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1.  Zusammenfassung

Beim Vorhofflimmern handelt es sich um eine der wichtigsten Herzrhythmusstérungen des
Menschen, die vor allem altere Patient:innen betrifft. Trotz vielfaltiger Erklarungsansatze zur
Entstehung der Erkrankung ist die zugrundeliegende Pathophysiologie bisher weitestgehend
unbekannt. Neue Erkenntnisse auf diesem Gebiet hatten potenziell weitreichende Folgen fir
die Pravention und Therapiestrategien des Vorhofflimmerns.

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Zusammenhang zwischen zellularen
Alterungsprozessen in Form von Deletionen der mitochondrialen DNA (mtDNA) kardialer
Muskelzellen, dem tatsachlichen Patient:innenalter und dem Auftreten bzw. der Schwere des
Vorhofflimmerns zu untersuchen.

Hierzu wurden im Rahmen der Ablationstherapie bei Vorhofflimmerpatient:innen
Gewebeproben mittels einer kathetergesteuerten Myokardbiopsie entnommen. Die so
gewonnenen Proben wurden enzymhistochemisch untersucht und der Anteil der mitochondrial
defizienten Zellen bestimmt. AnschlielRend erfolgte die statistische Auswertung, in der die
Ergebnisse der Laboruntersuchung und die klinischen Parameter der Patient:innen im Hinblick
auf deren Einfluss auf die Krankheitsentstehung und -auspragung analysiert wurden.
Besonderer Fokus lag auf den Aspekten des Patientiinnenalters und der Schwere der
Vorhofflimmererkrankung. Es konnten in unseren Untersuchungen keine signifikanten
Korrelationen zwischen den untersuchten Parametern und dem Auftreten von mtDNA
Deletionen festgestellt werden. Eine Erklarung hierfur kann die geringe GroéRe des
untersuchten Patient:innenkollektivs sein. Dennoch lasst sich festhalten, dass die angewandte
Methodik zur Untersuchung der Fragestellung geeignet ist und die zu erwartenden Daten
generiert werden konnten.

Aufgrund der hohen Relevanz der Erkrankung in einer demographisch alter werdenden
Bevolkerung und wegen des hohen Leidensdrucks der Betroffenen sind weitere
Untersuchungen zur pathophysiologischen Entstehung des Vorhofflimmers auf3erst wichtig.
So sollte die hier verfolgte Fragestellung Inhalt weiterflihrender, groRer angelegter Studien

sein.
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2. Einleitung

2.1 Einfihrung in die Thematik

Vorhoffimmern gehdrt mit einer Pravalenz von 1,5-2% zu den haufigsten
Herzrhythmusstoérungen'. Es betrifft vor allem &ltere Patient:innen?, sodass aufgrund der
steigenden Lebenserwartung der Bevdlkerung in Zukunft mit einer vermehrten Inzidenz
gerechnet werden kann®*. Besonders bei symptomatischem Vorhofflimmern fiihlen sich die
Patient:innen stark in ihrer Lebensqualitat beeintrachtigt® und schon in Alltagssituationen
korperlich eingeschrankt®. Dariiber hinaus ist Vorhofflimmern mit einer erheblichen Mortalitat
und Morbiditat vergesellschaftet’. Dies resultiert aus der krankheitsbedingten Kombination
einer veranderten Hamodynamik, atrioventrikularer Dyssynchronitat, zunehmender
mechanischer Dysfunktion und thromboembolischen Komplikationen®. Die Therapieziele
bestehen in der Symptomminderung der Patient:innen®, die mittels Frequenz- und
Rhythmuskontrolle erreicht werden kann, sowie in der Vermeidung thrombembolischer
Komplikationen'®.

Auch nach vielfachen Untersuchungen ist der Mechanismus der Entstehung des
Vorhofflimmerns bisher weitestgehend ungeklart. Es wird angenommen, dass ein
Zusammenspiel verschiedener pathophysiologischer Prozesse im Vorhof zum Auftreten der
Krankheit beitragt'". Hierzu zahlen die Fibrosierung des Myokards'?, elektrisches Remodeling
der Vorhofe und eine zunehmende Vorhofdilatation™.

Auf zellularer Ebene ist ein weiteres mdgliches pathophysiologisches Phanomen die
zunehmende Mutationsrate wahrend des Zellalterungsprozesses. Dies betrifft auch die DNA
der Mitochondrien, die wiederum fir den Zellstoffwechsel von zentraler Bedeutung sind™.
Untersuchung am Mausmodell konnten zeigen, dass eine erhohte Rate an Mutationen in der
mtDNA von Kardiomyozyten mit der Entstehung von Herzrhythmusstérungen einhergeht s,

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob sich dieser Zusammenhang zwischen
Zellalter und Krankheitsentstehung bzw. -auspragung auch bei Patienteniinnen mit

Vorhofflimmern herstellen lasst.

2.2 Grundlagen des Vorhofflimmerns

2.2.1. Definition

Beim Vorhofflimmern handelt es sich um eine supraventrikulare Herzrhythmusstérung, die
auch als ,Arrhythmia absoluta“ bezeichnet wird. Es kommt zur schnellen und irregularen
Aktivierung der Vorhéfe mit Frequenzen von 350 bis 600 pro Minute. Die Uberleitung auf den
Ventrikel kann durch die Filterfunktion des Atrio-Ventrikular-Knotens (AV-Knoten) sowohl

schnell als auch langsam sein und in einer bradykarden oder tachykarden Arrhythmie
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resultieren. Im Elektrokardiogramm (EKG) zeichnet sich die Rhythmusstérung durch das
unregelmafige Auftreten von QRS-Komplexen, das Fehlen der P-Welle und haufig irregulare
Oszillationen, sogenannter Flimmerwellen, aus.

Vorhofflimmern lasst sich nach Dauer und Haufigkeit des Auftretens klassifizieren. Bei
paroxysmalem Vorhoffimmern kommt es zur spontanen Konvertierung in den Sinusrhythmus
innerhalb von 48 Stunden bis maximale 7 Tagen. Arrhythmien, die langer als 7 Tage anhalten,
werden als persistierendes Vorhofflimmern bezeichnet, nicht konvertierbares und somit
akzeptiertes Vorhoffimmern als permanentes Vorhoffimmern'. Besonders glinstige
Voraussetzungen fur die Behandlung des Vorhofflimmerns haben die Patient:innen, bei denen

die Episoden spontan terminieren.

2.2.2. Epidemiologie

Die Anzahl der von Vorhofflimmern betroffenen Patient:innen liegt weltweit schatzungsweise
bei 33,5 Millionen'. Das mediane Durchschnittsalter betragt 75 Jahre, 84% der Patient:innen
sind alter als 65 Jahre'™. Die Pravalenz steigt mit zunehmendem Alter, sodass bei aktuell
steigender Lebenserwartung der Bevolkerung mit einer Verdreifachung der Gesamtpravalenz
in den nachsten drei Dekaden gerechnet werden kann'. In absoluten Zahlen sind das
weibliche und mannliche Geschlecht gleich stark vom Vorhoffimmern betroffen. Ab einem
Alter von 75 Jahren machen weibliche Patientinnen einen Anteil von 60% der Betroffenen aus,
was sich am ehestens auf die durchschnittlich hohere Lebenserwartung von Frauen

zurlUckflhren lasst'.

2.2.3. Begleiterkrankungen und Risikofaktoren

Es sind einige Erkrankungen bekannt, die mit Vorhofflimmern einhergehen oder den Progress
der Erkrankung beschleunigen. Zu den nachgewiesenen Risikofaktoren zahlen mannliches
Geschlecht und fortgeschrittenes Lebensalter, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie,
symptomatische Herzinsuffizienz, akuter Myokardinfarkt bei mannlichen Patienten,
Hyperthyreose, Adipositas, Nikotinabusus, Erkrankungen der Herzklappen (rheumatische,
myxomatdse, senilkalzifizierende und angeborene Klappenanomalien)?, linksatriale
Dilatation?!, linksventrikulare Hypertrophie, Schlafapnoe?? und die koronare Herzkrankheit
(KHK).202324 Einer der wichtigsten Risikofaktoren ist die arterielle Hypertonie?, was auf eine
hohe Pravalenz unter den Betroffenen zuriickzufihren ist. Bei Vorliegen dieser
Grunderkrankung konnte ein 1,7-fach erhdhtes Risiko fur die Entwicklung eines
Vorhofflimmerns nachgewiesen werden?3. Weitere Erkrankungen, zu denen sich eine haufige
Korrelation herstellen lie3, sind die chronische Herzinsuffizienz (bis zu 50% entwickeln ein

Vorhofflimmern) und das akute Koronarsyndrom (bis zu 25% entwickeln ein Vorhofflimmern)Z.
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Es wird angenommen, dass diese Erkrankungen zu einer strukturellen Schadigung des
Myokards mit Fibrosierung des Vorhofs fiihren und so die Grundlage fir die Entstehung der
Arrhythmie bilden?’. Die Entstehung von Thromben im Bereich der Vorhofe, die wiederum zur
Schlaganfallgenese flihren, wird durch diese Veranderung noch beginstigt?®. So kann das
Vorliegen von Vorhofflimmern die Entstehung von ischamischen Schlaganfallen (3- bis 5-fach
erhohtes Risiko)?® sowie von Mitralinsuffizienz?® beeinflussen. Darliber hinaus hat die
Erkrankung einen signifikanten Einfluss auf die Myokardinfarktentstehung, auf das Vorliegen

einer Herzinsuffizienz und auf die Gesamtmortalitat®°.

2.2.4. Pathophysiologie
Die Pathophysiologie des Vorhofflimmerns ist sehr komplex und gilt bis heute trotz zahlreicher
Untersuchungen als groRtenteils ungeklart*’. Folgend sollen die angenommenen
Mechanismen zur Entstehung und zum Erhalt des Vorhoffimmerns zusammenfassend
dargestellt werden.
Ein grundlegendes Modell zum Verstandnis von Vorhofflimmern wurde in Form der ,Multiple-
Wavelet“-Hypothese bereits 1959 von Moe et al. entwickelt*233, Basis dieses Modells bildet
die Annahme multipler stabiler und voneinander unabhangiger elektrischer Erregungskreise
innerhalb des Vorhofs. Diese Mikro-Reentry-Kreislaufe entstehen ungeordnet und werden
durch die elektrophysiologischen Eigenschaften des Myokards konstant aufrechterhalten,
solange sie weiter auf erregbares Myokard treffen. Wichtige Parameter fiir diesen Prozess
sind die langsame atriale Uberleitung, die kurze Refraktarzeit der Kardiomyozyten und die
Masse des erregbaren Gewebes. Je langsamer die Leitungsgeschwindigkeit, je kiirzer die
Refraktarperiode und je gréRer die Masse des Gewebes desto mehr Mikro-Reentry-Kreislaufe
kénnen sich aus den entstandenen Wellenfronten ausbilden. Die hochfrequente Erregung
mehrerer ungerichteter Kreislaufe fuhrt zur Entwicklung komplexer Aktivitatsmuster und kann
in Vorhofflimmern resultieren3.
Diese Hypothese wurde spater durch den Nachweis spontaner elektrischer Aktivitaten, die in
umschriebenen ektopen Zentren des linken Vorhofs entstehen, erganzt®*3. In der 1998
durchgefuhrten Studie von Haissaguerre et al. konnten bei 94% der Patient:innen mit
paroxysmalem Vorhofflimmern der Bereich der Pulmonalvenenostien im linken Vorhof als Ort
der fokalen Trigger identifiziert werden®. Nach elektrophysiologischem Mapping und
Darstellung der Loci wurde im Zuge der Studie bereits ein Erfolg der Ablationstherapie
verzeichnet, indem durch gezielte Radiofrequenzablation die spontane Aktivierung im Vorhof
terminiert werden konnte®’.
Grund fir die spontane Depolarisation im Bereich der Pulmonalvenen sind atriale
Muskelfasern, die bis in die Adventitia der Pulmonalvenen hineinreichen®°. In genaueren
Untersuchungen dieses Gewebes konnte gezeigt werden, dass diese Muskelfasern atrialen
13



Ursprungs sind und daher ahnliche Eigenschaften wie das elektrische kardiale Leitungssystem
aufweisen*'*? und gegenliber dem Vorhofmyokard zur spontanen Depolarisation neigen345,
Aufgrund dieser Eigenschaften kommt es im Bereich der Pulmonalvenen bevorzugt zu
spontaner elektrischer Aktivitdt mit hohen Frequenzen. Die Region um die
Pulmonalvenenostien bildet somit den Boden sowohl fiir fokale Aktivitaten als auch Reentry-
Kreislaufe, womit sie nicht nur bei der Entstehung sondern auch bei dem Erhalt von

Vorhofflimmern eine bedeutende Rolle spielt*34¢.

Abbildung 1: Entstehung fokaler Trigger im Vorhof.

Schematische Darstellung der Vorhdfe von posterior. Fokale Trigger initieren den Re-Entry-Mechanismus
(Rotoren). Angenommen wird, dass atriales Remodeling zu weiteren fokalen Triggern und dem Aufrechtherhalten
von Vorhofflimmern fiihrt. Modifiziert nach Calkins et al., 201247

Jalife et al. erweiterten 2002 das Erklarungsmodell des Vorhofflimmerns durch die Einfihrung
des sogenannten ,Rotoren-Prinzips®. Darin werden stabil lokalisierte kreisférmige Erregungen
beschrieben, die sich an einer weitgehend festen Position im Vorhof befinden und um die
herum eine in sich kreisende Erregung entsteht. Diese multiplen unabhangigen Tochterwellen
breiten sich mit hohen Frequenzen kreisformig Uber den Vorhof aus und sorgen fir die

Entstehung der Rhythmusstérung3+48.
14



Eine weitere wichtige Erkenntnis brachte die Erforschung von Myokardarealen mit komplex
fraktionierten atrialen Elektogrammen (CFAE). An Orten, bei denen im Mapping des Vorhofs
CFAE nachgewiesen wurden, fuhrte die Ablation zur haufigeren Termination des
Vorhoffimmerns und zu einem besseren Langzeiterfolg der Therapie*®®°. Aus dieser
Untersuchung konnte abgeleitet werden, dass die anatomisch orientierte Ablation an den
Pulmonalvenenostien durch elektrophysiologisches Mapping mit Aufsuchen und Ablation der
Areale mit CFAE sinnvoll erganzt werden kann*°.

Daruber hinaus scheinen die Bereiche mit CFAE oftmals eine anatomische Verbindung zu
gangliondren Plexi zu haben. Dem autonomen Nervensystem wird ein Einfluss auf die
Entstehung des Vorhofflimmerns zugesprochen, wobei adrenerg-vermitteltes Vorhofflimmern
seltener zu beobachten ist als vagal-vermitteltes®®2. Die vagale Stimulation fiihrt Gber die
Verkirzung des Aktionspotentials zur Abnahme der absoluten Refraktarzeit der
Kardiomyozyten, die sympathische Stimulation wiederum sorgt fur eine erhohte
Kalziumaufnahme (Ca®*) in die Zellen und férdert dadurch das Auftreten von spontanen
Erregungen. So beglinstigen beide Effekte ein elektrisches Remodeling mit vermehrter
Entstehung von spontanen Depolarisationen, was wiederum zur Entstehung und zum Erhalt

von Vorhofflimmern fihrt3-55,

2.2.5. Kardiales Remodeling

Anhaltendes Vorhofflimmern fihrt im Herzen zu zahlreichen Umbauprozessen auf
elektrischer, struktureller und kontraktiler Ebene. Das arrhythmogene Remodeling umfasst
jede Veranderung von Strukturen oder Funktionen, die die Stabilisierung und das
Fortbestehen von Herzrhythmusstérungen fordert®.

Elektrisches Remodeling wird durch unterschiedliche zellulare Prozesse bedingt. So konnte
bei anhaltendem Vorhofflimmern experimentell eine Verkirzung der absoluten Refraktarzeit
der Kardiomyozyten mit einem insgesamt verkiirzten Aktionspotential nachgewiesen werden®”
€0 Dieser Effekt kann bereits wenige Minuten nach Beginn der Rhythmusstérung beobachtet
werden und ist nach Termination des Vorhofflimmerns vollstandig reversibel®”*8€. AuRerdem
findet sich in den Zellen eine verminderte Frequenzadaptation der Refraktarperiode und
insgesamt eine verlangsamte Leitungsgeschwindigkeit®®®'. Verstarkt werden diese
pathologischen Veranderungen durch eine physiologische Heterogenitat der Refraktarperiode
innerhalb des Myokards®?, was zusammengenommen zu einer erhéhten Vulnerabilitat fir
Arrhythmien im Bereich des Vorhofs flhrt, da die einheitliche Depolarisation des Zellverbandes
gestort ist und nicht adaquat auf die hohen Frequenzen der Vorhoferregung reagiert werden
kann. Das Auftreten paroxysmaler Vorhofflimmerepisoden wird wahrscheinlicher und die

persistierenden und permanenten Formen stabilisieren sich.
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Die erhohten Entladungsfrequenzen sorgen zu Beginn der Tachykardie fiir einen stark
vermehrten Ca?*-Einstrom in die Zelle. Um eine fiir die Zelle vital bedrohliche Ca®* Uberladung
zu verhindern, werden zunéchst Ca®*-Kanéle inaktiviert und in der Folge die Bildung von a-
Untereinheiten der L-Typ Ca?*-Kanale supprimiert®. So liegen insgesamt weniger Ca?*-Kanale
vor und der (ibermaRige Ca** Einstrom in die Zelle wird verhindert. AuRerdem wird weniger
Ca®" aus intrazelluldren Speichern freigesetzt. Der so entstandene reduzierte intrazelluldre
Ca2+-SpiegeI mindet in einer verminderten Kontraktilitdt der Myokardzellen, was als
kontraktiles Remodeling beschrieben wird®*.

Diese und weitere Veranderungen flhren im Herzen bei Andauern des Vorhofflimmerns zum
strukturellen Remodeling. Die reduzierte oder ganz fehlende Vorhofkontraktion fuhrt zu einer
héheren Volumenbelastung mit konsekutiver mechanischer Dehnung der Vorh6fe®. Die
chronische Volumenbelastung sorgt im Vorhof Uber verschieden Signalwege fur Myozyten-
Hypertrophie, Fibroblasten-Proliferation und Gewebsfibrose'. Diese elektroanatomischen
Veranderungen und die progrediente mechanische Vorhof-Dilatation resultieren in einer
erhdhten Anisotropie, also ungleichférmige Ausbreitung der elektrischen Erregung und
Verlangsamung der Erregungsleitung, was die Entstehung der beschriebenen Reentry-
Kreislaufe befordert™.

Weitere Untersuchungen zeigten, dass es in Kardiomyozyten im Rahmen von Vorhofflimmern
zu Prozessen der Myolyse mit Verlust der zellularen myofibrillaren Strukturen kommt®’. Dies
aulBert sich in morphologisch veranderten Mitochondrien und einer Desorganisation des
sarkoplasmatischen Retikulums. Auch ein Remodeling der Zell-Zell-Kontakte konnte
beobachtet werden. So wird das Zellverbindungsprotein Connexin 40 im Zellverband
heterogen exprimiert®, wodurch Gruppen atrialer Myozyten wechselnd sehr gut oder
unzureichend mit gap-junctions miteinander verbunden sind®®. Die Zell-Zell-Leitung
elektrischer Signale ist damit pathologisch verandert und férderlich fir die Entstehung
arrhythmogener Prozesse’®.

Diese Prozesse des strukturellen Remodelings scheinen nur bedingt reversibel zu sein und

gelten als mitverantwortlich fir Rezidive nach Ablationstherapie oder Kardioversion".

2.3 Therapie des Vorhofflimmerns

Die Therapie des Vorhofflimmerns beruht auf verschiedenen Saulen. Frequenz- und
Rhythmuskontrolle bilden dabei die Basis. Zum einen sollen zu hohe Kammerfrequenzen
vermieden und somit ein normofrequentes Vorhoffimmern erreicht werden. Persistiert die
Rhythmusstérung, kann per Kardioversion eine Konvertierung in den Sinusrhythmus erreicht
werden. Die Thromboembolieprophylaxe in Form einer Antikoagulationstherapie dient der

Verhinderung thromboembolischer Komplikationen. Neben der medikamentdsen Therapie hat
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in den vergangenen Jahren die kathetergestitzte interventionelle Therapie Einzug in die
Standardtherapiekonzepte des Vorhoffimmerns erhalten. Darlber hinaus haben die
Behandlung von Grunderkrankungen wie zum Beispiel der arteriellen Hypertonie sowie
praventive MaRnahmen zur Verhinderung der Krankheitsentstehung einen groRen Stellenwert
in den therapeutischen Ansatzen des Vorhofflimmerns.

Die verschiedenen Aspekte der Vorhofflimmertherapie werden im Folgenden erlautert.

2.3.1. Thrombembolieprophylaxe
Die Notwendigkeit einer antithrombotischen Therapie wird anhand zweier Scoring Systeme
zur Risikostratifizierung festgestellt, dem CHA2DS2-VASc sowie dem HAS-BLED Score. Der
CHA2DS2-VASc Score schatzt mittels einer festgelegten Punktzahl das jahrliche
Schlaganfallrisiko bei Vorhoffimmerpatient:innen ab. Punkte werden dabei fur verschiedene
kardiovaskulare Risikofaktoren vergeben. So gibt es je einen Punkt fur das Vorliegen von
Herzinsuffizienz, arteriellem Hypertonus, Diabetes mellitus, weiblichem Geschlecht, Alter
zwischen 65-74 Jahre und anderen vaskularen Vorerkrankungen wie KHK oder peripherer
arterieller Verschlusskrankheit, sowie zwei Punkte fur Alter >75 Jahre und stattgehabtes
thromboembolisches Ereignis wie Schlaganfall, transitorisch ischamische Attacke oder
Thromboembolie™. Liegt der Punktewert flir Manner bei 2 2 und flir Frauen bei 2 3 besteht die
Indikation zur oralen Antikoagulation. Bei einem Wert von 1 bei Mannern und 2 bei Frauen
sollte die Entscheidung zur Antikoagulation nach individueller Abwagung und orientiert am
Patient:innenwillen erfolgen®.
Zur Einschatzung des durch die Antikoagulation bedingten erhdhten Blutungsrisikos kann der
HAS-BLED Score hinzugezogen werden. Auch beim HAS-BLED Score wird jeweils ein Punkt,
diesmal fur blutungsrelevante Risikofaktoren, vergeben. Betrachtet werden arterieller
Hypertonus, eingeschrankte Nieren- oder Leberfunktion, stattgehabter Schlaganfall,
Blutungsneigung wie beispielsweise bei bekannter Hamophilie, labiler INR-Wert unter
Therapie mit Vitamin-K-Antagonisten (VKA), Alter >65 Jahre und die Einnahme von
Thrombozytenaggregationshemmern, nicht-steroidalen Antirheumatika oder Alkoholabusus.
Ab einem Score 23 wird von einem hohen Blutungsrisiko ausgegangen, was die Indikation zur
Antikoagulation nicht beeinflusst, aber eine sorgfaltige Einstellung und engmaschige
Uberwachung erfordert’®. Die Kombination beider Scores dient dazu, das Gleichgewicht
zwischen optimaler Schlaganfallpravention bei gleichzeitiger = Vermeidung von
Blutungsereignissen zu finden.
Zur oralen Antikoagulation stehen verschiedene Medikamentenklassen zur Verfiigung. So wird
in der aktuellen Leitlinie fur Patient:innen ohne Herzklappenersatz die Verabreichung neuer
oraler Antikoagulantien (NOAK) der Gabe von VKA vorgezogen. Es konnte eine hdhere
Sicherheit und Effektivitat der NOAKs im Vergleich zu Warfarin’®, insbesondere bei einem
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vulnerableren lteren Patient:innenkollektiv, nachgewiesen werden’, dariiber hinaus besteht
eine bessere Pharmakokinetik, was die Einnahme fur die Patient:innen erleichtert’>. VKA
kommen bei Patient.innen nach mechanischem Herzklappenersatz oder mittelschwerer bis
schwerer Mitralklappenstenose zum Einsatz, dabei liegt der Ziel-INR im Bereich von 2,0 bis
3,0'°. Eine Thrombozytenaggregationshemmung allein (Monotherapie mit Acetylsalicylsdure

oder Gabe von Acetylsalicylsdure kombiniert mit Clopidogrel) wird nicht empfohlen’®.

2.3.2. Frequenzkontrolle

Ziel der medikamentdésen Therapie des Vorhoffimmerns ist in erster Linie die
Symptomkontrolle der Patient:iinnen. Zur Frequenzkontrolle bei tachykarden Arrhythmien
stehen Betablocker und Calciumantagonisten vom Verapamil-Typ (Verapamil und Diltiazem)
zur Verflgung. Digitalisglykoside wie beispielsweise Digoxin finden als Zweitlinientherapie
immer noch Beachtung in den aktuellen Leitlinien. Allerdings ergab eine Metaanalyse von
2019, in der die Auswirkung von Digoxin auf das Uberleben von Patient:iinnen mit
Vorhofflimmern und Herzinsuffizienz untersucht wurde, dass die Einnahme von Digoxin mit
einer erhohten Mortalitdt einhergeht’”” und deshalb auf den Einsatz dieser
Medikamentengruppe verzichtet werden sollte.

Bei Versagen der Erstlinientherapie kann Amiodaron als Reservemedikament auch zur
Frequenzlimitierung eingesetzt werden, das Klasse-lll-Antiarrhythmikum wird allerdings
vornehmlich zur Rhythmuskontrolle verwendet. Bei unzureichendem Erfolg der Monotherapie
mit einem der genannten Medikamente besteht die Moglichkeit der Kombinationstherapie. Die
Auswahl des eingesetzten Medikaments ist individuell abhangig von den Symptomen und

Komorbiditaten der Patient:innen sowie den potenziellen Nebenwirkungen™®.

2.3.3. Rhythmuskontrolle

Beim Therapieansatz der Rhythmuskontrolle ist das vornehmliche Ziel, Vorhofflimmern in den
Sinusrhythmus zu konvertieren und diesen in der Folge zu erhalten, Wie die 2020
veroffentliche EAST Studie zeigt, ist eine frihe Rhythmuskontrolle auch bei wenig
symptomatischen Patient:innen prognoseverbessernd. So konnte ein positiver Einfluss auf das
Auftreten von kardiovaskuldren Todesursachen, Schlaganfallen oder Hospitalisierung auf
Grund von Herzversagen oder akutem Koronarsyndrom gezeigt werden, weshalb die
Therapiesdule der Rhythmuskontrolle einen zunehmend hohen Stellenwert in der

Vorhofflimmertherapie einnimmt.”®
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Pharmakologische und elekirische Kardioversion

Zur Termination des Vorhofflimmerns und der Konvertierung in den Sinusrhythmus kommen
sowohl antiarrhythmische Medikamente als auch die elektrische Kardioversion in
Kurzzeitsedierung in Frage. Ublicherweise werden Antiarrhythmika der Klasse Ic (Flecainid,
Propafenon) und Klasse Il (Amiodaron, Dronedaron, Vernakalant) verwendet™.

Das Erreichen eines stabilen Sinusrhythmus stellt ein vorrangiges Ziel der Therapie dar, da
bei Unterbindung der Arrhythmie die Remodeling-Effekte ricklaufig sind, eine
Symptomverbesserung der Patient:innen zu verzeichnen ist und Komplikationen vermieden

werden kénnen’®.

Ablationstherapie

Es konnte belegt werden, dass interventionelle Therapieansatze den Antiarrhythmika
bezliglich Rezidivrate, Beschwerdefreiheit und Lebensqualitat Uberlegen sind®-2, Eine
Uberlegenheit in Bezug auf die Gesamtmortalitat, das Auftreten von Schlaganfallen oder
schweren Blutungsereignissen konnte bisher nicht nachgewiesen werden®. Insbesondere
nach frustranem Rhythmisierungsversuch oder bei Unvertraglichkeit der medikamentésen
Therapie wird bei Patient:innen mit paroxysmalem oder persistierendem Vorhofflimmern ein
interventionelles Vorgehen empfohlen. Entsprechen hat die Katheterablation des
Vorhofflimmerns in den letzten Jahren deutlich an Bedeutung gewonnen und gehort nach den
internationalen Richtlinien zur Standardtherapie der Erkrankung'®®. Hierbei gibt es zwei
technische Verfahren, die sich hinsichtlich des Therapieerfolgs nicht unterscheiden, die
Radiofrequenz- und die Kryoablation®%%, Die Auswahl des technischen Materials obliegt der
Verflugbarkeit innerhalb der medizinischen Einrichtung und den Praferenzen von Behandler:in
und Patient:in.

Die Basis der Katheterablation bildet die Pulmonalvenenisolation (PVI). Bei der PVI wird der
linke Vorhof mittels multipolarem Mappingkatheter elektrophysiologisch und anatomisch
charakterisiert und eine 3D-Karte der Verhaltnisse erstellt®”. AnschlieRend wird entlang der
Einmindungen der Pulmonalvenen in den Vorhof die Muskulatur verédet. Die so erzeugten
zirkularen transmuralen Lasionen unterbinden die Fortleitung der dort entstehenden
ungerichteten elektrischen Aktivitat auf die Vorhofmuskulatur®. Um Pulmonalvenenstenosen
bei der Ablation innerhalb der Pulmonalvenen selbst zu vermeiden, hat sich eine zwar
ostiumnahe aber innerhalb des Vorhofs gelegene Ablation etabliert®®*. Weitere haufig
auftretende Komplikationen der Ablationstherapie sind gefallassoziierte Komplikationen wie
arteriovendse Fistelbildung, femorale Pseudoaneurysmen im Bereich der Leiste oder das
Auftreten von Perikardtamponaden®’.

Um den Therapieerfolg zu verbessern, erganzen heutige Ablationsstrategien die PVI durch die

Ablation von CFAE®® oder autonomer Ganglien®, sowie die Anlage linearer Lasionen an extra-
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pulmonalen Orten im Bereich der Vena Cava, der Herzohren oder des Coronarsinus®:. Als
eine weitere mdgliche Erganzung der PVI ist die Ablation des cavotrikuspiden Isthmus (CTI)
zu nennen. Hierbei handelt es sich um eine alternative Ablationsstrategie, die besonders bei
der Ablation von Vorhofflattern zum Einsatz kommt®. In einer randomisierten Studie von 2021
konnte nachgewiesen werden, dass eine durch weitere Ablationsstrategien erganzte PVI der
alleinigen PVI bezlglich der Rezidivrate Uberlegen ist, was vielversprechende Auswirkungen

auf die Weiterentwicklung der Ablationsbehandlungen hat®.

2.4 Mitochondrialer Metabolismus

2.4.1. Allgemeine Funktion der Mitochondrien

Mitochondrien sind essenzieller Bestandteil eukaryontischer Zellen. Die zentrale Funktion der
Organellen liegt in der zellularen Energieproduktion Gber die p-Oxidation und den Zitratzyklus
innerhalb der mitochondrialen Matrix und Uber die Atmungskette an der inneren
Mitochondrienmembran. Hier findet die Synthese von ATP durch oxidative Phosphorylierung
statt. Die Atmungskette besteht aus den Multienzymkomplexen | bis IV, der ATP-Synthase
(Komplex V) sowie zwei Elektronentransportmolekiilen, dem Coenzym Qo und Cytochrom-c®.
Neben der Energiebereitstellung sind Mitochondrien wichtig flir zahlreiche andere
Zellstoffwechselvorgange wie die Regulation des Kalzium-Haushalts und den Vorgang des
programmierten Zelltods (Apoptose)®” 8. In Abhangigkeit vom Gewebetyp und dem damit
einhergehenden Energiebedarf enthalten eukaryontische Zellen sehr unterschiedliche

Mitochondrien-Gehalte®®.

2.4.2. Die mitochondriale DNA

Mitochondrien enthalten ein eigenes Genom, das in vielen tausend Kopien in jeder Zelle
vorliegt (Polyploidie). Sie sind Trager der einzigen extrachromosomalen DNA innerhalb
menschlicher Zellen'®. Bei der mitochondrialen DNA (mtDNA) handelt es sich um ein
zirkulares doppelstrangiges Molekiil, bestehend aus 16.569 Basenpaaren. Auf der miDNA
liegen die Gene flur 13 Proteine der Atmungskette sowie fur Bestandteile der mitochondrialen
Translation (2 mitochondriale rRNAs und 22 tRNAs)™". Die Gendichte der mtDNA ist sehr hoch
und es gibt nur wenige nicht codierende Anteile. Die einzig langere dieser Regionen ist der
displacement loop (D-loop), hier sind wichtige Sequenzen fir die Initiation der Transkription
und der Replikation der mtDNA lokalisiert. Alle weiteren mitochondrialen Proteine werden im
Nukleus codiert, an den Ribosomen im Zytosol synthetisiert und Uber spezifische
Transportproteine an ihren Platz im Mitochondrium geschleust'®. Mitochondrien stehen damit

unter der dualen Kontrolle sowohl der mitochondrialen als auch der nukledren DNA.
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Von zentraler Bedeutung flr die in dieser Arbeit angewandte Methodik ist, dass die drei
groften der insgesamt 13 Untereinheiten |, Il und Il der Cytochrom-c-Oxidase (COX) (vierter
Komplex der Atmungskette) im mitochondrialen Genom und die vier Bestandteile der
Succinatdehydrogenase (SHD) (Komplex Il der Atmungskette) nur im nukledren Genom
codiert werden'%2193_ Beij einer Dysfunktion der Atmungskette lasst die Aktivitadtsmessung der
beiden Enzyme daher Riickschlisse darauf zu, ob nukledre oder mitochondriale Mutationen

stattgefunden haben.

2.4.3. Rolle der Mitochondrien im Rahmen des Alterungsprozesses

Im Rahmen des physiologischen Alterungsprozesses von Geweben kommt es zu
Mutationen'®. Dabei ist das mitochondriale Genom deutlich haufiger als die nukledre DNA
betroffen'®. Griinde hierfiir sind ein mdglicherweise nicht suffizientes Reparatursystem,
unzureichender Schutz durch Histone und die enge raumliche Beziehung zu freien reaktiven
Sauerstoffspezies, die im Rahmen der Energiegewinnung vor Ort entstehen und zu Schaden
im Doppelstrang filhren. Es wird davon ausgegangen, dass mit steigendem Lebensalter
somatische de-novo Mutationen der mtDNA, , vor allem grof3e Deletionen und Duplikationen
grol3er Abschnitte, in Zellen akkumulieren, ganz besonders in postmitotischen Geweben wie
bspw. Hirn, Skelett- oder Herzmuskel'%:'%7. Durch solche mtDNA-Deletionen kommt es zur
Funktionseinschrankung der Enzyme der Atmungskette, wenn der Gehalt mutierter mtDNA-
Kopien den Gehalt der wildtyp-Kopien Ubertrifft. Daraus resultiert eine Minderung der
bioenergetischen Zellaktivitat. Das passiert nicht in allen Zellen in gleichem Male und es
entsteht ein Zellverband, in dem die betroffenen Zellen mosaikférmig inmitten normaler Zellen
eingestreut sind™. Welche Auswirkungen die Mutationen der mtDNA und damit die
mitochondriale Funktionseinschrdnkungen haben, lasst sich individuell fir das betroffene
Gewebe betrachten und ist noch nicht vollstdndig bekannt. So reicht das Spektrum
mitochondrialer Erkrankungen von milden Symptomen bis zu Multiorganaffektionen. Die

Pathologie ist klinisch, biochemisch und genetisch heterogen.
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Abbildung 2: Entstehung des Gewebsmosaiks

Schematische Darstellung der altersabhéngigen Entstehung von Deletionen der mitochondrialen DNA (mtDNA)
und deren Einfluss auf die Gewebsstruktur. Zellen mit mtDNA defizienten Mitochondrien sind mosaikférmig
innerhalb des Gewebes angeordnet und fiihren zu Organfunktionsstérungen wie bspw. Herzrhythmusstérungen.
Modifiziert nach Baris et al., 20155

2.4.4. Bedeutung fiir das Myokard

Es kann davon ausgegangen werden, dass das Herz in besonderer Weise vom
mitochondrialen Metabolismus abhangt. Hier ist die Anzahl an Mitochondrien besonders hoch
und der Funktionsverlust im Alter besonders gravierend. Die Pravalenz Kkardialer
Erkrankungen steigt mit dem Patient:innenalter. So treten neben dem Vorhofflimmern auch
andere supraventrikulare und ventrikulare Arrhythmien wie Extrasystolen und AV-Blocke im
Alter gehauft auf!®110,

In Untersuchungen des menschlichen Herzmuskels konnte in zuféllig verteilten Zellen
innerhalb des Zellverbands eine Funktionsstérung der COX festgestellt werden. Dabei bestand
ein direkter Zusammenhang zwischen dem Alter der Proband:innen und der Anzahl der Zellen
mit eingeschrankter COX Funktion™".

Baris et al. untersuchten 2015 am Mausmodell, inwieweit kardiale Arrhythmien mit der

Akkumulation von Deletionen in der mtDNA zusammenhangen. Die Studie ergab, dass bei
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Mausen mit klnstlich gestorter Mitochondrienfunktion nach 18 Monaten vorzeitige frih
einfallende Extrasystolen und AV-Blockierungen nachzuweisen waren. Die Arrhythmien waren
nach 12 Monaten noch nicht nachweisbar und konnten dariber hinaus nicht auf eine generelle
Dysfunktion der Mitochondrien des gesamten Myokards zurlckgefihrt werden. Dies |asst
darauf schlieRen, dass die altersabhangige Akkumulation von mtDNA-Deletionen mit
einhergehendem Atmungsketten-Defizit zur Entstehung von Herzrhythmusstérungen wie

bspw. Vorhofflimmern beitragt's.

2.5 Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Vorhofflimmern ist eine der wichtigsten Erkrankungen des alteren Menschen und daher ein
grofldes Patient:innenkollektiv von der Herzrhythmusstérung betroffen. Der Mechanismus der
Rhythmusstorung ist aber gerade bei den persistierenden Formen noch nicht verstanden und
die aktuellen Behandlungsmethoden sind zwar grofdtenteils effektiv aber nicht bei allen
Patient:innen in gleichem Masse erfolgreich.

Trotz vielfacher Erforschung der molekular-pathologischen Grundlagen des Vorhofflimmerns
gibt es nach wie vor viele Licken im Verstandnis der Erkrankung. Strukturelles Remodeling
und Fibrosierung der Herzmuskulatur scheinen hierbei eine entscheidende Rolle zu spielen'2,
Beides tritt im Rahmen des Alterungsprozesses von Geweben auf, genau wie die Zunahme
von Deletionen in der mtDNA™". Untersuchungen am Mausmodell legen die Vermutung nahe,
dass es einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Zellen mit Akkumulation von
mtDNA-Deletionen und der Entstehung von Herzrhythmusstérungen gibt. Dabei sind die
mutationstragenden Zellen mosaikférmig innerhalb des Zellverbands der Kardiomyozyten
angeordnet’. Die Untersuchung dieses Zusammenhangs hat bisher noch nicht an
menschlichem Gewebe stattgefunden und soll Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein.
Hierzu soll das myokardiale Gewebe von Vorhoffimmerpatient:innen nach deren genauer
klinischer und elektrophysiologischer Charakterisierung hinsichtlich des Auftretens von
mitochondrialen Funktionsstorungen untersucht werden. Grundlage der experimentellen
Herangehensweise bilden hierbei die Aktivitdtsbestimmung der beiden Enzyme der
Atmungskette COX (codiert im mitochondrialen Genom und funktionseingeschrankt bei
mtDNA Deletionen) und SDH (codiert im nuklearen Genom und nicht von mtDNA Deletionen

betroffen), wodurch spezifisch Stérungen in der mtDNA nachgewiesen werden kénnen.

Die Hypothese ist, dass es eine Korrelation zwischen Patient:innenalter, Schwere des
Vorhofflimmerns und dem Vorkommen von Deletionen in der mtDNA gibt. So kénnte in der
vorliegenden Studie erstmals ein mechanistischer und kausaler Zusammenhang zwischen
dem generellen Alterungsprozess und dem im Alter gehauft auftretenden Vorhofflimmern

hergestellt werden. Dies koénnte Implikationen fir Diagnostik und Therapie des
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Vorhofflimmerns haben und erkldren, warum altere Menschen eine erhdéhte Suszeptilitat fir

Vorhofflimmern aufweisen.
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3. Material und Methoden

3.1 Patient:innenkollektiv

Das Patient:innenkollektiv der vorliegenden Arbeit umfasst 20 Patient:innen, die im Zeitraum
von August 2017 bis Dezember 2017 in der Abteilung fir Elektrophysiologie des Herzzentrums
der Universitatsklinik Koln behandelt wurden. Es handelt sich um Patient:innen, die sich mit
paroxysmalem (n=5) oder persistierendem (n=15) Vorhofflimmern zur Ablationstherapie
vorstellten.

Einschlusskriterien ~ waren, neben dem  Vorliegen eines  symptomatischen,
behandlungsbediirftigen Vorhoffimmerns, das Alter Gber 18 Jahre. Von der Teilnahme
ausgeschlossen waren Patient:innen mit permanentem  Vorhofflimmern, einer
vorhergegangenen chirurgischen Therapie des Vorhofflimmerns, einem BMI >35kg/m?, einer
vorliegenden Schwangerschaft, einer hamorrhagischen Diathese oder einer anderen
Koagulopathie, Kontraindikationen fir orale Antikoagulation sowie einer Hyper- oder
Hypothyreose.

Die Proband:innen wurden mindestens 24 Stunden vor dem Eingriff Gber Verlauf und Risiken

des Prozederes aufgeklart und unterzeichneten eine vorgefertigte Einverstandniserklarung.

Patient:innen zur Ablationstherapie
N =22

Eingeschlossen*: Ausgeschlossen:
N=20 N=2

Paroxysmales VHF Persistierendes VHF
N=5 N=15

Gesamtzahl der Studienteilnehmer:innen N = 20

*Einschlusskriterien: Myokardbiopsie moglich, paroxysmales oder persistierendes symptomatisches
VHF, Alter >18 Jahre
VHF = Vorhofflimmern

Abbildung 3: Ubersicht (iber das Patient:innekollektiv

Fir die Studie liegt ein positives Ethikvotum der Ethikkommission der Universitatsklinik Kéln
(06.03.2017) vor. Alle Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden auf der Grundlage
der revidierten Deklaration von Helsinki des Weltarzteverbundes (1983) sowie den

entsprechenden gesetzlichen Grundlagen durchgefiihrt.
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3.2 Klinische Parameter

Patient:innenbezogene Daten wurden zum Zeitpunkt der Intervention, nach 3 und 12 Monaten
erhoben. Hierzu erfolgten eine Anamneseerhebung, eine kdrperliche Untersuchung und eine
Laboruntersuchung. Auferdem wurde eine transthorakale Echokardiographie (TTE)
durchgeflihrt sowie ein 12-Kanal-EKG erstellt. Zusatzlich wurde bei den Follow-Up Terminen
ein Langzeit-EKG angefertigt. Die Datenerhebung umfasste auflerdem Kennzahlen zur
Ablationsprozedur, eingenommenen Medikamenten sowie Komplikationen von Prozedur oder
Therapie.

Von zentraler Bedeutung waren das Patient:innenalter, die Lange der Vorhofflimmerepisoden,
die Anzahl der Jahre seit Erkrankungsbeginn und das Auftreten eines Vorhofflimmerrezidivs
in den ersten 12 Monaten nach der Ablationstherapie. Fehlende oder erganzende
Informationen bezlglich der kardiologischen Anamnese wurden in Absprache mit den

Patient:innen von den behandelnden Hausarzt:innen bzw. Kardiolog:innen angefordert.

3.3 Probengewinnung

Bei dem zu untersuchenden Gewebe handelte es sich um Biopsate des ventrikularen
Myokards der in die Studie eingeschlossenen Proband:innen, welches mittels einer
Myokardbiopsie gewonnen wurde.

Im Rahmen ihres Aufenthalts in der Uniklinik KoIn unterzogen sich alle Patient:innen einer
Katheterablations-Therapie. Im untersuchten Kollektiv wurden 15 Patient.innen mittels
Radiofrequenz- und 5 Patient:innen mittels Kryo-Ablation behandelt.

Um den Ort der Ablation aufzusuchen, wurde ein elektroanatomisches Mapping-Programm
verwendet. Unter geringer Strahlenbelastung konnten damit die anatomischen Strukturen des
Herzens dargestellt werden und im Anschluss gezielt die gewilinschten Loci abladiert werden.
Mit Hilfe dieser Mapping Programme war es moglich, den Ort fiir die Biopsie ohne zusatzliche
Strahlenbelastung fur die Patientiinnen zu lokalisieren. Die Entnahmestelle fur die
Myokardbiopsie lag an einer beliebigen Stelle im rechten Ventrikel. Diese Stelle konnte vom
rechten Vorhof aus entsprechend des natirlichen Zugangswegs Uber die Trikuspidalklappe
erreicht werden, ohne andere Strukturen zu schadigen. Mit einer Biopsiezange wurden 2-3mm
grolle Gewebsstlicke aus dem Herzmuskel entnommen. Dabei kam es zu keiner Zunahme
der Prozedurzeit, da die Biopsie in der ohnehin vorgesehenen Wartezeit fir die Persistenz der
PVI durchgefuhrt werden konnte. Die so gewonnenen Proben wurden in einen mit gekihlter
PBS-Pufferlésung geflillten sterilen Behalter gegeben und transportfahig gemacht.

Obwohl der Ursprung der Arrhythmien im Vorhof liegt, konnte die Gewebeentnahme und damit
die Untersuchung der zellularen Prozesse nur im Myokard des Ventrikels erfolgen. Grund

hierfur ist die geringe Dicke der Vorhofwand und die damit einhergehende Fragilitat. Eine
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Biopsie des Vorhofmyokards wurde als zu risikobehaftet eingestuft. Bei einem Patienten des
Kollektivs kam es auch bei ventrikularer Biopsieentnahme zur Perikardtamponade als Folge
der Punktion (siehe Absatz 4.2).

3.4 Histologische Aufarbeitung

Im Labor wurde das entnommene Gewebe in ein mit O.C.T.-Masse fur Kryoschnitte (Tissue
Tek, Vogel) gefllltes Einbettschalchen gegeben und schockgefroren. Hierzu wurde die Probe
einige Minuten in eine Schale mit durch Flissigstickstoff heruntergekihltem Isopentan
gehalten. Die so konservierten Proben wurden bei -80°C im Gefrierschrank gelagert.

Zur Weiterverarbeitung wurden die Kryoblocke mit der darin enthaltenen Gewebsprobe im
Kryostat (Leica CM 3050s, Techno-med) bei -20°C in 10um dicke Scheiben geschnitten und
auf Objekttragern fixiert. Durch das kurze Antauen der Probe blieben die Gewebsschnitte am
Glas des Objekttragers haften. Die so hergestellten Schnitte konnten weiterhin bei -80°C bis
zur Weiterverarbeitung gelagert werden. Beim Prozess des Schneidens wurde darauf
geachtet, an verschiedenen Stellen der Herzmuskelbiopsie Schnitte anzufertigen, um einen
moglichst grolien Bereich der Probe zu erfassen. Die Schnitte wurden in Paaren sortiert, so
dass aufeinanderfolgende Ebenen des Herzmuskels in unterschiedlichen Farbungen
miteinander verglichen werden konnten. Die entstandenen Querschnitte durch das Myokard
wurden entsprechend zweier Farbeprotokolle wie im Folgenden beschrieben
weiterverarbeitet.

Um das am Mausmodell entwickelte Farbeprotokoll zu Uberprifen und an das menschliche
Gewebe anzupassen wurden zusatzlich angefertigte Gewebspraparate verwendet. Diese

wurden in der Datenauswertung nicht bertcksichtigt.

3.4.1. Hamatoxylin-Farbung (HE-Farbung)

Jeder zweite Schnitt wurde mit Hamatoxylin gefarbt, um die generellen Gewebestrukturen
sichtbar zu machen und die Gesamtanzahl der Zellen zu erfassen. Hierbei war die Darstellung
der Nuklei von zentraler Bedeutung, ein Nukleus stand dabei stellvertretend fir eine Zelle.
Hierzu wurden die Gewebsschnitte fir 10 Minuten an der Luft angetaut und getrocknet. Es
erfolgt die Farbung mit Gill 3 Hamatoxylin (Thermo Scientific) fir 3 Minuten. AnschlieRend
wurden die Proben fir eine Minute in angesauertem Milli-Q (MQ) Wasser und danach 10
Minuten unter dem laufenden Wasserhahn ausgewaschen. Die Dehydratation der Proben
erfolgte mit aufsteigenden Konzentrationen von Ethanol (50%, 70%, 95% und 100%),
anschlielend wurden sie zweimal in 100%igem Xylol gereinigt und die Farbung mit Entellan
(Merck, Deutschland) befestigt.
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3.4.2. Cytochrom-c-Oxidase(COX)-Succinatdehydrogenase(SDH)-
Doppelfarbung
Um die Funktionalitat der beiden Enzyme der Atmungskette COX und SDH sichtbar zu machen
erfolgte die sequenzielle COX-SDH-Doppelfarbung der zweiten Halfte der Gewebsschnitte.
Die Proben wurden fiir 15 Minuten an der Luft angetaut und getrocknet. AnschlieRend wurden
sie fur 20 Minuten in COX-Farbeldésung (20mg/ml Katalase, 0.75% Saccharose (Sigma),
0,02% Cytochrom c (reduzierte Form, Sigma) und 0,01% DAB (Sigma) in 50mM Naz;HPOs4,
End-pH 7,4) bei 37°C inkubiert und dann in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) fir 2
Minuten gewaschen. Daraufhin fand die Inkubation der Schnitte in SDH-Farbelésung (0,2%
w/v NBT (Sigma), 0,2M Natriumsuccinat, 50mM MgClz, 50mM Tris-HCI, End-pH 7,4) fur 80-90
Minuten bei 37°C statt. Zuletzt wurden die Proben fir 2 Minuten in MQ Wasser gewaschen
und mit Glycerin-Gelatine (Sigma, #GG1) befestigt.
Muskelzellen mit sowohl funktionierender COX als auch SDH zeigten sich nach der
Doppelfarbung braun-grau angefarbt. Bei reduzierter oder fehlender COX-Aktivitat und
gleichzeitig erhaltener SDH-Funktion nahmen die Zellen eine blaue Farbe an. Blaue Zellen

galten somit als Cytochrom-c-Oxidase negative (COX"®9) Zellen.

3.5 Quantifizierung der Zellen
Die angefarbten und fixierten Praparate wurden gescannt und digitalisiert, hierzu wurde der
Slide Scanner Leica SCN400 (CECAD Einrichtung fur bildgebende Verfahren, Koln)

verwendet.

Nach der Durchfliihrung der oben beschriebenen Farbeprotokolle und Digitalisierung der
Schnitte ergaben sich pro Patientiin 3 Probenpaare. Ein Paar bestand aus einem
Gewebsschnitt in HE-Farbung und einem angrenzenden Schnitt in COX-SDH-Enzymfarbung.
Da die Ebenen innerhalb der Probenpaare aufeinander folgten, beinhalteten sie die Anschnitte
derselben Zellen und konnten somit verglichen werden.

Auf Grund der geringen Grofe der Biopsien wurde darauf verzichtet, bestimmte Bereiche zur
Betrachtung zu definieren und stattdessen die gesamte Probenflache ausgezahlt. Aus den
HE-gefarbten Praparaten lied sich die Gesamtzellzahl des Myokardgewebes bestimmen und
daraus die absolute Anzahl der Kardiomyozyten errechnen. Hierbei stand ein angefarbter
Zellkern stellvertretend flr eine Zelle. Es wurde davon ausgegangen, dass die Halfte aller
sichtbaren Zellkerne zu Fibroblasten des kardialen Bindegewebes und anderen Zelltypen
gehort. So ergab sich aus der Gesamtmenge der gezahlten Zellen ein Myozytenanteil von
50%"13. Bei den COX-SDH-gefarbten Schnitten wurde die Anzahl der blau angefarbten, also
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mt-DNA defizienten Kardiomyozyten gezahlt. Aus diesen beiden Zahlen konnte der Anteil der
COX"e9 Zellen an der Gesamtheit aller Kardiomyozyten in % errechnet werden.
Far jeden Patient:in wurde der Durchschnitt der Auszahlungen aller drei Proben errechnet und

in Bezug zu den klinischen Daten gesetzt.

3.6 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung des Datensatzes erfolgte mit GraphPad Prism Version 9.2.0. fir
macOS. Stetige Variablen wurden flr die deskriptive Statistik beim Vorliegen einer
Normalverteilung als Mittelwert * Standardabweichung (MW + SD) bzw. bei
Nichtnormalverteilung als Medianwert mit Minimum (min) und Maximum (max) dargestellt.
Kategoriale Variablen wurden mittels absoluter und relativer Haufigkeiten berichtet. Bei allen

statistischen Tests wurde ein p-Wert von <0,05 als signifikant angenommen.

D’Agostino-Pearson Test

Die Variablen wurden mit dem D’Agostino-Pearson Test auf Normal- bzw. nicht-
Normalverteilung Uberprift. Entsprechend des Ergebnisses wurden die weiteren Rechnungen
durchgeflhrt.

t-Test

Bei Vorliegen einer Normalverteilung wurden im t-Test fir unabhangige Stichproben gezielt
die Mittelwerte der gemessenen Anzahl von COXneq Zellen von Subpopulationen der Kohorte
auf Unterschiede Uberprift. Subpopulationen wurden anhand klinisch relevanter Faktoren
gebildet.

Mann-Whitney-U-Test

Bei Vorliegen von nicht normalverteilten Werten wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test

Uberprift, ob sich die zentralen Tendenzen zweier unabhangiger Gruppen innerhalb der

Kohorte im Auftreten von COXeg Zellen unterscheiden.

Univariate lineare Regressionsanalyse

In der univariaten linearen Regressionsanalyse wurde der Einfluss einzelner klinischer
Faktoren auf den gemessenen Anteil von COXneq Zellen ermittelt. Da sich hier kein signifikanter
Zusammenhang abzeichnete, wurde auf die Durchfiihrung einer multiplen

Regressionsanalyse verzichtet.
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Korrelationsanalyse

In der Korrelationsanalyse wurde der Zusammenhang zwischen verschiedenen Variablen und

dem Auftreten von COXneg Zellen untersucht und der Korrelationskoeffizient r ermittelt.
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4. Ergebnisse

4.1 Patient:innenkollektiv

Das Studienkollektiv dieser Untersuchung umfasst 20 Personen und setzt sich aus 4 Frauen

und 16 Mannern zusammen. Alle Patient:innen stellten sich im Zeitraum von August bis

Dezember 2017 in der Kardiologie der Uniklinik Koln zur Ablationstherapie vor. 5 der

Patientiinnen litten zum Zeitpunkt des Eingriffs an paroxysmalem Vorhofflimmern, 15 an

persistierendem Vorhofflimmern. Das mediane Alter der Patient:innen lag bei 68,5 Jahren (Q1
= 57; Q3 = 75,6; min = 50 Jahre; max = 83 Jahre). Die Abbildung 4 und Abbildung 5

veranschaulichen diese Verteilung.

Geschlechterverteilung

Il weiblichN=4
[ mannlich N = 16

Gesamt = 20

Art des VHF

Gesamt = 20

Abbildung 4: Geschlechterverteilung und Art des Vorhofflimmerns (VHF)

Alter bei Biopsie
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Abbildung 5: Altersverteilung des Patient:innenkollektivs

Il paroxysmalN=5
3 persistierend N = 15
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Wie in Tabelle 1 dargestellt, waren weitere Baseline-Charakteristika des Studienkollektivs ein
medianer BMI von 28,50 kg/m? (Q1 = 23,8; Q3 = 29,7; min = 22,57; max = 35,62) und ein
medianer CHA2DS,-VASc Score von 2,5 (Q1 = 1; Q3 = 4,8; min = 0; max = 6). Der EHRA
Score der Kohorte lag im Median bei 3 (Q1 = 1; Q3 = 3; min = 2; max = 4). Hierbei handelt es
sich um einen Score der European Heart Rhythm Association, der das Ausmal® des
Vorhofflimmerns anhand der Einschrankungen der Patientiinnen bei der Ausfliihrung von
physischen Aktivitdten beurteilt. Die Patient:innen litten zum Zeitpunkt der Prozedur seit5 + 5
(Mittelwert (MW) = Standardabweichung (SD)) Jahren an Vorhofflimmern, die langste Dauer
der Vorhofflimmer-Episoden betrug hierbei im Durchschnitt 26,69 + 80,26 Tage. Im Mittel wies
das Patient:innenkollektiv ein linksatriales Volumen von 36,6 ml/m? auf. Die mediane
Ejektionsfraktion (EF) betrug 57,5% (Q1 = 55; Q3 = 65), wobei eine minimale Auswurfleistung

von 40% und eine maximale von 67% zu messen war.

Charakteristika Patientiinnen
Gesamtkollektiv, N 20
Geschlecht
Weiblich, N (%) 4 (20%)
Mannlich, N (%) 16 (80%)
Alter, Median (Q1/Q3) [Jahre] 68,5 (57/75,6)
BMI, Median (Q1/Q3) [kg/m?] 28,5 (23,8/29,7)

Art des Vorhofflimmerns

Persistierendes VHF, N (%) 15 (75%)

Paroxysmales VHF, N (%) 5 (25%)
CHA2DS2-VASc Score, Median (Q1/Q3) 2,5(1/4,8)
EHRA Score, Median (Q1/Q3) 3 (2/3)
Bestehen des VHF, MW + SD [Jahre] 515
Langste Dauer der VHF-Episode, MW * SD [Tage] 26,7 + 80,3
Volumen des linken Vorhofs, MW £ SD [ml/m?] 36,6 £9,9
Ejektionsfraktion, Median (Q1/Q3) [%] 57,5 (55/65)

Tabelle 1: Baseline-Charakteristika

BMI = Body-Mass-Index, VHF= Vorhofflimmern, Q1 = erstes Quartil, Q3 = drittes Quartil, MW = Mittelwert,
SD = Standardabweichung

Im Rahmen der Vorstellung zur Ablationstherapie wurde bei allen Patientiinnen ein EKG zur
Dokumentation des aktuell vorliegenden Herzrhythmus angefertigt. Hierbei wurde die folgende
Verteilung festgestellt (siehe Abbildung 6). Es befanden sich 14 Patientiinnen im
Sinusrhythmus (SR), ein Patient wies eine atriale Tachykardie (AT) auf und bei 5 Patient:innen
bestand Vorhofflimmern. Unabhangig vom aktuellen Rhythmus am Vortag der Intervention
unterzogen sich alle Patient:innen im Anschluss einer PVI.
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Startrhythmus

SR 14

AT 1

VHF 5

T T 1
0 5 10 15

Anzahl Patient:innen
Abbildung 6: préinterventioneller Rhythmus

SR = Sinusrhythmus, AT = Atriale Tachykardie, VHF = Vorhofflimmern

4.1.1. Vorerkrankungen

Die 20 Patientiinnen der Studie litten an verschiedenen relevanten kardiologischen
Vorerkrankungen. Die haufigste Vorerkrankung war die konzentrische Myokardhypertrophie,
diese trat bei 65% der Untersuchten auf. Bei 60% lag eine arterielle Hypertonie vor. Je 25%
hatten eine koronare Herzkrankheit oder Niereninsuffizienz. 20% der Patient:innen litten an
einem Diabetes mellitus, je 10% an einer Kardiomyopathie oder einem vorausgegangenen
Schlaganfall. Zu je 5% lag ein Schlafapnoe-Syndrom, ein Nikotinabusus oder eine vergangene
Bypass-Operation vor. Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht Uber die beschriebenen

Vorerkrankungen des Patient:innenkollektivs.

Vorerkrankungen N %

Konzentrische Myokardhypertrophie 13 65%

Arterielle Hypertonie 12 60%
Niereninsuffizienz 5 25%
Koronare Herzkrankheit 5 25%
Diabetes Mellitus 4 20%
Z.n. Schlaganfall 2 10%
Kardiomyopathie 2 10%
Schlafapnoe 1 5%
Nikotinabusus 1 5%
Z.n. Bypass-Operation 1 5%

Tabelle 2: Ubersicht tiber die Vorerkrankungen
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4.1.2. Vorangegangene Therapien

Tabelle 3 beschreibt, mit welchen TherapiemalRnahmen die Studienteilnehmer:innen bis zum
Zeitpunkt der im Rahmen der Studie durchgeflhrten Vorhofflimmerablation bereits behandelt
wurden. So waren 60% der Patientiinnen in der Vergangenheit schon ein oder mehrmals
abladiert worden. Eine genaue Ubersicht tiber die verschiedenen Arten der Vorablationen gibt
Abbildung 7.

Bei 75% der Patientiinnen war anamnestisch bereits mindestens eine elektrische
Kardioversion durchgefuhrt worden. Im Mittel lag die Anzahl der durchgefihrten
Kardioversionen bei 2+2. Eine medikamentdse Therapie mit Antiarrhythmika wurde von 45%
der Patientiinnen berichtet. Dies umfasste die Behandlung mit Amiodaron (N = 6) oder
Flecainid (N = 3). 90% der Proband:innen wurden prainterventionell mit Betablockern
behandelt.

Therapiemaflinahme N %

Z .n. elektrischer Kardioversion 15 75%
Anzahl Kardioversionen, MW + SD 22

Z.n. Ablation 12 60%

Einnahme von Betablockern 18 90%

Einnahme von Antiarrhythmika 9 45%

Tabelle 3: Vorangegangene TherapiemalBnahmen

Bei der im Rahmen der Studie durchgefuhrten Ablation handelte es sich bei 8 von 20
Proband:innen (40%) um die erste Ablation. Von den anderen 12 Personen, die sich zu einer
erneuten Ablationstherapie vorstellten, war bei 8 (40%) bereits eine PVI durchgefiihrt worden.
Bei jeweils einer Person (5%) wurde schon die zweite bzw. dritte PVI vorgenommen. 2
Patient:innen (10%) des Studienkollektivs hatten sich im Vorfeld der Studie einer Ablation des

cavotrikuspiden Isthmus (CTI) unterzogen (Abbildung 7).
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Anzahl Patient:innen
Abbildung 7: Art der Vorablationen

PVI = Pulmonalvenenisolation, re-PVI = zweifache PVI, re-re-PVI = dreifache PVI,
CTI = Ablation des cavotrikuspidalen Isthmus

4.2 Komplikationen

Einen zentralen Aspekt der Studie stellte die Entnahme von myokardialem Gewebe der
Ablationspatient:innen dar. Fir diese zusatzliche Intervention wurde bei der Studienplanung
von keinem relevanten zusatzlichen Risiko ausgegangen, da die Biopsie im Rahmen der
ohnehin erfolgten PVI durchgefuhrt wurde. So waren Komplikationen im Bereich der Leiste,
Perikardtamponaden oder Lungenarterienembolien im allgemeinen Risiko der
Ablationsbehandlung enthalten. Mdgliche zusatzliche Belastungen der Patient:innen durch die
Myokardbiopsie waren im Studienplan und im Ethikantrag mit einem Wert von 0,01%
beschrieben worden.

Intraprozedural kam es bei einem Patienten der Studie zur Verletzung des ventrikularen
Myokards ~ mit  anschlieBender  Herzbeuteltamponade. Noch  wahrend der
Katheteruntersuchung konnte die Blutung gestoppt und der Patient anschlieRend in stabilem

Zustand verlegt werden. Eine Probengewinnung und Therapie war dennoch mdglich.

4.3 Klinische Nachbeobachtung
Die Studienteilnehmer:innen wurden nach erfolgreicher Ablation zu mehreren Zeitpunkten im
Rahmen des Follow-Ups untersucht, unter anderem im Hinblick auf Rezidivfreiheit. So wurde
zunachst postinterventionell vor der Entlassung aus der stationdren Behandlung ein
FrUhrezidiv ausgeschlossen. Bei einer Person konnte bereits hier das Wiedereinsetzen des
persistierenden Vorhoffimmerns verzeichnet werden. Im Anschluss an die stationare
Behandlung fand die erste Follow-Up Untersuchung 3 Monate nach der Ablationstherapie
statt. Zu diesem Zeitpunkt waren 16 Patientiinnen rezidivfrei, bei 3 Patientiinnen lag
persistierendes Vorhofflimmern und bei einer Person paroxysmales Vorhofflimmern vor. Zur
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letzten Kontrolle der Studie nach 12 Monaten erschienen 17 von 20 Patient:innen. Von dieser
Gruppe waren 13 Patient:innen rezidivfrei und im Sinusrhythmus und je zwei Patient:innen
stellten sich mit persistierendem oder paroxysmalem Vorhofflimmern vor. Einen Uberblick tiber
diese Befunde gibt Abbildung 8. Im Anschluss an die, in dieser Studie beschriebene,
Ablationstherapie war bei 4 von 17 befragten Studienteilnehmer:innen nach 12 Monaten eine

Redo-Prozedur indiziert, bei 3 Personen ist der weitere Verlauf unbekannt.

Rezidive

1 = kein Rezidiv
209 19 2 = persistierendes VHF
3 = paroxysmales VHF
4 = unbekannt
154

3
1 1
0 0 |-| 0
0- T 1 '|ITI|
123 4 1234 12 34

post- 3 Monats- 12 Monats-
interventionell  Follow Up  Follow Up

Abbildung 8: Herzfrequenz in der Nachbeobachtung

4.4 Auftreten von mtDNA-Deletionen

Die Gewebeproben der Patient:innen wurden, wie in Kapitel 3.4 beschrieben, histologisch und
enzymhistochemisch analysiert. Von zentraler Bedeutung war hierbei die mitochondriale
Enzymaktivitatsminderung, die mithilfe der COX/SDH-Enzymfarbung untersucht werden
konnte. Zellen mit defizitdrer COX-Aktivitdt aber funktionierender SDH stellten sich nach
Durchfiihrung der Farbung blau dar (Abbildung 9).

Um die histochemischen Auffalligkeiten zu quantifizieren, wurde die Gesamtzellzahl sowie die

Anzahl der COXneg Zellen manuell gezahlt und in Relation zueinander gesetzt (%-Angabe).
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Abbildung 9: COX/SDH-Féarbung des Myokardgewebes

Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse der Auszahlung. Von den 20 entnommenen Proben konnten 16
nach endgultiger Bearbeitung ausgezahlt werden. Griinde fiir fehlende Verwendbarkeit waren
eine zu geringe Biopsie-GroRe, ein zu hoher Anteil fibrotischen Gewebes innerhalb der Probe,
sodass nicht ausreichend viele Kardiomyozyten zu differenzieren waren, sowie Schaden durch
Transport und Lagerung. Der Anteil der COXneq Zellen (nach der enzymhistochemischen
Verarbeitung blau angefarbt) an der Gesamtzahl der Myokardzellen ist in Tabelle 4.B fir die
Patient:innenproben (p1 bis p16) in % dargestellt. Der mittlere Anteil der COXeg Zellen betrug
0,36% mit einer Standardabweichung von 0,51. Das Minimum der deletierten Zellen lag bei
0%, maximal konnte ein Anteil von 1,97% ermittelt werden. Bei der Aufteilung des Kollektivs
in drei Gruppen anhand eines Trennwerts von 0,2% COXneg Zellen wiesen 4 Proben keine
(0%) COXneg Zellen, 4 wenige (<0,2%) und 8 Proben viele (= 0,2%) der mutierten Zellen auf
(Tabelle 4.A).
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A B

N ID % COXneg Zellen

Gesamtkollektiv 20 p1 0
verwendbar 16 p2 0 Median 0,17
nicht verwendbar 4 p3 0 Q1 0,01
p4 0 Q3 0,53
p5 0,04 min 0
Anzahl COXneg Zellen p6 0,05 max 1,97

keine 4 p7 0,06
wenige 4 p8 0,12 MW 0,36
viele 8 p9 0,21 SD 0,51

p10 0,33

p11 0,38

p12 0,41

p13 0,57

p14 0,6

p15 0,98

p16 1,97

Tabelle 4: Rohdaten der Auszdhlung COXneg Zellen
(A) zeigt die Anzahl der ausgezéhlten Proben und die Einteilung anhand des Trennwerts von 0,2% blaue Zellen

(in: keine, wenige, viele); unter (B) sind die Rohdaten der Auszdhlung in %-Anteil COXneg Zellen am Gesamtanteil
der Kardiomyozyten fiir die Patient:innen p1-p16 sowie deren deskriptive Statistik dargestellt

4.4.1. Einfluss des Alters

Wie in Absatz 2.4.3 beschrieben, wird dem zelluldren Alterungsprozess eine groflde Bedeutung
fur die Entstehung von mtDNA Deletionen zugesprochen. So war ein wesentliches Ziel der
vorliegenden Arbeit, das Auftreten von Myokardzellen mit deletierter mitochondrialer DNA in
Abhangigkeit vom Patient:innenalter zu betrachten. Bei den entsprechenden Regressions- und
Korrelationsanalysen zwischen dem Alter der Proband:innen und dem Anteil der COXneg Zellen
konnte hierfir kein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden
(Korrelationskoeffizient (r) = 0,141; p = 0,604) (Tabelle 5, Abbildung 10).

Regressionskoeffizient Standardfehler p-Wert R-Quadrat Korrelationskoeffizient
Konstante -0,115 0,899 0,604 0,02 0,141
Alter 0,007 0,013

Tabelle 5: Regressions- und Korrelationsanalyse Alter
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Abbildung 10: Regressionsgerade Alter — COXneg Zellen

Nach Unterteilung des Patient:innenkollektivs in zwei Gruppen anhand eines Trennwertes in
,alt und ,jung“ wurden die Mittelwerte der Subpopulationen beziiglich des Auftretens COXneg
Zellen in % miteinander verglichen. Auch hierbei konnte im Mann-Whitney-U-Test bzw. t-Test
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p = 0,2532 bei Trennwert 60 Jahre; p =
0,9130 bei Trennwert 66 Jahre; p = 0,6512 bei Trennwert 72 Jahre). Bei dem direkten
Vergleich der beiden Kollektive konnte festgestellt werden, dass die Patient:innen im héheren
Lebensalter tendenziell starker von multiplen Deletionen betroffen waren (Abbildung 11).
Allerdings waren diese Untersuchungen bei geringer Grof3e des Kollektivs (N = 16) stark

beeinflusst von ausreienden Werten einzelner Proband:innen.
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Abbildung 11: Subgruppenanalyse nach Alter
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4.4.2. Einfluss des Geschlechts

Bei der Untersuchung des Einflusses des Geschlechts auf die Anzahl der COXneg Zellen ergab
sich eine signifikante Korrelation (p = 0,003; r = - 0,692). So kam es bei Vorliegen des
weiblichen Geschlechts zu einer erhdhten Anzahl COXneg Zellen. Dabei kann nach Cohen,
1992'* von einem starken Effekt gesprochen werden. Bei der geringen PopulationsgroRe (N

= 16) muss jedoch die Gute dieses Ergebnisses kritisch diskutiert werden.

Regressionskoeffizient Standardfehler p-Wert R-Quadrat Korrelationskoeffizient
Konstante 1,27 0,272 0,003 0,48 -0,692
Geschlecht -1,043 0,29

Tabelle 6: Regressions- und Korrelationsanalyse Geschlecht

4.4.3. Einfluss der Schwere des Vorhofflimmerns

Es ist anzunehmen, dass mit zunehmender Schwere der Erkrankung des Vorhofflimmerns die
unter 2.2.5 beschriebenen Veranderungen des Herzens eintreten. So ergab sich die
Fragestellung, ob auch die Anzahl der COX,eg Zellen mit den messbar unterschiedlichen
Auspragungen des Vorhofflimmerns korreliert. Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser
Untersuchungen beschrieben.

So lieR das Patient:innenkollektiv sich anhand der Anzahl der Jahre mit bereits bestehendem
Vorhofflimmern in zwei Subgruppen unterteilen. Hierbei gab es bei Verwendung des Mann-
Whitney-U-Tests keinen signifikanten Unterschied (p = 0,6909) im Auftreten von COXneg Zellen
zwischen den Mittelwerten der Populationen mit weniger als 5 Jahren und 5 oder mehr Jahren
Erkrankungsdauer (Abbildung 12.A). Auch in der Korrelationsanalyse lie3 sich kein
Zusammenhang zwischen der Erkrankungsdauer und der Anzahl deletierter Zellen feststellen
(p =0,755; r=0,085).

Im untersuchten Kollektiv litten 25% an paroxysmalem und 75% an persistierendem
Vorhoffimmern (Absatz 4.1). Der t-Test zum Vergleich der Mittelwerte dieser beiden
Subgruppen in Bezug auf das Auftreten COX,¢q Zellen ergab keinen signifikanten Unterschied
(p = 0,0745) (Abbildung 12.B), ebenso wenig die Korrelationsanalyse (p = 0,075; r = - 0,458).
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Abbildung 12: Subgruppenanalyse nach Erkrankungsdauer (A) und Art des VHF (B)

Als eine weitere KenngroR3e flur die Schwere des Vorhofflimmerns wurde die Rezidivireiheit als
Mafly fir den Therapieerfolg gewertet. Bei den entsprechenden Regressions- und
Korrelationsanalysen wurde kein Zusammenhang zwischen einem aufgezeichneten Rezidiv
im 3 Monats Follow-Up und der Anzahl der COXneq Zellen gefunden (p = 0,487;r=0,187). Des
weiteren zeigte sich keine statistisch signifikante Assoziation zwischen der Deletionslast des
Gewebes und dem Volumen des linken Atriums (LA) als Maly flir die vorangeschrittene
Dilatation der Vorhéfe (p = 0,343; r = 0,064). Auch die Untersuchung der Korrelation zwischen
ermitteltem CHA2DS2-VASc Score und der Menge COX,eg Zellen erwies sich nicht als

statistisch signifikant (p = 0,539; r = 0,028).

4.4.4. Einfluss von Vorerkrankungen

In einem weiteren Schritt wurden lineare Regressionsanalysen flur als relevant eingestufte
Vorerkrankungen der untersuchten Patient:innen durchgefuhrt. Es konnte festgestellt werden,
dass kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer Myokardhypertrophie
und dem Auftreten von mitochondrial deletierten Kardiomyozyten bestand (p = 0,401; r = -
0,225). Auch fiir den erhobenen BMI liel sich in der entsprechenden Korrelationsanalyse kein
signifikanter statistischer Zusammenhang mit der Anzahl der COX,eg Zellen ermitteln (p =

0,244;r=-0,309).
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5. Diskussion

51  Uberblick

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Zusammenhang zwischen dem menschlichen
Alterungsprozess sowie den damit einhergehenden zelluldren Veranderungen und dem
Auftreten von Herzrhythmusstérungen zu untersuchen. Als eine der relevantesten
Herzrhythmusstérungen des alten Menschen wurde hierflir das Vorhofflimmern anhand eines
Kollektivs aus 20 Patientiinnen genauer betrachtet. Mittels einer Biopsie gewonnene
Gewebeproben des Ventrikelmyokards der Proband:innen wurden auf das Vorliegen von
Deletionen der mitochondrialen DNA der Zellen untersucht. Diese Veranderung der
Mitochondrien galt hierbei als Mall flir das Zellalter und konnte anhand einer
enzymhistochemischen Farbung visualisiert und quantifiziert werden. Von zentraler Rolle
waren dabei die SDH (nuklear codiert) und die COX (mitochondrial codiert), beides Enzyme
der Atmungskette. Zellen mit Mutationen der mtDNA, bei denen es zur
Funktionseinschrankung der COX kam, wurden als COXneq bezeichnet. Die erhobenen Daten
der histologischen Untersuchung wurden anschief3end mit verschiedenen klinischen Kriterien
korreliert und auf deren mdglichen Einfluss Uberprift. Die Regressions- und
Korrelationsanalysen ergaben keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von COXneg Zellen und dem Patientiinnenalter, der Schwere des Vorhofflimmerns
oder den dokumentierten Vorerkrankungen. Griinde fir die fehlende Signifikanz der
Ergebnisse kénnten durch die geringe Stichprobengrdofe oder Schwachen des Studiendesigns
erklart werden.

Diese Aspekte und die Einordnung der Studienergebnisse in den wissenschaftlichen Kontext

sollen Inhalt des folgenden Kapitels sein.

5.2 Auswahl des Patient:innenkollektivs

Die Teilnehmer:innen der vorliegenden Studie waren im Median 68,5 Jahre alt und litten an
verschiedenen kardialen Vorerkrankungen. Der Altersschnitt entspricht in etwa vergleichbaren
Studienpopulationen zur Epidemiologie und Entstehung von Vorhofflimmern®1819.115
Allerdings ist die Spannweite im Alter des Kollektivs zwischen dem jlingsten Patienten mit 50
Jahren und dem altesten mit 83 Jahren bei einer Anzahl von N = 20 sehr grof3. Da es sich um
Patientiinnen zur Ablationstherapie handelte, konnte von einer langer bestehenden
Erkrankungsdauer (hier im Mittel 55 Jahre) und dem Vorliegen von Komorbiditaten
ausgegangen werden. Diese Annahme beruht auf den Leitlinien zur Indikationsstellung einer
Ablationstherapie’?. So handelt es sich dabei um eine Therapie bei symptomatischem
paroxysmalem oder persistierendem Vorhofflimmern, insbesondere wenn die medikamentdse

Therapie wirkungslos war oder nicht vertragen wurde’?. Dass viele unterschiedliche
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Vorerkrankungen zu verzeichnen waren, lasst wiederum die Frage aufkommen, inwieweit
auch andere Erkrankungen wie Myokardhypertrophie oder arterieller Hypertonus die
Mutationslast des kardialen Gewebes bedingen kdnnen und die Ergebnisse der zellularen
Untersuchungen nicht nur auf das Alter der Proband:innen zuriickzufihren sind.

Bei den Aspekten des Geschlechts und der Art des Vorhoffimmerns konnte eine
Ungleichverteilung  innerhalb  der  Studienpopulation  festgestellt werden. Die
Geschlechterverteilung mit einem Anteil von 20% Probandinnen und 80% Probanden
entspricht nicht den Ergebnissen anderer epidemiologischer Untersuchungen von
Vorhofflimmerpatient:.innen. Hier waren beispielsweise 55,5% bzw. 49,4% der Proband:innen
mannlich’®1"® Die in der Literatur beschriebene Verteilung von paroxysmalem und
persistierendem Vorhoffimmern innerhalb der untersuchten Kohorten unterliegt grofen
Schwankungen. Der Anteil an Patient:innen mit paroxysmalem Vorhofflimmern variiert hier
zwischen 25% und 62%"'"". Die in unserer Studie vorliegende Zusammensetzung mit 25%
paroxysmalem und 75% persistierendem Vorhofflimmern (Absatz 3.1) spiegelt somit in etwa

das Bild neuerer epidemiologischer Studiendaten wider.

Die untersuchte Gruppe setzte sich ausschlieRlich aus Ablationspatient:innen zusammen.
Studienergebnisse am Mausmodell legen nahe, dass aufgrund der Vorhofflimmererkrankung
und des hohen Alters der Patient:innen mit dem Vorliegen von mtDNA Deletionen gerechnet
werden konnte'. Um eine zuféllige Korrelation auszuschlielen, ware die Untersuchung von
jungen und gesunden Proband:innen hilfreich gewesen. So kann bisher nicht ausgeschlossen
werden, dass auch unabhangig von Alter und Erkrankung Deletionen der mtDNA auftreten und
dieser Sachverhalt nicht kausal mit der Vorhofflimmerentstehung zusammenhangt. Eine
Gewebeentnahme gesunder Proband:innen ist aus ethischer Sicht in Anbetracht der
gegebenen Risiken und Invasivitat einer Herzkatheteruntersuchung ausgeschlossen, wodurch

sich im Rahmen dieser Studie keine Mdéglichkeit einer gesunden Kontrollgruppe bot.

5.3 Korrelation klinischer Daten mit mtDNA-Deletionen

Vorhofflimmern ist eine komplexe Herzrhythmusstérung, deren Pathomechanismus nicht
hinreichend geklart ist. Bedeutend fiir die Entstehung scheinen Reentry-Mechanismen und
fokale Trigger zu sein, ebenso wie atriale Fibrose und das Remodeling der Vorhofe''12, Es
besteht eine Vergesellschaftung mit hohem Alter, Komorbiditdten und strukturellen
Herzerkrankungen der Patient:iinnen. In welchem Umfang auch extra-atriale Prozesse die
Pathologie der Vorhéfe beeinflussen, ist bisher kaum verstanden'"8.

Um weitere Erkenntnisse auf dem Gebiet der Entstehung von Vorhofflimmern zu erlangen,
wurden die Ergebnisse der hier durchgefihrten Untersuchung an myokardialem Gewebe in

Zusammenhang zu verschiedenen klinischen Parametern der Proband:innen gesetzt. Die
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unter 4.4 beschriebenen Ergebnisse sollen im Folgenden kritisch hinsichtlich Aussagekraft und

Stellenwert im Kontext der aktuellen Forschung diskutiert werden.

5.3.1. Aussagekraft der Altersanalysen

Dass der Alterungsprozess des Menschen mit Schaden der mtDNA einhergeht, ist in der
Literatur vielfach beschrieben. So konnten besonders bei altersabhangigen Krankheiten wie
degenerativen Erkrankungen, Karzinomen und bei Diabetes mellitus pathologische
Veranderungen innerhalb der Mitochondrien gefunden werden®*°. Uber den Einfluss auf
verschiedene Erkrankungen hinaus wurden ebenso unterschiedliche Organsysteme und
Zelltypen bezuglich mtDNA Deletionen untersucht. Neben Kardiomyozyten sind auch
Skelettmuskelzellen, das Kolon und Neurone des Gehirns von defizienter mtDNA betroffen ™.
Dabei wurde aufRerdem beobachtet, dass nicht alle Zellen innerhalb des Gewebeverbandes
im selben Ausmaly von Deletionen der mtDNA betroffen sind. Die COXneg Zellen liegen
mosaikformig innerhalb gesunder Zellen (Kapitel 2.4.3)'*5, eine Beobachtung, die auch in
unserer Studie gemacht werden konnte (Abbildung 9). Hieraus ergibt sich die Frage, inwieweit
es innerhalb des Zellverbandes zu einer klonalen Anhaufung der deletierten mtDNA kommt

und welche Rolle die deletierten Zellen in der Pathogenese von Krankheiten spielen.

Baris et al. untersuchten 2015 den Zusammenhang zwischen mMtDNA deletierten
Kardiomyozyten und der Entstehung von Herzrhythmusstérungen wahrend des
Alterungsprozesses bei Mausen. Hierzu wurde ein Mausmodell generiert, das durch die
Expression einer mutierten mitochondrialen Helikase mtDNA Deletionen in Kardiomyozyten
ansammelte, was den naturlichen Alterungsvorgang beim Menschen imitieren sollte. Bei den
mutierten Tieren wurden nach 12 Monaten 0,17%*0,12% mitochondrial defiziente Zellen
gefunden, nach 18 Monaten waren es 0,56%+0,34% der Gesamtzellzahl an Kardiomyozyten.
Die gezahlte Anzahl von COX,eg Zellen in unsere Studie von 0,36%0,51% entspricht dabei in
etwa den erhobenen Daten der Arbeitsgruppe von Baris et al. In der Untersuchung des
Mausmodells konnte die beobachtete mitochondriale Dysfunktion in COXneq Kardiomyozyten
durch die Akkumulation von mtDNA Deletionen erklart werden'®. Damit entspricht die
beobachtete Entstehung eines Mosaiks von mtDNA deletierten Zellen innerhalb des gesunden
Zellverbandes den Erkenntnissen vorausgegangener Studien'® ", Bei den 18 Monate alten
Mausen wurde anschliefend die Vulnerabilitat fiur Herzrhythmusstérungen untersucht. Es
wurde die Neigung zu spontanen ventrikularen Extrasystolen und das Auftreten von AV-Block-
Bildern beobachtet. Dabei war die Menge der COXneg Zellen in den Gebieten der
Reizentstehung und -weiterleitung nicht signifikant hdher und es lagen keine Veranderungen
der grundlegenden elektrophysiologischen Signallbertragung vor. Dass die kardialen
Symptome dennoch auf die Menge an COX,eg Zellen zurlckzufuhren waren, wurde im
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Vergleich zu den 12 Monate alten Tieren klar. Bei ihnen war die Anzahl an deletierten Zellen
nur ein Drittel so hoch und es fehlte in Ruhe ganzlich an kardialen rhythmologischen
Veranderungen. Diese Erkenntnis legt nahe, dass mtDNA Deletionen erst ab einem
bestimmten Schwellenwert zu klinischen Veranderungen fiihren'®.

Darlber hinaus ergab eine Untersuchung von Cottrell et al., 2001, dass es einen
Zusammenhang zwischen dem vermehrten Auftreten von COXneg Neuronen und Alzheimer
Demenz gibt. Im Vergleich zu den Erkrankten wurden in der altersentsprechenden
Kontrollgruppe weniger der mtDNA deletierten Zellen gefunden''®. Das wiederum lasst darauf
schlieen, dass nicht das Patient:innenalter allein fir die Entstehung von mtDNA Deletionen
verantwortlich sein konnte. Fraglich bleibt die Vergleichbarkeit von Neuronen mit

Myokardzellen.

Der Einfluss des Alters auf das menschliche Herz wurde bereits unter vielen verschiedenen
Gesichtspunkten untersucht. Dabei war das Ausmal} der beobachteten strukturellen und
elektrischen Veranderungen jedoch oft nicht ausreichend, um die mit dem menschlichen
Alterungsprozess einhergehende erhéhte Anfalligkeit fir Vorhofflimmern zu erklaren. Darauf
basierend sollte in dieser Arbeit die Hypothese getestet werden, inwieweit es einen
Zusammenhang zwischen der kardiologischen Anamnese, insbesondere bezogen auf die
Vorhofflimmererkrankung, dem Patient:innenalter und dem Vorliegen von mtDNA defizienten
Zellen gibt. Dabei konnte keine statistisch signifikante Korrelation zwischen dem
Patient:innenalter und dem Auftreten von mtDNA Deletionen verzeichnet werden. Die
Ergebnisse der Regressions- und Korrelationsanalysen sind kritisch zu betrachten, da es sich
bei einer Anzahl von N = 16 Proband:innen um eine kleine Population handelt und ein
signifikantes Ergebnis bei einer grofieren Anzahl an Proben gegeben sein kdnnte. Eine groRer
angelegte Studie mit mehr Proband:innen soll Anregung fur weitergehende Untersuchungen
sein.

Um Gruppenvergleiche wie den t-Test und den Mann-Whitney-U-Test durchflihren zu kénnen,
erfolgte die unter 4.4.1 beschriebene Einteilung des Kollektivs in ,alt und ,jung®“. Hierbei
wurden die Studienteilnehmer:innen anhand von Trennwerten in zwei Gruppen aufgeteilt. Die
Auswahl dieser Trennwerte orientierte sich am Durchschnittsalter des Kollektivs, da es keine
klare Grenze gibt, ab der Patient:innen als ,alt“ gelten und auch keine etablierte Einteilung aus
anderen Studien Ubernommen werden konnte. Die Subgruppenvergleiche zeigten keine
signifikanten Unterschiede in den Mittelwerten der jungen und alten Kohorten. In der
graphischen Darstellung der Verteilung in Abbildung 11 Iasst sich eine tendenziell hdhere
Anzahl an COXeq Zellen in der jeweils alteren Gruppe ablesen. Eine Aussage, die mangels
statistischer Signifikanz mit Vorsicht zu betrachten ist. Hier wird auflerdem die starke

Abhangigkeit von einzelnen Individuen deutlich. Eine Probandin (p16) mit einem sehr hohen
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Anteil an COXneg Zellen von 1,97% war zum Zeitpunkt der Untersuchung 64 Jahre alt. Dieser
Wert beeinflusste die Analysen stark. Der Mittelwert der jeweiligen Subgruppe, in der p16
eingeschlossen war, unterlag dem deutlichen Einfluss des hohen Prozentwertes dieser

Patientin. Auch hier ware die erneute Untersuchung eines groReren Kollektivs von Interesse.

5.3.2. Aussagekraft der geschlechterabhdngigen Analysen
Wie unter 5.2 beschrieben, entspricht die Geschlechterverteilung mit 20% Probandinnen und
80% Probanden nicht den epidemiologischen Daten von Vorhofflimmererkrankten. Ob das
Geschlecht der Vorhofflimmererkrankten einen Einfluss auf die Krankheitsentstehung hat, wird
in der Literatur kontrovers diskutiert. So haben einige Risikofaktoren wie Diabetes mellitus oder
arterielle Hypertonie einen geschlechterabhangig unterschiedlich hohen Einfluss auf das
Krankheitsgeschehen. Grol3 angelegte Studien ergaben, dass Manner eine héhere Morbiditat
und ein hoheres Lebenszeitrisiko flr die Entstehung von Vorhofflimmern haben'. In einer
Untersuchung des unterschiedlichen Ablationserfolgs der Vorhofflimmertherapie zwischen
den Geschlechtern konnte festgestellt werden, dass bei weiblichen Patientinnen signifikant
mehr Punkte auRerhalb der Pulmonalveneneinmiindungen abladiert werden mussten'?'. Das
konnte fur eine elektrophysiologische Heterogenitat der Vorhofe zwischen den Geschlechtern
sprechen. Inwieweit es geschlechterabhangige Unterschiede im elektrischen Remodeling der
Vorhofe gibt, ist bisher kaum erforscht'?2,
In Studien bezuglich des Auftretens mitochondrial defizienter Zellen spielte das Geschlecht
der Untersuchten oft eine untergeordnete Rolle. In einer Untersuchung von Herbst et al., 2021
zum Auftreten von mtDNA Deletionen in Skelettmuskelbiopsien des Menschen wurde dieser
Aspekt allerdings untersucht. Hier konnte eine tendenziell geringere Anzahl an mtDNA
Deletionen bei weiblichen Probandinnen beobachtet werden. Weitere Analysen der
Forschungsgruppe ergaben eine signifikant geringere Anzahl an mtDNA deletierter Zellen bei
weiblichen Mausen. Gleichzeitig verlief der altersabhangige Anstieg der Deletionen bei Frauen
langsamer'.
Bei der Auswertung der Daten unserer Studie wurde zunachst im Auftreten von COXneg Zellen
kein Unterschied zwischen den Geschlechtern erwartet. Dass sich hier in der linearen
Regression und der Korrelationsanalyse ein signifikantes Ergebnis (p = 0,003; r = - 0,692)
zeigte, muss kritisch betrachtet werden. Bei einer Stichprobengrofie von N = 16 sind die
statistischen Untersuchungen fehleranfallig und stark durch einzelne Individuen beeinflusst.
Bei zwei weiblichen Probandinnen konnte die Anzahl der deletierten Zellen nicht erhoben
werden, sodass sich die Subgruppe der weiblichen Patient:innen in der statistischen Analyse
auf eine GroBe von N = 2 beschrankte. Innerhalb des Kollektivs gab es eine weibliche
Probandin (p16), mit einem sehr hohen Anteil an COX,eg Zellen von 1,97%. Das entspricht
einer deutlichen Abweichung von 1,61% vom Mittelwert der Kohorte, der bei 0.36% liegt.
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Dieser hohe Wert beeinflusst stark die statistischen Ergebnisse. Unser Ergebnis wie auch die
oben beschriebenen Studien kdnnen einen Einfluss des Geschlechts auf die Entstehung von
miDNA Deletionen nicht ausschlieRen, weshalb der Zusammenhang in einer Studie mit

grélRerer Proband:innenzahl erneut zu betrachten ist.

5.3.3. Auswirkung der Schwere des Vorhofflimmerns
Vorhofflimmern ist eine progressive Erkrankung, die im zeitlichen Verlauf von kurzen, sich
selbst limitierenden Episoden zum permanenten Auftreten fortschreiten kann''#*. Die aktuelle
Einteilung des Vorhofflimmerns in paroxysmal und persistierend basiert auf dem klinischen
Erscheinungsbild der Erkrankung und ist moglicherweise nicht reprasentativ fir die
zugrundeliegenden zelluldren Prozesse®'. Von besonderem Interesse war deshalb die Frage,
ob mtDNA Deletionen bei Patientiinnen mit paroxysmalem oder persistierendem
Vorhofflimmern in unterschiedlicher Haufigkeit vorkommen. Aufgrund des fortgeschritteneren
Stadiums der Erkrankung, ware ein hoherer Anteil COXneg Zellen bei Patientiinnen mit
persistierendem Vorhofflimmern zu erwarten. Der Mann-Whitney-U-Test ergab jedoch keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Mittelwerten der Subgruppen mit paroxysmalem und
persistierendem Vorhoffimmern (p = 0,0745). Es kann entgegen der oben genannten
Vermutung in Abbildung 12.B ein tendenziell hoherer Mittelwert an % COXneg Zellen im
Kollektiv mit paroxysmalem Vorhofflimmern beobachtet werden. Da diese Subgruppe nur N =
4 Proband:innen umfasste, ist allerdings auch hier die Aussagekraft des statistischen
Ergebnisses unsicher und nicht abschlielRend zu treffen.
Neben der Unterteilung nach der Art des Vorhofflimmerns wurden auch zwei Subgruppen mit
unterschiedlich langer Erkrankungsdauer miteinander verglichen. Diese Einteilung beruht auf
der Annahme, dass die Umbauprozesse und zelluldren Veranderungen im Vorhof progredient
sind und mit anhaltender Erkrankungsdauer zunehmen''. Darum war von Interesse, ob hier
ein Einfluss auf die Menge an mtDNA Deletionen vorliegt. Das Studienkollektiv wurde in eine
Gruppe mit weniger als 5 Jahren seit Erstdiagnose und eine Gruppe mit 5 oder mehr Jahren
seit Beginn der Erkrankung unterteilt. Im Mann-Whitney-U-Test konnte kein Unterschied im
Mittelwert dieser beiden Subgruppen ermittelt werden (p = 0,6909). Auch ein direkter Einfluss
der Erkrankungsdauer in Jahren auf die Anzahl der COX,ey Zellen liel} sich in der linearen
Regression nicht aufzeigen (p = 0,755). Weitere im Studiendesign festgelegte Kenngréen fir
die Schwere des Vorhoffimmerns waren die Rezidivfreiheit nach 3 Monaten und das LA-
Volumen. Auch hier stellten sich in der linearen Regression keine signifikanten
Zusammenhange dar (Kapitel 4.4.3). Fraglich bleibt, inwieweit diese KenngréRen ein
sinnvolles Mal fir die Charakterisierung der Vorhofflimmererkankung sind.
Die Rezidivrate bei Patient:innen nach PVI zur Vorhofflimmertherapie variiert in der Literatur
zwischen 60% und 90%'*. In unserer Untersuchung waren postinterventionell 95%
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erwiesenermalien rezidivfrei, nach 3 Monaten 80% und nach 12 Monaten 65%. Damit
entsprachen unsere Beobachtungen denen vergleichbarer Studien. Die Hypothese, dass eine
erhdhte Anzahl COX,eg Zellen proarrhythmogen wirkt und dadurch mit einer Rezidivneigung
einhergeht, konnte in unserer Studie nicht belegt werden. Es ist gut untersucht, dass
anhaltendes Vorhofflimmern zum strukturellen Remodeling des Herzens fuhrt (Kapitel 2.2.5).
Als ein wichtiger Faktor fur die Entstehung arrhythmogener Erkrankungen konnte der
fibrotische Umbau des Myokards mit steigendem Alter identifiziert werden®”:'%5. Das LA-
Volumen dient in diesem Kontext als Mal} fiir die Dilatation der Vorhdfe, die mit steigender
Erkrankungsdauer beobachtet werden kann'. Die Bestimmung des LA Volumens erfolgt
echokardiographisch und ist stark Untersucheriinnen abhangig, was beim Vergleich in

wissenschaftlichen Analysen beachtet werden sollte.

5.3.4. Zusammenhang zu Komorbiditaten

Vorhofflimmern geht mit verschiedensten Komorbiditaten einher, die das Auftreten und das
Fortschreiten der Erkrankung beeinflussen (Kapitel 2.2.3). Auch in unserem
Patient.innenkollektiv lagen verschiedene Vorerkrankungen vor, wie in Tabelle 2 dargestellt.
In der Literatur ist vielfach beschrieben, dass das Vorliegen von mtDNA Deletionen die
Entstehung von Krankheiten beeinflusst''®126.127 So ergab sich in der vorliegenden Arbeit die
Frage, inwieweit das Auftreten von mtDNA Deletionen und damit COXneq Zellen neben dem
Vorhofflimmern auch mit anderen Vorerkrankungen der Studienteilnehmer:innen korreliert.
Bei Adipositas handelt es sich um einen nachgewiesenen Risikofaktor fir die Entstehung von
Vorhofflimmern'?. Hierbei diente der BMI als quantifizierbarer Marker fiir das Ubergewicht der
Patient:innen innerhalb der Studie. In der linearen Regressionsanalyse des Einflusses des
BMIs auf die Anzahl der COXneg Zellen ergab sich kein signifikanter Zusammenhang (p =
0,244;r = - 0,309).

Als ein weiterer Faktor, der Uber strukturelles Remodeling der Vorhéfe zur Entstehung von
Vorhofflimmern beitragt, gilt die arterielle Hypertonie. Der genaue Pathomechanismus ist dabei
noch nicht hinreichend erforscht, bei den Erkrankten mit arterieller Hypertonie konnten jedoch
Myozytenhypertrophie und Myolysen verzeichnet werden'®. Eine konzentrische
Myokardhypertrophie lag bei 65% der Patient:innen des untersuchten Studienkollektivs vor
und war damit die haufigste Vorerkrankung. Bei der linearen Regression konnte allerdings
auch hier kein signifikanter Zusammenhang zur deletierten mtDNA festgestellt werden (p =
0,401;r=-0,225).
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5.4  Starken und Limitationen der Arbeit

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine prospektive Studie mit klinischem und
experimentellem Anteil. So wurden gezielt Patient:innen in die Studie eingeschlossen, die
bereit waren sich fiir die Zeit des Follow-Ups weiteren Untersuchungen zu unterziehen. Fir
das Studiendesign spricht die sehr ausfiihrliche kardiologische Anamnese und Untersuchung,
die bei allen Patient:innen durchgefiihrt werden konnte, sowie die Vielzahl an anamnestischen
und elektrophysiologischen Parametern. So umfasste die erstellte Datenbank vielfaltige
Parameter, die im Rahmen der klinischen Aufnahme erfasst werden konnten. Damit gelang
die Verknlpfung von experimentellen Analysen an Patientiinnengewebe bei gleichzeitig
genauer klinischer Charakterisierung der Proband:innen. Die so gesammelten Daten konnten
mit den Ergebnissen der enzymhistochemischen Analysen verglichen und auf
Zusammenhange uberprift werden. Starken und Schwachen der einzelnen Schritte der
Methodik werden in den folgenden Kapiteln ausfuhrlich diskutiert.

Die grofte Limitation der vorliegenden Arbeit besteht in der geringen GroRRe des untersuchten
Paitentiinnekollektivs. Aufgrund der nicht ganzlich risikofreien Durchfihrung einer
Myokardbiopsie war es nicht moglich, eine grofere Studienkohorte zu bilden. Eine
Patient:innenanzahl von N = 20 mit N = 16 verwendbaren Gewebeproben war besonders fir

die statistische Auswertung moglicherweise zu gering.

5.4.1. Giite der Proben

Fir die Untersuchungen in der vorliegenden Studie wurden Gewebeproben des
Ventrikelmyokards von Vorhofflimmerpatient:innen verwendet. Die Proben wurden im Rahmen
der Ablationstherapie mittels einer kathetergesteuerten Biopsie gewonnen und anschlielend
histologisch und enzymhistochemisch aufgearbeitet und untersucht. Fur die Verarbeitung der
Proben fand eine Kooperation zwischen der Klinik Il fir Innere Medizin und dem Institut fur
Physiologie der Universitdt zu Koln statt, um allen klinischen und labortechnischen
Anforderungen gerecht zu werden. Die damit einhergehenden logistischen Hindernisse in
Transport und Lagerung von Materialien und Proben wurden bestmdglich Gberwunden. Es
kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass eine Zeitverzégerung von der Entnahme bis

zum Einfrieren der Probe die endgultige Qualitat derer beeinflusste.

5.4.2. Biopsie-Verfahren

Die Myokardbiopsie ist ein etabliertes Verfahren zur differentialdiagnostischen Untersuchung
kardialer Erkrankungen. Das Risiko flir mégliche Komplikationen wie vasovagale Synkopen,
Ventrikelperforationen, Perikardtamponaden oder Arrhythmien liegt bei 1,17%. Die Biopsie

kommt besonders bei Untersuchungen nach Herztransplantationen zum Einsatz, um
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AbstoRungsreaktionen und antikdrpervermittelte Inflammationsprozesse auszuschlieRen.
Daruber hinaus hat diese Methode auch im wissenschaftlichen Zusammenhang an Bedeutung
gewonnen, vor allem wenn bildgebende Verfahren an ihre Grenzen geraten'®.

Die Gewebegewinnung mittels einer Myokardbiopsie war im Kontext der hier vorgestellten
Untersuchung von zentraler Bedeutung. Da sie im Rahmen der vorgesehenen
Ablationstherapie durchgefiihrt wurde, konnte die Biopsie mit nur minimal hoéherem
Komplikationsrisiko und ohne die Notwendigkeit einer weiteren Strahlenbelastung erfolgen.
Grundlage hierfur bildet der Einsatz von 3D-Mapping-Programmen, welche die anatomischen
und elektrophysiologischen Gegebenheiten des Herzens aufzeichnen und so ohne zusatzliche
Rontgenstrahlung die notwendige Orientierung fiir die Biopsieentnahme bieten®’.

Bei Vorhofflimmern handelt es sich um eine Erkrankung, die ihren Ursprung im linken Vorhof
hat (Kapitel 2.2.4). Auf Grund der geringen Wanddicke des Vorfhofmyokards und der damit
verbundenen Perforationsgefahr war es nach klinischer Einschatzung nicht vertretbar, an
dieser Stelle eine Biopsie zu entnehmen. Etablierter Ort fir die Gewebeentnahme ist der
rechte Ventrikel™°, die Durchflihrung der Biopsie gelang an dieser Stelle. In der vorliegenden
Arbeit wurden das Myokardgewebe des Ventrikels stellvertretend fur die Gesamtsituation des
kardialen Muskels betrachtet und der Zusammenhang zu einer den Vorhof betreffenden
Erkrankung untersucht. Fraglich ist, inwieweit die Verdnderungen des Ventrikelmyokards
reprasentativ fur die Prozesse innerhalb der Vorhéfe sind. Diese Frage bildet die Grundlage
fur genauere Untersuchungen in weiteren Studien.

Ein weiterer Kritikpunkt des Verfahrens ist die fehlende Steuerbarkeit der Biopsiezange
wahrend des Entnahmeprozesses. Die Ergebnisse der histologischen Aufarbeitung ergaben,
dass einige Proben einen hoheren Anteil fibrotischen Gewebes oder Bindegewebsstrange
enthielten. Diese Teile der Praparate waren fur die Frage nach mtDNA defizienten
Myokardzellen unbrauchbar, verfahrenstechnisch aber nicht zu vermeiden. Um eine bessere
Kontrolle Uber die Qualitat der Proben zu haben und das Zielgewebe gezielter auswahlen zu
kénnen, wirde sich die Verwendung reiner Operationspraparate anbieten. Bestenfalls ware

dabei auch die Untersuchung der Vorhofe selbst maglich.

5.4.3. Farbemethode
Die COX/SDH-Enzymfarbung ist ein gut etabliertes Verfahren zur Visualisierung von Zellen
mit mitochondrialer Funktionseinschrankung'''%2, Durch das spezifische Anfarben der
Enzyme der Atmungskette, kbnnen Enzymdefekte einfach nachgewiesen und quantifiziert
werden. In unseren Untersuchungen konnte diese Methode Ubernommen und
komplikationslos durchgefuhrt werden. Da die Konzentration und Einwirkdauer der
enzymatisch aktiven Farbemittel von Gewebeart und Schnittdicke abhangig sind, mussten zur
genauen Anpassung des Laborprotokolls einige Probefarbungen an (berschissigen
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Gewebeschnitten durchgefiinrt werden. Diese Proben sind nicht unter den Ergebnissen
aufgefuhrt und nicht in die Auswertungen eingeflossen.

In vielen vergleichbaren Studien zur Untersuchung von mtDNA-Mutationen erfolgten die
Analysen nicht nur visuell sondern auch mittels einer Polymerase Kettenreaktion (PCR)'. Bei
der PCR koénnen auch kleinste Defekte verlasslich detektiert werden und beispielsweise
Unterscheidungen zwischen Deletionen und Punktmutationen in der Schadigung der mtDNA
gemacht werden™. So ware es hinsichtlich Genauigkeit und Sicherheit der Ergebnisse bei
Vorliegen grolRerer Gewebeproben sinnvoll, die enzymhistochemische Farbung um die PCR-

Untersuchung zu erganzen.

5.4.4. Auszahlverfahren

Bei der Quantifizierung der Anzahl an Zellen mit mtDNA Deletionen wurde in unserer
Untersuchung die gesamte Flache der angeschnittenen Proben betrachtet. Ublich ist die
Auswahl einer genormten Flache pro Probe (mehrere 500umx500um Sichtfelder), um auch
bei unterschiedlich grolen Proben die ungefahr gleiche Zellanzahl zu betrachten'®. Diese
Vorgehensweise erwies sich in unserem Fall angesichts der geringen Grofe der Probe als
nicht zielfihrend. Bei ungleich groRen Gewebeproben herrschte hier eine Heterogenitat im
Umfang der betrachteten Zellmasse. Da die COXneg Zellen in Relation zur gesamten Zellanzahl
gesetzt wurde, sollte zwischen den dokumentierten relativen Anteilen an deletierten Zellen der

Proband:innen trotzdem eine Vergleichbarkeit gegeben sein.

5.5 Ausblick

Trotz vielfacher Untersuchungen und unterschiedlicher Erklarungsansatze ist der
Pathomechanismus der Vorhofflimmerentstehung bisher groRtenteils ungeklart®’. Die
Erkrankung betrifft vor allem altere Menschen, was bei zunehmendem Durchschnittsalter der
Bevolkerung eine grofde medizinische Tragweite bedeutet.

Viele der durchgeflhrten Studien am Tiermodell ergaben signifikante und fur den Mensch
potenziell relevante Ergebnisse. Eine Reproduktion an humanem Material koénnte
weitreichende Folgen fir Pravention und Therapie des Vorhofflimmerns haben, weshalb
weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet von grolem Interesse sind.

Die Erkenntnis, dass die Akkumulation von mtDNA Deletionen innerhalb des
Alterungsprozesses am Mausmodell zu Herzrhythmusstérungen flhrte, bietet hierbei einen
interessanten Ansatz. Nach Wiederholung dieser Untersuchung an humanem kardialem
Gewebe im Rahmen unserer Studie konnten diese Ergebnisse allerdings nicht reproduziert

werden. Es lasst sich dennoch die Aussage treffen, dass die Methodik fir die Untersuchung
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des menschlichen Herzens geeignet ist und bei einem gréfieren Studienkollektiv durchaus zu
signifikanten Aussagen fihren konnte.

Um spezifischer auf die Charakteristika atrialer Myozyten eingehen zu kénnen, untersucht ein
Anschlussprojekt aktuell den Anteil an deletierter mtDNA in operativ gewonnenen atrialen
Biopsien aus dem linken Vorhofohr. Diese Ergebnisse konnten womdglich einen spezifischen
Einblick in die atrialen Alterungsprozesse und den Zusammenhang mit dem Vorliegen von
Vorhofflimmern geben und die vorgestellten Daten der vorliegenden Arbeit erganzen.
Inwieweit die Erkenntnisse Uber den Zusammenhang von Patient:innenalter, Deletionen der
mtDNA und Herzrhythmusstdrungen die Basis fiir neue Therapieoptionen bieten, soll Frage

weitergehender Studien sein.
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