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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Interaktion von Herzinsuffizienz und Vorhofflimmern

Vorhofflimmern (VHF) und Herzinsuffizienz (HI) sind Herz-Kreislauf-Erkrankungen, die
haufig gleichzeitig bei Patienten auftreten. Diese Koexistenz beider Krankheitsbilder
ist mit einer Verschlechterung des kardiovaskularen Outcomes assoziiert.
Uberproportional haufig sind hierbei &ltere Menschen von diesen beiden Erkrankungen
betroffen. Folglich wird mit einer zunehmender Alterung der Bevolkerung ein Anstieg
der beiden Erkrankungen und der damit assoziierten kardiovaskularen Folgen erwartet
(1-4). Um die Auswirkungen des kombinierten Auftretens der beiden Erkrankungen
besser verstehen zu konnen, wird nun zuerst VHF definiert und im Anschluss auf
assoziierte Komorbiditaten wie HI eingegangen.

VHF ist eine supraventrikulare Tachykardie, die durch eine unkoordinierte
Vorhofkontraktion gekennzeichnet ist (5). Die Rhythmusstorung stellt die haufigste
persistierende klinische Arrhythmie dar und geht mit einer erhohten Mortalitat und
Morbiditat einher (2,6). Zu den typischen Komorbiditaten zahlen HI und
thromboembolische Komplikationen wie Schlaganfall oder Demenz (1,2,7,8).
Schatzungsweise litten 2010 in der Europaischen Union 8,8 Millionen Menschen uber
55 Jahre an VHF, bis 2060 soll dabei die Zahl auf 17,9 Millionen ansteigen (9).
Aufgrund dieser hohen Inzidenz ist VHF eine der Klinisch relevantesten
kardiovaskularen Erkrankungen.

Als Begleiterkrankung bei VHF tritt haufig eine HI auf. 10-50% der Patienten mit HI
sind auch an VHF erkrankt und 20-30% der an VHF erkrankten Patienten leiden an
einer HI (10,11). Nicht sicher geklart ist dabei die Frage, ob VHF zur HI oder HI zu VHF
fuhrt (,Henne-Ei-Frage®). Es besteht somit eine bidirektionale Relation. Ein wichtiger
Zusammenhang hierbei ist, dass VHF eine HI induzieren kann, was dann als sog.
Arrhythmie-induzierte Kardiomyopathie (AIC), die als Unterform der dilatativen
Kardiomyopathie gilt, bezeichnet wird (12—15). Die Kriterien fur die Diagnose einer AIC
sind der Nachweis einer persistierenden Arrhythmie und einer HI, die durch keine
anderen Ursachen erklarbar ist. Die Therapie fokussiert sich auf die Behandlung der
verursachenden Arrhythmie. Ist die HI nach einer erfolgreichen Therapie innerhalb von
Wochen bzw. Monaten (bei einer vorbestehenden Herzerkrankung teilweise)
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reversibel, gilt die Diagnose der AIC als bestatigt. Da die Arrhythmie oft nur als Folge
und nicht als Ursache fir eine Kardiomyopathie erachtet wird, ist die Relevanz der AIC
im klinischen Kontext wahrscheinlich noch unterschatzt (4).

VHF per se ist also nicht nur eine auf den Vorhof begrenzte Erkrankung. Bestatigt
werden konnte dieser kausale Aspekt auch im klinischen Alltag. Bei Patienten mit VHF,
die therapeutisch mit einer Katheterablation behandelt wurden, verbesserte sich die
ventrikulare Funktion signifikant (6). Eine wichtige Untersuchung in diesem
Zusammenhang ist die CASTLE-AF Studie. Die Probanden der Studie waren
Patienten mit gleichzeitig bestehendem VHF und linksventrikularer systolischen
Dysfunktion (LSVD). Dabei zeigte sich, dass Patienten mit VHF und LVSD nach
Katheterablation im Vergleich zu Probanden, die eine medikamentOose
Standardtherapie erhielten, prognostisch profitierten.

Der kombinierte primare Endpunkt bestand hier aus Mortalitdt und Hospitalisierung
aufgrund einer Verschlechterung der HI. Die Patienten wurden in 2 verschiedene
Gruppen randomisiert, die sich in ihrer Therapieform unterschieden. Die
Interventionsgruppe wurde mittels Katheterablation behandelt, in der Kontrollgruppe
erfolgte eine medikamentose Standardtherapie gemal den aktuellen Leitlinien. Diese
konnte in den Studienzentren ohne spezifische Vorgaben patientenindividuell vom
jeweils behandelnden Arzt festgelegt werden. Bei ca. 30% der Patienten in der
Kontrollgruppe wurde eine medikamentdose Rhythmuskontrolle initiiert, die meist mit
Amiodaron durchgefuhrt wurde.

Der primare Endpunkt wurde in der Ablationsgruppe bei 28,5% der Patienten erreicht,
in der medikamentdsen Therapiegruppe hingegen bei 44,6%. Somit trat der primare
Endpunkt bei signifikant weniger Patienten in der Ablationsgruppe als in der
medikamentosen Gruppe auf. Beim letzten Follow-up nach 60 Monaten waren 63,1%
der Patienten in der Ablationsgruppe und 21,7% der Patienten in der Kontrollgruppe
im Sinusrhythmus (SR).

Des Weiteren zeigte sich in der Ablationsgruppe, dass die Patienten eine verringerte
VHF-Last aufwiesen, eine Besserung der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF)
auftrat sowie die korperliche Leistungsfahigkeit im 6-Minuten-Gehtest zunahm (16).
Eine weiterfuhrende Subanalyse der CASTLE-AF Studie lasst Schlussfolgerungen
bezlglich der Relevanz der VHF-Last zu. In dieser Subanalyse konnte festgestellt
werden, dass sich in der Ablationsgruppe die VHF-Last postinterventionell nach 6
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Monaten signifikant verringerte, wahrend Patienten in der medikamentosen Gruppe
keine signifikante Veranderung der VHF-Last aufwiesen. Bei Patienten in der
Interventionsgruppe mit einer VHF-Last von weniger als 50% konnte ein Ruckgang der
Gesamtmortalitat und Hospitalisierung aufgrund einer Verschlechterung der HlI
beobachtet werden. Somit hatten Patienten mit einer VHF-Last von weniger als 50%
nach sechs Monaten nach Katheterablation ein signifikant besseres Outcome als
Patienten mit einer VHF-Last Uber 50%. Interessanterweise korrelierte das alleinige
Auftreten eines VHF-Rezidivs nicht mit einer schlechteren Prognose, solange VHF
weniger als die Halfte der Zeit auftrat. Folglich steht die VHF-Last nach 6 Monaten im

direkten Zusammenhang mit dem klinischen Outcome (17).

1.2 Grundlage der zellularen Situation: Die Ultrastruktur des Myokards

Um die Pathophysiologie klinischer Erkrankungsbilder wie VHF und HI besser
verstehen zu konnen, wird im Folgenden auf die Ultrastruktur des Myokards als
Grundlage der zellularen Situation eingegangen.

Das Myokard ist in der Lage chemische Energie in mechanische Energie
umzuwandeln, was die Grundlage jeder Herzaktion bildet. Die Kontraktilitat wird in der
quergestreiften Herzmuskulatur durch die Myofibrillen gewahrleistet. Das Sarkomer ist
die funktionelle kontraktile Einheit der Myofibrille und besteht aus Myofilamenten. Die
entscheidenden myofibrillaren Molekule sind Aktin- und Myosinfilamente sowie Titin
(18). Die Myofilamente zeigen lichtmikroskopisch eine typische Bandenstruktur auf.
Der Abschnitt, der durch die sichtbaren Z-Linien begrenzt wird, heil3t Sarkomer.
Wesentliches Strukturbestandteil der Z-Linie ist das Protein a-Actinin. a-Actinin ist ein
Aktin-bindendes Protein des Cytoskeletts und lasst sich der Spektrin-Superfamilie
zuordnen. Hierbei tritt v.a. a-Actinin 2 als wichtigste kardiale Unterform auf. Es bildet
eine gitterartige Struktur, indem es die Aktinflamente benachbarter Sarkomere
vernetzt und dient somit zur Stabilisierung des kontraktilen Muskelapparats (19).

Die fur die Kontraktion verantwortlichen Myosinfilamente kommen in der A-Bande vor
und werden in der Mitte der Bande (M-Bande) stabilisiert. Die |-Bande besteht aus
Aktinfilamenten, welche in der Z-Linie verankert sind. Ein weiteres wichtiges
Myofilament ist das Strukturprotein Titin. Die Titinfilamente verlaufen von der M-Linie

bis zur Z-Linie und sind in der A-Bande uber Proteine mit den Myosinfilamenten

12
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verbunden (18,20,21). Titin beeinflusst als entropische Feder die Flexibilitat und die
kontraktilen Eigenschaften des Herzmuskels (22). Als Riesenprotein bildet es ein
Filamentnetzwerk in Kardiomyozyten und tragt zu mechanischen und Signalfunktionen
des Herzens bei. Neben der Aufgabe zur viskoelastischen Krafterzeugung halt Titin
die Myosinfilamente im Sarkomer zentriert, was eine optimale Kraftentwicklung
ermoglicht. Zudem ist es Uber Bindungspartner an mechano-chemischen Signalwegen
beteiligt (22,23). Des Weiteren ist das fur Titin codierende Gen TTN ein wichtiges
Krankheitsgen (24).

Die verschiedenen Abschnitte des Sarkomers sind in Abbildung 1 dargestellt. Aufgrund
ihrer Verzweigungen sind die Myofilamente im Gegensatz zu denen der
Skelettmuskulatur weniger strukturiert (18).

Z-Linie M-Linie Z-Linie
l l Myosinfilamente

(— Titin ; Aktinfilamente

|<——— A-Bande ——;{I-Bande '

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Sarkomers. Die Abbildung skizziert die

unterschiedlichen Abschnitte des Sarkomers auf schematische Weise, modifiziert nach (18).

Eine Besonderheit der meist einkernigen Kardiomyozyten ist, dass sie Uber
Glanzstreifen (disci intercalares), bestehend aus gap junctions (Nexus), Fascia
adhaerens und Desmosomen, verbunden sind (25). In Abbildung 2 sind Aufnahmen
von Glanzstreifen sichtbar. Die zwei Adhasionskontakte - Desmosomen und Fascia
adhaerens - dienen dabei als mechanische Verbindungen zwischen den Zellen. Im
Gegensatz dazu ist die Funktion der gap junctions die Weiterleitung der elektrischen
Errequng. Jede Zelle bildet dabei einen Halbkanal (Connexon), der aus sechs
membrandurchspannenden Proteinen (Connexinen) besteht. Lagern sich nun zwei
Connexone zusammen, entsteht ein Kanal mit einer Pore in der Mitte und verbindet
beide Zellen miteinander. Dadurch wird ermoglicht, dass alle Kardiomyozyten in
Kontakt stehen und ein funktionelles Synzytium bilden (18,26). Die Plasmamembran
13



1 Einleitung

der Muskelzelle, das Sarkolemm, besteht aus einer Phospholipiddoppelschicht mit
lonenkandlen wie den spannungsabhangigen L-Typ-Ca?*-Kanal (LTCC) oder
Transmembranproteinen. Somit sind sie ein wesentlicher Bestandteil der
elektromechanischen Kopplung der Herzmuskelzelle. Die transversalen Tubuli (T-
Tubuli) stellen Einstllpungen des Sarkolemms dar, die stark verzweigt sind und auf
Hohe der Z-Linien liegen. Das sarkoplasmatische Retikulum fungiert hauptsachlich zur
Speicherung und Freisetzung von Ca?' in das Sarkoplasma. In der Wand des
sarkoplasmatischen Retikulums sind lonenkanale wie der Ryanodinrezeptor
lokalisiert. T-Tubuli und erweiterte Zisternen des sarkoplasmatischen Retikulums, die
Terminalzisternen, bilden zusammen Dyaden und stehen in engen Kontakt zueinander
(18). Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung des kontraktilen Apparats und

der Membranstrukturen der Herzmuskelzelle.

8 "
B

1] @ V .‘;", &
_ 55 lAH J“?"

Abbildung 2: Aufnahmen von Glanzstreifen in der Herzmuskulatur.

A: Die Abbildung zeigt ein histologisches Praparat eines kardialen humanen Glanzstreifen in H.E.-
Farbung; 300-fache VergroRerung. B Zellkerne —® Glanzstreifen

B: Die EM-Aufnahme stellt einen Glanzstreifen in der Herzmuskulatur einer Ratte dar. 50.000-fache
Vergrofierung 1) Fascia adhaerens; 2) Desmosom; — Nexus; 3) Mitochondrium; 4) Myofibrille;

*Basallamina der Muskelzelle, modifiziert nach (21).
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Abbildung 3: Kontraktiler Apparat und Membranstrukturen der Herzmuskelzelle. Die

Auflenansicht einer Fibrille wird schematisch dargestellt, modifiziert nach (27).

1.3 Physiologische Grundlagen des Herzmuskels
1.3.1 Das Aktionspotential des Arbeitsmyokards

Die Schrittmacherzellen, physiologischerweise der Sinusknoten, erzeugen spontan
Aktionspotentiale (AP), die Uber das atriale Arbeitsmyokard zum atrioventrikularen
Knoten (AV-Knoten) und mittels His-Bundel und den Purkinje-Fasern zum
ventrikularen Arbeitsmyokard gelangen. Das Aktionspotential des Arbeitsmyokards
l&sst sich hierbei in funf Phasen einteilen (18,28).

Phase 4 (Ruhemembranpotential): Das stabile Ruhemembranpotential der atrialen
und ventrikularen Kardiomyozyten liegt bei ca. -80 bis -90 mV. Erreicht wird dies durch
die starke Leitfahigkeit der einwartsgleichrichtenden K*-Kanéale. Durch diese kdnnen
K*-lonen aus der Zelle diffundieren und stabilisieren dadurch das
Ruhemembranpotential. Daher liegt das Ruhemembranpotential des Arbeitsmyokards
nahe des K*-Gleichgewichtspotentials. Wird das AP der Schrittmacherzellen an die

Zellen des Arbeitsmyokards weitergeleitet, depolarisieren diese.
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Phase 0 (initiale Depolarisation): Durch Membranpotentialanderung werden die
spannungsabhangigen K*-Kanale geschlossen und spannungsabhangige Na*-Kanale
geoffnet, die einen Na*-Einwartsstrom (Ina) entlang des elektrochemischen Gradienten
in die Zelle ermdglichen. Das AP verlauft nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip. Wenn
das Schwellenpotential Uberschritten wird, wird ein AP generiert. Dieser schnelle Ina
dauert ca. 1 bis 2 ms, depolarisiert die Zelle auf ca. +30 mV (sog. ,overshoot®) und
fuhrt zum Schluss der Na*-Kanale. Das Na*-Gleichgewicht wird dabei nicht erreicht,
da die Na*-Kanale bereits vorher teilweise inaktiviert werden.

Phase 1 (partielle Repolarisation): Infolge eines transienten K*-Auswartsstrom (lt) wird
das Membranpotential negativer. Das Membranpotential nahert sich ca. 0 mV, dem
Niveau des Plateaus.

Phase 2 (Plateauphase): Durch die Aktivierung von LTCC kommt es zum Ca?*-
Einstrom. Das Plateau wird v.a. mithilfe des Ca?*-Einwartsstrom durch LTCC (IcaL)
und des  K'-Auswartsstrom  durch  spannungsgesteuerte  Kaliumkanale
unterschiedlicher Kinetik (lkar, sehr-schnell (Vorhofe); Ik, schnell; Iks, langsam)
erreicht. Das Membranpotential bleibt in dieser Phase annahernd gleich, da der
Einwarts- und Auswartsstrom nahezu ausgeglichen ist.

Phase 3 (Repolarisation): Aufgrund des abnehmenden Ca?*-Einstroms und des
zunehmenden K*-Ausstroms durch die verzogerten auswartsgleichrichtenden K*-
Kanale wird die Zelle repolarisiert. Zusatzlicher K*-Auswartsstrom durch die
einwartsgleichrichtenden  K*-Kanale (lk1) fuhrt zur  Stabilisierung des

Ruhemembranpotentials (18,29).

1.3.2 Elektromechanische Kopplung des Herzmuskels

Die elektromechanische Kopplung ist die biochemische Grundlage fur die
Pumpfunktion des Herzens. Sie beschreibt die Umwandlung eines elektrischen
Signals, des APs, in eine mechanische Kontraktion des Myokards. Wird die
Myokardzelle durch ein AP erregt, gelangen Ca?*-lonen aus dem Extrazellularraum
durch spannungsabhangige Ca?*-Kanale in die Zelle.

In den Myozyten unterscheidet man zwei spannungsabhangige Ca?*-Kanale: die
LTCC (Dihydropyridin-Rezeptoren) und T-Typ-Ca®*-Kandle (30-32). Fir die
elektromechanische Kopplung von Bedeutung sind dabei die LTCC, die v.a. an den T-
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Tubuli lokalisiert sind. Der Beitrag der T-Typ-Ca?*-Kanale zur elektromechanischen
Kopplung ist in den meisten ventrikularen Myozyten zu vernachlassigen. Die
intrazellularen Ca?*-lonen binden an die Ryanodinrezeptor vom Subtyp 2 (kardialer
Subtyp) (RyR2) an die Membran des sarkoplasmatischen Retikulums und 6ffnen
diese. Dadurch wird ein Ca?*-Ausstrom aus dem sarkoplasmatischen Retikulum ins
Cytosol ausgelost (18). Dieser Prozess wird als Ca?*-induzierte Ca?*-Freisetzung
bezeichnet (33,34). Systolisch erhoht sich die freie intrazellulare cytosolische Ca?*-
Konzentration ([Ca?*];) von ca. 107 mol/l auf ca. 10~ mol/I (35). Das freie Ca?* kann an
das Myofilament Protein C binden. Dies fuhrt zu einer Konformationsanderung des
Tropomyosinkomplexes, sodass Aktin und Myosin nun ungehindert interagieren
konnen und der Querbruckenzyklus stattfinden kann (18,36). Es kommt zur
Sarkomerverkiirzung und Kontraktion. Fallt die [Ca?*]i wieder ab, dissoziiert Ca%* von
Troponin C und die Bindungsstelle ist wieder blockiert.

Damit das Herz relaxieren kann, muss das Ca?* wieder aus der Zelle transportiert
werden. Dabei sind vier Transportsysteme beteiligt: sarkoplasmatische Ca%*-ATPase
(SERCA), sarkolemmaler Na*/Ca?*- Austauscher (NCX), sarkolemmale Ca?*-ATPase
und mitochondriale Ca?*-Uniporter (37). SERCA und NCX leisten hierbei den groften
Beitrag. Die genauen prozentualen Anteile der Systeme fiir diesen Ca?*-Transport
variieren zwischen verschiedenen Spezies. In humanen Ventrikelzellen liegt der Anteil
der SERCA bei 70%, des NCX bei 28% und der gemeinsame Anteil der
sarkolemmalen Ca?*-ATPase und des mitochondrialen Ca?*-Uniporter bei ca. 1%

(18,38). Die elektromechanische Kopplung ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt.
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Abbildung 4: Schema der elektromechanischen Kopplung im Herzmuskel. In Folge eines AP
stromt wahrend der Plateauphase Ca?* (iber die LTCC in die Zelle. Das [Ca?*]i induziert mittels RyR2
eine Ca?*-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum. Der Anstieg des [Ca?*] fiihrt zu einer
Aktivierung der Myofilamente mit anschlieRender Kontraktion der Herzmuskelzelle. In dem Kasten ist
der zeitlicher Verlauf des AP, sowie [Ca?*]i (blaue Kurve) und die Kontraktion (rote Kurve) dargestellt.
Wahrend der Diastole kommt es v.a. mittels der hier dargestellten SERCA2a (kardiale SERCA) und
NCX zur Senkung der cytosolischen Ca?*-Konzentration und somit zur Relaxation, modifiziert nach (39).

1.4 Elektrophysiologische Mechanismen zur Entstehung des VHFs

Im gesunden Herzen ist der Sinusknoten als Impulsgeber fur die Entstehung eines
elektrischen Signals verantwortlich, was zu einer regelmafligen Kontraktion der
Vorhofe und Ventrikel fuhrt. Bei VHF ist eine unkoordinierte Vorhoferregung durch
zugrunde liegende Reentry-Mechanismen fur eine asynchrone Vorhofkontraktion und
somit fur eine unregelmafigen Ventrikelerregung ursachlich (40). Die Voraussetzung
fur die Entstehung von Reentry-Mechanismen ist ein abnormes atriales Substrat,
welches durch modifizierte elektrische Eigenschaften oder durch strukturelle

Veranderungen, wie z.B. fibrotische Umbauprozesse, entsteht (41). Zur Erklarung der
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Reentry-Mechanismen dienen u.a. das Modell des ,leading circle® und der ,spiral
wave“. Beim ,leading circle“-Modell erfolgt ein Reentry in einem Kreis um einen
zentralen, kontinuierlich refraktaren Kern, wahrend beim ,spiral wave“-Modell die
Erregung um einen Zentrum aus erregbarem, jedoch noch nicht erregten Gewebe
verlauft (42).

1.5 Pathophysiologische Veranderungen bei VHF

1.5.1 Fibrotische Umbauprozesse

VHF fuhrt zu strukturellen Remodeling-Prozessen im Vorhof, wobei hierbei fibrotische
Umbauprozesse einen Hauptfaktor darstellen und wesentlich zur Aufrechterhaltung
des VHFs beitragen. Neben einer Vielzahl regulatorischer Faktoren, die zur
Fibroseentstehung flihren, sind Angiotensin Il und transforming growth factor 3 (TGF-
B1) hervorzuheben, die die Kollagensynthese durch kardiale Fibroblasten stimulieren.
Angiotensin Il steigert die Fibrose durch die Expression von profibrotischen Faktoren
wie Endothelin-1. TGF-B1 aktiviert die Kollagensynthese, indem es durch die
Rezeptorbindung im Extrazellularraum Phosphorylierungsprozesse auslost, die
wiederum zur Bildung eines SMAD-Komplexes fuhren. Dieser reguliert die Expression
von Genen, die an der Fibrogenese beteiligt sind. Dies induziert die Produktion eines
profibrotischen Proteins, welches wiederum in die Extrazellularmatrix sezerniert wird.
Neben der Stimulation der Kollagensynthese kann TGF-B1 auch zur Apoptose von
Kardiomyozyten fuhren. Des Weiteren sind auch Mikroribonukleinsauren Uuber
Regulationsmechanismen der Genexpression an der Fibrogenese beteiligt (43).
Insgesamt ist die Entstehung einer atrialen Fibrose ein komplexer Prozess, der
multifaktoriell verursacht wird und auch neurohumorale und zellulare Mechanismen
beinhaltet (43,44).

Die fibrotischen Veranderungen bleiben jedoch nicht nur auf den Vorhof beschrankt.
In einer Studie an Hunden fuhrte die Induktion von VHF durch eine tachykarde atriale
Stimulation mit einer schnellen ventrikularen Reaktion zu einer Zunahme der atrialen
sowie ventrikularen Fibrose (45). In einer weiteren Studie wurde ebenfalls in einem
Hundemodell eine tachykarde atriale Stimulation angelegt und gleichzeitig mit Digoxin
und Metoprolol behandelt, um die ventrikulare Frequenz auf <180 bpm zu halten und

die Auswirkungen von HI zu begrenzen (46). Nach 6 Monaten VHF-Simulation nahm
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die Fibrose in den Vorhofen sowie Ventrikeln zu. In derselben Studie wurde VHF auch
bei Ziegen und Schweinen mittels einer schnellen atrialen Stimulation ausgelost. Das
Ziegenmodell zeigte nur eine Zunahme der Vorhoffibrose und das Schweinemodell
stellte sich als nicht geeignet dar, da durch Abkapselung der Schrittmacherelektroden
keine chronische VHF-Stimulation erreicht werden konnte (46).

Neben Tiermodellen wurden auch Studien an Patienten zu ventrikularen myokardialen
Veranderungen bei VHF durchgefuhrt. In einer Studie von Ling et al. wurden Patienten
mit VHF mithilfe einer kardialen Magnetresonanztomographie (Kardio-MRT) auf
diffuse ventrikulare Fibrose im linken Ventrikel (LV) untersucht. Es wurden insgesamt
90 Patienten eingeschlossen. Dabei gab es eine VHF-Gruppe mit Patienten, die an
symptomatischen paroxysmalen oder persistierenden VHF erkrankt waren und die
gegen mindestens ein Antiarrhythmikum resistent waren bzw. es nicht vertragen
haben. Als Kontrollgruppe diente eine gesunde Patientenkohorte. Patienten mit
persistierenden VHF hatten eine signifikant niedrigere Ejektionsfraktion (EF) als die
gesunde Kontrollgruppe und die Patienten mit paroxysmalen VHF (p<0,05). Es konnte
beobachtet werden, dass VHF zusammen mit fortschreitendem Lebensalter und
abnehmender LVEF unabhangig voneinander mit einer zunehmender diffusen Fibrose
einhergeht. Als wichtigstes Resultat der Studie wiesen die bildgebende Daten der
untersuchten Patienten somit daraufhin, dass VHF mit einer fortschreitenden diffusen
Fibrose im LV verbunden ist (47).

In der Studie von Pabel et al. wurde histologisch die Entstehung einer Fibrose als
mogliche Auswirkung von normofrequenten VHF auf den humanen Ventrikel
untersucht. Dabei wurde LV-Myokard von Patienten mit Aortenstenose (AS) und
erhaltener LV-Funktion mit SR bzw. normofrequenten VHF verwendet. Es war kein
statistischer Unterschied in der Fibrose bei Patienten mit VHF im Vergleich zu
Patienten mit erhaltenen SR vorzufinden (48). Da hier jedoch im Gegensatz zu den
vorherigen erwahnten Studien die Patienten an normofrequenten VHF erkrankt waren,
konnte moglicherweise eher die tachykarde Komponente des VHFs eine Rolle bei der
Entwicklung der Fibrose spielen.
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1.5.2 Molekulare und zellulare Veranderungen bei VHF

Als oxidativer Stress wird das Ungleichgewicht zwischen der Bildung von reaktiven
Sauerstoffverbindungen (ROS, engl. reactive oxygen species) und den zellularen
Abwehrmechanismen bezeichnet (49). ROS werden physiologischerweise gebildet
und dienen als second messenger in diversen Signalwegen. Zur ROS-Gruppe gehoren
einerseits freie Radikale wie das Superoxidanion (O2") oder das Hydroxyl-Radikal
(HO-), andererseits nicht-radikalische Verbindungen wie z.B. Wasserstoffperoxid
(H202), die zur Produktion von freien Radikalen in der Lage sind. ROS-Radikale
konnen Oxidationsprozesse auslosen und zu Schaden in der DNA, Membranen oder
Proteinen fuhren. Antioxidative Systeme wie Glutathion-Peroxidasen und NADH/NAD*
konnen die ROS inaktivieren. Sie wirken somit als ,Radikalfanger” und sind essenziell
fur die Erhaltung der zellularen Homoostase (50). Wird die physiologische Menge an
ROS uberschritten, entsteht oxidativer Stress. Dieser wird durch die Tachyarrhythmie
bei VHF erzeugt und tragt entscheidend zur Entstehung sowie Aufrechterhaltung von
VHF bei (6).

Bislang sind die Auswirkungen von VHF auf zellularer Ebene hauptsachlich im
Tiermodell untersucht. So wurden in einer Studie von Ling et al. ventrikulare
Rattenkardiomyozyten verwendet und unter elektrischen Feldstimulation von 120 bpm
fur 24 h arrhythmisch bzw. in der Kontrollgruppe rhythmisch stimuliert. Neben den
Rattenkardiomyozyten wurden in dieser Studie auch humanes LV-Myokard
untersucht, welches im Rahmen von Herztransplantationen bei Patienten mit
terminaler HI mit einer LV-Funktion <35% gewonnen wurde. Dabei wurden 6 Patienten
mit VHF und 6 Patienten als Kontrollgruppe mit SR eingeschlossen. Sowohl in den
humanen LV-Myokardproben mit VHF als auch in den arrhythmisch stimulierten
Ventrikelzellen der Ratten war festzustellen, dass die SERCA-mRNA und
Proteinkonzentrationen signifikant verringert waren und es zu einer signifikanten
Abnahme der Phosphorylierung von Phospholamban (PLB) im Vergleich zur
Kontrollgruppe kam. Mittels Fluoreszenzmikrokopie wurde der Ca2?*-Haushalt der
Rattenkardiomyozyten analysiert. Die arrhythmisch stimulierten Zellen wiesen eine
59%ige Reduktion der Ca?*-Transientenamplitude und eine erhohte time-to-peak auf.
Die Arrhythmie scheint also einen deutlichen Einfluss auf die Expression und die
Aktivitat der im Ca?*-Haushalt beteiligten Proteine zu haben (51).
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In der bereits zitierten Studie von Pabel et al. zur Auswirkung von normofrequenten
VHF auf den Ventrikel wurden auch die Rolle von oxidativem Stress sowie das
elektrische Remodeling untersucht. Die LV-Proben von AS-Patienten mit erhaltender
LV-Funktion und VHF zeigten im Vergleich zu denen mit SR reduzierte systolische
Ca?*-Transienten, wahrend das diastolische Ca?* und die Ca?*-Transientenkinetik
nicht verandert waren. Zudem war bei den Patienten mit VHF eine gesteigerte ROS-
Produktion nachweisbar. Durch den oxidativen Stress wurde die Ca?*-Calmodulin-
abhangige Proteinkinase Il (CaMKIl) vermehrt oxidiert, was zu einer erhohten CaMKII-
Aktivitat und somit zu einer erhohten RyR2-Phosphorylierung fuhrte. Eine
Hyperphosphorylierung von RyR2 induzierte eine erhéhte Offnungswahrscheinlichkeit
des Kanals, was wiederum eine Erklarung fur das beobachtete erhdhte diastolische
Ca?*-Leck sein konnte.

Um die Erkenntnisse der primaren Humanzellen zu verifizieren, wurden humane
ventrikulare induzierte pluripotente stammzellabgeleitete Kardiomyozyten (iPSC-KM)
7 d lang arrhythmisch (VHF-Simulation) bzw. rhythmisch (Kontrollgruppe) stimuliert.
Auch hier zeigten die arrhythmisch stimulierten iPSC-KM reduzierte systolische Ca?*-
Transienten.

Des Weiteren wurden bei den iPSC-KM, die einer 7-tagigen VHF-Simulation
unterlagen, ROS durch den ,Radikalfanger N-Acetylcystein inhibiert und die CaMKI|-
Aktivitat inhibiert. Dies fliihrte zu einer Normalisierung des Ca?*-Haushalts.

Zusatzlich konnte bei den iPSC-KM nach arrhythmischer Stimulation im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine reduzierte Ca?*-Beladung des sarkoplasmatischen Retikulums
und ein erhohtes Auftreten diastolischer Ca?*-Sparks beobachtet werden. Des
Weiteren wurde eine reduzierte Funktion und Expression des SERCAZ2a-Proteins
festgestellt (48). Das erhohte diastolische Ca?*-Leck sowie die reduzierte SERCA2a-
Expression konnten ein Erklarungsansatz fir die reduzierte systolische Ca?*-
Transientenamplitude sein (52).

Somit scheinen die durch den oxidativen Stress bedingte Aktivierung der CaMKII
sowie die beeintrachtigte Ca?*-Homoostase eine wesentliche Rolle bei der Stérung der
elektromechanischen Kopplung im Ventrikel bei VHF einzunehmen.
Zusammenfassend wurden Veranderungen bei VHF im atrialen Myokard bereits

intensiv untersucht. Im Kontrast dazu ist die Studienlage zu den Auswirkungen von
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VHF auf den Ventrikel sparlich. Jedoch kdonnen die beschrieben Veranderungen im

Ventrikel fur die beeintrachtigte kontraktile LV-Funktion bei VHF mitursachlich sein.
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1.6 Ziele und Fragestellungen der Dissertation

Die Studienlage zu den Auswirkungen von VHF auf den Ventrikel ist limitiert und es
besteht weiterer Forschungsbedarf, um festzustellen, wie die Rhythmusstorung zur
LVSD und somit zu einer Verschlechterung der Prognose bei Patienten, bei denen
eine Koexistenz von VHF und LVSD besteht, fuhrt. Aufgrund der klinischen Relevanz
des VHF ist es von Bedeutung, die Effekte von VHF auf den Ventrikel besser zu
verstehen, um diese moglicherweise auch in den klinischen Alltag in Hinblick auf
angepasste Therapiestrategien zu Ubertragen. Das Ziel der Dissertation war es,
angelehnt an die Resultate der CASTLE-AF Studie, die Relevanz unterschiedlicher
VHF-Lasten auf =zellularer Ebene =zu untersuchen, um einen moglichen
Erklarungsansatz fur die klinische Beobachtung, dass erhohte VHF-Lasten mit einer
Verschlechterung des klinischen Outcomes assoziiert sind, aufzudecken. Daher
wurden in einem ,back to bench“-Ansatz die iPSC-KM einer VHF-Simulation mit
verschiedenen VHF-Lasten ausgesetzt und im Anschluss der Ca?*-Haushalt und die
Sarkomerorganisation durch Immunfluoreszenzfarbungen von a-Actinin und Titin
analysiert. Die Hypothese lautete, dass iPSC-KM bei einer VHF-Last von >50% im
Vergleich zu Zellen, die mit einer VHF-Last <560% stimuliert wurden, ein elektrisches
und strukturelles Remodeling aufweisen.
Entsprechend ergeben sich folgende Fragestellungen in diesem Zusammenhang:

1. Wie andert sich der Ca?*-Haushalt bei verschiedenen VHF-Lasten?

2. Wie andert sich die Sarkomerorganisation bei verschiedenen VHF-Lasten?

3. Kann der in der Subanalyse der CASTLE-AF Studie klinische Cut-Off Wert von

50% der VHF-Last in einem ,back to bench“-Ansatz bestatigt werden?
4. Spielt die zeitliche Dauer der VHF-Simulation eine Rolle, d.h. unterscheiden
sich die Ergebnisse abhangig von der Stimulationsdauer (48 h Simulation vs. 7

d Simulation)?
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2 Methoden

2.1 Verwendete Medien und Substanzen

In den folgenden Tabellen findet sich eine Zusammenstellung der verwendeten

Medien bzw. Substanzen. Zum Schutz vor Kontamination wurden diese steril unter der

Werkbank hergestellt.

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Grundsubstanzen

Substanz Menge Hersteller
0,25% Trypsin-EDTA 100 mL Gibco™
Dimethylsulfoxid (DMSO) 100 mL Carl Roth
0,1% Gelatine Je 100 mL H20 0,1 g Sigma

aus Schweinehaut, Gelatine

Gelstarke 300,

Typ A

Natriumchlorid (NaCl) 500 g VWR Chemicals
HEPES 1 kg Carl Roth
Kaliumchlorid (KCI) 500 g Sigma-Aldrich
Magnesiumchlorid (MgClz) 100 g Carl Roth
Glucose 1kg Carl Roth
Calciumchlorid (CaClz) 250 mL Sigma
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Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Medien

Losung Substanz Menge Hersteller
Kulturmedium RPMI 1640 Medium, 500 mL Gibco™
GlutaMAX™

Supplement, HEPES

B27 Supplement 10 mL Gibco™
Verdaumedium Kulturmedium 40 mL
Fetales Rinderserum 10 mL Gibco™

(FBS), 20% final

Thiazovivin 50 yL Merck
(10 mg in 16,06 mL
DMSO gelost)

Tabelle 3: Zusammensetzung der Messtyrode fiir iPSC-KM, pH 7,40 bei Raumtemperatur

Reagenzien 10 fach Stocklosung 1 fach Lésung
Molare
Konzentration Menge Menge
Masse
[mmol/L] (] [a]
[g/mol]
NaCl 58,44 140 81,82 8,182
HEPES 238,31 10 23,83 2,383
KCI 74,56 4 2,98 0,298
MgCl: 95,21 1 0,95 0,095
Glucose 180,16 10 1,802
Auf 1000 mL mit ddH20 100 mL 10 fach Stock ad
auffiillen 1000 mL ddH20
pH Wert mit NaOH auf ca. pH Wert mit NaOH auf 7,4
7,0 einstellen einstellen
CaClz 238,31 1,25 1,25 pl 1M CaClz2 pro mL
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Tabelle 4: Zusammensetzung der Farbstofflosung fiir die Epifluoreszenzmessung

Reagenzien Menge Hersteller
Fura-2, AM 1 Cup (50 ug) in 44,4 yL DMSO gelost Invitrogen
Messtyrode 1000 pL
Tabelle 5: Losungen fiir die Inmunfluoreszenzfarbung
Losung Substanz Menge Hersteller
BD Cytofix/ Fixierldsung 125 mL Thermo Fisher
Cytoperm™ FBS Konzentriert in 10 Scientific
Fixation/ Ampullen
Permeabilization Solution Saponin 100 mL
Kit Waschpuffer 125 mL
Fluoromount-G mit 25 mL Invitrogen
DAPI
Tabelle 6: Antikorper fiir die Inmunfluoreszenzfarbung
Antikorper- Name Verdiinnung Spezies Hersteller
Losungen
Primare Monoklonales anti-  1:500 in Waschpuffer Maus Sigma Aldrich
Antikorper- a-Actinin in Maus gelost
Ldsungen hergestellte AK
(IgG1)
Titin M8/M9 1:500 in Waschpuffer Kaninchen = Myomedix
(polyklonal, IgG) gelost
Sekundare Donkey-anti-mouse  1:500 in Waschpuffer Esel Invitrogen
Antikorper- IgG (H+L), gelost
Lésungen AlexaFluor568
Goat-anti-rabbit 1:500 in Waschpuffer Ziege Invitrogen
IgG (H+L), gelost
AlexaFluor488
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2.2 lIsolation von iPSC-KM
2.2.1 Gewinnung von iPSC-KM

Zur Durchfuhrung der Versuche wurden iPSC-KM verwendet. Diese wurden in
Gottingen in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Katrin Streckful3-Bomeke generiert und
anhand eines etablierten Shuttlesystems nach Regensburg transferiert. Der Vorteil der
iPSC-KM besteht in der langen Kultivierbarkeit der Zellen (53,54). Dadurch kdnnen
beispielsweise die Auswirkungen von Arrhythmien Uber einen langeren Zeitraum
analysiert werden. In Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die iPSC-KM
hinsichtlich ihrer molekularen und elektrophysiologischen Eigenschaften vergleichbar
mit adulten Kardiomyozyten sind. Dies ermoglicht es, iPSC-KM-Modelle zur
Untersuchung von kardialen Erkrankungen in vitro zu nutzen (53,54). Zur Herstellung
der iPSC-KM wurden zunachst u.a. Hautfibroblasten von ausgewahlten Spendern
ohne vorbekannte kardiovaskulare Erkrankung anhand eines nicht-integrativen
Sendaivirussystems durch Uberexpression von Transkriptionsfaktoren wie Oct3/4,
Klf4, Sox2 und c-Myc umprogrammiert (55-58). Die Differenzierung der iPSC-KM in
Kardiomyozyten erfolgte durch Wnt-Modulation sowie darauffolgender metabolischer
Selektion (59,60). Nach der Differenzierung sind die iPSC-KM durch Expression von
kardialen Markern wie kardiales Troponin T oder a-Actinin charakterisiert (57,61).

Vor der Entnahme der Gewebeproben musste ein schriftliches Einverstandnis der
Spender vorliegen. Die lokale Ethikkommission der Universitat Gottingen genehmigte
die Gewebeentnahme und Generierung der iPSC-KM (10/9/15, 21/1/11). Zudem
erfolgte eine entsprechende ethische Beaufsichtigung der Studie. Es wurden fur die
Versuche Zellen von mindestens 5 kardialen Differenzierungen (insgesamt 13
verschiedenen kardiale Differenzierungen) verwendet.
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2.2.2 Verdau von iPSC-KM

Nach Erhalt wurden die Zellen unter dem Mikroskop hinsichtlich morphologischer
Malstabe kontrolliert. Zum Schutz vor Kontamination erfolgten alle Arbeiten mit iPSC-
KM steril unter der Werkbank. Zunachst wurden die in den T25-Flaschen befindlichen
Zellen mittels Zugabe von 2 ml Trypsin fur einige Minuten bei 37°C im Brutschrank
verdaut. Nach Abstoppen der Reaktion mit 2 ml Verdaumedium wurde die
Zellsuspension fur 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert.

Zum Ausplattieren der iPSC-KM wurde auf 6-Well-Platten je Dish 1 mL der 0,1%igen
Gelatine hinzugegeben. Auf die mit Gelatine beschichteten 6-Well-Platten wurde pro
Dish 1,5 mL Verdaumedium hinzugeflugt. Nach der Zentrifugation wurde das Zellpellet
resuspendiert. Zur Kontrolle wurde die Anzahl der Zellen in einer Neubauer Improved-
Zahlkammer am Mikroskop bestimmt. Entsprachen die Zellen den qualitativen und
quantitativen Anspruchen, wurden diese auf die vorbereiteten 6-Well-Platten
ausplattiert und in den Inkubator Uberfuhrt (37°C, 5% CO.). Pro Dish wurden ca.
30.000 Zellen ausplattiert. Nach zwei Tagen erfolgte der Medienwechsel auf das
Kulturmedium unter Hinzugabe von 1,5 mL pro Dish. Der Medienwechsel wurde drei

Mal wochentlich (Montag, Mittwoch, Freitag) durchgefuhrt.

2.2.3 Stimulation von iPSC-KM

Die iPSC-KM wurden mit Hilfe des C-Pace EM System der Firma lon Optix stimuliert.
Durch eine Verbindung des Stimulationssystems mit einem C-Dish Elektrodensystem
konnte eine Stimulation der Zellen in den 6-Well-Platten sichergestellt werden. Mittels
Multimode-Mehrkanal-Stimulators konnten verschiedene Stimulationsarten
programmiert werden, wodurch z.B. Arrhythmien nachgestellt wurden. Durch
lichtmikroskopische Kontrolle wurde die suffiziente Stimulation der IPSC-KM
sichergestellt. Die Versuche wurden ca. 90 d nach Beginn der Differenzierung der
iPSC-KM durchgefuhrt. Um die Auswirkungen verschiedener VHF-Lasten auf die
zellulare ventrikulare Elektrophysiologie zu untersuchen, wurden die iPSC-KM in vier
Gruppen eingeteilt. Alle Gruppen wurden jeweils fur 48 h und 7 d mit einer Frequenz
von 90 Schlagen pro Minute (bpm, engl. beats per minute) stimuliert. Um die
Beobachtungen aus der CASTLE-AF Studie nachvollziehen zu kdnnen, wurde ein
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VHF-Simulationsmodell etabliert, bei der die Arrhythmielast bei je zwei Gruppen unter
bzw. Uber dem klinisch relevanten Cut-Off-Wert von 50% lag. Gruppe 1 hatte als
Kontrollgruppe keine Arrhythmiekomponente (SR-Gruppe), Gruppe 2 eine VHF-Last
von 30% (geringe VHF-Last), Gruppe 3 von 60% (hohe VHF-Last) und Gruppe 4 von
90% (sehr hohe VHF-Last). Entsprechend des Stimulationsprotokolls wurde Gruppe 1
durchgehend rhythmisch stimuliert, Gruppe 2 42 min rhythmisch und 18 min
arrhythmisch, Gruppe 3 24 min rhythmisch und 36 min arrhythmisch und Gruppe 4
6 min rhythmisch und 54 min arrhythmisch. Nach einer Stunde wiederholte sich das
Stimulationsprotokoll von vorne. Das Protokoll zur Simulation der arrhythmischen
Komponente wurde basierend auf 20 EKGs von Patienten mit VHF etabliert. In den
arrhythmisch stimulierten Gruppen lag die Frequenzvariabilitat jeweils bei 40%. Eine
grafische Darstellung der iPSC-KM Simulation ist in Abbildung 5 dargestellt.

i P

== I
|

Sinus- VHF-Last VHF-Last VHF-Last
rhythmus 30% 60% 90%
Rhythmisch Arrhythmisch

Abbildung 5: Ubersicht der iPSC-KM Simulation. Die 4 verschiedenen Gruppen wurden 48 h und
7 d mit einer unterschiedlichen VHF-Last stimuliert. Die Stimulationsfrequenz lag bei allen Gruppen bei

90 bpm, die Frequenzvariabilitdt wahrend der arrhythmischen Stimulationsphasen betrug 40%.

30



2 Methoden

2.3 Fluoreszenzmikroskopie

2.3.1 Grundlagen der fluoreszenzmikroskopischen Messung

Die Fluoreszenzmikroskopie beruht auf der Verwendung von Farbstoffen mit
fluoreszierenden Eigenschaften. Wenn diese Farbstoffe mit Licht einer bestimmten
Wellenlange angeregt werden (sog. Anregungslicht), emittieren sie spontan innerhalb
von Nanosekunden nach der Absorption Licht einer anderen Wellenlange (sog.
Emissionslicht). In der Regel ist dabei das Anregungslicht energiereicher (kurzwelliger)
und das Emissionslicht energiedarmer (langwelliger). Die strukturelle Voraussetzung
der Fluoreszenzfarbstoffe sind aromatische Ringstrukturen mit delokalisierten
Elektronen, die mit der Umgebung in Wechselwirkungen treten konnen. Da die
Energieunterschiede zwischen Grund- und Anregungszustand bei diesen
Verbindungen sehr klein sind, reichen fur die Anregung niederenergetische Photonen
im sichtbaren Teil des elektromagnetischen Spektrums aus. Je mehr konjugierte
Bindungen in einem Molekul vorhanden sind, desto geringer ist die Anregungsenergie
und desto langwelliger kann das Anregungslicht sein (62).

Molekule mit fluoreszierenden Eigenschaften werden Fluorophore genannt. Bei
Anregung durch Licht konnen Fluorophore Photonen absorbieren, wodurch Elektronen
auf ein hoheres Energieniveau gelangen. Sie werden also von ihrem Grundzustand in
ein energetisch hoheres Energieniveau uberfuhrt. Dieser Anregungsprozess erfolgt in
einer Zeitspanne von Femtosekunden (62). Da der erregte Zustand jedoch instabil ist
und stets ein stabilerer niederenergetischer Zustand angestrebt wird, fallen die
Elektronen auf ihr urspringliches Energieniveau zurick. Dabei wird die absorbierte
Energie nun in Form des Emissionslicht freigesetzt. Das Emissionslicht ist jedoch
energiearmer als das Anregungslicht, da nicht die gesamte Energie in Form von
Lichtenergie wieder abgegeben wird. Dieses Phanomen der Verschiebung der
Wellenlange zwischen Absorption und Emission wird als Stokes-Shift bezeichnet (63).
Mithilfe eines geeigneten Set-Ups wird das Anregungslicht vollstandig herausgefiltert
und es kann das reine Emissionslicht gemessen werden (62).
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2.3.2 Fluoreszenzfarbstoffe

Das Prinzip von Ca?*-empfindlichen Farbstoffen als Ca?*-Indikatoren beruht auf der
Fahigkeit, dass ihre Fluoreszenzintensitat abhangig von der Ca?*-Konzentration ist
und somit Ca?*-Veranderungen detektiert werden kdnnen (64). Bei den verwendeten
Doppelwellenlangen-Indikatoren (ratiometrische Ca?*-Indikatoren) kommt es zu einer
Verschiebung der Anregungswellenlange (z.B. Fura-2) oder der Emissionswellenlange
(z.B. Indo-1) (65). Der Vorteil der ratiometrischen Farbstoffe liegt darin, dass diese
durch die Verhaltnisbildung der zwei Fluoreszenzsignale die Auswirkungen
ungleichmaliger Farbstoffbeladung, des Auslaufens von Farbstoff und Unterschiede
in der Zelldicke sowie des Photo-Ausbleichens ausgleichen und sich somit gut zur
Messung von [Ca?']i eignen (73,74). Die Fluoreszenzintensitat ist dabei direkt
proportional zur [Ca?*]i (66,67).

Fur die Messungen dieser Arbeit wurde der ratiometrische Farbstoff Fura-2, AM
verwendet, der mit Licht der Wellenlangen 340/380 nm angeregt wurde. Dabei erfolgte
die Anregung von Ca?*-gesattigtem Fura bei 380 nm bzw. von Ca?*-freiem Fura bei
340 nm. Die Emission war bei 510 nm unverandert. In Abbildung 6 ist das
Fluoreszenzanregungsspektrum von Fura-2 in Bezug zu der entsprechenden Ca?*-
Konzentrationen, die Strukturformel des Farbstoffs sowie die Summenformeln der
Analoga dargestellt.
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Abbildung 6: Fluoreszenzanregungsspektrum von Fura-2 in L6sung (A) und Strukturformel von
Fura-2 und Summenformeln der Analoga (B).

A: Die Abbildung zeigt das Fluoreszenzanregungsspektrum von Fura-2 in Losung. Die Emission (Em)
liegt bei 510 nm. Die Zahlen an den Kurven stehen flr die jeweilige freie Ca?*-Konzentration (0 - 39,8)
in uM. Auf der X-Achse des Diagramms ist die Wellenlange in nm angegeben. Die Y-Achse gibt die
Intensitat der Fluoreszenzanregung an.

B: Dargestellt sind die Strukturformel von Fura-2 und die Summenformeln der Analoga, modifiziert
nach (68).

33



2 Methoden

Zur Berechnung der Ca?*-Konzentration wurde das Verhaltnis der bei den beiden
verschiedenen Anregungswellenlangen emittierten Fluoreszenz verwendet, indem die
beiden Fluoreszenzintensitaten nach Anregung bei 340 nm und 380 nm miteinander
verglichen wurden. Der Zusammenhang zwischen den ermittelten Ratiowerten und der
Ca?*-Konzentration wurde von Grynkiewicz durch folgende Formel erstmals
beschrieben (66):

Formel 1: Formel nach Grynkiewicz:

247, — (R—Rmin) Sﬁ
[Ca*]; = Kqx (§mimy x (52)

R berechneter Ratiowert der aufgenommenen Fluoreszenzintensitat (fir Fura-2 bei Agx =
340nm/380 nm)

Rmin  Ratiowert der Fluoreszenzintensitat (Aex = 340nm/380 nm) im Ca?*- freien Zustand ([Ca?'] =
10-9 M)

Rmax  Ratiowert der Fluoreszenzintensitét (Aex = 340nm/380 nm) im Ca?*- gebundenen Zustand
([Ca?12 10-4 M)

Ka Dissoziationskonstante von Fura-2

Sk Fluoreszenzintensitat bei Anregung mit der im Nenner stehenden Wellenlange (380 nm) im
Ca?*- freien Zustand

Sh2 Fluoreszenzintensitat bei Anregung mit der im Nenner stehenden Wellenlange (380 nm) im
Ca?*- gebundenen Zustand
(66)

Bei Rmin und Rmax handelt es sich um experimentell bestimmte Werte, die fur das

jeweilige Versuchsmodell erhoben werden. :ﬁ ist ein Korrekturfaktor, der die
b2

Auswirkungen von Gerateparametern und Versuchsbedingungen auf den
Fluoreszenzfarbstoff mitbertcksichtigt (69).

Die Dissoziationskonstante (Kq) von Fura-2 in Kardiomyozyten betragt 312 nmol/L
(70). Somit liegt der Ubliche Ruhegehalt von [Ca?*]i deutlich unter der Halbsattigung
des Farbstoffs und die Messgenauigkeit daher im Bereich von 1-10 yM (71). Es sind
Messungen im nanomolaren Bereich moglich, da Fura-2 bereits in geringen
Konzentrationen von 10-50 pmol/L Fluoreszenzsignale emittiert. Aufgrund der Kinetik
liegt die maximale zeitliche Auflésung einer intrazellularen Ca?*-Messung bei ca. 5 ms
(64,71).
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Fura-2 besitzt vier negativ geladene Carboxygruppen, die mit einem Ca?*-lon einen
Chelatkomplex bilden, wodurch sich die spektralen Eigenschaften des Fura-2
verandern (64). Die entsprechende Strukturformel ist in Abbildung 6 sichtbar. In seiner
gelosten Form ist aufgrund der Ladung und Polaritat kein Durchtritt durch die lipophilen
Zellmembranen mdoglich. Durch Veresterung der Carboxygruppen zu einem
Acetoxymethylester (AM) kann das Fura-Derivat nun die Zellmembran diffundieren. In
der Zelle werden die Esterbindungen durch cytosolische Esterasen gespalten. Der
Farbstoff liegt nun als Salz vor und kann die Zelle nicht mehr passieren (65,67).

2.3.3 Epifluoreszenzmikroskop

Durch Messungen am Epifluoreszenzmikroskop konnten Anderungen von [Ca?*];
ermittelt werden. Verwendet wurde ein invertiertes Epifluoreszenzmikroskop Nikon
Eclipse TE2000-U mit angeschlossenem Fluoreszenzdetektionssystem der Firma
lonOptix Corp, wodurch unter Feldstimulation die Ca?*-Transienten und -Kinetik sowie
die diastolische Ca?*-Konzentration untersucht werden konnten.

2.3.3.1 Versuchsaufbau

Als Setup wurde das invertierte Epifluoreszenzmikroskop Nikon Eclipse TE2000-U mit
einem 40-fach vergroBernden Olimmersionsobjektiv der Firma lon Optix verwendet.
Als Lichtquelle diente das HyperSwitch Dual Excitation Light Source mit einer 75-W-
Xenon-Lampe. Bei dualen Anregungsindikatorfarbstoffen wie Fura-2, AM muss die
Anregungslichtquelle mit hoher Geschwindigkeit adaquat zwischen den zwei
Anregungswellenlangen wechseln. Die Wellenlangenumschaltung erfolgt in weniger
als 1 ms und ermaglicht bis zu 250 Wellenlangenpaare pro Sekunde (72).

Dabei wurde das Licht auf einen galvanometrischen Spiegel gelenkt, der zwischen
zwei getrennten Pfaden wechselt. In Pfad 1 (Abbildung 7, blauer Pfeil) wurde das nun
divergierende Xenonlicht von einer Quarzlinse gesammelt und dann in den
,oeiteneingang“ des Excitation Dichroic Cube (EDC) geleitet. In Pfad 2 (Abbildung 7,
gruner Pfeil) sammelte eine zweite Linse das Xenon-Licht vor Eintritt in den
,vordereingang“ des EDC. An jedem Eingang des EDC wurde die adaquate
Wellenlange gefiltert. Ein dichroitischer Spiegel im EDC leitete das gefilterte Licht von
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Pfad 2 zum ,Hinterausgang“ des EDC und reflektierte das gefilterte Licht von Pfad 1
an denselben Ausgang. Gemeinsam wurde der Lichtstrahl nun auf das Ende des
Flussigkeitslichtleiters fokussiert, welches mit dem Mikroskop gekoppelt war. Das Licht
wurde weiter auf einen dichroitischen Spiegel geleitet, welcher zwischen Anregungs-
und Emissionsspektrum des Farbstoffs unterschied. Dadurch wurde das kurzwellige
Anregungslicht reflektiert und durch das Objektiv auf das zu beleuchtende Praparat
geleitet, worauf dieses zu fluoreszieren begann. Das langwelligere Emissionslicht des
Farbstoffs konnte dagegen den Spiegel passieren und wurde zum Photomultiplier
geleitet. Dem Photomultiplier war ein Filter mit der Wellenlange des entsprechenden
Emissionsmaximum von Fura-2, AM bei 510 nm vorgeschaltet, dieser konvertierte das
optische Ca?*-Fluoreszenzsignal in ein elektrisches Signal (72,73). Der Analog-Digital-
Wandler (Fluoreszenz System Interface, lon Optix Milton, USA) wandelte das
elektrische Signal in fur den Computer verwertbare Daten um, welche dann digital
mittels lonWizard Software 6.4 (lon Optix) dargestellt werden konnten (74). Wahrend
der Messungen wurden die iPSC-KM mithilfe des Myopacers Field Stimulator (lon
Optix, USA) stimuliert (73). Zur Stimulation wurde hierbei eine Einstellung von 20 V

und 2 ms verwendet.

Dichroitischer Spiegel

Galvanometrischer Spiegel \

ANGILN

N\

einfache Spiegel

\— Xenonlampe

R~ Kopplung zum Mikroskop

Abbildung 7: Optischer Pfad und die Komponenten des Hyperswitch Dual Excitation Light

Source, modifiziert nach (75).
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2.3.3.2 Versuchsdurchfuhrung

Zur Herstellung der Farbstofflosung wurde lichtgeschutzt 1 Cup (50 pg) des gefrorenen
Fura-2, AM in 44,4 yL DMSO gel6st und 1000 pyL der Messtyrode hinzugefugt.
Daraufhin wurden die iPSC-KM mit 1000 pL der Farbstofflosung fur 15 min
lichtgeschutzt bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde die Farbstofflosung
abgenommen und durch 1500 pL der Messtyrode ersetzt. Es folgte eine weitere
Inkubationszeit von 15 Minuten. Nach Montage des Dishs auf den Objekttisch des
Epifluoreszenzmikroskops wurden die iPSC-KM mit zwei unterschiedlichen
Frequenzen wahrend der Messungen von 30 bpm und 60 bpm stimuliert. Nach
Abschluss der Messung einer Zelle wurde die Hintergrundfluoreszenz miterfasst.

2.3.3.3 Auswertung

Die Analyse der Daten erfolgte mithilfe der Software lonWizard 6.4 (lon Optix).

Die Bestimmung der Ca?*-Konzentration erfolgte anhand der Berechnung der Ratio
der emittierten Fluoreszenzsignale nach alternierender Anregung bei 340 und 380 nm.
Wie in 2.3.2 in Formel 1 dargestellt, wurde mit Hilfe der Formel nach Grynkiewicz die
Ca?*-Konzentration bestimmt.

Um die Veranderung der Ca?*-Konzentration zu analysieren, wurde folgende
Exponentialfunktion verwendet, die den Abfall des Ca?*-Transienten darstellt:

Tea = A* e ™t

Formel 2: Exponentialfunktion zur Darstellung der Ca?*-Konzentration. A = Amplitude des

abfallenden Signals, Tca = Abfall des Ca?*-Transienten, t = Zeit

Mittels der Transientenanalyse konnte die Geschwindigkeit und das Ausmald der
intrazellularen Ca?*-Veranderungen bestimmt werden. Ein Beispiel einer Ca?*-
Transientenamplitude ist in Abbildung 8 illustriert, bei der die Zeit bis zur 80%igen
Relaxation (RT 80%) grafisch markiert ist.

Bei den Messungen wurde die gemessene Hintergrundfluoreszenz vom Messwert
subtrahiert.
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Ca?*-Transientenamplitude

Systolische Ratio

F340/F 380

t Zeitins

Diastolische Ratio

Abbildung 8: Eigene Aufzeichnung eines beispielhaften Ca?*-Transienten gemessen mit Fura-2,
AM. Dabei sind grafisch die Ca?*-Transientenamplitude, die systolische Ratio, die diastolische Ratio

sowie die RT 80% markiert, welche als Analyseparameter dienen.
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2.4 Immunfluoreszenzfarbung

2.4.1 Grundlagen der Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenz ist eine Methode zum Nachweis von zellularen Proteinen sowie
zur Untersuchung der Proteinexpression in fixierten Proben. Das Prinzip der Methode
beruht auf der Antikdrper/Antigen-spezifischen Bindung. Bei der indirekten
Immunfarbung ist ein sekundarer Antikérper mit einem Fluorophor konjugiert. Dieser
ist gegen einen nicht konjugierten primaren Antikorper gerichtet und weist somit das
Zielantigen indirekt nach (76). Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden an in Kultur
fixierten Zellen durchgeflhrt. Das Prinzip der Immunfluoreszenz ist in Abbildung 9
bildlich dargestellt.

Bei den sekundaren Antikdrpern werden insgesamt 3 verschiedene Formen
unterschieden. Neben den fir die hier durchgeflhrten Farbungen ganzen IgG gibt es
zudem divalente (Fab’): Antikdrper-Fragmente und monovalente Antikdrper-
Fragmente.

Erkanntes Signal

Fluorophore

Sekundarer Antikorper

Primarer Antikorper

Antigen

Abbildung 9: Grafische Darstellung der indirekten Inmunfluoreszenzfarbung. Das Prinzip beruht

auf einer Antikdrper/Antigen-spezifischen Bindung, modifiziert nach (68).
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Die verwendeten Farbstoffe sind Alexa-Farbstoffe. Ein Vorteil dieser ist, dass sie
photostabile und helle Konjugate erzeugen. Zudem zeichnen sich die Alexa-Farbstoffe
durch gute Wasserloslichkeit aus, weshalb die Reaktivfarbstoffe leicht konjugiert
werden konnen (68). Die beiden verwendeten AlexaFluor-Farbstoffe waren AlexaFluor
488 und AlexaFluor 568. Die jeweiligen Anregungsspektren sind der Abbildung 10 zu
entnehmen. Der Name der Alexa-Farbstoffe beruht auf der optimalen
Anregungswellenlange in nm. lhre entsprechende Absorptions-, Emissionswellen-
lange und Emissionsfarbe sind in Tabelle 7 dargestellt. Die jeweilige Emissionsfarbe

wurde am Mikroskop ausgewahlt.

. Alexa Fluor® 488
. Alexa Fluor® 514
. Alexa Fluor® 532
. Alexa Fluor® 555
. Alexa Fluor® 546
. Alexa Fluor® 568
. Alexa Fluor® 594
. Alexa Fluor® 610

1 2834567 8

ONOO O WN =

Absorption

T T T I T
400 450 500 550 600 650 700

Wellenlange (nm)

Abbildung 10: Absorptionsspektren verschiedener Alexa-Farbstoffe. Fiir die Messungen wurden
AlexaFluor 488 (1.) und AlexaFluor 568 (6.) verwendet, modifiziert nach (76)

Tabelle 7: Ubersicht der Alexa-Farbstoffe mit entsprechender Absorptions-, Emissions-

wellenlédnge und Emissionsfarbe (68).

Fluorophor Absorption (nm) Emission (nm) Emissionsfarbe
AlexaFluor 488 495 519 grin
AlexaFluor 568 578 603 rot/pink
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2.4.2 Versuchsaufbau und Versuchsdurchfuhrung

Fir die Immunfluoreszenzfarbungen wurde das BD Cytofix/Cytoperm™
Fixation/Permeabilization Solution Kit verwendet, welches die zur Farbung notwendige
Fixierung der Zellen ermdglicht. Dieses enthalt die Fixierlosung sowie das
Waschpuffer.

Zunachst wurden die zu messenden Zellen mit 1 mL PBS gewaschen und nach
Hinzugabe von 500 pL Fixierlosung fur 20 min im Kuhlschrank inkubiert. Nach
Inkubationsende wurden die Zellen nochmals mit PBS gewaschen. Anschliel3end
wurden 500 pL der primaren Antikorper-Losung je Dish hinzugegeben. Nach einer
einstundigen Inkubation wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen und 500 pL der
sekundaren Antikorper-Losung hinzugegeben. Es erfolgte ein weiterer Inkubations-
und Waschschritt, danach wurde Fluoromount-G hinzugefugt. Die Bilder wurden
mittels des Mikroskop Axio Observer Z.1 der Firma Zeiss und der Kamera AxioCam
MRm der Firma Zeiss aufgenommen.

Die Auswahl der aufgenommenen iPSC-KM entsprach den gleichen Kriterien wie der
Auswahl der iPSC-KM fur die Epifluoreszenzmessungen. Es wurden die iPSC-KM
ausgewahlt, welche die quantitativen und qualitativen Ansprichen erfullten. Dabei
wurde darauf geachtet, dass nur einzelne iPSC-KM gemessen wurden, die kein
Konglomerat bildeten. Insgesamt wurden pro Gruppe mehrere Bilder aufgenommen.

2.4.3 Auswertung

Das Prinzip der Auswertung beruhte auf einer computergestitzten quantitativen
Analyse der Sarkomeranordnung. Dafur wurde eine benutzerdefinierte Routine mit
dem Plugin ,Tubeness® in Image J verwendet, welche durch die Arbeitsgruppe von
Frau Prof. Katrin Streckfull-Bomeke etabliert wurde. Bilder einzelner, angefarbter
iPSC-KMs wurden mit einer benutzerdefinierten Routine in Imaged (Version 2.0) fur
die quantitative Analyse der Sarkomerorganisation verarbeitet. Um eine adaquate
Messung der Sarkomerorganisation zu erhalten, wurde das Streifenmuster der o-
Actinin- und Titin-Farbung zunachst optimal im Sichtfeld ausgerichtet. Die
Sarkomerorganisation wurde anhand eines vom Benutzer definierten ,Region of

Interest” quantifiziert. Danach wurden die Bilder mittels 2D-Fourier-Transformation
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(FFT) zu einem reprasentativen 1D-Radialprofil verarbeitet. Daflr wurden die radialen
Profile der 2D-FFT aufsummiert, was zu einer Reihe von Peaks fuhrte (56). Das radiale
Profil wurde mit Labchart 8 (ADInstruments) geblottet. Als Parameter zur Analyse der
Regelmaligkeit der Sarkomeranordnung diente die Amplitude des Peaks erster
Ordnung. Eine regelmaRige Anordnung der Sarkomere korreliert dabei mit hdheren
Amplitudenwerten, wohingegen niedrigere Werte auf eine unregelmalige
Organisation der Sarkomere hindeuten (56,77,78).
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2.5 Statistische Auswertung

Fir die Auswertung der erhobenen Daten, die Berechnung der Statistik und die
graphischen Abbildungen dienten Microsoft Excel (Microsoft Excel 2019) und
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, USA). Die Darstellung der Daten erfolgte als
Mittelwerte + Standardfehler (SEM). Die entsprechende Formel zur Berechnung des
SEM lautet:

_ |9 _ <o
sew= [Fo s

Formel 3: Formel zur Berechnung des SEM. ¢ = Varianz, o = Standardabweichung, n =

Stichprobengroéfie.

Die Auswertung der Ca?*-Messungen wurde mit einer Zwei-Wege-ANOVA (Tukey’s
post hoc Test) durchgefuhrt. Zur Analyse der Sarkomere wurde ein Ein-Wege-ANOVA
(Sidak’s post-hoc-test) verwendet. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde

als statistisch signifikant angesehen.
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Abbildung 11: lllustration der zentralen Ergebnisse. Ab einer VHF-Last von >50% sind

signifikante Veranderungen der ventrikuléaren zellularen Funktion mit einer (A) verringerten Ca?*-

Transientenamplitude sowie einer Abnahme der Sarkomerregularitat von (B) a-Actinin und (C)

Titin festzustellen.
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Die Ergebnisse der durchgefuhrten Experimente sind in der Abbildung 11
zusammenfassend dargestellt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte herausgefunden
werden, dass hohe VHF-Lasten (60% und 90%) in einem in vitro VHF-
Simulationsmodell signifikante Veranderungen der ventrikularen myokardialen
Funktion mit einer verringerten Ca?*-Transientenamplitude sowie einer Abnahme der
Sarkomerregularitat von a-Actinin und Titin induzieren. Die erhobenen Daten konnten
bereits erfolgreich publiziert werden (79). Im Folgenden werden die einzelnen

Ergebnisse analysiert.

3.2 Effekte verschiedener VHF-Lasten auf die Ca?*-Homoostase

Die Ca?*-Homoostase in den Kardiomyozyten ist fir die Herzkontraktion von
entscheidender Bedeutung (80). Der Einfluss zunehmender VHF-Lasten auf den Ca?*-
Haushalt wurde mittels Epifluoreszenzmikroskopie untersucht. Zur Charakterisierung
der Ca?*-Homdostase wurden die Ca?*-Transientenamplitude, die diastolische Ca?*-

Konzentration und die Zeit bis zur 80%igen Relaxation (RT 80%) untersucht.

3.2.1 Auswirkungen verschiedener VHF-Lasten auf die Ca?*-Transientenamplitude

Zunachst wurden die Ca?*-Transientenamplituden der 4 verschiedenen Gruppen
untersucht, nachdem die Zellen mit unterschiedlicher VHF-Last stimuliert wurden. Wie
bereits unter 2.2.3 beschrieben, wurde ein VHF-Simulationsmodell etabliert, bei dem
die Arrhythmielast bei je 2 Gruppen unter bzw. Uber dem klinisch relevanten Cut-Off-
Wert von 50% lag. Gruppe 1 hatte als Kontrollgruppe keine Arrhythmiekomponente
(SR-Gruppe), Gruppe 2 eine VHF-Last von 30% (geringe VHF-Last), Gruppe 3 von
60% (hohe VHF-Last) und Gruppe 4 von 90% (sehr hohe VHF-Last). Zur Generierung
von Transienten wurden die Zellen nach 48 h bzw. 7 d VHF-Simulation wahrend der
Messungen mit 30 bpm und 60 bpm stimuliert.

Die Originalabbildungen der Ca?*-Transientenamplitude sind in der Abbildung 12 A
illustriert. Nach 48 h Stimulation zeigte sich bei 30 bpm kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen mit niedriger und hoher VHF-Last hinsichtlich der Ca?*-
Transientenamplitude (Abbildung 12 C). Die entsprechenden p-Werte sind der Tabelle

8 zu entnehmen.
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3 Ergebnisse

Im Gegensatz dazu konnte festgestellt werden, dass bei 30 bpm nach einer 7-tagigen
VHF-Simulation die Ca?*-Transientenamplitude bei den Gruppen mit einer hohen VHF-
Last von 60% und 90% signifikant abnahm, was die Originalabbildungen der Ca?*-
Transientenamplitude veranschaulichen (Abbildung 12 B).

Die Ca?*-Transientenamplitude lag bei der SR-Gruppe bei 0,50 + 0,062 bzw. bei der
Gruppe mit einer VHF-Last von 30% bei 0,46 + 0,039 und somit in diesen beiden
Gruppen signifikant hoher als bei den Gruppen mit einer VHF-Last von 60% (0,34 +
0,044) und 90% (0,34 + 0,047) (Abbildung 12 C). Die entsprechenden p-Werte sind in
der Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 8: Darstellung der p-Werte der Ca?*-Transientenamplituden (48 h, 30 bpm). In der Tabelle
sind die p-Werte dargestellt, welche mithilfe der Werte der Ca?*-Transientenamplituden zwischen 2

Gruppen berechnet wurden. Die p-Werte zeigten sich als nicht statistisch signifikant.

Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
0 (n=46) B60 (n=56) 0,53
0 (n=46) B90 (n=22) 0,99

B30 (n=55) B60 (n=56) 0,74

B30 (n=55) B90 (n=22) 0,42

Tabelle 9: Darstellung der p-Werte der Ca?*-Transientenamplituden (7 d, 30 bpm). Die p-Werte

waren statistisch signifikant.

Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
0 (n=56) B60 (n=68) <0,0001
0 (n=56) B90 (n=41) <0,0001

B30 (n=41) B60 (n=68) <0,01

B30 (n=41) B90 (n=41) <0,01
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Ca?*-Transientenamplitude bei 30 bpm nach 48 h VHF-Simulation und 7 d VHF-Simulation. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied bzgl. der Ca?*-Transientenamplitude nach 48 h, wohingegen
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3 Ergebnisse

Zur weiteren Untersuchung der Ca?*-Transientenamplitude wurde eine zweite
Stimulationsfrequenz von 60 bpm wahrend den Messungen verwendet.

Bei 60 bpm nach 48 h VHF-Simulation ergab sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen bezlglich der Ca?*-Transientenamplitude (Abbildung 13 C).
Dies veranschaulichen die Originalabbildungen der Ca?*-Transientenamplituden,
welche in der Abbildung 13 A aufgetragen sind. Entsprechend dieser Beobachtung
waren die Werte zwischen den Gruppen nicht signifikant verandert (Tabelle 10).

Nach 7 d VHF-Simulation bei 60 bpm konnte hingegen ein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Ca?*-Transientenamplitude zwischen den Gruppen beobachtet
werden. Bei einer hoheren VHF-Last nach 7 d Stimulation bei 60 bpm nahm die Ca?*-
Transientenamplitude  signifikant ab. Die Originalabbildungen der Ca?*-
Transientenamplituden sind in der Abbildung 13 B aufgetragen. Die Absolutwerte der
Ca?*-Transientenamplituden betrugen in der SR-Gruppe 0,33 + 0,030 sowie bei der
Gruppe mit einer VHF-Last von 30% 0,34 + 0,026. Verglichen dazu waren die Werte
der Ca?*-Transientenamplitude bei einer VHF-Last von 60% mit 0,24 + 0,013 und bei
einer VHF-Last von 90% mit 0,23 + 0,015 deutlich reduziert (Abbildung 13 C). Die p-
Werte zwischen 2 Gruppen sind in der Tabelle 11 aufgefuhrt.

Tabelle 10: Darstellung der p-Werte der Ca?*-Transientenamplituden (48 h, 60 bpm). Die p-Werte

zwischen 2 Gruppen waren nicht statistisch signifikant.

Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
0 (n=39) B60 (n=50) 0,69
0 (n=39) B90 (n=19) 0,97

B30 (n=47) B60 (n=50) 0,87

B30 (n=47) B90 (n=19) 0,77
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Tabelle 11: Darstellung der p-Werte der Ca?*-Transientenamplituden (7 d, 60 bpm). Durch
Berechnung der p-Werte zwischen 2 Gruppen konnte ein statistisch signifikanter Unterschied
festgestellt werden.

Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
0 (n=48) B60 (n=64) <0,05
0 (n=48) B90 (n=29) <0,05
B30 (n=40) B60 (n=64) <0,05
B30 (n=40) B90 (n=29) <0,05
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Somit konnte bei beiden Messfrequenzen eine signifikante Reduktion der Ca?*-
Transientenamplitude bei einer VHF-Last von 60% und 90% festgestellt werden.
Insgesamt waren die Effekte der VHF-Simulation bei 30 bpm ausgepragter als bei 60
bpm.

Sowohl bei 30 bpm als auch bei 60 bpm konnte nach 48 h noch kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der Ca?*-Transientenamplitude beobachtet werden. Bei
beiden Frequenzen kam es erst nach 7 d VHF-Simulation bei den Gruppen mit hohen
VHF-Lasten zu einer signifikanten Abnahme der Ca?*-Transientenamplitude. Somit
fand sich ab dem klinisch relevanten Cut-off-Wert von >50% ein relevanter Unterschied

im Ca?*-Haushalt.
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3.2.2 Auswirkungen verschiedener VHF-Lasten auf die diastolische Ca?*-

Konzentration

Zur Analyse der diastolischen Ca?*-Level wurden die Auswirkungen verschiedener
VHF-Lasten analog zu den Untersuchungen der Ca?*-Transientenamplitude nach
einer VHF-Simulation von 48 h und 7 d mit Frequenzen von 30 bpm und 60 bpm
wahrend der Messungen untersucht. Dabei war das diastolische Ca?* zwischen den 4
unterschiedlichen Gruppen nicht relevant verandert.

Nach 48 h VHF-Simulation unter Anwendung einer Messfrequenz von 30 bpm lag in
der SR-Gruppe die diastolische Ca?*-Konzentration bei 1,05 + 0,031 und in der Gruppe
mit einer VHF-Last von 90% bei 0,90 + 0,043. Somit war eine Tendenz zur Abnahme
der diastolischen Ca?*-Konzentration bei sehr hoher VHF-Last erkennbar, die
allerdings nicht signifikant war (Abbildung 14). Die p-Werte sind in der Tabelle 12
dargestellt.

Auch nach 7 d VHF-Simulation waren zwischen den Gruppen keine wesentlichen
Veranderungen zu beobachten, wenn die Zellen wahrend der Messungen mit 30 bpm
stimuliert wurden (Abbildung 14). Dementsprechend zeigten sich die p-Werte
statistisch nicht signifikant (Tabelle 13).

Unabhéangig von der VHF-Last war die diastolische Ca?*-Konzentration auch bei einer
Messfrequenz von 60 bpm zu beiden Zeitpunkten nicht wesentlich verandert. Nach 48
h konnte eine diastolische Ca?*-Konzentration in der SR-Gruppe von 1,19 + 0,037 und
in der Gruppe mit einer VHF-Last von 90% von 1,11 + 0,065 gemessen werden
(Abbildung 15). Die einzelnen p-Werte sind in der Tabelle 14 aufgefuhrt. Nach 7 d
ergab sich eine Tendenz zu einem niedrigeren diastolische Ca?*-Level beim Vergleich
der SR-Gruppe (1,16 £ 0,028) zu der Gruppe mit sehr hoher VHF-Last (1,053 + 0,032)
(Abbildung 15). Diese waren jedoch erneut nicht signifikant (Tabelle 15).
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Tabelle 12: Darstellung der p-Werte der diastolischen Ca?*-Konzentration (48 h, 30 bpm). Die

Analyse der p-Werte lieen keinen statistisch signifikanten Unterschied feststellen.

Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
0 (n=46) B60 (n=56) 0,23
0 (n=46) B90 (n=22) 0,088

B30 (n=55) B60 (n=56) 0,49

B30 (n=55) B90 (n=22) 0,19

Tabelle 13: Darstellung der p-Werte der diastolischen Ca?*-Konzentration (7 d, 30 bpm). Die p-

Werte waren nicht statistisch signifikant.

Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
0 (n=56) B60 (n=68) 0,89
0 (n=56) B90 (n=41) 1,0

B30 (n=41) B60 (n=68) 1,0

B30 (n=41) B90 (n=41) 0,94
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Abbildung 14: Darstellung der diastolischen Ca?*-Konzentration bei 30 bpm nach 48 h und 7 d

VHF-Simulation. Bei beiden Zeitpunkten war kein signifikanter Unterschied im Hinblick auf die

diastolische Ca?*-Konzentration festzustellen. Zellen pro Gruppe (48 h): 46/55/56/22; Zellen pro Gruppe

(7 d): 56/41/68/41.
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Tabelle 14: Darstellung der p-Werte der diastolischen Ca?*-Konzentration (48 h, 60 bpm). Die

Analyse der p-Werte zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied.

Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
0 (n=39) B60 (n=50) 0,14
0 (n=39) B90 (n=19) 0,82

B30 (n=47) B60 (n=50) 0,14

B30 (n=47) B90 (n=19) 0,82

Tabelle 15: Darstellung der p-Werte der diastolischen Ca?*-Konzentration (7 d, 60 bpm). Die p-

Werte ergaben keine statistisch signifikante Veranderung.

Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
0 (n=48) B60 (n=64) 0,91
0 (n=48) B90 (n=29) 0,074
B30 (n=40) B60 (n=64) 0,82
B30 (n=40) B90 (n=29) 0,057
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Abbildung 15: Darstellung der diastolischen Ca?*-Konzentration bei 60 bpm nach 48 h und 7 d

VHF-Simulation. Eine héhere VHF-Last flhrte zu keiner signifikanten Veranderung der diastolischen
Ca?*-Konzentration. Zellen pro Gruppe (48 h): 39/47/50/19; Zellen pro Gruppe (7 d): 48/40/64/29.
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3.2.3 Auswirkungen verschiedener VHF-Lasten auf die RT 80%

Als letzter Parameter der Ca?*-Homoostase wurde die RT 80% untersucht. Die RT
80% zeigte bei einer Messfrequenz von 30 bpm nach 48 h bei unterschiedlichen VHF-
Lasten keine relevanten Veranderungen (Abbildung 16, Tabelle 16). Ahnliche
Resultate fanden sich auch nach einer VHF-Simulation Gber 7 d (Abbildung 16, Tabelle
17).

Ebenso konnte auch fur die zweite Messfrequenz von 60 bpm sowohl nach 48 h
(Abbildung 17, Tabelle 18) als auch nach 7 d (Abbildung 17, Tabelle 19) kein
signifikanter Effekt hinsichtlich der RT 80% in Abhangigkeit von der VHF-Last
detektiert werden. Die entsprechenden Ergebnisse sind in der Abbildung 17 und in den
Tabellen 18 und 19 dargestellt.

Tabelle 16: Darstellung der p-Werte der RT 80% (48 h, 30 bpm). Die p-Werte stellten sich als nicht

statistisch signifikant dar.

Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
0 (n=46) B60 (n=56) 0,83
0 (n=46) B90 (n=21) 0,51

B30 (n=55) B60 (n=56) 0,86

B30 (n=55) B90 (n=21) 0,53

Tabelle 17: Darstellung der p-Werte der RT 80% (7 d, 30 bpm). Die Analyse der p-Werte ergab keine

statistisch signifikante Veranderung.

Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
0 (n=56) B60 (n=68) 0,21
0 (n=56) B90 (n=41) 0,94
B30 (n=41) B60 (n=68) 0,096
B30 (n=41) B90 (n=41) 0,74
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Abbildung 16: Darstellung der RT 80% bei 30 bpm nach 48 h und 7 d VHF-Simulation. Es zeigte
sich keine signifikante Veranderung der RT 80% bei héherer VHF-Last. Zellen pro Gruppe (48 h):
46/55/56/21; Zellen pro Gruppe (7 d): 56/41/68/41.
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Tabelle 18: Darstellung der p-Werte der RT 80% (48h, 60 bpm). Die p-Werte fiihrten zu keiner
statistisch signifikanten Veranderung.

Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
0 (n=39) B60 (n=50) 0,90
0 (n=39) B90 (n=19) 0,56

B30 (n=47) B60 (n=50) 1,0

B30 (n=47) B90 (n=19) 0,79

Tabelle 19: Darstellung der p-Werte der RT 80% (7 d, 60 bpm). Die p-Werte waren nicht statistisch

signifikant.

Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
0 (n=48) B60 (n=64) 0,76
0 (n=48) B90 (n=29) 0,80

B30 (n=40) B60 (n=64) 1,0

B30 (n=40) B90 (n=29) 1,0
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Abbildung 17: Darstellung der RT 80% bei 60 bpm nach 48 h und 7 d VHF-Simulation.
Unterschiedliche VHF-Lasten fiihrten zu keiner signifikanten Anderung der RT 80%. Zellen pro Gruppe
(48 h): 39/47/50/19; Zellen pro Gruppe (7 d): 48/40/64/29.
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3.3 Effekte verschiedener VHF-Lasten auf die Sarkomerorganisation

Zur Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher VHF-Lasten auf die
Sarkomerorganisation wurden exemplarisch Immunfluoreszenzfarbungen der
Myofilamente a-Actinin und Titin durchgefuhrt. Die kardiale Kontraktilitat wird
wesentlich durch diese Myofilamente bestimmt, deren Funktion bei pathologischen
Zustanden wie HI beeintrachtigt sein und sich wiederum auf die Kontraktionsfahigkeit
des Herzens auswirken kann (81).

Um zu analysieren, ob ein Zusammenhang zwischen den oben beschriebenen
Veranderungen der Ca?*-Homdoostase und der Sarkomerorganisation vorliegt, wurde
dabei, wie im Methodenteil erwahnt, die Amplitude des Peaks erster Ordnung
ausgewertet, welche mit der RegelmalRigkeit der Sarkomeranordnung korreliert. Je
hoher diese ist, desto regelmaliger ist die Sarkomeranordnung. Dagegen weisen
niedrigere Werte auf eine unregelmallige Sarkomerorganisation hin. Die Zellen
wurden nach 7 d VHF-Simulation mit den jeweiligen Antikorpern fur a-Actinin bzw. Titin
gefarbt.

3.3.1 Auswirkungen verschiedener VHF-Lasten auf a-Actinin

Hohere VHF-Lasten (60% und 90%) fuhrten nach 7 d im Vergleich zur SR-Gruppe
bzw. zur Gruppe mit 30% VHF-Last zu einer signifikanten Abnahme der
Sarkomerorganisation. In der Abbildung 18 sind reprasentative Originalabbildungen
der iPSC-KM nach Anfarbung von a-Actinin dargestellt. Bereits optisch war zu
erkennen, dass bei hoherer VHF-Last die Regelmaligkeit der Sarkomeranordnung
abnimmt (Abbildung 18).

Die Amplitude des Peaks erster Ordnung lag bei der SR-Gruppe bei 11,38 + 0,59 sowie
bei der Gruppe mit einer VHF-Last von 30% bei 10,79 + 0,58, wohingegen der Wert
bei der Gruppe mit einer VHF-Last von 60% 7,4 + 0,57 und bei der Gruppe mit einer
VHF-Last von 90% 7,9 + 0,50 betrug (Abbildung 19). Die statistisch signifikanten p-
Werte konnen der Tabelle 20 entnommen werden. Die Resultate sind in der Abbildung
19 illustriert.

Bei zunehmender VHF-Last nahm die Amplitude des Peaks erster Ordnung und somit
die Regelmaligkeit der Sarkomerorganisation signifikant ab.
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Sinusrhythmus VHF-Last 30%

VHF-Last 60% VHF-Last 90%

Abbildung 18: Reprasentative Originalabbildungen von iPSC-KM mit Anfarbung von a-Actinin
nach 7 d VHF-Simulation (Maflstabsbalken 50 um). Die dargestellten Originalabbildungen zeigten eine
Abnahme in der SarkomerregelmaRigkeit bei héherer VHF-Last.
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Tabelle 20: Darstellung der p-Werte von a-Actinin (7 d). Die p-Werte zeigten sich statistisch
signifikant.
Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
0 (n=46) B60 (n=37) <0,0001
0 (n=46) B90 (n=55) <0,0001
B30 (n=43) B60 (n=37) <0,001
B30 (n=43) B90 (n=55) <0,01
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Abbildung 19: Darstellung der Amplitude des Peaks erster Ordnung von a-Actinin nach 7 d
VHF-Simulation.
Sarkomerorganisation. (**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001); Zellen pro Gruppe: 46/43/37/55.
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3.3.2 Auswirkungen verschiedener VHF-Lasten auf Titin

Die Immunfluoreszenzfarbung von Titin zeigte ebenfalls ab einer VHF-Last von >50%
eine  signifikante  Reduktion der  Sarkomerorganisation. = Reprasentative
Originalaufnahmen der Farbungen sind in Abbildung 19 dargestellt. Aus diesen ist
bereits optisch ersichtlich, dass eine hohere VHF-Last mit einer Abnahme der
Regelmaligkeit der Sarkomeranordnung korreliert (Abbildung 20).

Die Amplitude des Peaks erster Ordnung lag bei der SR-Gruppe bei 21,31 £ 0,59, bei
der Gruppe mit einer VHF-Last von 30% bei 18,49 + 0,68, bei der Gruppe mit einer
VHF-Last von 60% bei 14,02 + 1,3 und bei der Gruppe mit einer VHF-Last von 90%
bei 13,46 + 0,98 (Abbildung 21). Auch hier geht eine Zunahme der VHF-Last mit einer
signifikanten Abnahme der Amplitude des Peaks erster Ordnung und damit der
Regelmaligkeit der Sarkomeranordnung einher. Die Darstellung der Ergebnisse sind
der Abbildung 21 sowie die p-Werte der Tabelle 21 zu entnehmen.

Somit lasst sich festhalten, dass elektrophysiologische Veranderungen des Ca?*-
Haushalts mit strukturellen Veranderungen korrelieren. Die erhobenen Daten
veranschaulichen, dass eine arrhythmische Stimulation, die langer als 50% der Zeit

besteht, nachteilige strukturelle Effekte auf die Kardiomyozyten zur Folge hat.
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Sinusrhythmus VHF-Last 30%

VHF-Last 60% VHF-Last 90%

Abbildung 20: Reprasentative Originalabbildungen von iPSC-KM mit Anfarbung von Titin nach
7 d VHF-Simulation (Maf3stabsbalken 50 um). Den Originalabbildungen ist zu entnehmen, dass eine
héhere VHF-Last zu einer Abnahme in der SarkomerregelmaRigkeit fiihrte.

65



3 Ergebnisse

Tabelle 21: Darstellung der p-Werte von Titin (7 d). Es zeigten sich statistisch signifikante p-Werte.

Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
0 (n=46) B60 (n=36) <0,0001
0 (n=46) B90 (n=54) <0,0001
B30 (n=42) B60 (n=36) <0,01
B30 (n=42) B90 (n=54) <0,001
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Abbildung 21: Darstellung der Amplitude des Peaks erster Ordnung von Titin nach 7 d VHF-

Simulation.

Bei hoherer

VHF-Last

kam es zu

einer signifikanten Reduktion in der

Sarkomerorganisation. (**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001); Zellen pro Gruppe: 46/42/36/54.
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4 Diskussion

4.1 Ergebnisse als moglicher Erklarungsansatz der CASTLE-AF Studie

Das Ziel dieser Arbeit war es, die grundlegenden Aspekte der CASTLE-AF Studie
hinsichtlich der Relevanz unterschiedlicher VHF-Lasten auf ventrikulare myokardiale
Zellen zu untersuchen, um einen moglichen Erklarungsansatz fur die klinischen
Resultate der CASTLE-AF Studie aufzudecken und somit die Effekte von VHF auf den
Ventrikel besser zu verstehen. Dafur wurde ein ex vivo VHF-Simulationssystem
etabliert, welches die Auswirkungen verschiedener VHF-Lasten auf die ventrikulare
Kardiomyozyten untersuchte. Fur das Versuchsprotokoll der durchgefuhrten
Experimente war die Subanalyse der CASTLE-AF entscheidend, welche bei Patienten
mit VHF und LVSD eine Verbesserung des klinischen Outcomes bei einer VHF-Last
<50% 6 Monate nach Ablationstherapie feststellen konnte (17). Entsprechend dieser
klinischen Resultate wurden jeweils 2 Gruppen mit einer VHF-Last >50% und 2
Gruppen mit einer VHF-Last <60% untersucht. Die Gruppen mit einer VHF-Last von
60% und 90% zeigten im Vergleich zu der SR-Gruppe und der Gruppe mit einer VHF-
Last von 30% strukturelle und funktionelle Anderungen. Als Effekte einer Simulation
mit hoher VHF-Last konnte eine signifikante Abnahme der Ca?*-Transientenamplitude
sowie eine signifikante Reduktion der Sarkomerregularitat von a-Actinin und Titin
beobachtet werden. Die gezeigten pathologischen Veranderungen stellen typische
Charakteristika der HI dar (82—85).

Durch die vorliegende Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Hohe der VHF-
Last in vitro mit dem Ausmal} der elektrischen und zellularen Remodelingprozesse
korreliert. Die Erkenntnisse dieses ,back to bench“-Ansatzes konnten somit als
Erklarungsmoglichkeiten fur die klinischen Befunde der CASTLE-AF Studie dienen.

4.2 Verwendung von iPSC-KM als reprasentative Zellen

Eine Vielzahl der Studien zur Untersuchung des Effekts von VHF bzw. Tachykardien

auf den LV beschrankt sich auf Tiermodelle. Beispielsweise gibt es Studien, die hierbei

die Auswirkung durch eine kunstliche rechtsventrikulare Stimulation im Tiermodell

analysieren (4). In einer Studie von Wiedmann et al. wurde bei Schweinen nach

Schrittmacherimplantation eine VHF-Simulation durchgefihrt, um die Auswirkungen
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von Doxapram auf das VHF zu analysieren. Hierbei wurde bei diesen durch eine
Vorhofstimulation persistierendes VHF erzeugt (86). Neben in vivo Modellen wurden
auch der Einfluss von VHF in vitro anhand von Rattenkardiomyozyten untersucht.
Hierbei wurde ein Teil der Rattenkardiomyozyten mit einem Mehrkanal-Zellstimulator
mit einer Frequenz von 3 Hz regelmalig stimuliert, ein weiterer Teil wurde jeweils Uber
12 h unregelmalig stimuliert (pseudo-zufallige Variation innerhalb der angegebenen
Frequenz). Zudem gab es eine Kontrollgruppe ohne Stimulation. Mittels
Epifluoreszenzmikroskop konnte in der Gruppe mit einer unregelmafiger Stimulation
herausgefunden werden, dass es zu einer Reduktion der Ca?*-Transientenamplitude
kam, die mit einer Erhdhung des diastolischen Ca?* einherging (87).

Die artifizielle rechtsventrikulare Stimulation kann jedoch per se zur HI fuhren, was
eine entscheidende Limitation dieser Modelle darstellt (88). Zudem unterscheidet sich
die elektromechanische Kopplung zwischen den verschiedenen Spezies, sodass
Ergebnisse aus Tierversuchen nur eingeschrankt auf humanes Gewebe Ubertragbar
sind (48). Daher sind fur einen translationalen Ansatz humane Kardiomyozyten
erforderlich. Nur wenige Studien verwendeten hierbei fur einen VHF-
Simulationsansatz isolierte humane Zellen. So wurden in einer Studie von Simmers et
al. an primaren humanen Endothelzellen geforscht und ein Modell zur Hamodynamik
von VHF entwickelt, welches prothrombotische Veranderungen feststellte (89).
Mittlerweile gibt es auch Computersimulationen, die VHF-Modelle reproduzieren und
dabei kein menschliches Gewebe oder Tiergewebe verwenden (90). Insgesamt
erfordert die Simulation von VHF die Verfugbarkeit geeigneter Zellen und ein
adaquates Simulationsprotokoll. Somit bietet das hier eigens etablierte, auf iPSC-KM
basierende ex vivo VHF-Simulationsmodell eine entsprechende Maoglichkeit, die
Effekte verschiedener VHF-Lasten zu analysieren. Messungen an iPSC-KM stellen
eine etablierte und anerkannte Methode zur Erforschung kardiovaskularer
Erkrankungen dar, da die Zellen eine hohe Ahnlichkeit zu primdren humanen
Kardiomyozyten aufweisen (57,91). Ein Vorteil der iPSC-KM ist insbesondere, dass
sie fur eine Langzeitkultur geeignet sind und daher Uber einen langeren Zeitraum
stimuliert werden kdnnen, wohingegen primare humane Kardiomyozyten nur fur kurze

Zeit funktionsfahig in Kultur erhalten werden konnen (56).
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4.3 Mechanistische Erklarungsansatze der Veranderungen im Ca?*-Haushalt

In den durchgefihrten Experimenten konnte im Hinblick auf den Ca?*-Haushalt der
Zellen beobachtet werden, dass nach einer 7 d VHF-Simulation die Ca?-
Transientenamplitude in den Gruppen mit einer VHF-Last von 60% und 90% im
Vergleich zur SR-Gruppe und der Gruppe mit einer VHF-Last von 30% signifikant
abnahm. Dieser Effekt konnte noch nicht nach einer VHF-Simulation von 48 h
festgestellt werden. Zudem zeigten sich zu beiden Zeitpunkten keine signifikanten
Veranderungen in Bezug auf die diastolische Ca?*-Konzentration und die RT 80%.
Mithilfe der Erkenntnisse aus der Studie von Pabel et al. kdnnen fur die hier
festgestellte reduzierte Ca?*-Transientenamplitude mogliche Schlussfolgerungen
gezogen werden.

Ein Erklarungsansatz fiir die reduzierte Ca2*-Transientenamplitude ist einerseits eine
durch oxidativen Stress induzierte Aktivitatszunahme der CaMKII. Dies wiederum fuhrt
zu einer gesteigerten RyR2-Phosphorylierung, was ein erhdhtes diastolisches Ca?*-
Leck bewirkt. Andererseits wird aufgrund einer Veranderung der Expression der
SERCA 2a und einer hiermit verbundenen gestorten Ca?*-Wiederaufnahme ins
Sarkoplasmatische Retikulum eine Reduktion der Ca?*-Transientenamplitude
verursacht (48).

Da es im Rahmen der elektromechanischen Kopplung durch die Bindung von Ca?*-
lonen an Troponin C zur Myofilamentaktivierung kommt, wird die systolische
Kontraktionskraft auch durch die Hohe der Ca?*-Transientenamplitude bestimmt (48).
Eine reduzierte Ca?*-Transientenamplitude flihrt somit zu einer Beeintrachtigung der
Kontraktilitat mit verringerter kontraktiler Kraft. Die beschriebenen Veranderungen der
Ca?*-Homoostase sind bereits bekannte Charakteristika, die an der Entstehung von
HI-Remodelingprozessen mit systolischer Dysfunktion beteiligt sind (52,82,92).
Zusammenfassend konnten diese Mechanismen als Erklarungsansatz fur die hier
festgestellte reduzierte Ca?*-Transientenamplitude dienen.

Im Gegensatz dazu war die diastolische Ca?*-Konzentration und die RT 80% unter
verschiedener VHF-Lasten nicht relevant verandert. In friheren Studien an neonatalen
Rattenkardiomyozyten konnte festgestellt werden, dass eine arrhythmische
Stimulation mit einer Reduktion der Ca?*-Transientenamplitude und einer Zunahme

des diastolischen Ca?* einherging (87). Es ist jedoch wichtig anzumerken, dass diese
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Mechanismen der EC-Kopplung speziesabhangig sind. Um translationale
Schlussfolgerungen ziehen zu konnen, ist die Verwendung von humanen Gewebe
erforderlich (48). In einer weiteren Studie wurden humane rechtsatriale
Kardiomyozyten mit VHF im Vergleich zum SR analysiert (93). In der
Elektronenmikroskopie zeigte das VHF-Gewebe im Vergleich zum SR-Gewebe
erhohte diastolische Ca?*-Level. Hierbei erfolgte die Analyse jedoch am atrialen und
nicht an ventrikularem Gewebe. Die oben erwahnte Analyse aus unserer
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass bei LV-Proben von AS-Patienten mit erhaltener LV-
Funktion und VHF im Vergleich zu Patienten im SR die diastolischen Ca?*-Level und

die Ca?*-Transientenkinetik nicht beeintrachtigt waren (48).

4.4 Durch das VHF-Simulationsmodell induzierte Sarkomerirregularitat

Zur Analyse der Auswirkung verschiedener VHF-Lasten wurden neben den
Untersuchungen des Ca?*-Haushalts zusatzlich Immunfluoreszenzfarbungen von
Myofilamenten durchgefuhrt, welche entscheidend die kardiale Kontraktilitat
beeinflussen (94,95). Myofilamente kdnnen bei pathologischen Zustanden wie der Hl
verandert sein, was zu einer Beeintrachtigung der Kontraktilitat fuhrt. Diese
Sarkomerdysfunktion nimmt bei der eingeschrankten systolischen Pumpfunktion des
Herzens im Rahmen einer HI eine Schlusselrolle ein (81). In der vorliegenden Arbeit
wurden als reprasentative Bestandteile der kardialen Myofilamente a-Actinin und Titin
untersucht und durch deren Anfarbung die Sarkomerorganisation analysiert. Es
wurden Experimente an iPSC-KM durchgefuhrt, bei denen die Zellen auf die beiden
Myofilamente angefarbt und fur 7 d mit unterschiedlicher VHF-Last stimuliert wurden.
Dabei kam es zu einer signifikanten Abnahme der Sarkomerorganisation bei einer
VHF-Last von 60% und 90%. Somit korrelierte eine Zunahme der VHF-Last mit einer
Abnahme der Regelmaligkeit der Sarkomeranordnung.

Veranderungen in der Anordnung von a-Actinin wurden bereits bei anderen
Erkrankungen wie der hypertrophen Kardiomyopathie festgestellt. Hierbei wurde
mittels Genomanalyse bei Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie eine Mutation
im Gen fur a-Actinin 2 (ACTN2-Gen) nachgewiesen (94).

Ferner konnte durch eine weitere Studie, bei der eine immunhistochemische Analyse

von humanem Myokard von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie oder AS und
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gleichzeitig vorliegender LSVD erfolgte, eine Unregelmaligkeit in der Anordnung von
a-Actinin gezeigt werden. Interessanterweise konnte beobachtet werden, dass sich die
Expression von a-Actinin im Western und Northern-Blot zwischen normalen und
erkranktem Myokard nicht signifikant veranderte. Dies lasst die Schlussfolgerung zu,
dass nicht eine Storung der Transkription sowie Translation des Proteins im
geschadigten Myokard, sondern eine Desorganisation von Bedeutung ist (96).

Neben Veranderungen der Anordnung von a-Actinin bei kardialen Erkrankungen
konnten andere Studien dies auch fur Titin belegen. Entgegen der fruheren Annahme,
dass die Rolle von Titin sich v.a. auf die Elastizitat der Myofibrillen beschrankt, ist das
Protein auch als Stresssensor relevant, da Titin sowie Titin-basierte Proteinkomplexe
eine entscheidende Rolle bei der mechano-sensitiven Kopplung einnehmen (97).
Integrale Bestandteile der Mechanosensorik in den Kardiomyozyten befinden sich u.a.
in Z-Scheiben, welche durch das Titinfilament verknupft werden. Dementsprechend
kann eine Beeintrachtigung von Titin in der mechano-sensitiven Kopplung zu einer
mechanischen Dysregulation und konsekutiv zu einer HI fuhren (97).

Es konnte bereits belegt werden, dass ein Ruckgang des Titingehalts bei HI zu
verzeichnen ist, was zu der beeintrachtigen Kontraktionsfahigkeit des Herzens
mitfhren konnte. Dies beobachtete eine Studie von Morano et al. Verwendet wurde
einerseits Myokard, welches im Rahmen von Herztransplantationen von Patienten mit
NYHA-Stadium IV gewonnen wurde, und andererseits Myokard von hirntoten
Patienten nach traumatischen Verletzungen ohne bekannte kardiale Erkrankung. Im
Western Blot war der totale Gehalt an Titin im erkrankten Gewebe signifikant niedriger
als im gesunden Gewebe (98).

Die Rolle von Titin im Kontext von Herzhypertrophie und -versagen wurde auch in einer
Studie von Collins et al. bei Meerschweinchen analysiert. Das Ziel bestand darin,
Veranderungen der Genexpression zu untersuchen, die eine Assoziation mit der
Entstehung einer HI aus einer LV-Hypertrophie aufweisen. Um die LV-Hypertrophie zu
induzieren, wurde bei den Meerschweinchen operativ ein thorakales Aortenbanding
durchgefuhrt. Die Kontrollgruppe bestand aus scheinoperierten Tieren. Nach einem
Beobachtungszeitraum von 4 und 8 Wochen konnte mittels Expressionsanalysen
detektiert werden, dass die Menge der Titin-mRNA bei linksventrikularer Hypertrophie
zwar zunachst anstieg, danach jedoch bei dekompensierter HI abnahm (99). Zudem

wurden in einer Studie von Hein et al. Untersuchungen an humanem LV-Gewebe, das
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im Rahmen von Herztransplantationen von Patienten mit idiopathischer dilatativer
Kardiomyopathie und NYHA-Stadium Il oder IV gewonnen wurde, durchgefuhrt und
mit gesundem humanen Myokard von Patienten, bei denen das Herz nicht fur eine
Organtransplantation in Frage kam, bzw. Ratten- und Schweinemyokard verglichen.
Mittels Immunhistochemie wurde das Gewebe mit Antikorper gegen Titin untersucht.
Gesundes Herzgewebe wies eine regelmallige Titinanordnung auf, wahrend
erkranktes Gewebe hingegen eine reduzierte Intensitat der Titinfluoreszenz sowie
Desorganisation und einen partiellen Verlust von Titin zeigte. Dabei kann die
festgestellte Veranderung der Titinexpression auf einen verstarkten Abbau des
Proteins oder auf eine Storung der Transkription zurickgefuhrt werden (95).

Somit konnten verschiedene Studien bereits pathologische Veranderungen von a-
Actinin und Titin bei unterschiedlichen kardialen Krankheitsentitaten aufzeigen.
Unsere Arbeit konnte nun erstmals nachweisen, dass in Abhangigkeit der VHF-Last in
einem in vitro Modell eine Abnahme der Sarkomerregularitat von a-Actinin und Titin
induziert wird, wenn VHF mehr als die Halfte der Zeit vorliegt. Dies lasst die
Schlussfolgerung zu, dass VHF zu ahnlichen strukturellen Remodelingprozessen fuhrt,
die bereits aus der Forschung zu anderen kardialen Erkrankungen wie der HI oder
hypertrophen Kardiomyopathie bekannt sind. Somit wird durch diese Resultate
unterstrichen, dass eine Rhythmuskontrolle bei Patienten mit VHF von groRer
Relevanz ist, da selbst bei der hier gewahlten Frequenz im VHF-Simulationsmodell
ohne relevante Tachykardiekomponente Veranderungen auftreten, die Uber eine
nachteilige Beeintrachtigung der kardialen Myofilamente eine Verschlechterung der
Kontraktilitat zur Folge haben konnen.

4.5 Korrelation zellularer Veranderungen mit der Hohe der VHF-Last

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits nachweisen, dass sich selbst normofrequentes
VHF ohne Tachykardiekomponente negativ auf die myokardiale zellulare Funktion
auswirkt (48).

Bisher wurde laut Definition der aktuellen Europaischen Gesellschaft fur Kardiologie
(ESC) - Leitlinie das Ausbleiben eines VHF-Rezidivs >30 s nach interventionellem
rhythmuserhaltenden Regime als Therapieerfolg gewertet (100). Allerdings scheint

diese Definition nur eine eingeschrankte klinische Relevanz zu haben, da das alleinige
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Auftreten eines VHF-Rezidivs in der CASTLE-AF Studie nicht mit einer schlechteren
Prognose verbunden war, solange VHF weniger als die Halfte der Zeit auftrat (17). Die
Korrelation der HoOhe der VHF-Last und negativen kardiovaskularen sowie
zerebrovaskularen Folgen wurde auch in einem Review untersucht. Eine Zunahme der
VHF-Last war mit einem hoheren Risiko fur thromboembolische Ereignisse und
kognitiver Beeintrachtigungen vergesellschaftet. Zudem war eine hohere VHF-Last mit
einer Zunahme der Hospitalisierung, Morbiditat und Mortalitat verbunden (101).
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit, dass bei einem Cut-Off von
>50% VHF-Last negative Auswirkungen auf die zellulare Funktion zu beobachten
waren, scheint die VHF-Last im klinischen sowie im experimentellen Kontext einen
wesentlichen Stellenwert zu haben. Translational betrachtet konnte die VHF-Last ein
entscheidender Parameter fur den Erfolg der Rhythmuskontrolle sein und sollte daher
in die Definition des Therapieerfolgs mitbericksichtigt werden. Somit kdnnen die
klinischen Erkenntnisse der CASTLE-AF Studie in Korrelation mit unseren
experimentellen Daten zu einer Neubewertung der Definition des Erfolgs einer VHF-
Ablationstherapie fuhren.

4.6 Rhythmuskontrolle als vorteilhafter Therapieansatz bei VHF

Die CASTLE-AF Studie als Grundlage dieser Arbeit zeigte, dass die
Rhythmuskontrolle durch VHF-Ablation mit einem verbesserten Patientenoutcome
verbunden ist. Der kombinierter primarer Endpunkt aus Mortalitat und Hospitalisierung
aufgrund einer Verschlechterung der HI sowie die LV-Funktion wurde mittels
Katheterablation verbessert (16). Eine Subanalyse dieser Studie wies ebenfalls die
Bedeutung der rhythmuserhaltenden Therapie nach, da eine VHF-Last von <560% nach
6 Monaten nach Ablationstherapie mit einem besseren Outcome verbunden war (17).
Auch die aktuelle Leitlinie der ESC zur Behandlung von VHF hebt die Bedeutung der
Rhythmuskontrolle hervor (102). Hierbei wird bei symptomatischen VHF-Patienten
die Therapie zur Rhythmuskontrolle zur Verbesserung der Symptome und der
Lebensqualitat mit dem Empfehlungsgrad (Klasse |, Level A) empfohlen.

Die VHF-Last als entscheidender Parameter konnte in dieser Arbeit experimentell
bestatigt werden. Hohere VHF-Lasten ab einem Schwellenwert >50% korrelierten im

Gegensatz zu niedrigeren VHF-Lasten <50% mit Veranderungen im Ca?*-Haushalt
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und in der Sarkomerorganisation. Ubertrdgt man translational betrachtet diese
Ergebnisse auf den klinischen Alltag, wird der Stellenwert des Rhythmuserhalts in der
Therapie des VHFs erneut unterstrichen.

Auch andere Untersuchungen wie die CAMERA-MRI Studie bestatigen die positiven
Auswirkungen einer rhythmuserhaltenden Therapie bei Patienten mit VHF und LVEF
< 45% auf das Patientenoutcome. Dabei wurde ein interessantes Studiendesign
gewahlt. Es wurden Patienten mit persistierendem VHF und einer LVEF < 45%
eingeschlossen, bei denen eine andere Ursache der HI ausgeschlossen werden
konnte. Alle Patienten erhielten vor Randomisierung u.a. eine Echokardiographie
sowie ein Kardio-MRT und zunachst eine medikamentose optimierte
Frequenzkontrolle. Danach erfolgte die Zuteilung in eine Ablationsgruppe oder in eine
Kontrollgruppe, bei der das medikamentdse Regime der Frequenzkontrolle fortgefuhrt
wurde. Der primare Endpunkt bestand aus der Anderung der LVEF, die durch ein
erneutes Kardio-MRT nach 6 Monaten bestimmt wurde. Die mit einer Katheterablation
behandelten Patienten wiesen verglichen zur medikamentosen Kontrolle eine
signifikante Verbesserung der LVEF auf. Zusatzlich kam es u.a. zu einer Reduktion
der Vorhof- und Kammergroflie und des BNP-Spiegels.

In der Ablationsgruppe zeigten Patienten, die zu Studienbeginn keine ventrikulare
Fibrose im Kardio-MRT aufwiesen, eine ausgepragtere Erholung der LVEF im Kardio-
MRT nach 6 Monaten im Vergleich zu Patienten mit ventrikularer Fibrose. Zudem
hatten Patienten ohne Fibrosenachweis eine hohere Wahrscheinlichkeit einer
Normalisierung der LV-Funktion. Da alle eingeschlossenen Patienten zunachst eine
medizinische Frequenzkontrolle erhielten, konnten die Ergebnisse durch eine
Tachykardie nicht beeinflusst werden (103).

Die Bedeutung der Rhythmuskontrolle konnte auch in einer Metaanalyse von Kotecha
et al. demonstriert werden. Es wurden dabei Patientendaten aus 11 randomisierten,
kontrollierten Doppelblindstudien untersucht und als primarer Endpunkt die
Gesamtmortalitat bestimmt. Hierbei war eine medikamentose Behandlung mit Beta-
Blockern nur bei den Patienten mit einer besseren Prognose verbunden, die sich im
SR befanden. Bei Vorliegen eines frequenzkontrollierten VHFs konnte hingegen keine
positive Wirkung der Beta-Blocker auf die Mortalitat von Patienten festgestellt werden.
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Somit weisen auch diese Resultate auf die Vorteile des Erhalts eines SR hin, um das
Patientenoutcome gunstig zu beeinflussen (104).

Dagegen scheint die RAFT-Studie zunachst im Kontrast zu den Ergebnissen der
bisher erwahnten Untersuchungen zu stehen. Hierbei wurden Patienten in die Studie
eingeschlossen, die paroxysmales oder persistierendes VHF mit Symptomen der Hl
entsprechend NYHA 1I-1ll und erhohte NT-proBNP-Spiegel aufwiesen und entweder in
eine Ablationsgruppe oder eine Frequenzkontrollgruppe randomisiert wurden. Der
kombinierte primare Endpunkt bestand aus der Gesamtmortalitat und allen HI-
Ereignissen in einem Nachbeobachtungszeit von mind. 2 Jahren. Hierbei waren HI-
Ereignisse definiert als Einweisung in eine Gesundheitseinrichtung fur >24h oder eine
klinisch signifikante Verschlechterung der HI, die zur Verabreichung eines
intravendsen Diuretikums in einer Notaufnahme flhrte. Die sekundaren Endpunkte
bestanden aus der LVEF, 6-Minuten-Gehtest und NT-proBNP. Als Ergebnis zeigte
sich, dass der kombinierte primare Endpunkt bei der Patientengruppe mit
Katheterablation im Vergleich zur medikamentdésen Frequenzkontrolle keinen
relevanten Unterschied aufwies, allerdings eine Tendenz zu einem besseren Outcome
in der Ablationsgruppe festgestellt werden konnte (p=0,066). Zudem zeigten alle
sekundaren Endpunkte eine signifikante Verbesserung in der Ablationsgruppe (105).
Im diesem Kontext ist als Limitation der RAFT-AF Studie zu erwahnen, dass nur 2/3
der ursprunglich geplanten Patientenzahlen rekrutiert wurden. Das Ergebnis der
Studie ware moglicherweise mit einer groReren Patientenzahl und einem langeren
Nachbeobachtungszeitraum anders ausgefallen (106).

Um die Ergebnisse der RAFT-Studie weiter beurteilen zu kdbnnen, muss in diesem
Kontext die APAF-CRT Studie erwahnt werden. Dabei wurden Patienten untersucht,
die an permanenten VHF mit schmalen QRS-Komplex erkrankt und bezuglich einer HI
im letzten Jahr hospitalisiert waren. Nach dem Zufallsprinzip erhielten die Patienten
eine Therapie mit Ablation des atrioventrikularen Ubergangs und eine Implantation
eines biventrikularen Schrittmachers, d.h. eines Devices zur kardialen
Resynchronisationstherapie (CRT, engl. Cardiac Resynchronization Therapy) oder
eine pharmakologischen Frequenzkontrolle. Der primare Endpunkt bestand aus der
Gesamtmortalitat und trat in der Interventionsgruppe signifikant weniger haufig auf als
in der pharmakologischen Frequenzkontrollgruppe. Dementsprechend war die
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Patientengruppe mit Ablation des atrioventrikuldren Ubergangs und CRT-Implantation
der medikamentosen Gruppe in Bezug auf die Senkung der Mortalitat iberlegen (107).
Vergleicht man diese Ergebnisse mit der RAFT-Studie, sollte hierbei kritisch
angemerkt werden, dass 19% der Patienten mit einer LVEF < 45% CRT-Trager waren
und insgesamt 60 Patienten in der Frequenzkontrollgruppe eine AV-Knoten-Ablation
und vermutlich eine CRT-Implantation (nicht berichtet) erhielten (105,108).
Moglicherweise konnten diese Patienten in der medikamentdsen Frequenzkontrolle
die grenzwertige Signifikanz des primaren Endpunkts beeinflusst haben (108). Im
Anbetracht der Resultate der APAF-CRT Studie ergeben sich bezogen auf die RAFT-
Studie weitere Limitationen, weswegen die Ergebnisse somit kritisch hinterfragt
werden sollten.

Somit finden sich in Zusammenschau aktueller Studien klare Vorteile fur eine
rhythmuserhaltende Therapie bei Patienten mit VHF und LVSD. Es konnte sowohl in
klinischen als auch in experimentellen Untersuchungen nachgewiesen werden, dass
auch ein normofrequentes VHF mit einem eingeschrankten Patientenoutcome
assoziiert ist und negative zellulare Veranderungen induziert. Wie bereits erwahnt,
empfiehlt die aktuelle Leitlinie der ESC eine Ablation bei Patienten mit VHF und HI zur
Verbesserung der EF (102). Auch die Resultate unserer Arbeit unterstitzen die
Argumentation fur einen Rhythmuserhalt, da ein VHF-Simulationsmodell mit einer
Stimulationsfrequenz von 90 bpm verwendet wurde, welche innerhalb des Ziels der
Frequenzkontrolle bei VHF laut aktueller Leitlinie der ESC liegt und trotzdem
nachteilige elektrische und strukturelle Veranderungen indiziert (102). Damit helfen
unsere Ergebnisse die klinischen Befunden besser zu verstehen und weisen ein
translationales Potential auf. Zudem koénnten sie dazu beitragen, neue
Therapiestrategien bei der Behandlung von VHF und HI zu definieren. Dabei sollte das
Ziel der Wiederherstellung des SR, primar durch Katheterablation, hervorgehoben

werden.

76



4 Diskussion

4.7 Translationale Relevanz eines frihen Rhythmuserhalt bei VHF

Zur Untersuchung der kurzfristigen sowie langfristigen Effekte der VHF-Simulation
wurden die Zellen in unserer Arbeit fur 48 h und 7 d stimuliert.

Wir konnten feststellen, dass Veranderungen der Ca?*-Transientenamplitude erst nach
einer 7-tagigen Stimulation auftraten, wahrend nach 48 h noch keine signifikanten
Auswirkungen beobachtet werden konnten. Passend dazu zeigte sich bei der
Untersuchung der Myofilamente eine Abnahme der Sarkomeranordnung nach einer
VHF-Simulation tber 7 d.

Somit traten die Veranderungen der Ca?*-Transientenamplitude erst auf, sobald die
arrhythmische Simulation Uber einen langeren Zeitraum stattgefunden hat. Es scheint
also eine gewisse Zeit zu dauern, bis elektrophysiologische und =zellulare
Veranderungen induzierbar sind.

Ubertragt man diese Ergebnisse auf den klinischen Alltag, kénnte somit eine
frihzeitige Therapie des VHFs relevant sein, um madgliche Folgepathologien durch
VHF zu verhindern. Klinisch konnte der Benefit eines frihen Rhythmuserhalts in der
EAST-AFNET 4 Studie demonstriert werden. Hierbei wurden Patienten mit neu
diagnostiziertem VHF innerhalb des letzten Jahres vor Studieneinschluss untersucht.
Es erfolgte eine Randomisierung in zwei Gruppen, wobei die Patienten eine fruhe
Rhythmuskontrolle oder eine medikamentose Standardtherapie gemaf den aktuellen
Leitlinien erhielten. Dabei umfasste die frihe Rhythmuskontrolle die Therapie mit
Antiarrhythmika oder Katheterablation. Die Standardtherapie bestand primar aus einer
frequenzkontrollierenden Therapie ohne Rhythmuskontrolle. Traten unter diesem
Regime schwere, VHF-assoziierte Symptome auf, wurde ein Rhythmuserhalt
angestrebt. Der erste primare Endpunkt setze sich aus Tod durch kardiovaskulare
Ursachen, Schlaganfall, Hospitalisierungen aufgrund von HI oder akutem
Koronarsyndroms zusammen. Der zweite primare Endpunkt umfasste die Anzahl der
Krankenhausaufenthalte pro Jahr. Bei der Patientengruppe mit einer frahen
Rhythmuskontrolle traten signifikant seltener Ereignisse des ersten primaren
Endpunkts im Gegensatz zur Gruppe mit einer Standardtherapie auf (p=0,005). Der
zweite primare Endpunkt unterschied sich nicht zwischen den Gruppen.
Schlussendlich wies also die Patientengruppe mit einer fruhen Rhythmuskontrolle ein
geringeres Risiko fur ein negatives kardiovaskulares Outcome auf (109). Die in unserer
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Arbeit festgestellten Erkenntnisse weisen in Ubereinstimmung mit den klinischen
Daten von EAST-AFNET 4 auf die Vorteile eines fruhen Rhythmuserhalts bei VHF hin.

4.8 Limitationen der Arbeit

Fur die Versuche wurden jeweils pro Versuchsreihe 13 verschiedene kardiale
Differenzierungen verwendet. Eine groflere Anzahl an Differenzierungen wirde
mogliche Unterschiede hinsichtlich des genetischen Hintergrunds, Alter oder
Geschlecht der Spender besser ausgleichen.

Des Weiteren ist anzumerken, dass fur die Experimente iPSC-KM verwendet wurden,
jedoch im humanen Herzen Kardiomyozyten von verschiedenen Zelltypen wie
Fibroblasten, Endothelzellen etc. umgeben sind. Daher ware eine Untersuchung an
Gewebe besser, welches neben den iPSC-KM noch weitere Zelltypen enthalten wirde
(56).

SchlielBlich wurden fur unsere Versuche iPSC-KM von Spendern ohne bekannte
kardiale Erkrankung verwendet, wahrend die Probanden der CASTLE-AF Studie eine
reduzierte LVEF <35% und eine NYHA Stadium von Il, Il oder IV aufwiesen (16). Somit
bleibt neben der Frage nach der Ubertragbarkeit der Ergebnisse offen, ob dieselben
experimentellen Resultate auch bei iPSC-KM von Spendern mit LVSD reproduziert

werden konnten.

4.9 Ausblick

Um die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse bestatigen zu konnen, ist eine
Ubertragung des etablierten iPSC-KM-VHF-Simulationsmodells auf humanes Gewebe
geplant. Hierfir sollen Untersuchungen an primarem ventrikularen Myokard aus
explantierten Herzen im Endstadium der HI durchgefuhrt werden, da die Forschung an
diesem Gewebe entscheidend fur das Verstandnis der Pathomechanismen des VHFs
ist. Durch eine neu etablierte Methode besteht nun die Moglichkeit, humane
Myokardslices in einer Kulturkammer uber mehrere Wochen lang zu stimulieren (110).
Die Slices sollen analog zu den iPSC-KM mit den entsprechenden
Arrhythmiekomponenten fur einen langeren Zeitraum von mehreren Wochen stimuliert

und die kontraktile Funktion gemessen werden. Da das myokardiale Gewebe von
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Patienten mit reduzierter LV-Funktion gewonnen wird, ist eine gute Ubertragbarkeit der
Resultate im Hinblick auf die CASTLE-AF Studie gegeben.

Des Weiteren soll auch auf molekularbiologischer Ebene geforscht werden, um die
erhobenen funktionellen Befunde zu erklaren. Dazu werden Gefrierproben von iPSC-
KM und Slices gewonnen und zellularen Remodelingvorgédnge mit einem Fokus auf
die  Ca?*-Homoostase-regulierende  Proteine  analysiert (z.B. SERCA,
Ryanodinrezeptor, CaMKII, PLB usw.).
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5 Zusammenfassung

Das grundlegende Ziel dieser Arbeit war es, Erklarungsansatze fur die CASTLE-AF
Studie auf zellularer Ebene aufzudecken und die Auswirkungen verschiedener VHF-
Lasten auf die ventrikulare Funktion zu untersuchen. Zusammenfassend konnte
gezeigt werden, dass das VHF-Simulationsmodell mit niedrigen und hohen VHF-
Lasten Veranderungen in der Ca?*-Transientenamplitude und in der
Sarkomerorganisation von a-Actinin und Titin bewirkt, wobei zwischen einer VHF-Last
30% und 60% ein Schwellenwert zu liegen scheint, ab dem eine Beeintrachtigung der
zellularen Funktion induziert wird. Wahrend in den Gruppen mit einer VHF-Last von
60% und 90% diese zellularen Veranderungen festgestellt werden konnten, zeigten
sich in der SR-Gruppe sowie in der Gruppe mit einer VHF-Last von 30% die oben
beschriebenen negativen Auswirkungen nicht. Somit bieten unsere Daten eine
Erklarungsmoglichkeit fur die klinischen Erkenntnisse der CASTLE-AF Studie und
stimmen mit der Subanalyse der CASTLE-AF Studie Uberein, bei der Patienten ein
besseres Outcome aufwiesen, wenn ihre VHF-Last nach 6 Monaten nach
Katheterablation auf < 50% reduziert war.

Die Ergebnisse zeigen erstmalig, dass die veranderte Zellfunktion von der Hohe der
VHF-Last abhangig ist und eine Beeintrachtigung der zellularen Funktion ab einer
VHF-Last >50% induziert wird. Somit unterstreichen die Resultate translational
betrachtet die klinische Relevanz der Rhythmuskontrolle bei VHF. Da die
Veranderungen in der Ca?*-Transientenamplitude erst nach einer VHF-Simulation
uber 7 d und nicht bereits nach 48 h sichtbar waren, scheinen die zellularen
ventrikularen Veranderungen erst bei einer Simulation Uber einen langeren Zeitraum
zu entstehen.

Daher konnte bereits mittels frihzeitiger Rhythmuskontrolle bei VHF ein besseres
klinisches Outcome erreicht werden. Zusammenfassend konnten die experimentell
erhobenen Resultate in diesem ,back to bench“-Ansatz als ein moglicher
Erklarungsansatz fur die klinischen Ergebnisse der CASTLE-AF Studie dienen.
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