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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Vorhofflimmern

1.1.1 Epidemiologie

Vorhofflimmern ist die haufigste anhaltende und behandlungsbedurftige
Herzrhythmusstorung des Menschen im Erwachsenenalter (Kannel, 1998,
Benjamin, 1994). In der westlichen Welt leiden ca. 5 % der Uber 65jahrigen in
der Bevolkerung an Vorhofflimmern (Feinberg, 1995). Die Pravalenz von
Vorhofflimmern verdoppelt sich ab einem Alter von 50 Jahren mit Erreichen

jedes weiteren Lebensjahrzehnts (Go, 2001).

1.1.2 Merkmale des Vorhofflimmerns

Bei Vorhoffimmern kommt es zu einer schnellen und unregelmalligen
Aktivation des Vorhofmyokards. Bei menschlichem Vorhoffimmern kann die
atriale Frequenz zwischen 400 und 600 Vorhofschlagen in der Minute betragen.
Wiurden Impulse einer derart hohen Frequenz auf die Kammer Ubergeleitet
werden, ware die daraus resultierende Ventrikelfrequenz zu hoch, um eine
adaquate Funktion des Ventrikels zu gewahrleisten. Die Folge ware ein
funktioneller Herzstillstand. Da jedoch der Atrioventrikular(AV)-Knoten als
,Frequenzfilter® wirkt, werden die Vorhofaktionen nur in unregelmafigen
Abstanden auf die Kammer Ubergeleitet. Es resultiert das Bild einer absoluten

Arrhythmie.

1.1.3 Atiologie

Vorhofflimmern tritt haufig als Begleitsymptom anderer kardialer Erkrankungen
wie der Herzinsuffizienz, der koronaren Herzkrankheit, des akuten
Koronarsyndroms (Sugiura, 1985, Goldberg, 1990), der linksventrikularen
Hypertrophie, des Hochdruckherzens oder von Herzklappenfehlern auf. Weitere
Risikofaktoren, die das Auftreten von Vorhofflimmern beglnstigen kdnnen, sind
Diabetes mellitus, Hyperthyreose, mannliches Geschlecht, Rauchen, der
Gebrauch von Diuretika, Alkohol und hohes Alter (Kannel, 1982). Auch
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postoperativ nach kardiochirurgischen Eingriffen ist das Vorhofflimmern von
groRer klinischer Bedeutung (Frost, 1992). Atiologisch kénnen auch jegliche
Formen der Entzindung, der Vernarbung, der Dehnung und der Hypertrophie
des Vorhofmyokards sowie metabolische, humorale und neuronale Faktoren zu
Vorhofflimmern fihren (Hennersdorf, 2001, Benjamin, 1994). In einer 1997
veroffentlichten Arbeit von Brugada et al. (Brugada, 1997) konnte ein Gen-
Locus fur das ,familiare Vorhofflimmern® identifiziert werden. Bei 20 - 50% der
Patienten mit Vorhofflimmern scheint dieses jedoch nicht mit irgendwelchen
zugrunde liegenden Krankheiten vergesellschaftet zu sein (sogenanntes ,lone
atrial fibrillation“)(Murgatroyd, 1993).

1.1.4 Der elektrophysiologische Mechanismus von Vorhofflimmern

Heutzutage ist die sogenannte ,Multiple Wavelet‘-Hypothese, die urspringlich
von Moe et al. (Moe, 1962) formuliert wurde, die am haufigsten anerkannte
Theorie fur den elektrophysiologischen Mechanismus, der Vorhofflimmern
unterhalt. Danach beruht Vorhofflimmern auf multiplen, unabhangigen, mobilen
Erregungskreisen, die um refraktare Gewebsareale kreisen. Einmal initiiert,
verandern diese Erregungskreise standig ihre GrélRe und Lokalisation,
abhangig von den lokalen Refraktar- und Leitungseigenschaften des Gewebes.
Zu jedem beliebigen Zeitpunkt konnen zufallig einzelne Erregungskreise
spontan terminieren, andere aber reinduziert werden, fusionieren oder in
mehrere Erregungsfronten zerfallen. Die Stabilitat der Rhythmusstérung hangt
von der Anzahl gleichzeitig aktiver Erregungskreise, von der verfugbaren Masse
des erregbaren Gewebes und von der Dimension der einzelnen
Erregungskreise ab. In der Zwischenzeit gelang durch Mapping-Studien, sowohl
im Tierversuch (Allessie, 1985) als auch bei Patienten mit Vorhofflimmern
(Konings, 1994), der direkte Nachweis multipler Erregungsfronten und damit

indirekt auch eine Bestatigung der ,Multiple Wavelet“-Hypothese.

1.1.5 Die Initiation von Vorhofflimmern
Ausgelost  wird Vorhoffimmern, wenn abnorme Erregungen auf ein

arrhythmieférderndes Substrat treffen. Zu den typischen Auslésern (,Triggern®)
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gehoren Vorhofextrasystolen, die von ektopen Schrittmachern ausgehen oder
durch akute atriale Dehnung entstehen (Dobrev, 2004). Solche ektopen Zentren
sind haufig in den Vorhofmyokardanteilen der Pulmonalvenen lokalisiert
(Haissagguerre, 1998) und konnen Vorhofflimmern sowohl auslésen als auch
unterhalten. Ischamie, oxidativer Stress und Dehnung infolge von Hypertonie
begilnstigen die Auslésung von Vorhofflimmern (Jung, 2003, Mihm, 2001).
Auch abnorme Aktivitdten im sympathischen und parasympathischen

Nervensystem zahlen zu den haufigen Auslosern (Dobrev, 2004).

1.1.6 Symptomatik

Vom Patienten selbst werden Episoden von Vorhofflimmern typischerweise als
Palpitationen, Schwindel, Prasynkopen, Angina pectoris oder Dyspnoe mit
Abnahme der koérperlichen Leistungsfahigkeit bemerkt. Ein grol3er Teil der

Patienten bleibt jedoch asymptomatisch (Hennersdorf, 2001).

1.1.7 Komplikationen

Vorhofflimmern kann zu einer Reihe klinischer Komplikationen flhren. Die
bedeutendste unter ihnen ist das Auftreten von Thromboembolien als Folge der
durch Vorhofflimmern bedingten Veranderungen des Blutflusses: Die
Arrhythmie kann zu einer Stase des Blutes im Atrium sowie zu endothelialen
und endokardialen Schaden fuhren (Lip, 1995). So entstandene Blutgerinnsel
werden meist in den zerebralen Kreislauf geschwemmt und sind somit
ursachlich fur einen grof3en Teil der embolisch bedingten Schlaganfalle (Wolf,
1991). Aber auch andere embolische Verschlisse von Gefallen, wie zum
Beispiel Nieren-, Mesenterial-, oder Herzinfarkte sind — wenn auch seltener -
maoglich.

Bei bereits vorbestehender Herzinsuffizienz kann das Eintreten von
Vorhofflimmern, und die daraus resultierende fehlende synchronisierte Fullung
des linken Ventrikels aus dem Atrium, zu einer kritischen Abnahme des

Herzzeitvolumens von bis zu 20% fluhren (Hennersdorf, 2001).
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1.1.8 Formen

Man unterscheidet klinisch drei Formen des chronischen Vorhofflimmerns
(Gallagher, 1997):

e Paroxysmales (anfallsartiges) Vorhofflimmern:

Rhythmusstorung, die spontan wieder in den normalen Sinusrhythmus
einmundet.

e Persistierendes (anhaltendes) Vorhofflimmern:

Anhaltende Rhythmusstorung, die nicht spontan konvertiert, aber einer
medikamentosen oder elektrischen Konversion zuganglich ist.

e Permanentes (chronisches) Vorhofflimmern:

Anhaltende Rhythmusstorung, die nicht mehr in einen Sinusrhythmus

uberfuhrt werden kann.

Diese Einteilung gilt jedoch nur fur chronisches Vorhofflimmern, da einzelne
Perioden von Vorhoffimmern nicht vollstandig einer Gruppe zugeschrieben
werden konnen. Patienten, die anfangs paroxysmales Vorhofflimmern
aufweisen, entwickeln oftmals langere Anfalle, die nicht mehr spontan in den
Sinusrhythmus einminden. Vorhofflimmern, das anfangs noch fur
medikamentose oder elektrische Kardioversion empfanglich gewesen ware,
tendiert dazu, resistent zu werden und sich ab einem bestimmten Punkt nicht
mehr in den Sinusrhythmus Uberfihren zu lassen (Wijffels,1995). Aus diesem
Grund hat die Pravention einen besonderen Stellenwert in der Therapie dieser

Rhythmusstorung.

1.2 Das Aktionpotential der Herzmuskelzellen

Die elektrische Aktivitat des Herzens ist das Ergebnis eines komplizierten
Zusammenspiels einer gro3en Anzahl von transmembranaren lonenstromen
(Na*, K*, Ca?*, CI'), lonenpumpen (Na*/K*) und lonenaustauschmechanismen
(Na*/Ca®") (Forth, 2001). Aus diesen unterschiedlichen Prozessen resultiert in

erregbaren Zellen, z.B. Nerven- und Muskelzellen, das Aktionspotential.
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1.2.1 Morphologie des Aktionspotentials

Die Form und Dauer des kardialen Aktionspotentials im Erregungsbildungs- und
Erregungsleitungssystem (Sinusknoten, Atrioventrikular (AV)-Knoten, His-
Purkinje-Fasern) oder im Arbeitsmyokard (Atrium, Ventrikel) variieren in den
verschiedenen Herzregionen (Nerbonne, 2000). Diese Unterschiede beruhen
auf einer unterschiedlichen Austattung der Myozyten mit verschiedenen
lonenkanalen (Schram, 2002). Die Aktionspotentialform andert sich im Verlauf
des Erregungsleitungssystems des Herzens vom Sinusknoten bis zu den
Purkinjefasern (Abbildung 1).

Sinusknoten

B /\/ ] 100 mv
Atrium -h_(

AV-Knoten

Purkinje-Fasern

Endomyokard

Midmyokard

Epimyokard

i

Rechter Ventrikel  Linker Ventrikel

R—
200 ms

Abbildung 1: Die Morphologie kardialer Aktionspotentiale in den
unterschiedlichen Herzregionen. Die Zeichnung ist aus der Literatur

ubernommen (Nerbonne, 2000) und ins Deutsche Ubersetzt.
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1.2.2 Phasen des Aktionspotentials

Das Aktionspotential stellt ein komplexes Wechselspiel mehrerer lonenkanale
dar und wird durch schnell veranderliche, spezifische Leitfahigkeiten der
Membran fur Natrium-, Kalium-, Calcium-, und Chloridionen bestimmt.

Abbildung 2 zeigt eine Ubersicht der am Aktionspotential beteiligten Stréme.

o _
Strom J s Wahrscheinlicher Klon
Natriumstrom hH1
L-Typ Calciumstrom a,.-Dihydropyridin-Rezeptor

i:11@

r =
 —
T-Typ Calciumstrom —y————————————————
Na*-Ca* ATPase — gy v Na*-Ca** ATPase
_L—_
L —
e —

I ,,(4-AP-sensitiv) Kvd 2/4 3
I ,(Ca*-aktiviert) *

KvLQT 1+minkK
oL I CFTR/TWIK
|, (Einwartsgleichrichter) — 0 e Kjr2 Familie
Tkacrimar — e GIRK1+4/KIr6.2+SUR1
| (Schrittmacher) ———mmmm  HCN?

Abbildung 2: Schematische Darstellung des kardialen Aktionspotentials und
der daran beteiligten lonenstrome. Links im Bild der Strom, jeweils daneben die
Offnungszeit der Kandle wahrend eines Aktionspotentials, ganz rechts der
wahrscheinliche Kanalklon, der den Strom verursacht. Die regionale Distribution
der Kanale weist jedoch Unterschiede auf, was die unterschiedlichen
Aktionspotentialmorphologien in den verschiedenen Herzregionen (Kapitel
1.2.1) erklart. Die Zeichnung ist aus der Literatur ibernommen (Nerbonne,

2000) und ins Deutsche Ubersetzt.
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Das AP lasst sich in flnf zeitliche Phasen unterteilen (0, 1, 2, 3 und 4):

Phase 0: schnelle Depolarisation der Zelle.

Nach einem Uberschwelligen Reiz reagiert das Herz gemal dem ,Alles-oder-
Nichts-Prinzip“ mit einer raschen Depolarisation. Aufgrund eines schnellen Na*-
Einwartsstroms (Ina) und/oder eines langsamen Ca**-Einwartsstroms durch L-
Typ-Ca?*-Kanale (Icar) wird das Zellmembranpotential auf positive Bereiche

umgeladen.

Phase 1: frihe oder schnelle Repolarisation.

Sie entsteht nach der spannungsabhangigen Inaktivierung des schnellen
Natriumstroms Ina vor allem durch die Aktivierung eines transienten
Kaliumstroms, |y, der sich aus einem spannungsabhangigen Kaliumstrom Iy, 1

und einem Ca**-abhéngigen Chloridstrom I, » (Kenyon, 1979) zusammensetzt.

Phase 2: Plateauphase des Aktionspotentials.

Diese lang anhaltende Depolarisationsphase wird durch ein Gleichgewicht
zwischen Einwarts(Ca?* und Na*)- und Auswarts(K*)-Strdmen bestimmt. Die
lonenbewegungen in das Zellinnere werden u.a. von den L-und T-Typ-Ca2+-
Kandlen (lcaur), dem Na‘/Ca?*-Austauscher (Inaca) und einem langsam
inaktivierenden Na’-Strom getragen. Verzogert aktivierte Kaliumstrome sind

hauptverantwortlich fur den auswartsgerichteten lonentransport.

Phase 3: spate oder langsame Repolarisationsphase.

Es kommt zu einer langsamen Inaktivierung der Einwartsstrome. Bei weiter
steigenden K*-Strémen (lIx;, Iks), setzt sich die Repolarisation fort. Zuletzt wird
auch noch lkq aktiviert und stellt somit vor allem im Ventrikel das urspriungliche

Ruhepotential von ca. -80 mV wieder ein.

Phase 4: Ruckkehr zum Ruhemembranpotential.
Wahrend dieser Phase herrscht das durch lxq in der Phase 3 stabilisierte

Ruhepotential. In Zellen mit spontaner Schrittmacheraktivitat (Sinus-, AV-
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Knoten, His-Purkinje-System) kommt es jedoch zu einer langsamen
diastolischen Depolarisation. Die Phase-4-Membrandepolarisation ist also

entscheidend fur die Schrittmacherfunktion dieser Zellen.

1.2.3 Veranderungen des Aktionspotentials bei Vorhofflimmern
Vorhofflimmern  fihrt zu  deutlichen  Veranderungen der atrialen
Aktionspotentialmorphologie, die ausfuhrlich im Kapitel 1.4.3 beschrieben

werden.

1.3 Kardiale Calciumkanale

Die Anderung der intrazelluldren Calciumionenkonzentration ist einer der
wichtigsten Regulationsmechanismen der Zelle. Zu den Ca?*-abhangigen
Regulationsmechanismen zahlt man unter anderem die Synthese und Sekretion
von Neurotransmittern und Hormonen, die Regulation von Enzymaktivitaten, die
Kontraktion des glatten Muskels und die elektromechanische Kopplung im
Skelettmuskel (Hagiwara, 1983, Reuter, 1983). Im Herzen sind die L-Typ-Ca*'-
Kanale notwendig fur die Entstehung elektrischer Impulse und fur die
Kontraktion des Herzmuskels, da das Ausmal} der Aktivierung des kontraktilen
Apparates im Wesentlichen durch die intrazellulare Ca®**-Konzentration
bestimmt wird. Die Erhéhung der Ca?*-Konzentration vor der Kontraktion erfolgt
durch Ca*-Einstrom aus dem Extrazelluldrraum und durch Ca?*-Freisetzung
aus dem sarkoplasmatischen Retikulum. Die Offnung der Ca**-Kanile wird
hauptsachlich durch das Membranpotential reguliert, aber auch durch Hormone,
Proteinkinasen, Proteinphosphatasen, Toxine und Pharmaka beeinflusst
(Hofmann, 1999).

1.3.1 Funktionelle Klassifizierung der Calciumkanale

Ca?*-Kanale kénnen aufgrund ihrer unterschiedlichen elektrophysiologischen
und pharmakologischen Eigenschaften in verschiedene Familien von Ca*-
Kanalen eingeteilt werden. Auf der Basis ihrer Aktivitatsschwelle kdnnen zwei

Kategorien von Ca?*-Kanalen unterschieden werden. Die erste Kategorie
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bestent aus den LVA-Kanalen (low-voltage activated), die zweite aus den

sogenannten HVA-Kanalen (high-voltage activated) (Nargeot, 1997).

1.3.1.1 HVA-Kanale

Die sogenannten HVA-Kanale (high-voltage activated) werden durch starkere
Depolarisation aktiviert und beginnen sich erst bei > -30 mV zu 6ffnen. |hre
Permeabilitt ist fiir Ba**-lonen groRer als fiir Ca**-lonen und auch in der
Inaktivierung zeigen sich signifikante Unterschiede zu den LVA-Kanalen
(Nargeot, 1997).

In den Zellen des Myokards korrespondiert diese Permeabilitat mit dem ,slow
inward current* (Rougier, 1969). Spater wurde dieser Strom als L-Typ-Ca®'-
Strom (long lasting) bezeichnet. Somit lasst sich die Familie der HVA-Kanale
weiter unterteilen in die Gruppe der L-Typ-Ca®*-Kanale und die der Nicht-L-Typ-

Ca®'-Kanale.

1.3.1.2 L-Typ-Ca**-Kanile

L-Typ-Ca®**-Kanale besitzen aufgrund ihrer unterschiedlichen Expression
verschiedene Funktionen. Im Herzen sind die Ca,1.2 Calciumkanale (siehe
Kapitel 1.3.2.1.1) notwendig fur die Entstehung elektrischer Impulse und fur die
Kontraktion des Herzmuskels. Sie sind quantitativ gesehen die meist
exprimierten Ca®*-Kanale des Myokards. In Arbeitsmyokardzellen werden sie
durch die Depolarisation aktiviert und sind fur die Plateauphase des
Aktionspotentials verantwortlich. Im Sinus- und AV-Knoten unterstitzen sie die
Exzitation (Shorofsky, 2001).

1.3.2 Molekularer Aufbau der L-Typ-Ca**-Kanile

High voltage aktivierte (HVA) L-Typ-Ca*-Kandle sind heterooligomere
Komplexe (siehe Abbildung 3), die aus bis zu vier Untereinheiten bestehen. Die
wichtigste und grélte im Herzen ist die porenformende a4.-Untereinheit
(Mikami, 1989). Die anderen am Aufbau beteiligten Proteine werden als
Hilfsuntereinheiten bezeichnet. Dazu zahlen die cytoplasmatische (-

Untereinheit (Hullin, 1992), die a,-Untereinheit, die durch eine Disulfid-Bricke
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mit der &—Untereinheit verbunden ist und die in manchen Fallen vorhandene y—
Untereinheit (Campbell, 1988). Die Hilfsuntereinheiten beeinflussen unter
anderem die Kinetik und Amplitude des Calciumstromes und die
Spannungsabhangigkeit der Aktivierung und Inaktivierung. Teilweise sind sie
auch fur den richtigen Einbau des gesamten Calciumkanals in die Zellmembran
wichtig (Shistik, 1995).

Abbildung 3: Zusammensetzung eines high-voltage aktivierten Calcium-

kanalkomplexes (Specht, 2000).

1.3.2.1 Lokalisation und Funktion der Kanaluntereinheiten

1.3.211 as-Untereinheit

Die a4-Untereinheiten bestimmen das Grundprofil eines jeden Ca?*-Kanals. Sie
bestehen aus vier homologen Domanen (I-IV), die sich wiederum aus sechs
transmembranaren Segmenten (S1 - S6) zusammensetzen. Sie enthalten die
Pore, den Spannungssensor, den lonen-Selektivitatsfiter und die
Bindungsstellen fiir Ca®'-Kanal-Blocker (Perez—Reyes, 1995). Es konnten
bisher mindestens 10 verschiedene fiir die a;-Untereinheit des Ca?*-Kanals
codierende Gene identifiziert werden. Dadurch besitzen die Ca**-Kanile der

verschiedenen Zelltypen unterschiedliche funktionelle Eigenschaften (Ertel,
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2000). Die kardialen L-Typ-Ca®**-Kanale werden dabei in erster Linie durch die
a1c-Gene (Ca,1.2) codiert (Mikami, 1989).

1.3.2.1.2 ax5-Untereinheit

Die ay-6-Untereinheiten entstehen aus einem Vorlauferprotein, das durch
Proteolyse posttranslational gespalten wird. Dies fuhrt zu einem ay-Protein und
einem O-Protein, die Uber Disulfidbricken miteinander verbunden sind (Wiser,
1996). & ist ein integrales Membranprotein mit einer einzigen
transmembranaren Region. Es besitzt eine kurze intrazellulare und eine langere
extrazellulare Sequenz und ist unterschiedlich glykolisiert (Jay, 1990). a
hingegen ist extrazellular lokalisiert und ebenfalls unterschiedlich glykolisiert
(Jay, 1990). Bisher konnten drei verschiedene a,-6-Gene gefunden werden
(Klugbauer, 1999, Ellis, 1988). Die a,-0-Untereinheiten scheinen sowohl die
Regulation der Kanaleigenschaften, als auch die Expression des
Kanalkomplexes zu beeinflussen (Singer, 1991, Klugbauer, 1999, Bangalore,
1996).

1.3.21.3 y-Untereinheit

In verschiedenen Studien konnte in den Ca®*-Kanalen des Skelettmuskels und
des Gehirns eine y-Untereinheit nachgewiesen werden (Jay, 1990, Powers,
1993, Burgess, 1999). Dennoch ist noch unklar, ob auch die kardialen L-Typ-

Ca**-Kanile eine y-Untereinheit besitzen (Klugbauer, 2000).

1.3.21.4 B-Untereinheit

Vier verschiedene Gene (B1, B2, B3, 4) codieren fur die cytoplasmatischen -
Untereinheiten (Castellano, 1994). Alle werden alternativ gespliced, so dass
mehrere Isoformen vorkommen kénnen (Birnbaumer, 1998). Im Herzen ist die
B2-Untereinheit wahrscheinlich die vorherrschende Isoform, jedoch scheint es
zwischen den verschiedenen Spezies grolde Variationen in der Expression der
verschiedenen Isoformen zu geben (Biel, 1991, Collin 1993).

Obwohl die L-Typ-Ca®*-Kandle aus mindestens drei verschiedenen

Untereinheiten bestehen und die grundlegenden Eigenschaften des Kanals
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durch die porenformenden asc.-Untereinheiten festgelegt werden, scheinen die
B-Untereinheiten die starksten Modulatoren der Expression,
Offnungswahrscheinlichkeit, Aktivation und Inaktivation zu sein (Perez-Reyes,
1995, Walker, 1998). So gibt es Hinweise daflr, dass durch die Coexpression
verschiedener B-Untereinheiten mit der as-Untereinheit die
Spannungsabhangigkeit der Aktivierung und Inaktivierung, Kinetik und Grole
des Stromes abhangig von der Kombination der Untereinheiten verandert wird
(Hosey, 1996). Wei et al. (Wei, 2000) haben demonstriert, dass die [-
Untereinheiten der limitierende Faktor fiir die Expression des L-Typ-Ca**-Kanal-
Stroms im Herzen sind. Grammer et al. konnten zeigen, dass eine verminderte
Expression der B-Untereinheiten bei Vorhofflimmern auftritt und daher ein
wichtiger Mechanismus fur die Reduktion der funktionellen Kanale bei

Vorhofflimmern zu sein scheint (Grammer, 2001).

Die Strukturen der Hilfsuntereinheiten des Calciumkanals sind in Abbildung 4

dargestellt.
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Abbildung 4: Strukturmodelle der Hilfsuntereinheiten des Calciumkanal-
komplexes (Specht, 2000).

1.3.3 Regulation der L-Typ-Ca**-Kanile

Viele Neurotransmitter oder Hormone sind in der Lage, das Offnen kardialer
Ca?*-Kandle zu modulieren und dadurch beispielsweise Inotropie und
Chronotropie zu regulieren. Beispiel hierfir ist wahrscheinlich die

gegensatzliche Regulation parasympathischer und sympathischer
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Stimulationen. Eine Beschleunigung der Stimulationsfrequenz induziert
unverzuglich, sowohl in menschlichen als auch in tierischen Myokardzellen,
eine VergroRerung der Amplitude und eine Verlangsamung der Inaktivierung
des lca.. Dieses fiihrt einen starken Anstieg des Ca?*-Einstroms herbei (Piot,
1996).

1.3.3.1 Regulation der L-Typ-Ca**-Kanile durch Proteinkinasen- und
Phosphatasen

Die Modulation der Ca®*-Strdme durch die von Protein-Kinasen induzierte
Phosphorylierung der lonenkanale ist von groller Bedeutung. Die
Proteinkinasen A und C und die Ca*/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase II
(PKA, PKC, und CAMKII) beeinflussen Ica L (Kamp, 2000, Xiao, 1994), indem sie
durch Membranrezeptoren, die durch second messenger agieren, die Aktivitat
der Ca?*-Kanale modulieren. Die Offenwahrscheinlichkeit der Kanale und damit
die Calciumstrom-Amplitude werden durch Phosphorylierung der Kanalproteine
erhoht, durch Dephosphorylierung vermindert. Im Herzen wirken die Typ1- und
Typ2A-Phosphatasen (PP1 und PP2A) der Phosphorylierung von Ic, L entgegen
(Herzig, 2000). Daraus folgt, dass die tatsachliche Amplitude des basalen lca
von der ausbalancierten Aktivitat der Kinasen und Phosphatasen bestimmt wird.
Christ et al. zeigten in einer Studie, dass die Unterschiede in der Calciumstrom-
Amplitude zwischen Patienten mit Vorhofflimmern und Sinusrhythmus nahezu
vollstandig aufgehoben sind, wenn die Aktivitat der Typ1- und Typ2A-
Phosphatasen gehemmt wird (Christ, 2004). Daraus und aus weiteren
Versuchen haben die Autoren geschlossen, dass bei chronischem
Vorhofflimmern eine gesteigerte Aktivitat dieser Phosphatasen vorliegen muss.

Doch obwohl die Phosphatasen eine wichtige Rolle in der Regulation der
Kanalaktivitat zu haben scheinen, ist nichts Uber die Veranderung der
Expression der katalytischen Untereinheiten von PP1 und PP2A in den sehr

frihen Phasen des elektrischen Remodelings bekannt.
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1.3.3.2 Struktur und Nomenkaltur der Protein-Phosphatasen

Nach einem Vorschlag von Philipp Cohen (Cohen, 1994) werden
Proteinphosphatasen in die beiden Gruppen PP1 und PP2 eingeteilt. Die Typ2-
Phosphatasen werden weiter unterteilt in PP2A, PP2B und PP2C (Cohen,
1994). Die katalytischen Untereinheiten der Phosphatasen, die auch fur die
Phosphorylierung der Aminosauren Serin und Threonin verantwortlich sind,
werden durch die beiden Genfamilien PPP und PPM codiert (Cohen, 1997). Die
PPP-Familie besteht aus den Phosphatasen Typ 1, 2A und 2B, wahrend die
PPM-Familie aus den Mg?*-abhangigen Phosphatasen, wie der Phosphatase
Typ 2C, besteht. Im Gegensatz zu der monomeren Form von PP2C besitzen
PP1, PP2A und PP2B eine multimere Form, die sich aus einer katalytischen
Untereinheit und ein oder zwei zusatzlichen Proteinen zusammensetzt. Diese
zusatzlichen Proteine verleihen ihnen Substratspezifitat, koénnen die
enzymatische Aktivitat regulieren und die subzellulare Lokalisation des
Holoenzyms kontrollieren (Faux, 1996).

Die katalytische Untereinheit von PP1 wird aufgrund drei verschiedener Gene in
Typ 1a-, 10- und 1y unterteilt (Sasaki, 1990). Die katalytische Untereinheit von
PP2A existiert in den beiden Isoformen PP2Aa und PP2AB (Stone, 1987,
Green, 1987, Arino, 1988), wobei PP2Aa 10-mal haufiger als PP2AB vorkommt
(Khew-Goodall, 1988).

1.4 Pathophysiologie des Vorhofflimmerns

1.4.1 Einleitung

Vorhofflimmern selbst flhrt zu einer Vielzahl von elektrophysiologischen,
strukturellen und mechanischen Veranderungen, die den Erhalt und das
Wiederauftreten von Vorhoffimmern begunstigen konnen. Diese Prozesse
werden als ,atriales Remodeling“ bei Vorhofflimmern bezeichnet.

Das elektrische Remodeling stellt eine sehr frihe Adaption an die extrem hohe
elektrische  Aktivitdt in  den Vorhéfen dar. Betroffen sind die
elektrophysiologischen Eigenschaften der Vorhofmyozyten: Die

Aktionspotentialdauer und die effektive Refraktarzeit sind verkirzt. Das
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strukturelle Remodeling umfasst Adaptionsprozesse sowohl der Myozyten
(Myolyse, Hypertrophie) als auch des gesamten Gewebes (Vorhofdilatation,
interstitielle Fibrose, Fetteinlagerungen) (Allessie, 2002). Bei der Ausbreitung
einer ektopen Erregung in die elektrisch und strukturell veranderten Vorhofe
hinein kann eine um ein funktionelles oder anatomisches Hindernis kreisende
Erregungsfront (,Reentry“) entstehen (Dobrev, 2004). Mit Fortschreiten des
Remodelings bilden sich multiple Reentry-Wege aus, die Vorhofflimmern
dauerhaft unterhalten (Allessie, 2002).

1.4.2 ,AF begets AF“

Schon sehr friih wurde erkannt, dass die Uberflihrung in den Sinusrhythmus
und dessen Aufrechterhaltung durch elektrische oder pharmakologische
Methoden mit zunehmender Dauer der Rhythmusstérung schwieriger werden
(Parkinson, 1929).

Die Auswirkungen des Vorhoffimmerns auf die elektrophysiologischen
Eigenschaften des Herzens wurden erstmalig von Attuel et al. (Attuel, 1982)
beschrieben. Sie fanden einen Zusammenhang zwischen einer Verkirzung und
verminderten Frequenzadaption der atrialen effektiven Refraktarzeit (AERP)
und einer erhdhten Inzidenz von Vorhofflimmern, bei Patienten die anfallig fur
atriale Tachyarrhythmien waren. Diese Befunde wurden bestatigt durch
Aktionspotentialmessungen an isolierten Herzohren von Patienten mit
Vorhofflimmern (Boutjidir, 1986), in welchen sich neben der verminderten
Frequenzadaption auch eine deutliche Verkirzung der Aktionspotentialdauer
und die fur Vorhoffimmern typische Dreiecksform der Aktionspotentiale mit
einem Verlust des Plateaus fanden (siehe Abbildung 5).

Von Wijffels et al. (Wijffels, 1995) wurde in einer Studie untersucht, ob die
elektrophysiologischen  Veranderungen  Ursache oder Folge des
Vorhoffimmerns  darstellen. Bei wachen  Ziegen wurde  durch
Hochfrequenzstimulation mittels eines externen Stimulationscomputers
wiederholt Vorhofflimmern induziert, sobald eine spontane Konversion in den
Sinusrhythmus eintrat. Die Autoren konnten feststellen, dass die Dauer der

Episoden des Vorhoffimmerns stetig zunahm. Bedingt durch das kunstlich
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erhaltene Vorhoffimmern kam es — wie schon von Attuel, allerdings als
Endzustand bei Patienten mit Vorhoffimmern, beschrieben - zu einer
zunehmenden Verkurzung und verminderten Frequenzadaption der atrialen
Refraktarzeit. Somit konnte in dieser Studie erstmals gezeigt werden, dass
Vorhofflimmern zu den Veranderungen der atrialen Elektrophysiologie fihrt, die
dann selbst wiederum das Auftreten und den Erhalt der Arrhythmie beglinstigen

(»Atrial fibrillation begets atrial fibrillation®).

1.4.3 Remodeling bei Vorhofflimmern - Auswirkungen auf die atriale
Elektrophysiologie

Vorhofflimmern fuhrt zu den bereits im vorigen Kapitel beschriebenen
elektrophysiologischen  Veranderungen. Bosch et al. (Bosch, 1999)
untersuchten in einer Studie die Aktionspotentiale humaner Vorhofzellen bei
Sinusrhythmus und bei Vorhofflimmern. Sie konnten feststellen, dass in den
Zellen von Patienten mit chronischem Vorhofflimmern die Aktionspotentialdauer
stark gegenuber Sinusrhythmus verklrzt war und auf zellularer Ebene eine
verminderte Frequenzadaption der Repolarisation auftrat. Sie zeigten, dass
Vorhofflimmern zZu einer deutlichen Veranderung der
Aktionspotentialmorphologie mit Verlust des Plateaus fuhrt, weshalb die

Aktionspotentiale nahezu Dreiecksform aufweisen (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Aktionspotentiale humaner Vorhofzellen bei Sinusrhythmus und
bei Vorhofflimmern (Bosch, 1999).
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Die oben genannten Veranderungen der Aktionspotentialeigenschaften bei
atrialer Tachykardie konnten in verschiedenen experimentellen Modellen und
beim Menschen bestatigt werden: Im so genannten “Rapid Atrial Pacing Model”
(schnelle atriale Stimulation) des Hundes (Gaspo, 1997, Morillo, 1995, Yue,
1997) wurden einheitlich eine progressive Verklrzung und eine verminderte
Frequenzadaption der atrialen Refraktarzeit beobachtet. Aulerdem zeigte sich
in diesem Modell eine verminderte atriale Leitungsgeschwindigkeit bei
Vorhofflimmern, welche sich langsamer entwickelte als die Verkurzung der
atrialen Refraktarzeit. Auch beim akuten induzierten Vorhoffimmern des
Menschen (Daoud, 1996, Yu, 1998) konnte eine signifikante Verklirzung der
atrialen Refraktarzeit beobachtet werden.

Die zunehmende Heterogenitat der Refraktarzeiten in den Vorhofen ist eine
bedeutende Eigenschaft von Vorhofflimmern, da sie einen wichtigen Beitrag fur
die gesteigerte Vulnerabilitat gegentber Vorhoffimmern liefert (Fareh, 1998).
Gaspo et al. (Gaspo, 1997) konnten zeigen, dass es mit zunehmender Dauer
von Vorhoffimmern zu einer signifikanten Steigerung der Variabilitat der
Zykluslange, einem Indexparameter der atrialen Refraktarzeit wahrend
Vorhofflimmern, kommt. Diese Veranderungen flihren zu einer Verkirzung der
Wellenlange (dem Produkt aus atrialer Refraktarzeit und
Leitungsgeschwindigkeit) der funktionellen Reentry-Kreise bei Vorhofflimmern,
wodurch das gleichzeitige Auftreten mehrerer Reentry-Kreise im Vorhof und
dadurch der Erhalt von Vorhoffimmern beglnstigt werden (Gaspo, 1997,
Rensma, 1988).

1.4.4 Zelluldre und molekulare Mechanismen des elektrischen
Remodeling bei Vorhofflimmern / atrialer Tachykardie

Die durch Vorhoffimmern hervorgerufenen Veranderungen der atrialen

Elektrophysiologie beruhen wahrscheinlich auf einer Modulation der fur das

kardiale Aktionspotential verantwortlichen lonenkanale. Dieses elektrische

Remodeling findet entweder auf der Ebene der Expression der lonenkanale

oder durch Veranderungen der Eigenschaften der lonenkanale statt.
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1.4.4.1 Veridnderungen des L-Typ-Ca**- Kanal-Stromes (Ica)

Den Veranderungen des transmembranésen Calciumstromes und der
intrazellularen Calciumhomoostase kommt eine zentrale Bedeutung in der
Pathophysiologie des Vorhoffimmerns zu. Modulationen des lca wirken sich
entscheidend auf die Aktionspotentialdauer und die Frequenzadaption der
Repolarisation aus (Li, 1997). Eine verminderte Amplitude des L-Typ-
Calciumstroms verkurzt die Plateauphase und damit auch die Gesamtdauer des
Aktionspotentials. Auch die eingeschrankte Kontraktilitdt der Vorhofe ist auf die
verminderte Aktivitit des L-Typ-Ca?*-Kanals zuriickzufiihren.

Eine von Yue et al. (Yue, 1997) durchgeflhrte Studie deutet auf die zentrale
Rolle des L-Typ-Ca®*-Kanals im Remodelingprozess hin. Sie konnten zeigen,
dass die bei Vorhoffimmern in den Zellen von schnell stimulierten Hunden
auftretenden Veranderungen der Aktionspotentialdauer, Frequenzadaption und
Morphologie, durch Blockade des L-Typ-Ca?*-Kanals mit Nifedipin imitiert
werden konnen (Yue, 1997). Gleichzeitig fuhrte die Gabe von BayK8644 (lc, -
Agonist) zu einer Normalisierung der Aktionspotentialmorphologie. Nach 42
Tagen atrialer Stimulation trat eine progressive Reduktion von Ic, . um 70% auf,
vermutlich bedingt durch eine Erhéhung des intrazellularen Calciumgehalts der
Herzmuskelzellen (siehe Kapitel 1.4.5). Der Ca®*-unabhangige transiente K-
Auswartsstrom (l,,) war im gleichen Ausmal® verringert, wohingegen alle
anderen Strome, inklusive des T-Typ-Ca®*-Stroms (Ica ), der Delayed-Rectifier
(e, lks, lkura)- und Inward-Rectifier(lki)-Kaliumstréme sowie des Ca?*-
abhangigen CI-Stroms, nicht verandert waren.

In einer Folgestudie zeigte dieselbe Gruppe, dass bei Tieren mit schneller
Vorhofstimulation der mRNA-Gehalt der a.-Untereinheit des L-Typ-Ca*'-
Kanals und der von Kv4.3 vermindert waren, was sie auf eine transkriptionelle
Herunterregulation der Kanal-Untereinheiten als Ursache der verminderten
Stromdichten von lca und |y, schlieRen lield (Yue, 1999). Aulderdem konnte
gezeigt werden, dass bei diesen Tieren, neben der veminderten
Proteinexpression des L-Typ-Ca**-Kanals, auch die Anzahl der

Dihydropyridinrezeptoren vermindert war. Letzteres deutet auf eine
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Verminderung der Anzahl der funktionellen Kanale in der Zellmembran hin
(Gaspo, 1999).

Auch beim Menschen stellt der L-Typ-Ca?*-Strom (lcaL) eine wichtige
Determinante der Aktionspotentialdauer und -frequenzadaption dar (Li, 1997). In
verschiedenen Studien bei Patienten mit Vorhoffimmern konnte eine
Verminderung des lca. um 60 - 75% gezeigt werden (Bosch,1999, Van
Wagoner, 1999, Workman, 2001). Ein Hauptmechanismus der verringerten
Stromdichte scheint auch hier die transkriptionelle Verminderung der
porenbildenden as.-Untereinheit des L-Typ-Ca?*-Kanals zu sein (Brundel, 1999,
Lai, 1999, Van Gelder, 1999).

Neben der porenbildenden ai.-Untereinheit sind auch die B-Untereinheiten
wichtig fur die Regulation der L-Typ-Ca?*-Kanile (sieche Kapitel 1.3.2.1.4).
Diese sind sowohl fur den Einbau des Kanalkomplexes in die
Oberflachenmembran als auch fir die Regulation der Kanaleigenschaften von
grol3er Bedeutung (Birnbaumer, 1998, Singer, 1991, Kamp, 1996, Chien, 1995,
Haase, 1993, Neely, 1993, Pragnell, 1994), so dass die Veranderung dieser
Untereinheit auch ein Schllisselmechanismus des elektrischen Remodeling bei
Vorhofflimmern sein kénnte (Grammer, 2001).

Als ein anderer moglicher Mechanismus fur die geringere Stromamplitude bei
Vorhofflimmern wird auch die veranderte Regulation der Kanale durch
Proteinkinasen und Phosphatasen diskutiert (siehe Kapitel 1.3.3.1).

Des weiteren wird die sarkoplasmatische Calciumfreisetzung und -aufnahme
und die intrazellulare Calciumhomoostase durch eine Reihe modulierender
Enzyme kontrolliert. Eine Veranderung dieser Proteine bei Vorhofflimmern
erscheint daher naheliegend. Diese Vermutung veranlasste verschiedene
Gruppen dazu, die Proteine, die die Calciumhomobostase beeinflussen, beim
Menschen zu untersuchen (Van Gelder, 1999, Brundel, 1999, Lai, 1999,
Ohkusa, 1999). Auch hier war die Reduktion der Proteinexpression des L-Typ-
Ca?*-Kanals eine der Hauptentdeckungen. Doch zusétzlich konnten Brundel et
al. eine verminderte mRNA- und Proteinexpression der Ca?-ATPase bei

chronischem Vorhofflimmern des Menschen nachweisen. Die Expression von
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Phospholamban, Ryanodin und des Na'/Ca®*-Austauschers war bei

Sinusrhythmus und Vorhofflimmern hingegen identisch (Lai, 1999).

1.4.5 Zellulare Veranderungen in den sehr friihen Phasen des atrialen
Remodelings
Eine abrupte Erhéhung der Herzfrequenz, wie sie bei Vorhofflimmern auftritt,
verursacht eine Verkirzung der Aktionspotentialdauer und der atrialen
Refraktarzeit. Die rasche Folge von Aktionspotentialen fuhrt zu einem Anstieg
der intrazelluldren Ca**-Konzentration. (Sun, 2001). In einer anderen Studie
stellten Goette et al. fest, dass Hunde, bei denen eine schnelle
Vorhofstimulation fur einige Stunden durchgefuhrt wurde, deutliche
histologische Verdnderungen zeigten, die fiir eine intrazelluldre Ca®'-
Uberladung sprechen (Goette, 1996).
Das Phanomen des Remodelings besteht vermutlich aus einer Reihe von
Verdnderungen, die unter anderem ausgeldst werden, um diese Ca®-
Uberladung zu verhindern und die Zellintegritat zu wahren. Da die Inaktivierung
von lca. mit zunehmender intrazelluldrer Ca®*-Konzentration beschleunigt wird,
kommt es wahrscheinlich aufgrund eines negativen Feedback-Mechanismus zu
einer Verminderung des Calciumeinwartsstroms (lca) (Bosch, 1999, Van
Wagoner, 1999). Diese Vorginge begrenzen eine weitere Ca?*-Uberladung der
Zelle. Somit beruhen die sehr frihen Veranderungen beim elektrischen
Remodeling der Vorhoéfe wahrscheinlich auf einer funktionellen oder
regulatorischen Modulation der lonenkanale (Nattel, 2000).
Nach diesen sofort einsetzenden Veranderungen scheint es, als Folge der
schnellen atrialen  Tachykardie, auch zu einer transkriptionellen
Herunterregulation der lonenkanale zu kommen. Erste Erkenntnisse Uber diese
Adaptionsvorgange in den sehr fruhen Phasen des elektrischen Remodeling,
lieferte die Gruppe von Bosch et al. (Bosch, 2003). Sie konnten in einem in-
vivo-Modell schneller atrialer Stimulation beim Kaninchen zeigen, dass lcaL
erstmalig nach 12 Stunden vermindert war. Verdnderungen der L-Typ-Ca®'-

Kanal-Untereinheiten wurden sogar noch fruher beobachtet. Die porenbildende
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a1ic-Untereinheit-mRNA war nach 12 Stunden verringert, wahrend die -
Untereinheiten teilweise bereits nach 6 Stunden vermindert waren.

Die in den fruhen Phasen einsetzende Reduktion von lca scheint von grol3er
funktioneller Bedeutung zu sein, da sie - wie bereits erwahnt - eine
Hauptursache fur die Verklirzung und verminderte Frequenzadaption der
atrialen Aktionspotentiale zu sein scheint (Yue, 1997). Innerhalb der ersten
Tage schneller atrialer Stimulation werden die Veranderungen schliefdlich
quantitativ vergleichbar mit denen, die bei chronischem Vorhoffimmern
gemessen werden kénnen (Yue, 1997, Lai, 1999, Brundel, 1999, Van Gelder).
Somit stellen die frihen Phasen des elektrischen Remodeling ein interessantes
Ziel fur eine therapeutische Intervention dar, da die ausgelosten Veranderungen
noch reversibel sind und somit der Teufelskreis der Aufrechterhaltung des

Vorhofflimmerns durchbrochen werden kann.

1.5 Therapie und Pravention von Vorhofflimmern

1.5.1 Funktionelle Bedeutung und klinische Konsequenzen des
elektrischen Remodelings

Eine bedeutende Eigenschaft des Vorhoffimmerns ist es, mit der Zeit
persistierend zu werden: Wie in Kapitel 1.4.2 angesprochen, wird die
Konversion zu Sinusrhythmus und dessen Aufrechterhaltung durch
pharmakologische und elektrische Intervention mit der Dauer der Arrhythmie
zunehmend schwieriger (Van Gelder, 1996). Es wurde schon in den 20er
Jahren erkannt, dass es bei langer bestehendem Vorhofflimmern schwieriger
ist, einen Patienten durch Chinidin in den Sinusrhythmus zu Uberfliihren oder
diesen zu erhalten (Parkinson, 1929). Eine Reihe spaterer Studien mit
verschiedenen Antiarrhythmika, bestatigte diese Beobachtung (Crijns, 1988,
Kochiadakis, 1998, Reisinger, 1998, Garratt, 1997). Auch die Erfolgsaussichten
einer elektrischen Kardioversion scheinen von der Dauer des Vorhoflimmerns
abzuhangen (Van Gelder, 1991). Aus diesen Grunden sollte bei geplanter

Kardioversion diese so fruh wie moglich angestrebt werden.
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Die Pravention des durch Vorhofflimmern induzierten elektrischen Remodelings
erscheint somit als Therapieansatz attraktiv, da hierdurch der Teufelskreis der
Stabilisierung von Vorhofflimmern unterbrochen werden kénnte.

Dies konnte zur Verhinderung einer Chronifizierung von paraoxysmalem
Vorhofflimmern und auch zur Verbesserung der Erfolgsrate bei Kardioversionen
fuhren.

Neben einer Primarpravention durch optimale Behandlung epidemiologischer
Risikofaktoren wie der Herzinsuffizienz oder der arteriellen Hypertonie stellen
pharmakologische Malinahmen zur Arrhythmieprophylaxe nach
diagnostiziertem Vorhofflimmern einen interessanten Ansatz dar, mit dem die

Entwicklung der Remodeling-Kaskade verhindern werden konnte.

1.5.2 Pharmakologische Therapie

Obwohl in den vergangenen Jahren eine Vielzahl nicht pharmakologischer
Therapieansatze entwickelt worden ist (Ablation, Defibrillatoren, Schrittmacher,
Operation) (Igbal, 2005), ist die medikamentose Therapie immer noch die
Option erster Wahl fur die Mehrzahl der betroffenen Patienten.

Sind die kausalen Therapiemdoglichkeiten ausgeschopft, kdnnen bei klinisch
evidentem Vorhofflimmern Antiarrhythmika zum Einsatz kommen. Diese konnen
entweder durch intravendse oder orale Gabe einen Sinusrhythmus herbeifihren
oder durch Beeinflussung der AV-Uberleitung zumindest die Herzfrequenz
senken, falls eine Konversion in den Sinusrhythmus nicht mehr moglich ist
(Hennersdorf, 2001).

1.5.2.1 Einteilung der Antiarrhythmika

Antiarrhythmika werden klassischerweise, wie zuerst von Vaughan-Williams
und Singh vorgeschlagen, nach ihrer vorherrschenden Wirkung auf Natrium-,
Calcium- und Kaliumkanale oder B-adrenerge Rezeptoren eingeteilt. Die neuere
Sicilian-Gambit-Einteilung (Schwartz, 1992) berucksichtigt die Dissoziationsrate
des Blockers vom Kanal bzw. die Geschwindigkeit der Erholung vom Block.

Abbildung 6 vereinigt diese beiden Klassifikationen.
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ANTIARRHYTHMIC DRUG ACTIONS

Vaugher DRUG CHANNELS| RECEPTORS | Clinicdl Effects |  ECG
- Na[Ca[ K|a]|pB [acnacd s [vafEr]en] Changes
Quinidine o A
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B { Lidocaine (Xylocaine) 0
Mexiletine (Mexiti) O
C{ Propafenone Rythmol | @ §) noy
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Abbildung 6: Modifizierte Sicilian-Gambit-Klassifikation der Antiarrhythmika
(Schwartz, 1992), die auch die ,traditionelle® Vaughan-Williams Einteilung
berlcksichtigt. Die Natrium-Kanal Blocker sind, aufgrund unterschiedlicher
Wirkungen auf den QRS-Komplex bzw. die QT-Zeit, in die Gruppen A, B und C
unterteilt. Die Wirkorte (Natrium-, Kalium oder Calcium-Kanal, a-, B-adrenerger,
cholinerger oder Adenosinrezeptor) der einzelnen Pharmaka sind in der
obersten Zeile angegeben. Die nachste Spalte vergleicht die klinische Wirkung
der Substanzen wie Proarrhythmogenitat, Effekt auf den linken Ventrikel,
Herzfrequenz oder extrakardiale Wirkungen. Rechts wird die Wirkung der
Pharmaka auf das Oberflachen-EKG dargestellt, der jeweilige Wirkzeitpunkt ist
unterstrichen. Die Wirkweise (Agonist/Antagonist) bzw. die relative
antagonistische Potenz ist mit unterschiedlichen Symbolen gekennzeichnet. Die

Anzahl und Richtung geben das Ausmal} der Wirkung an.
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1.5.2.2 Antiarrhythmika zur Therapie des Vorhofflimmerns

Zur Therapie des Vorhofflimmerns werden Antiarrhythmika der Vaughan-
Williams-Klasse la, Ic, Il, Il und IV verwendet (Hennersdorf, 2001). Diese
Substanzen werden entweder zur Konversion in den Sinusrhythmus (Klasse Ic
und Ill) oder zur Kontrolle der ventrikularen Frequenz bei weiter bestehendem
Vorhofflimmern (Klassen II-IV, Digitalis, Betablocker) eingesetzt (Tamargo,
2004). Ebenso scheint die Gabe von ACE(Angiotensin-Converting-Enzym)-
Hemmern und Angiotensinll-Blockern das atriale Remodeling beim Menschen
gunstig zu beeinflussen und somit ein Therapieansatz bei Vorhofflimmern
darzustellen (Pedersen, 1999, Madrid, 2002), wobei Ergebnisse grolRer
kontrollierter Studien noch ausstehen.

1.5.2.3 Ca**-Kanalblocker

Ca**-Kanalblocker beziehen sich auf strukturell verschiedene Familien
synthetischer Molekule, die spezifisch L—Typ-CaZ+—Str6me inhibieren und damit
den Ca?*-Einstrom in glatter Muskulatur, Myokard und Erregungsbildungs- und
Erregungsleitungssystem blockieren. Die Hauptgruppen bestehen aus den
Dihydropyridinen (Nifedipin), Phenylalkylaminen (Verapamil) und
Benzothiazepinen (Diltiazem). Diese Molekule binden direkt an unterschiedliche
Orte der ai-Untereinheit des spannungsabhingigen L-Typ-Ca®*-Kanals. lhr

klinischer Gebrauch richtet sich nach ihrer Gewebsspezifitat:

Nifedipin-Typ: Wirkungsschwerpunkt: glatte GefalRmuskulatur

Diltiazem-Typ: Wirkung an glatter GefaRmuskulatur, Myokard,
Erregungsbildung und Erregungsleitung

Verapamil-Typ: Wirkungsschwerpunkt: Myokard, Erregungsbildung und

Erregungsleitung

Die Hemmung durch Phenylalkylamine wie Verapamil ist frequenzabhangig,
was bedeutet, dass ihre Affinitdt fur offene Kanale hoéher ist als fur
geschlossene. Diese Medikamente werden spezifisch zur Behandlung von

Rhythmusstorungen eingesetzt. Kennzeichnend fur die Kreislaufwirkung der
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Diphenylalkylamine ist eine relativ starkere Wirkung auf die Calciumkanale des
Reizleitungssystems des Herzens mit der Tendenz, die Herzfrequenz zu
reduzieren und die Uberleitungszeit zu verlangern. Trotz einer peripheren
GefaRdilatation kommt es daher nicht wie bei anderen Ca®*-Antagonisten zum
reflektorischen Frequenzanstieg des Herzens. Eine negativ inotrope
Komponente ist aber ebenfalls zu berlcksichtigen. Aufgrund seiner Wirkung auf
das Reizleitungssystem ist Verapamil Mittel der Wahl bei paroxysmalen
supraventrikularen Tachykardien. Calciumantagonisten stellen auch eine
wichtige Medikamentengruppe zur Behandlung von Hypertonie und Angina
pectoris dar. Bei bestehendem Vorhoffimmern wird Verapamil (neben
Betablockern) hauptsachlich zur Kontrolle der ventrikularen Frequenz
eingesetzt. Jedoch scheint es keinen Effekt auf die Konversion von
Vorhofflimmern oder auf den Erhalt von Sinusrhythmus zu haben
(Rinkenberger, 1980, Waxman, 1981, Shenasa, 1988).

H C-0O H.C CH

2 I 3
'lri:H (i:HS
HSC'O ?_CHECHECHEN_CHECHE
C=N

Abbildung 7: Chemische Struktur von Verapamil.




Einleitung 26

1.5.24 EinfluR des L-Typ-Ca**-Kanalblockers Verapamil auf das
atriale Remodeling
Der bei schneller atrialer Stimulation vergroRerte Ca?*-Einstrom, mit der daraus
resultierenden Uberladung der Zelle mit Ca®* (Thandroyen, 1991), scheint ein
zentraler Mechanismus des elektrischen Remodelings bei Vorhofflimmern zu
sein (Goette, 1996). Es wurde gezeigt, dass ein Anstieg der intrazellularen
Ca**-Konzentration einen negativen Feedback-Effekt auf die Aktivitat der L-Typ-
Ca?*-Kanale mit einer Verminderung der Plateauphase des Aktionspotentials
hat (Lee, 1985).
Auf dieser Erkenntnis aufbauend konnte in verschiedenen experimentellen
Modellen (Tieleman, 1997, Goette, 1996, Kinebuchi, 2004, Moriguchi, 2003,
Kurita, 2002) und beim Menschen (Daoud, 1997, Yu, 1998) gezeigt werden,
dass die bei Vorhoffimmern schon nach wenigen Minuten auftretenden
Veranderungen der Refraktarzeit und der Induzierbarkeit von Vorhofflimmern
durch Vorbehandlung mit dem L-Typ-Ca®*-Kanalblocker Verapamil verringert
werden konnen. Dies lasst darauf schliefen, dass Verapamil das durch
Vorhofflimmern induzierte Remodeling der Vorhdfe wunter Umstanden
abschwachen konnte.
Bis heute gibt es jedoch keine Untersuchung uber die Auswirkungen einer
praventiven Gabe von Verapamil auf die Ca®*-Strdme und die L-Typ-Ca®'-

Kanal-Expression in den friihen Phasen des atrialen elektrischen Remodeling.

1.5.2.5 Probleme bei der Therapie mit Verapamil

Ein grundlegendes Problem bei der Therapie mit allen Antiarrhythmika ist, dass
diese unter bestimmten Bedingungen selbst Herzrhythmusstérungen auslosen
kénnen. Ca®**-Kanalblocker kénnen frithe Nachdepolarisationen und Torsade de
Points induzieren (Wit, 1991). Patienten mit Defekten im Reizleitungssystem
(AV-Uberleitungsstérungen) sind von einer Therapie mit Verapamil
auszuschlieRen. Ein weiterer Nachteil des Ca**-Blockers Verapamil ist, dass er
negativ chronotrop und inotrop wirkt, wodurch er bei Patienten mit
Herzinsuffizienz nur mit grof3er Vorsicht angewendet werden kann. Eine weitere

typische Nebenwirkung ist eine Gefallerweiterung (Flush, Kopfschmerz).
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1.6 Fragestellung

Vorhofflimmern ist die haufigste Herzrhythmusstérung im Erwachsenenalter.
Trotz intensiver Forschung sind die Mechanismen, die Vorhofflimmern initiieren,
aufrechterhalten und terminieren konnen, immer noch nicht ausreichend
verstanden. Es ist bekannt, dass schon sehr kurze Phasen schneller atrialer
Stimulation die elektrophysiologischen Eigenschaften der Vorhéfe bedeutend
verandern konnen. Einmal initiiert, kann Vorhoffimmern schlielich selbst zu
elektrophysiologischen, mechanischen und strukturellen Veranderungen fuhren,
die den Erhalt und das Wiederauftreten dieser Arrhythmie begunstigen kénnen.
Da gerade die frihen Veranderungen eine entscheidende Rolle bei der
Pathophysiologie des Vorhoffimmerns zu spielen scheinen, sind sie als
Ansatzpunkt einer maoglichen therapeutischen Intervention von grollem
Interesse.

In verschiedenen Studien konnte in experimentellen Modellen und beim
Menschen gezeigt werden, dass die bei Vorhoffimmern schon nach wenigen
Minuten auftretenden Veranderungen der Refraktarzeit und der Induzierbarkeit
von Vorhofflimmern durch Vorbehandlung mit Verapamil verringert werden
konnen. Bis heute gibt es jedoch keine Untersuchung Uber die Auswirkungen
einer praventiven Gabe von Verapamil auf die Ca®*-Stréme und die L-Typ-Ca**-
Kanalexpression in den frihen Phasen des elektrischen Remodelings.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Auswirkungen einer praventiven Verapamilgabe auf
die Expression der Calcium-Kanaluntereinheiten a4 und B, und auf die
Phosphatasen PP1a und PP2Aa in den sehr frihen Phasen des elektrischen

Remodelings beim Kaninchen zu untersuchen.
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2 Material

2.1 Versuchstiere

Fur die in der Arbeit beschriebenen Versuche wurden aus der Zucht
genommene adulte weibliche Kaninchen der Rasse New Zealand Albino White
(Charles River, Kisslegg, Deutschland) verwendet. Das Korpergewicht der
einzelnen Tiere betrug zu Beginn der Versuche zwischen 4 und 4,5 kg. Die
Tiere wurden unter artgerechten Bedingungen in einem 12-stindigen
Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Alle Versuche erfolgten mit Genehmigung des
Regierungsprasidiums Tubingen und in Zusammenarbeit mit dem
Tierschutzbeauftragten der Universitat Tubingen. Sie erhielten Trinkwasser ad
libitum und standardisiertes pelletiertes Trockenfutter ssniff K-H, 4mm (ssniff,
Spezialdiaten GMBH, Soest, D).

2.2 Gerate

Elektrode Flagelversion, bipolar,
Spezialanfertigung
VascoMed, Binzen, D

Schrittmacher Logos, Biotronik, Berlin, D

[
T [O)am
1112784 il ) |t

IR®R0e

Abbildung 8: Schrittmacher mit Elektrode.
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Mikrotiterphotometer

Elektrophorese-Kammer

Blotkammer

Densitometer

Langendorff-Perfusionsapparatur

Bubble Trap

Herzkammer

Kuhler

Thermostat

2.3 Software

Quantity One

Microplate manager

Microplate Reader, Model
Nr.680, Biorad, Minchen, D
Mini-Protean Il Cell,

Biorad, Munchen, D

Trans Blot Cell,

Biorad, Minchen, D

GS 800 Calibrated Densitometer,

Biorad, Minchen, D

Radnofi,

Monrovia, USA
Schott, Mainz, D
Brand, Wertheim, D
Haake DC30,

Gebruder Haake, Karlsruhe, D

Quantity One, Quantitation
Software, Biorad, Minchen, D
Microplate Manager, Version 5.2,

Biorad, Minchen, D

2.4 Sonstige Laborgerate und Zubehor

Power Pac

Thermomixer

Power Pac 300,
Biorad, Minchen, D
Thermomixer compact,

Eppendorf, Hamburg, D
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Minishaker

Magnetruhrer

Kuhlaggregat

Centrifuge

Rontgenkassette

Feinwaage

pH-Meter

Rontgenfilm

Hybond-ECL

Whatmann-Filter

Frischhaltefolie

Nahtmaterial

MS 1 Minishaker,

IKA Works, Wilmington, USA
Variomag Mono,

H+P Labortechnik,
Oberschleil3heim, D

Multi temp I,

Gebruder Haake, Karlsruhe, D
Centrifuge 5417 C,

Eppendorf, Hamburg, D
Hypercassette,

Amersham, Little Chalfont, UK
Typ KBBA100,

Sartorius, Goéttingen, D

Migge & Glock,

Leonberg, D

Hyperfilm ECL,

Amersham, Little Chalfont, UK
Nitrocellulosemembran,
Amersham, Little Chalfont, UK
Gel-Blotting-Papier,
Schleicher & Schuell, Dassel, D
Papstar,

Papstar, Kall, D

Ethicon PermaHand Seide,
Ethicon Mersilene 3-0,

nicht resorbierbar,

Johnson-Johnson , Brissel, B
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2.5 Medikamente

Verapamil HCI Reinsubstanz,

Knoll, Ludwigshafen, D
Xylazinhydrochlorid 2% Rompun,

Bayer, Leverkusen, D
Ketaminhydrochlorid 100mg/ml Ketavet

Pharmacia&Upjohn, Erlangen, D
Penicillin-Streptomycin-Kombination Tardomyocel comp.lll,

Bayer Vital, Leverkusen, D

2.6 Antikorper

Priméarantikorper

a1c-Antikorper Epitop: KQQLEEDLKGYLDWITQAE
polyklonal aus Kaninchen, aufgereinigt Uber
eine  mit Immunisierungspeptid beladene
Saule (Bosch, 2003)

B2a-Antikorper Epitop: KKRNEAGEWNRDVYIRQ
polyklonal aus Kaninchen, aufgereinigt Uber
eine  mit Immunisierungspeptid beladene
Saule (Christ, 2004)

GAPDH Biotrend, Koln, D

monoklonal aus Maus
PP2A Catalytic a Katalognummer 610555

Transduction Biosciences, Pharmingen, D
PP1a Produktnummer P7607

Sigma, Saint Louis, USA
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Sekundarantikorper

Anti-mouse IgG,

HRP konjugiert Sigma, Steinheim, D
Anti—rabbit IgG,
HRP konjugiert DAKO, Hamburg, D

2.7 Losungen

2.7.1 Losungen zur Probengewinnung

Calciumhaltige Tyrode-LO6sung

e D(+)-Glucose 10 mmol/l
e NaCl 136 mmol/l
e KCI 5,4 mmol/l
e HEPES 5 mmol/l
e NaHyPO, 0,33 mmol/Il
e CaCl, 2,0 mmol/l

Der pH-Wert der Losung wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt.

Calciumfreie Tyrode-LAdsung

Die Zusammensetzung der verwendeten Losung entspricht der calciumhaltigen

Tyrodeldsung mit Ausnahme des CaCl, [0 mmol/l].
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2.7.2

2.7.3

Losungen zur Proben-Aufbereitung

3x Probenauftragspuffer

1,75 ml 1 M Tris pH 6,8
1,5 ml Glycerin

5 ml [10%] SDS

1,75 ml Wasser dest.

aliquotiert und bei -20°C gelagert

PMSF-Stammldsung (100 mmol/l)

174,2 mg PMSF gelost in 10 ml Isopropanol

Lammli-Puffer

330 ul 3x Probenauftragspuffer

655 pl Wasser dest.

5 ul Mercaptoethanol

10 pl PMSF-Stocklésung (100 mmol/l)

Lowry-Protein-Assay

Alkalische Kupfer-Tartrat-Losung

25 mg CuSOq4

44 mg NaK-Tartrat

in 200 ml Wasser dest. |6sen

5 g Na;COs3

2,5 ml 10M NaOH langsam zugeben

auf 250 ml mit Wasser dest. aufflllen



Material

34

2.7.4

Losungen fur die Elektrophorese

1,5M Tris-Puffer pH 8,8

45,4 g Tris
200 ml Wasser dest.
mit conc. HCI auf pH 8,8 einstellen

auf 250 ml mit Wasser dest. auffullen

1M Tris-Puffer pH 6.8

12,21 g Tris
70 ml Wasser dest.
mit conc. HCI auf pH 6,8 einstellen

auf 100 ml mit Wasser dest. aufflllen

10% SDS-Ldsung

25 g SDS
250 ml Wasser dest.

APS-Ldsung

1g APS (Ammoniumperoxodisulfat)

10 ml Wasser dest.

aliquotiert und bei -20°C gelagert
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2.7.5

Laufpuffer 5x
15,1 g Tris Base
94 g Glycin

10 g SDS

pH mit konzentrierter HCI auf 8,3 einstellen

auf 1000 ml mit Wasser dest. auffullen

Laufpuffer 1x

200 ml Laufpuffer 5x werden mit Wasser dest. auf 1000 ml aufgefullt

Losungen fur Western Blotting

Blot-Puffer (Towbin-Puffer) 10x

34,5 g Tris Base
160,68 g Glycin

in 1000 ml Wasser dest. [6sen

Blot-Puffer 1x (fur 1000 ml)

70 ml Blot-Puffer (10 x) auf 700 ml mit Wasser dest. auffullen
200 ml Methanol
10 ml 10% SDS

auf 1000 ml mit Wasser dest. auffiillen
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2.7.6

2.7.7

Losungen zur Immunfarbung

TBS 10x

87,6 g NaCl
15,7 g Tris Base
mit conc. HCI auf pH 7,5 einstellen

auf 1000 ml mit Wasser dest. auffillen

TBS-T

100 ml TBS (10x)
auf 1000 ml mit Wasser dest. auffillen
200 pl Triton X100

TBS fiir Antikorper

500 mg Rinderserum-Albumin (BSA)
2 ml NaN3 1% Losung
auf 50 ml mit TBS 1x aufgefullt

Blotto 2% (Blockldsung flur Proteine)

1 g Magermilch-Pulver
50 ml TBS 1x

Losungen fur die Coomassie-Farbung

Essigsaure 5%

475 ml Wasser dest.
25 ml Eisessig



Material

37

Coomassie-Blue Losung

e 225 ml Methanol
e 50 ml Eisessig
e 1,25 g Coomassie Brillant Blue R250

e 125 ml Wasser dest.

2.8 Chemikalien

Acrylamid 30%

Blocklésung

Marker

Rinderserumalbumin

ECL-Reagenz 1

ECL-Reagenz 2

Magermilchpulver

Rotiphorese Gel 30,

Roth, Karlsruhe, D

RotiBlock, 10 x Konzentrat,
Roth, Karlsruhe, D

Full Range Rainbow,
10000-250000 Dalton
Amersham, Little Chalfont, UK
Albumin Fraction 5, pH 7,0,
AppliChem, Darmstadt, D
Detection Reagent 1,
Amersham, Little Chalfont, UK
Detection Reagent 1,
Amersham, Little Chalfont, UK
Naturaflor,

Topfer, Dietmannsried, D

Alle Ubrigen, nicht aufgefihrten Substanzen wurden in analysenreiner Qualitat

bei den Firmen Sigma, Steinheim, D, oder Merck, Darmstadt, D, bezogen.
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3 Methoden

3.1 Implantation der Sonden

Die Kaninchen wurden mit Ketamin (75 mg/kg) und Xylazin (5.8 mg/kg)
anasthesiert. Falls erforderlich, wurde eine hdhere Dosis nachinjiziert. Unter
Einhaltung steriler Techniken wurde eine malgefertigte bipolare Sonde in die
linke Vena jugularis eingefuhrt und in den rechten Vorhof vorgeschoben. Dieser
Eingriff wurde unter roéntgenologischer Durchleuchtung durchgefihrt und
kontrolliert. Eine zweite Sonde wurde Uber die rechte Vena jugularis in den
Koronarsinus eingefuhrt und kam auf dem linken Vorhof zu liegen. Somit konnte
man bipolare Ableitungen des linken Atriums wahrend der Stimulation im
rechten Vorhof erhalten. Bei idealer Lage nahm die Reizschwelle einen sehr
kleinen Wert an und das Signal aus den Vorhdfen war um ein Vielfaches hoher
als das der Kammern. Nach Bestatigung der korrekten Lage der Elektroden
wurden die Wunden vernaht und die Enden der Sonden extern belassen. Zur
Verhinderung operationsbedingter Infektionen wurde den Kaninchen 0,5 ml
Tardomyocel comp.lll (siehe Kapitel 2.5) subkutan verabreicht. Die
Kontrollgruppe (sham) wurde einer identischen Behandlung unterzogen,

allerdings erfolgte hier keine atriale Stimulation.
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Abbildung 9: Kaninchenmodell schneller atrialer Stimulation. (A) Lage der

stimulierenden (P) und der wahrnehmenden Elektrode (S).
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Abbildung 10: Oberflachen-Elektrokardiogramm (I und aVL) und bipolares
Elektrogramm des linken Vorhofs (LA) eines Kaninchens wahrend schneller
atrialer Stimulation mit 600 Schldgen/Minute. (Schreibgeschwindigkeit 100

mm/s).
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3.2 Medikation der Kaninchen

Im Abstand von 12 Stunden (jeweils um 9.00 Uhr und 21.00 Uhr) wurde den
Kaninchen an 7 aufeinanderfolgenden Tagen 30 mg Verapamil (7,5 mg/kg) in
isotoner  NaCl-Losung subkutan verabreicht. Verglichen mit den
therapeutischen Dosen beim Menschen waren die hier verabreichten Dosen

somit stets supratherapeutisch (Koike, 1979, Schutz, 1982).

70 66,22

52,25
48,65
40,89 43,82
40
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Abbildung 11: Serumspiegel von Verapamil in ng/ml gemessen in 12-
stiindigem Abstand bei einem Kaninchen aus der Gruppe ,shamV* (siehe
Kapitel 3.4). Das Kaninchen erhielt eine Initialdosis von 30 mg Verapamil und in
einem Abstand von 12 Stunden eine Erhaltungsdosis von jeweils 30 mg

Verapamil.
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Abbildung 12: Serumspiegel von Verapamil in ng/ml gemessen bei 4
Kaninchen aus der Gruppe ,shamV* und 6 Kaninchen aus der Gruppe ,24hV*
(siehe Kapitel 3.4) nach einer wiederholten Gabe von 30 mg Verapamil im
Abstand von 12 Stunden an 7 aufeinanderfolgenden Tagen. Bei den Kaninchen
der Gruppe ,24hV“ erfolgte vor der Spiegelbestimmung eine 24-stindige

schnelle atriale Stimulation.

3.3 Stimulation der Kaninchen

Nach Ablauf der 7 Tage wurde die Sonde mit dem Herzschrittmacher
verbunden und der rechte Vorhof mit einer Frequenz von 600 Schlagen pro
Minute (Amplitude 4 Volt, Pulsbreite 0,5 mV) stimuliert. Diese Stimulation wurde
24 Stunden aufrechterhalten. Zur Kontrolle der Sondenlage und
Funktionsfahigkeit wurde vor und nach der Stimulation eine Messung der

Reizschwellen durchgefuhrt.

3.4 Gruppeneinteilung

In der Arbeit wurden die Vorhofe von insgesamt 24 Kaninchen untersucht. Im

Vorfeld des Versuches erfolgte eine willkirliche Aufteilung der Kaninchen auf
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die unten beschriebenen 4 Gruppen, die sich jeweils aus 6 Kaninchen

zusammensetzten.

Gruppe ,sham®: Dieser Gruppe von Kaninchen wurden Sonden
implantiert. Eine atriale Stimulation wurde jedoch
nicht induziert.

Gruppe: ,24 h* Bei Kaninchen dieser Gruppe wurde nach

erfolgreicher Implantation der Sonden eine 24
Stunden andauernde atriale Tachykardie induziert.

Gruppe: ,shamV*: Diese Gruppe wurde wie die ,sham“-Gruppe

behandelt, wobei zusatzlich eine Gabe von

Verapamil erfolgte.

Gruppe: ,24 hV*: Diese Gruppe wurde wie die ,24h“-Gruppe
behandelt, wobei zusatzlich eine Gabe von

Verapamil erfolgte.

3.5 Ablauf der Praparation des rechten Atriums

Vor der Probenentnahme wurde mittels einer elektrophysiologischen
Untersuchung die Qualitdt der Sondenlage Uberprift (Reizschwelle, Lage,
Refraktarzeit). Im Anschluss wurden die Tiere je nach Kdrpergewicht mit 20 - 25
ml Ketavet/Rompun (3:1) anasthesiert. Nach einem medianen Bauchschnitt und
Offnen des Thorax wurde das Herz rasch entnommen. Vorhandene
Gewebereste wurden in einer mit Ca?'-haltiger Tyrodeldsung gefiillten
Petrischale entfernt. Daraufhin wurde die Aorta ascendens freiprapariert, mit
zwei Pinzetten gefasst und sofort Uber die Kanule einer Langendorff-Apparatur
gezogen. Der Aufbau der Apparatur orientierte sich an der von Langendorff
1895 entwickelten Methodik zur ,Untersuchung am Uberlebenden
Saugetierherzen“ (Langendorff, 1895). Das Prinzip besteht in einer retrograden
Perfusion des isolierten Herzens unter konstanten Druckverhaltnissen.

Abbildung 13 zeigt schematisch die Anordnung dieser Langendorff-Apparatur.
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37°C — ]

Abbildung 13: Schema der Langendorff-Apparatur zur Isolation von
Herzmuskelzellen. Die Langendorffsaule wird an einem Stativ mit einer Hohe
von ca. 100 cm befestigt, um einen konstanten Perfusionsdruck von 800-1000
mmH,0 (58-73 mmHg) auf das Herz zu erzeugen. Des entspricht ungefahr der
Hohe des mittleren arteriellen Blutdrucks des Versuchstieres. Die
Perfusionslosung wird in das Vorratsgefald (A) eingefullt und Uber eine
Schlauchverbindung (B) mit 100% O, begast. Uber einen beheizbaren
Schlangenkuhler (C) gelangt die Lésung in das sogenannte
,Luftblasenauffanggefal®, Bubble Trap (D). Dadurch kdonnen Mikroembolien
vermieden werden, falls sich Luftblasen in der Perfusionslosung befinden. Die
Bubble Trap muindet in eine kurze Rohre, an deren Ende eine Kanule
angebracht ist. Das kantlierte Herz befindet sich in einer Warmekammer (F),
die das Perfusat aufnimmt. Das gesamte System wird Uber ein zirkulierendes
Wasserbad (G) auf einer konstanten (Korper-)Temperatur von 36-37°C

gehalten.
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Mit einem Seidenfaden fixiert, konnte so der erste Perfusionsschritt des
Herzens vollzogen werden. Dabei wurde das Herz nach Erwarmung der
Apparatur funf Minuten lang mit Tyrodeldsung von Blutresten freigewaschen.
Von der Aorta ausgehend durchstromte das Perfusat die Koronararterien und
das myokardiale Kapillarbett, um schliel3lich das Herz durch die Vena cava am
rechten Vorhof zu verlassen. Dabei blieb eine deutliche Herzkontraktion
erkennbar. In einem nachsten Schritt erfolgte eine 3-bis 5-minutige Phase der
Perfusion mit Ca*'-freier Tyrode, bis das Herz keine Eigenrhythmik mehr
aufwies. Nach Abbinden des rechten Herzohres wurde dieses mit einer Schere

abgeschnitten und sofort in flissigem Stickstoff bei -70°C eingefroren.

3.6 Probenaufbereitung/Proteinisolation

In 1,5 ml Reaktionsgefale wurde 150 ul Lammli-Puffer vorgelegt. Die
gefrorenen Proben wurden in einer Reibeschale mit flussigem Stickstoff
zerstol3en und jeweils ein 20 - 50 mg grolRes Stuck davon entnommen. Dieses
Gewebestick wurde in flussigem Stickstoff vorsichtig pulverisiert, in die
vorbereiteten Reaktionsgefalle Uberfihrt und mit einem Douncer 10 - 15
Sekunden homogenisiert. Die dem Douncer anhaftenden Reste wurden mit 150
ul Lammlipuffer abgespdult. In abgekuhltem Zustand wurde die Probe kurz am
Vortexer geschuttelt und dann im Heizblock bei 95°C funf Minuten erhitzt. Im
Anschluss wurden sie wiederholt auf dem Vortexer geschuttelt und auf Eis
abgekuhlt. In einem letzten Schritt wurde die Probe fur zehn Minuten bei 14000
rom zentrifugiet und der so erhaltene Uberstand in ein weiteres
Reaktionsgefa® Uberfihrt. Mit diesem Gewebehomogenisat wurden die

weiteren Untersuchungen durchgefuhrt.
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3.7 Proteinbestimmung nach Lowry

3.7.1 Prinzip

Der Proteinbestimmung nach Lowry liegt die Bildung von Biuret-Komplexen aus
Cu?* und Protein zugrunde. Die so entstandenen Komplexe kénnen mit Folin-
Reagenz reagieren, wodurch es zu einer Blauverfarbung der zuvor gelben
Ldsung kommt. Diese Verfarbung kann anschlieRend photometrisch gemessen
werden. Die Extinktionszunahme ist dabei einem Anstieg der
Proteinkonzentration proportional. Anhand einer parallel bestimmten Eichkurve

kann die Proteinkonzentration anschlieRend abgelesen werden.

3.7.2 Durchfuhrung
In einer Doppelbestimmung wurden jeweils 6 ul der zu untersuchenden Proben
mit 44 ul Wasser dest. verdunnt, in eine 48er-Mikro-Titer-Platte pipettiert, und

nach und nach mit folgenden Reagenzien vermischt:

e 200 ul frisch angesetzte Kupfer-Tartrat-Losung (fur 15 Minuten stehen
gelassen )

e 200 pl SDS 10%

e 20 ul Folin-Ciocalteau-Phenol (1:1 Verdunnung mit destilliertem Wasser)

(fur 30 Minuten stehen gelassen)

Je Einfachbestimmung wurden 2x200 ul in eine 96er-Mikro-Titer-Platte
uberfuhrt und die Extinktion bei 490 nm gegen den Leerwert und einen Protein-
Standard (BSA in Wasser dest.) vermessen. Die Auswertung erfolgte unter

Zuhilfenahme der Software ,Microplate Manager*.
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3.8 Eindimensionale SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

3.8.1 Prinzip

Die SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfate-Polyacrylamidgel-Elektrophorese)
(Laemmli, 1970) ist ein einfaches und hochauflésendes Verfahren, um Proteine
zu analysieren. Durch den Zusatz des anionischen Detergenz
Sodiumdodecylsulfat (SDS) werden die Proteine solubilisiert, denaturiert und in
eine negative Gesamtladung gebracht. Dies verleiht ihnen ein einheitliches
Verhaltnis von Masse zu Ladung. Durch Zugabe reduzierender Substanzen
(z.B. B-Mercaptoethanol) werden sie zudem vollstandig entfaltet und
vorhandene Cystin-Bricken getrennt. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgt in einer Gelmatrix aus Acrylamidpolymeren, die Uber N’N’-Methylen-
Bisacrylamid quervernetzt sind. Die Durchlassigkeit der Matrix ist abhangig von
der Konzentration der Polyacrylamid-Monomere und dem Grad der
Quervernetzung, d.h. der Konzentration der bifunktionellen Gruppen. Dadurch
kénnen physikalische Effekte, wie Konvektion und Diffusion, umgangen werden.
Die Polymerisation erfolgt durch eine Radikalkettenreaktion, die mit dem Zerfall
von APS in Radikale gestartet wird, welche daraufhin TEMED aktivieren.

Bei der diskontinuierlichen Gelelektrophorese wird dem eigentlichen Trenngel
noch ein Sammelgel von ca. 1/10 Lange der Trenngelstrecke vorgeschaltet,
dessen pH-Wert um zwei Einheiten tiefer liegt als der des Trenngels. Dies fluhrt
zu einer Verdichtung der Proteinprobe vor dem Eintritt in das Trenngel und

somit zu einer scharferen Trennung der jeweiligen Proteinbanden.

3.8.2 Durchfuhrung

Die Glasplatten, Spacer und Kamme wurden mit 80% Ethanol und fusselfreien
Tdchern grindlich gereinigt und abgetrocknet. Dann wurde die Gelkammer
zusammengesetzt und im Giel3-Stand fixiert. Das nach unten beschriebenem
Schema angefertigte Trenngel wurde dann im flissigen Zustand blasenfrei
zwischen zwei abgedichtete, durch ,Spacer® getrennte Glasplatten gegossen.

Die Acrylamidkonzentration der Gele betrug 8%.
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Trenngel 15 ml 8%

e H,0 7,0 ml

e 30% Acrylamid 4,0 ml

e 15MTris(pH8,8) 3,8ml

e 10% SDS 0,15 ml
e 10% APS 0,15 ml
e TEMED 0,009 mi

Das Gel wurde mit 400 pul Isopropanol Uberschichtet, um eine gerade Gelkante
zu erhalten. Nachdem das Gel polymerisiert war, wurde das Isopropanol mit
dest. Wasser vom Trenngel gewaschen und die restlichen Wassertropfen mit
einem Stlick Whatman-Filterpapier entfernt. Das Sammelgel wurde nach

untenstehender Anleitung gegossen und luftblasenfrei in die Kammer Uberfuhrt.

Sammelgel 5ml

e H0 3,4 ml
e 30% Acrylamid 0,83 ml
e 1,5M Tris (pH 6,8) 0,63 ml
e 10% SDS 0,05 ml
e 10% APS 0,05 ml
e TEMED 0,005 ml

In das noch flissige Sammelgel wurde ein Kamm luftblasenfrei eingesetzt, um
geeignete Taschen zum Auftragen der Proben zu erhalten. Nachdem das
Sammelgel polymerisiert war, wurde der Kamm entfernt. Die
Elektrophoresekammer wurde zusammengebaut und mit Laufpuffer beflillt.

Die Proben (60 ug Protein) wurden mit mindestens 50% ihres Volumens mit 3x
Probenauftragspuffer versetzt und funf Minuten bei 95°C erhitzt. AnschlielRend
wurden sie auf Eis wieder abgekuhlt und 10 Sekunden bei 14 000 rpm

zentrifugiert. Nun konnten die Proben auf das Gel geladen, die Kammer
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verschlossen und die Elektrophorese bei 120 V gestartet werden. Die Laufzeit
betrug in der Regel 90 Minuten und wurde beendet, wenn die Metylenblau-
Lauffront den unteren Gelrand erreicht hatte. Um die entstandenen Banden
ihrer Masse zuordnen zu kdnnen, lief ein Full Range Rainbow Marker mit (siehe
Kapitel 2.8).

3.9 Western-Blotting

3.9.1 Prinzip

Durch das Western-Blot-Verfahren (Towbin, 1979, Burnette, 1981) werden die
Proteine, durch Anlegen eines elektrischen Feldes, aus dem Gel auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert. Da die Proteine auf dieser Membran dann
immobilisiert vorliegen, sind sie fur weitere Analysen ohne den storenden
Einfluss der Gelmatrix zuganglich. In diesem Versuch wurde das Verfahren des
.wet- bzw.  tankBlottings® angewendet. Hierbei werden Whatman-
Filterpapiere und eine Nitrocellulosemembran mit Blotpuffer getrankt und in
einer Blotapparatur so geschichtet, dass die Proteine aus dem Gel zur Anode
wandern und dabei auf der Membran haften bleiben. Die Wanderung zur Anode
kommt durch SDS zustande, das nach der Gelelektrophorese noch an die

Proteine gebunden ist, und ihnen so eine negative Ladung verleiht.

3.9.2 Durchfuhrung

Um das SDS-Gel zu blotten, wurden sechs Whatman-Filterpapiere und eine
Nitrocellulosemembran auf GelgroRe zurechtgeschnitten. Die  Filter,
Schwammmatten und Membran wurden dann in Blotpuffer eingeweicht. Das im
Puffer enthaltene Methanol diente dazu, das SDS aus den Protein-Detergens-
Komplexen zu entfernen und die Bindung der SDS-freien Proteine an die
Membran zu erhdhen. Das Blot-Sandwich  wurde luftblasenfrei
zusammengesetzt und der Proteintransfer mit 200 mA fir 18 Stunden bei einer
konstanten Temperatur von 8°C vollzogen. Danach wurde die Membran mit den
darauf befindlichen Proteinen einer Immunfarbung unterzogen (siehe Kapitel
3.11).
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3.10 Coomassiefarbung

3.10.1 Prinzip

Durch den Coomassie-Farbetest wurde Uberprift, ob die Proteine vom Gel
vollstandig auf die Nitrozellulosemembran Ubertragen werden konnten. Bei der
Substanz  Coomassie-Brilliant-Blau  handelt es sich um  einen
Triphenylmethanfarbstoff, mit dem Proteine direkt im Gel sichtbar gemacht
werden koénnen. Dieser Farbstoff lagert sich an kationische und unpolare

hydrophobe Seitenketten der Proteine an.

3.10.2 Durchfiihrung

Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine wurde das Gel flr zehn
Minuten in Coomassielosung (R250) gelegt und leicht geschuttelt. Dabei
wurden die Proteine fixiert und angefarbt. Anschlieend wurde die Farbelésung
entfernt und das Gel durch mehrfaches Wechseln der Schnellentfarbeldsung
von Uberschussigem Farbstoff befreit, so dass nur noch gefarbte Proteinbanden
zu sehen waren. Dann wurde die Entfarbungsreaktion mit 5% v/v Essigsaure
gestoppt. Bei erfolgreichem Transfer auf die Membran waren die Gele nicht

angefarbt.

3.11 Immunfarbung

3.11.1 Prinzip

Hierbei kdnnen einzelne Proteine eines Proteingemisches mittels spezifischer
Antikorper auf der Membran nachgewiesen werden. Daflr wird zunachst ein
Primarantikérper an das entsprechende Protein gebunden, an den dann
wiederum ein Zweitantikorper bindet. Da an den Zweitantikdrper das Enzym
Meerettich-Peroxidase gekoppelt ist, kann durch anschlieende Zugabe eines
geeigneten Substrates eine Emission von Licht an der Stelle, an der sich das

Protein auf der Membran befindet, hervorgerufen werden.
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3.11.2 Durchfuhrung

Nach dem Proteintransfer auf die Membran (Kapitel 3.9) wurde diese 60
Minuten lang bei Raumtemperatur in Block-Losung inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzusattigen. Danach wurde der jeweilige Primarantikorper in
einer geeigneten Verdunnung in TBS fur Antikdrper angesetzt und die Membran
damit 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Uberschussige
Erstantikdrper wurde durch mehrmaliges Waschen mit TBS-T entfernt. Der
geeignete Zweitantikorper wurde in 2% Blotto (Blocklosung fur Proteine)
verdunnt und fir eine Stunde bei Raumtemperatur auf die Membran gegeben.

Danach wurde nochmals 60 Minuten mit TBS-T gewaschen.

3.12 ECL-Detektion

3.12.1 Prinzip

Um die spezifischen immobilisierten Antigene sichtbar zu machen, wurden in
einem zweiten Schritt Sekundarantikérper daran gebunden. Da diese mit
Meerrettich-Peroxidase ausgestattet sind, konnen sie unter Zugabe eines
geeigneten Substrats Licht emittieren.

3.12.2 Durchfiihrung

Die ECL-Lésungen 1 und 2 wurden zu gleichen Teilen gemischt und fur eine
Minute auf die gefarbte Blotmembran gegeben. Dann wurden die Membranen in
Frischhaltefolie luftblasenfrei eingeschlagen, in einer Rontgenkassette fixiert
und die Chemilumineszenz mittels Rdntgenfilm detektiert. Dies wurde bei
verschiedenen Belichtungszeiten (zwischen funf Sekunden und flnf Minuten)
mehrfach wiederholt. Das Ergebnis wurde unter Zuhilfenahme der Software
Quantity One ausgewertet.

Als interner Standard, mit Hilfe dessen eine spatere Quantifizierung der
Expression der L-Typ-Ca®*-Kanaluntereinheiten und der Phosphatasen méglich
wurde, wurde die Expression von Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

(GAPDH), einem sogenannten ,Housekeeping-gene®, genommen. Dabei geht
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man davon aus, dass das Niveau der Expression dieses ,Housekeeping-gene*

in den Gewebeproben die man vergleichen mdchte nicht variiert.

1c

d. B, GAPDH
kD .

250 —
160 — —

106 — -—
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35 —

Abbildung 14: Spezifische Banden der untersuchten Proteine (kD =
kiloDalton).

3.13 Datenauswertung und Statistik

Die Probenbestimmungen wurden jeweils dreimal wiederholt. Von diesen drei
Bestimmungen wurden jeweils der Mittelwert und der Standardfehler des
Mittelwertes (sem) berechnet. Die verschiedenen Gruppen wurden
untereinander mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse verglichen. Ein Wert
wurde als statistisch signifikant gesehen, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit p

kleiner als 0,05 war.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression der a,.-und B,,-Untereinheiten

4.1.1 Veranderte Expression der as.-und B2;,-Untereinheiten nach
Stimulation ohne Gabe von Verapamil

In Abbildung 15 sind die Unterschiede in der Expression der L-Typ-Ca?*-

Kanaluntereinheiten aic und B2s zwischen den Gruppen sham und 24h

graphisch dargestellt. Diese Versuchsreihne wurde in unserer Arbeitsgruppe

(Bosch, 2003) schon einmal durchgefuhrt und hier in dieser Arbeit anhand

vergleichbarer Proben reproduziert.
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Abbildung 15: Protein-Expression der a4c- und Bos-Untereinheiten des L-Typ-
Ca?*-Kanals. Auf der Ordinate die relative OD, d.h. die absolute, gemessene
OD der Bande bezogen auf die OD des Housekeeping-Proteins GAPDH (siehe
Kapitel 3.12.2). Die Analyse erfolgte mittels Western-Blot-Verfahren. (**p-Wert <
0,05)
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Zum einen kommt es nach 24 Stunden schneller atrialer Stimulation zu einer

deutlichen Verminderung der Expression der ai.-Untereinheiten. Die Werte
sinken signifikant (p= 0,004) um 24,7% auf 75,3% der Werte der sham-Gruppe.

Zum anderen scheint sich die induzierte atriale Tachykardie auch auf die

Expression der B-Untereinheiten auszuwirken. Hier sinken die Werte um 13,3%

auf 86,7% der Werte der sham-Gruppe (p= 0,009).

Tabelle 1: Tabellarische Darstellung der Veranderung der Proteinexpression

der aic- und B2a-Untereinheiten des L-Typ-Ca®*-Kanals in Prozent [%] und der

jeweilige Standardfehler (sem).

sham [%] sem sham [%] 24h [%] sem 24h [%]
O1c 100 2,66 75,3 6,21
B2a 100 1,88 86,7 3,69
sham 24h
O1c W G - — T T
B2a — — — — e S
GAPDH — — —

Abbildung 16: Ausgewahlte Blotbeispiele der ai.- und Bos-Untereinheiten des

L-Typ-Ca2+—KanaIs sowie von GAPDH fur die Gruppen sham und 24h.
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4.1.2 Veranderte Expression der asc-und B2;,-Untereinheiten nach
Stimulation und Gabe von Verapamil

In Abbildung 17 sind die Unterschiede in der Expression der L-Typ-Ca?*-
Kanaluntereinheiten ai; und B, zwischen den Gruppen shamV und 24hV
graphisch dargestellt. Die Gabe von Verapamil fihrte zu erheblichen
Abweichungen von den in Kapitel 4.1.1 beschriebenen Veranderungen: Sowohl
bei der Expression der ai; (p = 0,594) — als auch der B2s (p = 0,838)-
Untereinheiten konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Gruppen gefunden werden.
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Abbildung 17: Protein-Expression der a4.- und Bos-Untereinheiten des L-Typ-
Ca®*-Kanals. Auf der Ordinate die relative OD, d.h. die absolute gemessene OD
der Bande bezogen auf die OD des Housekeeping-Proteins GAPDH (siehe
Kapitel 3.12.2). Die Analyse erfolgte mittels Western-Blot-Verfahren. (n.s. =
nicht signifikant).
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Tabelle 2: Tabellarische Darstellung der Veranderung der Proteinexpression
der asc-und Boa-Untereinheiten des L-Typ-Ca**-Kanals in Prozent [%] und der

jeweilige Standardfehler (sem).

shamV [%] | sem shamV [%] 24hV [%] sem 24hV [%]
O1c 100 7,57 89,4 9,61
B2a 100 7,36 98 6,21
shamV 24hV
Q1 N — [T —
B2a S — — —— —
GAPDH — e — —— —

Abbildung 18: Ausgewahlte Blotbeispiele der ai.- und B2s-Untereinheiten des
L-Typ-Ca**-Kanals sowie von GAPDH fiir die Gruppen shamV und 24hV.
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4.2 Expression von PP1a und PP2Aa

4.2.1 Veranderte Expression von PP1a und PP2Aa nach Stimulation ohne
Gabe von Verapamil

In Abbildung 19 sind die Unterschiede in der Expression der Phosphatasen
PP1a und PP2Aa zwischen den Gruppen sham und 24h graphisch dargestellt.
Die schnelle atriale Stimulation fihrte zu einem Anstieg der Expression von
PP1a um 32,4% (p= 0,031) verglichen mit den Werten der sham-Gruppe.

Bei der Expression von PP2Aa kam es nach schneller atrialer Stimulation zu
keiner signifikanten Veranderung (p= 0,901).
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Abbildung 19: Protein-Expression der Phosphatasen PP2Aa und PP1a.

Auf der Ordinate die relative OD, d.h. die absolute gemessene OD der Bande
bezogen auf die OD des Housekeeping-Proteins GAPDH (siehe Kapitel 3.12.2).
Die Analyse erfolgte mittels Western-Blot-Verfahren. (n.s. = nicht signifikant;
**p-Wert < 0,05).
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Tabelle 3: Tabellarische Darstellung der Veranderung der Proteinexpression

der Phosphatasen PP1a und PP2Aa in Prozent [%] und der jeweilige

Standardfehler (sem).

sham [%] sem sham [%] 24h [%] sem 24h [%]
PP2Aa 100 3,82 99,4 3,33
PP1a 100 6,56 132,4 10,54
sham 24h
PP1a ——— e —
GAPDH PP1a — — a— — — —
PP2Aa — e = -— s -

GAPDH PP2Aa

Abbildung 20: Ausgewahlte Blotbeispiele der Phosphatasen PP1a und PP2Aq,

sowie von GAPDH fur die Gruppen sham und 24h.
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4.2.2 Veranderte Expression von PP1a und PP2Aa nach Stimulation und
Gabe von Verapamil

In Abbildung 20 sind die Unterschiede in der Expression der Phosphatasen
PP1a und PP2Aa zwischen den Gruppen shamV und 24hV graphisch
dargestellt. Unter Verapamilgabe blieb der in Kapitel 4.2.1 beschriebene
Anstieg der Expression von PP1a nach atrialer Stimulation aus und es kam zu
keiner signifikanten Veranderung (p= 0,50). Allerdings zeigte sich hier ein
Unterschied in der Expression von PP2Aa zwischen den Gruppen shamV und
24hV. Es konnte ein signifikanter Anstieg der Expression um 15,6% (p= 0,033)
gemessen werden.

160 Nn.s.
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Abbildung 21: Protein-Expression der Phosphatasen PP2Aa und PP1a. Auf
der Ordinate die relative OD, d.h. die absolute gemessene OD der Bande
bezogen auf die OD des Housekeeping-Proteins GAPDH (siehe Kapitel 3.12.2).
Die Analyse erfolgte mittels Western-Blot-Verfahren. (n.s. = nicht signifikant;
**p-Wert < 0,05).
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Tabelle 4: Tabellarische Darstellung der Veranderung der Proteinexpression
der Phosphatasen PP1a und PP2Aa in Prozent [%] und der jeweilige

Standardfehler (sem).

shamV [%] sem shamV [%] 24hV [%] sem 24hV [%]
PP2Aa 100 6,07 115,6 1,75
PP1a 100 12,35 109,9 6,83
shamV 24 hV
PP1a P — — — —
GAPDH PP1a — — — — —
PP2Aa — — — —_— e e—
GAPDH PP2Aa — — -— —

Abbildung 22: Ausgewahlte Blotbeispiele der Phosphatasen PP1a und PP2Aaq,
sowie  von GAPDH fuar die  Gruppen shamV  und  24hV.
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5 Diskussion

5.1 Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen

Daten, die aus Tiermodellen erhoben werden, sind sehr wichtig, da sie eine
Beschrankung auf die spezifischen Umstande, die von Interesse sind, zulassen.
Dennoch kann eine Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen nicht ohne
weiteres erfolgen. Trotz der Tatsache, dass die in den Tiermodellen
gemessenen Vorgange weitgehend den bei Menschen gefundenen
entsprechen, bleibt es offensichtlich, dass experimentelle Modelle nicht in jeder
Hinsicht die komplexe Pathophysiologie dieser Arrhythmie, wie sie im klinischen
Alltag anzutreffen ist, widerspiegeln kann. Humanes Gewebe ist flir gewohnlich
nur von kranken Herzen verfugbar, bei denen das Alter, die zugrunde liegenden
Herzkrankheiten oder die begleitende Medikation einen zusatzlichen Einflu
haben koénnen, so dass die pathophysiologischen Prozesse, die humanes
Vorhofflimmern begleiten, von den entsprechenden Tiermodellen abweichen

konnen.
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5.2 Expression der L-Typ-Ca**-Kanaluntereinheiten in den

frihen Phasen des elektrischen Remodelings

5.2.1 Verminderte Expression der asc-und B2;-Untereinheiten als Ursache
fiir den verminderten Ic, . bei Vorhofflimmern
In den in unserer Arbeitsgruppe bisher durchgeflhrten Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass es nach 24 Stunden schneller atrialer Stimulation im in-vivo-
Modell des Kaninchens zu einer verminderten Expression der atrialen a4.- und
Boa-Ca?*-Kanaluntereinheiten kommt. Diese verminderte Expression der Ca?*-
Kanaluntereinheiten, die schon in den sehr frthen Phasen des elektrischen
Remodelings einsetzt, ist sehr wahrscheinlich eine der Ursachen fir die
Verdnderungen des L-Typ-Ca?*-Kanalstroms Icai bei Vorhofflimmern. Parallel
zu den Proteinbestimmungen dieser Arbeit wurden in unserer Arbeitsgruppe die
Veranderungen des L-Typ-Ca?-Stroms in den sehr fiihen Phasen des
elektrischen Remodelings im Kaninchenmodell untersucht (Bosch, 2003).
Mittels patch-clamp-Technik konnte bei der 24h-Gruppe eine Verminderung von
lca,Lum 48% (p<0,001) gemessen werden.
Da sich der L-Typ-Calciumstrom der ganzen Zelle aus der Anzahl der
funktionellen Kanale (N), der Offnungswahrscheinlichkeit der Kanale (Po) und
dem Strom durch einen einzelnen Kanal (i) zusammensetzt (Icq = N x Po X i),
beruht die Reduktion von Ig, | entweder auf einer Verminderung der Anzahl der
L-Typ-Ca**-Kanale oder auf einer Veranderung der funktionellen Eigenschaften
der vorhandenen L-Typ-Ca®*-Kanile.
Die in unserer Arbeitsgruppe gewonnenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die verminderte Expression der Ca?*-Kanaluntereinheiten die Anzahl der
funktionellen Kanale verringert, und somit einen Beitrag zu der Verminderung

des lca liefert.



Diskussion 62

5.2.2 Vergleich mit anderen Studien

Die in dieser Arbeit gemessenen Veranderungen der Proteinexpression der
Ca**-Kanaluntereinheiten sind gut vergleichbar mit den 2003 gemachten
Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe (Bosch, 2003): Eine signifikante
Reduktion der aijc-mRNA-Expression konnte nach 24 Stunden festgestellt
werden. Dies ging mit einer Verminderung der Stromdichte von Ic, . einher. Die
Reduktion der mRNA-Expression der Ca**-Kanal-B-Untereinheiten ging der
Verminderung der lonenstrome und der as-Untereinheiten voraus. Letzteres
deutet darauf hin, dass auch der reduzierten Transkription dieser
Hilfsuntereinheiten eine bedeutende Rolle bei der Verminderung der Anzahl der
funktionellen Kanale in der Zellmembran zukommt.

Auch in verschiedenen Studien des chronischen Vorhofflimmern beim
Menschen geht die Reduktion des mRNA- und Proteinniveaus der Ca?*-ac-
Untereinheiten mit einer Reduktion von lca. einher. Uber Veranderungen der
anderen Untereinheiten des L—Typ—Ca2+—KanaIs gibt es nur sehr wenige
Untersuchungen, aber die Ergebnisse einer Studie von Grammer et al.
(Grammer, 2001) lassen - in Analogie zum Kaninchenmodell - vermuten, dass
die verminderte Expression der B-Untereinheiten ein wichtiger Mechanismus flr
die Reduktion der funktionellen Kanale in der Zellmembran ist.

In Tabelle 5 sind die Ergebnisse verschiedener Studien Uber die
Veranderungen des lca. und der mRNA- und Proteinexpression der aqc-
Untereinheit beim chronischen Vorhofflimmern des Menschen

zusammengefasst.
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Tabelle 5: Expression der Kanaluntereinheit as. und Aktivitat des L-Typ-Ca®'-
Stroms (Ica) bei chronischem humanen Vorhoffimmern im Vergleich zum

Sinusrhythmus (n.b. = nicht bestimmt, < = keine signifikante Veranderung).

a1.-Untereinheit

Referenzen lca,L MmRNA Protein
Bosch et al., 1999 -70% n.b. n.b.
Lai et al., 1999 n.b. -60% n.b.
Van Gelder et al., 1999 n.b. -49% n.b.
Brundel et al., 1999 n.b. -57% -43%
Van Wagoner et al., 1999 - 63% n.b. n.b.
Schotten et al., 2000 n.b. n.b. >
Grammer et al., 2001 n.b. > n.b.
Workman et al., 2001 - 65% n.b. n.b.

Wie aus Tabelle 5 ersichtlich ist, stehen die in dieser und anderen Studien
gemessenen Veranderungen in Konflikt mit den Ergebnissen der Studien von
Schotten et al. und Grammer et al. (Schotten, 2003, Grammer, 2001), in denen
keine Anderung der mRNA- und Proteinspiegel der ai- und auch Boa-Ca?*-
Kanaluntereinheiten bei Patienten mit persistierendem Vorhofflimmern
gemessen werden konnte. Diese Unterschiede in den Ergebnissen konnen auf
eine ganze Reihe von Umstanden zuruckfuhrbar sein:

Zum einen sind sie vermutlich auf die unterschiedliche Dauer des
Vorhofflimmerns zurtckfihrbar. In der vorliegenden Arbeit sind die
Veranderungen in den sehr frihen Phasen des elektrischen Remodelings
untersucht worden, wohingegen Schotten et al. die Veranderungen in einem
Modell chronischen Vorhofflimmerns untersuchten.

Zum anderen koénnen die widersprichlichen Ergebnisse auf die Unterschiede
des untersuchten Gewebes zuruckfuhrbar sein, da die Expression der

lonenkanaluntereinheiten und -pumpen eine hohe interspezifische Variabilitat
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aufweist (Femini, 1992, Wang, 1999). Es konnte gezeigt werden, dass sich
Veranderungen der L-Typ-Ca?*-Strdme und der Anzahl der Kanale viel
langsamer bei Vorhoffimmern des Menschen als in Tiermodellen ereignen
(Brundel, 2002). Dieses konnte darauf hinweisen, dass andere, schitzende
Adaptionsvorgange eine Rolle bei menschlichem Vorhofflimmern spielen
(Brundel, 2002).

Es sollte auch berucksichtigt werden, dass bei Vorhofflimmern die gemessenen
MmRNA-Spiegel nicht immer mit den gemessenen Proteinspiegeln
ubereinstimmen, wie in verschiedenen experimentellen und menschlichen
Studien festgestellt werden konnte (Van Gelder, 1999, Yue, 1999). Wahrend die
Proteinspiegel deutlich vermindert waren, blieben die mRNA-Spiegel nahezu
unberthrt. Hier konnte eine Reihe verschiedener Mechanismen eine Rolle
spielen, wie z.B. eine Aktivierung von mRNA-Silencern, eine allgemeine
Reduktion der Translation oder ein vermehrter Abbau der Kanale durch erhohte
proteolytische Aktivitat in den Vorhofen (Brundel, 2002). Tatsachlich scheint
Vorhofflimmern mit einer gesteigerten Aktivitat von proteolytischen Enzymen,
z.B. des Calcium-abhangigen Enzyms Calpain, einherzugehen (Goette, 2002).
In der Studie von Schotten et al. war die Menge der Ca\p.-Proteine der
Patienten mit Sinusryhthmus verglichen mit den Patienten mit Vorhofflimmern,
unverandert. Erstaunlich ist, dass in einer anderen Studie mit menschlichen
Vorhofproben die mRNA-Levels fur eine andere Cayf Genfamilie (CayB1a,
CayB1p und CayBic) gemessen wurden und eine signifikante Verminderung der
CayB1p mMRNA festgestellt werden konnte (Grammer, 2001). Dies deutet darauf
hin, dass unterschiedliche Isoformen der CayB-Untereinheiten im menschlichen
Vorhof exprimiert sein konnten. Eine Vielzahl verschiedener Isoformen der
CayB-Untereinheiten wurde im Ventrikel mit ahnlicher Spezies-Variabilitat
detektiert (Birnbaumer, 1998), aber es gibt keine Veroffentlichungen, in denen
systematisch die Ca’*-Kanal-CayB-Untereinheiten, die im Vorhof exprimiert
sind, bestimmt wurden.

Wie Tabelle 5 verdeutlicht, gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher Daten zur
Expression der Ca**-Kanaluntereinheiten nach schneller atrialer Stimulation bei

Tieren und beim Vorhoffimmern des Menschen. Die in unserer Arbeitsgruppe
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und anderen Studien gefundenen Ergebnisse lassen vermuten, dass der
Herunterregulierung der Ca?*-Kanaluntereinheiten eine entscheidende Rolle
beim atrialen Remodeling zukommt. In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt
werden, dass dieser Prozess schon in den sehr frihen Phasen des elektrischen

Remodelings einsetzt.

5.3 EinfluR von Verapamil auf die Expression der L-Typ-Ca**-

Kanaluntereinheiten

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Verapamil auf die Expression der a4 -
und B2a-Ca®*-Kanaluntereinheiten in den sehr friihen Phasen des elektrischen
Remodelings untersucht. Zwischen den beiden Gruppen sham Verapamil und
24h Verapamil konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression der o -
und B2.-Ca?*-Kanaluntereinheiten gemessen werden. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass eine Verminderung der Expression der L-Typ-Ca*-
Kanaluntereinheiten in den sehr frihen Phasen des elektrischen Remodelings
durch die praventive Gabe von Verapamil verhindert oder zumindest
verlangsamt werden kann.

Diese Ergebnisse korrespondieren gut mit denen in unserer Arbeitsgruppe
parallel gewonnen Daten iber die L-Typ-Ca®**-Kanal-Stromdichte, die bei den
mit Verapamil vorbehandelten Tieren ebenfalls nicht durch schnelle atriale
Stimulation vermindert ist (Wessel, 2004).

Die praventive Gabe von Verapamil scheint also zumindest zum Teil durch die
Verhinderung der Herunterregulation der L-Typ-Ca®*-Kanaluntereinheiten die
Reduktion von g, in den sehr fruhen Phasen des Remodelings zu verhindern.
Uberraschenderweise konnte jedoch zwischen den beiden Gruppen sham und
shamV kein signifikanter Unterschied in der Proteinexpression der L-Typ-Ca®'-
Kanaluntereinheiten gefunden werden. Dies lasst vermuten, dass die alleinige
Gabe von Verapamil ohne folgende Stimulation keine Auswirkungen auf die
Expression der L-Typ-Ca2+-KanaIuntereinheiten zu haben scheint und der oben
beschriebene Effekt von Verapamil nur wahrend schneller atrialer Stimulation

auftritt. Eine mogliche Erklarung fur diesen Effekt konnte die ,use-dependency”
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der Wirkung von Verapamil sein (Forth, 2001). Diese Eigenschaft bedeutet,
dass bei einer vermehrten Beanspruchung von Ca**-Kanilen, wie sie bei
tachykarden Rhythmusstorungen der Fall ist, eine verstarkte Blockade erfolgt.
Bei niedrigen Frequenzen ist die Verapamil-Wirkung entsprechend geringer.
Allerdings zeigte sich in den von unserer Arbeitsgruppe parallel durchgefuhrten
patch-clamp-Messungen auch, dass die Behandlung mit Verapamil in der
shamV-Gruppe zu einem signifikantem Anstieg von Ica. um 203% fuhrte
(Wessel, 2004).

Nun stellt sich die Frage, warum die Verdoppelung der Ca?*-Strdme bei der
shamV-Gruppe nicht mit einer Erhdhung der Expression der L-Typ-Ca®'-
Kanaluntereinheiten einhergeht.

Eine mdgliche Erklarung daflr ist, dass die Gabe von Verapamil im Laufe der
Behandlung zu einer gegenregulatorischen ,Rekrutierung“ von seither inaktiven
Kanalen fluhren konnte. Zum Zeitpunkt der Organentnahme sind die
Herzmuskelzellen noch dem  Verapamil ausgesetzt, durch die
Isolationsvorgange wird das Verapamil jedoch ausgewaschen, was dazu flhrt,
dass man zum Zeitpunkt der elektrophysiologischen Untersuchung dann letzlich
- realtiv gesehen - mehr funktionsfahige L-Typ-Ca?*-Kandle hat als bei den
Tieren ohne Verapamil, bei denen die ,Rekrutierung” aufgrund der Blockade
des L-Typ-Ca®*-Kanals nicht stattgefunden hat. Diese Vermutung muss jedoch
in keinem Widerspruch zu den beobachteten Proteinkonzentrationen stehen, da
mittels Western-Blot-Verfahren keine Unterscheidung zwischen funktionellen

und nicht funktionellen Kanalen moglich ist.
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5.4 Expression der Phosphatasen in den frihen Phasen des

elektrischen Remodelings

5.4.1 Erhohte Expression von PP1a

Ein Schliisselmechanismus der funktionellen Regulation der Ca?*-Kanale ist
deren Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung. Mit dieser Arbeit wurde
versucht, Hinweise daflir zu liefern, ob der verminderte lc,. mit Veranderungen
dieses Mechanismus einhergeht, da die tatsachliche Amplitude des basalen
lcaL VOn der ausbalancierten Aktivitat der Kinasen und Phosphatasen bestimmt
wird. Im Herzen sind es die Typ1- und Typ2A-Phosphatasen (PP1 und PP2A),
die der Phosphorylierung von g, entgegenwirken (Herzig, 2000).

In dieser Studie konnte nach 24 Stunden schneller atrialer Stimulation
allerdings nur eine vermehrte Expression der katalytischen Untereinheit von
PP1a im Kaninchenmodell gemessen werden. In der Expression von PP2Aa
konnte nach erfolgter atrialer Stimulation kein signifikanter Unterschied gesehen
werden.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Heraufregulierung von PP1a ein
Teil des Pathomechanismus in den sehr frihen Phasen des atrialen
Remodelings sein kdnnte und ein Mechanismus flr die schnelle Regulation der
Kanale ist. Eine Abhangigkeit verschiedener Kinasen und Phosphatasen von
den intrazellularen Ca?*-Konzentrationen ist bekannt, daher kénnte dieser
Mechanismus durch eine erhdhte Ca?*-Konzentration ausgeldst werden.
Zwischen den Gruppen sham und shamV besteht kein signifikanter
Unterschied, d.h. die beiden Gruppen sind trotz prozentualer Unterschiede
statistisch als ,gleich® zu betrachten. D.h. die Gabe von Verapamil fuhrt zu
keiner veranderten Expression der Phosphatasen. Auch hier scheint die
Wirkung von Verapamil auf die Phosphatasen nur bei erfolgter atrialer

Stimulation eine Rolle zu spielen.
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5.4.2 Vergleich mit anderen Studien

In einer Studie von Christ et al. (Christ, 2004) wurde die Hypothese, dass der
verminderte Ic,. mit Veranderungen der phosphorylisationsabhangigen
Kanalregulation =~ zusammenhangt, bei  Patienten mit  chronischem
Vorhofflimmern Uberprift. Die Autoren konnten durch folgende Beobachtungen
Beweise fir eine verminderte Phosphorylisation der Kanale bei Vorhofflimmern
liefern: (1) die bei Vorhoffimmern auftretende Rechtsverschiebung des
Maximums der Stromspannungskurve von lca. ; (2) Verlust eines Effekts des
CAMKII-Inhibitors KN-93 bei Vorhofflimmern; (3) groRerer Anstieg des basalen
IcaL bei Vorhofflimmern durch Blockierung der Phosphatasen mit Okadaic Acid;
und (4) hohere PP2A-C Proteinexpression bei Vorhoffimmern. Ein weiterer
Beweis fur die verminderte Kanalphosphorylisation bei Vorhoffimmern konnte
durch die ausbleibende Blockierung des NE(Norepinephrin)-aktivierten lca
durch den PKC-Hemmer Bisindolylmaleimide geliefert werden.

Daraus schlossen sie, dass entweder eine veminderte Fahigkeit der Kinasen,
die Kanale zu phosphorylieren, oder eine vergroferte Aktivitat der
Phosphatasen bei Vorhoffimmern vorliegen muss. Allerdings fanden sie bei
den Patienten mit Vorhofflimmern im Vergleich zu denen mit Sinusrhythmus nur
eine verstarkte Expression der katalytischen Untereinheit von PP2A,
wohingegen die Expression der katalytischen Untereinheit von PP1a und die
der strukturellen Untereinheit von PP2A unverandert schien. Aus diesen
Ergebnissen folgerten sie, dass die bei Vorhoffimmern erhdhte Aktivitat von
PP2A den stimulierenden Effekten von CAMKIl auf Ica. scheinbar
entgegenwirkt und daraus der verminderte g, resultiert. Dies steht im Kontrast
zu den Ergebnissen dieser Arbeit, bei der es in den frihen Phasen des
elektrischen Remodelings beim Kaninchen zu einer verstarkten Expression der
katalytischen Untereinheit von PP1a kam. Dieser Unterschied konnte aber
durch die interspezifischen Differenzen der Phosphatasenbedeutung erklart
sein. Entscheidend ist jedoch, dass in beiden Arbeiten eine erhdhte Expression

der Phosphatasen gemessen werden konnte.
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5.5 EinfluB von Verapamil auf die vermehrte Expression von

PP1a in den frihen Phasen des elektrischen Remodelings

Bei der Expression von PP1a konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Gruppen sham Verapamil und 24h Verapamil nachgewiesen
werden. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass Verapamil die vermehrte
Expression von PP1a in den friihen Phasen des elektrischen Remodelings
verhindern kann. Dies konnte von besonderem Interesse sein, falls die
vermehrte Expression von PP1a ein Teil des Pathomechanismus ist, der das
elektrische Remodeling in den frihen Phasen von Vorhofflimmern induziert. In
unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass bei den mit Verapamil
vorbehandelten Tieren die schnelle atriale Stimulation nicht zu einer
Verminderung von lca fuhrt. Dies lasst vermuten, dass Verapamil neben den
Effekten auf die Ca®*-Kanaluntereinheiten auch Effekte auf die Expression der
Phosphatase PP1a zeigt. Die erhohte Expression der Phosphatasen konnte mit
einer verstarkten Dephosphorylierung anderer Proteine einhergehen. Davon
konnten z.B. Proteine, die eine Rolle in der elektromechanischen Koppelung
spielen, betroffen sein (Herzig, 2000). Da die kontraktile Dysfunktion die
Entstehung atrialer Thromben férdern kann, kénnte eine Verbesserung der
kontraktilen Funktion durch Blockade der Phosphatasen das Risiko eines
Schlaganfalls bei Patienten mit Vorhofflimmern verhindern. Gleichzeitig kdnnte
durch die Blockade der Phosphatasen das elektrische Remodeling aufgehalten
werden.

Allerdings konnte in dieser Arbeit auch gezeigt werden, dass es nach
praventiver Verapamilgabe und schneller atrialer Stimulation zu einem Anstieg
von PP2Aa um 15,6 % (p= 0,03).kommt. Dieser Effekt tritt nur dann auf, wenn
zusatzlich zu der Gabe von Verapamil die atriale Stimulation erfolgt. Ein
moglicher Mechanismus hinter diesem hier beobachteten Effekt liel® sich auch
nach eingehender Literaturrecherche nicht durch die bekannten

Wirkmechanismen von Verapamil erklaren.
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5.6 Pravention des friihen elektrischen Remodelings durch

Verapamil - Klinische Bedeutung

Die Ergebnisse dieser Studie verdeutlichen, dass sogar kurze Phasen schneller
atrialer Stimulation die elektrophysiologischen Eigenschaften der Vorhofe
bedeutend verandern kéonnen. Deshalb erscheint die Spekulation, dass die
sofortige Termination kurzer Phasen von Vorhoffimmern den naturgemalfien
Verlauf des Fortschreitens dieser Erkrankung verlangsamen konnte, sehr
verfuhrerisch und stellt die Grundlage fur eine mutmaRliche therapeutische
Intervention dar. Es scheint, dass eine Normalisierung der Ic, -Amplitude bei
Vorhofflimmern sowohl die verklrzte Aktionspotentialdauer als auch die
kontraktile Dysfunktion beheben kann.

In dieser Arbeit konnte erstmalig eine praventive Wirkung von Verapamil auf die
veranderte Proteinexpression der Ca®*-Kanaluntereinheiten a1 und B2a und auf
die Phosphatase PP1a in den frihen Phasen des elektrischen Remodelings
gezeigt werden. Dies lasst darauf schlieBen das Verapamil, dass durch
Vorhofflimmern induzierte Remodeling der Vorhofe abzuschwachen scheint.
Somit konnte Verapamil eine Rolle in der Pravention des Vorhofflimmerns
spielen. Bei Patienten mit hohem Risiko flr ein Auftreten von Vorhofflimmern,
wie z.B. bei Patienten mit einer Bypass-Operation, konnte sich die Gabe von
Verapamil positiv auf die Verhinderung des postoperativen Vorhofflimmerns
auswirken. Die durchgefihrten klinischen Studien zur Verwendung von
Calciumantagonisten zur Pravention des postoperativen Vorhofflimmerns
(Davison, 1985, Seitelberger, 1994, Smith, 1985) fanden jedoch
widerspruchliche Ergebnisse bezuglich der Effektivitat dieser Substanzen:

In verschiedenen anderen Studien konnte in experimentellen Modellen
(Tieleman, 1997, Goette, 1996, Kinebuchi, 2004, Moriguchi, 2003, Kurita, 2002)
und beim Menschen (Daoud, 1997, Yu, 1998) gezeigt werden, dass die bei
Vorhofflimmern schon nach wenigen Minuten auftretenden Veranderungen der
Refraktarzeit und der Induzierbarkeit von Vorhofflimmern durch Vorbehandlung
mit dem L-Typ-Ca?*-Kanalblocker Verapamil verringert werden kénnen.

Gleichzeitig konnte in anderen Studien gezeigt werden, dass L-Typ-Ca®'-
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Kanal-Blocker ihren Effekt verlieren, wenn die atriale Tachykardie fur mehrere
Tage bis Wochen anhalt (Lee, 2000, Fareh, 2001). Auch konnte sowohl im
experimentellen Modell mit Ziegen als auch bei Menschen gezeigt werden,
dass Verapamil die Dauer des Vorhofflimmerns erhdoht und die Intervalle
verklrzt (Shenasa, 1988, Duytschaever, 2001). Folglich kann aufgrund der
Beschrankung auf die frihen Phasen des elektrischen Remodelings auch in
dieser Studie keine Aussage dariiber gemacht werden, ob eine Ca®*-Kanal-
Blockade durch Verapamil das langzeitige elektrische Remodeling verringern
kann, da die schnelle atriale Stimulation nur flr 24 Stunden durchgeflhrt wurde.
Weitere Experimente, in denen die schnelle atriale Frequenz fur langere Zeit
aufrechterhalten wird, sind notig, um herauszufinden, ob Verapamil das
Tachykardie-induzierte atriale Remodeling nur verzégern oder auch verringern
kann. Auch ist bekannt, dass eine ganze Reihe anderer Mechanismen
Vorhofflimmern zugrunde liegen kann. Inwieweit eine praventive Gabe von
Verapamil einen EinfluR auf diese Mechanismen hat, muss noch genauer

untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Vorhofflimmern ist die haufigste supraventrikulare Tachyarrhythmie des
Menschen und hat daher eine grofl3e klinische und wirtschaftliche Relevanz.
Obwohl in den vergangenen Jahren eine Reihe nicht pharmakologischer
Therapieansatze entwickelt worden ist, ist die medikamentose Therapie immer
noch die Option erster Wahl flr die Mehrzahl der betroffenen Patienten.

In dieser Studie wurden die protektiven Wirkungen einer praventiven Gabe von
Verapamil auf die molekularen und elektrischen Veranderungen in den sehr
frlhen Phasen des elektrischen Remodelings in einem in-vivo-Modell schneller
atrialer Stimulation beim Kaninchen untersucht. Es wurde gezeigt, dass es in
den frGhen Phasen des elektrischen Remodelings zu einer verminderten
Expression der ai- und B2a-Ca**-Kanaluntereinheiten kommt, die durch die
Gabe von Verapamil verlangsamt werden kann. Zusatzlich scheint die
praventive Gabe von Verapamil positive Auswirkungen auf den durch
Vorhofflimmern veranderten Phosphorylierungszustand des L-Typ-Ca?*-Kanals
zu haben. Verapamil kdnnte somit eine Rolle in der Pravention der durch das
frihe atriale Remodeling induzierten Veranderungen spielen.

Weitergehende Untersuchungen sind jedoch notig, um mehr Uber die
Untereinheiten der L-Typ-Ca®*-Kanale, ihre verdnderte Regulation bei
Vorhofflimmern und ihre Beeinflussung durch eine praventive Gabe von
Verapamil herauszufinden. Auch die Rolle der Phosphatasen im Prozess des
atrialen elektrischen Remodelings bedarf weiterer Untersuchungen, um dadurch
moglicherweise neue Therapieansatze fur die Behandlung von Vorhofflimmern

entwickeln zu konnen.
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