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Abstrakt

Einleitung:
Vorhofflimmern ist die haufigste Herzrhythmusstérung des Menschen. In den letzten

Jahren ergaben sich zunehmend Hinweise auf einen genetischen Hintergrund fir die
Erkrankung, insbesondere auch bei jungeren Patienten ohne Kklassische
Risikofaktoren. KCNE1-5 sind eine Gruppe von Proteinen, die als B-Untereinheiten
von Kaliumkanalen maf3geblichem Einfluss auf die Repolarisation und den Verlauf des
Aktionspotenzials u.a. am Herzen haben. Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, den
Einfluss genetischer Variationen in den kodierenden Exons der Gene KCNE1-5 auf
das Auftreten von Vorhofflimmern und den Therapieerfolg nach Ablation bei Patienten

ohne hohergradige Risikofaktoren zu untersuchen (,Real-Life-Patienten®).

Methodik:

Die kodierenden Exons der Gene KCNE1-5 wurden nach durchgefuhrter PCR bei 206
Patienten mit Vorhofflimmern ohne hdhergradige Risikofaktoren (,Real-Life Kohorte®)
sequenziert und die Genotypenverteilung der gefundenen Polymorphismen erfasst.
Diese Daten wurden mit europdischen bzw. europdisch-stammigen Kollektiven des
1000-Genome-Projekts sowie des NHLBI Exome-Sequenzierungs-Projekt verglichen.
Anschliel3end wurde bei 180 Patienten mit durchgefiihrter Katheterablation der Erfolg
der Intervention nach 12 und 24 Monaten erfasst und hinsichtlich einer moglichen

Assoziation mit den gefundenen Polymorphismen analysiert.

Ergebnisse:
Es konnten keine neuen Mutationen entdeckt werden. Funf synonyme sowie acht

nicht-synonyme vorbeschriebene Varianten wurden nachgewiesen. Das Allel 97T der
Variation rs17003955 (KCNES5) lasst sich im Rahmen dieser Untersuchung
maoglicherweise mit einem erhoéhten Risiko fur das Auftreten von VHF assoziieren
(p<0.001). Weiterhin liefert die vorliegende Arbeit Hinweise darauf, dass das Allel
588G des SNP rs12621643 (KCNE4) einen protektiven Einfluss auf das Rezidivrisiko
nach Ablation des Vorhofs nach 24 Monaten hat (p=0.019). Gleiches qilt fir den GG-
Genotyp des schon genannten Polymorphismus rs170039557 aus KCNE5 12 Monate
postinterventionell (p=0.045).



Schlussfolgerung:
Das Allel 97T der Variation rs17003955 (KCNEDS5) lasst sich mdglicherweise mit einem

erhdohten Risiko fur das Auftreten von VHF assoziieren. Allerdings liefern

vorhergehende Publikationen Hinweise auf eine abweichende Genotypenverteilung,
weshalb weitere Studien zur Risikoevaluierung unverzichtbar sind.

Erstmalig wurden bei Variationen der cDNA der Gene KCNE1 bis KCNES5 der Einfluss
auf den Interventionserfolg nach Katheterablation aufgrund von VHF untersucht. Die
Varianten rs12621643 (KCNE4) und rs170039557 (KCNE5) haben mdglicherweise
einen protektiven Einfluss auf den Therapieerfolg nach 12 und 24 Monaten, wahrend
die Wildtypen das Risiko fur ein Rezidiv eventuell steigern konnten. Diese
Erkenntnisse stehen jedoch bei rs170039557 kontrar zu den obengenannten
Ergebnissen, die ein erhdhtes Erkrankungsrisiko mit der Variante assoziieren.
Weitere Untersuchungen sind gerade im Hinblick auf eine zukunftig eventuell mogliche
individuelle préinterventionelle genetische Risikoevaluierung bei Patienten mit VHF

angezeigt.



Abstract

Background
Atrial fibrillation (AF) ist the most common cardiac rhythm disorder in humans. In recent

years more and more signs unfolded pointing towards a genetic background for AF,
especially in young patients without common risk factors. Human KCNE genes encode
for a small family of potassium channel ancillary subunits who modify repolarization
and the course of actions potentials in the heart and other tissues. The study aimed to
look at the impact of genetic variations in die coding regions of KCNE1-5 on the
occurrence of AF as well as the therapy response after catheter ablation in AF-patients
with moderate risk factors (real-life cohort).

Methods

The coding regions of KCNE1 - 5 were sequenced in 206 AF patients without severe
structural heart disease and compared to a background population of European
ancestry of the 100-genome-project and NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP).
Subsequently the therapy response in 180 patients who underwent catheter ablation
for drug-refractory AF was reviewed after 12 and 24 months and analyzed concerning
possible associations with regard to the found polymorphisms

Results:

No new polymorphisms could be identified. Five synonymous and eight known non-
synonymous variations were identified. Allele 97T of variation rs17003955 (KCNES5)
could potentially be associated with a higher risk for occurrence of atrial fibrillation (p
< 0.001). Furthermore, this study indicates a protective effect on the risk of relapse 24
months after atrial ablation (p = 0.019) for allele 588G of SNP res 12621643 (KCNE4).
The same seems to apply for the GG-genotype of mentioned rs 17003955 of KCNES
12 months after intervention (p = 0.045).

Conclusion:

Allele 97T of SNP rs17003955 (KCNES5 could potentially be associated with higher risk
for occurrence of AF. However, earlier publications note divergent distributions, which
is why further studies are necessary for better risk-evaluation.

For the first time variations within the cDNA of KCNE1 — 5 were analyzed concerning

its influence on success of atrial catheter ablation for atrial fibrillation. SNPs
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rs12621643 (KCNE4) and rs170039557 (KCNES5) could potentially have a protective
impact on success of therapy after 12 and 24 months, while the respective wild-types
could possibly increase the risk for relapse. However concerning rs170039557 these
findings are contrary to the above mentioned results, suggesting a higher association
of atrial fibrillation.

Further studies are necessary, especially with regard to possible individual genetic risk

evaluation in patients with atrial fibrillation preinterventionally.
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1. Einleitung

1.1 Vorhofflimmern
Beim Vorhoffimmern (VHF) handelt es sich um eine supraventrikulare

Rhythmusstérung, die durch unkoordinierte Erregungen mit einhergehender

mechanischer Funktionsminderung der kardialen Vorhofe gekennzeichnet ist.

Das Elektrokardiogramm (EKG) ist beim VHF durch das Fehlen von fir die
Vorhoferregung typischen regelméafligen P-Wellen charakterisiert, an deren Stelle
Flimmerwellen mit variierender Amplitude, Form und zeitlichem Erscheinen treten. Die
QRS-Komplexe als Korrelat fir die Kammererregung sind bei intaktem AV-Knoten

zeitlich unregelmaRig angeordnet. 2
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Abbildung 1.1: EKG-Verlauf beim Vorhofflimmern. Flimmern der Grundlinie, fehlende P-Wellen und Arrhythmie.

1.1.1 Epidemiologie
VHF qilt als die haufigste Herzrhythmusstérung des Menschen und wird bei 1 — 2 %

der Allgemeinbevdlkerung beobachtet. 34 Das durchschnittliche Alter der Patienten
betragt 73.1 Jahre. Manner sind mit 55.5 % mehrheitlich betroffen. 4> Die Pravalenz
steigt altersabhangig von 0.1 % bei unter 55-Jahrigen bis auf 9% bei Uber 80-Jahrigen
an. 2 Mit zunehmendem Alter der Gesamtbevolkerung werden im Jahre 2060 nach

Schatzungen 17.9 Millionen Menschen alleine in Europa von VHF betroffen sein. ©
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1.1.2 Atiologie und Pathogenese
In 15 bis 36 % der Falle liegen keine fassbaren Ursachen vor. Man spricht dann von

einem ideopathischen Vorhofflimmern bzw. ,lone atrial fibrillation“ (Lone AF).

In der Mehrzahl der Félle liegen jedoch pradisponierende Erkrankungen bzw.
strukturelle Schaden zu Grunde. Hierzu gehdren Koronare Herzkrankheit,
Klappenvitien, Herzinsuffizienz, Kardiomyopathien und Hypertonus. Aber auch
extrakardiale Ursachen im Rahmen von Schilddriseniberfunktion, Alkoholkonsum
oder Adipositas gelten als Risikofaktoren. ®> Als weitere Risikofaktoren gelten Diabetes
mellitus, hohes Lebensalter und akute oder temporar vorhandene Ursachen wie

Myokardinfarkt, Myokarditis, Perikarditis, Herzoperationen oder Stromschlag. 2

Kaliumkanale spielen eine bedeutende Rolle bei der Repolarisation von erregbaren
Zellen und somit in der Pathogenese von Vorhoffimmern. Wahrend eines
Aktionspotenzials im Vorhofmyokard erfolgt die Membrandepolarisierung initial durch
einen Na*-Einstrom durch spannungsabhangige Na*-Kanale (Ina). Dem wirkt ein
transienter K*-Ausstrom (lo) entgegen, der somit die initiale Repolarisierung einleitet.
Im weiteren Verlauf wird der durch Kalziumkanale (L-Typ-Ca?*-Kanale) bedingte Ca?*-
Einstrom zuerst durch den auswarts gerichteten K*-Strom (lkur), und spater durch die
gleichartig gerichteten Ikr und Iks ausgeglichen und der schnelle Abfall der
Membranpolaritat verursacht. Hierdurch werden die Starke der Kontraktion sowie die
Dauer des Aktionspotenzials kontrolliert. *

Die Vorgénge bei der Entstehung von VHF sind komplex. Die beiden am weitesten
akzeptierten Theorien sind die fokale ektope Automatie und die kreisende Erregung
(Reentry), wobei sich beide Mechanismen nicht gegenseitig ausschlieRen. 7 Als
wesentliche Entstehungsorte fur Vorhofflimmern konnten 1998 die Pulmonalvenen

identifiziert werden. 8

Bei der Theorie der fokalen Automatie wird davon ausgegangen, dass sich ein ektoper,
spontan aktiver und rasch entladender Fokus in den Vorhofen befindet, der das VHF
initiiert. Dabei kdnnen die Myokardzellen, dhnlich wie im Sinusknoten, einer repetitiven
diastolischen Depolarisation unterliegen oder im Anschluss an ein Aktionspotenzial

(AP) nachdepolarisiert werden (Afterdepolarisation). 7-°

Die Mdglichkeit eines Reentry-Mechanismus entsteht im Bereich von Grenzzonen
zwischen zwei Geweben (z.B. Narben). Bei gestorter Erregungsleitung oder
13



Erregungsruckbildung kann somit die gleiche Erregungswelle erneut auf Gewebe
treffen, dass nun nicht mehr refraktar ist. Somit kénnen kreisende Erregungen
entstehen, die zu insuffizienter Erregung und Kontraktion des Myokards fihren und

dem Aufrechterhalten des VHF zugrunde gelegt werden. 7°

Kinstlich induziertes VHF besteht im Tierversuch nur kurzzeitig und ist
selbstlimitierend. 1° Zu persistierenden Verlaufen beitragen konnen Veranderungen
der strukturellen und elektrophysiologischen Eigenschaften im Bereich der kardialen
Vorhofe, das sogenannten Remodeling. Dies kann durch Kkardiale
Begleiterkrankungen wie hypertensiver Kardiomyopathie, Herzinsuffizienz oder
Mitralklappenpathologien bedingt sein. Aber auch VHF selbst kann Veré&nderungen
herbeifihren, die VHF begiinstigen. Man unterscheidet elektrisches von strukturellem
Remodeling. Bei ersterem wird durch eine verdnderte Elektrophysiologie des
Gewebes die effektive Refraktarperiode verkurzt, was eine Entstehung von VHF im
Rahmen eines Reentry-Mechanismus begiinstigen kann. ' Bei strukturellem
Remodelling bedingen morphologische Veranderungen (z.B. Fibrosierung, Verlust von

Sarkomeren) kardiale Erregungsbildungs- oder Erregungsleitungsstérungen. 12

1.1.3 Klinik
Die Symptome sind vielfaltig und wenig speziell. Haufig klagen Patienten Uber

Herzstolpern oder Herzklopfen. Damit kénnen auch Brustschmerzen oder
Angstgefuhle  einhergehen. Abhangig vom  Herzminutenvolumen  kdnnen
Schwindelgefiihle bis hin zur Synkope auftreten. Bedingt durch die ANP-Wirkung kann
auch tUber Harndrang berichtet werden. 2 Oftmals sind VHF-Episoden jedoch klinisch
inapparent. 13 Die Symptomatik der Patienten lasst sich mit Hilfe des EHRA-Scores,

der den Schweregrad der Symptome klassifiziert, vereinfachen.

EHRA-Klasse ‘ Erklarung

EHRA | | keine Symptome

EHRA I leichte Symptome; die normale Alltagstatigkeit ist nicht beeinflusst

EHRA 1lI schwere Symptome; die Alltagstatigkeit ist beeintrachtigt

EHRA IV massiv behindernde Symptome; die Alltagstatigkeit kann nicht mehr
wahrgenommen werden

Abbildung 1.2: EHRA-Klassifikation aus ESC Leitlinien Vorhofflimmern 2010 4
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Jede erstmalige Vorstellung mit VHF wird als erste Episode bezeichnet. Das
paroxysmale Vorhofflimmern ist durch eine spontane Terminierung nach maximal 7
Tagen, meist jedoch innerhalb der ersten 48 Stunden, gekennzeichnet. Halt die
Episode langer als 7 Tage an oder wird vom Arzt medikamentdos oder durch
Kardioversion beendet, gilt das VHF als persistierend. Lange Episoden (> 1 Jahr)
gelten als lang anhaltendes persistierendes VHF. Beim permanenten VHF werden

keine rhythmus-erhaltenden MaBnahmen mehr durchgeftihrt. 14

-

paroxysmal (meist kirzer
als 48 Stunden anhaltend)

L’ -
, i
R +
it

Abbildung 1.3: Typen von Vorhofflimmern aus ESC Leitlinien Vorhofflimmern 2010 4

VHF ist mit einem erhOhten Langzeitrisiko fur Schlaganféalle und Herzinsuffizienz
assoziiert. Die Mortalitatsrate ist bei Patienten mit VHF doppelt so hoch wie bei
Patienten ohne VHF und hangt vom Schweregrad der kardiovaskularen
Grunderkrankung ab. ' Herzinsuffizienz und VHF sind eng miteinander verbunden
und konnen sich gegenseitig férdern. ® Des Weiteren ist das Schlaganfallrisiko um
das 3 — 5-fache erhoht, wahrend bis zu 25 % aller Schlaganfélle mit VHF assoziiert
werden. 1718 Zusatzliche Risikofaktoren fuir einen Schlaganfall bei Patienten mit VHF
sind fortgeschrittenes Alter, friher stattgefundene Schlaganfélle oder transitorische
ischamische Attacken (TIA), arterielle Hypertonie, Herzinsuffizienz und Diabetes

mellitus. 1°
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1.1.4 Therapie von Vorhofflimmern
Die Therapie von Vorhofflimmern basiert im Wesentlichen auf 2 Saulen:

1. Thromboembolieprophylaxe

2. Behandlung der Rhythmusstdrung

Initiale Prasentation
—)  Vorhoffimmem  — EHRA-Score
assozilerte Erkrankungen
& Erst-Evaluation

| orale Antikoagulation
—» "Ly, Aceylsalicyisaure
keine antithrombotische Theraple

'\.

frequenzregulierende Behandlung
R plus/minus Rhythmus-erhaltende
—L’ Behandiung

Behandlung von znqmde ACE-inhibitoren
= egmdm o L, Anglotensin-Rezeptarbocker
«upstream Statine PUFA

Abbildung 1.4: Behandlungskaskade bei VHF aus ESC Leitlinien Vorhofflimmern 2010 4

Die positive Wirkung einer Antikoagulation auf das Thromboembolierisiko wurde in
mehreren Studien nachgewiesen und meta-analytisch bestéatigt. 2° Diese wird in
Abhéangigkeit des Schlaganfall- und Blutungsrisikos durchgefiihrt. Die einfachste
Methode =zur Abschatzung des Schlaganfallrisikos stellt der CHA2DS2-Score
(chronische Herzinsuffizienz, arterielle Hypertonie, Alter > 75, Diabetes mellitus,
Schlaganfall) dar, welcher durch zusatzliche Risikofaktoren erweitert wird: CHA2DS2-
VASc (Gefal3erkrankung, Alter > 65, weibliches Geschlecht). Zusatzlich erfolgt die
Erfassung des Blutungsrisikos durch den HAS-BLED-Score (arterielle Hypertonie,
Leber-/ Nierenfunktionsstérung, Schlaganfall, Blutung, labile INR, Alter > 65,
Plattchenaggregationshemmer/Alkohol). 14

Die Behandlung der Rhythmusstérung erfolgt nach den Prinzipien der Frequenz- oder
Rhythmuskontrolle, wobei sich beide Strategien nicht gegenseitig ausschlieBen. 2! Bei
der Frequenzadaptation wird das Vorhofflimmern akzeptiert und die Ventrikelfrequenz
durch Kontrolle der AV-Uberleitungsfrequenz durch negativ chronotrope Substanzen
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wie Betablocker, Kalziumantagonisten vom nicht-Dihydropyridin-Typ und Digitalis
normalisiert.

Die Wiederherstellung des Sinusrhythmus mittels pharmakologischer Therapie,
Ublicherweise durch Einsatz von Klasse Ic-Antiarrhythmika wie Flecainid oder
Propafenon sowie Klasse Ill-Antiarrhythmika wie Amiodaron, Dronedaron oder
Vernakalant, durch  elektrische Kardioversion  oder  durch  Ablation
(Pulmonalvenenisolation)  beschreibt den  kurativen  Therapieansatz  der
Rhythmuskontrolle.

Die Uberlegenheit einer Strategie gegenuber der anderen konnte bisher in mehreren
Studien nicht eindeutig belegt werden. 2>2* Bei VHF-Patienten mit fortgeschrittener
Herzinsuffizienz und hochgradig reduzierter LVEF konnte jedoch kirzlich ein
Mortalitatsvorteil bei durchgefiihrter Ablation gegeniiber einer rein medikamentésen
Therapie nachgewiesen werden. 2> Hinweise auf einen signifikanten Vorteil einer
antiarrhythmischen Therapie mit Dronedaron gegeniber Placebo missen weiter
validiert werden. 26 Bezliglich des Ablationsverfahrens konnten in einer groRen Meta-
Analyse ein vergroRerter Vorhof, klappenassoziiertes VHF und Auftreten von
Rezidiven innerhalb von 30 Tagen als Pradiktoren beziglich des Therapieerfolgs
erkannt werden. Zusatzlich scheint das Rezidivrisiko bei persistierendem VHF héher
als bei der paroxysmalen Form zu sein. Die Dauer des Therapieerfolges mit
Rezidivraten bis zu 50 % innerhalb eines Jahres bleibt jedoch weiterhin oftmals schwer
vorherzusehen. 2’ Weitere Untersuchungen sind noch nicht abgeschlossen. 282°
Somit basiert die Therapieentscheidung derzeit maRgeblich auf der klinischen
Symptomatik des Patienten.

Im Rahmen der ,Upstream-Therapie® ist daruber hinaus fur eine optimale Behandlung

der kardiovaskularen Begleiterkrankungen zu sorgen. 14

1.2 Genetik von Vorhofflimmern
Die meisten Patienten mit VHF sind é&ltere Patienten mit beginstigenden

Risikofaktoren fur VHF. In 10-30 % der Falle entwickeln jedoch auch jingere Patienten
VHF ohne Vorliegen bekannter Risikofaktoren. 2° Zudem mehren sich die Berichte, in
denen Mutationen vor allem in lonenkanal-Genen beschrieben worden sind, sodass
eine genetische Pradisposition zu VHF angenommen werden muss.

Erste Hinweise auf eine familiare Haufung beim Vorhofflimmern lieferte im Jahre 1943
Wolff, der ein autosomal-dominantes Vererbungsmuster bei einer Familie beschrieb.

31 Weitere Studien unterstiitzen den Ansatz, dass eine familiare Haufung bei Lone AF
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sowie ein erhohtes Erkrankungsrisiko mit naherliegendem Verwandtschaftsgrad und

jungerem Erkrankungsalter einhergehen. 3236

Durch die Ergebnisse genannter epidemiologischer Studien verstarkte sich der
Eindruck, dass genetische Ursachen sowohl bei Lone AF als auch bei sekundarem
VHF eine entscheidende Rolle in der Entwicklung spielen konnten. 37 Aufgrund dieser
Hinweise wurden in der jingeren Vergangenheit vermehrt Studien zur Identifizierung
verantwortlicher Gene durchgefuhrt. Hierbei wurden im Wesentlichen zwei
Untersuchungsansatze angewendet. Um monogene Formen der Erkrankung erfassen
zu konnen, muss zunachst ein Indexpatient identifiziert werden. Im Anschluss wird
eine madglichst lickenlose familiare Stammbaumanalyse durchgefuhrt und mittels
Kopplungsanalyse nach Mutationen gefahndet, die nur bei phanotypisch betroffenen
Familienmitgliedern vorkommen. Die fur VHF ursachlich in Frage kommenden Gene
beeinflussen oftmals lonenkanéle sowie deren Untereinheiten und damit die kardialen
Erregungsablaufe. ®> So wurden bisher in verschiedenen Untereinheiten von
lonenkanélen Variationen bei Familien mit VHF gefunden (KCNQ1, KCNE2, KCNES5,
KCNEJ2, KCNA5, SCN5A, SCN1B, SCN2B). Es konnten auch Variationen des
Connexin40-Gens, in Genen des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und Atrialen
Natriuretischen Peptids (ANP) erfasst werden, die keinen direkten Einfluss auf das
Aktionspotenzial haben (NUP155, GJA5, NPPA). 3

Bei nicht familienbasierten Formen von VHF werden sogenannte Single Nucleotide
Polymorphismen (SNPs) untersucht. Dies sind einzelne Basenpaare der DNA-
Sequenz, die fur mehrere Varianten (Allele) einer Population bestehen, dabei aber
mindestens mit einer Haufigkeit von 1 % vorkommen. 3° Um den Einfluss von SNPs
auf die Entwicklung von VHF zu untersuchen, werden Assoziationsstudien
durchgefiihrt. Dazu werden Allelfrequenzen von SNPs in Kandidatengenen einer an
VHF erkrankten Population mit einer gesunden Kontrollgruppe verglichen. Mit diesem
Ansatz sind bereits Assoziationen von VHF mit Genen verschiedener Kaliumkanal-
Untereinheiten (KCNE1, KCNE5, KCNH2, SCN5A) erfasst worden. Zusatzlich konnten
auch hier Varianten bei primar nicht am Aktionspotenzial beteiligten Genen
nachgewiesen werden (u.a. ACE, AGT, GNB3). Auch bei Genen, die im Rahmen
entzundlichen Prozessen beteiligt sind, wurden Verknupfungen mit VHF beschrieben
(u.a. IL6, IL10, eNOS). Interessanterweise konnten in manchen Assoziationsstudien

genetische Polymorphismen identifiziert werden, bei denen davon ausgegangen wird,
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dass sie Veranderungen in den gleichen lonenkanaluntereinheiten bewirken kénnen,
die auch bei monogenetischen Formen von VHF gefunden wurden. Hierzu zahlen
auch KCNE1 und KCNEDS5, die Mitglieder einer Gruppe von Kaliumkanaluntereinheiten

sind, welche insbesondere die repolarisierenden Strome beeinflussen kénnen. 38

1.3 KCNE - Familie
Die Gene KCNEL1 - 5 kodieren fir eine kleine Familie von Kaliumkanaluntereinheiten,

die heteromere Komplexe mit den a-Untereinheiten des Kaliumkanals bilden und
deren funktionelle Eigenschaften modifizieren kénnen. 4° KCNE1-5 durchspannen die
Zellmembran einmal und wirken hierbei als Hilfsuntereinheit, ohne jedoch eigene

Strome generieren zu konnen. 4

KCNE Grole Proteinprodukt (AS) Chromosom
KCNE1 129 21

KCNE2 123 21

KCNE3 103 11

KCNE4 221 2

KCNE5 142 X

Tabelle 1.1: ProteingroRe und Chromosomenlokalisation KCNE1-5 (www.ensembl.org); AS=Aminosauren

Abbildung 1.2 zeigt eine mogliche Anordnung von Kv-KCNE-Komplexen.
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Da KCNE1 zu Beginn als ein molekulares Korrelat zu Iks zugeordnet werden konnte,
lag der Schwerpunkt der Erforschung der KCNE-Familie auf dem Herz. ! Mutationen
in KCNE-Genen konnten mit einer Reihe von kardialen Arrhythmien, insbesondere
dem Long-QT-Syndrom verknUpft werden. 4251 Weiterhin lieBen sich Assoziationen zu
friihzeitig auftretendem Myokardinfarkt belegen. 5253 In der Zwischenzeit wurden im
Rahmen von Untersuchungen an Mausen KCNEs auch in extrakardialen epithelialen
Geweben (Niere, Gastrointestinaltrakt/Magen, Trachea, Innenohr, Plexus choroideus,
Schilddriise) wissenschaftlich nachgewiesen und funktionell untersucht. 5463 Weiterhin
ergaben sich Hinweise auf potenzielle Assoziationen mit dem Auftreten von Epilepsie,
Veranderungen im Haushalt der Magensaure mit einhergehendem Entartungsrisiko
sowie Arteriosklerose. 467 In KCNE2- depletierten Mausen lieRen sich extrakardiale
Veranderungen (Diabetes mellitus, Hyperkaliamie, Hypercholesterinamie, Andmie und
erhdhte Konzentrationen von Angiotensin 2) mit konsekutiv erhohtem Risiko fur

plotzlichen Herztod nachweisen. 8

1.3.1 KCNE und Vorhofflimmern
Bis heute konnten bei allen finf Formen von KCNE Varianten mit Assoziationen zu

VHF nachgewiesen werden. In mehreren Studien untersucht wurde die Variation
p.S38G von KCNEL, die zu einem Funktionsverlust (Loss-of-Function, LoF) von
KCNQ1-KCNE1 und damit einem reduzierten Stromfluss lks fuhrt. Neben VHF wirkt
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p.S38G auch pradisponierend fur LQTS %72 und Herzinsuffizienz. * Ebenso wurde
nachgewiesen, dass die Oberflachenexpression von KCNQ1 und damit auch die
Starke von Iks bei CHO-Zellen (Chinese hamster ovary) mit der 38G-Variation in
KCNEL1 verringert ist. 7

Erst kurzlich konnten Olesen at al. bei einer Untersuchung von 209 Patienten mit
ideopathischem VHF die Variationen p.G25V und p.G60D nachweisen, die in der
Kontrollgruppe nicht prasent waren. Die elektrophysiologische Nachuntersuchung

ergab fur beide Varianten eine Zunahme (Gain-of-Function, GoF) des Stromfluss Iks.
75

Die erstmalige Erfassung einer Assoziation von KCNE und VHF gelang 2004 durch
Yang et al. In 28 nicht miteinander verwandten Patienten mit VHF wurde zweimal ein
Arginin/Cystein-Austausch an Position 27 des Proteins KCNE2 gefunden, die eine
funktionsverstarkende Wirkung auf KCNQ1-KCNE2 in den Expressionsstudien hatte.
Diese Variante konnte bei der nachfolgenden Familienuntersuchung bei allen ebenfalls
an VHF-erkrankten Verwandten nachgewiesen werden, wahrend die Kontrollgruppe
negativ blieb. 7® In einer aktuellen Untersuchung bei Patienten mit Lone AF durch
Nielsen konnten zwei weitere Mutationen (p.M23L, p.I57T) in KCNE2 nachgewiesen
werden, die in den elektrophysiologischen Untersuchungen eine Zunahme von lks

bewirkten. 77

Bisher konnten zwei Variationen in KCNE3 mit VHF in Zusammenhang gebracht
werden. 7879 Hierbei ergaben die elektrophysiologischen Studien der Variante p.V17M
eine Zunahme von lo und Ik, was eine Verkirzung des Aktionspotenzials mit

einhergehender Anfalligkeit fir Re-Entry-Kreislaufe zur Folge haben konnte. 78

Zeng et al. konnten 2007 belegen, dass KCNE4 p.E145D bei chinesischen Patienten

mit VHF haufiger als in der Kontrollgruppen (34% vs. 27.1%) vorzufinden ist. &

Auch Mutationen in KCNES5 kénnten mit VHF assoziiert sein. Die Variation p.L65F wies
nach einer Untersuchung durch Ravn et al. eine Aktivitatszunahme von Iks auf. 8
Demgegenuber scheint der Polymorphismus p.P33S eine protektive Wirkung in Bezug

auf die Entstehung von VHF haben. 8
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Gen Mutation In vitro-Effekte Referenz

KCNE1 p.G25V Aktivitdtszunahme Iks Olesen et al. 2012 7>
p.S38G Aktivitatsverlust ks, Ehrlich et al. 2005 74, Fatini
| Expression KCNQ1- et. al 2006 %°, Prystupa et al.
Kanalkomplexe 2006 72, Xu et al. 2008 °,
Husser et al. 2009 71
p.G60D Aktivitatszunahme Iks, Olesen et al. 2012 75
beschleunigte Deaktivierung
KCNE2 p.M23L Aktivitdtszunahme Iks Nielsen et al. 2014 77
p.R27C Aktivitatszunahme lqi-e2 Yang et al. 2004 7®
p.I57T Aktivitatszunahme lks Nielsen et al. 2014 77
KCNE3 p.V17M Aktivitdtszunahme Lundby et al. 2008 78
p.R53H Aktivitatszunahme lo1-e3 Zhang et al. 2006 7°
KCNE4 p.E145D Aktivitdtszunahme lqi-g4 Zeng et al. 2004 80
KCNES5S p.P33S - Ravn et al. 2005 82
p.L65F Aktivitatszunahme Iks Ravn et al. 2008 8!

Tabelle 1.2: Ubersicht bekannter Assoziation zwischen KCNE und VHF, Chr: = Chromosom

Da KCNE ubiquitar nachgewiesen werden konnte, lassen Mutationen in
extrakardialem Gewebe auch eine Relevanz fur die Entstehung von Vorhofflimmern
naheliegend erscheinen. So konnte kurzlich im Mausmodell ein Zusammenhang
zwischen KCNE3-Depletion und Hyperaldosteronismus-induziertem VHF beschrieben
werden. 8 Nachdem bereits der Einfluss von KCNE2 auf die Schilddriisenfunktion
beschrieben wurde, erscheint auch eine hieraus resultierende Anfalligkeit fir

Herzrhythmusstoérungen zumindest denkbar. 6284

1.4 Fragestellung
Vorhofflimmern ist die haufigste Herzrhythmusstérung des Menschen. Neben

pradisponierenden Erkrankungen und Risikofaktoren liegen Hinweise fur genetische

Einflisse vor.

KCNEZ1-5 sind integrale Proteine der Zellmembran, die fur sich genommen nicht dazu
in der Lage sind, eigene Stromflisse zu erzeugen. Als B-Untereinheiten besitzen sie
jedoch die Fahigkeit, modulierend auf Kaliumkanalproteine (a-Untereinheiten)
einzuwirken und deren funktionelle Eigenschaften zu verandern. Mutationen in
lonenkanalproteinen und speziell in KCNEs wurden mit kardialen Rhythmusstdrungen

und insbesondere VHF assoziiert. Da KCNEs jedoch ubiquitar im Kérper vorkommen,
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konnten auch extrakardiale Mechanismen zu Herzrhythmusstérungen fihren und

beitragen.

Der Therapierfolg des Ablationsverfahrens bleibt weiterhin oftmals schwer
vorherzusagen und scheint von multiplen, teils noch nicht genau erfassten Parametern

abzuhangen.
Die daraus resultierende Zielsetzung dieser Arbeit war:

1. Die Identifikation von neuen Variationen in den Exons von KCNE1-5 bei Patienten
ohne hohergradige Risikofaktoren (,Real-Life-VHF-Kollektiv®) sowie ein Vergleich der

Verteilung der Allele bei vorbekannten Variationen mit der Normalbevdlkerung.

2. Den Einfluss der im untersuchten Kollektiv erfassten KCNE-Variationen auf den

Ablationserfolg zu untersuchen.

23



2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Geréate
Name

Automatischer DNA-Sequenzer (ABI 3100)

Eismaschine AF-100
Elektrophorese-Kammer Multiphor 1I
Elektrophorese-Netzgerat PS 9009
Flachbettgelkammer Horizon 58
Fotoanlage Herolab E.A.S.Y
Gelkammer Horizon®58
Kuhlzentrifuge Sigma 3K30

LaserJet 4000N

Magnetriihrer RCT basic

Mikrowelle

pH-Meter 765 Calimatic

Picofuge

Pipetten (0,1 - 10 pl, 10 - 100 pl, 1000 pl)
Pipette, 8-Kanal (0,5 - 10 pl, 5 -50 pl)
Schiuttler GFL 3015

Thermocycler UNO

Thermocycler PTC- 200

Thermostat DRI-Block DB-2A

Vortex REAX 2000

Waage 510 - 37

2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Name

96-Well Reaction Plate MicroAmp™

96-Well Assay System MultiScreen®
Cellophanfolie
Gel Fix for PAG

Glasplatten

Hersteller
Perkin Elmer
Scotsman
Pharmacia
Gibco BRL
Gibco BRL
Herolab Enhanced Analysis System
Biometra
Biometra
Hewlett Packard
IKA Labortechnik
AEG

Omnilab
Stratagene
Eppendorf
Biozym, Abimed
GFL 3015
Biometra
MJ-Research, Biozym
Techne
Heidolph

Kern

Hersteller

Applied Biosystems
Millipore
Folia/Festa

Serva

Amersham
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Glaswannen

Handschuhe Manufix sensitiv
Handschuhe rotiprotect Nitril
Injektionsspritzen, 20ml
Paket-Klebeband

Parafilm

PCR Caps

PCR Softstrips 0,2 ml
Pipettenspitzen
ReaktionsgefalRe 2ml, 1,5ml, 0,6ml
Stripette 5ml, 10ml

2.1.3 Chemikalien
Name

Agarose
Ammoniumpersulphat
Borsaure
Bromphenolblau
EDTA

Gelgreen

Glycerin

HI-DI Formamid
HPLC-Wasser
Natriumcarbonat
Natriumhydroxid
Salzsaure

SeaKem® LE Agarose
Sephadex™ G-50 Superfine
Tris(base)
Xylencyanol

2.1.4 Enzyme und Nukleotide
Alkaline Shrimp Phosphatase

DNA-Primerpaare

Assistent
Braun

Roth

B Braun

Tesa

Roth
Biozym/Brand
Biozym/Brand
Cotech
Biozym

Costar

Hersteller
Biozym
Pharmacia Biotech
Roth

Pierce

Pierce

Biotium

Serva

Merck

Roth

Roth

Merck

Merck

Biozym

GE Healthcare
Roth

Pierce

Roche

BioTeZz
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2mM dNTP-Mix(dATP,dGTP,dCTP,dTTP) Roth

Exonuklease | Roche

2.1.5 Kits
PCR-Kit (Perkin Elmer)

- 10x PCR-Probenpuffer(100mM Tris-HCL pH 8,3; 500mM KCI)
- MgCl2 (25mM)
- Tag-DNA-Polymerase (5U /uL)

BigDye Terminator Kit v 1.1 (ABI-Chemie)

- BigDye-Ready-Reaction-Mix (A-, C-,G-, T-Dye Terminator, dATP, dCTP, dGTP,
dTTP, Tris-HCL(pH 9), MgCl, hitzeresistente Pyrophosphatase, AmpliTag-DNA-
Polymerase)

- 5x Sequenzierungspuffer

2.1.6 Wasser
Bei der Herstellung von Puffern wurde deionisiertes Wasser (dH20) benutzt.

Fur die Gelelektrophorese war destilliertes Wasser ausreichend. Zur Herstellung der

Puffer fir die Sequenzierung wurde HPLC-Wasser benutzt.

2.1.7 Molekulargewichtsmarker
DNA-Molekulargewichtsmarker VIII Roche

Abb. 2.1 Verwendeter DNA-
Molekulargewichtsmarker
vom Typ VI

1viu
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2.1.8 Patientenkollektiv
Das zu untersuchende Kollektiv setzte sich aus 206 Patienten der Charité

Universitadtsmedizin Berlin zusammen. Fir die genetische Untersuchung gaben alle
Patienten ihr Einverstandnis. Ein positives Votum der Ethikkommission liegt vor
(Ethikantrag: EA2/108/11).

2.1.9 Ein- und Ausschlusskriterien
Um in die Studie aufgenommen werden zu kdnnen, musste bei den Patienten in

mindestens EKG Vorhofflimmern verzeichnet worden sein oder aufgrund eines

anamnestisch bekannten VHF eine orale Antikoagulation bestehen.

VHF wurde definiert als der Ersatz von flir eine normale Vorhoferregung typischen P-
Wellen durch irregulare  Flimmerwellen und arrhythmisch  auftretende
Kammerkomplexe im Oberflachen-EKG. Des Weiteren mussten die Patienten im
Rahmen dieses oder eines vorhergehenden stationaren oder ambulanten Aufenthaltes
in der Charité Universitatsmedizin Berlin (Campus Virchow Klinikum) ein
transthorakales Echokardiogramm erhalten haben, um Parameter der Vorhof-,

Kammer- und Klappenfunktionen erhalten zu kénnen.

Die Patienten wurden entsprechend ihrer klinischen Diagnosen und
echokardiographischen  Befunde unter Berucksichtigung der  wichtigsten
Risikofaktoren  (Herzhypertrophie, Klappenvitien, = Koronare  Herzkrankheit,
Herzinsuffizienz) ausgewahlt. Dabei galten Patienten mit einer echokardiographisch
gemessenen Septumdicke von mehr als 13 mm, mit einem oder mehreren
Herzklappenvitien 11° oder héher, einer bestehenden KHK, einem echokardiographisch
gemessenen Durchmesser des linken Vorhofs von mehr als 50 mm oder einer LVEF
unter 45% als strukturell herzkrank und wurden ausgeschlossen. Wenn keines dieser
Kriterien vorlag, galten die Patienten als strukturell herzgesund und wurden in die
Studie eingeschlossen.

2.2 Software und URLSs

2.2.1 Sequencher 4.1 DNA Sequence Assembly Software
Zum Auswerten und Vergleichen der bei der Sequenzierung erzeugten

Chromatogramme mit der Referenzsequenz wurde die Software Sequencher 4.1 der

Firma Gene Codes Corporation verwendet.
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2.2.2 IBM SPSS Statistics 22.0
Die Software SPSS 22.0 der Firma SPSS Inc. diente der statistischen Auswertung der

Ergebnisse. Dazu wurden die Daten aller Patienten in die Tabelle eingegeben und mit

Hilfe der verschiedenen Funktionen des Programms ausgewertet.

2.2.3 NCBI Gene (www.ncbi.nlm.nih.gov /sites/entrez?db=gene)
Von der NCBI Datenbank Gene wurden die genomischen Sequenzen entnommen. Sie

dienten als Referenzsequenzen bei der Auswertung der Chromatogramme. Die
untersuchten Gene sind unter folgenden Eintrdgen zu finden: KCNEL(ID 3753),
KCNE2 (ID 9992), KCNE3 (ID 10008), KCNE4 (ID 23704) und KCNES5 (ID 23630).

2.2.4 Ensembl Genome Browser (www.ensemb.orq)
Eine Zusammenstellung aller Exons, Translationen und Varianten der einzelnen Gene

und Aminosauresequenzen findet sich in der Datenbank Ensembl. Diese wurde
verwendet, um bereits bekannte Varianten mit in den Sequenzierungen gefundenen
Auffalligkeiten zu vergleichen. Die in dieser Arbeit als bekannt angesehenen Varianten
wurden dem Ensembl Release 81 im Juli 2015 entnommen. Die untersuchten Gene

sind unter folgenden Eintragen zu finden:

KCNE1 Gen: ENSG00000180509, Transkript: KCNE1-201: ENST00000337385
KCNE2 Gen: ENSG00000159197, Transkript: KCNE2-001: ENST00000290310
KCNE3 Gen: ENSG00000175538, Transkript: KCNE3-001: ENST00000310128
KCNE4 Gen: ENSG00000152049, Transkript: KCNE4-001: ENST00000281830
KCNES5 Gen: ENSG00000176076, Transkript: KCNE5-001: ENST00000372101

2.2.5 1000-Genome-Projekt und NHLBI Exom-Sequenzierungs-Projekt
Um die gefundenen Variationen und ihre Verteilung mit einer Normalpopulation

vergleichen zu koénnen, wurden die Daten des 1000-Genome-Projekts genutzt
(www.1000genomes.org). Dabei handelt es sich um ein internationales Projekt, in dem
bisher die Genome von 2535 (Phase 3) Menschen weltweit sequenziert wurden, um
daraus einen detaillierten Katalog menschlicher genetischer Variationen zu erstellen.
Dabei werden die Teilnehmer bewusst randomisiert ausgewdahlt ohne klinische
Hintergrundinformationen zu erfragen, um eine mdglichst grundlegende
Allgemeinpopulation abzubilden. 8 Der in dieser Arbeit genutzte Teil Datenbank

bestand aus 503 europaischen Teilnehmern.

Sofern hier fur die gefundene Variante keine Information vorzufinden war, wurden

alternativ die Daten des NHLBI Exom-Sequenzierungs-Projekt (ESP6500) zum
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Vergleich herangezogen (http://evs.gs.washington.edu/EVS/). Hierbei handelt es sich
um Daten eines amerikanischen Sequenzierungsprojekts, dessen Population
phanotypisch ebenfalls sehr breit aufgestellt ist. In dieser Arbeit wurden die Daten von

Teilnehmern mit européaischer Abstammung genutzt.

2.3 Methoden

2.3.1 Vorbemerkung
Nach Herstellung des Master-Mix und nach Zugabe des in den einzelnen

Arbeitsschritten benétigten Untersuchungsmaterials wurde der Ansatz immer mit
einem Vortex (Firma Heidolph) gemischt, sowie mit einer Picofuge der Firma

Stratagene zentrifugiert. Das Arbeiten mit Enzymen erfolgte immer auf Eis.

2.3.2 DNA-Extraktion
Die DNA wurde aus EDTA-BIut isoliert, dem EDTA als Losung in einer Konzentration

von 1,2-2 mg EDTA/ml Blut in einer Monovette (Sarstedt) vorgelegt wurde. Die
Verdiinnung durch das flissige EDTA betrug maximal 1%. Die Lagerung erfolgte bei -
20 °C.
Die DNA der Patienten des Kollektivs wurde mittels einer Standard-DNA-Extraktions-
Methode nach Lahiri extrahiert. 8 Bei dieser Methode werden die Lymphozyten mittels
Detergenz lysiert und somit giftige organische Losungsmittel wie Phenol oder
Chloroform vermieden.
Die zellularen Proteine werden ausgesalzt und die DNA mit Hilfe von Ethanol gefallt.
Nach Resuspension mit einem geeigneten Puffer steht das DNA-Extrakt zur Verfiigung
und wird abschlieRend einer Konzentrations- und Qualitatsbestimmung durch
Photometrie unterzogen.
Im Folgenden werden die einzelnen Schritte der DNA-Isolation beschrieben:
1. Isolierung der Zellkerne durch Zentrifugation:

5 ml der Blutprobe, 5 ml Puffer TKM1 (10 mM Tris, pH 7,6; 10 mM MgClz; 2 mM

EDTA) und 100 pl Triton X-100 wurden vermischt und 20 Minuten bei 2500

U/min zentrifugiert.

2. Lyse der Lymphozyten:

Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet mit 800 ul Puffer TKM2 (10

mM Tris, pH 7,7; 10 mM KCL; 10 mM MgClz; 2 mM EDTA) und 50 pl 10% SDS

resuspendiert, vermischt und bei 55 °C 10 Minuten im Wasserbad inkubiert.

3. Fallung der Proteine:
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100 pl 5 M NaCl wurden hinzupipettiert, vermischt und 5 min bei 1200 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand mit der DNA (ca. 1 ml) wurde in ein neues GefaR
Uberfihrt und mit dem doppelten Volumen reinen Alkohols (ca. 2 pl) bei
Raumtemperatur vermischt. Das Gefal3 wurde mehrfach gedreht, bis die DNA
sichtbar wurde.
4. Alkoholféallung der DNA:
Im nachsten Schritt wurde die DNA in ein Gefal3 tberfihrt, das 1 ml 70 %
Ethanol enthielt, und 5 Minuten bei 1200 U/min zentrifugiert. Anschlie3end
wurde das Pellet 10 Minuten in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in 500
pl Tris-Puffer (10 mM, pH 8,0) 15 Minuten bei 65 °C resuspendiert. Das Resultat
konnte als DNA-Stammlésung genutzt werden.
Die genomische DNA der Patientenproben mit einer Konzentration von ca. 25 ng/pul
lag fUr diese Untersuchung bereits vor Versuchsbeginn auf 96-Loch Arbeitsplatten vor.
Sie wurde von Mitarbeitern des Kardiogenetischen Labors mit Hilfe eines
Extraktionsautomaten des Typs AUTOPURE LS der Firma QIAGEN isoliert.

2.3.3 Primer Design
Primer sind kurze DNA-Fragmente, die zur Amplifizierung einzelner Abschnitte eines

Gens bendttigt werden. Sie dienen als Startpunkt der DNA-Polymerase und setzten
kurz vor oder nach dem zu amplifizierenden Exon an (Forward Primer, F; Reverse
Primer, R).

Die fur die kodierenden Exone von KCNE1 bis 5 benétigten Primer fir die PCR wurden
von der Firma BioTeZ hergestellt. Zur Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur
der jeweiligen Primer wurden fir jedes Primerpaar normale PCR-Ansatze mit Test-
DNA hergestellt und im Thermocycler einem Temperaturgradienten unterzogen.
Hierbei werden insgesamt 12 gleiche PCR-Ansatze mit gleicher DNA unter
verschiedenen Annealing-Temperaturen getestet. Das passende Programm, aus dem
auch die einzelnen Temperaturstufen entnommen werden konnten, stellte der
Thermocycler zur Verfigung.

Um ein gutes Ergebnis zu erlangen, sollten folgende Richtlinien beim Primerdesign

nach Mdglichkeit eingehalten werden:

- Die Lange der Primer sollte zwischen 18 und 24 bp liegen

- Der Abstand zum zu untersuchenden Exon sollte zwischen 30 und 40 bp liegen

30



- Das Produkt sollte moglichst nicht langer als 600 bp lang sein, um eine

Auswertung in gesamter Lange zu ermoglichen

- Die beiden Primer eines Primerpaares sollten sich im Schmelzpunkt um nicht

mehr als 5° unterscheiden, um das Annealing zu optimieren.

- Die Schmelzpunkte sollten zwischen 50 und 70 °C liegen.

- Die beiden Primer eines Primerpaares und auch jeder Primer selbst sollten

maximal drei komplementare Basen enthalten, um die Bildung von Loops oder

Duplexe zu verhindern.

In der folgenden Tabelle 2.1 sind die Sequenzen, die Schmelztemperatur und die

Produktlange aufgefuihrt. Der Tabelle ist zu entnehmen, dass die Produktlangen bei
KCNE3 bis KCNES5 langer als in den Richtlinien beschrieben sind. Hier konnten die

Auswertungsschwierigkeiten durch Vorwarts- und Rickwartssequenzierung behoben

werden.

Primer Sequenz (5 => 3) ™ Produktlange
KCNE_1.1F GCAGCAGTGGAACCTTAATG 60 °C 226 bp
KCNE_1.1R CGGATGTAGCTCAGCATGAT 60 °C
KCNE_1.2F CTTCGGCTTCTTCACCCTG 60 °C 249 bp
KCNE_1.2R TTAGCCAGTGGTGGGGTTC 60 °C
KCNE_2.1F TCCGTTTTCCTAACCTTGTTC 60 °C 255 bp
KCNE_2.1R GCCACGATGATGAAAGAGAAC 62 °C
KCNE_2.2F GATGCTGAGAACTTCTACTATG 62 °C 289 bp
KCNE_2.2R GTCTGGACGTCAGATGTTAG 60 °C

KCNE_3F GCTAAGATTTTACCTGGGATCTGA 68 °C 626 bp
KCNE_3R TATGCACAAGGCTTCGGTCTAC 66 °C

KCEN_4F CTCTTGTCAGCTGTTTGGCGAACC 74 °C 886 bp
KCNE_4R CACAGGCACCTCCCGGACTC 68 °C

KCNE_5F CTGGGTGCTACCGCTGTT 58 °C 690 bp
KCNE_5R CTCCTGGCCTCTCACCATTA 62 °C

Tabelle 2.1: Basensequenz der ermittelten und verwendeten Primer mit Sequenz, Schmelztemperatur (TM), und

Produktlange (bp = Basenpaare, F = forward/vorwarts, R = reverse/rlickwarts)
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2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion
Mit Hilfe der Polymerase Chain Reaction (PCR) konnen ausgewahlte DNA-Abschnitte

amplifiziert werden. Dabei synthetisiert eine DNA-Polymerase entlang einer
vorhandenen Nukleinsdure-Matrize einen komplementéren DNA-Tochterstrang. Durch
Zugabe und komplementare Anlagerung der erwahnten Oligonukleotid-Primern mit
einer Lange von etwa 20 bp wird zuvor der interessante DNA-Bereich herausgriffen.
Als Matrize dient die aus dem Patientenblut gewonnene DNA (template). Zur
Herstellung der Primer muss die Sequenz des zu vervielfaltigenden DNA-Abschnitts
bekannt sein. Sie werden so gewéhlt, dass sie sich an der Nukleotidsequenz etwas
Uber- und unterhalb des entsprechenden DNA-Abschnitts durch partielle
Doppelstrangbildung mit den DNA-Einzelstrangen anlagern und so als Startpunkte flr
die DNA-Polymerase dienen kdnnen.

Zusatzlich bendtigt es Desoxyribonukleotide (dNTP’s) fir die Synthese des
Tochterstranges sowie ein geeignetes Puffersystem. Dieses sorgt fur ein Milieu,
welches die Polymerase optimal arbeiten lasst. Ein hierfir bendtigtes weiteres
essentielles Co-Substrat sind Mg?*-lonen, die Uber Komplexbildung die DNA, dNTP’s
und die DNA-Polymerase in Losung halten.

Die Reaktion wird mit Hilfe eines automatischen Thermocyclers durchgefihrt. Da
hierbei Temperaturen Uber 90 °C entstehen, bendétigt man eine hitzestabile DNA-
Polymerase aus thermophilen Bacterium Thermus Aquaticus (taq).

Zuerst wird die DNA bei 94 °C denaturiert und damit in ihre Einzelstrdnge
aufgeschmolzen. Durch das nun folgende schnelle Abkihlen auf die Annealing-
Temperatur (je nach Primer zwischen 40 — 70 °C) wird zum einen die Reassoziation
der DNA-Einzelstrange verhindert, zum anderen kénnen die Primer nun mit den
komplementaren Sequenzen hybridisieren. Bei der sich anschlielenden Elongation
wird von den Primern ausgehend der Tochterstrang durch die tag-Polymerase
gebildet. Dieser Zyklus aus Denaturierung, Annealing und Tochterstrang-Synthese
wird nun in mehreren, meistens um die 40, Zyklen wiederholt.

Die fur die PCR notigen Komponenten sind in Tab.1 zusammengefasst. Sie wurden
bei -20 °C gelagert und fur die PCR auf einem Thermoblock aufgetaut. Fir die Proben
wurde ein Master-Mix angesetzt und hiervon 24 pl mit 1 pl genomischer DNA-L6sung
in die ReaktionsgefalRe (PCR-Softstripes), die auf einem Eisblock gekthlt wurden,

pipettiert. Zusatzlich wurde eine Negativkontrolle bestehend aus dem PCR-Ansatz
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ohne genomische DNA mitgefihrt. Das fur die PCR verwendete Programm kann aus

Tab. 2.3 entnommen werden.

Komponente Konzentration Volumen
HPLC-Wasser - 17,5 ul
PCR-Probenpuffer 10x 2,5ul
MgCl: 50 mmol/l 15ul
Primer vorwarts 5 pmol/pl 1l
Primer riickwarts 5 pmol/pl 1l
dNTPs 25 mmol/l 0,3 ul
Tag-DNA-Polymerase 5 U/ul 0,2 ul
DNA-Vorlage 25 ng/pl 1p

Tabelle 2.2: PCR-Ansatz

Schritt T Zeit

1. Anfangsdenaturierung 94 °C 5 min
2. Denaturierung 94 °C 0,5 min
3. Primerhybridisierung s.Tab.1 0,5 min
4. Primerextension 72 °C 1,5 min
5. abschlie3ende Primerextension 72 °C 5 min

Tabelle 2.3: PCR-Programm (T=Temperatur)

2.3.5 Gelelektrophorese
Zur Kontrolle der PCR wurde eine Gelelektrophorese durchgefihrt. Hierzu wurde ein

3 % Agarosegel hergestellt. Die Agarose und der TBE-Puffer wurden in der Mikrowelle
aufgekocht und danach Gelgreen hinzugegeben. AnschlieRend wurde das Gel in die
Elektrophoresekammer gegossen, wo es ca. 45 Minuten zum Polymerisieren
benotigte. Nicht gleich weiter verwendete Gele konnten zur Lagerung bei 4° C in TBE-
Puffer aufbewahrt werden. Fur die Gelelektrophorese wurden die Gele ebenfalls mit
TBE-Puffer Gberschichtet.

Nun wurden jeweils 2ul PCR-Produkt mit 2ul Auftragspuffer vermischt und in die
Gelkammern pipettiert. Um die Grof3e des jeweiligen Fragments abschéatzen zu
konnen, wurde ein DNA-Molekulargewichtsmarker, der mit 10 mM Trispuffer (pH 8) im
Verhaltnis 1:10 verdinnt wurde, mit aufgetragen. Bei einer Spannung von 80mV wurde
die Elektrophorese ca. 45 Minuten lang durchgefiihrt. Bei gréf3eren Fragmenten

verlangerte sich diese Zeit bis auf 60 Minuten, um klare Banden zu erhalten.
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Abschlielend wurde das Gel in einem Fotometer unter UV-Licht fotografiert und

ausgewertet.
Komponente Menge
Tris(Base) 5449
Borsaure 27549
0,5M EDTA 20 ml
dH20 ad. 1000 ml
Tabelle 2.4: TBE-Puffer
Komponente Menge
Agarose 39
1x TBE-Puffer ad. 100 ml
Gelgreen 25ul
Tabelle 2.5: 3%iges Agarosegel (1Gel)
Komponente Menge
Glycerin 3mi
HPLC-Wasser 7ml
Bromphenolblau 0,025¢
Xylencyanol 0,025¢

Tabelle 2.6: Auftragspuffer

2.3.6 Enzymatische Aufreinigung

Da fur die weitere Verarbeitung die PCR-Produkte in bestmdglicher Qualitat vorliegen

sollten, wurde vor der Sequenzierung eine enzymatische Aufreinigung durchgefihrt,

bei der Gberschissige Primer und dNTPs abgebaut werden. Hierfir wurde wieder ein

Master-Mix hergestellt und danach fur 30 Minuten bei 37 °C und anschliel3end 15

Minuten bei 72°C im Thermocycler inkubiert. Unmittelbar nach der Aufreinigung

erfolgte das Cycle-Sequenzieren.
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Komponente Volumen

Exonuklease | 0,09 pl
Shrimp Alkaline Phosphatase 0,32 pl
HPLC-Wasser 2,59 ul
PCR-Produkt 7 ul

Tabelle 2.7: Komponenten fur die enzymatische Aufreinigung

2.3.7 Sequenzierung
Um die Patientenproben auf Mutationen zu untersuchen, muss die Basenabfolge der

einzelnen Exons sichtbar gemacht werden. Dazu dient die automatische
Sequenzierung nach Sanger. In eine Richtung wird hierbei der Komplementérstrang
zur DNA gebildet, der durch Fluoreszenzfarbstoff-markierte Didesoxynukleotidbasen
(ddNTPs) terminiert wird. Fur jede Base wurde dafur ein Farbstoff mit einem anderen
Absorptionsmaximum verwendet. Mit einem mikroprozessgesteuerten
Sequenzierungsgerat mit Elektrophorese- und Fluoreszenz-Detektionsfunktion kann
nun durch die Markierung die genaue Basenabfolge der amplifizierten DNA-Sequenz
ausgelesen und als Elektropherogramm dargestellt werden.

Analog zur Aufreinigung wurde ein Mastermix hergestellt. Fur die Cycle Sequenz
wurde entweder der Vorwarts- oder Rickwarts- Primer verwendet. Bei KCNE4 war es
aufgrund der Fragmentlange notig sowohl vorwarts als auch rickwérts zu

sequenzieren.

Komponente Volumen
BigDye Ready Reaction 0,5 ul

5x Sequenzierungspuffer 1,75 ul
Forward- oder Reverse-Primer 1u
HPLC-Wasser 4,75 ul
PCR-Produkt 2 ul

Tabelle 2.8: Ansatz fur die Sequenzierung
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Schritt T Zeit

1-Anfangsdenaturierung 96 °C 1:00 min
2-Denaturierung 96 °C 0:10 min
3-Primerhybridisierung 50 °C 0:30 min
4-Primerextension 60 °C 4:00 min
5-abschl. Primerextension 20°C 5:00 min

Tabelle 2.9: Programm fur die Sequenzierung (T=Temperatur)

2.3.8 Sephadex Aufreinigung
Zur Aufreinigung der DNA wurde ,Sephadex™ G-50 Superfine” in eine 96 Well-Plate

des MultiScreen® Assay Systems mittels einer Fullhilfe eingebracht. Pro Well wurde
300 ul HPLC-Wasser hinzugefugt. Die Quellzeit betrug 24 Stunden bei 4 °C. Die

gequollen Platten wurden fur 5 Minuten bei 1000 g zentrifugiert, wiederum mit 150 pl

HPLC-Wasser pro Well beflllt und anschliel3end wieder bei 1000 g 5 Minuten lang
zentrifugiert. Das filtrierte HPLC-Wasser wurde verworfen. Zuletzt erfolgte die Zugabe
von 10 pl Sequenzierprodukt pro Well und eine letzte Zentrifugation unter analogen
Bedingungen. Die gereinigten Produkte wurden schlief3lich in einem Sequenzierwell
aufgefangen, das zuvor mit 13 pl HiDi-Formamid proWell geftillt worden war und bei -
20°C gelagert. Die Sequenzierung erfolgte anschlie3end mit einem automatischen

DNA-Sequenzer.

2.3.9 Auswertung der Sequenzierung
Die erhaltenen Elektropherogramme wurden zur Auswertung mit dem Programm

~SEQUENCHER 4.1 mit der Referenzsequenz verglichen, welche aus der Datenbank

NCBI Gene (www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene) entnommen wurde.

2.3.10 Katheterablation und Follow-up
Die Ablation erfolgte durch das arztliche Personal der Medizinischen Klinik mit

Schwerpunkt Kardiologie an der Charité Universitatsmedizin Berlin, Campus Virchow,
wie vorbeschrieben nach Aufklarung und vorangegangener Nuchternheit von
mindestens 8 Stunden. 8 Alle Patienten erhielten vor der Intervention sowohl eine
transthorakale als auch transtsophageale Echokardiographie, um mogliche atriale
Thromben auszuschlielien. Nach Etablierung eines vendsen Zugangs durch die

Venae femoralis und doppelter transseptaler Punktion unter radiologischer
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Durchleuchtung, wurden ein wassergekuhlter Ablationskatheter (NAVISTAR
Thermocool, Biosense Webster, Diamond Bar, CA, USA oder CoolPath, IBI/St. Jude
Medical, St. Paul, MN, USA) sowie ein zirkumferentieller Mappingkatheter (Lasso,
Biosense Webster, oder Optima, IBI/St. Jude Medical, Connecticut, USA) im linken
Vorhof positioniert. Nun wurde eine Angiographie des Vorhofs und der Pulmonalvenen
unter Adenosin-induzierter Asystolie durchgefiihrt. Die Geometrie des Vorhofs wurde
durch ein 3D-Kartierungs-System rekonstruiert (CARTO, Biosense Webster, oder
Ensite NavX, ST. Jude Medical). Die zirkumferentielle Pulmonalvenenablationen
wurden mit Hilfe des wassergekihlten Ablationskathethers (3,5 mm) und eines
Stockert 70 Radiofrequenz-Generators (Biosense Webster) durchgefuhrt. Die
maximale Temperatur betrug 43 °C und die Leistung maximal 35 Watt. Als Endpunkt
der Intervention galt eine komplette Isolation der Pulmonalvenen. In dieser Arbeit
wurden Erstablationen betrachtet.

Die Patienten wurden 3, 12 und 24 Monaten postinterventionell in der kardiologischen
Ambulanz durch das &arztliche Personal nachuntersucht. Neben einem 12-Kanal-EKG
wurde auch ein Langzeit-EKG durchgefuhrt bzw. bei Vorhandensein eines
implantierten Rekorders die Daten ausgelesen. Aul3erplanmalige Untersuchungen
fanden statt, wenn Patienten Uber VHF-verdachtige Symptome klagten. VHF-
Episoden, die langer als 30 Sekunden andauerten, wurden als Rezidiv angesehen.
Geschah dies innerhalb der ersten drei Monate nach Ablation, galt dies noch nicht als
Rezidiv. Eine vormals eingenommene antiarrhythmische Medikation wurde die ersten
drei Monate nach der Intervention fortgesetzt und danach ausgeschlichen. Im Falle
einer Wiederkehr des VHF mit einer Dauer > 48 Stunden und/oder klinischen
Symptomen wurde eine elektrische Kardioversion durchgefuhrt, wahrend eine evtl.
zusatzliche oder erneute medikamentdse Therapie durch den zustandigen Arzt

eingeleitet wurde.

2.4 Benennung von Varianten
Bei der Nomenklatur der gefundenen Varianten wurde sich an den Empfehlungen der

Human Gene Variant Society (www.hgvs.org) gehalten. Dabei werden Varianten auf
Ebene der kodierenden DNA mit ,.c“ (cDNA) und Varianten auf Proteinebene mit ,p“
gekennzeichnet. Auf cDNA-Ebene werden die Varianten im Format ,c.112A>G*
angegeben. Die Zahl (112) beschreibt die Position in der cDNA und die
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Buchstabenkombination das Nukleotid. Das Zeichen ,>“ beschreibt einen

Basenaustausch.

Auf Proteinebene wird die obengenannte Variante im Format ,p.S38G“ bzw.
,p-Ser38Gly“ wiedergegeben. Die Zahl steht fur die Position der Variante im Protein.
Die vor der Zahl stehende AS beschreibt den Wildtyp, die AS nach der Zahl die
Variante. Die betreffenden AS werden hier durch Buchstaben oder einen dreiteiligen

Buchstabencode abgekirzt (siehe Abklirzungsverzeichnis).

Die Benennung der Position innerhalb des Basenstrangs bzw. der
Aminosauresequenz erfolgt nach GRCh38. Hierbei handelt es sich um die humane
Referenzsequenz des Genome Referenz Konsortiums
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/assembly/grc/human/), die weltweit in
Datenbanken genutzt wird. Bis 2013 wurde GRCh37 genutzt, durch die Umstellung
kommt es nun teilweise zu neuen Lokalisationsangaben. Sofern relevant, da
beispielsweise vorherige Publikationen noch die alte Einteilung nutzen, wird die altere

Bezeichnung in Klammern aufgefuhrt.

2.5 Statistik
Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software IBM SPSS Statistics 22.0. Die

erfassten Daten der Patienten sowie die gefundenen Genotypen wurden in Tabellen
eingegeben. Die Haufigkeiten und Mediane wurden durch das Programm errechnet
und in Tabellen und Diagrammen dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels
Chi2-Test ermittelt. Die Ermittlung der Odds Ratios (OR) erfolgte zur Kontrolle
zusatzlich mit Hilfe eines Online-Tools
(https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php). Zusétzlich zum Vergleich der
Genotypen wurden auch dominante bzw. rezessive Modelle fir alle nsSNPs
berechnet. Eine Konsultation mit dem Institut fur Biometrie und klinische Epidemiologie
der Charité Universitatsmedizin Berlin, fand im Anschluss an die statistischen
Berechnungen statt. FUr die nicht-synonymen Varianten wurde die Gliltigkeit des
Hardy-Weinberg-Gesetzes Uberpruft
(http://www.tufts.edu/~mcourt01/Documents/Court%20lab%20-
%20HW%?20calculator.xIs).

Die HARDY-WEINBERG-Verteilung gibt das Zahlenverhaltnis der Genotypen in einer
Population aus diploiden Organismen bei verschiedenen Allelfrequenzen an einem

Locus an und besagt, dass genetische Variationen in einem idealisierten Modell Giber
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die Generationen gleich bleiben. Dazu missen bestimmte Voraussetzungen gegeben
sein (u.a. bisexuelle Fortpflanzung in der Population, gleiche Allelfrequenzen bei
mannlichen und weiblichen Mitgliedern der Population, Zufallspaarung, keine neuen
Mutationen oder Genimport oder —export). Liegt eine Population nicht im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht, muss davon ausgegangen werden, dass nicht alle

Voraussetzungen erfillt sind.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs
206 Patienten entsprachen den Auswahlkriterien und wurden in die Studie

eingeschlossen. Eine Ubersicht des Patientenkollektivs kann Tabelle 4.1 entnommen

werden.

Geschlecht mannlich/weiblich 142 (68.9 %) / 64 (31.1 %)

Max Alter / min. Alter bei ED (in Jahren) 75/10

@-Alter bei ED (in Jahren) 50.3+11.7

Medianes Alter bei ED (in Jahren) 52.5

Medianer BMI (in kg) 26.2

Mediane Gro63e (in cm) 178

@ RR systolisch (mmHg) 120.1£14.6

@ RR diastolisch (mmHgQ) 73.5+94

@ LA-Diameter (in mm) 4095

LVEF (%) 59.4+5.3

Arterieller Hypertonus 75/206 (36.4 %)

VHF-Art Erste Episode 1/206 (0.5 %)
paroxysmal 145/206 (70.4 %)
persistierend 60/206 (29.1 %)

Ablation durchgefiihrt 180/206

Tabelle 3.1: Eigenschaften des Patientenkollektivs

3.2 PCR-Optimierung
Alle Primer wurden wie in Kapitel 2.3.3 beschrieben einer Optimierung unterzogen.

Exemplarisch fur alle Primerpaare sollen im Folgenden die Ergebnisse am Beispiel
KCNE3 detailliert dargestellt werden. Eine Ubersicht aller Ergebnisse der PCR-
Optimierung wird in Tabelle 3.2 dargestellt.

Bei der Betrachtung des PCR-Gradienten von KCNE3 nach 40 Zyklen in Abbildung
3.1 sind bei fast allen Temperaturen gut sichtbare Banden zu erkennen. Allerdings
zeigen sich insbesondere bei niedrigeren Annealing-Temperaturen unscharfe Banden

als Folge von Nebenprodukt. Bei h6heren Temperaturen nimmt die Starke der Bande
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wiederum ab. In diesem Beispiel wurden 40 Zyklen und eine Temperatur von 65 °C
als zukinftige Einstellung gewahlt, da bei 64,6 °C eine kraftige Bande bei gleichzeitig

kaum vorhandenem Nebenprodukt besteht.

s
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Abbildung 3.1: PCR-Produkt des Primerpaares fir KCNE3 nach 40 Zyklen. M=Marker VIII, 70(-)= Negativprobe
bei 70 °C

Die Anwendung der so ermittelten Einstellungen fir die Zyklusanzahl und Temperatur

fur die PCR bestatigten die Richtigkeit der Parameter (siehe Abb. 3.2)

Abbildung 3.2: PCR-Produkt von KCNE3 nach Anwendung ermittelter Temperatur- und Zykluseinstellungen
(Pfeil = Marker VIII)

Nach gleicher Art erfolgte die Optimierung der PCR fiur alle genannten Primerpaare.

Bei KCNES5 war es notig, die Anzahl der Zyklen auf 37 zu reduzieren. Somit konnten
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im Gegensatz zu 40 Zyklen kraftigere Banden ohne viel Nebenprodukt erreicht

werden. Eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der PCR-Optimierung gibt Tabelle 3.2.

KCNE-Primer Zyklen Annealing-T
11 40 67 °C
1.2 40 67 °C
2.1 40 57 °C
2.2 40 62 °C
3 40 65 °C
4 40 67 °C
5 37 60 °C

3.3 Auswertung der Sequenzierungen der Patienten
Es wurden insgesamt funf verschiedene synonyme Einzelnukleotid-Polymorphismen

(sSNPs) und acht verschiedene nicht-synonyme Einzelnukleotid-Polymorphismen
(nsSNPs) gefunden. Als SNP bezeichnet man den Austausch einer Base der DNA-
Sequenz. Unterschieden wird zwischen sSNPs, bei denen der Basenaustausch keine
Veranderung der Aminosauresequenz bewirkt und nsSNPs, bei welchen durch den
Basenaustausch das Basentriplett so verandert wird, dass die hierdurch kodierte

Aminosaure eine andere ist als zuvor.

Alle gefundenen Variationen sind vorbeschrieben. Neue Mutationen konnten nicht

identifiziert werden.

3.3.1 KCNE1

3.3.1.1 Synonyme Variationen

Ein Patient zeigte den sSNP rs17173510, bei dem die Base Guanin an Position 84 der
cDNA durch Adenin ersetzt wird (c.84G>A). Die Anderung des Basentripletts von TCG
zu TCA bleibt ohne Folgen fir die Aminosauresequenz. Es handelt sich um eine
heterozygote Variante.
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Abbildung 3.3: Chromatogramm der Variante ¢.84G>a. a) Wildtyp GG b) Heterozygotie AG
3.3.1.2 Nicht-synonyme Variationen
Die nicht-synonyme Varianten rs1805127, rs1805128 und rs150454912 konnten

identifiziert werden. Die Genotypenverteilung befand sich in allen drei Fallen im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht.

rs1805127

Bei rs1805127 wird Adenin durch Guanin an der 112. Position der cDNA ersetzt.
Infolgedessen verdndert sich auch die Aminoséduresequenz, indem Serin und Glycin

an Position 38 ausgetauscht werden.

AG C AG T G AGC GG T G

NN N

ARG C AR G T G

!

b)
Abbildung 3.4: Chromatogramm der Variante c.112A>G (p.Ser38Gly). a) Wildtyp AA b) Heterozygotie AG
¢) Homozygotie GG

Bei der Verteilung der Genotypen und Allele zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der untersuchten VHF-Kohorte und der Kontrollpopulation des 1000-

Genome-Projekts.
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rs1805127 VHF 1000-Genome p-Wert

C.112A>G (p.Ser38Gly) AA 26 (12.6 %) 67 (13.3 %) 0.946
AG 99 (48.1 %) 244 (48.5 %)
GG  81(39.3%) 192 (38.2 %)

Allelverteilung A 151 (36.7 %) 378 (37.6 %) 0.744
G 261 (63.3 %) 628 (62.4 %)

Tabelle 3.3: Genotypen- und Allelverteilung von ¢.112A>G bei Patienten mit VHF und in der Kontrollpopulation

Im dominanten und rezessiven Modell konnte ebenfalls kein Unterschied zwischen
den Gruppen festgestellt werden.

rs1805127 OR (95 % KI) p-Wert
C.112A>G (p.Ser38Gly)

Dominant (AA/AG vs. GG) 1.064 (0.655-1.728) 0.802
Rezessiv (AA vs. AG/GG) 1.050 (0.753-1.464) 0.775

Tabelle 3.4: Interaktion zwischen VHF und rs1805127 im dominanten und rezessiven Modell. (OR = Odds Ratio;
95 % Kl = 95 %-Konfidenzintervall)

rs1805128

Bei der Variation rs1805128 kommt es an Position 253 der cDNA zu einem Austausch
von Guanin durch Adenin. In der Aminosaureabfolge wird Aspartat an Position 85 nun
durch Asparagin ersetzt. Es konnten neben dem Wildtyp 5 heterozygote Genotypen

erfasst werden.

C C G AT G T C CAGA T G

Dpapll g

Abbildung 3.5: Chromatogramm der Variante c.253G>A (p.Asp38Asn). a) Wildtyp GG b) Heterozygotie AG

Bei der Verteilung der Genotypen sowie der Allele konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen der untersuchten VHF-Kohorte und der Kontrollpopulation des

1000-Genome-Projekts nachgewiesen werden.
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rs1805128 VHF 1000-Genome p-Wert

C.253G>A (p.Asp85Asn) GG 201 (97.6%) 494 (98.2 %) 0.579
AG  5(2.4%) 9 (1.8 %)

Allele G 407 (98.8 %) 997 (99.1 %) 0.581
A 5 (1.2 %) 9 (0.9 %)

Tabelle 3.5: Genotypen- und Allelverteilung von ¢.253G>A bei Patienten mit VHF und in der Kontrollpopulation

Im dominanten Modell zeigte sich kein Unterschied zwischen dem untersuchten
Kollektiv und der Kontrollpopulation. Ein rezessives Modell konnte wegen fehlender

Homozygotie der Variante (Genotyp AA) nicht berechnet werden.

rs1805128 OR (95 % KI) p-Wert
€.253G>A (p.Asp85Asn)
Dominant (AG vs. GG) 1.365 (0.452-4.124) 0.581

Tabelle 3.6: Interaktion zwischen VHF und rs1805128 im dominanten Modell. (OR = Odds Ratio; 95 % Kl = 95
%-Konfidenzintervall)

rs150454912

Die Variation mit der ID rs150454912 geht auf den Ersatz von Guanin durch Adenin
an der 293. Stelle der cDNA zurtick. Auf Proteinebene wird Arginin durch Glutamin auf
Hohe der 98. Aminoséaure des Proteins ersetzt. Bei einer Patientenprobe liel3 sich ein

heterozygoter Genotyp nachweisen.

EEEEET C CHBGG T

Nt A

Abbildung 3.6: Chromatogramm der Variante c.293G>A (p.Arg98GIn). a) Wildtyp GG b) Heterozygotie AG

Zu diesem nsSNP standen keine Daten aus dem 1000-Genome-Projekt zur
Verfugung. Deshalb wurde auf die Datenbank des NHLBI Exom-Sequenzierungs-
Projekt (ESP6500) zurtickgegriffen. Sowohl bei der Verteilung der Genotypen als auch

der Allele konnte die Variante signifikant haufiger nachgewiesen werden.
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rs150454912 VHF NHLBI (ESP6500) p-Wert

C.293G>A (p.Arg98GIn) GG 205 (99.5 %) 4299 (100 %) 0.002
AG  1(0.5%) 1 (0 %)

Allele G 411 (99.8 %) 8599 (100 %) 0.002
A 1 (0.2 %) 1 (0 %)

Tabelle 3.7: Genotypen- und Allelverteilung von ¢.293G>A bei Patienten mit VHF und in der Kontrollpopulation

Auch im dominanten Modell zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen dem
untersuchten Kollektiv und der Kontrollpopulation. Ein rezessives Modell konnte

wegen fehlender Homozygotie der Variante (Genotyp AA) nicht berechnet werden.

rs150454912 OR (95 % Kl) p-Wert
€.293G>A (p.Arg98GIn)
Dominant (AG vs. GG) 20.970 (1.307-336.476) 0.035

Tabelle 3.8: Interaktion zwischen VHF und rs150454912 im dominanten Modell. (OR = Odds Ratio; 95 % Kl = 95
%-Konfidenzintervall)

3.3.2 KCNE2

3.3.2.1 Nicht-synonyme Variationen

Im Bereich von KCNE2 konnte der nsSNP rs2234916 nachgewiesen werden. Hierbei
kommt es zu einem Austausch von Adenin und Guanin an Position 22 der cDNA mit
der Konsequenz, dass Threonin und Alanin an achter Stelle der Aminosauresequenz
ausgetauscht werden. Sechs Patienten zeigten einen heterozygoten Genotyp. Die

Verteilung der Genotypen erfillte das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

CA CRA C CAGC R C

oo atoon

Abbildung 3.7: Chromatogramm der Variante ¢.22A>G (p.Trh8Ala). a) Wildtyp AA b) Heterozygotie AG

Bei der Genotypen- und Allelverteilung zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der untersuchten VHF-Kohorte und der Kontrollpopulation.
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rs2234916 VHF 1000-Genome p-Wert

¢.22A>G (p.Thr8Ala) AA 200 (97.1 %) 496 (98.6 %) 0.171
AG  6(2.9 %) 7 (1.4 %)

Allele A 406 (98.5 %) 999 (99.3 %) 0.173
G 6 (1.5 %) 7 (0.7 %)

Tabelle 3.9: Genotypen- und Allelverteilung von ¢.22A>G bei Patienten mit VHF und in der Kontrollpopulation

Das dominanten Modell ergab ein erhdhtes Risiko fur VHF bei Vorhandensein der
Variante. Dieser Unterschied erreichte jedoch nicht das Signifikanzniveau. Ein
rezessives Modell konnte wegen fehlender Homozygotie der Variante (Genotyp GG)
nicht berechnet werden.

rs2234916 OR (95 % Kl) p-Wert
C.22A>G (p.Thr8Ala)
Dominant (AG vs. AA) 2.126 (0.706-6.404) 0.180

Tabelle 3.10: Interaktion zwischen VHF und rs2234916 im dominanten Modell. (OR = Odds Ratio; 95 % Kl = 95
%-Konfidenzintervall)

3.3.3 KCNE3

3.3.3.1 Synonyme Variationen

In 56 Fallen konnte der synonyme Polymorphismus rs2270676 nachgewiesen werden.
Hierbei wird Thymin durch Cytosin ersetzt (c.198T>C). Dies hat keinen Einfluss auf die
durch das Basentriplett kodierte Aminosaure. Die Variation kam zweimal in
homozygoter und in 54 Fallen in heterozygoter Form vor.

G T T T C T A EETH
T ETA

/V\/\Mm

Abblldung 3.8: Chromatogramm der Variante ¢.198T>C. a) Wildtyp TT b) Heterozygotie CT ¢) Homozygotie CC
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3.3.3.2 Nicht-synonyme Variationen
Ebenfalls konnte der nsSNP rs17215437 bei vier Patienten identifiziert werden. An

Position 248 der kodierenden DNA von KCNE3 kommt es hierbei zum Austausch von
Guanin und Adenin (c.248G>A). In der Folge wird die Aminoséure Arginin durch
Histidin an Position 83 der Aminosaurekette ersetzt. Drei heterozygote Genotypen
wurden bei der untersuchten Kohorte gefunden. Die Genotyoenverteilung entsprach

dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

C C CGC AA C C CACANA

M WA
a) s b) -

Abbildung 3.9: Chromatogramm der Variante c.248G>A (p.Arg8His). a) Wildtyp GG b) Heterozygotie AG

Bei der Verteilung der Genotypen zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen

der untersuchten VHF-Kohorte und der Kontrollpopulation.

rs17215437 VHF 1000-Genome p-Wert

€.248G>A (p.Arg83His) GG 203 (98.5 %) 501 (99.6 %) 0.126
AG 3 (1.5 %) 2 (0.4 %)

Allele G 409 (99.3 %) 1004 (99.8 %) 0.127
A 3 (0.7 %) 2 (0.2 %)

Tabelle 3.11: Genotypen- und Allelverteilung von ¢.248G>A bei Patienten mit VHF und in der Kontrollpopulation
Im dominanten Modell konnte ein erhéhtes Risiko fir VHF bei Vorliegen der Variation

nachgewiesen werden, welches jedoch das Signifikanzniveau nicht erreichte. Ein
rezessives Modell konnte wegen fehlender Homozygotie der Variante (Genotyp GG)

nicht berechnet werden.

rs17215437 OR (95 % K1) p-Wert
€.248G>A (p.Arg83His)
Dominant (AG vs. GG) 3.702 (0.614-22.321) 0.153

Tabelle 3.12: Interaktion zwischen VHF und rs17215437 im dominanten Modell. (OR = Odds Ratio; 95 % Kl = 95
%-Konfidenzintervall)
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3.3.4 KCNE4

3.3.4.1 Synonyme Variationen

rs3795886

Die synonyme Variation rs3795886 liel3 sich bei 192 Patienten und damit in der
Mehrzahl der untersuchten Proben nachweisen. Hierbei erfolgt ein Austausch von
Cytosin durch Thymin (c.234C>T). Das dadurch veranderte Basentriplett (GGC —
GGT) kodiert ebenfalls fur die Aminosaure Glycin, die an 78. Stelle der
Aminosauresequenz lokalisiert ist. Die homozygote Variante (Genotyp TT) lag in 101

und der heterozygote Genotyp in 91 Féllen vor.

C 6 G C G G C C GG T G G C
! ]

a) c) ]
C &6 6T G G C

!

b) !
Abbildung 3.10: Chromatogramm der Variante ¢.234C>T. a) Wildtyp CC b) Heterozygotie CT c) Homozygotie TT

rs10201907

Bei allen Patienten wurde die Variation rs10201907 (c.417T>C) nachgewiesen. Auch
hier kommt es durch den Ersatz der Base Thymin durch Cytosin zu einer Anderung
des Basentripletts (CCT — CCC), die ohne Konsequenz auf Proteinebene bleibt.
Durch beide Tripletts wird die Aminosaure Prolin an Stelle 139 kodiert. In 182 Féllen
lag der homozygote Genotyp CC vor. Bei den restlichen 24 Patienten lie3 sich eine
Heterozygotie (Genotyp CT) nachweisen. Der Wildtyp konnte nicht nachgewiesen
werden.
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Abbildung 3.11: Chromatogramm der Variante ¢.417T>C. a) Homozygotie CC b) Heterozygotie CT

rs17221840

Ebenfalls erfasst werden konnte der synonyme SNP rs17221840, der durch den
Basenaustausch von Guanin und Adenin (c.624G>A) gekennzeichnet ist. Die
Aminosaure Glutamat an Position 208 bleibt unberthrt. 11 Patienten zeigten eine

Heterozygotie, eine Probe wies die homozygote Variante auf.

C G AN & G C C G AN 4 G C

d 1 T 1 T 131 d d 1 T T T 1 d
a)/\/\/M/\A@/\/\AW\/\

C. & A A & £

d I3 T T 3 d

b) m/\ﬂ/\/\/\

Abbildung 3.12: Chromatogramm der Variante ¢.624G>A. a) Wildtyp GG b) Heterozygotie AG c) Homozytogie
AA

3.3.4.2 Nicht-synonyme Variationen

Die einzige, in KCNE4 gefundene und auf Proteinebene fir Veranderungen
verantwortliche Variation, ist der nsSNP rs12621643. An Position 588 der cDNA
kommt es zum Austausch von Thymin und Guanin, worauf hin die Aminosaure
Aspartat durch Glutamat an 196. Stelle der Aminosdurekette ersetzt wird. Diese
Variante wurde bis einschliel3lich Ensembl release 69 im Oktober 2012 im Rahmen
von GRCh 37 als c488T>G (p.Aspl45Glu) aufgefihrt. Die Genotypenverteilung
entsprach dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.
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Abbildung 3.13: Chromatogramm der Variante ¢.488T>G. a) Wildtyp TT b) Heterozygotie GT ¢) Homozytogie

GG

Bei der Verteilung der Genotypen zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen

der untersuchten VHF-Kohorte und der Kontrollpopulation.

rs12621643 VHF 1000-Genome p-Wert

€.588T>G (p.Aspl96Glu) TT 16 (7.8 %) 49 (9.7 %) 0.697
GT 84 (40.8 %) 197 (39.2 %)
GG 106 (51.5 %) 257 (51.1 %)

Allele T 116 (28.2 %) 295 (29.3 %) 0.660
G 296 (71.8 %) 711 (70.7 %)

Tabelle 3.13: Genotypen- und Allelverteilung von ¢.588T>G bei Patienten mit VHF und in der Kontrollpopulation

Weder unter der Annahme eines dominanten noch rezessiven Vererbungsmusters

konnten signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden.

rs12621643 OR (95 % K1) p-Wert
€.588T>G (p.Aspl96Glu)

Dominant 1.282 (0.711-2.310) 0.409
Rezessiv 1.015 (0.734-1.403) 0.930

Tabelle 3.14: Interaktion zwischen VHF und rs12621643 im dominanten und rezessiven Modell. (OR = Odds
Ratio; 95 % Kl = 95 %-Konfidenzintervall)
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3.3.5 KCNE5

3.3.5.1 Nicht-synonyme Variationen
Zwei nicht synonyme Variationen konnten im untersuchten Kollektiv nachgewiesen

werden.
rs17221840

Beim Polymorphismus rs17003955 wird Cytosin an Position 97 durch Thymin ersetzt
(c.97C>T). Als Konsequenz kommt es an Position 33 der Aminosauresequenz zu
einem Austausch von Prolin und Serin (p.Pro33Ser). Die Genotypenverteilung lag
nicht im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht vor.

/V\Aﬂ/\/\m C) /\/\/\/V\/\/\;

JAAAAA

Abbildung 3.14: Chromatogramm der Variante c.97C>T. a) Wildtyp TT b) Heterozygotie CT c) Homozytogie CC

Zu diesem nsSNP standen keine Daten aus dem 1000-Genome-Projekt zur
Verfigung. Deshalb wurde auf die Datenbank des NHLBI Exome-Sequenzierungs-
Projekt (ESP6500 European_American) zurtickgegriffen. Der Wildtyp (Genotyp CC)
trat im Vergleich zum untersuchten Kollektiv signifikant haufiger in der
Kontrollpopulation auf, wahrend fir den Genotyp TT umgekehrtes gilt (CC: 71.6 % bei
VHF vs. 78.5 % in der Kontrollpopulation, TT: 15.2 % vs. 7.5 %). Auch die Verteilung
der Allele divergiert signifikant (C: 78.2% bei VHF vs. 85.8% in der Kontrollpopulation,
T. 21.8% vs. 14.2%). Jedoch muss bedacht werden, dass KCNE5 auf dem X-
Chromosom lokalisiert ist, weshalb mannliche Patienten hemizygot sind und nur ein
Allel besitzen. In diesem Modell wurden ménnliche Genotypen entsprechend den
weiblichen Genotypen (z.B. CC anstatt C) behandelt. Zwei ménnliche Patienten hatten

einen heterozygoten Genotyp und wurden von der Auswertung ausgeschlossen.
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rs17003955 VHF NHLBI (ESP6500) p-Wert

.97C>T (p.Pro33Ser) CC 146 (71.6 %) 3332 (78.5 %) <0.001
CT  27(13.2%) 595 (14.0 %)
TT  31(15.2%) 316 (7.5 %)

Allele C 319 (78.2 %) 5695 (85.8 %) <0.001
T 89 (21.8 %) 946 (14.2 %)

Tabelle 3.15: Genotypen- und Allelverteilung von ¢.97C>T bei Patienten mit VHF und in der Kontrollpopulation
(Genotypen: n=204, Allele: n=408)

Sowohl die Annahme eines dominanten als auch eines rezessiven Vererbungsmusters

bestatigten signifikant ein erhéhtes Risiko fur VHF bei Vorliegen der Variation.

rs17003955 OR (95 % K1) p-Wert
€.97C>T (p.Pro33Ser)

Dominant (TT/CT vs. CC) 1.453 (1.063-1.987) 0.019
Rezessiv (TT vs. CT/CC) 2.227 (1.494-3.319) <0.001

Tabelle 3.16: Interaktion zwischen VHF und rs17003955 im dominanten und rezessiven Modell. (OR = Odds
Ratio; 95 % Kl = 95 %-Konfidenzintervall)

rs199924386

Bei einem mannlichen Patienten asiatischer Herkunft konnte der Polymorphismus
rs199924386 nachgewiesen werden. Hierbei wird Thymin an Position 241 durch
Cytosin ersetzt (c.241T>C). Dadurch andert sich die Aminosaure an Position 81, da

Histidin nun an Stelle von Tyrosin eingebaut wird (p.Tyr81His).

Abbildung 3.15: Chromatogramm der Variante ¢.241T>C. a) Wildtyp CC b) Homozytogie TT

Es konnten keine Populationsstudien gefunden werden, die einen Vergleich der

Verteilungen der Genotypen zulassen.
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3.4 Ablationsergebnisse
Von 206 eingeschlossenen Patienten mit VHF wurde bei 180 Personen eine Ablation

durchgefiihrt. Auswertbare Daten beziglich des Therapieerfolgs nach 12 und 24
Monaten lagen in 169 bzw. 159 Fallen vor. Nach 12 Monaten konnte bei 66,3 % der
Patienten ein anhaltender Erfolg der Intervention festgestellt werden. Nach 24

Monaten lag die Erfolgsrate bei 56,6 %.

Geschlecht mannlich/weiblich 126 (70 %) / 54 (30 %)
Max Alter / min. Alter bei ED (in Jahren) 74/ 17

@-Alter bei ED (in Jahren) 50.38 £11.33
Medianes Alter bei ED (in Jahren) 52.67
Medianer BMI (in kg) 26.09
Mediane Grof3e (in cm) 178

@ RR systolisch (mmHg) 119.66 + 14.87
@ RR diastolisch (mmHg) 73.12 + 8.88

@ LA-Diameter (in mm) 40.98 + 4.98

LVEF (%) 58.86 £ 5.33
Ablation erfolgreich 12/24 Monaten 169 (66,3%) / 159 (56,6%)

Tabelle 3.17: Baseline-Daten aller Ablationen (n=180)

3.4.1 KCNE1

rs1805127

Der Polymorphismus rs1805127 (c.112A>G; p.Ser38Gly) wies sowohl nach 12 als
auch nach 24 Monaten keine Assoziation mit dem Auftreten von Rezidiven auf. Die
zusammengefassten Ergebnisse nach 12 Monaten und 24 Monaten werden in Tabelle
3.18 bzw. 3.19 dargestellt.

rs1805127 Rezidiv Kein Rezidiv p-Wert
AA 5 (23.8 %) 16 (76.2 %)
AG 28 (34.6 %) 53 (65.4 %)
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GG

Gesamt

Allele
A
G

Gesamt

24 (35.8 %)
57 (33.7 %)

38 (30.9 %)
76 (65.3 %)
114 (33.7 %)

43 (64.2 %)
112 (66.3 %)

85 (69.1 %)
139 (64.7 %)
224 (66.3 %)

0.582

0.405

Tabelle 3.18: Ubersicht Ablationserfolge nach 12 Monaten bei rs1805127 (n=169)

rs1805127
AA
AG
GG

Gesamt

Allele
A
G

Gesamt

Rezidiv

7 (36.8 %)
35 (46.1 %)
27 (42.2 %)
69 (43.4 %)

49 (43.0 %)
89 (43.6 %)
138 (43.4 %)

Kein Rezidiv
12 (63.2 %)
41 (53.9 %)
37 (57.8 %)
90 (56.6 %)

65 (57.0 %)
115 (56.4 %)
180 (56.6 %)

p-Wert

0.745

0.911

Tabelle 3.19: Ubersicht Ablationserfolge nach 24 Monaten fiir rs1805127 (n=159)

Auch im dominanten und rezessiven Modell konnte kein Einfluss auf die Rezidivrate

festgestellt werden (Tabelle 3.20).

rs1805127

dominant

12 Monate (n=169)

Rezidivrate VHF

p-Wert

0.304

OR (95 % KI)

1.733 (0.601-5.000)
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rezessiv

dominant

rezessiv

AA
GG/AG

AAJAG
GG

24 Monate (n=159)

AA
GG/AG

AAJAG
GG

5 (23.8 %)
52 (35.1 %)

33 (32.4 %)
24 (35.8 %)

7 (36.8 %)
62 (44.3 %)

42 (44.2 %)
27 (42.2 %)

0.641

0.539

0.801

1.167 (0.610-2.234)

1.363 (0.506-3.667)

0.921 (0.485-1.747)

Tabelle 3.20: Ablationserfolge nach 12 und 24 Monaten im dominanten und rezessiven Modell fiir rs1805127
(OR = Odds Ratio; 95 % KI = 95 %-Konfidenzintervall)

rs1805128

Die Variation rs1805128 (c.253G>A, p.Asp85Asn) wies sowohl nach 12 als auch nach

24 Monaten keinen Zusammenhang mit Rezidiven auf.

rs1805128
GG
AG

Gesamt

Allele
G
A

Gesamt

Rezidiv

57 (34.5 %)
0 (0.0 %)
57 (33.7 %)

114 (34.1 %)
0 (0.0 %)
114 (33.7 %)

Kein Rezidiv
108 (65.5 %)
4 (100 %)

112 (66.3 %)

220 (65.9 %)
4 (100 %)
224 (66.3 %)

p-Wert

0.149

Tabelle 3.21: Ubersicht Ablationserfolge nach 12 Monaten fiir rs1805128 (n=169)

rs1805128
GG
AG

Rezidiv
68 (43.9 %)
1 (25.0 %)

Kein Rezidiv
87 (56.1%)
3 (75.0%)

p-Wert
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Gesamt 69 (43.4 %)
Allele
G 137 (43.6 %)
A 1 (25.0 %)
Gesamt 138 (43.4 %)

90 (56.6%) 0.452

177 (56.4 %)
3 (75.0 %)
180 (56.6 %) -

Tabelle 3.22: Ubersicht Ablationserfolge nach 24 Monaten fiir rs1805128 (n=159)

Im dominanten Modell konnte kein signifikanter Einfluss auf die Redizidvrate
festgestellt werden. Ein rezessives Modell konnte aufgrund fehlender Homozygotie der

Variation nicht berechnet werden.

rs1805128 Rezidivrate VHF p-Wert OR (95 % KI)

12 Monate (n=169)

dominant 0.149 1.528 (1.367-1.707)
AG 0 (0.0 %)
GG 57 (34.5 %)

24 Monate (n=159)

dominant 0.452 0.426 (0.043-4.192)
AG 1 (25.0 %)
GG 68 (43.9 %)

Tabelle 3.23: Ablationserfolge nach 12 und 24 Monaten im dominanten Modell fiir rs1805127 (OR = Odds Ratio;
95% Kl = 95%-Konfidenzintervall)

rs150454912

Der nsSNP rs150454912 (c.293G>A, p.Arg98GiIn) wies sowohl nach 12 als auch nach
Die
zusammengefassten Ergebnisse nach 12 Monaten und 24 Monaten werden in Tabelle
3.24 bzw. 3.25 dargestellt.

24 Monaten keine Assoziation mit dem Auftreten von Rezidiven auf.

rs150454912 Rezidiv Kein Rezidiv p-Wert
GG 57 (33.9 %) 111 (66.1 %)
AG 0 (0.0 %) 1 (100 %)
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Gesamt 57 (33.7 %) 112 (66.3 %) 0.474
Allele
G 114 (33.8 %) 223 (66.2 %)
A 0 (0.0 %) 1 (100 %)
Gesamt 114 (33.7 %) 224 (66.3 %) -
Tabelle 3.24: Ubersicht Ablationserfolge nach 12 Monaten fiir rs150454912 (n=169)
rs150454912 Rezidiv Kein Rezidiv p-Wert
GG 69 (43.7 %) 89 (56.3 %)
AG 0 (0.0 %) 1 (100 %)
Gesamt 69 (43.4 %) 90 (56.6 %) 0.380
Allele
G 138 (43.7 %) 178 (56.3 %)
A 0 (0.0 %) 2 (100 %)
Gesamt 138 (43.4 %) 180 (56.6 %) -

Tabelle 3.25: Ubersicht Ablationserfolge nach 24 Monaten fir rs150454912 (n=159)

Im dominanten Modell konnte kein signifikanter Einfluss auf die Rezidivrate festgestellt

werden. Ein rezessives Modell konnte aufgrund fehlender Homozygotie der Variation

nicht berechnet werden.

rs150454912
12 Monate (n=169)
dominant
AG
GG

24 Monate (n=159)
dominant
AG
GG

Rezidivrate VHF p-Wert OR (95 % KI)
0.474 1.514 (1.358-1.687)
0 (0.0 %)
57 (33.9 %)
0.380 1.775 (1.548-2.037)

0 (0.0 %)
69 (43.4 %)

Tabelle 3.26: Ablationserfolge nach 12 und 24 Monaten im dominanten Modell fiir rs150454912 (OR = Odds
Ratio; 95 % Kl = 95 %-Konfidenzintervall)
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3.4.2 KCNE2
Der nsSNP rs2234916 (c.22A>G, p.Thr98A) wies sowohl nach 12 als auch nach 24
Monaten keine Assoziation mit dem Rezidivwvorkommen auf. Die zusammengefassten

Ergebnisse werden in Tabelle 3.27 bzw. 3.28 dargestellt.

rs2234916 Rezidiv Kein Rezidiv p-Wert
AA 57 (34.5 %) 108 (65.5 %)
AG 0 (0.0 %) 4 (100 %)
Gesamt 57 (33.7 %) 112 (66.3 %) 0.149
Allele
A 114 (34.1 %) 220 (65.9 %)
G 0 (0.0 %) 4 (100 %)
Gesamt 114 (33.7 %) 224 (66.3 %) -

Tabelle 3.27: Ubersicht Ablationserfolge nach 12 Monaten fiir rs2234916 (n=169)

rs2234916 Rezidiv Kein Rezidiv p-Wert
AA 69 (44.2 %) 87 (55.8 %)
AG 0 (0.0 %) 3 (100 %)
Gesamt 69 (43.4 %) 90 (56.6 %) 0.126
Allele
A 138 (44.2 %) 174 (55.8 %)
G 0 (0.0 %) 6 (100 %)
Gesamt 138 (43.4 %) 180 (56.6 %) -

Tabelle 3.28: Ubersicht Ablationserfolge nach 24 Monaten fiir rs2234916 (n=159)

Im dominanten Modell konnte kein signifikanter Einfluss auf die Rezidivhaufigkeit
festgestellt werden. Ein rezessives Modell konnte aufgrund fehlender Homozygotie der

Variation nicht berechnet werden (siehe Tabelle 3.29).
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rs2234916
12 Monate (n=169)
dominant
AG
AA

24 Monate (n=159)
dominant
AG
AA

Rezidivrate VHF p-Wert

0.149

0 (0.0 %)
57 (34.5 %)

0.126

0 (0.0 %)
69 (44.2 %)

OR (95 % KI)

1.528 (1.367-1.707)

1.793 (1.559-2.062)

Tabelle 3.29: Ablationserfolge nach 12 und 24 Monaten im dominanten Modell fiir rs2234916 (OR = Odds Ratio;

95 % Kl = 95 %-Konfidenzintervall)

3.4.3 KCNES

Der nsSNP rs17215437 (c.248G>A, p.Arg83His) wies sowohl nach 12 als auch nach

24 Monaten keine Korrelation mit dem Auftreten von Rezidiven auf (siehe Tabelle 3.30

und 3.31).
rs17215437 Rezidiv Kein Rezidiv p-Wert
GG 57 (34.3 %) 109 (65.7 %)
AG 0 (0 %) 3 (100 %)
Gesamt 57 (33.7 %) 112 (66.3 %) 0.212
Allele
G 114 (34.0 %) 221 (66.0 %)
A 0 (0.0 %) 3 (100 %)
Gesamt 114 (33.7 %) 224 (66.3 %) -
Tabelle 3.30: Ubersicht Ablationserfolge nach 12 Monaten fiir rs17215437 (n=169)
rs17215437 Rezidiv Kein Rezidiv p-Wert
GG 69 (44.2 %) 87 (55.8 %)
AG 0 (0.0 %) 3 (100 %)
Gesamt 69 (43.4 %) 90 (56.6 %) 0.126
Allele
G 138 (43.8 %) 177 (56.2 %)

A

Gesamt

0 (0.0 %)
138 (43.4 %)

3 (100 %)
180 (56.6 %) -

Tabelle 3.31: Ubersicht Ablationserfolge nach 24 Monaten fiir rs17215437 (n=159)
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Im dominanten Modell konnte kein signifikanter Einfluss auf die Rezidivrate festgestellt

werden. Ein rezessives Modell konnte aufgrund fehlender Homozygotie der Variation

nicht berechnet werden (siehe Tabelle 3.32).

rs17215437
12 Monate (n=169)
dominant
AG
GG

24 Monate (n=159)
dominant
AG
GG

Rezidivrate VHF p-Wert OR (95 % KI)

0.212 1.523 (1.364-1.700)
0 (0.0 %)
57 (34.5 %)

0.126 1.793 (1.559-2.062)

0 (0.0 %)
69 (44.2 %)

Tabelle 3.32: Ablationserfolge nach 12 und 24 Monaten im dominanten Modell fir rs17215437 (OR = Odds Ratio;

95% Kl = 95%-Konfidenzintervall)

3.4.4 KCNE4

Bei der Variation rs12621643 (c.588T>G, p.Aspl96Glu) konnte nach 12 Monaten
weder bei den Genotypen noch bei den Allelen eine signifikante Assoziation zu den

aufgetretenen Rezidiven nachgewiesen werden. Die zusammengefassten Ergebnisse

nach 12 Monaten sind in Tabelle 3.33 dargestellt.

rs12621643 Rezidiv
TT 5 (50.0 %)
GT 28 (38.9 %)
GG 24 (27.6 %)
Gesamt 57 (33.7 %)
Allele
T 38 (41.3 %)
G 76 (30.9 %)
Gesamt 114 (33.7 %)

Kein Rezidiv
5 (50.0 %)
44 (61.1 %)
63 (72.4 %)
112 (66.3 %)

p-Wert

0.173

54 (58.7 %)
170 (69.1 %)

224 (66.3 %) 0.309

Tabelle 3.33: Ubersicht Ablationserfolge nach 12 Monaten fiir rs12621643 (n=169)

Nach 24 Monaten scheint der Genotyp GG mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit fir

ein Rezidiv assoziiert zu sein, wahrend beim Genotyp TT der umgekehrte Fall vorliegt.
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Gleiches qilt fur die jeweiligen Allele. Die zusammengefassten Ergebnisse nach 24

Monaten kdnnen in Tabelle 3.34 betrachtet werden.

rs12621643 Rezidiv Kein Rezidiv p-Wert
TT 6 (66.7 %) 3 (33.3 %)
GT 35 (50.7 %) 34 (49.3 %)
GG 28 (34.6 %) 53 (65.4 %)
Gesamt 69 (43.4 %) 90 (56.6 %) 0.048
Allele
T 47 (54.0 %) 40 (46.0 %)
G 91 (39.4 %) 140 (60.6 %)
Gesamt 138 (43.4 %) 180 (56.6 %) 0.019

Tabelle 3.34: Ubersicht Ablationserfolge nach 24 Monaten fiir rs12621643 (n=159)

Abbildung 4.16 stellt den prozentualen Ablationserfolg in Abhangigkeit der
Genotypen bei rs12621643 als Diagramm dar.

rs12621643 und Ablationserfolg nach 24 Monaten

IS
o

M Kein Rezidiv nach 24 Monaten

M Rezidiv nach 24 Monaten

% der Ablationen
w
o

20 +
10 A
O -
GG GT T
Genotyp

Abbildung 3.16: Prozentualer Ablationserfolg nach Genotypen sortiert 24 Monate nach Ablation bei rs12621643

Im dominanten und rezessiven Modell konnte kein signifikanter Einfluss auf die

Rezidivrate festgestellt werden (siehe Tabelle 3.35).
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rs12621643
12 Monate (n=169)
dominant
TT
GG/GT
rezessiv
TTIGT
GG

24 Monate (n=159)
dominant
TT
GG/GT
rezessiv
TT/IGT
GG

Rezidivrate VHF

5 (50 %)

52 (32.7 %)

33 (40.2 %)
24 (27.6 %)

6 (66.7 %)
63 (42.0 %)

41 (52.6 %)
28 (34.6 %)

p-Wert

0.262

0.082

0.147

0.022

OR (95 % KI)

0.486 (0.135-1.753)

0.566 (0.297-2.234)

0.362 (0.087-1.078)

0.477 (0.252-0.902)

Tabelle 3.36: Ablationserfolge nach 12 und 24 Monaten im dominanten und rezessiven Modell fiir rs12621643
(OR = Odds Ratio; 95 % Kl = 95 %-Konfidenzintervall)

3.4.5 KCNES

rs170039557

Der Polymorphismus rs170039557 (c.97C>T; p.Pro33Ser) wies eine signifikante

Assoziation mit dem Rezidivwvorkommen nach 12 Monaten auf. Hier scheint der

Genotyp CC mit einer erhéhten Rezidivneigung verknlpft zu sein. Die Untersuchung

der Allele ergab keine signifikanten Assoziationen, obwohl das C-Allel prozentual

deutlich haufiger in der Patientengruppe mit Rezidiv vorkommt. Wie in Kapitel 3.3.5

beschrieben, wurden die beiden mannlichen Teilnehmer mit heterozygotem Genotyp

nicht in die Auswertung miteingeschlossen. Bei einem dieser Teilnehmer gab es keine

Daten bezuglich des Ablationserfolgs, weshalb die Anzahl n bei 168 nach 12 bzw. 158

nach 24 Monaten liegt. Die zusammengefassten Ergebnisse werden in Tabelle 3.37

bzw. 3.38 dargestellt.

64




rs170039557 Rezidiv Kein Rezidiv p-Wert
CcC 44 (37.3 %) 74 (72.7 %)
CT 2 (9.5 %) 19 (90.5 %)
TT 10 (34.5 %) 19 (65.5 %)
Gesamt 56 (33.3 %) 112 (66.7 %) 0.045
Allele
C 90 (35.0 %) 167 (65.0 %)
T 22 (27.8 %) 57 (72.2 %)
Gesamt 112 (33.3 %) 224 (67.7 %) 0.237
Tabelle 3.37: Ubersicht Ablationserfolge nach 12 Monaten fiir rs170039557 (n=168)
rs170039557 Rezidiv Kein Rezidiv p-Wert
CcC 51 (46.8 %) 58 (53.2 %)
CT 4 (19.0 %) 17 (81.0 %)
TT 13 (46.4 %) 15 (53.6 %)
Gesamt 68 (43.0 %) 90 (57.0 %) 0.058
Allele
C 106 (44.4 %) 133 (55.6 %)
T 30 (39.0 %) 47 (61.0 %)
Gesamt 136 (43.0 %) 180 (57.0 %) 0.406

Tabelle 3.38: Ubersicht Ablationserfolge nach 24 Monaten fiir rs170039557 (n=158)

Im dominanten und rezessiven Modell konnte kein signifikanter Einfluss auf die

Rezidivrate festgestellt werden, obwohl auch hier das dominante Modell Hinweise auf

ein erniedrigtes Rezidivrisiko im Zusammenhang mit der Variation liefert (siehe Tabelle

3.39).
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rs170039557 Rezidivrate VHF p-Wert OR (95 % KIl)
12 Monate (n=168)

dominant 0.095 0.531 (0.251-1.123)
cc 44 (37.3 %)
TT/CT 12 (24.0 %)

rezessiv 0.885 1.064 (0.458-2.473)
CCICT 46 (33.1 %)
TT 10 (34.5 %)

24 Monate (n=158)

dominant 0.156 0.604 (0.301-1.215)
CcC 51 (46.8 %)
TT/ICT 17 (34.7 %)

rezessiv 0.690 1.182 (2.684)
CC/CT 55 (42.3 %)
TT 13 (46.4 %)

Tabelle 3.39: Ablationserfolge nach 12 und 24 Monaten im dominanten und rezessiven Modell fiir rs170039557
(OR = Odds Ratio; 95 % Kl = 95 %-Konfidenzintervall)

4. Diskussion

4.1 Uberblick

In dieser Arbeit wurden 206 strukturell herzgesunde Patienten mit VHF auf Variationen
in den Exons von KCNE1l bis KCNE5 untersucht, die mit der Erkrankung in
Zusammenhang stehen kdénnten. Dazu wurden die kodierenden Bereiche sequenziert
und ausgewertet. Es lieBen sich insgesamt acht nicht-synonyme Varianten mit
einhergehender Verdnderung auf Proteinebene nachweisen. Zusatzlich konnten flnf
synonyme Polymorphismen identifiziert werden, die keinen Einfluss auf die
Aminosauresequenz haben. Neue oder bisher nicht beschriebene Variationen konnten
nicht erfasst werden.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden bei den Patienten der obengenannten
Kohorte, die eine Ablation erhalten hatten (n=180), untersucht, ob die im ersten Teil
der Studie identifizierten nicht-synonymen Variationen einen Einfluss auf den
Ablationserfolg nach 12 und 24 Monaten haben. Hier konnte flr je eine Variation in

KCNE 4 und 5 eine mdgliche Assoziation beschrieben werden.
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4.2 Patientenkollektiv

Wie in Kapitel 1.1.3 beschrieben, wird VHF atiologisch in zwei Formen unterteilt: In der
Mehrzahl der Falle sind insbesondere kardiovaskulare Risikofaktoren und strukturelle
Herzerkrankungen mal3geblich an der Entstehung der Erkrankung beteiligt
(sekundares VHF). Bei Patienten, fur die in weitergehenden Untersuchungen keine
Herzerkrankung oder Risikofaktoren festgestellt werden konnte, wurde 1954 der
Begriff ,Lone AF“ (lone atrial fibrillation, damals noch lone auricular fibrillation) oder
ideopathisches VHF durch Evans und Swann eingeftihrt. 88 In der Folge wurde dieser
Begriff vor allem fir meist jingere Patienten mit VHF verwendet, bei denen keine
erkennbare und insbesondere keine kardiovaskulare Ursache fir das Auftreten der
Rhythmusstorung festgestellt werden konnte. Somit rickte die Genetik als
wahrscheinliche Ursache in den Mittelpunkt. In der letzten Zeit gab es jedoch Stimmen,
die den Begriff ,lone AF“ kritisch betrachten. 8-°1 In den aktuellen Leitlinien ist lone AF
als VHF bei jungeren Patienten (<60 Jahre) ohne echokardiographischen Nachweis
einer kardiovaskuldren oder pulmonalen Begleiterkrankung bzw. akuten Trigger
definiert. 1492 Diese weitgefasste Definition flihrte zu einer breiten Anzahl von
Zustanden (Alter, echokardiographische Definitionen, ,signifikante“ Arteriosklerose,
Ausschluss anderer Begleiterkrankungen u.v.m), die durch Autoren als ,lone AF*
bezeichnet wurden. Zusatzlich konnte die Forschung insbesondere in den letzten 20
Jahren ein enormes Wissen zu zahlreichen neuen Mechanismen, Atiologien und
neuartige Formen von Herzkrankheiten beitragen. In der Folge sank der Anteil der
Patienten, die vormals noch als Lone AF definiert waren. Es ist ebenfalls zu bedenken,
dass viele Erkrankungen, die als Risikofaktoren fiur VHF gelten, einem schleichenden
Entwicklungsprozess Uber viele Jahre unterliegen. Und auch wenn der medizinische
und technische Fortschritt ein friheres Erkennen von Pathologien ermdoglicht, stellt
sich dennoch die Frage, ob Lone AF ein VHF ohne Vorerkrankung ist, oder ein VHF
darstellt, bei dem die assoziierte Erkrankung schon besteht, jedoch noch subklinisch
ablauft. °* Auch die Annahme, dass Patienten mit Lone AF eine bessere Prognose
aufweisen, so lange sie keine zusatzlichen Erkrankungen entwickeln, konnte nicht
immer bestatigt werden. 9 Ein betrachtlicher Anteil des Wissens beziiglich Atiologie,
Pathophysiologie und Prognose von VHF liefert Hinweise, dass die meisten derjenigen
VHF-Patienten, die klinisch gesund erscheinen, tatsachlich jedoch zumindest
subklinische Einschrankung der kardialen Funktion und/oder Struktur mit sich tragen,

deren Einfluss auf die Prognose bisher nicht abgeschéatzt werden kann. Deshalb
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scheint die Bedeutung des Begriffs ,Lone AF*“ ricklaufig zu sein und Uberwiegend als

Ausschlussdiagnose zu dienen. %

In dieser Arbeit wurde deshalb keine ,Lone AF-Population® untersucht, sondern
stattdessen der Ansatz eines dem klinischen Alltag entsprechenden
Patientenkollektivs ohne schwerwiegende Herzerkrankungen oder Diabetes mellitus
gewahlt (,Real Life-Kohorte®), wobei kritisch angemerkt werden muss, dass bei 36 %
der Patienten eine arterielle Hypertonie und damit ein nachgewiesener Risikofaktor fur
VHF bestand. ° Dieser Untersuchungsansatz erscheint bei Untersuchungen zu
Genvarianten speziell bei KCNE dennoch sinnvoll, da KCNEs ubiquitar im Korper
nachgewiesen werden konnten und somit auch durch extrakardiale Funktion Einflisse
auf die Entstehung von Herzrhythmusstérungen denkbar sind. 5463 So ist der
Zusammenhang zwischen Schilddrisenfunktionsstérungen und kardialen Arrhythmien
und insbesondere VHF sowie Hyperthyreose bekannt. °6.°7 Mittlerweile gibt es jedoch
zusatzlich Hinweise auf eine Assoziation zwischen subklinischer Hyperthyreose und
Vorhofflimmern. Ebenso konnten weitere Verknipfungen zwischen subklinischen
Hyper- und Hypothyreosen und KHK, Herzinsuffizienz und Schlaganfall nachgewiesen
werden. % Wahrend der Einfluss auf ein erhéhtes Risiko fiir Herzrhythmusstérungen
durch Abweichungen der Kaliumkonzentration anerkannt ist, gilt auch eine Assoziation
von VHF und Hyperaldosterinismus als wahrscheinlich und ist Bestandteil laufender
Studien. %° Zuletzt konnte dieser Zusammenhang fir KCNE3 im Rahmen von
Mausstudien nachgewiesen werden. 8 Weiterhin konnte fir KCNE2 an Knockout-
Mausen Hyperkalidmie und Hyperaldosterinisumus sowie weitere extrakardiale
Verdnderungen (Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie, Anamie) mit erhdéhtem
Risiko fur einen plétzlichen Herztod nachgewiesen werden. 8

Auch wenn diese Ergebnisse bisher nur in Tiermodellen nachgewiesen werden

konnten, ist eine Ubertragung auf den Menschen denkbar.

Neben der Tastsache, dass durch die Untersuchung eines ,Real Life“-Kollektivs eine
in der taglichen klinischen Arbeit sehr relevante Gruppe von Patienten erfasst wurde,
konnte dennoch der erwiesene Einfluss bekannter Risikofaktoren auf die Entstehung
von VHF, beispielsweise durch bestehende hohergradige Klappenvitien oder

Myokardinfarkte, reduziert werden.
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4.3 Methoden

4.3.1 PCR und Sequenzierung

Die hier durchgefuhrte Methode der automatischen Sequenzierung nach Sanger gilt
als sensitivste, effektivste und gut erprobte Methode zur Detektion von Mutationen.
Das hier verwendete Gerat ABI Prism 3100 Avant erkennt die Basen laut
Herstellerangaben mit einer Genauigkeit von 98,5 %, wobei diese Zahl nur fir den
Frequenzlangenbereich zwischen 27 und 576 bp gilt. Tabelle 2.1 zeigt auf, dass die
Produkte der Primerpaare KCNES3, 4 und 5 aul3erhalb des angegebenen Bereiches
liegen. In allen drei Fallen wurde deshalb sowohl vorwarts als auch rickwarts
sequenziert. Bei KCNE3 und 5 konnten hiermit auf Anhieb klare Ergebnisse erzielt
werden. Die Sequenzierung im Rahmen der Untersuchung von KCNE4 gestaltete sich
in einigen Fallen schwierig. Wenn durch erneute Vorwarts- und
Ruckwartssequenzierung keine brauchbaren Ergebnisse erreicht werden konnten,
wurde die Versuchsreihe mit einer erneuten PCR von vorne gestartet. Somit liel3en
sich gut auszuwertende Daten ermitteln. Zur Sicherheit wurde bei allen nsSNPs, die
im Rahmen der Sequenzierung nicht automatisch sowohl vorwérts als auch riickwarts
sequenziert wurden, eine Kontrollsequenzierung durchgefiihrt, um die gefundene
Variante zu bestatigen bzw. auszuschlieBen. Es kann daher von einer grof3en

Genauigkeit der Ergebnisse ausgegangen werden.

4.3.2 Katheterablation

Das Grundprinzip der Katheterablation besteht in der gezielten Isolation der
elektrischen Triggeraktivitdt, meist im Bereich der Pulmonalvenenmindungen im
linken Vorhof, durch thermisch induzierte elektrische Diskonnektion. Dies wird durch
Erzeugung von myokardialem Narbengewebe um die Ostien der Pulmonalvenen
erreicht. Das Ausmal und die Kontinuitat dieses ,Narbenblocks® sind essenziell fur
den Therapieerfolg und das Risiko fur ein Rezidiv, da bekannt ist, dass eine
Wiederkehr von VHF nach Pulmonalvenenablation auf Liicken in der vorher erzeugten
Narbenreihe basieren kann. 19 Die Durchfiihrung der Interventionen sowie die
folgenden Therapiekontrollen oblagen facharztlich geleitet dem arztlichen Personal
der medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Kardiologie der Charité Universitatsmedizin
Berlin, Campus Virchow. Da insbesondere die Ergebnisse der Ablation auch von der
individuellen Erfahrung und dem Kénnen des Operateurs abhéngen, wurden in dieser

Arbeit nur Patienten untersucht, die eine erstmalige Ablation erhalten hatten. Kam es
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innerhalb der ersten drei Monate zu einer Re-Ablation, galt dies ebenfalls noch als
Erstablation. Patienten, die nach drei Monaten eine zweite Intervention erhielten,

wurden ausgeschlossen.

4.4 Pravalenzen der gefundenen Variationen

4.4.1 sSNPs

Bei synonymen Variationen kommt es zu keiner Anderung der Aminosauresequenz,
weshalb sich auch das entstehende Protein nicht verandert. Man kann daher davon
ausgehen, dass diese wahrscheinlich keine Bedeutung fur die Pathogenese von VHF
haben. Dennoch wurden die Pravalenzen der untersuchten Patientengruppe mit Hilfe
von www.ensembl.org und den Daten der europaischen Kontrollpopulation des 1000-
Genome-Projekts verglichen.

Die Variationen rs17173510 und rs17221840 zeigten hierbei eine annahernd gleiche
Verteilung der Genotypen (0.4 % vs 1,8 % bzw. 5.3 % vs. 6 % fir die heterozygote

Variante und 0.4 % vs. 0 % fur die homozygote Variation).

Der sSNP rs2270676 (c.198T>C) wies Unterschiede in der Verteilung des
heterozygoten Genotyps auf, der haufiger in der untersuchten Population vorzufinden
war (26.2 % vs. 18.5 %). Die homozygote Variante war anndhernd gleich verteilt. Im
Gegensatz hierzu konnten keine Unterschiede im Vergleich mit der ostasiatischen
Population des 1000-Genome-Projekts (n=504) festgestellt werden. Dies ist
interessant, da das untersuchte Kollektiv bis auf eine bekannte Ausnahme im
Wesentlichen kaukasischen Ursprungs ist. Allerdings kdnnte hier auch die Gro3e der

etwa halb so groRen VHF-Population eine ursachliche Rolle spielen.

Beide zu KCNE4 gehorenden sSNPs rs3795886 (c.234C>T) und rs10201907
(c.417T>C) wiesen gleichartige Verteilungen der Genotypen im Vergleich mit der
Kontrollpopulation auf. Im Gegensatz zur Referenzsequenz ist der Wildtyp jedoch
deutlich in der Minderheit (6.8 % vs. 9.7 % bzw. 0 % vs. 0.4 %) vertreten. Zusatzlich
weisen bei rs10201907 afrikanische, amerikanische und ostasiatische Populationen
eine entgegengesetzte Verteilung auf, was fur eine geographische Komponente
spricht.
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4.4.2 nsSNPs

rs1805127 (KCNE1)

In dieser Arbeit konnte kein relevanter Unterschied beziglich der Verteilung der
Genotypen und Allele zwischen Patienten mit VHF und der Kontrollpopulation
festgestellt werden. Dies steht nicht im Einklang mit einer polnischen Untersuchung
durch Prystupa et. al. aus dem Jahre 2006. "2 Hier wurden 69 Patienten mit Lone AF
(Alter>65 Jahre, paroxysmales VHF, Ausschluss bei kardiovaskularer oder
thyreoidalen Erkrankungen, Diabetes mellitus und Bluthochdruck) mit einer gesunden
Kontrollgruppe (n=60, Alter > 65 Jahre, Ausschluss von kardiovaskularen oder
thyreoidalen Erkrankungen) verglichen. Die Basisdaten der untersuchten
Populationen gleichen sich. Das G-Allel konnte signifikant haufiger bei Patienten mit
Lone AF nachgewiesen werden, wahrend der Genotyp GG mit einem 10-fach erhdhten
Risiko fur VHF in der untersuchten Population einherging. Im Vergleich zur hier
vorliegenden Untersuchung bestehen keine wesentlichen Unterschiede beziglich
Genotypen- und Alleldistribution. Allerdings weist die Kontrollgruppe von Prystupa et.
al. mit einem Anteil von 41.8 % G-Allel und 58.2 % A-Allel ein abweichendes
Verteilungsmuster im Vergleich zur hier verwendeten Kontrollpopulation auf (Allel A:
37.6 %, Allel G: 62.4%), worauf die unterschiedlichen Ergebnisse zurtickzuflhren sind.
Auch die kleinere Anzahl an untersuchten Patienten sowie die ,saubere® und damit
sicherlich VHF-freie Kontrollgruppe kénnten einen Einfluss auf das Ergebnis haben,
scheinen hierbei jedoch eine nachrangige Rolle zu spielen.

Einen weiteren Hinweis auf einen Zusammenhang der Variante mit dem Auftreten von
VHF lieferten Fatini et. al. in einer Studie, die 331 Betroffene mit nicht-valvularem VHF
untersuchte. Im Vergleich zu 441 gesunden Probanden war das G-Allel sowohl im
dominanten als auch im rezessiven Modell mit VHF assoziiert (dominant: OR=1.73,
p=0.004; rezessiv: OR=1.59, p=0.006). ¢ Die untersuchten Kollektive sind jedoch nur
eingeschrankt mit dem Hiesigen vergleichbar, da mit Diabetes mellitus und koronarer
Herzerkrankung zwei wichtige Risikofaktoren nicht ausgeschlossen wurden. Weiterhin
handelt es sich um eine deutlich altere Population (72.9 + 9.2 Jahre).

Auch Li und Han attestierten in Metaanalysen ein erhodhtes Risiko fur VHF bei
Vorhandensein von rs1805127. 101102 Demgegeniiber konnten Zeng et. al. diesen
Zusammenhang nicht bestatigen. 8 Neben den schon genannten Untersuchungen

kaukasischer Populationen durch Fatini und Prystupa handelt es sich jedoch um
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Studien an chinesischen Patienten, weshalb der Vergleich mit der vorliegenden Arbeit
nur eingeschrankt zulassig ist.

rs1805128 (KCNE1)

Eine Assoziation zwischen der Variante ¢.253G>A (p.Asp85Asn) und VHF konnte in
dieser Arbeit nicht festgestellt werden. Dies entspricht den Ergebnissen von Studien
durch Zeng et. al, in der die Haufigkeiten des SNPs und die Genotypenverteilung von
142 hospitalisierten chinesischen Patienten mit 120 Teilnehmern aus der
Normalbevolkerung und 118 hospitalisierten Personen ohne VHF untersucht wurden,
sowie Sinner et. al., in der mit VHF assoziierte Variationen in zwei Kohorten aus
Deutschland und den USA auf den genannten Zusammenhang Uberprift wurden.
Hierbei konnte in der amerikanischen Population zwar eine Assoziation nachgewiesen
werden (OR 1.73, 95 % Konfidenzintervall 1.01-2-97, p=0.047), diese war jedoch laut
den Autoren nach Vergleich mit anderen Populationen und einer Metaanalyse nicht

signifikant. 80,103

rs150454912 (KCNE1)

Es konnten keine Untersuchungen gefunden werden, die bisher die Variation
€.293G>A (p.Arg98GIn) von KCNE1 im Zusammenhang mit VHF untersucht haben.
Unsere Arbeit legt nach der statistischen Auswertung den Ruckschluss nahe, dass
Patienten mit dem A-Allel signifikant haufiger an VHF erkrankt sind (p=0.002).
Zusatzlich besteht im Modell, in dem das Allel A als dominant angesehen wird, ein
stark erhéhtes Risiko fur die Erkrankung (OR=20.970, p=0.035). Da jedoch ein grol3er
Unterschied in der Anzahl der Patienten zwischen der hier untersuchten Population
(n=206) und den Daten des NHLBI Exome Projekts (n=4300) besteht und jeweils nur
bei einem Teilnehmer die Variante in heterozygoter Form vorlag, muss die
Aussagekraft dieser Resultate sehr zurtickhaltend eingeordnet werden. Demnach
kann nicht pauschal von einer Assoziation der Variante mit VHF ausgegangen werden.
Um aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten sind Untersuchungen mit einheitlicher
KollektivgroRe und, da die Variation selten auftritt, grof3eren Populationen sowie
strenger charakterisierten Kontrollgruppen natig.

rs2234916 (KCNE2)
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Die Variante ¢.22A>G des Gens KCNE2 mit Austausch von Threonin durch Alanin an
Position 8 der Aminosaurekette wurde bisher nur im Zusammenhang mit dem Long-
QT-Syndrom beschrieben, einer ventrikularen Rhythmusstérung. %4 Die hier
vorliegende Untersuchung einer moglichen Assoziation zum Auftreten von VHF konnte
keinen Zusammenhang fir den heterozygoten Genotyp oder die Allelvariante
nachweisen. Im dominanten Modell liel3 sich ein deutlich erhdhtes Risiko fur die
Variation aufzeigen (OR=2.126), allerdings wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht
(p=0.180). Somit liefert diese Arbeit einen moglichen Hinweis fir eine Assoziation
zwischen rs2234916 und VHF. Von einem Beweis kann jedoch ohne weitergehende

Untersuchungen nicht ausgegangen werden.

rs17215437 (KCNE3)

In der vorliegenden Arbeit konnte die Variation haufiger im untersuchten Kollektiv
nachgewiesen werden als in der Vergleichsgruppe (1.5 % vs. 0.4 %). Dieser
Unterschied war jedoch ohne Signifikanz. Gleiches gilt fiir die Annahme einer
dominanten Auspragung der Variation gegeniber dem Wildtyp. Hier konnte ein
erhohtes Risiko im Zusammenhang mit VHF nachgewiesen werden (OR=3.702),
allerdings konnte dies nicht durch ein Erreichen des Signifikanzlevels von 0.05
bestétigt werden (p=0.153). Die Variante, die auf DNA-Ebene zu einem Austausch
von Guanin und Adenin an Position 248 der cDNA fihrt, wurde 2012 durch Mann et.
al. erstmals auf einen Zusammenhang mit familiirem VHF bei 80 erkrankten
Probanden und 240 gesunden Kontrollen untersucht. 1% Im Vergleich zum hier
untersuchten Kollektiv (GG: 98.5 %, GA: 1.5 %) konnte der Genotyp GG in 95 %, der
Genotyp GA in 5 % der VHF-Patienten nachgewiesen werden. Allerdings
unterscheidet sich die Grof3e des Kollektivs deutlich, weshalb bei 80 gegeniber 206
untersuchten Teilnehmern ein falsch-positives Ergebnis mdglich sein kénnte. Die
Kontrollgruppen wiesen fast gleiche Verteilungen auf. Eine definitive Aussage
bezlglich einer Erhdhung des Risikos fur VHF ist deshalb durch weitergehende
Untersuchungen an gréf3eren Populationen noétig. Diese Arbeit liefert als Hinweis eine
maogliche Grundlage hierfur.

rs12621643 (KCNE4)
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Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den VHF-Patienten und der
Kontrollpopulation festgestellt werden, sodass eine erhdhtes Risiko fur die Variation
€.588T>G von KCNE4 im Hinblick auf VHF bei einer kaukasischen Population hieraus
nicht abgeleitet werden kann. Das leicht erhdhte Risiko im dominanten Modell
(OR=1.282) erreichte ebenfalls kein Signifikanzniveau (p=0.409).

Vorherige Untersuchungen lieBen den Rickschluss auf einen Zusammenhang
zwischen rs12621643 und VHF jedoch zu.

Zeng et. al fuhrten eine Untersuchung an chinesischen Patienten mit VHF durch.
Hierbei wurde eine mogliche Assoziation fur das T-Allel beschrieben (OR 1.66,
p=0.044). 8 Allerdings ist diese Feststellung laut eigener Aussage limitiert, da die
untersuchten Kollektive nicht sehr gut gematched waren. Au3erdem wurden Patienten
mit Risikofaktoren wie koronare Herzerkrankung und Diabetes mellitus ebenfalls
eingeschlossen. Der Vergleich zu den hier vorliegenden Ergebnissen wird weiterhin
durch die verschiedenen Ethnien eingeschrankt.

Ebenfalls geographisch bedingt nur begrenzt vergleichbar sind die Ergebnisse von
Mao et. al., die eine Assoziation des Allels 196T und VHF bei einer uigurischen
Population und Han-Chinesen nachweisen konnten (OR 1.636, 95 % KIl: 1.173-2.281,
p=0.004; OR 1.491, 95 % KI: 1.076-2.065, p=0.016). 106

Die in den genannten asiatischen Studien nachgewiesenen Assoziationen konnten flr

das hier untersuchte mitteleuropaische Kollektiv nicht bestéatigt werden.

rs17003955 (KCNED5)

Die Variation (Genotyp TT) lieR sich im Vergleich zur Kontrollpopulation (NHLBI
ESP6500) signifikant haufiger im untersuchten VHF-Kollektiv nachweisen (15.2 % vs.
7.5 %, p<0.001). Dies Aussage wird durch die Verteilung der Allele bestatigt (97T: 21.8
% vs. 14.2 %, p<0.001) und lasst somit die Folgerung einer Assoziation fur das
Auftreten von VHF in Zusammenhang mit dem SNP rs17003955 schliel3en. Sowohl
die Annahme eines dominanten (OR=1.453, p=0.019) als auch eines rezessiven
Modells (OR=2.227, p<0.001) verstarken den hier gewonnenen Eindruck, dass ein
erhohtes Risiko fur VHF mit der Variation assoziiert ist.

Diese Aussage ist kontrar zu einer Studie, bei der Ravn et. al. 158 Patienten mit VHF
mit 96 gesunden Kontrollprobanden beziglich Genotypen- und Allelverteilung
untersuchte. Hier konnte das T-Allel signifikant haufiger in der gesunden
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Kontrollgruppe beschrieben werden (23 % bei gesunden Probanden vs. 12 % bei

VHF), weshalb ihm eine magliche protektive Wirkung zugesprochen wird. 82

Beide Untersuchungen kénnen jedoch nicht eins zu eins verglichen werden. KCNE5
liegt auf dem X-Chromosom, weshalb Manner nur eine, Frauen jedoch zwei Kopien
besitzen. In der vorliegenden Arbeit wurde zur Vereinfachung ein Modell gewabhlt, bei
dem mannliche Genotypen entsprechend den weiblichen Genotypen behandelt
wurden. Dieser Ansatz ist sinnvoll, um dem ansonsten doppelt so hohen Einfluss der
weiblichen Probanden entgegenzuwirken und kann bei ahnlicher Verteilung der Allele
zwischen den Geschlechtern angewendet werden. 197 Dies war bei der hier
untersuchten Kohorte der Fall (mannlich: 97C in 79,3 % und 97T in 20.7 %; weiblich:
97C in 75.8 % und 97T in 24.2 %).

Weiterhin divergieren die Kollektive der beiden Untersuchungen aufgrund des
durchschnittlichen héheren Alters bei Ravn (66.2 Jahre) und dem Einschluss von
Patienten mit koronarer Herzkrankheit, Diabetes mellitus oder einer Ejektionsfraktion
<45%. Allerdings sind hierdurch die gegenséatzlichen Ergebnisse unter Umstanden
nicht vollstandig zu begrinden, weshalb eine abschlieRende Erklarung uber die

Ursache fur die abweichenden Aussagen nicht genannt werden kann.

rs199924386 (KCNES)

Die Variation ¢.241T>C konnte bei einem Patienten mit heterozygotem Genotyp
nachgewiesen werden. Eine erstmalige Beschreibung erfolgte 2011 durch Ohno et. al.
bei 3 Probanden aus einem japanischen Kollektiv mit Brugada Syndrom bzw. einer
ideopathischer ventrikularen Rhythmusstoérung. 1° Auch der hier untersuchte Patient
kommt aus Japan. Da ansonsten rs199924386 bei keinem anderen Teilnehmer
nachgewiesen werden konnte, lasst sich kein Einfluss der Mutation auf das Risiko flr
VHF ableiten.

4.5 Variationen und Ablationsergebnisse

Bisher gibt es mehrere Studien, die den Einfluss von Polymorphismen potenziell
arrhythmogener Gene auf den Therapieerfolg nach Katheterablation bei VHF
untersucht haben. Eine erste Studie dieser Art publizierten Husser et. al. 2010, die die
Polymorphismen rs2200733 und rs10033464 auf Chromosom 425 untersuchten und
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eine mdgliche Assoziation zu einem erneuten Auftreten von VHF nach Ablation
beschrieben. 1°° Weitere Studien folgten. Unter anderen wurde der SNP rs751141 des
Gens EPHX2 (soluble Epoxide Hydrolase), welchem kardioprotektive Effekte
zugeschrieben werden, durch Wutzler et. al. untersucht. 11° Diese Arbeit wies fur die
genannte Variation ein erhohtes Rezidivrisiko nach Katheterablation aufgrund von
VHF nach. 1t

Derzeit gibt es keine publizierten Studien, die den Einfluss von Variationen in KCNEs

auf das Rezidivrisiko bei Patienten mit VHF nach Katheterablation untersucht haben.

rs1805127 (KCNE1)

Nach 12 Monaten war der Wildtyp AA tendenziell haufiger bei Patienten mit
Ablationserfolg vertreten (14.3 % vs. 8,8 %), wahrend der Genotyp GG haufiger bei
Patienten mit VHF-Rezidiv vorkam (42.1 % vs. 38.4 %). Jedoch sind die Unterschiede
nach der statistischen Auswertung nicht signifikant (p=0.582). Dieser Eindruck
spiegelt sich auch in der Verteilung der Allele wieder. Das Wildtyp-Allel A kommt
haufiger bei Patienten mit positivem post-interventionellem Verlauf vor, wéhrend das
G-Allel prozentual ofter bei Patienten mit VHF-Rezidiv nachgewiesen werden konnte
(Allel A: 14.3 % bei erfolgreicher Ablation vs. 8.8 % bei Rezidiv; Allel G (62.1 % bei
erfolgreicher Ablation vs. 66.7 % bei Rezidiv). Auch hier konnten die Ergebnisse kein
sikgnifikantes Level erreichen (p=0.405). Weniger ausgepragt und damit ebenfalls
ohne Signifikanz sind die Ergebnisse nach 24 Monaten. Bei Annahme eines
dominanten Vererbungsmusters steigt das Risiko fir ein Rezidiv innerhalb von 12
Monaten nach der Intervention (OR: 1.733), jedoch sind die Unterschiede nach der
statistischen Auswertung auch hier nicht signifikant (p=0.304).

Den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge spielt der Polymorphismus rs1805127
(c.112A>G; p.Ser38Gly) keine wesentliche Rolle im Hinblick auf den Therapieerfolg
nach Ablation. Die angedeutenden Tendenzen fir ein hdheres Rezidivrisiko bei
Vorhandensein des SNP sollten dennoch Gegenstand zuklnftiger Untersuchungen
mit groReren Kollektiven sein.

rs1805128, rs150454912 (KCNE1), rs2234916 (KCNE2), rs17215437 (KCNE3) und
rs199924386 (KCNES)

Signifikante Assoziationen konnten nicht festgestellt werden, auch nicht in den
dominant gewichteten Modellen. Bei allen genannten Variationen war die Verteilung
der Genotypen und Allele jedoch einseitig, weshalb eine Aussage zu den moglichen
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Auswirkungen auf den Ablationserfolg auf Basis dieser Arbeit nur sehr eingeschréankt

maoglich ist. Deutlich gré3ere Untersuchungskollektive waren hierflr notwendig.

rs12621643 (KCNE4)

Schon nach 12 Monaten weisen die Ergebnisse darauf hin, dass der als Wildtyp
angesehene Genotyp TT eher mit einer frustranen Intervention assoziiert ist (8.8 % bei
Rediziv vs. 4.4 % bei Ablationserfolg), wahrend die Variante mit dem Genotyp GG
haufiger in der Gruppe mit Ablationserfolg vorzufinden ist (56.3 % bei Ablationserfolg
vs. 42.1 % bei Rezidiv). Allerdings sind die Unterschiede noch nicht signifikant
(p=0.173). Entsprechendes kann uber die Verteilung der Allele festgestellt werden
(p=0.309). Nach 24 Monaten bestatigen sich die Ergebnisse der 12-Monats-
Evaluation. Allerdings bestétigt die statistische Auswertung nun die Ergebnisse sowohl
im Hinblick auf die Genotypen als auch die entsprechenden Allele als signifikant
(p=0.048 bei Genotypen und p=0.019 bei der Allelverteilung). Zusatzlich Unterstitzung
erhalten die Beobachtungen durch die Resultate des rezessiven Modells (OR: 0.477,
p=0.022), die ebenfalls auf einen protektiven Effekt der Variante hinweisen.

Bei rs12621643 (c.588T>G, p.Aspl96Glu) kdénnte demnach ein protektiver Effekt im
Hinblick auf das Rezidivrisiko nach Katheterablation bei VHF vorhanden sein. Das T-

Allel bzw. der Genotyp TT scheinen das Risiko hingegen zu erhéhen.

rs170039557 (KCNEDS)

Nach Betrachtung der Therapieerfolge 12 Monate nach der Ablation weisen die
Ergebnisse auf ein signifikant hoheres Risiko fur ein VHF-Rezidiv fur die Wildtyp-
Variante mit dem Genotyp CC gegentber dem Genotyp TT hin (78.6 % vs. 66.0 %,
p=0.045). Auch die Resultate nach 24 Monaten kénnten als Tendenz in die gleiche
Richtung interpretiert werden, allerdings wird das Signifikanzniveau nicht ganz erreicht
(p=0.058). In den dominanten Modellen nach 12 und 24 Monaten konnten ebenfalls
Hinweise auf einen negativen Einfluss des Genotyps CC gefunden werden, jedoch
erneut ohne das Signifikanzlevel zu erreichen (12 Monate: OR: 0.531, p=0.095; 24
Monate: OR: 0.604, p=0.156).

Zusammengefasst kann nach isolierter Betrachtung der Ablationsergebnisse von
einem mdoglichen protektiven Effekt der Variation ausgegangen werden. Dies ist
bemerkenswert, da die Ergebnisse der Pravalenzen aus dieser Arbeit (Kapitel 4.4.2)
kontrar hierzu auf ein hoheres Erkrankungsrisiko fir Genoytp TT hinweist. Eine
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mogliche Ursache konnte die angesprochene ,Aufwertung” der mannlichen
Genotypen und die damit einhergehende Verzerrung der tatsachlichen Anzahl von
homozygoten und heterozygoten Teilnehmern sein. Eine abschlieRende Erklarung

hierfur ist aufgrund der vorliegenden Daten jedoch nicht moglich.

4.6 Limitationen

Die vorliegende Arbeit wurde als Assoziationsstudie konzipiert. Dabei wird retrospektiv
untersucht, ob ein bestimmtes Merkmal in einer Population, bei der eine bestimmte
Erkrankung vorliegt, eine andere Verteilung aufweist als in einer gesunden
Kontrollpopulation. Im Vergleich zu prospektiven Studien ist die Aussagekraft
reduziert, dafir ist die Durchfuihrbarkeit schneller und kostengunstiger. 12

Insgesamt wurden 206 Patienten rekrutiert, von denen 180 eine Ablation erhalten
hatten. Dies ist eine moderate Patientenzahl, bei der eine schwache Assoziation unter
Umstanden nicht erkannt werden kdnnte. Zusatzlich handelt es sich um ein Berliner
Kollektiv mit Uberwiegend kaukasischem Ursprung, was die Aussagekraft tlber andere
ethnische Populationen nicht zuldsst und auch Vergleiche mit Gruppen anderer
Herkunft Einschrankungen unterliegen.

Die Krankengeschichte der untersuchten Patienten wurde durch Befragung mittels
Fragebogen erfasst und durch die Auswertungen und Untersuchungsergebnisse aus
den Unterlagen der Charité Universitatsmedizin Berlin, Campus Virchow-Klinikum,
erganzt. Bei der Befragung von Patienten besteht die Moglichkeit, dass durch verzerrte
Erinnerung und subjektive Darstellung von Ereignissen Fehler auftreten (Recall Bias).
Diese Mdoglichkeit wurde durch die schon genannte Auswertung und Ergéanzung von
Patientenunterlagen der Kilinik (z.B. Berichte Koronarangiographie, Arztbriefe,
Befunde von Echokardiographien) minimiert.

Einen potenziellen Schwachpunkt dieser Studie stellt die nicht durchgefihrte
Untersuchung einer Kontrollgruppe dar. Diese hatte aus einer moglichst ahnlichen
Anzahl von Probanden bestanden, die nicht an VHF erkrankt gewesen waéren.
Stattdessen wurde hierfir auf die Daten der européaischen Population des 1000-
Genome-Projekts zuriickgegriffen. Hierbei handelt es sich um ein internationales
Projekt, in dem zum derzeitigen Stand (Phase 3) die Genome von 2535 menschlichen
Genomen weltweit sequenziert und nach ethnischer Herkunft sortiert wurden. Die

Teilnehmer sind hierbei bewusst randomisiert und ohne Einschrankungen im Hinblick

78



auf Alter oder Vorerkrankungen ausgewahlt worden, um eine mdoglichst
durchschnittliche Population préasentieren zu konnen. Dies hat den Nachteil, dass auch
Patienten mit VHF und Risikofaktoren enthalten sein kénnen und damit die klare
Abgrenzung zum untersuchten Kollektiv reduziert ist. Ein Vorteil liegt in der Kosten-
und Zeitersparnis. Weiterhin konnten die Ergebnisse des VHF-Kollektivs so mit einer
deutlich groRBeren Kontrollpopulation (n=503) verglichen werden, was den
obengenannten Nachteil der reduzierten Abgrenzbarkeit Gber die héhere Anzahl an
Vergleichspersonen zumindest etwas abschwacht.

Wenn keine Informationen in den Datenbanken des 1000-Genome-Projekts zu einer
Variation zu finden waren, wurden alternativ die Daten des NHLBI Exome-
Sequenzierungs-Projekt (ESP6500) genutzt. Auch hier handelt es sich um Teilnehmer
europaischer Abstammung, die in verschiedenen Zentren in den USA untersucht
wurden. Ebenfalls wurde ein phanotypisch moglichst breiter Ansatz gewahlt, der
obengenannte Nach- und Vorteile mit sich bringt. Allerdings rekrutieren sich die
Patienten aufgrund des Ansatzes des Projekts auch aus Patientenkollektiven, die
Herz- und andere systemische Erkrankungen beinhalten. Somit konnten auch hier
Patientenproben inbegriffen sein, die nicht den Ausschlusskriterien des in dieser
Studie untersuchten Kollektivs entsprechen.

Methodisch gewinnt der Ansatz des Vergleichs einer untersuchten phanotypisch-
positiven Population mit Daten grof3er Sequenzierungsdatenbanken zunehmend an
Bedeutung und ist sowohl bezuglich des 1000 Genome Projekts als auch des NHLBI

Exome-Sequenzierungs-Projekts in der wissenschaftlichen Praxis etabliert. 113120

4.7 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnten keine neuen Variationen in den kodierenden Abschnitten der
Gene KCNEL1 bis KCNE5 gefunden werden. Das Allel 97T der Variation rs17003955
(KCNEDb) lasst sich mit einem erhdhten Risiko fur das Auftreten von VHF assoziieren.
Bei diesem Ergebnis muss jedoch bedacht werden, dass ménnliche Teilnehmer
entsprechend der weiblichen Probanden als Homozygote behandelt wurden, da
KCNES5 auf dem X-Chromosom liegt. Hierdurch kommt es zu einer gewissen
Verzerrung der Anzahl der Allele, dafir wird jedoch der ansonsten bestehende
verstarkte Einfluss der weiblichen Probandinnen ausgeglichen. Die genaue Ursache

fur die gravierenden Abweichungen zur Studie von Ravn et al. ist trotz Unterschieden

79



in den Kollektiven und der statistischen Herangehensweise nicht zu benennen.
Weitergehende Untersuchungen sind deshalb von N6ten, um eine definitive Aussage

zuzulassen.

Erstmalig wurden Variationen der cDNA der Gene KCNEL1 bis KCNES hinsichtlich ihres
Einfluss auf den Interventionserfolg nach Katheterablation aufgrund von VHF
untersucht. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die Varianten rs12621643
(KCNE4) und rs170039557 (KCNES5) moglicherweise protektive Einflisse auf den
Therapieerfolg nach 12 und 24 Monaten haben, wahrend die Wildtypen das Risiko fur
ein Rezidiv eventuell steigern konnten. Diese Erkenntnisse stehen jedoch bei
rs170039557 (KCNES5) kontrar zu den obengenannten Ergebnissen, die ein erhdhtes
Erkrankungsrisiko mit der Variante assoziieren.

Es ist unabdingbar, diese Hinweise in weiteren Untersuchungen zu Gberprifen, gerade
im Hinblick auf eine zukinftig eventuell mégliche individuelle prainterventionelle

genetische Risikoevaluierung bei Patienten mit VHF.
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5. Zusammenfassung

Vorhofflimmern ist die haufigste Herzrhythmusstorung des Menschen. In den letzten
Jahren ergaben sich insbesondere bei jungeren Patienten ohne klassische
Risikofaktoren zunehmend Hinweise auf einen genetischen Hintergrund fir das
Auftreten von Vorhofflimmern.

KCNEZ1-5 kodieren eine Gruppe B-Untereinheiten von Kaliumkanalproteinen, die mit
Rhythmusstérungen (z.B. Vorhofflimmern, Long QT-Syndrom) assoziiert werden.
Eine Therapieoption bei Vorhoffimmern stellt die Ablation dar. Allerdings sind
genotypische Untersuchungen zum Ablationserfolg rar.

Zielsetzung dieser Arbeit war es, neue KCNE-Varianten an einem ,Real Life“-Kollektiv
an der Charité Universitadtsmedizin Berlin zu identifizieren und die Auswirkung auf den
Ablationserfolg zu untersuchen.

Hierzu wurden 206 Patienten mit Vorhofflimmern und ohne hohergradige
Risikofaktoren (,Real-Life Kohorte®) rekrutiert. Die kodierenden Bereiche der Gene
wurden sequenziert und die Genotypenverteilung der Polymorphismen erfasst. Diese
Daten wurden mit europaischen bzw. europaisch-stammigen Kollektiven des 1000-
Genome-Projekts sowie des NHLBI Exome-Sequenzierungs-Projekt verglichen.
Anschliel3end wurde bei 180 Patienten des untersuchten Kollektivs mit durchgefuhrter
Katheterablation der Erfolg der Intervention nach 12 und 24 Monaten erfasst und
hinsichtlich einer mdglichen Assoziation mit den gefundenen Polymorphismen
analysiert.

Es konnten keine neuen Mutationen entdeckt werden. Funf synonyme sowie acht
nicht-synonyme vorbeschriebene Varianten wurden nachgewiesen. Das Allel 97T der
Variation rs17003955 (KCNE5) lasst sich im Rahmen dieser Untersuchung
maoglicherweise mit einem erhéhten Risiko fur das Auftreten von VHF assoziieren
(p<0.001).

Weiterhin liefert die vorliegende Arbeit Hinweise darauf, dass das Allel 588G des SNP
rs12621643 (KCNE4) einen protektiven Einfluss auf das Rezidivrisiko nach Ablation
des Vorhofs nach 24 Monaten hat (p=0.019). Gleiches gilt fur den GG-Genotyp des
schon genannten Polymorphismus rs170039557 aus KCNE5 12 Monate
postinterventionell (p=0.045).
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