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HOOFDSTUK 4

ENLEIDENG EN:r:PROBLEEMS TELL T.NG

Het is reeds lang bekend, det: de tentenvan het hart

“_ voorafgegaan wordt door ‚een elektrisch proces. Aan het begin

van iedere harteyelus plant zich vanuit de sino-auriculaire

knoop, een groepje cellen gelegen in het rechter atrium bij

“Side inmondingsplaats van, devena cava superior, een kortdurende
potentiaalverandering‘óver het hart voort. Deze potentiaal-

verandering ‘wordt äktiepotentiaal genoemd. De voortgelelding

… van deaktiepotentiaál vindt’ plaàäts volgens een konstant

‘… patroon: eerst ‘over beide. aËtia, vèrvolgens ‘door dé'ätrio-

ventriculaire knoop:en -het geleidingssystéem En tenslotte

„over.beide ventrikels; Door:de aktiepotentiaat-worät het

as rskontraktie-mechanisme van-de;hartspier in:werking gezet.

…. Het konstante. voortgeleidingspatroon: van:de caktiepotentiaal

heeft tot gevolg,.dat.de beide atria eerdertot “kontraktie

komen dan de ‚ventrikels, B er ob dev sle „tie

‚Er Ìs veel onderzoek gedaanover de vanvessierstngkerne-

‚heid van den,aktiepotentiaal in het ‘hart. Hierbij is gebleken,

dat er binnen het hart zelf enorme.verschillen bestaan,

variërend ‚van enige centimeters „per,seconde in bepaalde

“delen van de sino-auriculaire knooptot enige meters per

seconde,in delen van het geleidingssysteem,Na de ontwikke-

ling van de mikro-elektrode (Ling, en Gerard, 1949) heeft men

kunnen aantonen, dat de voortgeleidingssnelheid van de aktie-

pötent1iaal in sterkemate afhankelijk is van het verloop ven

Ee, de äktiepotentiaal. Met de mikro-elektrode techniek is aan-

“getoond dat in de spiervezels van het hart over de celmem-

““‘praan een potentiaalverschil,heerst van ca. 80 mV, binnen-

zijde van de cel negatief ten opzichte van de buitenzijde,

Dit potentiaalverschil wordt,‘kortweg membraanpotent1aal ge-

“noemd. Tevens bleek, dat de aktiepotentiaal gevormd wordt

door een kortäùrende afname van dit potent iaalverschil



(depolarisatie-fase) en een hierop volgende, relatief trage

terugkeer naar de oorspronkelijke waarde (repolarisatie-

fase),eventueel onderbroken door een periode, waarinhet

potentiaalverschil konstant blijft en dat om deze reden

plateau-fase wordt genoemd. Volgens de ionentheorie, van

Hodgkineù Huxley(Bodgkin, 1951) berust de depolarisatie-
fase op een snelle instroom van natrium-ionen. De maximale

waarde, die. de „depolarisatiesnelheid vande: aktiepotentiaal

bereikt, is een maat voor de instroom van de.„natrium-ionen

gedurende de „depolarisatie--fase, Deze: maximale depolarisatie-

_ „Shelheid-is,tevens een.belangrijke faktor. voor de voortge-

leidingssnelheid van de-aktiepotentiaal. Veranderingén in

“de maximale depolarisatiesnelheid tiebben veranderingen van

kevoortvgsleddärngsshelhed ‘tot gevolg en wel zodanig, dat

‘“toenäme van de’maximale depolárisdtiesnelneid êen’ verhoging

“van de voortgeleidingssrielheid veroortaakt; A

Volgens ‘de genoemde tonentheorie is demäkimdie 'depola-

‘risatiesnelheid zowel afhankelijk van de ionensamenstelling

van het extracellulaire en het intracellulaire milieus welke

ladtste aktiefin stand wordt gehouden door de „spiervezels

zelf, als ‘van de ‘verandering van. het geleidingsvermogen, die

de membraan van de spiervezels ondergaat tijdens de aktivatie.

Viersma etgi (1968 a) hebben in het konijne-atrium aange-

iiRdat ook de prikkelfrekwentie van invloed is, op.de

maximale depolarisatiesnelheid. De oorzaak hiervanzou zijn

gelegen in een falen van het aktieve natriumtransport. bij

_ hogere frekwenties (viersma et al.,-1968..b,). -Dit;gmechanisme,

„ook wel Na/K-pomp genoemd, draagt zorg-voor het, transport

‘„ van natrtum=sionen vanuit. de cel naar de extracellutaire

„ruimte, teneinde de intracellulaireconcentratie vannatrium-

… tonen konstant te.houden. Een tekortschietenvan dit dktieve

=stransport. leidt- tot. verhoging. van:de. intracerltulaire: natrium-

‚donen-concentratieen heeft op deze! wijze een afname van de

‚-smaximale. depolarisatiesnelheid: tot::gevolg. …

„De alternatieve verklaring,veenwijziging änhet gelei-

dingsvermogen van-decelmembraan.bij“ hogere:frekwenties,
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werd onwaarschijnlijk gëacht. Een verändering van de mem=

braanpoténtiaal, die-hieraan ten grondslag zou moeteri 1ig-

gen (Weidmann, 1955 -ä), kn namelijk pas bij relatief hoge

frekwenties worden aangetoond, zodat bij de meeste‘toege-

paste frekwenties een verhoging van de membraanpotentiaal

niet ats oorzaak voor de afname van de maximale aepolardea-

tiesnelheid kon worden.OE a 4

Enige jafen na de experimentenvan Viersma en medewerkers

hebben wij in ons laboratorium een methode ontwikkeld, waar-

mee het mogelijk was om de maximale depolarisatiesnelheid

en de membraanpotentiaal sneller en nauwkeuriger te meten dan

voorheen het geval was. Bij enkele oriënterende experimenten

met deze methode in een geïsoleerd konijne-atrium bleek ons,

dat er ook bij de relatief lage frekwenties in het voor het

konijnehart normale werkgebied een daling van de membraan-

potentiaal geregistreerd kon worden, naarmate de hartfre-

kwentie hoger was. Dit was in tegenspraak met de reeds ge-

noemde waarneming van Viersma, Om deze reden besloten wij

met onze methode de depolarisatie-fase van de aktiepoten-

tiaal van het konijne-atrium opnieuw aan een onderzoek te

onderwerpen. Een additioneel motief hiervoor werd geleverd

door de waarneming van Mater en Freud (niet gepubliceerd),

dat een vertraging van de geleiding als gevolg van een door

elektrische stimulatie opgedrongen frekwentieverhoging ook

aantoonbaar was bij het konijnenart in vivo. Hierdoor werd

uitgesloten, dat wij te maken hadden met een verschijnsel,

dat zich uitsluitend in vitro voordeed en door de experimen-

tele omstandigheden was geïnduceerd.

Onze vraagstelling luidde als volgt.

Welk mechanisme ligt of welke mechanismen liggen ten

grondslag aan de afname van de maximale depolarisatiesnel-

heid, die optreedt bij verhoging van de hartfrekwentie?

EL



Deze vraagstelling viel inde volgende onderdelen uiteen:

an

Bas

Welke. verandering: ondergaat de membraanpotentiaal als

gevolg van een frekwentieverhoging?

Geldt voor de atriumdepolarisatie de door Weidmann in”

‘ssPurkinjevezels van het schapenhart vastgesteldë relatie

„tussen depolarisatiesnelheid en membraanpotentiaal?.

Is de verandering van de membraanpotentiaal voldoeride

om, de reeds „door Viersma waargenomen vermindering van

de depolarisatiesnelheid te verklaren?
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HOOFDSTUK 2

PITERAFUURSELEKRTROCHENMISCHE
ETGENSCHAPPEN VAN HARTSPIER

2.1. INLEIDING

In de Laatste decennia iser een overweldigende hoeveel-

heid’publikaties Verschenen over de elektrische eigenschap-

pen van, hartspier. Nadat eerst met behulp vanextracellu-

laire. meettechnieken enig inzicht was verkregen in de impuls-

‘formatie en ae impulsgeleiding in het hart, is door de komst

van de’ mikro=elektrode (Ling en Gerard, 1949) een ware revo-

lutie uitgebroken in de voortgang van het eïektrofysfologisch

onderzoek‘van hartspier. De meting van potentiaalverschilten

aan weerszijde van de celmembraan neeft de kennis over de

elektrische verschijnselen van de’ hartspier enorm vergroot.

In dit hoofastuk zullen wij een overzicht trachten te geven

van. de nuidige kennis. “Aangezien enze experimenten uitgevoerd

zijn dn het konijne--âtrium, zullen wij ons in dit overzicht

grotendeels beperken tot de Segsvensa verkregen zijn uit

het zoogdierenhart.

“ Aeenolen wordt,‘dat in hand over de menbPään vân\ myocard.

_pötentiaal draagt het teken van de Besef!vande“binnen-

zijde. “Enhet atrium van het zoogdierenhart bedraagt de

menbraanpotentiaal -70 mV tot -90 mv. De waarden ae worden

opgegeven voor vezels van net ventrikelmyocard, variëren van

5mv, tot -90 mv en hoger. In de hartliteratuur wordt algemeen

aangenomen, dat de membraänpotentiaal wordt bepaald door be-

wegingen van ionen doordé celmembraan. Wij zullen hieronder

de "faktoren bespreken;“die bijdragen tot het voortbestaan

van-dit potentiaalverschil.
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2.2, INTRACELLULAIRE EN EXTRACELLULAIRE IONENCONCENTRATIES

Er bestaat een groot verschil in samenstelling tussen.;de

intracellulaire en de extracellulaire vloeistof. De extra-

cellulaire concentraties worden verondersteld weinig af te

wijken van die.van bloedplasma of van de gebruikte door-

stromingsvloeistof en zijn dus eenvoudig te bepalen, In de

door ons gebruikte doorstromingsvloeistof (zie blz. HO)

bedragen de concentraties van deAiTSS ionen

(mmo1/1): [Na*| = 156,0, IK| = 5,6, [C1”| = 138,4 en
|ca”a =2,2. De concentraties IEpan doorstromingsvloei-

‘stoffen wijken hier slechts ‚in geringe mate van af. De intra-

cellulaire ‚concentratie van een ion, kan worden berekend uit

deextracellulaire concentratie, het iongehalte van het ge-

heleweefgel en de verdeling van het weefsel in intracellu-

laire en extracellulaire ruimte, In theorie kan deextra-

“cellulaire ruimte (E. Hs J worden bepaald door aan de door=

stromingsvloeistof een stof toe. te voegen, die de celmembraan

slecht of in het geheel niet passeert. Heestal worden hier-

voor inuline, SUCFOSE, mannitol, natrium- of sulfaatlionen

gebruikt. Na verdeling over de E. R. wordt uit de weefselcon-

_centratie van de stof de grootte, ‚van de ER. berekend. In de

prakbijk blijkt echter de op deze wijze bepaalde grootte van

de BR. afhankelijk te zijn van de stofwaarmee wordt gemeten

(Krogh et al., 1944; Barclay et ale ‚ 1960; Page, 1962 a;

‚Page en Storm, 1966; Bosteelsen Carmeliet, 1972). Op twijfel-

_ achtige gronden, o.a, door eenaanname over degrootte van de

intracellulaire ehloorionen- concentratie, wordt door sommige

onderzoekers, E.F. berekend als zogenaamde chloorruimte

(Robertson en Peyser, dE de Volgens metingen, van Barclay,

et al, (4960) in het rattehart isde ehtoorruimte groter.

_ dan de inuline-of de sucroseruimte,Taylor et al. (1961)

echter.komen in het zelfde preparaat.ot de tegenover. gestelde

conclusie. Deze. methode, van E.R.smeting is,dus onjuist:

Afhankelijk van de bepalingsmethode. worden, in de litera-

tuur waarden voor de E.R. van myocardweefsel opgegeven, die
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variëren van 20 tot 40% van het totale weefselvolume. De

verschillen worden waarschijnlijk voor een deel veroorzaakt

door de ongelijke veronderstellingen over de Tonenverdeling

of over de membraanpermeabiliteit voor de stof, waarmee de

bepaling wordt verricht. Andere foutenbronren kunnen gele-

gen zijn in binding van de stof, waarmee gemeten wordt, aan

intracellulaire of extracellulaire strukturen, of in extra-

cellulaire diffusie-barrières. bage en Bernstein (1964) heb-

ben aangetoond, dat de extracellulaire ruimte geen vrije

diffusie toelaat.Zij gebruikten eer katteveritrikel als

scheidingswand tussen twee oplossingen vari verschillende

samenstelling. Uit‘hun metingenvolgde, dat deE‚R. zieh

kinetisehniet homogeen gedraagt: eb # is

De‘wisselende waarden van de E‚R. leiden tot verschillen

in de’ bérekende intracellulaire concentraties. Een! óver-”

zicht van enigeliteratuurgegevens over de intracellulaire

natrium- en kaliumconcentraties wordt gegeven in de onder-

staande tabel,

Preparaat Meetmethode [Na|; lt a Auteurs
(mmol /kg (mmol/kg.
celwater) celwater)
 

Rat, ventrikel. ‘suctose. 30. 151 --Pägé en'Page,

ey 1968.

Rat, ventrikel. 5sou 30 151, Page en; Page,
EN en 1968

Kat, ventrikel inuline hg 168’ Page en
PRE end ot Solomon, 1960

‘Kat, ventrikel …: mannitol ve 208 Page én Storm,

… „1966
Kat, ventrikel ehloor 65 A5 Robertson en
Ee NB Duníhue, 1954

Konijn, atrium la | 58 152‘ ‘goodford en
HERKEN SRE 0 en ER we Vaughaa

_ Williams, 1962
 

ES



Behalve natrium- en kaliumionen komen ook. chloorionen in

relatief hoge concentratie voor in hartspier. Voor het ge-

isoleerde hartoorpreparaat van de rat berekende Lamb (1961)

een |e17 rn van 25 mmol/l, terwijl Page (1962b) voor papil-

lairspierenvan de kat op 17. mnol/ì uitkwam. akmeann

laire concentratie, van vrije calciumionen |ca*de is bijzon-=

der gering. Aangenomen wordt, dat in: hartspier, evenals in

enhet.gentracttepracen in werking wordt: gezet

wanneer [ca'ie stijgt boven, 107 mmo1/1. Het merendeel. van

het intracellulaire calcium is gebonden aan. het .sarcoplas-

matisch reticulum of aan de mitochondriën Gre

„Hoewel de beschikbare meetmethoden geenmmuni bepa-

ling van de intracellulaire,congentratie mogelijk:maken, is

het.duidelijk datde concentratie var.kalium-ionenin de

extracellulaire vloeistof. lager is dan in de intracellulaire

vloeistof, terwijl voor natrium-, chloor- en calcium-ionen

het omgekeerde het geval is.

2,3. HET GELEIDINGSVERMOGEN VAN DE CELMEMBRAAN

In 1939 is door Cole en Hodgkin de specifieke membraan-

„weerstand gemeten van het reuzenaxon van de pijlinktvis-

(LoligoPealii). De uiteinden van net axon bevonden zich in

zeewater, het middengedeelte bevond zich in een SLO

die beide zeewatercompartimenten scheidde en in breedte was

te variëren. Het behulp van een elektrode in beide elektro-

1ytoplossingen bepaalden zij de Lengte--weerstand-relatie en

- berekenden vervolgens de:specifieke membraanweerstand, onge=

veer 1000 ohm, em°.

Hodgkin, Huxley en Katz (1952) hebben het gedrag van de
axonmembraan bestudeerd bij verschillende hoogten ‚van de

membraanpotentiaal. Zij gebruikten hiervoor de zogenaamde

voltage clamp techniek, Deze techniek berust op het principe

dat aan de celmembraan een bepaald potentiaaïverschil wordt

opgedrongen, dat via een terugkoppelingsmechanisme konstant

wordt gehouden, De stroom benodigd voor het konstant houden



van. het potentiaalniveau, wordt gemeten en is gelijk aan de

stroom die gedurende de potentiaalsprong door de membraan

toopt. Hodgkin, Huxley en Katz toönden ondermeer aan, dat

er bij potentiaalsprongen boven een zogenaamde dtempelwaárde

na een initiële capacitieve stroom een korsdurêfide, binnen-

waarts gerichte: stroom van positteve ionenginglopen die:

overging in een buitenwaarts gerichte strooms"Deze laatste

bleef bestaan, zolang het ingestelde pötenttaaïnivéau'ge-

‘handhäafd bleef.De membraanweerstand bleek op een gecompli-

ceerde wijze afhankelijk te zijn van de membraanpotentiaal.

Zij berekenden, dat bij een voldoend grote potentiaalsprong

de specifieke membraanweerstand zowel tijdens de binnenwaärts

gerichte als tijdens de buitenwaarts gerichte stroom kon

afnemen ‘tot ongeveer 30 ohm em“. Deze resultaten vertoonden

sterke .oversenkomst met-de publikatie var Cole en Curtis’

(1939); waarin-werd medegedeeldaaf aë‘axornmembraan na supra=

luminale prikkeling, dus täjdens een aktiepotentiaal, een

“resistance breakdown” onderging vant000' naar 20 ohm em”;

Door de samenstelling van de extracelluläire vloeistof

te variëren, toónden Hodgkin en Huxley (1953 a) vervolgens

‘‘âan, dat: deKortdurende binnenwaarts ‘gerichte membraanstroom

gedragen werd ador natrium-tonén en de buitenwaarts gerichte

strook door kalium=-Îonen. Het geleidingsvermogen: voor’ deze

„Zonen was dus veranderd. Zij berekenden, dat bij een depolâ-

risebende potentiaalsprong van ongeveer 100 mv het geleidings-

vermogen voor natrium-ionen en kalium--ionen met Fespectieve-

lijk één Paktòr 500 en 30 kon toenemen ten opzichte van de

‘„rustwaarde (Hodgkin en Huxley, 1952 ä, fig. 9 “en 10). Dit

steunde de eërder door Hodgkin en Katz (19519) opgestelde iet

hypothese, dat verandering van de doorlaatbaarheid van de

celmembraan voor tonen van fundamenteel belangwas voorhet

elektrische gedrag van de celmembraan na prikkeling. Uitgaande

van aangetoonde ionen-concentratiegraaiënten over de axon-

membraan en vän eveneëns-‘aangetoonde veranderingen iû het

getéidingsvermogen vanäe membraan voor de verschillende

iorien hebben Hodgkin en Huxléy (d5a Es SB ce en d) hun
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ionentheorie opgesteld,voor de membraanpotentiaal in rust en

voor de aktiepotentiaal.

Hoewel erverschillende alternatieve hypothesen zijn opge-

steld (zie.b.v. de monografie. van:Ling, 1962) is. er geen zo

algemeen geaccepteerd als-die van-Hodgkin en: Huxley. Ook

voor hartspier wordt algemeen uitgegaan. van deze tonentheorie,

hierbij gesteund door de ook íin-dit weefselsaangetoonde con-

centratieverschillen tussen extracellulaire en: intracellu-

lairevloeistof en de ionenstromen-gedurende een aktiepoten-

tiaal of eenopgedrongen potentiaalniveaus ARE u

2,l. DE. MEMBRAANPOTENTIAAL IN RUST

De membraanpotentiaal in rust komt zowel door een passieve

ionenbeweging door de celmembraan tot. stand, als door een

„aktieve ionenbeweging, De bijdrage van de passieve 1orienbe-

weging, de diffusie potentiaal, wordt. hieronder besproken;

de bijdrage van het. aktievetransport,.de.elektrogene natrium

pomp, „wordt besproken op blz. 3À e.v. …: st

Door .de beweging van een bepaald don:;inde richting van

de concentratiegradiënt ontstaat een potentiaalverschil over

de membraan GN: ), Door dit potentiaalverschil wordt de-kracht

die op de ionen inde membraan op grond van de concentratie

gradiënt wordt uitgeoefend, tegengewerkt. De verplaatsing van

ionen van hoge naar lage concentratie, gaat door, totdat ‚de

elektrochemische potentiaal. nul is, dat wil zeggen totdat de

krachten als gevolg van de elektrische gradiënt en van de,

concentratiegradiënt elkaar opheffen. Het dan heersende poten-

tiaalverschil wordt de evenwichtspotentiaal voor de betrokken

tonensoort genoemd, (V, Ne De grootte van de evenwichtspoten-
ion

tlaal,kan worden. berekend volgens de formule van Nernst:

RT (don)

gpvee DE aion.” Fz volt”an (ion 3 son

R, T en F zijn resspectievelijk de. ianwonseante, de speaks

temperatuur ern. de konstante van Faraday, z‚geeft de valentie

van het ton weer, De ionenaktiviteiten in extracellulaire.en

18



intratellulaire vloeistof zijn aangegeven ziet respectievelijk

(Eon), én (Lon), OO

Deionen Ke dus door de mensen totdat V, = Vasi

‚De stroom die, door bepaalde ionen. wordt gedragen,ig op ieder

moment afhankelijk van de elektrochemische potentiaäal:en het

‚geleidingsvermoggen van de membraan voor deze ionen RABE

enRs 1952,a):

5. En ara NS, (3 e
aad Tjon „Ston Vin Vson) le! En

DestroomdichtheidT4on Verdt uitgedrykt. in maen? het, „ge-

Ïeidingsvermogen Enon in mho/en“ (z 1/ohm ‚emEN en.v, en Vion

in mV, _

ER ln is Bt in myocardvezels van het atrium ongeveer

_80 mv. We dndn ‘een schatting maken van enen Vr door bij

de berekening met de Nernst-formule dn plaats van de (onbe-

“kende)toneriakt iviteiten de’ tonericoncentraties te gebruiken.

“Met de door” Goóäford en Vaughan Williams (1962) opgegeven

waarden voor: Ra”IE en |Kbe ‚(zie tabel d, blz. 15) en de,
concentraties in Re äsorstromingsvloeistor worden voor een

temperatuur vän37° Celsius berekend: Via = +26 mv en. ra

al 88°mv. In“rust bestaat er âus, een uitstroom vankeltum-

Lonen én een instroom van natrium-ionen. nn

“Algemeen wordt verondersteld, dat in rust een.konstant si

potentiäalverséhil over de membraan heerst. Wanneer voorlopig

aängenomen wordt dat in rust alleen ‚de bewegingen van natrium

en kälium-iohen van belang zijn Gts komen nos Opdeze aan

name terùg), ‘dan volgt hieruit: TS Lr Volgens vergelij-

king @) is dan: _ en

3) En kj Ve) % Ena (Um E Via)

Aangezien uit-de getallen blijkt, dat in rust de elektroche-
mische potentiaal voor“kalium-tonen aanzienlijk Lager is dan

voor natrium-ionen, moët in‘härtspierde membraanin rust

beter doorlaatbaar. zijn voorkaltum- dan voor HatPtum-tonen.

Dit is in overeensteriming met gegevens uit de axonrêioraan

(Hodgkin:en Katz, 1949) en met:gegevens uit de “skeletspier
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van de kikker (Katz, 1966), Veranderingen van de concentra-

tiegradiënt “voor kalium=-iôrnen hebben door de relatief hoge

Ex dan ook een grote invloed op Ig en daarmee op de hoogte

van de membraanpotentiaal in rust.

In rust “lekken” dus voortdurend Fallum-ionen naar buiten

ennatriumsionen naar binnen, be intraceìlulaire concentratie

van deze jonen wordt echter over langerestijd konstant gehou-

den door een aktief, in de selmemeraan aanwezig mechanisme,

dat in staat is om natrium- en kalium-icnen te verplaatsen

tegen hun respectieve elektrochemische gradiënt in. Dit me-

chanisme wordt Na/K-pomp genoemd. Op blz.-30 wordt uitvoerig

op dit aktieve mechanisme ingegaan. 1

Uit het bovenstaande is duidelijk, dat ionen invloed heb-
bert op de membraanpotentiaal, wanneer zij in staat zijn om

ide‘celmembraante passeren en wanneer voor deze ionen een,

aktief pompmiechanisme bestaat In hetaxon en in’skeletspier-

‘weefsel is de doorlaatbaarheid van de celmembraan voor ehloor-

iónen zeer hoor (Hodgkin en Kats, 1949; Gisbiseh et alen.

19573’ Hodgkin ‘en Horowiuz, 1959; Hutter en Noble,’ 1960).

In het zoogdierenkhart, waarvan gegevens bekend zijn uit

papilLlairspieren en. Purkinje-vezelis, Lijkt de “doorlaatbaar

heid: voor chloor-tonen in rust echter betrekkelijk laag te

zijn (Carmeliet, 19615 Hutter eï’ Noble 1961; Pâge, 1962).

Er ‘ís nimmer een aktief besan voor chloor

“Aoriët aangetoond, Hede op grond hiervan wordt verondersteld,

dat Antde Heste' wòbfgels, waaronder hartspier,”‘de chilóor-

iohenverdeeld-zijn volgens het heersende potetitlaëlverschil.

“Volgens de: concentratiegradiëht moet de elektrochemische

gradiënt voor calcium=-ionen betrekkelijk groot zijn bij de

in rust heersende; membraanpotentiaal, Algemeen wordt daarom

aangenomen, dat de Goorlaatbaarheia ven de membraan in rust

voor calc ium-Lonen, gering is, Deze opvatting wordt. gesteund

door de waarneming, dat wijziging van |Ca,le in myocard-

vezels geen of slechts geringe veranderingvan de membraan-

potentiaal in rust tot gevolg heeft (Weidmann, 1955 Dx,

Hoffmanen,} Suckling, 1956; Ware, 1961; Matsubaraen
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Matsuda; 1969). Ook van andere ionen is geen noemenswaardig

effekt op de membraanpotentiaal van myocardvezels in rust

beschreven,

“Samenvattend kan dus worden vastgesteld dat in Hia”de

membraanpotentiaal' voornamelijk bepaald wordt door de intra-

cellulaire en de extraceïlulaire concentratte vande kaliùm-

ionen; alsmede door het geleidingsvermogen vande celmembraan

‘voor deze ionen. peas TEARniiet

2.5. DE AKTIEPOTENTIAAL

2.5.1. De aktiepotentiaal in een zernuwvezel

Verlaging van de membraanpotentiaal tot de zogenaamde

"drempelwaarde verdorzaakt een“ektiepotentiaal. Volgens de

tonentheorie aea (ae a, Bi Ben Ze

vemnes membraan: voor tonen ten grondslag.’ De ‘diëht-

heidvan de totale membraanstroom (1) wordt op elk moment

„tijdens de aktiepotentiaal gegeven dóor de som van de dicht-

heid vande netto donenstroom(ERE0) en de capacitieve stroom

(Hodekir en Huxley; 1952"d):" a id

vere ea GE
CRD at fe enten acht Ce ae * Eden

EenEden wôrdenweergegeven in nA/em°. Emm isee membraan-

capaciteit (ur/om° Jin E is de afwijking van de membraanpoten-

tiaal ten opzichte van de rustwaarde, Vv wordt, uitgedrukt, Ln

millivolt, de tijd t in msec, wer

Beneden de drempelwaarde is Ee uitsluitend capacitief,

aangezien de netto ionenstroom a is, Depolarisatie tot de

‚drempelwaarde veroorzaakt toename van Ea” De grotere natrium-

influx die hiervan net gevolg is, overtreft de kalium-efflux:

er ontstaat een netto binnenwaarts gerichte stroom. ‚Dit leidt

tòt verdere afnamevan de membraanpotentiaal. Hierdoor neemt

verder. toe, etc, De zeer snel toenemende depolarisatie
Enya
vormt de depolarisatie-fase van de akt iepotentiaal. De
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„initiële toename van Ena ten gevolge van de depolarisatie

wordt spoedig gevolgd door een afname (Hodgkin, enHuxley,

1952 c). Deze afname van ENa tot de waarde van voor de depo=

larisatie zou op zich voldoende zijn om de membraanpotenti-

„aal weer te; laten. terugkeren naar de rustwaarde. Bij-een …

_… zenuwvezel, wordt echter, ook de kalium-efflux groter als ge-

„volg van een, relatief traag op gang gekomen toename van Sx

(delayed rectification). De cepolarisatie=fasevan de aktie-

potentiaal van een zenuwvezel is dus het gecombineerde effekt

van een afname van Sja en een toename ven Bulls AE „ë

2.5.2. De aktiepotentiaal in hartspier,

p
e

Ook in.hartspier wordt de aktiepotentiaal veroorzaakt

door reversibele veranderingen in het geïieidingsvermogen van

de celmembraan. De informatie hiervan is-evenals=-in: zenuw-

weefsel-voornamelijk verkregen door de voltage=tiampstechniek,

Om uit de vorm:en de grootte van,de donenstroomsjuiste con-

clusies te trekken over de aardisvan de,veranderingen inhet

-geleidingsvermogen, moet het gebruikte preparaat uniform:wor-

„sden gepolariseerd. Er loopt dan geen stroomtussen de ver-

schillende membraandelen. In het reuzenaxon,. waarmee ‘Hodgkin

en Huxley hun experimenten uitvoerden, was aan deze voorwaarde

relatief eenvoudig te.voldoen door in de lengterichting’fn

het axoplasma een metalen elektrode op te schuiven (zie voor

uitvoerige beschrijving Hodgkin et Ales 1952 en coïe, 1968).

Inhartspier is een dergelijke ingreep door de veel kleinere

celdiameter en de complexe geometrie niet uitvoerbaar, Om de

problemen van een puntvormige, dus niet-uniforme polarisatie

te ‘omdeilen, wordt” voor stroomtoeaiening.aan hartspierprepa-

raten vaak gebruik gemaakt van de "sucrose--gap" methode (zie

voor beschrijving Db, v. Beeler en Reuter, 1970, a of De Hemptinne,

AI). Ook bij deze methode kan echter een spanningsgradiënt

over het preparaat bestaan, zoals ondermeer blijkt uit een

besprekingvan deze methodiek door Johnson en Liebermaen

(1971). Experimentenvan New en Trautwein (1372, a) met, een



verbeterd voitage clamp circuit leiden tot dezelfde conclu-

sie. Tijdens het vasthouden van de membraanpotentiaal op een

bepaald niveau wordt via een onafhankelijk tweede circuit

de extracellulaire vloeistof van het meetcompartiment op de

aardpotentiaal gehouden (zen. virtual ground clamp system).

Tevens kan regelmatige controle van de intracellulaire lengte-

weerstand plaats vinden, Met behulp van twee mikro-elektroden

en gescheiden meetcircuits was gedurende de stroomtoediening

een verschil in membraanpotentiaal meetbaar tussen cellen

die zich dicht bij de rubber membraan van de sucrose gap

bevonden en cellen aan net einde van het preparaat (afstand

mikro=elektroden ca. 0,5 mm). Werd echter het preparaat zo

kort mogelijk gemaakt (0,25 mm), dan was bij voldoende grote

diameter de spanningsverdeling wel homogeen. Metingen onder

deze omstandigheden toonden aan, dat de meeste gegevens uit

vroegere voltage clamp experimenten althans kwalitatief han-

teerbaar blijven.

De aktiepotentiaal in hartspier heeft een verloop (fig. 1),

dat wat afwijkt van die in zenuwweefsel. In ons onderzoek zijn

voornamelijk fase O0 en fase k van belang. Deze laatste is

reeds uitvoerig besproken. De nu volgende bespreking vamde

aktiepotentiaal in hartspier zal zich dan ook hoofdzakelijk

richten op de gebeurtenissen in fase 0.

2.5.3. Depolariserende stromen van positieve ioren

In myocardvezels bestaan gedurende de aktiepotentiaal

twee binnenwaarts gerichte, dus depolariserende stromen van

kationen, een snelle en een langzame instroom, De snelle: in-

stroom, die oorzaak is van de snelle potentiaalverandering

gedurende fase 0, is vergelijkbaar met de natrium-influx in

de zenuwvezel. De snelste verandering van de membraanpoten-

tiaal tijdens fase 0, dV/dt max, is een maat voor de ionen-

stroom gedurende deze fase, Is het preparaat namelijk opge-

bouwd uit cellén die in de lengterichting zijn georiënteerd

zoals het geval is in de trabekels van het hart, dan kan de
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Figuur 1.
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celmembraan evenals bij het:axon worden opgevat als een één-

dimensionele kabel, Dit is schematisch in fig. 2 weergegeven.

Voor de theorie van de Ééndimensionele kabel verwijzen wij

naar de uitvoerige monografie van Cole (1968), Met behulp van

deze, theorie:kan worden berekend, dat bij: een konstante voort-

geteidingssnelheid van de aktiepotentiaal de membraanstroom

In evenredig is met de: tweede afgeleide van de.potentiaal

‚naar:de tijd. Wanneer. dV/dt maximaal is, dan geldt volgers

vergelijking (4):

Ts
EE, DO
don In Getail, zietAppendix
C
_m :

wanneen, zoalsalgemeen Hamit aangenomen. Gek niet verandert,

‚dan is de snelste verandering-van aemenahaasten: een

z
S
A

e
l
d

=
1

maat. voor de donenstroom.:Voor de zenuwvezel::is dV/dt max.

„gedurende fase 0 dus.een maat voorde natrium-influx. :De.

waarneming van Hodgkin en Katz (1949) An het axon, dat

dv/dt max in sterke mate afhankelijk is van de extracellu-

laire natrium concentratie, is hiermee in overeenstemming.

In hartspierpreparaten van alle onderzochte diersoorten

treedt eveneens, bij afname van [Neteeen daling van

dv/at max op {zie b.v. ‘voor kikkeratrium: _Niedergerke en

“Orkand, 1966 bi voorkikkerventrikel:Brady en Woodbury,

19607 voor konijfie-atrium; “Eoffman en Cranefield, 1960 en

Saito, 1971; voor hondenventrikel:: Matsubara en Matsuda,

1969). De initiële birnenwaarts gerichte stroom, diein

voltage’ ‘clamp experimenten bij een voldoende grote poten-

tiaalsprong wordt waargenomen, is‘eveneens in sterke mate

afhankelijk van [Naej (Dudel et alen 1966; Mascher en Peper,

1969). Ook het eftektop hartspier van tetrgdotoxine„een

stofäte specifiek de snelle instroom van natrium-ionen

(kao,1966; Moore en Narahashi, 1967) of natriun-substituten

(Tasaka et al., 1966) remt, is gelijk aan heteffekt op

zenuwweefsel, Tetroäotoxine veroorzaakt zenden uitzondering

in myocardvezels een afname van dV/dt max (Yamagishi en Sano,

1966; Rougier et al., 1969; Lenfant et al., 1968; Walden

et al., 1969; Seholz, 1969; Yanaga en Holland, 1970).
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relätie in hartspier tussen dV/dt max ‘en de hoogte ‘van de

membraanpotentiaal ‘waarbij de aktiepotentiaal is ‘opgewekt,

vertoont eveneens opvallende gelijkenis met die in het’ axon.

‘Op:blz. 28: wórdt. nog uitvoerig op deze relatie teruggekomen.

‘Al deze gegevens maken het zeer waarschijnlijk, dat-ookin

hartspier de snelie inwaarts gerichte stroom gedurende fäse 0

wordt gedfägen door natrium-ioner. Deze sneïïe natrium-influx

zöu-dar evenals‘in zenuwweefsel hèt gevolg zijn van een snelle

toename van gy, van de celmembraan. verd ELEN

‘Thèoretisch zou de snelle. depolarisatie ook veroorzaakt

kunnen worden door een caleium-influx. Verandering van |ca„le

heeft echter slechts geringe invloed op de hoogte van

aV/at maxÚkikkerventrikelt Ware, 1961; paplliaïrspier câvia:

Stariley em Reiter,1965; atrium en ventrikelvan hond en

konijn: ‘Benftez en-Alanís, 1970; ventrikel van cavia, kat en

gs Tritthaft et al, 1972). f E

wanneer aan myocardvezelseen potentiaalniveau wordt opge-

drongen lager dan „ongeveer …jû mv, dan is na de snelle, natrium-

influx nog een tweede, betrekkelijk langzame binnenwaarts .

gerichte stroom meetbaar, Johnson en Liebermann (1971), zijn

van mening dat. deze stroom een artefakt is als gevolgvan,de

niet=„homogene potentjaalverdeling in net preparaat, Onder.

omstandigheden waarin wel van homogeniteitsprake, is, blijft

de langzame, instroom echter „aantoonbaar (New. en Trautwein,

1972 Bs Experimenten waarbij veranderingen in, ‚de extracellu-

laire vloeistof worden aangebracht, „hebpen waarschijnlijk

gemaakt, dat deze stroom gedragen, wordt door natrium- en/of

ealeium-ionen (Niedergerke en Orkand, 1966 a; Rougier et al.,

1958; Ochi, 1970; Beeler en, Reuter, 197,0 Ds New en Trautwein,

1372 b). Tijdens de, aktiepotentiaal,vindt deze Langzame in-

stroom plaats gedurende het laatste deel van de depolarisa-

fefase en gedurendefase1 en &

KEN TYN
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20 DE AARD VAN DE VERANDERINGENVAN HET GELEIDINGSVERMOGEN

Er Ìs veel getheoret seerd, doeh weinig ‘bekend over het-

geen ten grondslag ligt aan het geleidingsvermogen van de

celmembraan voor een ion en aan de veranderingen ervan. De

beschikbare gegevens hebben hoofdzakelijk geleidtot twee

theorieën: _ nh bi n

a. De membraan bevat kleine, met water gevulde poriën

_ (Solomon, 1960en 1968). De selektieve doorgankelijkheid

voor ionen zou worden veroorzaakt door verschillen in

_poriën-grootte en poriën- lading. Naar gelang de omstan-

digheden zouden de poriën open of dicht ‘kunnen zijn.

b. In de membraan bevindt zich een dragermolekuul, een —

zgn. carrier, dat een sterke bindingsneiging heeft met

een bepäald ion ‘(Hodgkin en Huxley, 195 2 8; Weidmann,

1955 a). Na BEnILng van een don aan het buitenoppervlak

diffundeert de carrier naar het binnenopperviak, waar

‚het ;ion loslaat van de carrier en de intracellulaire

„vloeïtstof: binnengaat ("“facitlítated diffuston' ),. ze.

Voor geen van beide theorieën is. het: bewijs geleverd:Wel

is: aangetoond;:dat verandering van de'membraanpotentiaal: :

leidt tot veranderingen: in de membraanstruktuur Recent: onder-=

zoek van Cohen (1973) aan axonen gedurendeelektrische akti-

viteit heeft. aan: het- licht gebracht; dat de optische eigen-

schappen:van de,celmembraan zowel tijdens de aktiepotentiaal

als.tijdens, voltage elamp experimenten. een spanningsafhanke-

lijke verandering: ondergaan. Erzijn echter geen bewijzen,

dat deze optischeveranderingen een weerspiegeling zijn van

veranderingenin het geleidingsvermogen: van de membraan.

Een aantal membraaneigenschappen laten zich het best be-

sthrijven doorde carriterhypothese,”’De’ plotselinge toename

van Era na supraliminale prikkeling wordt beschouwd als de

“aktivatie’ van in de membraan’ aanwezige ‘nätrium-carriers.

“De hierop volgende afnamevan Bra Herat de” “inaktivatier

van de carrièrs' genoemd, Aktivatië en inaktivatie der natrium-

carriers zijn potentiaal- én tijdsafhankelijke processen,
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1. Potentiaal-afhankelijkheid der. natrium-carriers

De natrium-influx tijdens de depolarisatie-fase van de

aktiepotent {aal isafhankelijk van het aantal geaktiveerde

carriers. Hodgkinen Huxley (1952 a) hebben in het reuzen-

axon aangetoond, dät er een S-vormige relatie bestaat tussen

de ‘rustwaarde van de membraanpotentiaal en dv/dtmax van de

hierbij opgewekte aktievotentiaat. Het aantal natrium-carriers

dat door suprtaliminale prikkeling geaktiveerdwordt, is dus

afhankelijk van de membraanpotentiaal.‘Weidmann (1955a)

toonde in Purkinje-„vezels van het schaap aan, dat ook in dit

preparaat de relatie tussen membraanpotentiaal en dV/dt max

S-vormig was (fig. B Bij een membraanpotentiaal beneden

„50 mV blijven alle’ carriers geïnaktiveerd, Is de membraan-

potentiaal groter dan =90 mv, dan vindt bij supraliminale

prikkeling volledige aktivatie plaats.

2 mijdsafhankelijkheia äer natrium carriers

Na.de snelle. toename van Era als antwoord op een deples

riserende impuls volgt onmiddellijk eenafname. Deze inakti-

vatie.der natürium-carriers is bij zenuwvezels binnen 2 msec

voltooid envindt ook plaats, wanneer.de. membraanpotentiaal

kunstmatig gedepolariseerd wordt gehouden (Hodgkin. en Huxley,

‚1952 d). Inaktivatie betekent echter niet: alleen een terug-

keer. van Eynear de waarde vóórde depolarisatie, maar

tevens een vermindering vande mogelijkheid van de, membraan

om op een depolarisatie met. een toename van Eng VS reageren.

Nakorte tijd neemt dednaktivatie weer afs reaktivatie :

(Hodgkin en Huxley, 1952 e).-De tijdkonstante van de reakti-

vatie is in het reuzenaxon bij: benadering dezelfde. als van

de aktivatie en de inaktivatie. Gegevens over het tijdsver-

Loop van de reäktivatie in hartspier zijn niet eensluidend,

Weidmann (1955 a) en Strauss en Bigger (1972) concluderen

uit hun experimentele gegevens, dat de tijakonstante van de

reaktivatie in, respectievelijk Purkinje-„vezels van het schaap

en spiervezels van het konijne-„atrium zo klein is, dat aan

het Sanevan, de repolarisatie-„fase van, de aktiepotentiaal
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de reaktivatie van het natrium-carriersysteem volledig is.

Gegevens van Haas et al. (1971) uit kikkeratria en van

Reuter et al. (1972) uit ventrikelmyocard van de cavia

wijzen echter op een relatief langzaam verloop van de reak-

tivatie. Bij de bespreking van onze resultaten zal uit-.

voerig op deze publikaties worden ingegaan.

De potentiaal en âe tijdsafhankelijkheid van de veran-

deringen van Ena zijn moeilijk te beschrijven met behulp van

de poriënhypothese, Andere membraaneiïgenschappen, zoals de

blokkade van de natrium-influx door tetrodotoxine, laten

zich zowel in de poriënhypothese als in de carrierhypothese

goed inpassen. De waarneming dat de toename van dV/dt max

als gevolg van een bepaalde verhoging van Ina” | minder

sterk wordt bij hogere natrium-concentraties (reuzenaxon:

Hodgkin en Katz, 1949; konijne-atrium: Bouman et al., niet

gepubliceerd) is echter weer suggestief voor de (verzadiging

van) carriers.

Op grond van de bovengenoemde gegevens hebben wij voor-

keur voor de carrierhypothese. Met betrekking tot het gelei-

dingsvermogen van de membraan voor natriumionen zal dan

ook verder in termen van carriers worden gesproken.

2,7. HET AKTIEVE NATRIUM-/KALIUM TRANSPORT

De voortdurende kalium-efflux en natrium-influx, die in

rust door de celmembraan plaats vinden, zijn betrekkelijk

gering. Hodgkin en Horowicz (1959) berekenden voor skelet-

spiervezels een natrium-influx in rust van Sea picomol/em°.sec.

Conn en Wood (1959) bepaalden in het in situ geperfundeerde

hondenhart een natrium-influx van Ù pLeomol/em sec, terwijl

Langer (1967) voor de geïsoleerde papillairspier van de

hond 5,9 picomol/em°.sec berekende. Metingen van Carlslake

en Weatherall (1962) in het konijne-atrium leidden tot

een schatting van de natrium-influx van 8 pieomol/em.see.

De toename van de natrium-influx gedurende de aktiepotentiaal



‘ts door:Noble (1962) ‘voor Purkinje=vezels berekend op

77 pieomol/em, sees Volgens Langer (1967) bedraagt de

natrium-influx în pepiflairspiëer var de ‘hond per aktie-

potentiaal 71 picoïnol/cm“.see. Bij al deze berekeningen

is uitgegaan van een vezel, die bij benadering eylindrisch

is met een regelmatig oppervlak: Hét oppervlak van een *…

myocardvezel wordt echter vergroot’ door'talrijke invagiïna-

ties van het ‘T=systeem (Simpson en Oertelis, 1962; Nelson’

en Benson, 1963; Sommer en Johnsort, 1970); zodat de opge=

geven waardenvan: de natrtum-influx zonder twijfelte groot

zijn per'eenheia vanoppervlak. Bovetdien kan bij fluxme-
tinken eënmogelijke foutenbron worden gevormä door dezoge-

naamde ‘exchange äiffusion. De essentievan Ait mechaniste,

‘dat voor het eerst’ gepostuleerd:isdoor Ussirg (1949),' is

dat erdoor middei van ten carrier eënt:1 uitwisseling

plaatsvindt tussen de inttacellulaireen de extracellu-

laïte: natrium-tonen. Aangezien doorexchange diffusion geen

verandering vân de natrium concentraties geschiedt, maar

wel verpläatbirig van hatrium-isotopetidoor de celmembraan,

‘‘kurinen:de influx en de-efflux van de tracer groter zijn âan

de netto natrium-influx of -efflux. Keynes en Swan (1959)

schatterns;;dat ún kikkerskeletspier 50% van de natrium-efflux

geschiedt’ viaexchange diffusion. Van andere weefsels zijn

geen :getevens-bekend, Een mogelijke exehaänge diffusion maakt

dusde: tratcermethoden niet vòlledig bettouwbaar. ik:

In iëêdergeval is het duidelijk, dat‘er een mechanisme
moet "bestaan‘om natrium-" en kaliüm-ionen tegen hùn elektro-

chemische gradiënt in te verplaatsen, aargezien anders de

verschillen tussen intraceìlulaïreen extracelluiaire con-

centraties geleidelijk zouüenworden opgeheven. Experimenten

vanHoügkin en Keynes (1955)met radio-äktief gemerkt natrium

ven kalium hebben aangetoond;“dat zenuwvezels kaliùm-ionen

kunmen- opnemenen natrium-ionenì naar buiten kunnen’ pompen.

Toevoeging van stofwisselingsremmers‘als'dyanide, azide'en

2sh-dinitrofenol häd ‘een afname van de: natriùm-efflux tot
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gevolg. Verlaging van Ee leidde eveneens tot afname van

de natrium-effluxs. Korte tijd later toonden zij (Hodgkin en

Keynes, 1956) door veranderingen van de intracellulaire

vloeistof via injekties door een mikro-pipet aan, dat ‚de

natríum-efflux evenredig was met [Na|, De gemiddelde

efflux van natrium-ionen per intraceliulaire mmol/l bedroeg

0,76 pieomolfem“ „sec.Het bestaan van een aktieve Na/K-pomp

met „dezelfde eigenschappen is sindsdien in verschilldende,

weefsels aangetoond (Keynes en Swan, 1959 a; Whittam en.

„Wheeler, 19614 Glynn, 1962), Onderzoek aan zenuwvezels

(Caldwell et Ales 1960 a en b) en erythrocytmembraan

‚ (Hoffman, 1962; Postet al., 1960) heeft aangetoond dat

adenosine-trifosfaat(ATP) als energiebron fungeert.

Er zijn verschillende theorieën opgesteld over de, manier,

waarop zieh het aktieve natrium- en kealium-transport vol-

trekt. Hiervan is het carriermodel van Skou het meest.gang-

baar geworden. Uit, de celmembraan van de. zenuwvezel, van de

krab is door Skou een enzymgeïsoleerd dat in staat is AIP

ve splitsen, een zogenaamd ATP-ase (voor overzicht, zie …

‚Skou, 1965). De aktiviteit van dit enzym is, afhankelijk van
de concentratie natrium- en kalium-donen: Na/K-ATP-ase,

x, Magnesium-donen zijn nodig als aktivator. Het model van

Skou heeft in tegenstelling tot andere modellen het, voor-

deel, dat-het berust op de werking van. het Na/K-ATP-ase,

waarvan de aanwezigheid is aangetoond (b.v. in hartspier:

Bonting et al., 1964; Schwartz, 1962; Portius en Repke,
1963). Voor geen enkel model bestaan overigens experimen-

tele aanwijzingen. Ei Bert

‚ Een bepaalde groep. farmaka, de hartglycosiden, is. al enige

„eeuwen bekend om de stimulerende werkingop de kontraktie-

„kracht van, het hart, Door Schatzmann (1953) ís als eerste

in erythrocyten aangetoond, dat het aktieve natrium transport

door deze farmaka wordt geremd..Sindsdien is dezeeigenschap

ookin andere weefsels. zoals skeletspier, hartspier, nier=

en zenuwweefsel, gedemonstreerd. De remming geschiedt waar-
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schijnlijk door competitiemet kälium-ionen op een plaats

aan het buitenoppervlakvan de ‘celmembraan (Page et al.,

1964). voor het bestuderen van de werking van de Na/K--pomp

wordt veelvuldig van’ de,Hartglycosïieen gebruúik gemáakt.

Het is ‚mogelijk, dat nogeen tweede enzymsysteeem, betrok-

ken is bij het, aktieve satrium transport. In erythroeyten

neemt namelijk de natrium.e£flux na maximale remming door

_ouabaine (experimenteel het meest gebruikte hartglycogide)

“verder af bij toevoeging van ethacryne-zuur . Hoffman en …

Kregnou_ (1966) concluderen uit hun experimenten, dat er,

twee mechanismen voor het aktieve natrium transport, aanwezig

arj Pomp L. net de reeds beschreven ‘afhankelijkheid van

[ie Le en. [Nalt wordt geremd, door ouabaine; pomp II is on-

zevoelig voor ouabaine, wordt gerend door ethacryne- zuur en

blijkt afhankelijk te zijn van [Nalet Keynes en Steinhardt

(1968) en Bosteels en Carmeliet, Cure) hebben in respect ie-

velijk kikkerskeletspier en Purkinje-„vezels van het runder-

hart aangetoond, dat ook in deze weefsels de aktieve natrium-

efflux kan ‘worden onderverdeeld in twee componenten, Deze

componenten hebben dezelfde eigenschappen als pomp ra en AI

van Hoffman, enA (1966).

Op. paaie van hek aantal glycosidesmotekuïen, dat nodig

was om 50% van het aktieve Na/K-transport.;te remmen,schatte

Glynn (1957) het aantal transportplaatsen in menselijke

erythroeyten op 1000 tot 3000.per cel. Tosteson (1966) bere-
kende voor. schapenerythrocyten. 5000 transportplaatsen. per,

cel. Hiervoor werd aangenomen dat de transporttijd vaneen

kalium-ion door. de membraan of.de voor hydrolyse van. een

ATP-molekuul benodigde tijd 1 seconde.was, Tosteson meende

„gehter dat deze tijd onwaarschijnlijk langwas, zodat het.

werkelijke aantal. transportplaatsen per. cel minder zou.zijn.

Dat slechts een klein gedeelte van decelmembraan.bij. het
aktieve ‚Na/K transport is betrokken, werd bevestigd. door met

behulp. van een bepaalde centrifugeertechniek:; de aktieve.

plaatsen van de celmembraan te isoleren. De fraktie waarin
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zich al het membraan-ATP--ase bevond, bevatte slechts 6,5%

van de totale, membraanstikstof (Tosteson, 1966).

Beb. DE ELEKTROGENE WERKING VAN HET AKTIEVE NATRIUM-TRANSPORT

In 1955 ontdekten Hodgkin en Keynes dat de natrium-efflux

van het: reuzenaxon afrem tot een-derde’ vari de voorafgaande

waärde, wanneer kalium ‘úit“ het omgevende zeewaterwerd‘vér-

wijderd. Zij ‘opperden de mogelijkheid, dat de natrium-&fflux

die niet aan de’ kalium-influx was geköppeld;, een potentiaal-

versehil zou opwekken. gif berekendeti, dat de betrokker

‘natrium-efflux een stroom leverde van 1,8 wÂ, Zodat ‘de

bijdrage aan de membraanpotentiaal slechts inPENzou zijn

bij een membraanweerstand in rust van 1000 ohm cin° (Gole-

en Hodgkin, 1939). De waarneming dat stopzetten van de

Na/K-„pomp door de Lidinitfofenol geen aantoonibäre verande=

ring van de membraanpotent1aal op korte, termijn veroorzaakte,

sldot volgens Hodgkin en ie (4955) een elektrogeen effekt

“Wan de pomp dan” ook niet uit De geringe toename van de mem=

braanpotentiaal (1 tot U ‚5 Lie na eenintracellulaire injektie

met een geconcentrèerde HaCti--oplossing (4 mol/1) kon daaren-

tegen goed worden verklaard uit de elektrogene werking van

de pomp, die was gestimuleerd: door de: toename van [Na“|,

(Hodgkin en Keynes, 1956).

Sindsdien zijn in vele weefsels aanwijzingen gevonden;

dat de Na/K-pomp een elektrogene werking heeft\" Bij de expe-

rimenten met hartspier wordt het preparaat dan in het alge-

meen eerst geïncubeerd in een badvloeistof met een lage. :

temperatuur. De lage aktiviteit van de Na/K-pomp leidt dan

tot verhoging van kaj, en afname van KL, (Délèze, 1960;

Page en Storm, 1965; Niedergerke en Orkand, 1966 b'). Verwar-

‘ming van het.preparaat gaat gepaard met sterke stimulatie

van de: Na/K-pomp:, enerzijds door de: témperatuurverandering

zelf;anderzijás door de hoge [Na”|, + Het gedrag van de.

membraanpotentiaal bij verwarming leidt dan tot conclusies
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over de elektrogene werking,van ‘de Na/K-pomp. Ie

Page en Storm (1965) zenden, dat bij verlaging van de

temperatuur van 28° tot 4°C de membraanpotentiaal van

papillairspiervezels van de kat binnen enkele uren daalde

van -61,3 mV tot -25,6 mV, Zij beschouwdendeze depolarisa-

tie als het: gevolg van de verandering van Ve en Var Plot-

selinge: verwarming tot, 28°c deed de membraanpotentiaat bin-

nen. 9 minuten terugkeren op. de. uitgangswaarde, De intracel-

lulaire. concentraties waren echter pas na ongeveer -60 minu-

ten hersteld.:Wanneer de Na/K-pomp was geremd door toevoe-

ging van ouebaine (107 mol/1), dan trad geen herstel van’

de. membraanpotentiaal op. Page en Storm (1965) concludèer-

den hieruit,-dat de:Na/K-pomp een elektrogene werking had.

Taimai en Kagiyama (1968) zagen een zeer gròte toename

van: de membraanpotenttaal van zowel atrium- als venttikel-

vezels vân de kat, wanneer na eenurenlange periode bij 40

het preparaat weer werd verwarmd. De”membraanpöteritiaal

bereikte ongeveer 3 uur nahet‘begi van de verwarming een

maximum, om vervolgens weer Langzaam te dalen, Omdat de

gevonden waarden te hoog’ waren om verklaard te kunnen worden

doorVi, meenden de auteurs dat de hyperpolarisatie net gevolg

was van de aktiviteit van een elektrogeen werkende Na/K-pomp.

Zij baseerden deze veronderstselling op de waarneming, dat

vervanging van het extracellulaire NaCl door LiCl tijdens het

optreden van de nyperpolarisatie onmiâdellijk tot een afname

vän de membraanpotentiaal leidde. Lithium kan namelijk de

rol van de nätrium-ionen overnemen tijdens de‘passieve, _

influx, doch wordt niet meer aktief naar buiten gepompt.

De dalènde|sa'heis1át dan ‘tot vermindering, van de akti-

viteit vandeNa/K-pomp (Keynes en Swan, 1959 a,en Bl Toe-

Jimo1/1) gedurende de,hyper-voeging van“ouabaine (107 = 10

polarisatiehad eenzelfde effekt alshet vervangen van NaCl

door Lic: De maximale hyperpolarisatie was. hoger bid,‘toename

van jk> wat inovereenstemming was met deinvloed,van

[x* | op“de pompaktiviteit. Naarmate het preparaat,langer
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bij B°C wordt gehouden, zal [va* |;

ting dat op grond hiervan de mate van hyperpolârisatie af-

hoger zijn. De verwach-

hankelijk was van de duur van de incubatdeperiode be ue,

werd bevestigd.

Giitsen (1972) veranderde [Naej vanhet cavia-hartoor

door het preparaat gedurende bl uurbij h_6°G in een kâlium-

arme badvloeistof met verschillende concentratiës NaCl te

brengen: Hierna werd verwarmd tot 35°C. De extracellulaire

ruimte, gemeten met inuline, Dléek bij-de:lage temperatuur

ongeveer 15% te zijn afgenomen. IK |, werd lager tijdens de

hypothermie en nam toe gedurende de verwarming. [Na' |,

tijdens de hypothermie toe,. wanneer de badvloeistof NaCl

bevatte, doch nam; af im NaCl-vrijesof Na-vrije omgeving.

Bij. het: verwarmen.vond een‚netto.natrium-efflux plaats uit

de vezels,waarvan [Nat 4 was toegenomen, terwijl en netto

natriumrinflux plaats vond in atria met een. lage. [na*_

‚De toename yvan de membraanpotentiaal tijdens verwarmen ver-

toonde slechts een overshoot in de vezelsmet een hoge

[Na”dje „Duur en amplitudo van de overshoot waren afhanke.

lijk, van [nat |, Een invloed van ehloor- ionen kon worden,

verworpen, Wanneer namelijk 50% NaCl van de badvloeistof _

was vervangen door cholinechloride, dan was het gedrag van

de membraanpotentiaal bij verwarmen gelijk aan dat, wat

werd gezien wanneer dezelfde hoeveelheid NaCl was vervangen

door sucrose, Glitsch (1972)‘concludeerde uit zijn, experi-

menten, dat de membraanpotentiaal van het cavia-hartoor na

hypothermie wordt beïnvloed, door een aktieve, elektrogene

natrium--pOmp , die wordtgeaktiveerd door, intracellulaire

paerLONEN,

Ehara (1972) tet stripsvan de kikkerventrikel bij

1-3c‘gedurende, 20 tot 50 uur incuberen ih een oplossing

met èèn :zeer lage kalium-concentratie. De strips werden De

vêrvolgensgeplaatst in oplossingen van 18-„20° C, „waarvan de

kalium-concentratie verschillend was. Het herstel van de

membraanpotentiaal ging gepaard met een ouabaïne-„gevoelige

overshoot, waarvan de amplitudo en„de duur afhankelijk,

waren van je es
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Hiraokaen Hecht (1973) vonden,dat ook in Purkinje=

vezels van het schaap bij. verwarmen, na een 2} uur durende

periode bij OC in kalium-arm milieu; het, herstel van de

membraanpotentiaal geschiedde met een overshoot. Na toe-

voeging van ouabaine was de overshoot niet aantoonbaar,

evenmin als bij verwarming in kalium-arm milieu. Vervangen

van NaCl ín de badvloeistof door LiCl deed ook de over-

shoot verdwijnen. Wanneer het preparaat slechts 15 minuten

aan de lage temperatuur was blootgesteld, dan geschiedde

het herstel van de membraanpotentiaal bij verwarming even-

eens zonder overshoot. Evenals Ehara (1972) verklaren

Hiraoka en Hecht (1973) hun waarnemingen door een elektro-

geen werkende Na/K-pomp aan te nemen.

Via een ander type experimenten concludeerde ook Vasalle

(1970), dat de Na/K-pomp een elektrogene werking had. Hij

stimuleerde het aktieve transport door aan zijn preparaat,

Purkinje-vezels van schaap en hond, een betrekkelijk hoge

frekwentie op te dringen ("overdrive"). Hierna werd plotse-

ling weer op de spontane frekwentie overgegaan. Tijdens de

overdrive tradna een initiële depolarisatie een toename van

de maximale diastolíische potentiaal op. In aanwezigheid van

2,4-dinitrofenol of LiCl in plaats van NaCl bleef deze

hyperpolarisatie achterwege. Na het stopzetten van de prik-

keling bestond er een tijdelijke onderdrukking van de

spontane aktiviteit ("overdrive suppression"), een effekt

dat in kalium-rijk milieu was verminderd. De membraanweer-

stand bleek na de periode van overdrive niet veranderd,

Vasalle veronderstelde, dat de hyperpolarisatie tijdens de

overdrive het gevolg was van een elektrogene pompwerking,

terwijl ook voor de overdrive suppression voornamelijk de

aktivatie van de elektrogene pomp verantwoordelijk werd

gesteld,

Uit konijne-atria zijn geen gegevens bekend over het al

of niet elektrogeen zijn van het aktieve natrium transport,

Op grond van het bovenstaande lijkt het echter waarschijn-

lijk, dat in zoogdierenhartspier, dus ook van het konijn,
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het ‘aktiéve natrium transport tenminste gedeeltelijk onaf

hankelijk van het’ kälium-transport ‘geschiedten AUB : een
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HOOFDSTUK 3

METHODIEK

3.1. KEUZE VANHET PREPARAAT

„De: experimenten‘die in dit proefschrift worden beschre-

ven, zijn voortgekomen uit het ‘onderzoek ‘dat Viersma:in ons

laboratorium heeft verficht, Om een goede vergelijking van

de resultaten mogekijk:te:maken, ‘is:hetzelfde proefdier :!

gebruikt, namelijk het konijn. Viersma deed zijn.metingen

aan de crista terminalis van het geïsoleerde rechter atrium.

Dit preparaat is spontaan aktief door de:aanwezigheid van

de sino-auriculaire knoop. Volledige verwijdering van de

sino-auriculaire knoop gelukt zelden. Hierdoor is;het-meestal

niet mogelijktom'bij de gebruiktertemperatuur van: 37,5 °C

het preparaat.te-drijven met ;frekwenties-lager. dan: 3 Ha.

In het verloop van ons onderzoek ontstond de behoefte om

membraanpotentiaal en dV/dt-max ook bij zeer lage frekwen-

ties te meten, Na aanvankelijk experimenteren in de crista

terminalis ís daarom overgestapt op het geïsoleerde linker

atrium, dat in het algemeen niet spontaan aktief is. Het

linker hartoor bezit evenals het rechter hartoor aan de

‚„endocardiale zijde een trabekelstruktuur. Onder een aoergnle

_ mikroskoop wordt de mikro-elektrode altijd geïmpaleerdin

de trabekel waarop ook de prikkeïelektrode is geplâatst.

Voor zoverwij hebber kunnen nagaan,“bestäan tussen” N

myocârdvezels uit techtér en ánker’ atrium geen elektro-,

fysiologischeverschillen. kennen

_ Pt Wettenhe PREPARAAT |

Voor de vervaardiging van het geïsoleerde rechter atrium-

preparaat wordt verwezen naar het proefschrift van Viersma
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(1969). Om het linker atriumpreparaat te verkrijgen worden,

nadat het hart uit de thorax is verwijderd, beide atria

tezamen van de ventrikels gescheiden door met een krom

schaartje het ventrikelmyocard en het interventriculaire

septum vlak onder de annulus fibrosus door te knippen.

Hierna wordt het rechter atrium van het interatriële septum

lesgeknipt., Het nu geïsoleerde linker atrium wordt vanuit

het ostium atrioventricuiare ingeknipt naar de rand;;van het

hartoor. Het linker atrium kan dan worden opengeklapt.

Onder lichte spanning wordthet preparaat, met de endocar-

diale zijde boven, op een;teflonring in het orgaanbakje

gefixeerd met kleine roestvrij-stalen nietjes. Het gladde

interatriële septum en de trabekels:van het hartoor zijn.

dan. duidelijk ziehtbaar..

33. DE DOORSTROMINGSVLOEISTOF:

Evenals Viersma-hebben wij :de doorstromingsvloeistof

gebruikt, die is beschreven door McEwen (1956): De samenstel-

ling hiervan is als volgt: NaCl …  :: 130,6 ‘mmol/l
zr OET ade KCl a di

zel in dl Cacl, zis 2,a

‘NaHcô, ae

Nak,PO, 2 nn ke.

glucose: 11,1 Te

sadcharöse 13, 2

“Hoewel in tiet proefschrift van Vièërsmia (1969) wordt beschre-

ven, dat de intracellulairemagnesium-concentratie gedurende

enigeuren toereikend is voor de aktivatorfunktie van het

ion„op,het aktieve“tonentransport, is toch als routine

HgC1,

eonecentratie van 1,7 di De doorstromingsvloeistof wordt

aan de doorstromingsvloeistof toegevoegd tot een

na voorverwarmen tot 37°C‚verzadigd met „earbogeen (95%,‚0 en

5% CO2) De pi bij deze temperatuur ‘bedraagt 1,35 + 0,05.
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3.4. HET DOORSTROMINGSSYSTEEM sau zie

De voorverwarming en de verzadiging met earbogeen van de

doorstromingsvloeistof vindt plaats volgens het principe

van Szekeres en Vaughan Williams (1962). Vervolgens stroomt

de vloeistof na passage van een fijnregelkraan en een flow-

meter via een systeem van glazen spiralen in het orgaan-

bakje. De verwarming geschiedt, behoudens enkele kleine

wijzigingen, volgens het door Bouman (1965) ontwikkelde.

ertsen: De spiralenen het orgaanbakje zijn verzonkenin

een roestvrij-stalen preparatenbak,Deze is geheel gevuld

met gedeïoniseerd: water, dat wordt rondgevoerd door het

pompsysteem'vän «eén thèrmostaatbad (Tamsor,stype: T9).

doorstromingsvloëistof wordt ‘hierdoor in de spiralen op de

gewenste temperatuur gebracht (37,5°cC), alvorens het orgaan-

bakje te bereiken. De toevoerplaats bevindt zieh in de bodem

van het orgaanbakje. De afvoer vande vloeistof geschiedt

aan het vloeïistofoppervlak via een vertikale afvoerbuis,

die met een vacuumpompsysteem is verbonden (fig. lb).

inhoud van het orgaanbakje is 25 ee. Wij gebruiken een

doorstromingssnelheid van 25 ee per minuut, zodat de inhoud

van het orgaanbakje Één maal per minuut geheel wordt ververst.

De temperatuur van de doorstromingsvloeistof in het

orgaanbakje is zeer konstant: 37,5 + BASB,

3.5. HET VERANDEREN VAN DE SAMENSTELLING VAN DE

DOORSTROMINGSVLOEISTOF

Zowel voor het toedienen van een extra hoeveelheid KC1

teneinde de extracellulaire kalium concentratie te verhogen,

als voor het toedienen van farmaka hebben wij gebruik ge-

maakt van het door Viersma (1969) besenreven infuussysteem.

Via een regelbare infusiepomp wordt een geconcentreerde op-

lossing aan de doorstromingsvloeistof toegevoegd. In een

mengkamer wordt met behulp van een draaiende glazen cilinder

met overlangse groeven voor goede vermenging gezorgd,
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De infuste-=vloeistof kan iet tegèlbare snelheid

worden: toegevoegd, Met behulp van een draaïende'

glazen eylinder worden de’ doorstromingsvloeistoë |

“en de infusie-vloeistof”“gemengd, voordat het

orgaanbakje wordt bereikt,
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alvorens de vloeistof het orgaanbakje bereikt (fig. U).

De infusievloeistof wordt met een snelheid van 1 cc per

minuut toegevoegd. Bij de door ons gebruikte doorstromings

snelheid wórdt dan na ca. 3 minuten in het orgaanbakje 95%

van de eindeconcentratie van de toegevoegde stof bereikt.

Om zeker te zijn van voldoende diffusie in de interstitiële

ruimte van het preparaat worden pas metingen verricht, nadat

de infusievloeistof tenminste 15 minuten is ingelopen. Voor

het uitwassen van de toegevoegde stof wordt dezelfde tijds-

duur genomen,

3.6. DE PRIKKEL-APPARATUUR (fig. 5)

Het preparaat wordt opeenvolgend met verschillende fre-

kwenties gedreven. Er is een bipolaire prikkeleiektrode

gebruikt, bestaande uit twee in araldiet gesmolten platiná

draden, waarvan de uiteinden 0,1-0,2 mm uit de isolatie ste- |

ken (onderlinge afstand 0,8 mm). De stimulator, waarmee de

prikkelelektrode is verbonden, geeft via een stimulus ee

isolation unit een stroompuls af. De stroomsterkte hiervan

is binnen ruime grenzen onafhankelijk van de weerstand tus-

sen de elektrodepunten. De duur en de sterkte vande prikkel

zijn instelbaar. Er is steedsgewerkt met een prikkelduur

van 0,5 msec. Na het bepalen van de prikkeldrempel (meestal

0,1-0,2 mA) wordt voor de prikkelsterkte een waarde van

anderhalf maal de drempelwaarde ingesteld.

De stimulator wordt gestuurd door een omschakelbare

stuuroscillator. Deze bevat twee onafhankelijke oscillatoren,

waarmee frekwenties instelbaar zijn tot 10 HZ. Wordt de

stimulator door de ene oscillator met een bepaalde frekwen-

tie gestuurd, dan is de andere oscillator niet op de stimu-

lator aangesloten. Deze kan dan worden ingesteld op de fre-

kwentie, waarop moet worden overgeschakeld. Wanneer van de

ene frekwentie op de andere wordt overgegaan, dan wordt het

interval waarin de overschakeling plaats vindt, eerst afge-

maakt, Parallel aan de stimulator ís een digitale interval-
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meter geschakeld ter controle van de ingeschakelde frekwentie,

In de stimulatór kän een uitsteltijd (delay) worden in-

geschakeld tussen de ttriggerpuls uit de stuurosctllator en

Ee prikkel. Er is steeds niet: een uitsteltijd van 10 msec

gewerkt. Dit heeft grote voordelen bij de kene! van de

meidagende (zie:blz. 48). ú

3.7 INTRACELLULAIRE POTENTIAALMETING ‘(fig 5)

"Dé membraanpotentiaadl wordt. gemeten met glazen mikro-

etektroder (Ling. en Gerard, 1949), De mikro-elektroden zijn

vervaardigdmet een:gemodificeerde elektrodetrekker. volgens

Biersteker (1964). Na het vullen met. eengeleidende ‘zoutop-

lossing (2,5 mol/1l KCl en. 2 mmol/l K-citraat) wordende

elektroden geselekteerd op elektrische weerstand. De gebruik-

te mikro-eclektroden ‘hebben een weerstand tussen:15 en 40

megohm en een.tippotentiaal kleiner:dan5 mV. ‘Experimenteel

is aangetoond,dat een elektrode met. een weerstand.groter

dan 45 megohm-een puntdiameter heeft kleiner dan 0,5u

(Nastuk emsHodgkin, 1950)... Hierdoortreedt: bij AE

geen noemenswaardige membraanbeschadiging op.

Wanneer: als indifferente elektrode een gechloreerd zilver-

„Plaatje wordtgebruikt (voor uitvoerige beschrijving zie’

Viersma, 1969); “dar treedt: soms tijdens: het experiment pola-

risatie van het oppervlak van deze elektrode. op; Potentiaal-

verschillen.die gemeten zijnover langere tijd, kunnen hier-

door. onderking slecht vergelijkbaar zijn. Dit probleem is in

onze experimêhten, grotendeels ondervangen door een. twee.

kanaals afleiaversterker te gebruiken. Beide kanalen zijn

18 ohm. Hierdoor wordtidentiek. De ingangsweerstand is 10°

een verwaarloosbare hoeveelheid stroom aan de cel onttrokken.

De mogelijkheid om de tippotentiaal en de capaciteit van

mikro-elektrode + verbindingskabel te compenseren, is per

: kanaat ingebouwd, evenals de mogelijkheid om de elektrode-

weerstand te meten. Het ongewenste: spanningsverloop van de

uitgarg=van de kanalen van de afleidversterker is verwaar-
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loosbaar; (minder dan 0,1 mV per uur). Het frekwentiebereik

van de afleidversterkers. is van O tot 13 kHz.

Demikro-elektrode van kanaal A wordt intracellulair

gebracht, de mikro=elektrode van kanaal B wordt extracellu-

lair gehouden. Beide kanalen meten het potentiaalverschil

tussen mikro-elektrode en het gechloreerde zilverplaatje.

De signalen uit de kanalen A en B zijn aangesloten op een

ingebouwde verschilversterker. Het uitgangssignaal: hiervan

geeft het potentiaalverschil weer tussen intracellulaire en

extracellulaire ruimte weer, terwijl het nauwelijks wordt

beïnvtoed door eventuele veranderingen aan.het zilverplaatje.

“Op: dezemanier kunnen onderling ‘goed:ivergelijkbare. waarden

van de membraarpotentiaal worden gemeten gedurende een

periode:'van. enkele uren. Tenzij anders. vermeld, is steeds

gebruik: gemaakt van potentiaalmeting met'twee mikro-elektroden.

| Iedere mikro-elektrode is bevestigd imeen elektroden-

‘ houder. Deze is gemonteerd op een mikros=maniputator «die van

een stappenmotor is voorzien, De elektrodenhouder kanmet

de hand op en neer gedraaid worden, Deze beweging kan ook

worderi uitgevoerd met behulp van de stappenmotor: De snel-

heid, waarmee de stappen (groottes-t: mikron) op: elkaar vol-

gen, :is: met een elektronische stuureenheid te variëren: van

1 tot 150 stappen per sekonde, De mikroselektrode. vän kanaal

A wordt met de bovengenoemde apparatuur (Schreurs et al.,

4974) in de goedeintracellulaire positie gebracht. Als:

reriterium hiervoor wordt genomer een membraanpotentiaal in

Pust,: die bij een prikkelfrekwentie van 1 Hzeen waarde ‘heeft

groter dan -70 mV, AN

3.8. HET VERWERKEN VAN DE GEGEVENS

3.8.1. Het differentiëren van de akticpotentiaal.

ze Met behulp vanelektronische schakelingen wordt de: aktie-

potentiaal gedifferentieerd. Tijdens het experiment. worden

de:aktiepotentialen vastgelegd op een elektromagnetische
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‘band van een instrumentatierecorder (zie onder), zodat hèt

differentiëren in principe na het experiment kan plaats

vinden;-Een groot nadeel hiervan is, dat met ‘het opgenomen

Signaal ookde ruis van de instrumentatierecorder wordt’ ge-

differeritieerd."De gedifferentieerde aktiepotentiaal kan

dan in de gedifferentieerde ruis onmeetbaar worden; ‘Om deze

reden werd overgegean tot het differentiëren van de aktie-

potentiaal tijdens het experiment, De hoogste in de aktie-

potentiaal voorkomende frekwentie is ongeveer 8 kHz a

waarneming met behulp’ van een frekwentië-analysator).

afshijd-frekwentie van de differentiator dient nier dus

bovente liggen: Onze differentiator völdoet aan deze eis,

het =5 dB-punt ligt bij 9,2 kHz. De differerntiator is zodanig

“datworpen, dat de uitgangsspanning 1 volt bedraagt, wanneer

de ingangsspanùing K000 “volt”‘per sekonde verandert. De maxi-

male stijgsnelheid van ‘de aktiepotentiaal is altijd Tager

dat 400 volt per sekonde. Wijbieden de äktiepotentiaal 10x

versterkt aande aiffereritiatoraan, teneinde een goed meet-

baar!'üitbangssigneal te krijderi. ‘Dit uitgangssignaal wordt

“Iätervergeleken met een testpuls van 1 volt:

3.2.2. Het registreren van de gegevens (fig. 5)

De dktiepotenttaal, de gedifferentiëerde aktiepotentiaal,

de triggerpuls van de stuuroscillator ende prikkel worden

tijdens het experiment vastgelegd op de elektromagnetische

band van een instrumentatierecorder (Ampex type FR 1300 of

1800). Er wordt een loopsnelheid gebruikt van 30 inch per

sekonde om een frekwent Tebarid vän O tot 10 kHz te réalïseren.

De‘signâal-=ruis: verhóudingvan de instrumentatierecorder is

“het gunstigst, wanneer het opgenomen signaal een piekwaarde

“heeftvan ee 1 volt. De aktiepotentiaal, waärvan de amplitudo

90 tot 100’ mv: bedraagt, wordt daarom 1Ox versterkt alvorens

op de band te wörden opgenomen. Het uitgangssignaal van de

dfferentiätor is reeds Ke de gewenste waarde. De prikkel
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en de triggerpuls worden met. behulp van potentiometerschake-

lingen.aan-het vereiste niveau aangepast. De signalen. die

aan de instrumentatierecorder worden aangeboden, worden

„evenals de opgenomen signalen zichtbaar gemaakt op verschil-

lende oscilloscopên., Hierdoor is controle van de opname.

mogelijk.

3.8.3. Het meten van de membraanpotentiaal

Na het experiment wordt voor-iedere;aktiepotentiaal de.

membraanpotentiaal in rust gedigitaliseerd metb-een AD omzet

ter (Didac 8300, Intertechnique). Een signaal kan hiermee …

worden uigedrukt in maximaal. 200 niveau's (counts). Tevoren

wordt de gevoeligheid zodanig-ingesteld, dateen op de band

zopgenomen signaal van 50 mV een numerieke waarde: heeft, van

ongeveer 150-countss Er Kunnen dan hoogteverschillen van de

membraanpotentiaal worden.gemeten van ongeveer 0,3 mV.

De AD omzetter wordt.gestart;met de triggerpuls van de

stuuroscillator. Zoals vermeld.op:blz.:45 is de tijdsduur

tussen deze triggerpuls en de erop volgende prikkel ongeveer

10 msec. Gedurende 5 msec na de triggerpuls worden vijf

samples van het, signaal, de membraanpotentiaal, genomen. De

gemiddelde waarde van deze samples wordt beschouwd als de

„membraanpotentiaal:waarbij de op de prikkel volgende aktie-

potengiaak.is opgewekt.
zige eten Aere

3.8.4, Het meten van dV/dt max

- ‚In -het begin van ons onderzoek werd de hoogte van,

dV/dt max.bepaaläop de door Viersma (1969) beschreven wijze.

Na het experiment. werdde.gedifferentieerde aktiepotentiaal

aangeboden aan een UV-recorder. (C.E‚C. recording oscillograph

type 5-124). De amplitudenwerden met een Lineaal ‘gemeten.

Aangezien de galvanometers lineair. waren tot l,5 kHz, werd

de instrumentatierecorder afgespeeld met de halve opname-

snelheid, In een vroeg stadium werd ertoe overgegaan om ook
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dV/dt max te bepalen met de AD omzetter (Didac 800,

Interteehnique). Met behulp van een topdetector wordt op

de top van het signaal, de gedifferentieerde aktiepoten=-

tiaal, eenkortdurend. pulsje gegeven. Dit pulsje geeft

het sample-commando.
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HOOFDSTUK: b

PRIKKELEREKWENTIE ENDE’ DTAS POLI -

SCHE MEMBRAANPOTENTI:AAL

k.1. INLEIDING

In het onderzoek van Viersma (1969) is aangetoond dat in

het konijne-atrium een afname van dV/dt max optreedt, wanneer

de prikkelfrekwentie wordt verhoogd. De gebruikte frekwenties

liggen in het trajekt van 2 Hz tot 9 Hz, Deze waarneming komt

overeen met bevindingen in o.a. caviaventrikel (Johnson en

MeKinnon, 1957; Tritthart et al., 1968), konijne-atrium

(Yamagishi en Sano, 1967; Strauss et al., 1968) en konijne-

ventrikel (Gibbs en Johnson, 1961). Volgens de ionentheorie

berust de afname van dV/ât max op een vermindering van de

natrium-instroom gedurende de depolarisatiefase. Van de

mogelijke oorzaken, een minder sterke toename van Sna gedu-

rende de depolarisatiefase en een afname van de elektro-

ehemische graäiënt voor natrium-îonen, achtte Viersma de

eerste onwaarschijnlijk. Uit opnamen van over elkaar gefo-

tografeerde aktiepotentialen was namelijk gebleken, dat

verhoging van âe prikkelfrekwentie tot waarden onder 5,9 Hz

geen afname van de diastolische potentiaal veroorzaakte.

Verondersteld werd, dat in het konijne-atrium, evenals in

het reuzenaxon (Hodgkin en Huxley, 1952 c) en in Purkinje-

vezels van het schaap (Weidmann, 1955 a), de reaktivatie van

de natriumcarriers volledig was, wanneer de repolarisatie

was voltooid. Viersma (1969) stelde als hypothese, dat de

afname van dV/dt max bij verhoging van de prikkelfrekwentie

voor frekwenties onder 5,9 Hz berustte op een verlaging van de

concentratiegradiënt voor natrium-ionen als gevolg van een

intracellulaire ophoping van natrium-ionen. Boven de
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genoemde frekwentie zou ook een minder sterke toename van

Enya? veroorzaakt door een verlaging van de diastolische

membraanpotentiaal, een rol spelen.

Een van de pijiers waarop de hypothese van viersna rustte,

was dus de waarneming, dat over een betrekkelijk groot

frekwentiegebied de diastolische membraanpotentiaal niet

werd beïnvloed doer deprikkelfrekwentie. Orienterende

experimenten met onze methode voor het meten van de mem-

braanpotentiaal deden echter vermoeden, dat toch ook bij

relatief lage frekwenties een frekwentieverhoging leidde

tot een geringe afname van de diastolische potentiaal. In

dit hoofdstuk wordt eerst het verloop van de membraan-

potentiaal in rust beschreven, wanneer na een periode

waarin het hart wordt gedreven, de stimulatie plotseling

wordt gestaakt. Aansluitend volgen de resultaten van de

meting van de diastolische membraanpotentiaal bij verschil

lende frekwenties.

1,2, EXPERIMENTELE PROCEDURE

De registratie van het verloop van de membraanpotentiaal

na het staken van de stimulatie geschiedde door het ver-

sterkte signaal op papier vast te leggen met een polygraaf

(Elema Schönander, Minograf 81).

De invloed van de prikkelfrekwentie op de diastolische

membraanpotentiaal werd onderzocht door aan het preparaat

een serie van steeds hogere frekwenties op te dringen. De

laagste frekwentie was-1 Ha. Opeenvolgende frekwenties

verschilden nooit meer dan 1 Hz. Als bovengrens van een

frekwentieserie werd de hoogste frekwentie genomen, waarbij

het preparaat geen geleidingsblok vertoonde. Dit varieerde

van 6 Hz tot 9 Hz. Indien mogelijk werd dezelfde frekwentie-

serie ook in omgekeerde volgorde doorlopen. De diastolische

membraanpotentiaal en dV/dt max werden bij een frekwentie

pas gemeten, wanneer de betrokken frekwentie tenminste 1 mi-

nuut aan het preparaat was opgedrongen. In deze periode was
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voor beide parameters steeds een steady state bereikt. De

gemiddelde waarde van de membraanpotentiaal en van dV/dt max

van 10 opeenvolgende aktiepotentialen werd genomen als de

respectieve steady state waarde bij de betrokken frekwentie.

4.3. RESULTATEN

beregenen vo TE CN Meen! be.

4.3.1, De rustpotentiaal

Algemeen wordt aangenomen, dat de aktiepotentiaal in

myocardweefsel over een groot frekwentietrajekt volledig

repolariseert en dat de membraanpotentiaal na de repolari-

satie gedurende enige tijd konstant is, totdat een nieuwe

aktiepotentiaal wordt opgewekt. Figuur 6 toont een intracel-

lulaire registratie bij een prikkelfrekwentie van a Hz. De

  

membraanpotentiaal lijkt gedurende vele honderden :mr 1-

seconden konstant te zijn. Uit figuur 7A blijkt ech er, dat

dit nietRENLeen‚defiguur.LetHEtonderste |

gedeelte van een aantal aktiepotentialen bij 1 Hz bij een

grote versterking weergegeven. De membraanpotentiaal lijkt

tussen de aktiepotentialen in voortdurend toe te nemen, .

Het stop zetten van de stimulatie toont, dat deze toename

zieh nog vele seconden lang kan voortzetten. Blijkbaar

wordt de membraanpotentiaal zelfs bij een zeer lage frekwen-

tie niet konstant, maar neemt nog steeds toe tot het moment ,_

dat een volgende aktiepotentiaal wordt opgewekt.

De membraanpotentiaal waarbij een aktiepotentiaal wordt

opgewekt, wordt meestal. diastolische potentiaal of membraan-

potentiaal gencemd,. Deze laatste naam suggereert ten onrechte,

dat de membraan tussen de aktiepotentialen in konstante

eigenschappen heeft. De membraanpotentiaal waarbij een

aktiepotentiaal wordt opgewekt, wordt in dit onderzoek verder

"start-potentiaal" genoemd, als equivalent voor het in de

angelsaksische literatuur helaas slechts weinig gebruikte

begrip “take-off potential”.
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eat

Figuur“ 7. Het;verloop van:de membraanpotentiaal:na het stop -

zetten vande stimulatie. Ema

„boorde ‚groteversterking is;slechts het onderste

gedeelte van, de.aktiepotentialen zichtbaar. De,

regisstraties,Aen, B, stimulatie-frekwentie resp.

EEnUzen 3 He, zijn ‚gemaakt uit dezelfde vezel.

Ondanks het verschil in Startpotentiaal tussen, wk

„beide frekwenties (- 10,° mv bij 1 Hz, -68, 6 mybij,

dl ad 3 Hz) bereikt de membraanpotentjaal na het stop,

_ „Zetten. van de ‚stimulatie uiteindelijk, ongeveer,

Aenatsde“waarde (resp. 11,2mv,‚en1,Á Hz).
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In figuur 7B is een registratie weergegeven uit dezelfde

vezel als in figuur 7A, maar nu is de stimulatie gestaakt

na een periode van drijven met 3 Hz. Het is duidelijk dat

de startpotentiaal bij 3 Hz lager is dan bij 1 Hz. De toe-

name van de membraanpotentiaal na het staken van de stimu-

latie vindt in eerste instantie sneller plaats dan in

figuur JA. Uiteindelijk bereikt de membraanpotentiaal in
beide registraties ongeveer hetzelfde niveau. Wanneer de

stimulatie wordt stopgezet bij frekwenties hoger dan 3

äà U Hz, dan treedt eerst een positive napotentiaal op;

waarna de membraanpotentiaal een waarde aanneemt die hoger

is dan de startpotentiaal tijdens de periode van stimulatie.

Een voorbeeld hiervan is weergegeven in figuur 8. Er is geen

systematisch onderzoek verricht aan deze "overshoot". Wel

werd geconstateerd, dat tijdens de “positieve napotentiaal

een hogere membraanpotentiaal wordf bereikt, naarmate de

prikkelfrekwentie in de voorafgaande periode hoger ís

geweest.

1.3.2. Prikkelfrekwentie en de startpotentiaal

Uit 17 preparaten zijn in het verloop van het onderzoek

36 frekwentieseries geregistreerd. Deze series, afkomstig

uit 24 verschillende vezels, vertonen steeds dezelfde ef-

fekten. Figuur 9 toont een experiment, waarbij aan het pre-

paraat frekwenties van 1 Hz tot en met 8 Hz zijn opgedro-

gen, de aktiepotentiaal bij 1, 3 en 6 Hz uit dezelfde vezel.

Evenals in alle andere Prekwentieseries vindt ook in dit

experiment bij verhoging van de frekwentie een afname van

dV/dt max plaats en een toename van de tijd die verloopt

tussen de prikkel en het begin van de aktiepotentiaal.

De duur van deze zogenaamde latentietijd” is in dit experi-.

ment relatief lang, zodat: de startpotentiaal na het prikkel-

artefakt goed meetbaar is. Er is geen‘ verschil aantoonbaar

tussen deze startpotentiaal en de membraanpotentiaal vlak

voor de prikkel. In andere experimenten is de latentietijd
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Figuur 9. De aktiepotentiaal en ‚de gedifferentieerde aktie-

potentiaal bij resp, 1u 3 en 6 Hz uit dezelfde

vezel, gefotografeerd van het scherm van een

oscilloscoop, waarvan de tijdbasis werd gestart

door het prikkel=artefakt.
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Figuur 10. De invloed van de prikkaltrekgentie op dV/dt max

(A) en de startpotentiaal (B).

Ieder punt geeft een gemiddelde waarde weer,”

berekend over 10 opeenvolgendeaktiepotentialen

in steady state, De. standaard=afwijking van het

gemiddelde (SEM), naar weerszijde uitgezet, valt

meestal binnen de groote van het symbool.



soms ZO koft, dat prikkelartefakt en aktiepotentiaal in

elkaar overgaan. Nauwkeurige bepaling van de startpotentiaal

na het prikkelartefakt is dan niet mogelijk. Om deze reden

wordt als startpotentiaal steeds de waarde genomen van de

membraanpotentiaal, die ongeveer 5 msec vóór de prikkel

heerst (zie paragraaf 3.8.3.).

In figuur 10A en B wordt de relatie weergegeven tussen de

príikkelfrekwentie en respectievelijk dV/dt max en start-

potentiaal. Het betreft dezelfde vezel als in figuur 9.

Opvallend is het verloop van de startpotentiaal. Voor het

gehele gebruikte frekwentie-trajekt geldt, dat verhoging

van de prikkelfrekwentie een afname van de startpotentiaal

veroorzaakt. Bij verlaging van de frekwentie gebeurt het

omgekeerde, In dit preparaat verandert de startpotentiaal

ongeveer 1 mV per Hz. Meestal is de verandering minder

sterk.

De startpotentiaal is bij een bepaalde frekwentie niet

in alle vezels even hoog. Figuur 11, waarin twee frekwentie-

series uit verschillende preparaten zijn weergegeven, toont

hiervan een voorbeeld. De figuur laat tevens zien, idat de

vezel met de hoogste startpotentiaal niet altijd de hoogste

dV/dt max heeft. Uit de experimenten is duidelijk geworden,

dat de mate waarin dV/ät max en de startpotentiaal afhanke-

lijk zijn van de prikkelfrekwentie, van vezel tot vezel kan

verschillen, zelfs binnen hetzelfdepreparaat. Is echter de

procentuele verandering van de startpotentiaal bij toename

van de frekwentie groot, dan bestaat er ook een sterke

procentuele verandering van dV/dt max.

4.4, BESPREKING VAN DE RESULTATEN

h.l,1. De membraanpotentiaal na het staken van de stimulatie

De Wldeeesk experimenten hebben aangetoond, dat de

membraanpotentiaal zelfs bij een prikkelfrekwentie van 1 Ez

niet konstant wordt, maar tussen de aktiepotentialen in nog
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voortdurend toeneemt. Pas vele seconden na het stop zetten

van de stimulatie wordt een konstante waarde bereikt. Dit

verloop van de membraanpotentiaal zou het gevolg kunnen:

zijn van een voortzetting van het proces, dat aan de repo-

larisatiefase van de aktiepotentiaal ten grondslag ligt.

Ook is het mogelijk, dat het wordt veroorzaakt door een

proces datvoortdurend plaats heeft en waarvan de werking

na het staken van de stimulatie relatief sterk tot uiting

komt .

Er bestaat geen eenduidige verkiaring ‘voor de repolari-

satiefase van de aktiepotentiaal in atriumspier van het

konijn. Algemeen werd aangenomen dat aan de repolarisatie

hetzelfde mechanisme ten grondsiag lag als was aangetoond

in het reuzenaxon (Hodgkin en Huxley, 1952 ec) en in kikker

atria (Rougier et al., 1968 en 1969): een toename van Ex

Gegevens van Giebisch en Weidmann (1971), verkregen uit

voltage clamp experimenten met trabekels van de schapen-

ventrikel, maken echter waarschijnlijk, dat de repolarisatie-

fase in hun preparaat door een ander mechanisme wordt ver-

oorzaakt, namelijk door een langzame afname van Eng en/of

Sca” Beschouwingen over het mechanisme van de repolarisatie-

fase van de aktiepotentiaal in het konijne-atrium zijn door

het ontbreken van gegevens slechts speculatief. Welk mecha-

nisme dit in de toekomst ook blijkt te zijn, het kan op dit

moment niet worden uitgesloten als mogelijke oorzaak voor

de nyperpolarisatie die na het staken van de stimulatie

optreedt. Om de positieve napotentiaal te verklaren, die
de membraanpotentiaal na een periode van stimulatie kan

vertonen, moet dan een bifasisch verloop van dit mechanisme

worden verondersteld.

Het verloop van de membraanpotentiaal na het stop zetten

van de stimulatie kan echter ook geheel worden verklaard

door een verandering van de aktiviteit van de Na/K-pomp.

Bij een bepaalde prikkelfrekwentie in steady state worden

de passieve natrium-influx en kalium-efflux volledig door

het aktieve transport gecompenseerd. Na het staken van de
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stimulatie zijn deze passieve ionenfluxen plotseling veel

kleiner. Wanneer wordt verondersteld dat nu het passieve

transport vande natrium- en de kalium- toren door het aktieve

transport wordt overtroffen, dan leidt deze situatie tot een

afname van |Na' Ee en ‘een toename van Ik |: Het ATP-ase, dat

bij het aktievenätrium- en kallumtransport isbétrokken,

Na|, er |K |. Verwacht kari‘dus
worder, dat de: afname van a -l - leidtfot eer dalirg van

de pompaktiviteiten wel tot een niveau, waarop weer ‘geldt:

 
wordt gestimuleerd door

natrïumsefflux-= natrium-influx en kallúm-efflux='kaltum-

influx. De gestegen concentratiegradiënt, voor kalíum-ionen

kan de toename van de. membraanpotentiaal werklaren, die Ma

het staken van de stimulatie wordt waargenomen:

De positieve napotentiaal: kan eveneens door een langzame

afname..van de aktiviteit. vande Na/K-pomp worden verklaard,

wanneer -wordt-aangenomen.dat ook in hetkonijrne=atrtum ‘het

aktieve natriumtransport elektrogeen. is. Argumenten.voor

deze«aanname zijn uitvoerig besproken in,paragraaf, 2.8.

Tijdens de.,afname, van de pompaktiviteit na hetstopzetten,

van de.stimulatie,zal de. membraanpotentiaal niet. alleen

worden, beïnvloed, door de stijging van Vp, maar.ook door een
gelijktijdige vermindering van de bijdrage vandeelektrogene

pomp. Deze laatste faktor kan dan de oorzaak zijn van de

positteve:.napotentiaal. Schematischisdit weergegeven in :

figuur 12. Wanneer de stimuilatiefrekwentie hoog is, dan zal

de bijdrage van de elektrogene pomp aande startpotentiaal

relatief groot=zijn. In dat gevalzal na'het*.stop zetten.

van de stimulatie een relatief grote. positieve napotentiaal

moeten optreden. B beschreven wennen is Kiermee in’

overeenstemming.’ Hete

In de literatuur zijn geen experimenten bekend, waarbij

in het konijne-atrium de stimulatie wordt stop gezet na het

remmen van üe- NafK-pomp.: De informatie die uit dergelijke

experimentén in zenuwweefsel is verkregen, stéunt ‘echter de

veronderstelling, dat het aktteve membraantransport: een *

belangrijke roï speelt bij het tot stand komen van de
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hyperpolarisatie en de positieve napotentiaal, In ongemyelini-

seerde zenuwvezels is namelijk eveneens een overshoot

aangetoond, wanneer de celmembraan na net staken van de stimu-

latie KAD Hz) hyperpolariseorde (Ritchie en Straub, 1957).

Deze zogenaamde post=tetanic hyperpolarization (PTH)

verminderde na toevoeging van eb-dinitrofensl en van

ouabaine en verdween zelfs geheel, wanneer het extracellulaire

NaCl werd vervangen door LACL, ‚De ‘auteurs concludeerden

hieruit,k dat,„de aktiviteit „van de Na/kK-„pomp aan de PTH ten

grondslag moest Liggen. Uit experimenten, met gemyeliniseerde

kikkerzenuwen mep een kleine diameter, ‚berexende Straub. (1961),

dat de PTH kon worden, verklaard, wanneer, de Na/K=pomp

ongeveer 2 natriumionen tegen 1:kaliumion zou verplaatsen,

Aan deze hypothese. van een elektrogene natriumpomp door

Rang en,Ritchie (1968). Zij toonden aan, dat naast de.

aktieve natrium-efflux een passieve-chloorsefflux plaats. vond,

zodat het :elektrogene effektvan depomp gedeeltelijk was

kortgesloten; Afname van |C1'|, ‘deed zowel de duur als de

amplätudo van de PIK sterk toenemen. Ook onder: deze

omstandigheden verdween;de PTH, wanneer ouabaine werd.

toegevoegd:of::wanneer het extracellulaire NaCl-door LiCl

werd vervangen. í

etri
AK A)

h‚h.2.Dednvloed van de frekwentie op;de startpotenttaal…

__ Bij verhoging van. de prikkelfrekwerntie, nemen denatrium-

influx en de kalium-efflux toe (zie bv. Langer, 1968;

Polimeni en, Vasalle, 1970).Een hogere prikkelfrekwentie

vereist dus een grotere aktiviteit van de Na/K-pomp.

Verwacht kan worden, dat ten gevolge van het grotere elektro-

gene, effekt van deze pomp de steady, state — startpotentiaal

bij hogere frekwenties toegenomen zal zijn. Dit fenomeen is

door Vasalle (1970) in Purkinje vezels aangetoond. In ons

preparaat werd echter uitsluitend het, tegenovergestelde Kad

effekt gezien. Dit kan niet zonder. meer worden. verklaard. ze

uit de kortere duur van het interstimulus-interval. Rnd:



Welliswaar wordt hierdoor de aktiepotentiaal vroeger in de

repolarisatiefasevan de voorafgaande aktiepotentiaal

opgewekt, doch het effekt hiervan op de’ stärtpotentiaalwordt

tegengewekt door de bij frekwentieverhoging optredende

“verkorting vande‘aktiepotentiaalduur (Hollander en Webb,

1955; Greenspan et al, 1967; Gelbandet al., 1972). Bovendien
vindt de- afriame' van ‘de startpotentiaal ook plaats bij

frekwentieverhoging onder 5 Hz, terwijl inhet konijnie-atrium

bij ‘alle frekwenties de repolarisatïe na 150 à 200 msec *

nagenoeg voltooid is, Dé in dit hoöfdstuk aangetoonde toename

‘ vän de: membraanpotentiaal na de eigenlijke repolarisatiefase
geschiedt veel te langzaamom de lagere startpotentiaal bij

een korter Anterval, met atiüere woorden bij een hogere

frekwentie, te kunnen verklaren. Eef sa

DaTa ae literatuur worät algemeen, aangenomen, datbij

frekwentie--verhoging een daling,van, [k* mi optreedt. De

verlaging van, de ‘concentratie--gradtent van de kaliumionen

zou de verklaring kunnen zijn, voor de lagere startpotentiaal.

Hercus et al. 4955) vonden dn strips van de ratte-ventrikel

eenafnamevan ikLe met 20 mmo1/1 bij een frekwentie-

„verhoging, van 12 tot 100 slagen per minuut. Metingen van

“Reiter(1955)in hetzelfde. preparaat lieten minder,‘grote

verschillen zien: bij 10 Hz was [k*in ongeveer 8 mmo1/1

lager dan bij 4 HZ. LA overeenstemming met een verlaging

van[kt 5 bij toename. van de frekwentie is het tijdelijke

verlies van kaltumionen, dat uit hartspier optreedt na

overschakeling op een hogere frekwentie. Sarnoff et ‚al;

(1963) vonden, dat dit kalium verlies gepaard singmet een

“verhoogd ;Zuurstofverbruik en ‘veronderstelden een relatie me &

hetaktieve membraantransport Zij werden gesteund door j

“metingen \van Langer en Brady (1966) aan de Venefflux uit

geperfundeerde papillairspieren vande hond. In het verloop

van, de radioaktiviteit van de uitstromende vloeistof was een

fase te onderscheiden, waarvan de snelheid van de

radioaktiviteitsafname gelijk was aan die van het totale

weefsel. De auteurs beschouwden deze fase als representatief
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voor het verlies ‘van: intracellulair Har, Het -kaliumverltës

na de frekwentieverhoging duurde ongeveer 20 minuten en

was maximaal na Ö minuten.Mede op: grondvan de publikatie van

Conn en-Wood: (1959); waarin-een toename van [Na* | bij hogere

frekwentiesaannemelijk werd gemaakt, kwamen Langer en Brady

(4966). tot de hypotheses:\dat het kaliumverliës werd ver=.

oorzaakt door een relatief trage toename vande :aktiviteit

“vande Na/K-pomp- (“punp lag”). Na: een. verhogingvande

frekwentie zou de pompniet direkt in staat-zijn om na iedere

… aktiepotentiaalde corncentratie-gradient van ‘deiónente:

herstellen. Hierdbor vindt een aframe:van-:dt [4 “plaats ereen

‘stijging van lna*là … Op geleide hemteebeaetets zoude.

aktiviteit van de: Na/K--pomp”worden verhoogd tot eeft:OND

state wordt bereikt. Eej FEE, Bm8 BRL

Gilmore enGerlings (1969) steunden echterde door, Hajdu

(1953) opgestelde hypothese. dat, het ‚kallumyerlies werd ‚ver-

oorzaakt door een vermindering, van, dekalium-influx als.

gevolg, van het kortere interstimulus-interval. Het, kalium-

verlies na frekwentieverhoging duurde volgens deze. auteurs

slechts. enkele minuten en; 49u ook, plaats’ kunnen hebben zonder

toename van het zuurstofverbruik, bijvoorbeeld bij overgang

op, ventrikelfibrilleren.‚Wanneer ‚van, ‚paired. stimulation, werd

overgeschakeld op, normaal. stimuleren met verdubbelde frekwentie,

zoaat het aantal aktieepotentialenper tijdseenheid, onveranderd

bleef maar het aantal kontrakties. tweemaal zo;hoog werd,

aantrad geen. keliumverlies op, terwijl het; zuurstofverbruik

afnam. Op grond van hun waarneming dat het kaldumverlies

na frekwentieverhoging langer duurde, wanneer in het,preparaat

een;zuurstoftekort heerste,suggereerden Gerlings et.al. (1969),

datdit deverklaring zou: kunnen zijn voor het langdurige,

kaliumverliesin de experimenten,van Langer en Brady(1966),

aangezienhet preparaat van.deze twee auteurs niet.met, bloed

maar met een ‚zoutoplossing werd geperfundeerd. „Latere _

experimenten.van Gilmore et alAAST) toonden aan,dat. de

grootte van hetkaliumverlies bij frekwentieverhoging niet

werd beïnvloed, door, de snelheid,. waarmee de ‚verandering. van
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de frekwentie tot stand was gebracht. Ondanks de hierna.

gevoerde discussie (Langer, 1972; Gilmore, 1972) is tot

op heden geen overeenstemming bereikt over de oorzaak van

het kaliumverlies.

Erzijn in de literatuur=sgeen gegevens bekend over

kaliumverlies uit konijnesatria. bij frekwentieverhoging.

Wanneer wordt: aangenomen dat ditpreparaat vergelijkbaar

is met:“het honde-hert, ‘dan kunnen de gegevens uit dit |

Jaatste preparaat worden gebruikt om een: schattïng: te maken

van de afname van [by In de experimenten waärin de frekwen-

tie.van ongeveer 100 tot ongeveer 200 slagen per:minuut wordt

verhoogd, is hetgemiddelde kaliumverlieëes53: #Ed' (SEM="10 veg),

zoalsikan worden berekend uit de, publikatie varGilmore en

„Gertings (1969), tabel I, exp. ft, hb en-9. Wanneer.de ‘aänname

Juist is, dat van het 100 gram wegende preparaat 75% wordt

ingenomen door het weefselwater en dat zich hiervan35%in’

de interstitiele ruimte bevindt (Gilmore et al., 1971),

dan; zou het genoemae kaliumverlies leiden tot eenafname

van:1K'|,- met. 1,1 mmol/l. Uitgaande van [K“|, = #50 wmo1/1
betekent: dit. een verlaging’ van V,, met 0,2 mV. Uit 19 experimen-

ten in het konijne-atrium hebben wij berekend; dat de gemiddelde

afname van de startpotentiaal bij een vergelijkbare frekwentie

„verhoging, namelijk van-2 Hz tot 3 Éz, in dit preparaat 0,7 mV

(SEM:=. 0,1 mV) bedraagt. Deze afname is significant groter

dan de waarde, die op grond van het kaliumverlies uit het

honde-hart kan worden verwacht (t-toets, 5%-niveau). Langer

en Brady (1966) berekenen uit hun metingen, dat |K'|, bij
een meer dan viervoudige toename van de frekwentie (van 8 tot

38 slagen per minuut) afneemt met 2,1%. Uitgaande van IKL, =

150 mmol/l zou dit leiden tot een afname van Ni met 0,5 mV.

In onze experimenten veroorzaakt echter een frekwentie-

verhoging van 1 Hz tot # Hz een gemiddelde afname van de

startpotentiaal met 2,7 mV (SEM = 0,4 mV).

Bij de interpretatie van de bovenstaande berekeningen moet

worden bedacht, dat verschillende diersoorten met elkaar zijn

vergeleken. Misschien verliest het konijne=-hart bij
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frékwentieverhoging meer kalium dan dat van de hond:

Bovendien is er een verschit in-&xperimentele omstandigheden.

HePwijY Gilmore en Gerlings (1969) en Langer eniBrady (1966)

hun preparaat met respectievelijk bloed en een ‘zout-oplossing

doorstroomden, wordt in-onze experimenten het prepdraat met

een zout-oplossing OMstroomt. Het isniet uitgesloten dat.

ons. preparaat in een,‚liechte mate ven. hypoxie: verkeert ten!

opzichte. van, een-geperfundeerde: hart, waardoor. bij :frekwentie-

verhoging een groter kaliumverlies kar optredenHet:dsechter 7

ook mogelijk, dat er behalve -de afname vanV‚ nog‘andere

mechanismen.-aan; de daling:vanrde startpotentiaal:bij:frekwentie-

‚verhoging ten, grondslagliggen, zoals bijvoorbeeld egen dating

van Epsofeentoename.van Ey,Er zijn echter geenexperimenten

„bekend,;diesenige aanwijzing ineen dergelijke richting geven.

int

h.5.:CONCLUSTES oon orn ee Es TUE bent Ri elken

Het staken van de stimulatie: veroorzaakt een hyperpolari-

satie van de celmembraan.:De positieve napotentiaal, die na …-

„r-een.relatief hoge prikkelfrekwentie:wordt waargenomen, is

‚in overeenstemming met de, aanwezigheid van een elektrogene

natriumpomp. zi

De. startpotentiaal neemt af,‚ wanneer de. prikkelfrekwentie

wordt verhoogd. Bij verlaging van de frekwentie: gebeurt:het

omgekeerde: …: «uu,

rarwt
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HOOFDSTUK 5

IKKELFEFREKNWENTIE EN DE AKTIVE es

NGS E

5.1. INLEIDING

In hartweefsel bestaat een relatie tussen de hoogte van

de startpotentiaal en dV/dt max: aktiveringskurve (Eng.:

activation-curve of membrane responsiveness-curve). Na de

experimenten van Weidmann (1955 a), waarvan reeds in parâ-

graaf 2.6. melding is gemaakt, is ook in myocardvezels van

vele andere diersoorten aangetoond, dat afname van de

startpotentiaal een daling van dV/dt mex veroorzaakt (hond:

Davis en Temte, 1968; cavia: Tritthart et al, 1972; konijn:

Strauss en Bigger, 1972; mens: Gelband et al, 1972).

daling van dV/dt max die bij frekwentieverhoging optreedt,

is dus in overeenstemming met de in hoofdstuk h beschreven

waarneming, dat onder deze omstandigheden de startpotentiaal

afneemt. Om de vraag te beantwoorden, of deze afname van de

startpotentiaal voldoende sterk was om net effekt van de

frekwentie op dV/dt max volledig te verklaren, werd een serie

experimenten uitgevoerd. De vraagstelling viel in twee delen

uiteen:

1. hoe verloopt de aktiveringskurve van het konijne-atrium ?

2. kan met-benulp van deze kurve de invloed van de frekwen=

tie op dV/dt max worden verklaard uit de relatie tussen

frekwentie en startpotentiaal ?

De resultaten van de experimenten hebben geleid tot een

volgende experimentenserie waarin de vraag centraal stond,

of de aktiveringskurve afhankelijk was van de prikkel-

frekwentie en zo Ja, welk mechanisme hieraan ten grondslag

lag. Deze experimenten worden eveneens in dit hoofdstuk

beschreven.
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5.2. EXPERIMENTELE PROCEDURE

Weidmann (1955 a) toonde in Purkíinje-vezels aan, dat de

aktiveringskurve onafhankelijk was van de wijze waarop de

startpotentiaal werd khena Toediening van polariserende

stroom en verandering van [ct fe leverden in dezelfde vezel

een gelijke aktiveringskurve op. Tevens bleek, dat bij wijzi

ging van de startpotentiaal de verandering van dV/dt max

zeer snel plaats vond. De relatie tussen startpotentiaal en

dv/dt max was dus momentaan bepaald. In ons onderzoek is

de aktiveringskurve bepaald door IK [o- te veranderen.

Nadat eerst onder normale omstandigheden 10 à 20 aktie-

potentialen bij een prikkelfrekwentie van 1 Hz zijn gere-

gistreerd, wordt bij dezelfde frekwentie aan de doorstro-

mingsvloeistof met een infusie-snelheid van 1 ce/min

MeEwen-oplossing toegevoegd waarin per liter 8,5 gram KC1

is opgelost. Bij de gebruikte doorstromingssnelheid (25

ee/min) wordt hierdoor in het orgaanbakje Ea jn geleidelijk

verhoogd tot 10 mmol/l. In de meeste preparaten bedraagt de

opgetreden daling van de startpotentiaal dan meer dan 10 mV.

Wanneer het preparaat relatief ongevoelig blijkt te zijn

voor de verhoging van K[os dan wordt de infusie-snelheid

verdubbeld. In alle gevallen wordt hierdoor een startpoten-

tiaal bereikt waarbij geen aktiepotentialen meer kunnen so

worden opgewekt. Aangezien Lt … in het orgaanbakje slechts

langzaam. stijgt, vindt de afname van de startpotentiaal. en

dus van dv/dt max, geleidelijk plaats (fie. 13) Dé aktive-

ringskurve ‘wordt bepaald door gedurende deze fase van iedere

aktiepotentiaal de startpotentiaal en dV/dt max te meten.

Na de "kalium-depolarisatie! wordt de infusie--porp stopgezet .

De registratie wordt als succesvol beschouwd, wanneer de

startpotentiaal en av/at max na het uitwassen van de overmaat

KCl weer stijgen tot de uitgangswaarde.

Indien technisch mogelijk, wordt uit dezelfde vezel een

frekwentieserie afgeleid. In latere experimenten is getracht

om, na het uitwassen van de overmaat KC, uit dezelfde vezel
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de aktiveringskurve bij een andere frekwentie te registreren.

Dit is slechts in drie preparaten gelukt. Pogingen om uit

dezelfde vezel de kurve voor meer dan twee frekwenties te

‘bepalen, faalden steeds.

D.,3e RESULTATEN:

5.3.1. De aktiveringskurve van het konijne-atrium

In figuur 1l is uit 6 verschillende vezels van U prepara-

ten de aktiveringskurve bij 1 Hz weergegeven. Het is opval-

lend, dat deze kurve van vezel tot vezel kan verschillen, zelfs

binnen hetzelfde preparaat. In hoofdstuk U is reeds vermeld,

dat ook de frekwentieserie van vezel tot vezel kansverschil-

len. Voor een goede vergelijking van de aktiveringskurve

met de relatie tussen de startpotentiaal en dv/at max bij

frekwentieverhoging is het dus van belang, dat aktiverings=-

kurve en frekwentieserie uit dezelfde vezel zijn geregis=

treerd. Om deze reden kon geen gebruik worden gemaakt van

de aktiveringskurve van het konijne-atrium die in de loop

van ons onderzoek door Strauss en Bigger (1972) werd gepu-

bliceerd,

Uit 15 verschillendeatriumvezels van 9 proefdieren is

het gelukt om uit dezelfde vezel zowel een 1 Hz-aktiverings-

kurve als een frekwentieserie te registreren. Bij sommige

vezels gelukte het zelfs meermalen, zodat kan worden beschikt

over 2l registraties. Het experiment dat in figuur 15 is

weergegeven, is representatief voor 21 van de oh registraties.

De relatie tussen de startpotentiaal en dV/dt max bij

frekwentieverhoging blijkt niet gelijk te zijn aan de rela-

tie die door de aktiveringskurve wordt uitgedrukt. De afname

van dV/dt max bij frekwentieverhoging is sterker dan op

grond van de opgetreden daling van de startpotentiaal mag

worden verwacht. Bovendien blijkt, dat deze extra-afname

van dV/dt max groter is bìij hogere frekwenties. Dit is

eveneens af te leiden uit tabel 2, Hierin is voor iedere
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Tabel E:

De gegevens zijn erkoneteuit het‘experiment dat in,

figuur 15 is weergegeven.

Indeeerstetärie kolommen zijndegegevens van. de:

frekwentieserië=vermeldâ. De ‘hoogte ‘vari:de startpotenttaal:

bijëën bepaalde frekwentie is,„evenals:die-van dV/dt max;

het gemtddètde:värdewäarden, die-bij 10 opeenvolgende:

äktiepotentialen‘insteädy state zäjngemeten, ‘In de vierde

kolom is de waarde vermeld,-äie:dV/dt ‘max heeft,;-wanneef:de

betrokken startpotentiaal door toename van EN is verkregen

(bépaktdmet behulp van“de'"ftHe-aktivePingskurve):De: vijfde

kolom toont het verschil tussen de hen van dias max

uitdeVantge tweëkòlommen 4 B AP De

12



frekwentie de gemeten waarde van dV/dt max vergeleken met

de waarde die. ‚av/dt max zou hebben gehad, wanneer de betrok-

ken startpotentiaal niet zou zijn en door frekwentie-

verhoging, maar door verhoging van [k* |

_…… In 2 van de. 2 „experimenten werd het tegenovergestelde

resultaat gevonden: de afname van dV/dt max bij frekwentie-

verhoging was minder gan bij een even grote depolarisatie

door verhoging van pt |,s in 1 experiment waren de veran-

deringen in de frekwentieserie gelijk aan die in de akti-

veringskurve. Een verklaring voor het afwijkend resultaat

van deze 3 experimenten kon niet ‘worden gevonden. De aantal-

len zijn echter van dien aard, dat als algemene ‘regel mag

worden gesteld, dat de afname van de startpotentiaal door

frekwentieverhoging leidt tot een lagere waarde van ALL

max dan wanneer de startpotentiaal in dezelfde mate zou.

zijn afgenomen ten gevolge van een verhoging van,„Ie bee

(teken-toets).

De waarde ‘van dV/dt max bij een:‘bepaalde startpotentiaal

Lijkt dus afhankelijk te zijn van defrekwentie: Op grond

niefvan' is de verwachting gerechtvaardigd, dat’‘de frekwen-

tie Een invloed heeft op de aktiveringskurve.'(De in’ de

“Volgende páragraaf beschreven experimenten‘zulien danhenen,

dat dit inderdaad het Be ie ven vR gp

Bis arnel tvleed van de“frekwentte:óp de aktiveringskurve

Zoals vermeldà is het slechts drie keer geluktom uit

dezelfde vezel de aktiveringskurve bij twee verschillende

frekwenties te bepalen. Figuur 16 toont een van deze eX-

perimenten. De aktiveringskurve is weergegeven bij prikkel-

frekwenties van 1 Hz en 5 Hz. Door de frekwentieverhoging

blijkt, evenals in de overige experimenten, een verschuiving

te zijn opgetreden naar lagere waarden van dV/dt max. Voor

een willekeurige startpotentiaal geldt, dat dv/dt max bij

1 Hz hoger is dan bij 5 Hz. De richting van de aktiverings-

kurve blijkt echter niëêt te zijn veranderd door de frekwen-
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tieverhoging.

In paragraaf 5.3.1. is aangetoond, dat de kurve die,

bij een ongewijzigde doorstromingsvloeistof, de relatie

tussen de startpotentiaal en dV/dt max bij frekwentiever-

hoging weergeeft, steiler verloopt dan de aktiverings-

kurve. De punten waaruit de kurve van een dergelijke fre-

kwentieserie is opgebouwd, vormen de hoogste punten van de

aktiveringskurven bij de verschillende frekwenties (Lig.

16). Hoewel per vezel de aktiveringskurve slechts bij twee

frekwenties kon worden geregistreerd, is het op grond van

het bovenstaande aannemelijk, dat de aktiveringskurve bij

lagere waarden van dV/dt max ligt, naarmate de frekwentie

waarbij de kurve is bepaald, hoger iss

Er is geprobeerd enig inzicht te verkrijgen in het

mechanisme dat aan de verschuiving ten grondslag ligt.

Op theoretische gronden die bij de bespreking van de

resultaten (paragraaf 5.l,) uiteen worden gezet, leek het

van belang om na te gaan met welke snelheid de verandering

in de relatie tussen startpotentiaal en dV/dt max plaats

vindt na een overschakeling op een hogere frekwentie. Hierop

gerichte experimenten worden in de volgende paragraaf beschre-

ven.

5.3.3. De relatie tussen de startpotentiaal en dV/dt max

onmiddellijk na een verandering van de frekwentie.

Figuur 17 geeft de verandering van de startpotentiaal

en dV/at: max weer uit een experiment waarin van 1 Hz is

overgeschakeld op 5 Hz. Onmiddellijk na de overschakeling

treedt een aframe van beide parameters op. Het is opval-

Tend dat zowel de startpotentiaal als aV/dt max eerst tot

een zeker minimum dalen, vervolgens weer enigszins toenemen

en na ongeveer 2 minuten de steady state waarde bereiken

die bij de nieuwe frekwentie behoort. Toch blijkt de veran-

dering van de startpotentiaal in de tijd iets anders te

verlopen dan die van dV/dt max. De startpotentiaal heeft op

78



79

M
i
n

m
a
x
,

(V
/s
ec
)

15
0

10
0

Ï

ar
i
e

15
8

8
®

ä
n

41
00

®
o
n
b
e

Cunen
e
r
e
o
r
t
e
t
wo
nu
e,

Cn
a
u
k
a
e

m
e
e

e
R
d

e
n
,
m
e
e
r
b

e
n
H
e

®
…
e

A
d

r
s

e
e

„
a
r
e
s

g
e
n

se
Dn

e
a

o
o

®
8

E
e
s
e

ë
s
e

v
p
t
o
a
r
s

e
e
n

P
o
s
s
v
e
t
e

n
w
o
T
o
e
s

e
n
o
n
a
t

 
 

3
0

s
e
c

s
t
a
r
t
p
e
t
e
n
t
i
z
a
l
k
m
y
)

=Î
5

_
T
û

=
8
5

F
i
g
u
u
r

1
7
.

je
“
a
a
v
a
n

“
e
e
,

4 kd

t:

r

”

k,

rr

“
@

A. jaa
e

.

a
s
c
a
t

GS
G
E
O
P
E
P
e
r
e
r
a
*

e
e
r
t
s
o
e
r
P
e
w
b
s
o
r
s
o
g
o
n
s
e
n
e
n
t
g
r
e
t
h
e
n

„1
0

gr

>
e
N

P
T
S

v
a
n
n

A
R
n
s

jn
e
t
s
t
e

a
t
t
c
e
n
n
t

2
3
,
t
e
e
,
D
e
o
e
h

 
»

r

4,  
 

$
z

S
A
z

H
e
t

v
e
r
l
o
o
p

v
a
n

d
e

s
t
a
r
t
p
o
t
e
n
t
i
a
a
l

e
n

d
V
/
4
t

m
a
k

n
a

s
e
n

o
v
e
r
s
c
h
a
k
e
l
i
n
g

ee
v
a
n

Î
ü
z

o
p

5
H
a
,

V
o
o
r

5
K
z

i
s

d
e

g
e
m
i
d
d
e
l
d
e

w
a
a
r
d
e

v
a
n

d
e

p
a
r
a
m
e
t
e
r
s

ze

m

4
n

ak
if

E
i
l

E
e

3
a
a
n
g
e
g
e
v
e
n
,

o
e
r
e
s
e
n
d

o
v
e
r

5
o
p
e
e
n
v
o
l
g
e
n
d
e

a
k
t
i
e
p
o
t
e
n
t
i
a
l
e
n
.

O
p

t
i
j
d
s
t
i
p

a
r
!

D
e

w
a
a
r
d
e

v
a
n

d
V
/
d
t

m
a
x

o
p

d
e
z
e

t
i
j
d
s
t
i
p
p
e
n
b
e
ä
r
a
â
g
t
r
e
s
p
.

1
0
5

V
/
s
e
c

e
n

9
6

V/
A

A
i
s

d
e

s
t
a
r
t
p
o
t
e
n
t
i
a
a
l

e
v
e
n

h
o
o
g

a
l
s

op
.
t
i
j
d
s
t
i
p

E
‚

n
a
m
e
l
i
j
k

=
6
9
,
7

m
v
,

r

me

e
n

 



M
e
t

m
a
x
.

(V
/s
ec
}

15
0

10
0

80

u
e-

et
sl
3
Tr

rt
Ees

  
 

—_
……
.
ä
k
t
i
v
e
r
i
n
g
s
k
u
r
v
e

bi
j

1
H
z

®
we
en

Î
H
z
5

H
z

®
s
t
e
a
d
y

st
at
e

w
a
a
r
d
e
n

á
8

af
bij

ve
rs

ch
il

le
nd

e
E
Z

f
r
e
k
w
e
n
t
e
s

   
O
k

Ì
4

1
À

i
Ì

k
k

sh
e

1
}

à
/

S
e
d
e

t
n

„
8
û

„
8
5

st
ar

tp
ot

en
ti

aa
l

{
m
v
}

E
e
t

v
e
r
b
a
n
d

t
u
s
s
e
n

d
e

s
t
a
r
t
p
o
t
e
n
t
i
a
a
l

e
n

G
V
/
d
t

m
a
x

n
a

o
v
e
r
s
c
h
a
k
e
l
i
n
g

v
a
n

1
H
z

o
p

3
E
z
,

v
e
r
g
e
l
e
z
s
e
n

m
e
t

d
e

1
H
z
-
a
k
t
i
v
e
r
i
n
g
s
k
u
r
v
e

e
n
d
e

f
r
e
k
w
e
n
t
i
e
s
e
r
i
e

u
i
t

d
e
z
e
l
f
d
e

v
e
z
e
l
.

O
n
g
e
v
e
e
r

1
0

s
e
k
o
n
d
e
n

n
a

d
e

o
v
e
r
s
c
h
a
k
e
l
i
n
g

w
o
r
d
t

d
V
/
ä
t

m
a
x

a
a
n
t
o
o
n
b
a
a
r

l
a
g
e
r
,

d
a
n

d
e
w
a
a
r
d
e

d
i
e

b
i
j

1
K
z

b
i
j

d
e

b
e
t
r
o
k
k
e
n

s
t
a
r
t
p
o
t
e
n
t
i
a
a
l

h
e
e
r
s
t
e
.

T
e
n
s
l
o
t
t
e

w
o
r
d
t
h
e
t

5
H
z
-
p
u
n
t

v
a
n

d
e

f
r
e
k
w
e
n
t
i
e
s
e
r
i
e

b
e
r
e
i
k
t
.

D
e

t
i
j
d
s
t
i
p
p
e
n

A
,

B
,
:
C
,

D

e
n

E
z
i
j
n

r
e
s
p
.

2
,

1
9
,

2
5
,

4
0

e
n

9
)

s
e
k
o
n
d
e
n

n
a

d
e

o
v
e
r
s
c
h
a
k
e
l
i
n
g
.



de tijstippen A en B (resp. 7’ sekonden en 2-tinuten na de

overschakeling op 5 Ez) dezelfde hoogte. Op tijdstip A is

de waarde van dV/at max echter ‘duidelijkhoger dan ‘op tijd-

stip B. In de periode tussen A en B heeft de relatie tussen

“startpotentiaal en dV/dt maxdus een veranëeringondergaan.

“Gezien het verloop. van beide parametersi:in detijd lijkt

het aannemelijk, datdeze verandering:zich geleidelijk heeft

“voltrokken, Ee

‘Zekerhéid hierover wordt verkregen; wanneer de‘waarden

vari de startpotentiaal en van de: bijbehorende :dV/dt max die

zijn gemeten na de overschakeling van í Ha.op 5 Hz, worden

vergeleken met de aktiveringskurve bij de eerste frekwentie.

“Eén experiment waarin het isgelukt om uit -dezelfde: vezel

“behalve een frekwerntieserie en een 1 Hz-aktiveringskurve

ook een overschakeling van:1 Hz naar:5-Hwite registreren,

‘wordt weergegeven infiguur 18, De frekwentieserie en de

aktiveringskurve vertonen het inmiddels bekende beeld. Het

‘verloop van de punten die de relatie tussen:de startpotentiaal

en“dV/dt:mexna:de overschakeling:van 1 Hz op 5 Hz weer-

“geven, îs verduidelijkt met een-pijk. Na de overschakeling

“blijkt: dV/dt max éerst gedurende:enige tijd (angeveer 10

sekonden) op het afnemen van de startpotenttaal te:reage-

ren volgens het verband dat bij de voorafgaande frekwentie

heeft bestaan. Geleidelijk echter gaat.de startpotentiaal-

dV/dt max-relatie afbuigen van de 1 Hz-aktiveringskurve.

Hoemeer tijd na de overschakeling verstrijkt, hoe groter

„het verschil in av/at max wordt-.met de 1-Hz=aktiveringskurve,

“wanneer aktiepotentialen met-dezelfde. starbpotentiaal met

“ielkaar worden vergeleken: Tenslotte wordt geleidelijk het

“punt bereikt, datrreeds:door de-frekwentieserie.als steady

state waarde bij 5-Hz was aangegeven. ERN EL REEN

De: verandering die in de relatie:tussen. de startpotentiaal

en-dV/dt max optreedt bij frekwentieverhoging,. voltrekt zich

‘dusgeleidelijk:-Er: ligt klaarblijkelijk. een relatief traag

‘Proces aam ten grondslag.
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5.h. BESPREKING VAN DE RESULTATEN

5

„……5al.1. De, invloed van de frekwentie op av/at max On

Een.‚daling van dV/dt,max kan wardenveroorzaakt,door

een minder sterke toename VanEra gedurende de: depolarisatie-

fase, door eemafname van:de concentratiegradient voor

natrium-donen, of door een combinatie van beide. faktoren.

In paragraaf.:5.3.14 zijn experimenten beschreven die

ssaantonen; dat een. afname van de startpotentiaal ookdn

het konijne-atrium leidttot een daling:-van dv/dt max

ats gevolg van de invloedop Ea” Verdere experimenten tonen

„aan, dat de aktiveringskurve bij frekwentieverhoging ver-

“schuift neder: lagere waarden van dV/dtmax. Bij een bepaalde

“waarde van.de startpotentiaal blijkt dv/dt. max lager te zijn,

- naarmate de prikkelfrekwentie hoger is. De verklaring hier-

voor-kan zijn, ‘dat “bij: frekwentieverhoging Sy, sterker

wordt ‘beïnvloed daerisovereefkomt met de hoogte van de start-

“-potertiaal. Een tweede mogelijkheid is, dat bij frekwentie-

gerhoging een afname ‚vande electrochemische gradient voor

natrium-ionen optreedt. Beïde mogelijkheden worden:hier-

“sonder besproken:

b.l;2v-De- invloed van de frekwentie,op Bna*

Een mindér sterketoename van En, Ha syupraliminale

prikkeling:dan overeenkomt: met de hoogte van: de startpo=

“ fentidâly kan worden: verwacht, wanneer wordt gestimuleerd

op eenmoment'dat descarrter-reaktivatie nog.niet volledig

“is. Het-is-denkbaar, dat bij. frekwentieverhoging deze tijds-

afhankelijkheid van. de carrier=aktivatie een rol van, be-

tekenis gaat spelen.:Erzijn weefsels:bekend-waarin de

reaktivatië traag verloopt, zoals kikker-atrium (Haas et al,

1974) en hodaàlweefsel van zoogdierenharten (Meredith et

al, 1968; Strauss en Bigger; 1972).:De reaktivatie van

Purkinje-vezels en myocardvezels van zoogdieren daarentegen

is een zeer snel proces, Weidmann (1955 a) hield de membraan
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van Purkinje-„vezels enige tijd op „66 mv, waarna plotse-

ling een ander potentiaalniveau werd ‘opgedrongen. Uit

‚dv/dt,max van de aktiepotentialen die bij dít laatste

| niveau na een variabel interval werden opgewekt, Kon wor-

den berekend, dat. de tijdkonstante,„van de reaktivatie

minder. dan. 20 msec. bedroeg, Strauss en, Bigger (1972)

vonden in het konijne-„atrium, dat , bij een basisritme van

2 Ha, dv/dt max,‚van een. extrasystole pas’ aantoonbaar lager

„was-dan die van, een basis-aktiepotentiaal, wanneer de duur

van het verkorte interval 200 msec. of minder bedroeg. Dit

iste, verwachten, aangezien de door ons aangetoonde toename

van.de, membraanpotentiaal na de eigenlijke repolerisatie-

„fase slechts „Langzzaam plaats vindt. Bovendien je de invloed

van, de,startpotentiaal op dv/dt, max relatief gering, wan-

neerde. waarde van, de startpotentiaal hoog is. “Strauss

en Bigger, (1972) concludeerde uit hun waarneming, dat de

„ volledige reaktivatie bid benadering,samen--viel met het einde

van de repolarisatiefase, (zie ook: Hoffman én“Cranefield,

1960) …De „auteurs, vergeleken tevens twee methoden om de

aktiveringskurve te bepalen: verhoging van|E * en opwekken

van extrasystolen met wisselend voorafgaand tútefiväl. De

„gelijkvormigheid van beide, kurven werd beschouwd als een

„bevestiging voor het,bestaanvan een snelle reaktivatie.

Aangezien de. beidemethoden niet in dezelfde vezel zijn

vergeleken, „À8, het trekken van deze conclusië aanvechtbaar.

De duur. van, de effektief refraktaïre perióde nèemt af

bij frekwentieverhoging (voor overzicht, zie Janse, 1971),

hetgeen een aanwijzing vormt, dat ook bij nogere frekwenties

na een inaktivatie weer snel natrium„carriers beschikbaar

komen. Het is echter. niet bekend, of. de t1jdkonstante van

de reaktivatie door de prikkeifrekwentie wordt beïnvloed.

Hierdoor kan, niet worden uitgesloten, dat de waarde van

dv/dt: max bid,hogere frekwenties wordt ‘beïnvloed door een

„onvolledige. reaktivatie van natrium-carriers. De waarneming

p dat, ook „bij relatief lage frekwenties een frekwentie-toename

„jJeidt tot een lagere waarde van dv/dt max dan overeenkomt

„ metde hoogte van de startpotentiaal, maakt het echter

niet aannemelijk, dat een onvolledige reaktivatie een rol
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van betekenis speelt.

Uit een onderzoek van Reuter et al (1972) ini papillair-

spieren, van de cavia bestaat de indruk, dat de tijdkonstante

van de carrvier--reaktivatië toenéemt, wanneer de startpoten-

tiaal daalt. zijberekenden uit av/dt max van extrdsystolen,

‘dat deze täjdkonstantebij fäe heersende. startpotentiaal

(-85 miv) minder dan 20 msêc. bedroeg." Nadat destärtpoten-

tiaal door toevoeging,vân KCl was’‘gedaald tót 460 mV, bleek

de tijdkonstante, tot ‘ofigeveer 100 mset.‘te zijn toegenomen.

Er,werden geen, met ingen bij éen tussenliëgend potentiaal-

niveau vermeid, zodat over een verloop van de reaktivatie-

snelheid als funktie van de stártpotentiaal geen’ uitspraak

kon worden. gedaân. Het geringe aantal gegevens maakt het

bestaan van een potentLaal--afhankelijkheid ‘van dereaktivatie

‘enigszins onzeker. Warineer ‘dit Peromeeninhet kohïjne-

atrium eenrol zou spelen en ‘de natrium-carriers tijdens

_ het verhogen van1he bijgj‘Hz'in afnemende mate beschik-

„baar, zouden ZAR op tet “mortént van stimulerert, “dan zou de

8 Hz-aktiveringskufve steiler mòeten vérlopen dan-de kurve

bis 4 Hz, waarbij van een onvoldoende reaktivatsie geen sprake

kan zijn. Figuur 16 toont,“dat att niët het geval is.

a Op grond van het voorafgaande is het “aannemelijk, dat

‘verhoging van de’präkkelfrekwentie geen “afname “van Bra

veroorzaakt , anders dan door“de” optredende verandering van

“äe startpotentiaal. De oörzaak vande verschuiving van de

aktiveringskure aoor rrekwentLevérhoging moet dus worden

gezocht in een verandering, van’ depee gradient

Bels VAE een Sf

voor natrium-Lonen.

ks 5,EnDe invloed van de frekwentie op deSRE

ve gradient»van de natrium-ionen. Ì

ISSEr bestaan aanwijzingen, dathet intracellulaïre natrium-

„gehalte, verandert bij rrekwentieverhoging: Reïter (1956)

toonde in stfipe an de ratte-veribrikél ‘aan, dat| Kl,

‚… lager werd en [Na |; toenam’variaf ‘het moment, dat: Het

preparaat in de doorstromingsvloeistof '‘was-gebfacht. Ne

enige vijd‘bereikte de contentPaties eekönstante waarde.
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ve met 10 Hz was géstimuleerd, danwasIe* |, lager en

Na” ENhoger äan in het geval van 1 Hz. Conn en ‚Wood (1959)

bepaalde [Na Fn in ‘honde-harten met behulp van natrium

isotopen. In ‘het trajekt van 50 tot 160 slagen perminuut

bleekeen positieve ‘correlatie te bestaan tussen|.Na)|,

en defrekwentie, De waarde van Nat7varieerde van 7,5

 

tof 19, 0 mmoi/1. Het bij frekwentieverhoging optredende

kaliumverlies (Langer en Brady, 1966; Gilmore en Gerlings,

4969) maakt eveneens een toenage van MR waarschijnlijk,

aangezien de kalium-„influx althans gedeeltelijk is gekop-

peld aan da natrium-efflux. Volgens het pump Lag model van

Langer en Brady (zie hoofdstuk kb) is de intracellulaire

natrium=-ophoping zelfs de oorzaak van de grotere aktiviteit

van de Na/K--pomp die bij nogere frekwenties noodzakelijk

15e Viersma (1969)kwam na berekeningen met gegevens van

Noble (4960) en Langer (1967) tot de slotsom, dat na een

_frekwentieverhoging, de.toename. van de natriumanfiux per

vijdeeenheia,voldoende groot kon zijn om devereiste verho-

ging van INa* bt te bewerkstelligen. Hierbij werd veronder-

steld, dat de aktiviteit van de Na/K-pomp.evenalsin kikker-

‘akeletepier Hamas,en Swan, 1959 a) evenredig,Was,„met de

derde. macht van [na* | nen n

md à Uit. literatuurgegevens kan worden argeledd,aatde akti-

veringskurve door een stijging vak na” ln indezelfde rich-

… ting wordt verschoven.„als het, „geval. is,DiLJ frekwentleverhoging:

| naar Lagere waarden van dv/dt „max. Zo is, +, „euzen-„axonen

die intracellulair werden ,geperfundeerd, aangetoond dat

hij,eenvervanging van 25% van het Antracellulaire kalium

doornatrium-ionen de, startpotentiaal niet waarneembaar

verandert, terwijl dv/dt max duidelijk afneemt, (Baker et

al, 1962 a; ztë. 3). Vanzelfsprekend is een dergelijke

perfusie in myocardvezels miet uitvoerbaat, In dit weefsel

kan a” |, slechts cp indirekte wijze worden verhoogd,

‘ bijvoorbeeld door het-temriern van -de Na/K=pomp met behulp

van ouabaine (Carlslake en Weatherall, 1962); Onder deze

omstandigheden treeát eveneens de verwachte verschuiving

van de aktiveringskurve op (Dudel en Trautwein, 19585

Kassebaum, 1963).
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5.l.l. Het verloop van de startpotentiaal en van de

startpotentiaal-dV/dt max-relatie na een frekwen-

tieverandering

De veronderstelde stijging van Iva” |, bij verhoging van

de frekwentie zal ongetwijfeld geleidelijk na de frekwentie-

verandering plaats vinden, totdat bij de nieuwe frekwentie

een konstante waarde ís bereikt. Het is daarom van belang

om het tijdsverloop na te gean van de verandering van de

relatie tussen startpotentiaal en dV/dt max na de overscha-

keling op een hogere frekwentie. Een abrupte verandering

van deze relatie zou een stijging van Ina”, als oorzaak

nagenoeg uitsluiten.

In paragraaf 5.3.3. is aangetoond dat de startpotentiaal

onmiddellijk na de frekwentieverhoging begint te dalen. De

gelijktijdig optredende afname van dV/dt max geschiedt in

eerste instantie volgens het verband dat door de aktiverings-

kurve van de uitgangsfrekwentie wordt gegeven. Klaarblijke-

lijk is in deze beginfase de daling van de startpotentiaal

de enige oorzaak van de verlaging van dV/dt max. Bij de

overgang van 1 Hz op 5 Hz duurt het ongeveer 10 sekonden,

alvorens dV/dt max aantoonbaar lager is dan de waarde,

die volgens de 1 Hz-aktiveringskurve bij de betrokken

startpotentiaal zou behoren. De verandering van de relatie

tussen de startpotentiaal en dV/dt max na frekwent iever-

hoging wordt duidelijk, wanneer voor iedere aktiepotentiaal

na de frekwentieverandering het verschil in dV/dt max

wordt berekend tussen de gemeten waarde en de waarde die

bij een onveranderde relatie tussen startpotentiaal en

dV/dt max (aangegeven door de 1 Hz-aktiveringskurve) zou

zijn gevonden. Uit figuur 19 blijkt, dat dit verschil gelei-

delijk groter wordt, totdat een konstante waarde wordt bereikt.

Na de frekwentieverhoging vindt de verandering in de relatie

tussen startpotentiaal en dV/dt max dus geleidelijk plaats.

Dit is in overeenstemming met de veronderstelde toename
+ n

van [Na Ei bij frekwentieverhogine.
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fenslotte moet worden ingegaan op. de waarneming dät- de

startpotentiaal na de frekwentieverhoging-eerst;daaltt en

vervolgens weer langzaam toeneemt om uiteindelijk de

waarde te bereiken, die in steaúy state bij de betrokken

frekwentie heerst. Volgens de hypothese wordt in de veran-

dering van de relatie tussen startpotentiaal en dV/dt max na

frekwentieverhoging in feite de verandering van Ina” |, weer-

spiegeld. Het bifasische verloop van de startpotentiaal is

niet in deze verandering terug te vinden (fig, 19). Klaar-

blijkelijk wordt de lichte stijging, die de startpotentiaal

na enige tijd weer ondergaat, niet begeleid door een afname

van Na” |,. Dit maakt onwaarschijnlijk, dat er een toename

van KI, aan ten grondslag ligt. Het verloop van de

startpotentiaal kan evenwel goed worden verklaard door een

elektrogene werking van de Na/K-pomp. Aangezien na een

frekwentieverhoging de pompaktiviteit slechts langzaam

wordt verhoogd, zal de toename van het elektrogene effekt

pas geleidelijk merkbaar worden. Op een gegeven moment

is de invloed op de startpotentiaal van het toenemende

elektrogene effekt even groot als van de faktoren die een

afname van de startpotentiaal veroorzaken. Vanaf dit moment

zal de startpotentiaal hoger worden, zolang de pomp-aktivi-

teit blijft stijgen, m.a.w. totdat een steady state is bereikt.

5,b. CONCLUSIES

De aktiveringskurve verschuift bij verhoging van de

prikkelfrekwentie naar lagere waarden van dV/dt max. Aan

deze verschuiving Iigt een relatief traag proces ten grond-

slag. Dit is in overeenstemming met de hypothese, dat de

verschuiving wordt veroorzaakt door een bij frekwentie-

verhoging optredende toename van Na’ |,-

De afname van dV/dt max bij verhoging van de frekwentie

wordt gedeeltelijk veroorzaakt door de daling van de start-

potentiaal en gedeeltelijk door de genoemde verschuiving

van de aktiveringskurve.

Het verloop van de startpotentiaal na een frekwentie=
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HOOFDSTUK 6

PRIKKELFREKWE NTTE ËN DE INVLOED
VAN OUABAI NE OP DE AKTIE POLEN -
TIAAL RE

6.1. INLEIDING

De lagere steady state waarde van dv/dt max bij hogere

frekwenties is het gevolg van de verandering vän de start-

potentiaal en de verschuiving van de-aktiveringskurve. Er

18 verondersteld, dat hierbij een belangrijke rol wordt

gespeeld door resp. een afname van Ik* |, en «een stijging

van EN - Deze veronderstelling zou worden gesteund,

wanneer remmen van de Na/K--pomp dezelfde verandering van

de startpotentiaal en dV/dt max zou veroorzaken als fre-

kwentieverhoging. Vermindering van de aktiviteit van de

Na/K-pomp, bijvoorbeeld door anoxie ofdoor toevoeging van

ouabaine, leidt immers tot een afname en [k* |, en een

stijging van nat|. Er is daarom getracht het ‚effekt van

ouabaïne op de startpotentiaal en dv/dt max na, te gaan bij

“verschillende frekwenties, Door de positief inotrope

werkingvan ouabaine verliest de mikroelektrode vaak de

goede intracellulaire positie. Om deze reden,is het slechts

h maal „gelukt om uit dezelfde vezel zowel een frekwentie-

serie te registrerer onder normale omstandighedenals een

in aanwezigheid van ouabaine. De vraagstelling \van de

experimenten Luidde:

In welke mate heeft ouäbäine invloedop de startpoten-

tiaal en av/ätmax? Steunen deze resultaten de veron-

stelling, dat ‘bij Frêkwéntieverhoging. een afname van

[kt |. en een stijging van [Nadl ten grondslag Liggen
1

aan de daling van av/at max?
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6.2. EXPERIMENTELE PROCEDURE

De experimenten met ouabaine werden verricht in een

stadium van het onderzoek, waarin de crista terminalis

van het rechter hartoor als preparaat werd gebruikt. Door

de aanwezigtieidvan de sino-auriculaire knoop waren fre-

kwenties läger dan 3 Hz zelden mogelijk. De meting van de

membraanpotentiaal vond plaats tussen mikroelektrode en

gechloreerd zilverplaatje. De berekening van dV/dt max

geschiedde op de door Viersma (1969) beschreven wijze.

Na het registreren van een frekwentieserie werd met

behulp van de infusie-„pomp een zodanige oplossing van

ouabzine (Stropnahitine-d, Firma: British Drug Houses)

toegevoegd, datde uiteindelijk concentratie in het of=

_gaanbâkje 5.10ST mol/1 bedroeg. Tenminste 15 minuten na

hetbegin “van de ‘oubaine-„toevoeging werd dan uit dezelfde

vezel opnieuw een ffekwentieserie geregistreerd. ‘Na uit=-

‘wassen bleek”het erfekt van ‘ouabaine in Le gevallën
td]

- reversibel.

an Ze 3 RESULTATEN ©

In alle experimenten werd tijdens de toediening van

ouabatne een versrellirig: van de repotarisätie” wäárgenomen.

“fn éen äarital gevalïen traden Spontane extrasystolen op.

Beitdë ‘féndmeren waren inde literatuur bekend en golden

Del tijdens’ ‘de expérimenten ‘als een aanwijzing, dat het ouabaine

werkzaam was À Erp 3 ES

nt In 'figúur'20 is Wit dezelfde vezel de invloed van de

frekwentie op äâV/dt max en op: de ‘startpoteéntiaal weergegeven

“onder hormäle’ omstandigheden en in aanwezigheid van ouabaine.

Het blijkt dat ouabaîne bij iedere frekwentie zowel de

waarde vande btartpotentiaal als van dV/dt max verlaagt.

‘Dit effekt is in äile hl experimenten waargenomen. De in-

‘ vloed van ouabaine'op dV/dt max komt overeen met de bevin-

dingen VEN Viersma' (1969). De--vraag rijst, of de verandering

ge
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De waarden zijn gemiddelden van 10 opeenvolgende

aktiepotentialen in steady state (+ SEM).
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van de startpotentiaal door ouabaine groot genoeg is om

de Tagere waarde van av/ät max te verklaren. Uit figuur 21,

waarin de gegevens van et experiment in figuur 20 zijn

verwerkt, blijkt dat de relatie die bij Prekwentieverhoging

tussen’ startpotentiaal en dV/äât max bestaat, onder invloed

van‘ouabatne niet verânäert. „Een bepaalde startpotentiaal

leidt tot een vaste waarde van dV/dt max. In aanwezigheid

van ousbaine wordt de betrokken startpotentiaal echter bij

een minder hoge frekwentie bereikt (fig. 20 B).

6.4. BESPREKING VAN DE RESULTATEN

6.4.1. Literatuur: de werking van hartglycosiden

De concentraties vanhartglycostden worden in twee groe-

“epen verdeeld. Beïde groëpen veroorzaken een toename van

“de kontrakt iekracht, maër in tegenstelling tot de ithera-

peutische" concentraties treedt bij de’ tEoxisëné”coticen-

trätiës een daling van de startpotentiaal op en ontstaan

Pr sporitane ëxtrasystolen of andere ‘ritme-Stoornissen.

„Er HekkenbebeJen gegevens ‘over éen eventuele

verärnidering-van ie [jbij de therapeutische giycoside-

contenträtieës. Het wordt eehter in de Literatuuralszeker

aangenomen, dat de toxische concentraties leiden tot' een

verites ván'inttäcellülaik. kalium. Ook án het ‘koritjne-

atrium ‘zijn hierover verschillende onderzoëkingen bekend.

Metingenvan Holland (1964) wijzen uit, dat106 mol/1

ouabäïne in dit preparaat “een daling van [kt |, veroorzaakt

“van ongeveer 10 mmol/1. Carlslâké en Weatherall (1962)

„5 mol/1-òuabainevermelden, dat [el na toevoeging van ‘10°

afneemt van 100,9 mmol/l tot WT.O miol/i.' Witt en Tuttle

(1960) en Tuttle et al (1962) komen, eveneens in“net

konijne-=atrium, tot gelijksoortige bevindingen.Dé afname

van [x* m onder invloed van ouabaine wordt veroörzaakt

door een vermindering van de kalium-influx ten gevolge van

een remming van de Na/K-pomp (Rayner en Weatherall, 49573
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Müller, 1963;Goerke, en Page, 1965; Polimeni, en, Vasalle,

1971) Deze remming van de Na/K-pomp geschiedt aan de

buitenzijde van de velmembraan (Caldwell, 1968), waar-

_schijnlidk door competitie met, kaliun-ionen (Skou, 1965).

Door verhoging van Eel m werdt namelijk het. effekt, van

ouabaine op de hartspier verminderd (zie bijvoorbeeld:

Fisch et äls 1959; Vasalle et, al, 1962; Haustein, 1973).

De afname van zt les die door vele onderzoekers is aan-

etoond. na toevoegingvan hartglycosiden,, wekt de verwach-

ting, dat Ina” 4 is toegenomen. Reiter (1956) toonde in

ratte-venetieeen geringe stijging van Ina*ces namelijk

h à 5 mmol/l, aan na toevoeging van 3,3.102 mol/1

ouabaine. Verhoging van de ouabaine-concentratie letdde

tot verdere toename van Ina” be Carlslake en Weatherall

(1962) berekenden in konijne-atria, dat la” be, na toevoe=

‚ging.van 10 =e mol/1l ouabaine was toegenomen van 39,5 mmol/l

tot 71,5.mmol/l. Klaus et.al (1962) zijn van mening, dat de

‚afname. van. Ik! |, en de stijging van Ina' m slechts bij

toxische woneenbratten plaats vinden. Zoals in paragraaf

6.3. is vermeld, heeft 5.107!

atrium een afname van de startpotentiaal to gevolg. Ook

mol/1l ouabaine in konijne-

zijn enige,malen spontane extrasystolen opgetreden. De ge-

bruikte concentratie: is. dus "toxisch" volgens;de. genoemde

eriteria. De effektenzijn echter volledig reversibel.

Op.grond van,‚het voorafgaande en van de mededeling van

Glynn (1964), det in de meeste weefsels een 50% remming

van de Na/K-pomp,wordt bereikt bij ouabaine-concentraties

tussen 1071 en 107 7.mol/l, lijkt de gebruikte concentratie

Hijps genoeg omeen daling. van HL en een stijging, van

[na” bar te bewerkstelligen.

Het is mogelijk dat hasterrsontden tevens een invloed
hebben. op Ex SP Bya: Dude1 en Trautwein (1958) vonden bij

een langzame toename van de glycoside-„concentratie een

‚afname van de membraan-weerstand na een aanvankelijke toename.

Zij interpreteerden deze bevindingen, als, veranderingen van

Bies Kassebaum (1963) concludeerde uit de verandering van de
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repolarisatie eveneens, dat Ex bij lage glycostde-concen-

trâties afnäm, maar steeg bij hogere eoneenttaties. Een

argument voor de invloed van glycosiden op B wordt

geleverd door experimenten van Farah ’ en Lóomis: (1950) en

‘van Méndéz ef Méridéz (1957). De eersten vonden in het geiso-

leerde honde-hart, dat bij atriumfladderen (“flutter”)

toevoeging van glycosiden leïidde tot verlaging van de fre-

kwentie. Mede op grond van de waarneming dät ‘de maximale

prikkelfrekwentie onder invloed van de gìycostöäen afnam,

conöluädérden' zij, dat dé:vefraktaire periode dóor' glyco-
siden werd verlengd. "Héndéz en Méndéz(1957) toonden in

atrium=- en ventriketvezels van de hond aan, dat de prikkel-

baarheid na toevoeging”van glycosiden minder'werd. Boven-

dien bleek uit hun’ onderzoek, dat glycosiden de duur van de

relatief refraktäire periode verlengden, terwijl de duur

van de effektief refraktaite periode ongewijzigd bleef.
Het herstel van dè” prikkelbaarheid geschiedde minder snel.

Dit kan een aanwijzingzijn,dat de reaktivatie van de

natrium-carriers’‘door òùabaïine wordt vertredgd:

Voor een uitgebreider overzicht van de êigenschappen

van ‘hartgljeosiäen wordt verwezennaar de artikelen van

Glyn agóu) ‘en van Lee en Klaus ao. a

„…6,4.2. Deinvloed van ouabaine opde relatie tussen de

startpotentiaal en dV/dt max, Pr

…—… De,experimenten hebben aangetoond,dat bij frekwentie-

„verhoging de steady state startpotentiaal en, dV/dt max op

„dezelfde wijze veranderen als na toevoeging van,ouabaïne.

Een aanwijzing niervoor was, reeds gevondenin de waarneming

van Dudel en Trautwein (1958) en van Kassebaum(1963), dat

‚de aktiveringskurve door ouabaine naar lagere waarden van

dV/dt. max. werd: verschoven. In aanwezigheid van, ouabaine

wordt een bepaalde startpotentiaal met de,daarbij. behorende

waarde van CV/dt max bij een lagere frekwentie gemeten dan

onder normale extracelluiaire omstandigheden, De invloed

van de frekwentie op de startpotentiaal en op dV/dt max
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blijft ‘echterook in aanwezigheid van ouâbaine-aantoonbaar.

 Dergebruikte. ouabaine= egncenErde is volgens de literatuur

hoog:genoeg om een afname van Ik L, en een stijging van

Ne” |j-te-veroorzaken. De experimenten leveren-.dus steun

aan-de ‘veronderstelling dat een overeenkomstige:verandering

vande intracellulaire samenstelling een belangrijke rol

speeltrin, de afname van de startpotentiaal en van dV/dt max

“bij. frekwentieverhoging. : ABe ze ien BE

Gezien: dé-onverarderde-relatie tussen startpotentiaal en

_dV/dt. max is het aannemelijk; dat bij. normale extracellu-

laire omstandigheden een bêpaaldeverhoging vande: frekwentie

dezelfde afname van. l'l, en:-stijging van Ina” |, : veroor-

zaakt als een minder grote frekwentieverhoging in de aan-

wezigheid van ouabaine.. Hiervoor is.het.echter noodzakelijk;

dat het niet door ouabaine geblokkeerde gedeelte van de

Na/K-pomp.nermaal funktioneert, i.e. kan:reageren op een

impuls tot hogere aktiviteit, Polimeni en Vasalle (1970

„en 1971) hebbeg:aangetoond, dat dit het geval is. Ook in

aanwezigheid. van ouabaine.nemen.de-kaliumrinflux en de kalium-

efflux.toe bij frekwentieverhoging,hoewel de absolute

grootte van de fluxen door,ovabaine. wel is verminderd. Ook

deze auteurs veronderstellen,.,dat de impuls: tot-verhoging

van de pomp=-aktiviteit een toename van [Na|4 Âs

De remmende werkingvan ovabaineopde,Na/K-pomp zal tot

gevolg hebben, dat de elektrogene werking van de pomp

afneemt. Dit leidt dan tot afname van de staartpotentiaal.

Het is echter niet waarschijnlijk, dat dit effekt „groot

Ze. Wanneer bij een bepaalde frekwentie de startpotentiaal

‘hierdoor zou. afnemen, dan haà de daling van dv/at max

plaats moeten vinden volgens de aktiveringskurve bij de

betrokken frekwentie.

Ook bij een eventuele afname vanEn door. Guabaine Zou

ten gevolge van de daling van de startpotentiaal een verla-

ging van dv/dt max moeten optreden volgens het verband dat

door de aktiveringskurve bij de betrokken frekwentie wordt

weergegeven. Het is evenmin waarschijnlijk, ‘aat,de invloed
eK . Er
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van ouabaine op Ey, van grote betekenis is. Méndéz en

Méndéz (1957) vermelden, dat in het atrium van de hond

het minimale interval tussen twee supraliminale prikkels

van normale sterkte wordt verlengd van 160 msec. tot

ongeveer 200 msec. De glycoside-concentratie was 507

van de lethale dosis. Het is-nietbekend, wat de lethale

dosis voorhet Konijn is, zodat een vergelijking van de

gebruikte èohcentatie met die van Méncéz en Méndéz niet:

mogelijk is. De prikkeisterkte (anderhalf maal de drempel-

waarde) behoefde echter na toevoeging van ouabaine nooit

te‘ worden: verhoogd: Volgens de bovenstaande gegevens lijkt

“der reaktivatie’vari het natrfum-carrier-systeem volledig:

“bij frekwenties: tot ongeveer5 Hz. Het: beschreven effekt

“van ouabaine opde startpotentiaal en dV/ät max is echter:

aangetoond’voor frekwenties ‘vanaf 1 Hz. Aangezien er bij:

“de relatieflage frekwenties geen sprakekan zijn van een

onvólledige reaktivatie, is een direkte invloed van ouabaine

OP Era alsverklaring voor het effekt nïet aannemelijk.» …

“6.5. CONCLUSIES

u wöevoeltie van 510P mol/t ouabaine verandert de steady

“statestartpotentlaal eri dV/ät max op dezelfde wijze als

hèt geval is bij Pfekwentieverhoging. ‘Dit steunt de

veronderstellidë:‘dat bij frekwentieverhoging' de afname:

“van dv/dt max mede wordt’ veroorzaakt door een verlaging

van de concentratie=gradient naan natrtùm-ionen ten

gevölge vvan eeri stijging van [Na” |: Hod
ï
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HOOFDSTUK 7.

POGING TOT EE,NVERKLARING VAN DE

FREKWENTIE-AFKHANKELIJKE POTENTI-

ERING VAN DE KONTRAKTIEKRACHT.

. Bij .de in dit proefschrift beschreven experimenten is

geen meting verricht van. de kontraktiekracht. De experimentele

omstandigheden die. voor een langdurige meting. van de, kontrak-

tiekracht noodzakelijkzijn, zijn moeilijk te combineren, met

een langdurige intracellulaire potentiaal-meting. In. ‚de. Lite-

ratuur is echter bij herhaling.vastgesteld, dat. in net door

ons gebruikte frekwentie-trajekt ook bij het konijn de reeds

door „Bowditeh.(1871) beschreven positieve correlatie tussen

de frekwentie en de kontraktiekracht bestaat. Aan het einde

van dit proefschrift waarin een stijging van [Na|, bij fre-

kwentieverhoging aannemelijk is gemaakt, willen wij een poging

„doen om aan de hand van,enkele literatuur-gegevens een verband

te leggen tussen het beschreven effekt vande frekwentie op

de elektrische aktiviteit van het preparaat en de daarmee

gepaard gaande, potentiering van de kontraktiekracht,

Uit het werk van o.a. Ebashi. en Endo (1968) is, komen vast

te staan, dat de. hoogte van de „kontraktiekracht op ieder

moment afhankelijk is van, jca**Slee Aangezien bij frekwent ie-

verhoging niet de duur van de kontraktie toeneemt maar wel de

kontraktiekracht, kan worden verondersteld dat er als gevolg

van frekwentieverhoging bij de kontraktie meer calcium-ionen

beschikbaar zijn. Het bekende verschijnsel dat hartglycosiden

een positief inotrope werking op hartspier uitoefenen, heeft

het îdee doen ontstaan, dat de verandering van de kontraktie-

kracht in relatie staat met een verandering van de natrium-

kalium-huishouding. Hajdu (1953) meende, dat de toename van

de kontraktiekracht bij frekwentieverhoging voornamelijk het
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gevolg was van het opgetreden kalium-verlies. Hij werd hierin

gesteund door Sarnoff et al (1963). Echter, voortbouwend op

het oorspronkelijk van Woodbury (1963) afkomstige

Na/K-pump lag,steiden Langer en Brady (1966), dat

verlies zeer waarschijnlijk gekoppeld was aan een

Iva* be
verhoging de kontraktiekracht 50% was toegenomen,

« In de omstandigheid dat door een bepaalde

idee van de

het kalium-

toename van

frekwentie

berekenden
r=

ts:

zij op grond van het kalium-verlies, dat |Na |, 5 à 10% was

gestegen. Deze veronderstelde stijging van [Na be werd voldoen-

de geacht om het positief inotrope effekt te verklaren (Langer,

1967), mede op grond van de waarneming dat een relatief lage

ouabaine-concentratie, waarbij geen grote verandering van

a* |,

toename van de kontraktiekracht (Repke, 1964).

kon worden verwacht, eveneens leidde tot een dergelijke

Onze experimenten geven goede steun aan de veronderstelling

dat bij frekwentieverhoging naast het kalium-verlies,; leidend

tot een-afname: van de startpotentiaal, een intracellulaire

ophoping van netrium-plaats vindt. Figuur 16 geeft de moge-

lijkheid om na te gaan, of de door Langer en Brady (1966)

| een waarde is, ie in Onzei‚À |
figuur is af te leiden, dat dV/dt max

berekende 10% toename van Ina

resultaten past. Uit de

bij een starvpotent taal van =78 mV bij 1 Hz origeveer 150

V/sec bedraagt en bij 5 Hz ongeveer 120 V/sec. Door de fre=

kwentieverhoging is adV/dt max bij deze startpotventiaal dus

20% afgenomen, Er moeten vele onzekere faktoren wordenaan=

genomen om hieruit. het verschil in econcentratie-gradient £

voor natrium-ionen te berekenen. Wij geven, er daarom de voor-

keur aan om aande hand van een getallen-voorbeeld het effekt

van dV/dt max van de door-Langer.en Brady (1966) gepostuleer=

de verandering, van de concentratie-gradient. te: demonstreren.

Stel, bij 1 Ez. [Na'|,=150 mmol/l en:|Na' |,=30 mmo1/1.
Wanneer [Na| bij:5 Hz:10% hoger is, dan bedraagt Na”

 4
bij deze frekwentie dus. 33 mmol/l. Volgens Nernst is dan bij

o
37 “C:

Vict= 6155 log 25 = 43,1 mV



5 Hes V  

L
u

La
l

€

= 1,2 mV

De hoogte van dV/dt max is een maat voor Tia (zie. APPENDIX).

Op ieder moment van de aktiepotentiaal geldt:

(VV — Var) (Hodgkin en Huxley, 1952 a)

  

Iva * Era Ym Va

Dan 18:

dV/dt max1 Hz . Iga Î _ Ema Ne = Val) …

‚dv/dt max 5 Hz Ina 2 Bya Vr — Via)

Op het moment dat dV/dt maximaal is, bedraagt Vv, ongeveer

„30 mV. In HOOFDSTUK 5 is betoogd; dat Sya niet, van de. fre-

kwentie afhankelijk is, anders dan door de optredende veran-

„dering van de startpotentiaal.. Wanneer wordt. aangenomen,

dat Vn bij een bepaalde startpotentiaal evenmin doorde.

frekwentie wordt beïnvloed, dan is:

dV/dt max 1 Hz -73,1
ie se LD

_…AV/dt max 5 Hz -T1,k
 

Bij dezelfde startpotentiaal zou dv/dt max bij 5 Hz dus

ongeveer 2% lager:zijn Gan bij 4. Hz. De door ons. gevonden

afname van 20% is hiermee niet in overeenstemming. Het is

ssechter mogelijk, ‘dat de toename van [Na'{4:in ons experiment

meer is dan 10%, aangezien de door ons gebruikte frekwentie-

verandering sterker is dan die van Langer en Brady (1966). Het

ds -echter evenzeer mogelijk, dat een of meer van onze veron-

derstellingen bij deze berekeningonjuistzijn.

Langer (1970) veronderstelt, dat er bij frekwentieverho-

ging meer caleium-ionen beschikbaar zijn als rechtstreeks:

gevolg van de verhoging van [Na |; of van de vermindering

van de concentratie-gradient voor natrium-ionen. Dat het om

de concentratie=gradient zou gaan, wordt gesteund door de

2. + en
waarneming dat ook een verlaging van [Na le een positief

= o
o

m
a



hp effekt hoeft. Voor het mechanisme van de a* |, /

lca** |,jrinteraktie zijn door Langer en medewerkers ‘in de

loop van de tijd verschillende hypothesen opgesteld (Langer,

1967; Langer et al, 1969). Er wordt van uitgegaan, dat

lea" 1, in rust niet ís verhoogd, aangezien anders geen

volledige relaxatie zou kunnen optreden. Om, als rechtstreeks

effekt van de afgenomen natrium-influx, per aktivatie meer

calcium-ionen beschikbaar te hebben, moet

1. Óf meer calcium tijdens de aktivatie de membraan

passeren,

2, Óf meer calcium tijdens de aktivatie uit het sarco-

plasmatisch reticulum vrijkomen.

Voor beide mechanismen bestaan argumenten, Van de reeds in

HOOFDSTUK 2 genoemde langzame influx is o.a. door Rougier et

al (1969) in de kikker aangetoond, dat deze kan worden

gedragen door natrium- en door calcium-ionen, zodat een

competitie denkbaar is. Voor het zoogdieren-hart is deze

situatie minder duidelijk en zullen verdere onderzoekingen

moeten worden afgewacht. Met betrekking tot het tweede

mechanisme kan worden vermeld, dat Langer(1967) oorspron-

kelijk veronderstelde, dat de natriumionen de caleium-ionen

uit het sarcoplasmatisch reticulum zouden verdrijven. Er

schijnt echter geen rechtstreeks effekt van natrium op de

calcium-loslating aantoonbaar te zijn (M.Reiter, tijdens

discussie in het "Symposium on Calcium and Cellular Function",

Section IV, Londen, 1969). Het moet bovendien toeh niet

uitgesloten worden geacht, dat de rol van va” |, voor de

regulatie van de kontraktiekracht gering is, Het is namelijk

mogelijk, dat bij frekwentieverhoging meer calcium-ionen

intracellulair blijven, zowel als gevolg van de versterkte

calcium-influx als van de verminderde calcium-efflux (zoals

gevonden ís door Reuter en Seitz, 1968). Hierdoor zou dan

het sarcoplasmatisch reticulum meer calcium-ionen kunnen op-

nemen en bij aktivatie weer loslaten.

Samenvattend kunnen wij vaststellen, dat de door onze
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experimenten gesteunde opvatting van een intracellulaire

natrium-ophoping bij frekwentieverhoging een verklaring kan

zijn voor het effekt van de frekwentie op de kontraktie-

kracht. Door het ontbreken van een aantal essentiele gegevens

. blijven echter andere verklaringen mogelijk.
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SAMENVATTING

“De in dit proefschrift beschreven experimenten hadden

tot doel om na te gaan, welk piecesie tén ‘grondslag lag

aan de negatieve relätie tussen‘ de maximale depölärisatie-

‘snelheid van de aktiepotentiaal, dV/dt max, en de prikkel-

frekwentie. “Het uitgangspunt werd gevormd door het onder-

zoek van Viersma'(1969). Hierin was äls hypothesegesteld,

dat de-afname' van dv/dt max-bij-frekwentieverhoging ver-

‘oorzaakt werd door een vermindering van de electrochemische

‘gradient voor natrium=jonen, als gevolg van een. hogere

intracellulaire natriumconcentratie; wa” |; ‚ De- aktiviteit

van de Na/K-pomp zou op geleide van, |Na* Dntoenemen, totdat

„bij de nieuwe frekwentie de passieve natrium-inftux weer

‘„geheel door de aktieve natrium-efflux werd- gecompenseerd.

Belangrijk hierbij was de waarneming dat de-diastolische

_membraanpotentiaalbij frekwentieverhoging beneden 5,9 Hz

niet aantoonbaar veranderde. De- tweede hypothese, een

onvolledige beschikbaarheid vannatrium-carriers, bij hogere

frekwenties, kon;hierdoor. worden verworpen; tenminste voor

frekwenties beneden 5,9 Hz. Experimentenwaarin,de Na/k-

pomp door ouabaine werd geremd, steunden de hypothese dat

het frekwentiereffekt op dV/dt max werd veroorzaakt door

het eerst genoemde mechanisme, …

Aanleiding,voor ons onderzoek, waren enkele orienterende

experimenten met een nauwkeurige methode om de diastolische

potentiaal te meten. Hierbij bleek, dat ook bij relatief

Lage frekwenties in het voor het konijn normale werkgebied

een daling van de diastolische potentiaal optrad bij.

verhoging van de frekwentie. De vraag rees, of hierdoor de

afname van dv/dt max volledig kon worden verklaard.

HOOFDSTUK 2 geeft een overzicht van de literatuur over

de electrochemische eigenschappen van hartspier; De intra-

cellulaire aktiviteit van ionen blijkt niet nauwkeurig

„meetbaar. De aktiepotentiaal wordt beschreven, in termen van
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de ionen-hypothese van Hodgkin en Huxley (1952 a, b, ec en d).

Voor het beschrijven van de veranderingen in het geleidings-

vermogen van de celmembraar na supraliminale prikkeling

wordt de voorkeur gegeven aan de carrier-hypothese. Bij de

bespreking van de eigenschappen van het aktieve natrium-

kalium-transport wordt relatief grote aandacht besteed aan

de elektrogene werking van dit transport

ks HOOFDSTUK 3 beschrijft de methodiek. De stimulator geeft

„gen impuls waarvan. de stroomsterkte onafhankelijk is van

de weerstand tussen de eiektrode-punten. Voor het verkrijgen

van frekwentiewisselingen wordt een omschakelbare stuur-

oscillator gebruikt. De membraanpotentiaal wordt gemeten

met behulp van eenintracellulaire en een extracellulaire

mikro-elektrode. De membraanpotentlaal wordt, evenals het

‘analoog gedifferentieerde.signaal, vastgelegd.op een mag-

netische'band. Na het experiment wordt: van iedere aktie-

potentiaal de diastolische membraanpotentiaal en dV/dt max

“gedigitaliseerd. ÂË EN : sf KEA

In HOOFDSTUK: b wordt aangetoond, dat nà het: aansvan

de stimultatie:een geleidelijke toename van de membraan-

“potentiaal plaats vindt. Tijdens deze hyperpolarisatie

treedteen'positïeve napotventiaal op, wanneer de.-stimulatie -—

frekwentie‘hogerdan 3 à'l Hzis geweest.:De term “start-

poteütiaal” wordt geïntröduceerdvoor de hoogte van de mem-

‘braanpotentiaal waarbij eenaktiepotentiaal is opgewekt.

Verdere experimenten tonen een negatieve correlatie aan

tussen de präkkelfrekwentie en deNe in het

krajekk tussen 1 Hz en 9 He. OO

Het verloop van de membraanpotentaal na het staken van

de ‘stimulatie kan worden verklaard door een toename van

el,
veronderstelling, dat de positieve napotentiaal het gevolg

A8,van een vermindering van het elektrogene effekt van de

Na/K-„pomp. Met behulp van gegevens uit het geperfundeerde

hondehart over het kaliumverliës nä “frekwentieverhoging

is getracht een schatting te maken van dete verwachten

afname van de stârtpotentiaal. De gemeten invloed van de

Gegevens uit experimenteri met axonén steunen de
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frekwentie. op de startpotentlaal blijkt sterker te Re dan

het berekende effekt,

“In HOOFDSTUK: 5 wordt de aktiveritigskurve weergegeven bij

“een prikkelfrekwentie van 1 Hz. Deze: kurvekan van vezel

“tot vezel verschillen. De aktiveringskurve blijkt bij:verho-

Eire van de prikkelfrekwentie te verschuiven naar lagere

waarden van dV/ât max. Dit verklaart de in dit hoofdstuk

beschreven waarneming dat de afname van dV/dt max bij

frekwentieëverhoging sterker is dan kan worden verwacht op

grónd van“deopgétreden daling van de startpotentiaal. Aan

de invloed van de frekwentie op de aktiveringskurve Ìágt

een relatief traag proces ten grondslag. Na overschakeling

= van 1-Hz op5 Hz nemem.destartpotentiaal en dV/dt max

"gedurende de eerste ca 10 sekonden af volgens: de relatie

„die doorde 1 Hz-aktiveringskurve wordt weergegeven.

Geleidelijk wordt dV/dt maxsechter lager dan die, welke

bij 1 Hz bij dezelfde startpotentiaal zou hebben geheerst.

Uiteindelijk wordt na enige minuten een steady state waarde

van de startpotentiaal en dV/dt max bereikt. De afname van

de startpotentiaal onmiddellijk na de frekwentieverhoging

wordt gevolgd door een geringe toename. De waarde van

dV/dt max verandert overeenkomstig dit bifasische verloop.

Aan de hand van literatuurgegevens lijkt een invloed van

de frekwentie op Sja? anders dan dcor de optredende veran-

dering van de startpotentiaal, onwaarschijnlijk. Daarentegen

bestaan sterke aanwijzingen, dat er bij toename van de

frekwentie een verhoging van [Na* m en een afname van [K* |;

optreedt. De afname van de concentratiegradient voor

natrium-ionen verklaart dan de verschuiving van de akti-

veringskurve door frekwentieverandering. De traagheid van

het proces dat deze verschuiving veroorzaakt, maakt een

intracellulaire ophoping van natrium-ionen waarschijnlijk.

De geringe toename van de startpotentiaal, die wordt waar-

genomen nadat onmiddellijk na de frekwentieverhoging eerst

een âaling heeft plaats gevonden, kan worden verklaard door

een elektrogene werking van de Na/K=pomp.

De experimenten die in HOOFDSTUK 6 zijn beschreven, tonen



aan, dat de steady state startpotentiaal en dV/dt max door

ouabaine (5.107 mol/1) op dezelfde wijze worden veranderd

als door frekwentieverhoging. De. gebruikte ouabaine-concen=

tratie is volgens de literatuur hoog genoegomeen afname

van [KL en een stijging van [na'|‚- te veroorzaken. Dit

„steunt onze hypothese, dat een overeenkomstige verandering

van de intracellulairesamenstelling een belangrijke rol

speelt in de afname van de startpotentiaal en dV/dt max bij

frekwentieverhoging. Hen eventuele invloedvan ouabaine

Op, Ex EN Ema als verklaring voor het beschreven effekt is

onwaarschijnlijk. 4

„In HOOFDSTUK 7 henslotte ward.RDE om de inzichten

die uit de in dit: proefschrift beschreven experimenten zijn

‘verkregen, in te passen in de gegevens die in de literatuur

bekend zijnover'de rol van de-natrium-ionen in de: regulatie

van de kontraktiekracht van hartspier.
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SUMMARY

‘The objective of the experiments described, was to

investigate the mechanism underlying the negative relation-

ship between the maximum rate of rise of the action

„potential, dV/d5.max,. and, the stimulus frequency. The

starting-poïint was the investigation of Viersma (1969).

According to hís hypothesis an increase af frequency

„causes a rise of the intracellular sodium content, |Na'|

“The influence of.stimulatton frequency on dV/dt max woutd

‚besdue:to!the diminuitionof the electrochemical gradient

of the: sodium. ions. Because of the rising [ra* |, the

vactivity- of the. Na/K-pump would be intensified, until, the

passive sodium influx is again balanced by the active

sodium efflùx. At frequencies lower than 5,9 Hz changing

the frequency did not-change the take off-potential. So

at least below 5,9 Hzy-the- second hypothesis, that states

that an imcomplete availability-.of sodium carriers.causes

a decrease of dV/4t max ât higher frequencies, seemed to

“be incörreet.-Resultsobtained by inhibition of the Na/K-

Pump by ouabain, supported the hypothesis that. the influence

“… of*‘stimutation frequency was: due:to the first: mentioned

‘mechanism,

“Some experiments with an accurate method. to measpre the

take off-potential' ledto our investigation. It ‘became evi-

‘dent that an increase of stimulation frequency was

accompanied by a decreasé ofthe take off-potential, even

“ät relatively low Preduêncies in the normal working range

of therabbit heart i The questionarose if this could be

Ene explanation of the action of stimulation frequency on

dV/dt max. ©

CHAPTER 2 gives a review of the literature about the

electrochemical properties of heert muscle. It turns out

that the intracellular activity of ions-is not accurately
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measurable. The action potential is deseribed in terms of

ionic movements according to the hypothesis of Hodgkin and

Huxley (1952 a, b, c en d). We prefer to use the carrier

hypothesis to describe the changes of the conductance of

the cell membrane after supraliminaì stimulation. In the

discusston of the characteristics of the active sodium/

‚potassiun transport a great dealrof attention is given

to the electrogeniec action of this-transport..

„CHAPTER 3 deals with the methods,-:The stimulator gives

an impulse with'a current strength independent of the:

resistarice between the tips of the electrode. To change

Elie stimulation frequency a programmable master-oscillator

tuts used. The membrane potential is measured by means.of

—ansintracellular and an extracellularmicroelectrode, The

membrane potential and its derivative are recorded on

magnetic tape. After the experiment'the take-off-potential

and:dâV/dt max of every action potential are digitised.

In CHAPTER à4 it is proved that a gradual inerease of

the membrane. potential takes piace after stopping, stimula-

tion. During this hyperpolarization there is a positive

after-potential when the stimulation frequency has been

higher than 3-4 Hz. Additional experiments prove a,negative

correlation between frequeney and. take offe-potential in

‚… the range,between 1 Hz and 9,,EZ. The change of membrane

„potential after‚stopping stimulation, ean be explained by

an increase of [kt mE Results from experiments with axons

support theassumption that, the positive after-potential

is.due to a decrease of the „electrogenic effect of the

Na/K-pump. We neve tried to estimate the decrease of the

take off-potential Dy using data,GE potassiun loss after

_ an increase of stimulation frequency, obtained, from per-

fused dog hearts. The, real influence of frequency on take

off-potential is stronger than the calculated influence.

CHAPTER 5 gives the activation eurve in rabbit atrium

at a stimulation frequency of 1 Hz. This curve can differ

from fiber to fiber, The activation curve is dependent

„upon the stimulus frequency. At higher frequencies there
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is a, shift towards Lower values of dv/dt max. This explains

the, observation described. in this chapter, that. the decrease

of dV/4t riax at higher frequencies is stronger than would

be, expected from the decrease of, the, ‚take offpotential

under these circumstances. The inflüence of stimulation

frequency or the activation curve is due to ä relatively

slow mechanism. During about 10 seconds after switching

over from 1 Hz to 5 Hz the take off-potential’ anddV/dt max

decrease according to the relation given by the activation

curve of the former frequency. However, the value of

dV/ät max gradually becomes lower than the value which

should have been measured at the same take off-potential

at 1 Hz. After a few minutes take off-potential and

dV/dt max achieve a steady state value. The decrease of

take off-potential immediately after increasing the

frequency is followed by a slight increase. The value of

dV/dt max changes according to this biphasic course.

From reports in the literature it seems unlikely

that stimulation frequency influences Era in any other

way than by changing take off-potential. On the other

hand there is strong evidence that an increase of stimula-

a frequency causes a rise of Ina“ |, and a decrease of

LK |,- The decrease of the sodium concentration gradient

at ildter frequencies explains the influence of stimulation

frequeney on the activation curve. The slowness of the

process underlying the shift of the activation curve makes

an accumulation of sodium ions likely. The slight increase

of the take off-potentieal after the initial decrease

immediately upon a rise in frequeney,can be explained by

an electrogenie action of the Na/K-pump.

Experiments described in CHAPTER 6 prove that ouabain

alters the steady state take off-potential and dv/dt max

in the same way as an increase in frequency. According

to data from the literature the ouabain concentration

used 5e: 1077 mo1/1) ts high enough to cauge a decrease

of |E 5

hypothesis that a corresponding change of intracellular

En

and an increase of |Na |: This supports our

tit



composition plays an important part in the action of

stimulation frequency on take off-„potential and dV/dt' max.

A possible influence of ouabain on Exand Era is unlikely

as an explanation for the described effects.

In CHAPTER 7, finally, we have tried to compareene

insights gained in the described experiments with some

published data concerning, the role of sodium ions in

regulating the contractile force of neart, muscle. |
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APPENDIX

Op blz. 25 is de theorie van de eendimensionele kabel

vermeld. Volgens deze theorie geldt op het ogenblik dat

dv/dt maximaal is:

 

Hieronder wordt weergegeven,op welke wijze deze formule

wordt verkregen. De voornaamste leidraad bij deze afleiding

is de monografie van Cole (1968) geweest. Een schematisch

weergave van een eendimensionele kabel is afgebeeld in

figuur 2.

De volgende symbolen zullen worden gebruikt :

V; en Ve : potentiaal aan resp. binnen- en buitenzijde van

de membraan. Zij worden verondersteld onafhan-

kelijk te zijn van de membraan-dikte.

I. en: I_ : longitudinale stroom aan resp. binnen= en

buitenzijde van de membraan,

r. en fr. : longitudinale weerstand aan resp. binnen- en

buitenzijde van de membraan.

Vv = Vale = potentiaalverschil over de membraan.

L : stroom, lopend door de membraan.

Dan geldt:

dv. | avs
Lak stEe ie SE EE,
dx dx

en:

dl al, J ie
en nn Ì (de verandering van de longitu-

rn” 5 RE
dx dx

dinale stroom is de membraan-

stroom)



Differentiatie en substitutie geeft:

 

 

afy
zE (er tr) I,ate e 1 qr

ofwel:

is 1 av
I= 5 voor een steady state.

Bij een konstante voortgeleidingssnelheid Oo van de impuls

geldt: x = Ot , dus:

2

a —1

 

m 2 2
e Fe + r‚) dt

De membraanstroom is dus evenredig met de tweedé afgeleide

van de membraanpotentiaal tegen de tijd.

In is tevens de som van de ionenstroom Lson en de capacitieve

stroom (zie blz. 21): bet

dV

In = Em at t Lion

av
Als dV/ót maximaal is, dan is ze = 0 ,„ dus am = 0 « Op dit

moment gelát dus:

dV
 

dt

Een langgerekte vezel zoals een axon kan goed als een

eendimensionele kabel worden voorgesteld. In een hartpreparaat

is dit door de geometrie veel minder het geval. Aangezien

echter de trabekels van het‘atrium voornamelijk.zijn opge-

bouwd uit vezels die in de lemgte-richting zijn georienteerd,

dringt ook voor deze struktuur de overeenkomst met een kabel

zich op. Een verandering|van de natrium-influx, op welke
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dan ook verkregen, heeft in de myocard-vezel een verandering

van dV/dt max tot gevolg, die vergelijkbaar is met die in het

axon (zie paragraaf 2.5.3.). Dit steunt de aanname, dat, ook

‘in ons preparaat een veranderingvan dV/dt max een verandering

van de ionenstroom, î.e. de natrium-influx, weerspiegelt. Er

zij in dit verband nog: op gewezerij dat: tijdens het experiment

“ér voor zorg wordt gedrätger, dat‘prikkelelektrode en afleid-

etektfode op dezelfde’ traïekel Éfjn geplaatst.
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NAWOORD. et

Het onderzzoek dât in dit proefschrift is beschreven, Zou

nooit zijn verricht zonder de medewerking en de stimulerende

belangstelling van velen.

k Hooggeleerde Bouman, geachte promotor. Jouw kennis van de

electrofysiolosie van hartspier is een bron van informatie

geweest, waaruit zelden vruchteloos’ werd geput. Bij de bespre-

king van de experimentele resultaten bleek telkens weer jouw

enorme inzicht. Vooral bij de voorbereïdingen van HÖOFDSTUK Á

heb jij een rol van doorslaggevende ‘betekenisgespeeld. De

grote zorg waarmee jij het manuseript van kritische opmer-

kingen voorzag ‚ heb ik bijzonder gewaardeerd.

wosdoorte Boeles, geachte eo-promotor, Uw voortdurende

belangstelling en aanmoediging zijn een sterke stimulans

geweest. Ee

Babsuebende ‘Janse, geachte co-referent. Het aantal

deskundigen in Nederland op dit gebied van defysiologie Es

gering. Ik prijs mij daarom gelukkië, dat juist dadde taak

van co=„referent hebt.‘wijlen aanvaarden. |

‚Geleerde Van Enst, beste Gös: Een groöt gedeelte ‘van de

expertinten hebben wij samen verricht.Jouw enthousiasme

en jouw aanstekelijke opgewektheië vormenvoor mij een dank=-

bare herinnering. Jij zult mij bij de verdedigring van En

proefschrift terzijde staan. Een betere afsluitingvan’ ‘onze

samenwerking Lijkt mij niet mogelijk, Fa Î

Geleerde Allessie, beste ïaurits. De gebruikte methode

voor het meten van de startpotentiaal is grotendeels door

jou ontwikkeld, Het is daarom voor mij van grote waarde,

dat ook jij mij als paranimf terzijde zult staan.

Zeergeleerde Viersma, beste Jan Willem. Dat jouw onderzoek

uiteindelijk tot mijn experimenten heeft geleid, moet jou met

enige trots vervullen.

Mevrouw Wilms-Schopman, beste Francien, bedankt voor de
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assistentie die jij bij het verrichten en het uitwerken van

vele experimenten hebt verleend,

De medewerkers van de elektronische werkplaats (hoofd;

A,A. Meijer) en de mechanische werkplaats (hoofd: A.W.Schreurs)

ben ik veel dank verschuldigd voor de apparatuur die zij

eontwierpen;en bouwden, Door Hun bijdrage konden experimentele

‘handelingen worden:verricht; die voorheen technisch niet

uitvoerbaar waren. qe

‚rMej..-B.J.van Kooten, beste Prix. Jij hebt net grootste

gedeelte vanhet typ-werk verricht. De. zorgvuldigheid waarmee

jij dat deed, was bewonderenswaardig., Door stagnatie in de

voltooiïng vanhet manuscript heb Jij,Jeuw, taak, helaas voor-

tijdig uit handen moeten geven.

De heer Louwes verrichtte: mms het fotografische werk:

Bij de-heer Riepen washetafdraaien van de stencils in

vertrouwde handen. rl | _

De heren Hilgersom en Peel waren.onontbeerlijk bij het

onderhouden van de proefopstelling en het uitvoeren van

bestellingen. |

De heer Alkema en medewerkers betuig ik dank,voorde

‘goede verzorging vande, proefdieren.

Het personeel van de Centrale, Bibliotheek van. het, Jan

Swammerdam Instituut is mij behulpzaar geweest bij het,

verzamelen-van de noodzakelijke literatuur. ven ve

Tenslotte wil ik sterke gevoeiens van dankbaarheid tot

uiting brengen aanJullie, lieve Christines, Duco en Tessa.

Ik heb mij zeer veel uren teruggetrokken om in alle rust

aan dit proefschrift te kunnen werken. pe vanzelfsprekend-

neid waarmee dat werd. aanvaard, is de belangrijkste reden

geweest,dat dít proefschrift aan Jus is opgedragen.
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10.

Dit proefschrift.

Bij unilaterale anotia van kippe-embryonen treden de
aanwezige hersenzenuwen symmetrisch uit de schedelbasis.

Aan farmaceutische produkten die een (of meer ) genees-
middel(en) bevatten met een geringe therapeutische
breedte, dienen wettelijk eisen te worden gesteld ten
opzichte van de biologische beschikbaarheid van het

(de) geneesmiddel(en).
J.v.d.Meer (1973), Ned.T.Geneesk.,117, p.1819-1820.

Gegevens over buitenlandse dienstplichtigen doen vrezen,
dat ook bij de meeste Nederlandse dienstplichtigen de
lichamelijke belastbaarheid aan het einde van de dienst-
tijd niet verschiit van die aan het begin.

Th.Hettinger en G.Wanner (1972) Sportarzt und
Sportmedizin, Eeft 2, p. 25-31.

Len ergonoom wordt, ten onrechte, vaak beschouwd als

een apparaat dat na inworp van enige gegevens een pas-
klare oplossing uitwerpt.

Het is onjuist om te veronderstellen, dat het aantal
misverstanden over de financiële armslag van personen
zal verminderen, wanneer alle inkomens openbaar worden
gemaakt .

Het stakingsrécht is in Nederland goed beschermd. Het
moet echter als een falen van de Nederiandse samenleving

worden beschouwd, dat het recht om te werken straffe-
loos kan worden geschonden.

De beroeps-militair dient vrij te zijn in de keuze van
zijn huisarts.

Het dragen van veiligcheidsriemen op de voorste zit=

plaatsen van een auto dient ook binnen de bebouwde kom
verplicht te worden gesteld.

De inhoud van een stelling is meestal een veronderstel-
ling, een vaststelling, een teken van belangstelling of
een uiting van teleurstelling.
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