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Zusammenfassung

Vorhofflimmern (VHF) ist die haufigste anhaltende Herzrhythmusstérung des Menschen
und weist eine weiterhin steigende Pravalenz auf. Mit der Entwicklung der
Katheterablation konnte eine Verbesserung in der Behandlung von Vorhofflimmern
erreicht werden, jedoch kommt es bei einem nicht unerheblichen Teil der ablatierten
Patienten zu VHF-Rezidiven. Genetische Aspekte riicken zunehmend in den Fokus
kardiovaskularer Forschung und spielen auch bei Vorhofflimmern eine wichtige Rolle.
Genetische Variationen des Gens der Iosliche Epoxidhydrolase (sEH) — des Enzyms,
das die Arachidonsaurederivate Epoxyeicosatriensauren (EETs) metabolisiert — sind mit

verschiedenen Herz-Kreislauf-Erkrankungen assoziiert.

Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob die Single Nukleotid Polymorphismen
(SNP) K55R und R287Q des sEH-Gens (EPHX2-Gen) mit einem gehauften Auftreten
von VHF oder einer veranderten Krankheitsauspragung assoziiert sind und ob die
beiden SNPs mit einem verédnderten Ansprechen auf die Katheterablation assoziiert
sind. Es wurden die entsprechenden Genabschnitte des Gens der l6slichen
Epoxidhydrolase von 218 VHF-Patienten, bei denen eine Katheterablation durchgefuhrt
wurde, und 268 Kontrollpatienten sequenziert und die Genotypverteilung in beiden
Kollektiven  verglichen. Zudem  wurden innerhalb  des  VHF-Kollektivs
Krankheitsauspragung und Ansprechen auf die Katheterablation zwischen SNP-Tragern

und Nicht-Tragern verglichen.

Es ergab sich fir beide SNPs keine signifikant unterschiedliche Haufigkeitsverteilung
zwischen VHF- und Kontrollkollektiv. Dartber hinaus zeigten sich fur beide SNPs
hinsichtlich der untersuchten Krankheitscharakteristika keine signifikanten Unterschiede
zwischen SNP-Trdgern und Nicht-Tragern. Jedoch zeigte sich hinsichtlich des
Ansprechens auf die Katheterablation unter den Tragern des SNPs R287Q ein
signifikant h&ufigeres Auftreten von VHF-Rezidiven nach Ablation. Es erwies sich
ferner, dass der SNP R287Q ein von anderen Variablen unabhangiger Pradiktor fur das
Auftreten von VHF-Rezidiven nach Katheterablation ist. Unter den Tragern des SNPs
K55R zeigten sich keine Unterschiede hinsichtlich des Auftretens von Rezidiven nach
Ablation.

Aus diesen Ergebnissen ergibt sich die Schlussfolgerung, dass die beiden SNPs K55R

und R287Q weder mit dem Auftreten noch mit einer veranderten Krankheitsauspragung



von VHF assoziiert sind. Jedoch zeigen diese Ergebnisse erstmalig, dass der SNP
R287Q mit einem erhdhten Auftreten von VHF-Rezidiven nach Katheterablation
assoziiert ist und unabhangig von anderen EinflussgroRen zu VHF-Rezidiven nach
Katheterablation pradisponiert. Der SNP R287Q fuhrt in vitro und in vivo zu einer
verminderten Aktivitat des EET-abbauenden Enzyms sEH und damit wahrscheinlich zu
erhohten EET-Spiegeln. Die Rekonnexion isolierter Pulmonalvenen ist der
Hauptmechanismus fir die Entstehung von VHF-Rezidiven nach Katheterablation.
Antifibrotische, antiinflammatorische und antiapoptotische Effekte erhdhter EET-Spiegel
konnten die Rekonnexion der Pulmonalvenen beginstigen und somit der
zugrundeliegende Pathomechanismus fiur die Pradisposition zu VHF-Rezidiven bei
Tragern des SNPs R287Q sein.

Abstract

Atrial fibrillation (AF) is the most common sustained cardiac arrhythmia and its
prevalence continues to rise. The development of catheter ablation has led to an
improvement in the therapy of AF, but recurrence of AF after catheter ablation remains
a challenging problem. Genetic aspects are of growing interest in cardiovascular
research and play an important role in atrial fibrillation. Epoxyeicosatrienoic acid (EET),
a derivative of arachidonic acid, is known to influence cardiovascular pathophysiology.
Genetic variations in the soluble epoxide hydrolase (sEH) gene, the enzyme which

metabolizes EETSs, are associated with various cardiovascular diseases.

The goal of this work was to investigate whether the two single nucleotide
polymorphisms (SNP) K55R and R287Q are associated with the occurrence or an
altered manifestation of AF and wether the two SNPSs are associated with an altered
response to catheter ablation. The respective genetic regions of 218 AF patients, who
underwent catheter ablation, and those of 268 controls were sequenced and genotypes
were compared between both groups. In addition characteristics of AF manifestation
and the success rates of catheter ablation were compared between the SNP carriers

and wildtype carriers within the AF group.

No significant difference was found between the AF group and controls in respect to the

presence of either of the two SNPs and wildtype. Also there was no significant



difference in the examined characteristics of AF manifestation between the SNP carriers
and wildtype carriers within the AF group. However, among the carriers of the R287Q
variant there was a significant increase in the rates of AF recurrence following catheter
ablation after 12 and 24 months follow-up. Moreover, the SNP R287Q was an

independent predictor of AF recurrence after catheter ablation.

It can thus be concluded that the SNPs K55R and R287Q are not associated with an
increased occurrence of AF or and altered manifestation of AF. However it was shown
for the first time that the SNP R287Q is associated with an increased rate of AF
recurrence after catheter ablation and has independent predictive value for AF
recurrence after catheter ablation. The SNP R287Q leads to a reduced activity of the
enzyme sEH which metabolises EETs and is therefore likely to lead to higher EET
levels. The reconnection of the pulmonary veins is the main mechanism of AF
recurrence after catheter ablation. Antiinflammatory, antifibrotic, and anti-apoptotic
effects of increased EET levels could promote the reconnection of the pulmonary veins
and might therefore be the underlying pathomechanism that predisposes the carriers of

the R287Q variant to AF recurrence following catheter ablation.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Vorhofflimmern

1.1.1 Uberblick

Vorhofflimmern (VHF) ist die haufigste anhaltende Herzrhythmusstdrung und liegt nach
neuesten Schatzungen bei bis zu 3% der Uber 20-J&hrigen vor. Sie ist mit einem
funffach hoéheren Schlaganfallrisiko, einem dreifach erhdhten Auftreten von
Herzinsuffizienz und, je nach Geschlecht, mit einer eineinhalb bis zweifach erhéhten
Mortalitdt assoziiert [1, 2]. Derzeit leiden in Europa etwa sechs Millionen Menschen an
VHF und aufgrund der alternden Bevolkerung wird erwartet, dass dieser Wert bis 2030
auf vierzehn bis siebzehn Millionen ansteigen wird. Insofern stellt diese Erkrankung eine
wachsende Herausforderung fur die Gesundheitssysteme dar [2, 3]. Mit der Etablierung
der Katheterablation als weltweit angebotene Standardtherapie ist eine Verbesserung in
der Therapie von VHF erreicht worden. Dennoch ist, trotz der Erfolge dieses
interventionellen Therapieverfahrens, ein langfristiger Erhalt des Sinusrhythmus bei
vielen Patienten weiterhin schwierig zu erreichen [4]. Um die Langzeitergebnisse der
Katheterablation weiter zu verbessern, ist ein noch weitreichenderes Verstandnis der
pathophysiologischen Grundlagen, die der Entstehung und Aufrechterhaltung von VHF,

sowie der Entstehung von VHF-Rezidiven nach Ablation zugrunde liegen, nétig.

1.1.2 Definition und Einteilung

Bei VHF handelt es sich um eine supraventrikulare Tachyarrhythmie, bei der es zu
chaotischen und ha&modynamisch unwirksamen Vorhofkontraktionen kommt, denen
pathophysiologisch kreisende Erregungen im Bereich der Vorhofe zugrunde liegen [5].
Man unterscheidet idiopathisches Vorhoffimmern, bei dem keine strukturellen
Herzerkrankungen vorliegen (Lone Atrial Fibrillation) und sekundares VHF, das sich auf
der Basis kardialer und nicht-kardialer Grunderkrankungen wie Koronare Herzkrankheit,
Erkrankungen der Herzklappen, insbesondere Mitralvitien (valvulares VHF),

Kardiomyopathien, Arterieller Hypertonie, Hyperthyreose u.a. entwickelt. [5]
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Weiterhin kdnnen bei Vorhofflimmern verschiedene Typen unterschieden werden (siehe
Tabelle 1):

Tabelle 1: VHF-Typen laut ESC-Leitlinien 2016 [2]. 1) Meist selbstlimitierend <48 h.

VHFE-Typ Erklarung
Erstmalig diagnostiziertes VHF Erstmalige Diagnose einer VHF-Episode
Paroxysmales VHF Selbstlimitierende VHF-Episoden < 7 Tage?

VHF-Episoden dauern >7 Tage oder
bedurfen Kardioversion

Langanhaltend persistierendes VHF | Langer als 12 Monate bestehendes VHF
Nicht selbstlimitierendes VHF; keine
Permanentes VHF therapeutische Intention Konversion in
Sinusrhythmus herzustellen

Persistierendes VHF

Man sollte sich jedoch diese verschieden Typen von VHF nicht als unabhangige
Krankheitssubtypen vorstellen, sondern sie vielmehr als Stadien einer fortlaufenden
Erkrankung verstehen. In der Regel beginnt VHF mit einzelnen, im Verlauf
zunehmenden Episoden paroxysmalen Vorhofflimmerns und geht im Laufe der Jahre,
insbesondere unter dem Einfluss von kardialen Komorbiditaten, in anhaltende Formen
Uber [3].

1.1.3 Atiopathogenese von Vorhofflimmern

Vorhofflimmern liegt pathophysiologisch ein Reentry-Mechanismus mit kreisenden
Erregungen im Bereich des Vorhofmyokards zugrunde, deren Entstehung und
Aufrechterhaltung noch nicht vollstandig verstanden ist [4]. Damit es zu kreisenden
Erregungen kommen kann, missen diese getriggert werden und dann auf Gewebe
treffen, das ihre Aufrechterhaltung beginstigt (Substrat) [3]. Fur die Triggerung
kreisender Vorhoferregung sind vor allem ektope erregungsbildende Zentren von
grol3er Bedeutung, die hauptsachlich im Bereich der Pulmonalvenenmiindungen und im
linken Vorhof liegen [4]. Bei diesen ektopen Zentren handelt es sich um
elektrophysiologisch abgrenzbare Foci, die im Vergleich zu den physiologischen
Schrittmacherzellen eine wesentlich hdhere Frequenz schneller Depolarisationen
zeigen und somit spontan Erregung generieren konnen [6]. Dabei geht die Erregung
von den Foci mit der hochsten dominanten Frequenz (DF) aus, das heil3t von den
Zellen, die die hochste Rate an Depolarisationen pro Zeiteinheit aufweisen. Die so
generierte Erregung ist in Bezug auf den normalen Erregungszyklus frih einfallend und

kann daher auf nicht-refraktare Kardiomyozyten treffen. Uber diese breitet sich die
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Erregung Uber den Vorhéfen aus und wird aufgrund struktureller (z.B. anatomische
Begebenheiten, Fibrosierung, elektrische Dissoziation von Kardiomyozyten) und
physiologischer Hindernisse (z.B. refraktare Zellen, Leitungsblécke) aufgespalten, so
dass verschiedene kleine Erregungskreislaufe entstehen, die zum Flimmern fihren [7,
8]. Bei Patienten mit paroxysmalem VHF liegen die ektopen Foci vor allem in den
Pulmonalvenenostien, bei Patienten mit persistierendem VHF, also in der Regel in
einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium, liegen die Foci diffuser verteilt, vor allem im

linken, zum Teil aber auch im rechten Vorhof (vgl. Abbildung 1) [9].

A 8.1Hz Left Anterior Oblique Posterior-Anterior

B 13.7Hz  Left Anterior Oblique Posterior-Anterior
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Abbildung 1: Modifizierte DF-Map der Vorhofe [9]. Blick von schrég links oben und von hinten. A)
Paroxysmales VHF seit 6 h: Die hoéchsten dominanten Frequenzen (DF), d.h. Orte mit hoher
Depolarisationsfrequenz, liegen im Bereich der Pulmonalvenenmiindungen. B) Permanentes VHF seit 2
Jahren: Insgesamt zeigen sich héhere maximale DFs und eine diffusere Verteilung. LIPV + LSPV = untere +
obere linke Pulmonalvene, RIPV + RSPV = untere + obere rechte Pulmonalvene, CS = Sinus coronarius, MA +
TA = Annulus der Mitral + Trikuspidalklappe, SVC = obere Hohlvene

w

Die Pulmonalvenen sind aus mehreren Grinden arrhythmogen pradisponiert: In ihrem
Mundungsbereich weisen sie Herzmuskelgewebe auf, das etwa 3 cm in die Venen
hinein reicht und Kardiomyozyten enthélt, die durch eine kiirzere Aktionspotentialdauer,
kirzere Refraktarzeiten und ein erhdhtes autoexzitatorisches Potential charakterisiert
sind [4, 10]. Die diesen veranderten elektrophysiologischen Eigenschaften
zugrundeliegenden Mechanismen sind noch nicht ausreichend verstanden, eine

entscheidende Rolle spielt aber ein verminderter Kaliumstrom durch den
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Kaliumeinwartsgleichrichter lk1 [11] sowie (mdglicherweise dadurch mitbegriindet) ein
positiveres Ruhemembranpotential [10]. Weiterhin scheint eine dichte vegetative
Innervation im Bereich der Pulmonalvenenmundungen und des linken Vorhofs fur das
arrhythmogene Potential dieser Areale mitverantwortlich zu sein. Es finden sich im
Bereich des linken Vorhofs finf wesentliche Plexus, die sympathische und
parasympathische  Innervation  enthalten  (siehe  Abbildung  2A). Unter
parasympathischem Einfluss kommt es im Bereich der Pulmonalvenen zu einer
Verkurzung der Aktionspotentialdauer und der Refraktarzeiten, unter sympathischer
Stimulation zeigt sich eine verstarkte Autoexzitation. Gemeinsam tragen diese
Phanomene zu der Pradisposition der Pulmonalvenen bei, ektope Erregung zu

generieren [4].
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Abbildung 2: Darstellung verschiedener pathophysiologischer Aspekte bei VHF [4]: A) Autonome Plexus im
Bereich der Vorhofe inkl. Marshall-Band (siehe Pfeil); B) Mutterrotor als VHF-Trigger und resultierende kleine
Erregungskreislaufe; C) Lokalisation von Foci, die VHF triggern innerhalb (rot) und auBerhalb (griin) der
Pulmonalvenen; D) Synopsis der dargestellten Mechanismen. LIPV + LSPV = untere + obere linke
Pulmonalvene, RIPV + RSPV = untere + obere rechte Pulmonalvene, IVC + SVC =untere + obere Hohlvene.

Bei anhaltenden Formen von VHF sind die ektopen Foci, die VHF triggern kénnen,
diffuser sowohl Uber dem linken als auch rechten Vorhof verteilt (siehe Abbildung 2C)
[9]. Es wird angenommen, dass atriales Remodeling, also Umbauprozesse im
Vorhofgewebe, die im Verlauf von Vorhoffimmern auftreten, ursachlich far die
Entwicklung dieser diffus verteilten ektopen Foci sind. Gleichzeitig wird angenommen,
dass elektrophysiologische und strukturelle Veranderungen, die bei atrialem
Remodeling auftreten, wesentlich zur Aufrechterhaltung des Vorhofflimmerns beitragen

10
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[12]. Schon innerhalb der ersten Tage nach Beginn einer VHF-Episode kommt es in den
Vorhofen zu einem arrhythmiestabilisierenden elektrischen Remodeling [3]. Bei diesem
Prozess spielt eine durch veranderte lonenkanaleigenschaften verkurzte
Aktionspotentialdauer eine wichtige Rolle. Es kommt dabei einerseits zu einer
Hochregulierung  repolarisierender  Kaliumstrome, insbesondere  Uber den
Kaliumeinwartsgleichrichter Ik1 und andererseits zu einer Herunterregulierung des
depolarisierenden Calciumeinstroms tber den L-Typ Calciumkanal [10]. Neben der
Veranderung elektrophysiologischer Eigenschaften laufen auch  strukturelle
Veranderungen ab: Durch inflammatorische Prozesse und Fibrosierung kommt es zu
einer elektrischen Dissoziation der Vorhofmyozyten, was eine unstete
Erregungsausbreitung bedingt und so die Entstehung von kreisenden Erregungen
fordert [10] [8]. Die Kombination aus strukturellen und elektrophysiologischen
Veranderungen kann ebenfalls die Entstehung relativ  grof3er, stabiler
Reentryphanomene bedingen, sogenannter Mutterrotoren, die in ihrer Peripherie
wiederrum kleinere Erregungskreislaufe initileren und so als Trigger von VHF fungieren
kénnen (siehe Abbildung 2B) [10]. Kardiales Remodeling tritt jedoch nicht nur bei VHF
auf, sondern auch und vor allem bei kardialen Grunderkrankungen wie der Koronaren
Herzkrankheit (KHK), Erkrankungen der Herzklappen, insbesondere Mitralvitien, oder
Herzinsuffizienz [10]. Es ist daher konsistent, dass bei Patienten mit schwerwiegenden
kardialen Grunderkrankungen eine schnellere Progredienz zu anhaltenden Formen von

VHF besteht und 6fter bereits bei Erstdiagnose persistierendes VHF vorliegt [13].

1.1.4 Klinik, Diagnostik und Therapie von Vorhofflimmern

Die unter 1.1.3 beschriebenen Mechanismen verhindern eine koordinierte atriale
Kontraktion und damit einen effizienten Blutauswurf. Zudem kann die hochfrequente
Vorhoferregung bei tachykarder Uberleitung zu einer Tachyarrhythmie auf
Kammerebene fuhren. Der Wegfall der Vorhofpumpfunktion fuahrt zu einer
Verminderung des Schlagvolumens (SV) um 5-15%, bei Vorliegen einer diastolischen
Dysfunktion kommt es zu einer noch deutlicheren Reduktion des SV. Bei tachykarder
Uberleitung und daraus resultierender hoher Kammerfrequenz kommt es zu einer
Behinderung der diastolischen Fullung der Ventrikel und damit zu einer weiteren

Verminderung des SV. Zusatzlich kommt es durch unregelmallige Kammerzyklen, die

11
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der unregelmaligen Erregungsausbreitung geschuldet sind, zum  Auswurf

unterschiedlich groRer Schlagvolumina [3].

Die Verminderung des Schlagvolumens und die UnregelméRigkeit der Herzaktionen

konnen zu folgenden typischen Symptomen fuhren [5]:

e Verminderte Leistungsfahigkeit

e Palpitationen

e Dyspnoe
e Schwindel
e Synkopen

e Angstgefuhl
e Polyurie

e Unregelmafiiger Puls mit Pulsdefizit

Meist treten typische Symptome wahrend der VHF-Episoden bei paroxysmalem VHF
auf, Vorhofflimmern kann aber auch still, d.h. symptomlos ablaufen [5]. Die Schwere der
Symptome kann laut der European Heart Rhythm Association (EHRA) in finf Stadien
eingeteilt werden (siehe Tabelle 2). Eine solche Einteilung ist zur Dokumentation des

Krankheitsverlaufs und zur Findung einer Therapieentscheidung sinnvoll [3]

Tabelle 2: Uberarbeitete Stadieneinteilung der Schwere von VHF-Symptomen laut EHRA [2]

EHRA Stadium Bedeutung

1 Keine Symptome

2a Milde Symptome ohne Behinderung der Aktivitaten des
taglichen Lebens

2b Moderate Symptome ohne Behinderung der Aktivitaten des
taglichen Lebens, jedoch belastend fur Patienten

3 Schwere Symptome mit Behinderung der Aktivitaten
taglichen Lebens

4 Sehr schwere Symptome, die Aktivitaten des taglichen
Lebens verhindern

Eine VHF-Episode wird mittels EKG diagnostiziert. Laut den Kriterien der Europaischen
Gesellschaft fur Kardiologie (ESC) missen, um die Diagnose VHF stellen zu kdnnen,

folgende elektrokardiographischen Charakteristika mindestens so lange vorliegen,

12
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damit sie mittels Oberflachen-EKG oder einem implantierten Gerat dokumentiert
werden konnen [3], (vgl. Beispiel-EKG. Abb. 3):

e Vorliegen von absolut unregelmafiigen RR-Intervallen

e Absenz eindeutig abgrenzbarer P-Wellen

e Dauer eines Vorhofzyklus (sofern erkennbar) < 200ms (d.h. Vorhoffrequenz
> 300/min)

Abbildung 3: Beispiel-EKG (aus Ubersichtsgriinden sind die Brustwandableitungen nicht dargestellt): VHF,
Linkslagetyp, HF um 100/min. Es sind keine P-Wellen zu erkennen, die RR-Intervalle sind unregelmafig. Mit
freundl. Genehmigung: Prof. Dr. B. Pieske, Klinik f. Kardiologie, Charité, CVK.

Die Diagnose von paroxysmalem VHF kann schwierig sein, da die Arrhythmie nur
anfallsweise auftritt. Es sollte versucht werden, ein EKG abzuleiten, wahrend
Symptome auftreten. Dazu kann die Durchfihrung eines Langzeit-EKGs nétig sein.
Neben der EKG-Dokumentation ist auch eine ausfuhrliche Anamnese sowie korperliche
Untersuchung notig, um Symptome von VHF und Vorerkrankungen, die VHF auslésen
oder im seinem Verlauf beeinflussen kénnen, zu erkennen. Bei Verdacht auf eine

kardiale Grunderkrankung sollte eine Echokardiographie durchgeftihrt werden [3]

Vorhoffimmern kann auch dann, wenn es symptomfrei ablauft, schwerwiegende
Komplikationen hervorrufen: Zum einen kdnnen sich aufgrund der stark verminderten
Flussgeschwindigkeit des Blutes in den Vorhéfen Thromben bilden, die Schlaganfélle
und andere Embolien ausldsen kénnen. Die Pradilektionsstelle ist hierbei das linke
Vorhofohr. Zum anderen kann es bei entsprechend hochfrequenter Uberleitung der
Vorhoferregung auf die Kammern zu einer Tachyarrhythmie und in der Folge zu einer

13
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akuten Linksherzinsuffizienz kommen [5]. Alle nachfolgend beschriebenen
therapeutischen Ansatze haben das Ziel solche Komplikationen zu verhindern und

VHF-assoziierte Symptome zu lindern [3].

Neben einer leitliniengerechten Therapie von Grunderkrankungen, die VHF
beeinflussen, konnen grundsatzlich zwei therapeutische Optionen unterschieden
werden, die als prognostisch gleichwertig anzusehen sind [14]: Frequenzkontrolle und
Rhythmuskontrolle. Unter Frequenzkontrolle versteht man Bemihungen, die
Kammerfrequenz trotz Vorhofflimmerns zu normalisieren [5]. Die Intention, eine
Konversion in den Sinusrhythmus herzustellen, sieht das Konzept der
Frequenzkontrolle nicht vor. Gelingt es, Symptome von VHF mittels Frequenzkontrolle
suffizient einzudammen, dann stellt diese ein geeignetes Therapiekonzept dar und es
sollte, insbesondere bei alteren Patienten, keine Rhythmuskontrolle angestrebt werden
[3]. Zur Frequenzkontrolle werden Betablocker, Calciumantagonisten vom Diltiazem-
und Verapamil-Typ und Digitalis eingesetzt, wobei die Auswahl des anzuwendenden
Medikaments immer individuell, unter Bertcksichtigung bestehender
Begleiterkrankungen und der aktuellen Lebenssituation, getroffen werden sollte (siehe
Abbildung 4 und Tabelle 3) [3].
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Vorhofflimmern
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aktiver Lebensstil
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|
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Diltiazem

o Betablock
Digitalis Betablocker etablocker Verapamil

Betablocker Diltiazem Diltiazem
Diltiazem Verapamil
Verapamil Digitalis

Digitalis
B1-selektive
Betablocker*

Abbildung 4: FlieBschema zur Frequenzkontrolle: Auswahl eines geeigneten Wirkstoffs unter
Berilicksichtigung von Begleiterkrankungen und Lebensstil laut ESC-Leitlinien 2010 [3]. COPD = Chronisch
obstruktive Lungenerkrankung.

Unter Rhythmuskontrolle wird ein therapeutisches Konzept verstanden, dass darauf
zielt, eine Konversion in den Sinusrhythmus herzustellen und diesen (gegebenenfalls
mit antiarrhythmischer Pharmakotherapie) zu erhalten [5]. In der Praxis kann zwar meist
eine Reduktion der VHF-Rezidive erreicht werden, eine vollkommene Rezidivfreiheit ist
jedoch schwer zu erreichen (siehe 1.2.3). Die Hauptindikation der Rhythmuskontrolle ist
die Minimierung von VHF-Symptomen, die durch Frequenzkontrolle nicht ausreichend
gelindert werden koénnen [3]. Problematisch sind sowohl proarrhythmogene
Eigenschaften als auch schwerwiegende Nebenwirkungen der eingesetzten Pharmaka
(vgl. Tabelle 3). Abbildung 5 verdeutlicht, welche Uberlegungen bei der Auswahl des
geeigneten Pharmakons eine Rolle spielen.
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Tabelle 3: Zur Rhythmuskontrolle empfohlene Medikamente laut ESC Leitlinien 2016 [2]; HF =
Herzinsuffizienz, Krea-Cl = Kreatinin-Clearance.

Medikament Indikation Einschrankungen (Auswahl)
Patienten mit Effektivstes Antiarrhythmikum, wegen
Amiodaron : .. schwerwiegender UAW nur 1. Wahl bei
Herzinsuffizienz : o . )
Herzinsuffizienz; QT-Zeit verlangernd.
Kontraindiziert bei HF
. , NYHA ll1+1V, Krea-Cl.
Geeignet bei KHK < 30mg/ml, CYP-inhib.
Dronedaron und Arterieller .
Hypertonie und QT-Zeit
yp verlangernder Co-
Medikation
Patienten ohne Kontraindiziert bei HF,
Flecainid strukturelle KHK, Krea-Cl.< 50 mg/ml
Herzerkrankung Erste Wahl bei Lebererkrankung
Patienten ohne | Patienten ohne Kontraindiziert bei
Propafenon strukturelle strukturelle L erzinsuffizienz und KHK
Herzerkrankung |Herzerkrankung
Kontraindiziert bei
Herzinsuffizienz,
: linksventrikularer
Patienten ohne .
Hypertrophie,
Sotalol strukturelle .
vorbestehende QT-Zeit-
Herzerkrankung »
Verlangerung,
Hypokaliamie, Kreatinin-
Clearance < 50 mg/ml
|
v v v

Abbildung 5: FlieBschema zur Rhythmuskontrolle: Auswahl des geeigneten Antiarrhythmikums unter
Berticksichtigung der Vorerkrankungen nach ESC Leitlinienupdate 2012 [1]. CHD=Koronare Herzkrankheit,

LVH= Linksventrikulare Hypertrophie, HF=Herzinsuffizienz.
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Bei persistierendem VHF erfolgt zur Konversion in den Sinusrhythmus eine
Kardioversion. Diese kann auf medikamentdésem (medikamentose Kardioversion) und
elektrischem Wege (Elektrokardioversion) nach echokardiographischem Ausschluss
von Vorhofthromben oder dreiwtchiger Antikoagulation erfolgen [1] (siehe Abbildung 6).
Eine elektrische Kardioversion ist auch bei hamodynamischer Instabilitat bzw. Praferenz
des Patienten indiziert [15]. Zur medikamentdsen Kardioversion sind in Deutschland die
Wirkstoffe Amiodaron, Flecainid, Propafenon und Vernakalant zugelassen, wobei eine
antiarrhnythmische Pramedikation mit einem der in Tabelle 3 dargestellten Pharmaka die

Wahrscheinlichkeit einer Konversion in den Sinusrhythmus erhoht [3].

rezentes Vorhofflimmern

hamodynamische Instabilitat

l nein

| Patienten-/Arzt-Wunsch

pharmakologisch

strukturelle Herzerkrankung

v v v
E T
' v v

b JvAibutiid i.v. Flecainid

. p.o. Flecainid
Amiodaron Vernakalant Ibutilid

Propafenon

Propafenon
Vernakalant

wpillin the
pocket”

v

v
|

1V

elektrische Kardioversion 1.V
"3" a‘lE ron "'!“‘ O ct:“ﬂ”

Abbildung 6: FlieBschema zur Kardioversion laut ESC-Leitlinien 2010 [3]. Anmerkung: Ibutilid ist in
Deutschland nicht zugelassen.

Unabhéngig von den beiden therapeutischen Konzepten Frequenz- und
Rhythmuskontrolle, muss nach Diagnose von VHF aufgrund des erhdhten Schlaganfall-
Risikos immer eine orale Antikoagulation erwogen werden. Dies gilt fir paroxysmales
VHF gleichermallen wie fur die anhaltenden Formen von VHF, da das
Schlaganfallrisiko in etwa gleich hoch ist [16]. Die Erwagung, ob eine orale
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Antikoagulation angezeigt ist, sollte auf der Grundlage des individuellen Schlaganfall-
und Blutungsrisikos erfolgen, welche mit dem CHA2DS2-VASc-Score (siehe Tabelle 4)
und dem HAS-BLED-Score eingeschatzt werden konnen [3]. Der CHAS2DS2VASc-
Score berlcksichtigt die Hauptrisikofaktoren fir das Auftreten eines ischdmischen
Schlaganfalls bei Patienten mit VHF. Die Punktzahl wird addiert, ab zwei Punkten
(Méanner) bzw. drei Punkten (Frauen) besteht die Indikation zur oralen Antikoagulation,
bei einem Punkt (Manner) bzw. zwei Punkten (Frauen) sollte sie erwogen werden [2].
Die Bedeutung das HAS-BLED-Scores wurde von den neuen VHF Leitlinien 2016
abgeschwacht, es wird eher die Reduktion (mdglicherweise) reversibler

Blutungsrisikofaktoren in den Mittelpunkt gestellt [2].

Tabelle 4: CHA2DS2-VASc-Score [17]. 1) Vaskulare Erkrankungen wie KHK, pAVK etc.

Buchstabe Bedeutung Punktzahl
C (congestive heart failure) Herzinsuffizienz 1
H (hypertension) Arterielle Hypertonie 1
Az (age) Alter > 75 2
D (diabetes) Diabetes mellitus 1
S2 (stroke) Durchgemachter Schlaganfall/TIA 2
V (vascular disease) Vaskulare Erkrankungen? 1
A (age) Alter 65 - 74 1
Sc (sex category) Weibliches Geschlecht 1

Zur oralen Antikoagulation bei Vorhoffimmern werden von den ESC-Leitlinien 2016
Antagonisten mittlerweile primar sogenannte neue orale Antikoagulantien (NOAKS), wie
die Faktor-Xa-Inhibitoren Apixaban, Rivaroxaban und Edoxaban, sowie der direkte
Thrombininhibitor Dabigatran, empfohlen. Daneben spielen aber auch die seit langem
eingesetzten Vitamin-K-Antagonisten weiterhin eine wichtige Rolle, insbesondere sind
sie als einziges Medikament zugelassen bei zudem bestehendem mechanischen
Klappenersatz oder mindestens mittelgradiger Mitralkappenstenose. Bei Vorliegen von
Kontraindikationen gegen eine orale Antikoagulation kann ein interventioneller (oder

operativer) Verschluss des linken Vorhofohres erwogen werden [2].

Neben den genannten therapeutischen Strategien gibt es zudem zwei kurative Anséatze:
Die chirurgische Ablation, bei der eine Substratmodifikation mit chirurgischen Mitteln
durchgefthrt wird, sowie die Katheterablation, bei der in erster Linie ektope Foci aus

den Pulmonalvenen, die VHF initiieren, vom Vorhofgewebe isoliert werden [4]. Letztere
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wurde in den letzten zehn Jahren weltweit zu einer Standardtherapie bei VHF etabliert

und wird im folgenden Kapitel ausftihrlich betrachtet.

1.2 Pulmonalvenenisolation bei Vorhofflimmern

1.2.1 Uberblick

Die Katheterablation ist heute ein Standardeingriff in der Therapie von Vorhofflimmern
und wird in den meisten grol3eren kardiologischen Kliniken angeboten. Sie ist ein
kurativer Ansatz mit dem Ziel, Rezidive von VHF zu verhindern oder zumindest deutlich
zu reduzieren und somit VHF-assoziierte Komplikationen zu minimieren und die
Lebensqualitat der Patienten zu verbessern [4]. Die ersten Versuche VHF durch
Kathetereingriffe zu behandeln, bei denen im Grunde versucht wurde, die Techniken
der chirurgischen Maze-llI-Operation auf interventionellem Wege anzuwenden, waren
komplikationsreich und wenig erfolgreich [4]. Neue und erfolgversprechendere
Versuche erfolgten durch die franzdsische Arbeitsgruppe um Haissaguerre et al., die
darauf zielte, fokale Arrhythmietrigger innerhalb der Pulmonalvenen, die bei der
Mehrheit der Patienten VHF auslosen, mit Hilfe von mit Kathetern applizierter
Radiofrequenzenergie elektrisch vom Vorhofmyokard zu isolieren. Nachdem zuvor
bereits im Tierexperiment fokale Arrhythmieherde induziert und ablatiert worden waren
[18], beschrieb diese Arbeitsgruppe erstmals die erfolgreiche Beendigung von VHF am
Menschen durch Ablation von fokalen Triggern in den Pulmonalvenen [6]. Dies kann
rickblickend als die Geburtsstunde der Pulmonalvenenisolation (PVI) angesehen
werden, die in der Folge zahlreichen Evolutionen hinsichtlich Ablationstechnik,
angestrebter Endpunkte sowie verwendeter Katheter und Mappingsysteme unterlag.
Der heutige Standard ist die grol3flachige zirkumferentielle Pulmonalvenenisolation, bei
der die Ablationslinie im Vorhofantrum mit Sicherheitsabstand zu den
Pulmonalvenenostien gesetzt wird (vgl. Abbildung 7) [19]. Angestrebter Endpunkt ist die
vollstandige elektrische Isolation der Pulmonalvenen mit Verifikation des Leitungsblocks
(genauere Beschreibung der Durchfihrung der PVI siehe 2.3.1) [20].
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Abbildung 7: Technik der zirkumferentiellen Pulmonalvenenisolation [4]. Die Ablationslinie ist rot dargestellt.
LIPV + LSPV = untere + obere linke Pulmonalvene, RIPV + RSPV = untere + obere rechte Pulmonalvene, IVC +
SVC =untere + obere Hohlvene.

Es kommen heute meist zirkulare multipolare Mappingkatheter und kontinuierlich
gekiihlte Ablationskatheter zum Einsatz, was Uberhitzung und Koagulation vorbeugt.
Zusatzlich zu Réntgendurchleuchtung und Kontrastmittelangiographie werden heute in
den meisten Zentren dreidimensionale elektroanatomische Mappingsysteme eingesetzt
[4]. Durch die steten technischen Verbesserungen und die zunehmende Erfahrung der
Untersucher haben sich die Ergebnisse der Katheterablation in den Jahren seit ihrer
Einfuhrung deutlich verbessert [21]. Trotz der beachtlichen Erfolge erleidet eine
betrachtliche Zahl der ablatierten Patienten VHF-Rezidive und es bestehen eine Reihe
offener Fragen, die der Klarung bedurfen. Hierzu gehdren die richtige Patientenauswabhl
fur die Ablation, die anzuwendende Ablationstechnik bei persistierendem VHF und die

Mechanismen, die der Entstehung von VHF-Rezidiven zugrunde liegen [20].

1.2.2 Erfolge und Komplikationen der Katheterablation

Grundsatzlich bereitet es Schwierigkeiten, die Erfolgsraten der Katheterablation bei
VHF anzugeben. Zwar gibt es eine Vielzahl an Studien, in denen dies untersucht wurde,
allerdings wird Erfolg dabei teils sehr unterschiedlich definiert und es kommen
unterschiedliche Standards hinsichtlich Ablationsstrategie und Follow-up zur
Anwendung. In einer von Cappato et al. durchgefiihrten weltweiten Befragung von
Zentren, an denen in den Jahren 2003 bis 2006 Katheterablationen bei insgesamt
16309 Patienten durchgefuhrt wurden, zeigte sich hinsichtlich Freiheit von
symptomatischen VHF-Episoden nach PVI eine mittlere Erfolgsrate von 70% ohne
weitere Einnahme von Antiarrhythmika bzw. eine Erfolgsquote von 80% bei weiterer

Einnahme der zuvor ineffektiven antiarrhythmischen Medikation. Eine zweite Ablation
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war bei 27% der Patienten notwendig [21]. Kritisch muss in Bezug auf diese Daten
angemerkt werden, dass in den unterschiedlichen befragten Zentren uneinheitliche
Follow-up-Regime zum Einsatz kamen und dass das Follow-up mit 10 Monaten im
Mittel insgesamt eher kurz war. Eine grof3e Metaanalyse, in der die Langzeitergebnisse
nach Katheterablation untersucht wurden, berichtete allerdings &hnliche Daten: Dieser
Publikation zufolge waren nach einem Jahr 85.7%, nach drei Jahren 79.3% und nach
funf Jahren 77.8% der ablatierten Patienten frei von VHF-Rezidiven [22]. Beachtet
werden sollte, dass die Ablationserfolgsraten bei paroxysmalem VHF und
persistierendem VHF unterschiedlich sind. In der beschrieben Umfrage von Cappato et
al zeigte sich bei Patienten mit paroxysmalem VHF eine Erfolgsquote von 74,9% ohne
weitere Einnahme von Antiarrhythmika (AA) und 84,0% bei fortgesetzter Einnahme.
Demgegeniber zeigte sich bei den Patienten mit persistierendem VHF ein
Ablationserfolg von 64,8% respektive 74,8% (mit AA). Bei den Patienten mit
langanhaltend-persistierendem VHF waren 63,1% respektive 71,0% (mit AA) der
Patienten frei von symptomatischen VHF-Rezidiven.

Tabelle 5: Erfolgsraten der Katheterablation von VHF nach im Mittel 10 Monaten Follow-up [21]. AA =
Antiarrhythmika

ohne AA-Einnahme mit AA-Einnahme
Paroxysmales VHF 74,9% 84,0%
Persistierendes VHF 64,8% 74,8%
Langanhaltend-pers. VHF | 63,1% 71,0%
Insgesamt 70,0% 80,0%

An diesen, aber auch vielen anderen vertffentlichten Daten zeigt sich, dass eine
Katheterablation bei persistierendem VHF schwieriger und auch weniger
erfolgsversprechend ist als bei paroxysmalem VHF. Dies ist zum einen darauf
zurtckzufuhren, dass Patienten mit persistierendem VHF haufiger von kardialen und
extrakardialen Begleiterkrankungen betroffen sind, welche Remodeling-Vorgange am
Herzen ausldsen. In deren Folge kommt es dazu, dass Arrhythmietrigger diffuser tber
die Vorhofe verteilt sind und dass die Vorhofe insofern strukturell verandert werden,
dass sie die Aufrechterhaltung von VHF beginstigen [3]. Zum anderen befinden sich
viele Patienten mit persistierendem VHF in einem fortgeschrittenen Stadium der
voranschreitenden Erkrankung VHF, die ihrerseits auch substratverandernde
Remodeling-Vorgéange auslost (siehe 1.1) [3]. Eine wichtige Rolle spielt dabei sicherlich

neben der geschilderten komplexeren Pathophysiologie mit diffus verteilten
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arrhythmogenen Foci, dass bislang keine universell anerkannte Ablationsstrategie
entwickelt wurde, die dieser komplexen Pathophysiologie gerecht wird [20]. Den
beschriebenen Erfolgsraten der Katheterablation muissen ihre Komplikationen
gegenubergestellt werden. Laut der bereits zuvor zitierten weltweiten Umfrage von
Cappato et al., in der 85 Zentren zu 20850 Interventionen bei tUber 16000 Patienten
befragt wurden, treten nach etwa 4,5% aller Katheterablationen schwerwiegende
Komplikationen auf. Die wichtigsten Komplikationen und ihre Haufigkeiten laut Cappato
et al. sind in Tabelle 6 dargestellt. Es muss kritisch angemerkt werden, dass aufgrund
der freiwilligen Teilnahme an der Umfrage die Komplikationsrate eher unterschatzt als

Uberschatzt wird.

Tabelle 6: Wichtigste Komplikationen nach Katheterablation [21]; TIA = Transitorische Ischadmische Attacke.

Art der Komplikation Haufigkeit in %
Tod 0,15
Perikardtamponade 1,31
Arteriovendse Fistel 0,93
Femorales Pseudoaneurysma 0,54
TIA 0,71
Schlaganfall 0,23
Interventionsbedirftige Pulmonalvenenstenose 0,29
Atrio6sophageale Fistel 0,07
Lasion des N. phrenicus 0,17
Pneumothorax 0,09
Ha&matothorax 0,02
Herzklappenverletzung 0,04
Endokarditis/Sepsis 0,01
Gesamt 4,54

1.2.3 Indikation der Katheterablation bei Vorhofflimmern

Die Katheterablation steht als therapeutisches Verfahren in Konkurrenz zur (alleinigen)
medikamentdsen  Rhythmuskontrolle.  Fur  Patienten ohne  schwerwiegende
Grunderkrankungen, die paroxysmales VHF haben und trotz antiarrhythmischer
Medikation an VHF-Symptomen leiden, konnte die Uberlegenheit der Katheterablation

in einer Vielzahl an Studien gezeigt werden [3] (Auswahl siehe Tabelle 7):
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Tabelle 7: Vergleich der Erfolgsraten von Katheterablation und medikamentdser Rhythmuskontrolle bei
Ablationsgruppe, AA-Gr. =

paroxysmalem VHF [3].

Antiarrhythmika-Gruppe, AA = Antiarrhythmika.

1. Follow-up-Spanne: 12 Monate; 2: Abl-Gr. =

Sudgie [Patenten | oater | Re-anlaion | TLgE | [P

Ablation! | Therapie?!
T | w0 BR[| ow | o
Popene et | g0 | SHONIGT | o | a | oo
W”ggrlgt al 167 56 12,6% 66% 16%

DarlUber hinaus hat sich in zwei multizentrischen randomisierten prospektiven Studien,
die die Katheterablation als initiale rhythmuserhaltende Therapie bei Patienten mit
paroxysmalem VHF mit der medikamentdsen Rhythmuskontrolle verglichen haben, eine
Uberlegenheit der Katheterablation hinsichtlich Freiheit von VHF-Rezidiven und
Lebensqualitéat gezeigt [23] [24]. Auch bei persistierendem Vorhofflimmern ist die
Effektivitat der Katheterablation als rhythmuserhaltende Therapie — trotz komplexerer
Ablationsbedingungen — belegt [25, 26]. Auch wenn die Erfolgsraten nicht so gut sind
wie bei der Ablation von paroxysmalem VHF und meist Re-ablationen notwendig sind,
konnte eine  Uberlegenheit der medikamentdsen

gegenuber (alleinigen)

Rhythmuskontrolle gezeigt werden. [27].

In Einklang mit der geschilderten wissenschaftlichen Evidenz ist laut dem Leitlinien der
Europaischen Gesellschaft fir Kardiologie von 2016 eine Katheterablation empfohlen
bei Patienten mit paroxysmalem VHF, bei denen trotz antiarrhythmischer Medikation
symptomatische VHF-Episoden auftreten (la-Indikation). Weiterhin wird empfohlen, eine
Katheterablation bei Patienten mit paroxysmalem symptomatischem VHF auch als erste
rhythmuserhaltenden Intervention zu erwéagen (lla-Indikation), sofern es sich um junge
Patienten ohne strukturelle Herzerkrankung handelt, bei denen Komplikationen eher
unwahrscheinlich sind. Fur Patienten mit persistierendem VHF empfehlen die aktuellen
Leitlinien von 2016 eine Katheterablation dann zu erwéagen (lla Indikation), wenn mit
medikamentdser antiarrhythmischer Therapie keine ausreichende Symptomkontrolle
gelingt und ein entsprechender Patientenwunsch sowie eine Empfehlung eines ,VHF

Herz-Teams® vorliegt. Die Involvierung von VHF-Herzteams ist eine Neuerung der
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aktuellen Leitlinien. Bei komplexen Fallen soll ein solches Team, bestehend aus
konservativen  Kardiologen, interventionellen Elektrophysiologen sowie  ggf.
Herzchirurgen und Neurologen, hinzugezogen werden. Bei Patienten mit relevanten
strukturellen Herzerkrankungen bzw. Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion
sollte eine Ablation ebenfalls dann erwogen werden, wenn trotz Therapie mit
Antiarrhythmika  schwerwiegende  Symptome  bestehen, sowie wenn eine
Tachymyopathie vermutet wird (lla Indikation) [2]. Bei solchen Patienten sind
Katheterablationen komplexer und komplikationsreicher, allerdings ist eine dauerhafte
Therapie mit dem Amiodaron ebenfalls mit schwerwiegenden Nebenwirkungen
verbunden [3]. All diese Empfehlungen werden insofern eingeschrankt, dass sie
voraussetzen, dass die Ablation von einem erfahrenen Team in einem Zentrum mit
ausreichender Erfahrung durchgefihrt wird und dass eine vorsichtige und informierte

Patientenauswahl erfolgt [1] [3].

1.2.4 Rezidiv nach Pulmonalvenenisolation

Die oben geschilderten Ergebnisse der Pulmonalvenenisolation zeigen, dass ein
betrachtlicher Teil der ablatierten Patienten Rezidive erleiden: Abhangig davon, auf
welche Daten man sich stitzt, liegen die Rezidivraten nach einmaliger Katheterablation
zwischen 20 und 40% bei paroxysmalen VHF und zwischen 30 und 50% bei
persistierenden VHF [20]. Am hdchsten scheint das Rezidivrisiko zwischen sechs und
zwolf Monaten nach der Ablation zu sein [4]. Grundsatzlich, das zeigen die genannten
Erfolgsraten, haben Patienten mit persistierendem VHF ein héheres Risiko ein VHF-
Rezidiv zu erleiden. Dafir gibt es ein Reihe von Griinden: Zum einen haben Patienten
mit persistierendem VHF meist mehr und schwerere Grunderkrankungen, von denen
einige Pradiktoren fir die Entstehung von Rezidiven nach Ablation sind. So haben
Grunderkrankungen wie arterielle Hypertonie, Diabetes, Schlafapnoesyndrom,
Hypercholesterinamie, und Adipositas pradiktiven Wert far ein erhdhtes
Rezidivauftreten. Auch linksventrikulare Dysfunktion und gro3e Vorhofe (LAD >45mm),
haufig eine Folge kardialer Grunderkrankungen, machen Rezidive wahrscheinlicher [4,
22, 28]. Zum anderen haben Patienten mit persistierendem VHF haufig eine langere
VHF-Anamnese. Dies bedeutet, dass Remodelingprozesse, die im Rahmen der
Erkrankung auftreten und strukturelle und elektrophysiologische Verédnderungen
hervorrufen, weiter vorangeschritten sind (siehe 1.1.2). In der Folge sind ektope

erregungsbildende Foci diffuser Gber die Vorhofe verteilt. Sie werden maoglicherweise im
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Rahmen der Katheterintervention bewusst oder unbewusst nicht ablatiert und kénnen
spater Rezidive ausldsen [4]. Neben der nicht erfolgten Ablation von ektopen Triggern,
ist es vor allem aber die Regeneration von abladiertem Gewebe, die, unabhangig von
der Art des Vorhofflimmerns, vordergrindig fur die Entstehung von VHF-Rezidiven
verantwortlich ist. Zum einen wird angenommen, dass die Regeneration von autonomen
Nervenplexus im Vorhofantrum, die bei der PVI aufgrund ihrer anatomischen Lage
teilweise mitablatiert werden, eine Rolle spielt. Diesen vegetativen Nerven wird Einfluss
auf die Entstehung von VHF zugeschrieben, sie kdnnten also auch Rezidive auslosen
[4]. Der dominante Mechanismus der Rezidiventstehung ist allerdings die Regeneration
der elektrischen Leitfahigkeit im Bereich der zirkularen Ablationslinie um die
Pulmonalvenen: Bei einer Uberwaltigenden Mehrheit von Patienten mit VHF-Rezidiven
nach PVI wird eine Rekonnexion der Pulmonalvenen beobachtet: Neben anderen
Arbeitsgruppen konnten Ouyang et al zeigen, dass bei 62 von 64 Patienten (94%), die
aufgrund eines Rezidivs nach verifizierter kompletter Pulmonalvenenisolation einer
Reablation unterzogen wurden, intrainterventionell Licken in der vormals intakten
Narbenlinie nachgewiesen werden konnten, durch die elektrische Impulse aus den
Pulmonalvenen in den Vorhof fortgeleitet wurden [29]. Man kann unterscheiden
zwischen akuter Pulmonalvenenrekonnexion, die innerhalb von 90 Tagen auftritt und
spater Pulmonalvenenrekonnexion. Zu einer akuten Pulmonalvenenrekonnexion kommt
es, wenn es wahrend der PVI nicht gelang eine transmurale L&asion zu setzen [30]. Die
Mechanismen, die einer spaten Rekonnexion zugrunde liegen sind bislang ungeklart.
Es gibt allerdings Hinweise, dass inflammatorische Prozesse, von denen angenommen
wird, dass sie an der Pathophysiologie von VHF beteiligt sind [31], dabei eine Rolle
spielen. Letsas et a.l identifizierten die Erh6hung der weil3en Blutkérperchen tber 6280
mm? als unabhangigen Pradiktor fur ein erhohtes Rezidivauftreten [32]. Daneben gibt
es auch Hinweise, dass genetische Aspekte fir die Rezidiventstehung von Bedeutung
sind. Zwei Single Nukleotid Polymorphismen auf Chromosom 4q25 haben ebenfalls

pradiktiven Wert fir das Auftreten von Rezidiven nach Ablation [33].
1.3 Genetische Aspekte bei Vorhofflimmern

1.3.1 Uberblick
Genetische Aspekte von Erkrankungen sind in den letzten Jahren tberall in der Medizin
verstarkt untersucht worden, so auch in der Rhythmologie. Etwa 15-36% der Patienten

mit VHF haben idiopathisches VHF (loneAF). Bei ihnen lasst sich keine fassbare

25



Einleitung

Ursache fir die Erkrankung feststellen und bei ca. 15% dieser Patienten besteht
anamnestisch eine familiare Haufung [34]. Darlber hinaus haben Kinder, die
mindestens ein Elternteil mit VHF haben, unabhangig von anderen bekannten
Risikofaktoren ein erhohtes Risiko, an VHF zu erkranken [35]. Daraus kann gefolgert
werden, dass genetische Faktoren an der Entstehung von Vorhofflimmern eine Rolle
spielen. Diese Folgerung wurde durch eine Reihe von Studien mit Familien mit
familiarem VHF belegt. Es wurden in solchen Familien mehrere nach den Mendel'schen
Regeln vererbte Gene identifiziert, deren Mutationen VHF auslésen. Beispielgene
hierfur sind das KCNQ1-Gen oder das KCNE2-Gen, die beide fir kardiale Kaliumkanéle
kodieren [34]. Daneben wurde eine Vielzahl an Genen identifiziert, deren Variationen
mit VHF assoziiert sind. Es wird davon ausgegangen, dass bis zu ein Drittel der VHF-
Patienten Trager einer genetischen Variation sind, die zu VHF préadisponiert [2]. Zu den
bisher identifizierten Genen gehdren solche, die fur lonenkanale, Strukturproteine,
Komponenten des Renin-Angiotensin-Systems, sowie Komponenten inflammatorischer
und antiinflammatorischer Signalwege, kodieren [36]. In Tabelle 6 werden
exemplarische einige Gene, deren Mutationen mit VHF zusammenhangen, dargestellt.

Tabelle 8: Beispiele fir Gene, deren Mutationen mit VHF assoziiert sind

Gen Funktion

ABCC?9 [37] Regulatorische Untereinheit SUR2A des
ATP-sensitiven Kaliumkanals Katp

KCNADS5 [38] a-Untereinheit des spannungs-abhangigen
Kaliumkanal Kv1.5

KCNES [39] MiRP43-Untereinheit des Kaliumkanals lks

SCNb5A [40] Spannungsabhéngiger kardialer
Natriumkanal

GJAS [41] Atriales Gap-Junction-Protein Connexin 40

NUP155 [42] Nukleoporin 155

NPPA [43] Atriales Natriuretisches Peptid

ACE [44] Angiotensin-Converting-Enzym

IL6R [45] Interleukin-6-Rezeptor (nur in weil3er
Population)

Die exakten Pathomechanismen, die durch die einzelnen Mutationen ausgeltst werden,
mussen genauer erforscht werden. Grundséatzlich kdnnen sie Uber Zunahme der
Funktion (Gain-of-Function-Mutation) oder Verminderung bzw. Verlust der Funktion
(Loss-of-function-Mutation) des Genprodukts vermittelt werden [3]. Pathophysiologische

Korrelate sind, abhangig davon, ob es sich bei den verédnderten Zielstrukturen um
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lonenkandle, Strukturproteine oder Enzyme handelt, zellulare Hyperexzitabilitat,
Verlangerung oder Verkirzung von Aktionspotentialen und Refraktarzeiten, heterogene
atriale  Erregungsleitungs-geschwindigkeiten und hormonelle Modulation von
lonenkanéalen und atrialer Erregungszyklen [46]. Auch wenn die zugrundeliegenden
pathophysiologischen Prozesse nicht im Detail verstanden sind, ist klar, dass
genetische Aspekte eine wichtige Rolle bei VHF spielen und dass die Identifikation von
mit VHF assoziierten genetischen Mutationen bei der Klarung pathophysiologischer
Zusammenhange und der Suche nach neuen pharmakologischen Angriffspunkten
hilfreich sein konnte. Ferner ist die Detektion solcher Mutationen hilfreich bei der
Identifikation von Patientengruppen, die erhoéhtes Risiko haben an VHF zu erkranken
oder Komplikationen von VHF zu entwickeln [34]. Nicht nur das Auftreten von VHF
hangt mit genetischen Faktoren zusammen, sondern auch das Ansprechen auf
verschiedene Therapiestrategien. Es konnte gezeigt werden, dass Polymorphismen des
ACE-Gens mit unterschiedlichem Ansprechen auf antiarrhythmische Pharmakotherapie
verbunden sind [44]. Auch fur die interventionelle Therapie sind genetische Aspekte von
Bedeutung: Zwei Polymorphismen auf Chromosom 425 haben pradiktiven Wert fr
das Auftreten von Rezidiven nach Katheterablation [33]. Allerdings ist insgesamt, trotz
der Vielzahl an Arbeiten, die sich mit genetischen Aspekten bei VHF beschéftigen,
relativ wenig Gber den Zusammenhang genetischer Variationen mit dem Auftreten von
VHF-Rezidiven nach Katheterablation bekannt. Diesbeziiglich ist weitere Forschung
notig und weitere Gene, die eine Rolle beim Rezidivauftreten nach Ablation spielen,

sollten identifiziert werden.

1.3.2 Epoxyeicosatriensauren und ihr Einfluss auf das Herz-Kreislauf-System

Epoxyeicosatriensauren (EETs) sind Epoxide, die durch Cytochrom-P450-
Epoxygenasen aus Arachidonsauren gebildet, und durch das Enzym I6sliche
Epoxidhydrolase (sEH) in ihre korrespondierenden Diole abgebaut werden. Sie stellen
die Hauptmetabolie des neben dem  Cyclooxygenase- (COX) und
Lipoxygenasesignalwegs (LOX) dritten grol3en Stoffwechselwegs des
Arachidonsauremetabolismus dar (vgl. Abbildung 8) [47]. Es sind vier Regioisomere
bekannt: 5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-EET und 14,15-EET, die in unterschiedlicher
Auspragung kardioprotektiv. wirksam sind und eine Reihe von kardiovaskularen

Erkrankungen positiv beeinflussen [48].
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Abbildung 8: Signalwege des Arachidonséure-Metabolismus nach Seubert et al. [49].

In den Gefallen wirken EETs als endothelabhangige Hyperpolarisationsfaktoren
(endothelium-derived hyperpolarisation factors, EDHFs): Durch Aktivierung der
calciumabhangigen Kaliumkanale BKca rufen sie eine Hyperpolarisation und damit
Relaxation glatter Muskelzellen hervor, was letztlich zu einer Vasodilatation fuhrt [50].
Die Gabe von sEHI (soluble Epoxide Hydrolase Inhibitors), die eine medikamentdse
Hemmung des enzymatischen Abbaus von EETs bewirken, fuhrt daher zu
Vasodilatation und hat somit antihypertensive Wirkung [51]. Dieser vasodilatatorische
Effekt von EETs findet sich auch in humanen Koronararterien, in denen die
beschriebenen CYP-Enzyme, die EETs herstellen, und 8,9-, 11,12- und 14,15-EETs in
hoher Konzentration nachgewiesen werden konnten [52]. Weiterhin haben EETs eine
potente antiinflammatorische Wirkung. Sie verhindern (dber Hemmung des
Transkriptionsfaktors NF-kB die Expression des vaskularen Zelladhasionsmolekuls
VCAM-1 (vascular cell adhesion moelcule 1), mit dessen Hilfe Leukozyten an die
Gefallwand andocken und behindern so das Eindringen von Leukozyten in entztindetes
Gewebe [53]. Unter pharmakologischer Inhibition des enzymatischen Abbaus von EETs
zeigte sich im Tiermodell zudem eine Verringerung der Plasmaspiegel der
inflammatorischen Zytokine TNFa und IL-12 sowie das Chemokins MCP-1 [54]. lhre
antiinflammatorische Kapazitat spielt vermutlich auch bei einem weiteren positiven
Effekt von EETs eine Rolle: Der gunstigen Wirkung auf Arteriosklerose. An Knock-out-

Mausen konnte gezeigt werden, dass die Inhibition des Abbaus von EETs zu einer
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signifikant verringerten Bildung atherosklerotischer Lasionen fihrt [55]. Der durch EETs
gehemmte Transkriptionsfaktor NF-kB spielt nicht nur eine Rolle bei Inflammation,
sondern auch bei Apoptose und Zellproliferation — drei Mechanismen, die bei kardialem
Remodeling von Bedeutung sind [56]. Ein weiterer wesentlicher Vorgang des kardialen
Remodelings, das infolge verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen auftritt und
auch in der Pathophysiologie von VHF eine wichtige Rolle spielt, ist Fibrosierung. Dabei
kommt es zur Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten und in der Folge zu
Einlagerung von kollagenem Bindegewebe [3]. Gegen diesen Prozess uben EETs
protektive Effekte aus. So zeigte sich unter sEH-Inhibition sowohl in einem
Hypertrophie-Modell als auch in einem Ischamiemodell eine signifikant verminderte
Fibrosierung [54]. Daruber hinaus verbessern erhéhte EET-Spiegel die
Ischamietoleranz: An isolierten M&useherzen konnte gezeigt werden, dass Inhibition
des EET-Abbaus zu verminderter Infarzierung wahrend Ischamie und einer besseren
postischamischen  linksventrikularen  Funktion  fahrt  [57]. Auch auf die
Erregungsausbreitung im Herzen Uben EETs weitreichende Effekte aus.
Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass EETs von Kardiomyozyten
aufgenommen und durch Beeinflussung von lonenkanalen die kardiale
Elektrophysiologie modulieren [58]: Sie hemmen die spannungsabhangigen
Natriumkanéle, aktivieren die ATP-abhéngigen Kaliumkanale Kare und steigern den
Calciumstrom durch die L-Typ-Calciumkanale [58-60]. Weiterhin konnte an transgenen
Mausen gezeigt werden, dass EETs cAMP-abhangig die Aktionspotentiale von

Kardiomyozyten verkirzen [61].

Aufgrund der weitreichenden kardialen Wirkungen von EETS, insbesondere der
Beeinflussung des kardialen Remodelings, der Modulation kardialer lonenkanéle und
der Verkirzung der Aktionspotentialdauer von Kardiomyozyten, erscheint es
wahrscheinlich, dass EETs in der Pathophysiologie von VHF eine Rolle spielen.

1.3.3 Die l6sliche Epoxidhydrolase und SNPs des EPHX2-Gens

Das EPHX2-Gen, welches die l6sliche Epoxidhydrolase, das Enzym, das EETs
metabolisiert, kodiert, liegt in der chromosomalen Region 8 p21-12. Es weist eine Lange
von etwa 45 Kilobasen (kb) auf, verfugt tiber neunzehn Exons mit einer LaAnge von 27

bis 265 Basenpaaren (bp) und kodiert fur 555 Aminosauren [50]. Ein grol3er Teil der
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unter 1.3.2 beschrieben Effekte von EETs auf die Physiologie des Herz-
Kreislaufsystems wurde in Studien gezeigt, in denen der enzymatische Abbau von
EETs inhibiert wurde. Dies erfolgte durch gezieltes Ausschalten des EPHX2-Gens.
Daraus folgt, dass die beschriebenen Effekte von EETs eng mit einem Funktionsverlust
oder einer Funktionsminderung des Genprodukts des EPHX2-Gens zusammenhangen.
Da auch Mutationen in einem Gen zur Beeinflussung der Funktion des Genprodukts
fuhren koénnen, ist es naheliegend, dass Mutationen des EPHX2-Gens mit
Herzkreislauferkrankungen zusammenhangen. Tatsachlich konnte gezeigt werden,
dass genetische Variationen des EPHX2-Gens eine Rolle bei Herzkreislauf-
erkrankungen spielen. Sie sind assoziiert mit verandertem Schlaganfall-outcome,
koronarer Herzkrankheit und Herzinsuffizienz [62] [63] [64]. Aufgrund dieses Einflusses
auf kardiovaskulare Erkrankungen und der wichtigen Rolle, die EETs in der
Pathophysiologie des Herzkreislaufsystems spielen, erscheint es mdglich, dass
genetische Variationen des EPHX2-Gens auch eine Rolle bei Vorhofflimmern spielen.
Insbesondere Variationen, die mit einer veranderten Aktivitat des Enzyms l6sliche
Epoxidhydrolase (sEH) in vivo und verédnderten EET-Spiegeln einhergehen, kdnnten
Einfluss auf VHF ausuben. Przybyla-Zawislak et al. identifizierten sechs Single
Nukleotid Polymorphismen (SNPs) des EPHX2-Gens, die die Aminosduresequenz des
Enzyms so verandern, dass sie in vivo eine veranderte Enzymaktivitat bedingen [65].
Die beiden h&aufigsten SNPs, die zu einer verdnderten Enzymaktivitat fihren, sind die

Polymorphismen K55R und R287Q, die im Folgenden genauer dargestellt werden.

Der SNP K55R lag in dem von Przybyla-Zawislak et al. untersuchten Kollektiv bei 17%
der Patienten vor. Er betrifft die Base Adenin, die sich auf Exon 2 an Position 10610 der
Basensequenz befindet (Sequenz siehe Anhang). Liegt der Polymorphismus vor, so
befindet sich an dieser Position statt der Base Adenin die Base Guanin. In der Folge
kommt es zu einem Austausch der kodierten Aminoséure von Lysin zu Arginin (siehe
Tabelle 13). Dadurch kommt es in vivo zu einer erhdhten Aktivitat des Enzyms sEH
[65]. Lee et al. zeigten, dass der SNP K55R mit einem erhdhten Risiko assoziiert ist, an
koronarer Herzkrankheit zu erkranken [63], was angesichts der positiven Effekte von
EETs bei koronarer Herzkrankheit (vgl. 1.3.2) konsistent erscheint. Allerdings muss
angeflgt werden, dass eine andere Studie dieses Resultat nicht bestatigen konnte [66].

Eine weitere Studie kam zu dem Ergebnis, dass der Polymorphismus mit arterieller
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Hypertonie und erhéhtem Schlaganfallrisiko assoziiert ist [67], was insbesondere

angesichts der antihypertensiven Effekte von EETs plausibel ware.

Der SNP Q287R wurde von Przybyla-Zawislak mit einer Haufigkeit von 14%
angegeben. Er liegt auf Exon 8 und betrifft die Base Guanin an Position 26170. Diese
wird, wenn der Polymorphismus vorliegt, durch Adenin ersetzt, was wiederum einen
Aminosaureaustausch von Arginin zu Glutamin zur Folge hat (siehe Tabelle 14). In der
Folge kommt es, am ehesten durch den Wegfall nicht-kovalenter Bindungen, zu einer
verminderten Aktivitdit des Enzyms sSEH in vitro und damit wohl zu erhdhten EET-
Spiegeln [65]. Aufgrund der dargestellten grof3tenteils positiven Effekte von EETs auf
kardiovaskulare Erkrankungen ist es eher Uberraschend, das der SNP R287Q mit
einem erhdhten KHK-Risiko, einer verstarkten Kalzifizierung der Koronararterien und
einem erhohten Schlaganfallrisiko assoziiert zu sein scheint [68]. Jedoch wurde
hinsichtlich Schlaganfallrisiko auch eine Assoziation mit vermindertem Risiko
beschrieben [69]. Ebenfalls wurde eine Assoziation des Polymorphismus R287Q mit

einer verbesserten kardialen Ischamietoleranz beschrieben [70].

1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Vorhofflimmern ist die haufigste anhaltende Herzrhythmusstérung des Menschen und
es muss davon ausgegangen werden, dass die Pravalenz in den nachsten Jahren und
Jahrzehnten weiter zunehmen wird [1]. Insbesondere mit der Entwicklung der
Katheterablation zu einer weltweit angewandten Standarttherapie, konnte eine
Verbesserung in der Behandlung von Vorhoffimmern erreicht werden. Trotz der
Uberwiegend positiven Resultate dieser interventionellen Therapie ist ein langfristiger
Erhalt des Sinusrhythmus nach Ablation hochkomplex und es besteht weiterhin eine
Reihe offener Fragen, insbesondere hinsichtlich  Patientenauswahl und
Ablationsstrategie [4]. Um diese Fragen klaren zu kdnnen, ist ein noch weitreichenderes
Verstandnis der pathophysiologischen Mechanismen, die der Entstehung und
Aufrechterhaltung von VHF sowie der Entstehung von VHF-Rezidiven nach
interventioneller Therapie zugrunde liegen, notwendig. Bei der Klarung dieser Fragen
wurden in den letzten Jahren auch genetische Aspekte verstarkt berlcksichtigt.
Genetische Erkenntnisse ermdglichen zum einen Schliisse auf pathophysiologische

Vorgange und liefern neue Ansatzpunkte fur weitergehende Forschung. Zum anderen
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bieten sie die Mdglichkeit zukinftig im Zuge einer zunehmend individualisierten
Medizin, Therapieentscheidungen auf der Basis individueller genetischer
Voraussetzungen zu treffen. Epoxyeicosatriensauren spielen eine wichtige Rolle in der
Pathophysiologie verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen und genetische
Variationen des Gens der l6sliche Epoxidhydrolase, des Enzyms, das EETs
metabolisiert, sind ebenfalls mit verschiedenen Herzkreislauferkrankungen assoziiert
[47] [68]. Ziel dieser Arbeit ist es, herauszufinden, ob die Single Nukleotid
Polymorphismen K55R und R287Q mit dem Auftreten von VHF bzw. mit einem
veranderten Krankheitsverlauf von VHF assoziiert sind und ob die beiden SNPs mit

einem verdnderten Ansprechen auf die Katheterablation assoziiert sind.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

In dieser Arbeit wurden 218 kaukasische Patienten mit Vorhofflimmern untersucht. Bei
allen Patienten wurde Vorhofflimmern nach geltenden klinischen Kriterien (siehe 1.1.3)
diagnostiziert und eine ausfihrliche Anamnese hinsichtlich der Krankheitsgeschichte
durchgeftihrt. Weiterhin wurden Klinische und echokardiographische Parameter (siehe
Tabelle 23) erhoben. Zusatzlich wurde ein Kollektiv aus 268 ethnisch gematchten
Kontrollen ohne Vorhoffimmern oder andere Herzrhythmusstérungen untersucht. Alle
eingeschlossenen Patienten gaben nach miundlicher und schriftlicher Aufklarung ihr
schriftliches Einverstandnis. Die Studie wurde im Einklang mit der Erklarung von

Helsinki durchgefuhrt und durch die Ethikkommission der Charité genehmigt.

2.2 Material

2.2.1 Gerate

ABI Prism 3100-Avant Genetic Analyzer
CARTO Mapping System

CoolPath Ablationskatheter 4mm

Digital Graphic PrinterUP-D895
Dri-Block DB2A

EnSite Mapping System
Flachbettgelkammer

Gelkammer Horizon 58

Generator 70 RF

Inquiry Mapping Katheter
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Hersteller

Applied Biosystems
Biosense Webster

St. Jude Medical

Sony

Techne, Thermo-Dux

St. Jude Medical

ABgene

Gibco BRL
Stockert/Biosense Webster

St. Jude Medical
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LASSO Mapping Katheter
MultiScreen Column Loader & Scraper

Netzteil Power Pack P25

Magnetruhrer RCT basic

Mikrowelle

Peltier Thermal Cycler PTC-100

Peltier Thermal Cycler PTC-200 Gradient
Peltier Thermal Cycler PTC-225 Gradient
Pipetten (ul) — 10; 20; 100; 200; 1000
Picofuge

ThermoCool Ablationskatheter 3,5mm
Thermocycler Professional 1000
Thermocycler Professional Gradient1000
UV-Lampe Bio Doc Analyze

Waage 510-37

Vortex Reax 2000

Zentrifuge Rotanta 460 R

2.2.2 Computerprogramme

OLIGO 4.0
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Biosense Webster
Millipore

Biometra

IKA Labortechnik
Severin
MJ-Research, Biozym
MJ-Research, Biozym
MJ-Research, Biozym
Eppendorf
Stratagene

Biosense Webster
Biometra

Biometra

Biometra

Kern

Heidolph

Hettich

Hersteller

Molecular Biology

Insights
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Sequencher 4.10.1 Gene Codes

Corporation

2.2.3 Verbrauchsmaterialien

AB gene® PCR Plates

96-Well Reaction Plate MicroAmpTM
96-Well Assay SystemMultiScreen®
Cellophanfolie

Einfuhrhilfe fur Sephadex

Hersteller

Thermo Scientific

Applied Biosystems

Millipore

Folia/Festa

GE Healthcare

Erlenmeyerkolben Carl Zeiss
Handschuhe Prima Profi; Verde Séanger
Handschuhe Rotiprotect Nitril Roth
Iso Freeze Rack 90 Roth
Messzylinder (50ml, 250ml) Carl Zeiss
Paket-Klebeband Tesa
Parafilm Roth
Multiply puStrip 0,2ml Kette Sarstedt
Multiply 8er Deckelkette flach Sarstedt
Pipettenspitzen Biosphere
Reaktionsgefalie (ml) 2; 1,5; 0,6 Biozym
2.2.4 Chemikalien

Hersteller
Agarose Standard Roth
Borsaure Roth
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Bromphenolblau

EDTA

Ethidiumbromid
GelGreen

Glycerin

HI-DI Formamid
HPLC-Wasser Rotisolv
Salzsaure
SephadexTM G-50 Superfine
Tris (base)
Xylencyanol

2.2.5 Enzyme

Exonuklease |

FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase

Tag DNA Polymerase

2.2.6 Nukleotide

DNA-Primerpaare?!
dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

2.2.7 Molekulargewichtsmarker

DNA Molekulargewichtsmarker Typ VI
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Pierce

Pierce

Roth

Biotium

Serva

Merck

Roth

Merck

GE Healthcare

Roth

Pierce

Hersteller
BioLabs
Fermentas

Roche

Hersteller
BioTez

Epicentre

Hersteller

Fermentas
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2.2.8 Kits

Hersteller
PCR-Kit Stratec
10x PCR-Probenpuffer (100mM Tris-HCL, pH 8,3; 500mM KCL)
MgCl2 25mM
Tag-DNA-Polymerase (5U/pl)
BigDye Terminator-Kit v 1.1 ABI-Prism
BigDye Ready Reaction Mix

5x Sequenzierungspuffer

2.3 Methoden

2.3.1 Durchfuhrung der Katheterablation

Bei allen 218 Patienten des VHF-Kollektivs wurde durch einen arztlichen Mitarbeiter der
Klinik for Innere Medizin mit Schwerpunkt Kardiologie, Charité Campus Virchow
Klinikum, eine Pulmonalvenenisolation durchgefuhrt. Es kam dabei das fur diese
Intervention ubliche Standardprocedere der Klink zur Anwendung [71]. Der Eingriff
wurde unter tiefer Sedierung mit Midazolam und Propofol nach mindestens
achtstindiger Nahrungskarenz und nach Ausschluss von Vorhofthromben durch
transbsophageale Echokardiographie durchgefuhrt. Periinterventionell wurde die
gegebenenfalls bestehende orale Antikoagulation unter Bridging mit dem
niedermolekularen Heparin Nadroparin pausiert. Intrainterventionell erfolgte eine
Antikoagulation mit unfraktioniertem Heparin, wobei fur die aktivierte Koagulationszeit
(Activated-Clotting-Time, ACT) ein Zielwert zwischen 300 und 350 Sekunden
angestrebt wurde. Die ACT wurde in 30-minitigen Abstanden gemessen. Uber
bilaterale femoralvenése Zugange und unter Durchleuchtung ausgefihrter transseptaler
Punktion wurden ein Ablationskatheter (ThermoCool, Biosense Webster oder CoolPath,

St. Jude Medical) und ein Mapping Katheter (LASSO, Biosense Webster oder Inquiry,
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St. Jude Medical) in den linken Vorhof eingefuhrt. Der linke Vorhof wurde in Adenosin-
oder high rate pacing- induzierter Asystolie angiographisch und mit Hilfe eines
elektroanatomischen 3D-Mapping-Systems (CARTO, Biosense Webster oder EnSite,
St. Jude Medical) dargestellt. Dann erfolgte die zirkumferentielle Ablation der
Pulmonalvenen (siehe Abb. 8) mittels Radiofrequenzenergie wobei die Ablationslinie mit
einem Sicherheitsabstand von bis zu einem Zentimeter Entfernung von der Mindung
der Pulmonalvenen in den linken Vorhof gesetzt wurde. Endpunkt war die vollstandige
elektrische Isolation der Pulmonalvenen, was durch Nachweis des bidirektionalen
Blocks mit Mapping- und Ablationskatheter verifiziert wurde. Der verwendete Generator
70 RF (Stockert/Biosense Webster), erzeugte eine Leistung von 35 Watt, die maximale
Temperatur betrug 43°C. Es wurde stets eine Temperatursonde im Osophagus
platziert.

2.3.2 Follow-up

Die ablatierten Patienten wurden im Abstand von drei, zwoIf und 24 Monaten nach der
Katheterablation zu Kontrollterminen einbestellt, bei denen sie mittels Anamnese, 12-
Kanal-EKG und 7-Tage-Langzeit-EKG hinsichtlich des Auftretens eines VHF Rezidiv
untersucht wurden. Zudem wurden die Patienten angehalten, sich bei jedem Auftreten
von Symptomen, die in Zusammenhang mit einem VHF Rezidiv stehen kodnnten,
aulBerplanmaRig vorzustellen. Als Rezidiv gewertet wurden im EKG aufgezeichnete
Episoden von VHF lber 30 Sekunden, wobei VHF-Episoden innerhalb der sogenannten
,Blanking Period“ von drei Monaten nach dem Eingriff nicht als Rezidiv gewertet
wurden. Innerhalb dieses Zeitraums kommt es im Rahmen von Heilungsprozessen
nach der Ablation haufig zu VHF-Fruhrezidiven, die in der Folge nicht weiter auftreten
[4]. Die vorbestehende antiarrhythmische Medikation wurde innerhalb der ersten drei
Monate weiter verordnet und dann abgesetzt. Kam es zu einem symptomatischen VHF-
Rezidiv, oder einem Rezidiv, dass langer als 48 Stunden anhielt, wurde eine elektrische
Kardioversion durchgefihrt und die Entscheidung Uber die weitere medikamentdse

Therapie dem behandelnden Arzt Uberlassen.
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2.3.3 Genetische Analysen

Anmerkung

Die fur die genetischen Analysen notwendigen Versuche wurden in den Raumlichkeiten
des Kardiogenetischen Labors im Experimental and Clinical Research Center am
Charité Campus Buch durchgefihrt. Fur die Herstellung der Reaktionsansatze wurden,
falls nicht anders angegeben, die Herstellerempfehlungen angewendet. Alle
Reagenzien wurden bei — 20°C aufbewahrt und vor Gebrauch im Warmebad aufgetaut
und gevortext. Eine Ausnahme bildeten die Enzyme Taq Polymerase, Exonuklease |
und Shrimp Alkaline Phosphatase, die im gekihlten Zustand in die Ansatze pipettiert
und nicht gevortext wurden. Es wurde bei allen Schritten HPLC-Wasser verwendet. Als
Reaktionsbehaltnisse dienten, sofern nicht anders angegeben, 8er-Multiply pStrips mit
einem Volumen von 0,2ml. Diese standen wéahrend des Pipettierens der Ansatze stets
in Eisblécken und wurden danach gut verschlossen, gevortext und zentrifugiert. Sofern
nicht anders angegeben, wurden 95 Proben gleichzeitig untersucht. Eine
Negativkontrolle, die keine DNA enthielt, wurde bei allen Schritten stets mitgefuhrt.

2.3.3.1 DNA-Isolation

Die DNA-Extraktion wurde durch einen Mitarbeiter des Kardiogenetischen Labors mit
Hilfe des Extraktionsroboters Autopure LS von Quiagen durchgefuhrt und lag ge-
brauchsfertig in einer Konzentration von 25 (ng/ul) im Gefrierschrank bei - 20 °C vor.
Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese bestimmit,
woflur 3%ige Agarosegele verwendet wurden.

2.3.3.2 Primerdesign

Primer sind Oligonukleotide, die von der DNA-Polymerase benétigt werden, damit diese
sich an den zu vervielféaltigenden DNA Einzelstrang anlagern kann. lhre Basensequenz
ist komplementar zum DNA-Einzelstrang und sie bilden das Anfangsstiick der Kopie,
das durch die Polymerase verlangert wird. Die Verlangerung kommt dabei zustande
durch Anlagerung von Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTP), die untereinander durch
Ausbildung einer Phosphodiesterbildung verknupft werden. Um einen Genabschnitt zu
vervielfaltigen werden ein Forward-Primer, der in 5-3° Richtung verlangert wird, und ein
Reverse-Primer, der in 3'-5' Richtung verlangert wird, bendtigt [72]. Die Primer fir Exon
2 und Exon 8, die beiden Genabschnitte, auf denen sich die zu untersuchenden
Polymorphismen K55R und R287Q befinden, wurden mit Hilfe des
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Computerprogramms OLIGO 4.0 designt. Die hierfiir benétigten DNA-Sequenzen (siehe
Anhang) des jeweiligen Genabschnitts wurden der Ensembl Datenbank
(http://www.ensembl.org) [73] entnommen. Die Sequenzen und wichtige Eigenschaften
der designten Primer kdnnen Tabelle 18 im Ergebnisteil entnommen werden. Bei ihrem
Design wurde darauf geachtet, dass die Primer etwa eine Lange von 18 bis 24
Basenpaaren aufweisen, dass die Schmelztemperaturen von Forward- und Reverse-
Primer moglichst nahe beieinander liegen und dass die Primer, sofern mdglich, einen
CG-Gehalt im Bereich von 50 Prozent aufweisen. Die Fragmentlange des zu
replizierenden DNA-Abschnitts, der durch die Bindungsstellen der beiden Primer
begrenzt wird, sollte 300 Basenpaare nicht Uberschreiten [74]. Die Synthese der

designten Primer wurde durch die Firma BioTeZ, Berlin durchgefuhrt.

2.3.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Im Rahmen der Polymerase-Kettenreaktion werden DNA-Fragmente exponentiell
vervielfaltigt. Diese Vervielfaltigung kommt durch etwa vierzigfache Wiederholung der
Schritte Denaturierung, Primeranlagerung und Primerelongation zustande (siehe
Abbildung 9). Zunachst wird der DNA-Doppelstrang bei 94 °C denaturiert, so dass
Einzelstrange vorliegen, welche im folgenden Vervielfaltigungsprozess als Vorlage
(Matrize) dienen. Die Primer lagern sich bei ihrer spezifischen Annealingtemperatur an
ihre spezifische Bindungsstelle am Einzelstrang an und werden dann bei 72 °C durch
Anlagerung von Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) komplementar zum Matrizen-
strang verlangert. Auf diese Weise kann ein zu analysierendes DNA-Fragment
quantitativ vermehrt werden, so dass es in ausreichend grol3er Menge fir weitere

Analysen vorliegt [75].
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Abbildung 9: Ablauf der Polymerasekettenreaktion[76]; Erklarung siehe Text.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein PCR-Kit der Firma Stratec verwendet.
Mastermix-Ansatz (siehe Tabelle 9) wurde nach dem vorgegebenen Protokoll der
Herstellerfirma pipettiert und enthielt neben 10 x NHas-Pufferlésung und MgClz -Lésung
das spezifische Primerpaar in Verdinnung 1:10, sowie eine thermostabile Taqg DNA-
Polymerase. Weiterhin wurde dem Mastermix-Ansatz als Substrat ein dNTP-Mix der
Firma Epicenter Biotechnologies zugegeben, welcher zu gleichen Teilen 2"-Desoxy-
adenosin-5"-triphosphat (dATP), 2"-Desoxythymidin-5"-triphosphat (dTTP), 2"-Desoxy-

guanosin-5’-triphosphat (dGTP) und 2 -Desoxycytosin-5"-triphosphat (dCTP) enthielt.

Tabelle 9: Ansatz fiir PCR - Mastermix

Komponente Konzentration Volumen pro Probe (ul)
H20 - 17,4

NH4 Reaktionspuffer 10x 2,5

MgCl2 50 mmol/Il 15

Forward-Primer 5pmol/pl 1

Reverse-Primer 5pmol/ul 1

dNTP-Mix 20/ul 0,3

Tag DNA-Polymerase 5U/ul 0,3

Genomische DNA 25 ng/ul 1
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Es wurden stets 24ul Mastermix und 1yl genomische DNA in ein Reaktionsbehéltnis
pipettiert. Eine Negativkontrolle wurde immer mitgeftihrt. Die PCR-Reaktion lief in einem
der unter Gerate angegebenen Thermocylcer ab. Dieser wurde so programmiert, dass
er fur den Annealingschritt genau auf die spezifische Annealing-temperatur der
jeweiligen Primer heizte. Der genaue Ablauf der PCR inklusive der jeweiligen
Temperaturen, Dauer und Anzahl der Wiederholungen kann Tabelle 10 entnommen

werden.

Tabelle 10: Ablauf der PCR. Ta=Spezifische Annealing-Temperatur des Primers (siehe unter PCR-
Optimierung im Ergebnisteil)

Schritt Temperatur (°C) Dauer (min)
1. Initiale Denaturierung 94 10:00
2. Denaturierung 94 0:30
3. Primer-Annealing Ta 0:30
4. Primerextension 72 1:30
39 x Wiederholung der Schritte 2 - 4
5. Abschliel3ende Primerextension 72 5:00
6. Kuhlung 4 0

Zur Bestimmung der idealen Annealingtemperatur (Ta) der jeweiligen Primer wurde ein
Gradingpogramm des Thermocyclers genutzt. Dabei wurde eine PCR mit zwolIf Proben
durchgefthrt, bei der im dritten Schritt, wadhrend dem die Primeranlagerung stattfindet,
zwolf verschiedene Annealingtemperaturen hergestellt wurden (siehe Tabelle 11).
AnschlieBend  wurde mittels  Gelektrophorese Uberpruft, bei  welcher
Annealingtemperatur die PCR am besten ablief (siehe unter PCR-Optimierung im
Ergebnisteil). Weiterhin wurde mit Hilfe des Gradingprogramms die ideale Zyklenzahl

bestimmt.

Tabelle 11: Gradingprogramm zur Bestimmung der optimalen Annealingtemperatur. An den Positionen 1-12
wird in Schritt 3 (Primeranlagerung, vgl. Tabelle 10) jeweils die angegebene Temperatur hergestellt.

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (11 |12

Temperatur | 50, | 50, |51, |53, |55, [58, |61, |64, |66, (68, |69, |70,
°C) 0 5 7 2 5 4 8 6 8 4 6 0
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2.3.3.4 Gelelektrophorese

Mittels Gelelektrophorese wurde nach Beendigung der PCR Uberprift, ob das richtige
DNA-Fragment exklusiv und in ausreichender Menge amplifiziert wurde. Die dafur
bendtigten Gele wurden nach Laborstandart mit 3%iger Agarose, 1 x TBE-Puffer (Im
Verhaltnis 1:5 verdunnter 5 x TBE-Puffer, siehe Tab. 12) und dem Fluoreszenzfarbstoff

Ethidiumbromid hergestellt und enthielten einzelne Taschen fir jede Probe.

Tabelle 12: Inhaltsstoffe eines 3% Agarosegels. Agarose und 1xTBE-Puffer wurden vermischt und
aufgekocht, dann wurde Ethidiumbromid zugegeben. Die Polymerisationszeit betrug 60 min.

Bestandteile Menge
Agarose 39
1 x TBE-Puffer 100 mi
Ethidiumbromid 5ul

Tabelle 13: Inhaltsstoffe des 5xTBE-Puffers

Bestandteile Menge
H20 1000 ml
TRIS 54 g
Borsaure 0,5 mol/l 27,59
EDTA-L6sung 20 ml

Tabelle 14: Inhaltsstoffe des Auftragspuffers

Inhaltsstoffe Menge
Glycerin 3 ml
H20 7 ml
Bromphenolblau 0,025 ¢
Xylencyanol 0,025¢g

In diese Taschen wurden jeweils 2 pl PCR-Produkt und 2 pl Auftragspuffer (siehe
Tabelle 14) pipettiert. In je eine Tasche wurden Negativkontrolle und ein
Molekulargewichtsmarker der Firma Fermentas (Abb. 10) gegeben. Dieser enthalt ein

durch die Herstellerangaben bekanntes Gemisch aus DNA-Fragmenten
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unterschiedlicher Grof3e. Die Gele wurden in eine Gelkammer gelegt, die auRerdem mit
1 x TBE Laufpuffer befillt wurde und dann fir 45 min an ein Netzgerat angeschlossen
wurde, das eine Spannung von 80V erzeugte. Im elektrischen Feld wandern DNA-
Fragmente von der Kathode zur Anode, wobei die Distanz, die sie dabei zurlcklegen
von lhrer GroRe abhangig ist. GrolRere Fragmente wandern weiter als Kleinere. Durch
Einlagerung von Ethidiumbromid zwischen die Basen der DNA-Molekile werden diese
unter UV-Licht in Form von hellen Banden sichtbar [77]. Durch Vergleich der Banden
der PCR-Produkte mit den normierten, durch die Herstellerangaben bekannten Banden
des Molekulargewichtsmarkers, konnte tberprift werden, ob in der PCR das richtige

DNA-Fragment amplifiziert wurde.

1000
/900
~_ 800

- 700

600

500

400

Abbildung 10: Beispiel eines Molekulargewichtsmarkers. Jede Bande steht fir ein DNA-Fragment. Die Zahlen
100 - 1000 bezeichnen deren GréR3e in Basen-paaren (bp) [78].

Weiterhin wurde darauf geachtet, dass pro PCR-Produkt nur eine Bande entstand. Bei
einer weiteren Bande muss davon ausgegangen werden, dass — bedingt durch
mangelnde Spezifitdit der Primer oder falsch gewahlte PCR-Bedingungen — ein
zusatzlicher DNA-Abschnitt amplifiziert wurde. In diesem Fall sind die PCR-Produkte fur
die weiteren Analysen nicht zu gebrauchen. Toleriert wurden lediglich sehr schwache
Banden im Bereich von unter 50 Basenpaaren, die durch Primerdimere entstehen
konnen. Bei der Negativkontrolle, die keine DNA enthielt, durfte keine Bande entstehen,

sonst musste von einer Verunreinigung ausgegangen werden.
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2.3.3.5 Sequenzierung

Das Cycle Sequencing erfolgte nach der Dye-Terminator-Methode, der die Ketten-
abbruchsreaktion nach Sanger zugrunde liegt [79]. Dabei werden die zu
sequenzierenden DNA-Fragmente durch eine DNA-Polymerase repliziert wie bei der
PCR. Im Unterschied zu dieser wird aber nur in eine Richtung repliziert, weshalb nur ein
Primer benétigt wird (Forward oder Reverse). Aul3erdem werden durch die Polymerase
bei der Primerelongation nicht nur dNTPs angebaut, sondern auch ddNTPs. Dabei
handelt es sich um fluoreszenzmarkiere Didesoxynucleotidtriphosphate, die am 3'-Ende
keine OH-Gruppe aufweisen, welche fur die Ausbildung einer Phosphodiesterbindung
mit dem nachsten Nukleotid nétig ist. Aus diesem Grund kann an ein ddNTP kein
weiteres Nukleotid angelagert werden und es kommt nach ihrem Einbau zum
Kettenabbruch. Da der Einbau der ddNTPs zuféllig erfolgt, ergibt sich auch die Position
des Kettenabbruchs zufallig. Am Ende der Cycle-Sequencing-Reaktion liegt eine
ausreichend grof3e Anzahl an DNA-Fragmenten unterschiedlicher Lange vor, so dass
jede einzelne Base der zu ermittelnden DNA-Sequenz mindestens einmal in
fluoreszenzmarkierter Form vorliegt. Durch die Markierung der Base mit
Fluoreszenzfarbstoff (,dye“) kann im automatisierten Sequenzierungsprozess anhand
der Wellenlange des reflektierten Lichts detektiert werden, um welche Base es sich
handelt (siehe Abbildung 11). Dazu werden die DNA-Fragmente durch den
Sequenzierautomaten, der Fragmentlange nach geordnet, elektrophoretisch aufgetrennt
und mittels Argon-Laser angeregt. Dann misst der Automat die Wellenlange der
emittierten Fluoreszenz der zuvor angeregten ddNTPS und wandelt sie in elektrische
Signale um. Diese kdnnen dann mit Hilfe der Software Sequencher TM in Form von
Chromatogrammen am Bildschirm dargestellt werden (siehe Abb. 13 und 14 im

Ergebnisteil).
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TCGTAACGCTAGTC
SEQUENCE

Abbildung 11: Verdeutlichung des Prinzips der Kettenabbruchs-reaktion [80]. Erklarung siehe Text.

Als Ausgangsprodukt fir die Sequenzierung dienten die mittels PCR amplifizierten
DNA-Fragmente. Diese wurden zunadchst enzymatisch aufgereinigt, um nicht
gebundene Primer und dNTPs zu entfernen. Hierflir wurden die Enzyme Exonuklease |
(20 U/ul) und Shrimp Alkaline Phosphatase (1 U/ul) verwendet (Mastermix-Ansatz siehe
Tabelle 15). Es wurden jeweils 3ul PCR-Produkt und 7 pl Mastermix in ein
Reaktionsbehéltnis pipettiert. Der Aufreinigungsprozess erfolgte im Thermocycler fur 30
Minuten bei 37 °C und 15 Minuten bei 85 °C.

Tabelle 15: Zusammensetzung des Mastermixes fir die Enzymatische Aufreinigung.

Komponente Volumen pro Probe (ul)
Exonuklease | 0,09
Shrimp Alkaline Phosphatase 0,32
H20 2,59

Die enzymatisch gereinigten PCR-Produkte wurden in Vorwartsrichtung sequenziert.
Dieser Schritt erfolgte ebenfalls in einem Thermocycler unter Verwendung eines
speziellen Sequenzierungsprogramms (siehe Tabelle 16). Es wurde ein BigDye-

Terminator Kit von ABI Prism verwendet. Der Mastermix-Ansatz (nach
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Herstellerangaben, siehe Tabelle 11) fir die Sequenzierung enthielt neben den DNA-
Fragmenten eine Sequenzierungs-pufferlésung, den Forward Primer, eine AmpliTaq
Polymerase, und als Substrate fur die Polymerase dNTPs sowie fluoreszenzmarkierte
ddNTPs. Es wurden jeweils 2 pl enzymatisch aufgereinigtes PCR-Produkt und 8 pl

Mastermix in ein Reaktionsbehaltnis pipettiert.

Tabelle 16: Ablauf des Sequenzierungsprogramms

Schritt Temperatur (°C) Dauer (min)
1. Initiale Denaturierung 96 1:00
2. Denaturierung 96 0:10
3. Primer-Annealing 50 0:30
4. Primerextension 60 4:00
25 x Wiederholung der Schritte 2 - 4
5. Kuhlung 4 0

Tabelle 17: Mastermix-Anstatz fur die Sequenzierung

Komponente Volumen pro Probe (ul)
Big Dye Ready Reaction Mix 0,5

5 x Sequenzierungspufferlésung 1,75

Forward-Primer 1

H20 4,75

2.3.3.6 Sephadex- Aufreinigung

Die Proben wurden nach dem Cycle Sequencing mit dem Sephadex-Verfahren
gereinigt [81]. Durch Passage durch eine Sephadexsaule kdnnen verschieden grol3e
Molekile einer Losung getrennt werden. Kleinere Molekile werden dabei durch
Ausbildung von Wechselwirkungen mit dem Dextran Sephadex zurtickgehalten,
grolRere Molekule passieren durch die Poren und werden bei der Zentrifugation aus der
Sephadex-Saule herausgelost. Auf diese Weise werden Primer und andere Molekiile
herausgefiltert, die zu analysierenden DNA-Fragmente liegen aufgereinigt zur

automatischen Analyse vor.
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Die Herstellung der Sephadexsaulen erfolgte in einer Millipore MultiScreen Filterplatte,
deren 96 Loécher mit Sephadex G-50 Superfine und jeweils 300 ul Wasser befullt
wurden. Nach Lagerung uUber Nacht bei 4 °C zum Quellen, wurde sie 5 Minuten bei
1000g zentrifugiert, wiederum mit 150 pl HPLCWasser pro Well beflllt und
anschlielend wieder fir 5 Minuten bei 1000g zentrifugiert. Durch diese Schritte wurde
in jedem der 96 Wells der Platte eine Sephadexsaule hergestellt. In diese wurden nun
je 95 zu analysierende Sequenzierungsprodukte und eine Negativkontrolle gegeben.
Dann erfolgte eine erneute Zentrifugation der Platten, wahrend derer die Proben durch
die Sephadexsaule in eine zuvor mit je 13 ul HiDi-Formamid pro Well befillte, darunter
liegende 96-Loch Platte bewegt wurden. Die in HiDi-Formamid gelésten Proben

konnten dann im Sequenzierautomaten analysiert werden.

2.3.3.7 Auswertung der Sequenzierung

Die Sequenzdaten wurden mit dem Sequenzierautomaten ABI Prism 3100-Avant
Genetic Analyzer von Applied Biosystems analysiert und mit Hilfe der Software
SequencherTM Version 4.1.2 (Gene Codes Corporation) am Computer ausgewertet.
Mit Hilfe dieses Programms kénnen die ermittelten Sequenzen der DNA-Fragmente in
Form von Chromatogrammen dargestellt und mit den der Ensembl Datenbank [73]
entnommenen Referenzsequenzen (siehe 6.4.) verglichen werden. Auf diese Weise
konnte festgestellt werden, ob an den fraglichen Positionen die Wildtypvariante oder die
Mutation K55R bzw. R287Q vorlag. Im Falle einer Mutation konnte unterschieden

werden, ob es sich um eine heterozygote oder homozygote Mutation handelte.

2.3.4 Statistische Auswertung

Die Haufigkeitsverteilung der jeweiligen genetischen Varianten Wildtyp, Heterozygote
Mutation und homozygote Mutation im VHF-Kollektiv und der Kontrollkohorte wurde
mittels Chi Square Test verglichen. Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen
Krankheitsmerkmalen und dem jeweiligen Genotyp zu ermitteln, wurden zur
Untersuchung des VHF-Kollektivs zunadchst drei Betrachtungsmodelle konzipiert: In
einem dominanten Modell wurde davon ausgegangen, dass die Mutation eines Allels
genugt, um Krankheitsmerkmale zu beeinflussen und homozygote Mutation und
heterozygote Mutation somit einen identischen Effekt ausiiben und zusammengefasst
betrachtet werden kdnnen. In einem rezessiven Modell wurde davon ausgegangen,
dass nur die homozygote Mutation Krankheitsmerkmale verdndern kann. Im additiven
Modell wurde von einer abgestuften Beeinflussung von Krankheitsmerkmalen bei
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heterozygoter Mutation im Vergleich zu homozygoter Mutation ausgegangen. Aufgrund
der letztlich zu geringen Zahl an Tragern der homozygoten Variante wurden die beiden
letzten Betrachtungsmodelle verworfen. Das VHF-Kollektiv wurde zur Klarung des
Zusammenhangs zwischen Genotyp und Krankheitsmerkmalen von Vorhofflimmern
mithilfe des dominanten Modells untersucht, bei dem vom einem identischen Effekt der
homozygoten und heterozygoten Variante ausgegangen wurde. Fur alle Daten wurde
ein Signifikanzniveau von p < 0,05 angenommen. Zur Untersuchung eines moglichen
Zusammenhangs zwischen Genotyp und Rezidivauftreten nach Katheterablation wurde
eine logistische Regressionsanalyse zur Ermittlung der Odds Ratio und des 95 %
Konfidenzintervalls durchgefihrt. In einer multivariablen Analyse wurden unabhangige
Pradiktoren fur ein VHF Rezidivauftreten ermittelt. Kontinuierliche Variablen wurden
hierfir mittels T-Test und diskontinuierliche Variablen mittels Chi-Square-Test

untersucht. Fur alle statistischen Analysen wurde die Software SPSS 20.0 verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Primer

Die zur Sequenzierung der Exons 2 und 8 notwendigen Primer wurden nach unter
2.3.3.2 geschilderten Gesichtspunkten mit Hilfe des Programms OLIGO 4.0 designt.
Ihre Sequenzen und wichtige Eigenschaften kénnen Tabelle 18 enthommen werden.
Die Primer wurden durch die Firma BioTez, Berlin, hergestellt und in einer
Konzentration von 50 pmol/ul geliefert.

Tabelle 18: Primer fir die Exons 2 und 8 des EPHX2-Gens; F = Forward, R = Reverse, Tm = Schmelz-
temperatur, bp = Basenpaare

Exon Sequenz (5° - 3°) Tm | CG-Gehalt | Fragmentlange
(°C) (%) (bp)
2F TGTTCCTGATGTTCTTTGTG 57,2 40,0 213
2R GGTGGGTGTTTTCTATTATG 56,5 40,0
8F TGGAGGGAAGGCAAAGAGG 61,7 61,1 296
8R GTAGGAGAGGGAAAGAGGTGAAG | 61,4 54,5
3.2 PCR

Bei dem zur Optimierung der PCR-Bedingungen durchgefiihrten Gradingprogramm (vgl.
Tabelle 11) wurden folgende Annealingtemperaturen ermittelt:

Primer fur Exon 2: Ta= 55,5 °C
Primer fur Exon 8: Ta= 62,0 °C
Eine Zyklenzahl von 40 erwies sich als optimal.

Unter diesen Bedingungen und mit den unter 2.2.4 angegeben Ansatzen konnten die
Exons 2 und 8 aller 218 Patienten des VHF-Kollektivs und aller 268 Kontrollpatienten
erfolgreich amplifiziert werden. Es wurde stets mittels Gelelektrophorese uberprift, ob
das richtige DNA-Fragment exklusiv und in ausreichender Menge vorlag (vgl. 2.3.3.3).
Exemplarisch ist in Abbildung 12 eine Gelektrophorese mit 47 Proben des Exons 2 zu

sehen.
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Abbildung 12: Exon 2: Gelelektrophorese nach PCR. Laufzeit 45 min. Es zeigen sich 47
sauber amplifizierte Proben. Im Bereich der Negativkontrolle (NK) ist keine Bande zu
sehen. M = Molekulargewichtsmarker Typ VIII.

3.3 Sequenzierung

Die Genabschnitte Exon 2 und Exon 8 des EPHX2-Gens aller 218 VHF-Patienten sowie
aller 268 Kontrollpatienten konnten erfolgreich sequenziert werden. Es wurden fir die
Sequenzierungen grundsatzlich Forward-Primer verwendet. In einigen Féllen war eine
erneute Sequenzierung nétig, weil die Sequenzdaten nach der ersten Sequenzierung
aufgrund von Verunreinigungen nicht lesbar waren. Die Auswertung der Sequenzdaten
erfolgte mit der Software Sequencher 4.10.1. Mit dieser wurde die Basensequenz der
sequenzierten Genabschnitte in Form von Chromatogrammen dargestellt und mit der
bekannten, aus der Ensembl Datenbank [73] entnommenen Referenzsequenz (siehe
6.4) verglichen. Es konnte auf diese Weise Uberpruft werden, ob die fraglichen SNPs
K55R bzw. R287Q vorlagen oder der jeweilige Wildtyp, und, falls einer der beiden SNPs
vorlag, ob es sich um die heterozygote oder homozygote Variante handelte. Der SNP
K55R Dbetrifft die Base Adenin, die sich auf Exon 2 an Position 10610 der
Basensequenz befindet. Liegt der Polymorphismus vor, so befindet sich an dieser
Position statt der Base Adenin die Base Guanin. In der Folge kommt es zu einem
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Austausch der kodierten Aminoséure von Lysin zu Arginin. Der SNP Q287R auf Exon 8
betrifft die Base Guanin an Position 26170. Diese wird, wenn der Polymorphismus
vorliegt, durch Adenin ersetzt, was wiederum einen Aminosaureaustausch von Arginin
zu Glutamin zur Folge hat. Die Polymorphismen kénnen in einer heterozygoten und
homozygoten Variante vorliegen. Im Falle der heterozygoten Variante kommt es nur auf
einem Allel zum Basenaustausch, bei der homozygoten Variante sind beide Allele
betroffen (siehe Tabelle 19 und 20).

Tabelle 19: Exon 2: SNP K55R

. Heterozygote Homozygote
Wildtyp Mutation Mutation
Basen A/A AIG G/G
Codon AAA/AAA AAA/AGA AGA/AGA
Aminosaure Lysin/Lysin Lysin/Arginin Arginin/Arginin
Tabelle 20: Exon 8: SNP R287Q
. Heterozygote Homozygote
Wildtyp Mutation Mutation
Basen G/G G/A A/A
Codon CGG/CGG CGG/CAG CAG/CAG
Aminosaure Arginin/Arginin Arginin/Glutamin | Glutamin/Glutamin

In Abbildung 13 und 14 sind die drei beschriebenen Falle Wildtyp, heterozygote
Mutation und homozygote Mutation fur die beiden SNPs K55R und Q287R in Form von
Chromatogrammen dargestellt. Es handelt sich um Screenshots des Programms

Sequencher 4.10.1, mit dessen Hilfe die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte.
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TOT_AF_a0%
C:C G GG C_ T T AT @G A G AGE G A G A G AT C A4
C C666G C T TAT G|AG AG G AG AG AT CAH

A11_AF_104 ‘
C_C G @ C_ T T:48 T 0 A G A @G A G - AG AT C A4
C C66G €C T TAT G ARG AF G ARG AG AT CAHA

£10_AF_169
C_C G &G C_ T T:48 T @& A A AG G A G A G A T C A
C C GG C T TAT G|A HH;\/E\/FI;\ AG AT CA

Abbildung 13: SNP KB55R: Bearbeitete Screenshots des Programms Sequencher 4.10.1: Es
sind die Basensequenzen von drei Proben in Form von Chromatogrammen dargestellt. Die
Base, die beim SNP K55R ausgetauscht wird ist rot unterstrichen. Das betreffende Kodon
ist rot eingerahmt. Obere Probe: homozygote Variante; mittleren Probe: heterozygote Vari-
ante; untere Probe: Wildtyp. A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin

CO7_~F_380
[E; C A G @ T T & C CA -G |G T C_ C T A @ [ T A
G CA GG T TAC CA G| T C CTAG C TA
CO:_AF_304
G C A G G T T A& C C A GG T € C T A& G C TA
L CA GGT TAC € GGIG T C CTHGTC TA
CO6_AF_367
[3 C A G G T T A C C:G Gl G T C T A GG T A
G CA G G T TA C |[C EEM TH

Abbildung 14: SNP Q287R: Bearbeitete Screenshots des Programms Sequencher 4.10.1: Es
sind die Basensequenzen von drei Proben in Form von Chromatogrammen dargestellt. Die
Base, die beim SNP Q287R ausgetauscht wird ist rot unterstrichen. Das betreffende Kodon
ist rot eingerahmt. Obere Probe: homozygote Variante; mittleren Probe: heterozygote Vari-
ante; untere Probe: Wildtyp. A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin
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3.4 Genotypverteilung und Zusammenhang mit Auftreten von
Vorhofflimmern

Um zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen den SNPs K55R und R287Q und
dem Auftreten von Vorhofflimmern besteht, wurde zunéchst die Haufigkeitsverteilung
der einzelnen genetischen Varianten in VHF-Kollektiv und Kontrollkollektiv verglichen
(siehe Tabelle 21): Unter den 218 Patienten des VHF-Kollektiv lag der Polymorphismus
K55R bei 40 Patienten vor, dies entspricht einem Anteil von 18,3%. Bei vier dieser 40
Patienten lag die homozygote Variante (1,8%), bei 36 die heterozygote Variante
(16,5%) vor. Der Wildtyp lag bei 178 Patienten vor (81,7%). Unter den 268 Probanden
des Kontrollkollektivs lag der Polymorphismus K55R in 46 Féallen (17,2%) vor, einer war
homozygot (0,4%), 45 heterozygot (17,2%). Den Wildtyp hatten 222 Probanden
(82,8%). Es bestand keine signifikant unterschiedliche Haufigkeitsverteilung des SNP
K55R zwischen beiden Vergleichsgruppen (p = 0.73). Der Polymorphismus Q287R lag
im VHF-Kollektiv bei 32 Patienten vor (14,7%). Davon hatten drei Patienten die
homozygote Variante (1,4%) und 29 die Heterozygote (13,3%). Der Wildtyp lag bei 186
Patienten vor (85,3%). Im Kontrollkollektiv lag der Polymorphismus R287Q bei 43
Probanden vor (16%). Davon hatten 40 (14,9%) die heterozygote und drei (1,1%) die
homozygote Variante. Der Wildtyp lag bei 225 Probanden vor (84%). Damit ergab sich
auch in Bezug auf diesen SNP keine signifikant unterschiedliche Haufigkeitsverteilung
zwischen beiden Vergleichsgruppen (p = 0,67).

Tabelle 21: SNP K55R: Genotypverteilung in VHF- und Kontrollkollektiv [vgl. Wutzler, Kestler et al.,36].

K55R VHF-Patienten Kontrollkollektiv
(=218) (n=268)
AlA 178 (81.7%) 222 (82.8%)
AlG 36 (16,5%) 45 (16,8%)
G/G 4 (1,8%) 1 (0,4%)
AIG+G/G 40 (18.3%) 46 (17.2%)

Tabelle 22: SNP R287Q: Genotypverteilung in VHF- und Kontrollkollektiv [vgl. Wutzler, Kestler et al.,36]

R287Q VHF-Patienten Kontrollkollektiv
(=218) (n=268)
G/IG 186 (85.3%) 225 (84%)
G/A 29 (13,3%) 40 (14,9%)
A/A 3 (1,4%) 3 (1,1%)
G/A+A/A 32 (14.7%) 43 (16%)
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3.5 Einfluss der genetischen Varianten auf Auspragung von
Vorhofflimmern

Um der Fragestellung nachzugehen, ob das Auftreten der beiden SNPs K55R und
Q287Q Auswirkungen auf bestimmte Krankheitscharakteristika hat bzw. den
Krankheitsverlauf von VHF moduliert, wurden innerhalb des VHF-Kollektivs klinische
Parameter zwischen den SNP-Tragern und den Patienten mit Wildtyp verglichen. Die
beiden SNPs K55R und R287Q wurden dabei einzeln betrachtet. Wie in 2.3.3
beschrieben, beruhen die hier geschilderten Ergebnisse auf den Berechnungen mit
einem dominanten Betrachtungsmodell. Hierbei wurde angenommen, dass ein Allel
genugt um eine Funktionseinschrankung des Enzyms sEH hervorzurufen. Es wurde
daher ein identischer Effekt von homozygoter und heterozygoter Mutation
angenommen. Neben Alter und Geschlecht wurde betrachtet, wie lange die Erkrankung
bereits vorlag, welche Art von Vorhofflimmern die Patienten hatten und ob strukturelle
Herzerkrankungen zugrunde lagen. Weiterhin wurden echokardiographische Kriterien
wie der linksatriale Durchmesser (LAD) und die linksventrikulare Ejektionsfraktion
(LVEF) sowie die aktuelle oder frihere antiarrhythmische Medikation betrachtet (siehe
Tabelle 23). Fur alle genannten Charakteristika bestand kein signifikanter Unterschied

zwischen SNP-Tragern und Nicht-Tragern.
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Tabelle 23: Vergleich von Kklinischen und echokardiografischen Eigenschaften sowie verabreichter
Medikation zwischen den SNP-Tragern (homozygote + heterozygote Mutation) und Wildtyp-Tragern;
Lone AF = VHF ohne strukturelle kardiale Grunderkankung; LAD = Linksatrialer Durchmesser; LVEF =
Linksventrikuléare Ejektionsfraktion [vgl. Wutzler, Kestler et al.,36].

VHF- R287Q | R287Q K55R K55R

Gesamt | GG GA/AA AA GA/IGG

(n=218) | (n=186) | (n=40) (n=178) (n=40)
Alter (Jahre) 57+10 [57+10 |59+8 56 + 10 58 £ 10
Weiblich (%) 29 29 28 30 25
VHF seit (Monate) 15+38 |15+41 [10+16 14 + 38 17+ 39
Lone AF (%) 33 38 33 36 45
Paroxysmales VHF (%) | 76 77 71 77 72
LAD (mm) 41 +6 41 +5 42 £ 6 42 £ 6 40 15
LVEF (%) 54 £3 54 £3 53 5 54 £3 5414
Medikation:
Flecainid od. 44 40 39 39 38
Propafenon (%)
Amiodaron (%) 15 14 15 15 18
Sotalol (%) 6 7 -- 6 8
Dronedaron(%) 1 1 3 1 3
Ca?*- Antagonist (%) 3 4 -- 3 5
Digitoxin (%) 0,4 0,5 -- 0,5 --
Betablocker (%) 45 46 44 47 43
ACE-Hemmer (%) 17 18 18 19 13
ATi- Antagonisten (%) 13 12 19 14 5

3.6  Einfluss der genetischen Varianten auf Erfolg der Katheterablation

Bei allen 218 Patienten aus dem VHF-Kollektiv wurde eine Katheterablation
durchgeflhrt (siehe 2.3.1). Um zu untersuchen, ob einer der beiden SNPs K55R oder
R287Q das Ansprechen auf diese interventionelle Standardtherapie beeinflusst, wurde
das Rezidivauftreten bei den SNP-Tragern und den Patienten mit Wildtyp verglichen.
Wie unter 3.5 beschrieben lagen zum Ablationszeitpunkt keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich klinischer und echokardiographischer Kriterien zwischen
beiden Gruppen vor. Es wurde fir diese Betrachtung das dominante Modell angewandt
(vgl. 2.3.4). Die Patienten wurden dazu planmafdig nach 3, 12 und 24 Monaten nach
Ablation, sowie au3erplanmallig bei Auftreten von Symptomen untersucht (siehe 2.3.2),
wobei nach zwolf Monaten noch 211 und nach 24 Monaten noch 192 Patienten
nachuntersucht werden konnten. Insgesamt trat bei 20% aller Patienten ein VHF-
Rezidiv zwischen drei und zwdolf Monaten nach Pulmonalvenenisolation (PVI) auf. Bei
35% aller Patienten trat ein Rezidiv zwischen drei und 24 Monaten nach PVI auf. Unter

den Tragern der K55R-Variante fand sich zu den Zeitpunkten zwo6lf und 24 Monate
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nach PVI kein signifikant haufigeres Rezidivauftreten. Allerdings zeigte sich bei den
Tragern der R287Q Variante sowohl nach 12 Monaten (p=0,035) als auch nach 24
Monaten (p<0,0001) ein signifikant erhdhtes Auftreten eines VHF-Rezidivs nach
Katheterablation (siehe Tabelle 24).

Tabelle 24: Rezidivauftreten nach Katheterablation: Vergleich zwischen Tragern der SNPs K55R bzw. R287Q
und Nicht-Tragern; p = Signifikanzwert, OR = Odds Ratio, Kl = Konfidenzintervall [vgl. Wutzler, Kestler et
al.,36].

| VHF Rezidiv | p | OR | 95%KI
Nach 12 Monaten (n=211)
K55R 0,982 1,01 0,427 - 2,39
AA (n=172) 35 (20%)
GA/GG (n=39) | 8 (20%)
R287Q 0,035 2,525 1,069 - 5,968
GG (n=183) 33 (18%)
GA/AA (n=28) | 10 ((35%)

Nach 24 Monaten (n=192)

K55R 0,134 1,767 0,84 - 3,718
AA (n=157) 50 (31%)
GA/GG (n=35) | 16 (45%)
R287Q <0,0001 5,418 2,210 — 13,287

GG (n=167) 49 (29%)
GA/AA (n=25) | 17 (68%)

Weiterhin wurde mit Hilfe einer multivariablen Analyse untersucht, ob sich aus der
Prasenz der jeweiligen Polymorphismen K55R und R287Q ein Vorhersagewert flr ein
erhohtes Rezidivrisiko nach Katheterablation ableiten lasst. Es zeigte sich hier, dass
der SNP R287Q ein unabhangiger Pradiktor fiir ein erhdhtes Rezidivrisiko sowohl nach
zwolf (p=0,016), als auch nach 24 Monaten (p<0,001) nach Ablation ist. Fiir den SNP
K55R konnte nach zwdélf und 24 Monaten nach Ablation kein unabhangiger

Vorhersagewert belegt werden (siehe Tabelle 25).

Tabelle 25: Unabhangiger Vorhersagewert fur Rezidivauftreten nach Katheterablation der SNPs K55R und
R287Q [vgl. Wutzler, Kestler et al.,36].

| p | OR | 95%K |
Nach 12 Monaten (n=211)
K55R 0,707 1,198 0,468 — 3,068
R287Q 0,016 3,2 1,237 — 8,276
Nach 24 Monaten (n=192)
K55R 0,113 1,962 0,853 — 4,511
R2870Q <0,0001 6,076 2,244 — 16,451
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4 Diskussion

4.1 Bewertung der Ergebnisse

4.1.1 Genotypverteilung

Epoxyeicosatriensduren spielen eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie
verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen. Sie wirken antihypertensiv und
antiinflammatorisch, beeinflussen Zellproliferation und Apoptose und haben
insbesondere Uber Modulation kardialer lonenkandle und Verkirzung kardialer
Aktionspotentiale weitreichenden Einfluss auf die Erregungsausbreitung am Herzen [51,
53, 56, 58, 61]. Genetische Variationen des Gens der Iosliche Epoxidhydrolase, des
Enzyms, welches EETs metabolisiert, sind mit verandertem Schlaganfalloutcome,
koronarer Herzkrankheit und Herzinsuffizienz assoziiert [62, 64]. Die beiden SNPs des
SEH-Gens K55R und R287Q gehen mit einer veranderten sEH-AKktivitat in vivo einher
[65].

In dieser Arbeit wurde untersucht, inwieweit diese beiden SNPs mit dem Auftreten von
VHF assoziiert sind. Dazu wurden die entsprechenden Genabschnitte bei 218 Patienten
mit VHF und bei 268 Kontrollen sequenziert. Der SNP K55R lag im VHF-Kollektiv bei
18,3% der Patienten und Kontrollkollektiv bei 17,2% der untersuchten Probanden vor.
Es bestand hinsichtlich des Vorkommens des Polymorphismus zwischen VHF-Kollektiv
und Kontrollkollektiv kein signifikanter Unterschied (p = 0,73). Daraus muss
geschlossen werden, dass das Vorliegen des SNPs K55R nicht mit einem erhéhten
Risiko assoziiert ist, an VHF zu erkranken. Der SNP R287Q lag im VHF-Kollektiv bei
14,7% der Patienten und im Kontrollkollektiv bei 16% der Patienten vor. Auch hier
bestand bezlglich Vorliegen des Polymorphismus kein signifikanter Unterschied
zwischen beiden Kollektiven (p= 0,67). Daraus folgt, dass der SNP R287Q ebenfalls
nicht mit einem erhéhten Auftreten von VHF assoziiert ist. Die ermittelten Haufigkeiten
der beiden SNPs in beiden Kollektiven stimmen weitgehend mit den von Przybyla et al
[65] ermittelten H&aufigkeiten (17% bzw. 14%) Uberein, was nahelegt, dass die im

Rahmen dieser Arbeit ermittelten Daten valide sind.

Neben der Fragestellung, ob einer der beiden SNPs mit einem erhéhten Auftreten von

VHF assoziiert ist, wurde auch untersucht, ob die Prasenz der beiden Polymorphismen
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mit veranderten Krankheitscharakteristika bzw. einem veranderten Krankheitsverlauf
von VHF einhergeht. Es wurden innerhalb des VHF-Kollektivs Patienteneigenschaften
sowie anamnestische, klinische und echokardiographische Charakteristika der SNP-
Trager mit denen von Nicht-SNP-Tragern verglichen. Dabei wurden die beiden SNPs
K55R und R287Q einzeln betrachtet. Es konnten flr beiden SNPs hinsichtlich der
betrachteten Variablen Patientenalter, Geschlecht, Erkrankungsdauer, Art des
Vorhofflimmerns, Vorliegen struktureller Herzerkrankungen, linksatrialer Durchmesser
(LAD), linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF), sowie der verordneten Medikation
keine signifikanten Unterschiede zwischen SNP-Tragern und Nicht-Tragern festgestellt
werden. Folglich sind die beiden SNPs K55R und R287Q nicht mit einer veréanderten

Auspragung dieser Charakteristika assoziiert.

Einschrankend muss erwahnt werden, dass in Bezug auf beide SNPs die homozygoten
Varianten in beiden untersuchten Kollektiven bei sehr wenigen Patienten vorlagen
(K55R 1,8% vs. 0,4%; R287Q 1,4% vs. 1,1%). Daher kann keine Aussage uber den
Effekt der homozygoten Varianten der beiden SNPs getroffen werden. Es ist
grundsatzlich denkbar, dass diese mit einem gehauften Auftreten von VHF, bzw. mit

einer veranderten Krankheitsauspragung assoziiert sind.

4.1.2 Rezidivauftreten nach Katheterablation

Neben der Frage, ob die beiden SNPs K55R und R287Q mit dem Auftreten von VHF
oder mit veranderter Krankheitsauspragung von VHF assoziiert sind, wurde ebenfalls
der Zusammenhang mit dem Auftreten von VHF-Rezidiven nach Katheterablation
untersucht. Alle 218 Patienten aus dem VHF-Kollektiv wurden einer
Pulmonalvenenisolation unterzogen und wahrend einer Follow-up-Spanne von 24
Monaten regelmaf3ig nachuntersucht. Es wurden nach 12 Monaten bei 20% und nach
24 Monaten bei 35% der ablatierten Patienten Rezidive festgestellt. Diese Erfolgsraten

stimmen weitgehend mit denen anderer Zentren tberein [20, 21].

Obwohl bereits gezeigt wurde, dass genetische Variationen mit verdndertem
Ansprechen auf medikamenttse und interventionelle Therapie von VHF assoziiert sind
[33, 44], ist bislang wenig Uber die Assoziation genetischer Variationen mit dem
Auftreten von VHF-Rezidiven nach Katheterablation bekannt. In dieser Arbeit wurde
erstmals untersucht, ob SNPs des EPHX2-Gens mit einem erhdhten Rezidivauftreten
vergesellschaftet sind. Dazu wurden innerhalb des VHF-Kollektivs das Rezidivauftreten

59



Diskussion

wahrend einer Follow-up Spanne von 24 Monaten zwischen SNP-Tragern und Wildtyp-
Patienten verglichen. Trager des K55R-Polymorphismus wiesen sowohl nach 12 als
auch nach 24 Monaten kein gehéauftes Rezidivauftreten auf. Es besteht daher keine
Assoziation zwischen dem SNP K55R und einem gehauften Rezidivauftreten nach

Katheterablation.

Unter den Tragern des R287Q-Polymorphismus zeigte sich jedoch sowohl zum Follow-
up Zeitpunkt 12 Monate, als auch zum Follow-up Zeitpunkt 24 Monate eine signifikant
hohere Anzahl an VHF-Rezidiven. Es besteht also eine klare Assoziation zwischen dem
Vorliegen dieser Variante und einem gehauften Auftreten von VHF-Rezidiven nach
Katheterablation. AulRerdem zeigte sich in der multivariablen statistischen Analyse,
dass das Vorliegen des SNPs R287Q ein von anderen Variablen unabhangiger
Pradiktor fur das Auftreten von VHF-Rezidiven nach Pulmonalvenenisolation ist. Diese
Arbeit konnte damit erstmals zeigen, dass das Vorliegen des SNPs R287Q zu VHF-
Rezidiven nach Katheterablation pradisponiert.

4.2 Der SNP R287Q und VHF-Rezidive nach Katheterablation

Das hier erstmals gezeigte Ergebnis, dass das Vorliegen des SNPs R287Q mit
signifikant erhéhtem Auftreten von VHF-Rezidiven nach Katheterablation assoziiert ist,
Uberrascht zunachst, denn diese genetische Variation fuhrt zu einer niedrigeren Aktivitat
der I6slichen Epoxidhydrolase in vivo und damit sehr wahrscheinlich zu héheren EET-
Spiegeln [82]. Aufgrund der Uberwiegend positiven Effekte hoher EET-Spiegel auf
arterielle Hypertonie, koronare Herzkrankheit und Herzinsuffizienz, war zu erwarten,
dass hohe EET-Spiegel auch die Erkrankung Vorhofflimmern und ihr Ansprechen auf
interventionelle  Therapieverfahren positiv  beeinflussen kdnnten. Zudem st
Uberraschend, dass der SNP R287Q zwar mit erhdhtem Auftreten von VHF-Rezidiven
nach Ablation assoziiert ist, jedoch nicht mit erhéhtem primaren Auftreten von
Vorhofflimmern. Diese Tatsache lasst den Schluss zu, dass der Begunstigung von VHF-
Rezidiven nach Ablation ein Mechanismus zugrunde liegt, der von den

Pathomechanismen, die priméar zur Entstehung von VHF fihren, unabhangig ist.

Warum das Vorliegen des SNPs R287Q die Entstehung von VHF-Rezidiven nach
Ablation begunstigt, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht und deshalb kann tber die
Ursachen dieses Zusammenhangs nur spekuliert werden. Auch wurde kein kausaler

Zusammenhang bewiesen, sondern lediglich der statistische Zusammenhang, dass es
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unter den Tragern dieses Polymorphismus gehauft zu Rezidiven kommt, und dass das
Vorliegen des SNPs unabhéngig von anderen Einflussgréf3en Vorhersagewert fur das
Auftreten von Rezidiven hat. Nichtsdestotrotz ist dieses Ergebnis hochinteressant und
es gibt eine Reihe von mdglichen Erklarungen, warum das Vorliegen des SNPs R287Q
die Entstehung von VHF-Rezidiven beglnstigen konnte. Diese sollen im Folgenden

diskutiert werden.

Der Hauptmechanismus fir die Entstehung von VHF-Rezidiven nach
Pulmonalvenenisolation ist die Rekonnexion der Pulmonalvenen [83]. Dabei kommt es
zur Regeneration der elektrischen Leitfahigkeit im Bereich der wahrend der Ablation
gesetzten Isolationslinie. Bei der Pulmonalvenenisolation werden im Bereich dieser zu
setzenden Ablationslinie durch Radiofrequenzenergie oder andere Energieformen
Kardiomyozyten bewusst geschadigt. Dabei kommt es durch die Energieeinwirkung
einerseits direkt zu irreversiblen nekrotischen Veranderungen von Kardiomyozyten und
andererseits zu einem inflammatorischen Prozess mit teils reversibler Zellschadigung
[84]. Ziel der bewussten Zellschadigung ist es, einen Narbenbildungsprozess zu
induzieren, in dessen Folge es im Bereich der Ablationslinie zum Ersatz der
Kardiomyozyten durch nicht leitfahiges Bindegewebe kommt. Von grofRer Bedeutung
daflrr, dass die anhaltende vollstdndige elektrische Isolation der PVs erreicht wird, ist
die Ausbildung einer transmuralen bindegewebigen Narbe [85]. Histopathologische
Analysen ergaben jedoch, dass bei rekonnektierten Pulmonalvenen der fibrotische
Umbau gehéuft nicht transmural erfolgte, sondern sich im Bereich der Ablationslinie
weiterhin vitales Herzmuskelgewebe fand, obwohl eine vollstandige Isolation aller PVs
am Ende der Ablation dokumentiert werden konnte [86].

Der SNP R287Q fuhrt zu einer niedrigeren Aktivitdt des Enzyms sEH in vitro und in vivo
und damit wahrscheinlich zu erhéhten Plasma- und Gewebespiegeln von EETs [65, 82].
Erhohte Spiegel von EETs wiederum kénnten aufgrund ihrer antifibrotischen Effekte die
Ausbildung einer transmuralen bindegewebigen Narbe behindern. An verschiedenen
experimentellen Modellen konnte gezeigt werden, dass es unter Inhibition des EET-
abbauenden Enzyms sEH bzw. Uberexpression des EET-bildenden Enzyms CYP2J2,
zu verminderter Fibrosierung kommt. Mit Hilfe dieser Methoden, die beide erhdhte EET-
Spiegel in vivo hervorrufen, zeigte sich eine signifikant verminderte Anzahl kardialer

Fibroblasten im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen [54, 87]. Daruber hinaus
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zeigte sich unter sEH-Inhibition ebenfalls eine signifikant verringerte proliferative
Kapazitat der Fibroblasten [54].

Angesichts dieser Ergebnisse erscheint es plausibel, dass erhéhte Spiegel von EETs
den Fibrosierungsprozess behindern, der im Rahmen der Ablation durch Setzen einer
thermischen L&sion bewusst initiert wird. Erhohte EET-Spiegel kdnnen daher
mitverantwortlich dafiir sein, dass die Ausbildung der bindegewebigen Narbe nach

Ablation nicht transmural erfolgt.

Damit es zur Ausbildung einer elektrisch isolierenden Narbe kommen kann, muss der
dafur notwendige Fibrosierungsprozess induziert werden. Dies geschieht durch eine
inflammatorische Reaktion auf die bei der Ablation erfolgte Gewebeverletzung: Durch
die Applikation von Radiofrequenzenergie (oder anderer Energieformen) kommt es im
Bereich der Ablationslinie zu irreversiblen und reversiblen Zellschadigungen [84],
wodurch Zytokine wie TNFa und verschiedene Interleukine freigesetzt werden. Diese
aktivieren kardiale Fibroblasten, regen diese zur Proliferation an und rekrutieren
Fibroblasten aus anderen Geweben. Weiterhin induzieren sie die Expression von
TGFB, unter dessen Einfluss Fibroblasten zu Myofibroblasten differenzieren. Diese
sezernieren verstarkt Bestandteile der extrazellularen Matrix und stellen somit die
Effektoren von Fibrosierungsprozessen dar [88-90]. Im Rahmen der Zytokin-induzierten
inflammatorischen Reaktion kommt es — vor allem unter dem Einfluss von TNFa —
verstarkt zu Apoptosen von Kardiomyozyten. Apoptotische Zellen wiederum setzen
ebenfalls den profibrotischen Mediator TGFB frei [91], sodass inflammatorische
Mediatoren sowohl Uber Aktivierung bzw. Rekrutierung von Fibroblasten, Uber
Stimulation der TGFB-Expression und tber die Induktion von Apoptose zur Fibrosierung
beitragen.

EETs haben eine potente antiinflammatorische Wirkung: Sie hemmen die Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NFkB, welcher die Expression verschiedener an
inflammatorischen und apoptotischen Prozessen beteilgter Gene férdert. Insbesondere
hemmt er die Zytokin-induzierte Expression von Zelladhasionsmolekilen (v.a. VCAM-1)
und damit die Adhasion und das Eindringen von Leukozyten in entzindete bzw.
geschadigte Gewebe [53, 54]. Darlber hinaus zeigten sich unter sEH-Inhibition
signifikant verminderte Plasmakonzentrationen der inflammatorischen Zytokine TNFa,
IFN-y, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12 sowie des Chemokins MCP-1 [54, 92]. Durch diese
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antiinflammatorischen Effekte konnten erhdhte EET- Spiegel die Induktion des

fibrotischen Umbaus sowie die Initiierung von Apoptosevorgangen hemmen.

EETs Uben zudem auch unmittelbar antiapoptotische Effekte aus. An Endothelzellen
wurde gezeigt, dass erhdhte Spiegel endogen produzierter EETs TNFa-induzierte
apoptotische Prozesse abschwachen und zu erhdéhtem Zelluberleben beitragen. Die
Hemmung von Apoptose geschieht dabei zum einen Uber die Abschwachung der
TNFa-vermittelten Hemmung der Expression des antiapoptotischen Proteins bcl-2
sowie die Uber Hemmung der Aktivierung des proapoptotischen Enzyms Caspase-3
[93]. Zum anderen beeinflussen EETs die Hemmung von Apoptose Uber Aktivierung der
MAPK-, ERK- und PI3K-Signalwege, deren zentrale Bedeutung fiir das Uberleben von
Zellen in mehreren Arbeiten gezeigt wurde [57, 92-94].

Die Aktivierung dieser das Zelliberleben beglnstigender Signalwege und die
Hemmung von Apoptose sind auch von grol3er Bedeutung fur die weitreichenden
kardioprotektiven Effekte von EETSs, die insbesondere an Ischamiemodellen gezeigt
wurden: Sowohl in vitro als auch in vivo zeigten sich unter sEH-Inaktivierung bzw. —
Inhibition eine signifikant reduzierte Anzahl apoptotischer Zellen, eine signifikant
verbesserte Ischamietoleranz bei verbessertem Uberleben von Kardiomyozyten sowie
signifikant kleinere Infarkareale [70, 92, 95]. Interessanterweise zeigte sich auch bei
Vorliegen des SNPs R287Q ein verbessertes Zelliberleben bei Ischamie [70].

Diese  antiapoptotischen und kardioprotektiven Effekte, konnten auch fur die
Entstehung von VHF-Rezidiven nach PVI eine Rolle spielen. Kowalsky et al. zeigten,
dass bei histologischen Praparaten rekonnektierter Pulmonalvenen im Vergleich zu
Praparaten nicht-rekonnektierter PV  signifikant haufiger keine transmurale
bindegewebige Narbe ausgebildet wurde und sich stattdessen funktionales
Herzmuskelgewebe im Bereich der Ablationslinie fand. lhre histologischen Untersuchen
zeigten zudem, dass im Bereich des ablatierten Gewebes neben Zeichen irreversibler
Zellschadigung wie Pyknosen, auch Myozytolysen vorlagen, die die Autoren als
Zeichen reversibler zellularer Reaktionen auf Gewebeverletzung werteten [86]. Ahnliche
Ergebnisse fanden sich in einer weiteren Studie, in der die Befunde von Kardio-MRT-
Untersuchungen unmittelbar nach erfolgreicher PVI sowie drei Monate nach Ablation
mit dem Auftreten von VHF-Rezidiven innerhalb von im Mittel elf Monaten verglichen

wurden. Bei allen untersuchten Patienten fanden sich akut und drei Monate nach
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Ablation Zeichen irreversibler (delayed enhancement = verspatete
Kontrastmittelanreicherung, Anzeichen von Nekrose) und reversibler
Gewebeschadigung (hochintenses T2-Signal = inflammatorischer Prozess mit Odem).
Je grolRer der Anteil der reversiblen Veranderungen, desto grof3er war die
Wahrscheinlichkeit, dass im Verlauf VHF-Rezidive auftraten [84]. In Kombination mit
den Ergebnissen von Kowalski et al. belegt diese Arbeit, dass infolge der
Ablationslasionen entstehende reversible Lasionen entscheidende Bedeutung fir die
Entwicklung von Rezidiven haben [84, 86]. Ob eine langfristige elektrische Isolation der
Pulmonalvenen erreicht werden kann, hangt also davon ab, ob es zu einer
Regeneration des reversibel geschadigten Gewebes kommt. Es ist hochwahrscheinlich,
dass antiinflammatorische und antiapoptotische Prozesse zur Regeneration dieses
Gewebes beitragen. Erhohte Spiegel von EETs vermitteln, wie beschrieben,
antiinflammatorische und antiapoptotische Effekte, insofern koénnten sie zur
Regeneration von reversibel geschadigtem Gewebe und damit zur Rekonnexion der

Pulmonalvenen beitragen.

Zusammenfassend kann  konstatiert ~werden, dass erhdhte EET-Spiegel
antiapoptotische, antiinflammatorische und antifibrotische Effekte ausiben und auf
diesem Wege die Ausbildung einer dauerhaft isolierenden transmuralen
bindegewebigen Narbe behindern kénnten. Angesichts dieser Erkenntnisse und der
Tatsache, dass der SNP R287Q zu erhéhter sEH-Aktivitat fuhrt, erscheint das Ergebnis
dieser Arbeit, dass das Vorliegen dieses Polymorphismus zu gehauftem Auftreten von
VHF-Rezidiven nach Pulmonalvenenisolation pradisponiert, plausibel. Unter der
Annahme, dass erhohte Spiegel von EETs tatsédchlich mittels Hemmung der
Narbenbildung fur das gehéaufte Auftreten von VHF-Rezidiven bei den SNP R287Q-
Tragern ursachlich sind, ist es ebenfalls plausibel, warum unter den Tragern dieses
Polymorphismus die Erkrankung Vorhoffimmern nicht per se geh&auft vorliegt.
Die Mechanismen, die zu erhdhtem Rezidivauftreten bei den R287Q-Tragern fihren,
wurden allerdings in dieser Arbeit nicht untersucht. Weitere Studien sind nétig, um diese

Mechanismen aufzuklaren.
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4.3 Einschrankungen

Hinsichtlich der Ergebnisse dieser Arbeit und der unter 4.2 dargelegten Hypothesen,
sollten einige Einschrankungen zur Kenntnis genommen werden. Zunachst handelt es
sich bei der durchgefiihrten Studie um eine Assoziationsstudie, die den signifikanten
statistischen Zusammenhang zeigen konnte, dass in der Gruppe der Trager des SNP
R287Q gehauft zu VHF-Rezidiven nach Katheterablation kommt und dass das
Vorliegen dieses SNPs zu Rezidiven nach Ablation pradisponiert. Es wurde durch diese
Studie jedoch kein kausaler Zusammenhang zwischen dem Vorliegen des SNPs und
dem Auftreten von VHF-Rezidiven belegt. Weiterhin wurden bei den in dieser Studie
untersuchten Patienten keine EET-Spiegel im Plasma bestimmt. Die Vermutung, dass
erhbhte EET-Spiegel uber antifibrotische, antiinflammatorische und antiapoptotische
Effekte das Auftreten von VHF-Rezidiven begtinstigen, kann daher nicht experimentell

untermauert werden und bleibt vorerst spekulativ.

Es wurden im Rahmen dieser Arbeit bei den untersuchten VHF-Patienten keine EET-
Spiegel im Plasma bestimmt. Dies ware sinnvoll gewesen, um zu untersuchen, ob bei
den R287Q-Tragern tatsachlich in vivo erhdhte EET-Spiegel vorliegen. Bislang wurde
gezeigt, dass dieser Polymorphismus in vitro und in vivo zu einer verminderten Aktivitat
des Enzyms sEH, welches EETs abbaut, fuhrt [65, 82]. Es ist daher sehr
wahrscheinlich, dass der SNP in vivo beim Menschen zu héheren EET-Spiegeln fihrt,
allerdings wurde dies bislang nicht belegt. Weiterhin muss angefuhrt werden, dass den
Ergebnissen dieser Arbeit statistische Berechnungen zugrunde liegen, in denen ein
dominantes Betrachtungsmodell angewandt wurde. Dabei wurde davon ausgegangen,
dass die heterozygote und homozygote Variante den gleichen Effekt ausiiben. Dieses
Modell wurde deshalb angewendet, weil die Anzahl an vorliegenden homozygoten
Mutationen zu gering war, um damit aussagekraftige statistische Betrachtungen
durchfiihren und so den Einfluss von homozygoter und heterozygoter Mutation getrennt
betrachten zu konnen. Es erscheint jedoch denkbar, dass homozygote und
heterozygote Variante die Aktivitat der loslichen Epoxidhydrolase unterschiedlich
beeinflussen. Es ware daher winschenswert ein insgesamt grof3eres Kollektiv
untersuchen zu kénnen, insbesondere um den Effekt der homozygoten Variante einzeln
betrachten zu kénnen. Mdglicherweise kénnte dann auch ein Effekt auf das Auftreten

von VHF selbst gefunden werden.
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Ein weiterer Parameter, der in dieser Arbeit nicht gemessen wurde, ist der
durchschnittliche Anpressdruck der Ablationskatheterspitze an die Vorhofwand. Es wére
interessant, zu Uberprufen, ob das Vorliegen des SNPs R287Q ein auch von dieser
Variable unabhangiger Pradiktor fur das Auftreten von VHF-Rezidiven ist. In Hinblick
auf die unter 4.2 dargelegten Forschungsergebnisse, die zeigen, dass der Anteil der
reversiblen Gewebeschadigung im Bereich der Ablationslinie von gro3er Bedeutung fur
die Rekonnexion der Pulmonalvenen ist [84], erscheint es wahrscheinlich, dass dieser
Parameter Einfluss auf die Haufigkeit von Rezidiven hat. Es ist zu vermuten, dass umso
mehr direkte irreversible Zellschadigung auftritt, je hoher der durchschnittliche
Katheteranpressdruck ist. Allerdings kann dieser nicht beliebig erhéht werden, da mit
hoherem Druck auch die Gefahr einer Vorhofperforation steigt. Es erscheint daher
wahrscheinlich, dass bei den meisten Ablationen, wie von Arujuna et al. und Kowalski et
al. beschrieben, reversible Zellschadigung zur kurzfristigen Isolation der Pulmonalvenen
beitragt. Antiinflammatorische und antiapoptotische Eigenschaften von EETs kdénnten
dazu beitragen, dass diese reversibel geschadigten Zellen sich regenerieren und ihre

Leitfahigkeit im Verlauf wiedererlangen.

Es muss festgestellt werden, dass die Rekonnexion der Pulmonalvenen nicht der
einzige Mechanismus ist, Uber den es zu VHF-Rezidiven nach Ablation kommen kann.
Zwar zeigten Ouyang et al. und andere Autoren Ubereinstimmend, dass es bei einer
grolRen Mehrheit der Patienten, die Rezidive erleiden, zu einer Rekonnexion der
Pulmonalvenen gekommen war. In den histopathologischen Untersuchungen von
Kowalski et al. zeigte sich aber auch, dass es bei manchen Patienten zu Rezidiven
kam, obwohl alle PV weiterhin isoliert waren. Insbesondere elektrophysiologische
Veranderungen, die zur Verkirzung der Aktionspotentialdauer oder Verlangerung der
Refraktarzeiten im Bereich der Vorhéfe fuhren, kénnten eine wichtige Rolle bei der
Entstehung von VHF-Rezidiven spielen. Zwar konnten erhdhte EET-Spiegel tGber die
Modulation von lonenkanélen solche Vorgédnge ebenfalls beeinflussen, dies wurde

jedoch in dieser Arbeit nicht untersucht.

In dieser Arbeit wurde ein relativ homogenes, junges und gesundes Patientenkollektiv
untersucht. Die Patienten der VHF-Gruppe waren mit im Mittel 57 Jahren junger und
gestunder als durchschnittliche VHF-Patienten. 76% der Patienten hatten paroxysmales

VHF, bei 33% lag lone AF vor. Schwerwiegende kardiale Grunderkrankungen stellten
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ein Ausschlusskriterium dar. Dieses Kollektiv wurde so gewdahlt, um den Einfluss der
beiden untersuchten SNPs unabhéngig von vorliegenden Grunderkrankungen
untersuchen zu kénnen. Das Hauptergebnis dieser Arbeit, dass der SNP R287Q das
Auftreten von VHF-Rezidiven nach PVI beginstigt, ist nicht zwangslaufig auf altere
Patienten mit schwerwiegenderen kardialen Vorerkrankungen ubertragbar. Dies sollte
im Rahmen einer Ausweitung der Studie an einem grof3eren Kollektiv Gberpruft werden.
Auf der anderen Seite erscheint es moéglich, dass der SNP R287Q gerade bei Patienten
mit einer langeren VHF-Anamnese und schwerwiegenden  strukturellen
Herzerkrankungen Einfluss auf das Auftreten und den Krankheitsverlauf von
Vorhofflimmern hat. Bei sekundarem VHF wie auch beim Fortschreiten von primarem
VHF spielen Fibrosierung, Inflammation und Apoptose eine wichtige Rolle [3]. Uber eine
verminderte sSEH-Aktivitdt und erhohte EET-Spiegel, kénnte es daher bei solchen
Patienten bei Vorliegen des Polymorphismus durch Hemmung dieser Prozesse zu einer

gunstigen Beeinflussung des Krankheitsverlaufs kommen.

Ein weiterer Aspekt, der bedacht werden muss, ist die Tatsache, dass in die
statistischen Betrachtungen nur VHF-Rezidive miteinbezogen wurden, die im Rahmen
der Follow-up-Untersuchungen detektiert werden konnten. Die ablatierten Patienten
wurden drei, zwolf und 24 Monate nach Ablation und aufl3erplanmalf3ig bei Auftreten von
VHF-typischen Symptomen einbestellt und einem 7-Tage-LZ-EKG unterzogen. Es ist
trotz dieser intensiven Bemihungen nicht auszuschlieRen, dass es zu
asymptomatischen VHF-Rezidiven kam, die von den Patienten nicht bemerkt wurden

und daher nicht beriicksichtigt werden konnten.

4.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass das Vorliegen des SNPs R287Q zu
Vorhofflimmerrezidiven nach Pulmonalvenenisolation pradisponiert. Antifibrotische,
antiinflammatorische und antiapoptotische Effekte von wahrscheinlich in Folge der
Mutation erhdhten Epoxyeicosatriensdurespiegeln konnten der pathophysiologische
Hintergrund dieser Pradisposition sein. Die beschriebenen Effekte erhéhter EET-
Spiegel kénnten die Ausbildung einer transmuralen bindegewebigen Narbe behindern
und so die Rekonnexion isolierter Pulmonalvenen beginstigen. Weitere Studien sind
notig, um zu klaren, ob der SNP R287Q tatsachlich zu erhéhten EET-Spiegeln in vivo

beim Menschen fuhrt und ob erhéhte EET-Spiegel tatsachlich Uber die geschilderten
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Effekte die Rekonnexion der isolierten Pulmonalvenen férdern. Sollte sich dies belegen

lassen, so kénnten sich daraus mehrere Konsequenzen ergeben.

Zum einen lage dann die Hypothese nahe, dass sich unter erniedrigten EET-Spiegeln
das Auftreten von VHF-Rezidiven nach PVI reduzieren lieBe. Gelange es, dies in
experimentellen Modellen zu zeigen, kdnnte damit die Grundlage gegeben sein fir die
Entwicklung eines periinterventionell zu verabreichenden Pharmakons, das darauf zielt,
wahrend und fir einen naher zu definierenden Zeitraum nach dem Kathetereingriff, die
EET-Spiegel im Plasma bzw. im Vorhofgewebe zu senken. Ein mdglicher
pharmakologischer Angriffspunkt konnte die Hemmung des CYP2J2-Enzyms sein,
welches beim Menschen EETs bildet. Daneben ist auch denkbar, nicht die Synthese
von EETs zu hemmen, sondern deren Wirkung blockieren. Um hierfir
pharmakologische Zielstrukturen zu finden, muss jedoch besser verstanden werden,
wie EETs ihre beschriebenen Wirkungen auslosen. Dazu miussen Rezeptoren, uber die
EETs wirken, charakterisiert werden und nachgeschaltete Signalkaskaden entschlisselt
werden. Bei all dem muss bedacht werden, dass EETs Uuber eben jene
antiinflammatorischen, antifibrotischen und antiapoptotischen Effekte, die nach PVI
maoglicherweise die Narbenbildung behindern, kardioprotektiv wirksam sind und eine
Reihe gunstiger Wirkungen auf das Herzkreislaufsystem ausiiben [48]. Daher kdnnte
die pharmakologische Senkung von EET-Spiegeln mit erheblichen Nebenwirkungen

verbunden sein.

Wahrend die Entwicklung von CYP2J2-Inhibitoren oder EET-Antagonisten derzeit
allenfalls langfristig realistisch erscheint, sind Pharmaka, die die I6sliche
Epoxidhydrolase hemmen und damit zu erhdohten EET-Spiegeln fihren, in ihrer
Entwicklung bereits sehr weit fortgeschritten. Sogenannte sEH-Inhibitoren (sEHI)
kbnnten unter anderem als Antihypertensiva, Antiinflammativa und als Inhibitoren
kardialer Remodelingprozesse zum Einsatz kommen [47]. Die Einnahme dieser
Pharmaka konnte VHF-Rezidive nach Ablation beginstigen. Es muisste untersucht
werden, ob es unter sEHI-Einahme verstérkt zu einer Rekonnexion der Pulmonalvenen
nach Ablation kommt und, wenn dem so ist, ob sich dies durch periinterventinelles
Pausieren der sEHI verhindern lie3e. Zudem ware es interessant zu klaren, ob die
Anwendung von sEHI bei Tragern des SNP R287Q sicher ist. Da der Polymorphismus

zu einer Minderung der sEH-Aktivitat fuhrt [82], kdnnte es zu einer Potenzierung der
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SEH-Inhibition und zu Ubermé&fig hohen Spiegeln von EETs kommen. Darlber hinaus
ware interessant zu untersuchen, ob weitere bereits zugelassene Pharmaka zu
erhohten EET-Spiegeln fihren und so das Auftreten von VHF-Rezidiven beginstigen.
Insbesondere Medikamente wie COX- oder LOX-Hemmer, die in die Stoffwechselwege
der Ubrigen Arachidonsaurederivate eingreifen, konnten Einfluss auf in-vivo-EET-
Spiegel haben. Es wurde gezeigt, dass die selektive Modulation der einzelnen Enzyme
aus dem Arachidonséaure-Stoffwechsel COX, LOX und sEH auch die jeweils anderen
Stoffwechselwege beeinflusst [96]. Zudem ist bekannt, dass unter COX-Inhibition
verstarkt Leukotriene, also LOX-Produkte, anfallen, die sogenanntes Analgetika-Asthma
auslosen konnen [97]. Es erscheint mdglich, dass es unter Einnahme von COX-
Inhibitoren auch verstéarkt zur Bildung von EETs kommen kénnte. Daher kénnte die
Einnahme von COX-Inhibitoren das Auftreten von VHF-Rezidiven nach Katheterablation
begilnstigen. Besondere Bedeutung gewinnt diese Frage durch die Tatsache, dass in
der klinischen Routine mitunter antinflammatorische Pharmaka wie der COX-Hemmestoff
Ibuprofen bei Auftreten von Frihrezidiven verabreicht werden. Die Rationale dabei ist,
durch die Ablation ausgeloste Entziindungsprozesse, denen arhythmogenes Potential
zugeschrieben wird, zu hemmen. Vor dem Hintergrund der Ergebnisse dieser Arbeit
und den daraus abgeleiteten Hypothesen erscheint es mdglich, dass die Gabe
antientzindlicher Pharmaka im Gegenteil eher die Rezidiventstehung begulnstigt. Ob

dem so ist, sollte dringend im Rahmen von klinischen Studien untersucht werden.

Unabhangig davon, ob der hier vermutete mechanistische Zusammenhang zwischen
dem SNP R287Q, erhohten EET-Spiegeln und einer verstarkten Rekonnexion isolierter
Pulmonalvenen belegt werden kann, wurde in dieser Arbeit bereits gezeigt, dass der
SNP R287Q ein von anderen Einflussgrof3en unabhangiger Pradiktor fir das Auftreten
von VHF-Rezidiven nach PVI ist. Daraus ergibt sich die Madglichkeit einer
Risikostratifikation: Bei Patienten, bei denen das Vorliegen dieses Polymorphismus
bekannt ist, sollte die Indikation zur Ablation kritisch gestellt werden und insbesondere
bei Vorliegen weiterer Risikofaktoren fur das Auftreten von Rezidiven, primér eine
pharmakologische Strategie erwogen werden. Es muss geklart werden, ob durch
wiederholte Ablationen bzw. durch Kombination von interventionellem Vorgehen und
pharmakologischer Rezidivprophylaxe das Auftreten von Rezidiven bei SNP-Tragern
reduziert werden kann. Ob es Sinn macht, in der klinischen Praxis routinemallig vor

Durchfuhrung einer PVI das Vorliegen des SNP R287Q auszuschliel3en, erscheint
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fraglich. Bei Patienten, bei denen es bereits zu Rezidiven nach PVI kam, sollte
angesichts der Haufigkeit dieses SNP von etwa 15 Prozent jedoch vor Durchfiihrung
weiterer Ablationen eine Testung erwogen werden. Insbesondere im Rahmen von
Studien erscheint es sinnvoll, den Einfluss dieses SNPs auf den Ablationserfolg zu
berucksichtigen. Zudem sollten Patienten dartuber aufgeklart werden, dass der SNP
R287Q und ggf. auch andere, bislang nicht beschriebene genetische Variationen das

Auftreten von VHF-Rezidiven nach PVI beglnstigen kdnnen.
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6 Anhang

Anhang

6.1 Abklrzungen

AA
CHD
COPD
COX
dNTP
ddNTP
EDHF
EET
EKG
ERK
HF

IL -
KHK
LAD
LVEF
LVH
LOX
MAPK
MCP-1
MRT
PAVK
PCR
PI3K
PV
PVI
OAK
SEH
SEHI
SNP
TNFa
TIA
VCAM-1
VHF

Antiarrhythmikum/-a

Koronare Herzkrankheit (coronary heart disease), auch KHK
Chronisch obstruktive Lungenerkrankung

Cyclooxygenase

Desoxynukleotidtriphosphat

Didesoxynukleotidtriphosphat

Endothelabhangiger Hyperpolarisationsfaktor (endothelium derived hyperpol. factor)
Epoxyeicosatriensaure

Elektrokardiogramm

Extracellular signal-regulated kinase

Herzinsuffizienz (heart failure)

Interleukin -

Koronare Herzkrankheit, auch CHD

Linksatrialer Diameter

Linksventrikulare Ejektionsfraktion

Linksventrikulare Hypertrophie

Lipoxygenase

Mitogen-activated protein kinase

Monozytares chemotaktisches Protein 1 (monocyte chemotactic protein 1)
Magnetresonanztomographie

Periphere arterielle Verschlusskrankheit
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phosphatidylinositol 3-kinase

Pulmonalvene

Pulmonalvenenisolation

Orale Antikoagulation

Losliche Epoxidhydrolase (soluble epoxide hydrolase)
Hemmstoff der l6slichen Epoxidhydrosase (sEH-Inhibitor)
Single Nukleotid Polymorphismus

Tumor-Nekrose-Faktor a

Transitorische ischAmische Attacke

Vaskulares Zelladhasionsmolekdl 1 (vascular cell adhesion molecule 1)

Vorhofflimmern
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6.4 Sequenzen

EPHX2 Exon 2 (ENST00000521400; ENSE00003516483):
AGGACTTCTGAATGATGCTTTCCAGAAAGGGGGACCAGAGGGTGCCACTACCCGGCTTATGAAAGG
AGAGATCACACTTTCCCAG

EPHX2 Exon 8 (ENST00000521400; ENSE00003571420):
ATCCCTGCTCTGGCCCAGGCAGGTTACCGGGTCCTAGCTATGGACATGAAAGGCTATGGAGAGTCA
TCTGCTCCTCCCG

Anmerkung: Die Sequenzen entstammen der Ensembl Datenbank (http://www.enseml.org) [73]

81



7 Eidesstattliche Versicherung
,lch, Christoph Kestler versichere an Eides statt durch meine eigenhandige Unterschrift,
dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,Die Rolle genetischer Variationen
des Gens der loslichen Epoxidhydrolase bei Vorhofflimmern® selbststandig und ohne
nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen

und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortrdgen anderer
Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,Uniform Requirements
for Manuscripts (URM)“ des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht. Die Abschnitte
zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische
Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen)

entsprechen den URM (s.0) und werden von mir verantwortet.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die
in der untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem/der Betreuer/in, angegeben
sind. Samtliche Publikationen, die aus dieser Dissertation hervorgegangen sind und bei
denen ich Autor bin, entsprechen den URM (s.0) und werden von mir verantwortet.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen
einer unwahren eidesstattlichen Versicherung (8156,161 des Strafgesetzbuches) sind

mir bekannt und bewusst.*

Datum Unterschrift

82



Anteilserklarung an etwaigen erfolgten Publikationen:

Christoph Kestler hatte folgenden Anteil an den folgenden Publikationen:

Wutzler, A., Kestler, C., Perrot, A., Loehr, L., Huemer, M., Parwani, A.S., Attanasio, P.,
Ozcelik, C., Schunck, W.H., Gollasch, M., Haverkamp, W. and Boldt, L.H., Variations in
the human soluble epoxide hydrolase gene and recurrence of atrial fibrillation after
catheter ablation. Int J Cardiol, 2013. 168(4): p. 3647-3651.

Beitrag im Einzelnen:

Mitarbeit bei Patientenrekrutierung sowie organisatorischen und administrativen
Prozessen, Selbststandige Durchfiihrung und Auswertung der genetischen Analysen,
Durchfiihrung der stat. Berechnungen gemeinsam mit dem Erstautor und Betreuer der

Doktorarbeit, Alexander Wutzler, sowie Mitarbeit am Manuskript der Publikation.

Unterschrift, Datum und Stempel des betreuenden Hochschullehrers/der betreuenden
Hochschullehrerin

Unterschrift des Doktoranden/der Doktorandin

83



8 Publikationsliste

Wutzler, A., Kestler, C., Perrot, A., Loehr, L., Huemer, M., Parwani, A.S., Attanasio, P.,
Ozcelik, C., Schunck, W.H., Gollasch, M., Haverkamp, W. and Boldt, L.H., Variations in
the human soluble epoxide hydrolase gene and recurrence of atrial fibrillation after
catheter ablation. Int J Cardiol, 2013. 168(4): p. 3647-3651.

84



9 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen
Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht

85



Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen
Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht

86



Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen
Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht

87



10 Danksagung
Meinem Doktorvater Prof. Dr. med. Wilhelm Haverkamp danke ich fiir die Uberlassung
des Promotionsthemas sowie fir die Moglichkeit, meine Dissertation an der Med. Klinik
mit Schwerpunkt Kardiologie, Charité Campus Virchow Klinikum, anfertigen zu durfen.
DarUber hinaus schulde ich ihm Dank fir die finanzielle Férderung im Rahmen eines
Promotionsstipendiums der Charité.
Meinem Betreuer Priv.-Doz. Dr. med. Alexander Wutzler danke ich fur die
ausgezeichnete Betreuung meiner Arbeit, fir die Einweisung in das wissenschaftliche
Arbeiten, flr kritische Diskussion meiner Ergebnisse sowie fur das Heranfihren an die
Interventionelle Rhythmologie. Herrn Priv.-Doz. Dr. med. Leif-Hendrik Boldt, dem Leiter
der Arbeitsgruppe, mochte ich fur die Aufnahme in die Arbeitsgruppe sowie fir die
Unterstlitzung bei meinen ersten beruflichen Schritten in der Kardiologie danken, ihm
und Herrn Wutzler ist meine Begeisterung fir Rhythmologie geschuldet.
Herrn Dipl.-Ing. Andreas Perrot und den Mitarbeitern des Kardiogenetischen Labors in
Berlin-Buch danke ich fiir die Unterstitzung bei den genetischen Analysen und fur die
Einweisung in die Laborarbeit.
Nicht zuletzt mdchte ich meinen Eltern und meiner Schwester danken. Ohne ihre
jahrelange Unterstiitzung waren mein Studium und diese Arbeit nicht méglich gewesen.
Meiner Freundin Lena danke ich fur die liebevolle Unterstitzung insbesondere auf den

schweren letzten Metern dieses Projekts.

88



