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1 Einleitung

1.1 Die kardiale Erregungsbildung und -leitung

Unterschiedliche lonenkanale und lonentransportmechanismen sind an der Er-
regungsbildung im menschlichen Herzen beteiligt. Die autonome Bildung der
Aktionspotentiale in den Schrittmacherzellen des Vorhofs ist fur die physiologi-
sche Frequenz des Herzens verantwortlich. Die Erregungsbildung erfolgt nor-
malerweise in den Zellen des Sinusknotens, die ein etwa 10 mm langes und 3
mm breites Geflecht bilden, das sich im Bereich der Einmundungsstelle der Ve-
na cava superior in der Wand des rechten Vorhofes befindet. Dies ist der Aus-
gangspunkt fur die Erregungsausbreitung Uber die Vorhoéfe zum Atrioventriku-
larknoten, von wo die Erregung uber das His-Bundel zu den Tawara-Schenkeln
und schlieBlich entlang der Purkinje-Fasern zum Kammermyokard gelangt (sie-
he Abb.1). Aus der Abbildung ist ersichtlich, dass sich das Aktionspotential in
den autonomen Zentren (Sinus- und AV-Knoten) von jenen im Arbeitsmyokard
unterscheidet. Vorhof-Aktionspotentiale weisen wiederum ein anderes Ausse-
hen auf als Aktionspotentiale der Ventrikel. Im Arbeitsmyokard kommt es nach
der Erregung einer Herzmuskelzelle durch die, mittels Calcium-lonen vermittel-

te, elektromechanische Kopplung zur Kontraktion.
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Abbildung 1: Die Kardiale Erregungsbildung und -weiterleitung
a Schematische Darstellung des Erregungsbildungs- und Erregungsleitungs-
systems. Die Pfeile zeigen die bevorzugten Verlaufsrichtungen der Erregung
uber das Vorhofmyokard an.
b Morphologie und zeitliche Abfolge von Aktionspotentialen im Erregungs-
bildungs- und Erregungsleitungssystem.
(Nach Antoni,1996)




1.1.1 Erregungsbildung im Arbeitsmyokard

Die Bildung eines Aktionspotentials ist ein bioelektrischer Prozess, der sich an
der erregbaren Oberflachenmembran der Zellen abspielt. Die nicht erregte Zelle
befindet sich in einem stabilen Ruhezustand, bei dem das Zellinnere gegenlber
dem Extrazellularraum negativ polarisiert ist. Diesem Ruhemembranpotential
liegt laut der Membrantheorie von Bernstein eine ungleiche lonenverteilung
zugrunde, die durch eine grofe Leitfahigkeit der Zellmembran fir K*-lonen und
eine annahrend komplette Impermeabilitat fir andere lonen entsteht (Bernstein,
1902). Dieses Ruhemembranpotential entspricht mit =90 mV also nahezu dem
Nernst-Gleichgewichtspotential fir K*, das bei —94 mV liegt. Die im Ruhezu-
stand bestehende Kaliumleitfahigkeit wird durch genannte Einwartsgleichrich-
ter-Kaliumstrome (Ik1) bestimmt, die bei Depolarisation auf Werte positiver als
—70 mV schnell inaktiviert werden.

Die Auslosung des im Arbeitsmyokard 100-300 ms andauernden Aktionspoten-
tiales folgt dem ,Alles-oder-nichts-Gesetz“. Das Aktionspotential lasst sich in
funf Phasen aufteilen, die durch Strome unterschiedlicher lonen charakterisiert

sind bzw. zustande kommen (siehe Abb. 2).
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Abbildung 2: Phasen des kardialen Aktionspotentials und die dafiir ur-
sachlichen lonenstrome

Der Einstrom von lonen in einen Kardiomyozyten wird durch einen negativen
(nach unten gerichteten), der Ausstrom durch einen positiven (nach oben ge-
richteten) Strom dargestellt. Der zeitliche Zusammenhang der einzelnen
Strome im Verlauf des Aktionspotentials ist in der Mitte des unteren Bildteils
dargestellt. Die Kanalbezeichnung findet sich links, der rechten Seite ist der
wahrscheinliche Kanalklon, der den Strom verursacht, zu entnehmen. Weitere

Einzelheiten zu den Phasen des Aktionspotentials im Text.




1.1.1.1 Phase 0: schnelle Depolarisation

Durch die Depolarisation einer Nachbarzelle wird eine noch ruhenden Arbeits-
myokardzelle Uber das Schwellenpotential von —70 mV hinaus elektrisch erregt,
so dass sehr schnell spannungsabhangige Natriumkanale gedffnet und die ein-
wartsgleichrichtenden Kaliumkanale inaktiviert werden. Es kommt zu einem la-
winenartigen Einstrom von Natriumionen (Ina) in das Zellinnere, der eine Anna-
herung des Membranpotentials an das Na'-Gleichgewichtspotential bewirkt;
dieses wird allerdings nicht erreicht, da die Natriumkanale spannungsabhangig
geschlossen und inaktiviert werden. Letztlich ergibt sich eine umgekehrte Auf-
ladung (,,Overshoot) mit positiver Ladung des Zellinneren (ca. +15 bis +20 mV)

und negativer Ladung des ZellauReren.

1.1.1.2 Phase 1: friihe Repolarisation

Das positive Membranpotential aktiviert lonenkanale, welche die Erregungs-
ruckbildung (Repolarisation) der Zelle einleiten. Diese frihe Repolarisation wird
von einem K*-lonen-Ausstrom (li,) und einem Cl-lonen-Einstrom (ly2) getra-

gen.

1.1.1.3 Phase 2: Plateauphase

Die ca. 100-200 ms andauernde Plateauphase, wahrend der das Membranpo-
tential bei ungefahr 0 mV liegt, ist durch ein Gleichgewicht der ebenfalls repola-
risierenden langsam aktivierenden (verzogerten) Gleichrichter-Kaliumstrome
(Delayed rectifier Ix- und Iks) und einem langsamen Calciumeinstrom (Ic, ) be-
stimmt. Der L-Typ Ca**-Kanal wird bei einer Membranspannung oberhalb von
ca. —40 mV aktiviert und hat eine relativ lange Offnungszeit. In dieser Phase ist
das Herz fur einen neuen Reiz nicht ansprechbar; es handelt sich um die abso-

lute Refraktarphase.



1.1.1.4 Phase 3: spate oder langsame Repolarisationsphase

Zu Beginn dominieren noch die verzogert aktivierenden Gleichrichter-

Kaliumstrome (lk:, Iks und der vorhofspezifische Ix,r), die bei wieder negativen
Potentialen durch den einwarts-gleichrichtenden (Inward Rectifier I1) Kalium-
strom abgeldst werden. Dies fuihrt das Membranpotential wieder hin zum Ru-

hemembranpotential.

1.1.1.5 Phase 4: Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials

In der elektrischen Diastole Uberwiegt wieder die Permeabilitat der Membran flr
K*-lonen und das Membranpotential strebt mit —80 bis —-90 mV dem K'-
Gleichgewichts-potential entgegen. Zur Aufrechterhaltung der lonenhomoosta-
se werden die Natriumionen unter Energieverbrauch mit Hilfe der Na*-K'-
ATPase und die Calciumionen mittels Na'-Ca*-Austauscher durch die Zell-

membran hinaustransportiert.

1.1.2 Erregungsbildung in den Schrittmacherzellen

Die Zellen des Schrittmachergewebes unterscheiden sich von den Arbeitsmyo-
kardzellen dadurch, dass sie kein stabiles Ruhemembranpotential aufweisen,
spontan depolarisieren und selbstandig Aktionspotentiale generieren. Zunachst
wird ein unselektiver, hauptsachlich von Na*-lonen getragener, Einwartsstrom
(lr) aktiviert, welcher vom T-Typ-Calciumkanal unterstutzt wird, der bereits bei
negativeren Spannungen 6ffnet als der L-Typ Ca?*-Kanal. Der zuletzt genannte
L-Typ Ca?"Kanal wird bei einer Spannung von —40 mV aktiviert und sorgt fiir
ein rasches Fortschreiten der Depolarisation. Der Atrio-Ventrikular-Knoten ist
die einzige Position im Korper, an der Calciumkanale exzitatorische Impulse lei-
ten (Shorofsky und Balke, 2001). Beim Erreichen eines Spitzenwertes von bis

zu +20 mV wird der Einwartsgleichrichter Ixs aktiviert, der eine langsame Repo-



larisation und Inaktivierung des L-Typ-Calciumstroms einleitet. Der Ein-
wartsgleichrichter lxs wird bei zunehmend negativen Potentialen deaktiviert.
Das Membranpotential nimmt von dem sogenannten maximalen diastolischen
Potential aus in Form einer langsamen diastolischen Depolarisation allmahlich
ab, erreicht das kritische Schwellenpotential und 16st ein neues Aktionspotential

aus.

1.2 Calciumkanale

Die kardialen lonenkanale werden entsprechend ihres Steuerungsmechanis-
mus in drei Klassen unterteilt: spannungsgesteuerte lonenkanale, liganden-
gesteuerte lonenkanale und lonenkanale, die durch die Dehnung des Gewebes
aktiviert werden. Die Calciumkanale des menschlichen Herzens fallen alle in die
Kategorie der spannungsgesteuerten lonenkanale, wobei zwischen Kanalen,
die durch hohe Spannungen aktiviert werden (L-Typ, N-Typ, P/Q-Typ, R-Typ),
und solchen, deren Aktivierung durch niedrige Spannungen erreicht wird (T-
Typ), unterschieden werden muss.

Die Struktur der wichtigsten Untereinheit — der as-Untereinheit - dieser Kanale
basiert auf dem gleichen Grundprinzip: vier homologe transmembrandse Do-
manen, die aus jeweils sechs a-Helices bestehen, bilden eine zentrale Pore.
Dabei existieren je nach Kanaltyp unterschiedliche Isoformen der a-
Untereinheit (siehe Tabelle 1). Hinzu kommen je nach Kanal weitere zusatzliche
Untereinheiten. Diese unterschiedliche molekulare Zusammensetzung bedingt
verschiedene biophysikalische Schwellenpotentiale, eine differenzierte lonense-
lektivitat und unterschiedliche pharmakologische Eigenschaften (siehe ebenfalls
Tabelle 1).



Ca**-Kanal-

Typ

aq

Untereinheit

Schwellenpotential

lonenselektivitat

Antagonisten/

Blocker

L-Typ

Q1ic, O4p, Qis,

Q4qF

-30 bis -10 mV

Ba“>Ca”"

Dihydropyridine
Phenylalkylamine

Benzothiazepine

N-Typ

A1

-20 mV

Ba“*>Ca”"

w-Conotoxin
GVIA, Zikonotid
(SNX-111)  (Mil-
janich und Ra-
machandran,
1995)

P/Q-Typ

1A

-60 mV

Ba“">Ca”"

w-Agatoxin IV A,
w-Conotoxin
MVIIC

R-Typ

A1E

-40 mV

Ba“*>Ca”"

SNX-482
comb, et al,
1998)

(New-

T-Typ

A1G, A1H, A1

-70 mV

Ba“'=Ca”"

Mibefradil  (Mc-
Donough und
Bean,1998); (+)-
ECN (Todorovic
et al., 1998), Kur-
toxin (Chuang et
al., 1998)

biophysikalische und pharmakologische Eigenschaften.

Tabelle 1:. Die as-Untereinheiten der verschiedenen Ca?*-Kanale und deren
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Spannungsabhangige L-Typ Ca®**-Kanale sind ubiquitér in neuronalen, endokri-
nen Zellen, in kardialen, glatten und quergestreiften Muskelzellen sowie in
Fibroblasten und Nierenzellen zu finden. Sie zeichnen sich durch eine begin-
nende Inaktivierung bei Haltepotentialen, die positiver als -60 mV sind, aus und

erreichen ihre maximale Amplitude bei ungefahr +10 mV.

1.2.1 Struktur des L-Typ Ca**-Kanals

Wie andere spannungsgesteuerte Calciumkanéle ist der kardiale L-Typ Ca®*-
Kanal ein heterooligomerer Komplex aus einer a4- (= 240 kD) sowie akzessori-
schen a,-0 — (= 175kD), - (= 60 kD) und y- (= 30 kD) Untereinheiten (siehe Abb
3). Von den zehn unterschiedlichen as-Untereinheitsisoformen wird nur aic in
erheblichem Male in der kardialen Muskulatur exprimiert. a;p-mRNA wurde in
weit geringeren Mengen in der Vorhofmuskulatur gefunden (Takimoto et al.,
1997). Von den Isoformen B4 bis B4 der B-Untereinheit konnte nur 3, in hohen
Dichten in der Herzmuskulatur gefunden werden (Pichler et al., 1997). Sowohl
die a4- als auch die B-Untereinheit enthalten Phosphorylierungsstellen fur die
cAMP-abhangige Proteinkinase. Die ay-, y- und d-Untereinheiten sind stark gly-
kosyliert, was auf einen extrazellularen Anteil hindeutet (Takahashi, et al.,
1987). Es ist anzunehmen, dass die durch Disulfidbricken verbundenen Unter-
einheiten a2-0 zur Fixierung der aic-Untereinheit an der Membranoberflache
dienen (Mukherjee und Spinale, 1998).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Aufbaus eines kardialen L-
Typ Ca**-Kanals aus verschiedenen Untereinheiten und dessen Regu-
lation. Zusatzlich werden spezifische Regulationsmechanismen der L-
Typ Ca**-Kanalfunktion mittels intrazellulirer Modulatoren verdeutlicht.
Weitere Einzelheiten zur Regulation in Kapitel 1.2.2.

Gsq -..stimulierendes G-Protein

PKA...Proteinkinase A

DAG...Diacylglycerol

D...Dihydropyridine

Ph...Phenylalkylamine

B...Benzothiazepine

— ... Aktivierung ...Hemmung

(Modifiziert nach Mukherjee und Spinale, 1998).
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Die ay-Untereinheit besitzt vier homologe Domanen (I-IV) mit jeweils sechs
mutmalilich transmembrandsen Segmenten (S1-S6) (siehe Abb. 4). Sowohl das
kurze Aminoende als auch das lange Carboxylende befinden sich intrazellular.
Studien von Na*-Kanalen, die ebenfalls eine as-Untereinheit besitzen ergaben,
dass das transmembrandse Segment S4 in allen spannungsgesteuerten lonen-
kanalen zu finden ist und dort als Spannungssensor dient (Stuhmer et al.,
1989). Die as-Untereinheit beinhaltet die Bindungsstellen fur Calciumkanal-
Blocker wie z.B. Dihydropyridine, Benzothiazepine und Phenylalkylamine (Cat-
terall und Striessnig, 1992), wobei die Bindungsstellen dieser drei Antagonisten
nicht identisch sind (Huber et al., 2000).

Das Gen der humanen aic-Untereinheit besteht aus 53 identifizierten Exons
(Soldatov, 1994) und befindet sich auf dem Chromosom 12p13 (Sun et al.,
1992, Powers et al.,, 1992). Das Gen flr a»0 befindet sich auf dem humanen
Chromosom 7q21-q22 (Powers et al., 1994). Fur die B-Untereinheit existieren
mindestens vier Gene (Birnbaumer et al., 1998).

Ahnlich wie beim Na* - Kanal kann die a;-Untereinheit bei heterologer Expres-
sion per se als Calciumkanal funktionieren. Die anderen Untereinheiten beein-
flussen die Affinitat fir bestimmte Stoffe und bzw. oder die Spannungsabhan-

gigkeit.
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Abbildung 4: Aufbau der as-Untereinheit
aus vier homologen Domanen (I-IV) mit jeweils sechs mutmaRlich trans-

membrandsen Segmenten (1-6). Fur weitere Einzelheiten siehe Text.

1.2.2 L-Typ Ca**-Kanal: Pharmakologie, Elektrophysiologie, Regulation

Nach der Klassifikation von Vaughan Wiliams zédhlen die Ca*-Kanal-
Antagonisten zu den Klasse IV Antiarrhythmika (Vaughan Williams, 1989). Die
wichtigsten Vertreter sind 1,4-Dihydropyridine, Phenylalkylamine und Benzothi-
azepine; sie binden alle an der transmembrandsen Region der Domane |V der
as-Untereinheit, wobei fur Dihydropyridine, zu denen z.B. Nifedipin, Nisoldipin
und Felodipin gehdren, zusatzliche Bindungsstellen an den Doméanen | und Il
existieren (Striessnig et al.,, 1998). Da die Affinitat fir die inhibierenden Di-
hydropyridine im depolarisierten Zustand der Membran ansteigt, besteht der
Verdacht, dass der spannungsinaktivierte Kanal die Konformation der hochaffi-
nen Bindungsstelle enthalt.

Die Phenylalkylamine wie z.B. Verapamil, Gallopamil oder Thiapamil blockieren

den Kanal intrazellular, wohingegen die Benzothiazepine vom Extrazellularraum
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her angreifen (Trautwein et al., 1983). Bei beiden Antagonisten wirken Amino-
sauren im 1V-S5 — Segment des Kanals bei der Blockade mit (Motoike et al.,
1999). Wahrend Nifedipin an Gefallen einen groleren inhibitorischen Effekt
aufweist, ist derjenige von Verapamil am Herzen grolier.
Die Stimulation und Regulation des L-Typ Ca**-Kanals kann (iber mehrere Sig-
nalwege erfolgen, wobei am Ende immer die Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung bestimmter Aminoreste der aic- bzw. B- Untereinheit des
Kanals stehen (siehe Abb. 3). Der phosphorylierte Calciumkanal erhéht seine
Offnungswahrscheinlichkeit, was sich in einer Aktivierung des L-Typ-
Calciumstromes niederschlagt. Die funktionellen Eigenschaften des L-Typ Ca®*-
Kanals bestimmen den zellularen Calciumstrom gemaf der Gleichung

lca=N X faxtivX PoXx g X AV,
wobei N die Gesamtzahl der L-Typ Ca®*-Kandle ist, fai, die Zahl der Kandle,
die wahrend einer Depolarisationsphase gedffnet werden kénnen, p, die Off-
nungswahrscheinlichkeit eines aktiven Kanals, g die Einzelkanalleitfahigkeit und
AV die Differenz zwischen dem Testpotential und dem Umkehrpotential des
Kanals darstellt (Kamp und Hell, 2000).
Eine bedeutende Rolle spielt die Uber 3-Adrenozeptoren fuhrende Signalkaska-
de. Hierbei wirken heterotrimerische guaninnukleotidbindende Proteine (G-
Proteine) entweder stimulierend (Gs) oder inhibierend (G;) auf die cAMP-Bildung
durch die membranstandige Adenylatcyclase. Das vermehrt gebildete cAMP
greift an den regulatorischen Untereinheiten der cAMP-abhangigen Proteinki-
nase (PKA) an, die ihrerseits die a- bzw B-Untereinheit des L-Typ Ca?*-Kanals
an spezifischen Serin- und Threoninresten phosphoryliert. Dem entgegen wir-
ken die Phosphodiesterase, die cAMP in 5’AMP umwandelt, sowie die Serin-
Threonin-Phosphatase. Wahrend dies fur p4-Adrenozeptoren allgemein zu gel-
ten scheint, wurden bei B,-Adrenozeptoren je nach Auswahl der Kardiomyozy-
ten unterschiedliche Ergebnisse erzielt (Xiao et al., 1999) (Steinberg, 1999).
Eine Voraussetzung fiir die cAMP-abhingige Stimulation des L-Typ Ca?'-

Kanals ist die Verankerung der Proteinkinase A (PKA) an einer spezifischen
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subzellularen Struktur mittels eines Ankerproteins (A-kinase anchoring protein,
AKAP). Dieses Protein bewirkt durch seine Bindung an die regulatorische Un-
tereinheit R der Proteinkinase A eine verbesserte Annaherung von PKA an ihr
spezifisches Substrat.

Eine Inaktivierung des Kanals kann sowohl durch die Proteinphosphatase1 als
auch durch die Proteinphosphatase 2A mittels Dephosphorylierung erfolgen.
Kontrovers diskutiert wird eine direkte Stimulation des L-Typ Ca?*-Kanals durch
eine B-adrenerge Aktivierung von Gas, die unabhangig von PKA sein soll;
(Yatani und Brown, 1989, Hartzell et al., 1991).

Eine weitere Signalkaskade verlauft Uber die Phospholipase C, die durch an Gq-
Protein-gekoppelte Rezeptoren stimuliert wird (Dorn und Brown, 1999). Das
uber die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat gewonnene Dia-
cylglycerol aktiviert gemeinsam mit Phosphatidylserin und eventuell auch Ca**
die Proteinkinase C, die wiederum den L-Typ Ca?*-Kanal sowohl stimulieren als
auch inhibieren kann (Bkaily et al., 1995, Cheng et al., 1995).

Das bestuntersuchte Beispiel fur einen Gi-Protein-gekoppelten Rezeptor ist der
muskarinische Mj-Rezeptor (Mery et al.,, 1997). Die meisten G; -Protein-
gekoppelten Rezeptoren andern nicht den Calciumstrom selbst, sondern greifen
an den [(B-Adrenozeptoren an und verhindern so eine Stimulation des L-Typ

Ca’*-Kanals.

1.3 Vorhofflimmern

1.3.1 Epidemiologie

Vorhoffimmern ist mit 4,5 Millionen Betroffenen die haufigste Herz-
Rhythmusstorung in der EU (Mewis et al., 2006). Aufgrund der zu erwartenden
demographischen Entwicklung wird sich die Pravalenz noch erhéhen. Die Pra-

valenz des Vorhofflimmerns verdoppelt sich ab dem Alter von 50 mit jedem Le-
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bensjahrzehnt (Go et al., 2001). Hinzu kommen Risikofaktoren wie z.B. mannli-
ches Geschlecht, Alter, Hypertonie, Diabetes, Nikotinkonsum, Herzklappener-

krankungen und bereits erlittener Myokardinfarkt (Kannel et al., 1982).

1874 gelang es Vulpian erstmals, Vorhofflimmern in vivo zu beobachten. Die
Erfindung der Elektrokardiographie durch Willem Einthoven im Jahre 1900 er-
moglichte es neun Jahre spater Sir Thomas Lewis erstmals, das Elektrokardio-
gramm eines Patienten mit Vorhofflimmern aufzunehmen (Lip und Beevers,
1995). Die Erkenntnisse Uber diese Erkrankung nahmen nun immer rascher zu,
und Garrey fasste den damaligen Wissensstand 1924 in einer ausfuhrlichen
Rackschau zusammen. Lown empfahl 45 Jahre spater die Kardioversion als
geeignete TherapiemalRnahme (Lip et al., 1994).

Unser heutiges Verstandnis der Elektrophysiologie des Vorhofflimmerns ist von
mehreren Entdeckungen gepragt: zum einen entwickelte Moe 1962 eine Hypo-
these zur Entstehung des Vorhoffimmerns auf der Basis der Erregungsfronten
(,multiple wavelets®), die wie zufallig durch das Myokard wandern und somit die
Herzrhythmusstorung aufrecht erhalten. Die Form des Vorhofflimmerns wird
durch die Zahl der ,wavelets” bestimmt. Dabei kommt der Heterogenitat elek-
trophysiologischer und anatomischer Eigenschaften (Allesie et al., 1976) sowie
der Lange der Exzitationswelle des Reentry-Kreises eine entscheidende Rolle
zu (Lammers und Allesie, 1993).

1995 zeigten Wijffels et al., dass das Auftreten und Fortbestehen des Vorhof-
fimmerns durch die von diesem selbst ausgelosten elektrophysiologischen
Veranderungen des Vorhofmyokards stabilisiert werden. Des Weiteren konnten
Haissaguerre et al 1998 zeigen, dass bei Patienten mit paroxysmalem Vorhof-
flimmern 94% der Impulse ihren Ursprung in den Pulmonarvenen haben (soge-

nannte ,ectopic beats®).
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1.3.2 Atiologie, Krankheitsbild, EKG, Folgen

85% der Patienten mit Vorhofflimmern leiden unter einer Herzerkrankung oder
metabolischen Stérung. Diese geht haufig mit einer Vergroflerung des Vorhofes
einher (Murgatroyd und Camm, 1993),was die Koexistenz mehrerer Reentry-
Kreise ermdglicht (Janse, 1997). Eine kongestive Herzinsuffizienz kann laut
Maisel et al. 2003 sowohl Ursache als auch Folge des Vorhofflimmerns sein.
Weiterhin sind eine diastolische Dysfunktion, eine koronare Herzkrankeit sowie
eine Mitralklappenstenose als kardiale und eine Hyperthyreose als nicht-
kardiale Ursache fir chronisches Vorhofflimmern in Betracht zu ziehen (Tsang
et al., 2002, Igbal et al., 2005).

Akutes Vorhofflimmern wird am haufigsten durch akute Myokardinfarkte, Herz-
operationen und andere chirurgische Eingriffe, Lungenembolien und Myokardi-
tiden verursacht. Als weitere Ausloser konnen ganz unterschiedliche Vorgange
in Betracht gezogen werden, die bei vorgeschadigtem Herzmuskelgewebe zu
Vorhofflimmern fiihren: physische und psychische Anstrengung bzw. Uberan-
strengung, Infekte, Ubermaldiger Alkoholgenuss oder andere toxische Einwir-
kungen Als ,lone atrial fibrillation“ bezeichnet man das Vorhofflimmern bei den
10% der Patienten, bei denen trotz umfangreicher Diagnostik keine kardiale o-
der extrakardiale Grunderkrankung eruierbar ist (Marriott und Myerburg, 1986).

Beim Vorhofflimmern kommt es, bedingt durch die gestorte Erregungsausbrei-
tung im Vorhofmyokard, zu einem Verlust der Synchronitat bei der Kontraktion
benachbarter Faserbezirke. Dies fuhrt im Elektrokardiogramm dazu, dass die P-
Welle, die im gesunden Herzen durch die koordinierte Kontraktion der Vorhof-
muskulatur gebildet wird, verschwindet. An ihre Stelle treten, sich in Gestalt,
Dauer und Amplitude standig verandernde kleine Flimmerwellen (,f-Wellen®),
die sich unter Umstanden kaum von der isoelektrischen Linie des Elektrokar-
diogramms abheben (siehe Abb.5). Die Frequenz dieser f-Wellen betragt

350/min — 700/min. Beim Ubergang der Erregungsimpulse vom Vorhof in die
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Kammer nehmen die Zellen des AV-Knotens eine Filterfunktion war. Nicht jeder
der bis zu 700 Erregungsimpulse pro Minute trifft die Zellen im Ruhezustand an.
Man spricht von einer physiologischen Blockierung. Diese Blockierung fuhrt im
korperlichen Ruhezustand zu einer Ventrikelfrequenz von 100 — 160/min.

Im EKG imponiert diese unregelmaliige Weiterleitung der Impulse aus dem

Vorhof in die Kammer durch unterschiedliche Abstande der QRST-Komplexe.

I B GR i

B S RER Bt i B et | V V

Abbildung 5: Elektrokardiogramm bei Vorhofflimmern
Deutlich sind die ,f-Wellen“ und das unregelmallige Auftreten der QRST-

Komplexe zu erkennen. Am deutlichsten imponieren die fehlenden P-Wellen

und flimmerférmigen Oszillationen in der Brustwandableitung V1.

Die klinischen Symptome koénnen bei Vorhoffimmern ganz unterschiedlicher
Natur sein und richten sich nach der Grunderkrankung. Zum Einen kann es
durch die unregelmaRige Schlagfrequenz des Herzens zu Palpitationen kom-
men, zum Anderen kann sich die Abnahme des Herzminutenvolumens, die bis
zu 30% betragt, in einer schlechteren korperlichen Belastbarkeit und Luftnot
bemerkbar machen. Des Weiteren kdnnen Schwindel, Atemnot, Erschdpfungs-

zustande und Kraftlosigkeit auftreten. Aulierdem besteht durch den mechani-
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schen Stillstand der Vorhdéfe und dem daraus resultierenden tragen Blutstrom
die Gefahr der Thrombenbildung einerseits, die der damit verbundenen emboli-

schen Komplikationen andererseits (Wyse et al., 2004).

Je nach Art und Dauer der Symptome kann Vorhofflimmern in verschiedene
Formen eingeteilt werden: paroxysmales, persistierendes und permanentes
Vorhofflimmern (siehe Abb. 6). Paroxysmales (anfallartiges) Vorhofflimmern
dauert selten langer als 24 Stunden und endet spontan ohne Einwirkung von
aulen. Dabei kann eine vagal induzierte Form von einer adrenerg ausgeldsten
unterschieden werden. Der ,vagale Typ“ ist durch eine zunehmende Verlange-
rung der Zykluslange des Sinusrhythmus gekennzeichnet, die der Induktion von
Vorhofflimmern vorausgeht. Demgegenuber tritt das adrenerg induzierte Vor-
hofflimmern nach kurzen Zykluslangen bzw. unter Belastung auf.
Persistierendes Vorhofflimmern muss durch elektrische oder pharmakologische
Kardioversion beendet werden. Die Ruckfuhrung in den Sinusrhythmus ist bei
permanentem Vorhofflimmern definitionsgemafl nicht mehr maéglich (Fuster et
al., 2006).



Paroxysmal*
Dauer < 7 Tage,

endet spontan

Persistierend*

Dauer > 7 Tage,

und ware ohne Kardiover-

sion unendlich

Vorhofflimmern

o/

Permanent
Dauer > 7 Tage,
und keine Wiederherstellung

des Sinusrhythmus mdglich

Abbildung 6: Klassifikation des Vorhofflimmerns.

Hat ein Patient zwei oder mehr Episoden von Vorhofflimmern, so wird dies

rezidivierend genannt. Sowohl paroxysmales als auch persistierendes

Vorhofflimmern sind potenziell rezidivierende Arrhythmien.

T Nach einiger Zeit kann paroxysmales Vorhofflimmern persistierend wer-

den; aulRerdem kénnen sich sowohl paroxysmales als auch persistieren-

des Vorhofflimmern zu permanentem Vorhofflimmern entwickeln.
(nach Igbal et al., 2005)

19
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1.3.3 Remodeling, zellulare und molekulare Mechanismen

Vorhofflimmern fuhrt zu einer Veranderung sowohl der Struktur als auch der
elektrophysiologischen Eigenschaften der Vorhofe, dem so genannten atrialen
Remodeling. Diese Veranderungen férdern die Entstehung und den Erhalt der
Arrhythmie.

Zu Beginn des zwanzigsten Jahrhunderts stellten Parkinson und Campbell fest,
dass die medikamentdse Kardioversion mittels Chinidin zunehmend schwieriger
wurde, je langer die Arrhythmie andauerte (Parkinson und Campbell, 1929). At-
tuel et al. konnten 1982 erstmals einen Zusammenhang zwischen einer Verkur-
zung und verminderten Frequenzadaptation der atrialen Refraktarzeit (AERP)

und einer erhohten Inzidenz von Vorhofflimmern beschreiben.

FUr unser heutiges Verstandnis bedeutende Erkenntnisse Uber die Entstehung
und den Erhalt von Vorhofflimmern gewannen Wijffels et al. 1995 im experimen-
tellen Tiermodell. Bei instrumentierten Ziegen wurde mithilfe eines externen
Stimulationscomputers, der bei Ruckfall in Sinusrhythmus das Vorhofflimmern
durch Stimulationsimpulse, sogenannte ,bursts“ (1s, 50 Hz), wieder herstellte,
kontinuierlich Vorhofflimmern unterhalten. Dabei wurde festgestellt, dass die In-
tervalle zwischen den einzelnen Ruckfallen in den Sinusrhythmus immer groRer
wurden, bis nach zwei bis drei Wochen 90% der Ziegen persistierendes Vorhof-
fimmern aufwiesen. Es kam zu einer verminderten Frequenzadaptation und
Verkirzung der atrialen Refraktarzeit. Definierte Regionen langsamer Leitungs-
geschwindigkeit wurden als Ursache fur die erhohte Stabilitat des Vorhofflim-
merns angenommen. Diese Erkenntnisse veranlassten die Autoren zu der Aus-
sage: ,Atrial fibrillation begets atrial fibrillation“, womit sie deutlich zu machen

versuchten, dass sich Vorhofflimmern selbst aufrecht erhalt.
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Unabhangig davon zeigten andere Arbeitsgruppen in einem so genannten ,Ra-
pid-Pacing-(RAP)-Modell des Vorhoffimmerns® beim Hund eine verminderte
Fregenzadaptation und eine Abnahme der rechtsatrialen Refraktarzeit um 15%
(Morillo et al., 1995). Die Autoren konnten zusatzlich eine Zunahme der Vorhof-
grolke feststellen. Weitergehende Untersuchungen flhrten zu der Erkenntnis,
dass neben der Refraktarzeit sowohl die Leitungsgeschwindigkeit, als auch die
Wellenlange - einhergehend mit einer vermehrten Heterogenitat bestimmter
Gewebeanteile - eine Reduktion erfahren und als Substrat flr das Fortbestehen
und eine Stabilisierung des Vorhofflimmerns dienen (Gaspo et al., 1997). Die
Reversibilitat der durch langandauerndes Vorhofflimmern mittels Remodeling
ausgelosten Veranderungen des atrialen Refraktarverhaltens konnte von Yu et
al. 1999 demonstriert werden. Innerhalb von vier Tagen nach Kardioversion
konnte wieder ein normales Refraktarverhalten beobachtet werden. Andere
Studien zeigten allerdings, dass es Monate dauern kann, bevor die Transport-
funktion der Vorhofe vollstandig wieder hergestellt ist (Manning et al., 1994 und
1995). Ein Ruckfall in Vorhofflimmern ist innerhalb der ersten finf Tage nach

elektrischer Kardioversion am Wahrscheinlichsten (Tieleman et al., 1998).

Auf molekularer Ebene kommt es bei Vorhofflimmern zum Teil zu Veranderun-
gen der unterschiedlichen lonenstrome. Verschiedene Studien haben berichtet,
dass der L-Typ-Ca®*-Strom (lca) in atrialen Kardiomyozyten von Patienten mit
persistierendem Vorhofflimmern um 60-75% vermindert ist (Bosch et al., 1999,
Van Wagoner et al., 1999, Skasa et al., 2001 und Workman et al., 2001). Eben-
so beschreiben sowohl Bosch et al. 1999 als auch Van Wagoner et al. 1999
Ubereinstimmend eine Abnahme des atrialen transienten Auswartsstromes (li).
Van Wagoner et al. konnten weiterhin einen Anstieg der Dichte des Inward Rec-
tifier (Ik1) im linken aber nicht im rechten Atrium, sowie eine Abnahme des atria-
len Sustained Outward Kaliumstrom (lsys) feststellen. Grammer et al. hingegen
beobachteten keine Veranderung von lgs bei Patienten mit Vorhofflimmern
(Grammer et al., 2000).
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Die Verkurzung und verminderte Frequenzadaptation der Aktionspotentialdauer
ist auf die - durch den stark verringerten L-Typ-Ca®*-Strom (lca 1) - nahezu ver-
schwundene Plateauphase und somit veranderte Morphologie des Aktionspo-
tentiales zurtckzuflihren. Yue et al. demonstrierten im ,Rapid-Pacing-(RAP)-
Modell des Vorhofflimmerns® beim Hund 1997 erstmals, dass die Aktionspoten-
tiale, die bei Hunden mit atrialer Tachykardie ausgelost werden konnten, mit
denen von Patienten mit Vorhofflimmern Ubereinstimmen. Wurden bei Zellen
mit normalem Aktionspotential der L-Typ-Ca?*-Strom (Ica L) mit Nifedipin blo-
ckiert, so zeigten die Aktionspotentiale die typische Dreiecksform, die derjeni-
gen bei einer atrialen Tachykardie entsprach. Andere experimentelle Modelle
konnten diese Beobachtungen bestatigen (Hara et al., 1999, Van Der Velden et
al., 2000). Tieleman et al. 1997 fanden im Modell des schnellen atrialen Pa-
cings an der Ziege , dass sich die effektive atriale Refraktarperiode nach Vera-
pamil-Gabe weit weniger verkurzte als in der Kontrollgruppe. Au3erdem dauerte
die Wiederherstellung der normalen effektiven atrialen Refraktarperiode nach
Beendigung der Stimulation bei Verapamil-Gabe weniger lange (Tielemann et
al., 1997). Dies alles weist darauf hin, dass das elektrische Remodeling der
Vorhofe durch den hohen Calcium-Einstrom wahrend hoher Vorhoffrequenzen
getriggert wird.

Eine grol3e Anzahl atrialer Kardiomyozyten imponieren durch im Licht- bzw. E-
lektronenmikroskop sichtbare Veranderungen ihrer zellularen Substrukturen wie
dem Verlust von Myofibrillen, der perinukledren Glykogenanhaufung, Verande-
rungen der Struktur und GroRe von Mitochondrien, der Fragmentierung des
sarkoplasmatischen Retikulums und der homogenen Verteilung des nuklearen
Chromatins. Hinzu kommt eine Zunahme der Zellgrofe (Ausma et al., 1997)
und eine Vergrolderung der A-Banden, die bei paroxysmalem und persistieren-
dem Vorhofflimmern zu beobachten ist (Brundel et al., 2002). Des Weiteren

wurde eine signifikante Zunahme des Typ-I-Kollagens beobachtet (Kostin et al.,
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2002, Xu et al., 2004), die mit der Fibrosierung des flimmernden Myokards ein-
hergeht.

In tierexperimentellen Modellen des Vorhoffimmerns war die mRNA-
Konzentration der aic-Untereinheit des L-Typ-Ca®*-Kanals reduziert (Van Der
Velden et al., 2000, Yue et al., 1999). Beim Menschen wurden widerspruchliche
Ergebnisse erzielt: zwei Arbeitsgruppen konnten einen reduzierten mRNA-
Gehalt der asc-Untereinheit nachweisen (Brundel et al., 2001, Lai et al., 1999),
was von einer anderen Gruppe nicht bestatigt werden konnte (Grammer et al.,
2001). Auf Protein-Ebene wurde in einigen Studien eine verminderte Expressi-
on der aic-Untereinheit gefunden (Brundel et al., 2001, Klein et al., 2003), in
zwei anderen dagegen nicht (Schotten et al.,, 2000, Schotten et al., 2003).
Schotten et al. konnten weder bei der Untersuchung der ,-Untereinheit des L-
Typ-Ca?*-Kanals noch bei der der Dihydropyridinbindungsstelle des Kanals eine
veranderte Expression bzw. Dichte feststellen (Schotten et al., 2003). Andere
Ergebnisse wiesen darauf hin, dass die mRNA-Expression der L-Typ-Ca?*-
Kanal-R-Untereinheiten - wichtige Modulatoren fir die Amplitude von Ic,, | - bei
Vorhofflimmern stark vermindert ist (Grammer et al., 2001). Nachdem sie eine
3,1fach héhere Offenwahrscheinlichkeit des L-Typ-Ca?*-Kanals festgestellt hat-
ten, untersuchten Klein et al. die Phosphatase 2A auf deren Protein-Expression,
wobei jedoch mittels Westernblot-Analyse keinerlei Veranderungen festgestellt
werden konnten (Klein et al., 2003).

Bei schneller atrialer Stimulation im Hundemodell kam es zwar zu einer progre-
dienten Verringerung der Natriumstromdichte und Expression der o-
Untereinheit des schnellen Natriumkanals (Gaspo et al., 1997, Yue et al., 1999),
beim Menschen hingegen war die Natriumstromdichte unverandert gegenuber
derjenigen von Patienten im Sinusrhythmus (Bosch et al., 1999).

Wahrend die Expression der Kv4.3-mRNA, die dem transienten K-
Auswartsstrom zugrunde liegt, im Tierversuch uneinheitlich bewertet wurde
(Van Der Velden et al., 2000), (Yue et al., 1999), konnte in humanen Proben ei-
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ne um 61% deutlich verringerte Expression bei Vorhofflimmern festgestellt wer-
den; die mRNA-Level von Kv1.4 waren bei Sinusrhythmus und Vorhofflimmern
identisch (Grammer et al., 2000).

Von den gap-junction-bildenden Connexinen am Herzen (Cx 40, Cx 43, Cx 45)
wurden vor allem Cx 40 und Cx 43 untersucht. Hierbei kamen unterschiedliche
Arbeitsgruppen zu nicht Ubereinstimmenden Ergebnissen, was die Expression
der Connexine bei Vorhofflimmern angeht (Grammer et al., 2000, Kostin et al.,
2002 und Polontchouk et al., 2001). Die Arbeitsgruppe um Van der Velden et al.
konnten 1998 bei der Ziege eine heterogene Umverteilung von Cx40, nicht je-
doch von Cx43, auf der Zelloberflache im Vergleich zum Sinusrhythmus fest-
stellen.

Bedeutend fur die Konzeption der vorliegenden Arbeit waren Ergebnisse eige-
ner Vorarbeiten. Wir konnten bereits nach sechsstindiger Vorhofstimulation ei-
ne Verringerung der Calciumstromdichte nachweisen, die nach 12 und 24
Stunden noch deutlicher wurde. Weiterhin konnte nach 24 Stunden erstmals ei-
ne Reduktion as-Untereinheit-mRNA gezeigt werden. Alle anderen Veranderun-
gen auf mRNA-Ebene waren zu diesem Zeitpunkt ebenfalls schon nachweisbar
(Bosch et al., 2003).

AbschlieRend bleibt festzustellen, dass den Kurzzeiteffekten des atrialen Re-
modeling wohl eher funktionelle Veranderungen zugrunde liegen, wahrend die

Langzeiteffekte durch eine Veranderung der Genexpression gepragt sind.

1.3.4 Therapie

Ist Vorhofflimmern nicht durch eine kardiale Grunderkrankung bedingt, stehen
drei Therapiestrategien fur die Behandlung zur Wahl: zum Einen das Beenden
der Arrhythmie mittels medikamentoser oder elektrischer Kardioversion, der Er-
halt des Sinusrhythmus durch Medikamente oder nicht pharmakologische The-

rapien oder die Kontrolle der Ventrikelfrequenz. Zusatzlich ist eine Antikoagula-
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tionstherapie bei Patienten mit entsprechenden Risikofaktoren fir Thromboem-

bolien von grof3er Bedeutung.
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1.4 Atriales Natriuretisches Peptid

Das atriale natriuretische Peptid (ANP) ist Teil einer Klasse von Polypeptiden,
die aulder ANP noch das ,Brain natriuretic peptide (BNP), Urodilatin und das C-
Typ natriuretische Peptid (CNP) beinhaltet.

1.4.1 Synthese, Aufbau, Speicherung, Sekretion und Freisetzung

Das in den chromaffinen Zellen der Herzvorhofe synthetisierte Peptidhormon
ANP besteht in seiner zirkulierenden Form aus folgender Aminosaurensequenz:
H-Ser-Leu-Arg-Arg-Ser-Ser-Cys’-Phe-Gly-Gly-Arg-lle-Asp-Arg-lle-Gly-Ala-Gln-
Ser-Gly-Leu-Gly-Cys?*-Asn-Ser-Phe-Arg-Tyr-OH. Es enthalt eine Disulfidbriicke
zwischen den Aminosauren Cystein an Position 7 und 23, wodurch eine ge-
schlossene Ringstruktur entsteht. Die Speicherung des humanen ANP erfolgt
als sogenanntes Pra-pro-ANP als 126-Aminosaurepeptid in membrangebunde-
nen sekretorischen Granula der atrialen Kardiomyozyten. Extrakardiale Spei-
cherorte sind das zentrale Nervensystem und die Nieren (Nakayama et al.,
1984).

Ein Dehnungsreiz auf die Zellen des Vorhofmyokards sowie eine supraventriku-
lare Tachykardie bewirken die Freisetzung des atrialen natriuretischen Peptids.
Letzteres konnte durch eine Studie von Petersen und Mitarbeitern belegt wer-
den. Sie zeigten, dass die zuvor bereits in mehreren Studien nachgewiesene
erhohte Plasmakonzentration von ANP bei Patienten mit Vorhoffimmern (An-
derson et al., 1986, Grozier et al., 1987 und Roy et al., 1987) nach Kardioversi-
on innerhalb von 24 Stunden auf ein normales Niveau zurlick ging und flr min-
destens 30 Tage bei diesen Werten blieb (Petersen et al., 1988). Ebenfalls er-
hoht ist die Plasmakonzentration von ANP bei ansonsten asymptomatischen

Patienten mit linksventrikularer Dysfunktion. Diese Tatsache erlaubt den Ruck-
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schluss, die ANP-Konzentration als Marker zur Identifizierung dieser ansonsten
symptomlosen Patienten zu nutzen.

a-Adrenoagonisten und andere vasopressorische Hormone verursachen einen
erhdhten Plasma-ANP-Spiegel (Katsube et al., 1985, Manning et al., 1985). Ei-
ne Studie von Nachshon et al. aus dem Jahr 1995 stellt die Hypothese einer
Autoregulation der ANP-Sekretion durch die Aktivierung des ANPR-A-
Rezeptors und die damit verbundene cGMP-Bildung auf, wobei cGMP hier als
Second messenger eine Downregulation der ANP-Sekretion bewirkte.

Ebenfalls auf molekularer Ebene konnten Cui et al. 2002 zeigen, dass die ANP-
Freisetzung durch cAMP inhibiert wird. Dabei stehen mehrere Moglichkeiten zur
Verfigung: ein Proteinkinase-abhangiger Mechanismus sowie ein L-Typ Calci-
umkanal-abhangiger als auch ein L-Typ Calciumkanal-unabhangiger
Signaltransduktionsmechanismus. Anderungen im Calciumeinstrom via L-Typ
und T-Typ Calciumkanal zeigen gegensatzliche Effekte, was die Regulation der
ANP-Freisetzung durch die atrialen Kardiomyozyten betrifft. Eine Aktivierung
des L-Typ Calciumkanals bewirkt eine Inhibierung der ANP-Freisetzung, wohin-
gegen durch eine Blockade des Kanals eine Stimulation der ANP-Sekretion er-
reicht wird. Der Calcium-Einstrom durch den T-Typ Calciumkanal scheint zu ei-
ner Erhohung der ANP-Sekretion zu fihren (Wen et al., 2000).

1.4.2 Allgemeine Wirkung von ANP

Die Wirkung von ANP entfaltet sich auf verschiedenen Ebenen: erstens direkte
zellulare Effekte, zweitens beeinflusst ANP aufgrund seiner sympathoinhibitori-
schen und vagoexzitatorischen Eigenschaften das autonome Nervensystem
und zum Dritten werden Barorezeptoren durch das Peptidhormon sensibilisiert
(Clemo et al., 1996). Das humane ANP (hANP) besetzt sowohl spezifische
Guanylatcyclase-gekoppelte Rezeptoren (ANPR-A und ANPR-B) auf der Zell-
membran, die cGMP als second messenger produzieren, als auch Guanylatcyc-
lase-unabhangige Rezeptoren (ANPR-C) (Chinkers et al., 1989). Wahrend der



28

ANPR-A Rezeptor die meisten biologischen Aktivitaten von ANP initiiert, dient
der ANPR-C Rezeptor weitgehend der Elimination von ANP aus dem Kreislauf;
aullerdem kann ANP mit Hilfe des letztgenannten Rezeptors auch dazu dienen,
die Menge an intrazellularem cAMP zu reduzieren. Der ANPR-B Rezeptor wird
nur bei sehr hohen Konzentrationen des Peptids aktiviert. Die Stimulation dieser
Rezeptoren fuhrt in der Niere sowohl zu einer Natriurese als auch zu einer aus-
gepragten Diurese. Obwohl infolge der vasodilatorischen Wirkung der Blutdruck
sinkt, kommt es zu einer betrachtlichen Zunahme der glomerularen Filtrations-
rate. Weitere renale Effekte beinhalten eine Hemmung der Renin- und Aldoste-
ronsekretion. Die angiotensinvermittelte Vasokonstriktion und die angiotensin-
vermittelte Aldosteronausschuttung werden antagonisiert.

Es wird vermutet, dass die standig erhdhte Plasmakonzentration von hANP bei
fortgeschrittener Herzinsuffizienz zu einer Desensibilisierung der hANP-

Rezeptoren in den Endorganen fuhrt.
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1.4.3 Wirkung von ANP am Herzen

Nach der Gabe einzelner hoher ANP-Dosen konnte ein leichter Anstieg der
Herzfrequenz beobachtet werden (Richards et al., 1985). Die Herzfrequenz wird
dabei unabhangig vom autonomen Nervensystem direkt Uber einen cGMP-
abhangigen Signalweg beeinflusst (Herring et al., 2001). Die Interaktionen von
ANP mit dem autonomen Nervensystem an der kardialen Zellmembran sind in
Abb.8 dargestellt.

/\ PN
E

ANPT Acetylcholin N

ATP_cAMP P

—Proteinkinase G l /
} : S Proteinkinase A

Phosphatase L

> CAMP-Phosphodiesterase

—  Stimulation
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Abbildung 8: Die Auswirkungen von ANP auf verschiedene Rezeptoren der
kardialen Zellmembran und die intrazellulare Signaltransduktion

Durch die Bindung von ANP an den ANP-Guanylatcyclase-Komplex wird GTP
in cGMP umgewandelt. Noch in Frage steht, ob durch cGMP eine direkte
Hemmung des Ca?*-Kanals verursacht werden kann. Erwiesen ist allerdings,
dass Uber eine von Proteinkinase G aktivierte Phosphatase eine Inaktivierung
des Kanals durch Dephosphorylierung erfolgen kann. Des Weiteren erfolgt
durch cGMP eine Aktivierung der cAMP-Phosphodiesterase, die wiederum die
Aktivierung der Proteinkinase A durch cAMP hemmit.

Weiterhin stimuliert ANP die Freisetzung von Acetylcholin aus parasympathi-
schen Nervendigungen, das Uber die Stimulation inhibitorischer G-Proteine
durch muscarinerge Rezeptoren sowohl eine direkte Inhibition des Ca?*-Kanals
als auch der Adenylatcyclase bewirkt.

Die sympathoinhibitorische Wirkung von ANP aufert sich in der Inhibition der
Freisetzung von Noradrenalin und der damit verbundenen verringerten Aktivie-
rung von stimulierenden G-Proteinen durch den [31-Rezeptor. Die Folge ist zum
Einen eine verminderte direkte Aktivierung des lonenkanals durch das G-
Protein und zum Anderen ein Ausbleiben des stimulierenden Effektes auf die
Adenylatcyclase, die ursachlich fiir die Aktivierung des Ca®**-Kanals durch

Phosphorylierung ist.

ANP-GC ... ANP-Guanylatcyclase

Gi ... inhibitorisches G-Protein

Gs ... stimulierendes G-Protein

M, ... muscarinerger Rezeptor

AC ... Adenylatcyclase

B+ ... Betarezeptor

NE ... Norepinerphrin/Noradrenalin

(Modifiziert nach Clemo et al, 1996)
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1.4.4 Wirkung auf kardiale lonenkanale

In humanen atrialen Zellen scheint ANP den L-Typ Calciumstrom durch einen
cGMP-abhangigen Mechanismus um ca. 38% zu verringern, was einen Einfluss
auf die atriale exzitatorische Refraktarperiode (AERP), die Aktionspotentialdau-
er und die Herzfrequenz hat (Le Grand et al., 1992). Im Atrioventrikularknoten
fihrt diese Inhibierung von Ic, zu einer Reduktion der Uberleitungsgeschwin-
digkeit. Le Grand und Mitarbeiter konnten 1992 weiter nachweisen, dass auch
der Ca**-unabhéngige Kaliumauswartsstrom |, durch ANP gehemmt wird. Des
Weiteren machte die Gruppe die interessante Beobachtung, dass lca in Abwe-
senheit von intrazellularem cGMP sichtlich erhoht ist. Diesen Effekt schreiben
sie einer Gs-Protein-Aktivierung zu. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass
ANP die beiden Strome Icar und li, mithilfe unterschiedlicher Mechanismen
kontrolliert: ersteren sowohl durch eine inhibitorische Guanylatcyclase-
gekoppelte Signalkaskade und eine G-Protein-Aktivierung, letzteren mittels ei-

ner G-Protein-Inhibierung.

1.5 Fragestellung

Das atriale natriuretische Peptid ANP, das bei supraventrikularen Tachykardien,
wie dem Vorhofflimmern vermehrt ausgeschuttet wird, besitzt einen modulie-
renden Einfluss auf den L-Typ Calciumkanal der Kardiomyozyten (Mookherjee
et al.,, 1991). In Zellen gesunder Patienten konnte bei erhdhter ANP-
Konzentration ein verringerter Calciumeinstrom durch diesen Kanal nachgewie-
sen werden. Andererseits wird die ANP-Sekretion durch die Aktivierung des L-
Typ Calciumkanals beeinflusst.

In einem speziell entwickelten experimentellen Tiermodell soll nun einerseits ei-
ne Bestatigung der bereits bekannten ANP-Wirkung auf linksatriale Kardiomyo-

zyten nicht stimulierter Tiere erfolgen. Andererseits werden die Folgen der
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schnellen Vorhofstimulation im Hinblick auf die ANP-Modulation des L-Typ Cal-

ciumkanals untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Die isolierten Vorhofmyokardzellen stammten von weiblichen Newzealand Albi-
no White Kaninchen [Crl:KBL (NZW)], deren durchschnittliches Gewicht bei un-
gefahr 4,0-4,5 kg lag. Die Zuchtlinie dieser Albino-Kaninchen hat ihren Ur-
sprung in den Kitayama Laboratories K.K. of Nagano Refecture, Japan. Seit
1992 werden die Tiere bei Charles River, Deutschland, in Kissleg gezichtet,
woher auch die fur die Versuche bendtigten ehemaligen Zuchtweibchen stamm-
ten. Die Tiere wurden unter artgerechten Bedingungen in einem 12-stindigen
Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Sie erhielten Trinkwasser ad libitum und stan-
dardisiertes, pelletiertes Trockenfutter ssniff K-H, 4mm (ssniff, Spezialdiaten
GMBH, Soest, D).

Das Herzgewicht der Tiere betrug ungefahr 20g.

2.1.2 Verwendete Substanzen und Losungen

21.21 ANP

FUr die Versuche wurde aus der Ratte gewonnenes, atriales natriuretisches
Peptid verwendet: Atrial Natriuretic Factor 1-28, Rat (Calbiochem / Novabio-
chem, Bad Soden, D).

Eine Losung der Substanz erfolgte in funfprozentiger Essigsaure, um jene als
10 upM, aliquotierte Stammldsung bei —20°C aufzubewahren. Aus dieser

Stammldsung wurde am Versuchstag durch Verdlinnung mit calciumfreier Tyr-
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ode-Ldsung die flir die Versuche bendtigte 10 nM ANP-L6sung hergestellt. Der
pH-Wert wurde mit CsOH auf 7,35 titriert.

2.1.2.2 Losungen zur Zellisolation

a) Calciumhaltige Tyrode-Ldsung:

NaCl 136,00 mM
KCI 5,40 mM
MgCl, 1,00 mM
HEPES 5,00 mM
NaH,PO, 0,33 mM
Glucose 10,00 mM
CaCL, 1,80 mM

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf pH 7,35 eingestellt.

b) Calciumfreie Tyrode-LAosung:

NaCl 136,00 mM
KCI 5,40 mM
MgCl, 1,00 mM
HEPES 5,00 mM
NaH,PO, 0,33 mM
Glucose 10,00 mM
CaCL, 0,00 mM

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf pH 7,35 eingestellt
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c) Collagenase-Losung:
Die calciumfreie Tyrode-L6sung wurde hierfur mit Collagenase Typ CLS

Il der Firma Biochrom AG, Berlin, D versetzt. Die Aktivitat der Collagena-
se betrug A=240 Y/ .

2.1.2.3 Aufbewahrungslosung ,,Kraftbruhe“ (KB)

Kaliumglutamat 74,00 mM

KCI 30,00 mM
KH,PO, 30,00 mM
MgSO, 3,00 mM
Taurin 20,00 mM
EGTA 0,50 mM
HEPES 10,00 mM
Glucose 10,00 mM

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf pH 7,35 eingestellt.
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2.1.2.4 Losungen fiir Patch-clamp Experimente

d) Pipettenldsung:

CsCl 20,00 mM
Cs-Aspartat 110,00 mM
HEPES 10,00 mM
EGTA 10 mM
MgCl, 1,00 mM
Mg.-ATP 5,00 mM
GTP 0,10 mM
Phosphokreatin 5,00 mM

Der pH-Wert wurde mit CsOH auf pH 7,35 eingestellt.

e) Badlosung:

CholineCl 136,00 mM
CsCl 5,60 mM
CaCl, 2,00 mM
MgCl, 1,00 mM
NaH,PO4 0,33 mM
HEPES 5,00 mM
Glucose 10,00 mM

Der pH-Wert wurde mit CsOH auf pH 7,35 eingestellt.



f) ANP-Tyrode-LOsung

CholineCl 136,00mM
CsCl 5,60mM
CaCl, 2,00mM
MgCl, 1,00mM
NaH,PO4 0,33mM
HEPES 5,00mM
Glucose 10,00mM
ANP 10,00nM

Der pH-Wert wurde mit CsOH auf pH 7,35 eingestellt

37
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2.1.3 Geriate

2.1.3.1 Operationsbesteck

Fur die Implantation der bipolaren Kanichen-Elektrode wurde Operations-

besteck der Firma Aesculap/B.Braun, Melsungen, D verwendet.

2.1.3.2 Herzschrittmacher und bipolare Kaninchen-Elektrode

Bei dem verwendeten Schrittmacher handelte es sich um das Modell Logos, SN
60 11 27 94 der Firma Biotronik, Berlin, D. Bei den mit Teflon ummantelten bi-
polaren Kaninchen-Elektroden, die Platinhllsen als Kontakte besalten, handelt

es sich um eine Sonderanfertigung der Firma Vasco Med GmbH, Binzen, D.

unipolad feipoler

Qlam
sN 60112794 |Owa

@ BIOTROMIK

Fetlin

Made 1 Gesmany

Abbildung 9: Fotografie des verwendeten Schrittmachers mit ange-

schlossener Elektrode.
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2.1.3.3 Langendorff-Apparatur

Bubble Trap Radnofi, Monrovia, USA

Herzkammer Schott, Mainz, D

Kuhler Brand, Wertheim, D

Thermostat Haake DC30, Gebriider Haake, Karlsruhe, D

2.1.3.4 Patch-Clamp-Messplatz

Um eine Verfalschung der Messergebnisse zu vermeiden, wurden alle strom-

fuhrenden Vorrichtungen geerdet.

Axopatch 200B, Axon Instruments,

Verstarker

Foster City, USA

Digidata 1200, Axon Instruments,
A/D-Wandler

Foster City, USA

pclamp 6.0, Axon Instruments,
Software

Foster City, USA
Mikroskop (invers) Axiovert 100, Zeiss, Oberkochen, D

_ _ . Narishige Scientific Instruments,
Mikromanipulator (hydraulisch)

Tokyo, J
Perifusionsleitungssystem B.Braun, Melsungen, D
Probenkammer Cell Micro Controls, Virginia Beach, USA

TC? bip. Controller, Cell Micro Controls,

Temperiereinheit
Virginia Beach, USA

Peristaltikpumpe P-1, Amersham,
Pumpe

Freiburg, D
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schwingungsdampfender Tisch

TMC, Peabody, USA

Faraday-Kéafig Eigenanfertigung
Elektroden

Typ AG 99,9%, 0,3mm Dicke, Neolab,
Silberdraht

Heidelberg, D

Elektrodenkapillaren

Borsilikatglaskapillaren GC150TF-7.5,
1,5mm OD x 1,17mm ID mit Innenfilament,
Harvard Apparatures LTD., Kent, UK

Elektrodenziehgerat

DMZ-Universalpuller, Zeitz-Instrumente,

Augsburg, D

2.1.3.5 Weitere Gerate und Zubehor

Ethicon Perma — Hand Seide, 3-0, nicht re-

Fixierfaden sorbierbar, Johnson-Johnson, Brussel, B
Kanulen B.Braun, Melsungen, D

Magnetrahrer Martin und Michael Crist, Osterode, D
pH-Meter Migge & Glock, Leonberg, D

Spritzen Becton Dickinson, Heidelberg, D
Sterifilter Milex GS, Milipore, Bedford, USA

Wasserbad mit Schuttler

Kottermann, Hanigsen, D

Praparierscheren und -pinzetten

Aesculap/B.Braun, Melsungen, D
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2.2 Methoden

2.2.1 Kaninchenmodell

Um die Auswirkungen von Vorhofflimmern auf die Zellen des Vorhofmy-
okards ganz gezielt untersuchen zu kdénnen, wurde in unserem Labor
ein Tiermodell entwickelt. Alle Versuche erfolgten mit Genehmigung und
unter Aufsicht des Tierschutzbeauftragte der Universitat Tubingen. Aus-
gewachsenen New Zealand White Kaninchen wurden unter Anasthesie
mit ungefahr 300 mg Ketamin (Ketavet, Pharmacia, Erlangen, D) und 20 mg
Xylazin (Rompun 2%, Bayer, Leverkusen, D) jeweils zwei Sonden (Kanin-
chen-Elektrode, bipolar, Teflonmantel, Platinhilse, Sonderanfertigung,
Firma Vasco Med GmbH, Binzen, D) implantiert. Die erste der beiden
bipolaren Elektroden wurde Uber die linke Vena jugularis externa im
rechten Vorhof platziert. Mit der zweiten Elektrode gelangte man Uber
die rechte Vena jugularis externa in den Sinus coronarius, wo diese am
linken Vorhof liegend platziert werden konnte (siehe Abb. 11). Mit Hilfe
dieser beiden Elektroden war es nun madglich, den rechten Vorhof zu
stimulieren und bipolare Signale vom linken Vorhof abzuleiten. Nachdem
sowohl die rechtsatriale Reizschwelle als auch die Amplitude der link-
satrialen Signale Uberpriuft worden waren, wurden die Wunden mittels
Einzelknopfnaht (Ethicon Mersilene 3-0, nicht resorbierbar, Johnson- John-
son, Brussel, B) verschlossen, wobei die Enden der Sonden jeweils ex-
tern belassen wurden. Um eine postoperative Infektion der Versuchstie-
re zu vermeiden, wurde subkutan ein Breitspektrum-Antibiotikum (Tar-

domycel, Bayer, Leverkusen, D) injiziert.
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Abb. 13: Rontgenthorax des Kanin-
chens
1.) Uber die linke Vena jugularis ex-
terna im rechten Vorhof platzierte
Elektrode
2.) Uber die rechte Vena jugularis ex-
terna im Sinus coronarius platzier-
te Elektrode

An die externen Enden der Sonden wurde ein Schrittmacher (Logos, SN
60 11 27 94, Biotronik, Berlin, D) angeschlossen, der das Herz bei einer
Pulsbreite von 0,5 ms mit 600 Schlagen pro Minute stimulierte. Die Amp-
litude bei der Stimulation betrug 3,7 V. Das mit Hilfe dieses Rapid Atrial
Pacing ausgel6ste Vorhofflimmern wurde Uber 24 Stunden aufrecht er-
halten. Im EKG wurde Uberprift, ob der Vorhof diese Frequenz tGbernimmt und
eine 2:1-Uberleitung in die Ventrikel erfolgt. Vor AnschlieRen des Schrittma-
chers und Beginn der Stimulation wurden die Versuchstiere einer elektrophysio-
logischen Untersuchung unterzogen, mit deren Hilfe die Funktion der Sonde
und die Effektivitat der Stimulation untersucht werden konnte. Des Weiteren war
es somit moglich zu Uberprufen, in wie weit die Vorhdfe bei entsprechenden
Stimulations-Schemata zu Arrhythmien neigten. Diese Versuche sind jedoch
nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Das EKG der - wie oben beschrieben - narkotisierten Tiere wurde zum einen
uber die Extremitaten oberflachlich, und zum anderen Uber die am linken Vorhof
liegende bipolare Sonde intrakardial aufgezeichnet. Zunachst wurde die Reiz-
schwelle, und damit auch die Funktion der im rechten Vorhof liegenden Stimula-

tions-Sonde ermittelt.



43

AnschlieRend wurde die atriale effektive Refraktarperiode (AERP) ermittelt und
weiter Messungen durchgeflhrt.

Trat wahrend der Messungen eine Arrhythmie (meist atriale Tachykardie, selten
Vorhofflattern) oder eine andere Auffalligkeit auf, wurde die Untersuchung un-
terbrochen. Es folgte eine ca. zweiminltige Pause, in der abgewartet wurde, ob
sich die Arrhythmie von selbst terminiert. Bei anhaltender Rhythmusstorung
wurde durch Uberstimulation versucht, diese zu beenden.
Nach Abschluss der Stimulation wurden die Tiere einer weiteren elekt-
rophysiologischen Untersuchungen unterzogen und die Zellen isoliert
und untersucht (siehe Kapitel 2.3.1/2.3.2).

Um dber eine Kontrollgruppe zu verfligen, wurden einigen Tieren
Schrittmachersonden implantiert, es erfolgte bei diesen Tieren jedoch
keine Vorhofstimulation. Diese Tiere durchliefen bis auf die Stimulation
und die abschlieliende elektrophysiologische Untersuchung das gleiche

Prozedere wie die stimulierten Tiere.
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2.2.2 Organentnahme

Far die Organentnahme wurden die Versuchstiere mit 75 mg/kg Ketamin (Keta-
vet, Pharmacia, Erlangen, D) und 5,8 mg/kg Xylazin (Rompun 2%, Bayer, Le-
verkusen, D), die jeweils intramuskular appliziert wurden, analgosediert. Nach
angemessener Wartezeit wurde der Thorax eroffnet, und das noch kontrahie-
rende Herz rasch entnommen. Wahrend der Entfernung des Perikard, Uber-
schissiger Gewebereste, und fur die Praparation der Aorta ascendens wurde
das Herz in calciumhaltiger Tyrode-Lésung aufbewahrt. Danach wurde das Or-
gan zur retrograden aortalen Kanulierung mit PermaHand Seidenfaden an der
Langendorff-Apparatur befestigt (siehe Abb 10; Langendorff, 1895).

2.2.3 Isolation und Aufbewahrung der Zellen

FiUr die Isolation der Vorhofmyokardzellen wurde das Herz an einer Langen-
dorff-Apparatur - gemafl dem Prinzip der retrograden Perifusion unter konstan-
ten Druckverhaltnissen - mit unterschiedlichen Losungen arteriell perfundiert.
Zuerst wurde das Organ so lange mit der calciumhaltigen Tyrode-Losung
durchgespllt, bis das gesamte Blut ausgewaschen war. Als zweiter Schritt wur-
de eine Spulung mit calciumfreier Tyrode-Lésung vorgenommen, bis keine Kon-
traktion der Herzmuskulatur mehr wahrnehmbar war. Nun erfolgte die eigentli-
che Isolation der Vorhofmyokardzellen mittels enzymatischer Dissoziation. Da-
fur wurde die calciumfreie Tyrode-Losung mit Collagenase (Typ CLS Il, Bio-
chrom AG, Berlin, D) versetzt und ebenfalls arteriell perfundiert. Die Isolation
der Einzelzellen beruht auf der Auflésung des interstitiellen Bindegewebes und
der Gap junctions, die das Vorhof- bzw. Kammermyokard jeweils zu einem
funktionellen Synzytium machen. Die Entnahme von zellhaltigen Gewebsantei-
len des linken Atriums erfolgte zu verschiedenen Zeitpunkten, um eine mog-

lichst optimale Zellqualitat zu erreichen. Nach der Isolation wurden die Zellen in
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eine ,Kraftbrihe“ genannte Losung gegeben und im Kihlschrank aufbewahrt.

Die Eigenschaften der Zellen konnten so Uber 8-10 Stunden konstant gehalten
werden.

ca. 100cm
o
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Abbildung 10: Langendorffapparatur zur Isolation von Vorhofmyokard-

zellen

Mittels der Befestigung der Langendorffsaule in einer Hohe von ca. 100 cm
uber dem zu perfundierenden Herzen konnte ein konstanter Perifusionsdruck
von 800-1000 mmH,0 bzw. 58-73 mmHg erzeugt werden. Das Luftblasenauf-
fanggefald (c) dient der Verhinderung von Mikroembolien, das zirkulierende
Warmesystem der Aufrechterhaltung einer physiologischen Temperatur.
a...Vorratsgefaf

b...beheizbarer Schlangenkuhler

c...Luftblasenauffanggefaf® (,bubble trap®)

d...Kanule mit Uber die Aorta fixiertem Herz

e...Warmekammer

f...zirkulierendes Wasserbad (36-37°C)

2.2.4 Patch-Clamp-Messungen

2.24.1 Grundlagen der Patch-Clamp-Technik

Die Hauptmotivation von Erwin Neher und Bert Sakmann bei der Entwicklung
der Patch-Clamp-Technik (Membranfleckklemme) bestand darin, Einzelkanal-
strome aus dem Hintergrundrauschen der Spannungsklemme (voltage clamp)
herauszulésen. Mittels einer dinnen vorsichtig auf die Zellmembran aufgesetz-
ten Glaskapillare, die als Elektrode diente, isolierten sie einen einzelnen Fle-
cken (Patch) auf der Zellmembran elektrisch von seiner Umgebung (Neher und
Sakmann, 1976). Diese Isolation erreichten Neher und Sakmann durch die Er-

zeugung eines Abdichtungswiderstandes (Gigaseal), der durch einen Unter-
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druck (20-30 mbar) in der Glaspipette erzielt wird und im Bereich von mehreren
Gigaohm liegen kann (Hamill et al., 1981). Mithilfe eines negativen Ruckkopp-
lungsmechanismus wird das Membranpotential der Zelle konstant auf dem Wert
der gewilnschten Sollspannung (Kommandospannung) gehalten, indem bei je-
der gemessenen Anderung des Membranpotentials ein Kompensationsstrom in
die Zelle injiziert wird. Dieser messbare Kompensationsstrom entspricht dem
entgegengerichteten Strom, der durch die einzelnen lonenkanale der Zell-
membran fliel3t. Fir diese Messungen wird ein Strom-Spannungswandler beno-
tigt, mit dessen Hilfe es gelingt, tber einen Rickkopplungswiderstand indirekt

den Kompensationsstrom zu messen (Numberger und Draguhn, 1996).

2.2.4.2 Durchfihrung

Die Herstellung der Borsilikatglaspipetten durch einen sog. Universalpuller er-
folgte mit dem Ziel, moéglichst gleiche Pipetten mit einem Eigenwiderstand von
2,5 bis 5 MQ zu erhalten. Dabei gilt, dass dickwandige Pipetten mit gleichem
Offnungsdurchmesser groRere Widerstande haben als dinnwandige (Number-
ger und Draguhn, 1996). Als Messelektroden wurden chlorierte Silberelektroden
verwendet. An die mit Pipettenlosung (siehe Kapitel 2.1.2.3) befullte Borsili-
katglaspipette, in der sich die Messelektrode befand, wurde ein leichter Uber-
druck angelegt, um beim Aufsuchen der Zelle im auf 37°C geheizten Bad zu
vermeiden, dass die Offnung der Pipette mit Zelltrimmern oder sonstigen Ge-
weberesten verunreinigt bzw. verstopft wird. Nach dem Aufsetzen der Pipette
auf die Zellmembran wird ein leichter Unterdruck erzeugt, um einen Gigaseal zu
erhalten und durch einen weiteren Impuls den Ubergang vom ,Cell-Attached*-
in den ,Whole-Cell“-Modus zu erreichen. Dabei wird ein dichter Abschluss zwi-
schen der Pipette und der Zellmembran hergestellt, um dann innerhalb der Pi-
pettendffnung einen Flecken (,patch®) aus der Membran herauszureif3en. Durch
diese Membrandffnung ist ein lonen- und FlUssigkeitsaustausch zwischen Pi-

pettenlosung und Intrazellularflissigkeit moglich, wobei die Gefahr der ,Auswa-
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schung“ der Intrazellularflissigkeit besteht (Pusch und Neher, 1988). Nach
Kompensation des Serienwiderstandes und zweimaliger Messung der Ca-
Strome (jeweils nach funf und acht Minuten) wurde die 10nM ANP-Tyrode-
Ldsung eingespult (sogenannter ,wash-in“) und nach weiteren zwei bezie-

hungsweise funf Minuten die Ca-Strome gemessen.

2.2.4.3 Zellmembrankapazitat und Serienwiderstand

Um die Spannung, die einer Zelle anliegt, sprungartig andern zu kdnnen, muss
zuerst die Flache der Zellmembran, die in diesem Experiment wie ein Konden-
sator mit parallelgeschaltetem Membranwiderstand Ry, wirkt, vollstandig umge-
laden werden. Dies fuhrt zu einem Zeitverzug in der Stromapplikation durch den
Verstarker.

Die Zellmembrankapazitat C, (siehe Formel 1) ist proportional zur ZellgroRe

und lasst die Mdglichkeit der indirekten Zellgrélienbestimmung zu.

Cm=|max'T/U

Cm.....Kapazitat der Zellmembran
Imax-...kapazitiver Ladestrom
Teveenns exponentielle Zeitkonstante
U......Spannungspuls

[Formel 1]

Die somit errechnete Zellgrofie erlaubt nun die Bestimmung der Stromdichte
mittels Formel 2, und ermdglicht es somit auch, die gemessenen Stromstarken,
die von der Zelloberflache abhangig sind, in ein Verhaltnis zueinander zu set-

zen.
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Stromdichte =1/ C,,

Lo gemessene Stromamplitude
Cm.....Kapazitat der Zellmembran bzw. Grofe der Zelloberflache
[Formel 2]

Der limitierende Faktor flr die Ladegeschwindigkeit des Kondensators ist der
Serienwiderstand Rg, der durch die Grolle der Pipettendffnung gebildet wird.
Theoretisch entspricht er dem Pipettenwiderstand Rpjp, allerdings nimmt er in
der Praxis, durch Membranbestandteile und Zellorganellen im Bereich des
.Patches” bedingt, deutlich héhere Werte an, die bis hin zu einer Verdoppelung
des Pipettenwiderstandes reichen kénnen. Dieser erhdhte Widerstand Rg flhrt
nun zu dem sogenannten ,voltage drop“, dem Abfallen der geklemmten Soll-
spannung vor dem Erreichen der Zelle und somit auch zu verfalschten Messer-
gebnissen (Numberger und Draguhn, 1996). Das Ohmsche Gesetz erlaubt die

Berechnung des ,voltage drops®:

Rs = Uvoltage drop / Imess & Uvoltage drop = Rs : Imess

Uvoltage drop.........Spannungsabfall ,voltage drop”

Rs o, Serienwiderstand
Imess «evreeeeeennns gemessener Strom durch einen lonenkanal
[Formel 3]

Sowohl fur die durch die Zellmembrankapazitat als auch fur die durch den Se-
rienwiderstand verursachten Messfehler bzw. Verzégerungen gibt es Kompen-
sationsmaglichkeiten: Bei der Kapazitatskompensation wird das Erscheinen des

Transienten-Strom-Signals im Strom-Spannungswandler dadurch vermieden,



50

dass dieser Strom Uber einen zweiten Eingang in die Pipette gespeist wird. Die
Kompensation des Serienwiderstandes wird durch die Addition eines zum je-
weils injizierten Strom proportionalen Anteils zur Kommandospannung erreicht
(Numberger und Draguhn, 1996).

Durch ein hinreichend negatives Haltepotential wird ein gleichzeitiges Verset-

zen moglichst aller Kanale in den aktivierbaren Zustand erreicht.

2244 Verwendete Spannungsprotokolle

Folgende Spannungsprotokolle wurden fir die Aufzeichnung des lca-Stromes

und zur Bestimmung der Zellmembrankapazitat verwendet (Abb.11 und 12):

200 ms
+20 mV

-60 mV

-80 mV

Abbildung 11: Spannungsprotokoll fiir die Messung des lc,.-
Stromes

Das Haltepotential lag bei -80 mV. Ausgehend davon wurden die Zel-
len fur je 200 ms auf —60 mV bis + 20 mV depolarisiert.
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60 mV ———M

-65 mV
20 ms

Abbildung 12: Spannungsprotokoll zur Messung der Zellmembran-
kapazitat

Das Haltepotential war bei dieser Messung mit -60 mV angelegt. Es er-
folgte nun ein einzelner 20 ms andauernder Spannungsimpuls von —65
mV.

2.2.5 Datenauswertung und Statistik

Die Versuchsergebnisse wurden, falls nicht anders beschrieben, als Mittelwerte
+ SEM (Standard Error of Mean) angegeben. Die Gesamtzahl der untersuchten
Kardiomyozyten wurde mit ,n“ angegeben.

Die Werte wurden mit dem gepaarten Student t-Test auf statistische Signifikanz
gepruft und nur Werte fir p<0,05 als signifikant angenommen. Wenn aufgrund
der Versuchskonstellation der gepaarte t-Test nicht anwendbar war, wurden die
Ergebnisse mittels eines Two Way Analysis of Variances (=Two-Way-ANOVA)
auf Signifikanz geprift und ebenfalls nur Werte mit p<0,05 als signifikant ange-

sehen.
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Mittels Extrapolation der Messwerte vor Applikation der Substanz konnte ein
gelegentlich auftretender Rundown-Effekt rechnerisch eliminiert werden. Somit
konnte eine ,bereinigte” Differenz der Stromdichten vor und nach Einwaschen

der untersuchten Substanz gebildet werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellmembrankapazitat

Die Zellmembrankapazitat errechnet sich aus Formel 1. Der durchschnittliche
Wert fUr die Zellmembrankapazitat betrug 85,4 + 9,23 pF bei einer Streuung
von 44,07 pF bis zu 211,92 pF. Hierbei war allerdings ebenso wenig ein statis-
tisch signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Zellgruppen wie eine

einheitlich signifikante Verteilung der ZellgrolRen zu beobachten.

240 ~

60 mV — ——
220 A

200 ~

180 . '65 mV
o 20 ms

160 -

140 -

C, /pF

120
100 - o o
80 °

60 -

20 T T T

® implantierte Kontrollgruppe Zellen/n
O  Gruppe der schnellen Vorhofstimulation

Abbildung 14: Zellmembrankapazitaten der einzelnen Kardiomyozy-
ten
Der fur die Errechnung der Membrankapazitat notwendige Spannungs-

puls ist in der rechten oberen Ecke dargestellt.
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3.2 Wirkung von ANP auf den kardialen L-Typ Ca**-Kanal

Ausgehend von einem hinreichend negativen Haltepotential Vy= -80 mV, das
alle Kanale in den aktivierbaren Zustand versetzte, wurden die Vorhofmyokard-
zellen gemal dem Spannungsprotokoll (siehe Abb.11) fur jeweils 200 ms auf
Spannungen von —-60 mV bis +20 mV geklemmt und die dabei entstehenden

Einwartsstrome durch den L-Typ Calciumkanal aufgezeichnet.

3.2.1 Kontrollgruppe (Sham)

Hier werden nun die Ergebnisse der Zellen aufgefuhrt, die aus den Tieren
stammen, denen zwar Schrittmacher implantiert, jedoch kein Vorhofflimmern

induziert wurde. Sie werden im Folgenden ,sham” genannt.

Die Originalaufzeichnungen des Ic,-Stromes einer einzelnen ausgewahlten
Zelle vor (Abb. 15) und nach (Abb. 16) Einwaschen (wash-in) von 10 nMol/l
ANP zeigen eine deutliche Abnahme der Stromamplitude. Das Maximum vor
wash-in, das bei einer Spannung von +10 mV erreicht wird, betragt ungefahr —
770 pA. Nach funfminttigem Einwaschen der Substanz wurde - bei einer auf
+10 mV geklemmten Spannung - eine maximale Stromamplitude von ungefahr
—-500 pA gemessen. Dies entspricht einer Reduktion des Ic,-Stromes nach
wash-in von 10 nMol/l ANP um knapp — 30%.
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200 ms

+ 20 mV

Stromamplitude / pA
g 8

- 800

- 1000 . . . . 1

Zeit / ms

Abbildung 15: Originalaufzeichung eines Ic,-Stromes vor dem Einwa-
schen von 10 nMol/l ANP-L6sung

Die Ausldsung der Strome erfolgte gemal dem Spannungsprotokoll in der
rechten oberen Ecke der Abbildung. Es wird eine Zelle der Kontrollgruppe

(sham) dargestellt.
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200 ms
+20mV————

400 4

200 4

Stromamplitude / pA
g8 8 8 8 o

- 1 nnn ¥ I L] I L}
0 20 40 60 80

Zeit f ms

Abbildung 16: Originalaufzeichnung eines Ic,-Stromes nach funfminii-
tigem Einwaschen von 10 nMol/l ANP

Die Auslosung der Strome erfolgte gemaly dem Spannungsprotokoll in der
rechten oberen Ecke der Abbildung. Dargestellt wird wieder dieselbe Zelle
wie in Abbildung 15.

Die Auswertung der lca -Strome mehrerer Zellen (n=7) ergab eine deutliche
Abnahme der Stromamplitude nach Superfusion mit 10 nMol/l ANP. Der durch-
schnittliche Wert der maximalen Stromamplitude, die bei einer geklemmten
Spannung von 10 mV gemessen wurde, betrug vor Applikation der Substanz
820,07pA + 161,13 pA. Nach funfminutiger Superfusion mit 10 nMol/l ANP be-
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trugen die gemessenen Werte der maximalen Stromamplitude 534,60 pA +
84,96 pA.

Ein Vergleich der unterschiedlich gro3en Zellen wird erst durch die Ermittlung
der Stromdichte mdglich (siehe Methodenteil Kapitel 2.2.3.3). Die durchschnitt-
liche Stromdichte vor wash-in der ANP-Lésung betrug -12,39 pA/pF * 3,07
pA/pF. Nach Superfusion mit der 10 nMol/l ANP-L6sung Uber funf Minuten,
konnten fur diese Zellen Werte von - 8,78 pA/pF + 2,25 pA/pF ermittelt werden.
Die Abnahme des Betrages der Stromdichte belauft sich, wie in Abbildung 17
dargestellt, auf 29,1 %.

Im Laufe der Versuchsdauer erfahrt die Zelle eine physiologische Reduktion ih-
rer Stromdichte, den sogenannten Rundown. Um hierdurch verfalschte Ergeb-
nisse fur die Reduktion der Stromdichte nach Applikation der untersuchten
Substanz auszuschlielen, wurde fir jede einzelne Zelle eine Korrektur des
Rundown, der als linear betrachtet werden darf, durchgefuhrt. Mittels Extrapola-
tion mehrerer Messwerte zu verschiedenen Zeitpunkten vor der Substanzappli-
kation wurde eine Gerade errechnet, deren Schnittpunkt mit dem x-Wert, der
dem Zeitpunkt der Substanzapplikation entspricht, ergab den bereinigten Aus-
gangswert fur den Vergleich der Stromdichten vor und nach Substanzapplika-

tion.



58

Implantierte Kontrollgruppe (Sham)

-0,357

180 - P

7)

160 -
140 1

120

100 -

80

60 -

e, - Stromdichte / %

40 -

20

vor Substanz- 5 min nach Superfusion
applikation mit 10 nMol/| ANP

Abbildung 17: Verringerung der maximalen Ic, — Stromdichten fiinf
Minuten nach Applikation (wash-in) von 10 nMol/l ANP (Zellen der
Kontrollgruppe)

Der Betrag der Stromdichte weist nach Applikation der Substanz noch

70,9 % der anfanglichen Stromdichte auf. p = 0,357, n=7 bzw. n=5

Tragt man alle Stromdichten gegen die entsprechend geklemmten Spannungen
auf, ergibt sich ein Stromspannungsdiagramm, aus dem deutlich wird, dass ei-
ne spannungsabhangige Reduktion der Stromamplitude bzw. Stromdichte zwi-

schen den Spannungspulsen U =-10 mV und U = +20 mV erfolgte (Abb. 18).



Stromdichte / pA/pF

implantierte Kontrollgruppe (Sham)

-10

-12 4

14 -

-16 -

'18 T T T T T T T

Uu/mV

—&— implantierte Kontrollgruppe vor Substanzapplikation; n=7
--O- implantierte Kontrollgruppe 5 Min nach Applikation von 10 nMol/l ANP; n=5
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Abbildung 18: Stromspannungsdiagramm der implantierten Kon-
trollgruppe

fur die Spannungspulse von — 60 mV bis + 60 mV vor bzw. nach Zuga-
be von 10 nMol/I ANP.
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3.2.2 Gruppe mit schneller Vorhofstimulation (atriales Pacing)

Stellte man einen Vergleich zwischen stimulierten Kardiomyozyten vor der Ap-
plikation von 10 nMol/l ANP und funf Minuten nach der Superfusion mit dieser
ANP-L6sung an, so ergab sich eine signifikante Abnahme der Stromdichte zwi-
schen diesen beiden Gruppen (siehe Abb. 19). Die maximale Amplitude der
Stomdichte verringerte sich signifikant von - 5,59 + 0,65 pA/pF um 75,9 % auf -
1,35 £ 0,37 pA/pF.

Gruppe der schnellen Vorhofstimulation (atriales Pacing)

vor Substanz- 5 min nach Applikation
applikation von 10 nMol/l ANP
0
J

Stromdichte / pA/pF
A

8 - L p<0,001——!

Abbildung 19: Verringerung der maximalen Stromdichte von Zel-
len der schnellen Vorhofstimulation (Pace) nach Applikation von
10 nMol/l ANP

Die maximale Amplitude der Stromdichte wurde bei einer Spannung
von + 10mV erreicht. Die statistische Signifikanz wurde mithilfe eines

gepaarten t-Tests ermittelt. n = 8, p<0,001.
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Das Stromspannungsdiagramm der durch Vorhofflimmern in ihren elektorphysi-
ologischen Eigenschaften beeinflussten atrialen Kardiomyozyten weist eine
deutlich sichtbare Diskrepanz zwischen den Stromdichten vor Applikation der
10 nMol/I-ANP-L6sung und den Werten nach Superfusion auf. Die Reduktion
der maximalen Amplitude um 75,9% in Abbildung 20 ist offensichtlich.

Gruppe der schnellen Vorhofstimulation (atriales Pacing)

Stromdichte / pA/pF
o

Uu/mvV

—A— atriale Pacing-Gruppe vor Substanzapplikation; n=8
- atriale Pacing-Gruppe 5 Min nach Applikation von 10 nMol/l ANP

Abbildung 20: Stromspannungsdiagramm von stimulierten atrialen
Kardiomyozyten

Die signifikante Abnahme der maximalen Stromdichte bei einer Span-
nung von + 10 mV offenbart sich auch bei Spannungspulsen von —10 mV

bis einschlieBlich + 30 mV. Die statistische Signifikanz wurde mit Hilfe ei-

nes gepaarten t-Tests ermittelt. n=8
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3.3 Folgen der schnellen Vorhofstimulation

Die schnelle Vorhofstimulation (atriales Pacing) bewirkt auch schon nach der
kurzen Zeit von 24 Stunden eine Anderung der elektrophysiologischen Eigen-

schaften der atrialen Kardiomyozyten.

3.3.1 Vor Applikation von ANP

Ein direkter Vergleich der Ic,-Strome vor dem Einwaschen der Substanz ANP
erlaubt eine Gegenuberstellung der unterschiedlichen Stromdichten. Fur die
Spannungspulse von — 60 mV bis + 60 mV, die gemall dem Spannungsproto-
koll, das bereits in Kapitel 2.2.3.4 erlautert wurde, aufgezeichnet wurden, zeigte
sich eine deutliche Reduktion der Stromdichten innerhalb der Gruppe der stimu-

lierten atrialen Kardiomyozyten.
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Vor Applikation der untersuchten Substanz

-10

Stromdichte / pA/pF
1o

-12 +

-14 A

-16 -+

'1 8 T T T T T T T
-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80

—&— implantierte Kontrollgruppe (Sham); n=7
- Gruppe der schnellen Vorhofstimulation; n=8

Abbildung 21: Stromspannungsdiagramm zum Vergleich der Auswir-
kung von atrialem Pacing auf Kardiomyozyten des Vorhofes.

Es wurden die implantierte Kontrollgruppe (Sham) sowie die Gruppe der
schnellen Vorhoffstimulation (Pace) vor dem Einwaschen von 10 nMol/l ANP
miteinander verglichen.

Die Ermittlung der statistischen Signifikanz erfolgte mit Hilfe des Two way
ANOVA-Testes. p= 0,002
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Die statistisch signifikante Herabsetzung der durchschnittlichen Stromdichte
von Vorhofkardiomyozyten nach atrialem Pacing bewegte sich im Bereich von

- 55%. Die Gruppe der schnellen Vorhofstimulation wies bei einem Spannungs-
puls von U = 10 mV ein absolutes Maximum der durchschnittlichen Stromdichte
von - 5,59 + 0,65 pA/pF auf. Der Maximalwert der Kontrollgruppe im Bereich
dieser Spannung lag bei -12,39 pA/pF + 3,07 pA/pF. |Ihr absolutes Maximum er-
reichte die Kontrollgruppe mit —13,03 + 3,65 pA/pF allerdings bei einer angeleg-

ten Spannung von 0 mV.

3.3.2 Nach Applikation von ANP

Der signifikante Unterschied zwischen der Kontroll- und der Vorhofflimmergrup-
pe wurde bei der Betrachtung der ANP-Wirkung auf die beiden verschiedenen
Gruppen noch ausgepragter. Wahrend die Kontrollgruppe der Zellen von den
operierten aber nicht stimulierten Tieren nach funfminatiger Superfusion mit 10
nMol/l ANP einen Rickgang der Stromdichte auf — 8,78 pA/pF = 2,25 pA/pF
zeigte, wurden bei den Zellen der stimulierten Tiere nur noch Werte von - 1,35
0,37 pA/pF gemessen (p<0,002). Das bedeutet eine Differenz der Stromdichten
der beiden unterschiedlichen Zellgruppen um mehr als 80 Prozentpunkte bezo-

gen auf den Wert der nicht stimulierten Gruppe (Abb. 22).
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Nach funfminutiger Applikation von 10 nMol/I| ANP

— p<0,002———

120 ~
®)

100 -
S
2 80 -
2
<
Q
2  60-
2 100% => 12,39 pA/pF
w
'« 40 -
O

8
20 - (T)*
0
implantierte Gruppe der schnellen
Kontrollgruppe Vorhofstimulation

Abbildung 22: Differenz der maximalen Ic, L — Stromdichte zwischen Zel-
len der Kontroll- und Vorhofflimmergruppe

Werte bezogen auf Ausgangswert der Kontrollgruppenzellen (100% =>
12,39 pA/pF). Die statistische Signifikanz wurde mithilfe eines Two way A-
NOVA-Tests ermittelt. Die Anzahl der Zellen ist in Klammern Uber den jewei-

ligen Balken dargestellt.

Die Darstellung der Stromspannungskurve zeigt eine stark abgeflachte Kurve
fur die Gruppe der Zellen, die 24-stindigem Vorhofffimmern ausgesetzt waren

(Abb. 23). Ihre maximale Stromdichte lag ebenso wie vor Applikation von 10
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nMol/l ANP bei U = +10 mV. Ebenso keine Veranderung seiner Lage zeigt das

Maximum der Kontrollgruppe, das wiederum bei U = 0 mV zu finden ist.

Nach funfminutiger Applikation von 10 nMol/I| ANP

Stromdichte / pA/pF
&

-8 -~
_10 ]
12 4 4
'14 T T T T T T T
-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80
Uu/mvVv

—O— implantierte Kontrollgruppe (Sham); n=5
-~ Gruppe der schnellen Vorhofstimulation; n=8

Abbildung 23: Stromspannungskurve fur die Zellen der Kontroll-
bzw. Vorhofffimmergruppe nach Applikation von 10 nMol/l ANP
tiber finf Minuten

Die statistisch signifikante Differenz der beiden Gruppen wurde mittels
Two-Way-ANOVA ermittelt.
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3.4 Vergleich aller vier Versuchsgruppen

Um alle vier Versuchsgruppen miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden die
Stromdichten der Kontroll- bzw. Vorhoffflimmergruppe jeweils vor und nach der
Applikation von 10 nMol/l ANP gegen die jeweils ,geklemmte“ Spannung aufge-
tragen (Abb. 24). Um einen besseren Vergleich der VerhaltnismaRigkeiten zu
ermoglichen, wurden die Werte gegen den hochsten Wert normalisiert und ge-
gen Eins aufgetragen (Abb. 25).

Die Abklarung der statistischen Signifikanz erfolgte wiederum mithilfe eines
,TWo-Way-ANOVA®.
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Stromdichte / pA/pF

Kontroll- und atriale Pacing-Gruppe vor bzw. nach
Applikation von 10 nMol/l ANP

-10

-12 1

-14 4

-16 +

'18 T T T T T T T

U/mV

80

—&— Kontrollgruppe ohne ANP; n=7

—O— Kontrollgruppe 5 Min nach Superfusion mit 10 nMol/l ANP; n=5

—w— atriale Pacing-Gruppe ohne ANP; n=8

—v— atriale Pacing-Gruppe 5 Min nach Superfusion mit 10 nMol/l ANP; n=8




Abbildung 24: Stromspannungsdiagramm der vier Versuchsgruppen:
In der Abbildung wurden die unterschiedlichen Stromdichten der einzel-
nen Gruppen aufgetragen. Die Zellen der implantierten Kontrollgruppe
haben ihr absolutes Maximum bei einer Spannung von + 0 mV. Der
hochsten Wert findet sich mit 13,03 + 3,65 pA/pF bei den Zellen der Kon-
trollgruppe vor Superfusion. Es folgt die Kontrollgruppe nach Substanz-
applikation mit 9,29 + 2,77 pA/pF. Fur Vergleiche der vier Gruppen wur-
den die Werte bei einer Spannungvon + 10 mV herangezogen, welche
bei 12,39 + 3,07 pA/pF bzw. 8,78 £ 2,25 pA/pF lagen. Einen weit gerin-
geren Wert weisen die gepaceten Kardiomyozyten bei vor ANP-Gabe mit
5,59 = 0,65 pA/pF auf. Die Gruppe mit der starksten Reduktion der
Stromdichte ist letztlich die atriale Pacing-Gruppe nach funfminGtiger Su-
perfusion mit 10 nMol/l ANP, hier wurden nur noch 1,35 + 0,37 pA/pF

gemessen. Die absoluten Maxima diere Gruppen lagen bei + 10 mV.

69
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Stromdichten-Spannungs-Diagramm aller Gruppen
mit normalisierten Werten

0,2
0,0 -
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Uu/mVvV

Kontrollgruppe ohne ANP; n=7

Kontrollgruppe 5 Min nach Superfusion mit 10 nMol/l ANP; n=5
atriale Pacing-Gruppe ohne ANP; n=8

atriale Pacing-Gruppe 5 Min nach Superfusion mit 10 nMol/l ANP; n=8

119

Abbildung 25: normalisiertes Stromspannungsdiagramm der vier Ver-
suchsgruppen.

Werden die gemessenen Ergebnisse auf das jeweilige Maximum vor Applika-
tion von 10nM/I ANP bezogen, ergibt sich unabhangig von der angelegten
Spannung ein deutlicher Unterschied in der Reduktion. Die Gruppe der gepa-
ceten Kardiomyozyten erfahrt eine weit starkere Reduktion ihrer Stromdichte

als die Kontrollgruppe. Bei ihr ist der ANP-Effekt weit weniger stark ausge-

pragt.
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Die Kontrollgruppe vor Applikation von 10 nMol/l ANP besitzt die grof3te maxi-
male Stromamplitude der vier Versuchsgruppen. |hr folgt die Kontrollgruppe
nach funfminutiger Applikation von 10 nMol/l ANP, deren maximale Stromampli-
tude auf 70,9 + 18,2% reduziert ist. An dritter Stelle steht die Gruppe, die die
stimulierten Kardiomyozyten beeinhaltet; diese Zellen wurden nicht mit Sub-
stanz versetzt. lhre maximale Amplitude des Ic, —Stromes betragt noch 45,1 +
5,2% verglichen mit der Kontrollgruppe. Interessanter ist allerdings die Strom-
dichtenreduktion der Zellen, die von den Tieren stammen, die Uber 24 Stunden
unter ,Vorhofflimmerbedingungen® gehalten wurden. Im Vergleich zu den Wer-
ten vor Superfusion mit 10 nMol/I ANP sind sie nach funfmindtiger Applikation
auf 24,1% * 6,6% des Ausganswertes reduziert (Abb. 26).
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Implantierte Kontrollgruppe und gepacete Kardiomyozyten
vor und nach Applikation von 10 nMol/l ANP
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Kontrollgruppe atriale Pacing-Gruppe

Abbildung 26: Vergleich der Versuchsgruppen vor und funf Minuten
nach Applikation von 10 nMol/l ANP

Es werden die maximalen Stromdichten des Ic, -Kanals sowohl der Kontroll-
gruppe als auch die der gepaceten Kardiomyozyten vor und nach funfmina-
tigem Einwaschen von 10 nMol/l ANP dargestellt. Die Werte sind auf das
jeweilige Stromdichtenmaximum der beiden Gruppen bei + 10 mV bezogen,
um einen besseren Vergleich zu ermoglichen.

Die Unterschiede zwischen den gepaceten Kardiomyozyten und der ent-
sprechenden Kontrollgruppe sind jeweils statistisch signifikant. Eine statisti-
sche Signifikanz zwischen den Werten vor und nach finfminutiger Superfu-

sion mit ANP war nur bei der Flimmergruppe festzustellen.
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4 Diskussion

4.1 Ergebnisdiskussion

4.1.1 Auswirkungen der schnellen Vorhofstimulation

Fir die Zellmembrankapazitat als Parameter der ZellgroRe, die durchschnittlich
bei 85,4 pF lag, war keine statistisch signifikante Veranderung fur die einzelnen
Zellgruppen zu ermitteln. Skasa et al. und Van Wagoner et al. hatten im Zu-
sammenhang mit Vorhofflimmern bei humanen atrialen Kardiomyozyten eine
signifikante Steigerung der Zellgrof3e nachgewiesen (Skasa et al., 2001, Van
Wagoner et al., 1999). Die Erklarung flr den nichtvorhandenen Unterschied in
der Zellgrofle kann zum Einen in interindividuellen Varianzen liegen, ist aber
wohl eher in der Dauer des Vorhofflimmerns zu suchen: Sowohl Skasa als auch
Van Wagoner untersuchten rechtsatriale Kardiomyozyten von Patienten mit
chronischem Vorhofflimmern, wahrend es sich bei den in dieser Arbeit unter-
suchten Zellen um nur 24 Stunden stimulierte Kardiomyozyten handelte.

Neben der ZellgroRe ist auch die Anzahl der Calcium-Kanale auf der Zellmemb-
ran ein kontrovers diskutierter Punkt, der insofern auch fur die vorliegende Ar-
beit von Bedeutung ist, als es sich hierbei nicht um Einzelkanalmessungen han-
delt, sondern um die Messung eines ,makroskopischen“ Kanals (Skasa et al.,
2001). Diesen Ausdruck veranschaulichten McDonald et al. 2001 in folgender
Gleichung:

I=N-Pgi

l... Stromstarke

N... Kanalanzahl

Po...  Offnungswahrscheinlichkeit

i... der bei definierter Spannung durch einen Kanal geleitete Strom
[Formel 4]
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Aus Abbildung 21 wird ersichtlich, dass die Spannungsabhangigkeit des L-Typ
Ca?*-Stromes nicht, wie von mehreren Autoren beschrieben, durch Vorhofflim-
mern unbeeinflusst blieb (Bosch et al., 1999, Allesie et al., 2002). Wahrend die
Zellen der Kontrollgruppe ihr Stromdichtenmaximum im Spannungsbereich von
U = 0 mV aufwiesen, zeigten die Zellen, die nach 24-stiindigem induziertem
Vorhofflimmern isoliert wurden, das Maximum des lca. — Stromes bei einem
Spannungspuls von U = + 10 mV, letzteres konnte von oben genannten Auto-
ren ebenso gezeigt werden. Chen et al. demonstrierten 2002 hingegen an hu-
manen ventrikularen Myozyten, dass eine Verschiebung der Spannungsabhan-
gigkeit von Zellen gesunder Patienten bzw. Herzfehlerzellen hin zu positiven
Spannungswerten stattfindet (Chen et al., 2002). Eine Erklarungsmoglichkeit
hierfir mag die durch Proteinkinase A-induzierte, im Vergleich zu den Vorhof-
flimmerzellen erhdhte, Phosphorylierung des L-Typ Ca?"Kanal-Komplexes der
Kontrollgruppe sein, die gewohnlich Uber einen [3-adrenergen Signalweg ver-
lauft (Doupnik und Pun, 1992).

Um fur die vorliegende Arbeit mdglichst aussagekraftige Ergebnisse zu gewin-
nen, was sowohl eine moglichst lange Dauer des atrialen Pacing als auch noch
auswertbare Stromamplituden voraussetzt, wurde unter Berlicksichtigung eige-
ner Voruntersuchungen eine ,Stimulationsdauer® von 24 Stunden gewahlt
(Bosch et al., 2003).

4.1.2 Calcium-Overload

Die erhdhte Aktivierungsrate bei Vorhofflimmern fiihrt zu einer Uberladung der
Zelle mit Calciumionen, dem sogenannte ,Calcium-Overload“ (Bosch et al.,
2000). Diese uberhohte Calciumkonzentration im myokardialen Zytoplasma, die
durch den vermehrten Einstrom von Calciumionen durch den L-Typ Ca**-Kanal
verursacht wird, kann verschiedene pathophysiologische Folgen haben: einer-
seits wird auf mitochondrialer Ebene die Calciumaufnahme durch die erhdhte

Calciumkonzentration getriggert und es kommt Uber einen Kollaps des mito-
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chondrialen Membranpotentials zum Zelltod (Duchen, 2000), andererseits spielt
der Calcium-Overload eine herausragende Rolle beim durch Vorhofflimmern in-
duzierten atrialen Remodeling. Die Expression der Calcium-ATPase des Sar-
koplasmatischen Retikulums wird durch das erhéhte Calciumangebot reduziert
(Van Wagoner et al., 2000). Eine Dysfunktion des Sarkoplasmatischen Retiku-
lums wiederum fihrt zu einer Entkopplung des Erregungs-Kontraktions-
Systems (Bolli et al., 1999). Zudem aktiviert die Uberladung von Kardiomyozy-
ten mit Calcium das Enzym Calpain |, was in einer selektiven Proteolyse von
Myofibrillen resultiert (Bolli et al., 1999).

4.1.3 Reaktion auf den Calcium-Overload

Als mdogliche Schutzreaktion der Zelle auf den durch hohe Vorhoffrequenzen
ausgeldsten Calcium-Overload wurde eine statistisch signifikante Reduktion der
lca,L-Stromdichte um 54,9% festgestellt, was mit den von anderen Arbeitsgrup-
pen bisher gefundenen Werten im Gro3en und Ganzen Ubereinstimmt: mehrere
Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass es bei chronischem Vorhofflimmern in
humanen Kardiomyozyten (Grammer et al. 2000, Van Wagoner et al., 1999)
bzw. im 24 Stunden stimulierten Kaninchenmodell (Bosch et al., 2003) zu einer
signifikanten Downregulation der Stromdichte des lca. um ungefahr 60%
kommt.

Der exakte Mechanismus dieser Amplitudendownregulation ist bisher noch
nicht vollstandig geklart. Mehrere Moglichkeiten sind dabei in Betracht zu zie-

hen.

4.1.3.1 Transkriptionelle Downregulation

Eine potenzielle Ursache der transkriptionellen Downregulation der Kanalbau-

stein-mRNA ist die intrazellulare Calciumuberladung der Kardiomyozyten.
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Die reduzierte Expression der mRNA und die als Folge davon auch verringerten
Konzentrationen der Kanal-Proteine werden kontrovers diskutiert. In humanen
Zellen wurden unterschiedliche Ergebnisse gefunden. Beim chronischen Vor-
hoffimmern konnte flr die mRNA-Expression der porenbildenden aic- Unter-
einheit eine Reduktion um 18,9% festgestellt werden, die der By/Bc.-Untereinheit
war 77,7% verringert (Grammer et al., 2000), wobei anzumerken ist, dass in
anderen Studien fur die Expression der aic- Untereinheit erheblich grofiere Un-
terschiede festgestellt wurden (Brundel et al., 1999, Lai et al., 1999). 2001 ge-
lang es Grammer et al. bei Patienten mit chronischem Vorhofflimmern eine sig-
nifikante Abnahme der mRNA-Expression flr die a,/61- und die B1p-Untereinheit
nachzuweisen. Eine Studie von Schotten et al. kam 2003 allerdings zu dem ge-
gensatzlichen Ergebnis, dass die Proteinexpression der aic- sowie die der B-
Untereinheit des L-Typ Ca**-Kanals bei Patienten mit chronischem Vorhofflim-
mern keine Veranderung zeigt. Brundel et al. waren 2001 hingegen zu einem

gegenteiligen Ergebnis gekommen.

Im Tiermodell konnte von Bosch et al. gezeigt werden, dass die Expression der
a1c- Untereinheit-mRNA nach 24 Stunden atrialem Pacing erstmals sichtbar re-
duziert wird und einen um 24% geringeren Wert aufweist, als bei Tieren im Si-
nusrhythmus. Die B-Untereinheit hingegen weist schon deutlich reduzierte Wer-
te auf, bevor eine Reduktion der Stromdichte nachzuweisen ist (Bosch et al.,
2003).

Die durch diese Vorgange verringerte Anzahl an funktionellen L-Typ Calcium-
Kanalen und die dadurch reduzierte Stromstarke kdonnten dazu dienen, einen
Calcium-,Overload“ der Zellen zu vermeiden. Aufgrund der diskrepanten Er-

gebnisse wurden in jungster Zeit weitere additionelle Mechanismen diskutiert.
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4.1.3.2 Veranderungen von Regulatorproteinen (Phosphatasen)

Eine bedeutende Rolle in der Regulation der L-Typ Ca?*-Kanal-Aktivitat spielen
die Proteinphosphatasen 1 und 2A. Hescheler konnte 1987 mit seiner Arbeits-
gruppe nachweisen, dass das sowohl die Proteinphosphatase 1 als auch die
Proteinphosphatase 2A einen durch Isoproterenol stimulierten Icy -Strom in
kardialen Myozyten von Meerschweinchen deutlich reduzieren. Zudem konnte
nachgewiesen werden, dass Phosphataseinhibitoren die Einzelkanal-Aktivitat
erhdéhen und die Phosphorylierung anderer Regulatorproteine wie zum Beispiel

Phospholamban verstarken (Herzig et al., 2000).

Eine klrzlich von Laszlo et al. durchgefuhrte Studie unserer Arbeitsgruppe zur
Expression der Proteinphosphatasen 1A und 2A im 24 Stunden stimulierten
Kaninchen-Modell kam zu folgenden fir diese Arbeit relevanten Ergebnissen: 1.
die Expression der Proteinphosphatase 2Aa wurde durch das atriale Pacing
nicht beeinflusst; 2. fur die Proteinphosphatase 1a konnte mittels Western Blot
eine um 32% erhohte Expression festgestellt werden; 3. bei einer Vorbehand-
lung der Tiere mit dem Calciumkanal-Blocker Verapamil erfuhr die Prote-
inphosphatase 1a keine Veranderung (Laszlo et al., 2007). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die verstarkte Expression der Proteinphosphatase 1A

Teil des Pathomechanismus in den frihen Phasen des atrialen Remodeling ist.

Christ et al. kamen 2004 zu teilweise anderen Ergebnissen, allerdings handelte
es sich hierbei auch um eine Studie mit humanen Proben chronischen Vorhof-
fimmerns. Es wurde eine erhdhte Phosphatase-Aktivitat gefunden und im Ge-
gensatz zu Laszlo et al. auf dem Protein-Level eine erhdhte Expression der
Proteinphosphatase 2A und eine gleichbleibende flir die Proteinphosphatase 1.
Bezuglich der mRNA-Expression der Proteinphosphatase1 konnte sogar ein
statistisch signifikant niedriger Wert ermittelt werden als fur Patienten im Sinus-

rhythmus. Diese Diskrepanzen in den Ergebnissen der beiden Untersuchungen
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sind mit einiger Sicherheit auf das unterschiedliche Studiendesign zurlickzufih-
ren.
Richtungsweisend ist aber die generell erhdhte Phosphatase-Aktivitat, die zu

einer Downregulation des L-Typ Ca**-Kanals fiihrt.

4.1.3.3 Andere potentielle Mechanismen

a) Wirkung von ANP auf die Zellen der Kontrollgruppe

Die Sekretion und Freisetzung von ANP aus den kardialen Vorhoéfen ist auRerst
komplex und wird kontrovers diskutiert. Einige Autoren berichten, ein durch
BAY K 8644 verstarkter Ca®*-Einstrom vermehre die ANP-Sekretion (Ruskoaho
et al., 1986, Saito et al., 1986), was als potentieller Regulationsmechanismus
betrachtet werden konnte, da ANP selbst, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt
wurde, den lca-Strom verkleinert. Aus anderen Arbeitsgruppen verlautet jedoch
ein Widerspruch; hier wurde eine Negativ-Regulation der ANP-Sekretion durch
Ca®* beobachtet (Ito, et al., 1988, Ruskoaho et al., 1990).

Zusatzlich konnte ein Zusammenhang zwischen dem rechtsatrialen Druck, der
bei supraventrikularen Tachykardien gesteigert ist, und einem Anstieg der
Plasma-ANP-Konzentration beobachtet werden (Roy et al., 1987).

Ngo et al. konnten 1990 in einer Studie nachweisen, dass die Plasmakon-
zentration des ANP-Prohormons bei Vorhofflimmern signifikant ansteigt und 30
Minuten nach Kardioversion wieder absinkt. Von anderen Autoren konnte de-
monstriert werden, dass die erhdhten ANP-Konzentrationen bei Vorhofflimmern
und —flattern weder von der Grolke des linken Atriums, der Dauer der Arrhyth-
mie, der Ventrikelfrequenz noch vom Blutdruck abhangig sind (Mookherjee et
al., 1991).
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In dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tiermodell konnten bei der
Verwendung von 10nMol/l ANP deutliche Effekte auf den Ic,-Strom beobachtet
werden. In den Zellen der Kontrollgruppe ergab sich nach funfminutigem Ein-
waschen eine Reduktion der Stromdichte um 29,1%, was uber den Werten von
Tohse et al. liegt, die beim Kaninchen nach Zugabe von 10nMol/l ANP nur eine
um 10% reduzierte Stromdichte messen konnten. Allerdings wurden von der
Arbeitsgruppe um Tohse nicht atriale Kariomyzyten, sondern Ventrikelzellen
verwendet (Tohse et al., 1995). In humanen Zellen konnte eine Verminderung
der Stromstarke nach Superfusion mit der gleichen ANP-Konzentration um
37,81% beobachtet werden (Le Grand et al., 1992). Eine Verschiebung der
Spannungsabhangigkeit konnte in den durchgefluhrten Experimenten nicht fest-
gestellt werden.

Erklarbar ist die verminderte Stromdichte des L-Typ Ca?*-Kanals nach Zugabe
von 10 nMol/l ANP durch eine Erhdhung der intrazellularen cGMP-
Konzentration (Cramb et al., 1987), die wiederum zu einer Aktivierung der Pro-
teinkinase G fuhrt, was letztendlich eine Inhibierung des g, -Stromes zur Folge
hat.

Weiterhin denkbar ist eine durch cGMP stimulierte Aktivierung der Phospho-
diesterase, die zu einer Reduktion der intrazellularen cAMP-Konzentration fuhrt
(Kirstein et al., 1995). Zuletzt sollte auch noch die direkte Inhibierung uber Kop-
pelung von ANP an einen ANP-Rezeptor und die damit verbundene Aktivierung

eines inhibitorischen G-Proteins (G;) genannt werden.

b) Wirkung von ANP auf den L-Typ Ca**-Kanal bei atrialem Pacing

Bei dem in der vorliegenden Arbeit experimentell induzierten atrialen Pacing ist
die Wirkung der selben ANP-Menge auf die Stromdichte des L-Typ Calcium
Kanals mit einer Reduktion um 75,9% erheblich starker, als bei den Zellen der

Kontrollgruppe, wo sie bei nur 29,1% liegt. Die statistisch signifikante Verringe-
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rung der Stromdichte der gepaceten atrialen Kardiomyozyten auf 24,1% £ 6,6%
ihres Ausgangswertes gibt Anlass zu neuen Uberlegungen, was die Bedeutung
von ANP fur das Vorhofflimmern angeht.

Mdglicherweise ist die reduzierte Stromdichte von Ig, , die durch ANP noch ei-
ne weitere Verringerung erfahrt, und die erhdéhte Plasma-ANP-Konzentration
bei Vorhoffimmern als eine Art Regelkreis in Bezug auf die Plasma-ANP-
Konzentration zu sehen, um ein Uberschiefen der ANP-Konzentration mit all

ihren negativen Folgen unbedingt zu verhindern.

Wesentlich wahrscheinlicher ist allerdings, dass die deutlich erhdhte Sensitivitat
des L-Typ Calciumkanals fur ANP bei gepaceten atrialen Kardiomyozyten einen
bisher nicht beachteten Mechanismus im zellspezifischen Umgang mit der dro-
henden Calciumiberladung bei Vorhoffimmern darstellt. Die, relativ gesehen,
wesentlich starkere Verringerung der Ic, -Stromamplitude bei gepaceten atria-
len Kardiomyozyten ist als protektiver Gegenregulationsmechanismus zur Ver-
hinderung des Calcium-Overload mit all seinen pathophysiologischen Folgen zu

sehen.

4.2 Mogliche Fehlerquellen

4.2.1 Gerate

Mittels eines Faraday’schen Kafigs und der Erdung der einzelnen Komponenten
wurde versucht, von anderen Geraten ausgehende elektrische Stérungen wei-
testgehend zu vermeiden. Verunreinigungen des Perifusionssystems durch die
verwendeten Substanzen sollten durch eine grindliche Reinigung nach jeder
Substanzapplikation verhindert werden. Beschadigungen der AgCI-Elektrode
und dem damit verbundenen ,Rauschen® der Aufnahmen wurde durch eine re-

gelmalige Erneuerung der AgCI-Schicht vorgebeugt. Die Pipettenwiderstande
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wurden regelmafig kontrolliert und nur Pipetten mit einem Eigenwiderstand von
2,5 bis 5 MQ verwendet.

Um sogenannten Offsetpotentialen, d.h. Spannungen, die nicht direkt von der
Zelle bzw. dem Kommandopotential selbst herrihren, sondern als Polarisie-
rungserscheinungen an der Silber-/Silberchloridelektrode oder als Ubergangs-
potentiale zwischen verschiedenen Elektrolyten auftreten, entgegenzuwirken,
war eine Korrektur wahrend bzw. vor der eigentlichen Messung notwendig, da
ansonsten ein nicht korrektes Kommandopotential ausgegeben wird.

Da Leckstrome am Ansatzpunkt der Pipette auf der Zelle zu Rauschen in der
Aufzeichnung fuhren kénnen, wurde versucht, diese durch einen sehr guten

,Seal“, d.h. einen Widerstand im Gigaohm-Bereich, mdglichst gering zu halten.

4.2.2 Serienwiderstand

Der sogenannte ,voltage drop“ — das Abfallen der geklemmten Sollspannung —
wird durch den Serienwiderstand Rs verursacht (siehe Kapitel 2.2.3.3). Weiter-
hin ist der Serienwiderstand der limitierende Faktor fiur die Geschwindigkeit mit
der die Ladung zur Spannungsanderung injiziert werden kann; liegen grofe Se-
rienwiderstande vor, werden intrazellulare Spannungsabweichungen stark ver-
zerrt wiedergegeben. Im bestmoglichen Fall entspricht der Serienwiderstand
dem Pipettenwiderstand, ist dies nicht der Fall, kann die intrazellulare Span-
nung empfindlich vom Kommandopotential abweichen, ohne dass dies vom
Verstarker angezeigt wird (Numberger und Draguhn, 1996). Um diesem Prob-
lem zu begegnen, wurde der Serienwiderstand regelmafig vor Beginn der Ex-
perimente und bei Bedarf im Verlauf der Messungen mittels des verwendeten

Verstarkers elektronisch kompensiert.
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4.2.3 Losungen

Verunreinigungen der Losungen beim Herstellungsprozess, sowie deren Ver-
anderungen durch Licht bzw. Temperatur konnen ebenfalls Faktoren fur ver-
falschte Ergebnisse sein. Um diesen Einflissen entgegen zu wirken, wurden
die Lésungen am Versuchstag jeweils aus Stammlésungen neu angesetzt und
in lichtundurchlassigen Behaltern bei konstanter Temperatur aufbewahrt.

Die untersuchte Substanz ANP wurde nach Herstellerangaben geldst und als
aliquotierte Stammlésung bei —20° C aufbewahrt, wie bereits in Kapitel 2.1.2.1

beschrieben.

4.2.4 Zellen

Um die Beeintrachtigung der Ergebnisse durch interindividuelle Unterschiede
zwischen den jeweiligen Versuchstieren moglichst gering zu halten, wurden in
jeder Gruppe Zellen von mindestens vier unterschiedlichen Tieren verwendet.
Eine weitere Problematik bestand in ,Qualitdtsunterschieden“ zwischen den
einzelnen Kardiomyozyten, da die enzymatische Dissoziation der Myozyten von
verschiedenen Parametern, wie den aulReren Bedingungen, dem Alter der Tie-
re, der Organentnahmedauer, der Aktivitat der verwendeten Collagenasen u.a.
abhangt. Diese dul3erten sich vor allem in der GroRe des basalen Leckstromes.
Es wurden nur Zellen in optisch optimalem Zustand mit minimalen Leckstromen

in die Analyse einbezogen.

Da die Moglichkeit in Erwagung gezogen muss, dass sich alleine durch die In-
vasivitat der Elektrodenimplantation eine Veranderung der elektrophysiologi-
schen Eigenschaften der Kardiomyozyten etabliert hat, wurde eine Kontroll-
gruppe angelegt, bei der nach alleiniger Implantation der Schrittmacherelektro-

de dieselben Messungen durchgefuhrt wurden, wie bei der atrialen Pacing-
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Gruppe. Hiermit wurde sichergestellt, dass die ermittelten Veranderungen der
lca -Stromdichte auf das atriale Pacing und nicht auf die Implantation der

Schrittmacherelektroden zurlickzufiihren ist.

Neben den verwendeten Zellen muss auch die angewandte Methode kritisch
betrachtet werden: Zum einen kénnen bei der hier durchgefihrten Whole-cell-
Patch-Methode keine Einzelkanale gemessen, sondern nur statistisch verteilte
Ubergéange mehrerer lonenkanéle in einen aktiven Zustand erhoben werden.
Zum anderen ergibt sich durch die relativ grol3 angelegte Kontaktflache der Pi-
pettenlésung mit Cytoplasma die Problematik des Auswaschens eines grof3en
Teiles dieser Substanz bzw. der Second-Messenger-Systeme (z.B. ATP, IP3
oder kleine Proteine). Letzteres kann eine sogenannte ,Rundown-Bildung®, also
das Abflachen der gemessenen Strom-Amplitude zur Folge haben. Allerdings
entsteht durch den Austausch der intrazellularen Flussigkeit mit der Pipettenlo-
sung eine klar definierte Zusammensetzung, was wiederum zum Vorteil gerei-
chen kann. Eine Mdglichkeit, die ,Rundown-Bildung“ zumindest zu verzdgern,
besteht in der Verwendung von Mg,-ATP als Bestandteil der intrazellularen Lo6-
sung (siehe Zusammensetzung der Pipettenlésung in Kapitel 2.1.2.4) (Belles et
al., 1988).

Ebenfalls positive Aspekte der durchgefuhrten Methode sind einerseits darin zu
sehen, dass die komplette Zellmembran bei den Messungen erfasst wird und
andererseits fallt das sogenannte ,Rauschen” erheblich geringer aus als dies

bei intrazellularen Ableitungen der Fall ist (Numberger und Draguhn, 1996).

4.2.5 Auswertung

Die zur Elimination eines vorhandenen ,Rundowns® verwendete Extrapolation

der Werte birgt ein gewisses Risiko in sich, da nicht ausgeschlossen werden
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kann, dass es sich wirklich nur um eine qualitats- und zeitbedingte Verschlech-
terung der Zellen handelte.

Weiterhin mag auch die, durch die Versuchskonstellation bedingte, relativ ge-
ringe Anzahl der Falle eine Rolle bei der Auswertung der statistischen Signifi-

kanz spielen.

4.3 Klinische Relevanz

Der Calcium-Einstrom durch den L-Typ Ca?*-Kanal spielt eine entscheidende
Rolle in der kardialen Erregungs-Kontraktions-Kopplung. Vorhofflimmern flhrt
ebenso wie ANP zu einer Verringerung dieses Einstromes. Die Konsequenz
des verringerten Ic, -Stromes ist eine kurzere effektive atriale Refraktarphase
und eine ebenso verklrzte Aktionspotentialdauer bei Vorhofflimern (Grammer
et al., 2000), was zu einer immensen Beeintrachtigung der atrialen Erregungs-
Kontraktions-Kopplung flhrt.

Weiterhin ergibt sich ein sogenanntes strukturelles Remodeling, das durch eine
Steigerung der Zellgrolie sowie der Fettdepots in den Vorhofen, durch Verluste
der Trabekel, perinuklearen Glykogenanlagerungen, Myolyse und Veranderun-
gen in Quantitat und Lokalisation zellularer Strukturproteine imponiert (Allesie et
al., 2002, Van Wagoner et al., 1999).

Als mogliche Behandlungsoptionen fur supraventrikulare Arrhythmien stehen
Calcium-Kanal-Blocker zur Debatte, welche die Uberleitung im AV-Knoten un-
terdricken; allerdings wird somit auch aktiv auf die Lange von Aktionspotential
und effektiver Refraktarphase eingewirkt, welches Vorhofflimmern stabilisiert.
Aus diesem Grund ist die Suche nach anderen Therapieoptionen sinnvoll, die
darauf ausgerichtet sein konnten, die ANP-Sekretion aus atrialen Kardiomyozy-

ten bei supraventrikularen Arrhythmien zu verringern.
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5 Zusammenfassung

Der spannungsgesteuerte L-Typ Calcium Kanal sorgt in den kardialen Schritt-
macherzellen fur ein rasches Fortschreiten der Depolarisation und in den restli-
chen kardialen Myozyten fur den, zur Erhaltung der Plateauphase notwendigen,
Ca?*-loneneinstrom. Seine Stimulation bzw. Regulation erfolgt mittels unter-
schiedlicher Signalwege letztlich Uber eine Phosphorylierung der aq- bzw. B-
Untereinheit des Kanals.

Eine Verringerung erfahrt der lca -Strom auch durch einen cGMP-abhangigen
Mechanismus, der wiederum vom ,Atrialen Natriuretischen Peptid“ (ANP) einen
positiven Impuls erfahrt.

Beim Vorhofflimmern, der mit 4,5 Millionen Betroffenen haufigsten Herz-
Kreislauf-Erkrankung in Europa, kommt es zu Veranderungen sowohl der Struk-
tur als auch der elektrophysiologischen Eigenschaften der Vorhofe, an denen
der L-Typ Calcium Kanal mafigeblich beteiligt ist. Eine zusatzliche Folge supra-
ventrikularer Tachykardien ist die vermehrte Freisetzung des Polypeptids ANP.
In der vorliegenden Arbeit sollen die Folgen der schnellen Vorhofstimulation im

Hinblick auf die ANP-Modulation des L-Typ Calciumkanals untersucht werden.

Ein speziell entwickeltes Tiermodell erlaubte die Simulation von 24-stindigem
Vorhofflimmern in New Zealand White Rabbits und die Gewinnung atrialer Kar-
diomyozyten fur die Durchfiihrung elektrophysiologischer Untersuchungen mit-

tels der Patch clamp Technik im sogenannten whole-cell Modus.

Als Folgen der schnellen atrialen Stimulation konnte sowohl vor Applikation von
10 nMol/l ANP als auch nach funfminttigem Einwaschen der Substanz eine
signifikante Verringerung der Ic,-Stromdichte nachgewiesen werden. Hierbei
konnte eine Spannungsverschiebung des Stromdichtenmaximums von 0 mV in
der implantierten Kontrollgruppe hin zu +10 mV in der im Vorhof stimulierten

Gruppe beobachtet werden. Bei der Untersuchung der ANP-Wirkung auf die
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Zellen der atrialen Pacing-Gruppe konnte eine statistisch signifikante Reduktion
der Stromdichte um 75,9% nachgewiesen werden, wahrend diese flr die Kon-

trollgruppe bei derselben Versuchskonstellation nur 29,1% betrug.

Ursachen fur den reduzierten Ic,-Strom sind einerseits in der verminderten
Expression der mRNA von a4- und 8- Untereinheit zu suchen bzw. sind auf eine
durch ANP stimulierte cGMP-Wirkung zurtckzufuhren, was an eine Art Regel-
kreis, der sowohl den Calciumeintrom in die Kardiomyozyten als auch die ANP-
Konzentration beinhaltet, denken lasst.

Der verminderte Calcium-Einstrom durch den L-Typ Calcium Kanal fuhrt sowohl
zu einer verkurzten effektiven atrialen Refraktarphase als auch zu einer veran-
derten Morphologie des atrialen Aktionspotentiales, was wiederum eine immen-
se Beeintrachtigung der Erregungs-Kontraktions-Kopplung in den Vorhéfen zur
Folge hat und im Fortbestehen der therapieresistenten supraventrikularen Ar-
rhythmie resultieren kann. Ein moglicher Therapieansatz liegt in der Kontrolle
bzw. Reduktion der ANP-Konzentration bei Patienten mit supraventrikularen

Tachykardien.
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