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DADs — Verzogerte Nachdepolarisationen (englisch: delayed afterdepolarizations)
EADs — Friihe Nachdepolarisationen (englisch: early afterdepolarizations)

EKG - Elektrokardiogramm

FADH, - reduziertes Flavin-Adenin-Dinukleotid

HE — Hamatoxylin/Eosin
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MACCE - schwerwiegende unerwtiinschte kardiale und zerebrovaskulare Ereignisse
(englisch: major adverse cardiac and cerebrovascular events)

MgCl, — Magnesiumchlorid

mM — Millimolar
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NBT — Nitroblue Tetrazolium

OXPHOS - oxidative Phosphorylierung

PBS — Phosphatgepufferte Salzlésung (englisch: phosphate-buffered saline)

ROS - reaktive Sauerstoffspezies (englisch: reactive oxygen species)

SDH — Succinatdehydrogenase

Tris-HCI — Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid

VHF — Vorhofflimmern



1. Zusammenfassung

Das Vorhofflimmern (VHF) ist die haufigste anhaltende Herzrhythmusstorung und betrifft rund
2% der deutschen Gesamtbevolkerung. Mit zunehmendem Alter steigt die Inzidenz deutlich
an, sodass aufgrund demografischer Entwicklungen zukunftig mit einer hohen Relevanz der
Erkrankung fur das gesamte Gesundheitssystem und auch durch den hohen Leidensdruck fur

die Betroffenen selbst zu rechnen ist.

Obwonhl die genauen Mechanismen des VHF seit langem Thema der Forschung sind, sind die
komplexen pathophysiologischen Grundlagen der Arrhythmie weiterhin teilweise ungeklart.
Insbesondere die Beteiligung mitochondrialer Defekte an der Entstehung und
Aufrechterhaltung von VHF sind bisher kaum untersucht worden. In friiheren Studien wurde
nachgewiesen, dass es im Alterungsprozess in verschiedenen Geweben zu einer
mitochondrialen Dysfunktion kommt. Bei genauerer Betrachtung wurde gezeigt, dass sich ein
Mosaik bildet aus einzelnen Zellen mit schwerer mitochondrialer Dysfunktion, eingebettet in
normales Gewebe. Im Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass ein solches Gewebe-

Mosaik im Myokard das Auftreten altersabhangiger Arrhythmien begtinstigt.

In diesem Promotionsprojekt sollte nun dieser Befund an menschlichen Herzproben getestet
werden. Dazu wurden Vorhofohrproben von Patient*innen mit paroxysmalem VHF bzw.
persistierendem VHF verglichen. Die Hypothese war, dass paroxysmales VHF auf kleinen
definierten Foci, persistierendes VHF dagegen auf einem Gewebe-Mosaik beruht. Die Proben
wurden mittels Cytochrom-c-Oxidase (COX)/Succinatdehydrogenase (SDH)-Enzymfarbung
behandelt, um Kardiomyozyten mit mitochondrialer Dysfunktion darzustellen. Anschlielend
erfolgte eine Quantifizierung dieser Kardiomyozyten. Diese Ergebnisse und die klinischen
Parameter der Patient*innen wurden auf einen statistisch signifikanten Zusammenhang

untersucht.

Es konnte in dieser Studie keine signifikante Korrelation zwischen dem altersabhangigen
Auftreten von mtDNA (mitochondriale DNA) Deletionen und dem Vorliegen von VHF in diesen
beiden Gruppen festgestellt werden. Eine Erklarung hierfur kdnnte die Wahl der Kontrollgruppe
mit Proband*innen mit paroxysmalem VHF sein. In einer Folgearbeit sollten als Kontrollgruppe

Proben von Patient*innen ohne VHF genutzt werden.



2. Einleitung

,Der Verstand liebt die Abwechslung; das Herz liebt die Wiederholung“." Bei einigen Menschen
ist das Herz jedoch aus dem Rhythmus geraten und die regelmafige Wiederholung der
Herztatigkeit ist zeitweise nicht mehr gegeben. Allein in Deutschland sind 1,6 Millionen
Menschen von VHF betroffen. Das VHF als supraventrikuldare Rhythmusstérung ist die
haufigste anhaltende Herzrhythmusstérung und betrifft rund 2% der deutschen Gesamt-
Bevolkerung.2 Mit zunehmendem Alter steigt die Inzidenz deutlich bis auf 10-17% bei den liber
80-Jahrigen an, sodass durch die Alterung der Bevdlkerung zukinftig mit einem Anstieg der
Patient*innen mit VHF zu rechnen ist.®> Neben einer reduzierten Lebensqualitat fur die
Patient*innen ist VHF zudem mit thromboembolischen Ereignissen, Herzinsuffizienz sowie
einer erhohten Mortalitat assoziiert. Dies fuhrte zu einer Hospitationsrate aufgrund von
Herzrhythmusstdrungen in den letzten Jahren von 531 pro 100.000 Einwohner. Die Zunahme
der vollstationar behandelten Falle im Bereich der Herzrhythmusstérungen betrug 7,7%
zwischen 2011 und 2019.2

Die Pathophysiologie von Herzrhythmusstérungen beruht auf drei verschiedenen
Mechanismen, bei denen multiple Faktoren zusammenwirken: die physiologische
Erregungsbildung von Kardiomyozyten kann verstarkt sein, eine Aktivitat des
Erregungsbildungssystems kann getriggert werden oder es kann ein Reentry stattfinden.®
Risikofaktoren fiir die Entstehung von Herzrhythmusstérungen sind Diabetes mellitus,
Herzinsuffizienz, Adipositas, Hypertonie, genetische Pradisposition, koronare Herzerkrankheit
(KHK) und zunehmendes Alter. Anhaltende Herzrhythmusstérungen fuhren zu einem
elektrophysiologischen und strukturellen Remodeling, was zur Chronifizierung der Arrhythmie

beitragt.®

Im Alterungsprozess akkumulieren Kardiomyozyten und auch alle anderen Zellen des Kérpers
mtDNA-Mutationen. Da die mtDNA fir essenzielle Untereinheiten von Enzymkomplexen der
Atmungskette codiert, fuhren Defekte an der mtDNA zu Funktionsverlusten in der Generierung
von Adenosintriphosphat (ATP) sowie in weiteren metabolischen Aktivitaten der betroffenen
Mitochondrien. Mit Zunahme dieser mtDNA-Mutationen entwickelt sich ein Mosaik aus

funktionstiichtigen Zellen und aus Zellen mit mitochondrialen Funktionsdefekten.’

Wie diese Veranderungen auf Zellebene im Alterungsprozess mit der Entstehung und
Aufrechterhaltung von Herzrhythmusstérungen zusammenhangen ist jedoch weitestgehend

unbekannt und wird in dieser Arbeit untersucht.



2.1. Einfuhrung in die Thematik

Aktuelle Studien zeigen, dass im normalen Alterungsprozess eine Akkumulation von
somatischen mtDNA-Mutationen in verschiedenen Geweben stattfindet.® Auch dass
mitochondriale Dysfunktion eine wesentliche Rolle in der Pathophysiologie der
Herzinsuffizienz spielt, ist bereits nachgewiesen worden. Fir die Entstehung und
Aufrechterhaltung von VHF ist die Beteiligung mitochondrialer Defekte aber bisher kaum

untersucht worden.®

Bereits 1992 konnte Muller-Hocker mitochondriale Defekte in Gewebeproben von Menschen
in hohem Alter feststellen. Im Herzen zeigte sich eine Akkumulation fokaler Defekte der COX
in einzelnen Kardiomyozyten wahrend der Alterung. Dabei sind einzelne Zellen mit schwerer
mitochondrialer Dysfunktion in normales Gewebe eingebettet. Die dadurch entstehende
Abnahme der Funktion der Atmungskette wurde als ein mafigeblicher Faktor fur den Ruckgang
der funktionellen Organreserven mit zunehmendem Alter identifiziert."® In nachfolgenden
Studien konnte mittels PCR-Amplifikation des mitochondrialen Genoms aus menschlichen
Kardiomyozyten nachgewiesen werden, dass eine Akkumulation von mtDNA-Mutationen in

den Myokardzellen von Gewebespender*innen in hohem Alter vorliegt."!

Um nun einen Zusammenhang zwischen der Akkumulation von mtDNA-Mutationen und VHF
zu untersuchen, entwickelten Baris et al. (2015) ein genetisch modifiziertes Mausmodell, um
den menschlichen Alterungsprozess zu simulieren. Mittels Expression einer mutierten
Helikase (K320E-TwinkleM°) wurde ein Gewebemosaik mit mitochondrialen Defekten erzeugt.
Die stochastisch entstandenen mtDNA-Deletionen fuhrten zu mitochondrialer Dysfunktion in
einzelnen Kardiomyozyten. Als Mal der Dysfunktion wurden die Aktivitadten der Komplexe Il
(SDH) und IV (COX) der Atmungskette analysiert. Eine blaue Farbung von Zellen zeigte dabei
eine fehlende Enzymaktivitat der COX an (COX"9 Zellen), da diese im Gegensatz zur SDH
drei essenzielle, von der mtDNA kodierte Untereinheiten enthalt. Die mosaikartige Verteilung
von einzelnen Zellen mit mitochondrialem Defekt, eingebettet in funktionsfahiges Gewebe,
fuhrte zu Herzrhythmusstérungen bei den mutierten Mausen. Diese kardialen Symptome
wurden erst nach 18 Monaten beobachtet, wenn eine signifikante Anzahl von COX"9 Zellen
akkumuliert hatte (1/200 Zellen). Dadurch konnte gezeigt werden, dass ein Mosaik mit COX"8

Kardiomyozyten das Auftreten altersabhangiger Arrhythmien beglinstigt.”



2.2. Fragestellung und Ziel der Arbeit

Dieses Promotionsprojekt mit dem Thema ,Gewebs-Mosaike mit mitochondrialen DNA-
Mutationen bei kardialen Arrhythmien im Alterungsprozess® soll zu einem besseren
Verstandnis der Pathophysiologie von Herzrhythmusstérungen beitragen, indem der
Fragestellung nachgegangen wird, inwiefern die Akkumulation mitochondrialer Defekte in
Kardiomyozyten wahrend des Alterungsprozesses das Auftreten von Arrhythmien beeinflusst.

Zur Annaherung an die Fragestellung werden folgende Arbeitshypothesen verwendet:

1) Es besteht ein Zusammenhang zwischen einer Akkumulation von Kardiomyozyten mit
mitochondrialem Defekt und dem Vorliegen kardialer Arrhythmien.
2) Ein im Alterungsprozess entstehendes Mosaik von Kardiomyozyten mit mitochondrialen

Funktionsdefekten ist assoziiert mit dem Auftreten von Herzrhythmusstérungen im Alter.

Diese Arbeit baut auf der Arbeit von Baris et al. (2015) auf. In Zusammenarbeit mit der
Kardiologie der Uniklinik KoIn (Univ.-Prof. Dr. Daniel Steven und Dr. Susanne Erlhdfer) und
der Herzchirurgie (v.a. Prof. Dr. Navid Mader und Dr. Asmae Gassa) soll die Aussage, dass
ein Mosaik mit COX"¢ Kardiomyozyten mit dem Auftreten altersabhangiger Arrhythmien
korreliert, an menschlichen Vorhofproben Uberprift werden. Ziel dieser Arbeit soll sein,
dadurch zu einem besseren Verstandnis der Pathophysiologie von VHF und der Auswirkung

mitochondrialer Dysfunktionen auf Kardiomyozyten beizutragen.
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2.3. Das Vorhofflimmern

2.3.1. Definition

Das VHF zahlt zu den supraventrikularen Herzrhythmusstérungen. Dabei kommt es zu einer
unkoordinierten Erregungsausbreitung im Vorhof und dementsprechend zu einer ineffektiven
Vorhofmyokardkontraktion.’> Im Elektrokardiogramm (EKG) zeigt sich dies durch
unregelmaliige R-R-Abstande, fehlende P-Wellen und irregulare atriale elektrische Aktivitaten,
sogenannte Flimmerwellen/Oszillationen mit Frequenzen von 350 bis 600 pro Minute.'® Diese
werden, abhangig von der Leitungskapazitat des AV-Knotens, unregelmafig auf den Ventrikel
Uibergeleitet und fiihren zu einer absoluten Arrhythmie. Die Uberleitung kann sowohl bradykard
als auch tachykard erfolgen. Dies kann sich symptomatisch als Palpitationen und durch den
gesteigerten Sauerstoffverbrauch auch durch Angina Pectoris Beschwerden auRern.™ Weitere
maogliche Symptome kénnen Midigkeit, Schwindel, Dyspnoe, und Angstzustande sein.'? Bei
rund 70% der VHF-Patient*innen sind die Flimmerepisoden jedoch asymptomatisch und treten

teilweise erstmals durch eine Komplikation wie einen Schlaganfall klinisch in Erscheinung.'®

Einteilen lasst sich das VHF in verschiedene Gruppen, abhangig von der Dauer des Auftretens.
Wird ein VHF zum ersten Mal diagnostiziert, nennt sich dies, unabhangig von der Dauer oder
Auspragung der Symptomatik, erste Episode. Das paroxysmale VHF konvertiert innerhalb von
sieben Tagen nach Beginn spontan oder mittels Intervention zurlick in den Sinusrhythmus.
Das persistierende VHF tritt [anger als eine Woche auf. Dies schlief3t Episoden ein, die nach
mehr als sieben Tagen mittels Intervention terminiert werden. Davon abgrenzen lasst sich das
langanhaltende persistierende VHF, das langer als zwoIf Monate andauert. Beim permanenten
VHF wird die Arrhythmie akzeptiert und es werden keine weiteren Versuche unternommen,

den Sinusrhythmus wiederherzustellen.?

2.3.2. Epidemiologie und Relevanz der Thematik

Das VHF ist die haufigste anhaltende Herzrhythmusstérung mit einer derzeitigen Pravalenz
von 1,5-2% in westlichen Industrienationen. Sowohl die Inzidenz als auch die Pravalenz ist in
den letzten Jahren deutlich angestiegen. Weltweit ist ein Zuwachs der Pravalenz um das
Dreifache in den letzten 50 Jahren zu verzeichnen.'® Insbesondere altere Menschen haben
aufgrund struktureller und funktioneller Veranderungen auf Zellebene wahrend des
Alterungsprozesses ein erhdhtes Risiko ein VHF zu entwickeln. Das Lebenszeitrisiko fur VHF
eines 55-jahrigen Menschen liegt bei 33%."” Da die Inzidenz mit héherem Lebensalter
ansteigt,'® ist durch die Alterung der Bevodlkerung zukiinftig mit einem starken Zuwachs der
Patient*innen mit VHF zu rechnen und dementsprechend auch mit einer Zunahme der Kosten

fur die gesundheitliche Versorgung dieser Patient*innen.'® Da Patient*innen mit VHF von einer
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erhdéhten Morbiditat und Mortalitédt sowie einer verringerten Lebensqualitat betroffen sind, ist

daher mit einer zunehmenden Relevanz der Thematik zu rechnen.®

2.3.3. Atiologie und Risikofaktoren

Zu den nachgewiesenen Risikofaktoren flr die Entstehung und das Aufrechterhalten eines
VHF zahlen ein héheres Lebensalter, ein arterieller Hypertonus, ein mannliches Geschlecht,
ein Diabetes mellitus, eine Adipositas, eine Dyslipidamie, eine Herzinsuffizienz, ein
stattgehabter Myokardinfarkt, das Rauchen, ein Schlaf-Apnoe-Syndrom und eine genetische
Pradisposition. Auf einen arteriellen Hypertonus konnen rund ein Viertel der VHF-Falle
zurlickgefiihrt werden,'® bedingt durch strukturelle Veranderungen in Form von Fibroblasten-
Proliferation und einer Kardiomyozyten-Hypertrophie aufgrund einer erhéhten mechanischen
Druckbelastung im Rahmen des chronisch erhohten Blutdrucks.'® Diabetes mellitus wird mit
einem 1,6-fachen erhdhten Risiko in Verbindung gebracht.'® Allgemein haben Manner im
Vergleich zu Frauen ein 1,5-fach hoheres Risiko ein VHF zu entwickeln. Als weitere
Risikofaktoren sind eine Hyperthyreose, ein exzessiver Alkoholkonsum, eine pulmonale
Hypertonie, eine Kardiomyopathie und ein postoperativer Zustand nach einer Herz-Thorax-
Operation bekannt. Des Weiteren sind Herzklappenfehlbildungen mit einem erhdhten Risiko
fur das Auftreten von VHF verbunden. Dies trifft insbesondere fiir Fehlbildungen der Aorten-
oder Mitralklappe zu. Auch systemische Entzindungszustande wie bei Psoriasis oder

rheumatoider Arthritis sind mit einem VHF assoziiert."

Neben den multiplen Risikofaktoren sind verschiedene Erkrankungen bekannt, die mit dem
VHF assoziiert werden. Die erhdhte Mortalitat bei VHF ist weniger auf das Vorliegen des
Flimmerns zurtckzufihren, sondern ist haufig durch die Begleiterkrankungen und
Komplikationen des VHF bedingt. Zu den typischen Begleiterkrankungen des VHF zahlen
Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt, chronische Niereninsuffizienz, vendse Thromboembolien,
Lungenembolien, kognitive Beeintrachtigungen und Demenz sowie cerebrale Infarkte. So ist
bei VHF-Patient*innen beispielsweise das Risiko eines Myokardinfarkts um das 2-fache und

fir einen Schlaganfall um das 4- bis 5-fache erhoht.®

2.3.4. Pathophysiologie

Die genauen Mechanismen, die dem VHF zugrunde liegen, sind seit langem Thema der
Forschung. Trotzdem sind die komplexen pathophysiologischen Grundlagen der Arrhythmie
weiterhin teilweise ungeklart.?® Nachfolgend werden die gangigsten Erklarungsansatze zur

Entstehung des VHF zusammenfassend dargestellt.
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Zur Erklarung der Pathogenese des VHF werden drei Hauptkomponenten der
zugrundeliegenden elektrophysiologischen Anomalie herangezogen. Zunachst |6sen
auftretende Trigger eine fokale ektopische Aktivitat in den Vorhéfen oder Pulmonalvenen aus.
Diese elektrische Aktivitdt wird dann durch strukturelle und funktionelle Anomalien
aufrechterhalten, indem diese den Wiedereintritt der Erregung (Reentry) férdern. Das
Vorhandensein eines abnormalen Gewebes durch strukturelles Remodeling tragt schlieflich
zur Aufrechterhaltung des VHF bei."?

Bei der Entstehung eines VHF wirken Veranderungen der atrialen Refraktaritat, eine autonome
ektopische Aktivitat, Veranderungen der zellularen Calcium-Homoéostase sowie friihe oder
verzogerte Nachdepolarisationen als Trigger.?® Frilhe Nachdepolarisationen (early
afterdepolarisations; EADs) werden hauptsachlich durch Membran-Spannungsschwankungen
in der repolarisiecrenden Phase des Aktionspotenzials ausgeldst. Verzdgerte
Nachdepolaristionen (delayed afterdepolarizations; DADs) dagegen entstehen durch
spontane Calciumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum mit resultierender Ca?*-
Uberlastung des Vorhofs wahrend der Diastole.’® Die Calcium-Homdostase und Membran-
Spannung beeinflussen sich gegenseitig und aus dieser Kopplung kénnen sich neue spontane
Depolarisationen und Calcium-Zyklusdynamiken ergeben.?! Eine fokale atriale ektopische
Aktivitat wird ausgeldst durch Veranderungen der einwarts gleichrichtenden Kaliumkanale und
Schrittmacherkanale (If-Kanale). Bei 90% der Patient*innen mit VHF, insbesondere bei
paroxysmalem VHF, Iasst sich eine ektopische Aktivitat im Bereich der Pulmonalvenen
nachweisen. Bei den restlichen 10% ist der Ursprung der fokalen ektopischen Aktivitat haufig
am inferioren Mitralanulus, am interatrialen Septum (insbesondere in der Fossa ovalis), der
Hinterwand des linken Atriums oder dem linken Vorhofohr lokalisiert. Diese Falle prasentieren

sich eher als persistierendes VHF und kdnnen schwer zu identifizieren sein.'®

Die Stabilitat und das Wiederauftreten von VHF werden sowohl durch elektrische als auch
durch strukturelle Umbauprozesse bedingt.?? Zu den strukturellen Anomalien durch
Remodeling zahlen die Vorhofdilatation, Fibrose, Fettgewebsinfiltration und Inflammation.'®
Beim Remodeling kommt es neben den strukturellen Umbauprozessen auch zu vermehrter
Ablagerung von extrazellularer Matrix. Dadurch kommt es zu einer Unterbrechung der
Kontinuitdt der Herzmuskelbiindel. Dies fiihrt zu lokalen Uberleitungsstérungen, einer
Verlangsamung der Leitungsgeschwindigkeit und schlieBlich zu Leitungsblockaden.?°
Aulerdem nehmen neu gebildete Myofibroblasten Einfluss auf die Kardiomyozyten und
verandern deren elektrophysiologische Eigenschaften, was zu fokaler, ektopischer Aktivitat

und Reentry-Kreislaufen fiihrt.2
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Ein weiterer Erklarungsansatz fir anhaltendes VHF ist die Multiple-Wavelet-Hypothese. Hier
kommt es durch ein komplexes Zusammenspiel von elektrophysiologischen Mechanismen und
Risikofaktoren zu multiplen, voneinander unabhangigen, simultanen Mikro-Reentry-
Erregungskreislaufen. Insbesondere durch eine Hypertrophie des Vorhofs, eine verkirzte
atriale Refraktarzeit und eine verzdgerte intraatriale Erregungsleitung wird die Entstehung und
Aufrechterhaltung dieser multiplen, hochfrequenten, ungeordneten Mikro-Reentrys begunstigt.
Diese kleinen, fraktionierten Wavelets fuhren dann zu einer kontinuierlichen Erregung des

Vorhofs und zu einer Aufrechterhaltung des VHF.'%24

Gemeinsam haben die verschiedenen Erklarungsansatze, dass der Entstehung und
Aufrechterhaltung des VHF komplexe pathophysiologische Prozesse zugrunde liegen. Diese
begilnstigen eine unkoordinierte, atriale Erregung und Reentry-Kreislaufe, die durch kardiales

Remodeling aufrechterhalten werden.

2.3.5. Therapiemoglichkeiten
Bei der Therapie des VHF wird ein multimodales Konzept angewendet. Neben der Frequenz-
und Rhythmuskontrolle ist auch eine Modifikation der Risikofaktoren und das Management der

Komplikationen des VHF essenziell."

Grundpfeiler der Therapie des VHF bilden die Frequenzkontrolle und die Rhythmuskontrolle.
Die Regulation der Herzfrequenz ist haufig eines der primaren Behandlungsansatze des VHF.
In der Regel werden Frequenzen <110 pro Minute angestrebt. Die Frequenzkontrolle kann
meist medikamentds durchgefiihrt werden. Dazu werden Medikamente eingesetzt, die die
Refraktarzeit des  Atrioventrikularknotens (AVN) verlangern, wie Betablocker,
Calciumkanalblocker (Diltiazem, Verapamil) und Herzglykoside (insbesondere Digoxin). Da
diese Medikamente bradykard wirken, kann bei Patient*innen mit einem Tachybradykardie-
Syndrom eine zusatzliche Implantation eines Schrittmachers erforderlich sein. Bei
therapierefraktarem fortbestehendem VHF unter frequenzregulierender Medikation,
insbesondere bei VHF-Patient*innen mit hohen ventrikularen Frequenzen, ist die AVN-
Ablation mit Pacing eine wirksame Therapieoption. Dabei wird die Uberleitung am AV-Knoten
unterbrochen und die Vorhéfe so von den Ventrikeln entkoppelt. Die Kontrolle der ventrikularen
Frequenz wird dann durch einen implantierten Herzschrittmacher erreicht. Haufig werden dazu

biventrikuldre Schrittmacher verwendet.'®

Die Rhythmuskontrolle wird insbesondere bei VHF-Patienten*innen eingesetzt, die trotz
adaquater Frequenzkontrolle Beschwerden zeigen. Die Wiederherstellung und
Aufrechterhaltung des Sinusrhythmus hat jedoch eine zunehmende Relevanz in der Therapie
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des VHF, da dadurch nicht nur eine Symptomkontrolle und Verbesserung der Lebensqualitat
erreicht werden kann, sondern auch ein Progress der Erkrankung verhindert werden kann.'?
Auch weisen neuere Studien auf ein signifikant niedrigeres Risiko bezlglich der
Gesamtmortalitdt, des Auftretens eines Schlaganfalls und schwerer kardiovaskularer
Ereignisse bei Etablierung einer frihen Rhythmuskontrolle (innerhalb eines Jahres nach
Diagnosestellung) im Vergleich zur Kontrollgruppe mit frequenzkontrollierten VHF-
Patient*innen hin.?®> Zur Rhythmuskontrolle konnen neben den antiarrhythmisch wirkenden
Medikamenten eine Kardioversion oder auch eine Katheterablation eingesetzt werden.
Antiarrhythmika kénnen zur akuten Wiederherstellung des Sinusrhythmus oder als dauerhafte
Therapie zur Aufrechterhaltung des Sinusrhythmus bei Patient*innen mit rezidivierendem
paroxysmalem oder persistierendem VHF genutzt werden. Haufig werden Antiarrhythmika der
Klasse Ic und Ill verwendet wie Flecainid, Propafenon, Dronedaron und Amiodaron. Die
synchronisierte Gleichstrom-Kardioversion wird primar im Notfallmanagement von VHF bei
hamodynamisch instabilen Patient*innen eingesetzt. Zudem wird sie aber auch elektiv zur
Wiederherstellung des Sinusrhythmus, insbesondere bei frlihem persistierendem VHF,
verwendet. Bei der Katheterablation wird eine Pulmonalvenenisolation mittels Radiofrequenz-
oder Kryoballonablation durchgefihrt. Vor allem Patient*innen mit paroxysmalem VHF haben
einen hohen Nutzen von dieser Intervention, da die ektopische Aktivitat haufig im Bereich der

Pulmonalvenen lokalisiert ist.'3

Bei der Einstellung der Risikofaktoren ist insbesondere die frihzeitige Abschatzung des
thromboembolischen Risikos entscheidend, da das Schlaganfallrisiko von Patient*innen mit
VHF im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung um das Funffache erhoht ist. Die
Risikostratifizierung erfolgt in der Regel anhand des CHA:;DS,-VASc-Scores. Bei einem
erhobenen Score von 21 bei Mannern und =2 bei Frauen sollte eine Antikoagulation erwogen
werden. Dabei sollten direkte orale Antikoagulanzien gegeniber Warfarin (Marcumar®)
bevorzugt eingesetzt werden. Eine Ausnahme bilden Patient*innen mit VHF und zusatzlich
einer mittelschweren bis schweren Mitralstenose oder mit einer mechanischen
Klappenprothese. Eine Antikoagulation sollte immer auch gegen das individuelle
Blutungsrisiko abgewogen werden. Dafiir kann der HAS-BLED-Score als Entscheidungshilfe

dienen.®
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2.4. Die Bedeutung von Mitochondrien im Herzen

Mitochondrien sind essenziell fiir eukaryotisches Leben.? Sie sind von einer Doppelmembran
umschlossene Zellorganellen, die in stoffwechselaktiven Zellen zahlreich vorhanden sind.?
Die zentrale Funktion der Mitochondrien besteht in der zellularen Energieproduktion. Auch in
Herzmuskelzellen sind sie die Hauptproduzenten von zellularem ATP. ATP liefert die Energie
fur fast alle intrazellularen Prozesse. Zudem wirkt ATP zusammen mit Calciumionen (Ca?*) als
Regulator der Atmungskette, um die Energieversorgung an den wechselnden Bedarf des
Herzens anzupassen. Eine Stérung des mitochondrialen Stoffwechsels wird, neben
oxidativem Stress und einem kardialen Remodeling, mit dem Auftreten von Arrhythmien in

Verbindung gebracht.®

Im Folgenden wird nun die Funktionsweise von Mitochondrien und deren Bedeutung im
Herzen Dbeschrieben. AnschlieBend werden ihre bekannten alterungsbedingten

Veranderungen skizziert und deren Auswirkungen auf die kardiale Funktion.

2.4.1. Allgemeine Funktion der Mitochondrien

Die zentrale Funktion von Mitochondrien besteht in der Produktion von zellularem ATP mittels
oxidativer Phosphorylierung (OXPHOS). Das OXPHOS-System besteht aus flnf
Multiproteinkomplexen. Vier dieser Proteinkomplexe (Komplexe | bis V) bilden die
Elektronentransportkette. Sie leiten Elektronen zu molekularem Sauerstoff und ermoglichen
dabei durch die entstehende freie Energie den Aufbau eines elektrochemischen Gradienten
Uber die innere Mitochondrienmembran. Dieser Gradient wird dann fur die ATP-Gewinnung
durch die ATP-Synthase, sowie fir den Import von Praproteinen und den Transfer von

Metaboliten durch die innere Mitochondrienmembran genutzt.?”28

Neben der zelluldren Energieproduktion erfillen Mitochondrien weitere zahlreiche Funktionen,
die fur das Leben unerlasslich sind. Dazu zahlen unter anderem die Regulation des Calcium-
Haushalts und der Apoptose, die Synthese von Eisen-Schwefel-Clustern und von bestimmten
Membranlipiden, sowie die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zur
Signaltransduktion. Aber auch essenzielle Stoffwechselwege wie der Citratzyklus als Quelle
anderer Metabolite, sowie die Synthese von Aminosauren, Lipiden und Nukleotiden sind auf

Mitochondrien angewiesen.?”%
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2.4.2. Funktionsweise von COX und SDH

SDH und COX bilden die Komplexe Il und IV der Atmungskette. Sie sind, zusammen mit dem
restlichen oxidativen Phosphorylierungssystem, in den mitochondrialen Cristae lokalisiert.
Cristae sind Einstilpungen der inneren Mitochondrienmembran, die daflir sorgen, dass die
innere Membran eine um ein Vielfaches groRere Oberflache besitzt als die aulere
Mitochondrienmembran.?® Bei der OXPHOS findet ein Elektronentransfer (iber die Komplexe
| bis IV schlieBlich auf Sauerstoff, den finalen Elektronenakzeptor der Atmungskette, statt.
Wahrend des Elektronentransfers werden Protonen in den Intermembranraum gepumpt, was
einen elektrochemischen Protonengradienten erzeugt. Diese protonenmotorische Kraft wird
dann zur ATP-Synthese verwendet. Die bendtigten Elektronen fur die Atmungskette liefern
NADH und FADH,, die wahrend des Citratzyklus, der R-Oxidation und der Glykolyse produziert

werden.?2°

Besonders an Komplex Il (SDH) ist, dass er die innere Membran nicht Gberspannt und nicht
an der Protonenverschiebung beteiligt ist. Im Komplex Il werden die Elektronen von FADH,
auf Coenzym Q ubertragen. Coenzym Q nimmt Elektronen von Komplex | und Komplex Il auf
und transportiert sie zum Komplex lll. Die Elektronenlibertragung vom Komplex Ill auf den
Komplex IV (COX) erfolgt durch Cytochrom c. Im Komplex IV werden die Elektronen
schlieBlich auf Sauerstoff Ubertragen, wodurch Wasser entsteht. Gleichzeitig werden Protonen
in den Intermembranraum gepumpt. Durch den ATP-Synthase-Komplex (Komplex V) strdmen
die Protonen zurick in die Mitochondrienmatrix. Die Energie dieses Protonenflusses wird

verwendet, um ADP mit anorganischem Phosphat zu verbinden und so ATP zu generieren.?’-?°

Mitochondrien haben ein eigenes Genom, das beim Menschen fur 13 Proteine kodiert. Diese
Proteine spielen eine essenzielle Rolle in der OXPHOS. Die ubrigen Untereinheiten der
OXPHOS Komplexe und mehr als 1.200 andere Proteine werden nuklear kodiert und in die
Mitochondrien importiert. Die mtDNA ist anfalliger fir Schaden als die nukledre DNA und hat
eine 10-bis 20-fach héhere Mutationsrate als das Kerngenom. Eine Akkumulation von mtDNA-
Mutationen findet bei seltenen, teils schwerwiegenden Erbkrankheiten, aber auch somatisch

im normalen Alterungsprozess statt.?

Bereits 1992 stellte Muller-Hocker einen Zusammenhang zwischen mitochondrialen Defekten
und alterndem Gewebe fest. Dazu untersuchte er verschiedene menschliche Gewebetypen.
In der Skelettmuskulatur, der externen Augenmuskulatur, dem Diaphragma und dem Herzen
stellte er zunehmende fokale Defekte der COX wahrend der Alterung fest. Im Herzen waren
die Defekte bereits im zweiten Lebensjahrzehnt nachweisbar und ab dem 50. Lebensjahr

konstant vorhanden. Die Defekte waren dabei zufallig in einzelnen Zellen oder in kleinen

17



Gruppen verteilt und endeten an den Glanzstreifen der benachbarten Herzmuskelzellen. Die
Anzahl der defekten Zellen stieg von 2-3 pro cm? in der 2. und 3. Lebensdekade auf 50 Defekte

pro cm? im fortgeschrittenen Alter an.

Khrapko et al. konnten dann 1999 mittels PCR-Amplifikation mitochondrialer Genome aus
menschlichen Kardiomyozyten nachweisen, dass eine Akkumulation mtDNA-Mutationen in
den Myokardzellen von Gewebespender*innen in hohem Alter vorliegt. Diese deletionsreichen
Zellen traten mit einer Haufigkeit von bis zu einer von sieben Herzmuskelzellen auf. Das
Vorhandensein zahlreicher mtDNA-Mutationen in einem hohen Anteil der Kardiomyozyten
deutete darauf hin, dass solche Mutationen eine der Ursachen fir die Alterung des
menschlichen Herzens sein konnten." Auch in nachfolgenden Studien konnten im
Alterungsprozess vermehrt somatische mtDNA-Mutationen nachgewiesen werden, die zu
klonaler Expansion neigen und in verschiedenen Geweben wie dem Herzen, der
Skelettmuskulatur, der Substantia nigra und der Leber zu mosaikartigen Stérungen der

Atmungskette fiihren.3°

2.4.3. Mitochondrien im Alterungsprozess und Einfluss auf die kardiale Funktion
Insbesondere in stoffwechselaktiven Zellen, die abhangig von der Energieproduktion mittels
OXPHOS sind, wirken sich mitochondriale Schaden stark auf die Gewebefunktion aus. Dazu
zahlen auch Herzmuskelzellen, denn sie sind auf den aeroben Stoffwechsel angewiesen.
Insbesondere die Myosin-Adenosintriphosphatase (ATPase) der kontraktilen Filamente
bendtigt ATP, um die Energie fir den Kraftschlag zu liefern und nach der Kontraktion das Aktin
von der Myosin-Querbricke abzulésen. Auch die Natrium-Kalium-ATPase und die Calcium-
ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums sind auf ATP angewiesen, um die mechanische
Arbeit des Herzmuskels aufrecht zu halten.83' Von allen Organen besitzt das Herz die grofte
Menge an Mitochondrien. Diese nehmen rund ein Drittel des gesamten
Kardiomyozytenvolumens ein. 90% des produzierten ATP werden im Myokard direkt
verwendet, um die Herzfunktion und Kontraktilitat aufrechtzuerhalten. Gespeichert wird nur so
viel Energie wie fur die Herzaktivitdt Uber wenige Schlage bendtigt wird, sodass unter

Ruhebedingungen der gesamte ATP-Vorrat alle 10 Sekunden umgesetzt wird.?’

Im Mausmodell konnten Baris et al. (2015) bereits zeigen, dass wahrend des Alterns ein
Gewebemosaik aus Kardiomyozyten mit mtDNA-Mutationen und funktionstlchtigen
Mitochondrien entsteht, welches das Auftreten von Arrhythmien begtinstigt. Dazu wurde ein
genetisch modifiziertes Mausmodell entwickelt, um den Alterungsprozess zu simulieren.
Mittels Expression einer mutierten mitochondrialen Helikase (K320E-Twinkle°) wurde ein
Gewebemosaik mit mitochondrialen Defekten erzeugt (siehe Abbildung 1). Im
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Alterungsprozess erhohte sich die Deletions-Last zwischen 12 und 18 Monaten bei K320E-
TwinkleM°-M&usen um das 5-fache. Die mutierten Mause wiesen somit eine beschleunigte
Anhaufung von mtDNA-Deletionen im Herzen wahrend der Alterung auf (siehe Abbildung 2).
Die Akkumulation von mtDNA-Deletionen fiihrten zu mitochondrialer Dysfunktion in den
Kardiomyozyten. Dies zeigte sich durch eine Akkumulation von COX"¢ Zellen in den genetisch
modifizierten Mausen auf bis zu 0,56% bei den alteren K320E-Twinkle"°-Mausen (18 Monate
alt).”

AIterungsprozess mtDNA- Akkumulation von mtDNA-
Mutationen Deletionen

e:x:e—»d;—»@

Mitochondrien

Funktionsttlichtige

Bildung eines Mitochondrien

Gewebemosalk Mitochondriale

Dysfunktionen

\

altersbedingte kardiale Dysfunktion

Abbildung 1: schematische Darstellung der Entstehung eines Gewebemosaiks im Alterungsprozess; modifiziert
nach Batris et al. (2015)"
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Abbildung 2: Summe des prozentualen Anteils an drei ausgewéhlten mtDNA Deletionen bei mutierten Mdusen im
Vergleich zu altersgleichen Kontrollen; modifiziert nach Baris et al. (2015)"

Die Abbildung 3 zeigt das Auftreten von Herzrhythmusstérungen im telemetrisch gemessenen
Langzeit-EKG bei 18 Monate alten, sich frei bewegenden Mausen. Insbesondere unter
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Stressbedingungen (Schwimmen in warmem Wasser) wurden bei den genetisch modifizierten
Mausen signifikant mehr spontane vorzeitige ventrikulare Kontraktionen und spontane AV-
Blocke im Vergleich zur Kontrollgruppe aufgezeichnet. Bei 12 Monate alten K320E-TwinkleM°-
Mausen, die nur 0,2% COX"9 Zellen aufwiesen, wurde dagegen keine erhdhte Inzidenz von
Arrhythmien beobachtet. Dadurch konnte gezeigt werden, dass bei einer Akkumulation von

mitochondrialen Defekten im Alterungsprozess vermehrt Arrhythmien auftreten.’
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Abbildung 3: nachgewiesene Herzrhythmusstérungen im Alterungsprozess im Mausmodell; modifiziert nach Baris
et al. (2015)"

Ob diese geringe Anzahl isolierter mitochondrial-defizienter Zellen die altersbedingt vermehrt
auftretenden Herzrhythmusstérungen beim Menschen verursachen, konnte bisher nicht
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse von Baris et al. am Mausmodell weisen jedoch darauf
hin, dass auch beim Menschen die altersabhangige Akkumulation von mtDNA-Mutationen zur
Entstehung eines Gewebemosaiks und damit zum Auftreten von Herzrhythmusstérungen, wie

dem VHF, beitragen konnte.3?
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Auswahl der Proband*innen

Das Patient*innenkollektiv wird anhand verschiedener Parameter ausgewahlt. Zu den
Einschlusskriterien fur die MOSAIC |l Studie zahlt ein Alter = 65 Jahre und das Vorliegen von
persistierendem, permanentem oder paroxysmalem VHF. Die Einschlusskriterien missen alle
erfullt sein. Patient*innen jlinger als 65 Jahre, Schwangere oder gebarfahige Frauen ohne
negativen Schwangerschaftstest 48 Stunden vor der Behandlung kénnen nicht in die Studie
eingeschlossen werden. Auch ein medizinisches Problem, wodurch sich die Teilnahme an der
Studie nachteilig auf den/die Proband*in auswirkt, zahlt zu den Ausschlusskriterien. Klinische
Daten werden bei Aufnahme, wahrend der Prozedur und im Falle einer schweren kardialen
und zerebrovaskularen Komplikation (MACCE: major adverse cardiac and cerebrovascular

events) erhoben.

In die Studie werden 31 Proband*innen eingeschlossen. 29 Patient*innen werden nach
Prifung der Ein- und Ausschlusskriterien - oder weil kein Probenmaterial intraoperativ

gewonnen werden konnte - nicht in die Studie aufgenommen.

3.1.2. Probengewinnung

Nach schriftlicher Aufklarung auf Basis des bereits bestehenden Ethikvotums von BioMaSOTA
(zentrale Biomaterialbank der Medizinischen Fakultat der Universitat zu Koln, Ethik-Nr. 13-
091) und Einwilligung der Patient*innen zum Einschluss in die Studie mehr als 24 Stunden vor
dem operativen Eingriff wird im Rahmen eines herzchirurgischen Eingriffs das Probengewebe
generiert. Es handelt sich dabei um Gewebe aus dem rechten und/oder linken Herzohr, das
routinemafig bei Er6ffnung des Vorhofs im Rahmen des herzchirurgischen Eingriffs anfallt und
andernfalls vernichtet wirde. Es werden keine Proben von herzgesunden Patient*innen im
Sinusrhythmus untersucht und die Kontrollgruppe wird durch Proband*innen mit

paroxysmalem VHF gebildet.

Die Gewebeproben werden auf Eis gekuhlt direkt aus dem Herz-OP der Uniklinik KdIn in das
Labor des Instituts flr Physiologie transportiert. Dort werden die Proben zur Konservierung
mittels Isopentan schockgefroren und im Anschluss bei -80°C gelagert. Um mdglichst viele
Abschnitte der Probe zu erfassen, werden aus funf verschiedenen Bereichen (A-E)
Querschnitte angefertigt. Nach dem Schneiden der verschiedenen Bereiche der

Herzmuskelproben in 10 ym dicke Scheiben werden die Querschnitte auf Objekttragern fixiert.
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Pro Objekttrager werden zwei aufeinanderfolgende Querschnitte verwendet. Abbildung 4 stellt
die beiden Vergleichsgruppen sowie den Schneideprozess der gewonnenen Vorhofohr-

Proben dar.

Versuchsgruppe:
Patient*innen mit
persistierendem oder
permanentem VHF
= 65 Jahre

Kontrollgruppe:
Patient*innen mit
paroxysmalem VHF
= 65 Jahre

Proben

l
N N KN kN

|t HHIIIHH 11 [ [

2 aufeinanderfolgende Schnitte aus den Boxen A-E: COX/SDH-Farbung und HE-Farbung

Abbildung 4: Patient*innenkollektiv und Probenaufbereitung
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3.2. Methoden

3.2.1. Histologische Aufarbeitung der Proben

Im Anschluss werden die Querschnitte entsprechend zweier Farbeprotokolle behandelt. Nach
dem Auftauen und Lufttrocknen von jeweils 12 Objekttragern mit je 2 Querschnitten werden
diese zunachst auf COX-Aktivitat durch Inkubation fir 20 Minuten bei 37°C angefarbt. Die
Enzymaktivitdt von COX wird mittels Diaminobenzidin tetrahydrochlorid (DAB) sichtbar
gemacht und zeigt sich dann in einer kraftig braunen Farbung der Zelle. Die COX-
Enzymreaktion wird nach der Inkubationszeit mittels phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
abgebrochen, damit die Braunfarbung nicht zu dunkel wird. Im Anschluss werden die Schnitte
mittels SDH-Farbung mit Nitroblue Tetrazolium (NBT) behandelt und zwischen 55 und 65
Minuten bei 37°C inkubiert. Die Aktivitdt von SDH fihrt mittels Reduktion von NBT zu einem
blauen Endprodukt. SDH wird nuklear codiert und sollte daher auch in Kardiomyozyten mit
mtDNA-Mutationen funktionstiichtig sein. Die Blaufarbung wird jedoch vom Braun der COX-
Farbung tberdeckt. Nur in den Zellen, in denen durch funktionale Defekte der COX aufgrund
von mtDNA-Mutationen die braune Farbung nicht erfolgte, wird die SDH-Farbung nicht
Uberlagert und die Zellen erscheinen unter dem Mikroskop sichtbar blau. Wird nun die Aktivitat
der COX als MalR der mitochondrialen Funktionsfahigkeit verwendet, kann mittels dieser
Farbemethode das Ausmaly der mitochondrialen Dysfunktion anhand der Anzahl blau

angefarbter Zellen in der Probe dargestellt werden.*

Tabelle 1 zeigt die Zusammensetzung der COX- und SDH-Farbungen. Die einzelnen
Komponenten werden vermischt und ergeben 10 ml der COX-Ldsung und 20 ml der SDH-

Lésung. Die jeweiligen Farbeldsungen werden in Portionen von 70 ul aufgeteilt und bei -20 °C

gelagert.
COX-Losung (10 ml) SDH-L6ésung (20 ml)
-Sucrose 750 mg -NBT 40 mg
-DAB 10 mg -Milli-Q-Wasser 9 ml
-50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,4) -50 mM Tris-(hydroxymethyl)-
10ml aminomethanhydrochlorid (Tris-HCI) (pH
-20mg/ml Katalase 2 pl 7,4) 5 ml
-Cytochrom ¢ 20mg -0,2 M Natriumsuccinat 5 ml
-50 mM Magnesiumchlorid (MgClz) 1 ml

Tabelle 1: Zusammensetzung der COX- und SDH-Férbelésung
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Abbildung 5 stellt schematisch die verschiedenen Farbungen je Farbungsprozess dar. Es
werden zeitgleich 12 Objekttrager von 12 Proband*innen mit jeweils 2 aufeinanderfolgenden
Probenschnitten angefarbt. Die Schnitte werden vollstandig zunachst mit der COX-Lésung und
anschlieend mit der SDH-Lésung angefarbt. Zur Kontrolle wird pro Farbeprozess ein
Querschnitt nur mit der COX-Farbung behandelt und ein Querschnitt nur mit der SDH-
Farbung, sodass pro Farbungsprozess 22 Schnitte mit beiden Enzymfarbungen behandelt

werden und zwei Schnitte als Kontrolle dienen.

@ cox-und SDH-Farbung

. COX-Kontrollfarbung

@ soH-Koentrollfarbung

Abbildung 5: schematische Darstellung der verwendeten Farbungen je Farbungsprozess

Die SDH-Kontrollfarbung wird verwendet, um die geeignete Inkubationszeit zu bestimmen.
Dazu wird wahrend der Inkubation das Maf3 der Blaufarbung der SDH-Kontrollfarbung unter
dem Mikroskop immer wieder bestimmt, bis eine kraftige blaue Farbung sichtbar ist.
AbschlieRend wird auf die Proben Glycerin-Glycerol aufgetragen und jeder Objekttrager erhalt

eine Deckplatte. Die Abbildung 6 zeigt Beispiele fir die verschiedenen Enzymfarbungen.

2) nur SDH-Farbung 3) COX- und SDH-Farbung

Probe: Box A, 27.10.2022 Probe: Box E, 27.10.2022 Probe: Box C, 27.10.2022

Abbildung 6: Beispiel fiir die histologische Aufbereitung der Proben mittels Enzymférbung
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Angrenzend zu der Schnittebene der Enzymfarbung werden weitere konsekutive Querschnitte
mittels Hamatoxylin/Eosin (HE) Farbung bearbeitet, um die Zellkerne darzustellen. Zellkerne
stehen dabei stellvertretend fir alle Zellen, um im Quantifizierungsprozess den Prozentsatz
der blauen Zellen an der Gesamtzahl der Herzmuskelzellen bestimmen zu kénnen. Nach dem
Auftauen und Lufttrocknen von jeweils 8 Objekttragern mit je 2 Querschnitten werden diese
fur 3 Minuten mit Hamatoxylin gefarbt und anschlieend fir 10 Minuten mit Leitungswasser
gewaschen. Im Folgenden werden die Proben fur 2 Minuten mit Eosin gefarbt und dann mit
Milli-Q-Wasser gewaschen. Die Dehydration erfolgt mit Ethanol in aufsteigender Reihenfolge
(50%, 70%, 80%, 90% und 100% Ethanol). Mittels eines Xylol-basierten Eindeckmediums und
Deckglasern werden die Proben schlie3lich eingedeckt. AbschlieRend werden die Schnitte mit
einem Slidescanner (Hamamatsu S360, Koln, Deutschland) fotografiert. Je Patient*in werden
funf Querschnitte (A bis E) an verschiedenen Stellen der Herzohrprobe auf diese Weise

angefarbt und ausgewertet.

3.2.2. Quantifizierung

Die Quantifizierung der COX"¢ Kardiomyozyten erfolgt mittels der Programme Aperio
ImageScope und Imaged. In drei Ausschnitten der Proben in 40-facher Vergrofierung werden
nun die Zellkerne gezahlt und so die Zahl aller Zellen pro Beobachtungsfeld ermittelt.
Anschlielend wird diese Zahl durch zwei dividiert und mittels des Colour Threshold in ImageJ
auf den gesamten Probenquerschnitt hochgerechnet. Dadurch wird ndherungsweise die
Gesamtzahl an Kardiomyozyten, die ungefahr die Halfte der Zellkerne stellen, in dem
Probenquerschnitt berechnet. Nun wird aus der Anzahl der blauen Zellen und der Gesamtzahl
der Kardiomyozyten der Anteil an COX-defizienten Zellen in Prozent errechnet. Abbildung 7

stellt einzelne Schritte des Quantifizierungsprozesses dar.

1) HE-Farbung 2) Colour Threshold in ImageJ 3) COX/SDH-Farbung

L. Zahl der Zellkerne = L~ Gesamtzahl an Kardiomyozyten L Anzahl von blauen Zellen pro
Kardiomyozyten in 3 Probe
Bildausschnitten (min: 0; max: 69 blaue Zellen)

-> Anteil an COX"¢¢-Zellen

Abbildung 7: Der Quantifizierungsprozess
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3.2.3. Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung wird das Programm GraphPad Prism verwendet. Die ermittelte
Prozentzahl an Zellen mit mitochondrialen Funktionsdefekten wird mit den klinischen Daten
der Patient*innen aus der erstellten Datenbank (Patient*innenalter, Geschlecht,
Herzrhythmusstérungen paroxysmal oder persistierend/permanent) korreliert. Der
Zusammenhang wird mittels linearer Regression ermittelt. Ein p-Wert von <0,05 wird als
statistisch signifikant angenommen. Da je Patient*in fuinf Querschnitte (A bis E) an
verschiedenen Stellen der Herzohrprobe ausgewertet werden, wird der Mittelwert der

errechneten COX-defizienten Kardiomyozyten fur die statistische Analyse verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1. Patient*innenkollektiv

In die Studie wurden 31 Proband*innen eingeschlossen. Die Proben wurden in dem Zeitraum
von November 2021 bis Februar 2023 im Herzzentrum der Uniklinik Kéln entnommen. Von
drei Proband*innen konnten Proben sowohl aus dem rechten als auch aus dem linken
Vorhofohr gewonnen werden. 11 Proben wurden doppelt angefarbt. Hier wurde der Mittelwert
der errechneten COX-defizienten Zellen fir die statistische Auswertung verwendet. Zwei
Proben konnten nicht ausgewertet werden: eine Probe konnte aufgrund einer fehlerhaften
Beschriftung keinem/keiner Proband*in zugeordnet werden und eine Probe wurde verworfen,
da sich eine so hohe Zahl an Kardiomyozyten blau anfarbte, dass keine einzelnen Zellen mehr
abgegrenzt und gezahlt werden konnten. Bei den 29 ausgewerteten Proben handelte es sich
um 9 Patient*innen mit paroxysmalem VHF, 18 mit persistierendem und 2 mit permanentem
VHF. 34% der Proband*innen waren weiblich (n=10), 66% mannlich (n=19) und 0% divers
(n=0). Das mediane Alter der Proband*innen lag bei 73 Jahren (max.=82 Jahre, min.=65
Jahre).

4.2. Ergebnisse der Quantifizierung

Tabelle 2 zeigt die Anzahl an COX"™9 Zellen bei den ausgewerteten Proben. Es wurden
mindestens 0 und maximal 69 COX-defiziente Zellen pro Querschnitt und mindestes 7 und
maximal 212 COX"9 Zellen pro Probe gezahlt. Im Verhaltnis zur Gesamtzahl der
Kardiomyozyten wurden pro Probe mindestens 0,02% und maximal 0,31% an COX"¢ Zellen

ermittelt.

Anzahl an COX"9 Zellen

absolut
max. 212
min. 7

relativ (gerundet in %)
max. 0,31
min. 0,02
Tabelle 2: Rohdaten der Quantifizierung, Anzahl an COX"¢9 Zellen

In Tabelle 3 ist der Anteil an COX"¢ Zellen an der Gesamtzahl der Kardiomyozyten dargestellit.

Die Proband*innen wurden nach den Merkmalen Geschlecht und VHF (paroxysmal oder
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persistierend/permanent) gruppiert. Die Proband*innen mit paroxysmalem VHF bildeten die
Kontrollgruppe. Der Mittelwert des Anteils an COX-defizienten Zellen in allen ausgewerteten
Proben betrug 0,09%. Die Frauen mit persistierendem/permanentem VHF hatten im Mittel
0,05% COX"¢ Zellen und die Probandinnen der Kontrollgruppe mit paroxysmalem VHF einen
Anteil von 0,07%. Bei den Mannern hatten die Probanden mit persistierendem/permanentem
VHF im Mittel einen Anteil an COX"™9 Zellen von 0,09% und die Probanden in der

Kontrollgruppe einen Anteil von 0,14% an COX-defizienten Kardiomyozyten.

Anteil an COX"9 Zellen (gerundet in %)
Frauen mit persistierendem/permanentem | Mdnner mit persistierendem/permanentem
VHF (n=7) VHF (n=13)
0,04 0,12
0,03 0,13
0,07 0,10
0,04 0,02
0,08 0,18
0,04 0,06
0,03 0,07
0,14
0,08
0,07
0,04
0,04
0,07
Mittelwert: 0,05 Mittelwert: 0,09
Frauen mit paroxysmalem VHF (n=3) Ménner mit paroxysmalem VHF (n=6)
0,02 0,06
0,03 0,19
0,15 0,03
0,16
0,06
0,31
Mittelwert: 0,07 Mittelwert: 0,14
Mittelwert aller Proben: 0,09

Tabelle 3: Rohdaten der Quantifizierung, Anteil an COX"¢9 Zellen

4.2.1. Gesamtes Patient*innenkollektiv

Tabelle 4 und Abbildung 8 zeigen die Ergebnisse der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA)
aller ausgewerteten Proben. Nach den Merkmalen Geschlecht und Art des VHF wurden vier
verschiedene Gruppen gebildet. Mit einem p-Wert von 0,08 war die Gesamtanalyse nicht
signifikant. Im Turkey-Test wurden die einzelnen Gruppen miteinander verglichen. Die sechs

einzelnen Analysen waren mit p-Werten jeweils >0,05 nicht signifikant.
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Tukey's multiple comparisons test | Standard- 95% Konfidenz- p-Wert

abweichung intervall
Frauen mit paroxysmalem VHF vs. 0,0211 -0,0947 bis 0,1369 0,96
Frauen mit persistierendem/
permanentem VHF
Frauen mit paroxysmalem VHF vs. -0,0700 -0,1887 bis 0,0487 0,39
Manner mit paroxysmalem VHF
Frauen mit paroxysmalem VHF vs. -0,0205 -0,1280 bis 0,0870 0,95

Manner mit persistierendem/
permanentem VHF

Frauen mit persistierendem/ -0,0911 -0,1845 bis 0,0023 0,06
permanentem VHF vs.
Manner mit paroxysmalem VHF

Frauen mit persistierendem/ -0,0416 -0,1203 bis 0,03709 | 0,48
permanentem VHF vs.
Manner mit persistierendem/
permanentem VHF

Manner mit paroxysmalem VHF vs. 0,0495 -0,0333 bis 0,1323 0,37
Manner mit persistierendem/
permanentem VHF

Tabelle 4: ANOVA der gesamten Proben

Gesamt
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Abbildung 8: Analyse aller Proband*innen nach den Merkmalen Geschlecht (Frauen/Ménner) und Art des VHF



4.2.2. Geschlechtsspezifische Subgruppenanalyse

In der Subgruppenanalyse der Frauen wurde der Anteil an COX"9 Kardiomyozyten bei den
Probandinnen mit paroxysmalen VHF (n=3) mit dem Anteil an COX-defizienten Zellen bei den
Probandinnen mit persistierendem/permanentem VHF (n=7) verglichen. Hier zeigte sich im

ungepaarten t-Test mit einem p-Wert von p=0,46 keine Signifikanz.
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Abbildung 9: Subgruppenanalyse der Frauen
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In der geschlechtsspezifischen Subgruppenanalyse der Manner zeigte sich im Vergleich der
Probanden mit paroxysmalen VHF (n=6) zu den Probanden mit persistierendem/permanentem
VHF (n=13) in Bezug auf den Anteil an COX"?¢ Kardiomyozyten im ungepaarten t-Test mit
einem p-Wert von p=0,16 keine Signifikanz.

Manner
0.4-
0.3 .
0.2-

W T

% COX-negative Kardiomyozyten

Abbildung 10: Subgruppenanalyse der Ménner
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4.2.3. Geschlechtsunspezifische Gesamtanalyse

In der Gesamtanalyse wurden die Proband*innen mit paroxysmalen VHF (n=9) mit den
Proband*innen mit persistierendem/permanentem VHF (n=20) in Bezug auf den Anteil an
COX"9 Kardiomyozyten verglichen, ohne nach dem Geschlecht zu unterscheiden. Auch hier

zeigte sich im ungepaarten t-Test mit einem p-Wert von p=0,13 keine Signifikanz.
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Abbildung 11: geschlechtsunspezifische Gesamtanalyse
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4.2.4. Altersabhangige Analyse

In der Alterskorrelation wurde mittels einfacher linearer Regression der Anteil an COX"9
Kardiomyozyten als abhangige Variable mit dem Alter der Proband*innen bei
Probenentnahme als unabhangige Variable analysiert. In der einfachen linearen

Regressionsanalyse zeigte sich mit einem p-Wert von p=0,82 keine Signifikanz.

Alterskorrelation
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Alter der Proband*innen bei Probenentnahme

Abbildung 12: geschlechtsunspezifische, altersabhéngige Analyse
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5. Diskussion

Das Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, ob Verdnderungen der
Mitochondrienfunktionalitdt auf Einzel-Zellebene mit der Entstehung und Aufrechterhaltung
von Herzrhythmusstérungen zusammenhangen. Die zu Beginn formulierte Fragestellung kann

nach den experimentellen Ergebnissen der Arbeit nun folgendermalien beantwortet werden:

1) Es besteht bei den ausgewerteten Proband*innen kein signifikanter Unterschied bei der
Akkumulation von Kardiomyozyten mit mitochondrialem Defekt bei Patient*innen mit
persistierendem oder permanentem VHF gegentber Menschen mit paroxysmalem VHF.

2) Eine Assoziation von einem im Alterungsprozess entstehenden Mosaik von Kardiomyozyten
mit mitochondrialen Funktionsdefekten und dem Auftreten von Herzrhythmusstérungen im

Alter konnte mit dieser Studie nicht nachgewiesen werden.

Die zuvor aufgestellten Arbeitshypothesen kdnnen dementsprechend durch die Ergebnisse

nicht bestatigt werden.

5.1. Methodendiskussion

Das in dieser Studie verwendete Farbeprotokoll ermdglicht die Visualisierung von Zellen mit
mitochondrialer Dysfunktion. Die kombinierte histochemische COX/SDH-Methode ist lange
etabliert und geeignet fir die Identifizierung mitochondrialer Erkrankungen.® In der Arbeit von
Baris et al. bildete sich im Alterungsprozess ein Gewebe-Mosaik mit einzelnen
Kardiomyozyten mit mitochondrialem Defekt eingebettet in gesundes Gewebe.” Auch in
diesem Promotionsprojekt konnte durch das verwendete Farbeprotokoll beobachtet werden,
dass sich einzelne blaue Zellen mit Funktionsdefekt der COX einbetten in gesundes

Herzmuskelgewebe.

Bei der Auswahl der Proband*innen spielte das Alter eine wesentliche Rolle. Es konnte bereits
in friheren Studien gezeigt werden, dass im Alterungsprozess einzelne Herzmuskelzellen
zunehmend mitochondriale Defekte aufweisen und auch, dass die Pravalenz des VHF mit dem
Alter zunimmt.2192634 Deshalb wurden nur Patient*innen, die 265 Jahre sind, in die Studie
eingeschlossen. In der in dieser Arbeit untersuchten Altersspanne von 65 bis 82 Jahren zeigte
sich in der einfachen linearen Regressionsanalyse keine signifikante Zunahme des Anteils an
COX"e9 Kardiomyozyten mit dem Alter. Da das héhere Lebensalter zu den Einschlusskriterien
dieser Studie gehdrte, liegen keine Daten von Patient*innen junger als 65 Jahre vor, die eine
Betrachtung des Anteils der COX"¢ Kardiomyozyten Uber eine grofRere Altersspanne erlaubt

hatten.
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Sowohl bei der Experimental- als auch bei der Kontrollgruppe handelte es sich um
Patient*innen mit VHF. Die Hypothese war, dass paroxysmales VHF auf kleinen definierten
Foci, persistierendes VHF aber auf einem Gewebe-Mosaik im Gewebe beruhen. Dadurch
konnten die Proben ohne zusatzliches Risiko fur die Proband*innen im Rahmen einer ohnehin
erfolgenden Herzoperation gewonnen werden. Jedoch ware ein Vergleich von VHF-

Patient*innen mit Herzgesunden moglicherweise aussagekraftiger gewesen.

5.2. Ergebnisdiskussion

In der Arbeit von Baris et al. wurde bei den mutierten Mausen nach 12 Monaten ein Anteil an
Kardiomyozyten mit mitochondrialem Defekt von 0,17% und nach 18 Monaten von 0,56%
nachgewiesen.’” Der ermittelte Anteil von COX"? Kardiomyozyten in diesem Promotionsprojekt
mit einem Mittelwert von 0,09% (gesamtes Patient*innenkollektiv) lag damit unterhalb der
erhobenen Daten in Mausen. Die statistische Auswertung ergab keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen einem Mosaik von Kardiomyozyten mit mtDNA Defekten und dem
Vorliegen von VHF. Jedoch sind diese Ergebnisse kritisch zu bewerten, da nur eine geringe
Zahl an Proband*innen (n=29) in der Studie betrachtet wurden. Insbesondere die
Kontrollgruppe fiel mit 9 Patient*innen klein aus. Dadurch haben einzelne Proband*innen den
durchschnittlichen Anteil an COX"9 Zellen in ihrer Subgruppe stark beeinflusst. So hat ein
Patient in der Gruppe von Mannern mit paroxysmalem VHF mit 0,31% einen deutlich h6heren
Anteil an COX"™9 Zellen als der Rest der Gruppe. Diese hatten einen Mittelwert von 0,10%
bezogen auf den Anteil an COX" Zellen. Die Werte dieses einen Patienten haben dadurch
den Mittelwert in der Gruppe von Mannern mit paroxysmalem VHF um 40% auf einen

durchschnittlichen Anteil an COX"? Zellen von 0,14% angehoben und damit stark beeinflusst.

In der Literatur ist ein mannliches Geschlecht als bekannter Risikofaktor fir das Vorliegen
eines VHF beschrieben.” Die Tabelle 3 zeigt, dass bei den Proband*innen dieser Studie
sowohl in der Gruppe mit paroxysmalem als auch mit persistierendem/permanentem VHF ein
durchschnittlich hdherer Anteil an COX"9 Zellen bei den Mannern als bei den Frauen vorliegt.

Mangels statistischer Signifikanz sollten diese Ergebnisse jedoch kritisch bewertet werden.

Des Weiteren sind multiple Risikofaktoren und Begleiterkrankungen des VHF bekannt, deren
Vorliegen und Auspragung in dieser Arbeit nicht in die Analyse eingeschlossen wurden. Es
wurden jedoch fur die Datenbank zahlreiche Merkmale wie das Vorliegen einer arteriellen
Hypertonie, einer KHK, einer Kardiomyopathie, eines Diabetes mellitus, eines Schlaf-Apnoe-
Syndroms, einer Niereninsuffizienz sowie zurlickliegende Schlaganfalle erhoben. Auch der
Body-Mass-Index (BMI), die Einnahme von Antiarrhythmika und Betablockern sowie der

Nikotin- und Alkoholkonsum wurden erfragt. Diese Risikofaktoren und Begleiterkrankungen in
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die Bewertung einzubeziehen, kdnnte zu weiteren Erkenntnissen fuhren. Zudem lagen bei
einem Teil der Proband*innen weitere kardiale Erkrankungen und Voroperationen wie eine
Kardiomyopathie, eine KHK, eine konzentrische Myokardhypertrophie oder eine durchgeflihrte
Bypass- und/oder Herzklappenoperation vor. Diese Vorerkrankungen wurden nicht in die

Analyse einbezogen und kénnten die Ergebnisse verfalscht haben.

5.3. Starken und Limitationen der Arbeit

Bei dem vorliegenden Promotionsprojekt handelt es sich um eine experimentelle, prospektive
single center Studie. Das experimentelle Studiendesign bildet eine der wesentlichen Starken
dieser Arbeit. Zudem kann aufgrund der Relevanz und Aktualitdt des Themas aktuelle,
internationale Literatur als Grundlage genutzt werden. Bisherige Forschungen am Tiermodell

werden mit dieser Studie weiterentwickelt und am Menschen reproduziert.

Zu den Limitationen der Arbeit zahlt, dass sowohl die histologische Bearbeitung und
Auswertung der Proben als auch das Pflegen der Datenbank mit den klinischen Daten der
Patient*innen von derselben Person durchgefuhrt wurde. Damit trotzdem eine Verblindung
erreicht wird, wurden die Daten zu dem Vorliegen von permanenten, paroxysmalen oder
persistierenden Herzrhythmusstérungen in der Datenbank ausgeblendet und waren so nicht
einsehbar. Die VHF-Daten wurden von Mitarbeitenden des Herzzentrums der Uniklinik Koln
eingepflegt. Erst nach dem Zahlen der COX"? Zellen wurde fur die statistische Auswertung

die Verblindung aufgehoben und die zugehoérigen VHF-Daten zu den Proben wurden sichtbar.

Die geringe Probenanzahl bildet eine wesentliche Limitation der Arbeit. Mit 29 auswertbaren
Proben sind die Ergebnisse dieser Studie begrenzt reprasentativ. Zudem sind die Subgruppen
nicht gleich verteilt. In die Studie wurden mehr Manner als Frauen und mehr Patient*innen in

die Experimentalgruppe als in die Kontrollgruppe eingeschlossen.

Zudem bilden Patient*innen mit paroxysmalem VHF die Kontrollgruppe. Dies ermdglicht die
Probengewinnung im Rahmen eines ohnehin erfolgenden, notwendigen herzchirurgischen
Eingriffs. Da Gewebestlcke aus dem Vorhof dabei routinemaRig anfallen und normalerweise
vernichtet werden, bedeutet die Probengewinnung dementsprechend kein zusatzliches Risiko
fur die Patient*innen. Jedoch kdnnte ein Vergleich von VHF-Patient*innen zu herzgesunden
Menschen im Sinusrhythmus aussagekraftiger sein. Dieser Ansatz kann die Grundlage fur
weitere Studien bilden. Aktuell wird bereits ein Anschlussprojekt zu dieser Promotionsarbeit
durchgefuhrt, mit einer Kontrollgruppe bestehend aus Patient*innen im Sinusrhythmus. Die
Ergebnisse dieser Studie stehen zum jetzigen Zeitpunkt noch aus. Sie kénnten zum weiteren

Verstandnis der Pathophysiologie des VHF, sowie der Rolle mitochondrialer Dysfunktionen im
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Alterungsprozess beitragen. Somit kdnnte dieses Anschlussprojekt die Daten dieser Studie
erganzen und den bisherigen Forschungserkenntnissen zum VHF einen weiteren Teil des

.Mosaiks" hinzufiigen.
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