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1. Einleitung

1.1  Vorhofflimmern

1.1.1 Epidemiologie

Vorhofflimmern (VHF) ist die haufigste anhaltende Herzrhythmusstérung beim Erwach-
senen. Die Pravalenz betragt rund 2,3% in der Bevolkerung Deutschlands und die Inzi-
denz steigt stetig. Die Prévalenz in Europa hat sich innerhalb der letzten zehn Jahre mehr
als verdoppelt (Zoni-Berisso et al., 2014). Das Alter ist ein wichtiger Risikofaktor fur
VHF und sorgt fir Folge- und Begleiterkrankungen. Aufgrund der alternden Bevoélkerung
steigen neben der Inzidenz auch die Morbiditat und Mortalitdt und machen VHF damit
zu einer wesentlichen medizinischen und sozio6konomischen Herausforderung (Zoni-
Berisso et al., 2014, Neuzner und Pitschner, 2000). Patienten mit VHF verursachen 5-10-
fach hohere Kosten als Patienten mit normalem Herzrhythmus (Andrade et al., 2014,
Neuzner und Pitschner, 2000). Um einen Fortschritt der Therapieoptionen zu erreichen,
miussen grundlegende initiierende und aufrechterhaltende Mechanismen des VHFs ver-

standen werden (Heijman et al., 2016).

1.1.2 Definition, Pathomechanismen

VHF bezeichnet ungerichtete Bewegungsablaufe der Vorhofe, welche im Elektrokardio-
gramm (EKG) zu Flimmerwellen mit einer Frequenz von 300-600bpm flihren und einen
arrhythmischen Puls erzeugen (Haverkamp, 2018). Die Entstehung dieser Erregung wird
durch verschiedene Mechanismen beschrieben. VHF tritt auf, wenn Trigger auf ein vul-
nerables Substrat treffen. Diese Trigger kdnnen Tachy- oder Bradyarrhythmien sein.
Meist sind es jedoch atriale Extrasystolen, von ektopen Foki ausgehend, welche durch
verspatete Repolarisation verfriilhte Nach-Depolarisationen (Early Afterdepolarisations
,EADs‘) auslosen (Lau et al., 2017). Weitere Trigger sind verspatete Nach-Depolarisati-
onen (Delayed Afterdepolarisations ,DADs*), die durch einen verénderten Kalziumstoff-
wechsel atriale Extrasystolen bedingen (Voigt et al., 2014, Haverkamp, 2018, Heijman et
al., 2014). Das vulnerable Substrat ist meist durch Komorbiditaten wie Herzinsuffizienz,

ein alterndes Herz oder Hypertonie bedingt (Heijman et al., 2014). In der Folge kommt
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es zu einem strukturellem Remodeling, welches durch Fibrosierung, Dilatation, Hyper-
trophie und veranderte Zellkommunikation die Vulnerabilitdt des Gewebes verstarkt.
Verkirzte Aktionspotentialdauer und verlangerte Refraktarzeit resultieren und bewirken
eine Aufrechterhaltung von VHF (Andrade et al., 2014). Zu den Hauptmechanismen der
Entstehung und Aufrechterhaltung von VHF gehort das Prinzip des ,,Multiple Wavelet
Re-Entry*. Es beschreibt, dass Erregungen, die durch langsame Erregungswellen die Re-
fraktarperiode des Gewebes berschreiten, zu Kreiserregungen filhren kénnen. Diese Er-
regungen verzweigen und breiten sich durch Inhomogenitaten des Gewebes aus, sodass
es zu ungerichteten Erregungen im gesamten VVorhof kommt (Andrade et al., 2014, Neuz-
ner und Pitschner, 2000). ,,Re-Entry“-Kreise entstehen um Narben und Hindernisse im
Gewebe, wenn das erregte Gewebe vor Eintreffen des ,,Re-Entry*- Kreises wieder erreg-
bar ist (Heijman et al., 2014). AulRerdem wird ein Mechanismus beschrieben, bei dem
sich eine Erregung von einem ektopen Fokus ausgehend spiralférmig, als sogenannter
Rotor, ausbreitet (Pandit und Jalife, 2013, Zykov et al., 2017). Bei diesem Fokus kann es
sich sowohl um eine besonders schwach leitende Region, als auch um eine besonders
schnell leitende Region handeln (Zykov et al., 2017). Das Gewebe um die Pulmonalvenen
scheint fir die Entstehung von ektopen Foki zu prédestinieren. ,,Re-Entry““-Kreise kbnnen
aufgrund der verzweigten Gewebestruktur und einer kiirzeren Refraktérperiode entstehen
(Heijman et al., 2014). Alle Mechanismen haben eine ungerichtete Vorhoferregung mit
unregelméaRiger Uberleitung zur Folge. Uber die prazisen Mechanismen und die Wertig-
keit der einzelnen Prinzipien bestehen jedoch nach wie vor Uneinigkeit (Pandit und Jalife,
2013).
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Abbildung 1: Pathophysiologie von VHF, VHF wird durch Extrasystolen und Arrhythmien initiiert. Wenn
diese Trigger auf ein vulnerables Substrat treffen, welches durch verminderte Refraktérzeit, AP-Dauer,
gestorte Erregungsleitung und strukturelle Verdnderungen definiert ist, resultiert eine Aufrechterhaltung
mit der Folge von strukturellem, elektrophysiologischem und kontraktilem Remodeling. Zu den Einfluss-
faktoren auf diesen Prozess zahlen das vegetative Nervensystem und der Kalziumstoffwechsel.

VHF hat strukturelle und elektrophysiologische Veranderungen des Myokards zur Folge.
Ein Indikator dafir ist die Tatsache, dass ein erfolgreiches Terminieren des VHFs mit der
Zeit des Andauerns unwahrscheinlicher wird. In 30-50% der Félle terminiert das VHF
spontan, nach 12 Tagen betragt der Anteil der VVorhofflimmer-Falle, welche spontan re-
mittieren, jedoch nur noch 2% (Neuzner und Pitschner, 2000). Die Verdnderungen des
Gewebes werden als Remodeling beschrieben und zeichnen sich durch verschiedene Me-
chanismen aus, welche zur Initiierung und Aufrechterhaltung des VHFs beitragen. Mit
strukturellem Remodeling des Vorhofgewebes beschreibt man eine Fibrosierung, wel-
che zu unterschiedlichen Leitungsgeschwindigkeiten im Vorhof, sowie veranderten Zell-
zu-Zell-Kontakten und atrialer Dehnung fiihren kann. Dieses Remodeling ist abhangig
vom Kalzium-Stoffwechsel, da eine Verminderung des Kalziums im Myokard zu gerin-
gerem Remodeling fuhrt (Andrade et al., 2014, Neuzner und Pitschner, 2000). Der Kal-
ziumstoffwechsel spielt auch beim elektrischen Remodeling eine zentrale Rolle. Durch
erhohte Kalzium- und Kaliumstréme verkirzt sich die Aktionspotentialdauer und die Re-
polarisationszeit (Schotten et al., 2006). Das metabolische Remodeling bezieht sich auf
einen alternierenden Stoffwechsel und ein verdndertes Energieangebot. Durch das Flim-
mern entsteht ein Sauerstoffdefizit, welches verschiedene strukturelle, elektrische und
auch metabolische Folgen hat. Diese Hypoxie ist am ehesten durch einen erhéhten Sau-
erstoffverbrauch bei gleichzeitig nicht ausreichend erhohtem Angebot bedingt. Es besteht
also eine relative Hypoxie (White et al., 1982, van Bragt et al., 2014). Verdnderungen im
Glukosestoffwechsel und eine verénderte Zellatmung dienen der Anpassung, haben
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jedoch die Aufrechterhaltung des VHF zur Folge (van Bragt et al., 2014). Die veranderte
Atmung wéhrend des VHFs bedingt eine vermehrte Produktion von reaktiven Sauerstoff-
radikalen, welche das Myokard zusatzlich schadigen (Emelyanova et al., 2016). Die
strukturellen und elektrophysiologischen Verénderungen fuhren insgesamt zu verkdrzter
Aktionspotentialdauer, verminderter Refraktarzeit und einer schlechteren Anpassung bei

Belastung (Haverkamp, 2018).

1.1.3 Folgeerkrankungen

VHF resultiert in einem Morbiditats- und Mortalitatsanstieg und fuhrt zu einer gesund-
heitsokonomischen Belastung. Die gesundheitsokonomischen Auswirkungen beziehen
sich sowohl auf die Behandlungskosten und Krankenhausaufenthalte, sowie auf Pflege-
aufwand und Produktivitatsverluste (Haverkamp, 2018). Hierbei ist zu beriicksichtigen,
dass Patienten mit VHF haufig sowohl ein héheres Alter als auch eine Multimorbiditat
aufweisen (Neuzner und Pitschner, 2000). Eine erhéhte Mortalitét ist bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit (KHK), Myokardinfarkt oder Herzinsuffizienz mit begleiten-
dem VHF beschrieben. Die Wahrscheinlichkeit thromboembolischer Ereignisse steigt
signifikant an, so erhoht sich das Schlaganfallrisiko bei VHF ohne Antikoagulation um
das Flnffache (Pistoia et al., 2016). In den letzten fiinf Dekaden ist laut der Framingham-
Studie die Zahl der durch VHF verursachten Schlaganfélle durch Antikoagulation um
75% zuriickgegangen. Der CHA2DS2VASc-Score (Herzinsuffizienz, Hypertonie, Alter
>75, Diabetes mellitus, Z.n. Schlaganfall, Z.n. vaskul&ren Ereignissen, Alter >65, Ge-
schlecht) wird zur Einschdtzung des Risikos von Schlaganfallen angewendet und emp-
fiehlt eine Antikoagulation ab einem Score von eins. Durch VHF kann es bei linksventri-
kuldrer Dysfunktion aullerdem zur Verschlechterung der hdmodynamischen Situation
kommen und bei langer anhaltenden Tachyarrhythmien kann eine Tachykardiomyopathie
resultieren (Haverkamp, 2018). Ebenfalls besteht ein Einfluss des VHFs auf die Zunahme
von kognitiven Dysfunktionen und die Haufigkeit vaskuldrer Demenzen (Bruijn et al.,
2015).

1.1.4 Atiologie

Die Atiologie von VHF ist vielfaltig und kann in kardiale und nicht-kardiale Ursachen

eingeteilt werden. Laut der Framingham-Heart-Studie ist das fortgeschrittene Lebensalter
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einer der wichtigsten unabhangigen Risikofaktoren fiir VHF. Ab einem Alter von 60 ver-
doppelt sich die Wahrscheinlichkeit an VHF zu erkranken pro Lebensdekade. Der Alte-
rungsprozess geht mit strukturellen Verdnderungen des Herzmuskels einher, welche zu
Initiation und Progression von VHF fihren kdnnen (Andrade et al., 2014). Mannliches
Geschlecht, ein zu hoher Body-Mass-Index (BMI), Korpergrof3e und psychosoziale Ein-
flisse, sowie genetische Pradisposition stellen weitere Risikofaktoren dar (Haverkamp,
2018). Die das Herz-Kreislauf-System betreffenden Krankheiten stellen eine der wich-
tigsten Ursachen von VHF dar. Laut der Framingham-Heart-Studie treten bereits bei
hochnormalen Blutdruckwerten Risiken auf. Bei einem hochgradigen arteriellen Hyper-
tonus kommt es zu einer Risikoerh6hung um den Faktor 1,5. Eine Klinisch apparente
Herzinsuffizienz erhéht das Risiko an VHF zu erkranken um das Funffache, vor allem
durch Vergrolierung des linksatrialen Diameters. Eine Klappenerkrankung resultiert in
einem zweifach hoheren Risiko. AuBerdem stellen andere Rhythmusstérungen, Kardio-
myopathien und der Zustand nach herzchirurgischen Eingriffen weitere Risiken dar
(Neuzner und Pitschner, 2000, Haverkamp, 2018). Zu den nicht-kardial assoziierten Er-
krankungen gehoren Diabetes mellitus, hyperthyreote Erkrankungen, chronische Lungen-
und Nierenerkrankungen, obstruktives Schlafapnoesyndrom, Nikotinabusus und Alko-
holkonsum (Neuzner und Pitschner, 2000, Haverkamp, 2018, Andrade et al., 2014, Eu-
ropean Society of Cardiology (ESC), Deutsche Gesellschaft fur Kardiologie (DGK),
2016).

1.1.5 Therapie

Die Behandlung des VHFs besteht neben der Antikoagulation zur Pravention eines
thromboembolischen Ereignisses aus den zwei Sdulen Frequenz- und Rhythmuskontrolle.
Viele individuelle Parameter entscheiden tber die Therapiestrategie. Dazu gehdren Kreis-
laufstabilitat, Dauer des Flimmerns, Anzahl der Episoden, Begleiterkrankungen, Alter
und die linksventrikuldre Funktionsstorung. Wahrend die Antikoagulation und die Be-
handlung der Grunderkrankung eine prognostische Verbesserung liefern, sind Frequenz-
und Rhythmuskontrolle hauptsachlich symptomatisch therapierend (European Society of
Cardiology (ESC), Deutsche Gesellschaft fur Kardiologie (DGK), 2016). Im Rahmen
dieser Arbeit konnen jedoch nur einzelne Aspekte hervorgehoben werden.
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Bei der Frequenzkontrolle ist zundchst ein Wert von <110 bpm anzustreben. Dies wird je
nach Komorbiditat und Herzfunktion durch die Medikation von Betablockern, Digitalis,
Diltiazem und Verapamil oder einer Kombination der Therapeutika erreicht. Die Rhyth-
muskontrolle wird bei symptomfreien, hdmodynamisch stabilen Patienten nicht mehr
zwingend angestrebt (AFFIRM Studie, (Haverkamp, 2018)). Therapeutisch bestehen die
Madglichkeiten der medikamentdsen Therapie und der elektrischen Kardioversion, sowie
interventioneller Verfahren. Es werden medikamentdse Strategien mit Antiarrhythmika
der Gruppe I und I11, wie Flecainid, Sotalol™ und Amiodaron, angewendet. Als kardio-
chirurgische Optionen zum Erreichen eines Sinusrhythmus konnen aulerdem interventi-
onelle Verfahren durchgefiihrt werden. Die erste erfolgreiche Operationsmethode stellt
die Maze Operation dar. Das chirurgische VVorgehen wurde in der Folgezeit weiter modi-
fiziert. Durch die Entwicklung der Katheterablation der Pulmonalvenen wurde diese je-
doch abgeldst (Schotten et al., 2006). Operative Verfahren haben einen geringeren Stel-
lenwert in der Therapie von VHF. In der Herzchirurgie wird im Rahmen von Operationen
an der Mitralklappe von Patienten mit VHF haufig eine parallele Ablation der Pulmonal-
venen vorgenommen (Vural et al., 2018). Ein experimentelles Verfahren, die Hybridab-
lation, kombiniert chirurgische und kathetergestiitzte Ablationstherapie und beschrankt
sich bisher auf Therapieversager anderer Therapieverfahren (Davies et al., 2017).

1.1.6 Aktuelle Forschungsansatze

Die aktuellen Forschungsansétze zielen alle auf individuellere, spezifischere und effizi-
entere Therapiestrategien ab. Um bei interventionellen Anséatzen wie der Pulmonalvenen-
ablation bessere Erfolge zu erzielen, werden elektroanatomische Merkmale der Atrien
charakterisiert. Low-voltage-Areale werden lokalisiert, da sie als Substrat fir VHF die-
nen. Exakte Charakterisierung und gezielte Ablation kdnnen so die Therapie verbessern
(Kosiuk et al., 2018). Ein weiterer Forschungsansatz betrifft das epikardiale Fettgewebe.
Es hat parakrine proinflammatorische und endokrine Funktionen und trégt zur Initiierung
und Aufrechterhaltung von VHF bei. Es konnte ein Therapieziel darstellen, welches
durch Gewichtsabnahme oder spezifische medikamentése Therapien zu erreichen ist
(Goudis et al., 2018). lonenkanalveranderungen spielen bei der Entstehung und Aufrecht-
erhaltung von VHF eine bedeutende Rolle. Therapieoptionen beziehen sich vor allem auf
den Kalziumstoffwechsel, da dieser sowohl zur Initiation als auch zum Remodeling bei-

trégt (Andrade et al., 2014, Schotten et al., 2006). Besonders vielversprechend scheint das
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Eingreifen in den Metabolismus der Kardiomyozyten zu sein. Wahrend VHF besteht ein
bioenergetisches Defizit, welches die Progression wiederum beginstigt (Schwarz et al.,
2014, van Bragt et al., 2014, Schotten et al., 2006). Wenn Hypoxie und metabolische
Veranderungen begrenzt werden kdnnten, wiirde dem VHF das Substrat zur Aufrechter-
haltung fehlen (van Bragt et al., 2014, Schwarz et al., 2014, Barth und Tomaselli, 2009).
Viele Forschungsschwerpunkte betreffen die genetische Komponente des VHFs, welche
bisher wenig verstanden ist. Dadurch, dass Medikamente und auch interventionelle The-
rapien so unterschiedliche Erfolge liefern, ist eine Beteiligung der genetischen Kompo-
nente wahrscheinlich. Des Weiteren gibt es Computermodelle zur individuellen Ablati-
onsplanung, Stammzellversuche zur effizienteren praklinischen Entwicklung von Medi-
kamenten werden durchgefuhrt. In Kombination liefern diese Ansatze eine individuellere
Therapiemdglichkeit bei VHF (Barichello et al., 2018). Weiterhin scheinen nicht nur ge-
ring leitende Zellen das VHF zu verursachen, sondern auch besonders schnell leitende
Areale. Sogenannte ,,Fast Propagation Regions* kdnnen Ursprung von kreisenden Erre-
gungen sein und weisen eine veranderte lonenkanalausstattung infolge des Remodelings
bei VHF auf. Kénnen diese Areale lokalisiert und ablatiert werden, erfolgt eine erfolgrei-
che Terminierung des VHF (Zykov et al., 2017).

1.1.7 Ausblick, Moglichkeiten

In Bezug auf aktuelle Forschungsthemen bleiben viele Fragen weiterhin offen. Es ist es-
sentiell, die grundlegenden elektrophysiologischen, anatomischen und chemischen Pro-
zesse in der Entstehung und Aufrechterhaltung von VHF zu verstehen, um durch neue
computerbasierte Methoden innovative und individuelle Ansétze zu finden (Heijman et
al., 2016, Barichello et al., 2018). Im Hinblick auf die Thematik dieser Arbeit liefert die

bioenergetische Betrachtung einen neuen Aspekt.

1.2  Stoffwechsel der Herzmuskelzelle

1.2.1 Kalzium-Stoffwechsel

Im Zuge von VHF kommt es zu elektrophysiologischen Veranderungen im lonenhaus-

halt. Eine wichtige Rolle in der Entstehung und Aufrechterhaltung von VHF spielt eine
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gestorte intrazelluldre Kalziumhomdostase (Haverkamp, 2018). Wahrend eines physiolo-
gischen Aktionspotentials ist der Kalziumstrom zusténdig fiir die schnelle Depolarisation
in AV- und Sinusknoten und fuhrt zur Kontraktion der Myozyten. Um eine Kontraktion
zu initiieren, kommt es zu einem Kalziumeinstrom durch L-Typ Kalziumkanéle in die
Zelle, sowie zu einer Kalzium-induzierten Kalziumfreisetzung durch die Aktivierung von
Ryanodinrezeptoren (RYR2) auf der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums.
Wahrend der Plateauphase des Aktionspotentials kommt es zu einer ATP-abhéngigen
Aktivierung von sarkoplasmatischen Kalzium-Pumpen (SERCA-Pumpen), welche Kal-
zium zuruck in die sarkoplasmatischen Retikula beférdern und somit eine Repolarisation
bewirken. Die SERCA-Pumpen werden durch Phospholamban, ein Membranprotein, re-
guliert. Kalzium wird auRerdem durch Na*/Ca?*-Pumpen extrazellular befordert (Boron
und Boulpaep, 2012). Durch VHF kommt es zu Veranderungen des Stoffwechsels, wel-
che zu verfriihten Repolarisationen und verkurzter Aktionspotentialdauer fiihren. Zeitlich
fehlgesteuerte Aktivitét in den VVorhéfen durch zu frithe oder spate Depolarisationen kann
durch spontane Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum bedingt sein.
Phosphorylierung von Ryanodin-Rezeptoren oder deren Dysregulation kann diese Frei-
setzung mit der Folge von fokalen ektopen Erregungen verursachen (Andrade et al., 2014,
Heijman et al., 2016). Das durch VHF verursachte Remodeling fiihrt zu einer Verande-
rung der lonenkanalausstattung der Zellen, es finden sich vermehrt Ca?* und K* Kanale.
Diese Veranderung verursacht wiederum verfriihte Repolarisationen und verkirzte Akti-
onspotentialdauer, sodass das VHF aufrechterhalten wird (Andrade et al., 2014). Insge-
samt ist festzustellen, dass vermindertes Kalzium das Remodeling begrenzt (Schotten et
al., 2006). Ein weiterer Faktor im Kalzium-Stoffwechsel ist das autonome Nervensystem.
Sympathische und parasympathische Einflisse erhéhen durch Acetylcholin und G-Pro-
tein-gekoppelte Signalwege die Ausschiittung von Kalzium aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum durch L-Typ-Kalziumkanéle (Andrade et al., 2014, Schotten et al., 2006).
Weitere klinische Bezlige der verdnderten Kalziumhomdostase sind niedrige Kalzium-
spiegel bei Ischdmie in der Herzmuskelzelle, wodurch sich das Aktionspotential verkdirzt.
Aullerdem kommt es bei Herzinsuffizienz zu einer Dysregulation der SERCA und somit
Dysregulation des Kalziumstoffwechsels (Barth und Tomaselli, 2009). Die Beeinflus-
sung des Kalziumhaushaltes bietet daher verschiedene therapeutische Ziele, um die Ent-
stehung und Aufrechterhaltung des VHFs zu verhindern (Schotten et al., 2006). Bei The-
rapie mit Kalziumantagonisten zeigten sich die strukturellen Umbauprozesse im Atrium
bei VHF vermindert (Neuzner und Pitschner, 2000).
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1.2.2 Proteinkinasen

Verschiedene Proteinkinasen spielen eine Rolle bei der Entstehung von VHF. Die Cal-
modulin-abhéngige-Proteinkinase-2 wird adrenerg aktiviert und verursacht Hyperphos-
phorylierung des Ryanodinrezeptors-2 und stellt eine Ursache fir ein chronisches VHF
dar (Andrade et al., 2014, Schotten et al., 2006). Aullerdem bewirkt ein erhéhter Kalzi-
umspiegel durch Phosphorylierungen von Proteinkinasen friihe und spate spontane De-
polarisationen (Andrade et al., 2014). Die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) ist es-
senziell fur den Metabolismus im Atrium, da sie als Stresssensor dient und einem VHF
vorbeugt. Sie wird bei erhdhtem Energiebedarf aktiviert und fiihrt zu einem effizienteren
Stoffwechsel. Bei VHF konnten erhéhte AMPK-Spiegel nachgewiesen werden (Harada
etal., 2017, Schotten et al., 2006).

1.2.3 Bioenergetischer Effekt

Eine Herzinsuffizienz geht mit einem beeintréchtigten bioenergetischen Zustand des My-
okards einher. Dieses Defizit zeigt sich in einer reduzierten Enzymaktivitat von zelluléren
Kinasen, einem verminderten ATP Gehalt, beeintrachtigter Sauerstoffutilisation und Pra-
disposition fur VHF. Auch die durch VHF verursachte elektrische Instabilitat fihrt zu
einer Veranderung des Metabolismus. Wahrend die Fettsaureoxidation herunterreguliert
wird, ist die Glukoseutilisation andererseits hochreguliert. Im Tiermodell konnte initial
ein erhohter Energiebedarf bei VHF nachgewiesen werden. Bei einem ATP-Defizit
kommt es aullerdem zur Depolarisation durch ATP-sensitive Kaliumkanéle, wodurch Re-
Entry-Mechanismen begunstigt werden. Der metabolische Stress im Vorhof fihrt zu ei-
nem vermindertem Kalziumstrom, einer reduzierten Kalziumspeicherung und verminder-
ter Kontraktilitat mit der Folge eines verkiirzten Aktionspotentials und einer Hypokon-
traktilitat. Diese Effekte kdnnen durch die AMPK-AKktivitdt zum Teil antagonisiert wer-
den. Eine Studie zeigte, dass vor allen Dingen ein metabolisches Remodeling bei VHF
einsetzt und den ganzen Energiemetabolismus der Zelle beeinflusst. Diese Tatsache bietet
eine neue therapeutische Strategie bei strukturellen Herzerkrankungen, da im Falle eines
Ausbleibens des elektrophysiologischen Remodelings die nebenwirkungsreiche Rhyth-
muskontrolle erganzt werden konnte. Hierzu missen die pathophysiologischen Mecha-

nismen des metabolischen Stresses bei VHF vollstdndig verstanden werden (Barth und
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Tomaselli, 2009, Harada et al., 2017, Emelyanova et al., 2016, Vogt et al., 2016, Vogt et
al., 2018).

1.2.4 Oxidativer Stress

Wahrend einer rhythmischen Herzaktion benétigt das Herz eine grofe Menge ATP und
somit Sauerstoff. Bei VHF wird dieser Bedarf noch gesteigert, sodass es bei Ausschop-
fung der koronaren Reserve zu relativer Hypoxie kommt. Umso mehr wird der Bedarf bei
koronarer Herzkrankheit gesteigert, da eine KHK die volle Ausschépfung der Koronar-
reserve verhindert. Gerade zu Beginn einer Episode von VHF zeigt sich ein Anstieg von
Hypoxie-Indikatoren wie Hypoxie-induzierbarer Faktor 1a (HIF-1a) und Lactat (van
Bragt et al., 2014, Harada et al., 2017). VHF ist aufgrund einer kompensatorischen Her-
unterregulierung der Elektronentransportkette von einem oxidativen Stress begleitet (E-
melyanova et al., 2016). Dies flhrt zu vermehrter Produktion von reaktiven Sauerstoffra-
dikalen (ROS), einem Nebenprodukt der Atmungskette (Komplex I und I11). Im physio-
logischen Zustand dienen ROS intrazellularen Signalwegen. Bei hypoxischem Stress
kommt es zu einem Entkoppeln der Atmungskette, welche die Effizienz der Atmungs-
kette vermindert, jedoch die ROS-Produktion begrenzt (Zorov et al., 2014). Sobald die
ROS-Produktion nicht ausreichend begrenzt werden kann, kommt es zu oxidativen zellu-
laren Schaden. Eine Produktion von ROS ist abh&ngig vom mitochondrialen Membran-
potential, ab AWn>140 mV kann das Superoxid-Anion an Komplex I und 11l entstehen
(Kadenbach et al., 2004). Im alternden Herzen kommt es durch zunehmende Ineffizienz
der Atmungskette vermehrt zu Entstehung von ROS (Schwarz et al., 2014, Barth und
Tomaselli, 2009). Die Akkumulation der ROS bewirkt einerseits ein strukturelles Remo-
deling durch Schadigung von Nukleinsduren, lonenkanalen und Fibroblasten und ande-
rerseits Depolarisationen, die fiir kardiale Arrhythmien pradestinieren (Barth und Toma-
selli, 2009, Harada et al., 2017). Zusammenfassend ist festzustellen, dass VHF durch eine
Veranderung des Metabolismus und durch oxidativen Stress eine Progredienz des patho-
physiologischen Zustands bedingt. Dies stellt ein wichtiges Forschungs- und Therapieziel
dar (van Bragt et al., 2014, Harada et al., 2017, Barth und Tomaselli, 2009, Chen und
Zweier, 2014).
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1.3  Atmung des Myokards

1.3.1 Mitochondrien, Atmungskette

Das Herz muss sich regelméal3ig kontrahieren ohne relevante Energiespeicher zu besitzen.
Daher bildet es pro Tag das 15-20-fache des eigenen Gewichts an ATP. Aufl3erdem ist
eine enge Kopplung zwischen ATP-Gewinnung und Kontraktion notwendig (Kolwicz et
al., 2013). Mitochondrien werden als die Kraftwerke der Zellen bezeichnet, da sie mittels
Citratzyklus, oxidativer Phosphorylierung und Fettsdureabbau fur die oxidative Energie-
gewinnung zustandig sind. Sie werden von einer inneren und einer aulReren Membran
umgeben. Auf der Matrixseite der inneren Mitochondrienmembran (MIM) befindet sich
der Multienzymkomplex der Atmungskette (Komplex I-1V), welcher durch Elektronen-
transport ein Membranpotential ber der inneren Mitochondrienmembran generiert,
wodurch die ATP-Synthase (Komplex V) angetrieben wird. Diese synthetisiert, durch das
Membranpotential angetrieben, ATP (Buselmaier und Haussig, 2018). Die Elektronen fiir
die Elektronentransportkette kommen aus NADH und FADH; aus dem Citratzyklus zur
Reduktion von Sauerstoff zu Wasser und Herstellung von ATP (Schwarz et al., 2014).
Drei der Komplexe der Atmungskette transportieren Protonen (I: NADH-Dehydrogenase,

I11: Cytochrom-c-Oxidoreduktase und IV: Cytochrom-c-Oxidase).

Komplex II, die Succinat-Q-Reduktase, enthdlt die Succinat-Dehydrogenase, welche
FADH aus dem Citratzyklus in die Atmungskette schleust, wahrend Komplex | NADH
aus dem Citratzyklus erhalt. Diese Elektronen werden entlang der Komplexe 11 und 11l
uber Cytochrom ¢ zu Komplex IV (Cytochrom-c-Oxidase) transportiert. Es werden 4
Elektronen auf den molekularen Sauerstoff Ubertragen, welcher dadurch mit Wasser-
stoffionen reagiert. Es entsteht somit Wasser. Die Reihe an Redox-Reaktionen, durch
welche die Elektronen transportiert werden, setzt Energie frei. Diese wird von Komplex
I, 1 und IV genutzt, um Protonen in den Intermembranraum zu pumpen (Berg et al.,
2014, Schwarz et al., 2014).
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Abbildung 2: Atmungskette. Die Elektronentransportkette besteht aus 4 Komplexen. Die Komplexe erzeu-
gen durch Translokationen von Protonen einen Gradienten tber der inneren Mitochondrienmembran, durch
welchen Komplex V, die ATP-Synthase, angetrieben wird. Die Elektronen, die durch NADH und FADH,
aus dem Citratzyklus eingeschleust werden, werden durch Komplex IV an molekularen Sauerstoff gebun-
den und es entsteht H,O. Die ATP-Synthase stellt ATP her, welches der Energieversorgung der Zelle dient.
Durch verschiedene Regulationsmechanismen passt sich die Atmungskette dem Bedarf und bioenergeti-
schen Zustand der Zelle an. Es handelt sich um eine schematische Darstellung der in der oxidativen Phos-
phorylierung involvierten Enzyme (Vogt et al., 2018).

1.3.2 Cytochrom-c-Oxidase

Die Cytochrom-c-Oxidase (CytOx), Komplex IV der Atmungskette, ist das terminale En-
zym der Atmungskette und setzt molekularen Sauerstoff um (Little et al., 2018). Komplex
IV ist der geschwindigkeitsbegrenzende Schritt der aeroben Energiegewinnung, er kata-
lysiert die Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser (Berg et al., 2014). Der
durch den Protonentransport in der Atmungskette hergestellte elektrochemische Gradient
uber der inneren Mitochondrienmembran treibt den Rotor der ATP-Synthase an. Die
CytOx tritt im physiologischen Zustand als Dimer auf, bei welchem ein Monomer aus 10
regulatorischen, im Nukleus kodierten Einheiten und 3 katalytischen, mitochondrial ko-
dierten Einheiten besteht. Diese drei Untereinheiten bilden das hochkonservierte kataly-
tische Zentrum und enthalten Redox-Zentren. Die Cu-a-Doméne der Untereinheit 2 der
CytOx nimmt die Elektronen vom Cytochrom c¢ an. Dadurch wird eine Hd&m-a-Doméne

der Untereinheit 1 der CytOx reduziert, die Elektronen werden weiterhin auf die Cu-b-
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H&m-a-Domaéne der Untereinheit 1 Ubertragen. Dort bindet molekularer Sauerstoff und
wird zu Wasser reduziert. Wahrend dieser Reaktion werden maximal 8 Protonen in den
Intermembranraum gepumpt und erzeugen einen elektrochemischen Gradienten. Die 10
kernkodierten Untereinheiten der CytOx besitzen strukturelle und regulatorische Funkti-
onen (Sinkler et al., 2017, Little et al., 2018, Kadenbach und Hiittemann, 2015).

1.3.3 Untereinheit 4 der Cytochrom-c-Oxidase

Eine besondere Bedeutung fir die Atmungsregulation der kernkodierten Untereinheiten
besitzt die Untereinheit 4 der CytOx (Horvat et al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass
diese Untereinheit bei Sdugetieren die einzige Untereinheit ist, die auf Umweltbedingun-
gen reagiert und die somit eine wichtige regulatorische Stellung einnimmt. Sie hat Kon-
taktstellen zu zwei der katalytischen Untereinheiten und enthalt eine ATP-Bindungsstelle
(Kocha et al., 2015, Li et al., 2006). Bei hohen ATP/ADP Quotienten wird die CytOx
durch Phosphorylierung der Untereinheit, welche durch eine Proteinkinase A erfolgt, al-
losterisch inhibiert (Sinkler et al., 2017, Napiwotzki und Kadenbach, 1998, Acin-Perez et
al., 2011). Von einigen kernkodierten Untereinheiten sind Isoformen bekannt, hierbei ha-
ben die Untereinheiten 4.1 und 4.2 eine besondere Bedeutung erlangt (Little et al., 2018,
Kadenbach und Hittemann, 2015). Wahrend die Isoform 1 der Untereinheit 4 der CytOx
(4.1) keine Cystein-Gruppen enthalt, hat die Isoform 2 der Untereinheit 4 der CytOx (4.2)
drei Cystein-Gruppen, welche Disulfidbindungen eingehen kénnen, wodurch Redoxreak-
tionen, Interaktionen und posttranslationale Modifikationen erfolgen kénnen. Die Regu-
lation der Isoformen geschieht tber komplexe Mechanismen, welche hypoxieinduziert
und entwicklungsinduziert erfolgen konnen (Sinkler et al., 2017). Die Isoform 4.1 wird
ubiquitér exprimiert, wéhrend 4.2 vor allem in der Lunge und in der fetalen Muskulatur

vorkommt.

1.3.4 Regulation der CytOx

Ein wichtiger Regulator fir die oxidative Phosphorylierung ist die Aktivitat der CytOx.
Die CytOx ist das terminale Enzym der Atmungskette und begrenzt die Umsatzrate der
Electron Transmission Chain (ETC). Die CytOx wird durch verschiedene Mechanismen
reguliert. Die Regulation erfolgt durch die Expression der kodierten Untereinheiten,

Phosphorylierungen, andere posttranslationale ~ Modifizierungen sowie durch
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Signalmolekdle (Horvat et al., 2006, Little et al., 2018, Helling et al., 2012). Die CytOx
besteht aus Untereinheiten, wobei einige verschiedene Isoformen besitzen. Da bisher bei
keinem weiteren Enzym der oxidativen Phosphorylierung eine weitreichende Bedeutung
der Isoformen derart beschrieben wurde, wonach ein Switch der Isoformen eine Regula-
tion bewirkt, liegt es nahe, dass die CytOx eine zentrale Rolle in der Regulation des Ener-
giehaushaltes einnimmt. Die verschiedenen Isoformen bewirken eine Anpassung der En-
zymaktivitat an spezifische Anforderungen fiir ein Gewebe, eine allosterische Regulation
bei unterschiedlichen Energieanforderungen und eine Verédnderung der H*/e” Stéchiomet-
rie. AuRerdem spielen CytOx-Dimer-Stabilisierung und unterschiedliche Superkomplex-
Formationen eine wichtige Rolle in der Regulation (Sinkler et al., 2017). Die CytOx passt
sich dem Energiemetabolismus der Zelle an. Sie wird allosterisch durch ATP inhibiert,
da ATP an die Matrixdomane der Untereinheit IV bindet und die CytOx so bei ausrei-
chender ATP Verfugbarkeit herabreguliert wird (Arnold und Kadenbach, 1997). Die Mi-
chaelis-Menten-Konstante von Cytochrom c ist in Anwesenheit von ATP fiinffach hoher
(Napiwotzki und Kadenbach, 1998, Horvat et al., 2006). Es existierten verschiedene
Phosphorylierungsstellen, die eine allosterische Regulation der CytOx bewirken kénnen
(Helling et al., 2012). Laut Prabu et al. wird die CytOx bei Hypoxie herabreguliert. Dies
bewirkt eine Induktion der Proteinkinase A, welche durch Phosphorylierung der CytOx
in einer verminderten Aktivitat derselben resultiert. Damit einhergehend kommt es zu
einer vermehrten mitochondrialen Dysfunktion und einem Anstieg der ROS Produktion
(Prabu et al., 2006). Die CytOx kann durch Infrarotlichtbestrahlung reguliert werden. Da-
bei fungieren die Cu-Zentren als Photoakzeptoren. Eine physikalische Einwirkung von

Infrarotlicht bewirkt eine Enzyminduktion (Mason et al., 2014).

1.3.5 CytOx 4-lsoformenswitch

Die ubiquitar vorkommende Isoform 4.1 wird vermehrt bei hohen ATP/ADP Quotienten
exprimiert und weist durch allosterische Inhibition in Anwesenheit von ATP deutlich
niedrigere Umsatzraten auf (Kadenbach und Hittemann, 2015). Die Isoform 4.2 bewirkt
einen Verlust der allosterischen Inhibition durch ATP. Ein Verlust der allosterischen In-
hibition bei Normoxie in Neuronen verursacht eine VVulnerabilitat der Zellen. Bei erhoh-
tem Energiebedarf wird die Aktivitat der CytOx gesteigert und durch ein erhohtes Memb-
ranpotential werden vermehrt ROS produziert (Horvat et al., 2006). Diese vermehrte ROS

Produktion bei zellularem Stress hat eine zellschadigende Wirkung sobald die
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antioxidativen Mechanismen nicht mehr ausreichen, um die ROS zu neutralisieren (Vogt
et al., 2016). Wahrend hypoxischer Zusténde ist weniger ATP verfugbar und es kommt
zu veranderten Stoffwechsellagen. Die Regulation in Abwesenheit von Sauerstoff ist ein
wichtiger Mechanismus der Untereinheit 4 der CytOx. In Hefen wird bei niedrigen Sauer-
stoffkonzentrationen vermehrt die Untereinheit Vb (Aquivalent zu Untereinheit 4.2 beim
Menschen) exprimiert und fuhrt zu Umsatzsteigerung des Enzyms. Im Tiermodell zeigte
sich der Anteil an Untereinheit 4.2 in der CytOx in kortikalen Astrozyten und Kdrnerzel-
len des Kleinhirns bei hypoxischen Bedingungen deutlich erh6ht (Horvat et al., 2006).
Die hypoxieabh&ngige Regulation der Isoformen ist nur bei Saugetieren zu finden
(Sinkler et al., 2017, Kocha et al., 2015). Es existieren verschiedene Theorien tber die
Regulationsmechanismen auf transkriptioneller Ebene. Hittemann et al. konstatieren,
dass die Regulation tber einen konservierten Abschnitt im Promotor des Gens fir die
Untereinheit 4 der CytOx stattfindet. Dort befindet sich ein 13 bp Oxygen Responsive
Element (ORE), welches mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren interagiert. Wahrend
RBPJ und MNNRL1 die Transkription aktivieren, wird diese durch CXXC5 supprimiert.
MNNR1 besitzt selbst ein ORE. Die maximale Aktivitdt des ORE zeigte sich bei 4%
Sauerstoffgehalt und fihrte zu einer Induktion der Isoform 4.2 der CytOx (Aras et al.,
2013). Eine weitere Theorie Uber die Regulation wird von Fukuda et al. beschrieben. Hy-
poxia inducible factor 1-a (HIF-1a) akkumuliert bei niedrigem Sauerstoffniveau. HIF-1a
induziert durch Bindung an zwei Hypoxia Responsive Elements (HRES) die Expression
der mitochondrialen Protease LON, welche eine Degradierung von CytOx 4.1 bewirkt.
Aullerdem induziert HIF-1o die Expression des Gens fiir die CytOx 4.2 (Fukuda et al.,
2007, Semenza, 2011). Ob eine so niedrige Sauerstoffkonzentration physiologische Re-
levanz hat, ist jedoch nicht abschlieBend geklart (Sinkler et al., 2017). AulRerdem gibt es
einige Kontroversen Uber diesen Signalweg, da Hwang et al konstatieren, dass HIF-1a
nicht in die Regulation der Untereinheit 4 der CytOx eingreift (Hwang et al., 2015, Kocha
et al., 2015). Bei geringerer Sauerstoffverfligbarkeit findet ein Switch der Isoformen der
Untereinheit 4 der CytOx statt. Der Elektronentransfer und die Energiegewinnung werden
zweimal effektiver und die ROS-Produktion sinkt (Fukuda et al., 2007). Eine Verénde-
rung der Stochiometrie H*/e" resultiert. Es wird angenommen, dass die ATP/ADP-Sensi-
tivitat bei der CytOx 4.2 nicht mehr gegeben ist, da zwei der Cysteingruppen eine Disul-
fidbindung eingehen (Kocha et al., 2015), wodurch eine Konformationsanderung des En-

zyms blockiert wird.
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1.4 Fragestellung

In Zusammenschau der diversen bekannten metabolischen, strukturellen und elektroche-
mischen Veranderungen bei VHF stellt sich die Frage, welche Mechanismen vorrangig

fur die Initiierung und Aufrechterhaltung von VHF sind.

In Anbetracht der bereits beschriebenen mitochondrialen Dysfunktion bei VHF ist es das
Ziel der vorliegenden Arbeit, zu kléaren, inwieweit eine Hochregulierung der Isoform 4.2

der Cytochrom-c-Oxidase ein permanentes VHF begleitet.



2. Materialien und Methoden

27

2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Dulbeccos modifiziertem Eagles-Medium
(DMEM)

Gibco, Fisher Scientific (Schwerte)

Dulbeccos phosphatgepufferte Kochsalz-
I6sung (PBS)

Gibco, Fisher Scientific (Schwerte)

Trypsin

Biochrom (Berlin)

Quiazol Lysis Reagent

Qiagen (Hilden)

Chloroform

Sigma, Merck (Darmstadt)

100%iges Ethanol

Sigma, Merck (Darmstadt)

RWT ™-puffer

Qiagen (Hilden)

RPE ™.puyffer

Qiagen (Hilden)

RNAse-freies Wasser

Qiagen (Hilden)

iScript™ Reaction Mix

Biorad (Feldkirchen)

iScript™ Reverse Transcriptase

Biorad (Feldkirchen)

Nuklease-freies Wasser

Biorad (Feldkirchen)

TE-Puffer (aus TRIS und EDTA)

Gibco, Fisher Scientific (Schwerte)

RNA-Later

Sigma, Merck (Darmstadt)

2.1.2 Primer

Die Primer wurden kommerziell von der Firma QuantiTect bezogen. Sie wurden mit

1,1ml TE-Puffer (TRIS, EDTA; pH=8) versetzt, aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.
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Tabelle 2: Primer (beta-Actin, HIF-1a, VEGF-B, COX4.1, COX4.2)

Gen Assay Bestellnummer
(Katalog)

Beta Actin Hs ACTB 2 SG QT01680476

HIF-1a Hs HIF1IA 1 _SG QT00083664

VEGF-B Hs VEGFB 1 SG | QT00013783

Cox 4.1 Hs COX4|1 1 SG | QT00065961

Cox 4.2 Hs COX4J2_1 SG | QT00044933

VEGF ist sowohl wahrend physiologischer als auch pathologischer Zustédnde ein Regula-
tor der Angiogenese, indem es an den VEGF-Rezeptor bindet und als Transkriptionsfak-
tor fungiert. VEGF-B kommt in verschiedenen Zelltypen vor, unter anderem in querge-
streifter Muskulatur und Endothelzellen. Im ischamischen Myokard zeigte sich ein An-
stieg von VEGF-B (Li et al., 2008). AulRerdem bewirkt VEGF-B einen Anstieg der Tran-

skription antioxidativer Gene (Arjunan et al., 2018).

2.1.3 Untersuchungsmaterial

Zervixplattenepithel-Karzinom-Zellen des Menschen (HeLa S3) erworben von American

Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA

Intraoperativ entnommene Biopsien aus dem rechten VVorhof im Zuge des Anschlusses an
die Herz-Lungen-Maschine bei Operationen der Herzchirurgie des Universitatsklinikums
Marburg zwischen 2014 und 2018 (Ethikantrag Az.: 53/14).

2.1.4 Gerate

Tabelle 3: Gerate und Materialien

Gerate und Materialien Hersteller

Vortexer Heidolph (Schwabach)
Tischzentrifuge Micro Centrifuge Roth (Karlsruhe)
Zentrifuge Centrifuge 5417R Eppendorf (Hamburg)
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus (Hanau)
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Gefrierschrank Ultra Low (-80°C)

Sanyo, PHCBI (Hamburg)

Gefrierschrank (-20°C)

Liebherr (Biberach)

Kihlschrank (4°C)

Liebherr (Biberach)

Analysenwaage

Scaltec (Regau, Osterreich)

NanoDrop Spektralphotometer

Thermo Scientific (Schwerte)

Thermocycler Primus 96 plus

Aviso (Jena)

RT-PCR Thermocycler

BioRad (Feldkirchen)

RT-PCR Detection System 1Q5

BioRad (Feldkirchen)

Reinraumwerkbank mit Abzug

Nuaire (Edlington, UK)

Begasungsbrutschrank Heraeus (Hanau)
Tissue-lyser MP (Eschwege)
Mikroskop Zeiss (Oberkochen)
2.1.5 Sonstige Materialien
Tabelle 4: Sonstige Materialien
Sonstige Materialien Hersteller
96-Well PCR-Platte Sarstedt (NUmbrecht)
Pipetten (10, 20, 200, 1000ul) Eppendorf (Hamburg)
Pipettenspitzen (10, 200, 1000pl) Sarstedt (NUmbrecht)
6-Loch-Platte Sarstedt (NUmbrecht)

Pipette fur Zellkultur

Glasfirn (Giel3en)

Pipettenspitzen fur Zellkultur

Greiner bio-one (Kremsmiinster)

Kulturschale

Sarstedt (NUmbrecht)

Kulturflasche

Sarstedt (NUmbrecht)

Skalpell

Braun (Tuttlingen)

Petrischale

Sarstedt (NUmbrecht)

ReaktionsgefaR fur Tissuelyser, Lysing
Matrix A

MP (Eschwege)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zellen

Die Experimente im Rahmen der VVoruntersuchung erfolgten mit der humanen Hela-S3-
Tumorzelllinie. Zun&chst wurden die Zellen, welche in flissigem Stickstoff eingefroren
waren, aufgetaut. Das Auftauen erfolgte bei Raumtemperatur, in der Folge wurden die
Zellen mit Medium versetzt. AnschlieBend mussten die Zellen mit 1000rpm bei 20°C
zentrifugiert und das entstandene Pellet mit Medium resuspendiert werden. Die Zellen
wurden in einer 250ml Zellkulturflasche ausplattiert und in einem Brutschrank bei 37°C,
in einer mit Wasserdampf gesittigten Atmosphére mit 5% CO-, kultiviert. Das verwen-
dete Medium ist das nach Dulbecco modifizierte Eagles-Medium (DMEM) mit 10% f6-
talem Rinderserum- (FBS) und 1% Penicillin/Streptomycin-Anteil.

Bis die Zellen konfluent waren, erfolgte ein regelméRiger Mediumwechsel (alle 2-3
Tage). Das Wachstumsverhalten wurde mit regelmaRigen mikroskopischen Kontrollen
uberprift. Bei ausreichend konfluentem Wachstum wurden die Zellen gesplittet und in 6-
Loch-Platten aufgeteilt. Hierzu musste das Medium entfernt und die Zellen mit PBS (Dul-
beccos phosphatgepufferte Kochsalzlésung, pH=7,4) zweimal gewaschen werden. An-
schlieBend wurden 2 ml Trypsin in die Flaschen gegeben mit anschlieRender 5-6-minditi-
ger Inkubationszeit. Die mittels Trypsins abgeldsten Zellen wurden nun mit neuem Me-
dium (DMEM) versetzt und unter mikroskopischer Kontrolle gleichmaRig auf die Ver-
tiefungen der Platte verteilt. Ein Anteil der Zellen wurde jeweils zurtick in die Kulturfla-
sche gegeben, mit Medium versehen und im Brutschrank aufbewahrt.

Je eine 6-Loch-Platte fur die Kontrolle im normalen Brutschrank (s.0.) und eine fur den
Hypoxie-Versuch in der Hypoxie-Kammer wurde mit den mit Medium 1:4 verdinnten

Zellen versehen.

2.2.1.2 Hypoxiekammer

Die Behandlung der Hela-Zellen erfolgte mittels einer Hypoxiekammer. 12 Stunden nach

der Aufteilung der Zellen auf die 6-Loch-Platten wurde der Versuchsteil der Zellen in die
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Hypoxiekammer gegeben, welche einen N»/CO.- Gehalt von 95%/5% aufweist, und bei
37°C inkubiert.

Nach einer Inkubationszeit von 8 Stunden erfolgte die Entfernung des Mediums. Ohne
Verzigerung wurden Zellen mit 700pl Quiazol Lysis Reagens pro Vertiefung der Platte
behandelt. Dies erfolgte simultan sowohl bei den Versuchszellen als auch bei den Kon-
trollen.

Dieser Versuch wurde nach dem Erstversuch zweimal mit identischem Versuchsablauf

wiederholt.

2.2.1.3 RNA-Extraktion

Der erste Schritt der RNA-Extraktion beinhaltete die Behandlung der Zellen mit 700ul
Quiazol Lysis Reagens. Alle Schritte beziehen sich auf das miRNeasy™ Mini Kit, wel-
ches fur die RNA-Gewinnung genutzt wurde.

Die in 2ml Reaktionsgefalien lysierten Zellen wurden mit 140ul Chloroform versetzt, fir
15 Sekunden manuell geschittelt und fir 2-3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nun mussten die Zellen bei 4°C bei 12.000xg fur 15 Minuten zentrifugiert werden. Alle
weiteren Schritte erfolgten bei Raumtemperatur.

Die obere der drei entstandenen Phasen wurde abpipettiert, in ein neues Sammelreakti-
onsgefal gegeben und mit der anderthalbfachen Menge 100%igen Ethanols versetzt. An-
schlieBend wurden 700ul jeder Probe auf eine miRNeasy S&ule in einem 2ml Sammelre-
aktionsgefal? gegeben und bei 8000xg fur 15 Sekunden zentrifugiert. Nachdem mit dem
Rest der Proben das identische Prozedere erfolgte, wurden 700l RWT™-Puffer auf alle
Saulen gegeben und bei 8000xg fiir 15 Sekunden zentrifugiert. Mit 500l RPE™.-Puffer
wurde nun der vorherige Schritt wiederholt. Mit weiteren 500l RPE™.-Puffer wurden
die Proben nun bei 8000xg fur zwei Minuten zentrifugiert. Die Sdulen wurden in ein
neues Reaktionsgefal gesetzt und bei voller Geschwindigkeit fiir eine Minute zentrifu-
giert. Anschlielend mussten die Sdulen in ein neues 1,5ml Sammelreaktionsgefal gege-
ben werden. Auf die Sdule wurde jetzt 40ul RNAse-freies Wasser gegeben und das Gefad
bei 8000xg fir eine Minute zentrifugiert. Durch das Zentrifugieren erfolgte die RNA-

Extraktion aus der Sdule in das ReaktionsgefaR. Die RNA wurde sofort auf Eis gelagert.
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2.2.1.4 RNA-Messung

Die Messung der Proben zur exakten Bestimmung des RNA-Gehaltes erfolgte mittels
eines Spektralphotometers. Fir die Messung wurden jeweils 2ul der Proben verwendet.
Die Absorption bei den Wellenldngen 260nm/280nm, sowie bei 230nm/260nm wurden
bestimmt. Die Bestimmung der Absorption schliel3t Verunreinigungen aus und erlaubt so
eine exakte Bestimmung des RNA/ul Gehaltes pro Probe. Die fertiggestellten und gemes-
senen RNA-Proben wurden nun bei -80°C eingefroren oder direkt fiir die cDNA-Synthese

genutzt.

2.2.1.5 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte mittels iScript™ cDNA Synthesis Kit von BioRad. Die
RNA-Menge der einzelnen Proben wurde auf eine Menge von 1ug RNA pro Probe ge-
mittelt. Hierfur wurde die Messung der RNA verwendet, um durch eine Verdiinnung der
RNA mit RNAse freiem Wasser die gewiinschte RNA Menge zu erreichen. Dadurch
konnte 1pug RNA pro Probe verwendet werden. Pro Reaktionsgefall wurden so 15ul H.O
mit RNA verwendet. Die cDNA Synthese erfolgte in 0,2ml Reaktionsgefallen mit dem
Cycler Primus 96 plus™ (Aviso, Jena, Deutschland).

Tabelle 5: Zusammensetzung der Proben pro Reaktionsgefald

Komponente Volumen in pl
5x iScript™ Reaction Mix 4

iScript™ Reverse Transcriptase 1
Nuklease-freies Wasser variabel
Vorgelegte RNA variabel
Volumen pro Reaktionsgefaly 20

Die Proben in 200ul ReaktionsgefalRen wurden nach folgendem Reaktionsprotokoll inku-
biert:
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Tabelle 6: Reaktionsprotokoll cDNA-Synthese

Priming 5 Minuten bei 25°C

Reverse Transcription 20 Minuten bei 46°C

RT-Inactivation 1 Minute bei 95°C

Kihlen o bei 4°C, Proben wurden jedoch zeitnah
aus dem Cycler entnommen

Die fertiggestellten Proben mit der cDNA wurden nun entweder bei -22°C eingefroren

oder direkt fir die Realtime-PCR verwendet.

2.2.1.6 RT-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Reaktion, welche ermdéglicht, DNA-Sequenzen
mittels einer Polymerase zu vervielfachen. Spezifische gegenlaufig orientierte Primer,
welche 10-20 Basenpaare lang sind, lagern sich an die betreffenden Stellen der DNA an.
Die Tag-Polymerase (Thermus aquaticus) startet an den Primern mit der Amplifikation
des Genabschnittes. Bendtigt werden hierzu ausreichend synthetische Oligonukleotide,
die als Substrat fur die Polymerase dienen. Der VVorgang der PCR besteht aus der Wie-
derholung eines Zyklus, welcher 3 Schritte beinhaltet: Denaturierung, Anlagern der Pri-
mer, Verlangerung des Amplifikates. Durch diese Reaktionsschritte wird die Matrize ex-
ponentiell vervielfacht. Wahrend der Denaturierung werden bei 95°C durch Auflésung
der Wasserstoffbriickenbindungen die DNA-Strange separiert. Wahrend der zweiten
Phase erfolgt die Hybridisierung der Primer bei ~60°C mit den komplementéren Ab-
schnitten der Einzelstrang-DNA. Das Verlangern geschieht mittels einer Tag-Poly-
merase, welche ausgehend von den hybridisierten Primern die DNA amplifiziert. Die Po-
lymerase ist hitzestabil, damit die Zyklen mit den zum Teil sehr hohen Temperaturen
durchlaufen werden kdnnen (Garcia und Ma, 2005, Ramesh et al., 1992, Jansohn, 2012).
Bei der verwendeten Realtime-PCR wird ein fluoreszenter Marker, SYBR-Green, der Re-
aktion zugefihrt. Der Marker interkaliert mit doppelstrangiger DNA und ist somit ein
Indikator fiir alle von der Polymerase amplifizierten Genabschnitte. Wenn der Marker mit
der DNA interkaliert, kann er optisch gemessen werden. Je mehr Produkte gebildet wer-
den, desto mehr Fluoreszenz interkaliert und kann nachgewiesen werden. VVon der Menge

an fluoreszierendem Marker kann direkt proportional auf die Menge des Produkts
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geschlossen werden, die Methode erlaubt also eine Quantifizierung des Amplifikates
(Jansohn, 2012). Mittels relativer Quantifizierung wird die Menge des zu bestimmenden
Produktes mit einer Referenzsequenz (Housekeeping-Gen) mit konstanter Expression ins
Verhéltnis gesetzt (Jansohn, 2012). Da der fluoreszente Farbstoff an alle doppelstrangi-
gen DNA-Molekiile bindet, kénnen zum Beispiel Primer-Dimere das Ergebnis verféal-
schen. Daher ist es wichtig, nach der RT-PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchzufiih-
ren. Werden verschiedenen Schmelzpunkte nachgewiesen, ist eine Ergebnisverfalschung
durch Primer-Dimere wahrscheinlich und die Spezifitat des Ergebnisses nicht mehr ge-
geben (Jansohn, 2012).

Die Realtime PCR wurde mit dem Multicolor Detection System der Firma BioRad™
durchgefiihrt.

Fur die RT-PCR wurde mit die im vorherigen Schritt hergestellte cDNA als Template
verwendet. Es wurden Quantitect Primer Assays fiir B-Actin, VEGF-B (vascular endothe-
lial growth factor), HIF-1a (hypoxia inducible factor), CytOx 4.1 (Cytochrom-c-Oxidase
Untereinheit 4, Isoform 1) und CytOx 4.2 (Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit 4, Isoform
2) verwendet.

Zunichst wurde die cDNA mit H>O in einem Verhiltnis von 1:5 verdiinnt. Anschlie3end
wurden je 2ul verdiinnter cDNA pro Vertiefung in eine 96-Loch-Platte vorgelegt. Wei-
terhin wurde jeweils ein Master-Mix fir jedes Primerpaar hergestellt, von welchem 18pl

pro Vertiefung zur vorgelegten cDNA hinzugefligt wurde.

Tabelle 7: Zusammensetzung pro Vertiefung der Platte

Komponente Volumen in pl
Verdinnte cDNA 2

H20 6

SSO (Sequenzspezifische Oligonukleo- 10

tide)

Primer 2

Volumen pro Vertiefung 20
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Abbildung 3: PCR-Platte, in den Zeilen a-d wurde die cDNA der Kontrollproben vorgelegt, in den Zeilen
e-h die cDNA der Proben aus der Hypoxiekammer. Die Spalten 1 und 12 wurden leer belassen. Dazwischen
erfolgten jeweils Doppelbestimmungen der Primer fiir B-Actin (Zeile 2,3), HIF-1a (Zeile 4,5), VEGF-B
(Zeile 6,7), COX 4.1 (Zeile 8,9) und COX4.2 (Zeile 10,11).

Die RT-PCR wurde mit folgendem Reaktionsprotokoll durchgefthrt:

Tabelle 8: RT-PCR, Reaktionsprotokoll 1

Schritt Lange Temperatur
Aktivierungsschritt 15 Minuten 95°C
Anschlielend 40 Zyklen:
Tabelle 9: RT-PCR, Reaktionsprotokoll 2
Schritt Lange Temperatur
Denaturierung 15 Sekunden 94°C
Anlagern 30 Sekunden 60°C
Verlangern 300 Sekunden 30°C

AbschlieBend wurde eine Schmelzkurve aller Proben angefertigt. Die Schmelzkurven zei-

gen, ob ein spezifisches Produkt amplifiziert und nachgewiesen wurde. Verunreinigungen
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oder Primer-Dimer-Bildung lassen sich durch mindestens einen zweiten Peak nachweisen

und die Ergebnisse sind dementsprechend auszuschlieRen.

2.2.2 Vorhofgewebe

2.2.2.1 Patienten

Die in die Versuchsreihe eingeschlossenen Patienten wurden praoperativ anhand eines
Aufklarungsbogens tber die geplanten Untersuchungen und das Procedere aufgeklart. Sie
wurden sowohl Uber die Entnahme der Proben als auch die Datenerhebung, welche fiir
die Beteiligung an der Studie ben6tigt wird, informiert. Die fur die Arbeit benétigten Bi-
opsien sind im Zuge des Anschlusses an die Herz-Lungen-Maschine entnommene Gewe-
beproben des rechten VVorhofs. Ebenfalls wurde die Einwilligung fur die anonymisierte
Verwendung der Krankengeschichte und Patientendaten unter der Einhaltung von Daten-
schutzbestimmungen gegeben. Die Studie wurde anhand eines Antrags der lokalen Ethik-
kommission vorgelegt, welche die Studie unter der Registriernummer Az.: 53/14 geneh-

migte.

2.2.2.2 Probenentnahme

Die Gewebeproben wurden wahrend des Anschlusses des Patienten an die Herz-Lungen-
Maschine entnommen. Da der rechte Vorhof kanuliert und dabei ein wenig Herzgewebe
verworfen werden muss, konnten diese Gewebestlicke direkt verwendet werden. Die int-
raoperativ entnommenen Proben mussten umgehend in ein Probenréhrchen mit 3-5ml
RNA-Later-L6sung gegeben und dadurch fixiert werden. Ohne zeitlichen Verzug erfolgte
die Unterteilung in 3-4 Kryo-ReaktionsgefaRe (Lagerung bei -80°C).

2.2.2.3 RNA-Extraktion

Analog zu den Versuchen mit der Zellkultur musste zundchst die RNA extrahiert werden.
Hierfiir wurden jeweils 6 Proben langsam auf Eis aufgetaut. Mithilfe eines Skalpells wur-
den die Proben in Petrischalen grob zerkleinert. Makroskopisch gut sichtbares Fett- und
Bindegewebe wurden entfernt und verworfen, um vorwiegend kardiales Muskelgewebe

zu verwenden. Das Gewebe wurde mit jeweils 700ul Quiazol Lysis Reagent in Lysing
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Matrix A-Tubes, welche mit einem Keramikkiigelchen (Durchmesser 6,5mm) und einer
RNAse und DNAse freien Zerkleinerungsmatrix versehen sind, gegeben. Wéhrend des
gesamten RNA-Extraktionsverfahrens wurden die Proben weiterhin auf Eis gekihit.

Zur Lyse des Gewebes wurden die mit Lyse Reagenz und Proben versehenen Reaktions-
gefaRe in den Tissue-Lyser der Firma MP-Biomedicals™ gegeben. Nun wurde die Ge-

webeproben nach folgendem Protokoll lysiert:

Tabelle 10: Lyseprotokoll

Zeit 60 Sekunden 5 Minuten 60 Sekunden

Schritt Lysieren bei 6m/s | Ruhen auf Eis Lysieren bei 6m/s

AnschlieBend wurden die Proben 2-3 Minuten bei Raumtemperatur belassen. Um die Zer-
Kleinerungsmatrix in dem Reaktionsgefal} zu extrahieren, wurde nun bei maximaler Ge-
schwindigkeit fiir eine Minute zentrifugiert (Centrifuge 5417R von Eppendorf™,
20000xg, Hamburg, Deutschland). Nachfolgend musste die obere, fliissige Phase abpi-
pettiert und in ein neues Reaktionsgefall gegeben werden. Pro Probe wurden 140pul Chlo-
roform hinzugefugt und die Proben manuell geschdittelt. Alle weiteren Schritte erfolgten

identisch zur RNA-Gewinnung aus den Zellen (s.0.).

2.2.2.4 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte nahezu identisch zu dem Vorgang mit der zellularen RNA
auch mit dem iScript™ Synthesis Kit. Der einzige Unterschied bestand darin, dass nur
200ng RNA pro Probe eingesetzt wurden. Auch in diesem Fall wurde das Reaktionspro-

tokoll analog verwendet.

2.2.25RT-PCR

Der Ablauf der RT-PCR entsprach dem Ablauf der Versuche, wie mit den aus der Kultur
gewonnenen Zellen. Die anfangliche Verdinnung der cDNA wurde in einem Verhaltnis
von 1:3 durchgefiihrt. Die Zusammensetzung der Proben, sowie das Reaktionsprotokoll

waren identisch.
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Abbildung 4: PCR-Platte, in den Zeilen b-g wurde die cDNA aus dem Myokard von 6 Patienten vorgelegt.
Die Spalten 1 und 12 wurden leer belassen. Dazwischen erfolgten jeweils Doppelbestimmungen der Primer
fiir B-Actin (Zeile 2,3), HIF-1a (Zeile 4,5), VEGF-B (Zeile 6,7), COX 4.1 (Zeile 8,9) und COX4.2 (Zeile
10,11). In Zeile 12 erfolgte eine Negativkontrolle mit RNAse freiem Wasser.

2.2.3 Statistik

Fur die Auswertung der Ergebnisse der RT-PCR wurde, entsprechend den zu untersu-
chenden Genabschnitten, ein Referenzgen, das sogenannte ,,Housekeeping Gen®, be-
stimmt. Unter Bezugnahme auf das Referenzgen (Normalisierung), kommt es zu einer
Varianzminderung der Ergebnisse. Ebenfalls erfolgten Doppelbestimmungen. Zur weite-
ren Analyse der Ergebnisse, wurde die AAct-Methode angewandt. Bei dieser Methode
wurde zundchst das ACT beider PCR-Werte eines zu messenden Gens mit den zwei Wer-
ten des Referenzgens (B-Actin) dieser Probe bestimmt. Die ACT-Werte aller Proben wur-
den nun gemittelt. Die Differenzen zwischen diesem Mittelwert aller Proben und jedem
der vier ermittelten ACT-Werte wurden bestimmt, und so der AACT-Wert bestimmt. Nun
wurden diese berechneten Differenzen in folgende Formel eingesetzt, um die Abwei-
chung zu berechnen: f(x)=x?"t44¢D (Fleige et al., 2006).

Die Ergebnisse dieser Einzelwerte kénnen anschlielend aufeinander bezogen werden, da
sowohl die einzelnen Gene anhand des Referenzgens normalisiert wurden und die Ergeb-
nisse auf den Mittelwert aller ACT-Werte bezogen sind. Es handelt sich daher um die

relativen Expressionen der untersuchten Gene.
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Die statistische Analyse der relativen Genexpressionen wurde mittels Sigma Stat™ und
Sigma Plot™ durchgefiihrt. Aufgrund der nicht normalverteilten Werte (Kolmogorov—
Smirnov—Test), scheiterte der zum t-Test gehorige Equal Variance Test. Alternativ wurde
der Mann-Whitney Rank Sum Test™ angewandt, welcher aussagt, ob die Werte der ver-
glichenen Gruppen zuféllig angeordnet sein kénnen oder ob es einen statistisch signifi-
kanten Unterschied gibt. Bei einem p-Wert von <0,05 wird das Ergebnis als signifikant

angesehen.

Zur Auswertung der Patientencharakteristika wurde zu Bestimmung der Signifikanzen
bei bindren Variablen der Fisher’s Exact Test™ angewendet. Angaben wie Alter, BMI
und echokardiographische Parameter wurden mittels t-Test oder bei nicht normalverteil-
ten Werten mittels Mann-Whitney Rank Sum Test™ auf Signifikanzen untersucht.
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3. Ergebnisse

3.1 Kilinische Patientencharakteristika

Es wurden von insgesamt 42 Patienten Gewebeproben aus dem rechten VVorhof im Zuge
von herzchirurgischen Operationen entnommen (n=31 mit Sinusrhythmus, n=11 mit
VHF). Die klinischen Charakteristika des Patientenkollektivs sind in Tabelle 11 zusam-
mengefasst worden. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich von
Untersuchungs- und Kontroll-Gruppe in Bezug auf Alter, BMI und den meisten echokar-
diographischen Parametern. Unterschiede zeigten sich in Bezug auf linksatriale endsys-
tolische Durchmesser und dem Anteil der Klappenoperation. Alle Patienten mit einer
Vorgeschichte von paroxysmalem VHF wurden aus dem Kollektiv ausgeschlossen.
Ebenfalls wurden Patienten mit einem deutlich erhdhten praoperativen CRP (>100mg/dl)
ausgeschlossen, da inflammatorische Signalwege durch TNF-a in den zelluldren Ener-
giehaushalt eingreifen und die Ergebnisse verfalschen kénnten (Chua et al., 2016, Kim et
al., 2017a, Abe et al., 2017).

Tabelle 11: Klinische Patientencharakteristika

Charakteristikum | SR (n=23) VHF (n=10) p-Wert
Alter, Jahre 69,3+/-2,3 70,4+/-2,6 p=1,0 n.s.
Geschlecht (ménn- | 73,91 (17) 70,00 (7) p=1,0 n.s.
lich), % (n)

Komorbiditéaten, %

(n)

Diabetes 43 (10) 30 (3) p=0,7 n.s.
Hypertonie 100 (23) 100 (10) p=1,0 n.s.
Hyperlipidamie 87 (20) 60 (6) p=0,2 n.s.
Nikotinabusus 35 (7) 12,5 (1) p=0,34 n.s.
Chron. Niereninsuf- | 8,7 (2) 10 (1) p=1,0 n.s.
fizienz

Koronare Herz- 96 (22) 80 (8) p=0,21 n.s.
krankheit

Herzinsuffizienz 26 (6) 50 (5) p=0,24 n.s.
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Chron. Obstruktive | 8,7 (2) 20 (2) p=0,56 n.s.
Lungenerkrankung

Herzklappenerkan- | 74 (17) 90 (9) p=0,4 n.s.
kung

Body Mass Index, 29+/-1,1 28+/-1,9 p=0,98 n.s.
kg/m?

Echokardiographie

Linksventrikuléare E- | 55+/-2,3 51+/-4,5 p=0,45 n.s.
jektionsfraktion, %

Linksventrikulérer 50+/-1,8 52+/-3,7 p=0,42 n.s.
enddiastolischer

Durchmesser, mm

Intraventrikuléres 12,3+/-0,5 13+/-1 p=0,5n.s.
Septum, mm

Linksatrialer end- 39,3+/-1,3 45,7+/-1,8 p<0,05
systolischer Durch-

messer, mm

Medikation, % (n)

B-Blocker 65 (15) 89 (8) p=0,68 n.s.
Calciumkanalblo- 30 (7) 33 (3) p=1,0 n.s.
cker

ACE-Hemmer (An- | 77 (17) 56 (5) p=0,38 n.s.
giotensin-Convert-

ing-Enzyme)

Diuretika 52 (12) 67 (6) p=0,69 n.s.
Statine 61 (14) 56 (5) p=1,0 n.s.
Insulin 30 (7) 22 (2) p=1,0 n.s.
Orale Antidiabetika | 22 (5) 11 (1) p=0,65 n.s.
Aurt des herzchirur-

gischen Eingriffes,

% (n)

Koronararterien-By- | 61 (14) 20 (2) p=0,06 n.s.
pass

Bypass und Herz- 30 (7) 10 (1) p=0,38 n.s.
klappenoperation

Herzklappenopera- | 9 (2) 70 (7) p<0,001

tion
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3.2 Zellkultur

Fur den Nachweis, inwieweit HIF-1a und VEGF-B durch eine Hypoxie induziert werden
und diese mit der Expression von CytOx4, Isoform 1 und Isoform 2 korrelieren, wurde in
der Hypoxiekammer ein Versuch mit HelLa-Zellen unter kontrollierten Bedingungen
(95% Stickstoff, 5% Kohlendioxid, 37°C, 8 Stunden Dauer) durchgefihrt. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die mRNA Expression fiir HIF-1a nach einer 8-stlindigen Hypoxiebe-
handlung geringer ist (p=0,003). AuRerdem zeigt sich ein Anstieg der Expression von
CytOx4, Isoform 2 bei Hypoxiebehandlung (p=0,037) (Abbildung 5).

*k

")

T
[ Kontrolle (n=10)

8 [ Hypoxie (n=11)
6 -
4

*

o]

| il L

HIF

VEGF COX 41 COX42

normalisierte mMRNA Expression

*p = 0,003
**p = 0,037

Abbildung 5: Die normalisierten mRNA-Expressionen von HIF-1a, VEGF-B, CytOx4, Isoforml, und
CytOx4, Isoform 2, der Zellkultur bei Raumluft (n=10) und der mit 8-stindiger Hypoxiebehandlung (n=11)
wurden gegenubergestellt. Signifikanz der Expression von HIF (p= 0,003) und der Expression von CytOx4,
Isoform 2, (p=0,037) nach Mann-Whitney-U-Test™. (VEGF: p=0,307, 4.1 p=0,504)
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3.3 Nachweis von mRNA von HIF-1a, VEGF-B, CytOx-4.1, -
4.2 in intraoperativ gewonnenen Biopsien des rechten
Vorhofes

Zur Beurteilung der Akutizitat einer Gewebehypoxie unter den Bedingungen einer
Zellkultur wurde die mRNA der Signalproteine HIF-1oo und VEGF-B bestimmt. Die
Expressionen von HIF-1a und VEGF-B in den Patientengruppen mit Sinusrhythmus und
mit VHF wiesen keine signifikanten Unterschiede auf (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Die normalisierten mRNA-Expressionen von HIF-1a und VEGF-B der Patientengruppe mit
Sinusrhythmus (n=13) und der mit VHF (n=7) wurden gegenilbergestellt. Ausgeschlossen wurden
Patienten mit Diabetes mellitus. Keine Signifikanz nach Mann-Whitney-U-Test™. (HIF p=0,874, VEGF
p=0,874)

Ebenfalls wurden die Expressionen von HIF-1o und VEGF-B in den Patientengruppen
mit 0-1-GefaR-KHK und 2-3-GefaR-KHK gegenubergestellt. Patienten mit Diabetes mel-
litus wurden auch hierbei ausgeschlossen. Dabei wurden keine Unterschiede festgestellt
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Die normalisierten mRNA-Expressionen von HIF-1a und VEGF-B der Patientengruppe mit
0-1-GefaR-KHK (n=11) und der mit 2-3-GefaR-KHK (n=14) wurden gegenubergestellt. Ausgeschlossen
wurden Patienten mit Diabetes mellitus. Keine Signifikanz nach Mann-Whitney-U-Test™. (HIF p=0,180,
VEGF=0,763)

In den weiteren Untersuchungen wurden keine Unterschiede in den Expressionen von
HIF-1o und VEGF-B der Patientengruppe mit Sinusrhythmus und der mit VHF unter
Ausschluss von Diabetikern und Patienten mit hohergradiger KHK gefunden (Abbildung
8).
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Abbildung 8: Die normalisierten mRNA-Expressionen von HIF-10 und VEGF-B der Patientengruppe mit
Sinusrhythmus (n=4) und der mit VHF (n=4) wurden gegenibergestellt. Ausgeschlossen wurden Patienten
mit Diabetes mellitus und Patienten mit einer 2- oder 3-GefaR-KHK. Keine Signifikanz nach Mann-
Whitney-U-Test™. (HIF p=0,921, VEGF p=0,306)

Durch die Expertisen der Arbeiten von Manalo et al. und Forsythe et al. (Manalo et al.,
2005, Forsythe et al., 1996), die als unmittelbare Antwort des Zellgewebes auf eine Hy-
poxie eine deutliche Expression von HIF-1a mit nachfolgender VEGF Hochregulierung
gefunden haben, wurde ein VEGF/HIF Quotient zur Detektion einer Hypoxie verwendet.
Unter der Annahme, dass VEGF/HIF Werte von <1 eine akute Hypoxie und VEGF/HIF
Werte von >1 eine chronische Hypoxie anzeigen, erfolgte ein Vergleich der Expression

der CytOx Isoformen. Es zeigten sich keine Unterschiede (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Die normalisierten mMRNA-Expressionen von CytOx 4, Isoform 1, und CytOx 4, Isoform 2,
der Patientengruppe mit akuter Hypoxie (VEGF/HIF<1) (n=11) und der mit chronischer Hypoxie
(VEGF/HIF>1) (n=14) wurden gegenubergestellt. Keine Signifikanz nach Mann-Whitney-U-Test™.
(Cox4.1 p=0,978, Cox4.2 p=0,119)

Vergleicht man jedoch die Expressionen der CytOx 4 Isoformen zwischen den Patienten-
gruppen mit VHF und mit Sinusrhythmus, dann ergaben sich Unterschiede im Vergleich
der Isoformen zueinander. Der Quotient der Isoform 4.2 mit der Isoform 4.1 verdeutliche

die Unterschiede (unter Ausschluss der Patienten mit Diabetes mellitus) (Abbildung 10).



3. Ergebnisse 47

Fk

70 -
1 SR (n=13)
65 - I VHF (n=7)
s
]
@ 60
s *
ks
i [
S 8-
e o)
£
g o
@
]
2 4 o
: {
c
N B
. B = —

4.1 4.2 4.2/41
*p = 0,006

= p=0,007

Abbildung 10: Die normalisierten mMRNA-Expressionen von CytOx 4, Isoform 1, und CytOx 4, Isoform 2,
sowie den Quotienten der beiden Isoformen der Patientengruppe mit Sinusrhythmus (n=13) und der mit
VHF (n=7) wurden gegentiibergestellt. Ausgeschlossen wurden Patienten mit Diabetes mellitus. Nach
Mann-Whitney-U-Test™ signifikante Unterschiede der CytOx 4.1 Expression (p=0,006) und des
Quotienten 4.2/4.1 (p=0,007). (Cox4.2 p=0,267)
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Die Expressionen von CytOx 4 Isoform 1 und 2 in der Patientengruppe mit 0-1-GefaR-
KHK der mit 2-3-GefaR-KHK gegenibergestellt. Patienten mit Diabetes mellitus

wurden ausgeschlossen. Diese Auswertung zeigte keine Unterschiede (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Die normalisierten mRNA-Expressionen von CytOx 4, Isoform 1, und CytOx 4, Isoform 2,
der Patientengruppe mit 0-1-GefaB-KHK (n=11) und der mit 2-3-Gefa’-KHK (n=14) wurden
gegenubergestellt. Ausgeschlossen wurden Patienten mit Diabetes mellitus. Keine Signifikanz nach Mann-
Whitney-U-Test™. (Cox4.1 p=0,529, Cox4.2=0,978)

Es wurden die Expressionen der CytOx 4 Isoformen der Patientengruppe mit Sinusrhyth-
mus und der mit Vorhofflimmern unter Ausschluss von Diabetikern und Patienten mit
hohergradiger KHK gegenubergestellt. Es wurden keine Unterschiede festgestellt (Ab-
bildung 12).
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Abbildung 12: Die normalisierten mRNA-Expressionen von CytOx 4, Isoform 1, und CytOx 4, Isoform 2,
der Patientengruppe mit Sinusrhythmus (n=4) und der mit VHF (n=4) wurden gegenibergestelt.
Ausgeschlossen wurden Patienten mit Diabetes mellitus und Patienten mit einer 2- oder 3-Gefa3-KHK.
Keine Signifikanz nach Mann-Whitney-U-Test™. (Cox 4.1 p=0,152, Cox 4.2 p=0,209)

Es wurde sowohl bei der Patientengruppe mit Sinusrhythmus als auch bei der mit VHF
eine lineare Regression der Expressionen der CytOx 4 Isoform 2 im Verhéltnis zum link-
satrialen enddiastolischen Durchmesser durchgefuhrt. Eine gegenléufige Tendenz ist
sichtbar (rsinusrhythmus=0,503, rvrr=-0,544), jedoch ist die statistische Auswertung durch

die geringe ,,Power" beeintrachtigt (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Darstellung linearer Regressionen der unterschiedlichen Subgruppen mit Sinusrhythmus
und VHF. Die Expression der Isoform 2 der CytOx wurde in Abhéngigkeit vom linksatrialen
enddiastolischen Durchmesser aufgetragen, welcher praoperativ echokardiographisch bestimmt wurde. In
der Gruppe mit Sinusrhythmus finden wir eine Korrelation von R=0,253 mit einer Power von 0,109. In der
Gruppe mit VHF finden wir eine Korrelation von R=0,296 mit einer Power von 0,063.

In Bezug auf eine préoperativ angegebene Angina-Pectoris-Symptomatik (AP-Sympto-
matik) wurden die Expressionen von HIF-1a, VEGF-B, CytOx4 Isoform 1 und 2 unter-
sucht. Patienten mit Diabetes mellitus wurden ausgeschlossen. Es ergab sich eine Signi-
fikanz fir die Expression von VEGF-B (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Die normalisierten mMRNA-Expressionen von HIF-1a, VEGF-B, CytOx 4, Isoform 1, und
CytOx 4, Isoform 2, der Patientengruppe ohne praoperative Angina Pectoris-Symptomatik (h=13) und der
mit Angina Pectoris-Symptomatik (n=11) wurden gegenlbergestellt. Ausgeschlossen wurden Patienten mit
Diabetes mellitus. Signifikanz der Expression von VEGF-B (p= 0,024) nach Mann-Whitney-U-Test™.
(HIF p=0,354, Cox4.1 p=0,183, Cox4.2 p=0,202)

Die Subgruppe mit Statintherapie wurde mit der Kontrollgruppe ohne Statintherapie in
Bezug auf die Expressionen von HIF-1a, VEGF-B, CytOx4 Isoform 1 und 2 verglichen.
Alle Patienten mit Diabetes mellitus wurden ausgeschlossen. Es ergab sich eine Tendenz
fur die hohere Expression der Isoform 2 der CytOx 4 (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Die normalisierten mRNA-Expressionen von HIF-1a, VEGF-B, CytOx 4, Isoform1, und
CytOx 4, Isoform 2, der Patientengruppe ohne Statintherapie (n=11) und der mit Statintherapie (n=13)
wurden gegenibergestellt. Ausgeschlossen wurden Patienten mit Diabetes mellitus. Keine Signifikanz nach
Mann-Whitney-U-Test™: Tendenz (#p= 0,072) der Expression von CytOx 4, Isoform 2, zu erkennen. (HIF
p=0,871, VEGF p=0,772, Cox4.1 p=0,271)

Die Expressionen von HIF-1a, VEGF-B, CytOx 4.1 und CytOx 4.2 der Patientengruppe
mit Diabetes mellitus wurde den Expressionen der Patientengruppe ohne Diabetes melli-
tus gegenubergestellt. Dabei wurden keine Unterschiede festgestellt (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Die normalisierten mRNA-Expressionen von HIF-1a, VEGF-B, CytOx 4, Isoform1, und
CytOx 4, Isoform 2, der Patientengruppe ohne Diabetes mellitus (n=25) und der mit Diabetes mellitus
(n=16) wurden gegenuibergestellt. Keine Signifikanz nach Mann-Whitney-U-Test™. (HIF p=0,329, VEGF
p=0,267, Cox4.1 p=0,204, Cox4.2 p=0,329)

Von allen Patienten mit Diabetes mellitus wurden die Expressionen von HIF-1a, VEGF-
B, CytOx 4.1 und CytOx 4.2 der Gruppe mit Sinusrhythmus der mit VHF gegeniiberge-
stellt. Dabei wurden eine tendenziell erhdhte Expression der CytOx 4.1 (p=0,064) der
Patienten mit VHF festgestellt (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Die normalisierten mRNA-Expressionen von HIF-1a, VEGF-B, CytOx 4, Isoform 1, und
CytOx 4, Isoform 2 der Patientengruppe mit Sinusrhythmus (n=9) und der mit VHF (n=3) der Patienten
mit Diabetes mellitus wurden gegentibergestellt. Nach Mann-Whitney-U-Test™ keine signifikanten
Unterschiede, jedoch eine Tendenz der Expression der CytOx 4.1 (p=0,064). (HIF p=0,276, VEGF
p=0,460, Cox 4.2 p=0,683)
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4. Diskussion

Bei fast allen Lebewesen ist das Leben sauerstoffabhangig. Sowohl die einzelne Zelle als
auch die unterschiedlichen Gewebe und Organe verfligen Gber Anpassungsvorgange, um
den Sauerstoffverbrauch den Belastungssituationen anzupassen. Es bestehen nicht nur
Unterschiede in der Gewebeatmung, sondern auch in den Sauerstoffpartialdriicken inner-
halb der Gewebe. Diese Unterschiede in den Sauerstoffkonzentrationen bedingen Uber
transkriptionelle VVorgénge eine regulatorische Anpassung der Zellen und des Gewebes.
Durch die F&higkeit, eine Hypoxie wahrzunehmen und durch Veranderungen auf tran-
skriptioneller Ebene darauf zu reagieren, kann das Uberleben der Organismen gesichert
werden. Uber 300 Gene sind in die Signalwege der Sauerstoffanpassung involviert und
sorgen fur metabolische, regulatorische und entwicklungsspezifische Anpassungen (E-
ckert et al., 2019).

Die zentrale Frage bestand in der Identifizierung des Elements, welches die Hypoxie er-
kennt und dem Organismus entsprechende Reaktionen vermittelt. Flr die Beantwortung
dieser Frage erhielten Gregg Semenza, William Kaelin und Sir Peter Ratcliffe im Jahre
2019 den Nobelpreis fur Medizin. Ein wichtiger Hinweis fiir die Beantwortung der Frage
war die Beobachtung, dass Menschen, die sich in groBer Hohe aufhielten, Uber eine er-
héhte Anzahl von Erythrozyten im Blut verfugten (Bert, 1982). Im Jahr 1986 wurde die
Bildung von Erythropoetin (EPO) in der Niere unter hypoxischen Bedingungen als In-
duktor der Erythropoese gefunden (Bondurant und Koury, 1986, Schuster et al., 1987,
Jelkmann und Hellwig-Biirgel, 2001).

Der myokardiale Sauerstoffbedarf variiert unter verschiedenen Bedingungen. Wéhrend
der Ruhebedarf 7-10ml/(min x 100g) betrégt, wird bei maximaler Belastung bis zu
80ml/(min x 100g) bendtigt. Bei normothermem Flimmern des Myokards betrégt der Be-
darf 6-8ml/(min x 100g) (Spieckermann, 1979). Laut Grover et al. zeigt sich bei flim-
merndem Myokard eine erhéhte koronare Perfusion, jedoch auch ein erhohtes Lactat und
eine Zunahme der Sauerstoffverwertung des Myokards (Grover et al., 1976). Im Hinblick
auf diese Erkenntnisse Uber die Regulation des Sauerstoffverbrauches wurde im Rahmen
dieser Arbeit der Frage nachgegangen, inwieweit die oxidative Phosphorylierung unter

den Bedingungen des Flimmerns beeinflusst wird.
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Im EPO-Gen wurde ein 50bp Enhancer, das Hypoxia Responsive Element (HRE), nach-
gewiesen. Der daran bei Hypoxie bindende Transkriptionsfaktor ist der Hypoxia Induci-
ble Factor 1 alpha (HIF-1a). HIF ist ein Heterodimer, das aus zwei unterschiedlichen
Genprodukten besteht, HIF-1o und HIF-1B. HIF-10, kodiert durch das HIF-1a-Gen, ist
ein wichtiger Regulator bei hypoxischen Bedingungen mit Auswirkungen auf Angioge-
nese und Energiemetabolismus von Zellen (Semenza et al., 1996, Wang et al., 1995, lyer
et al., 1998). Die vermehrte Expression von HIF-1a durch Hypoxie oder genetische Ver-

anderungen spielt eine zentrale Rolle in der Tumorbiologie (Semenza, 2003).

HIF-1B (ARNT) ist das Protein des Gens Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translo-
cator (ARNT). ARNT dimerisiert mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren und zeigt
keine Hypoxieabhéngigkeit. Einer der mit ARNT dimerisierenden Transkriptionsfakto-
ren ist das zu HIF-1a strukturdhnliche endotheliale Per-Arnt-Sim Doméne Protein 1 (E-
PAS1) -Gen. Dieses besitzt hypoxieabhangige regulatorische Funktionen und spielt eine
zentrale Rolle in der Erythropoese (Ema et al., 1997, Flamme et al., 1997, Hogenesch et
al., 1997, Tian et al., 1997). Das Heterodimer aus HIF-1a und HIF-1 aktiviert die Tran-
skription von Zielgenen. Die Regulation von HIF-1a geschieht posttranslational tiber die
Stabilitat des Proteins. Durch die sauerstoffabhéngige Degradierungs (ODD)-Doméne
des Proteins kommt es zu einer Degradierung von HIF-1a. Dies geschieht tber den
Ubiquitin-Proteasom-Signalweg. Der Ubiquitin-Proteasom-Signalweg beinhaltet die
Markierung von Proteinen mittels Ubiquitin. Diese Markierung fiihrt zu einem Transport
des Proteins zu Proteasomen, welche die Proteine degradieren (Glickman und Ciechano-
ver, 2002, Hershko, 2005). Bei Normoxie kommt es zur raschen Degradierung sowohl
von HIF-1a als auch von EPAS1. Diese Degradierung geschieht tiber einen komplexen
Signalweg. Das Von Hippel-Lindau (VHL)-Tumor-Suppressor-Gen wurde hierbei als
Ligand von Proteolyse-induzierenden Faktoren identifiziert. Es wurde gezeigt, dass VHL
in die Proteolyse von HIF-1a involviert ist und als Erkennungsmerkmal fiir die Ubiquitin
E3 Ligase dient. Die HIF-1a-VHL-Interaktion ist sowohl sauerstoff- als auch eisenab-
hangig. Eine sauerstoffabhangige 4-Hydroxylierung von zwei Prolin-Resten innerhalb
der ODD-Doméne von HIF-1a ermdglicht die Interaktion mit VHL und damit eine De-
gradierung. Die Sauerstoffabhangigkeit der Hydroxylierung stellte sich als der zentrale
Regulierungsmechanismus fur die Degradierung von HIF-1a bei Normoxie und die Per-
sistenz bei Hypoxie heraus. Durch die Persistenz und Akkumulierung von HIF-1a bei
Hypoxie folgt die Induktion hypoxieabhangiger Gene (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 18: Bei Hypoxie bindet der HIF Komplex an HRE-Elemente der DNA. Dadurch kommt es zu
einer Aktivierung von Genen, welche fiir eine Adaptierung an hypoxische Bedingungen zustandig sind (1).
Bei normoxischen Bedingungen wird HIFla durch Proteasome degradiert (2), nachdem es
sauerstoffabhangig hydroxyliert wurde (3). Diese Hydroxylierung ermdéglicht eine Bindung des VHL-
Komplexes an das HIF-1a Protein (4) (Diese Abbildung ist aus: Eckert et al., 2019).

Eine weitere sauerstoffabhangige Regulation geschieht tiber den HIF-1-hemmenden Fak-
tor 1 (FIH-1), welcher die Aktivitat von HIF-1a durch eine sauerstoffabhangige Hydro-
xylierung inhibiert, indem es die Bindung an die DNA verhindert. Durch mehrere Regu-
lationswege wird demnach eine exakte Regulation von HIF-1a bei unterschiedlicher
Sauerstoffverfligbarkeit ermdglicht. Dadurch ergeben sich eine Vielzahl an therapeuti-
schen Mdglichkeiten fir Andmien, maligne Tumore, entziindliche und kardiovaskulare
Erkrankungen, sowie Schlaganfalle und Myokardinfarkte (Pugh und Ratcliffe, 2017, lvan
und Kaelin, 2017, Semenza, 2019, Eckert et al., 2019).

4.1 Regulatorische Funktion von HIF-1a

HIF-1a ist ein Teil eines Transkriptionsfaktors, welcher die Expression von Genen regu-
liert, die eine Anpassung bei reduziertem zellularem Sauerstoffangebot bewirken. Bei
chronischer Hypoxie fiihrt somit HIF-1a. zu einem reduzierten mitochondrialen Metabo-
lismus (Semenza, 2011). Wahrend der zelluldren Energiegewinnung kommt es zur Ent-
stehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), welche in hohen Konzentrationen zell-
schédigend wirken. Wenn das zelluldre Sauerstoffangebot von der Norm abweicht,
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kommt es vermehrt zur Entstehung von ROS. Bei Hypoxie zeigt sich zundchst ein deut-
licher ROS-Anstieg, gefolgt von einer Reduktion des ROS-Gehaltes unterhalb physiolo-
gischer Verhéltnisse. Zellen von HIF-1a-Knockout-Mausen weisen diesen Rickgang
nicht auf, sondern zeigen einen weiterhin erhéhten ROS-Gehalt bei gleichbleibender
ATP-Produktion (Semenza, 2011). Demnach ist HIF-1a essenziell fiir regulatorische An-
passungen des zellularen Metabolismus bei chronischer Hypoxie. HIF-1a induziert die
Expression der Pyruvat Dehydrogenase Kinase 1 (PDK1), welche die katalytische Un-
tereinheit der Pyruvat Dehydrogenase (PDH) durch Phosphorylierung inaktiviert. Die
PDH katalysiert die Reaktion von Pyruvat zu Acetyl-Coenzym-A fir den Citratzyklus.
AuRerdem induziert HIF-1a die Expression von B-cell lymphoma 2 (BCL2) Interacting
Protein 3 (BNIP3), welches eine selektive mitochondriale Autophagie triggert. Die In-
duktion dieser Gene, PDK1 und BNIP3, flihrt zu einer verminderten ROS-Produktion bei
Hypoxie. Ein weiterer Mechanismus, welcher zur Anpassung an Sauerstoffmangel fihrt,
ist der Isoformen-Switch, der innerhalb der Untereinheit 4 des Komplexes IV der
Atmungskette (Cytochrom-c-Oxidase, CytOx, EC.1.9.3.1) erfolgt. Unter aeroben Bedin-
gungen wird die Untereinheit 4.1 der CytOx exprimiert. Bei Sauerstoffmangel kommt es
zu einer vermehrten Expression der Isoform 4.2. Fukuda et al. fanden, dass HIF-1a die
Gene fur CytOx 4.2 und die Protease LON induziert. Die mitochondriale Protease LON
bewirkt eine Degradierung der CytOx 4.1. Der Switch erhoht die Effizienz und Enzym-
aktivitat der Cytochrom-c-Oxidase bei hypoxischen Bedingungen. Laut Semenza et al.
ist die CytOx, wenn ein Switch ausbleibt, bei einer chronischen Hypoxie als eine Quelle
fur ROS anzusehen (Semenza, 2011). Der Switch zur Isoform 4.2 verhindert die Gibermé-
Rige Produktion zellschddigender ROS bei Hypoxie (Semenza, 2011, Fukuda et al.,
2007).

4.2 VEGF

HIF-1a induziert bei hypoxischen Zellen die Transkription von Genen, die durch Wir-
kung auf Endothelzellen eine Angiogenese hervorrufen. In der Kaskade der Angiogenese
wird VEGF friih freigesetzt und wirkt auf Endothelzellen. VEGF fuhrt zum Proliferieren
von Gefalien, um eine bessere Durchblutung und Sauerstoffversorgung zu gewéhrleisten.
Das VEGF-Expressions Gen ist ein primares Zielgen von HIF-1a, welches neben anderen

Angiogenese-stimulierenden Faktoren bei hypoxischen Zellen induziert wird. Es wurde
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gezeigt, dass HIF-1a an ein Hypoxia Responsive Element (HRE) des VEGF Gens bindet
(Manalo et al., 2005, Kelly et al., 2003, Forsythe et al., 1996). Die VEGF-Familie besteht
aus den VEGF-Typen A,-B,-C, -D und dem Placental Growth Factor (PIGF). Diese un-
terschiedlichen Signalproteine spielen eine wichtige Rolle in der Angiogenese. In dieser
Arbeit konzentrierten wir uns auf VEGF-B, das seine Funktion durch die Bindung an den
VEGF-Rezeptor 1 (VEGFR-1) vermittelt. Die angiogenetische Funktion von VEGF-B ist
hauptsachlich im ischamischen Myokard beschrieben worden. Daher wurde es in dieser
Arbeit als Parameter verwendet, um eine einsetzende Angiogenese im Sinne einer Gewe-
bereaktion auf eine chronische Hypoxie nachzuweisen (Claesson-Welsh, 2008, Li et al.,
2008). Weiterhin hat VEGF-B antioxidative Eigenschaften und kann effektiv oxidativen
Stress vermindern (Arjunan et al., 2018). Die VEGF-Rezeptoren (VEGFR-1, -2, -3) wer-
den ebenfalls durch HIF-1a reguliert. Bei hypoxischem Stress kommt es zu selektivem
Anstieg dieser Rezeptoren, induziert durch HIF-1a. Vor allen Dingen wird VEGFR-2 in
Skelett- und Herzmuskulatur sowie der Lunge exprimiert (Xie et al., 2017). HIF-1a ist
somit ein Modulator der Angiogenese mittels Hochregulierung verschiedener Gene, in-
klusive VEGF und VEGFRs (Zimna und Kurpisz, 2015).

4.3 CytOx Isoformen

Die Reaktion der CytOx, Komplex IV der Atmungskette, gilt als Schrittmacher fir die
Regulation der mitochondrialen ATP-Produktion. Die katalytische Aktivitat der CytOx
wird durch die Bindung von ATP an den N-Terminus der Untereinheit 4 veréndert. Bei
ausreichender ATP-Verflgbarkeit wird die katalytische Funktion des Enzyms durch die
Bindung allosterisch inhibiert und reguliert somit den zellularen Energiehaushalt. Die
Untereinheit 4 der CytOx besitzt zwei Isoformen. Die Isoform 4.1 wird ubiquitar expri-
miert und durch ATP allosterisch reguliert. Die Isoform 4.2 wird bei hypoxischen Bedin-
gungen vermehrt exprimiert und ist ATP-unabhangig. Bei Hypoxie ist die Aktivitat der
CytOx demnach unabhangig vom zellularen Energieangebot. Dies spricht dafir, dass die
Veranderung der Isoform-Expression der CytOx eine zentrale Rolle in der Regulation der
Atmungskette bei unterschiedlicher Sauerstoffverfiigbarkeit einnimmt (Horvat et al.,
2006).

Da das VHF mit einer funktionellen Hypoxie assoziiert ist (White et al., 1982, van Bragt
et al., 2014), untersuchten wir zunachst die Expressionen von HIF-1a und VEGF-B, da
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diese, wie beschrieben, bei Hypoxie subsequent induziert und vermehrt exprimiert wer-
den. Zunachst wird HIF-1a vermindert degradiert und in der Folge wird VEGF, ein Ziel-
gen von HIF-1a, hochreguliert. Wie gezeigt werden konnte, wird als Ausdruck der Hy-
poxie bei VHF ebenfalls die Untereinheit 4.2 der Cytochrom-c-Oxidase vermehrt expri-
miert (\Vgl. Abbildung 10). Aus dem Switch von der Isoform 4.1 zur Isoform 4.2 resultiert
eine veranderte Kinetik der Arbeitsweise des Enzyms CytOx. Durch die Unabhéngigkeit
von der Regulation durch hohe ATP/ADP Quotienten, weist die CytOx auch bei hypoxi-
schen Bedingungen eine weniger eingeschrankte Aktivitat und eine hyperbole Kinetik
auf (Horvat et al., 2006). Bei hypoxischen Bedingungen kommt es somit zu oxidativem
Stress, indem die Komplexe | und Il vermehrt ROS produzieren (Emelyanova et al.,
2016). Andererseits wird unter hypoxischen Bedingungen die Funktion der CytOx auf-
rechterhalten, jedoch unter vermehrter Bildung der Isoform 2 der Untereinheit 4 und einer
ATP-unabhéngigen Enzymkinetik, sodass eine ansteigende Enzymaktivitét bei erhohtem
mitochondrialen Membranpotential mit einer gesteigerten ROS-Bildung, also oxidativem
Stress, einhergeht (Horvat et al., 2006, Kadenbach et al., 2004). Demgegenuber stehen
die Ergebnisse von Fukuda et al., die besagen, dass ein erhohter Anteil der Isoform 4.2
nicht nur mit einer Effizienzsteigerung, sondern auch mit einer verminderten Produktion
von ROS einhergeht (Fukuda et al., 2007). Zusatzlich zur Regulation durch den Sauer-
stoffgehalt im Gewebe beschreiben Helling et al. multiple Phosphorylierungen, welche
die Aktivitat des Enzyms CytOx ebenfalls beeinflussen (Helling et al., 2012) und im Rah-
men dieser Arbeit nicht betrachtet werden konnten.

Die Existenz von Sauerstoff in der Atmosphéare erméglicht vielen Organismen ein Uber-
leben durch oxidative Energiegewinnung. Diese Abhangigkeit erfordert jedoch Anpas-
sungsprozesse bei Hypoxie, bzw. bei Zustédnden eines groRen Sauerstoffverbrauches. Die
Anpassung an Hypoxie ist ein zentraler Mechanismus der Evolutionsgeschichte. Bakte-
rien, Hefen und S&ugetiere besitzen spezifische Sensoren fiir Hypoxie, welche die Regu-
lation von Stoffwechselprozessen und Genen durch jeweilige Transkriptionsfaktoren ini-
tileren. Eine universelle Rolle in der Regulation bei Saugetieren nimmt der Transkripti-
onsfaktor HIF-1a ein. HIF-1a greift in die Regulation von Angiogenese, Erythropoese,
Glykolyse, Glukosetransportern, Geféalstonus, Synthese von Neurotransmittern und H&m-
Synthese ein (Gleadle und Ratcliffe, 2005). Beispielsweise finden Regulationsvorgange
durch HIF-1a bei niedrigen Sauerstoffpartialdriicken ebenfalls in grof3er Hohe statt. Laut

Murray und Horscroft kommt es bei Aufenthalten in extremer Hohe zusétzlich zu einer
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Reduzierung der Mitochondriendichte in den Muskeln bei Aufrechterhaltung der Leis-
tungsfahigkeit. Dies spricht fiir ein mitochondriales Remodeling unter hypoxischen Be-
dingungen (Murray und Horscroft, 2016). Diese Regulationsprozesse der Atmung spielen
demnach nicht nur bei pathologischen Zustéanden eine Rolle, sondern sind offensichtlich
ein prinzipieller, elementarer Bestandteil der mitochondrialen Adaptation an die Leis-

tungsanforderungen an den Organismus und das Sauerstoffangebot der Umgebung.

Die Aktivitat der Cytochrom-c-Oxidase ist der geschwindigkeitsbegrenzende Faktor der
Atmungskette. Die Regulation dieses Enzyms spielt daher eine zentrale Rolle fur die
Energiegewinnung, d.h. fur die ATP-Produktion. Das Enzym ist ein Dimer, bestehend
aus zwei Monomeren mit jeweils 13 Untereinheiten. Eine besondere Bedeutung fir die
Atmungsregulation besitzt die Untereinheit 4 der CytOx (Horvat et al., 2006). Nach ge-
genwadrtigen Erkenntnissen ist bei Séugetieren die Untereinheit 4 die einzige Molekil-
struktur, die auf Umweltbedingungen reagiert und die somit eine wichtige regulatorische
Stellung einnimmt (Sinkler et al., 2017, Napiwotzki und Kadenbach, 1998, Acin-Perez et
al., 2011, Kocha et al., 2015). Es existieren zwei Isoformen der Untereinheit 4. Die
ubiquitdr vorkommende Isoform 4.1 wird bei hohen ATP/ADP Quotienten exprimiert
und weist durch allosterische Inhibition in Anwesenheit von ATP deutlich niedrigere Um-
satzraten auf (Kadenbach und Huttemann, 2015). Der Fokus liegt in der vorliegenden
Arbeit auf der Isoform 2 der Untereinheit 4. Wahrend die ATP-Bindungsstelle der Isof-
orm 4.1 bei allen Wirbeltieren konserviert zu sein scheint, besteht bei den Eigenschaften
der Isoform 4.2 nach wie vor Uneinigkeit Uber die Evolution des Gens (Porplycia et al.,
2017). Hiuttemann et al. fanden die Isoform 4.2 erstmalig im Thunfisch (Hittemann,
2000). Es wurde ein hoher Anteil im humanen Lungengewebe gefunden, jedoch in ande-
ren Geweben nur zu einem geringeren Anteil (Kadenbach und Hittemann, 2015). Phylo-
genetische Analysen zeigten, dass sich CytOx 4 Orthologe verschiedener Wirbeltiere
ahnlicher sind als die CytOx 4 Paraloge (Isoform 4.1 und 4.2) eines Organismus. Die
Isoform 4.2 scheint der urspriinglichen Untereinheit 4 der CytOx funktionell &hnlicher zu
sein als die Isoform 4.1. In der friihen Evolution wurde die Isoform 4.2 kaum exprimiert,
erst durch sinkenden Selektionsdruck kam es laut Little et al. zu einer Divergenz der Gene
von 4.1 und 4.2 bei einigen Vertebraten (Little et al., 2010). In der Hefe Saccharomyces
cerevisiagbei welcher die Untereinheit V der CytOx homolog zur humanen Untereinheit
IV ist, wurde ein Anstieg der Untereinheit Isoform b der Untereinheit V der CytOx bei

Hypoxie beschrieben. Bei Normoxie zeigte sich eine Expression der Isoform Va (Kwast
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et al., 1998). Der Switch von Untereinheit Va zu Vb in Hefen resultiert in einer gestei-
gerten Umsatzrate der CytOx (Allen et al., 1995). Analog dazu wurde bei Eukaryoten
ebenfalls eine Hypoxie-induzierte Expression der Untereinheit 4.2 beschrieben, jedoch
nur bei Saugetieren und nicht bei Fischen oder Reptilien (Kocha et al., 2015, Horvat et
al., 2006, Porplycia et al., 2017). Im Promoter des fur die Isoform 4.2 kodierenden Gens
wurden zwei Hypoxia Responsive Elements (HRE) identifiziert, welche laut Fukuda et
al. fur einen Anstieg der Expression bei Hypoxie verantwortlich sind. Durch Bindung von
HIF-1a an die Regionen im Promoter erfolgt die vermehrte Transkription des Gens flr
die Untereinheit 4.2 und der LON, einer Protease, welche die Untereinheit 4.1 degradiert.
Der Elektronentransfer und die Energiegewinnung werden zweifach effektiver und die
ROS-Produktion sinkt (Fukuda et al., 2007, Kocha et al., 2015). Die Hypothese der Re-
gulation durch HIF-1a und HREs wird jedoch kontrovers diskutiert, da Hiittemann et al.
ein konserviertes Oxygen Responsive Element fiir den Expressionsanstieg bei Hypoxie
verantwortlich machen, an welches verschiedene Transkriptionsfaktoren, unabhéngig
von HIF-1a, binden (Hlttemann et al., 2007). Die Peptidsequenz der Isoform 4.2 bein-
haltet bei Saugetieren zwei Cysteingruppen. Es wird angenommen, dass diese eine Disul-
fidbindung bilden, eine Konformationsanderung verhindern, und somit die allosterische
Inhibition durch ATP, welche bei der Isoform 4.1 vorhanden ist, aufheben kénnen (Kocha
et al., 2015, Horvat et al., 2006, Porplycia et al., 2017). Laut Schiffer et al. fiihrt ein er-
hohter Anteil an der Isoform 4.2 in Skelettmuskulatur zu einem niedrigen Sauerstoffver-
brauch, weniger ROS-Produktion und zu einem niedrigen Energieverbrauch in Ruhe
(Resting Metabolic Rate, RMR) (Schiffer et al., 2016).

Bei Hypoxie werden Anpassungsvorgange bendtigt, um die Energiegewinnung effizien-
ter werden zu lassen und die ROS-Produktion zu begrenzen. Der Switch von Isoform 1
zu Isoform 2 in der CytOx Untereinheit 4 resultiert nicht nur in einer Unabhéngigkeit von
den ATP/ADP Konzentrationen, sondern auch in einer hoheren Umsatzrate des Enzyms
durch Veranderung der H*/e” Stochiometrie und nimmt somit eine zentrale Rolle in der
Anpassung bei Hypoxie ein (Fukuda et al., 2007). Ob die ROS-Produktion durch den
Switch begrenzt oder verstarkt wird, befindet sich in einer kontroversen Diskussion. Laut
Huttemann et al. kommt es durch die gesteigerte Enzymkinetik zu einem Anstieg des
Membranpotentials und somit zu vermehrtem oxidativen Stress (Kadenbach et al., 2004,

Horvat et al., 2006). Im Gegensatz dazu kommt es laut Fukuda et al. zu einer Begrenzung
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der ROS-Produktion durch die Isoform 4.2 bei hypoxischen Bedingungen (Fukuda et al.,
2007).

4.4 Klinische Relevanz

Die Initiierung und Aufrechterhaltung von VHF geht mit strukturellen, elektrochemi-
schen und metabolischen Veranderungen einher (Haverkamp, 2018). Eine Verknupfung
von mitochondrialer Dysfunktion und VHF wurde schon mehrfach gezeigt (Emelyanova
et al., 2016, Montaigne et al., 2013, Brown und Moukdar, 2013). Emelyanova et al. be-
schreiben eine selektive Aktivitatsreduktion der Atmungskette bei VHF, welche mit einer
vermehrten Entstehung von ROS einhergeht und somit zu oxidativem Stress fihrt (E-
melyanova et al., 2016). Aus dem vermehrten oxidativen Stress kann eine Progression
des VHFs resultieren. Gleichzeitig zeigte sich bei bestehender dysfunktionaler mito-
chondrialer Atmung herzchirurgischer Patienten ein erhhtes postoperatives Risiko, VHF
zu entwickeln (Montaigne et al., 2013). Laut Takano et al. besteht eine Beeintrachtigung
der Sauerstoffaufnahme und der Hdmodynamik bei Herzen von Patienten mit VHF bei
starker Belastung (Takano et al., 2019). Die Ursache der mitochondrialen Dysfunktion
bei VHF sind moglicherweise inflammatorische Prozesse. Serumanalysen von Patienten,
welche ein postoperatives VHF entwickelten, wiesen eine vermehrte Expression von Ge-
nen fur inflammatorische Marker, wie Transforming Growth Factor-f (TGF-$), Tumor-
nekrosefaktor-a-induziertes Protein 6 (TNFAIP6), sowie Nuclear Factor-kB (NF- kB)
auf. AuBerdem zeigten diese Analysen einen Anstieg an Markern flr oxidativen Stress
und Apoptose, sowie eine Einschrdnkung des Fettsduremetabolismus (Jeganathan et al.,
2017). Viele inflammatorische Marker, wie CRP, Interleukin-6 (IL-6), TNF-a, Interleu-
kin 8 (IL-8), wurden bereits im Zusammenhang mit VHF erhéht nachgewiesen (Harada
et al., 2015b). Inflammatorische Prozesse bedingen somit oxidativen Stress und eine be-
eintrachtigte Fettsdureoxidation; beides resultiert in einer mitochondrialen Dysfunktion
(Jeganathan et al., 2017). Auch eine direkte Hemmung der CytOx durch Tumornekrose-
faktor o (TNF-a) bei akuter Inflammation kann eine mitochondriale Dysfunktion bedin-
gen (Huttemann et al., 2012). Diese Dysfunktion flhrt zu einer ATP-Depletion und somit
zu einem Energiedefizit. So konnte eine Behandlung von Mitochondrien aus Hepatozyten
der Maus mit TNF-a eine 35%-64%ige zellulare ATP-Reduktion bewirken (Samavati et
al., 2008, Hittemann et al., 2012). Bei VHF konnte demnach eine akute
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Inflammationsreaktion bestehen, welche zu einem Energiedefizit fihrt und das VHF
dadurch aufrechterhélt. Ein operativer Eingriff verursacht eine inflammatorische Reak-
tion, welche mit héherer Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung eines VHFs fiihren kann. Es
wird diskutiert, ob die veranderte mitochondriale Atmung bei VHF durch microRNAs
(miRNAs) vermittelt wird (Li et al., 2012, Luo et al., 2010, Wang et al., 2011). MiRNAs
sind kleine, nicht kodierende mMRNA-Fragmente, welche eine zentrale Rolle in der Regu-
lation einnehmen kénnen (Wang et al., 2011). Slagsvold et al. zeigten, dass es signifikante
Unterschiede der miRNA-Ausbildung bei Patienten mit und ohne VHF gibt. So zeigte
sich im rechten Vorhof die miR-208a bei VHF erhoht, wéhrend die miR-451, miR-15b,
miR-144 und miR-106b bei VHF vermindert exprimiert wurden (Slagsvold et al., 2014).
Die miRNA 328 zeigte sich ebenfalls bei VHF erhoht. Diese miRNA greift in das elekt-
rische Remodeling bei VHF durch Veranderung von L-Typ Calciumkanélen ein (Lu et
al., 2010). Diese Ergebnisse implizieren eine Beteiligung von miRNAs in der Pathoge-

nese von VHF.

Bei den vorliegenden Untersuchungsergebnissen handelt es sich um eine mRNA Expres-
sionsanalyse im Myokard unter klinischen Bedingungen. Eine Vielzahl von Faktoren be-
einflussen diese Analyse, welche sich bei der Auswahl eines kardiochirurgischen Patien-
tenguts nicht vollstandig ausschlielen lassen. Anderseits wird jedoch nur durch den kar-
diochirurgischen Zugang eine ausreichende Menge an Biopsiematerial zur weiteren Be-
arbeitung zuganglich. In der weiteren Diskussion sollen daher Aspekte des Lipidstoff-
wechsels, des Diabetes mellitus und der mechanischen VVorhofbelastung als Beispiele fur

Einflussfaktoren erlautert werden.

4.4.1 Lipide

Lipide sind Hauptenergielieferanten des Herzens. Das Herz halt ein Gleichgewicht zwi-
schen Aufnahme, Metabolismus und Oxidation von Lipiden. Infolge einer verstérkten
Aufnahme, wie bei Adipositas und Diabetes mellitus, kommt es zu einer pathologischen
Akkumulation von Lipiden (D'Souza et al., 2016, Zlobine et al., 2016). Erhohtes Plasma-
Cholesterol, insbesondere das low density Protein (LDL), sind Hauptrisikofaktoren fur
kardiovaskulare Erkrankungen (Catapano und Wiklund, 2015). Das Schliisselenzym in
der Synthese von Cholesterol ist die B-HMG-CoA-Reduktase. Durch Statine wird dieses

Enzym gehemmt (Grundy, 1988). Emelyanova et al. zeigten, dass unter Statinbehandlung
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der Sauerstoffverbrauch von Myozyten abnimmt und eine Differenzierung von Myo-
fibroblasten, einer VVorstufe der kardialen Fibrose, aufgehalten wird (Emelyanova et al.,
2019). Dadurch haben Statine einen Einfluss auf den bioenergetischen Stoffwechsel von
Kardiomyozyten. Eine Medikation mit Simvastatin bei Angiotensin Il induzierter Herz-
insuffizienz zeigte laut Hsieh et al. eine Verbesserung (Okonomisierung) der mitochond-
rialen Funktion durch Reduktion der ROS-Produktion und Stabilisierung des Membran-
potentials (Hsieh et al., 2019). Demgegeniiber haben Statine einen negativen Effekt auf
die Skelettmuskulatur. Larsen et al. zeigten, dass es bei Einnahme von Simvastatin zu
einer Verringerung des mitochondrialen Kofaktors Coenzym Q und einer reduzierten Ka-
pazitat der oxidativen Phosphorylierung in Skelettmuskulatur kommt (Larsen et al.,
2013). High density Lipoprotein (HDL) hat im Gegensatz zum LDL antiinflammatori-
sche, antioxidative und antithrombotische Eigenschaften. Im Zusammenhang mit VHF
wurde ein reduzierter Gehalt an HDL mit verminderter HDL-Cholesterol-Efflux-Kapazi-
tat im Serum beschrieben (Trieb et al., 2019). Der HDL-Cholesterol Efflux ist die Fahig-
keit des HDLs, Cholesterol aus Makrophagen aufzunehmen und tréagt somit zur Kardi-
oprotektivitat bei (Qiu et al., 2017).

Es wird ein Zusammenhang zwischen VHF und epikardialem Fettgewebe beschrieben
(Abe et al., 2018). Eine Fibrosierung des epikardialen Fettgewebes geht mit erhéhten pro-
inflammatorischen und profibrotischen Cytokinen und Chemokinen (IL-6, TNF-a, HIF-
lo, VEGF, Matrix Metalloprotease-2 und 9, MMP-2 und 9) einher und Kkorreliert mit
linksatrialer Fibrose (Abe et al., 2018). Nakamori et al. zeigten, dass das VVolumen von
epikardialem Fettgewebe bei Patienten mit VHF deutlich erhoht ist (Nakamori et al.,
2018). Eine Medikation mit Simvastatin zeigte nicht nur eine Reduktion des epikardialen
Fettgewebsvolumens, sondern auch des Gehaltes an Cytokinen wie IL-6 (Grosso et al.,
2014). Diese Ergebnisse sprechen flr einen myokardprotektiven Effekt von Statinen hin-

sichtlich einer Initiierung und Aufrechterhaltung eines VHFs.

Das Cardiolipin ist ein mitochondriales Glycerophospholipid, welches in der inneren Mi-
tochondrienmembran nachgewiesen wurde und welches an Komplexe der Atmungskette
gebunden ist. Cardiolipin befindet sich auch an und in der CytOx (Musatov und Robin-
son, 2014). 2-4 Cardiolipinmolekdle existieren innerhalb eines Monomers der CytOx,
sind hierbei an die Untereinheiten 111, VIb, Vlla gebunden und ermdglichen eine Dime-
risierung der CytOx (Shinzawa-Itoh et al., 2007). Musatov et al. zeigten, dass die Stéch-

iometrie H*/e” der CytOx nur in Anwesenheit von Cardiolipin aufrechterhalten werden
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kann, da die Protonentranslokation des Enzyms von Cardiolipin abhéngig ist (Musatov
und Robinson, 2014). Laut Ozerova et al. hat die Einnahme von Simvastatin keine Aus-
wirkung auf den Anteil an Cardiolipin im Plasma (Ozerova et al., 2001), jedoch ist be-
kannt, dass Simvastatin die mitochondriale Funktion, die ROS-Produktion und das mito-

chondriale Membranpotential beeinflusst.

4.4.2 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist mit einem erhéhten Risiko fir kardiovaskuldre Erkrankungen asso-
ziiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass Diabetes mellitus Typ 2 ebenfalls zu einer mi-
tochondrialen Dysfunktion, vermehrter ROS-Produktion und einem ATP-Defizit fihrt
(Rovira-Llopis et al., 2017, Kanaan et al., 2019). Die metabolischen Verénderungen re-
sultieren in Remodelingprozessen des Myokards, welche ein deutlich erhohtes Risiko fur
die Ausbildung eines VHFs bei Diabetes mellitus bedingen (Goudis et al., 2015). Bom-
bicino et al. zeigten jedoch, dass es ohne bestehende strukturelle VVerdnderungen des
Herzmuskels bei Diabetes mellitus zu einer mitochondrialen Dysfunktion kommt. Bei
Hyperglykamie trat eine verminderte mitochondriale Sauerstoffaufnahme mit reduzierter

oxidativer Phosphorylierung und erhéhter ROS-Produktion auf (Bombicino et al., 2016).

Im Myokard besteht bei VHF ein erhohter Energiebedarf der Kardiomyozyten (Kanaan
etal., 2019). Der erhohte Energiebedarf kann zum Teil gedeckt werden, indem verénderte
Superkomplexformationen fir eine effizientere Energiegewinnung gebildet werden. Ge-
rade bei Diabetes mellitus kommt es zu diesen Verénderungen der Superkomplexforma-
tion (Greggio et al., 2017). Laut Kanaan et al. wiesen Patienten mit Diabetes mellitus und
bestehendem VHF eine beeintrachtigte Aktivitat von Komplex | der Atmungskette, sowie
eine veranderte Superkomplexformation auf (Kanaan et al., 2019). Daher ist es wahr-
scheinlich, dass sowohl VHF als auch Diabetes mellitus mit oxidativem Stress und in-
flammatorischen Prozessen assoziiert sind. Beide pathologische Mechanismen fiihren zu
metabolischem, elektrischem und strukturellem Remodeling und bilden ein Substrat flr
VHF (Karam et al., 2017). Die untersuchte Patientengruppe mit Diabetes mellitus zeigte
bezuglich der Expression der Hypoxiemarker und der Isoformen der CytOx 4 im Ver-
gleich zu der Kontrollgruppe keine Unterschiede (siehe Abbildung 17). Innerhalb der Pa-
tientengruppe mit Diabetes deutete sich jedoch bezuglich einer CytOx 4.1 Expression

eine Erhohung bei VHF gegentiber der Gruppe mit Sinusrhythmus an. Da ein Einfluss
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dieser Grunderkrankung auf die Funktion der Untereinheiten der CytOx nicht auszu-
schliel3en ist, wurden die Patienten mit Diabetes mellitus in der Auswertung nicht berick-

sichtigt.

4.4.3 Vorhofdehnung

Es ist allgemein bekannt, dass die Vorhofdehnung zu den wichtigsten Risikofaktoren fir
die Ausbildung eines VHFs zahlt (Haverkamp, 2018). Chronische Dehnung der VVorhofe
bewirkt eine Veranderung von Signalwegen, was zu VHF flihren kann. Eine Dehnung des
Vorhofmyokards zeigt ausgepragtere Reaktionen als eine Dehnung des Ventrikelmyo-
kards (Hanna et al., 2004). Kalifa et al. zeigten, dass es durch erhéhten intraatrialen Druck
zu einer vermehrten Entstehung von Erregungswellen an Pulmonalvenen kommt (Kalifa
et al., 2003). Ebenfalls wurde eine durch die Dehnung verursachte Verkiirzung der Re-
fraktarperiode als ursachlich flr eine erhdhte Vulnerabilitat fir VHF beschrieben (Ravelli
und Allessie, 1997). Die strukturellen Veranderungen des Myokards durch Druck und
Volumenbelastung werden durch einen Angiotensin Il-abh&ngigen, und einen Angioten-
sin ll-unabhangigen Mechanismus induziert (Schotten et al., 2011). Mechanischer Stress
aktiviert die extrazelluldare signalbezogene Kinase (ERK) und die c-Jun N-terminale
Kinase (JNK), wobei nur ERK durch Angiotensin Il aktiviert wird (Li et al., 2001). ERK
wiederum aktiviert profibrotische Signalwege und flhrt zu strukturellem Remodeling
(Nattel, 2017). Der Energiemetabolismus der Kardiomyozyten zeigte sich durch deh-
nungsinduziertes VHF ebenfalls beeintrachtigt. Nach einer Stunde von dehnungsindu-
ziertem VHF wurde ein reduzierter Gehalt an ATP und Phosphokreatin im Myokard be-
schrieben (Kalifa et al., 2008). Es deutet sich in Abbildung 13 an, dass es bei VHF mit
zunehmender GroRRe des Vorhofs zu einem Anstieg der Expression der Isoform 4.2

kommt.

4.5  Perspektiven der Therapie

Die gegenwaértigen medikamentdsen Therapieoptionen bei VHF weisen eine grolie An-
zahl von Nebenwirkungen auf. Durch das bessere Verstandnis der Pathophysiologie bei
der Entstehung eines VHFs ergeben sich neue therapeutische Optionen. Insbesondere die

Anderung der praventiven antiarrhythmischen Therapie nach erfolgreicher Kardioversion
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oder Ablation wird aktuell diskutiert (Gasparova et al., 2017). Die inflammatorischen
Prozesse und der oxidative Stress bei VHF zéhlen zu den wichtigsten Zielen aktueller
Therapierichtlinien (Karam et al., 2017). Die antioxidative Medikation bei oxidativem
Stress basiert auf verschiedenen Ansatzen. Vitamin C und E wirken antioxidativ und oral
supplementiertes Vitamin C zeigte in klinischen Studien bereits eine Risikoreduktion fur
das erneute Auftreten von VHF (Korantzopoulos et al., 2005). Mehrfach ungeséttigte
Fettsauren wirken antiinflammatorisch und antioxidativ, die Ergebnisse in Bezug auf
VHF werden jedoch kontrovers diskutiert (Calo et al., 2005, Saravanan et al., 2010). Sta-
tine reduzieren neben Cholesterol auch die Aktivitat der Nicotinamid Adenin Dinucleotid
Phosphatoxidase (NAD(P)H- Oxidase), welche oxidative Vorgange initiiert (Gasparova
et al., 2017). Es zeigte sich insbesondere fir die Einnahme von hochdosiertem Atorvas-
tatin™ eine Reduktion der postoperativen Inzidenz von VHF bei herzchirurgischen Pati-
enten (Pierri et al., 2016). AulRerdem sind NO-Donoren, N-Acetylcystein, Calciumkanal-
Antagonisten und die Gentherapien, zum Beispiel in Bezug auf das protektive Gen Héa-
moxygenase-1 (HO-1), im Zentrum aktueller Forschungen (Gasparova et al., 2017). Die
antiinflammatorischen Therapieansatze beinhalten auch das Pioglitazon, welches zusatz-
lich zum Glucosestoffwechsel in die TGF-p und TNF-a-Signalkaskade eingreift. Aul3er-
dem ist dabei eine ROS-Reduktion beschrieben. Somit hat Pioglitazon sowohl antiin-
flammatorische als auch antioxidative Eigenschaften (Karam et al., 2017). Dipeptidyl
Peptidase (DPP-4) Inhibitoren induzieren eine Glucagon- und Insulinsekretion. Auler-
dem weisen sie auch antiinflammatorische, antioxidative und antifibrotische Effekte auf,
welche die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von VHF reduzieren kdnnen (Bostick et
al., 2014, Karam et al., 2017). Diese Forschungsansatze sind vielversprechend, jedoch
werden weitere klinische Studien benétigt, um den Einsatz in der klinischen Routine zu

ermoglichen.

4.6  Stellenwert der Isoform 4.2 in der Pathogenese des VHFs

Generell ergibt sich bezliglich der gemessenen Expression der Untereinheit 4.2 die Frage,

ob die Veranderungen Folge oder Ursache fir das VHF darstellen.

In der Pathogenese des VHFs spielt die kardiale Fibrose eine zentrale Rolle (Heijman et
al., 2016). Daher mussen zunachst die der Fibrose zugrundeliegenden zellularen und mo-
lekularen Mechanismen verstanden werden. Wenn Fibroblasten durch profibrotische
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Stimuli aktiviert werden, differenzieren sie sich zu Myofibroblasten, welche sekretori-
sche Eigenschaften haben. Durch diese Differenzierung kommt es zu einer Akkumulation
von Proteinen der extrazelluldren Matrix (Prokollagen, Matrix-Metalloproteasen) peri-
vaskuldr und im Perimysium (Nattel, 2017). Dieser Vorgang wird reaktive Fibrose ge-
nannt und bezeichnet eine Vermehrung von fibrotischen Substanzen auRerhalb der Kar-
diomyozyten. Die sogenannte reparative Fibrose tritt nach Schadigung des Myokards,
z.B. nach Infarkten, auf. Dabei existieren eine Vielzahl von profibrotischen Signalwegen.
Wichtige involvierte Rezeptoren sind der konnektive Gewebewachstumsfaktor (CTGF),
Angiotensin |1, Plattchen-abgeleiteter Wachstumsfaktor (PDGF) und der transformie-
rende Wachstumsfaktor f (TGF-f). Eine vermehrte ROS-Produktion resultiert aus der
Aktivierung des Angiotensin-I1 und des TGF-B Rezeptors (Youn et al., 2013). Insgesamt
flhren diese Signalwege durch Phosphorylierungen, positive Feedbackmechanismen und
ROS zu einer vermehrten Produktion von extrazellularer Matrix (Nattel, 2017). In der
Regulation von Fibroblasten haben Kalziumkanéale eine zentrale Bedeutung. Uber den
durch Kalzium aktivierten extrazellularen Kinase- (ERK-) Signalweg wird eine kardiale
Fibrose verstarkt (Nattel, 2017). Eine exzessive Produktion von ROS spielt ebenfalls eine
zentrale Rolle im elektrischen und strukturellen Remodeling bei VHF. Die NAD(P)H-
Oxidase (NOX) wurde dabei als wesentliche Quelle flr diese ROS identifiziert. Sie kann
durch Angiotensin Il und im Zuge einer Vorhofdehnung aktiviert werden (Youn et al.,
2013). Laut Elahi et al. gilt die NOX als wichtigste Quelle fur ROS-Produktion besonders
im Vorhofmyokard und ist mit VHF assoziiert (Elahi et al., 2008). Die Aktivitat der NOX
in den Vorhofen wurde als Risikofaktor von postoperativem VHF beschrieben (Kim et
al., 2008). Kim et al. zeigten, dass Angiotensin Il inflammatorische Marker wie TNF-a,
und TGF-B induziert. AuBerdem fiihrt Angiotensin 11 zu einer reduzierten basalen Sauer-
stoffverwertung (OCR) von atrialen Kardiomyozyten, vermehrter Produktion von ROS
und erhdhtem intrazellularem Kalzium. Diese Faktoren resultieren in einer Aktivierung
durch Phosphorylierung der AMP-aktivierten-Proteinkinase (AMPK) (Kim et al., 2017b).
Die Aktivierung der AMPK fuhrt zur Aufrechterhaltung des Kalziumstoffwechsels und
Erhaltung der Kontraktilitat des Myokards (Harada et al., 2015a). Wenn diese kompen-
satorischen Mechanismen versagen, tragt dies zu Chronifizierung des VHFs bei (Harada
et al., 2015a). Andererseits zeigten Kim et al., dass die AMPK auch Teil eines inflamm-
atorischen Signalweges ist, welcher durch Angiotensin Il induziert wird und zur Auf-
rechterhaltung von VHF durch Entzlindungsprozesse beitrégt (Kim et al., 2017b). Die
Myokardfibrose wird durch eine Vielzahl an klinischen Faktoren verstarkt. Adipositas ist
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ein bekannter Risikofaktor fir VHF. Dauerhaft bestehende inflammatorische Prozesse,
Remodelingprozesse mit Fibrose und Lipideinlagerungen in den Vorhtfen und oxidativer
Stress ohne ausreichende antioxidative Mechanismen prédestinieren fir die Initiierung
und Aufrechterhaltung von VHF (Lubbers et al., 2018). Somit ist anzunehmen, dass die
Veranderung der Expression der Isoformen in der CytOx in Anbetracht einer postulierten
Sauerstoffunterversorgung des Myokards einen Kompensationsmechanismus darstellt.
Laut der Expertisen von Kocha et al. und Schiffer et al. kommt es durch die Erhéhung
der Isoform 4.2 zu einer Okonomisierung der Energieproduktion und einer Verminderung
der ROS Freisetzung (Kocha et al., 2015, Schiffer et al., 2016). In der Veranderung der
Expression der Isoformen kdnnte somit ein Reparationsmechanismus des Myokards

bei VHF gesehen werden.

2) - 4)
(=)|5) 6)
VHE |7
1) ROS
2)
)

Abbildung 19: Potentieller Kompensationsmechanismus bei VHF. Bei VHF entstehen vermehrt toxische
ROS (1) und es besteht ein gestdrter mitochondrialer Energiemetabolismus (2). Durch die relative Hypoxie
bei VHF kommt es zu einer verminderten Expression der Isoform 4.1 und vermehrten Expression der
Isoform 4.2 der CytOx (3, 4). Aufgrund der vermehrten Expression der Isoform 4.2 entstehen weniger ROS
(5) und die Energiegewinnung der Atmungskette wird effizienter (6). Die geringere Menge an
zytotoxischen ROS konnte partiell eine weitere Myokardschadigung verhindern (7).

Die gestorte myokardiale Sauerstoffutilisation bei VHF war Ausgangspunkt fur die Un-

tersuchungen der vorliegenden Arbeit:

1. In der Zellkultur zeigte sich bei den Zellen nach 8-stlindiger Hypoxiebehandlung eine
geringere Expression von HIF-1a, jedoch eine tendenziell hohere Expression von VEGF-
B. HIF-1a akkumuliert bei Hypoxie und induziert in der Folge Zielgene, inklusive VEGF

(Zimna und Kurpisz, 2015). Da HIF-1a in diesem Experiment nach 8 Stunden
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Hypoxiebehandlung gering exprimiert wird, sich VEGF-B hingegen tendenziell erhoht
zeigt, ist davon auszugehen, dass sich die Hypoxie nach 8 Stunden an einem Punkt der
Chronifizierung befindet. Dabei zeigte sich nach der Hypoxiebehandlung eine erhéhte
Expression von COX 4.2. Dies bestatigt die Annahme (Horvat et al., 2006), dass es bei
anhaltender Hypoxie zu einer Erhéhung der COX 4.2 kommt (Abbildung 5).

2. Das untersuchte Patientenkollektiv wurde in eine Gruppe mit Sinusrhythmus und eine
mit VHF aufgeteilt. Die Vergleichbarkeit beider Gruppen ist durch den weitgehenden
Ausschluss von Unterschieden in klinischen Parametern gegeben (siehe Tabelle 11). Es
zeigten sich jedoch keine eindeutigen Zeichen einer Chronifizierung der Hypoxie, da sich
die Expression von VEGF-B bei VHF und Sinusrhythmus nicht signifikant unterscheidet
(Abbildung 6). Angedeutet lasst sich jedoch eine Tendenz der vermehrten Expression von
VEGF-B aufzeigen, sodass im Hinblick auf eine gréRere Patientengruppe eine Unter-
scheidbarkeit sichtbar werden konnte. Aufgrund der bekannten mitochondrialen Dys-
funktion bei Diabetes mellitus wurden die Patienten mit dieser Erkrankung ausgeschlos-
sen, obwohl im direkten Vergleich keine Unterschiede in den Expressionen gefunden
wurden (siehe Abbildung 16, Tabelle 11). Nach Ausschluss der Patienten mit Diabetes
mellitus wurden jedoch erst unterschiedliche Expressionen sichtbar (Abbildung 10). Of-
fensichtlich existieren weitere Regulationsmechanismen, welche bei Diabetes mellitus

die Energiegewinnung beeinflussen und noch nicht ausreichend verstanden sind.

3. Die Expressionen von HIF-1o. und VEGF-B bei der Patientengruppe mit Sinusrhyth-
mus und der mit VHF unterscheiden sich nicht eindeutig (Abbildung 6). Die Ausdehnung
des koronaren GeféaRbefalls hat keinen Einfluss auf die Expressionen von HIF-1a und
VEGF-B (Abbildung 7). Unter Ausschluss von Diabetikern kann keine eindeutige Aus-
sage getroffen werden, ob sowohl die Chronifizierung der KHK als auch das VVorhanden-
sein einer Ein- oder MehrgeféRerkrankung mit dem Auftreten eines VHFs korrelieren
(Abbildung 8).

4. Es wurde ein VEGF/HIF Quotient gebildet, welcher Hinweise auf Chronifizierung ei-
ner Hypoxie geben kann. Es wurde eine ,,akute Hypoxie* bei Werten von <1, sowie eine
,»chronische Hypoxie* bei Werten von >1 postuliert. Die Expressionen von COX 4.1 und
COX 4.2 bei akuter und chronischer Hypoxie zeigten jedoch keine Unterschiede (Abbil-
dung 9).
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5. Mit der Einflihrung eines COX 4.2/4.1 Quotienten wurden Unterschiede der Expressi-
onen zwischen Sinusrhythmus und VHF offensichtlich (Abbildung 10). Horvath et al.
nutzten diesen Quotienten, um die Expression der Isoform 4.2 gegen 4.1 zu normalisieren,
unter der Annahme, dass COX 4.1 die Funktion eines Housekeeping-Gens erfillt. Es
zeigte sich ein Anstieg dieses Quotienten bei Hypoxie (Horvat et al., 2006). In Abbildung
10 wird gezeigt, dass sich sowohl die Expression der Isoform 4.1 als auch der Quotient
der Expressionen 4.2/4.1 zwischen den Gruppen mit Sinusrhythmus und mit VHF unter-
scheidet. Der unterschiedliche 4.2/4.1 Quotient ist offensichtlich auch durch eine Reduk-
tion der Isoform 4.1 bedingt. Diese Beobachtung widerspricht jedoch nicht der Annahme
einer vermehrten 4.2 Expression, da es laut Fukuda et al. zu einer Degradierung von COX
4.1 und zusétzlich einer Induktion der Isoform 4.2 kommt. Die Degradierung der Isoform
4.1 findet durch eine HIF-1a-induzierte mitochondriale Proteinkinase LON statt, wéhrend
es zu einer ebenfalls HIF-1a induzierten vermehrten Expression der Isoform 4.2 kommt.
Dadurch soll eine effizientere Energiegewinnung durch die CytOx gewahrleistet werden
(Fukuda et al., 2007). Diese Ergebnisse sprechen jedoch gegen eine Housekeeping-Funk-
tion der Isoform 4.1 in humanem Gewebe. Laut Emelyanova et al. verandert sich die
funktionelle Aktivitdt der Cytochrom-c-Oxidase bei VHF nicht (Emelyanova et al.,
2016). Demnach sprechen die Ergebnisse fur eine chronische Hypoxie bei VHF, welche
vermittelt durch den HIF-1a Signalweg zu einer vermehrten Expression der Isoform 4.2
und einer reduzierten Expression der Isoform 4.1 fihrt. Die funktionelle Aktivitat wird
somit trotz Hypoxie aufrechterhalten. Diese Regulation der Isoformen ist vom Ausmal
der KHK unabhéngig (Abbildung 11). Unter Ausschluss der Patienten mit Mehrge-
fakkrankheit zeigte sich beim Vergleich der Patientengruppe mit Sinusrhythmus und der
mit VHF lediglich eine angedeutete Tendenz in der erwarteten Regulation der Isoformen
(Abbildung 12). Dabei gilt es zu berticksichtigen, dass die Blutversorgung der VVorhofe
und insbesondere des Reizleitungssystems nicht unbedingt mit der Auspragung der KHK
korreliert. Weiterhin muss darauf hingewiesen werden, dass fur die vorliegenden Unter-
suchungen Gewebeproben aus dem rechten VVorhof verwendet wurden und das Ausmal}
der Beeintrachtigung der Durchblutung auch bei einer Mehrgefaerkrankung variieren

kann.

6. Bei verstarkter mechanischer Belastung der VVorhdfe (Dehnung) bei VHF muss ange-
nommen werden, dass es zu Durchblutungsstérungen kommt. Es konnte gezeigt werden,

dass der myokardiale Blutfluss bei Patienten mit VHF und atrialer Belastung sowohl vor
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als auch nach erfolgreicher Ablation eingeschrankt ist (Wijesurendra et al., 2018). Wéh-
rend des VHFs ist die koronare Reserve vermindert, vor allem in der subendokardialen
Schicht (Kochiadakis und Kallergis, 2012). Die lineare Regression in Abbildung 13 deu-
tet an, dass die Expression der Isoform 4.2 bei VHF mit grofierem Vorhofdurchmesser
ansteigt. Jedoch ist eine groRere Patientenzahl notig, um diese Tendenz zu verdeutlichen.
Zu berticksichtigen ist hierbei, dass es sich bei den untersuchten Proben um Gewebe aus
dem rechten Vorhof handelt, wéhrend flr die Auswertung der Durchmesser des linken

Vorhofs in der Echokardiographie vermessen wurde.

7. Es ergaben sich Hinweise auf den akuten Einfluss einer Myokardischdmie bei der Aus-
bildung von VHF auf der Grundlage der Grunderkrankung KHK. Abbildung 14 zeigt die
erhdhte Expression von VEGF-B bei einer akut auftretenden Angina Pectoris-Sympto-
matik. In diesem Stadium ist eine akute myokardiale Hypoxie auf der Basis der Grunder-
krankung anzunehmen. Wir finden in diesem Stadium eine Erhéhung von ROS im Serum
der Patienten (Vogt et al., 2004), was durch eine deutliche Reduktion der antioxidativen
Kapazitat des Serums nachgewiesen wurde. Die Initiierung einer Neovaskularisation wird
durch ROS vermittelt; dies induziert einen Anstieg von VEGF (Lam, 2015, Jain et al.,
2018, Wang et al., 2016).

8. Die Einnahme von Statinen ist mit mitochondrialer Dysfunktion assoziiert. Ubiquinon,
ein Elektronentransportprotein der Atmungskette, wird durch Statineinnahme vermindert
(Marcoff und Thompson, 2007). Da Ubiquinon antioxidative Eigenschaften besitzt, kann
es bei vermindertem Gehalt an Ubiquinon zu einer unterschiedlichen ROS-Produktion
kommen (Broniarek und Jarmuszkiewicz, 2016). Aullerdem kommt es bei Statinein-
nahme zu einer reduzierten Effizienz der oxidativen Phosphorylierung durch Inhibition
der Atmungskette (Marcoff und Thompson, 2007). Durch eine Entkopplung der
Atmungskette und somit Reduktion des Membranpotentials kommt es zu einer erhdhten
Durchlassigkeit der inneren mitochondrialen Membran. Dadurch werden Apoptosesig-
nalwege initiiert (Qi et al., 2013, Broniarek und Jarmuszkiewicz, 2016). Insgesamt resul-
tiert somit ein statininduzierter oxidativer Stress, welcher zu zelluldren Schaden durch
exzessive ROS-Produktion fuhren kann (Bouitbir et al., 2016). Abbildung 15 zeigt, dass
die mRNA Expression der Isoform 2 Untereinheit 4 der CytOx bei der Einnahme von
Statinen tendenziell erhoht ist. Dies ist moglicherweise eine weitere Veranderung der
Atmungskette bei Statineinnahme, welche in bisherigen Untersuchungen noch nicht be-

ricksichtigt wurde. Es werden grof3ere Patientenzahlen benétigt, um diese Tendenz zu
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bestatigen. Laut Chowdhury et al. tragt dysfunktionelles Cardiolipin dazu bei, dass die
Regulationswege durch HIF-1a eingeschrénkt ablaufen und zu einer Kardiomyopathie
fihren kénnen (Chowdhury et al., 2018). Unter der Voraussetzung, dass eine Statinthera-
pie den Cardiolipinhaushalt beeinflusst, kann angenommen werden, dass die Einnahme
von Statinen ebenfalls einen Einfluss auf den HIF-1a-Signalweg besitzen konnte und dar-

uber die Isoform 4.2 der CytOx induziert.
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5. Zusammenfassung

Die Pathogenese des Vorhofflimmerns (VHF) ist nach wie vor nicht vollstandig geklart.
Es ist bekannt, dass der mitochondriale Energiestoffwechsel eine wichtige Rolle in der
Pathogenese dieser Erkrankung einnimmt. Wahrend des VHF kommt es zu einer veran-
derten Enzymaktivitat in der Atmungskette und zu einer relativen Myokardhypoxie. Die
Cytochrom-c-Oxidase (EC 1.9.3.1., CytOx), Komplex IV der Atmungskette, stellt das
Schrittmacherenzym fur die Elektronentibertragung in der Atmungskette dar. Ihre Un-
tereinheit 4 besitzt eine essenzielle Rolle fiir die Funktion des Enzyms und damit auch
eine Kontrollfunktion tiber den gesamten Prozess der oxidativen Phosphorylierung. Die
Expression der Isoform 4.2 in der Untereinheit 4 des Enzyms ist von der zellularen Sauer-
stoffkonzentration abhéngig. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Klarung, inwieweit
VHF von einer vermehrten Expression der Isoform 4.2 der CytOx begleitet wird.

In dem Modell einer Zellkultivierung von HeLa-Zellen konnte gezeigt werden, dass eine

vermehrte Expression der Isoform 4.2 wéhrend einer protrahierten Hypoxie besteht.

Bei 42 kardiochirurgischen Patienten wurden wahrend des operativen Eingriffs Myokar-
dbiopsien aus dem rechten VVorhof entnommen. Dabei wiesen 11 Patienten ein permanen-
tes VHF auf. 31 Patienten mit Sinusrhythmus dienten als Vergleichsgruppe. Es wurde
eine MRNA-Analyse zum Nachweis der Expression der Isoformen 4.1 und 4.2 der CytOx
durchgefuhrt. Parallel dazu erfolgte eine Quantifizierung der mMRNA Expression von HIF-
lo. und VEGF-B, um eine Aussage hinsichtlich der Sauerstoffversorgung treffen zu kon-

nen.

Die Auswertung eines 4.2/4.1 Quotienten bei der mMRNA-Expressionsanalyse ergab einen
Unterschied zwischen der Patientengruppe mit permanentem VHF bzw. mit Sinusrhyth-
mus. Dabei zeigte sich eine vermehrte Expression der Isoform 4.2 bei verminderter Ex-
pression der Isoform 4.1 im Myokard. Aufgrund von Hinweisen auf eine mitochondriale
Dysfunktion bei Diabetes mellitus wurden diese Patienten bei der Auswertung nicht be-
ricksichtigt. Es konnte gezeigt werden, dass die erhdhte Expression der Isoform 4.2 un-
abhangig vom Ausmal des Gefalibefalls bei einer KHK auftritt. Weiterhin deutet sich an,
dass die Einnahme von Statinen und die damit verbundene Beeinflussung des Lipidstoff-

wechsels die Expression der Isoform 4.2 verandert. Es kann vermutet werden, dass eine
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Zunahme des linksatrialen Durchmessers bei VHF von einer erhohten Expression der Is-

oform 4.2 begleitet wird.

Die Veranderung der Isoform-Expression in der CytOx kénnte in Anbetracht einer Sauer-
stoffunterversorgung des Myokards (Erhéhung von VEGF-B-Expression) einen Kom-
pensationsmechanismus darstellen. Durch die Erhohung der Isoform 4.2 kommt es zu
einer Okonomisierung der Energieproduktion und einer Verminderung der ROS-Freiset-
zung. Die Veranderung der Expression der Isoformen kdnnte somit einen Reparations-

und/oder Regenerationsmechanismus des Myokards bei VHF darstellen.
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6. Summary

The pathogenesis of atrial fibrillation (AF) and underlying mechanisms remain poorly
understood. It is well known that a deficit in the mitochondrial energy metabolism can
contribute to the progression of the substrate for AF. During AF the activity of the respir-
atory chain alters and the myocardial oxygen extraction increases, resulting in a state of
relative hypoxia. Cytochrome c oxidase (EC 1.9.3.1., CytOx), representing complex 1V
of the respiratory chain, catalyzes the rate-limiting step in the electron transfer to Dioxy-
gen. Therein, subunit 4 of the enzyme is the key regulatory subunit and fundamentally
required for the enzymatic activity. Accordingly, it has control function for the entire
process of oxidative phosphorylation. Expression of isoform 4.2 is dependent on cellular
oxygen content and optimizes the efficiency of respiration at low oxygen levels. This
study is to address the mRNA expression of subunit 4 isoforms of the cytochrome c oxi-

dase in case of AF.

Examining a HeLa-cell-line cell culture under normoxia and conditions of oxygen depri-

vation, an increase in the expression of isoform 4.2 became apparent.

Myocardial biopsies of the right atrium were taken from 42 cardiac surgery patients. 11
patients suffered from permanent AF, whereas 31 patients with sinus rhythm represented
the control group. The mRNA expressions of isoforms 4.1 and 4.2 of the cytochrome ¢
oxidase were quantified. In order to evaluate hypoxic response, mMRNA expressions of
HIF-1a and VEGF-B were examined.

The evaluation of cytochrome ¢ oxidase isoform 4.2/4.1 ratio revealed an elevated iso-
form 4.2 expression accompanied by a decrease of the expression of isoform 4.1 in the
patient group with permanent AF. Due to the known mitochondrial dysfunction, patients
with diabetes mellitus were not considered. In this study the elevation of the expression
of isoform 4.2 appeared independently of the severity of coronary artery disease. The
suggestion is made that statin therapy and the consequential change in lipid metabolism
lead to an altered isoform 4.2 expression. Supposedly, an increased isoform 4.2 expres-

sion is accompanied by an extended left atrial diameter in AF.

In conclusion, alterations in CytOx subunit 4 isoform expression during relative hypoxia

in myocardial tissue (increase of VEGF-B expression) may serve as a compensatory



6. Summary 78

mechanism. The increase of isoform 4.2 within cytochrome c oxidase results in an opti-
mized efficiency of the energy metabolism and a limitation of ROS production. All in all,
the switch of isoform expression pattern may represent a reparatory and/or regeneratory

mechanism during AF.
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