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2 Hintergrund

2.1 Vorhofflimmern

2.1.1 Definition von Vorhofflimmern

Nach der Definition der European Society of Cardiology (ESC) sowie der American Heart
Association (AHA) handelt es sich bei Vorhoffimmern (VHF) um eine supraventrikulare
Tachyarrhythmie, die gekennzeichnet ist durch unkoordinierte Erregung und Kontraktion des
Atriums mit konsekutiver Reduktion der mechanischen Funktion (January, Wann et al. 2014).
Charakteristika im Elektrokardiogramm sind hierbei absolut unregelmafige RR-Intervalle ohne
repetitive Muster, fehlende P-Wellen sowie irregulare Vorhofaktivitat (Kirchhof, Benussi et al.
2016). Wahrend normalerweise die P-Welle eine regelmafige Erregung des Vorhofs darstellt,
finden sich beim VHF lediglich oszillierende, flimmernde Wellen unterschiedlicher Amplitude
und Form mit einer Frequenz von 350-600/min. Diese arrhythmischen Vorhofimpulse fihren
zu einer unregelméaRigen Erregung der Herzkammern, die sich sowohl normofrequent als auch
als Tachy- oder Bradyarrhythmie prasentieren kann (Falk 2001). Die Flimmerfrequenz und die
Filterfunktion des AV-Knotens bestimmen dabei die Zykluslange, Morphologie und Amplitude
der QRS-Komplexe.

2.1.2 Epidemiologie von Vorhofflimmern

VHF gehort mit einer Pravalenz von 1-2% der européischen Gesamtbevoélkerung zu den
haufigsten Herzrhythmusstérungen (Camm, Kirchhof et al. 2010). Wéahrend die Pravalenz in
den USA mit ca. 1% etwas niedriger ist, so ist VHF in Deutschland mit einer Pravalenz von ca.
2.5% sehr verbreitet (Go, Hylek et al. 2001), (Writing Group, Lloyd-Jones et al. 2010)
(Schnabel, Wilde et al. 2012). Auffallend ist hierbei ein Anstieg der Pravalenz mit steigendem
Alter. So sind in Deutschland nur ca. 1% der VHF-Patienten unter 50 Jahre, wahrend bei den
Uber 80-Jahrigen ca. 9-16% betroffen sind. Aktuelle Einschatzungen sagen voraus, dass sich
die Anzahl Betroffener in den kommenden Jahren weiter erhéhen wird (Schnabel, Yin et al.
2015). Dies liegt zum einen im demographischen Wandel mit seiner wachsenden alteren
Generation begriindet zum anderen auch in der haufigeren Detektion der Rhythmusstérung
durch verbesserte diagnostische Moglichkeiten.

Insgesamt betrgt das Lebenszeitrisiko an VHF zu erkranken global ca. 25% (Lloyd-Jones,
Wang et al. 2004). Sowohl Inzidenz als auch Pravalenz liegen im Allgemeinen bei Mannern

hoher als bei Frauen (Heeringa, van der Kuip et al. 2006).

2.1.3 Klassifikation von Vorhofflimmern

Zur Einteilung von VHF gibt es eine Vielzahl von Klassifikationssystemen basierend auf

atiologischen oder elektrophysiologischen Aspekten, dem zeitlichem Verlauf oder auch den
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Symptomen und deren Einfluss auf die Lebensqualitat der Patienten (Lubitz, Benjamin et al.
2010). Im klinischen Alltag findet sich heute aber vor allem die Charakterisierung nach dem
zeitlichen Auftreten des VHF wieder, die schon 1997 von Gallagher und Camm beschrieben
wurde (Gallagher and Camm 1997). In den aktuellen Leitlinien von ACC/AHA (January, Wann
et al. 2014) und ESC (Kirchhof, Benussi et al. 2016) werden demnach 5 Formen des VHF

unterschieden:

1. Erstmals diagnostiziertes VHF
a. VHF, das bisher noch nicht diagnostiziert wurde, unabhéngig von der Dauer
der Rhythmusstorung oder von Vorliegen und Schwere von Symptomen
2. Paroxysmales VHF
a. Endet von alleine, meist binnen 48 Stunden. VHF-Episoden, die binnen 7
Tagen zum Sinusrhythmus zurickkehren oder in diesem Zeitraum
kardiovertiert werden, sollten als paroxysmal bezeichnet werden
3. Persistierendes VHF
a. VHF, das langer als 7 Tage anhalt, einschlie8lich Episoden, die frihestens
nach 7 Tagen durch medikamentose oder elektrische Kardioversion beendet
werden
4. Langanhaltendes persistierendes VHF
a. Ununterbrochenes VHF, das mindestens 1 Jahr angehalten hat, bevor die
Entscheidung zu einer Rhythmus-erhaltenden Behandlung getroffen wird
5. Permanentes VHF
a. VHF, dessen Vorliegen von Patienten (und Arzt) akzeptiert wird.
Definitionsgemal werden Rhythmus-erhaltende Maf3nahmen bei Patienten mit
permanentem VHF nicht durchgefihrt.

Nicht selten kommt es zu Ubergangen innerhalb der verschiedenen Stadien und eine
progressive Entwicklung vom paroxysmalen VHF hin zur permanenten Rhythmusstérung ist
haufig. Dies scheint mit den zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismen
zusammenzuhangen, da die Arrhythmie selbst weitere strukturelle oder funktionelle
Veranderungen im Vorhof hervorruft oder eine Verschlechterung einer zugrundeliegenden

kardiovaskularen Grunderkrankung eintritt. (lwasaki, Nishida et al. 2011)



2.1.4 Klinische Bedeutung von Vorhofflimmern
2.1.4.1 Risikofaktoren und kausale Faktoren fir die Entstehung von Vorhofflimmern

Die steigende Pravalenz von VHF sorgte dafir, dass sich verschiedenste Studien in den
letzten Jahren damit beschaftigt haben, Risikofaktoren und damit auch potentielle kausale
Faktoren fur die Entwicklung von VHF zu identifizieren.

Durch Untersuchungen der Framingham Heart Study konnten schon friih Risikofaktoren wie
das Vorhandensein weiterer kardiovaskularer Erkrankungen wie arterielle Hypertonie,
Herzinsuffizienz, koronare Herzkrankheit, Klappenvitien und linksventrikulare Hypertrophie,
aber auch ein erhdhter Body-Mass-Index (BMI) und ein bestehender Diabetes mellitus
benannt werden (Benjamin, Levy et al. 1994) (Schnabel, Sullivan et al. 2009) (Schnabel, Yin
et al. 2015). Weitere Komorbiditaten wie eine hyperthyreote Stoffwechsellage (Selmer, Olesen
et al. 2012) oder ein Schlafapnoe-Syndrom (Arias, Sanchez et al. 2007, Gami, Hodge et al.
2007, Cadby, McArdle et al. 2015) erhdhen das Risiko fir die Entstehung von VHF ebenfalls.
Neben all diesen Faktoren gilt weiter die Empfehlung einer gesunden Lebensweise mit
Verzicht auf Nikotin- und Alkoholkonsum sowie regelmagiige sportliche Betétigung. (Gorenek
Chair, Pelliccia Co-Chair et al. 2017) (Lau, Nattel et al. 2017) (Alonso, Krijthe et al. 2013)
(Chamberlain, Agarwal et al. 2011) (Mukamal, Tolstrup et al. 2005, Liang, Mente et al. 2012)
Untersuchungen zur Entstehung von VHF ricken auch immer mehr genetische
Pradispositionen als Ursache fur die Rhythmusstérung in den Vordergrund (Lubitz, Yi et al.
2009) (Weng, Lunetta et al. 2017).

Einen wichtigen neuen Forschungsansatz bei der Untersuchung der mdoglichen kausalen
Faktoren zur Entwicklung der Rhythmusstérung bilden die microRNAs (miRNA). lhre Funktion
bei der Entstehung von VHF wird seit einigen Jahren eingehend untersucht und auch eine
potentielle Méglichkeit der therapeutischen Nutzung wird diskutiert. Genaueres zur Rolle der
miRNA beim VHF wird in Kapitel 2.6.2 erlautert.

2.1.4.2 Symptomatik von Vorhofflimmern

VHF hat als klinisches Krankheitsbild verschiedene symptomatische Manifestationsformen.
Der unregelmafige Herzschlag verbunden mit erhdhter oder erniedrigter Herzfrequenz wird
von Betroffenen oft als Herzstolpern, sog. Palpitationen wahrgenommen. Nicht selten
beschreiben Patienten ein Engegefiihl in der Brust, Atemnot und Kurzatmigkeit. Auch bei
Patienten mit Schwindel und rezidivierenden Synkopen sollte an VHF als Ursache gedacht
werden. Haufig ist es jedoch klinisch stumm und wird im Rahmen von Routineuntersuchungen

beim Kardiologen festgestellt.
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Zur relativen Quantifizierung der Schwere der Symptomatik verwendet man im klinischen

Alltag den sog. EHRA-Score, eine Einteilung der European Heart Rhythm Society.

Bezeichnung Bezeichnung

EHRA | keine Symptome

EHRA II Leichte Symptome, die normale Alltagstatigkeit ist nicht
eingeschrankt

EHRA III Schwere Symptome, die Alltagstatigkeit ist beeintrachtigt

EHRA IV Massiv behindernde Symptome, die Alltagstéatigkeit kann nicht

mehr wahrgenommen werden
Tab. 2.1-1: EHRA Score, modifiziert nach der European Heart Rhythm Society

Die mit der Erkrankung einhergehende Einschrankung der Lebensqualitat ist sehr ernst zu
nehmen (Thrall, Lane et al. 2006), es ist bisher aber noch umstritten, ob verschiedene
Therapieansétze die Lebensqualitat unterschiedlich gut verbessern (Jenkins, Brodsky et al.
2005).

2.1.4.3 Komplikationen von Vorhofflimmern

Es ist jedoch nicht die starke Beeinflussung der Alltagsfahigkeit der Patienten, die VHF zu
einer der bedeutendsten kardiovaskularen Erkrankungen macht. Viel mehr sind der Einfluss
auf andere Erkrankungen und die mdglichen Komplikationen der Grund dafiir, dass diese

Rhythmusstérung im Zentrum verschiedenster Forschungen steht.

Grundsatzlich ist VHF assoziiert mit einer erhohten Mortalitdt und Morbiditat (Benjamin, Wolf
et al. 1998). Dies liegt zum einen begriindet in einem ca. funffach erhdohten Risiko fur
thrombembolische Ereignisse (Wolf, Abbott et al. 1991) zum anderen in der deutlich
verschlechterten Prognose kardiovaskularer Vorerkrankungen durch den Einfluss von VHF
(Stewart, Hart et al. 2002). Die verdnderte Hamodynamik bei VHF durch eine ineffektive
Vorhofkontraktion flihrt zur Blutstase und es kommt zur Thrombusbildung, der sich nicht selten
als Embolus im Hirn absetzt und so einen Schlaganfall auslost. Insgesamt schéatzt man, dass
ca. 15% aller Schlaganfalle VHF als Ursache haben. Das attributale Risiko einen Schlaganfall
zu erleiden liegt bei Patienten tber 50 Jahren bei 1,5%; bei Patienten Uber 80 Jahre bereits
bei 23.5%. Diese Zahlen sind bedeutend, wenn man bedenkt, dass die Bedeutung andere
kardiovaskulare Erkrankungen als Ausldser eines Schlaganfalls im Alter eher abnimmt (Wolf,
Abbott et al. 1991). Doch nicht nur die Haufigkeit auch die Beeintrachtigung durch den Insult,
sein klinisches Outcome und die Mortalitat sind in Kombination mit VHF stark negativ assoziiert
(Wolf, Dawber et al. 1978). Zur individuellen Risikostratifizierung fur die Entwicklung eines

ischamischen Insults in Folge von VHF nutzt man nach den ESC Leitlinien von 2010 den sog.
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CHA:DS,-VASc-Score. Anhand des Risikoscores kann die Notwendigkeit einer oralen

Antikoagulation zur Schlaganfallpravention abgeschéatzt werden. (Camm, Kirchhof et al. 2010)

Kriterium Punkte
1

Congestive heatrt failure (=Herzinsuffizienz)
Hypertonie

Alter > 75 Jahre

Diabetes mellitus

Stroke (= Schlaganfall)

Vaskulare Erkrankungen (pAVK, cAVK...)
Alter > 60 Jahre

Sex category female (= Geschlecht weiblich)

Maximal 10
Tab. 2.1-2: CHA2DS2-VASc-Score

N 2 2N BN 2N N N 2
I e N N

Ein weiterer Effekt der ineffektiven Vorhofkontraktion ist eine Verminderung des diastolischen
Fullvolumens des Ventrikels um ca. ein Finftel. Da durch die tachykarde Uberleitung
zusatzlich die Ventrikelkontraktion verschlechtert ist, kommt es bei insgesamt verringertem
Schlagvolumen zu einer verminderten Auswurfleistung. Die verdnderte Anforderung an die
kardiale Pumpleistung durch VHF kann also eine Herzinsuffizienz zur Folge haben gleichzeitig
kann eine bereits bestehende Herzinsuffizienz aber auch strukturelle Ver&dnderungen am
Myokard verursachen und damit eine Rhythmusstdrung auslésen. (Wang, Larson et al. 2003)
So spielt VHF also besonders als Teil eines kardiovaskularen Kontinuums eine bedeutende
Rolle und es sind die Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Erkrankungen des Herzens,

die fur die hohe Mortalitat verantwortlich sind.

2.1.4.4 Soziobkonomische Auswirkungen von Vorhofflimmern

In Anbetracht der steigenden Préavalenz von VHF, der hohen Komplikationsrate sowie der
starken negativen prognostischen Beeinflussung zugrundeliegender Herzerkrankungen wird
schnell ersichtlich, welche finanziellen Belastungen die Erkrankung fir das gesamte
Gesundheitssystem mit sich bringt. Zahlen fir Europa belegen, dass man mit bis zu 3000€ pro
Patient pro Jahr fur direkte Kosten der Behandlung von VHF rechnen muss (Wolowacz,
Samuel et al. 2011). Neben diesen direkten Kosten durch Hospitalisierung und interventionelle
bzw. medikamentdse Therapien des VHF, welche bis zu 70% der Gesamtkosten ausmachen
(Ringborg, Nieuwlaat et al. 2008), mussen aber zuséatzlich auch indirekte Kosten durch zum

Beispiel verstarkte Pflegebedurftigkeit berechnet werden (Stewart, Murphy et al. 2004).
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2.2 Physiologische Grundlagen der Erregungsausbreitung am Herzen

2.2.1 Erregungsausbreitung am Herzen

Die Herzfrequenz eines erwachsenen Menschen betrégt in Ruhe ca. 60-70 Schlage pro Minute
und kann unter Belastung auf bis zu 180-200 Schlage pro Minute ansteigen.

Der Ausgangspunkt fir eine rhythmische Erregung ist der Sinusknoten, der dem Herzen als
primarer Schrittmacher dient. Uber den Sinusknoten breitet sich die Erregung Uber Gap-
Junctions auf die Vorhofe aus. Die Gap-Junctions stellen dabei den Ort des geringsten
Widerstandes dar, sodass eine Erregungsausbreitung von Zelle zu Zelle gewéhrleistet ist und
das Vorhofmyokard ein funktionelles Synzytium bildet. Sind die Vorhofe gleichmafiig erregt,
trifft die Erregung auf den AV-Knoten. Der AV-Knoten dient dem Herzen als ,Frequenzsieb®,
so dass enorm gesteigerte Frequenzen - wie sie beispielweise im Rahmen eines VHF
auftreten - aus den Vorhofen nicht auf die Kammern weitergeleitet werden kénnen. Uber das
nachfolgende His-Blindel und die beiden Tawara-Schenkel erfolgt nachfolgend die Erregung

der Herzkammern.

2.2.2 Elektrophysiologische Mechanismen zur Entstehung und dem Ablauf einer

physiologischen Herzaktion

Zur regelmafiigen Kontraktion des Herzens benétigt es eine kontrollierte Erregung der
kardialen Muskelzellen. Hierzu kénnen kardiale Schrittmacherzellen die Kardiomyozyten
durch eigenstandige Ubertragung von Aktionspotentialen anregen.

Physiologisch entsteht ein Aktionspotential durch ein fein abgestimmtes Zusammenspiel aus
depolarisierenden Einwartsstromen und repolarisierenden Auswartsstrémen. Entlang der
isolierenden Zellmembran werden lonen durch lonenkanéle, Austauschsysteme und Pumpen
sowohl aktiv als auch passiv zwischen den einzelnen Kompartimenten hin und her
transportiert. Die Zusammensetzung der lonenkanale sowie der Ablauf eines Aktionspotentials
unterscheiden sich zwischen den Schrittmacherzellen und den Kardiomyozyten. Ebenso
haben Schrittmacherzellen im Gegensatz zu den Kardiomyozyten kein stabiles
Ruhemembranpotential, was unter anderem dazu beitrdgt, dass eine unkontrollierte

Entstehung eines Aktionspotentials an diesem Zelltyp mdglich ist.

2.2.3 Pathophysiologische Aspekte

Eine Arrhythmie als eine unphysiologische Erregung des Herzmuskels kann durch eine
Dysbalance verschiedenster Faktoren entstehen. Elektrophysiologisch benétigt es zur
Entstehung einer Arrhythmie einerseits einen auslésenden Trigger zum anderen ein Substrat,
durch das die unkoordinierte Erregung aufrechterhalten wird (Wakili, Clauss et al. 2012).

Pathophysiologisch lassen sich hierbei zwei Hauptmechanismen unterteilen:
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1.) Ektopie als eine spontane elektrische Aktivitat, die aufgrund verschiedener Prozesse
generiert wird (z.B. physiologisch spontane Depolarisation im Sinusknoten oder
pathophysiologisch frihe Depolarisationen bei Verlangerung der Aktionspotentialdauer) und

2.) Kreisende Erregung, sog. Re-entry, welche durch einen stabilen Erregungskreis eine
Arrhythmie initiilert und unterhalt (lwasaki, Nishida et al. 2011)

2.2.4 Atriale Ektopie

Verschiedene Studien der letzten Jahre zeigten, dass fokale atriale Ektopien auf drei
verschiedenen Mechanismen basieren (Wakili, Clauss et al. 2012):

- spéate Nachdepolarisationen (DAD = delayed after depolarisation)

- friihe Nachdepolarisationen (EAD = early after depolarisation)

- vermehrte Automatizitat

Spéate Nachdepolarisationen

Eine Veranderung in der lonenkanalaktivitat und —expression von Kalziumkanalen (u.a. L-Typ-
Kalziumkanale lca/Ryanodin-Rezeptoren RyR/Sarcoplasmatisches Retikulum Ca?*-ATPase
SERCA/Na*-Ca?*-Austauscher NCX) fuhrt zu einer Abweichung der physiologischen
Kalziumhomdoostase. Eine somit pathologisch erhodhte intrazellulare
Kalziumionenkonzentration in der Diastole ermdglicht das Auftreten von DADs und die
dadurch verstarke zellulare Aktivitat kann zu atrialen Ektopien fihren. Der Mechanismus ist
noch nicht vollstandig entschliisselt, eine Theorie geht von einer Uberladung des
sarkoplasmatischen Retikulums (SR) mit Ca?" aus, sodass es zu einem unkontrollierten
Ausstrom der lonen zurlick ins Zellinnere kommt, was eine erneute Depolarisation auslost.
(Nattel, Burstein et al. 2008)

Frihe Nachdepolarisationen

Auch fur die Entstehung von EADs werden genetisch bedingte Veranderungen der
lonenkanalexpression von L-Typ-Kalziumkanélen verantwortlich gemacht. Diese sorgen fur
eine Verlangerung des Aktionspotentials. Durch die langere Dauer des APs kdnnen sich
temporér deaktivierte Kalziumkanéle spannungsabhangig wieder 6ffnen und damit in der
Endphase des Aktionspotentials durch einen erneuten Ca?*-Einstrom zu einer Depolarisation
fuhren. Sie werden vor allem mit verschiedenen Long-QT-Syndromen und damit assoziiertem
VHF in Verbindungen gebracht. (Wakili, Voigt et al. 2011)
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Vermehrte Automatizitat

Da der das Ruhemembranpotential bildende Strom lk: den Schrittmacherstrom I Uberlagert,
konnen die Schrittmacherzellen des Herzens nicht ungehemmt aktiviert werden. Eine
ungewollte Automatizitat in der Aktivitat der Schrittmacherzellen tritt dann auf, wenn es zu
einer Dysbalance zwischen diesen beiden Stréomen kommt. (Wakili, Voigt et al. 2011),
(lwasaki, Nishida et al. 2011) Diese eine atriale Ektopien auslésende Automatizitat wurde vor
allem fir atriale Tachykardien und Arrhythmien im Zuge einer Herzinsuffizienz nachgewiesen.
Eine kausale Rolle der Automatizitdt scheint jedoch auch bei VHF naheliegend. (Nattel,
Burstein et al. 2008)

2.2.4.1 Re-entry

Als Substrat, das die durch fokale Ektopien ausgeldosten unkoordinierten Erregungen
aufrechterhalt, sieht man das sog. Re-entry an. Veranderungen im Atrium, die dieses Re-entry
ermdglichen, fuhrt man einerseits auf morphologische Umstrukturierungen (=strukturelles
Remodelling) aber auch auf eine Modifikation auf zellularer Ebene (=elektrisches Remodelling)
zurlick. (Wakili, Voigt et al. 2011)

Aus funktioneller, elektrophysiologischer Sicht konnen kreisende Erregungen dann entstehen,
wenn entweder die Refraktarzeit selbst verkirzt ist oder aber die Leitungsgeschwindigkeit an
sich abnimmt, es insgesamt also zu einer Verkirzung der Aktionspotentialdauer kommt
(lwasaki, Nishida et al. 2011).

2.2.4.1.1 Strukturelles Remodelling

Als ein grundlegendes Charakteristikum des VHF und damit als Grundlage des Re-entry gilt
die atriale Fibrose (siehe oben Re-entry Mechanismus). Die irreversible fibrotische
Umwandlung und die Vermehrung der Interzellularsubstanz des atrialen Gewebes bilden die
Grundlage zur Aufrechterhaltung der Arrhythmogenitat (= arrhythmogenes Subtrat) (Wakili,
Clauss et al. 2012). Kurz gesagt, entsteht atriale Fibrose dann, wenn die Aktivitat und
Proliferation der Fibroblasten stimuliert wird.

Dies geschieht tber lokale und zirkulierende profibrotische Mediatoren (Nattel 2017). Zu
diesen Mediatoren zahlen unter anderem der Transforming Growth Factor R1 (TGF-31)
(Verheule, Sato et al. 2004) (Nakajima, Nakajima et al. 2000), der Platelet-Derived Growth
Factor (PDGF) (Zhao, Zhao et al. 2013) sowie der Connective Tissue Growth Factor (CTGF)
(Xiao, Fuchs et al. 2004), welche durch Phosphorylierung von Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK) eine Fibrosierung auslésen (Travers, Kamal et al. 2016) (Burstein and
Nattel 2008).
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Auch eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems durch Aktivierung des Typ | Rezeptors
durch Angiotensin Il spielt eine Rolle in der Fibrosierung des atrialen Gewebes. Uber andere
Signalkaskaden aktivieren Angiotensin Il und auch PDGF die sog. Janus-Kinasen (JAK) sowie
deren Aktivierungsprodukte Signal transducers and activators of transcription STAT (Chen,
Surinkaew et al. 2017).

Ebenso fuhrt oxidativer Stress durch eine Ausschittung von NADH durch Angiotensin Il sowie
TGF- 31 zu einer Aktivierung von MAPK sowie JAK (Nattel, Burstein et al. 2008) (Youn, Zhang
et al. 2013). Insgesamt konnen auch inflammatorische Zytokine und Zellmediatoren all diese
Rezeptoren aktivieren (Nattel 2017). Durch eine positive Feedbackreaktion kann es ebenso
vorkommen, dass bereits aktivierte Fibroblasten weitere profibrotische Mediatoren
ausschutten. Experimente konnten au3erdem zeigen, dass auch mechanischer Stress (Carver
and Goldsmith 2013) im Rahmen einer funktionellen Mitralklappeninsuffizienz sowie einer

linksatrialen Dilatation eine Ausschittung profibrotischer Stimuli zur Folge haben kann .

2.2.4.1.2 Funktionelles Remodelling

Funktionelles Remodelling umfasst primadr die elektrischen Veranderungen, die die
Entstehung eines Re-entry begilnstigen. Dies sind zumeist Veranderungen auf zellularer
Ebene, vor allem Abweichungen der lonenkanalleitfahigkeit oder ihrer Expression, die eine
Verkiirzung des Aktionspotentials zur Folge haben oder auch die Leitungsgeschwindigkeit
selbst verringern.

Hier spielt wiederum die Erhohung der intrazellularen Konzentration von Kalziumionen eine
Rolle. Durch die bei VHF erhohte Flimmerfrequenz steigt die Ca?*-Konzentration intrazellular
stetig an. Der Uberladung des Intrazellularraums mit den positiven lonen versuchen
Kardiomyozyten mit einer Reduktion des Kalziumeinstroms durch den plateaubildenden L-
Typ-Kalziumkanal lcao+, L entgegenzuwirken. Somit verkirzt sich die Plateauphase des
Aktionspotentials und daher auch seine Gesamtdauer. Gleichzeitig werden zum Ausgleich des
Potentials vermehrt positive Kaliumionen tber den repolarisierenden Kaliumstrom lx; aus der
Zelle gefordert. Dieser verstarkte repolarisierende Strom fuhrt durch eine schnellere
Repolarisation zur weiteren Verkirzung des Aktionspotentials und begiinstigt somit eine
kreisende Erregung. (Wakili, Clauss et al. 2012)

Eine Reduktion der Leitungsgeschwindigkeit kann u.a. durch eine Reduzierung des
depolarisierenden Natriumstroms oder auch durch Connexin-Dysfunktion (lwasaki, Nishida et
al. 2011). Auch wenn bisher tber ein Remodeling der Gap Junctions noch wenig bekannt ist,
geht man dennoch davon aus, dass Mutationen des Connexin-40 eine Verzogerung in der
Impulsweiterleitung zur Folge haben, weshalb diese Mutation auch als pradisponierend fir die

Entstehung von VHF angesehen wird (Nattel, Burstein et al. 2008).
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Insgesamt wird dem elektrischen Remodeling eine wichtige Bedeutung fir die klinische
Prasentation von VHF zugeschrieben. So geht man davon aus, dass ein Rezidiv der
Erkrankung nach einer Kardioversion, eine Resistenz von persistierenden Formen gegeniiber
der Medikation sowie die Konversion der paroxysmalen Form zur persistierenden Variante mit
den Modifikationen der elektrischen Impulsgebung zusammenhéangen. (lwasaki, Nishida et al.
2011)

2.3 Diagnostik von VHF

Primar umfasst die Diagnostik des VHF naturlich die Feststellung des Vorhandenseins der
Rhythmusstérung an sich. Um im Anschluss die bestmogliche Therapie zu wahlen, sollte
jedoch zusatzlich untersucht werden, ob Begleiterkrankungen vorliegen, die das Auftreten von
VHF ausldsen oder beeinflussen kénnen. Im Rahmen einer individualisierten Therapie sollten
auch all jene Parameter ermittelt werden, welche als Prognosemarker Hinweise darauf geben,
wie erfolgsversprechend eine mdogliche Therapie gerade in Bezug auf die invasive

Ablationstherapie zu sein scheint.

2.3.1 Elektrokardiogramm

Der unregelmafige, meist zu schnelle Puls durch VHF kann zwar oft schon in der kdrperlichen
Untersuchung durch Palpation und Auskultation festgestellt werden. Als Goldstandard in der
Diagnostik von VHF gilt jedoch das EKG. Die elektrokardiografischen Kriterien fur die
Diagnose VHF sind laut Leitlinien der ESC (Camm, Kirchhof et al. 2010):

(2) absolut irregulére RR-Intervalle ohne repetitive Muster

(2) nicht klar abgrenzbare oder géanzlich fehlende P-Wellen, meist in Ableitung V1

3) unregelmanige Zykluslange unter >200ms

Die Schwierigkeit in der Detektion von VHF liegt darin, auch paroxysmales VHF
aufzuzeichnen. Hierfur verwendet man haufig Langzeit-EKGs uber 24h oder einen Event-
Recorder. Die langere Aufzeichnungsspanne des Herzschlags erméglicht es so auch

kurzzeitige oder sich selbst limitierende Sequenzen von VHF zu detektieren.

2.3.2 Langzeit-Elektrokardiogramm und Event-Rekorder

In Anbetracht der Tatsache, dass VHF haufig nur kurzzeitig auftritt (siehe Definition von
paroxysmalem VHF), muss es Mdoglichkeiten geben, diese selteneren Episoden der
Rhythmusstoérung aufzuzeichnen und zu dokumentieren. Eine Mdglichkeit stellt das Langzeit-
EKG dar, welches den Herzrhythmus der Patienten Gber 24h protokolliert. Ein Vorteil dieser

Untersuchung ist es, dass nicht nur Flimmerepisoden aufgenommen werden, sondern auch
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weitere Irregularitaten des Herzrhythmus des Patienten, wie zum Beispiel Vorhofflattern oder

ventrikulare Extrasystolie.

2.4 Therapie von Vorhofflimmern

Das Konzept der Therapie des VHF basiert zum einen auf der eigentlichen Behandlung der
Rhythmusstérung zum anderen auf der Vermeidung eventueller Komplikationen durch
Thrombembolien sowie der Behandlung bestehender Begleiterkrankungen. (Camm, Kirchhof
et al. 2010)

Zur priméaren Therapie des VHF stehen prinzipiell zwei Strategien zur Auswahl:
D) Frequenzkontrolle
2) Rhythmuskontrolle

2.4.1 Frequenzkontrolle

Die Frequenzkontrolle bezeichnet einen Ansatz, bei dem darauf verzichtet wird
einen Sinusrhythmus herzustellen. Patienten mit VHF leiden zumeist unter den Palpitationen
durch eine Kammerfrequenz von >150 Schlagen pro Minute. Ziel dieser Therapievariante ist
es daher, ein normofrequentes VHF mit einer Ruhefrequenz von < 110 Schlagen pro Minute
einzustellen. Die RACE Il Studie von 2010 zeigte, dass eine strengere Einstellung durch
Ruhefrequenz < 80 Schlage pro Minute keine signifikanten Verringerung der Anzahl der
Hospitalisierungen  aufgrund  einer  entstehenden  Herzinsuffizienz, Blutungen,
Thrombembolien, lebensbedrohliche Arrhythmien oder einem kardiovaskularen Tod bewirke
(Van Gelder, Groenveld et al. 2010). Daher gilt auch in den Leitlinien von 2016, dass eine
strenge Frequenzkontrolle mit < 80 Schlagen pro Minute nur bei weiter symptomatischen
Patienten erwogen werden sollte. (Kirchhof, Benussi et al. 2016) (Groenveld, Crijns et al.
2011).

Physiologisch ist es die Funktion des AV-Knotens die Vorhofkontraktion auf den Ventrikel zu
Ubertragen. Um die bei VHF bestehende fehlerhafte schnelle Vorhofaktivitat mit bis zu 400
Schlagen pro Minute nicht auf den Ventrikel tUberleiten zu lassen, muss diese Uberleitung
gehemmt werden. Medikamentos erfolgt dies durch Hemmung der Uberleitung am AV-Knoten
durch Beta-Blocker, Digitalispraparate oder Kalziumantagonisten. Sollte dies nicht erfolgreich
sein, kann man als letzten Therapieschritt eine Ablation des AV-Knoten vornehmen, was
jedoch aufgrund der Irreversibilitdt einen palliativen Ansatz darstellt. (Kirchhof, Benussi et al.
2016)
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Medikation Dosierung in

Akutsituation

Dosierung zur
Langzeiteinnahme

Nebenwirkungen
(NW)

Kommentar

Beta-Blocker

Bisoprolol - 1,25 - 20mg pro Tag
(Einmalgabe oder geteilt)
Carvedilol - 3,125 - 50mg zweimal
taglich
Metoprolol 2,5-10mgi.v. 100-200mg pro Tag
Bolus
(Wiederholungen
maoglich)
Nebivolol - 2.5-10mgro Tag
(Einmalgabe oder geteilt)
Esmolol 0,5mg/kg i.v. Bolus

Uber 1min, danach
0,05 -
0,25mg/kgKG/min

Haufige NW: Lethargie,
Kopfschmerzen,
periphere Odeme,
Symptome im Bereich
des oberen
Respirationstrakts,
gastrointestinales
Unwohlsein.
Nebeneffekte:
Bradykardien, AV-Block
und Hypotension

Bronchospasmus
ist selten. Bei
Asthma werden
Beta-I-selektive
Blocker
empfohlen (kein
Carvedilol).
Kontraindiziert
bei akuter
Herzinsuffizienz
und bei
schwerem
Bronchospasmus
in der Anamnese

Calciumkanal-Blocker

Diltiazem 15-25mgi.v. 60mg 3x pro Tag, max.
Bolus 360mg pro Tag
(Wiederholungen
maoglich)

Verapamil 2,5-10mgi.v. 40 - 120mg 3x pro Tag,
Bolus max. 120 - 480mg pro Tag
(Wiederholungen
maoglich)

Haufige NW:
Unwohlsein, Lethargie,
Kopfschmerzen, Flush,
gastroinstestinales
Unwohlsein, Odeme.
Nebeneffekte:
Bradykardie, AV-Block
und Hypotension (eher
bei Verapamil)

Vorsicht bei
Kombination mit
Beta-Blocker.
Dosisreduktion
bei Leber- und
Niereninsuffizien
z. Kontraindiziert
bei
Herzinsuffizienz
mit EF < 40%

Herzglykoside

Digoxin 0,5mg i.v. Bolus 0,0625 - 0,25mg pro Tag
(Wiederholungen
moglich)

Digitoxin 0,4 -0,6mg i.v. 0,05 - 0,3mg pro Tag
Bolus

Haufige NW:
Unwohlsein,
gastrointestinales
Unwohlsein,
Sehstdrungen,
Kopfschmerz,
Hautausschlag. Bei
Uberdosierung (> 2
ng/mL) wirkt Digoxin
pro-arrhythmisch und
kann Herzversagen
verschlechtern, vor
allem bei Hypokalidmie

Hohe
Plasmalevel sind
assoziiert mit
erhohter
Mortalitat.
Disosreduktion
bei
Niereninsuffizien
z. Kontraindiziert
bei Patienten mit
akzessorischen
Leitungsbahnen,
ventrikularer
Tachykardie und
HOCM

Spezielle Indikation

Amiodaron

300mg i.v. in 250ml 200mg pro Tag

5% dextrose Uber
30-60min

Héaufige NW:
Hypotension,
Bradykardie, Ubelkeit,
QT-Zeit-Verlangerung,
Lungentoxizitat,
Hautveranderungen,
UV-Empfindlichkeit,
Schilddriisendysfunktion
, Corneaablagerungen

Empfohlen als
additive
Therapie, wenn
Kombinationsther
apie der oben
genannten
Medikamente
frustran verbleibt
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Tab. 2.4-1: Medikamente zur Frequenzkontrolle bei VHF, modifiziert nach ESC-Leitlinien (Kirchhof,
Benussi et al. 2016)

2.4.2 Rhythmuskontrolle

Das Ziel der Rhythmuskontrolle ist es, den Sinusrhythmus wiederherzustellen und
aufrechtzuerhalten. Auch wenn die Stabilisierung des Sinusrhythmus aus physiologischer
Sicht dringlich erscheint, so fehlt doch die klinische Evidenz daflr, dass sich eine
entscheidende Verbesserung der Prognose der Erkrankung unter reiner Rhythmuskontrolle
einstellt (Wyse, Waldo et al. 2002). Deshalb wird die Rhythmuskontrolle meist nur bei
Patienten mit entsprechender Symptomatik durchgefiuihrt (EHRA-Score > 1) bzw. bei

Symptompersistenz trotz Frequenzkontrolle.

2.4.2.1 Akute Rhythmuskontrolle

Die akute Rhythmuskontrolle kann durch medikamentdse oder elektrische Kardioversion
erfolgen. Voraussetzung fir diesen Therapieansatz ist entweder eine zeitlich ausreichende
Antikoagulation mit Cumarin-Derivaten (Beginn mind. 3 Wochen vor elektiver Kardioversion)
oder ein vorheriger Thrombenausschluss durch eine transosophageale
Echokardiographie (TEE). So soll verhindert werden, dass sich eventuell im linken Antrium
befindende Thromben ausgeschwemmt werden.

Die elektrische Kardioversion erfolgt durch gezielte Defibrillation. Hierbei wird die Herzaktion
Uber die transthorakale Applikation eines biphasischen Gleichstroms durch den Defibrillator
synchronisiert.

Fur die medikamentdse Rhythmuskontrolle ist Amiodaron das Medikament der Wahl, da es
auch bei Patienten mit zusatzlichen strukturellen Herzerkrankungen gegeben werden kann.
Es stehen jedoch auch einige andere Wirkstoffe zur Verfligung, die unter Beriicksichtigung

eventueller Kontraindikationen individuell ausgewahlt werden. (siehe Tabelle 2.4-3)

Klassen der Antiarrhythmika

: . : Flecainid
Klasse-Ic-Antiarrhythmika Natriumkanal-Blocker
Propafenon
Amiodaron
Klasse-lll-Antiarrhythmika Kaliumkanal-Blocker Sotalol
Dronedaron

Tab. 2.4-2: Antiarrhythmika
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2.4.2.2 Langfristige Rhythmuskontrolle

Langfristig kann der Rhythmus entweder medikamentds oder interventionell stabilisiert
werden.

Zur pharmakologischen Therapie werden auch hier Klasse-Ic-und Klasse-IlI-Antiarrhythmika
verwendet. Bei Patienten ohne kardiale Grunderkrankung gelten Beta-Blocker oder
Dronedaron als Medikamente der ersten Wahl. Bei einer zusatzlichen kardialen Erkrankung,
wie z.B. Herzinsuffizienz > NYHA I, kommt Amiodaron zum Einsatz, das aktuell als effektivstes
Antiarrhythmikum gilt, da es in prospektiven Studien keine Mortalitatszunahme zeigte.
Interventionell ist die Katheterablation Therapie der Wahl zur langfristigen Rhythmuskontrolle.
Die Grundlage fur diese katheterbasierte Therapie von VHF schuf Haissaguerre, welcher 1998
erstmalig elektrische Trigger aus den Pulmonalvenen als ursachlich fur die Entstehung von
VHF beschrieb (Haissaguerre, Jais et al. 1998).

Als mittlerweile eigensténdiges und komplexes Therapiekonzept in der Therapie des VHF wird

die Ablation im Kapitel 2.4.2.3 ausfuhrlich beschrieben.

2.4.2.3 Interventionelle Therapie mittels Ablation

Eine Ablation ist ein kathetergestiitztes Verfahren, bei dem ein Katheter Uber die Vena
femoralis in der Leiste durch die Vena cava inferior bis in den rechten Vorhof geschoben und
unter Perforation des Vorhofseptums im linken Vorhof — dem Ort der Entstehung von VHF —
platziert wird. Mittels eines Messkatheters wird ein sog. Mapping der GefaRwéande
durchgefuhrt, wodurch eine dreidimensionale Rekonstruktion der vier Pulmonalvenen (PV)
erstellt wird. Nach Darstellung dieser kann die vorhofnahe Muskulatur der Pulmonalvenen
vertdet werden, sodass eine myoelektrische Impulsweiterleitung aus den Pulmonalvenen in
die Vorhofe verhindert wird, was eine dauerhafte Isolation des ektopen Areals zur Folge hat.
Vor einer geplante Katheterablation sollte unabhéngig vom individuellen CHA;DS,-VASc-
Score und dem aktuellen bestehenden Rhythmus eine effektive Antikoagulation mittels DOAK
oder Vitamin-K-Antagonisten vorgenommen werden (Cappato, Marchlinski et al. 2015) (Di
Biase, Burkhardt et al. 2014). Um peri-interventionelle thrombembolische Ereignisse zu
verhindern, sollte zudem eine kontinuierliche i.v.-Gabe von nicht-fraktionierten Heparin
erfolgen.

Wie jeder invasive Eingriff birgt auch die Katheterablation Risiken, die mit dem Patienten zuvor
besprochen werden miussen. Insgesamt treten bei ca. 4.5% der Patienten schwere
Komplikationen wie eine Herzbeuteltamponade oder eine transiente ischdmische Attacke auf.
Es kommt jedoch nur in sehr seltenen Fallen zum intraprozeduralen Versterben des Patienten
(< 0.2%). (Cappato, Calkins et al. 2010)

Grundsétzlich stehen zwei verschiedene Ablationsverfahren zur Verfigung:

die Radiofrequenzablation und die Kryoablation.
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Bei der Radiofrequenzablation werden mit einem Wechselstrom mit einer Frequenz von 300
bis 750 kHz (Radiofrequenz) punktuell Gewebslasionen im Myokard gesetzt, durch die eine
Weiterleitung von Erregungen nicht mehr moglich ist. Die Kryoablation hingegen nutzt
flissigen Stickstoff, der das Gewebe lokal durch Temperaturen von bis zu -75 °C schock-
gefriert und so zu einer intra- und extrazellularen Eiskristallbildung fihrt.

Auch wenn die Radiofrequenzablation bisher am haufigsten eingesetzt wird, gewinnt auch die
Kryoablation aufgrund guter Evidenzlage immer mehr an Bedeutung (Kuck, Brugada et al.
2016).

Eine aktuelle Vergleichsstudie, die die unterschiedliche Effektivitat der Ablation anhand des
verwendeten Verfahrens untersuchte, ist die FIRE AND ICE Studie von 2016.

In die multizentrische Studie wurden insgesamt 762 Patienten mit therapierefraktdrem
symptomatischem paroxysmalem VHF eingeschlossen. 374 Patienten wurden durch eine
Ablation mittels Kryoballon interveniert, 376 Patienten hingegen erfuhren eine
Radiofrequenzablation. Primarer Endpunkt der Untersuchung war das Auftreten eines
Rezidivs innerhalb von 90 Tagen definiert als ein wiederkehrendes VHF, ein Vorhofflattern,
der Bedarf an Antiarrhythmika oder einer erneuten Ablation. Das Follow-up wurde insgesamt
Uber 1.5 Jahre weitergefihrt.

Auch wenn beide Verfahren ihre Vor- und Nachteile zeigten, so differierten sie in der
Erfolgsrate insgesamt nicht signifikant. Bei 35.9 % der Patienten mit Radiofrequenzablation
und 34.6% mit Kryoablation mussten weitere therapeutische Schritte aufgrund eines erneuten
Rezidivs eingeleitet werden. Als priméren Sicherheitsendpunkt waren Komplikationen wie das
Eintreten des Todes oder ein Insult definiert. Auch hier ergab sich kein signifikanter
Unterschied in beiden Verfahren (12.8 % bei Radiofrequenzablation und 10.2% bei
Kryoablation). (Kuck, Brugada et al. 2016)

2.4.3 Embolieprophylaxe durch Antikoagulation

Aufgrund des bis zu funffach erhdhten Risikos fur das Auftreten eines Schlagabfalls (Wolf,
Mitchell et al. 1998) spielt die medikamentése Hemmung der Blutgerinnung bei Patienten mit
VHF eine wichtige Rolle als Teil eines Gesamttherapiekonzepts. Die Prognose der Patienten
ist im Wesentlichen determiniert durch den Einsatz einer suffizienten Antikoagulation.

Ob bei einem Patienten eine Antikoagulation indiziert ist, wird anhand des individuell
berechneten CHA,-DS»-VASc-Scores (s. Tab. 2.4-3) evaluiert. Bei einem Score von = 2
Punkten bei Mannern bzw. = 3 Punkten bei Frauen ist eine medikamentdse
Thrombembolieprophylaxe zwingend erforderlich. Hingegen ist bei einem Scoringwert von 0
bzw. einem Punkt durch weibliches Geschlecht keine orale Antikoagulation indiziert. Ein
Graubereich stellt ein Score von 1 Punkt bei Mannern und 2 Punkten bei Frauen dar, bei dem

gemal den Leitlinien eine orale Antikoagulation eingeleitet werden kann. Gerade in diesen
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Fallen ist es hilfreich eine Berechnung des individuellen Blutungsrisikos des Patienten
durchzufiihren, beispielweise anhand des im klinischen Alltag verbreiteten HAS-BLED-Scores,
um so das Risiko einer Blutung dem einer Thrombembolie gegentuberzustellen.

Gleichzeitig sollte aber bei einem erhéhten CHA>-DS,-VASc-Score sowie einem hohen Wert
im HAS-BLED-Score eine Antikoagulation dennoch nicht unterlassen werden (January, Wann
et al. 2014). In diesen Fallen dient eine Gegenuberstellung lediglich der Ma3nahme einer
genaueren Identifikation von individuellen Risikofaktoren fir eine Blutungskomplikation,

sodass es diese Faktoren daraufhin zu minimieren gilt.

2.5 Stratifizierung des Therapieerfolgs nach Katheterablation

Der Erfolg (Outcome) bzw. die Wirksamkeit einer Katheterablation wird an der Rezidivfreiheit
von VHF des Patienten Uber die Zeit bemessen. Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2013, welche
6167 Patienten aus 19 verschiedenen Studien beriicksichtigte, zeigte, dass sich die
Erfolgsraten gemessen am Outcome nach 3 Jahren durch mehrmalige Interventionen steigern
lasst. Dies veranschaulicht, dass eine Rezidivfreiheit Uber diesen Zeitraum nur bei einem
Bruchteil der Patienten nach einer einmaligen Intervention erreicht werden kann. Nach der
ersten Ablation erreichte man bei 53.1% (95% CI 46.2% bis 60.0%) der Patienten eine
Rezidivfreiheit, wobei sich ein signifikanter Unterschied in der Rezidivfreiheit nach Ablation
zwischen paroxysmalen und nicht paroxysmalen Formen des VHF zeigt (54.1% vs. 41.8%).
Der Langzeiterfolg nach multiplen Ablationen liegt deutlich héher mit 79.8% (95% CI 75.0%
bis 83.8%). (Ganesan, Shipp et al. 2013)

Im Zuge der Entwicklung einer Patienten-orientierteren Medizin und einer individualisierten,
personalisierten Therapie gilt es vor der Einleitung einer therapeutischen MalRhahme zu
eruieren, wie erfolgsversprechend diese fir den Patienten im Einzelnen sein wird, vor allem
bei einer Therapie mit den oben aufgefiihrten moderaten Erfolgsaussichten.

Im Kontext fur eine Erfolgsstratifizierung der Ablationstherapie gelten als generell anerkannte
Parameter die LA-Grol3e sowie das Vorliegen eines persistierenden VHF im Vergleich zu
einem paroxysmalen VHF. Aber auch das Alter des Patienten oder eine zusétzlich bestehende
Herzinsuffizienz scheinen eine Rolle zu spielen. Aktuelle Studien untersuchen zusatzlich, ob
sich nicht auch Uber die Auspragung der atrialen Fibrose als ein strukturelles Charakteristikum
des VHF der Ablationserfolg abschatzen lasst. Eine weitere diagnostische Mdglichkeit zur
Therapiestratifizierung scheint sich in elektrokardiographischen Parametern zu ergeben
(Deng, Bai et al. 2017). Basierend auf diesen Erkenntnissen entwickelten sich
Berechnungsscores zur Einschétzung des Rezidivrisikos. Die beiden bereits etablierten
Scores CHADS; und CHA:;DS,-VASc zeigten sich hierbei als moderate Hilfsmittel. (Letsas,
Efremidis et al. 2014) (Kornej, Hindricks et al. 2014) Eine signifikant bessere Risikoevaluation

(p < 0.001) ermoglicht der APPLE-Score, bestehend aus den Parametern Alter > 65 Jahre,
23



persistierendes VHF, eingeschrankte eGFR (<60ml/min/1.73 m?), linksatrialer Diameter 2
43mm, linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) <50%. Patienten mit einem APPLE-Score
von 2 3 hatten eine Rezidivrate von 52%, was verglichen mit einem APPLE-Score von O eine
4,7fache Risikoerhdhung bedeutet. Allein aufgrund seiner einfachen Berechnung basierend
auf validierten, klar definierten Parametern, die bereits mit Vorhofflimmerrezidiven in
Verbindung gebracht wurden, gilt der APPLE Score als generell anwendbar. (Kornej, Hindricks
et al. 2015)

Die Form des VHF, an welcher die Patienten leiden, scheint ebenfalls ein wichtiger Pradiktor
fur die Erfolgsrate nach Ablationstherapie zu sein. Hier zeigt sich, dass die persistierende Form
mit einer hoheren Rezidivquote vergesellschaftet ist. In einer Untersuchung von 385 Patienten
mit sowohl paroxysmalem sowie persistierendem VHF zeigte sich, dass Rezidive (zwischen 3
Monaten und einem Jahr nach Ablation) signifikant haufiger bei nicht-paroxysmalem VHF im
Vergleich zu der paroxysmalen Form auftraten (56% vs. 39%, p=0.0001). AuRerdem zeigte
die multivariate Analyse des gleichen Kollektivs, dass neben der Form des VHF auch eine
bestehende arterielle Hypertonie sowie ein zuvor frustraner Versuch einer medikamentdsen
antiarrhythmischen Therapie einen Pradiktor fur ein Rezidiv darstellten. (Khaykin, Oosthuizen
et al. 2011)

Eine VergrolRerung des linken Atriums ist eng assoziiert mit dem Auftreten von VHF, weshalb
es kontrovers diskutiert wurde, ob diese nicht auch ein wichtiger Pradiktor fir ein Rezidiv des
VHF nach Ablationstherapie sein kdnnte. Insgesamt ergab eine aktuelle Metaanalyse eine
deutliche Assoziation. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Rezidivrisikos durch einen
dilatierten LA, sodass der LA Diameter als singularer Pradiktor eine entscheidende Rolle spielt.
(Zhuang, Wang et al. 2012) Erste Hinweise darauf ergab schon die grof3 angelegten Atrial
Fibrillation Follow-Up Investigation of Rhythm Management (= AFFIRM) Studie von 2005. Sie
untersuchte, ob es eine Assoziation zwischen einem vergrof3erten Atrium und einem
Vorhofflimmerrezidiv nach medikamentdser antiarrhythmischer Therapie gibt. Hierflr wurden
2334 Patienten eingeschlossen, wovon 726 (31%) eine Atriumgréf3e von > 4.5 cm vorwiesen.
Es konnte nachgewiesen werden, dass ein vergroBertes Atrium signifikant mehr
Vorhofflimmerrezidive zur Folge hatte. (Olshansky, Heller et al. 2005) Aber auch in
Zusammenhang mit einer Ablationstherapie konnte nachgewiesen werden, dass eine LA
VergroRerung ein schlechteres Outcome bedingt. Die Arbeitsgruppe um Miyazaki et al.
bestétigte, dass die LA Volumengrol3e ein unabhéangiger Pradiktor eines Rezidivs nach PVI
darstellt. Sie gingen sogar so weit zu sagen, dass jeder Millimeter Vergrof3erung des LA
Diameters einen Anstieg der Rezidivrate um 7.2% zur Folge hat (p = 0.0007). (Miyazaki,
Kuwahara et al. 2011) Eine weiterer interessanter Zusammenhang ergab sich bei einer

detaillierteren Untersuchung der Vernarbung des linken Atriums und einer daraus folgenden
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VergroRerung des Atriums. Verma et al. wiesen nach, dass dies ebenfalls eine signifikant
hohere Rezidivrate nach sich zieht (57% vs. 19%, p = 0.003). (Verma, Wazni et al. 2005)
Altere Patienten weisen im allgemeinen haufiger zusatzliche Komorbiditaten auf und befinden
sich zumeist in einem fortgeschrittenerem Stadium des VHF. Es ist daher wenig tberraschend,
dass sich in einer Analyse eines 5-Jahres-Follow-Ups nach Katheterablation ein hdheres
Patientenalter als negativer Einfluss auf den Outcome erweist (Bunch, May et al. 2016).

2.6 microRNA und ihre mdgliche Bedeutung als Biomarker bei Vorhofflimmern

2.6.1 Synthese von microRNA

Bei microRNA (miRNA) handelt es sich um ca. 20-25 Nukleotide lange nicht-kodierende RNA-
Moleklle, die eine bedeutende Rolle in der Regulation der Proteinbiosynthese spielen (Clauss,
Sinner et al. 2015).

Durch gezielte Bindung an die komplementaren 3°-UTR-Sequenzen der jeweiligen Ziel-
messengerRNA (mRNA) kdnnen miRNA als Feinregulatoren direkt in die post-
transkriptionalen Prozesse eingreifen. Funktionell gesehen wirken miRNA dabei inhibierend
und unterbinden die Umschreibung der mRNA zum Protein, wodurch die Expression des
betroffenen Zielproteins reduziert wird (Wakili, Clauss et al. 2012). Die Transkription der reifen
mMiRNA aus dem Genom ist ein komplexer Syntheseprozess, dessen einzelne
Syntheseschritte sowohl im Zellkern als auch im Cytoplasma der Zelle stattfinden (sog.
Kompartimentierung) (Lee, Jeon et al. 2002). Im Zellkern beginnend bildet in einem ersten
Schritt eine RNA-Polymerase (RNA-Polymerase Il/1ll) die sog. pri-miRNA mit ca. 1000
Basenpaaren (bp) (Lee, Jeon et al. 2002) (Lee, Kim et al. 2004). Durch den sog.
Mikroprozessorkomplex, bestehend aus dem RNase-lll-Enzym Drosha und dem dsRNA-
Bindeprotein DGCR-8 (DiGeorge syndrome critical region 8) als Kofaktor (Lee, Ahn et al. 2003)
(Bartel 2004), wird die ca. 70 bp lange precursor-miRNA (pre-miRNA) prozessiert (Lee, Jeon
et al. 2002) (Zeng and Cullen 2003). Uber die Kernporen in der Zellkernmembran wird tiber
Exportin-5 und den Kofaktor Ran-GTP die pre-miRNA aktiv ausgeschleust und ins Cytoplasma
exportiert (Yi, Qin et al. 2003) (Lund, Guttinger et al. 2004) (Melo, Moutinho et al. 2010)
(Bohnsack, Czaplinski et al. 2004). Dort wird die pre-miRNA von dem RNase-IlI-Enzym Dicer
durch die Abspaltung der terminalen Haarnadelschleife zunachst in 17-24 bp lange
Doppelstrang-miRNA geschnitten (Ketting, Fischer et al. 2001) (Grishok, Pasquinelli et al.
2001, Hutvagner, McLachlan et al. 2001). Die Kofaktoren TRBP (TAR RNA binding protein)
und PACT (PKR activation protein) sorgen danach fur die Entwindung der Doppelhelix und die
Trennung der ds-miRNA in Einzelstrange, sodass eine reife miRNA mit einem 5-Ende
entsteht. Die Bindungsspezifitdit einer miRNA héngt ab von der ca. 7 Nukleotid langen
komplementéaren Basenabfolge am 5'-Ende, das korrespondiert mit dem 3 -untranslatierten

Ende der mRNA (Divakaran and Mann 2008). Diese reife miRNA wird in den sog. RISC-
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Komplex (RNA-induced silencing complex) aufgenommen (Hammond, Bernstein et al. 2000)
(Martinez, Patkaniowska et al. 2002). Dieser miRNA-RISC-Komplex bestehend aus TRBP und
Argonaut-Proteinen Agol,2,3 und 4 kann die komplementare Ziel-mRNA auf zwei Arten
regulieren (Gregory, Chendrimada et al. 2005) (Wang, Noland et al. 2009). Zum einen kann
bei teilweiser Ubereinstimmung die weitere Translation der mRNA gehemmt werden.
Zusatzlich kann bei hoher Komplementaritdt der Abbau der mRNA eingeleitet werden
(Hutvagner 2005) (Bartel 2009). Neben dem Grad der Ubereinstimmung spielt dabei auch der
Einfluss von RNA-Bindeproteinen der Argonaut-Familie eine wichtige Rolle (Bartel 2004).

2.6.2 Rolle der miRNA in der Pathophysiologie von Vorhofflimmern

Wie im vorangegangenen Kapitel bereits dargestellt wurde, spielt fir die Entwicklung von VHF
das atriale Remodeling eine bedeutende Rolle. Verschiedenste Untersuchungen der letzten
Jahre konnten zeigen, dass miRNA aufgrund ihrer Fahigkeit die Genexpression zu regulieren
sowohl auf strukturelle als auch auf elektrische Modifikationen im Atrium einen potentiellen
Einfluss haben (Divakaran and Mann 2008).

Eine der wichtigsten kardialen miRNA stellt die microRNA-1 (miR-1) dar, welche als muskel-
spezifische miRNA hauptsachlich in kardialen und Skelettmuskelzellen exprimiert wird (Jia,
Zheng et al. 2013).

Verschiedenste Untersuchungen konnten zeigen, dass sie (ber unterschiedliche
Regulierungsmechanismen Einfluss auf die elektrischen Leitungseigenschaften des Myokards
nimmt (Wakili, Clauss et al. 2012).

Die miR-1 reguliert die mRNA des Genes GJAL, welches fir den Gap Junction Channel
Connexin-43 codiert und somit die Erregungsweiterleitung durch direkte Zell-zu-Zell-
Kommunikation im Atrium steuert. Eine Uberexpression von miR-1 fuihrt zu einer reduzierten
Expression des Connexin-43 und somit zu einer Verzbégerung in der atrialen
Erregungsausbreitung (Viczenczova, Szeiffova Bacova et al. 2016) (Yang, Lin et al. 2007).
Gleichzeitig supprimiert die miR-1 durch Down-Regulation das Gen KCNJ2, welches das
Protein Kir2.1, eine Untereinheit des Ik: codiert. Somit kommt es zu einer Verlangerung der
Repolarisation. Girmatsion et al. konnte zeigen, dass die miR-1 in atrialem Gewebe von
Patienten mit persistierendem VHF signifikant reduziert ist und somit eine erhdhte Expression
von Kir2.1 und damit eine erhohte Expression des Ik: bedingt. Aul3erdem konnte die
Arbeitsgruppe in ihren ex vivo-Experimenten zeigen, dass durch tachykarde Stimulation eine
miR-1-Reduktion und damit eine hohere Kir2.1-Expression ausgeltst werden kann
(Girmatsion, Biliczki et al. 2009).

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen zeigten Jia et al., dass atriales Tachypacing eine erhghte
miR-1 Konzentration zur Folge hat. Als miR-1 Zielgene identifizierte die Arbeitsgruppe KCNE1

und KCNB2, die fir den Kaliumkanal Iks codieren. Ihren Ergebnissen zufolge kommt es durch
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die vermehrte miR-1 Konzentration zu einer vermehrten Expression von lxs und damit zu einer
Verlangerung der Repolarisation (Jia, Zheng et al. 2013).

Durch eine Veranderung der zellularen Ca?*-Konzentration in kardialen Myozyten durch miR-
1 kommt es zu vermehrten spaten Nachdepolarisationen. Den Ergebnissen von Terentyev et
al. zufolge bedingt miR-1 durch Inhibition der Translation der B56o-Untereinheit der Protein-
Phosphatase PP2A eine Hyperphosphorylierung des Ryanodinrezeptors RyR2 durch
Ca?*/Calmodulin-abhangige Proteinkinasen. Die Fehlfunktion des Ryanodinrezeptors RyR2
fuhrt zu einem ungeordneten Fluss von Ca?'-lonen und manifestiert sich als spontane
extrasystolische Ca?*-Ausschuttungen. Dies hat pro-arrhythmogene Auswirkungen und fihrt
gehéauft zu spaten Nachdepolarisationen als Trigger fur Arrhythmien wie das VHF (Terentyev,
Belevych et al. 2009).

Die miR-21, deren Funktion vor allem als pro-onkogene miRNA in verschiedenen
Gewebetumoren (Selcuklu, Donoghue et al. 2009) (Krichevsky and Gabriely 2009) oder auch
als pro-fibrotische miRNA bei pulmonaler Fibrose untersucht wurde (Liu, Friggeri et al. 2010),
ist aber auch in allen Typen der kardialen Zellen, d.h. kardialen Fibroblasten und
Kardiomyozyten Uberexprimiert. (Cheng and Zhang 2010)

Funktionell spielt die miR-21 sowohl in der Proliferation als auch dem Zelltod von
GefalBmuskelzellen sowie Kardiomyozyten eine Rolle. In Zusammenhang mit der Entstehung
des VHF steht jedoch vor allem die pro-fibrotische Funktion der miR-21 im Vordergrund
(Cheng and Zhang 2010). Entsprechend dieser Funktion scheint es sehr passend, dass eine
Expression der miR-21 zwar in verschiedenen kardialen Zelltypen vorherrscht, die Expression
dieser miRNA in Fibroblasten jedoch ca. viermal hoher zu sein scheint als in Kardiomyozyten
(Chen, Wakili et al. 2014). So reguliert die miR-21 in diesen Zellen Giber den ERK-MAP-Kinase
Signalweg durch Inhibition des Gens SPRY1 codierend flir das Protein Sprouty-homologue-1
(Spry-1) deren Fibrosierungsrate (Thum, Gross et al. 2008). Spry-1 gilt als Antagonist des
Fibroblast growth factors und verhindert physiologisch fibrotische Umbauprozesse, so dass es
durch vermehrte Aktivitat der miR-21 konsekutiv zu vermehrter Fibrosierung kommt (Cardin,
Guasch et al. 2012). Zusatzlich erbrachte die Arbeitsgruppe um Adam et al. 2012 den
Nachweis eines Zusammenhangs zwischen der vermehrten Expression von miR-21 bei
Patienten mit bekanntem VHF und der ver&nderten Konzentration von SPRY1. So zeigten
vergleichende PCR-Analysen von Gewebeproben von Patienten mit SR bzw. VHF, dass die
Expression der miR-21 bei VHF-Patienten um das 2.5fache erhdht ist (Adam, Lohfelm et al.
2012).Das Protein sprouty homolog 1 (Spry-1), das ausgehend vom Gen SPRY1 translatiert

wird, gilt als Antagonist des Fibroblast growth factors
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Ahnlich der Funktion der miR-1 als Regulator der Ixi-Untereinheit (UE) Kir2.1 sollen auch die
beiden Isoformen miR-26a und miR-26b Einfluss auf die Funktion dieses lonenkanals nehmen.
Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass eine Suppression der miR-26-Expression
durch Verwendung eines antagomiR die kardiale Vulnerabilitat steigert. Eine verringerte miR-
26-Expression fuhrt konsekutiv zu einer Erhdhung der Expression der Iki-UE, was wiederum
eine Akzeleration der Repolarisation zur Folge hat. Somit kommt es zu einem vermehrten
Auftreten von VHF (Wakili, Clauss et al. 2012) (Wang, Lu et al. 2011).

Neben diesem Einfluss auf elektrische Remodelling-Vorgange zeigen Studien, dass die miR-
26 auch das funktionelle Remodelling beeinflusst. So ist nachweislich die Expression der
Isoformen miR-26a und miR-26b in isolierten linksatrialen Fibroblasten von M&ausen verringert,
was auf eine Suppression dieser durch den nuclear factor of activated T cells NFATc3
zurlckzufuhren ist. Durch die verringerte Expression der miR26 fehlt inr inhibierender Einfluss
auf den sog. Ca?"-permeable transient receptor potential canonical-3 (TRPC3). Dieser
reguliert die Angiotensin-Il assoziierte Proliferation und Differenzierung von Fibroblasten und

tragt damit zur Fibrosierung des Atriums bei. (Harada, Luo et al. 2012)

Eine miRNA, welche vor allem im Rahmen des strukturellen Remodeling eine Rolle spielt,
scheint die miR29b zu sein. Als grundséatzlich anti-fibrotische miRNA sorgt sie durch eine
Inhibierung der sog. ECM Gene Kollagen 1A1 (Col1Al), Kollagen 3A1 (Col3A1) sowie Fibrillin
(FBN) fir eine geringe Fibrose im Atrium. Durch verminderte Expression der miR-29b kommt
es konsekutiv zu einer vermehrten Fibrosierung des Atriums, was ein Substrat fir VHF darstellt
(Dawson, Wakili et al. 2013).

Nachgewiesen werden konnte diese Expressionsminderung durch Chen et al., welche in
einem Hundemodell nicht nur die Expression der miR-29b mal3en, sondern auch der miR-133
und der miR-3, die ebenfalls vermindert exprimiert werden. Zusatzlich wies die Arbeitsgruppe
nach, dass die pro-fibrotische miR-21 vermehrt exprimiert wird. (Chen, Wakili et al. 2014)

Die Arbeitsgruppe um Wakili et al. konnte diese Ergebnisse unterstiitzen. Zudem wiesen sie
nach, dass eine Reduktion der miR-29b Konzentration direkt mit einer erhohten
Kollagenproduktion einhergeht. Zusatzlich gelang es jener Arbeitsgruppe, im Gewebe von
Patienten mit bestehendem VHF eine verminderte Expression der miR-29b verglichen mit

jener der Sinusrhythmuspatienten nachzuweisen (Wakili, Clauss et al. 2012).

Die Rolle der miR-144 bei arrhythmogenen Erkrankungen scheint bisher offen. Bis dato gilt
die miR-144 als miRNA, welche vor allem in der Tumorgenese sowie der Synthese der
Adipozyten eine Rolle einnimmt. So gilt das Cluster aus miR-144 und miR-451 als pro-
onkogene Kombination. Durch friilhe Apoptose, Hemmung von Zellmigration,- invasion sowie

-proliferation und der Suppression von c-Myc und p-ERK bei gleichzeitiger Promotion des pro-
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onkogenen Proteins p53 haben diese miRNA einen entscheidenden Einfluss auf die
Entwicklung dsophagealer Tumoren (Gao, Zhang et al. 2018). Im Gegensatz hierzu gilt die
miR-144 durch Suppression der E-Cadherine Zinkfinger E-box-binding homebox 1 und 2
(ZEB:1 und ZEBy) als Tumorsuppressor bei thyreoidalen Karzinomen (Guan, Liang et al. 2015).

Eine weitere miRNA, welche bei Patienten mit bekanntem VHF nachweislich verstarkt
exprimiert wird, ist die miR-146. Als Inhibitor des Tissue inhibitor of matrix metalloproteinase
4 (TIMP-4), einer Peptidase der TIMP-Familie, bewirkt die miR-146 eine vermehrte
Fibrosierung der extrazellularen Matrix (ECM). Durch die Inhibition von TIMP-4 kommt es zu
einer verstarkten Synthese der Matrix Metalloproteinase 9 (MMP-9) sowie einem Anstieg des
Kollagengehalts (van den Berg, Kawasaki et al. 2017). Diese insgesamt fibrotische
Umstrukturierung spielt eine Rolle in der Aufrechterhaltung des Re-entry-Kreises des VHF
(Wang, Wang et al. 2015). Gleichzeitig untersuchten Cooley et al. das atriale Gewebe von
Patienten mit VHF und verglichen die Expressionsrate der miR-146 mit jener im atrialen
Gewebe von Patienten mit einem bekannten SR. Hier zeigte sich ein signifikanter

Expressionsunterschied im rechten Atrium. (Cooley, Cowley et al. 2012).

MiRNA der human lethal-7 (let-7) Familie spielen eine wichtige Rolle in der Karzinogenese
sowie der Regulation des Zellzyklus. Unter anderen sind die miRNA der let-7-Familie an der
Regulation der RAS Proteine beteiligt. Sowohl K-RAS als auch N-RAS und H-RAS verfligen
Uber let-7-Bindestelle, Uber welche ihre mRNA-Synthese reguliert wird. Die let-7d sorgt
beispielsweise fir eine Hemmung der mRNA des K-RAS-Proteins. Hierdurch erstarren die
Zellen vermehrt in der G1-Phase des Zellzyklus und die Zellproliferation wird reduziert
(Kolenda, Przybyla et al. 2014).

Eine gegenseitige negative Beeinflussung im Sinne einer sog. Double-negative feedback loop
besteht zwischen den MYC-Proteinen und den let-7-miRNAs. Zum einen wird die MYC-
Translation durch let-7-miRNA gehemmt. Gleichzeitig hemmen die MYC-Proteine einige der
let-7-miRNAs. Diese Feedback-Schleife scheint vor allem im Rahmen der Tumorzellsynthese
eine Rolle zu spielen (Kolenda, Przybyla et al. 2014).

Des Weiteren wurde bislang nachgewiesen, dass miRNA der let-7-Familie eine Rolle in der
Entwicklung pulmonaler Fibrose spielen. So zeigt sich in mit TGF-RB1 stimuliertem
Lungengewebe eine Reduktion der let-7d-Expression wahrend das entsprechende Zielgen
HMGAZ2 vermehrt exprimiert wird (Li, Zhao et al. 2016). Da Untersuchungen von Liu et al.
zeigten, dass die let7d in linksatrialem Gewebe verstarkt exprimiert wird (Liu, Qin et al. 2014),
lasst sich vermuten, dass die let7d auch in diesem Gewebe durch veranderte Fibroseraten ein

Korrelat fur die Entwicklung von VHF darstellt.
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Die miRNA miR-374 gilt als miRNA, welche eine kardiale Hypertrophie bedingt. Der Grund
hierfur liegt in einem Ungleichgewicht innerhalb des vascular endothelial growth factor
pathways und den beteiligten Rezeptoren 1 und 2. Durch eine Uberexpression der miR374
kommt es zu einer verstarkten Aktivitdt des VEGFR-2, da der VEGFR-1 durch die
entsprechende miRNA inhibiert wird. Durch das Ungleichgewicht kommt es zur vermehrten
Hypertrophie der Myozyten. Eine kardiale Vergrolerung geht haufig einher mit einer Dilatation
des Atriums, was in engen Zusammenhang mit der Entwicklung von VHF gebracht wird (Lee,
Song et al. 2017).

Bezlglich ihrer Plasmaspiegel bei Patienten mit VHF Iasst sich die miR-374a von der miR-
374b unterscheiden. Wahrend die miR-374a bei Patienten mit VHF hochreguliert scheint, so
ist die miR-374b im Plasma von kardial vorerkrankten Patienten runterreguliert (van den Berg,
Kawasaki et al. 2017) (Condorelli, Latronico et al. 2010).

Neben vieler weiterer Funktionen gilt die miR-425 als negativer Regulator des atrialen
natriuretischen Peptids (ANP). Durch eine miR-425-vermittelte Inhibition des Gens NPPA,
welches fur ANP codiert, kommt es zu einer Verringerung der Proteinbiosynthese flir dieses
Peptid (Vandenwijngaert, Ledsky et al. 2018) (Arora, Wu et al. 2013).

ANP, welches spezifisch im atrialen Gewebe exprimiert und von Kardiomyozyten sezerniert
wird (Vandenwijngaert, Ledsky et al. 2018), hat zusatzlich Einfluss auf das atriale Remodeling
und spielt daher auch bei atrialen Rhythmusstérungen eine entscheidende Rolle. Als eigentlich
protektives Peptid scheint ANP ein sog. reversed atrial remodeling hervorzurufen (Daniels,
Lee et al. 2016), da ANP — vor allem in Kombination mit einem Phosphodiesterase-5-Hemmer
wie zum Beispiel Zaprinast — Uber eine Verringerung der cGMP -Aktivitat die Kollagensynthese
negativ beeinflusst (Redondo, Bishop et al. 1998). Ebenso kommt es durch die Kombination
aus PDE-5-Inhibitor und ANP zur Verringerung der Konzentration von TGF-R1 und
Angiotensin-Il, welche beide als pro-fibrotisch gelten (Redondo, Bishop et al. 1998). In-vivo
Experimente an Mausen zeigten, dass Mause mit normalem ANP-Gehalt im Vergleich zu
Mausen mit verringerter ANP-Synthese oder gar fehlendem ANP einen geringeren Anteil

atrialer Fibrose aufwiesen (Wang, Gladysheva et al. 2014).

Bei kardialen Vorerkrankungen zeigt sich eine erhdhte Expression der miR-652 mit negativer
Korrelation zur Herzfunktion im Sinne einer vermehrten Hypertrophie. Durch in-vivo Versuche
an Mausen konnte die Arbeitsgruppe um Bernardo et al. nachweisen, dass durch die Induktion
einer kardialen Hypertrophie durch aortale Konstriktion und einer damit einhergehender Druck-
sowie Volumenbelastung die Expressionsrate der miR-652 signifikant anstieg. Durch gezielte
Inhibition der miR-652 durch eine locked nucleid acid (LNA) konnte die kardiale Funktion nach

weiteren acht Wochen wieder verbessert werden, was sich zum einen in der Abnahme der

30



kardialen Fibrose zeigte, zum anderen durch verringerte Apoptose und geringere BNP-
Genexpression auszeichnete. Als Zielgen von miR-652 konnte die Arbeitsgruppe Jaggedl,
einen Notchl-Liganden, ausmachen (Bernardo, Nguyen et al. 2014).

2.6.3 Rolle der miRNA als potentielle Therapieansatze bei Vorhoffimmern

Grundsatzlich besteht aufgrund der vielfaltigen biologischen Wirkungen von miRNA die
Hypothese durch Intervention an der miRNA-Protein-Interaktion therapeutische Effekte
herbeizufuhren.

Therapeutische Strategien verfolgen hierbei aktuell zwei Wege:

Zum einen wird versucht durch direkte Inhibition der miRNA-Funktion die Anbindung an mRNA
zu verhindern und damit den Translationsprozess zu beeinflussen. Es kommt so zur Hemmung
der Proteinbiosynthese. Ein zweiter Ansatz versucht in Form einer Replacement-Therapie
endogene miRNA durch synthetisch hergestellte miRNA zu ersetzen (sog. miRNA mimics).
Dies ermdglicht im Falle einer verminderten miRNA-Synthese bei Funktionsverlust der Zellen
die Hemmung der Proteinbiosynthese durch die synthetisierten miRNA aufrechtzuerhalten.
Zur Inhibition der Funktion von miRNA werden synthetisch hergestellte komplementare
Oligonukleotide von ca. 8-25 Nukleotiden (nt) Lange, sog. LNA oder antagomiR, verwendet.
Die Auswirkung einer miRNA-Inhibition wurde bereits fiir verschiedene kardiovaskulare
Erkrankungen untersucht. In Bezug auf eine Entwicklung von VHF durch profibrotische
Mechanismen stellt die Inhibition der miR-21 als profibrotische miRNA einen interessanten
Ansatz dar. Im Mausmodell konnte durch in vivo silencing der miR-21 durch antagomiR die
Aktivitat des ERK-MAP-Kinase-Signalwegs reduziert werden und die Entwicklung einer
interstitiellen Fibrose vermindert werden. Auch Gewebe andere Organe wie Lunge und Nieren,
deren pathologische Entwicklungen eng mit einer fibrotischen Umwandlung einhergeht,
wurden durch Antagonisierung der miR-21 behandelt. Der nachweisliche Rickgang einer
fibrotischen Umwandlung in diesen Geweben ist Hinweis dafir, dass die Inhibition der miR-
21-Funktion einen generellen Ansatz zur Therapie der Fibrose in humanen Organen darstellt
(Thum 2012).

Als doppelstrangige Oligonukleotidstrange, die in ihrer Struktur den miRNA &hneln, besitzen
die sog. miRNA mimics einen sog. guided-strang, welcher in den RNA-induced silencing
complex (RISC) eingegliedert wird. Da diese guided-strang wie die endogene miRNA
anerkannt werden, wird die Anbindung an die komplementare mRNA nicht gehemmt und die
Proteinbiosynthese funktional weitergefiihrt. So kann durch die exogene Zufuhr bestimmter
mMiRNA mimics reguliert werden, welche Proteine weiter exprimiert werden sollen. Es ist somit
moglich eine Uberexpression bestimmter Proteine hervorzurufen und Erkrankungen, welche

in Zusammenhang mit einer Down-Regulation von Proteinen und deren miRNA steht,
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therapeutisch zu beeinflussen (van den Berg, Kawasaki et al. 2017). Die Arbeitsgruppe um
Pan et al. konnte fur die miR-101 eine erfolgreiche Anwendung von mimics nachweisen. Durch
Provokation eines ischamischen Zustandes durch Ligatur der Koronararterien von Ratten kam
es zu einer Reduktion der Expression der miR-101 und konsekutiv zu einer vermehrten
Entwicklung von Fibrose durch Erhdhung der Expression des miR-101-Zielgens c-Fos und
seinem Downstream-Protein TGF-31. Durch Hinzufligen eines miR-101-mimics konnten diese
pro-fibrotischen Vorgange gehemmt werden, was sich in einer echokardiographisch
nachweisbaren Verbesserung der hamodynamischen Parameter objektivieren lie3 (Pan, Sun
et al. 2012).

Im therapeutischen Ansatz stellt die Replacement-Therapie durch miRNA-mimics eine
gréRere Herausforderung dar als die reine Inhibition durch antagomiR. Durch die Uberladung
des Organismus mit miRNA-mimics kann es zur Interferenz mit Signalwegen in weiteren
Organen kommen, welche nicht das primare Ziel darstellten oder auch andere Signalwege im
eigentlichen Zielgewebe beeinflussen als primar gewollt. Aber auch antagomiR kdnnen durch
Inhibition von systemisch vorkommenden miRNA Nebeneffekte erzielen, welche nicht dem
primaren Therapieziel entsprachen.

Insgesamt gilt es also als ein ausgemachtes Ziel der aktuellen Grundlagenforschung Gewebe-
spezifische antagomiR oder zielgerichtete Lieferung von miR-mimics zu entwickeln (van den
Berg, Kawasaki et al. 2017).

Zudem muss kritisch betrachtet werden, dass die Herstellung von sowohl antagomiR als auch
miRNA-mimics aufwendig und kostenintensiv sind, sodass sich zum aktuellen Zeitpunkt keine
positive Kosten-Nutzen-Relation ergibt.

Es ist daher insgesamt aktuell noch offen, wann eine miRNA-orientierte Therapie Einzug in

den klinischen Alltag hélt.

2.6.4 Rolle der miRNA als Biomarker

Das Potential der miRNA als nicht-invasiver, prognostischer und pradiktiver Biomarker zu
fungieren ergibt sich aus ihrer Eigenschaft, im Blut nachweisbar und mittels PCR
guantifizierbar zu sein. Dies ist mdglich, da sie in Vesikeln geschitzt im Blut zirkulieren und
daher nicht degradiert oder abgebaut werden kénnen (Weckbach, Grabmaier et al. 2016).

Laut aktueller Literatur sind der Nachweis und die Quantifizierung sowohl im Plasma, im
Serum als auch in Vollblut méglich. Einzig Proberéhrchen mit Lithium-Heparin-Beschichtung
gelten als unbrauchbar fir die Messung. Ein Vorteil der Vollblutproben ist eine
Konzentrationskonstanz liber 24h, welche bei separierten Proben bereits Anderungen zeigte.
Bei Messungen nach uUber 72h zeigte sich jedoch auch in den Vollblutproben signifikante
Differenzen in den einzelnen miRNA-Konzentrationen. Eine Verbesserung der Konsistenz

zeigte sich durch eine Lagerung bei -80°C. Bei diesen Lagerbedingungen zeigte sich bei einer
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Langzeitlagerung von miRNA-Proben tber mehr als neun Monate eine Stabilitdt der miRNA-
Konzentrationen bei Plasmaproben, wahrend Vollblutproben Abweichungen aufwiesen.
Somit gilt bei Messungen innerhalb der ersten 24h nach Entnahme eine Empfehlung zur
Verwendung von Vollblutproben, wahrend eine Langzeitlagerung bei -80°C besser in
Plasmaproben erfolgt. (Glinge, Clauss et al. 2017)

MIRNA Expressionsmuster sind gewebe-spezifisch und definieren physiologische Ablaufe in
den Zellen. Da sie hierbei biologische Prozesse wie Zellteilung, Apoptose, zelluldren
Metabolismus, intrazellulare Signalwege, Immunitat und Zellbewegungen beeinflussen,
kénnen sie auf verschiedenen Ebenen in zellulares Geschehen eingreifen. Es liegt also nahe,
dass es auch krankheitsspezifische miRNA-Muster gibt und eine Charakterisierung des
mMiRNA-Profils durch Quantifizierung der miRNA Konzentration im Blut méglich ist (Chen, Ba
et al. 2008). So wurden vielversprechende Ansatze durch den Nachweis zirkulierender miRNA
bei verschiedenen Karzinomen wie Prostatakarzinom oder Lungenkarzinom gefunden (Li and
Kowdley 2012). Auch fir VHF konnten bereits miRNA-Konzentrationsveranderungen
nachgewiesen werden. So zeigten Dawson et al am Beispiel der miR-29b verringerte

Plasmalevel bei durch tachypacing-provoziertem VHF (Dawson, Wakili et al. 2013).

3 Fragestellung

Ziel der hier zugrundeliegenden Promotion ist es Plasmaproben von Patienten mit VHF vor
einer Ablationstherapie auf bestimmte miRNA zu untersuchen und ihre mogliche Assoziation
zum Therapieerfolg der Ablation zu korrelieren, wodurch spezifische miRNA identifiziert
werden konnten mit Hilfe derer eine Stratifikation des Therapieerfolgs moglich ware.

Somit stehen folgende Fragestellungen im Zentrum der Arbeit:
1. Sind die untersuchten mMIRNA bei dem ausgewahlten Patientenkollektiv

konzentriert und im Blut (Plasma) nachweisbar?

2. Wenn ja, sind diese erhtht oder vermindert bei paroxysmalen oder persistierenden

VHF konzentriert?

3. Inwieweit ist eine verdnderte Konzentration der miRNA im Blutplasma mit einer

Erfolgsrate nach einer Ablationstherapie assoziiert?

4. Ist es in Anbetracht der gewonnenen Erkenntnisse moglich fur zukinftige
Ablationspatienten eine Risikostratifikation fiir paroxysmales oder persistierendes
VHF zu erstellen?
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Nach Analyse des miRNA-Profils der beiden Patientengruppen und der Korrelation dessen mit

den jeweiligen Outcomeraten, lasst sich pradiktiv abschatzen, ob sich eventuell anhand einer

bestimmten miRNA Abschéatzungen tber den jeweiligen Therapieerfolg der Katheterablation

machen lassen. Somit konnte eine prainterventionelle Bestimmung einer miRNA einen

pradiktiven Wert haben und die Therapiestratifizierung vor Katheterablation erleichtern.

4 Material und Methodik

4.1 Molekularbiologie

4.1.1 Materialien

Allgemeine Materialien

Produkt Firma Produktnummer
Pipettenspitzen, 10 Racks a 96 Tips 0,1-10 ul peglab 81-1031
Pipettenspitzen, 10 Racks a 96 Tips 2-20 ul peqglab 81-1020
Pipettenspitzen, 10 Racks a 96 Tips 2-200 ul peglab 81-1040
Pipettenspitzen, 10 Racks a 96 Tips 50-1000 ul  peglab 81-1050
Pipette PeqPette 0,1-2ul peqglab 91-P3960-2
Pipette PeqPette 2-20l peglab 91-P3960-20
Pipette PeqgPette 20-200ul peqglab 91-P3960-200
Pipette PeqgPette 100-1000ul peglab 91-P3960-1000
5430 R Kihlzentrifuge Eppendorf 5430 R
Vortex Genie 2 Scientific Industries ??
Nitrilhandschuhe vasco Nitril Blue M Braun 9209825
Zentrifuge EBA 20 Hettich ??

Tab. 4.1-1: Allgemeine Materialien

Gewinnung der Plasmaproben
Produkt Firma Produktnummer
Cryovials, 2ml, AuRengewinde Biozym 710513
Einweg-Pasteurpipetten, graduiert Roth EAG65.1
Cryoboxen, neonpink, 9x9 Kisker R0O34-NPI
S-Monovette 9ml K3E Sarstedt 02.1066.001

Tab. 4.1-2: Gewinnung der Plasmaproben

mMiRNA Isolation
Produkt Firma Produktnummer
NucleoSpin miRNA Plasma Macherey-Nagel 740981.250
Cryoboxen, neonorange, 8x8 Kisker R034-8-NOR
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Produkt Firma Produktnummer
Reagiergefald 1.5ml Easy Cap Sarstedt 72.690.550
50 mL Polypropylene Conical Tube Corning  Science 352070
Mexico
Rohre 15ml, 120x17mm Sarstedt 62.554.502
Tab. 4.1-3: miRNA Isolation
Reverse Transkription
Produkt Firma Produkthummer MiR Kennung
TagMan MicroRNA Reverse Life 4366597
Transcriptase Kit Technologies
TagMan MicroRNA Assay Life 4427975 miR1 000385
Technologies
miR21 000397
miR26a 000405
miR144 002148
miR146a 000468
cel-miR-39 000200
let-7d 002283
miR374a-5p 000563
miR374b-5p 001319
miR425-5p 001516
miR652-3p 002352
0.2ml flat cap tubes Thermo AB-0622
Cryoboxen, 0.2ml, 12x12 Kisker R035-natural
Tab. 4.1-4: Reverse Transkription
Real Time PCR
Produkt Firma Produktnummer
TagMan Gene Expression MasterMix Life Technologies 4369542
Strips of 12 Flat Caps Thermo AB-0851
ThermoFast 96 Plate Skirted Thermo AB-0800
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System BioRad
Nucleasefreies Wasser Qiagen 129114
Reagiergefal® 1.5ml Easy Cap Sarstedt 72.690.550

Tab. 4.1-5: Real Time PCR

35



4.1.2 Methodik

Zur Quantifizierung der miRNA-Expression fihrten wir eine Polymerasekettenreaktion (PCR)
durch, die durch den Einsatz spezifischer Oligonukleotide, sog. Primer, definierte
Genabschnitte nachweisen kann.

Zur Durchfiihrung der PCR muss in einem ersten Schritt die in den Plasmaproben vorhandene
miRNA mdglichst sauber isoliert werden. Durch eine Reverse Transkription wird die so
gewonnene mMiRNA in die komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben, welche fur die
eigentliche PCR genutzt wird. Die doppelstrangige cDNA wird durch kontrolliertes Erhitzen
aufgetrennt und die entstehenden Einzelstréange bilden die Matrizen fur die Primer der Gene,
welche nachgewiesen werden sollen. Nach der Anlagerung der Primer an die jeweiligen
Einzelstrange wird der gewlinschte Genabschnitt durch DNA-Polymerasen repliziert, wodurch
wiederum doppelstrangige Hybridisierungsprodukte entstehen. Durch ein zyklisches Erhitzen
und Abkuhlen der Proben kommt es zu einer vielfachen Wiederholung dieser Reaktion, sodass
sich die zu untersuchende Gene exponentiell vermehren und somit quantifiziert werden

kdénnen.

4.1.2.1 Plasmagewinnung

Zur Gewinnung der Plasmaproben wurden den Patienten jeweils vor Beginn der
Ablationstherapie Vollblut entnommen. Dieses wurde unverziiglich Gber 20 min zentrifugiert

und das gewonnene Blutplasma nach Abpipettierung in Cryotubes bei -80°C gelagert.

4.1.2.2 miRNA-Isolation

Zur Gewinnung der miRNA aus den gesammelten Plasmaproben nutzten wir NucleoSpin
mMiRNA Plasma von Macherey-Nagel.

In einem ersten Schritt werden 900ul des Blutplasmas des Patienten in ein 1.5ml Tube
pipettiert. Nach Zugabe von 270yl MLP-Puffer wird das Gemisch fir 5sec auf dem
Vortexmischer geschittelt. Es werden zur Mischung 4pul einer 5fmol/ul Lésung des
Housekeeping-Gens cel-mir39 gegeben und danach nochmals 5sec geschiittelt. Das Gemisch
sollte danach 3min bei Raumtemperatur (18-25°C) inkubieren. Nach 3min werden 90ul MPP
Puffer zugegeben und das einzelne Tube sofort 5sec auf dem Vortexmischer gemischt. Nach
1min Inkubation bei Raumtemperatur zentrifugiert man die Tubes fir 3min bei 11 000 x g. Je
500ul des Uberstands werden auf zwei 2ml Tubes aufgeteilt, so dass man nun pro
Patientenplasma zwei Tubes hat. In jede Tube werden anschlieRend 600ul Isopropanol
gegeben und erneut 5sec durch den Vortexschittler gemischt. 700ul des Gemischs wird nun
in ein NucleoSpin miIRNA Saulchen pipettiert. Dies sollte nun 2min bei Raumtemperatur

inkubieren. Danach wird es fir 30sec bei 11 000 x g zentrifugiert. Den Durchfluss wegkippen
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und das Saulchen wieder im Tube platzieren. Die nachsten 700ul durch das Filtersaulchen
zentrifugieren und abermals den Durchfluss wegkippen. Dieser Schritt wird ein drittes Mal
wiederholt bis die ganze Flussigkeit durch das Saulchen gelaufen ist.

Zum Schluss folgen einige Waschschritte zum Auswaschen der miRNA.

Es werden 100ul des MW1 in die Tube pipettiert. Danach fir 30sec bei 11 000x g zentrifugiert.
Im zweiten Waschschritt werden 700yl MW2 Puffer zu pipettiert und nochmals 30sec bei 11
000x g zentrifugiert. Ein zweites Mal mit 250yl MW2 Puffer waschen und dieses Mal fur 2min
bei 11 000x g zentrifugieren.

Um im letzten Schritt die isolierte miRNA aus dem S&ulchen in einer Tube zu schwemmen,
gibt man 90yl RNA-free H,O dazu. Nach 1min Inkubation bei Raumtemperatur wird erneut
1min bei 11 000x g zentrifugiert. Die gewonnene miRNA sofort auf Eis lagern und

anschliel3end bei -80°C lagern.

4.1.2.3 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription beschreibt die Synthese von cDNA (= complementary DNA) aus
vorhandener einzelstrangiger RNA (hier miRNA). Synthetisiert wird diese Reaktion durch das
Enzym Reverse Transkriptase, einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase.

In einem ersten Schritt muss ein sog. MasterMix hergestellt werden. Dieser besteht aus 0.1pl
dNTP-Mix, 0.66ul MultiScribe-Reverse-Transkriptase-Enzym, 1.0ul 10x Reverse Transkription
Puffer, 0.14ul RNAse Inhibitor, 0.6ul Nuclease-freies Wasser und 2.0yl eines miRNA-
spezifischen Primer Mix. Im Anschluss werden je 4.5yl des MasterMix mit 5.5ul der bereits
gewonnenen miRNA gemischt. Das Gesamtvolumen von 10pl wird denn entsprechend des

Transkriptionsprotokolls im Cycler bearbeitet:

1. Schritt 16°C 30min
2. Schritt 42°C 30min
3. Schritt 85°C 5min

4. Schritt 4°C HOLD

41.2.4 Real-Time-PCR

Ziel der gRT-PCR ist es die vorhandene Menge cDNA zu quantifizieren. Hierzu nutzt man die
Kinetik einer PCR-Reaktion. Nachdem sich zu Beginn der Reaktion eine exponentielle
Vermehrung der DNA-Fragmente zeigt, entwickelt sich durch verschiedene Faktoren (z.B.
zunehmender Verbrauch von Primern und Nucleotiden, Reaktionshemmung durch
Akkumulation von Produkten) ein linearer Anstieg. Als Richtwert verwendet man daher den
sog. CT-Wert (= cycle threshold), d.h. die Zyskluszahl bei der sich ein Fluoreszenzsignal noch

deutlich vom Hintergrund abnimmt.
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Zur Durchfuhrung einer gRT-PCR stellt man ebenfalls einen MasterMix her. Dieser besteht
aus einem der miRNA-spezifischen Micro RNA Assay (TagMan Micro RNA Assay), dem Gene
Expression MasterMix und Nuklease-freiem Wasser. Von diesem MasterMix pipettiert man 9ul
in eine Tube und fugt jeweils 1ul der cDNA hinzu. Das Gesamtvolumen von 10yl gibt man
dann in das PCR-Gerét. Dieser fiihrt folgendes Protokoll durch:

1. Schritt 95°  10min

2. Schritt 95°  15sec

3. Schritt 60°  60sec

Wiederholung von Schritt 2 und 3 fiir 44 Zyklen

4.2 Auswertung und Statistik

Der Einschluss der Patienten erfolgte nach entsprechender Aufklarung des Patienten durch
die Studiengruppe und nur bei schriftichem Einverstandnis des Patienten. Zudem wurde die
Studie nach den Richtlinien des Ethikkomitees der Universitat Minchen durchgefiihrt. Alle in
dieser Studie verdffentlichte Daten wurden anonym analysiert. Die statistische Auswertung
erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel®. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt mittels
Mittelwertes = Standardabweichung. Zur Ermittlung der Signifikanz wurden ein ungepaarter t-
Test fur unverbundene Stichproben und die Varianzanalyse benutzt (eine Normalverteilung
vorausgesetzt). Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant angesehen.

Die Auswertung der qPCR-Daten erfolgte durch die Ermittlung des CTwean (threshold cycle)
der den Patientennummern zugeordneten CT Werte CT;-CTs. Das jeweilige A CT wurde durch
eine Subtraktion des CTwean-Wertes der Referenz-Micro-RNA syn-cel-miR-39 und des CTwmean

der miRNA der zugehdrigen Patientenprobe berechnet.

5 Ergebnisse

5.1 Kilinische Daten der Studiengruppe

5.1.1 Patientenkollektiv und Einteilung der Vergleichsgruppen

Es handelt sich bei der vorliegenden Studie um eine prospektive single-center Langzeitstudie.
Kriterium fur den Einschluss in die zugrundeliegende Studie war das Bestehen eines
symptomatischen paroxysmalen oder persistierenden VHF, welches sogleich die Einteilung in

die Vergleichsgruppen definierte.
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5.1.2 Allgemeine Patientencharakteristika

In der Zeit vom 2012 bis 2016 entnahmen wir Plasmaproben von insgesamt 418 Patienten,

welche aufgrund der Form ihres VHF (I = paroxysmal vs. Il = persistierend) in zwei moéglichst

homogene Gruppen eingeteilt wurden.
Bei einem mittleren Durchschnittsalter von 64 = 11 Jahren waren in beiden Gruppen zwei

Drittel der Patienten mannlich (60,9% bei paroxysmalem VHF mit n=208 vs. 61,2% bei

persistierendem VHF mit n=210).

Anzahl Patienten

Anzahl Paitenten

| sss—|
<50 51-60 61-70 71-80 >80
Alter in Jahren
Abb. 5.1-1: Altersverteilung der Patienten mit paroxysmalem Vorhofflimmern
Altersverteilung der Patienten mit
persistierendem Vorhofflimmern
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5.1-2: Altersverteilung der Patienten mit persistierendem Vorhofflimmern

Altersverteilung der Patienten mit
paroxysmalem Vorhofflimmern
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Geschlechterverteilung der Patienten Geschlechterverteilung der Patienten
mit paroxysmalem Vorhofflimmern mit persistierendem Vorhofflimmern

n=283
n=125
mannlich weiblich = méannlich weiblich
Abb. 5.1-3: Geschlechterverteilung der Patienten mit Abb. 5.1-4: Geschlechterverteilung der Patienten mit
paroxysmalem Vorhofflimmern persistierendem Vorhofflimmern

Zum Zeitpunkt der Probenentnahme bestand bei den Patienten der Gruppe | eine
Vorhofflimmersymptomatik entsprechend einem EHRA Score von 2 + 0,8. Zusatzlich fanden
sich in dieser Gruppe Komorbiditaten wie eine arterielle Hypertonie (69%), chronisch arterielle
Erkrankungen (CAD) (21%) und ein Diabetes mellitus (13%) sowie ein durchschnittlicher BMI
von 27 + 4 kg/m?. Die Koexistenz einer Herzinsuffizienz wurde durch die linksventrikulare
Ejektionsfraktion (LVEF) objektiviert und erreichte einen Durchschnittswert von 61 + 11%. Als
Zeichen einer strukturellen Verdnderung am linken Vorhof wurde bei allen Patienten der
linksatriale Durchmesser gemessen, welcher im Mittel 40 £ 7mm betrug.

Als Vergleichsgruppe fungierten Patienten mit persistierendem VHF (Gruppe II), welche
ebenfalls auf Komorbiditaten wie arterielle Hypertonie (73%), CAD (24%) und Diabetes
mellitus (15%) untersucht wurden. In dieser Gruppe zeigte sich ein durchschnittlicher BMI von
28 + 5 kg/m?. Die LVEF betrug im Mittel 58 + 10% und der LA Diameter 42 + 6mm.

Allgemeine Patientencharakteristika

paroxysmal persistierend

Anzahl n 208 210

Méannlich [%] 60.91 61.24
Geschlecht -

Weiblich [%] 39.81 38.76

MEAN 63.64 65.14
Alter SD 10.86 10.22

SEM 0.75 0.70
Art. Hypertonie % 69.31 72.93
CAD % 20.79 24.31
Diabetes mellitus % 12.87 14.92

MEAN 2.00 2.00
EHRA-Score

SD 0.80 0.77
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Allgemeine Patientencharakteristika

paroxysmal persistierend
SEM 0.08 0.11
MEAN 27.00 28.00
BMI SD 4.29 4.85
SEM 0.39 0.55
MEAN 61.00 58.00
EF SD 10.72 9.96
SEM 0.88 1.11
MEAN 40.00 42.00
LA-Durchmesser SD 7.06 5.75
SEM 0.60 0.65

Tab. 5.1-1: Allgemeine Patientencharakteristika (bitte Abkirzungen in den Tabellen, sowie MEAN, SD SM hier in

der Legende erklaren)

Vergleich bestehender Vorerkrankungen bei Patienten mit
paroxysmalem und persistierendem Vorhofflimmern

80.00
69.31 72.93 [ paroxysmal
70.00
g 60.00 M persistierend
S 50.00
-
c
@ 40.00
©
8 3000 24.31
= 20.79
‘E 20.00 12.87 14.92
-
0.00
Art. Hypertonie CAD Diabetes mellitus

Bestehende Vorerkrankungen zum Zeitpunkt des Studieneinschluss

Abb. 5.1-5: Vergleich bestehender Vorerkrankungen bei Patienten mit paroxysmalem und persistierendem
Vorhoffimmern (CAD = Chron. Arterielle Erkrankungen)
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Vergleich echokardiographischer KenngrofRen bei Patienten mit
paroxysmalem und persistierendem Vorhofflimmern

80.00 80
paroxysmal
70.00 L 70
61.00 | persistierend
60.00 58.00 -
S 50.00 — 50 &
= 40.00 42.00 -
X 40.00 — a0 €
£
30.00 — 30
20.00 — 20
10.00 —— — ——— 10
0.00 0
LV-EF [%] LA-Durchmesser [mm]

Echokardiographische KenngroRe

Abb. 5.1-6: Vergleich echokardiographischer Kenngréf3en bei Patienten mit paroxysmalem und persistierendem
Vorhofflimmern (EF = Ejektionsfraktion, LA = Linkes Atrium)

5.2 Erfolgsraten der Ablationstherapie nach drei, sechs und 12 Monaten

Die Erfolgsrate der durchgefihrten Ablationstherapie bemisst sich an der jeweiligen
Rezidivfreiheit des Patienten. Zur Evaluation dieser fiihrten wir regelméaRige Follow-up
Untersuchungen nach drei, sechs und 12 Monaten durch. Als Rezidivfreiheit definierten wir
die Klinische Symptomfreiheit des Patienten sowie den aktuellen Nachweis eines
Sinusrhythmus im Ruhe-EKG.

In der Erstuntersuchung nach drei Monaten zeigte sich bei insgesamt 98 Patienten ein VHF-
Rezidiv, was einem Anteil von 23,44% entspricht. Hierbei traten 42,85 % der Rezidive bei
Patienten mit einem als paroxysmal definierten VHF auf. 57,14 % der Rezidive entstanden
hingegen bei Patienten mit einem persistierenden VHF.

Es gilt jedoch zu beachten, dass es in den ersten Wochen nach Ablationstherapie aufgrund
der Invasivitdt des Eingriffs am Myokard h&ufig zu einer erneuten Symptomatik durch
Rhythmusvariabilitaten kommt. Dies sollte als Zeichen der postinterventionellen myokardialen

Vulnerabilitat gewertet werden und bedarf keiner sofortigen Therapie.
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Follow-up nach drei Monaten
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Abb. 5.2-1: Follow-up nach drei Monaten

Als Studienendpunkt war die Rezidivfreiheit nach 12 Monaten festgelegt. Es zeigte sich bei
insgesamt 239 Patienten eine Rezidivfreiheit nach 12 Monaten, was 57,17% entspricht. Im
Vergleich der beiden Kohorten konnte nachgewiesen werden, dass bei 61,6 % der Patienten
mit einem paroxysmalen VHF Rezidivfreiheit Uber 12 Monaten bestand. Bei Patienten mit
einem persistierenden VHF waren es lediglich 53,3 % der Teilnehmer, welche eine

Rezidivfreiheit Uber diesen Zeitraum bestatigten.
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Abb. 5.2-2: Follow-up nach 12 Monaten

Entwicklung der Rezidivanzahl
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Abb. 5.2-3: Entwicklung der Rezidivanzahl innerhalb des 12 Monats-Follow-up

5.3 Ubersicht iiber die Konzentrationsraten der miRNA

Fur die gemessenen elf miRNA ergaben sich folgende Gesamtkonzentrationsraten:
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Abb. 5.3-1: Gesamtexpressionsraten der miRNA unabh&ngig der Art des Vorhofflimmerns

Die miRNA miR-21, miR146-5p, miR-425-3p sowie miR-653-5p sind im Vergleich durch
Konzentrationsraten von > 0,5 gekennzeichnet. Alle anderen untersuchten miRNA wiesen

Konzentrationsraten von < 0,25 auf.
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Durch Separation nach der Art des bestehenden VHF ergeben sich folgende

Konzentrationsraten fur die elf miRNAs:

Vergleich der Gesamtexpression der miRNA bei Patienten mit
paroxysmalem vs. persistierendem Vorhofflimmern
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Abb. 5.3-2: Vergleich der Gesamtexpression der miRNA bei Patienten mit paroxysmalem vs. persistierendem

Vorhofflimmern

Auch in dieser Darstellung kennzeichnen sich die vier oben beschriebenen miRNA durch hohe
Konzentrationsraten von > 0,1. Hierbei fallt auf, dass fir die miR-21, miR-425-5p sowie miR-
652-3p die Konzentrationsrate der Patienten mit paroxysmalem VHF hdher sind als bei
Patienten mit persistierenden VHF. Einzig die miR-146-5p wird bei Patienten mit
persistierendem VHF vermehrt konzentriert gemessen. Alle anderen sieben miRNA sind mit <

0,15 nur gering konzentriert.

5.4 Konzentration der untersuchten miRNA bei Patienten mit paroxysmalem Vorhofflimmern

In der Kohorte der Patienten mit paroxysmalem VHF zeigten sich hohe Konzentrationsraten
fur die miR-21 (0,7338), miR-425-5p (0,5604) sowie die miR-652-3p (0,3779). Die miR-1, miR-
29b sowie die miR-144-5p waren mit Konzentrationsraten < 0,005 hingegen in extrem

geringen Konzentrationen messbar.
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Gesamtexpressionsraten der miRNA bei Patienten
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Abb. 5.4-1: Gesamtexpressionsraten der miRNA bei Patienten mit paroxysmalem Vorhofflimmern

Bei der miR-1 handelt es sich um eine miRNA, welche in den untersuchten Plasmaproben nur
gering konzentriert war. Bei einer Gesamtkonzentrationsrate von < 0,001 zeigte sich zudem
kein signifikanter Unterschied in der Konzentrationsrate zwischen beiden Vergleichsgruppen
(< 0,00001 vs. 0,0001, p-Wert 0,09).
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Abb. 5.4-2: miR-1 Expressionslevel vs. klinisches Abb. 5.4-3: miR-21 Expressionslevel vs. klinisches
Outcome Outcome

Fir die miR-21 zeigte sich eine Gesamtexpressionsrate tber beide Vergleichsgruppen von
0,7338. Hierbei bestand kein signifikanter Unterschied in der Expression der miR-21 bei

Patienten mit oder ohne Rezidivneigung (0,43 vs. 0,30; p-Wert 0,32).
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Mit 0,084 zeigte sich fir die miR-26a eine insgesamt hohere Gesamtkonzentration. Dennoch

war auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen den Vergleichsgruppen nachweisbar

(0,045 vs. 0,038; p-Wert 0,40).
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Abb. 5.4-4: miR-26a Expressionslevel vs. klinisches

Outcome
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Abb. 5.4-5: miR-29b Expressionslevel vs. klinisches

Outcome

Ein ebenfalls ein nicht signifikanter Unterschied zeigt sich in der Konzentrationsrate der miR-

29b mit 0,0004 vs. 0,0003 (p-Wert 0,47).

Fur die miR-144-5p stellte sich bei einer Gesamtkonzentration von 0,0031 kein signifikanter

Hinweis auf eine Beeinflussung des Clinical Outcome heraus. Auch hier waren die

Konzentrationsraten innerhalb der Vergleichsgruppen ohne signifikante Differenz (0,0017 vs.

0,0014, p-Wert 0,23).
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In héheren Konzentrationen nachweisbar zeigte sich hingegen die miR-146-5p. Bei einer
Gesamtkonzentrationsrate von 0,196 ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied
zwischen den Vergleichsgruppen (0,084 vs. 0,11, p-Wert 0,18)

Bei einer Gesamtkonzentration von 0,14 erwiesen sich die Konzentrationen der beiden
Vergleichsgruppen als Uberwiegend identisch. Eine signifikante Divergenz fur die
Vergleichsgruppen war nicht nachzuweisen (0,065 vs. 0,072, p-Wert 0,43).
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Abb. 5.4-8: let-7d Expressionslevel vs. klinisches Outcome

Fur die miR-374a ergab sich eine Gesamtkonzentration von 0,08. Bei einem p-Wert von 0,21
kann aber auch fiir diese miRNA kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. In der
Messung der Konzentrationsraten der beiden Vergleichsgruppen wiesen beide Gruppen
ahnliche Werte auf (0,05 vs. 0,03).
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Outcome klinisches Outcome
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Die mir-374b kennzeichnet sich durch etwas geringere Konzentrationsraten als die miR-374a.
Bei einer Gesamtkonzentration von 0,055 lie? sich zudem auch fur diese miRNA keine
signifikante Differenz beweisen. Bei einem p-Wert von 0,22 zeigten sich fur die
Vergleichsgruppen Konzentrationsraten von 0,023 sowie 0,033.

Bei einer hohen Gesamtkonzentrationsrate von 0,56 kennzeichnet sich auch die miR-425-5p
durch einen nicht signifikanten Unterschied im Clinical Outcome. Bei einem p-Wert von 0,26
weisen die beiden Vergleichsgruppen similare Konzentrationsraten auf (0,33 vs. 0,23).
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Einen signifikanten Unterschied weist hingegen die miR-652-5p auf. Bei einem p-Wert von
0,03 zeigen sich hier Konzentrationsraten von 0,29 vs. 0,09 in den beiden Vergleichsgruppen.
Bei einer Gesamtkonzentrationsrate von 0,38 scheint diese miRNA insgesamt jedoch nicht

verstarkter konzentriert zu werden als die bisher genannten.

5.5 Konzentration der untersuchten miRNA bei Patienten mit persistierendem

Vorhofflimmern

Bei Patienten mit persistierendem VHF zeigen sich vor allem fur die miRNA miR-21 (0,61),
miR-26a (0,13), miR146-5p (0,31) sowie miR-425-3p (0,15) und miR-652-3p (0,14) erhéht
messbare Konzentrationsraten. Fir die anderen untersuchten miRNA zeigten sich

Konzentrationsraten von < 0,08.
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Abb. 5.5-1: Gesamtexpressionsraten der miRNA bei Patienten mit persistierendem Vorhofflimmern

Die miR-1 kennzeichnet sich durch eine geringe Gesamtkonzentration bei jedoch signifikanten
Differenzwerten in den Vergleichsgruppen (0,001 vs. 0,003; p-Wert 0,01). Somit zeigen sich

signifikant héhere Konzentrationsraten der miR-1 bei Patienten ohne Rezidivnheigung.
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Bei einem p-Wert von 0,23 zeigt sich fur die miR-21 keine signifikante Differenz in den
Konzentrationswerten bei Patienten mit oder ohne Rezidivheigung. Bei einer
Gesamtkonzentration von 0,62 war die miR-21 jedoch insgesamt am starksten exprimiert.
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Bei einer deutlich geringeren Gesamtkonzentration (0,13) weist die miR-26a keinerlei

signifikante Unterschiede in den Konzentrationsraten der beiden Vergleichsgruppen auf (0,060

vs. 0,067, p-Wert 0,39).
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Abb. 5.5-4: miR-26a Expressionslevel vs. klinisches
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Trotz einer Differenz in den Konzentrationsleveln der Patienten mit und ohne Rezidivneigung
(0,0006 vs. 0,0015) erweist sich dieser Unterschied der miR-29b als nicht signifikant.

Insgesamt ist die miR-29b mit 0,0021 auch nur mafig im Plasma der Patienten konzentriert.

Bei einer Gesamtkonzentration von 0,0092 zeigen sich vergleichbare Werte fir die beiden

Vergleichsgruppen (0,0048 vs. 0,0044) fir die miR-144-5p. Diese sind als nicht signifikant

anzusehen (p-Wert 0,41).
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Abb. 5.5-6: miR-144-5p Expressionslevel vs.

klinisches Outcome
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Einen klaren Trend in den komperativen Kohorten zeigt sich diese bei einem p-Wert von 0,08

fur die miR-146-5p 0,094 fur Rezidivpatienten vs. bei 0,22 rezidivfreie Patienten.

Fur die let-7d erweisen sich bei einer insgesamt eher maRigen Konzentrationsrate von 0,066
auch die Konzentrationsraten der einzelnen Kohorten in einem Vergleich als nicht signifikant
unterschiedlich (p-Wert 0,29). Die konkurrierenden Kohorten wisen Werte von 0,03 vs. 0,037

auf.
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Abb. 5.5-8: let-7d Expressionslevel vs. klinisches Outcome

Die miR-374a kennzeichnet sich durch &hnliche Konzentrationsraten in den

Vergleichsgruppen (0,015 vs. 0,016, p-Wert 0,4) bei einer Gesamtkonzentrationsrate von 0,03.
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Die miR-374b hingegen weist eine hthere Gesamtkonzentrationsrate von 0,074 auf. Dennoch
erweisen sich die Differenzen zwischen den Kohorten Rezidiv vs. Non-Rezidiv (0,045 vs. 0,03)
bei einem p-Wert von 0,23 als nicht signifikant.

Bei einer hohen Gesamtexpressionsrate von 0,15 kennzeichnet sich die miR-425-5p durch
signifikante ~ Konzentrationsdifferenzen bei den untersuchten Kohorten. Einer
Konzentrationsrate von 0,10 der Patienten mit Rezidivheigung steht eine Rate von 0,055 bei
Patienten ohne Rezidivneigung gegeniber. Dies erweist sich bei einem p-Wert von 0,04 als
signifikante Differenz mit niedrigerer Konzentration der miR-425-5p bei den rezidivfreien

Patienten.
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Trotz einer mafig hohen Gesamtkonzentrationsrate von 0,14 zeigt sich kein signifikanter
Unterschied in den Konzentrationsraten der Vergleichsgruppen fir die miR-652-3p. Bei

Konzentrationswerten von 0,070 vs. 0,068 ist kein signifikanter Unterscheid darstellbar.

6 Diskussion

Ziel dieser Dissertation war es das miRNA-Profil von Patienten mit paroxysmalem bzw.
persistierendem VHF, welche sich einer Katheterablation unterziehen zu untersuchen und mit
dem Erfolg der Ablation zu korrelieren. Diese Ergebnisse kénnten dann gegebenenfalls einer
Therapie- bzw. Erfolgsstratifizierung vor Einleitung interventioneller TherapiemalRnahmen

dienen.
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6.1 Diskussion methodischer Aspekte

6.1.1 Plasmagewinnung

Die Isolation der miRNA zur Bestimmung der jeweiligen Expression erfolgte in der
vorliegenden Studie aus Plasmaproben. Bisher gibt es grundsatzlich jedoch noch keine
Einigkeit dartiber, ob sich Plasma- oder Serumproben zum Nachweis zirkulierender miRNA
besser eignen.

Ergebnisse von Wang et al. (Wang, Yuan et al. 2012) sowie Mitchell et al. (Mitchell, Parkin et
al. 2008) nach denen sich im Serum eine hohere miRNA Konzentration nachweisen lasse,
stehen hierbei im Kontrast zu Ergebnissen von McDonald et al. (McDonald, Milosevic et al.
2011), nach denen die miRNA Konzentration im Plasma héher sei.

Der Nachweis, dass wei3e und rote Blutzellen als potenzielle Kontributoren den Anteil
zirkulierender miRNA erh6hen (Pritchard, Kroh et al. 2012) kdnnte eine Erklarung daflr sein,
dass durch Kontamination wahrend des Koagulationsprozess der miRNA-Anteil im Serum
erhdht wird. Zudem erfolgt die Separation von Plasma und Serum vom Vollblut durch
verschiedene Methoden, welche zu einer mehr oder weniger ausgepragten Kontamination der
Flissigkeiten mit Blutzellen fiihren kann.

So filhren Unterschiede in Zentrifugationsprotokollen zu Thrombozyten reichem oder armem
Plasma (Mitchell, Parkin et al. 2008), sodass Empfehlungen bestehen durch doppelte
Zentrifugationen  (mit geringen  Unterschieden in der Zeitdauer sowie der
Umdrehungsgeschwindigkeit) diese Thrombozytenkontamination zu limitieren. (Cheng, Yi et
al. 2013) (Moret, Sanchez-lzquierdo et al. 2013) (Fortunato, Boeri et al. 2014)

Grundsatzlich zeichnen sich sowohl EDTA als auch Citratrohrchen durch ihre mogliche
Verwendbarkeit zur Gerinnungshemmung wéahrend der vorliegende Probesammlung aus
(Kim, Linnstaedt et al. 2012). Dennoch sollten EDTA Rohrchen bevorzugt werden, da die
Mdoglichkeit besteht, dass Citrat als Hamolysetrigger fungiert und somit wieder eine miRNA
Konzentrationserhthung durch Ausschittung von miRNA aus hamolysierenden Zellen erfolgt.
Eine Verwendung von Heparin zur Gerinnungshemmung wird aufgrund seiner Interferenz mit
Calcium und Magnesium aus dem MasterMix der PCR Reaktion (siehe Kapitel 4.1.2.4) nicht
empfohlen (Cui, Ma et al. 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurden die verwendeten Plasmaproben bei -80°C gefroren. Diese
Form der Probenlagerung nutzen auch Glinge et al. und konnten keine Minderung der
Probenqualitat durch eine Kihlung feststellen. (Glinge, Clauss et al. 2017)

Den Effekt der Kiihlung auf die Stabilitat der einzelnen miRNA sowie die Menge der Gesamt-
mMiRNA im Serum analysierte die Arbeitsgruppe um Grasedieck et al. Neben unterschiedlichen
Temperaturen (Raumtemperatur (RT), -20°C und -80°C) untersuchten sie ebenso die

Auswirkung der Zeitdauer der Kiihlung (short term = 10 Tage, intermediate-term = 20 Monate,
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long-term = ca. 10 Jahre). Bei einer kurzzeitigen Lagerung konnte unabhéangig der Lagerung
bei -20°C oder -80°C keine signifikante Veranderung der Stabilitdt und Gesamtmenge der
mMiRNA festgestellt werden. Lediglich die Lagerung bei RT zeigte eine Abnahme der miRNA-
Konzentration. Dennoch waren alle untersuchten miRNA auch bei RT noch messbar. Im
Rahmen der genannten Studie fanden sich auch bei der mittelfristig langen Lagerung nach 20
Monaten bei -20°C sowie bei -80°C keine Differenzen bezlglich der miRNA-Stabilitét. Einzig
die miR-93 zeigte eine signifikante Abnahme in ihrer Gesamtkonzentration bei einer Lagerung
bei nur -20°C. Dies zeigt somit, dass sich zwar grundséatzlich keine grol3en Einflisse der
Lagerungstemperatur nachweisen lassen. Dennoch sollte zur vergleichenden Analyse die
miRNA alle unter den identischen Bedingungen gewonnen und gelagert werden, um kleine
Differenzen zu minimieren.

All dies war bei der vorliegenden Arbeit der Fall, so dass hier nicht von einem Bias durch die

Probeverarbeitung bzw. -lagerung ausgegangen werden kann.

6.1.2 miRNA-Isolation

Aktuell gibt es zwei verschiedene Ansatze, welche als Standard fir die miRNA Isolation gelten.
Zum einen kann mit einem auf Guanidine/Phenol/Chloroform basierenden Protokoll gearbeitet
werden zum anderen bieten mittlerweile verschiedene Hersteller sog. Column-based Kits an,
bei denen die Isolation der miRNA Uber einen in der Tube integrierten Filter erfolgt. (Tiberio,
Callari et al. 2015)

McDonald et al. (McDonald, Milosevic et al. 2011) sowie Sourvinou et al. (Sourvinou, Markou
et al. 2013) erzielten mit kommerziellen Kits von Quiagen (miRNeasy Mini Kit) und Life
Technologies (mirVana PARIS Kit) die hochste miRNA Ausbeute. Laut Kroh et al. (Kroh,
Parkin et al. 2010) ist hierbei das Kit des Herstellers Quiagen nochmals etwas effizienter.
Moret et al. (Moret, Sanchez-lzquierdo et al. 2013) gingen sogar so weit, dass sie drei
verschiedene Hersteller-Kits mit einem konventionellen Trizol-Protokoll verglichen und kamen
ebenfalls zu dem Ergebnis, dass die Column-based Variante eine héhere miRNA Ausbeute
liefert. McAlexander et al. untersuchten zusatzlich zu den bereits genannten Kits das von
Exiquon bereitgestellte miRNA Isolations-Kit. Sie konnten fir diesen Hersteller eine nochmals
hohere Effizienz nachweisen. Dies konnte unter anderem an den im Versuchsprotokoll
angegebenen kirzeren Versuchszeiten liegen, da durch fehlende Phasenseparation eine
deutlich zeitliche Ersparnis erzielt werden kann. (McAlexander, Phillips et al. 2013)
Entsprechend der dargestellten Studien entschieden wir uns fir das Column-based Kit
NucleoSpin miRNA Plasma von Macherey-Nagel. Ein direkter Vergleich dieses Produkts mit
jenen von Quiagen oder Norgen zeigte vor allem in der Reinheit der RNA bessere Ergebnisse.

Zudem war die direkte miRNA Ausbeute aus dem Serum bei Verwendung des NucleoSpin

55



mMiRNA Plasma Kits von Macherey-Nagel effektiver als jene der anderen Hersteller. (Monleau,
Bonnel et al. 2014)

In Anbetracht dieser Daten ist davon auszugehen, dass die in der Arbeit verwendeten
Techniken ein geeignetes und reprasentatives Verfahren zum qualitativen Vergleich darstellen
und die Vergleichbarkeit zwischen den Patientenproben gegeben ist.

6.1.3 Reverse Transkription

Transkriptomische Messungen beinhalten beinahe ausnahmslos alle eine Reverse
Transkription, welche dem vereinfachten quantitativen Nachweis durch die folgende gRT-PCR
dient. Da somit nicht direkt die tatsachliche Menge miRNA gemessen wird, sondern die Menge
der erfolgreich transkribierten cDNA, ist das Gesamtergebnis maRgeblich von der Effektivitét
der reversen Transkription abhangig.

Leider stellt die reverse Transkription ein sehr sensibles Verfahren da, welches verschiedene
modifizierbare Faktoren beinhaltet. Hierbei sind die richtige Auswahl der Reversen
Transkriptase sowie der PCR priming site, die Konzentration der Ziel- sowie sog. Hintergrund-
RNA und die RNA Qualitdt zu nennen. All diese Faktoren beeinflussen den Erfolg der
Reversen Transkription und sind grundsatzlich nicht einheitlich standardisiert. So wurde die
Effizienz der Reversen Transkription bereits sehr variabel beschrieben mit Werten zwischen
0-102% (Levesque-Sergerie, Duquette et al. 2007) oder auch 39-65% (Schwaber, Andersen
et al. 2019). Zudem ist es zur Vergleichbarkeit der einzelnen Proben relevant diese durch
Verwendung einer sog. Spiked-in Kontrolle zu adjustieren. Weiteres hierzu siehe Kapitel 6.1.4.

6.1.4 Real-Time PCR

Die von uns angewandte qRT-PCR zur quantitativen Bestimmung der Expression der
einzelnen miRNA gilt als sensitives Verfahren und wird als valides Standardverfahren
regelmafig eingesetzt. (Tiberio, Callari et al. 2015)

Zur komparativen Analyse verschiedener Plasmaproben missen diese daher normalisiert und
damit erst vergleichbar gemacht werden. Diese Normalisierung dient dazu technische
Variabilitaten in der Aufarbeitung der Isolation auszugleichen.

Grundsatzlich gibt es zwei Moglichkeiten:

Zum einen konnen exogen eingebrachte Referenzgene mit optimalerweise stabilen
Expressionen zur Herstellung einer Ratio genutzt werden. Zumeist handelt es sich hierbei um
synthetische, non-mammalian miRNA (z.B. der Spezies Caenorhabditis elegans, wie auch in
der zugrundeliegenden Studie), deren Zugabe nach Addition der Denaturierungslésung
wahrend der RNA Extraktion erfolgt.

Zum anderen kénnen endogene miRNA wie small non-coding RNAs oder eine bestimme

endogene miRNA genutzt werden. Aul3erdem ist es moglich den CT Durchschnittswert der
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gemessenen mMiRNA als Referenz zu nutzen. Aufgrund fehlender einheitlicher Standards
handelt es sich hierbei um ein kritisches Thema. (Zampetaki and Mayr 2012) Auch wenn die
Errechnung einer Ratio mit einem Referenzgen eigentlich eine Vergleichbarkeit gewahren
sollte, konnten Wotschofsky et al. nachweisen, dass dennoch Unterschiede feststellbar waren,
was bei Komparation verschiedener Studien beachtet werden sollte. (Wotschofsky, Meyer et
al. 2011)

In unserer Arbeit zeigten sich durch die die Anwendung des Referenzgens syn-cel-miR-39,
durch welche die Bedingungen vergleichbar gemacht wurde, valide und reproduzierbare
Ergebnisse, sodass von einer reprasentativen Ergebnisermittlung ausgegangen werden kann.
Die Vergleichbarkeit von Studien untereinander ist jedoch aufgrund der fehlenden Uniformitat

der Methoden sehr kritisch zu sehen.

6.2 Diskussion des Patientenkollektivs

Bei einer Gesamtzahl von 418 eingeschlossenen Patienten lasst sich von quantitativ einem
reprasentativen Kollektiv sprechen. Eine notwendige Anzahl an Studienteilnehmern ermdglicht
es, dass ein Abbild einer heterogenen Grundgesamtheit an VHF-Erkrankten mit all ihren
Merkmalsauspragungen - wie beispielsweise Begleiterkrankungen - Einzug in die Stichprobe
erhalt. Zudem werden die errechneten Ergebnisse durch eine mdglichst grol3e
Studienpopulation genauer.

Insgesamt zeigt sich die demographische Verteilung der Studienpopulation aquivalent zur
Demographie der Erkrankten innerhalb der Gesamtbevolkerung. Auch hier lasst sich
nachweisen, dass VHF grundséatzlich eine Erkrankung des hoheren Alters ist und seine
Pravalenz mit steigendem Alter zunimmt. Auch dies unterstreicht nochmals den
reprasentativen Charakter der gewahlten Studienpopulation. In einer aktuellen deskriptiven
Analyse von 2014 wurden die Baseline Charakteristika von 3049 Patienten mit bestehendem
VHF erhoben, welche mit denen unseres Kollektivs vergleichbar sind. Zeigte sich in unserem
Kollektiv ein mittleres Durchschnittsalter von 64 + 11 Jahren waren die Patienten dieses
Kollektivs durchschnittlich 68,8 Jahre alt. (Lip, Laroche et al. 2014)
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Abb. 6.2-1: Alters- und Geschlechterverteilung aller Patienten der Studie

Auch das vermehrte Auftreten der Rhythmusstérung beim mannlichen Geschlecht entspricht
den bisherigen epidemiologischen Untersuchungen von VHF-Patienten (Andrade, Deyell et al.
2018). Waren in unserer Studie 2/3 der Teilnehmer ménnlich, so zeigten sich in der oben
erwahnten Studie ca. 59,6% der Patienten mannlich (Lip, Laroche et al. 2014).

Im sogenannten EURODbservational Research Programme Atrial Fibrillation (EORP-AF) Pilot
General Registry (AFG) wurden die Baseline Charakteristika von Patienten mit VHF
zusammengefasst. Auch in dieser Analyse war die am Haufigsten assoziierte Komorbiditat
die arterielle Hypertonie (70,9 %), welche in unserem Kollektiv zu 69% bestand. Die
chronischen arteriellen Erkrankungen kamen mit 36,4% in dieser Studie h&aufiger vor als in
unserem Kollektiv (21%) und auch ein Diabetes mellitus war mit 20,6% etwas haufiger als in
unserer Kohorte errechnet (13%). (Lip, Laroche et al. 2014)

Im ESC-EHRA atrial fibrillation ablation long-term registry (AFA) untersuchten Arbelo et al
(Arbelo, Brugada et al. 2017) speziell Patienten mit VHF und einer gleichzeitigen
Ablationstherapie und arbeiteten deren Baseline Charakteristika heraus. Im Vergleich zum
allgemeineren Kollektiv der Studie von 2014 wiesen auch diese Patienten als haufigste
assoziierte Begleiterkrankung eine arterielle Hypertonie auf (54,6 %). Mit 18,9 % chronische
arterielle Erkrankungen und 9,7 % an Patienten mit einem Diabetes mellitus waren diese
Vorerkrankungen in dieser Subgruppenanalyse noch etwas geringer vorhanden als in
unserem Kollektiv. Interessanterweise unterscheiden sich beide Kohorten in den
echokardiographischen Kenngrof3en deutlich weniger. Die durchschnittliche links-ventrikulare
Ejektionsfraktion betrug 52,4 % (AFG) bzw. 59,5 % (AFA). Der durchschnittliche Durchmesser
des linken Atriums war 45,5 mm (AFG) bzw. 42,6 mm (AFA). Insgesamt lasst sich aus unseren
Daten mit einer etwas hoheren mittleren links-ventrikularen Ejektionsfraktion von 61 + 11%
und einem geringeren LA-Volumendiameter von 40 £ 7mm spekulieren, dass es sich eventuell

um ein etwas gesinderes Kollektiv handelt.
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6.3 Diskussion der Ablationstherapie sowie der ermittelten Rezidivraten

Nach den aktuellen ESC Leitlinien gilt fur die Rhythmuskontrolle eine Therapie mit
antiarrhythmischen Medikamenten (anti arrhythmic drugs = AAD) als First-Line-Therapie.

Mit einer Klasse lla Empfehlung gilt die Ablation damit noch nicht als Methode der ersten Wahl
und kommt vor allem bei Therapieversagen oder Intoleranz gegentiber der medikamentésen
Therapie sowohl bei paroxysmalen als auch persistierenden Formen zu tragen.

Im Hinblick auf aktuelle Studienergebnisse gilt es jedoch zu diskutieren, inwieweit diese
Empfehlung noch seine Berechtigung hat und ob der Ablationstherapie nicht ein hdherer
Stellenwert im Rahmen einer langfristigen Rhythmuskontrolle zugestanden werden sollte.
Insbesondere, wenn es gelingt, eine Erfolgsstratifizierung anhand von verschiedenen
Pradiktoren durchzufthren.

Schon in der MANTRA-PAF Studie von 2012 zeigte sich, dass es keinen signifikanten Vortell
fur die antiarrhythmische medikamentdse Therapie im Vergleich zur Ablationstherapie gab (p-
Wert = 0,1). Verglichen wurden in der Studie beide Therapieformen als primare Ansatze zur
langfristigen Rhythmuskontrolle bei Patienten mit paroxysmalem VHF. Als prim&ren Endpunkt
der Studie definierte man das prozentuale Auftreten von VHF in einem Follow-up-Zeitraum
von 2 Jahren. (Calkins, Hindricks et al. 2017) Diese Daten unterstiitze auch die RAAFT-2
Studie von Morillo et al. aus dem Jahr 2014, welche sich mit dem Rezidivrisiko fur atriale
Tachykardien beschéftigte. Den priméren Endpunkt, welcher in diesem Studiendesign als die
Detektion einer mindestens 30 Sekunden anhaltenden atrialen Tachyarrhythmie definiert war,
erreichten Patienten mit einer pharmakologischen Therapie sogar signifikant haufiger als
Patienten mit einer Katheterablation (72,1% vs. 54,5%, p-Wert = 0,02). (Morillo, Verma et al.
2014)

So zeigt sich bei uns, verglichen mit den Daten von Morillo et al.,, bei Patienten mit
paroxysmalem VHF eine nochmals geringere Rezidivrate nach Katheterablation (33,2% vs.
54,5%). Man muss jedoch relativierend anmerken, dass der Follow-up-Zeitraum der Studie
von Morillo et al. mit 24 Monaten deutlich langer war als unsere Erhebung. Dennoch
untersuchten wir hingegen deutlich mehr Patienten (208 Patienten mit paroxysmalen VHF vs.
127 Patienten), was eine starkere Aussagekraft bedingt. Ergdnzend kommt hinzu, dass es
sich bei dem Kollektiv, welches Morillo et al. untersuchte um ein deutlich gesiinderes
Patientenkollektiv handelt. Ausschlusskriterien waren in deren Studie beispielsweise das
Vorliegen einer Herzinsuffizienz oder einer arteriellen Hypertonie. Patienten mit diesen
Vorerkrankungen waren hingegen in unserem Patientenkollektiv durchaus vertreten, was
gerade in Hinsicht auf eine Erfolgs- und Therapiestratifizierung wichtig ist.

Um ein dem klinischen Alltag &hnliches Patientenkollektiv zu untersuchen, wéhlte die
CASTLE-AF Studie ebenfalls ein Patientenkollektiv, in dem die Patienten zusatzlich zur

Rhythmusstérung an einer Herzinsuffizienz litten. Als primaren kombinierten Endpunkt legte
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man sowohl die Gesamtmortalitit als auch die Rehospitalisierung aufgrund einer
progredienten Herzinsuffizienz fest. Hierbei zeigte sich, dass Patienten, die rein
pharmakologisch behandelt wurden, den primaren Endpunkt signifikant haufiger erreichten als
Patienten nach einer Ablationstherapie (44,6% vs. 28,5%; p= 0,006). (Marrouche,
Kheirkhahan et al. 2018) Es lasst sich also vermuten, dass Patienten mit VHF und einer

Herzinsuffizienz von einer frithzeitigen interventionellen Therapie profitieren konnen.

6.4 Diskussion der Konzentration der einzelnen miRNA sowie ihre Korrelation zum VHF-
Typ und Rezidiv nach Ablation

Als insgesamt pro-arrhythmogene miRNA mit Einfluss auf die elektrische Leitfahigkeit war die
miR-1 in unseren Untersuchungen sehr gering konzentriert. So war die miR-1 bei Patienten
mit paroxysmalem VHF im Blut nicht nachweisbar. Und auch bei Patienten mit persistierendem
VHF war sie lediglich mit einer Konzentration von 0,0047 nachweisbar. Interessant ist aber,
dass sie bei Patienten mit persistierendem VHF dann signifikant erhéht konzentriert vorkommt,
wenn Patienten keine Rezidivneigung aufweisen.

Auf zellularer Ebene werden der miR-1 verschiedene Funktionsmechanismen zugeordnet. Alle
Mechanismen beeinflussen die elektrische Leitfahigkeit und bedingen durch Veréanderung des
Ablaufs der Herzaktion Arrhythmien (Wakili, Clauss et al. 2012).

In verschiedenen Untersuchungen war die miR-1 bei VHF jedoch unterschiedlich stark
konzentriert, sodass sich auch die Untersuchungen auf zellularer Ebene nicht immer erklaren
lassen. Zum einen scheint die miR-1 das Gen GJA1 und somit die direkte Zell-Zell-Verbindung
durch Connexin-43 zu regulieren und fiuhrt so zu einer Verkirzung der atrialen
Erregungsausbreitung (Viczenczova, Szeiffova Bacova et al. 2016) (Yang, Lin et al. 2007).
Zum anderen beeinflusst die miR-1 die Gene KCNE1 und KCNB2, welche fur den Kaliumkanal
Iks codieren, und verlangert so die Repolarisationszeit (Jia, Zheng et al. 2013). Durch Inhibition
der Translation der Bb56a-Untereinheit von PP2A sorgt die miR-1 fir eine
Hyperphosphorylierung des Ryanodinrezeptors und der dadurch entstehende ungeordnete
Fluss der Kalziumionen mit einer spontanen diastolischen Ca?*-Ausschittung sorgt fur spate
Nachdepolarisationen (Terentyev, Belevych et al. 2009). All diese Einflisse auf zellularer
Ebene und ihre Auswirkungen auf die Rhythmusentstehung koénnen durch eine
Uberexpression von miR-1 erklart werden.

Demgegentiber stehen Ergebnisse von Girtmatsion et al. Die Arbeitsgruppe untersuchte das
linksatriale Gewebe von 31 Patienten mit VHF und verglich es mit Gewebe von Patienten ohne
VHF. Es zeigte sich eine miR-1-Expressionsreduktion von ca. 86% bei Patienten mit VHF. Sie
wiesen also nach, dass die miR-1 durch atriales Tachypaching supprimiert wird.
Pathophysiologisch erklaren sich die Autoren die Entstehung von VHF durch eine Suppression

der miR-1 dadurch, dass der eigentlich inhibierende Einfluss auf das Gen KCNJ2 und sein
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Protein Kir2.1 wegfallt und es zum vermehrten Einbau des Kanals Ik:1 mit einer konsekutiven
Verlangerung der Repolarisation kommt. (Girmatsion, Biliczki et al. 2009) In unseren
Untersuchungen zeigt sich die miR-1 in nur sehr geringer Konzentration nachweisbar und
weist bei Patienten mit persistierendem VHF dann eine signifikant erhéhte Konzentration auf,
wenn diese keine Rezidivneigung aufweisen. Somit sind unsere Ergebnisse vergleichbar mit
denen von Girmatsion et al.

Somit gilt fur die miR-1, dass weitere Untersuchungen zur Funktion auf zellularer Ebene
ebenso wichtig sind wie die Messung ihrer Konzentration im Blut von VHF-Patienten. In Bezug
auf unsere Daten gilt es zu beachten, dass kein direkter Vergleich zur miR-1 Expression bei
Patienten mit stabilem Sinusrhythmus erfolgte. Sprechen wir also von einer geringen miR-1
Expression ist nicht klar, ob diese nicht im Vergleich zu rhythmusstabilen Patienten dennoch
erhoht ist.

Als ebenfalls pro-fibrotische miRNA gilt die miR-21. Pathophysiologisch schrankt diese durch
Inhibition des Gens SPRY1 die Funktion des Proteins Spry-1 als Antagonist des
Fibrosierungsfaktors ein und fuhrt so zu atrialer Fibrosierung als strukturelles Korrelat von
VHF. (Thum, Gross et al. 2008) (Cardin, Guasch et al. 2012) Diese These unterstiitzend
konnten Chen et al. nachweisen, dass die Expression dieser miRNA in Fibroblasten ca.
viermal héher war als in Kardiomyozyten (Chen, Wakili et al. 2014).

Entsprechend dieser pathophysiologischen Grundlagen wies die miR-21 in unseren Analysen
die hochste Konzentration auf. Wir konnten jedoch keinen signifikanten Unterschied bei
Patienten mit paroxysmalem oder persistierendem VHF nachweisen. Auch innerhalb der
Kohorten zeigt sich kein signifikanter Konzentrationsunterschied fur Patienten mit oder ohne
Rezidivneigung. Anders war dies in einer Studie von Zhou et al. Die Arbeitsgruppe untersuchte
speziell das miR-21-Kozentrationslevel im Rahmen einer Katheterablation und wies nach,
dass Patienten, welche sechs Monate nach Ablation weiter im stabilen Sinusrhythmus waren,
eine deutliche geringe miR-21-Konzentration zeigten, als jene, welche ein Rezidiv erlitten. Laut
deren Daten zeigten 94,1% der Patienten, welche vor Ablation ein geringes miR-21-Level
aufwiesen nach Ablation einen stabilen Sinusrhythmus. War die miR-21-Konzentration vor
Ablation bereits deutlich erhdht, so lag die Wahrscheinlichkeit ein VHF-Rezidiv zu erleiden bei
87,5%. Auch dies scheint mit der pathophysiologisch pro-fibrotischen Funktion der miR-21
erklarbar zu sein. (Zhou, Maleck et al. 2018) Dass die miR-21 bei Patienten mit VHF verstarkt
exprimiert wird, bestétigen auch Tao et al. In ihren Analysen verglichen sie die Expressionsrate
der miR-21 bei Patienten mit VHF und einem stabilen Sinusrhythmus und konnten zeigten,
dass die miR-21 bei Rhythmuspatienten erhght exprimiert wird. (Tao, Zhang et al. 2018).
Darlber hinaus konnten Da Silva et al. sogar einen Unterschied in der miR-21-Expressionsrate
bei akutem neu-aufgetretenem VHF und einem bestehenden stabilen VHF feststellen: Bei

stabilem VHF war die miR-21 0,6-fach geringer exprimiert als im akuten Auftreten. (da Silva,
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de Araujo et al. 2018) Diese Studie ist besonders interessant, da sie eine Dynamik in der
Ausschuttung der miR-21 wéahrend des Auftretens einer Arrhythmie aufzeigt.

Dem gegenuber stehen aktuelle Daten der miRhythm-Studie von McManus et al. Entgegen
der bisherigen Vero6ffentlichungen war die miR-21-Expressionsrate in dieser Studie bei
Patienten mit VHF um das Zweifache geringer exprimiert. Zusatzlich wiesen hier Patienten mit
persistierendem VHF eine nochmals geringe Expressionsrate der miR-21 auf als Patienten mit
paroxysmalem VHF. Es stellt sich also die ganz grundlegende Frage, ob die pro-fibrotische
Funktion der miR-21, welche die Entstehung von VHF beglinstigen wirde, tatséchlich die
einzige Funktion ist, welche bei der Genese eine Rolle spielt.

Wahrend Studien wie die von Cardin et al. (Cardin, Guasch et al. 2012) oder Cheng et al.
(Cheng and Zhang 2010) eben vor allem auf die pro-fibrotische Funktion der miR-21
hinweisen, ist es laut der miRhythm-Study ebenfalls mdglich, dass die miR-21 verschiedene
Kollagene beeinflusst und eine geringere miR-21-Expressionsrate eine vermehrte
Kollagenproduktion nach sich zieht.

Ein weiterer interessanter Aspekt der miRhythm-Studie ist, dass es vier Wochen nach einer
Ablationstherapie zu einem Anstieg des miR-21-Expressionslevels kam. Insofern kénnte die
miR-21 ein Rezidiv der Rhythmusstérung begunstigen. Hierbei wére jedoch wieder eher die
pro-fibrotische Funktion der miR-21 ein mdglicher Triggerfaktor. (McManus, Tanriverdi et al.
2015)

Uber zwei verschiedene Mechanismen kommt es durch eine verringerte Expression von miR-
26a zu Arrhythmien.

Zum einen wird durch geringe miR-26a Expression die Ik:-UE vermehrte exprimiert, sodass
es ahnlich wie bei der miR-1 zu einer Akzeleration der Repolarisationszeit kommt (Luo, Pan
et al. 2013). Zudem féllt durch die Suppression der miR-26a durch NFATc3 ihr inhibierender
Einfluss auf den Ca?*-Kanal TRPC3 weg, wodurch die Proliferation und Differenzierung von
Fibroblasten zunimmt (Harada, Luo et al. 2012).

Das ist konsistent zu unseren Daten. In unserer Analyse war die miR-26 sowohl bei Patienten
mit paroxysmalem als auch persistierenden VHF in nur geringer Konzentration vorhanden
(0,084 bei paroxysmalem VHF und 0,123 bei persistierendem VHF). Dass ein geringes
Konzentrationslevel dieser miR einen potenziellen Einfluss auf die Genese der
Rhythmusstérung hat, zeigen auch aktuelle Daten von Feldman et al. Die Arbeitsgruppe
untersuchte speziell die Konzentrationsrate zirkulierender miRNA bei Patienten, welche nach
einer Herzoperation ein VHF entwickelten. Préoperative Messungen zeigten keinen
Unterschied im Konzentrationsslevel der miR-26 unabhangig davon, ob die Patienten
postoperativ die Rhythmusstérung entwickelten oder nicht. Bei Patienten, welche postoperativ

VHF entwickelten, zeigte sich jedoch ein Abfall der miR-26-Expression (p-Wert 0,01). Insofern
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bestétigen auch diese Daten, dass eine geringe Expressionsrate der miR-26 die Entstehung
von VHF beguinstigt. Leider konnten wir jedoch keinen signifikanten Unterschied bei Patienten
mit oder ohne Rezidivneigung nachweisen. Dennoch kdnnte man analog zur Untersuchung
von Feldman et al. in einer erneuten Studie das miR-26-Level postinterventionell messen und
so herausfinden, ob auch die Ablationstherapie einen Einfluss auf die miR-26-Expressionsrate
nimmt und eventuell dadurch direkten Einfluss auf die Rezidivrate hat. (Feldman, Moreira et
al. 2017)

Die These, dass ein geringes miR-26 Expressionslevel die Entstehung von VHF begunstigen
konnte unterstitzt auch die sog. miRathon-Study von Clauss et al. Sie untersuchten das miR-
Expressionslevel von 30 Marathonldufer, welche ein zehn wdchiges Trainingsprogramm
absolvierten. Eingeteilt in zwei Gruppen je nach Trainingsstatus (Laufer mit > 55km/Woche
oder < 40km/Woche) konnten sie nachweisen, dass das miR-26-Expressionslevel direkt nach
Absolvierung des Marathons sowie 24h danach supprimiert war im Vergleich zum
Expressionslevel zum Einschlusszeitpunkt. (Clauss, Wakili et al. 2016) Somit entspricht auch
dieser Trend den von uns dargestellten Daten, dass ein geringes miR-26-Expressionslevel die
Entstehung von VHF begunstigt.

Dieselbe Studie (miRathon-Studie) zeigte auch fur die miR-29b den Trend einer verringerten
Konzentration im Rahmen der sportlichen Aktivitat. So war auch das Expressionslevel dieser
miR direkt nach Absolvieren der Laufstrecke supprimiert. (Clauss, Wakili et al. 2016) In
Untersuchungen von Dawson et al. (Dawson, Wakili et al. 2013) sowie Chen et al. (Chen,
Wakili et al. 2014) konnte zudem ebenfalls gezeigt werden, dass die miR-29b bei Patienten
mit VHF im Vergleich zu Patienten mit Sinusrhythmus geringer konzentriert ist. Durch die
Suppression der miR-29b fehlt ihre inhibierende Wirkung auf die ECM-Gene bzw. deren
Kollagene Col1A1 und Col3A1 sowie FBN. Insgesamt wird somit die Kollagenproduktion und
die Fibrosierungsrate potenziell stimuliert.

Auch in unseren Messungen war die miR-29b mit einer Gesamtkonzentration von 0,0091 nur
sehr gering konzentriert. Somit kdnnte auch aus unserer Sicht die pro-fibrotische Funktion der
miR-29b einen Einfluss auf die Entstehung von VHF haben. Leider lie3 sich jedoch kein
signifikanter Unterschied in der Expression der miR-29b zwischen beiden untersuchten
Kohorten feststellen. Es konnte weder eine signifikante Konzentrationsdifferenz zwischen
Patienten mit paroxysmalem VHF oder persistierendem VHF gemessen werden noch zeigte
sich innerhalb der Gruppen eine Tendenz beziglich der Entwicklung von Rezidiven. Somit
kann die miR-29b zwar funktionell mit der Entwicklung von VHF in Verbindung gebracht
werden. Eine Therapiestratifizierung durch Messung von miR-29b-Expressionen scheint
jedoch nicht vielversprechend. Es musste zur weiteren Analyse genauere Untersuchungen an

einem grofReren Kollektiv durchgefiihrt werden.
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Die miR-146 war eine der vier am starksten exprimierten miRNA in unserer Analyse. Zudem
zeigte sich eine klare Tendenz der verstarkten Expression bei Patienten mit persistierendem
VHF. Dies korreliert zum einen durchaus mit der pathophysiologisch beschriebenen Funktion
der miR-146 als pro-fibrotische miRNA durch Inhibition des TIMP-4 und einer dadurch
vermehrten Kollagenproduktion durch MMP-9 (van den Berg, Kawasaki et al. 2017). Daruber
hinaus war die miR-146 unter anderem in einer Analyse von Cooley et al. die miRNA mit der
hochsten Expressionsrate bei Patienten mit VHF (Cooley, Cowley et al. 2012). Wang et al.
verglichen das miR-146-Expressionslevel in Gewebe des linken Atriums von Patienten mit
VHF und jenen mit Sinusrhythmus. Auch hier zeigte sich ein erhohtes Expressionslevel bei
Patienten mit VHF. Zudem konnten sie eine Korrelation zwischen einem erhdhten miR-146-
Expressionslevel und der Dauer des VHF herstellen, so dass auch diese Analyse unsere
Ergebnisse unterstiitzen, in denen Patienten mit persistierendem VHF eine nochmals erhéhte
miR-146-Expression aufwiesen. (Wang, Song et al. 2015)

In einem Kollektiv von 112 Patienten mit VHF wiesen Lu et al. ebenfalls eine signifikant erhéhte
Expressionsrate fiir die miR-146 nach. Auch wenn es sich hierbei um ein deutlich kleineres
Kollektiv handelt als in unserer Studie, so verglichen die Autoren hier die Expressionsraten mit
denen von Patienten mit Sinusrhythmus, so dass sich zumindest eine detailliertere Aussage
Uber die Funktion der miR-146 als Biomarker fur das Auftreten von VHF machen lasst. (Lu,
Hou et al. 2015)

Einzig die Tatsache, dass sich bei uns eine Korrelation zwischen einem erhéhten miR-146-
Expressionslevel und einem stabilem Sinusrhythmus nach Ablationstherapie in der Gruppe
der Patienten mit persistierendem VHF zeigte, ist pathophysiologisch nicht erklarbar. Dennoch
sollte man aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse diese miR in weiteren Studien
detaillierter untersuchen und an einer gré3eren Kohorte durchaus nochmals eine Messung in
Bezug auf ihre potenzielle Funktion als pradiktiver Biomarker fir den Verlauf nach
Ablationstherapie durchfiihrend. Zumal sich die oben beschriebene Korrelation zwischen
einem erhdhten miR-146-Expressionslevel und einer Rezidivfreiheit nach Ablationstherapie in
unserer Analyse zwar als nicht signifikant erwies (p-Wert 0,08), jedoch einen deutlichen Trend

zeigt.

Die Literatur legt nahe, dass die miR-374 durch fibrotischen Umbau oder Veranderung der
elektrischen Leitfahigkeit eine kardiale Hypertrophie beginstigt und damit potenziell das
Auftreten von Arrhythmien begiinstigt. (Lee, Song et al. 2017). Die VergroRerung des Herzens
bedingt eine atriale Dilatation, wodurch die Leitungsgeschwindigkeit beeinflusst wird.

Auch wenn Ergebnisse von Condorelli et al. (Condorelli, Latronico et al. 2010) zeigen, dass
die miR-374a im Gegensatz zur miR-374b hochreguliert sein sollte, konnten wir in dieser

Hinsicht keine Differenzen detektieren. Mit Gesamtexpressionen von 0,1118 fiir die miR-374a
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und 0,1298 fur die miR-374b waren beide miRNA a&hnlich konzentriert im Plasma
nachzuweisen. Auch innerhalb der beiden Vergleichsgruppen lieRen sich kaum Unterschiede
nachweisen.

Patienten mit paroxysmalem VHF hatten zwar eine ca. zweifach erhdhte Konzentration der
miR-374a (0,0811 vs. 0,0307 bei Patienten mit persistierenden VHF), dennoch war dieses
Ergebnis nicht signifikant. Bei p-Werten von 0,8 (paroxysmal) und 0,4 (persistierend) konnte
auch kein Unterschied in der Rezidivhaufigkeit zwischen den Gruppen festgestellt werden.

Die miR-425-5p gilt als negativer Regulator des ANP. Durch die miR-425-5p-vermittelte
Inhibition von ANP kommt es zur vermehrten Synthese von cGMP, TGF-B: und Angiotensin-
Il. Somit férdert die miR-425-5p den fibrotischen Umbau in kardialen Zellen und wirkt tGber
diesen Mechanismus potenziell pro-arrhythmisch. (Vandenwijngaert, Ledsky et al. 2018)
(Redondo, Bishop et al. 1998)

Bei einer Gesamtexpression von 0,715 ist die miR-425-5p bei Patienten mit paroxysmalem
VHF ca. 3,5fach erhéht exprimiert verglichen zu Patienten mit persistierendem VHF.
Dennoch kann fir Patienten mit paroxysmalem VHF trotz grundsatzlich hoher miR-425-5p-
Konzentration kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Rezidivneigung festgesellt
werden.

Anders verhalt sich dies fur Patienten mit einem persistierenden VHF. Auch wenn die
Gesamtexpression bei Patienten mit persistierendem VHF niedriger ist, so ist diese miRNA
bei Patienten mit einer Rezidivneigung bei einem p-Wert von 0,04 signifikant hoher exprimiert.
In Zusammenschau der bisherigen Untersuchungen zu den physiologischen Einfliissen der
mMiRNA auf die fibrotischen Umbauten im kardialen Gewebe bedingen diese bei Patienten mit
persistierendem VHF die Rezidivheigung. Durch weiter entstehende fibrotische Areale
aufgrund der vermehrten Kollagensynthese tber cGMP und der Expression von TGF-$; und
Angiotensin-Il kommt es trotz der Ablationstherapie zu neuen Re-entry-Kreisen. Diese
scheinen bei Patienten ohne Rezidivneigung durch geringere miR-425-5p-Konzentrationen
geringer ausgepragt zu sein. Insofern scheinen die pathophysiologischen Zusammenhange
durchaus schlissig. Es gibt bisher aber keine weiteren Studien, welche speziell die Funktion
der miR-425-5p in Bezug auf VHF untersuchten. Insofern sollte diese miRNA in weiteren

Untersuchungen genauer analysiert werden.

Ahnlich der miR-374 wird auch die miR-652 mit der Entwicklung einer kardialen Hypertrophie
in Verbindung gebracht. Auch wenn die miRNA in unseren Messungen hoch exprimiert war,
so zeigt sich leider kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit paroxysmalem oder

persistierendem VHF. (Bernardo, Nguyen et al. 2014)

65



Fur Patienten mit einem paroxysmalen VHF lasst sich dafir ein signifikanter Unterschied in
der Expressionsrate der miR-652 innerhalb der Vergleichsgruppen nach ihrer Rezidivneigung
nachweisen (Rezidiv 0,29 vs. Non-Rezidiv 0,09, p-Wert 0,03). Es zeigt sich hier eine signifikant
hohere Konzentration bei Patienten, welche eine Rezidivneigung aufweisen. In Hinblick auf
die physiologischen Einfliisse beeinflusst die miR-652-vermittelte kardiale Hypertrophie somit
die Entwicklung eines Rezidivs nach Ablationstherapie. Insofern ist die miR-652 ein
interessanter Kandidat zur Nutzung als Biomarker zur Therapiestratifizierung vor einer
interventionellen Therapie.

Far Patienten mit persistierendem VHF liel3 sich dieser Expressionsunterschied bei Patienten
mit und ohne Rezidivneigung nicht signifikant replizieren. Bei einem p-Wert von 0,48 waren
die Expressionswerte nicht signifikant unterschiedlich ausgepragt.

Auch fir die miR-652 gibt es zum aktuellen Zeitpunkt keine weiteren Untersuchungen an
einem VHF Kollektiv. Insofern scheint die miR-652 besonders interessant zu sein und sollte
fur weitere Differenzierungen an einem grofReren Kollektiv getestet werden. Vor allem da sie
sich in Zusammenschau der hier untersuchten miRNA am ehesten zur Therapistratifizierung
und somit als prospektiver Biomarker eignet, ist es aus unserer Sicht vielversprechend diese

miRNA weiter zu untersuchen.

6.5 Diskussion der Rolle der miRNA als Biomarker fir die Ablationstherapie

In einem nachsten Schritt kamen wir zu der Frage, ob die von uns gemessenen miRNAs
potenziell als pradiktive Biomarker fir das langfristige erfolgreiche Anhalten eines
Sinusrhythmus nach Ablation fungieren kdnnen. Insofern analysierten wir das erstellte miRNA-
Expressionsprofil in Hinblick auf die erhobenen Follow-up-Daten und korrelierten die miRNA-
Level mit den Rezidivraten der Patienten. Fur die miR-1, miR-29b, miR-146, miR-425 und miR-
652 gab es durchaus sichtbare Tendenzen fir eine vermehrte Konzentration bei Patienten mit

oder ohne Rezidivneigung.

Bei Patienten mit einem paroxysmalen VHF ist unseren Daten zufolge vor allem die miR-652
vielversprechend. Diese war bei Patienten, welche ein Rezidiv erlitten, besonders stark
exprimiert. Gerade weil es wie oben bereits beschrieben zur miR-652 keine Daten in Bezug
auf VHF gibt, stellt diese, unserer Ansicht nach, einen hoch interessanten Kandidaten fir

weitere Analysen dar.

Bei Probanden mit persistierendem VHF war die miR-1 bei Patienten ohne Rezidivneigung
signifikant erhoht. Fir die miR-29b und miR-146 zeigte sich hier ebenfalls eine Tendenz,
welche sich aber leider als nicht signifikant erwies. Die miR-425 war besonders bei Patienten

mit Rezidivneigung signifikant erhoht.
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Beziglich dieser detaillierten Fragestellung gibt es bisher keine weiteren Publikationen,
welche die von uns untersuchten miRNA miteinschlief3t. Eine im Marz 2020 verdffentlichte
Studie von Kiliszek et al. beschaftigte sich zwar mit genau der Fragestellung und der Suche
nach einem Biomarker, welcher die Erfolgschancen einer Ablationstherapie quantifizieren
konnte, doch wurden hier andere miRNA gemessen. Leider konnte insgesamt keine
statistische Signifikanz fir Unterschiede im Serum-Konzentrationslevel der miRNA bei
Patienten mit und ohne VHF-Rezidiv nach Ablationstherapie detektiert werden. Auch die
Autoren dieser Studie benennen die aktuelle miRythm-Studie, welche eine Dynamik der miR-
21 innerhalb eines Monats nach Ablationstherapie aufzeigte. Dennoch muss hier wie bereits
beschrieben zuerst genauer identifiziert werden, ob nun eine erhdhte oder eine erniedrigte
miR-21-Expression die Entstehung von VHF tatséchlich beglnstigt. Zudem ist es zwar klinisch
interessant zu sehen, dass sich eine grundsatzliche Dynamik innerhalb der miR-Ausschiittung
zeigt, dennoch waére ein Biomarker nur dann von Vorteil, wenn er bereits prainterventionell
eine definitive Aussage Uber die langfristige Erfolgsrate der Ablation erlaubt. (Kiliszek, Maciak
et al. 2020)

Aus den Daten der miRhythm-Studie heraus beschaftigten sich Vaze et al. detaillierter mit der
Fragestellung eines mdglichen Pradiktors einer erfolgreichen Ablationstherapie. Aus allen dort
gemessenen MiRNA zeigten sich fiinf miRNA als statistisch relevant. Die miR-125a, miR-601,
miR-30a, miR-199b, miR-10b konnten mit einem VHF-Rezidiv assoziiert werden. Leider gibt
es auch hier keine Ubereinstimmung mit den von uns gemessenen miRNAs. (McManus,
Tanriverdi et al. 2015)

Insgesamt kann man also sagen, dass sich durchaus Tendenzen ergeben, die darauf
hinweisen, dass sich miRNA als pradiktive Biomarker eignen. Es ist zum aktuellen Zeitpunkt
jedoch noch nicht mdglich eine miRNA zu benennen, welche die Funktion erfillen kénnte.

Es gilt somit, dass weitere Untersuchungen in Hinblick auf die pradiktive Funktion der miRNA
durchgefuhrt werden sollten. Es ist sinnvoll miRNA wie beispielsweise die miR-1, miR-425 und
miR-652, welche laut unseren Daten durchaus als pradiktive Marker genutzt werden kénnen,
um eine Aussage Uber die Erfolgsrate der Ablationstherapie zu geben, weiter an einem

grol3eren Kollektiv zu testen.

Gleichzeitig muss fiur all diese miRNA immer bedacht werden, dass sie potenziell auch
ubiquitar zirkulieren kdnnten und somit eine Ausschiittung aus anderen Organen die Werte
durchaus beeinflussen konnten. Insofern ist eine Korrelation der gemessenen miRNA-

Expressionen bei Patienten mit VHF zu Patienten mit einem stabilen Sinusrhythmus
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essenziell. Nur so kann verhindert werden, hohe miRNA Werte aus dem Plasma
falschlicherweise als VHF-assoziiert zu betrachten.

In der onkologischen Medizin spielen Pradiktoren im Allgemeinen und miRNA als solche im
speziellen seit langem eine grofle Rolle und beeinflussen malgeblich die
Therapiestratifizierung (Li and Kowdley 2012) (Shao, Yang et al. 2019) (Chhatriya, Mukherjee
et al. 2019). So gilt beispielsweise die miR-21 als mdglicher Biomarker bei Patienten mit
Gliomen. Eine aktuelle Meta-Analyse von neun eingeschlossenen Studien zeigte, dass ein
erhohtes miR-21-Level mit einem schlechteren Outcome bei Gliompatienten korreliert.
Insofern ist es aus Sicht der Autoren durchaus moglich die miR-21 als prognostischen Marker
zu verwenden. Sie weisen jedoch auch deutlich darauf hin, dass es zuerst einmal notig sein
wird einen Standart-Cut-Off-Wert zu definieren. Zudem miusse die Bestimmung der miR-21-
Expression standardisiert werden, um die Genauigkeit und vor allem Vergleichbarkeit der
Werte zu gewabhrleisten. (Jiang, Mu et al. 2020) Auch bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
gilt die miR-21 als potenzieller prognostischer Marker. Eine hohe miR-21-Expression zeigte
eine starke Assoziation zu einem verminderten therapeutischen Ansprechen und einer
insgesamt verringerten Uberlebensrate. (Schetter, Leung et al. 2008)

Auch fur das Auftreten kardiovaskulare Erkrankungen wurden bereits Korrelationen zum
Plasmaspiegel von miRNA hergestellt (Kaur, Mackin et al. 2019) . So zeigt beispielsweise eine
aktuelle Studie von Wu et al., dass es eine deutliche Down-Regulation der miR-145 bei
Patienten mit akutem Koronarsyndrom verglichen mit gesunden Kontrollpatienten gibt. Auch
wenn es sich bei der Studie mit insgesamt 160 Patienten (80 Patienten mit ACS und 80
Patienten der Kontrollgruppe) um ein eher kleines Kollektiv handelt, so konnte die Ergebnisse
durch ein erganzendes Tiermodell untermauert werden. Hinweise auf eine vermehrte
inflammatorische Reaktion durch verringerte miR-145-Expressionslevel bei erhohten
Entziindungsparametern (z.B. erhohter von-Willebrand-Faktor (VWF), erhohtes IL-6 und
erhohter TNF-a) konnte durch gezielte Ligatur der Koronararterien von Ratten ausgelst
werden. (Wu, Sun et al. 2020)

6.6 Limitationen der Arbeit

Da es sich bei der vorliegenden Untersuchung um eine prospektive Langzeitstudie handelt,
mussen die dafir vorgesehenen Voraussetzungen erfllt werden.
Wie gefordert wahlten wir ein prospektives Design mit mehreren Messzeitpunkten zur
Erfassung des klinischen Outcomes im zeitlichen Verlauf sowie einen Mehrebenenansatz mit
simultaner Erfassung von eventuellen Kofaktoren und deren Korrelation.
Zudem verwendeten wir reliable und valide Messmethoden. Das heif3t, dass sich die
Messmethoden in vorangegangenen Studien bereits als zuverldssig und reproduzierbar
gezeigt hatten.
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Grundlage dieser Untersuchung war die Frage, ob Uber die Expressionsrate der einzelnen
mMiRNA eine préadiktive Aussage Uber das klinische Outcome nach Ablationstherapie getroffen
werden kann. Die Auswahl des Patientenkollektivs erfolgte daher gezielt im Rahmen einer
VHF-Behandlung und wir fuhrten eine Subgruppenanalyse durch Einteilung nach Art des VHF
durch. Man verglich somit lediglich die Expressionsraten von miRNA bei Patienten, die unter
der Rhythmusstérung litten. Inwiefern die miRNA bei Patienten mit bestehendem
Sinusrhythmus ausgepragt sind bzw. ob die reine Pradsenz der miRNA mit dem Auftreten einer
Arrhythmie zusammenhéangt war kein Untersuchungspunkt dieser Studie.

Eine grol3e Problematik in Studien mit miRNA und ihrem klinischen Zusammenhang mit einer
bestimmten Erkrankung ist, dass miRNA grundsatzlich ganz ubiquitar vorkommen und
nachweislich in Prozessen verschiedener Organe eine Rolle spielen. Insofern ist es schwierig
die absoluten Angaben einer miRNA-Expressionsrate direkt mit nur einer Grunderkrankung,
in dieser Studie dem VHF, in Verbindung zu bringen. Man muss immer bedenken, dass
bestimmte miRNA eventuell auch aufgrund einer zweiten Erkrankung eine veranderte
Expressionsrate aufweist. Gerade deshalb ware es wichtig, in einer erneuten Analyse die
mMiRNA auch bei Patienten mit stabilen Sinusrhythmus zu bestimmen, um den direkten

Zusammenhang mit dem Vorhandensein von VHF darstellen zu kénnen.

7 Zusammenfassung

VHF ist die haufigste kardiale Arrhythmie. Mit dem demographischen Wandel steigt die
Pravalenz dieser Erkrankung des héheren Alters zunehmend und ist somit im klinischen Alltag
eine haufig gestellte Diagnose. Zudem ist es multifaktoriell beeinflusst und haufig assoziiert
mit weiteren Risikofaktoren wie einem arteriellen Hypertonus, einer strukturellen
Herzerkrankung oder Vitien ebenso wie mit extrakardialen Erkrankungen wie Diabetes mellitus
oder Schilddriisendysfunktionen. Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es sowohl pharmakologische
als auch invasive Therapieansatze, wobei gerade die interventionelle Ablationstherapie immer
mehr in den Vordergrund rickt. Dennoch sind die Erfolgsraten eines langfristigen
Therapieerfolgs bisher nicht zufriedenstellend. Gerade in Hinblick auf eine immer
individualisiertere Medizin gilt es auch fir die Therapie des VHF eine bessere
Therapiestratifizierung zu etablieren, um somit die bestmdgliche Therapie frihzeitig einleiten
zu konnen. In den letzten Jahren werden daher immer mehr Untersuchungen durchgefihrt,
um mogliche préadiktive Marker zu eruieren und hiertiber eine verbesserte prognostische
Aussage uber einen moglichen Therapieerfolg treffen zu kdnnen.
Ein wichtiger Ansatz ist hierbei die Forschung zu miRNA, welche als potenzielle prognostische
Marker in der Therapiestratifizierung des VHF gelten.
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In dieser Arbeit beschéaftigen wir uns daher dezidiert mit der Frage nach einzelnen miRNA,
welche bereits durch Bestimmung ihrer prainterventionellen Konzentration eine Aussage uber

den Therapieerfolg der invasiven Ablationstherapie geben kénnten.

Wir untersuchten daher Plasmaproben von 418 Patienten mit paroxysmalem und
persistierendem VHF und bestimmten die miRNA-Konzentration von elf ausgewahlten miRNA.
Hierfir verwendeten wir bereits etablierte Methoden wie miRNA-Isolation, reverse
Transkription und Real-Time-PCR. Nach Bestimmung der Konzentrationen der einzelnen
mMiRNA erfolgte eine statistische Auswertung mit dem Vergleich der einzelnen miRNA-
Konzentrationen je nach Art des VHF. Insbesondere erfolgte aber eine Korrelation der
Rezidivneigung nach einer Ablation innerhalb einer Kohorte mit den miRNA-Konzentrationen.
Hierzu wurde ein klinisches Follow-up erhoben, in welchem die Rezidivneigung der Patienten
nach drei, sechs und zwdlf Monaten festgehalten wurde. Ebenso wurden klinische

Patientencharakteristika erhoben.

In Bezug auf die zugrundeliegende Fragestellung gab es insgesamt drei miRNA, welche
signifikante Konzentrationsunterschiede aufwiesen, wenn Patienten im gewéhlten Follow-up-
Zeitraum eine Rezidivneigung hatten oder im stabilem SR verblieben.

Fur Patienten mit einem paroxysmalen VHF ist die miR-652 ein mdglicher prognostischer
Marker. Eine erhohte Konzentration dieser miR war in unserer Studie ein signifikanter Hinweis
auf eine bestehende Rezidivneigung. Bei einem persistierenden VHF waren die miR-1 sowie
die miR-425 entscheidende miRNA. Die miR-1 war bei Patienten, welche im Follow-up-
Zeitraum im stabilen SR verblieben, in einer erhéhten Konzentration nachweisbar. Die miR-
425 hingegen war bei diesen Patienten vermindert exprimiert und ist damit eher ein
prognostischer Marker fir eine Rezidivneigung.

Da die miR-652 sowie die miR-425 bei Patienten mit erhéhter Rezidivrate vermehrt exprimiert
waren, kénnen sie als pradiktiver Marker flr einen negativen Therapieverlauf hinzugezogen

werden.

Insgesamt steht die Forschung der miRNA und ihre Rolle als potenzielle prognostische
Biomarker noch ganz am Anfang und zukiinftige Projekte werden zeigen, ob sie einen Weg in

den Kklinischen Alltag finden werden.

8 Ausblick

In Bezug auf atriale Rhythmusstérungen liegt der Fokus der Forschung mit Sicherheit weiter

auf der Entschlisselung der zugrundeliegenden Pathophysiologie. Gleichzeitig wird aber auch
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das Verstandnis Uber die Struktur des Vorhofs als Ursprung atrialer Rhythmusstérungen

immer bedeutender.

Aus klinischer Sicht rickt die Frage nach einer optimalen prainterventionellen
Therapiestratifizierung durch geeignete Biomarker sowie eine Optimierung der
Therapiestrategien durch verbesserte prozedurale Mechanismen in den Vordergrund.

In diesem Zusammenhang scheint die Rolle der miRNA immer weiter zu wachsen. Als wichtige
pathophysiologische Einflussfaktoren kénnen die miRNA als Ansatzpunkt fir Therapeutika wie
Antagomirs oder LNAs dienen. Auch wenn ein Einsatz in diesem Rahmen noch in der Zukunft
liegt, scheint ihr Einsatz als Biomarker immer wahrscheinlicher.

Gerade im Zuge einer personalisierten Medizin ist eine optimierte Differenzierung des
Therapieerfolgs anhand der miRNA als Biomarker von grol3er Bedeutung und wird in das

Zentrum zukUnftiger Forschungen riicken.

MiRNA kommen nachweislich nicht nur zirkulierend im Blut vor, sondern sind ebenso lokal im
Gewebe messbar. Es scheint insofern interessant zu sein, ob die Erstellung eines miRNA
Profils im atriale Gewebe von Patienten mit VHF dem aus Vollblut nahekommt. Eventuell
lassen sich in lokalen Geweben detailliertere Aufstellungen nachweisen und somit eine
genauere Aussage Uber die Expression von miRNA bei VHF treffen. Ebenso ist denkbar, dass
man eine &hnliche Auswertung und Korrelation der miRNA Expression und des jeweiligen
Outcomes nach einer interventionellen Therapie erstellt werden kann. In Kombination mit der
peripheren Messung der miRNA Konzentration im Vollblut kénnte somit eine verbesserte
Vorhersage uber das klinische Outcome nach Ablation getroffen werden. Dies kénnte helfen,
die optimale Therapie fir den individuellen Patienten zu finden.
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