardialen	
  Masse	
  durch	
  Entlastung	
  stellt	
  die	
  Reduktion	
  

der	
  Zellgröße	
  der	
  einzelnen	
  Kardiomyozyten	
  dar	
  {Rakusan	
  and	
  Korecky,	
  1982}.	
  Zu	
  Be-­‐

ginn	
  der	
  Untersuchung	
   jeder	
  Zelle,	
   erfolgt	
  die	
  Messung	
  der	
  Zellkapazität.	
  Dabei	
   zeigte	
  

sich	
  bei	
  entlasteten	
  Kardiomyozyten	
  (125,7	
  ±	
  4,0	
  pF,	
  n=60)	
  eine	
  um	
  ca.	
  25%	
  reduzierte	
  

Zellkapazität	
  im	
  Vergleich	
  zu	
  Kardiomyozyten	
  der	
  Kontrollgruppe	
  (163,8	
  ±	
  7,0	
  pF,	
  n=58;	
  

p<0,0001).	
  

	
  

	
  

4.2 Koffeininduzierter	
  SR-­‐Ca2+-­‐Release	
  

Das	
   SR	
   ist	
  wie	
   in	
   Kapitel	
   2.3	
   beschrieben	
   der	
   größte	
   intrazelluläre	
   Ca2+-­‐Speicher.	
   Die	
  

Freisetzung	
  dieses	
  gespeicherten	
  Ca2+	
  mittels	
  Ca2+-­‐induzierter	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
   (CIRC)	
  

ist	
   für	
   die	
   Kontraktion	
   der	
   Kardiomyozyten	
   entscheidend.	
   Wie	
   bereits	
   eingangs	
   be-­‐

schrieben,	
   wurde	
   in	
   atrophen	
   Kardiomyozyten	
   eine	
   reduzierte	
   Phosphorylierung	
   von	
  

PLB	
  nachgewiesen	
  {Schwoerer	
  et	
  al.,	
  2008}.	
  Eine	
  reduzierte	
  Phosphorylierung	
  von	
  PLB	
  

bedeutet	
  eine	
  reduzierte	
  Hemmung	
  von	
  PLB	
  und	
  es	
  folgt	
  eine	
  gesteigerte	
  Hemmung	
  der	
  

SERCA.	
   Diese	
   verringerte	
   SERCA-­‐Aktivität	
   sollte	
   zu	
   einem	
   reduzierten	
   SR-­‐Ca2+-­‐Gehalt	
  

führen.	
  

Zur	
   Quantifizierung	
   der	
   im	
   SR	
   gespeicherten	
   Menge	
   an	
   Ca2+,	
   wurden	
   die	
   isolierten	
  

Kardiomyozten	
   mit	
   Hilfe	
   der	
   Patch-­‐Clamp-­‐Technik	
   in	
   Kombination	
   mit	
   koffein-­‐

induzierter	
   Ca2+-­‐Freisetzung	
   untersucht	
   {Callewaert	
   et	
   al.,	
   1989;	
   Rousseau	
   and	
  

Meissner,	
   1989;	
   Varro	
   et	
   al.,	
   1993;	
   Volk	
   et	
   al.,	
   2003}.	
   Bei	
   einem	
   geklemmten	
  

Membranpotential	
   von	
   VPip=-­‐90	
   mV	
   wurde	
   die	
   Ca2+-­‐Freisetzung	
   aus	
   dem	
   SR	
   durch	
  

schnelle	
  Superperfusion	
  mit	
  10	
  mmol/L	
  Koffein	
   induziert.	
   In	
  Anwesenheit	
  von	
  Koffein	
  

aus	
  dem	
  SR	
  freigesetztes	
  Ca2+	
  kann	
  nicht	
  mehr	
  im	
  SR	
  gespeichert	
  werden	
  und	
  wird	
  über	
  

den	
   NCX	
   nach	
   extrazellulär	
   transportiert.	
   Der	
   Na+/Ca2+-­‐Austauscherstrom	
   (INCX)	
   kann	
  

nach	
   Applikation	
   von	
   Koffein	
   als	
   transienter	
   Einwärtsstom	
   abgeleitet	
   werden.	
  

Repräsentative	
  exemplarische	
  Ableitungen	
  sind	
  in	
  Abb.	
  13	
  dargestellt.	
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Abb.	
  13:	
  Repräsentative	
  Aufnahme	
  der	
  Aktivierung	
  des	
  Na+/Ca2+-­‐Austauscherstroms	
  INCX	
  durch	
  koffeinindu-­‐

zierte	
  vollständige	
  SR	
  Ca2+Freisetzung.	
  Aufgetragen	
   ist	
  die	
  Stromgröße	
   in	
  pA/pF	
  auf	
  der	
  y-­‐Achse,	
  gegen	
  die	
  

Zeit	
  in	
  Sekunden	
  auf	
  der	
  x-­‐Achse.	
  Mit	
  einem	
  Strich	
  ist	
  der	
  Zeitpunkt	
  der	
  Koffeingabe	
  markiert	
  (10	
  mmol/L).	
  

	
  

	
  

	
  

Bei	
  isolierten	
  Kardiomyozyten	
  der	
  Versuchsgruppe	
  (Entlastet),	
  konnte	
  eine	
  im	
  Vergleich	
  

zur	
  Kontrollgruppe	
  um	
  ca.	
   40%	
  niedrigere	
  maximale	
   Stromamplitude	
   (INCX)	
   gemessen	
  

werden	
  (-­‐0,49	
  ±	
  0,03	
  pA/pF,	
  n	
  =	
  30	
  vs	
  -­‐0,79	
  ±	
  0,11	
  pA/pF,	
  n	
  =	
  19,	
  p	
  <0,01,)	
  (siehe	
  Abb.	
  

14	
  A).	
  	
  

	
  

Als	
  Maß	
  für	
  die	
  Ca2+-­‐Beladung	
  des	
  SRs	
  wurde	
  die	
  durch	
  den	
  INCX	
  transportierte	
  Ladung	
  

(QNCX	
  -­‐	
  Integral	
  des	
  transienten	
  Stroms	
  INCX)	
  gemessen.	
  Die	
  Ca2+-­‐Beladung	
  des	
  SRs	
  (QNCX)	
  

war	
  bei	
  entlasteten	
  Kardiomyozyten	
  im	
  Vergleich	
  zur	
  Kontrollgruppe	
  um	
  ca.	
  55%	
  nied-­‐

riger	
  (0,41	
  ±	
  0,04	
  pC/pF,	
  n	
  =	
  30	
  vs.	
  0,91	
  ±	
  0,14	
  pC/pF,	
  n	
  =	
  19,	
  p	
  <0,001)	
  (siehe	
  Abb.	
  14	
  

B).	
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Abb.	
   14:	
   Ergebnisse	
   des	
   koffeininduzierten	
   SR-­‐Ca2+-­‐Release:	
   Abbildung	
   A)	
   zeigt	
   signifikant	
   niedrigere	
   INCX	
  

Stromamplituden	
  in	
  entlasteten	
  Kardiomyozyten	
  (-­‐0,49	
  ±	
  0,03	
  pA/pF,	
  n	
  =	
  30)	
  als	
  in	
  der	
  Kontrollgruppe	
  (-­‐0,79	
  

±	
  0,11	
  pA/pF,	
  n	
  =	
  19).	
  Abbildung	
  B)	
  die	
  SR	
  Ca2+-­‐Beladung	
  gemessen	
  als	
  Ladungstransport	
  QNCX	
  ist	
  signifikant	
  

niedriger	
  in	
  den	
  entlasteten	
  Zellen	
  (0,41	
  ±	
  0,04	
  pC/pF,	
  n	
  =	
  30)	
  als	
  in	
  der	
  Kontrollgruppe	
  (0,91	
  ±	
  0,14	
  pC/pF,	
  n	
  

=	
  19).	
  *=p<0,05;	
  **=p<0,01;	
  ***=p<0,001	
  

	
  

	
  

	
  

Diese	
  Ergebnisse	
  stützen	
  die	
  anfängliche	
  Hypothese,	
  dass	
  im	
  entlasteten	
  Herz	
  die	
  redu-­‐

zierte	
   PLB-­‐Phosphorylierung	
   {Schwoerer	
   et	
   al.,	
   2008}	
   über	
   eine	
   verminderte	
   SERCA-­‐

Aktivität,	
  zu	
  einem	
  reduzierten	
  SR-­‐Ca2+-­‐Gehalt	
  führen	
  könnte.	
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4.3 Spontane	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  (Ca2+-­‐Sparks)	
  des	
  SR	
  im	
  konfokalen	
  Mikroskop	
  

	
  

Neben	
   der	
   verstärkten	
   Inhibition	
   der	
   SERCA	
   durch	
   die	
   niedrigere	
   PLB	
   Phosphorylie-­‐

rung,	
   wäre	
   eine	
   weitere	
   Erklärungsmöglichkeit	
   ein	
   erhöhtes	
   Ca2+-­‐Leck	
   durch	
   eine	
  

erhöhte	
   Ca2+-­‐Spark-­‐Frequenz.	
   Daher	
  wurde	
   die	
   Inzidenz	
   von	
   Ca2+-­‐Sparks	
   in	
   isolierten	
  

Kardiomyozyten	
  der	
  entlasteten	
  und	
  der	
  nativen	
  Herzen,	
  mit	
  einem	
  konfokalen	
  Mikro-­‐

skop	
  untersucht.	
  	
  

Nach	
   einer	
   anfänglichen	
   Phase	
   der	
   Steady-­‐State-­‐Stimulation	
   wurden	
   Zeilenscans	
   von	
  

ruhenden	
  Kardiomyozyten	
  für	
  mindestens	
  30	
  s	
  aufgenommen	
  (siehe	
  Abb.	
  15).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Abb.	
  15:	
  Exemplarische	
  eingefärbte	
  Abbildung	
  eines	
  Zeilenscans	
  des	
  konfokalen	
  Mikroskops	
  (Ca2+-­‐Sparks).	
  	
  

Jede	
  Zeile	
  des	
  Zeilenscans	
  wird	
  nebeneinander	
  aufgetragen,	
  und	
  es	
  ergibt	
  sich	
  ein	
   fortlaufendes	
  Bild.	
   Jede	
  

funkenartige	
  Aufhellung	
  stellt	
  einen	
  Ca2+-­‐Spark	
  dar.	
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Die	
  Inzidenz	
  auftretender	
  Ca2+-­‐Sparks	
  wurde	
  halbautomatisch	
  über	
  eine	
  mittlere	
  Fläche	
  

von	
  1856	
  ±	
  75	
  μm	
  *	
  s	
  pro	
  Zelle	
  (n	
  =	
  68)	
  quantifiziert	
  {Picht	
  et	
  al.,	
  2007}.	
  Kardiomyozy-­‐

ten	
   der	
   entlasteten	
   Herzen	
   zeigten	
   im	
   Vergleich	
   zur	
   Kontrollgruppe	
   eine	
   ~50%	
  

signifikant	
  niedrigere	
  Ca2+-­‐Spark	
  Frequenz	
  (siehe	
  Abb.	
  16	
  A).	
  	
  

	
  

Des	
   weiteren	
   ist	
   der	
   Anteil	
   der	
   Zellen	
   mit	
   einer	
   sehr	
   niedrigen	
   Ca2+-­‐Spark-­‐Frequenz	
  

(<0,5	
   sparks/100μm/s)	
   2-­‐fach	
   größer	
   bei	
   den	
   entlasteten	
   Kardiomyozyten	
   (46%)	
   als	
  

bei	
   den	
  nativen	
  Zellen	
  der	
  Kontrollgruppe	
   (23%)	
   (siehe	
  Abb.	
   16	
  B).	
  Auf	
  Grund	
  dieser	
  

Daten	
   scheint	
   in	
   dieser	
   Phase	
   der	
   Entlastung	
   die	
   Ursache	
   des	
   verminderten	
   SR-­‐Ca2+-­‐

Gehaltes	
   in	
   entlasteten	
   Kardiomyozyten,	
   nicht	
   auf	
   eine	
   erhöhte	
   Ca2+-­‐Spark	
   Frequenz	
  

zurückzuführen	
  zu	
  sein.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  
	
  

	
  

	
  

Abb.	
   16:	
   Ergebnisse	
   der	
   Auswertung	
   der	
   Ca2+-­‐Spark-­‐Frequenz:	
   A)	
   Die	
   Ca2+-­‐Spark-­‐Frequenz	
   der	
   entlasteten	
  

Zellen	
  (n=41)	
  zeigten	
  eine	
  signifikante	
  Reduktion	
  um	
  ~50%	
  gegenüber	
  der	
  Kontrollgruppe	
  (n=26);	
  B)	
  Zell-­‐

fraktionen	
  aufgeteilt	
  nach	
  Spark-­‐Frequenz	
  in	
  4	
  Gruppen.	
  Gruppe	
  1:	
  Spark-­‐Frequenz	
  0,0-­‐0,5	
  Sparks/100μm/s,	
  

Gruppe	
   2:	
   Spark-­‐Frequenz	
   0,5-­‐1,5	
   Sparks/100μm/s,	
   Gruppe	
   3:	
   Spark-­‐Frequenz	
   1,5-­‐2,5	
   Sparks/100μm/s,	
  

Gruppe	
  4:	
  Spark-­‐Frequenz	
  0,5-­‐1,5	
  Sparks/100μm/s.	
  *=p<0,05;	
  **=p<0,01;	
  ***=p<0,001	
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4.4 Ca2+-­‐Transienten	
  bei	
  elektrischer	
  Stimulation	
  

In	
  den	
  vorausgehenden	
  Versuchen	
  konnte	
  ein	
  verminderter	
  SR-­‐Ca2+-­‐Gehalt	
  nachgewie-­‐

sen	
   werden.	
   Dies	
   lässt	
   vermuten,	
   dass	
   der	
   systolische	
   Ca2+-­‐Transient	
   durch	
   eine	
  

verminderte	
   Ca2+-­‐induzierte	
   Ca2+-­‐Freisetzung	
   reduziert	
   ist.	
   Denn	
   eine	
   geringere	
   aus	
  

dem	
  SR	
  freigesetzte	
  Ca2+-­‐Menge	
  würde	
  sich	
  negativ	
  auf	
  die	
  Amplitude	
  des	
  systolischen	
  

Ca2+-­‐Transienten	
   auswirken.	
   In	
   elektrisch	
   stimulierten	
   Fura-­‐2-­‐AM-­‐beladenen	
   Kardio-­‐

myozten	
   wurden	
   die	
   Ca2+-­‐Transienten	
   in	
   Kooperation	
   mit	
   dem	
   Institut	
   für	
  

Pharmakologie	
  des	
  UKE	
  untersucht	
  (siehe	
  Abb.	
  17).	
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Abb.	
   17:	
  A)	
   Exemplarische	
  Abbildung	
   von	
  Ca2+-­‐Transienten	
   in	
   entlasteten	
  und	
  nativen	
  Kardiomyozyten.	
  B)	
  

Exemplarische	
  Abbildung	
  eines	
  vergrößerten	
  Ca2+-­‐Transient;	
  Farblich	
  markiert	
   sind	
  die	
  verschiedenen	
  An-­‐

teile	
  der	
   Funktion	
   (Ende	
   gelb	
  bis	
  Mitte	
  blau:	
  TTP90	
   (Time	
   to	
  90%	
  Peak);	
   Ende	
   gelb	
  bis	
   Ende	
   grün:	
  TTB90	
  

(Time	
  to	
  90%	
  Baseline).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Überraschender	
  Weise	
  weichen	
  die	
  systolischen	
  Ca2+-­‐Transienten	
  der	
  isolierten	
  entlas-­‐

teten	
  Kardiomyozyten	
  nicht	
  signifikant	
  von	
  der	
  Kontrollgruppe	
  ab.	
  Die	
  diastolische	
  Ca2+-­‐

Konzentration,	
  die	
  Amplituden	
  der	
  Ca2+-­‐Transienten	
  sowie	
  der	
  zeitliche	
  Verlauf	
  (TTP90	
  

und	
   TTB90)	
   der	
   Ca2+-­‐Transienten	
   (siehe	
   Abb.	
   18)	
   unterscheiden	
   sich	
   ebenfalls	
   nicht	
  

signifikant	
  in	
  den	
  beiden	
  Gruppen.	
  

	
  

	
  

B
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Abb.	
  18:	
  Ergebnisse	
  der	
  Auswertung	
  der	
  Ca2+-­‐Transienten.	
  Keine	
  Signifikanz	
  in	
  allen	
  vier	
  Abbildungen	
  (n.s.);	
  

A)	
  (Diastolische	
  [Ca2+]i	
  Kontrolle:	
  0,64	
  ±	
  0,009,	
  n=28;	
  Entlastet	
  0,65	
  ±	
  0,023,	
  n=32)	
  Diastolische	
  [Ca2+]i	
  entlas-­‐

teter	
   vs.	
   nativer	
  Kardiomyozyten;	
  B)	
   (Kontrolle:	
   Verhältnis	
   F340/380:	
   0,22	
  ±	
  0,013	
  n=28,	
   Entlastet:	
   0,23	
  ±	
  

0,014	
  n=32)	
   Summation	
  der	
  Amplituden	
  der	
   Ca2+-­‐Transienten	
   entlasteter	
   vs.	
   nativer	
  Kardiomyozyten.	
   C)	
   (	
  

Kontrolle:	
  0,027	
  ±	
  0,002,	
  n=28;	
  Entlastet:	
  0,03	
  ±	
  0,003	
  n=32)	
  TTP90:	
  Zeit	
  bis	
  90%	
  Peak;	
  D)	
  Kontrolle	
  0,88	
  ±	
  

0,06	
  n=28;	
  Entlastet:	
  0,8	
  ±	
  0,06	
  :TTB90:	
  Zeit	
  bis	
  90%	
  Baseline.	
  *=p<0,05;	
  **=p<0,01;	
  ***=p<0,001	
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4.5 Systolische	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  aus	
  dem	
  SR	
  

Der	
   trotz	
   des	
   verminderten	
   SR-­‐Ca2+-­‐Gehaltes	
   (siehe	
   4.2)	
   unveränderte	
   Ca2+-­‐Transient	
  

bei	
   isolierten	
   entlasteten	
  Kardiomyozyten	
   (siehe	
  4.4)	
   könnte	
  die	
   Folge	
   einer	
  während	
  

der	
  Systole	
  gleichbleibenden,	
  absoluten	
  Menge	
  an	
   freigesetztem	
  Ca2+	
  aus	
  dem	
  SR	
  sein.	
  

Um	
  dies	
  zu	
  überprüfen,	
  wurde	
  der	
  Beitrag	
  der	
  SR-­‐Ca2+-­‐Freisetzung	
  am	
  gesamtintrazellu-­‐

lären	
   Ca2+-­‐Transienten	
   quantifiziert.	
   Die	
   Ca2+-­‐Transienten	
   wurden	
   während	
   einer	
  

kontinuierlichen	
   Feldstimulation	
   in	
   Abwesenheit	
   und	
   in	
   Anwesenheit	
   des	
   SERCA-­‐

Blockers	
  Thapsigargin	
  (TG,	
  200	
  nmol/l)	
  gemessen	
  (siehe	
  Abb.	
  18A).	
  In	
  Anwesenheit	
  von	
  

TG,	
  ist	
  die	
  diastolische	
  Wiederaufnahme	
  von	
  zytosolischem	
  Ca2+	
  in	
  das	
  SR	
  blockiert.	
  Die	
  

Erhöhung	
  der	
  zytosolischen	
  Ca2+-­‐Konzentration	
  in	
  folgenden	
  APs	
  resultiert	
  im	
  Wesent-­‐

lichen	
   aus	
   AP-­‐induziertem	
   Ca2+-­‐Einstrom	
   {Janczewski	
   and	
   Lakatta,	
   1993}.	
   Wenn	
   die	
  

Ca2+-­‐Freisetzung	
  aus	
  dem	
  SR	
  gleich	
  bleiben	
  würde,	
  müsste	
  der	
  Ca2+-­‐Transient	
   sich	
  bei	
  

Blockade	
  der	
  SERCA	
  in	
  beiden	
  Gruppen	
  um	
  den	
  gleichen	
  Betrag	
  reduzieren	
  (siehe	
  Abb.	
  

19	
  B).	
  	
  

In	
   den	
   Kontrollmyozyten	
   konnte	
   eine	
   signifikante	
   Reduktion	
   der	
   Amplitude	
   der	
   Ca2+-­‐

Transienten	
  von	
  ~50%	
  festgestellt	
  werden.	
  Bei	
  entlasteten	
  Myozyten	
  reduzierte	
  TG	
  die	
  

Amplitude	
  nur	
  um	
  ~35%	
  (siehe	
  Abb.	
  19	
  C).	
  Darüber	
  hinaus	
  konnte	
  in	
  Myozyten	
  beider	
  

Gruppen	
   eine	
   signifikante	
   Verlängerung	
   des	
   zeitlichen	
   Verlaufs	
   der	
   Ca2+-­‐Transienten	
  

beobachtet	
   werden	
   (siehe	
   Abb.	
   20)	
   (TTP90:	
   Kontrolle:	
   0,026	
   ±	
   0,002	
   s	
   vs.	
   0,052	
   ±	
  

0,008	
  s	
  mit	
  Tapsigargin,	
  n=19	
   ;	
  Entlastet:	
  0,031	
  ±	
  0,003	
  s	
  vs.	
  0,069	
  ±	
  0,007	
  s	
  mit	
  Tap-­‐

sigargin,	
  n=32)	
  (TTB90:	
  Kontrolle:	
  0,904	
  ±	
  0,088	
  s	
  vs.	
  1,293	
  ±	
  0,096	
  s	
  mit	
  Tapsigargin,	
  

n=19	
  ;	
  Entlastet:	
  0,801	
  ±	
  0,059	
  s	
  vs.	
  1,293	
  ±	
  0,053	
  s	
  mit	
  Tapsigargin,	
  n=32).	
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Abb.	
   19:	
   A:	
   Exemplarische	
   Abbildung	
   von	
  Ca2+-­‐Transienten.	
   Abgebildet	
   ist	
   jeweils	
   eine	
   laufende	
  Ableitung	
  

(oben).	
  Darunter	
  ein	
  Ausschnitt	
  daraus,	
  mit	
  nur	
  zwei	
  Transienten.	
  Schön	
  zu	
  sehen	
  ist	
  die	
  Verkleinerung	
  der	
  

Amplitude	
   unter	
   TG.	
   B:	
   Die	
   diastolische	
   [Ca2+]i	
   zeigte	
   sich	
   in	
   beiden	
   Gruppen	
   nicht	
   signifikant	
  

unterschiedlich.	
   (Diastolisches	
   [Ca2+]i	
   F340/380	
   Verhältnis:	
   Kontrolle:	
   0,65	
   ±	
   0,01;	
   TG:	
   0,71	
   ±	
   0,01	
   n=19;	
  

Entlastet:	
  0,65	
  ±	
  0,02;	
  TG	
  0,72	
  ±	
  0,02	
  n=32	
  	
  C:	
  In	
  den	
  Kontrollmyozyten	
  konnte	
  eine	
  signifikante	
  Reduktion	
  

der	
  Amplitude	
  der	
  Ca2+-­‐Transienten	
  von	
  ~50%	
  (n=19)	
   festgestellt	
  werden.	
  Bei	
  entlasteten	
  Myozyten	
  redu-­‐

zierte	
  TG	
  die	
  Amplitude	
  nur	
  um	
  ~35%	
  (n=32)	
  (Kontrolle:	
  0,21	
  ±	
  0,02;	
  TG:	
  0,09	
  ±	
  0,01	
  n=19;	
  

	
  Entlastet:	
  0,23,	
  ±	
  0,01:	
  TG=0,15	
  ±	
  0,01	
  n=32;	
  *=p<0,05;	
  ***=p<0,001)	
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In	
  der	
  Zusammenschau	
  zeigen	
  diese	
  Experimente,	
  dass	
  es	
  während	
  der	
  Systole	
   in	
   iso-­‐

lierten	
   entlasteten	
   Kardiomyozyten,	
   im	
   Vergleich	
   zur	
   Kontrollgruppe,	
   zu	
   einer	
  

geringeren	
  absoluten	
  Ca2+-­‐Freisetzungsmenge	
  kommt.	
  Das	
  bedeutet	
  die	
  Annahme	
  einer	
  

gleichen	
  absoluten	
  Ca2+-­‐Freisetzungsmenge	
  während	
  der	
  Systole	
  ist	
  falsch.	
  Diese	
  Ergeb-­‐

nisse	
   deuten	
   auf	
   eine	
   verminderte	
   SR-­‐Ca2+-­‐Freisetzung	
   hin,	
   was	
   wiederum	
   bedeutet,	
  

dass	
  der	
  Ca2+-­‐Transient	
  durch	
  einen	
  anderen	
  Mechanismus	
  kompensiert	
  wird.	
  	
  

	
  

	
  

Abb.	
  20:	
  Ergebnis	
  der	
  Auswertung	
  der	
  Versuche	
  zur	
  systolischen	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  aus	
  dem	
  SR	
  mittels	
  TG	
  auf	
  

Ca2+-­‐Transienten	
  (zeitlicher	
  Verlauf).	
  A:	
  Der	
  zeitliche	
  Verlauf	
  bis	
  die	
  Amplitude	
  90%	
  des	
  Peaks	
  (TTP90)	
  er-­‐

reicht	
  hat	
  ,	
  zeigte	
  sich	
  jeweils	
  (Kontrolle	
  n=19,	
  Entlastet	
  n=32)	
  signifikant	
  unterschiedlich	
  bei	
  Gabe	
  von	
  TG.	
  

(Kontrolle:	
   0,026	
   ±	
   0,002s	
   vs.	
   0,052	
   ±	
   0,008	
  mit	
   Tapsigargin,	
   n=19	
   ;	
   Entlastet:	
   0,031	
   ±	
   0,003s	
   vs.	
   0,069	
   ±	
  

0,007	
  mit	
  Tapsigargin,	
  n=32)	
  B:	
  Der	
  zeitliche	
  Verlauf	
  bis	
  90%	
  der	
  Baseline	
   (TTB90)	
  erreicht	
  wurde	
  (siehe	
  

Abb.	
   17	
   B)	
   zeigte	
   sich	
   jeweils	
   (Kontrolle	
   n=19,	
   Entlastet	
   n=32)	
   signifikant	
   unterschiedlich.	
   *=p<0,05;	
  
**=p<0,01;	
  ***=p<0,001	
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4.6 Zusammenfassung	
  der	
  Ergebnisse	
  

	
  

Ist	
  als	
  Folge	
  einer	
  Entlastung	
  bei	
  Kardiomyozyten	
  der	
  Ratte...	
  

	
  

• ...	
  die	
  Gesamtmenge	
  des	
  SR-­‐Ca2+-­‐Gehaltes	
  verändert?	
  

o Ja	
  –	
  der	
  SR-­‐Ca2+-­‐Gehalt	
  ist	
  signifikant	
  geringer	
  als	
  in	
  den	
  Kontrollmy-­‐

ozyten	
  (~55%).	
  

	
  

• ...	
  die	
  Form	
  der	
  intrazellulären	
  Ca2+-­‐Transienten	
  verändert?	
  

o Nein	
  –	
  es	
  liegt	
  kein	
  signifikanter	
  Unterschied	
  der	
  Amplituden,	
  des	
  

zeitlichen	
  Verlaufes	
  und	
  der	
  diastolischen	
  Ca2+-­‐Konzentrationen	
  vor.	
  

	
  

• ...	
  ...	
  der	
  Anteil	
  des	
  SR	
  am	
  Ca2+-­‐Transienten	
  verändert?	
  

o Ja	
  –	
  der	
  Anteil	
  der	
  SR	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  am	
  Transient	
  ist	
  geringer	
  als	
  in	
  

den	
  Kontrollen.	
  

	
  

• ...	
  die	
  maximale	
  systolische	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  aus	
  dem	
  SR	
  verändert?	
  

o Ja	
  –	
  die	
  Freisetzung	
  ist	
  um	
  ca.	
  40%	
  Geringer	
  als	
  in	
  den	
  Kontrollen.	
  

	
  

• ...	
  die	
  Frequenz	
  spontaner	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  (Ca2+-­‐Sparks)	
  aus	
  dem	
  SR	
  verän-­‐

dert?	
  

o Ja	
  –	
  die	
  Frequenz	
  ist	
  um	
  ca.	
  50%	
  Geringer	
  als	
  in	
  den	
  Kontrollen.	
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5 Diskussion	
  

5.1 Zelluläres	
  Remodeling	
  bei	
  kardialer	
  Atrophie	
  	
  

Durch	
   eine	
   veränderte	
   biomechanische	
   Belastung,	
   kommt	
   es	
   zu	
   einer	
   Anpassung	
   der	
  

kardialen	
  Muskelmasse	
  im	
  Sinne	
  eines	
  hypertrophen	
  oder	
  atrophen	
  Remodelings.	
  Wich-­‐

tige	
   zellbiologische	
   Mechanismen	
   die	
   eine	
   hypertrophe	
   Anpassungsreaktion	
  

charakterisieren	
   wurden	
   in	
   der	
   Literatur	
   zahlreich	
   beschrieben	
   {Boknik	
   et	
   al.,	
   2000;	
  

Chorvatova	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Depre	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Goltz	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Osadchii,	
  2007;	
  Shorofsky	
  

et	
  al.,	
  1999}.	
  Die	
  zellulären	
  Mechanismen,	
  welche	
  der	
  Entwicklung	
  einer	
  entlastungsbe-­‐

dingten	
  Atrophie	
  zugrunde	
  liegen,	
  sind	
  jedoch	
  weitgehend	
  ungeklärt.	
  	
  

Die	
  vorliegende	
  Arbeit	
  hat	
  das	
  Ziel,	
  das	
  zelluläre	
  Remodeling	
  bei	
  Atrophie	
  näher	
  zu	
  cha-­‐

rakterisieren.	
   Hierbei	
   wurde	
   der	
   zellbiologische	
   Bereich,	
   insbesondere	
   jedoch	
   die	
  

elektrophysiologischen	
  Komponenten	
  adressiert.	
  	
  

	
  

5.1.1 Elektrophysiologie	
  

Die	
   elektromechanische	
   Kopplung	
   wird	
   in	
   ventrikulären	
   Kardiomyozyten	
   über	
   die	
  

elektrische	
   Erregung	
   der	
   Zelle	
   initiiert.	
   Die	
   Anhebung	
   der	
   intrazellulären	
   Ca2+-­‐

Konzentration	
  spielt	
  hierbei	
  eine	
  zentrale	
  Rolle.	
   In	
  ventrikulären	
  Kardiomyozyten	
  sind	
  

im	
   wesentlichen	
   zwei	
   Mechanismen	
   an	
   der	
   Anhebung	
   der	
   zytosolischen	
   Ca2+-­‐

Konzentration	
  beteiligt	
  {Dibb	
  et	
  al.,	
  2007}.	
  Zum	
  einen	
  der	
  Ca2+-­‐Einstrom	
  (ICa)	
  über	
  depo-­‐

larisationsaktivierte	
  L-­‐Typ	
  Ca2+-­‐Kanäle	
  (siehe	
  Abb.	
  21;	
  grüner	
  Kanal)	
  und	
  zum	
  anderen	
  

die	
  CIRC	
  aus	
  dem	
  SR,	
  ausgelöst	
  durch	
  den	
  Anstieg	
  der	
  zytosolischen	
  Ca2+-­‐Konzentration	
  

{Dibb	
  et	
  al.,	
   2007}.	
   In	
  ventrikulären	
  Kardiomyozyten	
  von	
  Nagetieren	
  deckt	
  diese	
  CIRC	
  

den	
  größten	
  Anteil	
  (~70-­‐95%)	
  des	
  Ca2+-­‐Anstiegs	
  während	
  der	
  Systole	
  {Bers,	
  2002;	
  Bers,	
  

2008;	
  Dibb	
  et	
  al.,	
  2007}.	
  Diese	
  Kombination	
  von	
  ICa	
  über	
  die	
  Zellmembran	
  und	
  CIRC	
  aus	
  

dem	
  SR	
  wird	
  als	
   systolischer	
  Ca2+-­‐Transient	
  bezeichnet.	
  Die	
  Summe	
  aller	
   Ionenströme	
  

führt	
  zu	
  einem	
  AP.	
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Abb.	
  21:	
  Physiologisches	
  intrazelluläres	
  Ca2+-­‐Handling	
  der	
  Kardiomyozten	
  Ca2+	
  =	
  Calcium	
  Ionen,	
  RYR	
  =	
  Rya-­‐

nodinrezeptor,	
   NCX	
   =	
   Natrium	
   Calcium	
   Austauscher,	
   PLB	
   =	
   Phospholamban,	
   ICa=	
   Ca2+-­‐Einstrom,	
   ATP	
   =	
  

Adenosintriphosphat,	
  Na+	
  =	
  Natrium,	
  K+	
  =	
  Kalium,	
  AP	
  =	
  Aktionspotential,	
  [Ca2+]i	
  =	
  Intrazelluläre	
  Calciumtran-­‐

sient.	
   Der	
   Ca2+-­‐Gehalt	
  wird	
   aus	
   dem	
   SR	
   und	
   über	
   die	
   Zellmembran	
   erhöht	
   (rot)	
   und	
   bindet	
   an	
   kontraktile	
  

Myofilamente	
  (schwarz	
  dargestellt).	
  Der	
  Ca2+-­‐Gehalt	
  sinkt	
  nach	
  der	
  Kontraktion	
  wieder	
  (gelb).	
  

	
  

	
  

Bei	
   kardialer	
  Atrophie	
  konnte	
   in	
  Vorarbeiten	
  des	
   Instituts	
   eine	
   ausgeprägte	
  Verlänge-­‐

rung	
   des	
   APs	
   nachgewiesen	
   werden	
   {Schwoerer	
   et	
   al.,	
   2008}.	
   Form	
   und	
   Dauer	
   der	
  

ventrikulären	
  APs	
  beeinflussen	
  verschiedene	
  zellbiologische	
  Aspekte	
  der	
  Kardiomyozy-­‐

ten	
  wie	
  beispielsweise	
  den	
  zellulären	
  Ca2+-­‐Haushalt.	
  	
  

Aktivierung	
  von	
  spannungsabhängigen	
  Na+-­‐Kanälen	
  führt	
  zu	
  einer	
  schnellen	
  Depolarisa-­‐

tion	
   der	
   Zellmembran	
   (siehe	
   Abb.	
   6,	
   Kapitel	
   2.3.1).	
   Spannungsabhängig	
   werden	
  

hierdurch	
   repolarisierende	
   K+-­‐Kanäle	
   sowie	
   L-­‐Typ-­‐Ca2+-­‐Kanäle,	
   die	
   während	
   der	
   Pla-­‐

teauphase	
  den	
  Ca2+-­‐Einstrom	
  vermitteln,	
   aktiviert.	
   In	
  Vorarbeiten	
  des	
   Instituts	
  konnte	
  

gezeigt	
  werden,	
  dass	
  die	
  Verlängerung	
  des	
  APs	
  auf	
  eine	
  differenzielle	
  Regulation	
  betei-­‐

ligter	
   Ionenströme	
   zurückzuführen	
   ist	
   {Schwoerer	
   et	
   al.,	
   2008}.	
   Eine	
   vermehrte	
  

Expression	
   von	
   Ca2+-­‐Kanälen	
   bei	
   kardialer	
   Atrophie	
   sowie	
   die	
   gezeigte	
   Verlängerung	
  

des	
  APs,	
   führt	
   zu	
   einem	
   gesteigerten	
  Einstrom	
  von	
  Ca2+	
   {Schwoerer	
   et	
   al.,	
   2013}.	
  Der	
  

Ca2+-­‐Einstrom	
   führt	
   direkt	
   zu	
   einer	
   Anhebung	
   der	
   intrazellulären	
   Ca2+-­‐Konzentration.	
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Darüber	
  hinaus	
  induziert	
  er	
  über	
  die	
  Aktivierung	
  der	
  in	
  direkter	
  Nachbarschaft	
  liegen-­‐

den	
  Ryanodinrezeptoren	
  die	
  Ca2+-­‐induzierte	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  aus	
  dem	
  SR.	
  	
  

	
  

Die	
  bei	
  der	
  CIRC	
  aus	
  dem	
  SR	
  freigesetzte	
  Ca2+-­‐Menge,	
  ist	
  sowohl	
  vom	
  Füllungsgrad	
  des	
  

SR	
  als	
  auch	
  vom	
  Triggersignal	
  abhängig.	
  Die	
  Aktivierung	
  von	
  Ryanodinrezeptoren	
  und	
  

somit	
  das	
  Ausmaß	
  der	
  CIRC	
  wird	
  durch	
  die	
  Höhe	
  der	
  zytosolischen	
  Ca2+-­‐Konzentration	
  

bestimmt.	
  Ein	
  vermehrter	
  Ca2+-­‐Einstrom	
  würde	
  somit	
  die	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  aus	
  dem	
  SR	
  

verstärken	
  und	
  die	
   intrazelluläre	
  Ca2+-­‐Konzentration	
  während	
  der	
  Systole	
  deutlich	
  er-­‐

höhen	
  {Carvalho	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Toischer	
  et	
  al.,	
  2010.	
  Wenn	
  jedoch	
  der	
  Gehalt	
  an	
  Ca2+	
  auf	
  

Grund	
  einer	
  geringeren	
  Ca2+-­‐Beladung	
  des	
  SRs	
  reduziert	
  wäre,	
  kann	
  auch	
  eine	
  erhöhte	
  

zytosolische	
  Ca2+-­‐Konzentration	
  nicht	
  zu	
  einer	
  vermehrten	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  aus	
  dem	
  SR	
  

führen.	
  In	
  Vorarbeiten	
  des	
  Instituts	
  konnte	
  in	
  atrophen	
  Kardiomyozyten	
  eine	
  Verringe-­‐

rung	
   der	
   PKA	
  und	
   der	
   CaMKII-­‐abhängigen	
   Phosphorylierung	
   von	
   PLB	
   gezeigt	
  werden	
  

{Schwoerer	
  et	
  al.,	
  2008}.	
  Daraus	
  resultiert	
  die	
  naheliegende	
  Schlussfolgerung,	
  dass	
  SER-­‐

CA-­‐Aktivität	
   reduziert	
   sein	
   müsste.	
   Dies	
   würde	
   zu	
   einer	
   reduzierten	
   SR-­‐Ca2+-­‐

Wiederaufnahme	
  führen	
  und	
  müsste	
  hypothetisch	
  einen	
  geringeren	
  SR-­‐Ca2+-­‐Gehalt	
  zur	
  

Folge	
  haben.	
  Diese	
  naheliegende	
  Konsequenz	
  wurde	
   jedoch	
  nie	
   funktionell	
  untersucht.	
  

Um	
  einen	
  funktionellen	
  Beweis	
  dieser	
  Hypothese	
  zu	
  liefern,	
  wurde	
  zu	
  Beginn	
  somit	
  die	
  

Hypothese	
  eines	
  verringerten	
  SR-­‐Ca2+-­‐Gehalts	
  bei	
  atrophen	
  Kardiomyozyten	
  adressiert.	
  

Dies	
  wurde	
  mit	
  Hilfe	
  der	
  Patch-­‐Clamp-­‐Technik	
  in	
  Kombination	
  mit	
  der	
  in	
  der	
  Literatur	
  

etablierten	
  koffeininduzierten	
  SR-­‐Ca2+-­‐Freisetzung	
  untersucht	
   {Callewaert	
   et	
   al.,	
   1989;	
  

Rousseau	
  and	
  Meissner,	
  1989;	
  Varro	
  et	
  al.,	
  1993;	
  Volk	
  et	
  al.,	
  2003}.	
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Abb.	
  22:	
  Dargestellt	
  ist	
  das	
  physiologische	
  intrazelluläre	
  Ca2+-­‐Handling	
  einer	
  Kardiomyozyte,	
  analog	
  zu	
  Abb.	
  

21.	
  Es	
  konnte	
  gezeigt	
  werden,	
  dass	
  die	
  Ca2+-­‐Beladung	
  des	
  SRs	
  bei	
  entlasteten	
  Kardiomyozyten	
  im	
  Vergleich	
  

zur	
  Kontrollgruppe	
  um	
  ca.	
  55%	
  reduziert	
  war.	
  

	
  

	
  

Wie	
   in	
  Abb.	
  22	
  schematisch	
  dargestellt,	
  war	
  die	
  Ca2+-­‐Beladung	
  des	
  SRs	
  bei	
  entlasteten	
  

Kardiomyozyten	
  im	
  Vergleich	
  zur	
  Kontrollgruppe	
  um	
  ca.	
  55%	
  niedriger.	
  Dieses	
  Ergebnis	
  

stützt	
   die	
   Hypothese,	
   dass	
   im	
   entlasteten	
   Herz	
   die	
   reduzierte	
   PLB-­‐Phosphorylierung	
  

über	
  eine	
  verminderte	
  SERCA-­‐Aktivität	
  zu	
  einem	
  reduzierten	
  SR	
  Ca2+-­‐Gehalt	
  führt.	
  	
  

	
  

Ein	
  reduzierter	
  SR	
  Ca2+-­‐Gehalt	
  könnte	
  somit	
  einzig	
  auf	
  eine	
  geringere	
  Füllung	
  zurückge-­‐

führt	
   werden.	
   Konsequenterweise	
   muss	
   man	
   jedoch	
   noch	
   andere	
   Mechanismen	
   in	
  

Betracht	
  ziehen,	
  die	
  ggf.	
  additiv	
  eine	
  Veränderung	
  des	
  SR-­‐Ca2+-­‐Gehalts	
  nach	
  sich	
  ziehen	
  

können.	
  Neben	
  einem	
  veränderten	
  Füllungsverhalten	
  kann	
  auch	
  ein	
  verändertes	
  diasto-­‐

lisches	
  SR-­‐Ca2+-­‐Leck	
   (spontane	
  diastolische	
  SR-­‐Ca2+-­‐Freisetzung/Sparks)	
  angenommen	
  

werden.	
   Ein	
   gesteigertes	
   Ca2+-­‐Leck	
   könnte	
   einen	
   geringeren	
  Ca2+-­‐Gehalt	
   zur	
   Folge	
   ha-­‐

ben.	
   Der	
   gezeigte	
   verringerte	
   SR-­‐Ca2+-­‐Gehalt	
   impliziert	
   jedoch	
   bei	
   gleichbleibenden	
  

Freisetzungsschwellenwerten	
  eine	
  verringerte	
  spontane	
  SR-­‐Ca2+-­‐Freisetzung.	
  Es	
  wurde	
  



	
  

	
   66	
  

somit	
   die	
   Hypothese	
   einer	
   verringerten	
   spontanen	
   SR-­‐Ca2+-­‐Freisetzung	
   bei	
   verringer-­‐

tem	
  SR-­‐Ca2+-­‐Gehalt	
  adressiert.	
  	
  

Die	
  spontanen	
  diastolischen	
  SR-­‐Ca2+-­‐Freisetzungen	
  in	
  Form	
  von	
  Sparks	
  wurden	
  mittels	
  

konfokaler	
   Mikroskopie	
   halbautomatisch	
   quantifiziert	
   {Picht	
   et	
   al.,	
   2007}.	
   Es	
   konnte	
  

gezeigt	
   werden,	
   dass	
   Kardiomyozyten	
   entlasteter	
   Herzen	
   im	
   Vergleich	
   zur	
   Kontroll-­‐

gruppe	
  eine	
  um	
  ~50%	
  niedrigere	
  Ca2+-­‐Spark-­‐Frequenz	
  aufwiesen	
  (siehe	
  schematische	
  

Darstellung	
  von	
  Sparks	
  in	
  Abb.	
  23).	
  	
  

	
  

	
  

	
  
	
  

	
  

	
  

Abb.	
  23:	
  Dargestellt	
  ist	
  das	
  physiologische	
  intrazelluläres	
  Ca2+-­‐Handling	
  einer	
  Kardiomyozte,	
  analog	
  zu	
  Abb.	
  

21.	
  Mittels	
  konfokaler	
  Mikroskopie	
  konnte	
  gezeigt	
  werden,	
  dass	
  Kardiomyozyten	
  entlasteter	
  Herzen	
  im	
  Ver-­‐

gleich	
  zur	
  Kontrollgruppe	
  eine	
  um	
  ~50%	
  niedrigere	
  Ca2+-­‐Spark-­‐Frequenz	
  aufwiesen.	
  

	
  

Daher	
  dürfte	
  eine	
  erhöhte	
  chronische	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  zu	
  dem	
  Zeitpunkt	
  nach	
  14	
  Tagen	
  

nur	
  unwesentlich	
  an	
  der	
  Aufrechterhaltung	
  der	
  reduzierten	
  SR-­‐Beladung	
  beteiligt	
  sein.	
  

Es	
   ist	
   in	
   diesem	
   Zusammenhang	
   nicht	
   auszuschließen,	
   dass	
   eine	
   erhöhte	
   chronische	
  

Ca2+-­‐Freisetzung	
  initial,	
  z.	
  B.	
  an	
  Tag	
  1,	
  einen	
  Einfluss	
  hat.	
  

Die	
  Ergebnisse	
  dieses	
  Versuches	
  (siehe	
  Seite	
  Abb.	
  19C)	
  machen	
  bei	
  näherer	
  Betrachtung	
  

deutlich,	
  dass	
  das	
   leere	
  SR	
   funktionell	
  während	
  der	
  Systole	
  eine	
  geringere	
  Menge	
  Ca2+	
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freisetzt	
  (Differenz	
  zwischen	
  Kontrolle	
  und	
  TG).	
  Diese	
  verringerte	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  aus	
  

dem	
  SR	
  während	
  der	
  Systole	
  scheint	
  somit	
  eine	
  Konsequenz	
  der	
  dargestellten	
  reduzier-­‐

ten	
  PLB	
  Phosphorylierung	
  zu	
  sein.	
  

	
  

Als	
  Zwischenbilanz	
  lässt	
  sich	
  somit	
  folgendes	
  feststellen:	
  	
  

Die	
  Verlängerung	
  des	
  Ca2+-­‐Einstroms	
  während	
  des	
  APs	
  resultiert	
  in	
  einem	
  gesteigerten	
  

Einstrom	
  von	
  Ca2+	
  (ICa)	
  in	
  die	
  Zelle.	
  Über	
  Veränderungen	
  auf	
  Expressionsebene	
  und	
  ver-­‐

änderter	
  Phosphorylierung,	
  nicht	
  jedoch	
  durch	
  ein	
  gesteigertes	
  SR-­‐Ca2+-­‐Leck,	
  kommt	
  es	
  

zu	
  einem	
  verringerten	
  SR-­‐Ca2+-­‐Gehalt.	
  Da	
  der	
  Ca2+-­‐Einstrom	
  (ICa)	
  über	
  die	
  Zellmembran	
  

gesteigert	
  ist,	
  und	
  die	
  mögliche	
  Freisetzung	
  von	
  Ca2+	
  aus	
  dem	
  SR	
  mittels	
  CIRC	
  auf	
  Grund	
  

der	
  geringeren	
  Füllung	
  verringert	
   ist,	
  müsste	
  sich	
  der	
  Ca2+-­‐Transient	
  verändern.	
  Über-­‐

raschender	
   Weise	
   konnte	
   jedoch	
   gezeigt	
   werden,	
   dass	
   kardiale	
   Atrophie	
   mit	
   einem	
  

unveränderten	
   systolischen	
   Ca2+-­‐Transient	
   einhergeht	
   (siehe	
  Abb.	
   24).	
   Dies	
   impliziert	
  

eine	
  exakt	
  regulierte	
  Balance	
  der	
  Zusammensetzung	
  des	
  Ca2+-­‐Transient	
  und	
  stellt	
  einen	
  

hoch	
  interessanten	
  Befund	
  dar.	
  	
  

	
  

	
  
	
  

	
  

Abb.	
  24:	
  Dargestellt	
   ist	
  das	
  physiologische	
   intrazelluläre	
  Ca2+-­‐Handling	
  einer	
  Kardiomyozte,	
  analog	
  zu	
  Abb.	
  

21.	
   Trotz	
   vermehrtem	
  Einstrom	
   von	
   Ca2+	
   über	
  membranständige	
  Kanäle	
   (ICa)	
   konnte	
   gezeigt	
  werden,	
   dass	
  

sich	
  der	
  Ca2+-­‐Transient	
  als	
  Summe	
  aus	
  CIRC	
  und	
  ICa	
  bei	
  entlasteten	
  Kardiomyozyten	
  unverändert	
  bleibt.	
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Es	
   bedarf	
   in	
   letzter	
   Konsequenz	
   der	
   Überprüfung	
   der	
   Zusammensetzung	
   des	
   Ca2+-­‐

Transient,	
  denn	
  alle	
  vorausgehenden	
  Ergebnisse	
  zugrunde	
  legend,	
  müssten	
  sich	
  die	
  An-­‐

teile	
  des	
  Ca2+-­‐Transient	
  verschieben.	
  Der	
  gezeigte	
  geringere	
  SR-­‐Ca2+-­‐Gehalt,	
   sollte	
  also	
  

hypothetisch	
   zu	
   einem	
  weniger	
   großen	
   Anteil	
   des	
   SRs	
   am	
   Ca2+-­‐Transient	
   führen.	
   Um	
  

dies	
  zu	
  überprüfen,	
  wurde	
  der	
  Beitrag	
  der	
  SR-­‐Ca2+-­‐Freisetzung	
  am	
  Ca2+-­‐Transient	
  mit-­‐

tels	
  Blockade	
  der	
  SR-­‐Ca2+-­‐Freisetzung	
  quantifiziert	
   {Janczewski	
  and	
  Lakatta,	
  1993}.	
  Es	
  

konnte	
   gezeigt	
  werden,	
   dass	
   sich	
   bei	
  Blockade	
  der	
   SR-­‐Ca2+-­‐Freisetzung	
  die	
  Amplitude	
  

des	
  Ca2+-­‐Transient	
  bei	
  atrophen	
  Kardiomyozyten	
   im	
  Vergleich	
  zur	
  Kontrollgruppe	
  we-­‐

niger	
  stark	
  reduziert.	
  Dies	
  bestätigt	
  die	
  Hypothese,	
  dass	
  bei	
  atrophen	
  Kardiomoyzyten	
  

die	
  SR-­‐Ca2+-­‐Freisetzung	
  eine	
  geringere	
  Rolle	
  am	
  Ca2+-­‐Transient	
  spielt.	
  

	
  

Es	
   lässt	
   sich	
   somit	
   zusammenfassen,	
   dass	
   es	
   einen	
   Regulations-­‐Mechanismus	
   geben	
  

muss,	
  der	
  den	
  Ca2+	
  Transient	
  trotz	
  sich	
  verändernder	
  Komponenten	
  exakt	
  konstant	
  sein	
  

lässt.	
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5.1.2 Ein	
  mögliches	
  Feedbacksystem	
  

Der	
  Erhalt	
  des	
  intrazellulären	
  Ca2+-­‐Transient	
  könnte	
  das	
  Resultat	
  eines	
  physiologischen	
  

Feedbackmechanismus	
  des	
  intrazellulären	
  Ca2+-­‐Zyklus	
  sein.	
  Im	
  folgenden	
  wird	
  ein	
  mög-­‐

liches	
   Feedback	
   einer	
   normalen	
   Kardiomyozyte	
   charakterisiert	
   und	
   anschießend	
   auf	
  

atrophe	
  Kardiomyozyten	
  übertragen.	
  	
  

Ein	
  gesteigerter	
  Ca2+-­‐Einstrom	
  erhöht	
  die	
  intrazelluläre	
  Ca2+-­‐Konzentration	
  (In	
  Abb.	
  25	
  

mit	
   einer	
   „1“	
   gekennzeichnet).	
   Dies	
  wiederum	
   aktiviert	
   Ryanodinrezeptoren	
   somit	
   zu	
  

einer	
   vermehrten	
  Freisetzung	
   von	
  Ca2+	
   aus	
  dem	
  SR	
   (in	
  Abb.	
   25	
  mit	
   einer	
   „2“	
   gekenn-­‐

zeichnet).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  
	
  

	
  

	
  

Abb.	
  25:	
  Dargestellt	
   ist	
  das	
  physiologische	
   intrazelluläre	
  Ca2+-­‐Handling	
  einer	
  Kardiomyozte,	
  analog	
  zu	
  Abb.	
  

21.	
  Ein	
  vermehrter	
  Einstrom	
  von	
  Ca2+	
  (1)	
  über	
  membranständige	
  Kanäle	
  führt	
  zu	
  einer	
  gesteigerten	
  Freiset-­‐

zung	
  von	
  Ca2+	
  aus	
  dem	
  SR.	
  (2)	
  Dies	
  stellt	
  den	
  ersten	
  Schritt	
  einer	
  möglichen	
  Autoregulation	
  dar.	
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Gleichzeitig	
   limitiert	
  die	
  gesteigerte	
  Konzentration	
  des	
  submembranösen	
  Raumes	
  wei-­‐

teren	
  Ca2+-­‐Einstrom	
  durch	
  Inaktivierung	
  von	
  L-­‐Typ-­‐Ca2+-­‐Kanälen	
  {Wu	
  et	
  al.,	
  2004}.	
  Dies	
  

ist	
  in	
  Abb.	
  26	
  mit	
  einer	
  „3“	
  gekennzeichnet.	
  	
  

	
  

	
  

	
  
	
  

	
  

	
  

Abb.	
  26:	
  Dargestellt	
   ist	
  das	
  physiologische	
  intrazelluläres	
  Ca2+-­‐Handling	
  einer	
  Kardiomyozte,	
  analog	
  zu	
  Abb.	
  

21.	
  Ein	
  vermehrter	
  Einstrom	
  von	
  Ca2+	
  über	
  Membranständige	
   (siehe	
  Abb.	
  25)	
  Kanäle	
   (1)	
   führt	
  zu	
  einer	
  ge-­‐

steigerten	
  Freisetzung	
  von	
  Ca2+	
  aus	
  dem	
  SR.	
  (2)	
  Dies	
  wiederum	
  führt	
  zu	
  einem	
  vermindertem	
  Einstrom	
  von	
  

Ca2+	
   über	
   die	
   Zellmembran	
   durch	
   vermehrte	
   Inhibition	
   (3)	
   {Wu	
   et	
   al.,	
   2004}.	
   Beim	
   darauffolgenden	
  Herz-­‐

schlag	
   wird	
   etwas	
   weniger	
   Ca2+	
   in	
   die	
   Zelle	
   strömen	
   und	
   wird	
   somit	
   zu	
   einer	
   geringeren	
   Inhibition	
   der	
  

membranständigen	
  Kanäle	
  führen.	
  

	
  

	
  

Der	
  verminderte	
  Einstrom	
  von	
  Ca2+	
  über	
  die	
  Zellmembran	
  führt	
  bei	
  der	
  darauffolgenden	
  

Kontraktion	
  zu	
  einem	
  etwas	
  geringeren	
  Einstrom	
  von	
  Ca2+	
   in	
  die	
  Zelle,	
  und	
  wird	
  somit	
  

im	
  Endeffekt	
  wieder	
  zu	
  einer	
  geringeren	
  Inhibition	
  der	
  membranständigen	
  Kanäle	
  füh-­‐

ren.	
   Durch	
   einen	
   solchen	
   Feedbackmechanismus	
   könnte	
   der	
   Ca2+-­‐Transient	
  

autoreguliert	
  werden	
  und	
  würde	
  sich	
  von	
  Herzschlag	
  zu	
  Herzschlag	
  ausbalancieren	
  und	
  

insgesamt	
  unverändert	
  bleiben.	
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In	
  atrophen	
  Kardiomyozyten	
  ist	
  der	
  SR-­‐Ca2+-­‐Gehalt	
  durch	
  Dephosphorylierung	
  von	
  PLB	
  

wie	
  bereits	
  beschrieben	
  reduziert.	
  Daraus	
  könnte	
  sich	
  folgendes	
  Feedback	
  ergeben:	
  

Eine	
  geringere,	
  mittels	
  CICR	
  freigesetzte	
  Menge	
  an	
  Ca2+	
  aus	
  dem	
  SR	
  reduziert	
  den	
  inhibi-­‐

torischen	
   Effekt	
   auf	
   L-­‐Typ	
   Ca2+-­‐Kanäle	
   und	
   steigert	
   somit	
   den	
   Ca2+-­‐Einstrom	
   von	
  

extrazellulär,	
  bis	
  der	
  Ca2+-­‐Transient	
  wieder	
  ausbalanciert	
   ist	
  (steady	
  state).	
  Ein	
  makro-­‐

skopisch	
   unveränderter	
   Ca2+-­‐Transient	
   wäre	
   die	
   Folge.	
   Dies	
   wäre	
   allerdings	
   nur	
   ein	
  

kurzfristig	
  wirkender	
  Feedbackmechanismus	
  ohne	
  molekulares	
  Remodeling.	
  	
  

	
  

Als	
  längerfristiger	
  Mechanismus	
  wurde	
  vorgeschlagen,	
  dass	
  die	
  lokalen	
  Veränderungen	
  

der	
  Ca2+-­‐Konzentration	
  die	
  Genexpression	
  von	
   Ionenkanälen	
  und	
  der	
   zellulären	
  Elekt-­‐

rophysiologie	
   beeinflusst,	
   denn	
   die	
   Expression	
   von	
   Ca2+-­‐Kanälen	
   wird	
   durch	
   eine	
  

gesteigerte	
   Ca2+-­‐Konzentration	
   über	
   CAMKII	
   gehemmt	
   {Ronkainen	
   et	
   al.,	
   2011}.	
   Es	
   ist	
  

also	
   denkbar,	
   dass	
   zu	
   Beginn	
   der	
   Entlastungsphase	
   die	
   reduzierte	
   Ca2+-­‐Konzentration	
  

die	
   CAMKII-­‐Aktivierung	
   reduziert	
   und	
   somit	
   die	
   Ca2+-­‐Kanalexpression	
   steigert.	
   Diese	
  

reduzierte	
  Inaktivierung	
  würde	
  den	
  Ca2+-­‐Einstrom	
  erhöhen.	
  Durch	
  Aktivierung	
  spezifi-­‐

scher	
   Signalkaskaden	
   unterdrückt	
   eine	
   steigende	
   Ca2+-­‐Konzentration	
   gleichzeitig	
   die	
  

Expression	
  von	
  K+-­‐Kanälen	
  (Kv4;	
  Kaliumkanäle	
  sind	
  wie	
  in	
  Abb.	
  6,	
  Kapitel	
  2.3.1	
  gezeigt,	
  

für	
  die	
  Repolarisation	
  und	
  somit	
  auch	
  für	
  die	
  Dauer	
  des	
  APs	
  mitverantwortlich)	
  {Perrier	
  

et	
  al.,	
  2004;	
  Rossow	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Xiao	
  et	
  al.,	
  2008}.	
  Zu	
  diesem	
  Konzept	
  passend,	
  konnte	
  

gezeigt	
   werden,	
   dass	
   in	
   der	
   umgekehrten	
   Situation	
   eine	
   vermehrte	
   SR-­‐Ca2+-­‐Beladung	
  

mit	
  einer	
  vermehrten	
  Expression	
  von	
  Kv4	
  Kanälen	
  und	
  somit	
  mit	
  verkürzten	
  AP-­‐Längen	
  

assoziiert	
  waren	
   {Pott	
   et	
   al.,	
   2007}.	
  Durch	
  die	
   kombinierte	
  Regulation	
  der	
  Expression	
  

von	
   K+-­‐	
   und	
   Ca2+-­‐Kanälen	
  würde	
   somit	
   das	
   ventrikuläre	
   AP	
   kontinuierlich	
   angepasst.	
  

Diese	
   Anpassung	
  würde	
   so	
   lange	
   erfolgen,	
   bis	
   der	
   Verlauf	
   der	
   Ca2+-­‐Konzentration	
   im	
  

submembranösen	
  Spalt	
  durch	
  den	
  vermehrten	
  Ca2+-­‐Einstrom	
  während	
  des	
  APs	
  wieder	
  

seinen	
  Ursprungswert	
  erreicht.	
  	
  

	
  

Bei	
   einem,	
  bei	
  kardialer	
  Atrophie	
  makroskopisch	
   somit	
  unveränderten	
  Ca2+-­‐Transient,	
  

scheint	
  es	
  sich	
  daher	
  um	
  eine	
  geschützte	
  Größe	
  zu	
  handeln.	
  Diese	
  Größe	
  verändert	
  sich	
  

auch	
  bei	
  Anpassungen	
  an	
  eine	
  reduzierte	
  Arbeitsbelastung	
  nicht.	
  In	
  diesem	
  Kontext	
  ist	
  

insbesondere	
  die	
  Funktion	
  der	
   ausbalancierten	
  Aufrechterhaltung	
   interessant,	
   da	
   eine	
  

Verschiebung	
   des	
   Ca2+-­‐Haushalts	
   von	
   der	
   Ca2+-­‐Freisetzung	
   aus	
   dem	
   SR	
   hin	
   zum	
   Ca2+-­‐

Einstrom	
   von	
   extrazellulär	
   unter	
   energetischen	
   Gesichtspunkten	
   wahrscheinlich	
   un-­‐

günstiger	
   ist	
   {Eisner	
   and	
   Trafford,	
   2009}.	
   Der	
   Einfluss	
   und	
   die	
   Auswirkung	
   der	
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Veränderungen	
   im	
   zellulären	
   Ca2+-­‐Haushalt	
   auf	
   die	
   Kontraktion	
   bzw.	
   Relaxation	
   der	
  

Kardiomyozyten	
  bleibt	
  in	
  diesem	
  Zusammenhang	
  offen.	
  

Die	
   hier	
   postulierte	
   Autoregulation	
   mittels	
   Kanalexpression	
   über	
   lokale	
   Ca2+-­‐

Konzentrationsänderungen	
   im	
   submembranösen	
   Kompartiment	
   ist	
   spekulativ.	
   Sie	
   er-­‐

scheint	
   jedoch	
   plausibel	
   und	
   erfordert	
  weitere	
  Untersuchungen,	
   die	
   vor	
   allem	
   auf	
   die	
  

strukturellen	
   und	
   funktionellen	
   Veränderungen	
   im	
   submembranösen	
   Kompartiment	
  

abzielen	
  müssen.	
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5.2 Belastungsabhängiges	
  Remodeling	
  

Überlastung	
  und	
  Entlastung	
  als	
  gegensätzliche	
  Änderungen	
  der	
  kardialen	
  Belastungen,	
  

führen	
   einerseits	
   zu	
   ebenfalls	
   gegensätzlichen	
   Änderungen	
   des	
   kardialen	
   Phänotyps	
  

(Hypertrophie,	
   Atrophie),	
   andererseits	
   sind	
   diese	
   jedoch	
  mit	
   einer	
   identischen	
   Ände-­‐

rung	
  der	
  Genexpression	
  assoziiert	
  (siehe	
  Abb.	
  27A)	
  {Depre	
  et	
  al.,	
  1998}.	
  Dies	
  wurde	
  in	
  

verschiedenen	
  Publikationen	
  prinzipiell	
  bestätigt	
  und	
  in	
  Übersichtsarbeiten	
  zusammen-­‐

gefasst	
  {Baskin	
  and	
  Taegtmeyer,	
  2011;	
  Rajabi	
  et	
  al.,	
  2007}.	
  	
  

Im	
   folgenden	
   soll	
   nun	
  die	
  hier	
   vorliegende	
  Arbeit	
   im	
  Kontext	
  der	
  Literatur	
  betrachtet	
  

und	
   geprüft	
  werden,	
   ob	
   sich	
   die	
   Ergebnisse	
   in	
   das	
   Konzept	
   einer	
   einheitlichen	
   Stres-­‐

santwort	
   einfügen	
   lassen.	
   Die	
   Heterogenität	
   der	
   in	
   der	
   Literatur	
   verwendeten	
  

Methoden,	
   insbesondere	
   verschiedene	
   verwendete	
   Hypertrophiemodelle,	
   erschwert	
  

dies	
   jedoch.	
   Einerseits	
   wurde,	
   um	
   Veränderungen	
   bei	
   kardialer	
   Atrophie	
   zu	
   untersu-­‐

chen,	
   weitgehend	
   das	
   in	
   dieser	
   Arbeit	
   verwendete	
   Modell	
   der	
   heterotopen	
  

Herztransplantation	
   angewendet.	
   Die	
   Einordnung	
   auf	
   Seiten	
   der	
   Atrophie	
   fällt	
   somit	
  

leichter,	
   denn	
   es	
   schränkt	
   die	
   Variationsbreite	
   in	
   Bezug	
   auf	
   Entlastungszeitraum	
   und	
  

verwendete	
  Spezies	
   ein.	
  Andererseits	
   sind	
   in	
  der	
  Literatur	
  unterschiedliche	
  Hypertro-­‐

phiemodelle	
  zahlreich	
  zu	
  finden.	
  Legt	
  man	
  die	
  ursprüngliche	
  Puplikation	
  von	
  Depre	
  et.	
  

al.	
  zu	
  Grunde	
  und	
  folgt	
  der	
  Argumentation	
  dieser,	
  werden	
  im	
  folgenden	
  die	
  in	
  der	
  vor-­‐

liegenden	
  Arbeit	
  gewonnenen	
  Erkenntnisse	
  mit	
  dem	
  hypertrophen	
  Remodeling	
  infolge	
  

einer	
  Nachtlastherhöhung	
  (Aortenstenose)	
  bei	
  Ratten	
  verglichen.	
  	
  

	
  

	
  

Betrachtet	
  man	
   das	
   bei	
   kardialer	
   Hypertrophie	
   auftretende	
   elektrophysiologische	
   Re-­‐

modeling,	
   beinhaltet	
   dies	
   die	
   Verlängerung	
   ventrikulärer	
   APs.	
   Es	
   konnte	
   zahlreich	
  

gezeigt	
   werden,	
   dass	
   diese	
   Verlängerung	
   auf	
   einer	
   differenziellen	
   Regulation	
   der	
   zu-­‐

grunde	
  liegenden	
  Ionenkanäle	
  beruht	
  {Benitah	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Toischer	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Chien	
  

et	
  al.,	
  2000;	
  Capuano	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Lebeche	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Tomaselli	
  and	
  Marban,	
  1999;	
  Lee	
  

et	
  al.,	
  1997;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  2001}.	
  Auch	
  wurde	
  als	
  Konsequenz	
  häufig	
  ein	
  

Anstieg	
  des	
  Ca2+-­‐Einstroms	
  während	
  eines	
  APs	
  beobachtet	
  {Benitah	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Carval-­‐

ho	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Osadchii,	
  2007;	
  Toischer	
  et	
  al.,	
  2010}.	
  In	
  Vorarbeiten	
  des	
  Instituts	
  konnte	
  

gezeigt	
  werden,	
  dass	
  die	
  Veränderungen	
  in	
  der	
  zellulären	
  Elektrophysiologie	
  bei	
  kardia-­‐

ler	
   Atrophie	
   mit	
   denen	
   bei	
   kardialer	
   Hypertrophie	
   weitgehend	
   identisch	
   sind	
  

{Schwoerer	
   et.	
   al.	
   2013,	
   Schwoerer	
   et	
   al.,	
   2008;	
   Schwoerer	
   et	
   al.,	
   2008}.	
  Die	
  Verände-­‐
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rungen	
  der	
  membranständigen	
  Eigenschaften	
  lassen	
  sich	
  somit	
  gut	
   in	
  das	
  Konzept	
  des	
  

identischen	
  Remodelings	
  integrieren	
  (siehe	
  Abb.	
  27A).	
  

	
  

	
  

Lastabhängige	
  Veränderungen	
  in	
  Kardiomyozyten	
  

Vergleich	
  der	
  Ergebnisse	
  mit	
  der	
  Literatur	
  

Entlastung	
  Atrophie	
   Überlastung	
  Hypertrophie	
  

↓	
  
	
  

SR	
  Ca2+	
  Gesamt-­‐

menge	
   ↑	
  

↓	
  
	
  

SR	
  Ca2+	
  Freisetzung	
   ↑	
  

↓	
  
	
   SR	
  Ca2+	
  Sparks	
   ↑	
  

=	
   Ca2+	
  Transient	
   ↑	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Tabelle	
  5:	
  Vergleich	
  zellbiologischer	
  Prozesse	
  der	
  kardialen	
  Atrophie	
  und	
  der	
  Hypertrophie.	
  Eigene	
  Ergeb-­‐

nisse	
   und	
   der	
   Literatur:	
   {Bito	
   et	
   al.,	
   2008;	
   Carvalho	
   et	
   al.,	
   2006;	
   Osadchii,	
   2007;	
   Schwoerer	
   et	
   al.	
   2013;	
  

Toischer	
  et	
  al.,	
  2010	
  Shorofsky	
  et	
  al.,	
  1999}.	
  ↑	
  entspricht	
  einer	
  höheren	
  Aktivierung	
  als	
  bei	
  normalen	
  Kardio-­‐

myozyten;	
  ↓	
  entspricht	
  einer	
  niedrigeren	
  Deaktivierung;	
  =	
  entspricht	
  einer	
  unveränderten	
  Aktivierung.	
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In	
   der	
   Literatur	
   ebenfalls	
   gut	
   beschrieben	
   ist	
   die	
   bei	
   Hypertrophie	
   vermehrte	
   PLB-­‐

Phosphorylierung,	
  die	
  wiederum	
  zu	
  einer	
  vermehrten	
  SR-­‐Ca2+-­‐Beladung	
  und	
  einer	
  ge-­‐

steigerten	
   systolischen	
   Ca2+-­‐Freisetzung	
   führt	
   {Bito	
   et	
   al.,	
   2008;	
   Carvalho	
   et	
   al.,	
   2006;	
  

Osadchii,	
  2007;	
  Toischer	
  et	
  al.,	
  2010}.	
  Bei	
  Atrophie	
  hingegen	
  sind	
  diese	
  Aspekte	
  wie	
  ge-­‐

zeigt	
   verringert.	
   Es	
   kann	
   somit	
   festgestellt	
   werden,	
   dass	
   die	
   SR-­‐assoziierten	
  

Eigenschaften	
   sich	
  bei	
  Hypertrophie	
  und	
  Atrophie	
   gegensätzlich	
   verändern.	
   Sie	
   folgen	
  

somit	
  dem	
  Herzgewicht	
  und	
  der	
  Herzgröße	
  (siehe	
  Abb,	
  1)	
  eher	
  einer	
  kontinuierlichen	
  

Regulation	
  (siehe	
  Abb.	
  27B).	
  	
  

	
  

	
  

	
  
	
  

	
  

	
  

Abb.	
  27:	
  Schematische	
  Darstellung	
  dreier	
  verschiedener	
  Konzepte	
  zur	
  Anpassung	
  an	
  sich	
  verändernde	
  Belas-­‐

tungen:	
   A)	
   Gegenläufige	
   Veränderungen	
   in	
   der	
   kardialen	
   Belastung	
   (Entlastung,	
   Überlastung)	
   sind	
   mit	
  

identischen	
  Änderungen	
  der	
  Genexpression	
  assoziiert.	
  B)	
  Kontinuierliche	
  Veränderungen	
   sind	
  bei	
  Gewicht	
  

und	
   Größe	
   des	
   Herzens	
   sowie	
   Phosphorylierung	
   von	
   PLB	
   festgestellt	
   worden.	
   C)	
   Die	
   Amplitude	
   des	
   Ca2+-­‐

Transient	
  steigt	
  bei	
  Überlastung	
  an,	
  bei	
  Entlastung	
  verringert	
  sich	
  diese	
  jedoch	
  nicht.	
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Der	
   Ca2+-­‐Transient	
   hingegen	
   lässt	
   sich	
  weder	
   in	
   das	
   Konzept	
   eines	
   Kontinuums	
   noch	
  

einer	
   gegensätzlichen	
   Anpassung	
   einordnen.	
   Die	
   Amplitude	
   des	
   systolischen	
   Ca2+-­‐

Transient	
   ist	
   bei	
  Hypertrophie	
  durch	
  die	
  Veränderungen	
   sowohl	
   im	
  Ca2+-­‐Einstrom	
  als	
  

auch	
  der	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  aus	
  dem	
  SR	
  vergrößert	
  {Carvalho	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Shorofsky	
  et	
  al.,	
  

1999;	
   Toischer	
   et	
   al.,	
   2010}.	
   In	
   dieser	
   Arbeit	
   konnte	
   gezeigt	
   werden,	
   dass	
   der	
   Ca2+-­‐

Transient	
  bei	
  Atrophie	
  unverändert	
   ist.	
  Das	
  Gleichbleiben	
  des	
  Ca2+-­‐Transienten	
   ist	
  auf	
  

einen	
  vermehrten	
  Ca2+-­‐Einstrom	
  (Vorarbeiten	
  des	
  Institutes)	
  zurückzuführen.	
  Bei	
  einer	
  

Überlastung	
  nimmt	
  die	
  Amplitude	
  des	
  Ca2+-­‐Transient	
  zu.	
  Dieser	
  Mechanismus	
  trägt	
  zu	
  

einer	
  vermehrten	
  Inotropie	
  bei.	
  Die	
  fehlende	
  Herabregulation	
  des	
  Ca2+-­‐Transienten	
  bei	
  

Entlastung	
  (siehe	
  Abb.	
  27C)	
  impliziert,	
  dass	
  dieser	
  unter	
  normalen	
  Belastungen	
  bereits	
  

auf	
  einem	
  minimalen	
  Niveau	
  vorliegen	
  muss.	
  

	
  

Zusammenfassend	
  kann	
  somit	
   festgestellt	
  werden,	
  dass	
   sich	
  das	
  Remodeling	
  bei	
  Atro-­‐

phie	
   und	
   bei	
   Hypertrophie	
   in	
   den	
   dargestellten	
   Teilaspekten	
   unterscheidet	
   und	
   mit	
  

keinem	
  der	
  vorgestellten	
  Konzepte	
  allein	
  erklärt	
  werden	
  kann.	
  Vielmehr	
  handelt	
  es	
  sich	
  

um	
  eine	
  Kombination	
  dieser.	
   In	
  der	
  vorliegenden	
  Arbeit	
  konnte	
   insbesondere	
  der	
  Un-­‐

terschied	
   zwischen	
   den	
   Teilkomponenten	
   des	
   intrazellulären	
   Ca2+Handlings	
   und	
   dem	
  

Ca2+-­‐Transient	
  als	
  Summe	
  dieser	
  herausgearbeitet	
  werden.	
  Die	
  weitere	
  experimentelle	
  

Charakterisierung	
   modulierender	
   Faktoren	
   auf	
   die	
   hier	
   vorgestellten	
   Konzepte	
   (z.B.	
  

β-­‐adrenerge	
  Modulation),	
  scheint	
  vielversprechend	
  zu	
  sein.	
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5.3 Klinische	
  Implikation	
  

Die	
  in	
  dieser	
  Arbeit	
  vorgestellten	
  Ergebnisse	
  basieren	
  auf	
  einem	
  international	
  etablier-­‐

ten	
   Kleintiermodel.	
   Mittels	
   diesem	
   konnte	
   ein	
   sehr	
   guter	
   Einblick	
   in	
   das	
   biologische	
  

System	
  des	
  Ca2+-­‐Handlings	
  bei	
  Atrophie	
  erlangt	
  werden.	
  Das	
  Ziel	
  dieser	
  Arbeit	
  ein	
  tiefe-­‐

res	
   Verständnis	
   für	
   die	
   biologischen	
   Vorgänge	
   bei	
   Atrophie	
   zu	
   erlangen	
  wurde	
   somit	
  

erreicht.	
  Es	
  konnte	
  gezeigt	
  werden,	
  dass	
  die	
  Balance	
  des	
  intrazellulären	
  Ca2+-­‐Handlings	
  

hierbei	
  eine	
  zentrale	
  Rolle	
  spielt.	
  

Dieses	
   für	
   das	
   allgemeine	
  Verständnis	
   der	
   biologischen	
   Zusammenhänge	
   bei	
  Atrophie	
  

wichtige	
  Wissen,	
   ermöglicht	
   nun	
   potentiell	
   die	
   Übertragung	
   auf	
   den	
  Menschen.	
   Diese	
  

Übertragung	
   scheint	
   jedoch	
   relativ	
   kompliziert,	
   da	
   bei	
   Patienten	
  mit	
   Herzinsuffizienz	
  

zusätzlich	
  zur	
  Atrophie	
  noch	
  die	
  Insuffizienz	
  Komponente	
  hinzukommt	
  und	
  es	
  auch	
  ei-­‐

nige	
  offensichtliche	
  Unterschiede	
  zu	
  Nagetieren	
  gibt.	
  Genetische	
  Differenzen	
  außer	
  Acht	
  

lassend,	
   wäre	
   für	
   eine	
   adäquate	
   Übertragung	
   ein	
   Insuffizienz-­‐LVAD-­‐Kleintiermodel	
  

wünschenswert.	
  Ein	
  solches	
  Model	
  scheint	
  kaum	
  möglich,	
  da	
  die	
  Entwicklung	
  von	
  Klein-­‐

tier-­‐LVAD-­‐Systemen	
  aus	
  ökonomischen	
  Gesichtspunkten	
  nicht	
  stattfinden	
  wird.	
  Um	
  die	
  

Rolle	
   der	
   gefundenen	
   Mechanismen	
   bei	
   Entlastung	
   insuffizienter	
   Herzen	
   zu	
   prüfen,	
  

könnte	
  auf	
  ein	
  Kleintier-­‐Insuffizienzmodel	
  (z.B.	
  ischämischer	
  Genese	
  bei	
  Ratten,	
  geneti-­‐

scher	
  Genese	
  bei	
  Mäusen)	
  zurückgegriffen	
  werden.	
  Im	
  Gegensatz	
  hierzu	
  scheint	
  für	
  ein	
  

LVAD-­‐Entlastungsmodel	
   einzig	
   ein	
  Großtiermodel	
   in	
  Frage	
   zu	
  kommen,	
  bei	
  dem	
  Stan-­‐

dard-­‐LVAD-­‐Systeme	
  des	
  Menschen	
  verwendet	
  werden	
  können.	
  

Ein	
   Großtier-­‐LVAD-­‐Entlastungsmodell	
   scheint	
   die	
   Veränderungen	
   des	
   humanen	
   Her-­‐

zens	
  bei	
   therapeutischer	
  LVAD-­‐Entlastung	
   am	
  ähnlichsten	
   abbilden	
   zu	
  können.	
  Neben	
  

grundlegenden	
   Schwierigkeiten	
   bei	
   Großtiermodellen,	
   muss	
   insbesondere	
   das	
   auf-­‐

wendige	
   LVAD-­‐Implantations-­‐Verfahren	
   bedacht	
   werden.	
   Für	
   die	
   abschließende	
  

Übertragung	
  der	
   in	
   dieser	
  Arbeit	
   gezeigten	
   grundlegenden	
  biologischen	
  Mechanismen	
  

des	
   Ca2+-­‐Handlings	
   bei	
   Atrophie	
   auf	
   den	
   Menschen,	
   scheint	
   ein	
   Großtier-­‐LVAD-­‐

Entlastungsmodell,	
  trotz	
  der	
  Schwierigkeiten	
  eines	
  solchen	
  Models,	
  auch	
  für	
  die	
  Steige-­‐

rung	
  der	
  Effektivität	
  der	
  LVAD-­‐Therapie	
  beim	
  Menschen	
  vielversprechend.	
  



	
  

	
   78	
  

5.3.1 Kardiale	
  Entlastung	
  mittels	
  LVAD	
  als	
  therapeutische	
  Option	
  

Zu	
  Beginn	
  dieser	
  Arbeit	
  wurde	
  beschrieben,	
  wie	
  ein	
  bei	
  Hypertrophie	
  höherer	
  SR-­‐Ca2+-­‐

Gehalt	
   zu	
  einer	
   erhöhten	
  Frequenz,	
  bzw.	
  Amplitude	
  der	
   spontanen	
  diastolischen	
  Ca2+-­‐

Freisetzung	
   (Ca2+-­‐Sparks)	
   führen	
  und	
  die	
  Wahrscheinlichkeit	
   von	
  arrhythmogenen	
  Er-­‐

eignissen	
  erhöhen	
  kann	
  {Toischer	
  et	
  al.,	
  2010,	
  ;	
  Shorofsky	
  et	
  al.,	
  1999}.	
  In	
  dieser	
  Arbeit	
  

konnte	
  gezeigt	
  werden,	
  dass	
  es	
  bei	
  Atrophie	
  zu	
  einer	
  Verminderung	
  der	
  spontanen	
  dias-­‐

tolischen	
   Ca2+-­‐Freisetzung	
   kommt.	
   Wenn	
   eine	
   erhöhte	
   Frequenz	
   von	
   spontanen	
  

diastolischen	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  zu	
  einer	
  erhöhten	
  Rate	
  an	
  arrhythmogenen	
  Ereignissen	
  

führt,	
  könnte	
  somit	
  spekuliert	
  werden,	
  dass	
  eine	
  verringerte	
  Frequenz	
  zu	
  einer	
  vermin-­‐

derten	
  Rate	
  an	
  arrhythmogenen	
  Ereignissen	
  führen	
  würde.	
  Dies	
  würde	
  einen	
  möglichen	
  

rein	
   spekulativen	
   Benefit	
   für	
   Patienten	
   mit	
   vermehrten	
   arrhythmogenen	
   Ereignissen	
  

und	
  bestehender	
  Indikation	
  zur	
  Implantation	
  eines	
  LVADs	
  implizieren.	
  	
  

Betrachtet	
  man	
  die	
  in	
  der	
  Literatur	
  beschriebenen	
  Befunde,	
  können	
  jedoch	
  auch	
  einige	
  

weniger	
  spekulative	
  Überlegungen	
   im	
  folgenden	
  diskutiert	
  werden,	
  auf	
  Grund	
  welcher	
  

Mechanismen	
  Patienten	
  von	
  einer	
  LVAD-­‐Therapie	
  profitieren	
  und	
  welche	
  weitergehen-­‐

den	
  Untersuchungen	
  für	
  die	
  tiefergehende	
  Differenzierung	
  erforderlich	
  sind.	
  

Bei	
   einigen	
   terminal	
   herzinsuffizienten	
   Patienten	
   konnte	
   unter	
   LVAD-­‐Therapie	
   eine	
  

Verbesserung	
  der	
  myokardialen	
  Funktion	
  beobachtet	
  werden	
  {Miller	
  et	
  al.,	
  2007;Frazier	
  

et	
   al.,	
   1996},	
   so	
   dass	
   eine	
   LVAD-­‐Explantation	
  möglich	
  war	
   {Frazier	
   and	
  Myers,	
   1999;	
  

Potapov	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Hetzer	
  et	
  al.,	
  1999}.	
  Dies	
  stellt	
   somit	
  eine	
  effektive	
  Behandlungs-­‐

möglichkeit	
   für	
   Patienten	
   im	
   Endstadium	
   der	
  Herzinsuffizienz	
   dar	
   {Birks	
   et	
   al.,	
   2006;	
  

DeRose	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Rose	
  et	
  al.,	
  2001}.	
  LVAD-­‐Systeme	
  (siehe	
  Abb.	
  3,	
  Kapitel	
  2.2.2)	
  über-­‐

nehmen	
   nach	
   Implantation	
   nahezu	
   das	
   gesamte	
   Herzminutenvolumen.	
   Die	
   Druck-­‐

Volumen	
  Arbeit	
  des	
  Herzens	
  wird	
  hierdurch	
  reduziert.	
  Als	
  Folge	
  ist	
  der	
  Sympathikoto-­‐

nus	
   und	
   somit	
   die	
   β-­‐adrenerge	
   Stimulation	
   durch	
   die	
   verbesserte	
   systemische	
  

Sauerstoffversorgung	
  herabgesetzt.	
  Durch	
  die	
  LVAD-­‐Implantation	
  lässt	
  sich	
  unmittelbar	
  

das	
  Überleben	
  der	
  Patienten	
  bis	
  zu	
  einer	
  Herztransplantation	
  (bridge	
  to	
  transplant)	
  oder	
  

bei	
   entsprechenden	
   Kontraindikationen	
   als	
   Langzeittherapie	
   (destination	
   therapy)	
   si-­‐

chern.	
  	
  

Die	
  morphologischen	
  Veränderungen	
  nach	
  Entlastung	
  (siehe	
  Kapitel	
  2.2.3)	
  beinhalteten	
  

bei	
   einer	
   Subgruppe	
   von	
   Patienten	
   eine	
   Umkehr	
   des	
   pathologischen	
   Remodelings	
  

{Bruckner	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Wohlschlaeger	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Heerdt	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Zafeiridis	
  et	
  al.,	
  

1998}.	
   Im	
  Laufe	
  der	
  Entlastung	
  normalisierte	
   sich	
  bei	
   diesen	
  Patienten	
  der	
  pathologi-­‐
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sche	
  Phänotyp.	
  Dies	
  beinhaltete	
  auch	
  die	
  kardiale	
  Geometrie	
  und	
  die	
  Pumpfunktion	
  des	
  

Herzens.	
  Auch	
  nach	
  Explantation	
  blieben	
  diese	
  Veränderungen	
  bestehen	
  und	
  korrelier-­‐

ten	
   schließlich	
  mit	
   einem	
  deutlichen	
  Überlebensvorteil	
   {Birks	
   et	
   al.,	
   2006;	
   Rose	
   et	
   al.,	
  

2001}.	
  Entsprechend	
  den	
  Therapieoptionen	
  bridge	
  to	
  transplant	
  und	
  destination	
  therapy	
  

ergab	
  sich	
  somit	
  die	
  neue	
  Indikation	
  für	
  die	
  Implantation	
  von	
  LVADs:	
  bridge	
  to	
  recovery.	
  

	
  

Zahlreiche	
  Faktoren	
  spielen	
  bei	
  dem	
  zellulären	
  Remodeling	
  bei	
  LVAD-­‐Therpaie	
  eine	
  Rol-­‐

le	
   (sieh	
  Kapitel	
   2.2.3).	
  Das	
  Remodeling	
   kann	
  Folge	
   einer	
  pharmakologischen	
  Therapie	
  

{Bristow,	
  1999;	
  Yancy	
  et	
  al.,	
  2001},	
  einer	
  LVAD-­‐Therapie	
  {Maybaum	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Birks	
  et	
  

al.,	
   2006;	
   Dandel	
   et	
   al.,	
   2005;	
   Mancini	
   et	
   al.,	
   1998;	
   Frazier	
   et	
   al.,	
   1996;	
   Hetzer	
   et	
   al.,	
  

2001}	
  oder	
  der	
  Kombination	
  beider	
  Therapien	
  sein	
   {Birks	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Yacoub,	
  2001}.	
  

Die	
  einem	
  Reverse-­‐Remodeling	
  zugrunde	
  liegenden	
  Mechanismen	
  sind	
  weitgehend	
  un-­‐

geklärt.	
   Die	
   Aufklärung	
   dieser	
   ist	
   auf	
   Grund	
   der	
   komplexen	
   Situation	
   einer	
  

Herzinsuffizienz	
  und	
  der	
  Überlagerung	
  verschiedener	
  Prozesse,	
  wie	
  Regression	
  des	
  pa-­‐

thologischen	
   Phänotyps,	
   Entwicklung	
   einer	
   kardialen	
   Atrophie,	
   kardiale	
   Grund–

erkrankung,	
  Pharmakotherapie	
  etc.,	
  erschwert.	
  	
  

Ein	
  wesentlicher	
  Faktor	
  scheint	
  jedoch	
  die	
  deutliche	
  Reduktion	
  der	
  Herzarbeit	
  und	
  die	
  

Verringerung	
   des	
   pathologisch	
   erhöhten	
   Sympathotonus	
   bei	
   Entlastungstherapie	
   zu	
  

sein	
  {Bick	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Heerdt	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Klotz	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Margulies,	
  2002;	
  Ogletree-­‐

Hughes	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Zafeiridis	
  et	
  al.,	
  1998}.	
  Analog	
  dieser	
  Entlastungstherapie	
  wurden	
  in	
  

dieser	
  Arbeit	
   die	
   Folgen	
   einer	
   reduzierten	
  biomechanischen	
  und	
  neurohumoralen	
   Sti-­‐

mulation	
   gesunder	
  Herzen	
   untersucht.	
   Prinzipiell	
   entsprechen	
   die	
   Veränderungen	
   bei	
  

Entlastung	
  durch	
  heterotope	
  Herztransplantation	
  denen	
  bei	
  Entlastungtherapie	
  insuffi-­‐

zienter	
   Herzen.	
   Die	
   Wachstumsrichtung	
   (Reduktion	
   der	
   Zellgröße,	
   der	
   Muskelmasse,	
  

Verkleinerung	
   des	
   Herzens)	
   entspricht	
   im	
   Prinzip	
   der	
   Verkleinerung	
   der	
   vermehrten	
  

Muskelmasse	
   bei	
   kardialer	
   Hypertrophie/Herzinsuffizienz	
   unter	
   Entlastungstherapie.	
  

Unklar	
   bleibt	
   dennoch,	
   inwieweit	
   die	
   gewonnenen	
   Erkenntnisse	
   übertragbar	
   sind,	
   da	
  

sich	
  die	
  Ausgangssituation	
  unterscheidet.	
  Trotz	
  dieser	
  offensichtlich	
  unterschiedlichen	
  

Ausgangsituation	
   können	
   einige	
   Parallelen	
   aufgezeigt	
   werden.	
   Die	
   in	
   Vorarbeiten	
   des	
  

Instituts	
  tierexperimentell	
  gezeigte	
  Verlängerung	
  des	
  APs	
  {Schwoerer	
  et	
  al.,	
  2008}	
  kann	
  

mit	
   der	
   zu	
   Beginn	
   einer	
   Entlastungstherapie	
   auftretenden	
   Verlängerung	
   des	
   QT-­‐

Intervalls,	
   die	
   auf	
   einer	
   Verlängerung	
   ventrikulärer	
   APs	
   beruht	
   {Harding	
   et	
   al.,	
   2001;	
  

Harding	
   et	
   al.,	
   2005}	
   verglichen	
  werden.	
   Auch	
   konnten	
   Veränderungen	
   in	
   der	
   Genex-­‐

pression	
   {Doenst	
   et	
   al.,	
   2006}	
   sowie	
  der	
  Phosphorylierung	
   zentraler	
  Phosphoproteine	
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{Terracciano	
  et	
  al.,	
  2003}	
  nachgewiesen	
  werden.	
  Diese	
  sind	
  mit	
  den	
  tierexperimentellen	
  

Befunden	
  des	
  Instituts	
  {Schwoerer	
  et	
  al.,	
  2008}	
  vergleichbar.	
  	
  

	
  

Zusammenfassend	
  lässt	
  sich	
  somit	
  vermuten,	
  dass	
  bei	
  hypertrophen/insuffizienten	
  Her-­‐

zen	
  ähnliche	
  zelluläre	
  Mechanismen	
  aktiviert	
  werden,	
  wie	
  es	
  bei	
  der	
  Entwicklung	
  einer	
  

Atrophie	
  der	
  Fall	
  ist.	
  Dies	
  scheint	
  zumindest	
  in	
  Teilaspekten	
  mit	
  der	
  Annahme	
  kompati-­‐

bel	
   zu	
   sein,	
   dass	
   zelluläres	
   Remodeling	
   als	
   Phänotyp	
   einer	
   kardialen	
   Anpassung	
   im	
  

Sinne	
  einer	
  unspezifischen	
  Stressantwort	
  und	
  nicht	
  spezifisch	
  auf	
  eine	
  Über-­‐	
  oder	
  Ent-­‐

lastung	
  zu	
  verstehen	
  ist.	
  Um	
  diese	
  Annahme	
  näher	
  zu	
  untersuchen	
  sind	
  weiterführende	
  

Experimente	
  erforderlich.	
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  ist	
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  Dargestellt	
  ist	
  das	
  physiologische	
  intrazelluläres	
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  *	
  Am	
  Versuchstag	
  wurden	
  zu	
  

jeweils	
  50ml	
  Pipettenlösung	
  (P-­‐01)	
  61	
  mg	
  Na2-­‐ATP	
  hinzugefügt.	
  .................................	
  39	
  

	
  

Tabelle	
  3:	
  Badlösung	
  Ionoptix	
  HEPES:	
  4-­‐(2-­‐Hydroxyethyl)-­‐Piperazin-­‐1-­‐Ethansulfonsäure	
  .....	
  40	
  

	
  

Tabelle	
  4:	
  Hersteller	
  der	
  verwendeten	
  Substanzen;	
  EGTA:	
  Ethylenglykol-­‐bis-­‐(2-­‐aminoethyl)-­‐

tetraacetat;	
  HEPES:	
  4-­‐(2-­‐Hydroxyethyl)-­‐piperazin-­‐1-­‐ethansulfonsäure;	
  TEA-­‐Cl:	
  

Tetraethyl-­‐Ammoniumchlorid	
  .......................................................................................	
  41	
  

	
  

Tabelle	
  5:	
  Vergleich	
  zellbiologischer	
  Prozesse	
  der	
  kardialen	
  Atrophie	
  und	
  der	
  Hypertrophie.	
  

Eigene	
  Ergebnisse	
  und	
  der	
  Literatur:	
  {Bito	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Carvalho	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Osadchii,	
  

2007;	
  Schwoerer	
  et	
  al.	
  2013;	
  Toischer	
  et	
  al.,	
  2010	
  Shorofsky	
  et	
  al.,	
  1999}.	
  ↑	
  entspricht	
  

einer	
  höheren	
  Aktivierung	
  als	
  bei	
  normalen	
  Kardiomyozyten;	
  ↓	
  entspricht	
  einer	
  

niedrigeren	
  Deaktivierung;	
  =	
  entspricht	
  einer	
  unveränderten	
  Aktivierung.	
  ..................	
  74	
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9 Abkürzungsverzeichnis	
  

AHA	
   American	
  Heart	
  Association	
  

APD	
   Aktionspotentialdauer	
  

ATP	
   Adenosintriphosphat	
  

ATPase	
   Adenosintriphosphat-­‐verbrauchendes	
  Trasportmolekül	
  

Ca2+	
   Calciumion	
  

[Ca2+]i	
   Ca2+-­‐Transient	
  

CaMKII	
  	
   Ca2+/calmodulin-­‐abhängige	
  protein	
  kinase	
  II	
  

CIRC	
   Ca2+-­‐induzierte	
  Ca2+-­‐Freisetzung	
  aus	
  dem	
  sarkoplasmatischen	
  Retikulum	
  

Cm	
   Zellkapazität	
  

ICa	
   Calciumeinstrom	
  

INa	
   Natriumeinstrom	
  

K+	
   Kaliumion	
  

Li+	
   Litiumion	
  

LVAD	
   Left	
  Ventricular	
  Assist	
  Device	
  

mV	
   Millivolt	
  

Na+	
   Natriumion	
  

NCX	
   Natrium	
  Calcium	
  Exchanger	
  

NYHA	
   New	
  York	
  Heart	
  Association	
  

pA	
   Picoampere	
  

PKA	
   Proteinkinase	
  A	
  

PLB	
   Phospholamban	
  

QCa	
   Gesamtfreisetzung	
  des	
  Calciums	
  

Rm	
   Membranwiderstand	
  

Rpip	
   Elektrischer	
  Widerstand	
  der	
  Pipette	
  

Rs	
   Serienwiderstand	
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RYR	
   Ryanodin-­‐Rezeptor	
  

s	
   Sekunde	
  

SERCA	
   Sarkoplasmatische	
  Ca2+-­‐ATPase	
  

SR	
   Sarkoplasmatisches	
  Retikulum	
  

Vm	
   An	
  der	
  Zellmembran	
  anliegendes	
  Potential	
  

Vpip	
  	
   Kommandospannung	
  in	
  der	
  Pipette	
  

WHO	
   Weltgesundheitsorganisation	
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