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Vorwort

.Wer sich vornimmt, Gutes zu wirken, darf nicht erwarten, dass die Menschen
ihm deswegen Steine aus dem Weg rdumen, sondern muss auf das
Schicksalshafte gefasst sein, dass sie ihm welche in den Weg rollen.”

Albert Schweizer, dt. Arzt und Philosoph (1875-1965)

Nachdem ich im September 2006 das Auswahlverfahren fur das Medizinstudium
in Graz erfolgreich bestanden habe, konnte ich im Oktober des gleichen Jahres
mit  dem Studium beginnen. Nach Erlangen  der  theoretisch-
naturwissenschaftlichen Grundlagen konnte ich mich in den folgenden Semestern
voll und ganz den menschlichen Funktionen, deren Stérungen und
Behandlungsmoglichkeiten hingeben und ein umfangreiches Wissen auf dem
Gebiet der Medizin erwerben. Schon wahrend der ersten Jahre meines
Medizinstudiums stellten das Herzkreislaufsystem und insbesondere das Herz
selbst einen besonderen Reiz fir mich dar. Im Zuge eines freien Studienmoduls
fiel dann die Entscheidung, meine Diplomarbeit an der Klinischen Abteilung flr
Kardiologie zu schreiben.

Im November 2009 konnte ich unter der Anleitung von Herrn Ass. Prof. PD Dr.
Dirk von Lewinski und Herrn Dr. Peter Rainer mit meiner experimentellen Arbeit im
Muskelstreifenlabor der klinischen Grundlagenforschung an der Abteilung fur
Kardiologie beginnen. Nach Abschluss der experimentellen Arbeiten im Labor und
der Auswertung der Daten sowie des Niederschreibens meiner Ergebnisse konnte
ich im April 2011 meine Diplomarbeit abschlieRen. Aufgrund meiner Tatigkeit im
grundlagenwissenschaftlichen Labor der Kardiologie sowie der zahlreichen
Journal Clubs, an denen ich wahrend meiner Zeit als Diplomand teilnehmen
konnte, wurde mein Interesse und meine Begeisterung fur die Forschung geweckt,
so dass ich mich entschlossen habe, nach Abschluss meines Medizinstudiums im
August 2011 ein Ph.D. Studium anzuschlieBen um in Zukunft als klinisch tatiger
Kardiologe mit fundierter grundlagenwissenschaftlicher Ausbildung tatig werden zu

konnen.
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Zusammenfassung

Einleitung

Klinische Befunde legen nahe, dass hohe systemische Gallensaurespiegel - wie
sie zum Beispiel bei der Intrahepatischen Schwangerschaftscholestase
vorkommen - zu Arrhythmien fihren kénnen. Die arrhythmogenen Effekte der
Gallensauren  konnten  bereits in in-vitro Studien an neonatalen
Rattenkardiomyozyten nachgewiesen werden. Die Auswirkungen von erhohten
Gallensaure-Konzentrationen auf das menschliche Herz und die zugrunde

liegenden zellularen Mechanismen sind allerdings noch weitgehend ungeklart.

Methoden

Isolierte humane atriale Herzmuskeltrabekel; modifizierte bikarbonathaltige Tyrode
Lésung, 11.2 mM Glukose, 2.5 mM Ca®*, 37°C, pH 7.4; Elektrische Stimulation mit
1 Hz und 0.5 Hz. Es wurde das Auftreten von Arrhythmien (AEC) nach
Verabreichung von den beim Menschen dominierenden primaren Gallensauren
(Taurin- und Glycin- konjugierte Cholsaure und Chenodeoxycholsaure) in
steigenden Konzentrationen (10uM-1mM, n=60) analysiert. Des Weiteren
Bestimmung der absoluten Refraktarzeiten durch Ankoppelungsversuche mit
stetig abnehmendem Stimulationsintervall nach Inkubation mit Taurocholsaure,
(n=16) um auf die Veranderungen der Aktionspotentialdauer schlieen zu konnen.
AuRerdem wurde der L-Typ Ca?*-Kanal mit Diltiazem gehemmt und mit BayK8644
aktiviert (1pM, n=8 bzw. 1uM, n=10). Schlussendlich wurde noch der Na*/Ca**
exchanger (NCX) im reverse mode durch KB-R7943 gehemmt (5uM, n=11).

Ergebnisse

Es konnten keine Arrhythmien bei Konzentrationen < 30uM und 1 Hz Stimulation
beobachtet werden. Steigende Gallensaure Konzentrationen flhrten zu
Arrhythmien, insbesondere bei 0.5 Hz Stimulation (11+2.85 AECs/min vs. keine
AECs bei der Kontrolle, p<0.01). Betreffend die verschiedenen Konjugationen
konnte kein statistisch signifikanter Unterschied bezlglich der arrhythmogenen
Potenz der Gallensauren gezeigt werden. Nach einer Auswaschphase der

Gallensaure konnte die Ruckbildung der Arrhythmien gezeigt werden.




Die absoluten Refraktarzeiten in Anwesenheit von 0.3mM und 1mM
Taurocholsdure nahmen auf 165+9ms und 174+12ms im Vergleich zur Kontrolle
157+11ms zu (p<0.05 und p<0.01). Die Blockade des L-Typ Ca?*-Kanals mit
Diltiazem flhrte zu einer Erhohung der Arrhythmie-Inzidenz wahrend die
Aktivierung mit BayK8644 Arrhythmien vollstandig unterdricken konnte. Die
Blockade des Na*/Ca?* exchanger (NCX) im reverse mode durch KB-R7943 fiihrte

ebenfalls zu einer Erhéhung der Arrhythmie-Inzidenz im Vergleich zur Kontrolle.

Diskussion

Das menschliche Vorhofmyokard entwickelt nach Zugabe von Gallensauren dosis-
und frequenzabhangige Arrhythmien, welche allerdings unabhangig von der
jeweiligen Konjugation der Gallensaure auftreten. Die Zunahme der absoluten
Refraktarzeiten nach TCA Inkubation weisen auf eine Verlangerung des
Aktionspotentials hin, welche gemeinsam mit der Frequenzabhangigkeit fur ,Early
Afterdepolarizations als Ursache der Arrhythmien sprechen. Die Aktivitat des L-
Typ Ca®*-Kanals korreliert invers mit der Arrhythmie-Inzidenz, was fiir eine Rolle
von Ca®" als second messenger und nicht fiir eine direkte Wirkung auf die
Elektromechanische Koppelung spricht. Ebenso spricht der inverse Effekt der
Gallensédure TCA am NCX fiir die Rolle des Ca** als second messenger und nicht

fur eine direkte Beeinflussung der Elektromechanischen Koppelung.

Schliisselwérter: Gallensauren, Arrhythmien, Ca?*, Aktionspotentialdauer,
absolute Refraktirzeit, humanes multizellulares Vorhofmyokard, L-Typ Ca*'-
Kanal, BayK8644, Diltiazem, Na*/Ca®* exchanger, , KB-R7943




Abstract

Background

Clinical evidence indicates that high bile acid levels may induce arrhythmias.
Recently, in vitro studies on rat cardiomyocytes confirmed this arrhythmogenic
effect. The consequences of elevated bile acid concentrations on human cardiac

tissue, however, remain unknown.

Methods

Human atrial endocardial trabeculae; modified Tyrode’s solution; 37C°, pH 7.4;
2.5mM Ca?"; electrical stimulation with 1 and 0.5Hz. Analysis of the appearance of
arrhythmic extra contractions (AEC) after administration of the predominant human
primary bile acids (glycin- and taurin conjugated cholic- and chenodeoxycholic
acid) in different concentrations (10uM-1mM, n=60). Analysis of the absolute
refractory period using decreased stimulation intervals and preincubation with
taurocholic acid (n=16). Modulation of the L-type calcium channel (LTCC) with
Diltiazem and BayK8644 (1uM, n=8 and 10, respectively). Inhibition of the
Na*/Ca?* exchanger (NCX) reverse mode with KB-R7943 (5uM, n=11).

Results

No arrhythmias were observed at concentrations <30uM at 1Hz stimulation.
Increasing bile acid concentrations caused AECs, particularly at 0.5Hz stimulation
(11+£2.85 AECs/min vs. no AECs at control conditions, p<0.01, exemplary data for
0.3mM taurocholic acid). There was no significant difference in the arrhythmogenic
potential between the tested bile acids. Arrhythmias were fully reversible by
switching to bile acid free perfusate.

The absolute refractory period in the presence of 0.3mM and 1mM taurocholic acid
was increased to 165+9ms and 174+12ms vs. 157+11ms in control trabeculae
(p<0.05 and p<0.01, respectively).

Inhibition of the LTCC with Diltiazem increased the occurrence of AECs while
activation with BayK8644 abolished them (up to 0.3mM, p<0.05 and p<0.01,
respectively). Blocking the NCX with KB-R7943 increased the occurrence of AECs

too.
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Conclusions

Human atrial myocardium develops arrhythmias upon bile acid administration, at
concentrations that are dose- and frequency dependent, reversible and lie within
the pathophysiologic range. The increase in absolute refractory period could point
towards prolonged action potential duration; together with the observed rate
dependency this indicates early afterdepolarizations as a trigger. However, the
unexpected behavior upon LTCC modulation and NCX inhibition challenges this
idea and makes further clarification using electrophysiological approaches

necessary.

Key words: bile acids, arrhythmias, Ca?*, action potential alterations, absolute
refractory period, human multizellular atrial myocardium, L-Typ Ca?**-Kanal,
BayK8644, Diltiazem, Na*/Ca?* exchanger, KB-R7943
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Glossar und Abkurzungen

Abb. Abbildung

ACC American College of Cardiology
ADP Adenosindiphosphat

AEC arrhythmic extra contractions

AHA American Heart Association

AKE Aortenklappenersatz

ANP Atriales Natriuretisches Peptid
APD Aktionspotentialdauer
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CABG Coronary artery bypass graft
CaMKll Calmodulin abhangige Kinase Il
CDCA Chenodeoxycholsaure

CICR Ca?*-induzierte Ca®*-Freisetzung (Ca?*-induced Ca** release)

dF/dtmax  maximale Kraftanstiegsgeschwindigkeit

dF/dtmax  maximale Relaxationsgeschwindigkeit

dP/dt Druckanstiegsgeschwindigkeit

DT diastolische Kraft (diastolic tension)
EF Ejektionsfraktion

ESC European Society of Cardiology

ET Endothelin

F entwickelte Kraft

FSM Frank-Starling-Mechanismus

GCA Glycocholsaure
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1 Einleitung

1.1 Morphologische Grundlagen des Myokards

Synapse einer Nervenzelle (motorische Endplatte)

3 |\ 7 - Scheibe
& j } Muskelfibrille

P/ Mitochandrium

Sarkoplasmatisches Retikulum
(SR}

T - Tubuli

Abbildung 1: Modell einer Herzmuskelzelle http://www.lukashensel.de

Die Herzmuskelzelle

Das menschliche Herz ist ein funktionelles Synzytium aus Herzmuskelzellen die
Uber sogenannte Nexus miteinander verbunden sind. Innerhalb dieser
Verbindungen befinden sich Poren (Gap Junctions), Uber welche die Zellen
kommunizieren konnen.

Abb. 1 zeigt schematisch den Aufbau eines Kardiomyozyten. Im Vordergrund
stehen zunachst zwei tubulare Strukturen. Die T-Tubuli, welche Einfaltelungen des
Sarkolemms darstellen und die L-Tubuli. Diese stellen eine Organelle von
zentraler Bedeutung fir den Calciumstoffwechsel dar, das sarkoplasmatische
Retikulum (SR). Dabei ist auf die enge Beziehung der beiden Strukturen
hinzuweisen, welche vor allem beim Vorgang der elektromechanischen Koppelung
zum Tragen kommt. Des Weiteren sind auf der Abbildung Mitochondrien zu
erkennen, welche rund 33 % des Zellvolumens ausmachen und die Zentren der

Energiegewinnung Uber die Atmungskette darstellen.
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Die Zellkompartimente

Das Sarkolemm enthalt neben anderen Kanalen den L-Type-Ca2+-KanaI, an dem
sich auf der extrazellularen Seite eine Bindungsstelle fur Diltiazem und Bay K8644
befindet (1). Wahrend eines Aktionspotentials kann durch ihn Ca?* in das
Zellinnere stromen. Aulerdem sind diverse Rezeptoren in die Membran integriert,
darunter nehmen vor allem die B-Rezeptoren eine wichtige Rolle ein. Innerhalb der
Membran befinden sich die G-Proteine (Gs und G;), welche die in Nahe des
Sarkolemms befindliche Adenylatzyklase stimulieren bzw. hemmen konnen. Fur
den Ca®*-Transport sind des Weiteren der elektrogene Na*/Ca?*-Austauscher (3
Na* gegen 1 Ca?*) und die Ca?*-ATPase, die vor allem zur Calciumelimination aus
der Zelle wahrend der Diastole beitragen soll, von groBer Bedeutung. Die Na*/K"-
ATPase (3 Na® gegen 2 K") sorgt maRgeblich fiir die Na*-Homdostase und die

Sicherung des Membranpotentials.

Das Sarkoplasmatische Retikulum (SR) bildet die longitudinalen L-Tubuli des
Herzens, die in unmittelbarer Nahe zum Sarkolemm in Form der terminalen
Zisternen enden und stellt den groRten Ca®*-Speicher der Zelle dar. In seiner
Membran ist ein Ca?*-Freisetzungs-Kanal lokalisiert, welcher die Freisetzung von
Ca?* wahrend der Systole ermdglicht. Da er durch Ryanodin gehemmt werden
kann, wird er auch Ryanodinrezeptor genannt. Er befindet sich hauptsachlich im
Bereich der terminalen Zisternen und damit in direkter rdumlicher Beziehung zu
den sarkolemmalen Ca?*-Kanalen. Fir die Wiederaufnahme von Ca**in das SR ist
die SR-Ca**-ATPase (SERCA 2a) verantwortlich, die bei Verbrauch von einem
ATP zwei Ca*-lonen in das SR transportiert. An sie angelagert sind das
Regulatorprotein Phospholamban und im Vorhof zusatzlich das homologe
Strukturprotein  Sarcolipin, welche die Ca®-ATPase in unphosphoryliertem
Zustand hemmen. Diese Hemmung entfallt, wenn Phospholamban durch eine
Calmodulin-abhangige Proteinkinase phosphoryliert wird. Ein wichtiges Enzym in
diesem Zusammenhang ist die Phosphodiesterase, welches sowohl in freier Form
im Zytosol als auch gebunden am SR vorkommt. Unter den bekannten Isoformen
dieses Enzyms ist in humanen Kardiomyozyten die PDE Ill die vorherrschende

Form.
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Die Kontraktilen Proteine (Myofilamente) setzen sich aus einem dinnen
Filament (Aktin, Troponin, Tropomyosin) und einem dicken Filament (Myosin)
zusammen. Das zum dinnen Filament gehdrige Troponin (Tn) lasst sich
wiederum in drei Untereinheiten gliedern. Das Troponin C mit seinen vier
Bindungsstellen fur Calcium, das Troponin T als strukturelles Bindeglied zum
Tropomyosin und das Troponin | als Regulatorprotein fur Troponin C.

Abb. 2 veranschaulicht den Aufbau der Myofilamente.

Troponin T
/Traponin C
4/ sTroponin | a-Tropomyosin

I Leichte Kette ||
| Schwere Kelle des Myosine
des Myosins
(p-MHC)

Dickes Filameant
=

Seidman et al

Abbildung 2: Aufbau der Myofilamente (Aktin und Myosin)
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1.2 Myokardiale Kontraktion und Relaxation

Die Kontraktilitat ist charakterisiert durch den vom Herzen in der Systole
aufgebauten Druck bei definiertem enddiastolischem Volumen. Direkten
Messungen ist die Kontraktilitat nur schwer zuganglich, jedoch gibt es vielerlei
Indikatoren fur Veranderungen der Kontraktilitat, wovon fur in vivo Messungen die
maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt) und fir in vitro Messungen die
Kontraktionskraft (F) als die Zuverlassigsten angesehen werden kénnen.
Physiologischerweise kann die Kontraktilitat durch folgende Prozesse gesteigert
werden (positive Inotropiemechanismen): a- und [-adrenerge Stimulation,
Frequenzinotropie und endogene Peptide. Dartber hinaus tragt Dehnung Uber
den Frank-Starling Mechanismus zur Regulation der Auswurfleistung des Herzens
bei.

1.2.1 Regulationsmechanismen der myokardialen Kontraktilitat

Frank-Starling-Mechanismus:

Dieser Mechanismus beschreibt die unmittelbare Zunahme der Kontraktionskraft
bei akuter Dehnung des Myokards.

In einem bestimmten Bereich fuhrt eine Zunahme der Vordehnung des
Herzmuskels zu einer Steigerung der entwickelten Muskelspannung. Da sich der
Zeitpunkt der maximalen Spannungsentwicklung nicht verandert, nimmt die
Geschwindigkeit der Spannungsentwicklung zu (dP/dt). Dies bedeutet, dass bei
akut erhohter Volumenbelastung der Ventrikel (preload), das Herz automatisch
reagiert, indem es das Schlagvolumen erhéht. Die Erhéhung beruht u.a. auf der
durch die Dehnung per se erhdhten Ca*-Empfindlichkeit der kontraktilen
Proteine(2). Die Folge ist eine starkere Kontraktilitat. Bei erhdhter Druckbelastung
des linken Ventrikels (afterload) nimmt zuerst das Schlagvolumen ab. Da der
rechte Ventrikel vorerst nicht betroffen ist, wird weiterhin das gleiche
Schlagvolumen in den linken Ventrikel gepumpt. Die Vorlast steigt damit und der
linke Ventrikel kann nun gegen den erhdhten Widerstand dasselbe Schlagvolumen
auswerfen.

Dadurch ist das Herz in der Lage, bei Volumenbelastung ein gréReres Volumen
gegen den gleichen Widerstand bzw. bei Druckbelastung ein konstantes Volumen
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gegen den erhohten Widerstand zu fordern und damit das Herzzeitvolumen dem
venosen Ruckstrom und dem peripheren Widerstand anzupassen.

Die physiologische Bedeutung des Frank-Starling-Mechanismus besteht somit im
Abgleichen der Schlagvolumina von rechtem und linkem Ventrikel.
Tierexperimentelle Untersuchungen bestatigten, dass er auf einer Zunahme der

Ca®* - Sensitivitat der kontraktilen Proteine beruht (2,3).

Frequenzinotropie:

Dieser Begriff beschreibt die Fahigkeit des gesunden Myokards, auf eine
Erhdhung der Frequenz mit einer Steigerung der Kraft zu reagieren. Die
Frequenzinotropie wurde von Bowditch 1871 erstmals am Froschherzen
beschrieben. Am Albino-Kaninchen konnte gezeigt werden, dass die Kinetik der L-
Typ-Ca”-KanéIe bei unterschiedlicher Herzfrequenz und unterschiedlichem
diastolischem Membranpotential verandert ist. Je hdher die Frequenz umso
langsamer kommt es zum Abfall des Ca®*-Stroms und somit zu einem erhdhtem
Ca?*-Transienten in der Zelle (4). Die Frequenzinotropie liel3 sich auch im
humanen Vorhof nachweisen und beruht auf einer Zunahme des [Ca®']-
Transienten durch Anstieg des transsarkolemmalen Ca?*-Einstroms, der
diastolischen [Ca®']; und des SR-Ca?*-Gehalts (5,6). Diese frequenzabhangige
Zunahme der Kontraktionskraft Gber einen physiologischen Frequenzbereich von
30 bis 180 Schlagen pro Minute beim Menschen (0,5Hz bis 3 Hz) nennt man auch
eine positive Kraft-Frequenz-Beziehung.

Im Detail laufen folgende Prozesse ab: Sowohl der Na*-Kanal (7,8) als auch der
Ca?*-Kanal (9) reagieren auf eine Erhéhung der Stimulationsfrequenz mit einer
Erhdhung ihrer Aktivitdt, wodurch die Na*- und Ca?*-Strédme nach intrazellular
zunehmen. Die ansteigende Natriumkonzentration [Na']; fihrt zu einer
Verlangsamung bis Umkehr (reverse mode) des Na*/Ca®*-Austauschers, wodurch
wahrend der Depolarisation noch mehr Calcium in die Zelle transportiert werden
kann. Durch den erhohten Ca®*-Influx kommt es zu einer starkeren Beladung des
SR, das dadurch auch mehr Calcium freisetzen kann. Letztlich bewirkt dies eine
Zunahme der Ca®'-Transienten, die anhand von Ca®"-Indikatoren gemessen
werden konnen (10-12). Durch die groflere Menge an Calcium kann die
Kontraktionskraft des Herzens Uber den Weg der elektromechanischen Koppelung

gesteigert werden.
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Des Weiteren stellt die Frequenzinotropie einen wichtigen
Anpassungsmechanismus des gesunden Herzens wahrend korperlicher Belastung

dar.

Sympathoadrenerge Stimulation:

Eine Aktivierung des sympathischen Nervensystems bei korperlicher Belastung
bewirkt eine Freisetzung von Noradrenalin, das am Herzen a- und B-adrenerge
Rezeptoren stimuliert. Dies fuhrt Gber eine Steigerung der Herzfrequenz und eine
Erhdhung der myokardialen Kontraktilitdt zu einem erhohten kardialen Output.
Durch die Stimulation der Adrenorezeptoren (AR) kommt es zu einer gesteigerten
Signaltransduktion. Der AR gehdrt zu den 7-transmembran-Domanen-Rezeptoren
und ist G-Protein gekoppelt (G-Protein-Coupled-Receptor). Im Herzen dominiert
dabei der 31 Sutbyp (75-80%). Durch die Bindung kommt es zur Dissoziation des
G-Proteins in G4 und Gg. Diese Untereinheiten aktivieren die Adenylatzyklase,
welche die Biosynthese von cAMP katalysiert. Durch erhohtes cAMP kommt es
zur Aktivierung der Proteinkinase A, welche zur Phosphorylierung von diversen
Funktionsproteinen fuhrt. Die Phosphorylierung von sarkolemmalen L-Typ- Ca?*-
Kanalen fiihrt zu einer Erhdhung des Ca?*-Einstroms. Das in der Membran des SR
lokalisierte Protein Phospholamban stimuliert im phosphorylierten Zustand die
SERCa?*-ATPase, wodurch die Ca?*-Aufnahme ins SR beschleunigt wird (13). Die
Phosphorylierung des SR-Ca*'-Freisetzungskanals (Ryanodin-Rezeptor) tragt zu
einer gesteigerten Ca?*-Freisetzung aus dem SR bei (14). Die genannten Effekte
haben alle zur Folge, dass der [Ca?']-Transient in der Systole ansteigt und sind
somit Grundlage der positiv inotropen Wirkung. Auch a4-Adrenozeptoren
vermitteln im humanen Herzen einen starken Anstieg der entwickelten Kraft.
Dieser beruht im Vorhof auf einer Zunahme des MLC2a-Phosphorylierungsgrades
durch Aktivierung der Ca®‘/Calmodulin-abhingigen Myosin-Leichtketten-Kinase
(MLCK) (15). Im Ventrikel scheint die Phosphorylierung der MLC2v dagegen nicht

an dem aq-adrenergen positiv inotropen Effekt beteiligt zu sein (15).

Einleitung 6



Endogene Peptide:

Eine Reihe von endogenen Peptiden moduliert die Herzaktionen. Zu den
wichtigsten herzaktiven Peptiden gehoren Endothelin | und Angiotensin Il. Beide
werden bei Druck- und/oder Volumenbelastung z.B. bei Herzinsuffizienz
freigesetzt (16). Dem Endothelin |, ein von Yanagisawa et al. 1988 entdecktem
Peptid, wird sowohl eine positive als auch eine negative Inotropie am Herzen
beigemessen, wobei sich hier Vorhof und Ventrikel unterscheiden. Meyer M.
beschrieb, dass Endothelin im menschlichen Vorhof Gber den ET(a)-Rezeptor die
PKC aktiviert, die in Folge den Na*/H'-Austauscher aktiviert (17). Des Weiteren
kommt es zur erhohten myofibrillaren Ca2+-EmpfindIichkeit. Die positiv inotrope
Wirkung des Endothelins am menschlichen Myokard ist im Wesentlichen an den
ET(a)-Rezeptor gebunden (18) und ist am Vorhof starker ausgepragt als am
Ventrikel (19). Am Mausherzen wurde der negativ inotrope Effekt Uber die
Aktivierung des ET(b)-Rezeptors, iiber die Aktivierung des Na*/Ca**-Austauschers
und Uber die Abnahme des Ca*'-Transienten beschrieben (20). Die Effekte von
Endothelin | sind jedoch stark speziesabhangig (21). Auch fir Angiotensin Il
konnte am rechten Vorhof eine positiv inotrope Wirkung gezeigt werden (22). Sie
wird Uber AT1-Rezeptoren, nicht aber Uber AT2-Rezeptoren vermittelt (23).
Dagegen fehlt im Ventrikel eine solche positiv inotrope Wirkung des Angiotensin li
(22). Als Antwort auf Dehnung kénnen humane Vorhofmyozyten aul’erdem das
Peptid ANP freisetzen (24). Humanes ANP wird als Prohormon synthetisiert und in
den Vorhofmyozyten in Granula gespeichert um nach seiner Freisetzung Uber

spezifische Rezeptoren seine Wirkung zu entfalten. (25).
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1.2.2 Die elektromechanische Koppelung

Grundlage der Pumpfunktion des Herzens ist eine koordinierte Kontraktion und
Relaxation der atrialen und ventrikularen Kardiomyozyten. Die Kontraktion der
Vorhofe leistet einen Beitrag von bis zu 20 % zum enddiastolischen Blutvolumen
innerhalb der Ventrikel. Dieser Beitrag steigt mit zunehmendem Alter sowie unter
Stressbedingungen. Die elektromechanische Kopplung ist die Umsetzung von
Aktionspotentialen in Kontraktionen des Herzens, was zur Austreibung des
Schlagvolumens fiihrt. Dabei spielt Ca®* die entscheidende Rolle (6,26). Der
Zusammenhang zwischen Kontraktionskraft und extrazellularem Ca®*  wurde
erstmals 1883 von Ringer beschrieben. Die Aufklarung des genauen funktionellen
Zusammenhanges gelang im Jahr 1975 durch A und F Fabiato. Im Folgenden wird
ein Uberblick (ber die der elektromechanischen Kopplung zugrunde liegenden
Mechanismen gegeben:

Calciumeinstrom:

Ein Kontraktionszyklus beginnt durch ein fortgeleitetes Aktionspotential, das die
Zellmembran  (das  Sarkolemm)  depolarisiert.  Dadurch  steigt die
Offenwahrscheinlichkeit der spannungsabhingigen sarkolemmalen L-Typ-Ca?*-
Kanale (Dihydropyridinrezeptoren) mit der Folge eines transsarkolemmalen Ca?*-
Einstroms in das Zellinnere (6,27). Dieser Vorgang stellt den entscheidenden
Schritt bei der elektromechanischen Kopplung in Herzmuskelzellen dar (6,28).
Zusitzlich gelangt eine geringe Menge Ca?* (iber den NCX in die Zelle (29,30).
Die dadurch im Zytosol befindliche Ca?*-Menge besitzt allein nur eine maRige
Bedeutung fur die entwickelte Kontraktionskraft (31). Der Anteil in Bezug auf die
gesamte an der Kontraktion beteiligte Ca®*-Menge variiert je nach Spezies und in
Abhangigkeit anderer Faktoren. Im Rattenventrikel betragt der Anteil etwa 10 %,
im humanen Ventrikel etwa 40 % (32). Das Uber die L-Typ-Ca**-Kanéle und den
NCX in das Zytosol gelangte Ca?* bindet an die terminalen Zisternen des
sarkoplasmatischen Retikulums (SR), das den bedeutendsten intrazellularen
Ca?*-Speicher darstellt.

Calcium induzierte Calcium Freisetzung:

In den terminalen Zisternen des SR sind Ca®*-sensitive Ca?*-Freisetzungsproteine
lokalisiert, die als Ryanodin-Rezeptoren (RyR) bezeichnet werden, da sie
spezifisch das Pflanzenalkaloid Ryanodin binden. Die RyR bestehen aus 4
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identischen Untereinheiten, die gemeinsam eine Kanalfunktion aufweisen.
Aufgrund der raumlichen Nidhe zwischen den spannungsabhangigen L-Typ- Ca®*-
Kanalen entlang des Sarkolemms und den RyR an den terminalen Zisternen des
SR kommt es durch die lokale Ca2+-Konzentrationserhb'hung Zu einer sehr
schnellen Aktivierung der RyR (33,34). Es resultiert eine in Relation zum
transsarkolemmalen Ca?*-Einstrom deutlich groRere Freisetzung von Ca?* aus
dem SR in das Zytosol (26,31,35). Das von extrazellular stammende Ca®* dient
somit als Ausloser (,Trigger-Ca®™) fir die Ca**-induzierte Ca?*-Freisetzung aus
dem SR. Dadurch steigt die zytosolische Ca**-Konzentration von diastolisch etwa
10" mol/l auf systolisch etwa 10 mol/.

Auslosung der Kontraktion:

Das im Zytosol vorhandene Ca?* bindet an das Troponin C, das vier
Bindungsstellen fir Ca?* besitzt (36). Durch die Bindung von Ca?* erfahrt der
Troponin-Tropomyosin-Komplex eine Konformationsanderung, welche zu einer
Aufhebung der inhibitorischen Wirkung des Regulatorproteins Tropomyosin auf
das kontraktile Protein Aktin fuhrt. Dadurch werden die
Querbruckenbindungsstellen von Aktin und Myosin freigegeben. Dies fuhrt zu
einer Abscherbewegung der Myosinkdpfchen entlang der Aktinfilamente, wodurch
die eigentliche Kontraktion zu Stande kommt Die im Myosinkdpfchen lokalisierte
Myosin-ATPase hydrolysiert dabei pro Querbrickenzyklus ein ATP zu
Adenosindiphosphat (ADP) und Phosphat. Das ATP wird zur Ablésung des
Myosinkdpfchens bendtigt. Dieser Vorgang stellt einen wesentlichen
energieverbrauchenden Mechanismus der Herzmuskelzelle dar. Durch mehrere
Querbrickenzyklen hintereinander erfolgt eine Muskelverkirzung und somit die
eigentliche Muskelkontraktion.

Relaxation:

In der Diastole dissoziiert das Ca®* vom Troponin C ab und wird Gber
verschiedene Mechanismen aus dem Zytosol eliminiert. Der grofite Teil (etwa 60-
90 %) wird Uber die SR-Ca**-ATPase (SERCAZ2a) zuriick in das SR gepumpt
(6,37). Die Aktivitat der SERCA 2a wird durch das Regulatorprotein
Phospholamban (PLB) beeinflusst. Dephosphoryliert ist PLB nicht-kovalent an die
SERCA2a gebunden und inhibiert diese (38,39). Durch eine cAMP-abhangige
oder eine Ca®*-Calmodulin-abhingige Proteinkinase wird PLB phosphoryliert und

andert seine Konformation, so dass der hemmende Einfluss auf die SERCAZ2a
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aufgehoben und diese enthemmt wird (40,41). Durch die gesteigerte Pumpaktivitat
der SERCA2a kommt es zu einer vermehrten Ca®*-Beladung des SR (42). In
geringerer Auspragung sind aufRerdem der sarkolemmale NCX (etwa 25 %) sowie
die sarkolemmale Ca?-ATPase am Export des Ca®" beteiligt (43-45). Mit
abnehmender Ca®*-Konzentration vermindert sich gleichsam die Zahl der
Querbrickenbindungen und das Herz relaxiert. AnschlieBend kann der
Kontraktionszyklus von vorne beginnen. Eine Ubersicht Uber den Ca”-ZykIus bei

der elektromechanischen Kopplung zeigt Abb. 3.

Unterschiede zwischen Vorhof und Ventrikel:

Fiur die Ca*-induzierte Ca*'-Freisetzung (CICR) bestehen im Vergleich von
Ventrikel- und Vorhofgewebe wichtige Unterschiede: Zum einen sind
Vorhofmyozyten kleiner und vor allem dunner als Ventrikelzellen. Auf3erdem wird
die Auspragung des SR als wichtigsten intrazellularem Ca**-Speicher im Vorhof
deutlich von jenem in Ventrikelmyozyten Ubertroffen. In Ventrikelmyozyten ist das
SR in Form longitudinaler Tubuli (L-Tubuli) mit terminalen Zisternen angeordnet.
Durch eine nahezu simultane Ca*'-Freisetzung aus dem SR in den gesamten
Ventrikelmyozyten besitzt diese einen homogenen Charakter (46). Im Vorhof sind
dagegen sowohl das T-Tubulus- als auch das L-Tubulus- System deutlich geringer
ausgepragt (47,48). Hier finden sich zwei Formen von SR. Einerseits existiert ein
junktionales SR, das nahe dem Sarkolemm liegt. Andererseits gibt es eine nicht-
junktionale Form von SR, die zentral lokalisiert ist und spharische Aussackungen
(korbulares SR) besitzt (47,49,50). RyR finden sich in beiden SR-Formen (49,51).

Im Rahmen der CICR erfolgt zuerst die Freisetzung von Ca®** aus dem
subsarkolemmalen SR (52,53). Es resultiert ein peripherer Ring erhohter [Ca®']-
lonen, der nach zentral diffundiert und anschliel3end die zusatzliche Freisetzung

von Ca?* aus dem nicht-junktionalen SR induziert (53). Die Ca*'-Freisetzung

besitzt daher in Vorhofmyozyten keinen homogenen Charakter. Dies konnte somit

begiinstigend fir die Entstehung von Arrhythmien sein. Auf funktioneller Ebene

unterscheiden sich humane Vorhof- und Ventrikelmyozyten ebenfalls voneinander:
Im Vorhofmyokard verlaufen sowohl die Kontraktion als auch die Relaxation
schneller als im Ventrikel (54). Dies beruht mdglicherweise neben kurzeren
Aktionspotentialen und Ca?*-Transienten auf einer rascheren Ca®*-Elimination

wahrend der Diastole aus dem Zytosol (5,55). Hierflr kdnnten eine verminderte
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Phospholamban- und eine ausgepragte SERCA-Expression in Vorhofmyozyten

Sarcolemma ﬂ

Myofilaments

Ca [Ca
I AP
3 3Na | (E,)
2
i

mafgeblich sein (56).

Aus Bers; Nature 415:198

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Ca *-Zyklus bei der elektromechanlschen Kopplung.
Wahrend eines Aktionspotentials gelangt Ca®* Uber spannungsabhangige Ca®*-Kanale und den
Na*/Ca**-Austauscher (NCX) nach mtrazellular und induziert iber den Ryanodin-Rezeptor (RyR)
die Fre|setzung einer grofReren ca® -Menge aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR). Dieses
Ca®* bindet an die Myofllamente Es wird anschliefend — moduliert durch Phospholamban (PLB)
— hauptsachlich von der SR- Ca’*-ATPase (SERCA) in das SR zurlck transportiert sowie Uber
den NCX und sarkolemmale Ca**-ATPase-Pumpen aus dem Zytosol eI|m|n|ert Die Abbildung
zeigt schematisch die wichtigsten Wege der zytoplasmatischen ca” -Erhéhung in dem
Kardlomyozyten (rote Pfeile). Die grinen Pfeile hingegen markieren die Hauptmechanismen der
ca® -Eliminierung aus dem Zytoplasma Die eingeschobene Abbildung zeigt den zeitlichen
Verlauf von Aktionspotential, Ca**-Transienten und darauffolgender Muskelkontraktion.
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1.3 Arrhythmien

Der Herzrhythmus ist ein wesentlicher Steuerungsmechanismus fur die
bedarfsgerechte Funktion des muskuldren Pumporgans ,Herz“. Die Stérung der
Erregungsbildung bzw. der Erregungsleitung im Herzen bezeichnet man als
Arrhythmien. Die klinische Bedeutung von Herzrhythmusstorungen kann von einer
harmlosen Normabweichung bis zum lebensbedrohlichen Ereignis oder gar
plotzlichen Herztod reichen. Die Ursachen von Rhythmusstorungen koénnen
vielfaltig sein. Haufig auftretende und anhaltende Arrhythmien kdonnen durch
metabolische Schadigung (Hypoxie, Azidose, Elektrolytstorungen,
Substratmangel, Kalte und Medikamentenwirkungen), eine strukturelle
Schadigung (Vernarbung, Hypertrophie und Entziindung) oder aber angeborene
Strukturanomalien des Herzens und seines Reizleitungssystem auftreten. Neben
der Unterteilung in Erregungsbildungs- und Erregungsleitungsstérungen ist vor
allem die Unterscheidung zwischen bradykarden und tachykarden
Rhythmusstorungen von enormer klinischer Relevanz. Tab. 1 zeigt die wichtigsten
tachykarden und bradykarden Rhythmusstérungen. Des Weiteren muss man
zwischen Rhythmusstérungen des Vorhofes und des Ventrikels unterscheiden,
wobei hier vor allem die Ventrikularen Tachykardien sowie das Vorhofflimmern

von besonderer klinischer Bedeutung sind.

Bradykarde Herzrhythmusstérungen | Tachykarde Herzrhythmusstorungen
e Sinusbradykardie e Sinustachykardie
e Sinusbradyarrhythmie e Sinustachyarrhythmie
e Sick-Sinus-Syndrom ¢ AV-Knoten-Reentry-Tachykardie
e Sinuatriale Blockierungen und ¢ AV-Reentry-Tachykardie
Sinusarrest o Vorhofflattern
e Karotissinus Syndrom e Tachykardes Vorhofflimmern
e Atrioventrikulare Blockierungen e Supraventrikuldre Extrasystolen
¢ Interventrikulare Schenkelblocke e Ventrikulare Extrasystolen
e Bradykardes Vorhofflimmern e Ventrikulare Tachykardie
o Kammerflattern
e Kammerflimmern

Tabelle 1: Arrhythmien
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1.3.1 Vorhofflimmern

Vorhofflimmern (VHF) ist weltweit die haufigste klinisch relevante anhaltende
Herzrhythmusstorung im Erwachsenenalter und zugleich diejenige Form, die am
haufigsten zur Hospitalisierung fuhrt (57,58). Jeder vierte Erwachsene Uber 40
Jahre hat das Risiko, im Laufe seines Lebens eine Vorhofflimmer-Episode zu
erleiden (59). Vorhofflimmern tritt bei Menschen unter 65 Jahren vergleichsweise
selten auf. Die Haufigkeit steigt mit zunehmendem Alter und liegt bei Uber 80-
Jahrigen bei 10 % (60). In ganz Europa sind rund 4,5 Millionen Menschen von der
Erkrankung betroffen (61). In Osterreich gibt es Schatzungen zufolge etwa
130.000 Menschen, die an Vorhofflimmern erkrankt sind (Jahrestagung 2009,
Osterreichische  Kardiologische  Gesellschaft).  Vorhofflimmern ist eine
supraventrikulare tachykarde (300-600 Erregungen/min) Herzrhythmusstérung mit
schneller, irregularer Vorhofaktivierung und progredienter Verschlechterung der
Vorhof-Kontraktilitdt (,atrial stunning“). Die Kammeraktion ist bei intaktem AV-
Knoten unregelmafig und schnell. Daher spricht man auch von ,Tachyarrhythmia
absoluta®“. Vorhoffimmern kann in verschiedenen Formen auftreten. Je nach
Dauer und Verlauf der Vorhofflimmer-Episoden spricht man von paroxysmalem (in
Anfallen auftretend), persistierendem (langer fortbestehend) und permanentem
Vorhofflimmern (62).

e Paroxysmales Vorhoffimmern: Die Flimmer-Episode dauert von 2 Minuten
bis hdchstens 7 Tage und endet von selbst.

e Persistierendes Vorhofflimmern: Das Vorhofflimmern halt langer als 7 Tage
an und endet nicht spontan. Es kann durch arztliche Behandlung
(medikamentdse oder elektrische Kardioversion) beendet werden.

e Permanentes Vorhoffimmern: Eine Kardioversion ist nicht mehr maoglich.
Das Vorhofflimmern bleibt dauernd bestehen.

Die haufigste Ursache fur die Entstehung von Vorhofflimmern stellt die
hypertensive Herzerkrankung dar (63,64). Weitere bekannte Risikofaktoren sind
ein fortgeschrittenes Alter, mannliches Geschlecht, Fettleibigkeit, Bluthochdruck,
Herzinsuffizienz  (65), koronare Herzkrankheit (KHK), Mitralinsuffizienz,
Mitralstenose, Hyperthyreose, Elektrolytstorungen, Lungenembolien und eine
Familiengeschichte fir  Vorhoffimmern (66-68). Klinisch aufert sich

Vorhofflimmern vor allem durch Palpitationen und Dyspnoe (63). Des Weiteren
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konnen Schwindel, Synkopen, Mudigkeit, Schlafstorungen, Angstgefuhl, Polyurie
(Wirkung des Atrialen Natriuretischen Peptids, ANP) und unregelmafRigen Puls mit
Pulsdefizit in Erscheinung treten. Allerdings bleiben etwa 70 Prozent der
Vorhofflimmer-Attacken fur die Patienten unbemerkt (69,70).

Die geflurchtetste Komplikation des Vorhoffimmerns geht durch die Bildung von
Vorhofthromben mit der Entstehung arterieller Embolien aus (71). So ist das
Vorhofflimmern die wichtigste Ursache fir einen ischamischen Apoplex bei
Patienten Uber dem 75. Lebensjahr (72). Neben dem 5-fach erhdhten
Schlaganfallrisiko besteht zusatzlich ein 4-fach erhdhtes Herzinsuffizienzrisiko und
ein 2-fach erhohtes Risiko fur Demenz und Tod (61).

Uber den pathophysiologischen Mechanismus von Vorhofflimmern wird seit tber
100 Jahren diskutiert, und die Diskussion ist noch nicht abgeschlossen. Die zwei
wesentlichen Hypothesen sind (73):

e eine sich selbst perpetuierende, aus multiplen Kreiserregungen bestehende
Arrhythmie (,multiple wavelet reentry“)(74)

o fokale Vorhofaktivierungen, die aufgrund ihrer hohen Frequenz nicht auf
alle Vorhofabschnitte 1:1 fortgeleitet werden kénnen (,fibrillatory
conduction®) (75)

Eine wesentliche Eigenschaft von VHF ist, wie sich in Tierexperimenten zeigt,
dass sich kunstlich hervorgerufenes VHF selbst erhalt und im Laufe der Zeit
immer weniger auf pharmakologische Kardioversionsversuche anspricht. Die
derzeitigen Theorien Uber die Pathophysiologie des VHF werden in einem
Kleeblattmodell (65) Abb. 4 dargestellt, das die elektrischen, kontraktilen und
strukturellen Veranderungen bei VHF zusammenfasst. Die hochfrequente atriale
Erregung beim VHF induziert als ersten Schritt innerhalb von Tagen ein
reversibles elektrisches Remodeling (blaues Kleeblatt). Remodeling ist definiert
als alle wahrend des Vorhoffimmerns auftretenden Phanomene, die zur
Aufrechterhaltung von VHF beitragen (76). Die frequenzbedingte Zunahme des
Ca?*-Einstroms wahrend schneller Stimulation verursacht eine Ca?*-Uberladung
der atrialen Myokardzellen. Damit verbunden ist die Inaktivierung des L-Typ-Ca®'-
Einstroms (77-79). Zusatzlich kommt es zur verminderten Expression des L-Typ-
Ca*-Kanalas, zur Erhdhung des einwarts gleichrichtenden K*-Stroms (IK1)
(80,81), und des acetylcholinaktivierten K*-Stroms (IK,Ach) (80,82) sowie zur
Verminderung des transienten K'-Auswartsstroms (83,84). In Summe resultiert
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daraus eine Verkurzung der Aktionspotenzialdauer (APD) (78,85,86) und der
Refraktarzeit (87). Dies stabilisiert das VHF, indem die Erregungswellenléange
verkurzt wird. Andererseits wird durch die schnelle Folge an Erregungen auch der
schnelle  Na*-Einstrom  zunehmend inaktiviert, was wiederum die
Leitungsgeschwindigkeit sinken lasst (,Vorhofflimmern bedingt Vorhofflimmern®)
(85). Der verminderte Ca*-Einstrom hat auch eine Hypokontraktilitat zur Folge
(kontraktiles Remodeling; rotes Kleeblatt) (88). Diese Schwache der
Vorhofmuskulatur begunstigt neben einer Abnahme der Blutflussgeschwindigkeit
und der damit verbunden thrombembolischen Komplikationen eine Uberdehnung
der Vorhofe. Diese zunehmende VergroRerung der Vorhofe setzt schlussendlich
strukturelle irreversible Umbauprozesse in Gang (strukturelles Remodeling;
grunes Kleeblatt) (65). Es kommt zur Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems
(RAS) verbunden mit Fibrosierung. Dies flhrt zu einer nachhaltigen
Reizleitungsstorung in den Vorhofen und unterstutzt die Stabilisierung und das

Neuauftreten von Kreiserregungen.

Refraktar- l

/ zeit

Aktionspoten- . GroBe der Kreis-
zialdauer elektrisch erregungen

\ )

Cal+- J' Anzahl der Kreis-T
/—— Einstrom VHF erregungen
Kontraktilitat l
Dehnung

kontraktil T L strukturell

Dilatation Leitungs-

RAS-Aktivierung storungen

Dehnbarkeit T \
Fibrose

Aus Schotten; Dtsch. Arzteblatt 25:1743

Abbildung 4: Kleeblattmodell der Entstehung, Aufrechterhaltung und Verstarkung
von Vorhofflimmern
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Die Therapie des Vorhofflimmerns richtet sich nach den Empfehlungen der ACC,
AHA und ESC und verfolgt verschiedene Ziele. Erste Mallnahmen bei
Vorhofflimmern mit schneller Uberleitung sind eine Normalisierung der
Kammerfrequenz (mit Digitalis, p-Blocker oder Verapamil) sowie eine
Antikoagulation zur Thrombembolieprophylaxe (89). An zweiter Stelle steht der
Versuch einer medikamentosen oder elektrischen Kardioversion zur Konversion
des Vorhofflimmerns in einen Sinusrhythmus (69). Daneben ist die kausale
Behandlung der Grunderkrankung von Bedeutung (90). In klinischer Erprobung
sind aullerdem eine Reihe von nichtmedikamentosen Verfahren zur
Rezidivprophylaxe wie die Pulmonalvenenablation oder die zirkumferentielle

Hochfrequenzablation von Ektopieherden im Vorhof.
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1.4 Gallensauren

1.4.1 Physiologie

Gallensauren gehoren zur Gruppe der Steroide und sind ein wichtiges Endprodukt
des Cholesterinstoffwechsels. Die in der Leber produzierten Gallensauren
unterstutzen einerseits die Fettverdauung im Darm und andererseits ermoglichen
sie durch Mizellenbildung fettlosliche Stoffe aus dem systemischen Kreislauf in

den Darm abzufiihren.

Bildung der Gallensauren:

In den Hepatozyten der Leber wird Cholesterin durch Hydroxylierungsreaktionen
und oxidative Verkirzung zu den primaren Gallensauren abgebaut. Die
wichtigsten Gallensauren sind Cholsaure (CA) und Chenodeoxycholsaure
(CDCA). Diese liegen in der Galle nicht frei, sondern als konjugierte Gallensauren
vor. Ein zytoplasmatisches Enzym ist dafiur verantwortlich, dass die beiden
primaren Gallensauren mit Taurin oder Glycin konjugiert werden. Aufgrund des
alkalischen pH-Wertes der Galle liegen die Gallensauren hauptsachlich als deren
Anionen in Form von Gallensalzen vor. Die konjugierten Gallensauren
Taurocholsdure (TCA) und Taurochenodeoxycholsdaure (TCDCA) sowie
Glycocholsaure (GCA) und Glycochenodeoxycholsaure (GCDCA) werden im
Darm von Bakterien zu sekundaren Gallensauren umgewandelt. Die tertidren
Gallensauren entstehen durch Umwandlung der sekundaren Gallensauren in der
Leber oder im Darm. Geschwindigkeitsbestimmender Schritt in der Synthese der
Gallensauren ist die Hydroxylierung des Cholesterins in der 7a-Position durch eine
Cytochrom-P4s0-abhangige, mischfunktionelle Oxidase der Hepatozyten. Deren
Aktivitat wird durch die Uber das Pfortaderblut zur Leber zurickflieende Menge
der Gallensauren reguliert. Durch dieses negative Feedback wird der
Gallensaurepool relativ konstant gehalten. Abb. 5 zeigt die wichtigsten

Gallensauren.
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Abbildung 5: a) Primaren Gallensauren b) Konjugierten Gallensauren ¢) Sekundaren
Gallensauren

Zusammensetzung der Galle:

Galle ist eine wassrige Loésung von Gallensauren (67%), Phospholipiden (22%),
Proteinen (4,5%), Cholesterin (4%), konjugiertem Bilirubin (0,3%) und Elektrolyten.

Sekretion der Galle:

Die von den Hepatozyten gebildete Galle wird in die zwischen ihnen verlaufenden
Kanalikuli sezerniert (kanalikulare Galle). Die Galle lauft zum Periportalfeld und
von hier zwischen den Lappchen in den Ductus interlobulares (duktulare Galle).
Hier finden Resorptions- und Sekretionsprozesse mit Modifizierung der Galle statt.
In der Gallenblase wird die Galle nochmals konzentriert und bevorratet. Die
Ausscheidung in den Darm erfolgt dann nach physiologischen Reizen

(Nahrungsaufnahme) durch Vermittlung verschiedener Hormone.
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Enterhepatischen Kreislauf:

Der Gallensaurepool von ca. 2-5 g durchlauft den enterohepatischen Kreislauf
drei- bis zehnmal taglich. Nach der Dekonjugation der Gallensauren durch
Bakterien erfolgt eine fast vollstandige Resorption im terminalen Illeum und
Aufnahme in die Leber aus dem Pfortaderblut. Nur ca. 0,5 g taglich werden Uber

den Stuhl ausgeschieden und mussen deshalb neu synthetisiert werden.

Aufgaben der Galle:

Die Galle ist einerseits verantwortlich fur die Emulgierung von Lipiden im
Dunndarm durch die Bildung von Mizellen sowie fur die Aktivierung der
Pankreaslipase. Andererseits ist sie fur die Ausscheidung von uUberflissigem
Cholesterin, Phospholipiden und fettléslichen Medikamenten in Form von Mizellen
verantwortlich. Dabei umhullen Gallensauren hydrophobe Substanzen und richten
ihren eigenen hydrophilen Teil nach au3en. Dadurch ist die Mizelle im wassrigen
Milieu der Galle I6slich. Zusatzlich ist die Galle fir die Hemmung der

Magensekretion und die Cholesterinsynthese im Dinndarm zustandig.

1.4.2 Pathophysiologie

1.4.2.1 Cholestase

Als Cholestase bezeichnet man den Rickstau von Gallensauren, Bilirubin und
anderen Bestandteilen der Galle durch einen verminderten oder fehlenden Abfluss
der Galle in den Darm. Man unterscheidet prinzipiell zwei Formen. Auf der einen
Seite die extrahepatische Cholestase, bei der in den meisten Fallen eine
mechanische Behinderung in den Gallenwegen durch Steine, Tumoren oder
narbige Einziehungen vorliegt. Auf der anderen Seite kdnnen Virushepatitiden,
Arzneimittel und Giftstoffe Ursache einer intrahepatischen Cholestase sein.

Die klinischen Leitsymptome sind lkterus, Pruritus, Braunverfarbung des Urins,
entfarbter heller Stuhl, Xanthelasmen, Steatorrhoe, Meteorismus, Gewichtsverlust
und Hypovitaminosen. Die Diagnose einer Cholestase kann sonographisch und
laborchemisch gestellt werden. Im Labor ist eine Erhdhung des direkten Bilirubins,
der alkalischen Phosphatase sowie der Gamma-GT nachweisbar.
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1.4.2.2 Intrahepatische Schwangerschaftscholestase (ICP)

Die intrahepatische Schwangerschaftscholestase betrifft zirka 0,1 % - 1,5 % der
schwangeren Frauen in Europa, wobei der Anteil in sidamerikanischen Landern
wie Bolivien oder Chile bis auf 15,6 % ansteigt. Vorwiegend treten die typischen
klinischen Symptome wie zum Beispiel Pruritus im letzten Trimenon der
Schwangerschaft auf (91-96). Fur die Mdutter ist die intrahepatische
Schwangerschaftscholestase bis auf den unangenehmen Pruritus weitgehend
ungefahrlich. Fir den ungeborenen Fetus allerdings stellt sie eine grolle Gefahr
dar. Sie tragt wesentlich zu einer erhéhten Morbiditat und Mortalitat des Feten bei
und fuhrt vorwiegend zu einer gesteigerten Fruhgeburtenrate (19-60%), fetalen
Stresssituationen (22-33%) und intrauterinen Tot (2%) (92,96-98). Die Ursachen
fur die intrahepatische Schwangerschaftscholestase sind weitgehend unbekannt,
so wird einerseits eine familidre Veranlagung wie auch eine hormonelle Ursache
diskutiert (96). Bei der Intrahepatischen Schwangerschaftscholestase steigen die
Gallensaurespiegel um das 10 bis 100 fache an und die physiologische
Zusammensetzung der Gallensauren ist verandert. Die Cholsaure ist dabei starker
erhoht als die Chenodeoxycholsaure, was zu einer Veranderung des
Verhaltnissens der beiden Gallensauren flhrt. AuRerdem ist das Verhaltnis der
Glycin-konjugierten Gallensauren zu den Taurin-konjugierten Gallensauren erhoht.
Erste Behandlungsversuche haben gezeigt, dass die Therapie mit
Ursodeoxycholsaure (UDCA) die physiologischen Beziehungen zwischen den
Gallensauren wiederherstellt und dass die fetalen Uberlebenschancen steigen
(98,99). Die intrahepatische Schwangerschaftscholestase stellt somit ein
interessantes Modell dar um die Effekte von hohen Gallensaurenspiegeln auf den
Kardiomyozyten zu untersuchen. Aufgrund der klinischen Beobachtungen gibt es
Hinweise, dass erhdhte Gallensaurewerte bei der intrahepatischen
Schwangerschaftscholestase zu Herzrhythmusstérungen der Feten und dadurch
zu einer erhohten intrauterinen Komplikationsrate fuhren (100-102). Es konnte
auch schon an in vitro Tiermodellen gezeigt werden, dass Gallensduren an
isolierten neonatalen Rattenkardiomyozyten Arrhythmien auslésen kénnen (103-
105). Vor allem fur die primar konjugierte Gallensaure TCA, welche bei der ICP
erhoht ist, konnte in in-vitro Versuchen an isolierten Kardiomyozyten verschiedene

Effekte auf die Kontraktion nachgewiesen werden (99,104-107).
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1.5 Fragestellungen

In der vorliegenden Arbeit sollen folgende Fragestellungen geklart werden.

1.) Zeigen Gallensauren auch am adulten humanen Vorhofmyokard

arrhythmogene Effekte?

2.) Zeigen sich durch die Zugabe von Gallensauren funktionelle Effekte am

adulten humanen Vorhofmyokard?

3.) Gibt es zwischen den Gallensauren einen Unterschied hinsichtlich ihrer
arrhythmogenen Potenz? Ist diese von der Konjugation der Gallensauren

abhangig?

4.) Besteht eine Frequenzabhangigkeit der arrhythmogenen Effekte von

Gallensauren?

5.) Fihren Gallensauren am humanen Herzmuskelgewebe zur Verlangerung

der Aktionspotentialdauer und dadurch zur Entstehung von Arrhythmien?

6.) Welche Rolle spielt der L-Typ-Kalziumkanal bei der Induktion der

Arrhythmien durch Gallensauren?

7.) Welche Rolle spielt der Natrium/Kalzium-Austauscher bei der Induktion der

Arrhythmien durch Gallensauren?
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1.6 Hypothesen

A) Gallensauren fuhren in pathophysiologischen Konzentrationen zu

Arrhythmien im humanen atrialen Vorhofmuskelgewebe.

B) Gallensauren bewirken am humanen Myokardgewebe eine Verlangerung
der Aktionspotentialdauer und aufgrund der dadurch erhéhten

Refraktarzeiten wird die Entstehung von Arrhythmien gefordert.

C) Die Aktivierung des L-Typ-Kalziumkanals durch BayK8644 fihrt zu einer
Erhdhung des intrazellularen Kalziums und aufgrund dessen zu einer

Steigerung der Arrhythmien.

D) Die Hemmung des L-Typ-Kalziumkanals durch Diltiazem flhrt zu einer
Verminderung des intrazellularen Kalziums und daher zu einer Senkung der

arrhythmogenen Effekte am humanen Vorhofmyokard.

E) Die Blockade des Natrium/Kalzium Austauschers im ,reverse mode“ durch
KB-R7943 fuhrt zu einer Reduktion der Arrhythmien aufgrund einer

Verminderung des intrazellularen Kalziumangebotes.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchtes Gewebe

Die im Rahmen dieser Arbeit ausgefihrten Experimente wurden an isolierten
humanen Vorhoftrabekeln durchgeflihrt. Das Vorhofgewebe stammte von
Patienten, die sich einer Bypass-Operation und/oder einer Herzklappenersatz-
Operation unterziehen mussten. Intraoperativ, wahrend des Kantlierungsschrittes,
der dem Anschluss des Patienten-Kreislaufes an die Herz-Lungen-Maschine dient,
wurde der dreieckige obere Teil des rechten Vorhofes (rechtes Herzohr, Auricula
dextra), in dem sich Trabekel (Mm. pectinati) befinden, herausgeschnitten. Die
Grole des gewonnenen Herzohres betrug ca. 6-12mm x 6-12mm. Abb. 6 zeigt

ein rechtes Herzohr.

Abbildung 6: Herzohr des rechten Vorhofes.

Die Operationen wurden an der Klinischen Abteilung flr Herzchirurgie an der
Universitatsklinik Graz durchgefuhrt. Alle Patienten gaben ihre Einwilligung zur
Entnahme und Verwendung von Myokardproben fir wissenschaftliche Zwecke.

Die Untersuchungen wurden von der Ethikkommission der Medizinischen
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Universitdt Graz geprift und genehmigt. Tab. 2 zeigt einen Uberblick tber die

Daten aller Patienten, denen Vorhofgewebe entnommen wurde.

CABG 31 67,75 12 | 19 55,4 30 1
(9.17) (4,98)
AKE 13 57,54 5 8 53,10 13 0
(15,31) (8,79)
CABG +
15 72,53 6 9 48,93 14 1
AKE (11,32) (4,87)
Summe 59 65,81 24 | 35 53,10 57 2
(13,76) (6,58)

Tabelle 2 Uberblick Patientendaten: CABG...Coronary artery bypass graft;
AKE...Aortenklappenersatz; EF...Ejektionsfraktion; SR...Sinusrhythmus

2.2 Transport und Praparation

Verwendete Materialien: Einwegbecher, Schere, Pinzette, Mikro-Schere, Mikro-

Pinzette, Einwegpipette, Stereomikroskop.

2.2.1 Kardioplegie

Um das Gewebe vor hohen Energieverlusten wahrend des Transportes ins Labor
und der Praparation zu schutzen, wurde es nach der Entnahme sofort in eine
kardioplege Losung gelegt. Zur Herstellung dieser Losung wurde Tyrode mit 2,3-
Butanedione-Monoxime (BDM) versetzt. Die BDM-Konzentration betrug 30 mmol/l.
BDM ist eine Phosphatase, die die Querbrickeninteraktionen zwischen Aktin und
Myosin reversibel hemmt (108,109) und die Ansprechbarkeit der kontraktilen
Proteine fur Kalzium herabsetzt (110). Desweiteren wird durch BDM in héheren
Konzentrationen (> 5 mmol/l) der [Ca®"]; - Transient reduziert (110,111). Die
Sensitivitat von Troponin C fur Kalzium wird dagegen nicht vermindert (110).

Auch die Aufnahme von Ca* ins sarkoplasmatische Retikulum (SR) wird durch
BDM nicht reduziert (112). Ebenfalls unbeeinflusst bleiben Membranpotential und
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der Verlauf von Aktionspotentialen (111). BDM wirkt wahrend Transport,
Praparation und Lagerung des Myokards kardioprotektiv.

Bei der Praparation von Myokardgewebe kommt es aufgrund des mechanischen
Stresses z.T. zu einem hohen Ca®*-Einstrom in das Gewebe. BDM verhindert hier
die Entstehung einer Kontraktur (113). AuRerdem wird durch die Hemmung der
Querbruckeninteraktion der ATP-Verbrauch durch Myosin reduziert. Die Inhibition
der Querbrickeninteraktion durch BDM ist konzentrationsabhangig. Die
myokardiale Kraftentwicklung wird bei einer BDM-Konzentration von 30 mmol/l
vollstandig blockiert (109). Somit kann eine kardioplege BDM-LAsung die Funktion
der Muskelstreifenpraparate insbesondere bei zusatzlicher Kihlung schutzen
(114). Die mit BDM versetzte Tyrodelésung wurde zur Oxygenierung und pH-
Wert- Einstellung auf pH 7,4 mit Carbogen (Oxymix) (95% Oz, 5% CO2) begast.

2.2.2 Transport

Der Transport des Vorhofgewebes ins Labor erfolgte unmittelbar nach der
Entnahme in einem sterilen Einwegbecher. Dieser enthielt mit Carbogen
praoxygenierte, BDM-haltige Tyrode. Die Zeitspanne von der Entnahme bis zum

Eintreffen im Labor betrug ca. 5 Minuten.

2.2.3 Praparation der Muskelstreifen

Die Isolierung der Muskelstreifen aus dem rechten Herzohr erfolgte durch
vorsichtige Praparation mit mikrochirurgischen Pinzetten und Scheren in
kardiopleger Losung. Unter Verwendung eines Stereomikroskopes mit zehnfacher
VergrolRerung wurde das Gewebe nach moglichst langen und unverzweigten
Trabeculae carneae durchsucht. Es wurden insbesondere Trabekel mit einer
Querschnittsflache < 0,7 mm? gesucht (das bedeutet bei rundem Querschnitt einen
Durchmesser unter 1mm). Bei einer Querschnittsfliche von mehr als 0,7 mm?
besteht die Gefahr, dass die Trabekel im Inneren hypoxisch werden (115,116). Die
Trabekel wurden mit mikrochirurgischen Scheren frei prapariert und mittels einer
Transferpipette aus der Praparationsschale in einen sterilen Einwegbecher mit
praoxygenierter BDM-haltiger Tyrodeldésung uUberfuhrt. Bei der Isolation wurde

stets darauf geachtet, die Muskelstreifenpraparate nicht zu dehnen oder
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anderweitig zu traumatisieren. Trotz erschwerter Praparationsbedingungen am
unfixierten Praparat, wurde auf eine Fixierung des Gewebestickes mit Nadeln am
Grund der Praparierschale verzichtet. Danach wurden Muskelstreifen mindestens
10 Minuten in BDM-haltiger Tyrodel6sung gekunhlt gelagert, damit sie sich von dem
mechanischen Stress der Praparation erholen konnten.

2.3 Anlage zur Messung der isometrischen Kontraktion

2.3.1 Beschreibung des Messstandes

Abb. 7 zeigt die wichtigsten Komponenten der Anlage zur Messung der
kontraktilen Funktion von Trabekeln, Abb. 8 zeigt das Organbad im Detail. Die
Anlage ermdglicht die simultane Messung der isometrischen Kontraktion von vier
Herzmuskelstreifenpraparaten. Sie wurde in Kooperation mit der Fa. Scientific
Instruments, Heidelberg, aufgebaut. Die wichtigsten Bestandteile der Anlage sind

in Tab 3 aufgelistet.

Abbildung 7: Anlage zur Messung der isometrischen Kontraktion: (1) Rollenpumpe, (2)
Stimulationseinheit, (3) Vorratsgefalle, (4) Computerkontrolleinheit, (5) Organbader, (6)
Thermoschreiber, (7) Heizung und Thermostat.
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Abbildung 8: Organbad des Messstandes.

Bestandteil Herstellungsfirma

Peristaltische Rollenpumpe Fa. lsmatec, Typ |ISM853
Mikrometerschraube Fa. Mituyo, Japan
-Kanal-Thermoschreiber Fa. Graphtec, Mark VIl WR3320

Basisgerat zur Messung der Kraft  |Fa. Graphtec, Mark VII WR3320
Kraftaufnehmer Fa. Sl Heidelberg, Typ OPT1L
Stereomikroskop Fa. Sl Heidelberg, Typ KG3
Stimulationseinheit Fa. Olympus, Taiwan, Typ SD30
Umwalzthermostat Fa. Sl, Heidelberg, Typ STM1
Thermometer Fa. Conrad Electronic, Typ Voltcraft 302 K/J

Tabelle 3: Auflistung der Bestandteile des Messstandes

Abb. 9 zeigt schematisch und exemplarisch einen der vier Kreislaufe der Anlage.
Das Organbad aus Teflon (Léange x Breite x Tiefe =21 mm x 8 mm x 3 mm) stellte
das zentrale Element der Versuchsanordnung dar. Durch peristaltische
Rollenpumpen angetrieben wurde Tyrodeldésung Uber Schlauche von einem
Vorratsgefald zum Organbad geleitet und von hier aus zurlck ins Vorratsgefaf
gepumpt. Bei einer Forderleistung der Pumpe von 5,7 ml/min wurde das
Organbadvolumen (0,5 ml) so etwa alle 5 Sekunden ausgetauscht. Das
Vorratsgefald sowie die Schlauche waren doppelwandig und wurden im aul3eren
Lumen im Gegenstromprinzip mit Wasser auf 37°C erwarmt. Die Tyrodel6sung
wurde Uber eine Fritte im Vorratsgefal® standig mit Carbogen begast. Zur
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Reduktion der warmebedingten Flussigkeitsverdunstung wurde das Vorratsgefaly
abgedeckt. Links neben dem Organbad war eine Mikrometerschraube und rechts
ein optomechanischer Kraftaufnehmer installiert. Dieser erlaubte bei einem
Wegbedarf von maximal 30 um annahernd isometrische Versuchsbedingungen.
Kraftaufnehmer und Mikrometerschraube reichten Uber eine Kanulenverlangerung
bis ins Organbad. An beiden Kanulen war je eine 0,1 mm dunne Nadel
angebracht. Auf diesen feinen Nadeln wurde der Muskelstreifen fixiert. Der
Kraftaufnehmer war mit der Stimulationseinheit elektrisch verbunden und bildete
zusammen mit der linken Aufhangung die Elektroden zur Stimulation der
Muskelstreifen. Die vom Kraftaufnehmer ausgehenden Signale wurden sowohl auf
einem 4-Kanal-Thermoschreiber als auch auf einem Personal Computer mit einem

dafiir entwickelten Modul der Software Labview® erfasst.

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Kreislaufs der Anlage zur Messung der
isometrischen Kontraktionen: (1) Rollenpumpen, (2) Heizung und Thermostat, (3)
Doppelwandiges Vorratsgefal® mit Gasfritte, (4) Mechanischer Kraftaufnehmer, (5) Verstellbare
Mikrometerschraube zur Abstandsregulierung der beiden Platinnadeln, (6) Herzmuskelstreifen,
(7) Organbad.
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2.3.2 Versuchsablauf

Vor Beginn des Versuches wurde das System des Pumpkreislaufs mehrfach mit
Aqua dest. gespult. Zunachst wurden die auf 37°C erwarmten Reservoirgefalle mit
jeweils 100 ml Tyrode-LAsung gefillt. Die Pumpen wurden eingeschaltet, bis alle
zu den Organbadern fuhrenden Schlauche entluftet waren. Die Trabekel wurden
mit einer Transferpipette ohne Mitnahme von BDM-haltiger Tyrode-Losung in die
Organbader uberfuhrt. Dort wurden sie unter Sicht durch ein Stereomikroskop mit
zehnfacher VergroRerung mit zwei mikrochirurgischen Pinzetten moglichst
spannungsfrei (,slack length®) an den Nadeln befestigt. Wahrend dieses Vorgangs
war die Zirkulation unterbrochen. Anschlieend wurden die Pumpen wieder
eingeschaltet. Die nach dem Einhangen ins Organbad von den Muskelstreifen
ausgehende Spannung wurde als diastolischer Nullpunkt festgelegt.

Die Ca**-Konzentration der Tyrode-L&sung ([Ca?*]) betrug initial 0,2 mmol/l. Sie
wurde schrittweise auf 2,5 mmol/l erhéht. Durch die langsame Erhdéhung der Ca®*-
Konzentration wurde einer Kontraktur des Muskels vorgebeugt. Unterdessen
wurde mit der elektrischen Stimulation der Muskelstreifen begonnen. Bei einem
Rechtecksignal von 5 ms und einer Frequenz von 1 Hz wurde die elektrische
Spannung solange gesteigert, bis der Muskel erstmalig sichtbar kontrahierte (ca.
2-5 V). Dann wurde die Spannung um 20% dieser Schwellenspannung erhoht und
fur den gesamten Versuchsablauf bei diesem Wert belassen. Nach der
Stabilisierung der Kontraktionskraft wurden die Trabekel schrittweise bis zur
Lange mit der maximalen Kraftentwicklung (Lmax) vorgedehnt. Mit Erreichen der
maximalen Kraftentwicklung (Lmax) begann das Messprotokoll. Vor Zugabe der
diversen pharmakologischen Substanzen wurde eine Aufzeichnung der
schlagenden Trabekel bei 1 Hz und bei 0,5 Hz fir jeweils 1 Minute durchgefiihrt
um einen unverfalschten Ausgangswert zu bekommen.

Abb. 10 zeigt eine Originalregistrierung bis zum Erreichen der maximalen

Kraftentwicklung.
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Abbildung 10: Originalregistrierung - Darstellung der Kraftzunahme bis zum Erreichen
von Lmax. 1. Ca**-Schritt: 100pl; 2. Ca**-Schritt: 130l

2.4 Anlage zur Messung der absoluten Refraktarzeiten

Fir die Messung der absoluten Refraktarzeiten der mit TCA inkubierten
Vorhofmuskelstreifen wurde ein Stimulationsimpulsgenerator der Anlage zur
Mithilfe dieses
Stimulationsimpulsgenerators konnte man uber die indirekt messbare absolute

Messung der isometrischen Kontraktion hinzu geschaltet.
Refraktarzeit auf das direkt am multizelluldren Gewebe nicht messbare

Aktionspotenzial schliefl3en.

2.5 Losungen und Substanzen

2.5.1 Tyrodelosung

Der Name der Lésung geht auf den amerikanischen Pharmakologen Maurice
Vejux Tyrode zuruck. Im Rahmen dieser Arbeit entsprach die Tyrodeldsung einer
modifizierten Krebs-Henseleit-Losung. Als energetisches Substrat in der
Tyrodeldsung wurde Glukose in einer Konzentration von 11,2 mmol/l verwendet.

Zusatzlich wurde diese Tyrodelosung noch mit 5 I.E Insulin versetzt.

NaCl K.CI NaHCO;  [MgSO4 KH:PO, CaCl; Glukose
127 mM 2,3 mM 25 mM 0,6 mM 1,3 mM 0,2 mM 11,2 mM
Tabelle 4: Standard Glukosetyrode
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2.5.2 BDM-Tyrodelosung

Der normalen Standard Glukosetyrode wurde 2,3-Butanedione-Monoxime (BDM)

in einer Konzentration von 30 mmol/l zugesetzt.

2.5.3 Pharmakologische Substanzen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kamen folgende Substanzen zum Einsatz:
BayK8644:

BayK8644 ist ein Dihydropyridin-Derivat, das als Aktivator des L-Typ-Ca”-KanaIs
gilt und einen nachgewiesenen positiv inotropen Effekt an Kardiomyozyten von
Meerschweinchen, Ratten und Kalbern hat. (117,118). Auch am humanen
Vorhofmyokard zeigt BayK8644 bei einer Konzentration von 1 uM eines 1 molaren
Stammes einen positiv inotropen Effekt von zirka 20 bis 30 %. BayK8644 besitzt
ein Molekulargewicht von 356.3 g/mol und wurde in DMSO gel6st. Die 1 molare
Stammldésung wurde bei -20°C gelagert. Um eine Organbadkonzentration von 1
MM zu erreichen, wurden 100 pl der Stammiésung in 100 ml Tyrode-Lésung
pipettiert.

Diltiazem:

Diltiazem ist ein Blocker des L-Typ-Ca”-KanaIs. Es hat ein Molekulargewicht von
414 g/mol und wurde in Aqua dest. geldst um eine 10 Stammldsung zu erhalten.
Um eine Organbadkonzentration von 1 uM zu erreichen, wurden 10 pl der
Stammldsung in 100 ml Tyrode-Ldsung pipettiert.

KB-R7943:

KB-R7943 hemmt den sarkolemmalen Na*/Ca**-Austauscher (NCX). Von der
kompletten Blockade des NCX im ,reverse mode“ wurde bei einer Konzentration
von 10 uM berichtet (119). Die ICsy von KB-R7943 betragt 0,3-2,4 uM. Bei einer
eingesetzten Konzentration von 5 pM KB-R7943 kann von einer selektiven
Blockade des NCX im ,reverse mode“ (Na*-Efflux / Ca®*-Influx) ausgegangen
werden (120). KB-R7943 (MW: 427,5 g/mol, Bestellnummer: 1244) wurde von der
Fa. Tocris (Ellisville, USA) in 50-mg-Einheiten bezogen. Es wurde in DMSO geldst
und als 10 molare Stammldsung bei -20°C gelagert.

Um eine Organbadkonzentration von 5 yM zu erreichen, wurden 50 ul der

Stammlésung in 100 ml Tyrode-Lésung pipettiert.
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2.6 Versuchsprotokolle

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Messergebnisse zu erreichen wurden an
der Muskelstreifenanlage, welche 4 Kanale besitzt, immer 4 Herztrabekel eines
Herzohres gleichzeitig gemessen. Die Muskelstreifen wurden zunachst
schrittweise gedehnt bis zum Erreichen der Lange, bei der sie ihre maximale
Kraftentwicklung zeigten (Lmax). Danach zeichnete man die aktuelle
Kontraktionskraft und Kontraktionskinetik sowie die einzelnen Muskelkontraktionen
bei 1 Hz und 0.5 Hz fur jeweils eine Minute mit einem 4-Kanal-Thermoschreiber
als auch auf einem Personal Computer mit einem dafur entwickelten Modul der
Software Labview® auf. Die Aufzeichnungen erfolgten in verschieden
Schreibergeschwindigkeiten (500, 100, 50 mm/sec) des 4-Kanal-

Thermoschreibers. Erst danach starteten die eigentlichen Experimente.

2.6.1 Messprotokoll 1:

Beim 1. Messprotokoll wurden die vier im Menschen am haufigsten und
relevantesten vorkommenden Gallensauren miteinander verglichen. Dazu gehdren
die Taurocholsaure (TCA), die Taurochenodeoxycholsdure (TCDCA), die
Glycocholsaure (GCA) und die Glycochenodeoxycholsaure (GCDCA).

Nach Erreichen von Lmax und der vorher beschriebenen Aufzeichnungen wurde
jeweils eine der oben genannten Gallensauren in ein Organbad mit einem
Herzmuskelstreifen hinzugegeben. Die Dosis-Wirkungskurve wurde mit einer
Konzentration von 10 uM bis 1 mM durchgefihrt. Nach jeweils 5, 10 und 15
Minuten wurden die aktuelle Kontraktionskraft und Kontraktionskinetik sowie die
einzelnen Muskelkontraktionen bei 1 Hz und 0.5 Hz fir jeweils eine Minute mit
einem 4-Kanal-Thermoschreiber als auch auf einem Personal Computer mit einem
dafur entwickelten Modul der Software Labview® aufgezeichnet.

Die Aufzeichnungen erfolgten dabei in verschieden Schreibergeschwindigkeiten
(500, 100, 50 mm/sec) des 4-Kanal-Thermoschreibers. Am Ende des
Experimentes erfolgte noch eine wash-out Phase mit 100 ml Tyrode (2.5 mM
Ca?).
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2.6.2 Messprotokoll 2:

Beim 2. Messprotokoll wurde der Effekt des L—Typ—Ca2+—KanaI Aktivators
BayK8644, des L-Typ-Ca?*-Kanal-Blockers Diltiazem und des Na*/Ca?*-Kanal-
Blockers KB-R7943 auf funktionelle und arrhythmogene Effekte von TCA
miteinander  verglichen. Das Messprotokoll wurde abermals mit 4
Herzmuskelstreifen durchgefuhrt. Trabekel 1 war der Kontrollmuskel, bei dem eine
normale Dosis-Wirkungskurve mit der Gallensdure TCA gemessen wurde.
Trabekel 2 wurde mit 1uM BayK8644 fir 30 Minuten inkubiert, Trabekel 3 wurde
mit 1uM Diltiazem ebenfalls fir 30 Minuten inkubiert und Trabekel 4 wurde mit
5uM KB-R7943 auch fur 30 Minuten inkubiert. Danach wurde bei den drei
Trabekeln jeweils eine Dosis-Wirkungskurve mit TCA durchgefuhrt. Die
Konzentrationsschritte betrugen 10uM, 30uM, 100uM, 300pM und 1mM. Nach
einer 30 mindtigen Inkubationsphase und des weiteren nach jedem
Konzentrationsschritt wurden die aktuelle Kontraktionskraft und
Kontraktionskinetik sowie die einzelnen Muskelkontraktionen bei 1 Hz und 0.5 Hz

fur jeweils eine Minute gemessen.

2.6.3 Messprotokoll 3:

Beim 3. Messprotokoll wurden die absoluten Refraktarzeiten in [ms] der einzelnen
Herzmuskelstreifen durch Ankoppelungsversuche mit stetig abnehmendem
Stimulationsintervall nach Inkubation mit Taurocholsdure gemessen. Zu Beginn
wurden die einzelnen Trabekeln wieder bis zum Erreichen des ,steady state® bei
Lmax Vvorgedehnt. Danach wurde der Stimulationsimpulsgenerator an die
Versuchsanordnung angeschlossen. Beginnend bei 600 ms wurde in 10 ms
Schritten jeweils die Stimulationsintervalldauer kirzer und somit naher an den
vorhergehenden Schlag angekoppelt, bis der letzte ausgeldste Impuls auf nicht

mehr erregbares Herzmuskelgewebe traf.

Dies fuhrte dann zu keiner weiteren Kontraktion der Herzmuskelstreifen und
spiegelt somit die absolute Refraktarzeit dieser wieder. Dieser Versuchsablauf
wurde jeweils einmal vor Inkubation mit der Gallensaure TCA sowie bei 300uM
und 1000uM TCA durchgefuhrt.
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2.7 Auswertung

2.7.1 Computergestitzte Datenerhebung

Jeder Versuch wurde mit Hilfe der Software LabView® auf einem PC

aufgezeichnet. Dabei wurden flur jede Kontraktion folgende Parameter gemessen:

F entwickelte Kraft (Force), (F = ST - DT) [MN/mm?]
DT diastolische Kraft (diastolic tension) [MN/mm?]
ST systolische Kraft (systolic tension) [MN/mm?]
TPT Zeitdauer bis zur maximal entwickelten Kraft [ms]

(time to peak tension)
RTso0 Zeit vom Kraftmaximum bis zur 50%igen Relaxation [ms]

(relaxation time)

TTgo Zeit von Beginn bis zur 90%igen Relaxation [ms]

(total time)
dF/dtmax maximale Kraftanstiegsgeschwindigkeit [MN/mm?/s]
dF/dtmax maximale Relaxationsgeschwindigkeit [MN/mm?/s]

Zur besseren Vergleichbarkeit von Trabekeln unterschiedlichen Durchmessers

wurden alle Daten der Kraft auf die Querschnittsflaiche bezogen ([mN/mm?)).

2.7.2 Manuelle Auswertung der Originalregistrierung

Zusatzlich zur Computer-gestutzten Datenerhebung wurden alle Versuche mit
einem analogen Thermoschreiber (Fa. Graphtec) aufgezeichnet. Die
Originalregistrierung des Schreibers konnte dann manuell ausgewertet werden.
Insbesondere relative Werte im Sinne von Amplitudenverhaltnissen sind durch die
manuelle Auswertung am Originalmitschrieb ermittelt worden. In der vorliegenden
Arbeit wurden die aufgetretenen Arhythmien innerhalb einer 1 mindtigen

Schreiberaufzeichung handisch ausgezahlt und ausgewertet.
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2.7.3 Statistische Auswertung

Alle ermittelten Werte wurden in Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) angegeben. Veranderungen wurden mit dem Student-t-Test je nach
Protokoll fir ungepaarte oder gepaarte Stichproben auf Signifikanz geprift.
Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0.05 wurden als

signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Frequenzabhangige arrhythmogene und funktionelle
Effekte von Gallensauren am menschlichen

Vorhofmyokard

3.1.1 Taurocholsaure (TCA)

Die Gallensaure Taurocholsaure (TCA) fuhrt bei n=28 Trabekeln konzentrations-
und frequenzabhangig zu Arrhythmien. Die arrhythmogenen Effekte bei einer
Stimulation mit 1 Hz zeigen sich bei Konzentrationen von 10uM bis 1000uM,
wobei sich bei niedrigen Konzentrationen bis 300 uM nur vereinzelt Arrhythmien,
hingegen bei Konzentrationen uber 300uM vermehrt Arrhythmien nachweisen
lassen. Die arrhythmogene Potenz von TCA ist bei der hdchsten Konzentration
(1000uM) statistisch signifikant (p<0.05). Bradykarde Stimulation mit 0.5 Hz fihrt
zu einer Steigerung der Arrhythmien. Es zeigen sich bereits ab einer
Konzentration von 10uM statistisch signifikante (p<0.05) arrhythmogene
Eigenschaften der Gallensaure TCA. Hinsichtlich der funktionellen Eigenschaften
der Taurocholsdure haben sich keine statistisch signifikanten Anderungen
gegenuber dem Ausgangswert gezeigt. Lediglich der bereits bekannte Effekt des
,sun down“ der Muskelstreifen nach langerer Experimentendauer konnte
beobachtet werden. Auf Grund dieser Ergebnisse kann festgestellt werden, dass
die Taurocholsaure eine proarrhythmogene Potenz besitzt, jedoch zu keiner
Anderung der Kontraktilitdt des humanen Vorhofmyokards fiihrt (siehe Abb. 12).
Die Originalregistrierungen in Abb. 11 zeigen die konzentrationsabhangigen
Arrhythmien der Gallensaure TCA bei 300uM und 1000uM nach jeweils 15

Minuten.

TCA—=AECs 300 uM, 15 min

TCA—AECs 1000 pM, 15 min

Abbildung 11: Originalregistrierungen vom 11.08.2009, 1 Trabekel bei 300uM bzw. 1000pM
nach 15 Minuten Inkubation mit TCA. Steigerung der arrhythmogenen Effekte der Gallensaure
TCA bei héheren Konzentrationen (1000uM) im Vergleich zu niedrigeren Konzentrationen
(300uM).

Ergebnisse 36



Arrhythmien TCA Kontraktionskraft TCA

40 120

30

20 1

Arrhythmien
% von der Ausgangskraft

T T T T
vor TCA 10 30 100 300 1000 vor TCA 10 30 100 300 1000
Konzentration TCA [uM] Konzentration TCA [uM]

. 1 Hz . 1 Hz
[ 05Hz 1 05Hz

Abbildung 12: Konzentrations- und frequenzabhangigen arrhythmogenen und funktionellen
Eigenschaften der Taurocholsaure am humanen adulten Vorhofgewebe.

3.1.2 Taurochenodeoxycholsaure (TCDCA)

Die Gallensaure Taurochenodeoxycholsaure (TCDCA) lést bei n=17 Trabekeln
konzentrations- und frequenzabhangig Arrhythmien am humanen Vorhofgewebe
aus. Mit einer Stimulation von 1 Hz zeigen sich statistisch signifikante Arrhythmien
(p<0.05) bei den Konzentrationen 300uM und 1000uM. Hingegen flhren
niedrigere Konzentrationen (10uM, 30uM, 100uM) der Gallensaure TCDCA zu
keinen signifikanten arrhythmogenen Effekten. Bradykarde Stimulation mit 0.5 Hz
fuhrt bereits ab einer Konzentration von 100uM TCDCA zu Arrhythmien. Allerdings
zeigt sich eine statistische Signifikanz (p<0.05) erst bei einer Konzentration von
1000uM. Betreffend der Kontraktilititsanderung durch die Zugabe von
Taurochenodeoxycholsdure konnten keine statistisch signifikanten Anderungen
gegenuber der Ausgangskraft gezeigt werden (siehe Abb. 14). Auch bei diesen
Muskelstreifenexperimenten konnte der physiologische ,run down® Effekt der
Kontraktionskraftentwicklung der Trabekel nachgewiesen werden, welcher
unabhangig von den Gallensauren zu Stande kommt. Daraus leitet sich ab, dass
die Gallensaure TCDCA ebenfalls proarrhythmogene Eigenschaften besitzt und

keine Anderung der Kontraktilitdt der Herzmuskelstreifen bewirkt.
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Abb. 13 zeigt eine Originalregistrierung, welche die arrhythmogene Potenz der
Gallensaure TCDCA bei einer Konzentration von 300uM nach 15 Minuten

darstellt.

TCDCA —AECs 300 uM, 15 min

Abbildung 13: Originalregistrierungen vom 04.09.2009,
1 Trabekel. Bei einer Konzentration von 300uM zeigen sich
nach 15 Minuten Inkubation mit TCDCA Arrhythmien.
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Abbildung 14: Konzentrations- und frequenzabhangigen arrhythmogenen und funktionellen
Eigenschaften der Taurochenodeoxycholsdure am humanen adulten Vorhofgewebe.

3.1.3 Glycocholsaure (GCA)

Die Gallensaure Glycocholsaure fuhrt bei n=9 Trabekeln konzentrations- und
frequenzabhangig zu arrhythmogenen Effekten am humanen Herzgewebe. Bei
einer Stimulation mit 1 Hz treten Arrhythmien ab einer Konzentration von 300uM
auf, diese werden bei 1000uM statistisch signifikant (p<0.05). Die Stimulation mit
0.5 Hz I6st bereits ab 100uM GCA arrhythmogene Effekte aus, diese werden bei
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Arrhythmien

300pM  und 1000uM statistisch  signifikant (p<0.05). Die Gallensaure
Glycocholsaure bewirkt bis zu einer Konzentration von 300uM keine statistisch
signifikante Anderung der Kontraktionskraft gegentiber der Ausgangskraft. Bei
einer Konzentration von 1000pM GCA kommt es bei einer Stimulation von 1 Hz zu
einer statistisch signifikanten Reduktion der Kontraktilitdt der Muskelstreifen.
Dieser Effekt beruht vermutlich auf dem direkt toxischen Effekt der Gallensaure
Glycocholsaure auf den humanen atrialen Muskelstreifen. Ansonsten entspricht
die Kraftreduktion dem physiologischen ,run down® der Muskelstreifen. Daraus
folgt, dass die Gallensaure GCA eine proarrhythmogene Potenz besitzt. Zusatzlich
kommt es bei einer Konzentration von 1000pM und einer Stimulation mit 1 Hz zu
einer signifikanten Reduktion der Kontraktionskraft (siehe Abb. 16). Die
Originalregistrierung in Abb. 15 zeigt die arrhythmogenen Eigenschaften der

Gallensaure GCA bei einer Konzentration von 300uM nach 15 Minuten Inkubation.

oo u \ \ ™
ZAWLIULWAWA VL VAVL VL WA GLWAL vedibues HEIELISES ARl

Abbildung 15: Originalregistrierungen vom 02.10.2009,
1 Trabekel. Bei einer Konzentration von 300uM zeigen
sich nach 15 Minuten Inkubation mit GCA Arrhythmien.

Arrhythmien GCA
Kontraktionskraft GCA

70 q
120 1

*

60 -
100 - M

o | I T

60 1

50

40

*

30 A *

* 4
20 40

10 ﬁ aﬁ 20
0 T T T T T T i

r r
vor GCA 10 30 100 300 1000 vor GCA 10 30 100 300 1000

% von der Ausgangskraft

Konzentration GCA [uM] Konzentration GCA [uM]

W 1 Hz - Hz
1 05Hz 3 05Hz

Abbildung 16: Konzentrations- und frequenzabhangigen arrhythmogenen und funktionellen
Eigenschaften der Glycocholsdure am humanen adulten Vorhofgewebe
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3.1.4 Glycochenodeoxycholsaure (GCDCA)

Die Gallensaure Glycochenodeoxycholsaure bewirkt bei n=6 Trabekeln
konzentrations- und frequenzabhangig arrhythmogene Effekte am humanen
adulten Vorhofgewebe. Bei einer Stimulation mit 1 Hz kommt es ab einer
Konzentration von 300pM zu Arrhythmien, welche bei einer Konzentration von
1000puM zunehmen. Bei bradykarder Stimulation mit 0.5 Hz kommt es bereits ab
einer Konzentration von 100uM GCDCA zu arrhythmogenen Effekten, welche
auch bei hoéheren Konzentrationen (300uM, 1000uM) erhalten bleiben. Die
arrhythmogenen Eigenschaften der Gallensaure GCDCA erreichen sowohl bei
einer Stimulation mit 1 Hz als auch bei einer Stimulation mit 0.5 Hz keine
statistische Signifikanz. Es ist jedoch ein deutlicher Trend der arrhythmogenen
Potenz der Gallensaure zu erkennen. Die Wirkung der Glycochenodeoxycholsaure
auf die Kontraktilitdt der Muskelstreifen unterscheidet sich im Wesentlichen nicht
von der Glycocholsaure. Bei einer Konzentration von 1000uM kommt es zu einer
statistisch  signifikanten Reduktion der Kraftentwicklung gegenuber der
Ausgangskraft. Ansonsten entspricht der Kraftverlust dem physiologischen ,run
down” der Muskelstreifen (siehe Abb.18). Dem zu Folge ergeben sich auch fir die
Gallensaure GCDCA konzentrationsabhangige proarrhythmogene Eigenschaften
bei nur geringer Wirkung auf die Kontraktilitdt. In der Abb. 17 sind die
arrhythmogenen Eigenschaften der Gallensaure GCDCA bei einer Konzentration

von 300uM nach 15 minutiger Inkubation gezeigt.

Abbildung 17: Originalregistrierungen vom 22.09.2009,
1 Trabekel. Bei einer Konzentration von 300uM zeigen
sich nach 15 Minuten Inkubation mit GCDCA Arrhythmien.
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Abbildung 18: Konzentrations- und frequenzabhangigen arrhythmogenen und funktionellen
Eigenschaften der Glycochenodeoxycholsdure am humanen adulten Vorhofgewebe

3.2 Einfluss der unterschiedlichen Konjugation der
Gallensauren auf die arrhythmogenen und
funktionellen Eigenschaften des Vorhofgewebes

Die fur die Herzmuskelstreifenexperimente verwendeten Gallensauren sind
entweder mit Taurin (TCA, TCDCA) oder Glycin (GCA, GCDCA) konjugiert. Abb.
19 zeigt den Einfluss der unterschiedlich konjugierten Gallensauren auf die
Arrhythmogenitat des humanen Vorhofmyokards. Abb. 20 stellt den Einfluss der
verschieden  konjugierten  Gallensauren auf die  Kontraktilitat des
Herzmuskelgewebes dar. Betrachtet man zuerst den Einfluss der
unterschiedlichen Konjugation der Gallensauren auf die konzentrationsabhangigen
arrhythmogenen Eigenschaften des Vorhofgewebes, so kommt man zum Schluss,
dass es weder bei einer Stimulation mit 1 Hz noch bei einer bradykarderen
Stimulation mit 0.5 Hz einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den
verschieden konjugierten Gallensauren gibt. Lediglich bei einer Konzentration von
300uM und einer Stimulation mit einem 1 Hz zeigen sich signifikante Unterschiede
zwischen den Gallensauren TCDCA und GCDCA gegentber TCA, welche
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allerdings durch die im Vergleich zu Stimulation mit 0.5 Hz geringe Anzahl an

Arrhythmien bei der Gallensaure TCA bedingt sind. Hinsichtlich des Einflusses der

verschieden konjugierten Gallensauren auf die Kontraktilitdt des atrialen

Herzmuskelgewebes ist zu sagen, dass auch hier kein grundlegender Unterschied

zwischen den Gallensauren besteht.
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Abbildung 19: Einfluss der unterschiedlichen Konjugation der Gallensauren mit Taurin und
Glycin bei einer Stimulation mit 1 Hz und 0.5 Hz auf die arrhythmogenen Eigenschaften des

humanen atrialen Myokards.
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Abbildung 20: Einfluss der unterschiedlichen Konjugation der Gallensauren mit Taurin und
Glycin bei einer Stimulation mit 1 Hz und 0.5 Hz auf die kontraktilen Eigenschaften des

Vorhofmyokards.
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Zusammenfassend kann man feststellen, dass die verwendeten Gallensauren
(TCA, TCDCA, GCA, GCDCA) in pathophysiologischen Konzentrationen eine
arrhythmogene Potenz besitzen, welche bei bradykarder Stimulation mit 0.5 Hz
starker ausgepragt ist als bei einer Stimulation mit 1 Hz. AuRerdem zeigen die
Experimente mit humanen atrialen Muskelstreifen, dass die Gallensauren keinen
negativ inotropen Effekt per se besitzen und somit die Kontraktilitat des
Herzmuskelgewebes unbeeinflusst von den Gallensauren bleibt. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass kein Unterschied in den arrhythmogenen und
funktionellen Effekten zwischen den verschieden konjugierten Gallensauren mit
Taurin und Glycin besteht.

Aufgrund der vorliegenden Daten und der Literatur zu den arrhythmogenen
Eigenschaften der Gallensauren wurde die Gallensaure TCA ausgewahlt um in
den folgenden Experimenten die Kontrollgruppe darzustellen. Es soll nun gezeigt
werden, welchen Einfluss eine Stimulation beziehungsweise eine Blockade des L-
Typ-Kalzium Kanals sowie die Blockade des Natrium/Kalzium Austauschers auf

die Entstehung der Arrhythmien durch Gallensauren hat.

3.3 Einfluss der Gallensaure TCA auf die absoluten

Refraktarzeiten am isolierten Vorhofmuskelstreifen

Um den Einfluss der Gallensaure TCA auf die absoluten Refraktarzeiten der
Vorhofmuskelstreifen zu messen wurden n=18 Ankoppelungsversuche mit stetig
um 10 ms abnehmenden Stimulationsintervall beginnend bei 600 ms durchgeflihrt.
Bei diesen Versuchen wurden jeweils die nachfolgenden Schlage naher an den
zuvor stattgehabten Schlag angekoppelt. Solange bis eine komplette Kontraktion
ausgefallen ist. Dieses Zeitfenster entspricht der absoluten Refraktarzeit der
Herzmuskelstreifen. Nach Erreichen des steady state bei Lmax wurde zuerst eine
Kontrollmessung ohne TCA durchgefuhrt. Anschlielend wurden zuerst 300pM und
danach 1000uM TCA hinzugefliigt und jeweils die Refraktarzeiten bestimmt. Die
absoluten Refraktarzeiten in Anwesenheit von 0.3mM und 1mM Taurocholsaure
nahmen auf 168+9ms und 172+12ms im Vergleich zur Kontrolle 157+11ms zu
(p<0.05 und p<0.01).
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Tab. 5 zeigt im Einzelnen die jeweils gemessenen absoluten Refraktarzeiten in ms
vor TCA Gabe und nach 300uM sowie 1000uM TCA. In Abb. 21 stellt sich die
statistisch signifikante Verlangerung der absoluten Refraktarzeiten nach 300uM
(von 157+11ms auf 168+9ms; p<0.05) sowie nach 1000uM TCA (von 157x11ms

auf 172+12ms; p<0.01) gut dar.

Messung der absoluten Refraktarzeiten [ms]

Exp. Nr. Kontrolle | 300uM TCA 1000uM TCA
Refraktar 1 100 100 120
Refraktar 2 160 170 180
Refraktar 3 190 190 200
Refraktar 4 180 180 200
Refraktar 5 220 arr arr
Refraktar 6 130 140 150
Refraktar 7 120 190 220
Refraktar 8 100 150 160
Refraktar 9 140 170 arr
Refraktar 10 100 110 120
Refraktar 11 130 150 160
Refraktar 12 90 100 100
Refraktar 13 250 280 arr
Refraktar 14 130 130 200
Refraktar 15 220 220 AEC
Refraktar 16 200 200 220
Refraktar 17 180 180 200
Refraktar 18 210 210 arr

Tab. 5: Absolute Refraktarzeiten in ms bei Kontrolle sowie nach 300uM und

1000uM TCA
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Refraktarmessungen
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Abb. 21: Refraktarzeitmessungen

3.4 Die Rolle des L-Typ-Kalziumkanals bei der Induktion

der Arrhythmien durch Gallensauren

3.4.1 BayK8644

Die Substanz BayK8644 ist ein Kontraktionskraft
Aktivator des L-Typ-Kalziumkanals. 160
Nach einer 30 minutigen Inkubation —
mit 1 uM BayK8644 zeigte sich ein

Stimulationsfrequenz-unabhangiger
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(siehe Abb. 22).
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Abbildung 22: Positiv inotroper Effekt von
BayK8644 am  isolierten = humanen
Vorhofgewebe
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Der Effekt durch den L-Typ-Kalzium-Aktivator BayK8644 auf das humane atriale
Vorhofmyokard wurde an n=8 Trabekeln gezeigt. Durch die Stimulation des L-Typ-
Kalzium-Kanals kam es bereits ab einer Konzentration von 10uM zum
vollstandigen Sistieren der durch Gallensauren ausgeldsten Arrhythmien; dieser
Effekt blieb bis zu einer Konzentration von 1000uM bei einer Stimulation von 1 Hz
aufrecht. Bei bradykarder Stimulation mit 0.5 Hz zeigte sich eine statistisch
signifikante Reduktion (p<0.05) der arrhythmogenen Effekte nach Inkubation mit
BayK8644 ab einer Konzentration von 100uM im Vergleich zu den TCA-Kontroll-
Streifen (siehe Abb. 23). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
Inkubation mit BayK8644 keinerlei Einfluss auf die Kontraktionskraft der isolierten
atrialen Muskelstreifen hat (siehe Abb. 24). Zusammenfassend betrachtet kommt
man zum Schluss, dass es durch die Stimulation des L-Typ-Kalzium-Kanals mit
der Substanz BayK8644 entgegen der Hypothese zu einer signifikanten Reduktion
der durch Gallensauren ausgelosten arrhythmogenen Effekte am isolierten
humanen Vorhofmyokard kommt. AuRerdem ist die inotrope Antwort auf TCA

durch die Vorinkubation mit BayK8644 nicht verandert.

Arrhythmien TCA vs. Bay K8644 + TCA bei 1 Hz Arrhythmien TCA vs. Bay K8644 + TCA bei 0.5 Hz
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Abbildung 23: Einfluss des L-Typ-Kalzium-Kanal Aktivators BayK8644 auf die Entstehung
von Arrhythmien im Vergleich zu TCA-Kontrolimuskelstreifen bei 1 Hz und 0.5 Hz.
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Kontraktionskraft TCA vs. Bay K8644 + TCA bei 1 Hz Kontraktionskraft TCA vs. Bay K8644 + TCA bei 0.5 Hz
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Abbildung 24: Einfluss des L-Typ-Kalzium-Kanal Aktivators BayK8644 auf die
Kontraktionskraft im Vergleich zu TCA-Kontrollimuskelstreifen bei 1 Hz und 0.5 Hz.

Abb. 25 stellt den Effekt der L-Typ-Kalzium Kanal Stimulation durch BayK8644

gegentber dem TCA-Kontrollmuskel jeweils bei einer Konzentration von 300uM

nach 15 Minuten dar.

Bay K8644 +TCA —AECs 300 pM, 15 min -

TCA-Kontrolle — AECs 300 pi, 15 min

B 111

Abbildung 25: Originalregistrierungen vom 05.02.2010, 2 Trabekel. Der TCA-Kontrolimuskelstreifen
zeigt bei 300uM nach 15 Minuten Arrhythmien. Der BayK8644 + TCA Trabekel zeigt bei 300 uM nach
15 Minuten keine Arrhythmien.
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3.4.2 Diltiazem

Die Blockade des L-Typ-
Kalziumkanals durch Inkubation
mit 1 uM Diltiazem fir 30 Minuten
fuhrt am isolierten humanen
atrialen  Herzmuskelstreifen zu
einer Stimulationsfrequenz-
unabhangigen  Reduktion  der
Kontraktionskraft um 50 % (siehe
Abb. 26).
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Abbildung 26: Negativ inotroper Effekt von
Diltiazem am isolierten humanen
Vorhofgewebe

Die Wirkung von Diltiazem konnte an n=10 isolierten atrialen Herzmuskelstreifen

gezeigt werden. Die Inhibition des L-Typ-Kalziumkanals durch Diltiazem bewirkte

bereits ab einer Konzentration von 10uM TCA einen statistisch signifikanten

Anstieg (p<0.05) der Arrhythmien im Vergleich zu den TCA-Kontrollen bei einer

Stimulation mit 1 Hz. Bei bradykarder Stimulation mit 0.5 Hz konnte dieser Effekt

nicht gezeigt werden (siehe Abb. 27).
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Abbildung 27: Einfluss des L-Typ-Kalzium-Kanal Blockers Diltiazem auf die Entstehung
von Arrhythmien im Vergleich zu TCA-Kontrolimuskelstreifen bei 1 Hz und 0.5 Hz.
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Die Kontraktionskraft der Trabekel nimmt nach 30 minutiger Inkubation mit 1 yM
Diltiazem kontinuierlich mit steigender Konzentration der Gallensaure TCA ab.
Dieser Effekt scheint allerdings nicht direkt durch die Gallensaure bedingt zu sein,
sondern vielmehr einen verzdgerten Effekt durch die Diltiazem Prainkubation
darzustellen (siehe Abb. 28). Zusammenfassend betrachtet kann man sagen,
dass entgegen der Hypothese eine Blockade des L-Typ-Kalziumkanals mit
Diltiazem zu einem signifikanten Anstieg der durch Gallensauren bedingten

arrhythmogenen Effekte am isolierten humanen Vorhofmyokard flhrt.

Kontraktionskraft TCA vs. Diltiazem + TCA bei 1 Hz Kontraktionskraft TCA vs. Diltiazem + TCA bei 0.5 Hz
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Abbildung 28: Einfluss des L-Typ-Kalzium-Kanal Blockers Diltiazem auf die Anderung der
Kontraktionskraft im Vergleich zu TCA-Kontrollmuskelstreifen bei 1 Hz und 0.5 Hz.

Abb. 29 zeigt die arrhythmogene Wirkung der Gallensaure TCA nach Inkubation

mit Diltiazem bei einer Konzentration von 300uM nach 15 Minuten.

Diltiazem +TCA —AECs 300 uM, 15 min _

RN RN

Abbildung 29: Originalregistrierungen vom 03.03.2010, 1
Trabekel. Diltiazem + TCA Trabekel bei 300 yM nach 15
Minuten zeigt Arrhythmien.
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3.5 Die Rolle des Natrium/Kalzium-Austauscher bei der

Induktion der Arrhythmien durch Gallensauren

3.5.1 KB-R7943

Die Inkubation mit 5 yM KB-R7943 Kontraktionskraft
bewirkt durch die Blockade des 120 -

Na*/Ca?* Austauschers im ,reverse
mode” einen Stimulationsfrequenz- ol

unabhangigen negativ inotropen
Effekt von 10 — 20 % am isolierten

60 4

40

% von der Ausgangskraft

humanen Vorhofgewebe (siehe
Abb. 30).

20

Lmax + KB R7943

N 1 Hz
[ 0.5Hz

Abbildung 30: Negativ inotroper Effekt von
KB-R7943 am isolierten humanen
Vorhofgewebe

Der Effekt durch die Blockade des Natrium/Kalzium Austauschers im ,reverse
mode” mit KB-R7943 konnte an n=11 Herzmuskelstreifen nachgewiesen werden.
Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Anstieg (p<0.05) der arrhythmogenen
Eigenschaften der Gallensduren bei den mit KB-R7943 prainkubierten
Herzmuskelstreifen im Vergleich zu den TCA-Kontrolimuskelstreifen bei den
Konzentrationen 30uM, 100uM und 300uM mit einer Stimulation von 1 Hz. Bei der
hoéchsten Konzentration mit 1000uM kam es auch ohne Inkubation des Na*/Ca®*
Austauschers zu einer hohen Zahl von Arrhythmien, so dass kein signifikanter
Unterschied nachweisbar war. Des Weiteren zeigte sich auch bei bradykarder
Stimulation mit 0.5 Hz kein Anstieg der arrhythmogenen Potenz durch Blockade
des Na‘/Ca*" Austauschers (siehe Abb. 31). Bezogen auf die Kontraktionskraft
bewirkte die Blockade mit KB-R7943 keine signifikante Anderung der TCA-
induzierten Inotropie gegenuber der Ausgangskraft weder bei einer Stimulation mit
1 Hz noch bei bradykarderer Stimulation mit 0.5 Hz (siehe Abb. 32).
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Blockade des Natrium/Kalzium

Austauschers im ,reverse mode® die Wahrscheinlichkeit von Arrhythmien mit einer

Stimulation von 1 Hz zwischen 30uM und 300uM statistisch signifikant erhdht. Bei

bradykarder Stimulation mit 0.5 Hz konnte dieser Effekt jedoch nicht beobachtet

werden. Aulierdem liefern die Experimente Aufschluss dartber, dass die Blockade

des Na*/Ca?* Austauschers keinen zusatzlichen Einfluss auf die Inotropie hat.
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Abbildung 31: Einfluss der Blockade des Natrium/Kalzium Austauschers im ,reverse mode*®

durch KB-R7943 auf die Entstehung
Kontrollmuskelstreifen bei 1 Hz und 0.5 Hz.
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Abbildung 32: Einfluss der Blockade des Natrium/Kalzium Austauschers im ,reverse mode®
durch KB-R7943 auf die Anderung der Kontraktionskraft im Vergleich zu TCA-

Kontrollmuskelstreifen bei 1 Hz und 0.5 Hz.
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Die Originalregistrierungen in Abb. 33 =zeigen die Verstarkung der

arrhythmogenen  Eigenschaften  durch  Blockade des Natrium/Kalzium

Austauschers mit KB-R7943 im Vergleich zu den TCA-Kontrolimuskelstreifen bei
300uM und 1000uM nach 15 Minuten.

TCA-Kontrolle — AECs 300 pM, 15 min

KB R7943 + TCA-Kontrolle — AECs
300 M, 15 min
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Abbildung 33: Originalregistrierungen vom 30.03.2010, 2 Trabekel. TCA-Kontroll Trabekel
bei 300uM nach 15 Minuten zeigt keine Arrhythmien. KB-R7943 + TCA Trabekel bei 300 uM
nach 15 Minuten zeigt Arrhythmien; bei 1000uM Verstarkung der arrhythmogenen Effekte.

KBR7943 + TCA-Kontrolle — AECs
1000 pM, 15 min
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4 Diskussion

Der Zusammenhang zwischen Herz- und Lebererkrankungen ist vor allem fur die
hamodynamischen Auswirkungen einer fortgeschrittenen Herzinsuffizienz auf die
Leber bekannt. Dieses als Stauungsleber bekannte Krankheitsbild wird vor allem
durch ein Versagen des rechten Ventrikels hervorgerufen. Weitaus weniger gut
sind die Folgen von Lebererkrankungen auf die Funktion des Herzens erforscht.
Insbesondere der Zusammenhang zwischen hohen systemischen Gallensaure-
Spiegeln bei Cholestase und deren Auswirkungen auf die Kardiomyozyten sind

beim Menschen weitgehend unbekannt.

Ein interessantes Modell zur Erforschung von erhdhten Gallensaure-Spiegeln auf
das menschliche Herz stellt die intrahepatische Schwangerschaftscholestase
(ICP) dar. Bei der ICP werden systemische Gallensaure-Spiegel von bis zu 1TmM
gemessen, was um das 100 fache hoher ist als unter physiologischen
Bedingungen und somit eine Stérung der natlrlichen Homdostase darstellt (104).

Diese Erkrankung verlauft fir die Mutter meist ohne ernst zu nehmende
Komplikationen — bis auf den massiven Pruritus, jedoch kann es zu
schwerwiegenden Folgen fur den Fetus bis hin zum intrauterinen Fruchttod in 2 %
der Falle kommen (91,92). Derzeit gibt es klinische Hinweise dafur, dass
Herzrhythmusstérungen in einem gro3en Teil der Falle flr die intrauterinen
Komplikationen der Feten bei Frauen mit Schwangerschaftscholestase
verantwortlich sind (100-102).

Kurzlich wurde durch in vitro Experimente gezeigt, dass Gallensauren an isolierten
Rattenkardiomyozyten Arrhythmien auslésen kénnen (103-105). Insbesondere
wurde die Wirkung von Taurin (TCA, TCDCA) und Glycin (GCA, GCDCA)
konjugierten primaren Gallensauren auf die neonatalen Rattenkardiomyozyten
untersucht, da diese bei der Intrahepatischen Schwangerschaftscholestase
vermehrt nachgewiesen worden sind. Auch unter physiologischen Bedingungen im
menschlichen Korper gehdren die vier genannten primaren Gallensauren zu den
haufigsten ihrer Art und spielen eine wichtige Rolle im Gallensaurestoffwechsel
des Menschen (106).
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Der Einfluss der Gallensauren auf das Herzmuskelgewebe konnte noch in
weiteren Studien nachgewiesen werden. Die primare Gallensaure TCA, eine mit
Taurin  konjugierte und bei der ICP erhdhte Gallensaure zeigte in
Einzelzellverssuchen unterschiedliche Effekte im Kontraktionsverhalten. So
beobachtete man bei Versuchen an sinuatrialen Knoten von Kaninchen die
Entwicklung von Bradykardien, wohingegen man bei Experimenten an isolierten
Rattenkardiomyozyten die Entstehung von Tachykardien bis hin zum Flimmern
und irreversiblen Asystolien zeigen konnte. Die dafir zugrunde liegenden
Mechanismen konnten bisweilen noch nicht vollstandig aufgeklart werden
(121,122).

Ein weiterer Anhaltspunkt fir den direkten Zusammenhang zwischen
pathophysiologisch erhdhten Gallensaure-Spiegeln im menschlichen Koérper und
dem Auftreten von Herzrhythmusstérungen konnte durch die
massenspektroskopische Bestimmung der Gallensaure-Gesamtkonzentration in
Serumproben von 138 Patienten mit Herzinsuffizienz und entweder mit
Vorhofflimmern oder ohne Vorhofflimmern gezeigt werden. Die Untersuchung der
Serumproben ergab, dass in der Gruppe von herzinsuffizienten Patienten mit
Vorhofflimmern erhdhte systemische Gallensaure-Spiegel nachgewiesen werden
konnten. Hingegen in der Gruppe von herzinsuffizienten Patienten ohne
Vorhofflimmern lagen die Werte der systemisch gemessenen Gallensaurewerte
deutlich darunter. AuRerdem konnte keine signifikante Korrelation bezuglich Alter,
Geschlecht und Komorbititat festgestellt werden. Somit konnte gezeigt werden,
dass bei herzinsuffizienten Patienten mit Vorhofflimmern signifikant erhdhte
systemische Gallensaure-Gesamtkonzentrationen unabhangig von Alter,
Geschlecht und Komorbititaten vorliegen (123).

Diese Daten erharten den Verdacht, dass systemisch erhdhte Gallensaure-
Spiegel, wie sie zum Beispiel bei der Schwangerschaftscholestase vorkommen,
direkten Einfluss auf die Entstehung von Arrhythmien am menschlichen
Herzmuskelgewebe haben kdnnten.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der Gallensdauren am menschlichen
Herzmuskelgewebe sowohl im Bezug auf die Entstehung von Arrhythmien und der
zugrundeliegenden zellularen Mechanismen als auch die Beeinflussung des

Kontraktionsverhaltens untersucht.
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4.1 Wirkung der Gallensauren auf die Kontraktionskraft
des menschlichen Vorhofmuskelgewebes

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Gallensauren auf die
Kontraktionskraft (Inotropie) am humanen Vorhofmyokard mittels
Muskelstreifenexperimenten untersucht. Hierzu wurden primare Gallensauren
(CA/CDCA) verwendet, welche entweder mit Taurin (TCA/TCDCA) oder mit Glycin
(GCA/GCDCA) konjugiert waren. Unterschiedliche Konzentrationen (10uM, 30uM,
100uM, 300uM, 1000uM) sowie Stimulationsfrequenzen (1 Hz und 0.5 Hz) wurden
getestet.

Die durchgefuhrten Muskelstreifenexperimente (n=60) konnten, unabhangig von
der jeweiligen Konjugation der Gallensaure, keinen statistisch signifikanten
Unterschied im Kontraktionsverhalten zwischen den mit Gallensdure behandelten
und den ohne Gallensdure behandelten Muskelstreifen zeigen. Lediglich die
Dauer des Experiments hatte einen geringen Einfluss auf die Kontraktionskraft der
Muskelstreifen. So zeigte sich mit zunehmender Dauer des Versuchs eine
allmahliche Abnahme der Kontraktionskraft. Dieser beobachtete Effekt wird jedoch
nicht auf die Wirkung der Gallensauren per se zurtuckgefuhrt, sondern ist aufgrund
des Vorhofmuskelgewebes und der langen Versuchsdauer erklarbar. Das
beobachtete Verhalten der Vorhofmuskelstreifen wird in der Literatur als
physiologischer ,run down* Effekt bei langen Versuchsablaufen beschrieben.

Eine Ausnahme im Bezug auf das beschriebene Kontraktionsverhalten konnte
man bei der hochsten Konzentration (1mM) der mit Glycin konjugierten
Gallensauren (GCA/GCDCA) beobachten. Hier zeigte sich eine plétzliche starke
Reduktion der Kontraktionskraft, welche moglicherweise durch einen direkt
toxischen Effekt der Gallensauren bei extrem hoher Konzentration bedingt ist.
Aufgrund der Tatsache, dass der Effekt von Gallensauren auf das menschliche
Herz in der Literatur noch nicht beschrieben wurde muss man zu
Vergleichszwecken Daten von anderen Tiermodellen und den dort beschriebenen
Effekten von Gallensauren auf das Herz heranziehen.

Binah et al untersuchte den Effekt von primaren und sekundaren Gallensauren auf
das Kontraktionsverhalten von isolierten ventrikuldren Rattenkardiomyozyten
sowie auf ventrikulare Muskelstreifen. Er konnte zeigen, dass Gallensauren,

unabhangig von ihrer Konjugation, in Konzentrationen wie sie bei Cholestase vor
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kommen sowohl an isolierten ventrikularen Rattenkardiomyozyten sowie auch an
ventrikularen Muskelstreifen einen negativ inotropen Effekt aufweisen. Er flhrte
diese Effekte der Gallensauren unter anderem auf eine Veranderung der
ventrikularen Aktionspotentialdauer zurick (121).

Joubert et al beschrieb in seiner Arbeit, dass Gallensauren einen negativ
chronotropen Effekt am intakten atrialen Rattenmyokard haben wohingegen er
keinen negativ inotropen Effekt nachweisen konnte. Er begrindete seine
Ergebnisse damit, dass Gallensauren keinen direkten Einfluss auf die lonenkanale
an Herzmuskelzellen aufweisen wurden, sondern uber einen
membrangebundenen Mechanismus wirken (121).

Eine mdgliche Erklarung fir die beiden unterschiedlichen Effekte von
Gallensauren am Rattenmyokard liegt darin begriindet, dass Joubert atriales
Rattenmyokard verwendete wohingegen Binah in seinen Versuchen
ausschlieBlich ventrikulares Herzmuskelgewebe benutzte. Des Weiteren
verwendete Joubert deutlich héhere Gallensaurekonzentrationen als Binah in
seinen Versuchen, was den negativ chronotropen Effekt der Gallensauren
erklaren konnte (121).

Stellt man die Ergebnisse der Muskelstreifenexperimente mit humanen atrialen
Herzmuskelgewebe mit den Daten von Joubert und Binah in Bezug so liegt die
Erklarung flr die unterschiedlichen beobachteten Ergebnisse womdglich darin
begrindet, dass es sowohl speziesabhangige Unterschiede in den zellularen
Eigenschaften des Herzmuskelgewebes zwischen Menschen und Ratten gibt wie
auch Unterschiede zwischen atrialen und ventrikularen Herzmuskelgewebe. Des
Weiteren haben die unterschiedlich verwendeten Gallensaure Konzentrationen

einen Einfluss auf die Kontraktionskraftveranderungen am Myokard.
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4.2 Gallensaure-induzierte Arrhythmien am adulten
humanen atrialen Herzmuskelgewebe

Neben dem Einfluss der Gallensduren auf das Kontraktionsverhalten des
humanen Vorhofgewebes wurde auch die arrhythmogene Potenz der verschieden
konjugierten primaren Gallensauren auf menschliche Vorhofmuskelstreifen
anhand von Muskelstreifenexperimenten untersucht. Hierzu wurden ebenfalls die
oben genannten vier Gallensauren (TCA/TCDCA/GCA/GCDCA) in
unterschiedlichen Konzentrationen (10uM, 30uM, 100uM, 300uM, 1000uM) sowie
mit verschiedenen Stimulationsfrequenzen (1 Hz und 0.5 Hz) getestet.

Die durchgefuhrten Muskelstreifenexperimente (n=60) konnten zeigen, dass die
vier unterschiedlich konjungierten primaren Gallensauren allesamt am humanen

Vorhoftrabekeln zu Arrhythmien fihren.

4.2.1 Einfluss der Gallensaure-Konjugation auf die Entstehung

von Arrhythmien

In den beschriebenen Muskelstreifenexperimenten konnte gezeigt werden, dass
die Entstehung von Arrhythmien am adulten humanen Vorhofmuskelgewebe
unabhangig von der jeweiligen Konjugation der primaren Gallensauren mit Taurin
oder Glycin auftreten.

Im Gegensatz zu den Messungen am adulten humanen Herzmuskelgewebe
konnte Gorelik et al zeigen, dass bei in vitro Versuchen Taurin-konjugierte
Gallensauren an  neonatalen  Rattenkardiomyozyten einen  starkeren
proarrhythmogenen Effekt aufgewiesen haben als Glycin-konjugierte Gallensauren
mit den gleichen Konzentrationen. Au3erdem konnte Gorelik et al zeigen, dass die
arrhythmogenen Effekte von Glycin-konjugierten Gallensauren nach einer
Auswaschphase vollstandig reversibel waren, wohingegen Trabekeln mit Taurin-
konjugierten Gallensauren auch nach einer Auswaschphase immer noch
vereinzelte Arrhythmien zeigten (106).

Eine mdgliche Erklarung fur diese diskrepanten Ergebnisse liegt womadglich in der
Tatsache, dass die Konjugation der primaren Gallensauren mit Taurin oder Glycin
an neonatalen Rattenkardiomyozyten einen anderen Stellwert besitzt als diese es
bei adulten humanen Vorhofgewebe tut.
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Als  mogliche  Ursachen fur den  unterschiedlichen  Effekt der
Gallensaurekonjugation auf die Entstehung von Arrhythmien kdnnen einerseits die
verschieden verwendeten Spezies, wie auch das unterschiedlich verwendete
Gewebe — auf der einen Seite Kulturen von Rattenkardiomyozyten und auf der
anderen Seite intakte humane Vorhofmuskelstreifen — sowie auch die
Verwendung von neonatalen Zellen auf der einen Seite und adulten Gewebe auf

der anderen Seite in Frage kommen.

4.2.2 Konzentrationsabhangigkeit der Gallensaure-induzierten
Arrhythmien

Die Muskelstreifenexperimente zeigten aullerdem, dass es einen direkten
Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Arrhythmien und den unterschiedlich
gewahlten Konzentrationen der Gallensauren gibt. So traten bei niedrigen
Gallensaurekonzentrationen von 10uM bis 100uM nur vereinzelte Extraschlage
auf. Hingegen konnte bei Konzentrationen von 300uM und 1000uM der
Gallensauren ein statistisch signifikantes Auftreten von Arrhythmien im Vergleich
zur Kontrollgruppe ohne Gallensaure Zugabe beobachtet werden.

Dieser konzentrationsabhangige Effekt der Gallensaure induzierten Arrhythmien
am adulten humanen Vorhofgewebe konnte auch von Gorelik et al an isolierten
neonatalen und adulten Rattenkardiomyozyten gezeigt werden. Auf3erdem konnte
nachgewiesen werden, dass die Gallensaure induzierten Effekte (vor allem Taurin
konjugierter Gallensauren) nach maximalen Konzentrationen von 1 mM nicht mehr
vollstandig reversibel waren (104).

Als mdgliche Erklarung fir die dosisabhangige Gallensauren Wirkung auf die
Entstehung von Arrhythmien an isolierten neonatalen und adulten
Rattenkardiomyozyten wurde von Gorelik et al eine Beeinflussung der
intrazellularen Ca®* Homdostase durch die Gallensduren angenommen. Dies
geschieht, indem die Gallensaure TCA zu einer Verlangsamung der diastolischen
Depolarisation und dadurch zu einer Verlangerung des Ca”* Einstromes sowie des
zeitabhangigen K" Ausstromes aus der Zelle fiihrt. Zusatzlich beschreibt Gorelik et
al, dass die Gallensdure TCA einen Stimulus fiir die Ca?* induzierte Ca*
Freisetzung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) der isolierten

neonatalen und adulten Rattenkardiomyozyten darstellt. Aufgrund der vermehrten
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Ca* Freisetzung aus dem SR wiirde die Arrhythmieneigung der Kardiomyozyten

steigen und somit die erhohte Arrhythmieinzidenz erklaren (104).

4.2.3 Frequenzabhangigkeit der Gallensaure-induzierten
Arrhythmien

Anhand der durchgefihrten Muskelstreifenexperimente konnte gezeigt werden,
dass die Gallensaure induzierten Arrhythmien am adulten humanen atrialen
Myokard eine starke Frequenzabhangigkeit aufweisen. Bei niedriger (bradykarder)
Stimulationsfrequenz mit 0.5 Hz kam es zum Auftreten von deutlich mehr
Arrhythmien als bei einer Stimulaton mit 1 Hz bei gleichen
Konzentrationsverhaltnissen. Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass
es bei bradykarder Stimulation unter Gallensaurewirkung nicht nur zu einer
deutlichen Erhdhung der Arrhythmieinzidenz kam, sondern dass die aufgetretenen
Arrhythmien auch deutlich an Starke zugenommen haben im Vergleich zu einer
Stimulationsfrequenz mit 1 Hz.

Gorelik et al konnte zeigen, dass Taurocholsaure unterschiedliche Effekte an
isolierten neonatalen und adulten Rattenkardiomyozyten aufweist. Einige der
Zellen wurden nach TCA Zugabe bradykard, andere wiederrum entwickelten
Tachykardien bis hin zu irreversiblen Flimmern und anschlieRender Asystolie der
Zellen. Gorelik et al begrindete dieses unterschiedliche Verhalten der
Rattenkardiomyozyten nach TCA Gabe durch den Verlust des intakten
Netzwerkes zwischen den einzelnen Zellen sowie den Verlust der Synchronitat
untereinander wie auch durch individueller Stérungen innerhalb der Zellen, welche

eine kontrollierte Kontraktion nicht mehr zulieen (104).

Diskussion 59



4.3 Wirkungsmechanismus der Gallensaure-induzierten

Arrhythmien am adulten humanen Vorhofmyokard

In der vorliegenden Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass Gallensauren am
adulten humanen Vorhofmuskelgewebe zu dosis- und frequenzabhangigen
Arrhythmien flhren konnen, welche jedoch unabhangig von der jeweiligen
Konjugation der Gallensauren auftreten. AuRerdem wurde gezeigt, dass die
verwendeten  Gallensduren  keinen  signifikanten  Einfluss  auf die
Kontraktionskraftveranderung am adulten humanen Vorhofmyokard aufweisen.

In einem nachsten Schritt sollten die zugrundeliegenden zellularen Mechanismen
der Gallensaure Wirkung am adulten humanen atrialen Herzmuskelgewebe
aufgeklart werden. Basierend auf den Daten von Gorelik et al, welche in ihrer
Arbeit Uber Gallensaure induzierte Arrhythmien an isolierten neonatalen und
adulten Rattenkardiomyozyten zeigen konnte, dass die Gallensaure TCA
einerseits zu einer Veranderung der Membrandepolarisation der isolierten
Kardiomyozyten filhrt und andererseits Einfluss auf die Ca®" induzierte Ca?*
Freisetzung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) der isolierten
Rattenkardiomyozyten besitzt (104) wurde in die vorliegenden Arbeit der Einfluss
der Gallensaure TCA auf die Aktionspotentialdauer einerseits und auf die beiden
wichtigsten Ca®" abhangigen lonenkanale (L-Typ-Ca** Kanal und Na‘/Ca*
exchanger) der Kardiomyozyten von adulten humanen Vorhofmuskelgewebe

andererseits untersucht.
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4.3.1 Einfluss der Gallensaure TCA auf die Aktionspotentialdauer

des adulten humanen atrialen Herzmuskelgewebes

Bei der Entstehung von  Arrhythmien spielen  Anderungen  der
Aktionspotentialdauer eine wichtige Rolle. Man unterscheidet grundsatzlich zwei
verschiedene Arten von Aktionspotentialanderungen. Auf der einen Seite ,Early
Afterdepolarizations® (EADs) wund auf der anderen Seite ,Delayed
Afterdepolarizations“ (DADs). EADs werden durch eine Beeinflussung des L-Typ-
Ca?* Kanals ausgeldst wohingegen DADs vor allem mit dem Na*/Ca** exchanger
(NCX) in Verbindung gebracht werden (124-126).

Vor allem eine Verlangerung der Aktionspotentialdauer wirkt sich positiv auf die
Entwicklung von Arrhythmien aus. Um den Einfluss der Gallensdure TCA auf die
Aktionspotentialdauer am multizellularen Vorhofmuskelgewebe des Menschen
untersuchen zu kénnen, musste man sich einer Ersatzmessgrof’e bedienen, da
die Messung der Aktionspotentialdauer direkt am multizellularen Gewebe im
Rahmen der Diplomarbeit technisch nicht durchfihrbar war. Daher wurde die
absolute Refraktarzeit als indirekte Messgrofe fur die Aktionspotentialdauer an
den Herzmuskelstreifen herangezogen. Es zeigte sich, dass es nach Zugabe von
300uM und 1000uM TCA zu einer statistisch signifikanten Zunahme der absoluten
Refraktarzeiten auf 168+9ms bei 300uM und 172+12ms bei 1000uM im Vergleich
zur Kontrolle 157+11ms (p<0.05 und p<0.01) kam. Daraus konnte geschlossen
werden, dass die Gallensaure TCA zu einer Verlangerung der
Aktionspotentialdauer am multizellularen Vorhofmuskelgewebe fihrt und daher bei

der Entstehung von Arrhythmien eine Rolle spielt.
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4.3.2 Einfluss der Gallensidure TCA auf den L-Typ-Ca** Kanal

Der von Gorelik et al beschriebene direkte Effekt der Gallensaure TCA auf die
Ca”" induzierte Ca®" Freisetzung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) der
isolierten Rattenkardiomyozyten und der damit verbundenen Arrhythmien (104)
kann entweder (iber den L-Typ-Ca®* Kanal (LCCT) oder aber iiber den Na*/Ca?*
exchanger (NCX) der Kardiomyozyten vermittelt sein. Da die Verlangerung der
Aktionspotentialdauer durch die Gallensaure TCA sowie die Frequenzabhangigkeit
der Gallensaure induzierten Arrhythmien bei bradykarder Stimulation mit 0.5 Hz
am adulten humanen multizellularen Vorhofmuskelgewebe allerdings am ehesten
fur  Veranderung der Aktionspotentialdauer im Sinne von ,Early
Afterdepolarizations* (EADs) sprechen und diese durch den L-Typ-Ca®* Kanal
vermittelt werden (125,126), wurde zuerst der Einfluss der Gallensaure TCA auf
den L-Typ-Ca?* Kanal untersucht.

Es erfolgte eine Blockade des L-Typ-Ca®* Kanals mit 1uM Diltiazem sowie eine
Aktivierung des L-Typ-Ca** Kanals mit 1uM BayK8644.

Die Hypothese lautete, dass es durch die Blockade des L-Typ-Ca?* Kanals mit
1uM Diltiazem und die damit verbundene Verminderung des intrazelluldren Ca®*
zu einer Senkung der durch TCA verursachten Arrhythmien kommen sollte.
Hingegen sollte eine Aktivierung des L-Typ-Ca?* Kanals mit 1uM BayK8644 und
die dadurch bedingte Erhdhung des intrazelluldren Ca®* zu einer Steigerung der
Arrhythmien fihren. Die Gallensdaure Wirkung am adulten humanen
Vorhofmuskelgewebe auf die Entstehung von Arrhythmien ware somit Uber den L-
Typ-Ca?* Kanal vermittelt und es wiirden daher zahlreiche Méglichkeiten der
therapeutischen Interventionen bestehen um das Auftreten der Arrhythmien zu
verhindern.

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Muskelstreifenexperimente wiederlegten die
postulierte Hypothese jedoch klar. So zeigte sich durch die Blockade des L-Typ-
Ca?* Kanals mit 1uM Diltiazem eine statistisch signifikante Erhéhung der durch die
Gallensaure TCA verursachten Arrhythmien. Hingegen bewirkte eine Stimulation
des L-Typ-Ca** Kanals mit 1uM BayK8644 ein fast vollstindiges Sistieren der
durch die Gallensauren ausgelésten Arrhythmien.

Daraus ergibt sich der Schluss, dass die Aktivitat des L-Typ-Ca®* Kanals invers mit

der Inzidenz der Gallensdure induzierten Arrhythmien am menschlichen Herz
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korreliert. Daher ist eine direkte Wirkung der Gallensauren uber eine Aktivierung
des L-Typ-Ca?* Kanals am adulten humanen Vorhofmuskelgewebe als sehr
unwahrscheinlich zu erachten und liefert nicht die Erklarung fir die beschriebenen

arrhythmogenen Effekte der Gallensauren.

4.3.3 Einfluss der Gallensaure TCA auf den Na*/Ca** exchanger

Eine weitere Mdglichkeit der Beeinflussung der Ca*" Freisetzung aus dem
Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) von Kardiomyozyten besteht Uber den
Na‘/Ca®* exchanger (NCX). Da es neben den bereits beschriebenen
Aktionspotentialanderungen im Sinne von Early Afterdepolarizations® (EADSs)
auch ,Delayed Afterdepolarizations® (DADs) gibt und diese in Verbindung mit dem
Na*/Ca?* exchanger stehen wurde abschlieRend in dieser Arbeit der Einfluss der
Gallensaure TCA auf den Na*/Ca?* exchanger untersucht.

Es erfolgte eine Blockade des Na*/Ca®* exchanger (NCX) im ,reverse mode®
durch 5uM KB-R7943.

Die Hypothese lautete, dass die Blockade des Na‘/Ca** exchanger (NCX) im
Jreverse mode*“ durch 5uM KB-R7943 zu einer Abnahme des intrazelluldren Ca?*
fuhrt und es somit zu einer Reduktion der durch TCA ausgel6sten Arrhythmien
kommt.

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Muskelstreifenexperimente konnten diese
Hypothese allerdings ebenfalls eindeutig wiederlegen. Es kam nicht wie
angenommen zu einer Reduktion der Gallensaure induzierten Arrhythmien durch
die Blockade des NCX sondern es zeigten sich statistisch signifikant mehr
Arrhythmien als vor der Blockade des NCX im reverse mode.

Daraus kann man schlieBen, dass die proarrhythmogene Wirkung der
Gallensauren am menschlichen Herz auch nicht iiber den Na*/Ca®" exchanger

vermittelt wird.
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die proarrhythmogenen
Eigenschaften der Gallensduren am adulten humanen Vorhofmyokard weder
durch eine Aktivierung des L-Typ-Ca?* Kanals noch des Na‘/Ca®** exchangers
vermittelt werden. Daher ist eher von einer unspezifischen membrangebundenen
Wirkung der Gallensduren am menschlichen Kardiomyozyten auszugehen. Uber
diese Wirkungsweise der Gallensduren kann es zur Beeinflussung von
intrazellularen Second Messenger Systemen kommen, welche ausschlaggebend
fur die Entwicklung der Arrhythmien sind.

Die Daten dieser Arbeit stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen von Gorelik et
al, welche eine direkte Beeinflussung der Ca®* induzierte Ca®* Freisetzung aus
dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) an isolierten Rattenkardiomyozyten Uber
den L-Typ-Ca** Kanal (LCCT) oder (ber den Na*/Ca®* exchanger (NCX)
beschrieben hatte (104).

Magliche Erklarungsversuche fur diese unterschiedlichen Ergebnisse konnten in
den verschieden verwendeten Modellen liegen. Einerseits wurde die Wirkung der
Gallensauren an isolierten Rattenkardiomyozyten getestet auf der anderen Seite
wurde humanes multizellulares Herzmuskelgewebe verwendet. Auch die
Verwendung von neonatalen und adulten Gewebe sowie von einerseits
ventrikularen und andererseits atrialen Herzmuskelgewebe konnte eine Rolle

spielen.
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4.4 Zusammenfassung

Zusammenfassend kann man festhalten, dass es durch Gallensduren am adulten
humanen multizellularen Vorhofmuskelgewebe zur Entwicklung von dosis- und
frequenzabhangigen Arrhythmien kommt. Diese lassen sich auf eine Verlangerung
der Aktionspotentialdauer durch die Gallensauren zurlckfuhren. Ein direkter
Einfluss der Gallensauren Uber eine Aktivitatssteigerung Cca® transportierender
Membranproteine (L-Typ-Ca®" Kanal und Na*/Ca®" exchanger) konnte hingegen
am menschlichen Herzmuskelgewebe nicht nachgewiesen werden womit am
ehesten eine unspezifische membrangebundene Wirkung der Gallensauren in
Frage kommt. In diesem Zusammenhang konnte die Rolle des Ca’" als second

messenger eine wichtige Rolle spielen.

Kurzlich publizierte Daten zeigten, dass die Gallensaure induzierten Arrhythmien
an neonatalen Rattenkardiomyozyten nicht wie angenommen {ber den L-Typ-Ca**
Kanal oder den Na*/Ca®" exchanger vermittelt werden, sondern uber Muskarin M,
Rezeptoren. Dabei Uuben Gallensauren einen partiellen Agonismus an den My
Unterrezeptoren der Muskarin Rezeptoren aus (107).

Die Aufklarung der genauen Wirkmechanismen Gallensaure induzierter
Arrhythmien am menschlichen Herzen und die Prifung kontroversieller Befunde

wird Gegenstand weiterer Studien sein.
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