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HOOFDSTUK 1

INLEIDING EN:PROBLEEMSTELLT.NG

e Het is reeds lang bekend dat de kontraktie van het hart
'_voorafgegaan wordt door een elektrisch proces. Aan het begln
van ledere hartcyclus plant zich vanuit de sino-auriculaire
knoop, een groepje cellen gelegen in het rechter atrium bij

“5v'ge inmondingsplaats van de vena cava superior, een kortdurende

potentiaalverandering over het hart voort. Deze potentiaal-
verandering ‘wordt’ aktiepotentiaal genoemd De voortgeleiding
- van de aktiepotentiaal vindt plaats” volgens een konstant

. patroon: eerst over beide atria, vérvolgens door de 'atrio-

ventriculaire knoop:en het geleidingssystéem eh tenslotte
-over beide ventrikels.. Doorde aktiepotentiaal wordt het

i kontraktie-mechanisme van:de:.hartspier in: werking gezet.
... Het konstante voortgeleidingspatroon:van de.-aktiepotentiaal

_”heeft tot .gevolg, dat de belde atria eerder.tot kontraktie
:komen dan de .ventrikels, sy sb may mly L 3ien

. Er 1s veel onderzaek gedaan over de v@ortgeleldingssnel~
‘held van‘degagtiepotentigal;1n het “hart. Hierblj 1is gebleken,

j: da£ er binnen het hart zelf enorme.verschillen bestaan,

variérend .van enlge centimeters .per. seconde in bepaalde

 ::_de1en van de -sino-auriculaire knooP tot enige meters per

 '11ng van de mikro elektrode (Llng en Gerard 19&9) heeft men
kunnen aantonen, dat de voortg6181dingssnplheid van de aktie-
potentiaal in sterke mate afhankelijk is van het verloop van

S ge aktiepotentiaal Met de mikro-elektrode technlek is aan-

:'getoond dat in de Spierveznls van het hart over de celmem-

“'" braan eeh potentiaalverschil heerst van ca. 80 mV, binnen-

zijde van de cel negatief ten Opzichte van de buitPnzine.
Dit potentiaalverschil wordt kortweg membraanpotent laal ge~-

““noemd. Tevens bleek dat de aktiepotentlaal gevo“md wordt

door een kortdurende Afname’ van dit potentiaalverschi1



(depolarisatie~fase) en een hierop volgende, relatief trage
terugkeer naar de oorspronkelijke waarde (repclarisatie-
fase),eventueel onderbroken door een periode, waarin het
potentiaalverschil konstant blijft en dat om dezé reden
plateau-fase wordt genoemd Volgens de lonentheorie van
Hodgkin eh Huxley (Hodgkin, 1951) berust de depolarisatie-
fase op een snelle instroom van natrium-ionen. De maximale
waarde, die de depolarisatiesnelheid van .de: aktiepotentiaal
_ bereikt is een maat voor de 1nstroom van de.natrium-ionen

',ﬁ‘gedurende de depolarlsatle fase. Deze maximale depolarisatie-

] ,gpelheidggﬁlpevens_eenﬁpelaqgrigke faktor- voor de voortge-
leidingssnelheid van de:aktiepotentiaal. Veranderingen in
de maximale depolarisatiesnelheid Hebben-Verandéﬁingen van

P e voortgeleid1ngssnelh51d ‘tot-igevolg en wel zodanig, dat

‘“toename van de maximale depolarlsatlesnelheid gen” verhoging
“van de VOCrtgeleidingssnelheid veroorzaakt TR

Volgens de genoemde ionentheorie is de maximale depola—
"rlsatlesnelheia zowel afhankelijk van de lonensamenstelllng
" van het extracellulalre en het intracellulaire milleu, welke
'laatste aktief in stand wordt gehouden door de spiervezels
zelf als van de veranderlng van het geleidlngsvermogen, die
de membraan van de Spiervezels ondergaat tigdens de aktivatie.

‘Vlersma et al, (1968 a) hebben in het konijne atrium aange-

-*“toond dat ook de pplkkelfrekwentle van 1nvloed iS op. de

maximale depolarisatlesnelheia. De, oorzaak ‘hiervanr zou zijn

gelegen in een falen van het aktieve natriymtransport. bij

Iz'hogere frekwenties (Viersma et al., 1968 b). . Dit,;mechanisme,
. ook wel Na/K-pomp genoemd, draagt zorg voor het transport

. van ﬁatrigmrionen.yanuitade cel naar de extracellulalre
;;qimte,-tenainde de intracellulaire concentratie van natrium-

- ionen konstant te houden. Een tekortschieten wan dit gktleve

.bransport leidt- tot verhoging van:ide. intracellulaire natrium-
. ionen~concentratie en heeft’ op deze wijze een afname wvan de

.=~ maximale depolarisatiesnelheid tot: gevolg. ' .

.. De alternatieve verklaring, een wijzizing In ‘het gelel-
dingsvermogen: van-de -celmembraan.-bij hogere:frekwenties,
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werd onwaarschijnlijk géacht. Een véfﬁndering van ' de mem-=
braanpoténtiaal, die-hieraan *ten grondslag zou moetéﬁ”lié-
gen (Weidmann, 1955 ‘a), kén namelijk pas bij relatief hoge
frekwenties ‘worden aangetoond, zodat bij de meeste’ toege—
paste frekwenties een verhoging van de membraanpotentlaal
niet .ak¥s oorzaak voor de afname van de maximale depolarisa~

tiesnelheid kon worden . zangemerkt.

Enive jareén na de experlmenten van Vlersma en medewerkers
hebben wij in ons 1aborator1um een methode ontw1kkeld waar-
mee het mogelijk was om de maximale depolarisatiesnelheid
en de membraanpotentiaal sneller en nauwkeuriger te meten dan
voorheen het geval was. Bij enkele orié&nterende experimenten
met deze methode in een geisoleerd konijne-atrium bleek ons,
dat er ook blij de relatief lage frekwenties in het voor het
konijnehart normale werkgebied een daling van de membraan-
potentiaal gereglstreerd kon worden, naarmate de hartfre-
kwentie hoger was., Dit was 1In tegenspraak met de reeds ge-
noemde waarneming van Viersma. Om deze reden besloten wij
met onze methode de depolarisatie-fase van de aktiepoten-
tlaal 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 konijnehart in vivo. Hierdoor werd
uiltgesloten, dat wij te maken hadden met een verschijnsel,
dat zich uitsluitend in vitro voordeed en door de experimen-
tele omstandigheden was geinduceerd.

Onze vraagstelling luidde als volgt.

Welk mechanisme ligt of welke mechanismen liggen ten
grondslag aan de afname van de maximale depolarisatiesnel-
heid, die optreedt bilj verhoging van de hartfrekwentie?

) 50



Deze vraagstelling viel in de volgende onderdelen uiteen:
1. Welke verandering ondergaat de membraanpotentiaal als
gevolg van een frekwentieverhoging?
2. Geldt voor de atriumdepolarisatie de door Weidmann in
- -Pupkinjevezels van het schapenhart vastgestelds' relatie
- tussen depolarisatiesnelheid en membraanpotentlaal?
3. Is de verandering van de membraanpotentiaal voldoende -
.. om de reeds .door Viersma waargenomen vermindering van
“:“de d@polarisqtleonelheld te verklaren? - 4
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' HOOFDSTUK 2 ' -

EITERATUUR  ELEKTROCHEMNIS CHE
EIGENSCHAPPEN VAN HARTSPIER

2.1. INLEIDING

In de laatste decennia iser’ een overweldigende hoeveel-
heid publikatles verschenen over ‘de elektrlsuhe ejgenschap-
pen van, hantspier Nadat eerst met behulp vap extracellu-
laire meettechnleken enig inzlcht was verkregen 1n de impuls—
'formatle en de impulsgeleldlng a8 net hart, is door de komst
van de mikro-elektrode (Ling en Gerard 1949) een ware revo-
lutie u1tgebrok9n in de voortgang van het elektrofysiologlsch
onderzoek Yan hartSpler De metln? van potentiaalverschillen
aan weerszijde van de celmembraan heeft de kenan over de
elektrische verschlgnselen van de hartsnler enorm vergroot
In dit hoofﬁstuk zullen wij cen over31cht trachten te geven
van de huldlce kennis Aangezieﬂ cnze experimenten ﬁitgevoerd
zijn dn net konljne atrlum, zullen wij ons 1n dit over31chu
grotendeels beperkan tot de gegevers dle verkregen 213n uit
het zoogdlerenaart '

Aangenomen wordt " dat in rust over de membraan van myocard—
vezels een konstant potpntiaalvarscnll heerst Deze membf;an—
potentlaal draagt het teken van de polarltelt van de blnnen«
zijde. In het atrium van het zoogdierenhart bedraagt de
membraanpotentiaal =70 mV tot =90 mV. De waarden dle woraen
opgegeven voor vezels van net ventrlkelmyocard varleren van
*75 mV tot -90 mV‘en hoger. In de hartliteratuur worat alvemeen
aangenomen, dat de mEmbraanpotentlaal wordt bepaald door be-
wegingen .van ionen door dé celmembraan. Wij zullen hleronder
de "faktoren bespreken, ‘die bljdraren tot het voortbestaan
Van-dit potentisalverschil. :



2.2, INTEACELLULAIRE EN EXTRACELLULAIRE IONENCONCENTRATIES

Er bestaat een groot verschil in samenstelling tussen.de
intracellulalire en de extracellulaire vloeistof. De extra-
cequlaire concentratles worden verondersteld welnig af te
w13ken van dile.van bloedplasma of van de gebruikte door-
stromlngsvloelbtof en zijn dus eenvoudig te bepalen. In de
door ons gebruikte doorstromingsvioeistof (zie blz. 40)
bedragen de concentraties van de belangrijkste lonen
(nmo1/1) INa¥| = 156,0, |X'| = 5,6, |c17} = 138,4 en
|C [ =.2,2, De concentrat#eb in andere doorstromingsvloei-
“stoffen wiJken hier slechts in gerlﬂge mate van .af. De intra-
bellu1a1re concentratle van een lon {an worden berekend uit
de extracellulalre concentratle het iongehalte van het ge-
"hele weef§el en de verde11ng van net weefsel in inﬁracellu-
wlaire en extracellulalre ruimte. In 1'1r1ec31:=1(-1 kan de extra-
.“cellulalre ruimte (E i worden bepaald door aan de door-
stromlngsvloe¢stof een stof toe te vougen, die de celmembraan
%lecht of in het geheel nlet passeert. Meestal-worden hier-
voor inuline, sucrose, mannitol natwlum- of sulfaationen
 ?ebru1kt Na veraellng over de E..n wordt uit de weefselcon-
:centratle van de stof de grootte van ag u.ﬁ. berekend. In de
praktljk blijkt echter ae op deze wljze bepaalde grootfe van
de E R. af hankellﬁk te zijn van de suoi waarmee wordt gemeten
(Krogh eu'al., 1944; Barclay et al., ;900 Page, 1962 a;

Page en Storm, 1966; Bosteels en Carmeliet, 1972). Op twijfel-
_ acht¢ge gronaen 0.a., door egn aanname Over. de, grootte van de
'Z;ntracellulai re ,hloovlcnen concantrafle, wordt door sommige
onderzoekers E. H berekena als zogenaamde chloorruimte . .
M(Robertson en Peyser, 3951) Volgens metlnwe 1, van Barcxgy
fet al, (1960) in het rattehart is_de chloorrulmte groter.
 dan de 1nu11ne- of de sucroserulmt Taylor et al. (1961.)
Hwechter komen i, hetzelfde pveparaat tot de tegenover gestelde
eon¢1u51e, Deze.methoae yaﬁ_E4R=:metlng is.dus onjuisk.
-_Qfﬁaﬁkelijk van dé.bgpgliﬁggmethode worden in de lifera-
tuur'ﬁéafden voor de E.R;.van myocardweefsél.opgegeven,edie
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variSren van 20 tot 40% van het totale weéfselvolume De
verschillen worden waarscnljnlijk voor een deel veroorzaakt
door de 0hge1iJke veronderstelllngen over de 1onenverdellrg
of over de membraanpermeabllltelt voor de stof, waarmee de
bepaling wordt verricht. Andere foutenbronnen kunnen gele-
gen zijn in binding van de stof, waarmee gemeten Wwordt, aén
intracellulaire of extracellulaire stru?Luren, of in extra-
cellulaire diifuale-barrleresn Page en Bernste;n (19b¢) heb-
ben aangetoond, dat de extraceliulaire Pﬁimté geen vrije
diffusie toelaat. Zij gebrulkten een’ kafteventrlmel als
scheidingswand tussen twee op10381ngen van versuhlllende
-samenstelling. Uit hun metingen Wolgde, dat de E.R. zicn
kinetisch niet homogeen gedraagt. i & s

De wisselende waardén van de E.R. leiden tot verschillen
in de berekende intracellulaire concentraties. Een'over-"
zicht van enigé’ literatuurgegevens over de intracellulaire
natrium- en kaliumconcentraties wordt'gegéﬁeﬂ in de onder-
staande tabel.

Preparaat Meetmethode  |Na'|: |K+|i Auteurs
: . (mmol/kg (mmol/keg, .
celwater) celwater)

Rat, "ventrikel. ‘sucrose. 30 1 T Pagé en’'Page,
P : 1968.
Rat, ventrikel ?550u , 30 151 = Page en; Page,
: R s 1968
Kat, ventrikel  finuline 49 168" Page en
: o BiE g R stk Solomon, 1960
-Kat, ventrikel ./ : mannitol B 208 ‘Pdge -én Storm,
. 1366
Kat, ventrikel chloor 85 51 Robertson en
sl : &t Dunihue, 1954
Konijn, 'atrium 28y e B 152  ‘Goodford en

Vauzghan "

_ Williams, 1962

o Tabel L, L sl o e e



Behalve natrium- en kaliumionen komen ook chloorionen in
relatlef hoge noncentratie voor in hartspier. Voor het ge-~
1soleerde hartoorpreparaat van de rat berekende Lamb (1961)
een |Gl |4 van 25 mmol/l, terwijl Page (1962 b) voor papil-
lairspieren van de kat op 17. mmol/1l uitkwam. De intracellu-
laire concentratle.yan vrije calciumionen ICaH]i is bijzon-
der gering. Aangenomen wordt, dat _dn: hartspler, evenals :in
. skeletspier, hef, contrdctleproces in werking wordt: gezet
.wanneer |C¢ +Ji btngt boven 10 T_mmol/l. Het merendeel-van
het intracellulaire calcium 1ls gebonden aan het . sarceplas-
matisech reticulum of aan de mitochondrién ,
Hoewe]l de beschikbare meetmethoden geen nauwkeurlge bepa-
ling van de intracellulaire. congentratie mogelijk maken, is
het duidelijk dat de concentratie van kalium-ionen. in de
extracel%ulaire v;qqigtof.laggr-is;dap.in de .intracellulaire
vloelstof, terwijJl voor natrium-, chloor- en calcium~-ionen
het omgekeerde het geval 1s.

2.3. HET GELEIDINGSVERMOGEN VAN DE CELMEMBRAAN

In 1939 is door Cole en Hodgkin de specifieke membraan-

. weerstand gemeten van het féuzenaxon van de pijlinktvis-
“(Loligo Pealii). De uiteinden van het axon bevonden zich in
zeewater, het middengedeelte bevond zich in ‘een ollelaag
~die beide zeewatercompartlmenteﬂ scheldde en in breedte was
te varleren. Met behulp van een elektrode in beide elektro-
lyt0p10551nven bepaalden 311 de lengte weerstand-relatie en
- berekenden vervolgens de: SDEleleke membraanwWweerstand, onge-
veer 1000 ohm. cma. _

Hodgkin, Huxley en Katz (1952) hebben het;gédrag”Gan-de
axon@eﬁbraan bestudeerd bij verschillende hooggten .van de
membréanpotentiaal. Zij gebruikten hiervoor de zogenaamde
vblfqge clamp techniek. Deze techniek berust op het principe
dat aan de celmembraan een bepaald potentilaalverschil wordt
opgedrongen, dat via een terugkoﬁﬁelingsmech&nisme konstant
wordt genouden. De stroom benodlgd voor het konstant houden



van het potentiaalniveau, wordt gemeten en is gelijk aan de
stroom die gedurende de potentiaals@rong door de membraan
loopt. Hodgkin, Huxley en Katz tobnden ondermeer aan, dat

er bij potentiaalsprongen boven een zogenaamde dfémpelwaérde
na een initiéle capac¢itieve stroom een kortdurende, binnen-
‘waarts gerichte stroom van positieve ionen-giﬂg*lopen dlie-
overging in een buitenwadarts gerichte stroom: 'Deze laatste
bleef bestaan, zolang hét ingestelde pdtehﬁiaalnivéauige—
~handhaafd 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 tiljdens de binnenwaarts
gerichte als tijdens de bultenwaarts gerichte stroom kon
afnemen tot ongeveer 30 ohm cma. Deze resultaten vertoonden
sterke .overeenkomst met-de publikatie van Cole en Curtis
(1939), waarin-werd medegedeeld daf deé ‘axormembraan na supra-
luminale prikkeling, dus tijdéns een aktiépoténtiaal, een:
‘"resistance breakdown” onderging van ‘4000 haar 20 ohm cm®.

Door de samenstelling van de extracéllulaire vioéistb%

te variéren, toonden Hodgkin en Huxley (1952 ‘a) vervolgens

- gan, dat’ dg- kortdurende bilnnenwadrts gerichte membraanstroom
“pedrapen werd door natrium-ionén en dé buitenwaarts gerichte

‘strooii ‘door kalium-iohen. Het geielaingsvermogen'voor deze
i ionen was dus veranderd. Z1J] berckendet, dat bl) een depblé-
riserende potpntiaalSprong van ongeveer 100 mV het gcleidlngs—
'vermogen voor natrium-ionen en kalium- 1onen met respectleve—
lijk eén Paktor 500 en’ 30 kon toenemén teén Dlechte van de
v rustwaarde (Hodgkln en Huxley, 1952 4, fig. 97en 10). Dit
steundé de eerder door Hddgkin'en‘Kétz (1949) opgééﬁelde"i
hypothese, dat verandering van de doorladtbaarheld van de'
celmembraan voor' ionen van fundamenteel belang was voor het
elektrische gedrag van de celmembraan na prlkkellng Uitgaande
van aangetoonde ionen- concentratAepradienten over de axon-
membraan en van eveneéns - aanmetoonae veranderingen i het |
geleidlnwsvermogen van e membraan voor ‘de verschiliende
iorien " hebben Hodgkin en Huﬂley (195 By B, "c en d) hun
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lonentheorie copgesteld, veor de membraanpotentiaal in rust en
voor de aktiepotentiaal.. _

Hoewel er.verschi;lénde.alternatieve hypothesen zijn opge-
steld (zie.b.v. de moncgrafie van:Ling, 1962) is. er geen zo
algemeen geaccepteerd als-die van .Hodgkin en:Huxley. Ook
voor hartspier wordt algemeen uitgegaan. van deze ionentheorie,
hierbij gesteund door de ook in dit weefselaangetoonde con-
centratieverschillen tussen extracellulaire en:intracellu-
laife“yloeistof_en de ionenstromen-gedurende een aktiepoten-
tiaal of .gen opgedrongen potentiaalniveau. W e

2.4. DE MEMBRAANPOTENTIAAL IN RUST

De membraanpotentiaal in rust komt zowel door een passieve
ionenbeweging -door de celmembraan tot. stand, als door éen
.aktieve ionenbeweging. De blijdrage van de passieve 1dﬁénbe—
weging, de diffusie potentiaal, wordt hieronder besproken;
de bijdrage van het. aktieve fransport, .de elektrogene natrium-
pomp,jwondt besprocken op blZ,-BQ-e.V."- T _

Door de beweglng van een bepaald lon . in de riehting van
de concentrat;egfqalent ontstaat een potentisalverschil over
_ de membrdan (V ). Door dit potentiaalverschil wordt de-kracht
dle on de ionen in de membraan cp grond van de concentratie-
gradlent wordt uitgecefend, tegengewerkt. De verplaatsing van
ioneh van hbge naar lage concentratie; gaat door,. totdat de
elextrochemlsche potentlaal nul is, dat wil zeggen totdat de
krachten als gevolg van de elektrische gradiént en van de
concentra*iegradlent elkaar opheffen. Het dan heersende poten-
tlaalverschil wordt de evenw1chuopotencladl voor de betrokken

1onensoort_genoemd (V Be De grootte van de evenwlchtspoten-

lon
tiaal kan wordan be;ekend volgens de formule van Nernst:

(1on}

(<% R Fz ' 1n —Tmn volt™ N
R, T en P zign rerectieveligh de. gasaonstante, de absolute
temperatuur en de konstante van Faraday, z geeft de .valentie

van het ion weer. De lonenaktlvifelten in extracellulaire.en

18



'1ntraCellula1re v10918t0f Zlin aanﬂegeven mﬂ* respectievelijk
(1on) en flon)i, ' - . - _

De ionen bewegen dus door de membraan totdat V =V, 1oh*

_:'momenu afhankellgk van de elektfochemiscne potentlaal ‘én-“het
geleldlngsvermogen van de membraan voor deze ionen" (ﬂodgx:n

en Huxley, 1952,a8):

(2) ' : -Iiﬁﬁ.:. ®ion (V - vion) 5! : : s
De | stroamdlchtheld I, wordt u:L'C gedrukt . 1in mﬁ/cme, het, ge-
.1eldlngsvermogen s on in.mgq(cm (= 1/ohm cm ) en.V. en V¥,
in mV.

-In_rust is V 1p myoc&rdvezels van het atrlum ongeveer_
~80 mV. We kunnen een zcbattlng maken van vNa en VK door b1
de berekening met de Nernst- formule in plaats van de (onne—
“kende?) 1onenakt1vite1ten de 10nenconcentrat1es te gehrulken
“Met de door Goodford en Vaughan W1lllams (1062) opgegeveni
'T+| (z1e tabel T blz. 15) .en de'
concentraties 1n onze dOOrStPDmngSVlOelotOf worden voor een
temperatunr van 37 Celﬁlus berekend X =-+26 mV en -

: Na
KE‘ ~88"mv. in Pust bestaat er dus een ultstroom van kalium

waarden voor ]Na Ii

1onen en een 1nstroom van natrlum 1onen, T
Algemeen wordt Veronderqteld ddt in rust r=~er1 konstant =
potentlddlver chll over de mcmbraan heerst. Wanneer voorlOplg
'aangenomen wordt dat 1n rust alleen de bemeglngen van natrium-
en kaliUM—IOHGH van belang Pljn (wij komen nog 0P deze aan-
name terug;, aan volgt hieruist: INa.: IK' Volgens vg;gellg-

klng (2) is dan

(3) e (V Vigh = 8yaVp = Vo)

AangeZien uit:de get&llen;hrfjkt"dat in rust &eréiékﬁfﬁdhe_
mische potentiaal voor kalium-ionen aanzienlijk lager ig dan
voor natrlumnlonen moet in- hartspier de membraan in rust
beter doorlaatbaar zijn voer kalium- dan voor natrlun 1oneﬁ,
Dit ig:din oveneenstemmlng met gegevens uit ' de axonmembraan'
(Hodgkin en Katz,; 1949) en met gegevens uilt de skeletspler'



van de kikker (Katz, 1966). Veranderingen van de concentra-

tiegradi&nt ‘voor kalium-iorien hebben door de relatief hoge
Ex dan ook een grote invloed op Ix en daarmee op de hoogte
van de membraanpotentizal in rust.

 In rust "lekken" dus voortdurend Falium-ionen naar buiten
en natrium~ionen naar virnen. De Intracellulaire concentratie
van deze .ionen wordt echter over langere- tijd konstant gehou~
den door een aktief, In de¢ celmemiraan aanwezig mechanisme,
dat in staat is om natrium- en kalium-icnen te verplaatsen
tegen hun respectieve elektrécnemischu'gradiént in., Dit me-
chanisme wordt Na/K-pomp genoemd. Op blz.30 wordt uitvoerig
op dit aktieve mechanisme ingegaan. ' "

Uit het bovenstaande is duldelijk, dat ionen invloed heb-
ben Dp de meeradnpotentlaaL, wanneexr 313 1n stdat ZiJn om
‘Jde ‘celmembraan te passeren an wanneer voor dezc 10nen eeﬁ
aktier pompmechan¢sme bestaat. In hﬁc aXon en in- skeletspler—
‘Weefsel is de dooriaatnaarheid van de'colmembraan voor chloor~
ionen zeer hoog (Hodgk+n en Katz, 1949; Gie bisch‘et al.,
19573 Hodgkin en Horowicz, 1059 Hutter en Noble' 1960)

In het ZOOgdieveﬂhart waarvan gegEVcnq bEﬁend ZLJn ult
papil lalPSDlePen en quk*nde vezel s,iljkt de doorlaatbaar—
heid: voor chloor-ionehn in rust echt er betrekkellgk 1aag te
zijn (Carmeliet, 19671 Hutter ei:ho“]ﬂ; 4»64- Page 1962)
Er ‘is nimmer eenaktief transpor tmechanisme voor chloor-
“iorién aangetoond. Mede op grond hiervan wordf ve“onéersteld
dat’ initde hEeste wdéfge 1ls, waaronder hartsp¢er "de’ ch]oor~
ionen verdeeld zijn volgens het heérsende potanviaaiverschll.
“Volgens de. concentratiegradidht moet de elektrochemische
gradiént voor calcium-ionen betrekkelijk grobﬁ zijn:bij de
in ruét heersende-membfaanpo+entiaal Algemeen wordt daarom
aangenomen, dat de doovldaubaarheid van de membraan in rust
voor cal 1um*ionen gevlng 18,_Dezb opvattlng wordt gesteund
door de waarneming, dat wijziging, van ]Ca f}e in myocard-
vezels geen of blechts ger;nge veranucrlng #an ae membrqan-
potentlaal in rust tov _gevolg heeft \Weldmann, A9R5 D
Hoffman en Suckl&ng, 1956,_Ware, 1961; matsubggaﬁgn”j
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Matsuda, 1969). Ook van andere ionen is geen noémenéwaardig
effeékt op de membraanpotentiaal van myocardvezels in rust
‘beschreven. : >

- "Samenvattend kan dus worden vastgesteld dat in rﬁé% de’
membraanpotentiaal voornamelijk bepaald wordt door de intra-
cellulaire en de extracellulaire concentratie van-de kalium—
ionen, alsmede door ‘et.geleidAngsvermogen van 'de celmembraan
‘voor deze ionen. FAAGITE IR L I

2.5. DE AKTIEPOTENTIAAL
2.5.1. De aktiepctentiaal in een zenuwvezel -

Verlaging van de membraanpotentiaal tot de ‘Zogenaamde

- drempelwaarde veroorzaakt een ektiepotentiaal. Volgens de
ionentheorie wvan Hodgkin en:Huxley (1952 a, b, c,'d) ligt
aan-de aktiepotentiaal eeén verandering van het geleidings-
vermogen.van de membraan’voor ionen ten grondslag.'De ‘diéht-
‘heid van de totale-memhraaRSﬁﬁdom3(Im) wordt op elk moment

- tijdens de-aktiepobdntiaalfgege#én déor de som van de dicht-
heid van:de netto ionerngtroom (I ) en de capacitieve strocm
;(Hodgkin en Huxley, 1952°d): " #h : i '

(LI') ff mmabine “mine " A Im—Cm dt'::[ion

5ié'en L 168 woraen veergegeven in pA/cmg Cm is de membraann
capaciteit (uF/cm . V is de afW¢jking van de membraanpoten—
tiaal ten Opzlchte van do ruotwaarde \'A wordt uitgedrukt doy
millivolt, de tijd t in msec,

- Beneden de drempelwaarde is I uitsluitend capac;tief

aangez1en de netto 1onenstroom nul 1s Depolarisatie tot de
Idrempelwaarde veroorzaakt toename van 8Na® De grotero natrium—
1nf1ux die hlervan het gevolg is, Dvertreft de kallum-efflux
er ontstaat een netto binnenwaarts gerlchte stroom. .Dit leidt
tot verdere afname van de mewbraanpotentlaal Hierdoor neemt
verder’ toe etc De zeer snel toenemende depolaﬂi:atie

gNa
vormt de depolarisatie fase van de akulepotentlaal. De
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initlele toename van BNa, ten gevolge van de depolarisatie
wordt spoedig gevolgd door een afname (Hodgkin en Huxley,
1952 c). Deze afname van ENa tol de waarde van voor de depo-
larlsatle zou op zich Voldoende ziJn om de membraanpotenti-
.-aal weer te:.laten ter ugxcrbu 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 8y
(delayed rectification). De repolarisatie-fase van de aktie-
potentiaal van een zenuwvezel is dus het gecombineerde effekt

van een afname van By €N een toename van Bt Lian &0 .2

e

2.5.2. De aktiepotentiasal in hartspier

Ock 1n hartspler wordt de aktiepotentiaal vercorzaakt
door reversibele veranderingen in het geleidingsyvermogen -van
de celmembraan. De informatie hiervan is-evenals -in- zenuw-
weefsel-voornamellijk verkregen doer de voltage«c¢lamp:;techniek.
‘Om ulit de vorm .en de grootte van.de iloenenstroom:juiste con-
clusies te trekken over de aard.yan de.veranderingen in het
-geleldingsvermogen, moet het gebruikte preparaat uniform:wor-
»;den gepolariseerd. Er loopt dan geen stroom tussen de ver-
schillende membraandelen. In het reuzenaxon, waarmee ‘Hodgkin
en Huxley hun experimenten uitvoerden, was aan dezZe vcorwaarde
relatief eenvoudig te yoldoen deoor in de lengterichting: in
het aXOplagma een metalen Plektrodﬂ cp te vcnuiven (zie voor
_uitvoerlge be%chridv1ng dodgk*n et al., 1QS2 en Cole, 1968)
In hartspler lu een devg 1gke ingreep aoor de veel E einere
celdiameter en de romplexe geometrie niet uitvoerbaar. Om de
problemen van een puntvormlge. duu niet- vnlforme polarlsatie
te omzeilen wordt voor StPOOMtOGGl@D‘Hg aan hartspierprepa—
_raten vaak webru1k gemaaKt van de "sucrose 5ap" mechode (zie
”voor beschrijving Y. v Bee1er en Reuter 1970 a af De Hemntlnne
1971) Ook biJ deze methode kan °chter een Spannlngsgradient
over het preparaat bestaan, zoals ondermeer olijkt ult een
.beSpreking van deze methodlek door Johnson en Llebermapn _
(1971) Ekperlmenten van New en Trautwein (19(? a) met een



verbeterd voltage clamp circuit leiden tot dezelfde conclu-

sie. Tijdens het vasthouden van de membraanpotentiaal op een
bepaald niveau wordt via een onafhankelijk tweede circuilt

de extracellulaire vliceistof van het meetcompartiment op de
aardpotentiaal gehouden (zgn. virtual ground clamp system).
Tevens kan regelmatige controle van de intracellulaire lengte-
weerstand plaats vinden. Met behulp van twee mikro~elektroden
en geschelden meetcircuits was gedurende de stroomtoediening
een verschil in membraanpotentiaal meetbaar tussen cellen

dle zich dicht bij de rubber membraan van de sucrose gap
bevonden en cellen aan het einde van het prepéfaat (afstand
mikro-elektroden ca. 0,5 mm). Werd echter het preparaat zo
kort mogelijk gemeakt (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 ekperimenten althans kwalitatlief 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 0 en fase U4 van belang. Deze laatste is
reg@s,u;tvoerig besproken. Be_nu volgende.hﬁﬁpreking.vaﬁmdgu.
aktiepotentiaal in hartspier zél zich dan ook hoofdzakelijk

richten op de gebeurtenissen in fase 0.,
2.5.3. Depolariserende stromen van positieve ionen’

In myocardvezels bestaan geéﬁrende de aktiepotentiaal
twee blnnenwaarts 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-infiux in
de zenuwvezel. De snelste veranderihg van de membraanpoten-
tiaal tijdens fase 0, dV/dt max, is een maat voor de ionen-
stroom gedurende deze fase. Is het preparaat namellijk opge-
bouwd uit cellen die in de lengterichting zijn georiénteerd
zoals het geval is in de trabekels van het hart, dan kan de
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celmembraan evenals bij het ‘axon worden opgevat als een één-
dimensionele kabel. Dit 1s schematisch in fig. 2 weergegeven.
Voor de theorie van de ééndimensionele kabel verwljzen wij
naar de uitvoerige monografie van Cole (1968), Met behulp van
deze theorie :‘kan worden berekend, dat bij: een konstante voort-
geleldingssnelheld van de aktiepotentiaal de membraanstroom
-Im:evenredig is met de: tweede afgeleide van de potentiaal
» naar:de tijd. Wanneer. dV¥/dt maximaal is, dan geldt volgenms
vergelijking (4): : . S :
(5) . %% 1 Z%EE In detall, zie:sAppendix
Wanneer, zoals algemeen wordt aangenome,. C nlet verandert,
.:«dan is de snelste verandering wvan de“memhr@anpotentlaal een
maat voor de lonenstroom. Voor de zenuwvezel is dV/dt max’
- gedurende fase 0 dus een maat voor'de natrium-influx. :De
waarneming van Hodgkin en Katz (1949) in het axon, dat -- -
dV/dt max in sterke mate afhankelle 1s van de extrace11u~
lalre natrlum concentratle, 1u nlermee 1n overeenstemming
In hartSpierpreparaten van alle onderzochte diersoorten
treedt eveneens le afname van INa Ie een dallng Van"‘
dv/at max op (zle k., v. ‘voor ﬁikkeratﬁlum Vledergerke en
'MOrkand 1066 b " voor kikkerventrlkel B“ady en Woodbury,
.1960 voor konljne atrlum Hoffmdn en Crdneflela, 1960 en
Saito, 1971 voov hondenventrikel Matsubara en Matsuda, '
1969) De 1nitiele binnenwaarts gerlchte stroom, die Ln = T
voltage clamp experlmenten Llj ﬂen voldoende grote poten;
tlaalsprong wordt waargenomen, is eveneens 1n sterke mate
afhankelijk van |Na TQ (Dudel et al., 1966 hascher en Peper,
1969). Ook hét effeKtvop hartspier van tetrodot0Y1nelgﬁeeﬂ
stof‘die spe01flek de snelle 1nstroom van natrlum 1onen
(Kao;_1966 Moore en Narahashl, 1967) Qf natrlum—substituten
(Tasaka et al., 1966) remt,, 15 gellgx aén het effekt op
zenuwweefsel, TetroaetoX;ne veroorzaakt zonder uitzonderlng
In myocardvezels een afname van dV/dt max (Yamagishi en Sano,
1966; Rougier et al., 1969; Lenfant et al., 1968; Walden
et al., 1969; Scholz, 1969; Yanaga en Holland, 1970).
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relatie in hartspler tussen dV/df max ‘en de hoogte van'de
membraanpotentiaal ‘waarbij de aktiepotentiaal is opgéwekt,
vertoont eveneens-opvallende gelijkenis met die in het axon.
‘Op:blz. 28 wordt nog ultvoerig op deze relatie teruggékomen.
‘.Al deze gegevens maken het zeer waarschijnlijk, dat ook in
hartspier de snelle inwsarts gerichte stroom ‘gedurende fase 0
wordt gedragen door natrium-ionen. Deze snelle natrium-influx
zou dan evenals in zenuwwéefsel hét gevolg zijn van een snelle
toename van gy van de celmembraan. CREY BAERLICHAEER

‘Théoretisch zou de snelle depolarisatie ook veroorzaakt
kunnen worden door een calciumminfiux. Verandering van [Ca++]e
heeft ‘echteér slechts geringe invloed op de hoogte van
av/at max (kikkerventrikel: Ware, 1961; paplllairspler cavia:
Stanley en Reiter, 1965; atrium en ventriﬁei“vaﬁ hond en
konijn: ‘Benftez en-Alanis, 1970 ventrikel van cavia, kat en
aap: Tritthart et al., 1972) d g

Wanneer aan myocardvezels een potenulaalnzveau wordt opge-
drongen lager dan .ongeveer -30 mV dan is na de snelle natrium-
influx nog een tweede, betrekkeligk langzame blnnenwaarts.
gerichte stroom meetbaar.lJohnson en Llebermann (1971) zijn
van mening dat deze stroom een axLefayt 1s als gevolg van, de
niet homogene potentiaalverdellng in npt preparaat Ondgru
omstandiﬂheden waarin wel van homogenltelt Sprake is, blijft
de 1angzame 1nstroom echtﬁr dantoonbaar (New, en Trautwel
1972 a. 4xperimenten waarolg ueranderlngen in de extracellu-
lalre VlOElSuOf vorden aangebracht, hebben Wﬁ&TSChljnllJK
gemaakt ddt deze stroom 5euraﬂen wordt door ndtrlum- en/of
'alcium -ionen (Nlederaerkm en Orkaﬂd L966 a; Rougler et al.,

9b8 Ochl, 1970; Beeler en Reuter, 1970 b; New en Trautwein,
'1972 b) iidenS de aﬂtlepotentlaal vlndt deze langzame in-
'stroom plaats gedurende het 1aatstﬂ deel van de depolarlsa—
tie fase en gedurende fase 1 en 2

50 8y b
xiwsk R
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2.6. DE AARD VAN DE VERANDERINGEN VAN HET GELEIDINGSVERMOGEN

Er is veel getheoretjseerd docb weinig oekend over het-
geen ten grondslag ligt aan het UeleialnvsvePWOWen van de
celmembraan TOoOr een 1on en aan de veranderlngen ervan. De
beschlkbare gegcvens nebbcn hoofdzakelijk geleid tot Lwee
theorleen - - i
a° De membraan bevqu kl’lne _met water gevalde porlen'

' (bolomon, 1)60 en 1368) De gelekt sve doorgankeligkheid
voor lonen zou worden verooraaa&t door v;rschillen 1n
.porien~groott& en porlen lddﬁng Naar gelang de omstan—
digheden zouden de porién open of dicht kunnen leﬂ.

b, In de membrazn bevindt zich een dragermolekuul een
'Zgh, carrier, dat een sterke blndlngsnelging heeft met
een bepaald ion (Hodgkin en Huxley 19;2 as Welamann,
1955 a). Na Dlﬂdlng van een ion aan het bultenopnervlak
diffundeert de carrier naar het bznnenappervlak waar

shet ;ion loslaat van de carrier en de intracellulaire
vloelstof binnengaat ("facilitated diffusion’). &=

- Voor geen van beide theorieén 1s. het bewi]s geleverd. Wel

‘ls' aangetoondy:dat verandering van de membraanpotentiagl:

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

zoek van Cohen (1973) aan axonen gedurende elektrische akti-
vitelt heeft aan: het licht gebracht; dat de optische eigen-

schappen: van de celmembraan zowel tijdens de aktiepotentiaal
als. tijdens vcltage clamp experimenten. een spanningsafhanke-
1ijke veraﬁéeringuondergaan» Er, zlijn echter geen bewljzen,

dat deze optische wveranderingen een weerspiegeling zijn van

veranderirgen in het geleidingsvermogen: van de membraany

Een aantal membraaneigenschappen laten zich het best be-
schrijven door de carrierhypothesé. De nlotselinge toename
van gN ‘na supraliminale nrlkkellng worut beschouwd als de

gktivatie" van 1in de membraan aanwezige natrlum-carriers.

' "De hilerop volgende afnamé van gN wordt ‘de ! 1nakt;vatie"

van de carriers genoend. Aktivatlé en inaktivatie der natrium-
carriers zijn potentiaal- én tlgdsafhankellgkﬁ processen.
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1. Potentiasal-afhankelijkheid der. natrium~carriers

De natrium-influx tijdens de depolarisatie-fase van de
aktiepotentiéal'iéfafhahkelijk van het aantal geaktiveerde
carriers. Hbd@kin'en Huxley (1952 @) hebben in het reuzen-
axon aangntoond dat er een u-vormige reWatie bestaat tussen
de rustwaarde van de memhraanpotenujaal en AV/dt" max van de
hlerblg Opg&wemtn aktiepotentiaai. Het zantal natrium—carriers
dat door supraliminale prikkeling geakt veerd wordt, is dus
'afhankelljk van de membraarpotentiaal, Weidmann (1955 a)
toonde in Purkane ~vezels van het achaao aan, dat ook in 4it
preparaat de rel&tie tussen membraanpotentlaaT en dV/dt max
S- vormlg was (fig. 3) Bij een membraanpotentia&l beneden
~50 mV blijven alle carriers gelnaktlveerd Is de membraan-
potentiaal groter dan -90 mV, dan vindt bij supralimlnale
prlkkellng volledige aktlvatwe plaats.

2. ledefhankellikneld der natrium carrlers

Na de snelle toename van g als antwoord op .een depolaw
riserende impuls volgt onmiddellijk een..afname. Deze inakti-
vatie der natrium-carriers is bij zenuwvezels binnen 2 msec
voltooid en vindt ook plaats, wanneer.de membraanpotentiaal
kunstmatig gedepolariseerd wordt gehouden (Hodgkin en Huxley,
- 1952 . d). Inaktivatie betekent -echter niet: alleen een terug-
keer. van gy, Raar de waarde véor de depolarisatie, maar
tevens een vermindering van de mogelijkheld van de. membraan
om op een depolarisatie met een toename van SNa te reageren.
Na. korte tijd neemt de ‘lnaktivatie weer af: reaktivatie -
(Hodgkin en Huxley, 1952 c¢)..De .tijdkonstante van de reakti-
vatie is in het reuzenaxon bij: benadering dezelfde. als ‘van
de aktivatie en de inaxtivatie, Gegevens over het tijdsver-
| 1oop van de redktivatle 1n hartSpler zijn niet eenoluidend.
Weldmann (1955 a) en Strauss en Blgger (1972) concluaeren
uit hun experlmentele gegevens, dat de tinkonctapte yan de
reaktlvatie in, respectlevellak Purkinge -vezels van het schaap
en Splervezels van het konijne atrlum ZO kleln is, dat aan
het einde van de repolarlsatle—fase van de aktiepotentiadl

o
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Figuur 3. De aktiveringskurve wan Purkinie-vezels van het -
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schapenhart (naar Weidmann, 1955 a).

Zie verder tekst.



de reaktivatie van het natrium-carriersysteem volledig 1s.
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 ongze resultaten zal uit- .
voerig op deze publikaties worden lngegaan.

De potentiaal~ en de tijdsafhankelijkheid van de veran-
deringen van Ena zijn moeilijk te beschrijven met behulp van
de poriénhypothese. Andere membraaneigenschappen, zoals de
blokkade van de natrium-influx door tetrodotoxine, laten
zich zowel in de poriénhypothese als 1In de carrierhypothese
goed inpassen. De waarneming dat de toename van dv/dt max
als gevolg van een bepazalde verhoging van lNa+|e 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 wi]j voor-
keur voor de carrierhypothese. Met betrekking tot het gelel-
dingsvermogen van de membraan voor natriumionen zal dan
ock 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 Horowicsz (195¢9) berekenden voor skelet-
spiervezels een natrium-influx in rust van 3,5 picomol/cmz,sec,
Conn en Wood (1959) bepaalden in het in situ geperfundeerde
nondenhart een natrium-influx van 1 picomol/cmz.sec, terwijl
Langer (1967) voor de gelsoleerde papillairspler van de
hond 5,9 picomol/cmg.sec berekende. Metingen van Carlslake
en Weatherall (1962) in het konijne-atrium leidden tot
een schatting van de natrium-influx van 8 picomol/cmz.sec.

De toename van de natrium-influx gedurende de aktiepotentilaal



is door Noble (1962) voor Purkinje~vezels berekend op
T7 picomdlﬁcmensee;=V01gehs Langer (1967) bedraagt de
natrium-influx in papi¥lairspier van de hond per aktle-
potentiaal 71 pidﬁmolfémg.seC.'Bij'al-déze-befekeningen'
is ultgegaan van een vezel, die bij benadering cylindrisch
18- mét een regelmatig oppervliak.: HEt oppervliak van een :
myocardvezel wordt echter vergroot door talrijke invagina-
ties ‘van het T-systeem (Simpson en Oertelis, 1962; Nelson’
en Benson, 1963; Sommer en Johnsorr, 1970), zodat de opge-~
gevew'wahrden“van'de'na%%ium—infiux zonder twijfel te groot
zijn per eenheld van oppervlak. Boverdien kan bij fluxme-
tinpen esn mogelijke foutenbron worden gevormd door de zoge-
naamde ‘exchange Giffusion. De essentie van dit méchanisne,
dat' voor het eerst gepostuleerd is 'door Ussing (1949)) is
dat er ‘door middel van een carrier een t:1 uitwisseling
plaats vindt tussén de intracellulaire’ en de extracellu-
laipe natrium-icnen. Aangezien door exthange diffusion geen
verandering van de natrium concentraties geschiedt, maar -
wel verplsaatsing van hatrium-isotopen’ door de celmembraan,
‘ kunner: dé influx en de efflux van de tracer groter zijn dan
de netto'natrium-influx of -efflux. Keéynes en Swan (1959)
schatten;. dat in kikkerskeletspier 50% vanh de natrium-efflux
geschiedt via exchange diffusion. Van andere weefsels zijn
geen gefevens-bekend. Een mogelijke exchange diffusion maakt
dus- de“ tracermethoden niet volledig betrouwbaar. o
In ieder geval is het duidelijk, dat er een mechanismé
moet bestaan ‘om natrium- en kalitum-ionen tegen hun elektro-
chemische gradiént in te verplaatsen, aangezien anders de
Srerschillen tussen intracellulaire en extracellulaire con-
centraties geleidelijk zouden worden opgeheven. Experimenten
van ‘Hodgkin en Keynes (1955) mét radio-aktief gemerkt natirium
"en kalium hebben aangetoond; dat zenuwvezeéls kalium-ionen
kunnen opnemen en natrium-ionen naar builten kunnen pompen.
Toevoeging van stofwigselingsremmers-als dyanide, azide'en
2if-dinitrofenocl h#d ‘een afname van de' natrium-efflux tot
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gevolg. Verlaging van |K+Ie leidde eveneens tot afname van
de natrium-efflux..Korte tijd later toonden zij_(Hodgkin en
Keynes, 1956) door veranderingen van de intracellulaire
vloeistof via injekties door een mikro-pipet aan, dat.de
natrium-efflux evenredig was met INa+|i, De gemiddelde .
efflux van natrium-ionen per intraceliulaire mmol/l bedroeg
0.5 76 piﬂomol/cm?ﬁsep,_Het bestaan van een aktieve Na/K-pomp
met .dezelfde eigénschappen is sindsdien .in verschillende ,
weefsels aangetoond (Keynes en Swan, 1959 a: Whittam en .

.. Whgaler, 1961 qiynn, 1962). Onderzoek aan zenuﬁvezelaq_
(ledwell‘eﬁ al., 1960 a en b) en erythrocytmembraan
:(qufman3_196g; Post et al., 1960) heeft aangetoond dat
_adgnog;nefprifosfaét}(ﬁTP) als energlebron fungeert. .

| _ Er.zijm verschillende theorligén opgesteld‘ovgr de manier,
waarop zion,hef aktieve natrium— en kalium-transport vol-
trekt.-Hiefvéh ié.het qarrierﬁodel van Skou het meest. gang-
baaf_geworden. Uit. de celmembraan van de zenuwvezel van dé
kfab 1s door Skou een enzym gelsoleerd dat in staat 1s ATP
te splitsen, een zogenaamd ATP-ase (voor. overzicht, zie

. Skou, 1965). De aktiviteit van dit enzym iéuafhankelijk.van
de concentratie natrium- en kalium-ionen: Na/K-ATP-ase.

.; Magnesium~lonen zijn nodlg 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 aéngetoond (b.v. in hartspier:
Bonting et al., 1961; Schwartz, 1962; Portius en Repke,
1963)q Voor ggen_enke;'mode; peétaan overigens experimen-
tele aanwijz;ﬁgen. e o ot

. Een bepaalde groep farmaka, de hartglycosiden, is. al enige
. eeuwen bekend om de stimulerende werking op de kontraktie-
:kracht van, het ha:ﬁp Door Schatzmanp_(1953)_is als eerste
in erythrocyten aangetoond, datIhefﬂaktieve,natrium_pransport
door deze farmaka werdt geremd..Sindsdlen 1s deze eilgenschap
00; ;n andérelweefsgls.zoals skeletspier, hartspier, nier-
en zepuwﬁéefse1?‘gedemonstreerd. De remming geschiedt waar-
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schijnlijk door competitie met kalium-ionen op een plaats
aan het buitenoppervlak van dé celmembraan (Page €t al.,
196&) Voor het bestuderen van de werklnrr van de ﬂa/K pomp
wordt veelvuldig Van de hartglycoeiden geuruik gemaakt

Het is mogellfk dat nog een tweede ﬁnzymbysteum betrok—
'ken is le het aktﬁeve xatrlum transport In ervfhrocyten

:Iouabalne (eXperlmenteel het mee t gebrulkte hartg‘y0081de)
:IVcruer df bﬁJ toevoegino van ethacryne zuura_Hfoman en

1 regnow (1966) concluderen ult nun experlmenten dat er:
twee mechanlpmen voor het akt¢eva natrlum bransport aaqweZLg
zijn: Pomp I_met de reeds heschreven afnankeligkheld van
'|ﬁ+\ en |Na 11 wordt geremd door ouabaine; pomp II is on-
aevoellg voor ouabdlﬁe wordt geremd door efhacryne Zuur en
blijkt afhankelljk te zijn van |Na ]e; Keynes en Steinhardt
(1968) en Bosteelq en Carmellet (1975) ﬂPbbEﬂ 1ﬂ respectle—
velljk kikkeraxeletspler en Purkinge vezel¢ van het runder~
hart aangetoona, dat oo? in deze weefsels de ak 1eve natrlum-
efflax kan word@n onae”vcrdeeld in twee componenten Deze
Componenten hebben dpzelfde elgeﬂsuhappen als pomp I er 11
van Hoffman en Kregnow (1906)

GD basis van het aantal glycos1de -molekulen, dat nodig
was om 50% van het aktieve Na/K-transport te remmen, schatte
Glynn (1957) het aantal transportplaatsen din menselijke
bg;ythropyten op 1000 tot 3000.per cel. Tosteson (1966) bere-
: kepde vdor:sch apenerythrocyten. 5000 transportplaatsen pepr;
cel. Hiervoor werd aangenomen dat de transporttijd van een
kalium-ion door dde membraan of de voor hydrolyse van een
QTEmmolekuul bencdigde tijd 1 secondé-was. Tosteson meende
,lgghter dat deze_tijd-onwaarschijnlijk lang was, zodat het.
werkelijke aantal transportplaatsen per cel ﬁinder zZou. zijn.
Dat slechts een klein gedeelte van-de celmembxaan.bij.het
aktieve Na/K transport 1s betrokken, werd bevestigd. door netg
behulp van een bepaalde centrlfugeertechnlek de aktieve

plaatsen van de celmembraan te lsoleren. De fraktie waarin
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21ch al het membraan ATP -ase bevond, bevatte slechts 6 ,5%
van dg totale membraanstlkstof (Tosteson, 1966)

2.8, DE?ELEKTROGENE WERKING VAN HET ﬁKTIEVE NATRIUM-TRANSPORT

" In 1955 ontdekten Hodgkin en Keyhes dat de natrium-efflux
van het reuzenaxon afram tot ‘een~derde’ var de vodvafgadﬁde
waarde, wanneer kallum ‘it het omgevende veewater ‘Werd ‘ver-
wijderd. Zij ‘opperden de mogelijkheid, dat de natrnum Efrlux
die niet aman de' kalium-influx was ceh0poe1d een potentlaal—
verschil zou oﬁkekken, 717 beﬂekenden dat de betrokker
‘natrium-efflux een stroom leverde van 1,8 nh; Zodat ‘de
bijdrage aan de membraanpotentiaal slechts 1,8 mV zouwhﬁjn
bij een membraanweerstand in ruot'van.idoo ohm"c;m2 (Caié:
en Hodgkin3 1939) De waarneming dat otopzetten vap de
Na!K—pomp door 2, L-dinitrofenol geen aantoonbare verande—
ring van de membraanpotepfiaal op’ korte termirn vewoorzaakte,
sldot volgens Hddgklh en Keynes (1055) cen elektrogeen effekt
“’van de pomp dan” ook’ n¢et ul De gerlnge toename van de mem
braanpotentiaal {1 tot U 5 mV) na een’ intracellulaire 1njekt1e
met een geconcentréerde “NaC1- 0p10581ng (1 mol/l) kon daareﬂ—
tegen goed worden verklaard uit de elex+rogene werkﬂng van
de pomp, die was gestimuleerd: door de:toename van ;Na'l
(Hodgkin en Keynes, 1956).

Sindsdien zijn in vele weefsels aanwijzingen gevonden,

<

dat de Na/K-pomp een elektrogene werking heefti"Blj de expe-
rimenten met hartspier wordt het preparaat dan in het alge-
meen eerst gelncubeerd in een badvloeistof met een lage. -
temperatuur. De lage aktiviteilt wvan de Na/K-pomp leidt dan
tot verhoging van [Na+ii en afname van [K+|i (Déléze, 1960;
Page en Storm, 1965; Niedergerke en Orkand, 19656 'b). Verwar-
“ming van het preparaat gaat gepaard met'sterke stimulatie
van de' Na/K-pomp, enerzijds door de témperatuurverandering
Na®|,. Het gedrag van'de’-
membraanpotentiaal bij verwarming leidt dan tot conclusies

zelf, anderzijds door de hoge
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over:déieiekprogen§¥warking §annde Na/K-pdmpﬂ' -
| Page en Spopm.(iQSS) vdhden, daﬁ bijlvsrlagihg van de
temperatuur-vah 28% tot 49 de membféanpoteptiggl'van'
papillairspiervezels van de kat binnen enkelé=urenﬂ@aalde
uﬁanﬁr61,3 mV tot -25,6 mV, Zij beschouwden deze depolarisa-
tie als het: gevolg wvan de verandering vaﬂ.VK en VNa“ Plot=-
selinge: verwarming totIESQC deed de membraanpotentlaal bin-
nen: 9 minuten terugkeren op de uitgangswaarde; DPe intracel-
lulaire concentraties waren echter pas na ongeveer -60 minu-
ten hersteld. Wanneer de Na/K-pomp was geremd door toevoe-
ging van ouabaine (10"T'mol/l),,dan trad geen herstel van’
de. membraanpotentiaal op. Page en Storm (1965) concludéer-
den hileruit, dat de:Na/K-pomp @en elektrogene werking had.
Tamai en Kagiyama (1968) zagen een zeer grote toename
vanndé“ﬁembraanpotentiaal van zowel atrium- als ventrikel-
ezels VvAn de kat, wanneer na eern urenlange perlode blj 4°¢
het preparaat weer werd verwarmd De” membraanpotentlaal '
bereikte ongeveer 3 uur na het bﬂgin van de verwarming een
maximum, om vervolgens weer 1angZaam te dalen., Omdat de
gevowden waarden te hoog warén om verklaard te kunnen worden
door“VK,meenden de auteurs dat de hyperpolarisatle het gevolg
was van de aktivitell van een elehtrogeen werkende Na/K ~pomp .
7ij baseerden deze veronders elllng op de waarneming, dat
vervanging van het extracellulaire NaCl door LlCl tigdens het
Optreaen van de hvpﬁrpolarisatle onmi&delligk uot een afname
van de membraannotenLJaal 161dde. Llfhlum kan namellgk de
rol van de natriumulonen overnemen tijdens de passieve -
influx, doch wordt niet meer aktlef naar buiten gepompt.
De dalendeliﬁa Ii 1614t dan Lof vermlndmrlng van de aktl-
Vlt81t van de Na/K—pomp (Keynes en Swan 1959 a, en b) Toe-

? mol/l) gedurende de nyper—

voeglng van ouabaine (10 - 10
‘polarlsatie had eenzelfde @ffekt alo ‘het vervangen van ﬂaCl
door LiCl De max1ma1e hypmrpolaribatie was. hoger le toename
van |K las wat in overeenstemmlng was met de 1nv1qed van

IK |' op de pompakt1v1telt. Nearmate het preparaat langer
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bij 4°C wordt gehouden, zal |Na+|i hoger ziin. De verwach-
ting dat op grond hiervan de mate van hyperpolarlsatie af~
hankeligk was van de duur van de 1nbubataeperlode Dlj y©
werd bevpstlgd, '

Giltsen (1972) veranderde ]Na+|i van' het cavia-hartoor
door het preéparaat geédurende 4 uur bij 4-6°C in een kalium-
arme badvloeistof met verschillende concentratigs NaCl te
brengen. Hiérna wérd verwarmd tot 35°C. Deextracellulaire
ruimte, gemeten met inuline, bleek bij:de:lage temperatuur
ongeveer 15% te zijn afgenomen. 1K+|i'werd-lager tiidens de
hypothermie -en nam toe gedurende de verwarming. [Naf}i nam
tijdens de hypothermie toe,.wanneer de badvloeistof NaCl
bevatte,  -doch nam, af in NaCl-vrije:of Na-vrije omgeving.
Bid. he$-verwarmen,vond een-netto natrium-efflux plaats uit
de .wezels, waarvan .| Na |i was toegenomen, terwijl een netto
natpium<influx plaats vond in atria met een lage. |Na li
De toename yan de momuraanpotenulaal tijdens verwarmen ver-
toonde, slechts een overshoot in de vezels met een hoge
|Na ;l,ui
1ijk van |Na+|i. Een invloed van chloor- ionen kon worden

Duur en amplitudo van de overshoot waren afhanke-

verworpen° Wanneer namelijk 50% NaCl van de badvloeistof
was vervangen door cho11pechloride, dan was het gedrag van
de memoraangotentiaal le verwarmen we ijk aan dat, wat
werd gezien wanneer dezelfde hoeveelhelid NaCl was vervangen
door sucrose. Glitsch (1972"00ncluﬂecrae uit iJn experi-
mentena dat de membraanpotenb1aal van het caVﬁa_hartoor na
:'hypothermle wordt nelnvload door een aktieve, elektrogene
natrlum -pomp, dle wordt geaktﬂvpevd door 1ntracellula1re
natrlum—loﬂennz _ :
Ehara (107¢) J1et strlpg'van de hlkkerveptrlkel big
1- 3 C gedurende 20 tot 50 uur incuberen in een OplOSblﬂE i
-met_een zeer lage kallum—concentrauie De strins werden "i
'veréolgens geplaat ;I 5 op10331ngen van 18 aO C waarvan de
_kallum—concentratLe verscnlllend was. Het bersteJ van de
Imembraanpotentlaal ging gepa&fd met een ouabaine- r-vevc::el:L&(e
overshoot waarvan de ampl  tudo en de duur afhankel¢jk

waren van X ‘e’l
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Hiraoka .en Hecht (1973) vonden,.dat ook in Purkinje-i:
vezels van het schaap blj. werwarmen, na een 24 uur durende
periode bij 4°C 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 in de badvloeistof door LiCl deed ook de over-
shoot verdwijnen. Wanneer het preparaat slechts 15 minuten
aan de lage temperatuur was blootgesteld, dan geschiledde
het herstel van de membraanpotentiaal bij verwarming esven-
eens zonder overshoot. Evenals Ehara (1972) verklaren
Hiraoka en Hecht (1973) hur 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 aktleve 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 initiéle depclarisatie een toename van
de maximale dlastolische 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 sﬁppression"), 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 voornamelljk 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 1ijkt het echter waarschijn-

1lijk, dat in zoogdierenhartspier, dus ook van het konljn,
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het ‘aktiéve natrium transport tenminste gedeeltelijk onaf-
hankelijk van het’ kalium—transport geschiedt en dus een
bladrage levert aan' de memoraanpotentiadl R
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HOOFDSTUK 3

METBO® I'EXR

3,1. KEUZE VAN HET PREPARAAT

"-De- experimentenidie in dit proefschrift worden beschre-
ven, zijn voortgekomen uit het onderzoek ‘dat Viersma in ons
laboratorium heeft werricht, Om een goede vergelljking .van
de resultaten mogelijk:te maken, is.hetzelfde proefidier .i
gebruikt, namelijk het konljn. Viersma deed zijn.metingen
aan de crista terminalls van het geisoleerde 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 1s het meestal
niet mogelijki om'bij de gebruikbe.temperatuur van-37,5_QG
het preparaat.te.drijven met frekwenties.lager dan '3 Hz.
In het verloop van ons onderzoek ontstond de behoefte om
membraanpotentiaal en dV/dt -max ock bij zeer lage frekwen-
ties te meten. Na aanvankelijk experimenteren in de crista
terminalis is daarom overgestapt op het gelsoleerde linker
atrium, dat in het algemeen niet spontaan aktief is. Het
linker hartoor bezit evenals het rechter hartoor aan de
Irendooardiale zijde een trabekelstruktuur. Onder een Operatle—
T‘mlkPOSkOOp wordt dﬂ mikro—elektrode altijd geimpaleerd 1n
"de ‘trabekel waarop ook de prikkelelektrode is geplaatst

Voor zover WiJ hébben kunnen nagaan, bestaan tussen” _
myocardvezels uit rechter en 11nker atrium geen elektro-;

_ fysiologische verschlllen
N 312.'VERﬁAﬁRDiGING*vAN'HET PREPARAAT

Voor de vervaardiging van het gelsoleerde 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 ult 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 interatriéle septum
lesgeknipt. Het nu gelsoleerde linker atrium wordt vanuit
het ostium atrioventriculare ingeknipt naar de rand:;van het
hartoor. Het linker atrium kan dan worden opengeklapt.
Onder lichte spanning wordt het preparaat, met de endocar-
diale zijde boven, op een.teflon ring in het orgaanbakje
gefixeerd met kleine roestvrij-stalen nletjes. Het gladde
interatriéle septum en de trabekels :van het hartoor zljn.
dan. duldelijk zichtbaar. .v

3%3. DE DOORSTROMINGSVLOEISTOF::

Evenals Viersma hebben wij :de doorstromingsvloelstof -
gebruikt, die is beschreven door McEweﬁr{lQSS):”De samenstel-

ling hiervan is als volgbt: NaCl -~ i 130,6 ‘mmol/l-
B 2 : ; - KC1 i i 5,6». .
A - Cacl, E 23
:NaHCOB~* P B
NaH 2P0y sl el s
glucose - 11,1 i Do

saccbarose' 13,2

' Hoewel in het proefschrLft van Viersma (1969) wordt beschre-

ven; dat de 1ntracellu1a1re maanesium—concentratle gedurende
enlge uren toereikend is voor de akfivatorfunktie van het
10n Op het aktleve 1onentransoort is toch als rouclne
Mg012
concentratie van 1,7 mmol/l De doorstromlngsvloelstof wordt

aan de doorstromlngcvloelstof tomgevoegd tot een

na voorverwarmen tot 3? C verzadlgd met carbogeen (95%, O2 en
5% COZ) De pH bij deze femperatuur bedraagt T.35 4 0,08.
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3.4. HET DOORSTROMINGSSYSTEEM spagnd
De voorverwarming en de verzadiging.met carbogeen van-de
doorstromingsvlioeistof vindt plaats volgens het principe
van Szekeres en Vaughan Willlams (1962). Vervolgens stroomt
ae vloeistof,na pasgage van een fijnregelkraan en een flow-
meter via een systeem van glazen spiralen in het orgaan-
bakje. De verwarming geschiedt, behoudens enkele kleine
wfﬁzig}ngen, vql%egsihét door Bouman (1965) ontwikkelde
”gﬁgﬁééﬁ? De spifgién_gn het orgaanbakje zijn veréoﬁkéﬁwgh
een roestvrij-stalen ﬁreparatenbakﬂqgeze'is geheel gevuld
met gedelonibeerd water, dat wordt }ondgevoerd door het
pompsysteem vdn -eén thérmostaatbad (Tamson,-type:T9). De
doorstromingsvloeistorl wordﬁ”hiérdoor in de spiralen op de
gewenste temperatuur gebracht (373500), alvorens het orgaan-
bakje te bereiken. De toevoerplaats bevindt ziech in de bodem
van het orgaanbakje. De afvoer van de vloeistof geschiedt
aan het wvloeistofoppervliak via een vertikale afvoerbuis,
die met een vacuumpompsysteem is verbonden (fig. 4). De
inhoud van het orgaanbakje is 25 cc. Wij gebruiken een
doorstromingssnelheid van 25 cc¢ per minuut, zodat de Iinhoud
van het orgaanbakje &&én maal per minuut geheel wordt ververst.
De temperatuur van de doorstromingsvloeistof in het
orgaanbakje is zeer konstant: 37,5 + 0,100.

3.5. HET VERANDEREN VAN DE SAMENSTELLING VAN DI
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) beschreven infuussysteem.
Via een regelbare infusiepomp wordt een geconcentreerde op-
lossing aan de doorstromingsvloeistof toegevoegd. In een
mengkamer wordt met behulp van een draalende glazen cilinder

met overlangse groeven voor goede vermenging gezorgd,
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doorstromings- infusie~

vioeistof

vioeistof

orgaanbakje

Figuir 4.

LIE

Le’

doorsnede A-B —

et systeem waarmee de samenste‘llng van de

'vloelstof in het orgaanbakjé kan worden geW1j~

‘zigd.

De infusie-vivceistof kan fh:et‘feg'ins-lbaré snelheid
worden toegevoegd, Met behulp van éed'aréaiendé'#‘
glazen cylinder worden de doorstromingsvloe1stof

“en de infusie-vloeistof’ gampngd vo%rdat het

orgaanbakje wordt bereikt.
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alvorens de vlceistof het orgaanbakje bereikt (fig. 4).

De infusievloeistoef wordt met een snelheid van 1 cc per

minuut toegevoegd. BlJ de door ons gebruikte doorstromings-
snelheid wordt dan na ca. 3 minuten in het orgaanbakje 95%
van de eindconcentratie van de toegevoegde stof bereikt.
Cm zeker te zijn vaﬁ_voldﬁende diffusie in de interstitiéle
ruimte'van Het prepafaat-warden pas metingen verricht, nadat
de infusievloeistof tenminste 15 minuten is ingelopen. Voor
het uiﬁwaSsen van de toegevoegde stof wordt dezelfde tijds-
duur genomen,

3.6. DE PRIKKEL-APPARATUUR (Pig. 5)

Het preparaat wordt opeenvolgend met verschillende fre-
kwenties'gédreven. Er is een bipolaire prikkelelektrodé
gebruikt, bestaande uit twee in araldiet gesmdltén platiﬁé
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
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 van de prikkel
zijn instelbaar. Er is qteeds gewerkt met een priKKELduur
van 0,5 msec. Na hht bepalen van de Drlkheldrempel (meestal
0,1-0,2 mA) wordt voor de prlxkelstﬂwkte een waarde van
anderhalf maal de drempelwaarde 'ngesteld

De stimulator wordt gestuurd door een omschakelbare
stuuroscillator. Deze bevat twee onafhankellgke 0501llatoren,
waarmee frekwenties instelbaar zijn tot 10 Hz. qudt de
stimulator door de ene oscillator met een 5epaalde frekwen-
tle 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 overschakellng plaats vindt, eerst afge-
maakt. Parallel aan de stimulator is een digitale interval-
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meter geschakeld ter controle van de ingeschakelde frekwentie,
In de stimulatdr kan een uitsteltijd (delay) wordeh in-
geschakeld tussen de & 1ggernu¢s ult de stuuroscillator en
“'de prikkel. Er is steeds net’ een uitsteltijd van 10 msec
gewerkt Dit heeft grote voordelen bij de meting van. de'
membraanpotent¢aal (zie ‘blz. 489). TREEE

T INTRQCELLULAIRE'POTENTIA%LMETING'Gfigl'ﬁ)

'Dé membraanpotentiadl wordt gemeten met glazen mikro-
elektroden (Ling en Gerard, 1949). De mikro-elektroden zijn
vervaardigd met een gemodificeerde elektrodetrekker volgens
Riersteker (196%). Na het wullen met. een geleidende .zoubtop~-
lossing (2,5 mol/l KC1 en 2 mmol/l K-citraat) worden«de ..
elektroden geselekteerd op elektrische weerstand.: De gebrulik-
te mikro-elektroden ‘hebben een weerstand tussen 15 en 40
megohm en een ‘tippotentiaal kleiner dan 5 mV. -Experimenteel
is aangetoond, .dat een elektrode met een weerstand .groter
dan 15 megohm -een puntdiameter heeft kleiner dan 0,5 u
-(Naﬁtuk en.Hodgkin, 1950).. Hierdoor treedt bij impalatie
- geen noemenswaardlge membraanbeschadiging op. ;
©  Wanneer: als indifferente elektrode een gechloreerd zilver-
= plaatje wordt gebruikt (voor uitvoerige beschrijving zie'’
Vierﬁma,'19699;u&an-treedt:soms:tijdens:hat experiment pola-
risatie van het oppervlak wvan deze elektrode op. Potentliaal-
verschillen die gemeten zijn over langere tijd, kunnen hier-
door onderllng slecht vergelijkbaar zijn. Dit probleem is in
onge eXperimenten grotendeels ondervangen door een twee-

kanaals aflgldversterker te gebrulken. Beide kanalen zijn
identiek. De ingangsweerstand'is 1012 chm. Hierdoor wordt
een verwaarloosbare hoeveelheid stroom aan de cel onttrokken.
De mogelijkheid om de tippotentiaal en de capaciteit wvan
mikro-elektrode + verbindinéskabel te compenseren, 1ls per
'*kanaa¢'1ngebouwd evenals de mogelijkheid om de elektrode-
‘weerstand te meten, Het ongewenste spanningsverloop van de

uitgang “van de kanalen van de afleidversterker is verwaar-
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loosbaar. (minder dan 0,1 mV per uur). Het frekwentlebereik
van de afleidversﬁerkers,is.van 0 tot 13 kHz.

De mikro-elektrode van kanaal A wordt intracellulair
gebracht, de mikro-elektrode van kanaal B wordt extracellu-
lair gehouden. Beilde kanalen meten het potentiaalverschil
tussen mikro-elektrode en het gechlpreerde 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
heinvioed door eventuele veranderingen aan het zidverplazatje.
- Op deze 'manier kunnen onderling ‘goed:wvergelijkbare. waarden
van de membraanpotentiaal worden gemeten gedurende een
periode:fivan enkele uren. Tenzij anders. vermeld, is sfeeds
pebruik gemaakt van potentiaalmeting met' twee mikro-elektroden.
I Tedere mikro-elektrode is bevestigd drmr een elektroden-

- houder. Deze is gemonteerd op een mikro-manipulator die-wvan
een stappenmotor is voorzien. De elektrodenhouder' kan . met

de hand op en neer gedraaid worden. Deze beweging kan ook
worden uitgevoerd met behulp van .de stappenmotori- De snel-
heid, waarmee de stappen (grootte: 1 mikron) op elkaar vol-
gen, :is met een elektronische stuureenheid te variéren van

1 tot 150 stappen per sekonde. De mikro-elektrode: van kanaal
A wordt met de bovengenosmde apparatuur -(Schreurs et al.,
#1974 ) in de goede .intracellulaire positie gebracht. Als -
ceriterium hiervoor wordt genomen een membraanpotentiaal in
rust, die bij een prikkelfrekwentie van 1 Hz een wadarde ‘heeft
groter dan -70 mV, '

3.8. HET VERWERKEN VAN DE -GEGEVENS

3.8.1., Het differentidren van de akticpotentiaal .

'~ Met behulp van elektronische schakelingen wordt de: aktle-
potentiaal gedifferentieerd. Tijdens het experiment worden
dei-aktiepotentialen vastgelegd op een elektromagnetische .
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‘band van een instrumentatlerecorder (zie onder), zodat het
differentiéren-in principe na hét experiment kan plaats
vinden.-Een groot nadeel hiervan is, dat met het opgenomen
signasl ook 'de ruis van de instrumentatierecorder wordt ge-
differertieeérd.” De gedifferentiecerde aktiepotentiaal kan

dan in de gedifferentieerde ruis onmeetbaar worden. Om deze
reden werd overgegeaan tot het differentiéren van de aktie-
potentiaal tijdens het experiment. De hoogste in de aktie-
potentiaal voorkomende frekwentie is ongeveer 8 kHz (eigﬁn
waarneming met bphulp van een frekwentie- analysator)
afsnijd frekwentie van de dlfferentlator dient hier dus
boven ‘te liggen. Onze differentiator voldoet aan deze els,
‘het -3 dB-punt ligt bij 9,2 kHz. Dé differentiator is zodanig
“Ontwornen ‘dat de uitgangsspanning 1 volt bedraagt, wanneer
de 1ngangsspann1ng 4000 "volt 'per sekonde verandert. De maxi-
male StngSHElhEld ‘van ‘de’ aktiepotentiaal ‘is altigd lager:
dat 400 volt per sekonde. WjJ“blbden de gktiepotentiaal 10x
veérsterkt aan'de differertiator’ dan, teneinde een goed meet-
baar' uitgang35¢gnaal te Krljgen. Dit ultgan0851gnaal wordt
"1ater vergeleken met een testpuls van 1 volt. )

3.2.2. Het registreren van de gegevens (fig. 5)"
De dktiepotentiaal, de gediffereéntiéerde aktiepotentiaal,
de triggerpuls van de stuuroscillatorléh”dé'pfikkéi;wordéﬁ
tijdens het experiment vastgelegd op de elektromagnetische
band van een instrumentatierecordef'Cﬁmpex“typé FR 1300 of
1800). Er wordt een loopsnelheid gebruikt van 30 inch per
sekonde om een frekwentlebandtnﬂu 0 tot 10 kHz te reallseren
‘De 51gnaal ruis verhOuding Vvan de 1nstrumentatler600rder is
ibet gunstlcbt wanneer het opgenomen signaal een piekwaarde
fﬁheeft van bid 1 volt. De aktlepotentlaal waarvan de amplltudo
90 tot 100 mV bedraagt wordt daarom 10X versterkt alvorens
op de band te worden opgenomen Het uitgangssignaal van de
differentiator is reeds Dp ae gewenste waarde, De prlkkel



en de triggerpuls worden met. behulp van -potentiometerschake-
lingen. aan het vereiste niveau aangepast. De signalen die
san de instrumentatierecorder worden aangeboden, worden
.evenals de opgenomen signalen zichtbaar gemaakt op verschil-
lende oscilloscopen. Hierdoor is controle van de opname.
mogelijik.

3.8.3. Het meten van de membraanpotentiaal

Na het experiment wordt voor..iedere aktviepotentiaal de .
membraanpotentiaal in rust gedigltaliseerd meb-een AD omzet-
ter (Didac 800, Intertechnique). Een signaal kan hiermee
worden uigedrukt in maximaal. 200 niveau's (counts). Tevoren
wordt de gevoeligheid zodanig.:ingesteld, dat reen op de: band
:opgenomen signaal van 50 mV een numerieke -waarde heeft van
ongeveer 150-ceounts: Er kunnen dan hoogteverschillen van de
membraanpotentiaal worden.gemeften van ongeveer 0,3 mV.

De AD omzetter wordt gestart.met de triggerpuls van de
stuuroseillator. 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 wordb beschouwd als de
-m@mbraanggyentiaal;waarbij de op de prikkel volgende aktle-

3.8.4., Het meten wvan dV/dt max

. In het begin vam ons onderzoek werd de hoogte van

. dv/dt max bepaald op de door Viersma (1969) .beschreven wijze.
Na het experiment:ﬁgrd~da,gediffeﬁentiearde aktiepotentiaal
aangeboden aan .eén Uv-recorder-(C.E.C, recording oscillograph
type 5-124). De amplituden werden met een lineaal :gemeten.
Aangezien de galwqqometers lineair waren tot 4,5 kHz, werd

de instrumentatierecorder afgespeeld met de halye opname-
snelheid. In een vroeg stadlum werd ertoe overgegaan om ook
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dV/dt max te bepalen met de AD omzetter (Didac 800,
Intertechnique). Met behulp van een topdetector wordt op
de top van het signaal, de gedilfferentiesrde aktiepoten—'
tiaal, een kortdurend pulsje gegeven. Dit pulsje geeft

het sample-commando.
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PRIXKXKELFREEKWENTIE EN DE"D'IAS oL I -
SCHE MEMBRAANPOTENT IAAE -~ 1

4.1, INLEIDING

In het onderzocek van Viersma (1969) is aangetoond dat in
het konijne-atrium een afname van dV/dt max optreedt, wanneer
de prikkelfrekwentle wordt verhoogd. De gebruikte frekwenties
liggen in het trajekt van 2 Hz tot 9 Hz. Deze waarneming komt
overecen met bevindingen in o.a. caviaventrikel (Johnson en
McKinnon, 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 4V/dt max op een vermindering van de
natrium-instroom gedurende de depolarisatiefase. Van de
mogelijke oorzaken, een minder sterke toename van gy, gedu-~
rende de depolarisatiefase en een afname van de elektro-
chemische gradiént voor natrium-ionen, achtte Viersma de
eerste onwaarschijnlijk. Uit opnamen van over elkaar gefo-
tografeerde aktlepotentialen was namelijk gebleken, dat
verhoging van de prikkelfrekwentle 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
concentratiegradiént voor natrium-ionen als gevolg van een

intracellulalre ophoping van natrium-ionen. Boven de
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genoenmde frekwentle zZou ook een minder sterke toename van
BNa verocorzaakt door een verlaging van de diastolische
membraanpotentiaal, een rol spelen. )

Een van de pijlers waarop de hypothese van Viersma'fuétte,
was dus de waarneming, dat over een betrekkelijk groot
frekwentiegeblied de dlastollische membraanpotentiaal niet
werd beinvloed door de prikkelfrekwentie. 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-
potentizaal in rust beschreven, wanneer na een peériode
waarin het hart wordt gedreven, de stimulatie plotsellng
wordt gestaakt. Aanslultend volgen de resultaten van de
meting van de diastolische membraanpotentiaal bij verschil-
lende frekwenties.

4,2, EXPERTMENTELE 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 Schonander, 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 wasgl Hz. Opeenvolgende .frekwenties
verschilden nooit meer dan 1 Hz. Als bovengrens van een
frekwentieserie werd de hoogste frekwentie genomen, waarbi]
het preparaat geen geleidingsblok vertoonde. Dit varieerde
van 6 Hz tot 9 Hz. Indien mogelijk werd dezelfde frekwentle-
serie ook 1in omgekeerde volgorde doorlopen. De diastolische
membraanpotentiaal en dV/dt max werden bij een frekwentie
pas gemeten, wanneer de betrokken frekwentle tenminste 1 mi-
nuut aan hLet preparaat was opgedrongen. In deze periode was
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voor beide parameters steeds een steady state bereikt. De
cemiddelde 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 ﬂﬁtﬂkﬁhg

T O T e

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 nimuwe '
aktiepotentiaal wordt opgewekt. Figuur 6 toont een intracel—
lulaire registratie bij een prikkelfrekwentie van 1 Hz. De
membraanpotentiaal 1lijkt gedurende vele honderden;milli*
seconden konstant te zijn. Uit figuur 7A blijkt eéh er, dat
dit niet het geval is. Links in d? figuyr. is- 18t onderste
gedeelte Qéhﬂggﬂﬂaaﬂggfwgignggiznt¢alen bij 1 Hz bij een
grote versterking weergegeven. De membraanpotentiaal 1ijkt
tussen de aktiepotentialen in voortdurend toe te nemen,

Het stop zetten van de stimulatie toont, dat deze tbename
zlch nog vele seconden lang kan voortzetten. Blljkbaar

wordt de membraanpctentiaal zelfs bij een zeer lage frekwen-
tie niet konstant, maar neemt nog steeds toe tot het moment,
dat een volgende aktiepotentisal 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 aktlepotentialen in konstante
eigenschappen heeft. De membraanpotentiaal waarbij een
akﬁieﬁotentiaallwordt 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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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 duldelijk 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 7A. Uiteindelijk bereikt de membraanpotentiaal in
beide registraties ongeveer hetzelfde niveau. Wanneer de
stimulatie wordt stopgezet bij frekienties hoger dan 3

4 4 Hz, dan treedt eerst een positiéve napotentiaal op,
waarna de membraanpotentiaal een wa@rde aanneemt die hoger
is dan de startpotentiaal tijdens de periode van stimulatie.
Een voorbeeld hiervan 1s weergegevén in figuur 8. Er is geén
systematisch onderzoek verricht aaﬁ deze "overshoot". Wel
werd geconstateerd, dat tijdens de‘positieve napotentiaal
een hogere membréanpotentiaal wordﬁ bereikt, naarmate de
prikkelfrekwentie in de voorafgaande periode hoger is
geweest.

4.3.2. Prikkelfrekwentle 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 eﬁ 6 Hz ult dezelfde vezel,
Evenals in alle andere frekwentieséries 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 ahtiepotentiaal. :
De duur van deze zogenaamde latentletijd is in dit experi-.
ment relatief lang, zodat de startpotentiaal na het prikk61*
artefakt goed meetbaar is. Er 1s geen verschil aantoonbaar
tussen deze startpotentiaal en de membraanpotentiaal vliak
voor de prikkel. In andere experimenten is de latentietijd

56



=

!
0
30 mV
. Jlm_ ' }100 V/sec
6 Hz '
'50rn5ec i

Figuur 9. De aktiepotentiaal en de gedifferentieerde aktie~
potentiaal bij resp, 1, 3 en 6 liz uit dezelfde
vezel, gefotografeerd van het scherm van een
osciiioscbgp, waarvan de tijdbasis werd gestart

door het prikkel-artefakt,



4V/ 4t max (V/sec)

150} &
: ¢ .
I @

100 -
. . ) h
i $
[ @
5 E ]

50 |- @

4

frekw. (Hz)

L ma

staripotentiaal (mv)

. ,‘,B "
-B0O L

; ®

®

[ L

i ®
~75 - —

} — &

f( - 2 g 4 " | 3 i ]
1 2 3.4 5 6 7 8

frekw. (Hz)

i

Figuur 10. De invloed wvan de pfikkélffekwentie op dV/dt max
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soms 2o kort? dat prilkkelartefakt en aktliepotentiaal 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 v66r de prikkel
heerst (zle paragraaf 3.8.3.). _

In figuur 104 en B wordt de relatie weergegeven tussen de
prikkelfrekwentie 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 prikkelfrekwéntie een afname van de startpotentiaal
veroorzaakt. Bij verlaging van de frékwentie'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 ult verschillende preparaten zijn weergegeven, toont
hiervan een voorbeeld. De figuﬁr laat tevens zien, dat de
vezel met de hoogste startpotentiaal niet aitijd dé hoogste
dv/dt max heeft. Uit de experimenten is duidelijk geworden,
dat de mate waarin dV/4t max en de startpotentiaal afhanke-
1ijk zljn van de prikkelfrekwentle, van vezel tot wvezel kan
verschillen, zelfs »innen hetzelfde preparaat. 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

4.4,1. De membraanpotentiaal na het staken van de stimulatie
De beéchreven experimenten hebben aangetoond, dat de

membraanpotentiaal zelfs bij een prikkelfrekwentie van 1 Hz
niet konstant wordt, maar tussen de aktiepctentialen 1in 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 kunnem:: .:: .
zijn van een voortzetting van het proces, dat aan de repo-
larisatiefase van de aktiepotentiaal ten grondslag ligt.

Oock 1is het mogelijk, dat het wordt veroorzaakt door een
proces dat voortdurend plaats heeft en waarvan de werking

na het staken van de stimulatie relatief sterk tot uiting
komt .

Er bestaat geen cenduidige verklaring 'voor de repolari-
satiefase van de aktiepotentiaal in atriumspier wvan het
konijn. Algemeen Werd aangenomen dat aan de repolarisatie
hetzelfde mechanisme ten grondslag lag als was aangetoond
in het reuzenaxon (Hodgkin en Huxley, 1952 c¢) en in kikker-
atria (Rouéier et al., 1968 en 1969): een toename van By
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 Byg €N/Of
8oa- Beschouwingen over het mechanisme van de repolarisatie-
fase van de aktiepotentiaa; in het konijne-atrium zijn door
het ontbreken van gecevené slechts speculatief. Welk mecha-
nisme Qlt in de toekomst ook blijkt te zijn, het kan op dit
moment nlet worden ultgebloten als mogelijke oorzaak voor
de hyperpolarisatie die na het staken wvan de stimulatie
optreedt. Om de 9051t1eve napotentlaal te verklaren, die
de membraanpotentia&l 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 verklasrd
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 aktleve transport gecompenseerd. Na het staken van de
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stimulatie zijn deze paséieve ionenfluxen plotseling veel
kleiner. Wanneer wordt verondersteld dat nu het pa381eve
transport van de natriumn én de kalium- ionen door het aktieve
LPanSpOPt wordt ovewtfoffen, dan 1eidt deze s;tuatie tot een
! o

afname van |Na'|. en'éen toename van |K |i' Het ATP-ase, dat
bij het aktieve natrium- en kaliumtransport is bétwrokken,
Lt S et i Tl

|, en LK-] Verwacht kan dus

wordt gestimuleerd door

worder, dat de afname van |Na- leldt tot @en daling van

i
de pompaktiviteit en wel tot eei niveau, waarop weer ‘geldt:
natrium-efflux ‘= natrium-influx en kallum-efflux’ = 'kalium-

" influx. De gestegen concentratiegradiént voor kaliuni-ionen
kan de toename van de membraanpotentiaal werklaren, die ‘na
het staken van de stimulatie wordt waargenomen:

Pe positieve napotentiaal: kan eveneens door e€en langzame
afname. . van de aktiviteit wvan de Na/K-pomp worden .verklaard,
wanneer wordt-aangenomen. dat ook ‘in het konijne-atrium het
aktieve natriumtransport elektrogeen. is. Argumenten woor. .
deze -aanname zljn ulitvoerig beSproken in paragraaf, 2. 8
varn de»btlmulafle.zal de-membraannotentlaal niet g;lggn
worden, beinvloegd door de stijging wvan. VK, maar ook door een
gelijktijdige vermindering van de bijdrage van de .elektrogene
pomp. Deze laatste faktor kan dan de ocorzaak zijn van de
positieve: ngpotentiaal. Schematisch is dit weergegeven .in ¢
figuur 12. Wanneer de stimulatiefrekwentle hoog 1is, dan zal
de bijdrage van de elektrogene pomp aan de startpotentiaal
relatief groot zijn. In dat geval zal na 'het:stop zetten:
van de stimulatie een relatief grote positleve napotentiaal
moeten optreden. D& beschreven waarneming is' hiermee in '
overeenstemming. = PR MRS GER g TETET ERE S

In de literatuur zijn geen experimenteh bekend, waarbij
in het konijne-atrium 'de stimulatie wordt stop gezet na het
remmen van de Na/K-pomp. De informatie die uit dergelijke
experimenten in zenuwweefsel i's verkregen, steunt ‘echter de
veronderstelling, dat het aktlieve membraantransport: een ' "
belangrijke rol speelt bij het tot stand komen van de’
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hyperpolarisatie en de positieve napotentiaal., In ongemyelini-
seerde zenuwvezels 1is namelijk eveneens een covershoot
aangetoond., wanneer de celmembraan na het staken van de stimu-
latie (15 Hz) nhyperpolariscerde (Ritchie en Straub, 1957).
Deze zogenaamde post- tetﬂnLc nyperpolarlzatlon (PITH)
'vermlnderae na toevoeanJ van LSH ain*trofenol en van
ouabaine ern vprau@en ablfo Pgnhul mdnneer het extracellulaire
NaCl werd ve;van&en door Lict, . BL auteura concludeerden
hJEPHlt Ioat ae a}t1v1te1t van de Na/K- -pomp aan de PTH ten
gronaslag moebt li gen. Uit experlmentel met gemyeliniseerde
klkkerzbnuwpn mel een kleine aiamefer berchenau 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
Egng;eqmﬁitchie_(1§68j, Zij toonden aan, dat naast de
.akxieve;natriumfeffluﬁ:een passieve.chloor-gfflux plaats. vond,
zodat hef -elektrogene effekt van de pomp gedeeltelljk was
kortgesloten; Afname van |C17|; . deed zowel de duur als de
amplitudo van de PTH sterk toenemen. Ook onder. deze
omstandigheden verdween:de PTH,; wanneer ouabaine werd
toegevoegd of :wanneer het extracellulaire NaCl.door LiCl

werd vervanger. '

Sl e}

H.Q.quDgfinvloed van de .frekwentie op :de startpotentiaal.
| bij vepnoging van. de prikkel”rekwemtlw;nemen de. natrium-
1nflux en de kalium-efflux toe (zle bv. Langer, 1968;
Pglimeni en Vasalle, 1970) .Een hogere prikkelfrekwentle
véreistj@ﬁs een grotere aktiviteit van de Na/K-pomp.

Verﬁacht ﬁan worden, dat ten gevolge van het grotere elektro-
gene effGYt van deze pomp dL steady state - startpotentiaal
le hogere frﬁxwentles toegenomen zal zijn. Dit fenomeen .1is
door yqsaTle (19{0) in Parklnje vezels aangetoona In ons
preparaat wera echter u¢tsluitena hef tegenovergestelde :
effeKt gezlen..Dlt kan niet zondcr meer worden verﬁlaard

ult de kortere duur van het 1nterst1muluo-1nterval & S b



Welliswaar wordt hierdoor de aktiepotentiaal vroeger in de
repolarisatiefase van de vOorafgaéﬁde aktiepotentiaal
opgewekt, doch het effekt hlervan op de’ startpotentiaal Wordt
tEgengeweht door de bij frehwentleverhoglng optredende

" verkorting van ‘de ‘aktiepotentiaalduur (Hollander en Webb,
1955: Greenspan et al., 1967; Gelband et al., 1972). Bovendien
vindt de afriame ‘van de’ startpotentiaal ook plaats bij
frekwentieverhoging onder 5 Hz, terwijl in het konijne-atrium
bij -alle' frekwenties ‘de repolarisatie na 150 & 200 msec
nagenoeg voltoold is. Dé in dit hoofdstuk aangetoonde toename
" van ‘de membraanpotentiaal na dé eilgenlijke repolarisaticfase
geSchiedt veel te langzaan om de lagere startpotentiaal bij
eeh Korter dnterval, met' aridere woorden bij een hogere
frekwentie, te kunnen verklaren. 2y ’

b T ne literatuur wordt algemeen aangenomen, dat b1j
.frekwentie verhoging een daling van |x* |i optreedt De
verlaging van de concentratie gradient van de kaliumionen
zou de verklarlng ﬂunnen ZlJH voor de 1agere startpotentiaal.
'Hercus et al. (1955) vonden in strlps van de ratte-ventrikel
_een afname van |K Ii met 20 mmol/l bij een frekwentie-'
__Lverhoglng van 12 tot 100 slagen per minuut . Metlngen van
' Reiter (1956) inIJetzelfde preparaat lieten minder grotei
Iverscnillen zien bij 10 hz was |K |i ongeveer 8 mmol/l
lager dan blg 1 Hz . In overeenstemming met een verlaging
Ivan IK ll' biJ toename van de frekwentie is het tljdellee

verlies van kallumloneﬁ, dat’ ult hartspier optreedt na
overschakeling op een hogere frekwentle Sarnoff et al.
'L(1963) vonden, dat dit kallum verlles gepaard glng met een

?”lverhoogd zuurstofverbrulk en veronderstelden een relatie me %

Ihet aktleve membraantransport. Zij werden gesteund door  _
"imetingen van Langer en Brady (1966) aan de 2y efflux ult
‘geperfundeerde papllla1r8pieren van de hond. In het verloon
van de radioakt1v1te1t van de ultstromende vloelstof was een
fase te onderscheiden waarvan de snelheid van de .
radiaaktiviteltsafname geligk was aan die van het totale
weefsel De auteurs beschouwden deze fase als representatlef

65



vooer het verlies van dntracellulsgir M2K; Het kaliumverligs

na de frekwentieverhoging duurde ongeveer 20 minuten en

was maximaal na 8 minuten. lMede op grond van de publikatie van
Conn en Wood {1959), waarin -een toename van |Na+]i bij hogere
frekwenties:aannemelijk werd gemaakt, kwamen Langer en Brady
(1966). tot de hypothese,:‘dat het kaliumverlies werd ver-=
oorzsakt door een relatief trage toenamé van-:de :aktiviteit
svan--de Na/K-pomp ("pump lag®). Na' een: verhoging van ‘de
frekwentie zou de pomp niet direkt in staat-zijn om na ‘iedere

. aktiepotentiaal de corcentratie-gradient 'van ‘de 'iconen te:”

herstellen. Hierdbor vindt «en afﬁamEhVaﬁéfK+|i*p1aats-éﬁ’een
" stijging van lNatl"; Op geleide wvan:ideze:laatste zou:de:
aktiviteit wan de' Na/K-pomp*worden verhoogd tot eeﬁ“steady
state wordt bereikt. : fheriar ¥ XA

Cllmore en. Gerllngs (1969) steunden echter de door Hajdu
(1953) opgestelde hypotheseJ dat net kaliumyerlles werd ver-
oorzaakt door een vermindering van de kalium-influx als.
gevolg van het kortere interstimulua interval Het kallum-
'verlies na frekwcntleverqongg duurde volgens deze aufeurs
slecnts enkele mlnuten eny Zou ook. plaats’ kunnen hebben zonder
toename van. het zuurstofverbrulk bljvoorbeeld bij overgang
op . ventrlkelflbrillereﬂ Wanneer .van, palred stlmulatlon werd
overgeschaxeld op. uormaal stimuleren met verdubbelde, frekwentie,
zoaat het aantai axt¢epotent1a1en per tijdseenheid. onveranderd
Lleef mgar het aantal kontrakties twee maal zo.hoog werd
dantnﬁuigeen kdllumverlles op, terwijl het; zuurstofverbruik
afnam. QOp grond van hun waarneming dat het kallumverlies
na frekventieverhoglng langer duurde, wanneer in het preparaat
een; zuurstoftekort heerste, suggereerden Gerlings et.al. (1969),
dat;dif'g¢ verklaripg zou: kunnen zijn voor het langdurige,
ka;}umgey;lesfin_ﬂehggpef;mentgpnyan Langer en Brady. (1966),
aange;ién_het preparaat yaﬁ?geée.pwee auteurs niet.met. bloed
.maaf met gepﬂ?outmoplossing_werd.geperfundeerdj;Latere‘,
experimenten van Gilmore et al,, (1971) toonden aan, .dat.de
grootte van het kaliumverlies bij frekwentleverhoging niet
Iwerﬁ bginylged:doqr.de_snglheiﬁg,wgarmee de . verandering van
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de frekwentle tot stand was gebracht. Ondanks de hierna
gevoerde discussie (Langer,_i9?2;_Gilmcre, 1972) is tot
op heden geen overeenstemming bereikt over de ocorzaak van

_hetlkéliumverlies,

Er zijndin de literatuur - -geen gegevens bekend over
kaliumverlies ult konljne-~atria. bij frekwentileverhoging.
Wanneer wordt aangenomen dat dit preparaat vergelijkbaar
is met"het honde-hart, ‘dan kunnen de gegevens uit dit
- laatste preparsat mworden gebrulkt om een schatting té maken
van de  afname van-!ﬁ+$i. In de experimenten wadrin de frekwen-
tie van .ongeveer 100 tot ongeveer 200 slagen peri minuut wordt
verhoogd, 1s het-gemlddelde kaliumverlies 53 yEq (SEM=10 peq),
zoalsykan worden berekend uit de: publikatle vari' Gilmore -en
. Gerlings (1969), tabel I, exp. %, U4 en 9. Wannee?r. de ainname
juist is, dat van het 100 gram wegende preparaat 75% wordt
ingenomen door het weefselwater en dat zich hiervan ' 35% in'
de Interstitiele rulmte bevindt (Gilmore et al., 1971),
dan zou het genoemde kaliumverlies lelden tot een' afnamé
.Man¢$K+1ir met 1,1 mmol/l. Uitgaande van |K&|i = 150 mmol/1
betekent  dit een verlaging’van?v% met 0,2 mV., Uit 19 expérimen-
ten in het konijne-atrium hebben wij berekend), dat de gemiddelde
afname van de startpotentiaal bl] een vergelijkbare frekwentie
yerhoging, namelijk van 2 Hz tot 3 Hz, in dit preparaat 0,7 mV
(B8EM:=.0,1 mV) bedraagt. Deze afname 1s significant groter
dan de waarde, die cop grond van het kaliumverlies uit het
honde~hart kan worden veruwacht (t-toets, 5%-niveau). Langer
en Brady (1966) berekenen uit hun metingen, dat !K+|i bij
een meer dan viervoudige toename van de frekwentie (van 8 tot
38 slagen per minuut) afneemt met 2,4%. Uitgaande van lK+|i =
150 mmol/1 zou dit leiden teot een afname van Vk met 0,5 mV.

In onze experimenten verocorzaakt echter een frekwentie-
verhoging van 1 Hz tot 4 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 kallum dan dat van de hond.

Bovendien is ér een verschill in experimentele omstandigheden.
Terwijl Gilmore en Gerlings (1969) en Langer en Brady (1966)
hun preparaat met respectlievelljk bloed en ééhFEout;oplSSsing
doorstroomden, wordt in .onze experimenten het prepdraat met
een zout-oplossing OMstroomt. Het 'is ndet ulitgesloten:dat

ons preparaat in een Lichte mate van hypoxie verkeert tent
opzichte. van een-geperfundeerde: hart, waardoor: blj frekwentie-
verhoging een groter kaliumverlies kan optreden.-Het: is' echter
ook mogelijl, dat er behalve :de afname vanyVK nog 'andere
mechaniamen;aanide_daling=Nanwﬁﬁhstartpotentiaal;bijwfrekwentie—
. verhoging ten, grondslag,liggen, -zcals bijvoorbeeld een-daling
van.gKmQﬁgeenutmenﬂm&Lﬁaﬁ-gNa.aEr_zijn echter geen experimenten
.bekend, die.gnige aanwijzing in een dergellijke richting geven.

4.5. CONCLUSIES. .

Het ‘staken van de stimulatie  vercorzaakt een hyperpolari-
satie van de celmembraan.:De positieve napotentiaalg;die=na v

.. ~een. relatief hoge prikkelfrekwentie wordt waargenomen, is:

.in overeenstemming met de. aanwezlgheld van een elektrogene
natriumponp. _ : .o

De startpotentiaal neemt af, wanneer de prikkelfrekwentie
wordt .verhoogd. Bij verlaging van de frekwentie  gebéurt het
omgekeerde. ' cug.y, ‘

Jhany tw
RIS
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HOOFDSTUK 5

PRIXKKELFREEKWENTIE EN DE ARKTIVE -
G S

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 para-
graaf 2.6. melding is gemaakt, is ook 1n myocardvezels van
vele andere diersoorten aangetoond, dat afname van de

startpotentiaal een daling van dV/dt max veroorzaakt (hond:
Davis en Temte, 1968; cavia: Tritthart et al, 1972; konijn:
Strauss en Bigger, 1972; mens: Gelband et al, 1972). De

daling van dV/dt max die bij frekwentieverhoging optreedt,
is dus in overeenstemming met de 1n hoofdstuk 4 beschreven

waarneming, dat onder deze omstandigheden de startpotentiaal
afneemt. Om de vraag te beantwoorden, of deze afname van de

startpotentiaal voldoende sterk was om het effekt van de _

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

experimenten uitgevoerd. De vraagstelling viel in twee delen

ulteen: ;

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

2. kan met behulp van deze kurve de invloed van de frekwen-
tie op - dV/dt max worden verkliaard ult de relatie fussen
frekwentle en startpotentiaal ?

De resultaten van de experimenten hebben geleld 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 Purkinje-vezels aan, dat de
aktiveringskurve onafhankelijk was van de wijte waarop de
startpotentiaal werd veranaerd, Toediening van polariserende
stroom en verandering van iK Ie leverden in degzelfde vezel . )
een gelijke aktiveringskurve cp. Tevens bleek, dat bi] wi321~
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 ]K | te veranderen.

Nadat eerst onder normele omstandlgheden 10 & 20 aktie-
potentialen bij een prikkelfrekwentie van 1 Hz zljn gere-
gistreerd, wordt bij dezelfde frekwentie aan de doorstro-
mingsvloeistof met een infusie~-snelheid van 1 cc/min
McEwen-~oplossing toegevoegd waarin per liter 8,5 gram KC1

is opgelost. Bij de gebruilkte doorstrom1ngssnelhe1d (25
cc/min) wordt hlerdoor in het orgaanbakje |K |e geleidellak
verhoogd tot 10 mmol/l. In de meeste preparaten bedraagt de
opgetreden daling van de startpotentliaal dan meer dan 10 mV.
Wanneer het preparaat relatief ongevoelig blijkt te zijn
voor de verhoging van [K+|e, dan wordt de infusle-snelheld
verdubbeld. In alle gevallen wordt hilerdoor een startpoten-
tiaal bereikt waarbli] geen aktiepotentialen meer kunnen 5§
worden opgewekt. Aangezien IK+|e in het orgaanbakje slechts

langzaam.stijgt, v1ndt de afname van de Startpotentlaal en. .
dus van dV/dt max, gelelaellgk plaats (Flg. 13 ) De aktiven”
ringskurvé wordt bepaald door gedurende deze fase van ledere
aktiepotentiaal de startpotentiaal en dV/dt max te meten.
Na de "kallum—depolarlsatie“ wordt de infusie- -pomnp stopgezet.
De registratie wordt als succesvol beschouwd wanneer de
startpotentiaal en dV/dt max na het uitwassen vam de overmaat
KC1 weer stijgen tot de uitgangswaarde.

Indien technisch mogellgk wordt uit dezelfde vezel een
frekwentieserie afgeleid. In latere experimenten is getracht
om, na het uitwassen van de overmaat KC1, Uit dezelfde vezel
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de aktiveringskurve blj een andere frekwentie te registreren.
Dit is slechts in drie preparaten gelukt. Pogingen om uit
dezelfde vezel de kurve voor meer dan twee f?ekwenties te
bepalen, faalden steeds

5.3. RESULTATEN :
5.3.1. De aktiveringskurve van het konijne-atrium

In figuur 14 is uit 6 verschillende vezels van 4 prepara-
ten de aktiveringskurve biJ 1 Hz weergegeven. Het 1is opval-
lend, dat deze kurve van vezel tot vezel kan verschiilen, zelfs
binnen hetzelfde preparaat. In hoofdstuk 4 is reeds vermeld,
dat ook de frekwentieserie van vezel tot vezel kaniverschil-

len. Voor een goede vergelijking van de aktivprinﬁskurve
met de relatie tussen de startpotentiaal en dV/dt max bij

frekwentieverhoging is het dus van belang, dat aktiverings-

kurve en frekwentieserie ult dezelfde vezel zljn 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 verschillende atriumvezels 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 24 registraties. Het experiment dat in figuur 15 is
weergegeven, is representatief voor 21 van de 24 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 bi] 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 bij hogere frekwenties. Dit 1is
eveneens af te leiden uit tabel 2. Hierin is voor ledere
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Tabel 2

De gegevens z13n afkomstig uit het experiment dat ir
figuur 15 is weergegeven.

In-de.eérstetdrie kolommen. zijn ‘de gegevens van. de!
frekwéntieseritivermeldi De ‘hoogte 'van:de startpotentidal:
bij éen bépaalde frekwentie iy evenals die:van dV/dt max,
het gemiddéide van'de ‘waarden, die blj 10 opeenvolgende. -
.dktiepotentialen’in‘steady state zijn'gemeteén. ‘In de ivierde
kolom is de waarde vermeld, die'dV/dt max Heeft, wanneer-de
betrokken startpotentiaal door toename van |K+|e is verkregen
(Béﬁﬁélﬂ"met;béhulp Van de' 1" Hz-aktiveringskurve).-De-vijfde
kolom toont het verschil tussen de waarden van dV/dt max
ult de vorige tweé kolommen il S o
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frekwentie de gemeten waarde van dV/dt max vergeleken met
de waarde die dV/dt max zou hebben gehad, wanneer de betrok-
ken startpotentiaal niet zou zijn verkregen door frekwentie-
verhoging, maar door verhoging van |k le'
.. In 2 van de. 24 experlmenten werd het tegenovergestelde
resultaat gevondeﬂ de afname van dV/dt max blj frekwentie-
verhoglng was minder dan bij een even grote depolarlsatle
door verhoging van }A+|e= In 1 experlment waren de veran-
deringen in de frekwentieserie gelljk aan die in de akti-
veringskurve. Een verklaring voor het afwijkend resultaat
van deze 3 experimehtep kon niet worden gevdnden. De aantal-

len zijn echter van dien aard, dat als algemene ‘regel mag
worden gesteld, dat de afname van de startpotentlaal door
frekwentieverhoging leidt tot een lagere waarde van dV/dt
max dan wanneer de startpotentiaal in dezelfde mate Zou
ziJn .afgenomen ten gevolge van een verhoging van, |K 1
(teken—toets).

De waarde van dV/dt max bij een bepaalde startpotentiaal
ligkt dus afhankelle te zijn van de- frickwentie: ‘Op grond
hlervan is de verwachthg gerechtvaardlﬁd dat'dé frekwen-
tie &en invloed heeft op de aktiveringskurve.-Dé in‘ de
”volgende paragraaf beschreven experimenten ‘zullen aantonen,
dat dit 1ﬁderdaad het geval 18,0 HER G AR

'5;3.2;”De’invloed van de*frekwentiei op de aktiveringskurve

7oals vermeld is het slechts drie keer gelukt om 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 bi]j
1 Hz hoger is dan bilj 5 Hz. De richting van de aktiverings-
kurve blijkt echter niét te zijn véranderd 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 blj frekwentiever-
hoging weergeeft, steiler verloopt dan de aktiverings-
kurve. De punten waarult de kurve van een dergelijke fre-
kwentieserie is opgebouwd, vormen de hoogste punten van de
aktiveringskurven blij de verschillende frekwenties (fig.
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 is.

Er is geprobeerd enig inzicht te verkrijgen in het
mechanisme dat aan de verschuiving ten grondslag 1ligt.
Op theoretische gronden die bij de bespreking van de
resultaten (paragraaf 5.4.) ulteen 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 frekwentle. 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 frekwentle.

Figuur 17 geeft de verandering van de startpotentiaal
en dv/dtfmax weer uit een experiment waarin van 1 Hz 1s
overgeschakeld op 5 Hz. Onmiddellijk na de OVersghaReling.
treedt con aframe van beide parameters op. Het is opval- ig
Iend dat zowel de startpotentiaal als dV/dt max eerst tot
cen zeker minimum dalen, vervolgens weer enigszins toenemen
en na ongeveer 2 minuten de steady state waarde berelken
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
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de tijstippen A en B (resp. 7 sekondén én 2 iinlten na de
overschakeling op 5 Hz) dezelfde hoogte. Op tijdstip A 1s
de waarde van dV/dt max echter ‘duidelijk hoger dan op tijd-
stip B. In de periode tussen A en B heeft de relatie tussen
“sgtartpotentisal en aV/dt max dus een verandering ondergaan.
‘Gezien het verlbop van beide parametersi:in de 'tijd 1ijkt
het aannemelijk, dat 'deze verandering.zich geleidelijk heeft
“voltrokken.' e ; :
‘Zekerheid hierover wordt verkregen, wanneer de‘waarden
vari' de startpotentiaal en van de bijbehorende :dV/dt max die
zijn gemeten na de overschakellng van 1 Hz .op 5 Hz, worden

vergeleken met de aktiveringskurve bij de eerste-frekwentie.

I Eén experiment waarin het is gelukt om uit .dezelfde vezel

“’hehalve een frekwentieserie en een 1 Hz-aktiveringskurve

ook een - overschakeling van.1l Hz naar:5 Hzite regilstreren,

- wordt ‘weergegeven in figuur 18. De frekwentieserie en de
*aktiver%ngskurve vertonen het ‘inmiddels bekende beeld. Het
iverloop van de punten die de relatie tussen: de startpotentiaal
en-dV/dt max -na de overschakeling :wvan 1 Hz op 5 Hz weer-

v geven, is verduidelijkt met een.pijl. Na de overschakeling

“plijkt  dV/dt max eéerst gedurende. enige ;tijd. (ongeveer 10
sekonden) op het afnemen van de startpotentiaal tereage-
ren volgens het verband dat bij de voorafgaande frekwentie
heeft bestaan. Geleidelijk echter gaat de stgrtpotentiaal-
dv/dt max-relatie afbuigen van de 1 Hz-aktiveringskurve.
Hoe meer tijd na Qeuoverschakeling'Venﬁtrigkt, hge groter
.;het verschil in dvfdt-max wordt. met de 1-Hz-gpktiveringskurve,
wanneer aktiepotentialen met-dezelfde startpotegntiaal met
"l elkaar worden vergéleken:. Tenslotte wordt geleidelijk het
punt bereikt, datireeds:door de: frekwentieserie als steady
state waarde bij 5 Hz was aangegeven. R B
‘De’ verandering die in de relatie:tussen de startpotentiaal
en-dV/dt max optreedt bij frekwentieverhoglng, voltrekt zich
‘dus geleidelijk:-Er ligt klaarblijkelijk.een relatief traag

:proeces aan ten grondslag..: T s
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5.4, BESPREKING VAN_DE,BESULTATEN

.. 5.4.1, Dec;nvloeﬁ vandde,frekwentie,Qp dﬁfdf mak _:“

Een.daling van dv/dt . max kan wqfdén'vefbprzaak;?agpr
een minder sterke toename van gy, gedurende de;depo;arisatien
flase, door een afname van:de concentratiegradient veor
natrium-dionen, of door een comblnatie van beide. faktoren.

.In paragraaf.5.3.1. zijn experimenten beschreven die
-aantonen,; dat een afname van de startpotentiaal ook in

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

.ats gevolg van de invleed op Bya® Verdere experimenten tonen

. aan, dat de aktiveringskurve bij frekwentieverhoging ver-
- schulft ndar lagere waarden van dV/dt max. 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:hij;frekwentieverhoging-gNa:StEﬂKET

‘wordt beinvlced dari overeenkomt met de heoogte van_de=start—

“:potentiaal. Een tweede mogelijkheld 1s,. dat bij frekwentie-
- erhoging een afname van~de electrochemische gradient voor

natriun-ioneén -optreedt. Beide mogelijkheden worden :hier-

“onder besproken:

5.U4,2y.De invloed van de frekwentle.op gy«

Een mindér sterke toename van gy na supraliminale
brikkeling- dan overeenkomt: met de hoogte van: de startpo-

" fentidal; kan worden:verwacht, wanneer wordt gestimuleerd

op een momentrdat de ‘carrier-reaktivatie nog . niet volledig

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

afhankelijkheid van: de carrier-aktivatie een rel van be-
tekenis gaat spelen.. /Eprzijn weefsels:bekend -waarin de

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

1971)- en nodaal weefsel 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. Weldmann (1955 a) hield de membraan
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van Purkinje- -vezels enige tijd op m66 mV, waarna plotse-
'l*ng een ander potentlaalnmveau wera opgedrongen. Uit
. dv/dt, max vaﬁ de aktlepoteﬂtialen ‘die bij dit laatste
| niveau na een varlabel lnterval werden opgewekt Kon wor-
~den berekeﬂd dat.de. uqukﬁn Tante van de reaktlvatle
minder dan. 20 ms;c.ﬂbedroeg rauss en B;gger (1975)
vonden in het KONljB@ atrlam, dat, LlJ een basisritme van
2 Hz, dv/dt ﬂax van een extrasyqtole pan aaptoonbaar lager
‘was-dan dievan een ba51a aktlepotantiaal wanneer de duur
van het Verkorte lntePle ODO msec. of minder bedroeg Dit
is.te verwachten, aange21en de door ons aanaetoonde toename
van. de, membraaﬂpotentlaal na de elgenlljke repolarlsatle—
...fase slechts langzadm plaats vindt. Bovendlen is de invloed
Van, de, staftpotentlaal op dV/dtlmax relatieP gerlng, wan-
neer de waarde van de startpotéhtiaal hoog 15. ‘Strauss
.en Blgger (1972) Loncludeerde ult hun waarnemlng, dat de
._vollealge reaktlvatlc blj benaderlng samen v1el met het einde
van de repqlarlnatlefase (zie ook. Hoffman én Cranefield,
1960). De auteurs vergeleken tevens Lwee methoden om de
aktlverlngskurve te bepalen verhoglng van |K fe en opwekken
.van exuraq33 oien me t WlSSGlend voorafgaand interval. De
.56113kvorm¢gheid van belde kurven wera beschcuwd als een
. bevestiging voor hot bestaan van ecn une*le reaktivatie.
Aang821en ae bﬂlde met noden niet 1m dezelfde ‘vezel zljn
vergeleken _15 he+ Jrekﬁan van deze con01LQ1e aanvechtbaar.
De duur. van de efzektlef ﬁelraktawre pﬂriode neemt af
bij frekwentleverhoglng (voor overzicht, 71e Janseé, 1971),
hetgeen een ganwijzing vormt, dat ock w13 nogere frekwenties
na een inautlvatje weer snel natrlum-carrlerc beschikbaar
komen. Het is ecnter niet bekena of de Ligdﬁonﬁtdnte van
de reaktivatie door de prlkkelfrekweﬂtle wordt beinvloed.
Hierdoor kan nlet worden ultgeuloten, dat de waarde van
dv/dt;: max le hogere frekwentles wordt belnvloed door een
'nonvolledige reaktlvatle van natrlum carrlers. De waarnemlng
: dat ook bij relatlef lage frekwentleq een frekwentie-toename
~leidt tot een lagere waarde van dv/dt max dan overeenkomt

. met -de hoogte van de startpotentlaal maakt het echter

niet aannemelljk, dat een onvolledlge redk+1vat1e een rol
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van betekenis speelt.

: Uit een onaerzoek van Reuter et al (1972) in papillair-
spieren van de cav1a besbaat de 1nqruk dat de tijdkonstante
IVdn de carrler reakt*vatim taeneemt wanneer de startpoten-
tiaal daalt. 77J berekenuen uit ‘dv/dt max van éextrasystolen,
dat deze tigdkonotarte bij ‘de neersende startpotentiaal
(-85 m«) mlndeﬂ adn 2@ mbec. bedroeg. Nadat de startpoten-
tiaal door toevoeglng Van KC1 was'gedaald tdt <60 mV, bleek
de ledkonstantmﬁlbt ongevee? 100 'msee. ‘te zijn toegenomen.
Er werden geen metLHEen bij een tusaenlifgend potentiaal-
n¢ﬁeau vermeld zodat over een verloop van de teaktivatie-
snelheld als funktle van de startnotenfiaal geen ulitspraak
'kon worden gedaan' Het gerlnge gantal gegevens maakt het
bestaan van een potentldal afhankelljkn61d ‘van de'reaktivatie
‘enig321nb onzekef Wanneer ait “Penomeen: in het kohijne-
‘atrium een rol zou upelen en ‘de ‘natrium-carriers tijdens
~ het verhogen van \n | bij 5 ‘Hz 'in afnemende ‘mate beschik-
_qbaar zouden z1ljn oo het moment van stinmulerert, ‘dan zou de
':5 Hz- aktlverlﬂgskurve at911er moeten vérlopen dan-de kurve
bi) 1- hz waarblg van @en onvoldoende reaktivatie geen sprake
kan Zign. Flguur 16 boont ‘dat ait niét het geval is.

51 Op Ffond van het voorafgaande is het "asnnemelijk, dat
_JVéPnoglng van de’ pr*kkelfrekw«ntie geen ‘Afnamé van Bya
__veroorzaaku, andevs dan door de- opt1pdonde verandering van
hde startpotenfiaal De oorz aak van de verschuiving van de
aktlverlngskurfe door IrckwenUAeverhoglng moet dus worden
gezocht in een veramaerlng vah de e1ectrochemische gradient

34

yoor natrium-lonen.

Sl

-5=ﬁ;3, De 1nvloed van dae frekwentlc op de concentratiem
e i gradient van de natrlum fonen. -
; : E" bestagn aanw1321ngen, ‘dat “het intracellulaire natrium-
'”gehalte verandert bij Frekweqtleverhoglng Reiter (1956)
”toonde in sbtrips van de ratte- ventrlkel ‘aan, dat| KT 5
lager werd en !Na li toenar’ “vanaf het moment, dat het
preparaat 1n de doorqtromlngsvloelstof was- gebracht. Ne
Ienlge tlgd berelkte de concentraties eeri-kbnstante waarde.
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Wanneer met 10 Hz wab gesflvuleerd' dan was |K ]% lager en

[Na | hoger aan in het geval van 1 Hz. Conn en WOod (1959)
bepaalde lNa Ii in honue ndrten met behulp van natrium~
isotonenn In hpt tradekt van EO ot 160 ﬁlagen per minuut
bleck een poaitiave COT“Llatle te hestadﬂ tUuéenl Y ‘1

Pn de freﬁwentwe De waavdt van Na li varletfde van Tah

tot 19 0 m?olfl het nij fre(weﬂtleverhoglng optredenae
kallumveﬂlles (Langer en Braayu 196C G11n0re en Gerllngu,

;i waarschijnlijk,

aangezien de kalium=- inI]ux althana GEdeeltellJK is gekop-

i %
1969) maa&t evencens een toename van }Na

peld aan de natrlun-efflux Volvens het pump lag model van
Langer en Brady (zue hoofdstuk 4) is de lntracellulalre
natrium-ophoping zelfs_@e oorzaak van de grotere aktiviteit
 van de Na/K-ﬁOHp-die”bij.hogere frekwenties noodzakelijk

1s. Vlersna (1909) kwam na bewekenlngen met gegevens van
Noble (1900) en Lanrer {196?) tot de slotsom aat _na een
Hfre&weptleverhoglnr de . toename van de natfium 1nf1ux per
_tlddseenhald volocende groot kon zijn om de verelste verho-
ging van |Na [i te bewerkstelligen. -iﬁrDiJ"werd_veronder—
8teld, dat de aktivitelt van de Na/K~pomp evenals in kikker-
'skeletspler (KeyﬂEb en Swan, 1959 a) evenredlg Was, et de
'derde macht van [hd [in _ o e i

o Ult literatuurgegevens kan worden afgcle1¢ Qat.de akti-
vmrlrgstPVe aoor een stijging vap LNa jﬁ 1qﬂgezelfde rich-
ting wordt verschoven.als het geval. 15 'bilj frekwentleverhoging:
”_naapllagere waarden van dV./dt max. 70 is in. reuzen-axonen
Lle 1ﬂEP&CFllJ¢aJF werde EED fundeerd dangetoénd dat
,h;g een Jvervanglng van 25% van het intracellulaxre kalium
“aoor naLrlummlonen de atavtpotenu¢aal niet. wdarneembaar
verandert,_tngijlthLdt max duidelijk afneemt (Baker et
al. 1962 a, fig; 3 s Vanzelfsprekénd is een”dergelijke
perfusie in myocarvdvezels niet uitvoerbaar. In dit weefsel
kan iNé+1i $lechts ¢p ‘indirekte wijze wordén verhoogd,

- bijvoorbeeld door het remmen van de Na/K-pomp met behulp
van ouabaine (Carlslake en Weatherall, 1962). Onder deze
omstandigheden treedt eveneens de verwachte verschuiving
van de aktiveringskurve op (Dudel en Trautwein, 1958;

Kassebaum, 1963).
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5.4.4. Het verloop van de startpotentiaal en van de
startpotentiaal-~-dv/dt max-relatie na een frekwen-

tieverandering

De veronderstelde stijging van [Na+li bij verhoging van
de frekwentie zal ongetwijfeld geleidelijk na de frekwentie-
verandering plaats vinden, totdat blj] de nieuwe frekwentie
een konstante waarde is bereikt. Het 1is daarom van belang
om het tijdsverlcoop na te gaan 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 lNa+|j als oorzaak
nagenoeg uitsluiten. '

In paragraaf 5.3.3. 1s 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 frekwentievef—
hoging wordt duildelijk, wanneer voor iedere aktiepotentiaal
na de frekwentleverandering het verschil in dV/dt max
wordt berekend tussen de gemeten waarde en de waarde die
bij een onveranderde relstie tussen startpotentiaalien
dvV/dt max (aangegeven door de 1 Hz-aktiveringskurve) zou
zljn gevonden. Ult 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

van |I\"a+|:.L bij frekwentieverhoging.
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s Tenslotte moet worden ingegaan op. de waarnemlng dat de

startpotentiasal na de frekwentleverhoging- eerst.daslt en
vervolgens weer langzaam toeneemt om ulteindelijk de

waarde te bereiken, die in steady state bij de betrokken
frekwentie heerst. Volgens de hypothese wordt in de veran-
dering van de relatie fussen startpotentiaal en dV/dt max na
frekwentieverhoging in feite de verandering van INa+|i weer-
splegeld. Het bifasische verloop van de startpotentiaal is
niet in deze verandering terug te vinden (flg. 16). Klaar-
blijkelijk wordt de lichte stijging, die de startpotentiaal
na enige tijd weer cndergaat, niet begeleid door een afname
van |Na+|i. Dit maakt onwaarschijnlijk, dat er een toename
van |K+|i aan ten grondslag ligt. Het verloop van de
startpotentiaal kan evenwel goed worden verklaard door een
elektrogene werking van de Na/X-pomp. Aangezien na een
frekwentieverhoging de pompaktiviteit slechts langzaam

wordt verhoogd, zal de toename van het elektrogene effekt
pas geleldelijk merkbaar worden. Op een gegeven moment

is de invloed op de startpotentiaal van het toenemende
glektrogene effekt even groot als van de faktoren die een
afname van de startpoctentiaal 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.

5.5. CONCLUSIES

De gktlveringskurve verschuift bij verhoging van de
prikkelfrekwentie naar lagere waarden van 4dV/dt max. Aan
deze verschulving 1igt 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+|i.

De afname van dV/dt max bij verhoging van de frekwentie
wordt gedeeltelljk vercorzaakt door de daling van de start-
potentiaal en gedeeltelijk dcor de genoemde verschulving
van de aktiveringskurve.

Het wverloop van de startpotentiaal na een frekwentie-
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-.verhoging kan worden verklaard door -een elektrogene werking
van de Na/K-pomp.
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HOOFDSTUK 6

PRIKKELFREKWE NTIE EN DE INVLOED
VAN OUABAI NE OP DE AKTIEZPW'TEN -
TIAAL | S

6.1. INLEIDING

De lagere steady state waarde van dV/dt max le hogerp
frekwenties 1s het gevolg van de vewanderlng van de start-
potentiadl en de verschu1v1ng van e aktlverlngskurve. Er
is Verondersteld dat blerolj een beldngrleﬂ rol wordt
gespeeld door resp. een afname van |K 'i en een Sleglng
1van |Na |in Deze verondefstplllng zou worden gesteund
wanneer remmen van de Na/K- -pomp dezelfde verandering van
de startpotentiaal en dV/dt max zou vercorzaken al% fre-
kwentieverhoging. Vermindering van de aktiviteit van de
Na/K-pomp, biljvoorbeeld door anoxie of door tdévoeging van
ouabaine, leidt immers tot een afname van ]K |1 en een
‘ st13g¢ng van |Nd‘|ia Er 1s ddarom getracht het ezfekt van
: Guabalne op de starﬁpotentladl en dV/dt max na te gaan bij
-_verbchlllende frekwenties. Door de pooltief 1notr0pe
lwerhlnﬂ van ouabaine verliéab de mlhroelehtroae vaak de
goede intracellulaire 0051cle. Om dcze reden 15 netlslechts
4 maal gelukt om uit dezelfde vezel Wowel een ffé}wéntﬁew
serle te ¥ glstrerer onder normale omstandlgheden als een
in aanwe21ghEJd van ouaba¢qe. De vraagbtelllng van de
eype“imenten lu1dqe

In welke mate heef‘+ ouabalne 1nvloed op de startpoten—

tlaal en dV/dt mQXQ gteunen deze resultaten de ‘veron-

stelllng, dat le frekweﬁt everhoglnﬂ een dfname vean

| en een stnglng van ‘ha l ten grondslag 11ggen

i
aan de daling van dV/dt max?

gl



6.2. EXPERIMENTELE PROCEDURE

De experimenten met ouabaine werden verricht 1n een
stadium van het onderzoek, waarin de crista terminalis
van het rechter hartoor als preparaat werd gebruikt. Door
de aanszi@heidﬁvan:de sino-auriculaire knoop waren fre-
kwenties lager 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- Domp een zodanlge oplossing van
ouabaine (Stropnantine G Pirma: Brltish Drug Houses)
toegevoegd dat ‘de’ u1telnd61ljﬁ cdncentratle in het or-
"gaanbakge 5. 10° 4 - mol/1 bedroeg Tenminste 15 minuten na
" het begin -van de ‘ousbaine-toevoeging werd dan Uit dezelfde
- vezel opnleuw een frekwentleseriu gﬂreglstreerd "Na uit-
‘wasser bleek het effekt van ouabalne in alle gevallﬂn

. rever51be1.
g 3". REfsﬁLffﬁT'EN

In dlle cxpcrlwenten wefd tlgnenu de toediening van
ouabalne een VePSﬂellth van de repolariaat1e waargenomen.
“Tn een aantal gevallen traden Spontane extrasystolen op.
Belde fenomenen waren in - de literatuur bekend en’ golden
- ulgdens ‘de pxperlmenten ‘als een aanwijzing, dat het ouabalne

werkzaam wes . ae e ¥ T
} Iﬁ'figuur“EU'is iit dezelfde vezel de invloed van de
'frekwentie op aV/dt max en op' de startpotentiaal weergegeven
“onder normale omstandigheden en in aanwezlgheid van cuabaine.
Het blijkt dat ouabaine bij iedere frekwentie zowel de
waarde van de ‘startpotentiaal als van dV/dt max verlaagt.
‘Dit effekt 1s in dlle 4 experimenten waargenomen. De in-
vlééd'vah*ouabaiﬁe‘ép dv/dt max komt overeen met de bevin-

dingen ViR Viersma' (1969). De -vraag rijst, of de verandering
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Figuur 20. Pe inviced van ouabaine (5.10 ' mol/l) op het
effekt van de frekwentie op dV/dt max (A) en de
startpotentiaal (B).

De waarden zijn gemiddelden van 10 opesnvolgende

aktiepotentialen in steady state (+ SEM}.
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Figuur 21. De invlioed van ouabaine (5,10q? mol/1l} op de

relatie tussen de startpotentiaal en dV/dt max
bij frekwentiéeverhoging.

De kurve is samengesteld uit de gegevens van
figuur 20.

Zie verder tekst.,
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van de startpotentladl door ouabalne groot genoeg 1s om

de lagere waafde van QV/at max te verklaren. Ult flguur 21,
waarin' de Tegevens van het ereflant in figuur 20 zijn
verWerkt blljkt dat de relatie die bij frekwenfieverhoging
tussen startpotentlaa1 en dV/dt max bestaat, onder invloced
van ‘ouabaine niet verapaewt Een bepaalde startpotentiaal
lnldt tot een vaste waarde van dv/dt mex. 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 hartglyébsiden

De concentraties van”haftglyéoéidéﬁ“wéfdéﬁ in twee groe-

" “'pen verdeeld. Beilde groépen vercorzaken een toéname van

de kbntraktiekfacht,'maar'in'tegensteliiﬁg"tot de Ythera-
peutische® concentraties treedt bij de "toxische" coficen-
traties een daling van de startpotentiaal op en ontstaan
&y sporitane -éxtrasystolen of andere ritme-Stdornissen.
“Er bestaan ‘tegenstrijdigé gegevens over eén ‘eventuele
K*]i-bij'de therapeutische glycoside-
concentratiss. Het wordt echter in de Iiteratuur als zeker

verandering-van

aangenonien, ‘dat de toxische concentraties leiden tot een
verlies vdn 'intracellulaif kalium. Ook in het konijne-
atrium ‘Zijn hierover verschillende onderzoekingen bekend.
Metingen van Holland (1964) wijzen uity, 6aﬁ‘10"6 mol/1l
ouabaine in ‘dit preparaat-een dal*ng van |k’ |; veroorzaakt
'Van ongeveer 10 mmol/1l. Carlslake en Weatherall (1962)
vermelden, dat }K+li na toeVoeging van:10*5 mol/1-6uabaine
afneemt van 100,9 mmol/1l tot 77,0 mmol/l. Witt en Tuttle
(1960) en Tuttle et al (1962) komen,'oveneéné iﬁ*hét'
konijne ~atrium, tot gelljksoortlge bev1nd1ngeno Dé afname
van |K |i onder 1nvloma van ouabaine wordt veroorzaakt
door een vermlnderlng van de kalium-influx ten gevolge van

een remmlng van de Na/X- pomm (Rayner en Weatnerall, 1957,
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Vullerg 1963, Goerke en Page,. 1965; Polimeni, en Vasalle,
1971) Deze remmlng van de Nd/K ~pomp geschledt aan de
oultenzljde van de velmembraan (Ca;dwell 1968), waar-
_sch1gn1+3k door Competitie m t kaliwn- lonen (Skau, 1965) .

¥
Door vernoglng van ks wcrdL namelljk het effekt. van

|
-
ouabalne op de havtspler varmindcrd (zie bijvoorbeeld
Fisch bt gly 19593 Va&alle et a1 1362 Hausteinﬁ 1973).

De azname van &' ., die dcor vele onderzoekers is aan-
getoond na toevoeglng van harbplycoslden, wekt de verwach-
Na Ii

: st * po——
ratte-ventrlkel een geringe stijging van INa_Ji, namelijk

ting, dat is toegenomen. Reiter (1956) toonde in

4 & 5 mmol/l, aan na toevoeging van 3,3. 10~2 mol/1
ouabalne._Verhoglng van de ouabaine- concentratie leidde

tot verdere toename van |ha Ii' Carlslake en Weatherall
(1962) berekenden in konlJne-atrla dat INa+|i na toevoe=-
.ging van 10 ~3 mol/1l ouabaine was toegenomen van 39,5 mmol/1
tot 71,5 mmol/l. Klaus et .al (1962) zijn van mening, dat de

,afname.van Jﬁ | en de stijging van |Na [i slechts bij

I
toxische congentraties plaats vinden. Zoals in paragraaf

-7

' 6.3. is vermeld, heeft 5.10 ' mol/l ouabaine in konijne-
atrium een. afname van de startpotentiaal to gevelg. Ook
zijn enige malen spontane extrasystolen opgetreden. De ge-
_bruikte.éoncentratienis.dus.“toxisch" volgens . de. genoemde
eriteria. De effekten zijn echter volledig reversibel.

Op .grond van het voorafgaande en van de mededeling van
Glynn (1964), dat in de meeste weefsels een 50% remming
van de Na/K-pomp,k wordt bereikt bij ouabaine-concentratles
tussen ;DrT:en 10" .. mol/l, 1lijkt de gebruikte concentratie
hoog genoeg om een daling. van iKT;i en een stijging van
_IWa |4 te bewerkstelligen. _ ;

Het is mogelijk dat haﬂtglycosiden tevens een 1nvloed
.hebben op gy en By, - Dudel en Trautwein (1958) vonden bij
een langzamb toename van de glycosilde- concen“ratle een
;afname van de membraan- weerstand na een aanvanxeligke toename.
:Z;J ;nterpreteerqen deze beV1ndipgep“glsJVeraqderlngen van

By Kassebaum (1963) concludeerde uit de verandering van de
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repolarisatie eveneens, dat By bij iage glycoside-~concen-
traties afnani, maar steeg bij hogere concentraties. Een
argument voor de invloed van gTyCOSLden op FNa wﬁfdt
geleverd door experimenten van arah en Léomls (1950) en
Yan Méndéz en Méndéz (1957). De eersten vonden in het geiso-
leerde honde-Hart, dat bij atriumfladderen ("flutter™)
toevoeging van glycosiden leidde tot verlaging van de fre-
kwentie. Mede op grond van de waarneming dat ‘de maximale
prikkelfrekwentie onder inviceéd van de glycosiden afnam,
conéludéérden zij, dat deé refraktaire periode ddor'glyco~
siden werd verlehgd. Ménaéz en Méndéz (1957) toonden in
atrium-~ en venurlkelvezels van de hond aan, dat de prikkel-
baarheid na toevoeglﬁg ‘van gly0031den minder werd. Boven-
dien bleek uit hun‘oﬁﬁerédek, dat glycosiden de duur van de
relatief refraktairé'pefiode verlengden, terwijl de duur
van de effektief refraktaire periode ongewijzigd bleef.
Het herstel van'dé“bfikkelbaarheid éeSEhiedde minder snel.
Dit kan een aanwigzing Biin, dat de reaktivatle van de
natrlum—carrlerq door ouabaine Tordt vertraagd

' Voor een uitgebreldbr overzicht Vaﬁ de eigensdhappen
van hartglyco&iden Wordt verwezen naar de artlkelen van
Uiynn (196&) ‘et van Lee en Klaus \1971) '

.. Bulls2s Da invloed van ouabaine op.de relatlie tussen de

startpotentiaal en aV/dt maxl

. De_experimenten hebben aangetoond, dat bij frekwentie-
,qvémhggigg_de steady state startpofentiaal en dV/dt max op
.dezelfde wijze veranderen als na toevoeging van, ouabaine.
Een aanwiJzing hjérvoor was reedngévondeh.in_de waérneming
van Dudel en Trautwein (1958) en van Kassebaum (1963), dat

. de aktiveringskurve door ouabaine naar lagere waarden van
dVJdthmax.werd{ierschoven. In aanwezigheid van. ouabaine
wordt een bepaalde startpotentiaal met de daarbij.behorende
waarde van cV/dt max bij ecen lagere frekwg@tig gemeten dan
onder normale extracellulaire omstandigheden, De invloed

van de frekwentie op de startpotentiaal en op dV/dt max
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blijft echter ook in .aanwezigheid van ouabaine.aantoonbaar.

< De-gebruikte ouabaine- concentratie is volgens de literatuur

hoog ‘genoeg .0m 8en afname van |£ |i en een stijging van

.Iha 1 -te - veroorzaken. De experimenten leveren-dus steun
aan-de ‘veronderstelling dat een overeenkomstigé::verandering
van de intracellulaire samensteliing een belangrijké rol
speelt in. de afname van de startpotentiaal en van dV/dt max
-wbij. frekwentieverhoging. : e S0 COPSR  e

Gezien: de: onverarderde relatie tussen startpoténtiaal en
dV/dt max is het aannemelijk; dat bij normale extracellu-
laire omstandigheden een bépaalde:verhoging van de:frekwentie
dezelfde afname van.|K;Ji en' stijging van |Na-|i-veroor~
zaakt als een minder grote frekwentieverhoging in de aan-~
wezigheid van ouabaine. Hiervoor is.het .echter noodzakelljk,
_dat het niet deor ouabaine geblokkeerde gedeelte van de
Na/K-pomp.ncrmaal funktioneert, i.e. kan reageren op een
impuls tot hogere aktiviteit. Polimeni en Vasalle (1970

- en 1971) hebben:aangetoond, dat dit het geval-is. Ook in
aanwezigheid van cuabainé nemen.de kalium-influx en de kalium-
efflux.toe bij frekwenhtieverhoging, hoéwel de absolute
grootte van de fluxen door, ouabaine wel is verminderd. 0ok
deze auteurs veronderstellen, dat de impuls: tot-wverhoging

+ ;
van de pomp-aktiviteit een ftoename van |Na ti is.

De remnende werklnp van Ohabalﬂe op de ‘Na/K- -pomp zal tot
gevolg hebben, dat de elektrogppe werrlng van de pomp
_afneent Dit 1eidt dan tot aLDame van de sta rtpotentiadl.
Het $s ecntur niet waarachl]nllgk dat dit eflekt groot
:15, Wanneer le een bopadlue Irekwentle dc startpotentlaai
fhlerdoor zou ainemeﬂ, dan had de dallng van dV/dt max
plaats moeten vinden voigens de akclverlngskurve le de
”betwokken frokwentio.

"“ Ook biJ een eventuelP afname van gN aoor ouabaine ZOU
ten gevolge van de aailnw van de startpotentlad] een verla-
glng van dV/d* max moeten optreden volgens het véfﬁand dat
door de aktlverlngskuﬂvp le ‘de betrokken Frekwencle wordt

weergegeven. Het is evenmln Waarschljnllgk dat de invloed

FE
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van ouabalne op g, van grote betekenis is. Méndéz en
M8ndéz (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 50%

van de lethale dosis. Het is niet bekend, wat de lethale
dosis voor het konijn is, zodat een vergelijking van de
gebruikte concentatie met die van Méndéz en Méndéz nlet.
mogelijk is. De prikkelsterkte (anderhalf maal de drempel-
waarde) behoefde echter na tcevoeging van ouabaine noolt
te worden verhoogd. Volgens de bovenstaande gegevens 1ijkt
“.get reaktivatie’ van het natrium-carrier-systeem volledig:
"bij frekwenties: tot ongeveer 5 Hz. Het beschreven cffekt

" van ouabdine op ‘de startpotentiaal en dV/dt max is .echter
' aangetoond voor frekwenties ‘vanaf 1 Hz. Aangezilen er Dbijs:
“de relatiefl lage frekwenties geen sprake kan zijn van een
onvolledige reaktivatie, is een direkte invloed van ocuabaine
-dp'gNa als verklaring voor het effekt niet aannemelijk.:.

“%6.5. CONCLUSIES

= TOéveriﬁg’vaﬂ‘5;1Umzimol/1 ouabaine werandert de steady
“state ‘startpotentlaal ‘en dV/dt max op dezelfde wijze als -
het géval' is bij Trekwentieverhoging. Dit steunt de
verondéfételliﬂéiéat'bij frekwentieverhoging' de afname::
“vah dV/dt max mede wordt® verodrzaakt 'door een verlaging

van dé concentratie-gradient voor natrium-ionen ten
-gévdlge'véﬁ eer stijging van'lNa*!i. Aol
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HOOFDSTUK 7.

POGING TOT EEN VERKLARING .V AN DE
FREKWENTIE-AFPHANKELIJKE POTENTI -
ERING VAN DE KONTRAKTIEKRACHT

p

. BijJ .de in dift proefséhrift beschreven experimenpenlis
geen meting verricht van de kontraktiekracht, De eipéfimentele
omstandigheden die. voor een langdurige meting van de kontrak—
tiekracht noodzakelijk zijn, 2ijn moeilijk fte combineren met
een langdurige intracellulaire potentiaal-meting.. In de llte—
ratuur is -echter bij herhaling vastgesteld, dat in het door

door Bowditch (1871) beschreven positleve correlatle tussen

de frekwentie en de kontraktiekracht bestaat. Aan het einde
van dit proefschrift waarin een stijging van_|Ng_Li“biJ_fre_
kwentieverhoging sannemelijk is gemaakt, willen wij een poging
doen om aan de hand van enkele literatuurmgegevens een verband
te leggen tussen het besuhrever effekt van de frekwentie op

de elektrische aktiviteit van het preparaat en de daarmee
gepaard gaande potentlerlnr van de kontraktiekracht.

Uit het werk van o.a. Ebashi en Enuo (1968) is. komen vast
te staan, dat de .heogte van de kontraktlexracht op 1eder
moment afhankelijk is van ]Ca |_,L.u Aangezien biJ frekwentie-
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 idee 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 frekwentleverhoging 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
net oorspronkelijk van Wecodbury {(1963) afkomstige idee van de
Na/K-pump lag,stelden Langer en Brady (1966), dat het kalium-
verlies zeer waarschijnlijk gekoppeld was aan een toename van
!Na+|i. In de omstandigheid dat door een bepaalde frekwentie-
verhoging de kontraktiekracht 50% was toegenomen, berekenden
zij op grond van het kalium-verlies, dat ]Na+|. 5 a 10% was
gestegen. Deze veronderstelde stijging van |Na li werd voldoen-
de geacht om het positief inotrope effekt te ve?klaren (Langer,
1967), mede op gfoﬁd van de waarneming dat een relatief lage
ouabaine—cenqentratie, waarbi] geen grote verandering van
INa+!ﬁ

toename van de kontraktiekracht (Repke, 1964).

kon worden verwacht, eveneens leidde tot een dergelijke

Onze experimenten geven goede steun aan de veronderstelline
dat bij frekwentieverhoging naast het kalium-verlies, leidend
tot een-afname- van de startpotentiaal, een intracellulaire
ophoping vamn natrium:plaats vindt. Figuur 16 geeft de moge~
lijkheid om na te gaan, of de door Langer en Brady (1966)
berekende 107 toename van |Na+!i een waarde 1s, die in onze
resultaten past. Uit de figuur is af te leiden, dat dV/dt max
bij een starbpotentiaal van -738 mV bij 1 Hz origeveer 150
V/sesc bedraagt en bij 5 Hz ongeveer 120 V/sec. Door de fre-
kwentieverhoging 1s dV/dt max bi] deze startpotentisal dus
20% .afgenomen. Er moeten vale onzekere faktoren worden aan=-
genomen om hieruit- het wverschil in econcentratie-gradient :
voor natrium~ionen te berekensn. Wij geven er daarom de .voor-
keur aan om aan_.de "and 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 * Hz [Na'| =150 mmol/l en:|Na” | =30 mmol/1.
Wanneer [Na+.|i bij:5 Hz:10% hoger is, dan bedraagt |Na+

i

bij deze frekwentie dus 33 mmol/l. Volgens Nernst is dan bi]
0

37 “C:

150

1 Hz: V,..= 61i5 30@-—§5

= 43,1 mV



150

5 Hz: vV 73

= 41,2 mV

De hoogte van dV/dt max is een maat voor INa (zie APPENDIX).
Op ieder moment van de aktiepotentiazal geldt:

(. - %0 (Hodgkin en Huxley, 1952 a)

Iya = Bya Vi Na
av/dc max 1 Hz . INa i . Bia (Vm # VNalzg-
- dv/dt max 5 Hz L. 5 gy (Vm.- Vi)

Op het moment dat dV/dt maximaal is, bedraagt v, ongeveer
=30 mV. In HOOFDSTUK 5 1is betoogd, dat_gNa niet van de fre-~
kwentie afhankelijk is, anders dan.door de optredende veran-
.dering van de startpotentiaal. Wanneer wordt aangenomen.

dat Vﬁ bij een bepaalde startpotentiaal evenmin door de.

frekwentie wordt beinvioced, dan is:

dv/dt max 1 Hz  -73,1
4 = — = 1,02
., a¥/at max 5 Hz  -T71,4

Bij dezelfde startpotentiaal zou dV/dt max .bij 5 Hz dus
ongeveer 2% lager.zijn dan .bij % Hz. De door ons. gevonden
afname van 20% is hiermee niet in overeenstemming. Het 1s
--echter mogelijk, dat de toename van [Na+1iVIn:ons experiment
meer is dan 10%, aangezlen de door ons gebrulkte frekventile-
verandering sterker is dan die van Langer en Brady (1966).. Het
is ‘echter evenzeer mogelijk, dat een 'of meer van onze veron-~
derstellingen bij deze berekening onjuist zijn.

Langer -(1970) veronderstelt, dat er bij] frekwentieverho-
ging meer calecium-ionen beschikbaar zijn als rechtstreeks:
gevolg van de verhoging van |Na+[i of van de vermindering
van de concentratie-gradient voor natrium-ionen. Dat het om
de concentratie-gradient zou gaan, wordt gesteund door de

2 y s Vi
waarneming dat ook een verlaging van |Na !e een positief

-
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iﬂOuPOOp effekt hceft. Voor het mechanisme van de [Na+|i /
|Ca |.~1nteraktie zijn door Langer en medewerkers in de
loon vén de tijd verschillende hypothesen opgesteld (Langer,
_ 963+ Langer et al, 1969). Er wordt van uitgegaan, dat

lca |

volledlge relaxatie zou kunnen cptreden. Om, als rechtstreeks

in rust niet is verhoogd, aahgezien anders geen

effekt van de afgenomen natrium-influx, per aktivatie meer
calecium-ionen beschikbaar te hebben, moet

1. 6f meer calcium tijdens de aktivatie de membraan

passeren,
2. 86f meer calecium 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. let betrekking tot het tweede
mechanisme kan worden vermeld, dat Langer(1967) oorspron-
kelijk veronderstelde, dat de natriumilonen de calcium-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 Caleium and Cellular Function',
Section IV, Londen, 1969). Het moet bovendien toch niet
uitgesloten worden geacht, dat de rol van |Na+1:.L voor de
regulatie van de kontraktiekracht gering is. Het 1is 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 is 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 gestéunde opvatting van een intracellulaire
natrium-ophoping 5ij frekwentieverhoging een verklaring kan
zljn voor het effekt van de frekwentle op de kontraktie-
kracht. Door het ontbreken van een aantal'essentiele gegevens

; blijven,echter_andere_verklaringen mogelijk.

S|
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SAMENVATTING

" De in dit pfoefschfift beschreven experimenten hadden
‘tot doel om na te gaan, welk mechanlsme tén grcndslag lag
aan de negatieve relatie tussen'de maxxmale aepolarlsatlew
‘snelheild van de aKtienotentiadl, dV/dt max, en de prikkel-
frekwentie. Het ultgangspunt werd gevormd door het onder-
zoek van Viersma''(1969). Hierin was als hypothese gesteld,
dat de afname van aV/dt max-bij frekwentieverhoging ver-
‘oorzaakt werd door een vermindering van de electrochemische
.gradient voor natrium-ionen, als gevolg van een hogere
Jintracellulaire natriumconcentratie, [Nd+] . De aktiviteit

van de Na/K-pomp zou op geleide .van Na |i toenemen, totdat

-bij de nieuwe frekwentie de passieve natrium-influx weer

- geheel door de aktieve natrium-efflux: werd.gecompenseerd.

Belangrijk hierbij was de waarneming dat de-diastolische
_membraanpotentiaal bij frekwentieverhoging beneden 5,9 Hz
niet aantoonbaar veranderde. De tweede hypothese, een
onvolledige beschikbaarheid van natriumscarriers bij hogere
frekwenties, kon.hierdoor. worden verworpen,; tenminste voor
frekwenties beneden 5,9 Hz. Experimenten waarin. de Na/K-
pomp door ouabaine werd geremd, steunden de hypothese dat
het frekwentle-effekt op dv/dt max werd veroorzaakt door
het eerst genoemae mbchanlsme. : -

Aanlelding, voor ons undefzoek.warer enkele orienterende
experimenten met een nauwkeurige methode om de diasuollsche
_potentiaal te meten. Hierbij bleek, dat_ook bij relatief
lége frekwenties 1n het ﬁobr het konijn nOrmale werkgebied
een daling van de dlastOLische potentiaal optrad le
verhoging van de frekwen*ﬁe. De vraag rees, of hlerdoor de
afname van dV/dL max volledig kon worden verklaard.

_ HOOFDBTUK 2 geeft een over21cht van de 11terdtuur over
.de electrochem;scne elgenschappen varn hartsplera De intra—
cellulalre aht1V1teit van ionen bllet nlet nauwkeurlg
_meetbaar. De aktlepotentlaal wordt beschreven in termen varn
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de ionen-hypothese van Hodgkin en Huxley (1952 a, b, ¢ en d).
Voor het beschrijven van de veranderingen in het geleldings-
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~?ran5port wordt relatief grote aandacht besteed aan
de elektfégehé werking van dit'transporta
A% FOOFDSmDK 3 beschrljft de methodleh. De stimulatof-geeft
. gen impuls waarvan de stroomstervte onafhankelijk 1is van

de weerstand tussen de elektrode-punten. Voor het verkrijgen
van frekwentiewisselingen wordt een omschakelbare stuur-
oscillator gebruikt. De membraanpotentiaal wordt gemeten

rmet behulp van eenintracellulalre en een extracellulaire
hikro-elektrode. De membraanpotentlazal 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. i . ! v, o

In HOOFDSTUK 4 wordt aangetoond, dat na het: staken van
de stimulatie een geleidelijke toename van de membraan-

- potentiaal plaats vindt. Tijdens deze hyperpolarlsatile
treedt een' positleve napotentiaal op, wanneer de stimulatie -
frekwentie hoger dan 3 &' Y4 Hz is geweest. De term "start-
potentiagl" wordt gelntroduceerd woor de hoogte van de mem-

" braanpotentiaal waarbij een aktiepotentiaal is opgewekt.
Verdere experimenten tonen een negatieve correlatie aan
tussen de pr1Kkelfrelwent1e en de atartpotentiaal in het
trajekt tussen j Hz en 9 Hz. -

Het verloop van de mﬂmbraanpotentlaal na het staken van
de stimulatle kan worden verklaard door een toename van
%],
Veronderstelling, dat de positieve napotentiaal het gevolg

Gegevens ult experimenten met axonén steunen de

ds van een vermlnderlng van het elektrogene effekt van de
Na/K- ~pomp . Met behulp van gegevens uit het geperzundeerde
hcnde hart over het kaliumverliés na ‘frekweritieverhoging
13 getracht een SCh&ttlﬂg te maken van de ‘te verwachten
fname van de startpotentiaal De gemeten invloed van de



frekwentie op de otartpotentlaal blljkt sterker te zijn dan

het berekende effekt.

“In HOOFDSTUK' 5 wordt de aktiveririgskurve weergegeven bij

“een prikkelfrekwentie van 1 Hz. Deze kurve kan vah vezel

"tot vegel verschillen. De aktiveringskurve blijkt bij wverho-

gdng van ‘de prikkelfrekwentie te verschuiven naar lagere
“waarden van dv/dt max. Dit verklaart de in dit hoofdstuk
‘beschreven waarneming dat de afname van dV/dt max bij

frekwentileverhoping sterker is dan kan worden verwacht op

- grond van de opgétreden daling van de startpotentiaal. Aan

de invloed van de frekwentie op de aktiveringskurve lilgt
een relatief traag proces ten grondsldg. Na overschakeling

* van 1 Hz op .5 Hz nemerr .de startpotentisal en dAV/dt max
- gedurende de eerste ca. 10 sekonden -af volgens: de relatle
“die door de -1 Hz-aktliveringskurve wordt weergegeven.

Geleidelijk wordt dV/dt max echter 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 1ijkt een invloed van
de frekwentie op By ® 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 lNa Ii en een afname van |K | 5
optreedt. De afname van de concentratiegradient voor
natrium-ionen verklaart dan de verschuiving van de aktil-
veringskurve door frekwentieverandering. De traagheid van
het proces dat deze verschuiving verocrzaakt, 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 daling heeft plaats gevonden, kan worden verklaard door
een elektrogene werking van de Na/K-pomp.

De experimenten die i1n HOOFDSTUK 6 zijn beschreven, tonen

job
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aan, dat de steady state startpotentiaal en dv/dt max door
ouabaine (5. 1077 mol/1l) op dezelfde wijze worden veranderd
als door frekwentieverhoging. De gebruikte ouabalne-concen-
tratie is volgens de literatuur hoog genoeg om een afname

Lo i ] )
van |K 11 en een stijging van |[Na te veroorzaken. Dit

L
. steunt onze hypothese, dat een ovéfienkomatige verandering
van .de intracellulaire_sameﬂsteliing een belangrijke.fol
speelt in de afname van de startpotentiaal en dV/dt'max bij
frekwehtieyerhogimg. Een evehtuele invloéd:van ouabaine

op, gK ern &y, als verklaring foor het bes@hreven effekt is
onwaarschijnlijk. . o : .

In HOOFDSTUK 7 +enslotte wordt ge*racht om de inzichten
die uit de in dit: proefschrift bescghreven experimenten zljn
' yerkregen, in te passen in de gegevens die in de literatuur
bekend zijn over 'de rol van de natrium-ionen in de regulatie
van de kontraktiekracht van hartspler.
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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 Qf fﬁe;@cti§n
- petential, dV/dt.max,. and, the stimulus ffequenqy;-The
starting-point was the investigation of Viersma (1969).
According to his hypothesis an increase of fréqﬁehéy'
~gauses a rise of the intracellular sodium coﬁ?égt;_LNg+|i,
“The influence of. stimulation frequency on dV/dt max would
. besdue 'to the diminuition. of .the electrochemical gyaq;ent
of ~the: sodium ions. Because of the rising |Na+]:.L the '
ractivity -of the Na/K-pump would be intensified, until, the
passive sodium influx is again balanced by the actiﬁe
.sodium efflax. At frequencies lower than 5,9 Hz changlng
“the freguency did not change the take off-potentlal. So
at least below 5,9 Hz) the secomnd hypothesis, that states
that an incomplete ‘availability of sodium carriers.causes
a decrease of dV/dt max at higher frequencies, seemed to

be incorree¢t. Results obtained by inhibition of the Na/K-
*ﬁﬁﬁp'by'buabain,'supported the hypothesis that. the influence
v of*stimulation frequency was: due: to the first: mentioned
" mechanism. : JE stk g
“'Some experiments with an accurate method to measune the
take off-potential led to our investigation. It became evi-
‘dent that an increase of stimulation ‘freguency was:
éﬁcompanied by a dec¢rease of the take off-potential, even
Ek relatively low Trequencies in the normal working range
of thé rabbit heart. The guestion arose if this could be
"‘thé explanation ‘of the action of stimulation freguency on
dv/dt max. 7 ° '
' CHAPTER 2 givés a review of the literature about the
electrochemical propertiss of heart muscleé. It turns out
" that the intracellular activity of ions’is ‘not accurately
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measurable. The action potential 1s described in terms of
ionic movements according to the hypothesis of Hodgkin and
Huxley (1952 a, b, ¢ en d). We prefer to use the carrler
hypothesis to describe the changes of the conductance of
the cell membrane after supraliminal stimulation. In the
discussion of the characteristics of the aective sodium/

. potassium transport a great deal -of attention is given

to the electrogenic 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
the stimulation frequency a programmable madter-oscillator
{uts used. The membrane potential is measgured by means.of
ancsintracellular and an extracellular microelectrode. The
membrane potential and its derivative are recorded on

...magnetic tape. After the experiment'the take off-potential

and ' dV/dt max of every action potential are digitised.

In CHAPTER 4 it is proved that a gradual increase of
‘the membrane potential takes place after stopping stimula-
tion. Durlng this hypernolarlaatlon there 1s a positive
after-potential when the stimulation frequency has been
_higher than 3-4 Hz. Additipnal experiments prove a negative
correlation between frequency and_take!pff¢potentiélzin

.. the range between 1 Hz and.9 Hz. The chaqge of membrane

. potential after Dtonplng stimulation can be explained by
an increase of |K Ii' Results from experlmenta w1th axons
support the assumption that the positive after- potentlal
is.due to a decrease of The elec;rogenlc elfect of the
Na/K— pump. We have tried to estimate the decrease of the
take offupotentlal uy using data of pota5a¢um loss after
~ an increase of stlmulatlon Prequency, obtained from per-
. fused dog heaxta. The real 1nfluence of frequenay on take
off-potential 1s stronger than the calculabed influence.
CHAPTER 5 Elvef the activatlon curve in rabbit atrium
at a stimulation frequency of 1 Hz. Thls curve ¢gan dirfer
from filber to flber° The actlvavlon curve 15 dependent
- upon the stlmulus frequency At hlgher frequencieo there
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is a uhift towards lower values of dV/dt max. This explains
the obseﬁvatlon described in this chapter, that, the decrease
of dv/dt nax at hlgher frequen01ts is stronger than would
be expected from the decrease of the take off- potentlal
unaer these 01rcumgtdnces The inflaeﬂce of utimulation
frequency on the athVdLlGn curve 15 due to a relatlvelv
slow mechanism. During about 10 seconds after sw1tch1ng
QvVer from 1 Hz to 5 Hz the take off potent1a1 aﬁd dv/dt max
decrease according to the relation given by the activation
curve of the former frequency. However, the value of
dV/dt max gradually becomes lower than the value which
should have been measured at the same take off-potentlial
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 Exa in any other
way than by changing take of f-potential. On the other
hand there is strong evidence that an lncrease of stimula-
tion frequency causes a rise of |Na+\i and a decrease of
\K | . The decrease of the sodium concentration gradient
at hlghe; frequencies explains the influence of stimulation
frequency 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-potential after the initial decrease
immediately upon a rise in frequengy,can be explained by
an electrogenic 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 ouabaln concentration
used (5 10'7 mol/1l) is high enough to cause a decrease
of |K' |, and an increase of |Na® |;+ This supports our

hypothesis that a corresponding change of intracellular
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composition plays an important part in the action of
stimulation freguency on take off potential and dv/dt max.
A possible influence of ouabaln on gK and gN is unlikely
as an exp1apation for the descrﬂbed effects.

In CHAPTER 7, flnally, we have tried to compare the
in51ghts gained in the descrioed experlments with some
publlshed data concernin g, the role of sodium ions 1n
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 theorle geldt op het ogenblik dat
dvV/dt maximaal is:

Hisronder wordt weergegeven,op welke wijze deze formule
wordt verkregen. De voornaamste leidraad bij deze afleliding
is de monografie van Cole (1968) geweest. Een schgmatisch
weergave van een eendimensionele kabel is afgebeeid in
flguur 2.

De volgende symbolen zullen worden gebruikt:

Vi en Ve : potentiaal aan resp. binnen- en buitenzijde van
de membraan. Zij worden verondersteld onafhan-
kelijk te zljn van de membraan-dikte.

I. en'T_ : longitudinale stroom aan resp. binnen- en
pultenzijde van de membraan.

r. en r_ : longitudinale weerstand aan resp. binnen- en
bultenzijde van de membraan.

V = Vi-Ve = potentiaalverschil over de membraan.

Im : stroom, lopend door de membraan.

Dan-geldt:
av_ . dav,
Regspg ! 2o
ax - ax'
en:
al, aly : % s
WLy Q—— T (de verandering van de longitu-
m T R
dx ax

dinale stroom is de mémbraan-

stroom)



Differentiatie en substitutie geeft:

4%y
—_ = +
dt2 (re ri) Im
ofwel:

= 1 dg?
L . . voor een steady state.
m , -

re - ri ax

Bij een konstante voortgeleidingssnelheid 6 van de impuls
geldt: x = €t , dus:

1 4y
2

m Gz(re +ory) dt

De membraanstroom is dus evenredig met de tweede afgeleide

van de membraanpotentiaal tegen de tijd.

Im is tevens de som van de lonenstroom Iion en de capacitieve
stroom (zie blz. 21): Lo
daVv
Im - Cm EE p Iion
asv
Alg dV/dt maximaal is, dan 18 5;5 =0, dus I = 0 . Op dit

moment geldt dus:

Een langgerekte vezel zoals een axon kan goed als een
cendimensionele kabel worden voorgesteld. In een hartpreparaat
is dit door de geometrie veeél minder het geval. Aangezien
cehter 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 véfaﬁdefinghQan de natrium-influx, op welke
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dan ook verkregen, heeft in de myocard-vezel een verandering
van aV/dt max tot zevolg, die vergelijkbaar is met die in het
axon (zie paragraaf 2.5.3.). .Dit steunt de aanname, dat, ook

‘ih ons preparaat een .veranderi yan dV/dt max sen verandering

ng:
van de ionenstroom, i.c. de¢ natrium-influx, weersplegelt. Er
zij in dit verband nbg-op-gewezenj-dat-tijdéns het experiment
“e¥ voor zorg wordt gedragen, dat iprikkelelektrode en afleid-

célektrode op dezelfde trabekel zijn geplaatst.

.
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NAWOORD. I

Het onderzoek dat in dit proefschrift is beschreven, zou
noolt ziin verricht zonder de medewerking en de stimulerende
belanbstelllnb van velen.

' Hooggeleerum'ﬁﬂuman gcacnte promotor Jouw kennis van de
electfozyslologle van ﬂdrtuylpf is een bron van informatie
geweest waaruit zelden vruuhteloos Wwerd geput. Bij de bespre-
king van de evperlmentele r6oultaten bleek telkens weer jouw
enorme 1n51cht Vooral bi] d; voorbereldlngen ‘van ‘HOOFDSTUK 7
heb jij eer rol van dODfSiagEEVEHGG ‘betekenis- ﬂespeeld De
grote zorg waarmee Jij het manuscrlpt van kritische opmer-
kingen voorzag, heb ik b13?oqder gewaardeerd=

Hoovgeleerde Boeles, geacht, co-promotor. Uw voortdurende
belangstelllng en aanmoedlglng zijn een sterke stimulans
Z weeatni s

Zeergeleerde Janse, peachte co-referent. Het aantal
deskundlgen in Nederlana op dit ueblea van de fy51olog1e is
werlng IK prij% mlJ aaarom @elukkiEa dﬂt 1ulst 313 de taak
van co-referent nebt W1chn adnvaarden.'

Geleerde Van uHSt bnste Gee; Een woet gedeelte 'van de
experlmenten hebben “1] samen verrlcnt  Jouw entholsiasme
en jouw aansfeﬁeligﬁe oppewekthela vormen voor mig een dank-
bare herinnering Jij zult mij bij de veraedL ring van dit
proefscnr;ft Ler 13&@ staan. Een Letere afsluitlng van'‘onze
- samenwerking 1ijkt mij niet mogelijk F Ve C RS S5

Geleerde Allessie, beste Maurits. De gebruikte methode
voor het meten van de startpotentiaal is grotendeels door
jou ontwikkeld. Het 1s daarom voor mij van grote waarde,
dat ook jij mij als paranimf terzijde zult staan.

7eergeleerde Viersma, beste Jan Willem. Dat Jjouw 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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gssistentie die jij bij het verrlchten en het uitwerken van
vele experimenten hebt verleend.
De medeweriers van de elelitronische werkplaats (hoofd:

A.A. Meijer) en de mechanische werkplaats (hoofd: A.W.Schreurs)

ben ik veel dank verschuldaipgd voor de apparatuur die zi]
.ontwierpen en bouwden, Door hun bijdrage konden experimentelie
‘handelingen worden- yverricht, die voorheen technisch niet
ultvoerbaar waren. & ;

. Mejs . B.J. van Kooten, beste Trix. JiJ hebt_hét grootste
gzedeelte van: het typ-werk verrlcht._De_zormvuldiwheid waarmae
Jij dat deed, was bewonderenswaardig. Door btagndtle in de
voltooiing van het manuscript heb jij Jouw taaK helaas voor-
tijdig uit handen moeten geven. ; oy i

De heer Louwes verrichtte. nauwgenet het fotografiéche‘werk,

Bij de heer Riepen was het. afdraalew van de stencils 1n
vertrouwde handen. :

De heren Hilgersom en Free waren onontbeerligk bij net
onderhouden van de proefopstelling en het:uitvoerenlvan
pestellingen. -

De heer Alkema en medewerkers betulg ik dank voor de
‘goede verzorging van.de. proefdisren. _ . .

Het personeel van de Centrale Bibliotheek vén heﬁ'J&q'
Swammerdam Instituut is mij behulpzaam geweest le net
verzamelen van de noodzakelijke literatuur. . "

Tenslotte wil ik sterke gevoglens van adn:baarheld tot
uiting brengen aan Jullie, lieve Cheistine, Duco en Tessa.
Tk heb mij zeer veel uren teruggetrokken om in alle rust
aan dit prosfschrift te kunnen werken. Delvanzglfsprehenau
neid waarmee dat werd aanvaard, 1is de_belaﬁgrijkste reden
geweest,. dat dit proefschrift aan jullie is_opgedyaggn»
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STELLINGEN:

10.

Dit proefschrift.

Bij unilaterale anotla van kippe-embryonen treden de
aanwezige hersenzenuwen symmetrisch ult 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
opzilchte van de biologische beschikbaarheid van het
(de) geneesmiddel(en).

J.v.d.Meer (1973), Ned.T.Geneesk.117, p.1819-1820.

Gegevens over bultenlaendse dienstplichtigen doen vrezen,
dat ook bij de meestec Nederlandse dienstplichtigen de
lichamelijke belastbaarheid aan het einde van de dienst-
tijd niet verschilt van die aan het begin.
Th.Hettinger en G.Wahner (1972) Sportarzt und
Sportmedizin, Eeft 2, p. 25-31.

en ergonoom wordt, ten onrechte, vaak beschouwd als
een apparaat dat na inworp van enige gegevens een pas-
klare oplossing uitwerpt.

Het is onjulst om te veronderstellen, dat het aantal
misverstanden over de financiéle armslag van personen
zal verminderen, wanneer alle inkomens openbaar worden
gemaakt .

et stakingsrecht is in Nederland goed beschermd. Het
moet echter als een falen van de Nederliandse samenleving
worden beschouwd, dat het recht om te werken straffe-
lcos kan worden geschonden.

De berceps-militair dient vrij te zijn in de keuze van
zijn huisarts.

Het dragen van veiligheidsriemen op de voorste zit-
plaatsen van een auto dient ook binnen de bebouwde kom
verplicht te worden gesteld.

PDe inhoud van een stelling is meestal een veronderstel-

ling, een vaststelling. een teken van belangstelling of
een uiting van teleurstelling.
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