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1. Einleitung 

1.1. Vorhofflimmern 

1.1.1. Definition, Hämodynamik, Klinik, Klassifikation 
Vorhofflimmern ist die häufigste atriale Herzrhythmusstörung.  

Beim Vorhofflimmern handelt es sich um eine supraventrikuläre Tachyarrhythmie, die 

durch unkoordinierte, atriale Erregungen gekennzeichnet ist (January et al., 2014). 

Durch die unkoordinierte Kontraktion der Vorhöfe reduziert sich die diastolische, atrial 

unterstützte Füllung der Ventrikel und es kommt zu einer Reduktion der mechanischen 

Effektivität der kardialen Funktion um bis zu 20%. Im Elektrokardiogramm (EKG) wird 

das Vorhofflimmern durch schnelle Oszillationen oder fibrillierende Wellen, die in ihrer 

Amplitude, ihrer Form und ihrem Takt variieren und häufig mit irregulären, ventrikulären 

Erregungen assoziiert sind, charakterisiert (Bellet, 1971; Falk, 2001). 

Im Gegensatz zum bisherigen Verständnis einer die Lebensqualität und Lebenszeit nicht 

signifikant beeinflussenden Erkrankung, kann man aktuell davon ausgehen, dass Vor-

hofflimmern einen deutlichen Einfluss auf die kardiovaskuläre Morbidität und Mortalität 

hat (Andrade et al., 2014; Khairy and Nattel, 2002). 

Vor allem in den Industrienationen ist die Prävalenz in den letzten Jahrzehnten merklich 

gestiegen (Ryder and Benjamin, 1999). Durch die zunehmende Alterung der Gesell-

schaft steigt die Prävalenz des Vorhofflimmerns in der Gesamtbevölkerung, aber insbe-

sondere auch in der Subpopulation der kardiovaskulär Kranken. Das Lebenszeitrisiko 

ein Vorhofflimmern zu entwickeln, wurde für 40–55-jährige Personen auf 22–26% ge-

schätzt, ab dem 55. Lebensjahr auf 37% (Go et al., 2001; Heeringa et al., 2006; Staerk 

et al., 2018). 

Das Vorhofflimmern hat einen negativen Einfluss auf den myokardialen Perfusionsdruck, 

den koronararteriellen Widerstand und die Dauer der Diastole. Gemeinsam beeinflussen 

diese Faktoren wiederum den myokardialen Blutfluss (van den Berg et al., 1998). 

Über den Verlust der synchronen atrialen mechanischen Aktivität und irreguläre ventri-

kuläre Erregungen kommt es zu unkoordinierten Phasen bradykarder und tachykarder 

arrhytmischer Herzfrequenz. Neben diesen primär als „elektrisches Remodeling“ begrif-

fenen Mechanismen kommt es weiter zu einem „strukturellen Remodeling“ (Kirchhof et 

al., 2016). 

Tachykardien reduzieren hierbei die Phasen diastolischer Koronardurchblutung und 

können somit eine erniedrigte myokardiale Kontraktionskraft mit der Folge einer vermin-

derten kardialen Auswurffraktion nach sich ziehen (Tachykardiomyopathie) (Fuster et 
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al., 2011; January et al., 2014). Die kardiale Dysfunktion geht einher mit einer Dilatation 

der kardialen Kavitäten und einem gesteigerten fibrotischen Umbau (strukturelles Re-

modeling) (Sanfilippo et al., 1990).  

Neben hoch symptomatischen Patienten, die über Palpitationen, Belastungsintoleranz 

und Leistungsminderung vor allem in den Frühphasen der Erkrankung klagen, gibt es 

vor allem Patienten mit einem langfristigen Verlauf des Vorhofflimmerns und fortgeschrit-

tenem Remodeling, die asymptomatisch sind (Falk, 2001). Die Symptome treten häufi-

ger bei jungen Patienten, dem weiblichen Geschlecht, und bei der Existenz von kardi-

ovaskulären Begleiterkrankungen auf. Laut einer Follow-up Studie des Canadian Re-

gistry of Atrial Fibrillation mit 967 Patienten reichen sie bei Erstdiagnose von unspezifi-

schen Symptomen, wie Palpitationen und Fatigue, bis hin zur Entwicklung eines akuten 

Lungenödems (Calkins et al., 2012; Kerr et al., 1996). Vorhofflimmern wird nach der 

Dauer der Erkrankung, der spontanen Termination von Episoden sowie nach den Be-

handlungsoptionen in fünf Typen klassifiziert: Erstdiagnostiziertes Vorhofflimmern, paro-

xysmales Vorhofflimmern, persistierendes Vorhofflimmern, lang-persistierendes Vorhof-

flimmern sowie permanentes Vorhofflimmern (Tabelle 1) (Kirchhof et al., 2016). 

 

 
Tabelle 1: Klassifizierung Vorhofflimmern 

Typ Definition 
Erstdiagnostiziertes Vorhofflimmern Erstdiagnostiziertes Vorhofflimmern unabhängig 

von der Dauer oder bestehenden Symptomen 

Paroxysmales Vorhofflimmern Sich innerhalb von 7 Tagen selbstlimitierendes 
oder innerhalb von 7 Tagen erfolgreich kardiover-
tiertes Vorhofflimmern  

Persistierendes Vorhofflimmern Länger als 7 Tage bestehendes oder nach 7 Tagen 
erfolgreich kardiovertiertes bzw. medikamentös 
terminiertes Vorhofflimmern 

Lang-persistierendes Vorhofflimmern Vor Beginn einer Rhythmuskontrolle über 1 Jahr 
bestehendes Vorhofflimmern 

Permanentes Vorhofflimmern Als permanent akzeptiertes Vorhofflimmern ohne 
Rhythmuskontrolle, bei Beginn einer Behandlung 
Re-Klassifizierung zu lang-persistierendem Vorhof-
flimmern 

 

 

 



Einleitung 

 3 

1.1.2. Epidemiologie 
In Studien zur epidemiologischen Ausbreitung des Vorhofflimmerns zeigt sich ein signi-

fikanter Zusammenhang zwischen der ansteigenden Prävalenz und Inzidenz des Vor-

hofflimmerns und dem zunehmenden Alter der Bevölkerung (Feinberg et al., 1995; Ja-

nuary et al., 2014; Kannel et al., 1998; Ryder and Benjamin, 1999). Ab dem fünfzigsten 

Lebensjahr verdoppeln sich sowohl die Prävalenz als auch die Inzidenz in jeder Le-

bensdekade um bis zu 9% bei 80-jährigen Patienten (Falk, 2001; Kannel et al., 1998). 

Eine auf Daten von 8,3 Millionen Patienten basierende deutsche Studie zeigte eine Ge-

samtprävalenz von 2,3% bei einem durchschnittlichen Patientenalter von 73,1 Jahren, 

wobei 55% der Betroffenen Männer waren. Die besondere Bedeutung der Erkrankung 

ergibt sich medizinisch, wissenschaftlich und wirtschaftlich aus dem erwarteten Anstieg 

der Prävalenz (Wilke et al., 2013). Europäische Schätzungen erwarten bis 2030 bis zu 

17 Mio Betroffene. Daten aus den USA gehen von einem Anstieg der Prävalenz von 5,2 

Millionen im Jahre 2010 auf 12,1 Millionen im Jahr 2030 aus (Colilla et al., 2013; Go et 

al., 2001; Krijthe et al., 2013; Miyasaka et al., 2006). Weiter belegen umfangreiche Stu-

dien, dass Männer etwa 1,5 mal häufiger betroffen sind als Frauen (Go et al., 2001; 

Kannel et al., 1998; Kirchhof et al., 2016; Ryder and Benjamin, 1999; Wilke et al., 2013).  

Im Rahmen des demographischen Wandels ist die steigende Prävalenz des Vorhofflim-

merns mit sozioökonomischen Konsequenzen verbunden (Freedman et al., 2016; Go et 

al., 2001; Le Heuzey et al., 2004). Schon heute verursacht das Vorhofflimmern immense 

Kosten für das Gesundheitssystem. Bei etwa einem Drittel der Hospitalisierungen, auf-

grund von Herzrhythmusstörungen, ist Vorhofflimmern die Ursache (Fuster et al., 2011), 

die jährlichen Kosten pro Patient liegen bei über 3000 Euro. Die Anzahl an Kranken-

hausaufenthalten, embolischen Komplikationen und Todesfällen ist bei permanentem 

Vorhofflimmern signifikant höher als bei der paroxysmalen Form (Le Heuzey et al., 2004; 

Steinberg et al., 2015). Die epidemiologischen Fakten verdeutlichen die Notwendigkeit 

einer Optimierung der Prävention und Therapie des Vorhofflimmerns, um sowohl die 

Komplikationen und Sterblichkeit als auch die Kosten für das Gesundheitssystem zu mi-

nimieren. 

 

1.1.3. Ätiologie und Risikofaktoren 
Genese und Erhalt des Vorhofflimmerns werden durch eine Vielzahl von kardialen und 

nicht-kardialen Erkrankungen und Risikofaktoren begünstigt. Unabhängige Risikofakto-

ren sind zunehmendes Alter und männliches Geschlecht. Als bedeutsamste kardiale Ri-

sikofaktoren gelten: Arterielle Hypertonie, Linksherzinsuffizienz, Koronare Herzerkran-

kungen (KHK) und Herzklappenvitien (Andrade et al., 2014; Benjamin et al., 1998; 
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Kannel et al., 1998; Kirchhof et al., 2016; Sanoski, 2009). Diese kardiovaskulären Er-

krankungen fördern eine sich progredient entwickelnde atriale Dilatation, die eine elekt-

rische Instabilität und strukturelle Veränderungen („Atriales Remodeling“) und somit die 

Entstehung von Vorhofflimmern begünstigt (Ausma et al., 1997; Sanoski, 2009).  

Zu den nicht-kardialen Risikofaktoren zählen unter anderem Zustände, die mit sympa-

thischer Überstimulation einhergehen, wie Hyperthyreose (Selmer et al., 2012), das 

Schlafapnoesyndrom (Mehra et al., 2006), aber auch übermäßiger Alkoholkonsum 

(Djoussé et al., 2004; Frost L and Vestergaard P, 2004), Diabetes mellitus (Benjamin et 

al., 1994), Übergewicht (Umetani et al., 2007; Wang TJ et al., 2004),(January et al., 

2014) sowie operative Eingriffe. 

Neben den zuvor beschriebenen Formen des Vorhofflimmerns treten Episoden von Vor-

hofflimmern im postoperativen Umfeld als sogenannte „new-onset-atrial-fibrillation“ auf. 

Bei 7,6% der nicht-kardialen Eingriffe und bei 33% der koronararteriellen Bypass-Ope-

rationen tritt ein Vorhofflimmern als Komplikation auf (Aranki et al., 1996; Polanczyk et 

al., 1998). Pathogenese und pathophysiologische Bedeutung sind hierbei weitestgehend 

unklar, jedoch gibt es Anhalt, dass elektrisches Remodeling eine Rolle spielen könnte. 

Die Persistenz des Vorhofflimmerns über die direkte postoperative Phase hinaus beträgt 

jedoch weniger als 1% und ist somit selten. Andererseits geht jene Komplikation mit 

einem zweifach erhöhten Risiko für kardiovaskuläre Morbidität und Mortalität sowie ei-

nem achtfach erhöhten Risiko für wiederkehrendes Vorhofflimmern einher (Ahlsson et 

al., 2010).  

 

Die Evaluation des Vorhofflimmerns erfolgt derzeit über EKG-Veränderungen im 12-Ka-

nal-EKG, Langzeit-Holter-EKG und mittels Eventrekorderanalysen. Pathophysiologi-

sche, strukturelle Veränderungen werden echokardiografisch anhand der Bestimmung 

der linksatrialen und linksventrikulären Dimension, der linksventrikulären Ejektionsfrak-

tion und dem Nachweis von Herzvitien wie Mitralklappeninsuffizienzen nachvollzogen 

(January et al., 2014). Reliable Biomarker, die die Risikoabschätzung oder Prävention 

des Vorhofflimmerns verbessern könnten, existieren bisher nicht. 

 

1.1.4. Prognose und Komplikationen 
Männer und Frauen der Framingham-Herz-Studie mit Vorhofflimmern zeigten ein 1,5-

1,9-fach erhöhtes Mortalitätsrisiko im Vergleich zu Gesunden (Benjamin et al., 1998). 

Durch Vorhofflimmern verursachte myokardiale und hämodynamische Veränderungen 

begünstigen das atriale Remodeling und darüber hinaus die Genese einer kardialen In-

suffizienz. Mögliche Gründe dafür sind eine erniedrigte kardiale Auswurffraktion durch 
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einen Verlust der atrialen Kontraktionskraft und ein erniedrigter koronararterieller Blut-

fluss durch eine verkürzte Diastole bei asynchroner und irregulärer ventrikulärer Erre-

gung (Fuster et al., 2011; January et al., 2014; van den Berg et al., 1998). Zudem fördert 

die erhöhte Herzfrequenz während des Vorhofflimmerns die Entwicklung einer dilatati-

ven Kardiomyopathie (Tachykardiomyopathie). Damit einhergehend ist die Genese einer 

Mitralklappeninsuffizienz möglich, die einerseits die Pathogenese des Vorhofflimmerns 

fördern, andererseits aber auch den Erhalt des Vorhofflimmerns begünstigen kann (Fus-

ter et al., 2011; January et al., 2014; Packer et al., 1986).  

 

Schwerwiegende Komplikationen des Vorhofflimmerns sind Thromboembolien, die 

durch die Ischämie abhängiger Organe Organdysfunktionen bis hin zu tödlichen Verläu-

fen eines Apoplex oder einer gastrointestinalen Ischämie führen können. 

95% aller Thromben entstehen im linken Herzohr. Das Auftreten von Thromben und em-

bolischen Ereignissen ist bei Vorhofflimmern eng mit einem erniedrigten Blutfluss asso-

ziiert (Black et al., 1994; Fatkin et al., 1994; Pop et al., 1994). Das Vorhofflimmern stellt 

somit einen unabhängigen Risikofaktor für die Entstehung ischämischer Hirninsulte dar, 

die verglichen mit Schlaganfällen anderer Genese signifikant häufiger einen schweren 

bzw. letalen Verlauf nehmen (Freedman et al., 2016; Lin et al., 1996). Das Risiko für 

einen Hirninfarkt ist bei Patienten mit Vorhofflimmern um das 4-5fache erhöht. Damit ist 

das Vorhofflimmern ursächlich für bis zu einem Drittel der embolischen Ereignisse (Bo-

gousslavsky et al., 1990; Cotter et al., 2013; Freedman et al., 2016; Wolf et al., 1987). 

Die Häufigkeit von Schlaganfällen bei Vorhofflimmern steigt mit zunehmendem Alter 

stark an (1,5% bei 50-59-Jährigen vs. 23,5% bei 80-89-Jährigen) (Benjamin et al., 1998; 

Kannel et al., 1998; Ryder and Benjamin, 1999; Wolf et al., 1991). Frauen haben dabei 

mit steigendem Alter ein höheres Risiko einen ischämischen Insult zu erleiden (Akoum 

et al., 2018).  

 

1.1.5. Therapiestrategien 
Die Therapie des Vorhofflimmerns kann der Kontrolle des Rhythmus oder der Kontrolle 

der Frequenz folgen. Während die Zielsetzung der Rhythmuskontrolle die Wiederher-

stellung und der Erhalt eines Sinusrhythmus ist, wird in der Frequenzkontrolle das Vor-

hofflimmern als permanent akzeptiert und nur eine Prävention hinsichtlich einer Ta-

chykardiomyopathie und thromboembolischer Ereignisse betrieben. Grundlage dieser 

Therapiekonzepte können medikamentöse, elektrorhythmologische, interventionelle 

oder operative Verfahren sein. 
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Medikamentöse Therapie 
Die medikamentöse Therapie des Vorhofflimmerns wird sowohl zur Rhythmus- als auch 

Frequenzkontrolle eingesetzt (mittels ß-Blockern, Digoxin, den Calciumkanalblockern 

Diltiazem und Verapamil sowie Amiodaron zur Frequenzkontrolle und Flecainid, Amio-

daron, Propafenon, Ibutile und Vernakalant zur Rhytmuskontrolle). Eine therapeutische 

Antikoagulation zur Thromboembolie-Prophylaxe kann mit Vitamin-K-Antagonisten oder 

neuen oralen Antikoagulantien wie Faktor-Xa-Inhibitoren oder Thrombinantagonisten er-

folgen (January et al., 2014; Kirchhof et al., 2016). 

Die Rhythmuskontrolle strebt die Wiedererlangung eines Sinusrhythmus an und hat ge-

genüber der Frequenzkontrolle den Vorteil, Remodeling zu unterbrechen und ein Re-

Remodeling zu ermöglichen. Hierdurch kann die Progression in ein dauerhaftes Vorhof-

flimmern verzögert oder sogar verhindert werden (De Vos et al., 2012).  

Die Effektivität der Thromboembolie-Prophylaxe muss gegenüber dem erhöhten Risiko 

für fatale, intrazerebrale Hämorrhagien abgewogen werden. Daher wird das Risiko einen 

Schlaganfall zu erleiden anhand des CHA2DS2-VASc-Score abgeschätzt (Tabelle 2) (Gy 

et al., 2010). Ab einem Punktewert von >2 ist eine Antikoagulation anzustreben (siehe 

Tabelle 2) (Camm et al., 2012; Ferrari et al., 2016). Die Blutungsrate wird mit 0,3–0,6% 

pro Jahr abgeschätzt und steigt ab einem Alter von 85 Jahren (Fang et al., 2004; Hart et 

al., 2005). Die Suche nach neuen, komplikationsärmeren Therapietargets steht im Fokus 

der aktuellen Forschung. Vor dem Bild möglicher Komplikationen scheint der Erhalt ei-

nes Sinusrhythmus wertvoll, um eine Antikoagulation vermeiden zu können. Additive 

therapeutische Targets, welche die klassische medikamentöse Therapie hierbei unter-

stützen können, könnten den therapeutischen Erfolg erhöhen. 

 

 
Tabelle 2: CHA2DS2-VASc-Score 

 Merkmal  Punkte 
C Herzinsuffizienz 1 
H Hypertension 1 
A2 Alter ≥ 75 Jahre 2 
D Diabetes mellitus 1 
S2 Z.n. Schlaganfall, TIA oder Thromboembolie 2 
V Vaskuläre Erkrankungen 1 
A Alter 65-74 Jahre 1 
Sc weibliches Geschlecht 1 
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Elektrische Kardioversion 
Ziel der elektrischen Kardioversion ist die Wiederherstellung eines Sinusrhythmus durch 

eine EKG-synchrone Abgabe eines Gleichstromimpulses mittels eines zumeist biphasi-

schen Defibrillators am sedierten Patienten. Sie gilt als Methode der Wahl bei hämody-

namisch instabilen Patienten mit neu aufgetretenem Vorhofflimmern (Kirchhof et al., 

2016).  

Aufgrund des erhöhten Risikos durch elektrische Kardioversion getriggerter arterieller 

Embolien muss bei über 48 Stunden persistierendem Vorhofflimmern eine orale Antiko-

agulation sowohl 3 Wochen vor, als auch 4 Wochen nach dem Eingriff erfolgen (Airaksi-

nen et al., 2013; Hansen et al., 2015; Kirchhof et al., 2016; Schmidt-Lucke et al., 2007). 

 

Interventionelle und chirurgische Therapie 
Medikamentöse Therapie und elektrische Kardioversion zeigen einen reduzierten Lang-

zeiterfolg. Demgegenüber können interventionelle, offen-chirurgische und minimalinva-

siv-chirurgische Verfahren eine höhere Rate an einer langfristigen Freiheit von Vorhof-

flimmern erreichen (Kyprianou et al., 2016).  

Insbesondere Patienten mit persistierender Symptomatik und Patienten mit unzu-

reichendem therapeutischen Erfolg durch Kardioversion und medikamentöse Therapie 

profitieren von diesen Methoden. Für die Anwendung bestehen nach aktuellen Leitlinien 

Klasse I und IIa Empfehlungen (Dunning et al., 2013; Kirchhof et al., 2016). 

Zur Ablation bei symptomatischem Vorhofflimmern werden zum einen die Katheterabla-

tion, zum anderen die chirurgische Ablation, die im Rahmen von chirurgischen Eingriffen 

(z.B. bei Mitralklappenoperationen) oder minimalinvasiv über Mini-Sternotomien, Mini-

Thorakotomien oder über Video-assisted thoracoscopic surgery (VATS) eingesetzt wird, 

angewendet (Kyprianou et al., 2016).  

Die Ablation eines nach Intervention persistierenden Vorhofflimmerns kann chirurgisch 

erfolgen und ebenso als operationsbegleitende Ablation bei paroxysmalem und persis-

tierendem Vorhofflimmern mit vergleichsweise höheren Erfolgsraten im Langzeitverlauf, 

jedoch auch höherer Invasivität im Vergleich zu interventionellen Verfahren (Camm et 

al., 2012).  

Grundlage ablativer Verfahren heutzutage ist es, kontrollierte Vernarbungen über Hitze-

applikation (uni-/bipolare Radiofrequenz) oder Kälte (Kryoablation) zu setzen, um Entry-

mechanismen unkontrollierter Erregungen zu unterbinden oder kreisende Erregungen 

(Rotoren) zu unterbrechen oder zu verhindern (Kyprianou et al., 2016). Höchste Erfolgs-

raten erzielte die Arbeitsgruppe Cox, die eine chirurgische Durchtrennung und Narben-

bildung zur Generierung eines elektrophysiologischen, biatrialen Labyrinthes nutze, die 
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„MAZE“-Prozedur, mit jedoch höherem chirurgischem Aufwand und Risikoprofil im Ver-

gleich zu aktuellen Methoden (Cox, 2004; Cox et al., 1996, 1991; Gaynor et al., 

2004)(Cox, 1987). 

In der Folge entwickelte die Arbeitsgruppe unterschiedliche Narbenmuster am Vorhof, 

deren aktuelle Strategie als Cox-MAZE-IV-Prozedur mit exzellenten Ergebnissen be-

schrieben ist und eine Erfolgsrate von bis zu 95% über 2 Jahre erzielt (Damiano Jr et 

al., 2003; Gaynor et al., 2004; Gillinov and McCarthy, 2004). 

Neben diesen etablierten Linienkonzepten bestehen eine Vielzahl unterschiedlicher Li-

nienführungen, bi- oder monoatriale Behandlungskonzepte, Radio- Kryo- oder Kombi-

nationsanwendungen und peritherapeutische Therapieregime, sodass Ergebnisse un-

terschiedlicher Zentren wenig einheitlich und vergleichbar, jedoch stets höher sind, wenn 

ein rhythmologisch interventionelles und rhythmuschirurgisches Hybrid-Stufenschema 

gewählt wird (Kyprianou et al., 2016).  

Die Effektivität eines interventionellen Vorhofverschlusses oder einer chirurgischen Vor-

hofresektion zur Thromboembolie-Prophylaxe ist aktuell Gegenstand klinischer Untersu-

chungen und nicht abschließend geklärt, sodass eine dahingehende generelle Thera-

pieempfehlung nicht gegeben wird (Kirchhof et al., 2016).  

Vor dem Hintergrund der pathophysiologischen und prognostischen Bedeutung des 

symptomatischen Vorhofflimmerns als eigenständige Indikation, werden so erkrankte 

Patienten zunehmend auch alleinstehend minimalinvasiv mit günstigem Risikoprofil the-

rapiert (Cox, 2004; Gaynor et al., 2004; Matsutani et al., 2008; van Laar et al., 2017).  

Prädiktoren des therapeutischen Erfolges sind die Transmuralität und Kontinuität der 

Ablationslinien und eine klinische Nachsorge der Patienten, die das atriale und kardiale 

Re-Remodeling unterstützen soll. Hierzu können additive therapeutische Targets die auf 

eine Reduktion des fibrotischen Umbaus und eine metabolische Rebalancierung des 

Myokards fokussieren eine wertvolle Ergänzung der bisherigen standardisierten antiar-

rhythmischen Therapie sein. 

 

1.1.6. Pathophysiologie des Vorhofflimmerns 

Atriales Remodeling  
In der Literatur werden zwei elektrophysiologische Mechanismen beschrieben, die Vor-

hofflimmern auslösen: zum einen die fokale Aktivierung von Flimmerwellen, meist aus-

gehend von atrialem Gewebe im Bereich der Pulmonalvenen (Jai¨s et al., 1997), zum 

anderen kreisende Erregungen (Reentry-Erregungen), die multifokal im Atrium entste-

hen und sich gegenseitig erhalten (Moe and Abildskov, 1959). 
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Das atriale Myokard reagiert auf das Flimmern mit verschiedenen Anpassungsmecha-

nismen, die unter dem Begriff „Atriales Remodeling“ zusammengefasst werden. Diese 

Mechanismen verstärken sich wechselseitig im Sinne eines Circulus vitiosus: „Vorhof-

flimmern unterhält Vorhofflimmern“ (Wijffels et al., 1995). Remodeling Mechanismen 

greifen hierbei auf elektrischer, kontraktiler und struktureller Ebene an (Allessie et al., 

2002a).  

 

Elektrisches Remodeling 
Erste pathologische Veränderungen im Rahmen des Vorhofflimmerns während der 

Stunden bis Tage dauernden Initialphase der Erkrankung zeigen erniedrigte Aktionspo-

tentiale mit verkürzter Refraktärzeit und daraus resultierender Tachykardie. Grundlage 

ist die Reduktion von L-Typ Ca2+-Kanälen (Heijman et al., 2016). Die Rekonstruktion in 

eine normale Refraktärzeit korreliert hierbei negativ mit der Dauer vorhergehender ar-

rhythmischer Phasen (Hobbs et al., 2000). Diese als elektrisches Remodeling bezeich-

neten Veränderungen zeigen eine Progression im Laufe der Erkrankung. (Allessie et al., 

2002a). 

Während elektrisches Remodeling die Neogenese, nicht jedoch unbedingt den Erhalt 

des Vorhofflimmerns begünstigt, unterstützt die persistierende Reduktion der Refraktär-

zeit weitere Mechanismen des kontraktilen und strukturellen Remodelings (Wijffels et al., 

1995). 

 

Kontraktiles Remodeling 

Elektrisches und kontraktiles Remodeling unterhalten sich gegenseitig durch die Reduk-

tion von L-Typ Ca2+-Kanälen und dem daraus folgenden verminderten Ca2+-Einstrom in 

die Zelle (Leistad et al., 1996; Nattel, 1999). Die genauen Mechanismen des kontraktilen 

Remodelings sind noch nicht vollständig geklärt.  

Während elektisches Remodeling auch nach lang anhaltendem Vorhofflimmern rasch 

reversibel zu sein scheint, verläuft die Erholung des kontraktilen Apparates verzögert. 

Grund dafür ist am ehesten die durch Vorhofflimmern induzierte Myolyse und der nur 

langsame Wiederaufbau von Sarkomeren (Allessie et al., 2002a; Schotten et al., 2001).  

Die Reduktion der atrialen Kontraktionskraft kann zu einer Zunahme der myokardialen 

Compliance und folgend zunehmender Dilatation der Vorhöfe führen. Diese wiederum 

korreliert positiv mit der Persistenz von Flimmerwellen was wiederum als Stimulus für 

strukturelles Remodeling über eine Zunahme der Extrazellulärmatrix (ECM) fungiert (Al-

lessie et al., 2002b; Heijman et al., 2016; Shi et al., 2001).  
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Strukturelles Remodeling und Atriale Fibrose 

Der persistierende Dehnungsstimulus als hypertropher Reiz begünstigt die Bildung von 

ECM mit dem Resultat der atrialen Fibrose (Allessie et al., 2002b; Ausma et al., 1997).  

Das strukturelle Remodeling ist ein langsamer, sich über Monate hinziehender Prozess 

(Manning et al., 1994). Beim strukturellen atrialen Remodeling kommt es, neben den 

bereits beschriebenen fibrotischen Umbauprozessen mit Zunahme der ECM und atrialer 

Vergrößerung, auch zu Veränderungen der zellulären Ultrastruktur (z.B. Myolyse, Gly-

kogen-Akkumulation) und zur Entstehung von Myofibroblasten (Chaldoupi et al., 2009; 

Gollob, 2008). In der vorliegenden Arbeit werden insbesondere Mechanismen analysiert, 

die über eine Akkumulation der ECM zur atrialen Fibrose führen. 

 

Die Fibrose ist histologische Grundlage des strukturellen atrialen Remodelings (Yue et 

al., 2011a). Hämodynamisch kommt es bei Patienten mit ausgeprägter atrialer Fibrose, 

aufgrund der mechanischen Steifigkeit, des Vorhofes im Verlauf zu einer diastolischen 

und systolischen Herzinsuffizienz (Daniels et al., 2009).  

Es gilt als gesichert, dass Vorhofflimmern eine Ursache für die Entstehung einer atrialen 

Fibrose sein kann. Umgekehrt ist die Fibrose an der Aufrechterhaltung von Vorhofflim-

mern und dessen Progression von einem paroxysmalen zu einem permanenten Verlauf 

beteiligt und verschlechtert dessen Outcome (Burstein and Nattel, 2008; Hansen et al., 

2017; Nattel, 2017; Nattel et al., 2008; Poudel et al., 2015). Bei Patienten mit Vorhofflim-

mern wurde im Vergleich zu Patienten mit Sinusrhythmus häufiger eine atriale Fibrose 

festgestellt (Boldt et al., 2004; Kostin et al., 2002). In Vorversuchen zu der vorliegenden 

Arbeit konnte gezeigt werden, dass die rechtsatriale Fibrosierung bei Patienten mit per-

manentem oder paroxysmalem Vorhofflimmern nach erfolgreicher MAZE-Prozedur we-

sentlich geringer ist als bei Patienten, bei denen die Operation nicht erfolgreich war 

(Niemann et al., 2016) (Abbildung 1). Aus diesen Befunden leitet sich die Hypothese ab, 

dass die Ausprägung der rechtsatrialen Fibrose einen Einfluss auf den Erfolg von MAZE-

Prozeduren haben könnte. Damit stellen Fibrose-assoziierte Faktoren, Signalkaskaden 

und Regulatoren potentielle Targets für eine Behandlungsoptimierung bei Vorhofflim-

mern dar. 
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Abbildung 1: Fibrosierung von rechtsatrialem Gewebe nach Maze-Prozedur. Skalierung 100 µm. (Niemann 
et al., 2016) 

 

Fibroblasten machen einen Anteil von etwa 75% aller kardialen Zellen aus (Camelliti et 

al., 2005; Carver et al., 1991). Es handelt sich um phänotypisch heterogene Zellen, die 

sich in Abhängigkeit vom Gewebetyp und von physiologischen Umständen unterschei-

den (Souders et al., 2009). 

In den letzten Jahren rückte die aktive Rolle kardialer Fibroblasten, für die kardiale Ent-

wicklung und für pathologische Prozesse beim strukturellen kardialen Remodeling, in 

den Fokus der Forschung (Souders et al., 2009). Fibroblasten steuern die Proliferation, 

Migration, Myofibroblasten-Differenzierung, Produktion von ECM und Sekretion ver-

schiedener Zytokine und Wachstumsfaktoren (Souders et al., 2009; Travers et al., 2016).  

Fibroblasten können die atriale Reizweiterleitung und somit das elektrische kardiale Re-

modeling durch die übermäßige Produktion von ECM-Proteinen, die bei strukturellen 

Umbauprozessen myokardiale Muskelfaserbündel voneinander isolieren, direkt beein-

flussen. Dabei entstehen lokal physikalische Barrieren der Reizweiterleitung (Camelliti 

et al., 2005; Carver et al., 1991). Die elektrische Reizweiterleitung kann auch durch die 

direkte Kopplung von elektrisch nicht-erregbaren Fibroblasten an Kardiomyozyten ge-

stört werden (Yue et al., 2011a). Somit wird sowohl auf elektrischer als auch auf struk-

tureller Ebene die Entstehung und Erhaltung von Vorhofflimmern durch Fibroblasten 
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bzw. Myofibroblasten (siehe Abschnitt Transdifferenzierung zu Myofibroblasten) be-

günstigt. 

 

Extrazellulärmatrix  
Die ECM wird durch Fibroblasten produziert und füllt den interzellulären Spalt aus. Ihre 

Hauptbestandteile sind die Grundsubstanz einerseits und ein Fasernetzwerk anderer-

seits. Das Netzwerk von hauptsächlich kollagenen Fasern unterstützt die strukturelle und 

mechanische Stabilität aber auch die Elastizität (elastische Fasern) und Compliance im 

Herzen (Souders et al., 2009), indem es Zellen des Myokards verbindet, mechanische 

Signale überträgt und ein Gerüst für Myozyten und andere Zellen bildet. Darüber hinaus 

ist die ECM ein Zytokinreservoir und an der Signaltransduktion innerhalb der Gewebe 

beteiligt. Zusätzlich reguliert sie die Flüssigkeitsbewegung des Extrazellulärraumes und 

moduliert die Aktivität vieler Wachstumsfaktoren (Daniels et al., 2009). Die Kollagene 

machen den Großteil der strukturellen ECM-Proteine aus (Iraqi et al., 2009). Daneben 

sind in der ECM auch adhäsive Proteine wie Fibronektin und Laminin, verschiedene 

Wachstumsfaktoren, Proteoglykane und weitere Glykoproteine enthalten (Bowers et al., 

2010; Corda et al., 2000).  

Im Rahmen des kardialen Remodelings entsteht ein profibrotisches Milieu, das zu einer 

Hyperfibrosierung des Myokards beiträgt (Nattel, 2017). 

 

Das unter physiologischen Bedingungen bestehende Gleichgewicht aus Kollagenabbau 

und -aufbau ist unter pathologischen Umständen gestört (Daniels et al., 2009). Kolla-

gene sind die vorherrschende Proteingruppe der ECM. Es existieren mindestens 28 ver-

schiedene Kollagentypen, allein sechs davon im Myokard, mit unterschiedlichen Eigen-

schaften und Regulationsmechanismen (Chapman et al., 1990; Iruela-Arispe and Sage, 

1991; Kitamura et al., 2001). Die Akkumulation von Kollagen-I sowie die Quervernetzung 

von Kollagenfasern ist charakteristisch für das kardiale Remodeling und die Entwicklung 

kardialer Fibrose. Kollagen-I und -III bilden zusammen über 90% des kollagenen Netz-

werkes im Herzen (Nattel, 2017, ; Weber, 1989). Kollagen-I zeichnet sich durch seine 

hohe Zugfestigkeit aus, die dem kollagenen Netzwerk die nötige Stabilität verleiht (Linke 

et al., 1994). Kollagen-III besteht aus feinen, dehnbaren Fibrillen, die das strukturelle 

Netzwerkes erhalten (Weber, 1989). Die Kollagensynthese wird auto- und parakrin durch 

Transforming growth factor-β (TGF-β) und Komponenten des Renin-Angiotensin-Al-

dosteron-System (RAAS) reguliert (Weber, 2004). 

Fibonektin ist ein weiteres multifunktionelles Glykoprotein der ECM verschiedener Ge-

webe, spielt eine maßgebliche Rolle bei Zell-Matrix Interaktionen (Stenman and Vaheri, 
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1978) und ist an Zell-Migration, Fibroblasten-Differenzierung und dem Erhalt des kardi-

alen Remodelings beteiligt (Graham et al., 2008; Hynes, 1985). Fibronektin bildet zu-

sammen mit Laminin eine Brücke für die Kopplung von Myozyten an das Kollagen-Netz-

werk (Daniels et al., 2009). Fibronektin wird sowohl von Fibroblasten als auch von En-

dothelzellen und Keratinozyten gebildet (Uitto et al., 1989). Als Reaktion auf mechani-

schen Stress, erhöht sich zunächst die Fibronektin- und anschließend die Kollagen-Bio-

synthese (Swynghedauw, 1999). Verschiedene Isoformen des Fibronektins mit ED-A  

oder ED-B Domänen entstehen durch alternatives Spleißen und begründen die jeweilige 

Substratspezifität (Corda et al., 2000). ED-A-Fibronektin ist für die Myofibroblasten-Ak-

tivierung durch TGF-β unverzichtbar und steigert somit indirekt die Expression von α-

smooth muscle actin (α-SMA) und Kollagen-I (Serini et al., 1998). 

 

Transdifferenzierung zu Myofibroblasten  
Unter physiologischen Bedingungen kommen im Myokard keine Myofibroblasten vor 

(Sun and Weber, 2000). Unter pathologischen Bedingungen jedoch sind sie die Haupt-

produzenten der ECM und als solche erheblich für die Gewebefibrosierung verantwort-

lich (Calderone et al., 2006; Gabbiani, 2003a; Travers et al., 2016). Myofibroblasten ent-

stehen durch die Transdifferenzierung von Fibroblasten. Die drei Hauptstimuli dieses 

Prozesses sind mechanischer Stress, sowie die TGF-β- und ED-A-Fibronektin-Sekretion 

(Gabbiani, 2003a; Serini et al., 1998).  

Myofibroblasten enthalten im Gegensatz zu Fibroblasten einen kontraktile Apparat und 

zeichnen sich durch die Expression von α-SMA aus (Gabbiani, 2003a; Travers et al., 

2016). Durch die exzessive Produktion von ECM und Kontraktion von Granulationsge-

webe sind sie maßgeblich an Wundheilungsprozessen und an der kardialen Fibrosie-

rung beteiligt (Gabbiani et al., 1972; Travers et al., 2016). Außerdem produzieren sie 

Wachstumsfaktoren und Zytokine, die wiederum Fibroblasten aktivieren (Yue et al., 

2011a).  

α-SMA gilt als wichtigster Marker dieser Transdifferenzierung (Gabbiani, 2003a). Durch 

kontraktile Proteine wie α-SMA können Myofibroblasten während Wundheilungsprozes-

sen und reparativem Remodeling mechanische Spannung halten und einen schnellen 

Wundverschluss gewährleisten (Gabbiani, 2003b; Sun and Weber, 2003).                                                                                                                                          
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1.1.7. Signalgebung beim strukturellen Remodeling des Vorhofs 

Transforming growth factor -β 
Die pleiotropen Proteine der TGF-β Superfamilie fungieren u.a. als Downstream-Media-

toren von Angiotensin II und werden sowohl in Kardiomyozyten als auch in Fibroblasten 

exprimiert (Rosenkranz, 2004) (Schiller et al., 2004). 

TGF-β reguliert eine Vielzahl von Zellfunktionen, die bei einer Dysregulation zur atrialen 

Fibrose und zum Vorhofflimmern führen (Schiller et al., 2004; Travers et al., 2016; Ver-

heule et al., 2004). Die atriale TGF-β-Expression bei persistierendem Vorhofflimmern ist 

signifikant erhöht und korreliert positiv mit dem Fibrosegrad des untersuchten Myokards 

(Li et al., 2013a). TGF-β induziert die Proliferation und Transdifferenzierung kardialer 

Fibroblasten zu Myofibroblasten (Souders et al., 2009; Tomasek et al., 2002a) und sti-

muliert diese zur Produktion von α-SMA (Desmoulière et al., 1993). Weiter ist es in die 

Regulation der Bildung von ECM-Proteinen (Kollagen-I und -III, Fibronektin und Proteo-

glykane) durch Fibroblasten eingebunden (Heimer et al., 1995; Verrecchia and Mauviel, 

2002) und führt über die Reduktion der Kollagenase-Produktion und Stimulation von 

Tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP) zu einem erniedrigten ECM-Abbau und ei-

ner exzessiven ECM-Akkumulation (Khan and Sheppard, 2006; van Rooij and Olson, 

2009). Darüber hinaus steigert TGF-β seine eigene Expression in Myofibroblasten (Ro-

senkranz, 2004) und reguliert die CTGF-Expression (Nattel, 2017). 

 

Connective tissue growth factor 
Matrixzelluläre Proteine sind eine Gruppe von ECM-Proteinen, die Zell-Matrix-Interakti-

onen und zelluläre Funktionen modulieren, ohne selbst ein strukturelles Element der 

ECM zu sein. Typische Vertreter dieser Gruppe sind CNN-Proteine, wozu auch connec-

tive tissue growth factor (CTGF oder CNN2) gehört (Chuva de Sousa Lopes et al., 2004). 

CTGF ist ein komplexes Molekül mit multiplen Domänen, die an verschiedene Zellrezep-

toren und ECM-Proteine (u.a. TGF-β) binden (Brigstock, 2010). CTGF reguliert die ECM-

Hämostase (Daniels et al., 2009). Über die Modulation verschiedener Signale beeinflusst 

es die Zelladhäsion, skelettale Entwicklung (Ivkovic et al., 2003) und Angiogenese (Hall-

Glenn et al., 2012; Kubota and Takigawa, 2006). Im Rahmen von pathologischen Zu-

ständen spielt CTGF eine wichtige Rolle bei der Wundheilung und Fibrosierung von Ge-

weben (Ihn, 2002). Die CTGF-Expression korreliert mit einer Vielzahl kardialer Erkran-

kungen, wie Myokardinfarkt, arterielle Hypertonie oder Herzinsuffizienz (Ahmed et al., 

2005; Blom et al., 2002; Daniels et al., 2009; Dean et al., 2005; Koitabashi et al., 2007). 

CTGF ist an der Aktvierung von Fibroblasten zur Proliferation, Differenzierung und ECM-

Produktion beteiligt (Daniels et al., 2009; Dorn et al., 2018; Zhang et al., 2004), für die 
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Weitergabe von TGF-β-Signalen in Fibroblasten verantwortlich (Chen et al., 2000; Dorn 

et al., 2018) und fördert durch die direkte Bindung von Fibronektin die Adhäsion von 

Fibroblasten an Fibronektin (Chen et al., 2004). Die CTGF-Expression wird durch me-

chanischen Stress und inflammatorische Prozesse, beispielsweise im Rahmen von kar-

dialen Erkrankungen, reguliert (Ahmed et al., 2004; Chen et al., 2000; Schild and Trueb, 

2002).  

Alleinige CTGF-Überexpression in Abwesenheit co-stimulierender Signale wie TGF-β 

oder Fibronektin kann jedoch keine persistierende hepatische oder pulmonale Fibrose 

bei Menschen und Mäusen induzieren (Bonniaud et al., 2003; Tong et al., 2009). 

Im Rahmen myokardialer Fibrose (Chuva de Sousa Lopes et al., 2004; Dorn et al., 2018) 

und in rechtsatrialen Proben bei permanentem Vorhofflimmern ist die CTGF-Expression 

signifikant erhöht (Li et al., 2013a). Im atrialen Myokard von Patienten mit Vorhofflim-

mern besteht eine positive Korrelation zwischen der TGF-β- und CTGF-Expression und 

dem Fibrosegrad des rechtatrialen Gewebes (Li et al., 2013a).  

Die Fibrose im Rahmen des Remodelings bei Patienten mit kardialer Dysfunktion korre-

liert mit der Steigerung der myokardialen Expression von CTGF-messenger-Ribonukle-

insäure (mRNA) und der fibroblastären Expression von Kollagen-I-mRNA dieser Patien-

ten (Koitabashi et al., 2007). 

 

 

1.2. MicroRNAs 

1.2.1. Definition 
MicroRNAs sind etwa 22 Nukleotid kurze, nicht-kodierende Einzelstrang-RNA-Moleküle, 

die für die Regulation der Genexpression auf post-transkriptioneller Ebene von Bedeu-

tung sind (Bartel, 2004). Die Bindung von microRNAs an die 3’ nicht-translatierte Region 

(UTR) ihrer Ziel-mRNA führt über eine Translationshemmung oder den Abbau der Tar-

get-mRNA zu einer reduzierten Proteinbiosynthese ganzer Protein-Netzwerke (Bartel, 

2004). Eine einzelne microRNA kann hunderte von Genen regulieren und umgekehrt 

kann ein Gen durch multiple microRNAs kontrolliert werden (Akerman and Mukherjee, 

2013). Die Datenbank miRBase listet über 2600 verschiedene humane microRNA-Se-

quenzen, die über 60% aller proteinkodierenden Gene regulieren (Kozomara et al., 

2019). 

In den letzten Jahren konnte die Bedeutung von microRNAs für die Regulation physio-

logischer Funktionen (z.B. Proliferation, Differenzierung, Apoptose) in vielen Zellen des 

Körpers nachgewiesen werden (Wang, 2010).  



Einleitung 

 16 

Andererseits begünstigen microRNA-Dysregulationen pathologische Prozesse (Latro-

nico and Condorelli, 2009). Eine Fehlexpression von microRNAs korreliert mit einer Viel-

zahl von Erkrankungen wie Karzinomerkrankungen (z.B. Bronchial-, Mamma- Pankreas-

, Kolorektale- und Hepatozelluläre Karzinome) (Blenkiron and Miska, 2007), Alzheimer 

(Hugon and Paquet, 2008), Diabetes und kardiovaskulären Erkrankungen (Rooij et al., 

2008a) (Catalucci et al., 2009).  

 

1.2.2. Biogenese 
Die Synthese von microRNAs erfolgt in mehreren Schritten im Nukleus und im Zyto-

plasma der Zelle. Viele microRNA-Sequenzen sind innerhalb von Introns proteinkodie-

render oder nicht-proteinkodierender Gene lokalisiert, können aber auch innerhalb von 

Exons liegen (Rodriguez et al., 2004). Etwa die Hälfte der microRNAs bilden polycistro-

nische Verbände, deren primäre Transkripte mehrere microRNAs enthalten (Lagos-

Quintana et al., 2001). Einige microRNAs werden von mehreren Genabschnitten kodiert 

(Lagos-Quintana et al., 2001). MicroRNA-Gene werden zum Großteil von der RNA-Po-

lymerase II zu einem mehrere Kilobasen langen Primärtranskript prozessiert (primary 

microRNA; pri-microRNA), das über einen 3’-Poly-A-Schwanz und eine 5’7-Methylgua-

nosin-Kappe verfügt (Cai et al., 2004; Lee et al., 2004). Die pri-microRNA bildet eine 

charakteristische Schleifen- oder Haarnadel-Struktur, die die reife microRNA-Sequenz 

enthält. Durch einen Komplex aus dem RNAse-II-Enzym Drosha und dem RNA-binden-

den Kofaktor DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 8) wird die pri-microRNA zu 

der etwa 60–100 Nukleotid großen, schleifenförmigen precursor-microRNA (pre-

microRNA) prozessiert (Gregory et al., 2004; Lee et al., 2003). Im Anschluss erfolgt der 

Transport der pre-microRNA ins Zytoplasma (Bohnsack et al., 2004; Yi et al., 2003), wo 

das RNAseIII-Enzym Dicer unter Interaktion mit den Faktoren TRBP (TAR-RNA binding 

protein) und PACT (PKR activation protein) (Chendrimada et al., 2005; Lee et al., 2006), 

die Schleife zu einem microRNA-Duplexmolekül, mit einer Länge von etwa 22 Nukleoti-

den, zerschneidet. Der stabilere 3’microRNA-Einzelstrang wird von dem komplementä-

ren Strang gelöst und als reife microRNA (Hutvágner et al., 2001; Latronico and Condo-

relli, 2009) in den sogenannten miRISC (RNA-induced-silencing-complex) oder Mirgo-

naute-Effektorkomplex eingeführt, der das Gen-Silencing vermittelt (Gregory et al., 2005; 

Rana, 2007). Neben den Komponenten Dicer und TRBP bildet das Argo2-Protein (Ar-

gonaute 2- Protein) das katalytische Kernstück des miRISC-Komplexes, indem es die 

Bindung von microRNA und mRNA ermöglicht (Gregory et al., 2005). In Abhängigkeit 

vom Grad der Komplementarität von microRNA und Ziel-mRNA, können microRNAs 

eine partielle oder komplette Translationshemmung oder eine vollständige Destruktion 
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der mRNA initiieren (Latronico and Condorelli, 2009; van Rooij and Olson, 2007). Einen 

Überblick über die microRNA-Biogenese gibt Abbildung 2. 

 

 

 
Abbildung 2: microRNA Biogenese (Mit freundlicher Genehmigung der Nature Publishing Group)  

 

1.2.3. microRNAs bei kardialen Erkrankungen 
Erste Daten zur Bedeutung von microRNAs im Herzen stammen aus dem Jahr 2006 

(van Rooij et al., 2006). MicroRNAs sind in die Kontrolle von myokardialer Angiogenese, 

Metabolismus und Alterung involviert. Die microRNA Über- oder Unterexpression sowie 

die Blockade von microRNAs, bietet therapeutische Targets zur Beeinflussung kardialer 

und myokardialer Mechanismen und Pathologien (Boon et al., 2013; el Azzouzi et al., 

2013; Wang et al., 2008). Einzelne microRNAs spielen eine Schlüsselrolle bei der Ent-

wicklung und Erhaltung der kardialen Hypertrophie (miR-208, miR-1 und miR-133a, miR-

29a) (Carè et al., 2007; Roncarati et al., 2014; Rooij et al., 2007), der Herzinsuffizienz 

(miR-320a, miR-22, miR-423-5p und miR-92b) (Goren et al., 2012) sowie von Kardio-

myopathien (miR-499) (Matkovich et al., 2012) und Myokardinfarkten (miR-133a, miR-

1) (Liebetrau et al., 2013). Eine funktionelle Relevanz für die myokardiale Fibrose durch 

die Expression von microRNA-Clustern konnte nachgewiesen werden. Einige microR-

NAs können die Expression multipler Fibrose-assoziierter Proteine direkt inhibieren 
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(Adam et al., 2012; Nattel, 2017; Rooij et al., 2008b; Thum et al., 2008). Andere induzie-

ren die kardiale Fibrose sekundär über kardiale Dysfunktionen (Adam et al., 2012; Rooij 

et al., 2008b; Thum et al., 2008; Wijnen et al., 2013). MiR-21 und miR-29 gelten als 

profibrotische Schlüssel-microRNAs (Adam et al., 2012; Rooij et al., 2008b; Thum et al., 

2008; Wijnen et al., 2013). 

Im Rahmen der Pathogenese und des Erhaltes des Vorhofflimmerns sind profibrotische 

Signalwege unter der Regulation von microRNAs ebenfalls von Bedeutung (Nattel and 

Harada, 2014; Wakili et al., 2011).  

In atrialem Gewebe von Patienten mit persistierendem Vorhofflimmern konnte eine deut-

liche Expressionssteigerung von miR-21, miR-23b und miR-199b detektiert werden 

(Nishi et al., 2013). Im Serum von Patienten mit persistierendem Vorhofflimmern zeigte 

sich ebenfalls eine Erhöhung von weiteren microRNAs (miR-99a-5p, miR-192-3p miR-

214-3p und miR-342-5p, miR-21 und miR-150) (Galenko et al., 2019; Natsume et al., 

2018). MicroRNAs können somit additive therapeutische Targets darstellen, um das pe-

ritherapeutische Re-Remodeling zu unterstützen und den therapeutischen Erfolg ablati-

ver Maßnahmen zu sichern (Poudel et al., 2015; Thum, 2014). 

 

1.2.4. miR-133a 
Die muskelspezifische miR-133a gehört zu den am stärksten exprimierten microRNAs 

im Herzmuskelgewebe (Lagos-Quintana et al., 2002). Die Expression der miR-133a in 

Kardiomyozyten liegt um den Faktor 15 höher als in Fibroblasten, daher sprechen einige 

Autoren von einer Kardiomyozyten-spezifischen Expression (Duisters et al., 2009; Lat-

ronico and Condorelli, 2009). Während der Effekt der miR-133a in Kardiomyozyten gut 

untersucht ist, ist der Einfluss der miR-133a in kardialen Fibroblasten im Hinblick auf die 

Entstehung und Erhaltung der atrialen Fibrose und des Vorhofflimmerns weitgehend un-

bekannt. 

Die Expression von miR-133a erfolgt als ein Teil eines bicistronischen Verbandes mit 

miR-1. Die beiden microRNAs werden gemeinsam zu einem primären Transkript umge-

schrieben und anschließend zu unabhängigen, reifen microRNAs prozessiert (Chen et 

al., 2006). miR-1 und miR-133a gehören zu den verbreitetsten muskelspezifischen 

microRNAs. Sie erfüllen wichtige Funktionen bei der Modulation der skelettalen Muskel-

proliferation und Differenzierung in Myoblasten während der Kardiogenese. MiR-133a 

fördert die Myoblasten-Proliferation, indem es die mRNAs des Transkriptionsfaktors Se-

rum-Response-Factor (SRF) und Cyclin D2 bindet (Chen et al., 2006).  

miR-133a kommt in zwei Isoformen (miR-133a-1, miR-133a-2) vor. Beide spielen essen-

tielle Rollen bei der Kardiogenese und kardialen Funktion (Li et al., 2018; Liu et al., 
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2008). MiR-133a-1- und miR-133a-2 doppel-Knockouts führen bei Mäuseembryonen zu 

dünnwandigen Herzwänden und letalen Septumdefekten und bei überlebenden erwach-

senen Mäusen zu dilatativen Kardiomyopathien mit exzessiver Fibrose. Dieses Phäno-

men konnte auf eine erhöhte Zellproliferation und ein hypertrophes Wachstum des Herz-

gewebes durch die fehlende Repression von miR-133a zurückgeführt werden (Liu et al., 

2008). 

Andererseits konnte die protektive Regulation durch eine Expressionssteigerung von 

miR-133a bei diversen Pathologien nachgewiesen werden (Matkovich et al., 2010). Die 

miR-133a Expression inhibiert kardiale Hypertrophie und reduziert hypertrophie- und in-

farktassoziierte kardiale Fibrose (Carè et al., 2007; Li et al., 2010; Xiao et al., 2019). Eine 

verminderte Expression wurde bei physiologischen und pathologischen Hypertrophien 

nachgewiesen. Im Serum von Patienten mit akutem Myokardinfarkt wurde eine erhöhte 

miR-133a-Expression detektiert, die als Marker für kardiomyozytäre Nekrose verstanden 

wird (Kuwabara et al., 2011). Die miR-133a-Überexpression führt bei oxydativem Stress 

zu einer CASP9 abhängigen Reduktion der Kardiomyozyten-Apoptose (Matkovich et al., 

2010; Xu et al., 2007). 

MicroRNA-133a scheint sowohl hinsichtlich der Regulation von elektrischem als auch 

strukturellem Remodelings von Bedeutung zu sein. Eine verminderte miR-133a-Expres-

sion verändert die Expression verschiedener Ionenkanäle (Chen et al., 2003; Luo et al., 

2008, 2007; Xiao et al., 2008). Die dadurch entstehende Verkürzung des Aktionspoten-

tials begünstigt das elektrische Remodeling und ist mit Arrhythmien assoziiert (Wang et 

al., 2011). 

Einige Studien belegen den antifibrotischen Effekt von miR-133a durch die Regulation 

der Expression von CTGF, TGF-β und Kollagen Typ I (Duisters et al., 2009; Liu et al., 

2008; Shan et al., 2009; Yu et al., 2019) und beschreiben eine funktionelle Relevanz für 

das atriale Remodeling (Shan et al., 2009; Yu et al., 2019).  

Somit ergibt sich nicht nur eine Bedeutung von miR-133a als Biomarker, sondern dar-

über hinaus eine Bedeutung als therapeutisches Target für atrial-myokardiales Remo-

deling.  
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1.3. Fragestellung der Arbeit 
Kardiovaskuläre Komplikationen von Vorhofflimmern gehen mit einer erhöhten Morbidi-

tät und Mortalität einher. Atriales Remodeling wird durch frühe elektrische Modulation 

und pro-fibrotische Signalkaskaden verstärkt. Die resultierende atriale Fibrose gilt als 

strukturelles Substrat für die Entwicklung und den Erhalt von Vorhofflimmern. 

Die Rolle kardialer microRNAs, als wichtige Regulatoren der atrialen Fibrose, konnte in 

den vergangenen Jahren bestätigt werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen 

die Expression der microRNA-133a und die von ihr regulierten, zu einer atrialen Fibrose 

führenden Signalwege in kardialen Fibroblasten identifiziert und hinsichtlich ihrer Nutz-

barkeit als Biomarker sowie als therapeutisches Ziel bei Vorhofflimmern im Rahmen der 

chirurgischen Therapie untersucht werden.  

 

 

Vor diesem Hintergrund liegt der Fokus der vorliegenden Arbeit auf folgenden Fragen: 

1. Regulieren miR-133a-Signalwege die atriale Fibrose bei Vorhofflimmern? 

2. Kann miR-133a als Biomarker genutzt werden? 

3. Kann miR-133a als therapeutisches Target genutzt werden? 
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2. Materialien 

2.1. Geräte  

Gerät Hersteller 
Abzug Herasafe KS Thermo Scientific, Langenselbold 
Brutschrank BBD 6220 Heraeus Thermo Scientific, Langenselbold 
Brutschrank Sanyo CO2 Inkubator Sanyo, Japan 
Elektrophorese Netzgerät Consort EV261 Biozym Scientific GmbH, Oldendorf 
Elektrophoresekammern Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Feinwaage ALJ 160-4NM Kern & Sohn GmbH, Balingen 
Feinwaage ScoutPro Ohaus, Schweiz 
Fusion Fx7 Detektionssystem Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Glasgeräte Schott, Mainz 
Inkubator  Memmert GmbH & Co.KG, Schwabach 
Kryotom Cryostat SLEE, Mainz 
Magnetrührer L-73 Kisker Biotech, Steinfurt 
Micro Pulser Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Mikroskop Keyence BZ 8000K Keyence GmbH, Neu-Isenburg 
Mikroskop Olympus CK2 Olympus, Hamburg 
Mikroskop Olympus CKX41 Olympus, Hamburg 
Mikroskop Olympus IX70 Olympus, Hamburg 
Mikroskop TMS-F Typ 102 Nikon GmbH, Düsseldorf 
Monitor Typ Observation Monitor Philips Deutschland GmbH, Hamburg 
Nano Drop® ND-1000 Peqlab Biotechnologie MgbH, Erlangen 
Neubauer-Zählkammer Fein-Optik, Bad Blankenburg 
pH-Meter HI 223 Hannah Instruments GmbH, Hamburg 
Präparationsbesteck Aesculap, Tuttlingen 
Precellys®24 Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Rührer MR3001 Heidolph Heidolph Instruments, Schwabach 
Schüttler Termoshake C. Gerhardt GmbH Co.KG, Königswinter 
Thermoblock TRIO Biometra GmbH, Göttingen 
Thermocycler MX3000P Stratagene Co., La Jolla, USA 
Thermocycler T3 Biometra GmbH, Göttingen 
Thermocycler T48 Biometra GmbH, Göttingen 
Top-Mix 11118 Top-Mix 11118 Fisher Bioblock, Scientific, Schwerte 
UV-Tisch Schütt Labortechnik, Göttingen 
Vortexer Heidolph REAX 2000 Heidolph Instruments, Schwabach 
Vortexer MS1 Minishaker IKA, Staufen im Breisgau 
Wasserbad GFL® Schütt Labortechnik, Göttingen 
Zentrifuge 6-16K Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Zentrifuge Combi-Spin FVL-2400 Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Zentrifuge Heraeus Fresco 17 Thermo Scientific, Langenselbold 
Zentrifuge Heraeus Pico 17 Thermo Scientific, Langenselbold 
Zentrifuge Laborfuge 400 Thermo Scientific, Langenselbold 
Zentrifuge Perfect Spin Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Zentrifuge Allegra25R Beckman Coulter, Krefeld 
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2.2. Software und Onlinedatenbanken 

Software / Website Hersteller 
analySIS SIS Software GmbH, Leipzig 
BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
CorelDraw Version 11.0 Corel GmbH, München 
Diana http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.gr 
Fusion-CAPT™Software Version 15.0 Vilber Lourmat Deutschland GmbH 
ImageJ 1.49  National Institutes of Health, Maryland, USA 
Keyence BZ Analyzer Software Keyence GmbH, Neu-Isenburg 
miRBase http://www.mirbase.org/  
miRGate http://mirgate.bioinfo.cnio.es/miRGate/ 
NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  
Office2011/2016 Microsoft 
Quantity One® Version 4.3.1 Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Thermocycler MX3000P Software 4.2 Agilent Tehnologies 
SigmaPlot 10.0 Systat Software GmbH, Erkrath 
SigmaStat 3.5 Systat Software GmbH, Erkrath 
TargetScan http://www.targetscan.org/vert_50/  
Vector NTI Advance 9  Invitrogen Co., Carlsbach (USA)  

 

 

2.3. Verbrauchsmaterialien 

Name Hersteller 
12-Well-Mikroplatten Greiner, Frickenhausen 
15 ml Röhrchen Typ Falcon Becton Dickinson, Canaan, USA 
50 ml Röhrchen Typ Cellstar® Greiner, Frickenhausen 
6-Well-Mikroplatten Becton Dickinson, Canaan, USA 
Antifect N Liquid Schülke & Mayr GmbH, Norderstedt 
Deckgläser Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Königshofen 
Handschuhe Vasco Nitril white B. Braun, Melsungen 
PCR Platten MultiRigit Ultra Plates Roth, Karlsruhe 
Pipettenspitzen, diverse  Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht 
Reaktionsgefäße (0,5-2 ml) Safe Seal Mikro 
Tube Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht 
Sterilium classic pure Bode Chemie GmbH, Hamburg 
SuperFrost® Plus Thermo Fisher, Braunschweig 
Tana Apesin AP100 Tana Chemie GmbH, Mainz 
Zellkulturschalen Falcon Becton Dickinson, Canaan, USA 
Zellschaber  Greiner, Frickenhausen 
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2.4. Reagenzien 

Substanz Bezugsquelle 
32% HCl Roth, Karlsruhe 
Agarose Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Ampicillin Roth, Karlsruhe 
Aqua bidestillata B. Braun, Melsungen 
Azophloxin-Lösung Merck, Darmstadt 
Blasticidin S HCl AG Scientific 
Blasticidin solution Invitrogen, Karlsruhe 
Borsäure Roth, Karlsruhe 
Bromphenolblau Merck, Darmstadt 
Chloroform, minimum 99% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
D(+)-Glucose anhydrous Fluka Chemie AG, Buchs (CH) 
4´,6´-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) (9 ng/ml) Applichem GmbH, Darmstadt 
Diethylpyrocarbonat (DEPC)  Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt 
Direct Red 80 Sirius-Red Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Direkt Red 80 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle´s Medium GIBCO Invitrogen Corporation, Scotland (UK) 
Desoxyribonukleinsäure-(DNA)-Ladder 50 bp  New England Biolabs, Ipswich, USA 
Desoxyribonukleosidtriphosphate-(dNTP)-Mix Fermentas, St. Leon-Rot 
Dithiothreitol (DTT) Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) PAA Laboratories GmbH, Pasching (Austria) 
Entellan® Merck, Darmstadt 
Essigsäure Roth, Karlsruhe 
Ethanol Riedel-deHaën, Seelze 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Roth, Karlsruhe 
FBS  PAA Laboratories GmbH, Pasching (Austria) 
First strand Reverse Transkriptase (RT)Puffer Invitrogen 
Formaldehyd 37% Roth, Karlsruhe 
Fungizone GIBCO Invitrogen Corporation, Scotland (UK) 
GelRed® Biotinum 
Gene Ruler® 1kb DNA Ladder Fermentas 
50bp Gene Rulerä SM0371  
Glukose  

Invitrogen, Karlsruhe 
Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg 

Glutamat Merck, Darmstadt 
Glycerol  Roth, Karlsruhe 
Hämalaun-Lösung Roth, Karlsruhe 
Hämatoxylin nach Weigert Lösung A und B Roth, Karlsruhe 
Hefe-Extrakt Roth, Karlsruhe 
Isopropanol Roth, Karlsruhe 
JetPrime® Polyplus Transfection™ 
JetPrime® Buffer Polyplus Transfection™ 
Kaliumacetat  Roth, Karlsruhe 
Kanamycin Roth, Karlsruhe 
Lichtgrün SF Merck, Darmstadt 
Luria-broth (LB) Agar Roth, Karlsruhe 
Luria-broth (LB) Medium Roth, Karlsruhe 
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Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) Pol-
ymerase 

Invitrogen, Karlsruhe 

M-MLV Reverse Transkriptase Invitrogen, Karlsruhe 
MnCl2 
MangoTaq™ 

Invitrogen, Karlsruhe  
Bioline 

Natrium-Butyrat Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Natrium-Pyruvat Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe 
Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt 
OptiMemÒ 
Phosphate buffered Saline (PBS) Tablets 

GIBCO Invitrogen Corporation, Scotland (UK) 
GIBCO Invitrogen Corporation, Scotland (UK) 

Polyethylenamin (PEI) Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Penicillin/Streptomycin Biochrom KG, Berlin 
Phosphowolframsäure-Orange G-Lösung Merck, Darmstadt 
Pikrinsäure Fluka Chemie AG, Buchs (CH) 
Poly-D-Lysin Biochrom KG, Berlin 
Polybrene Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Primer (diverse) Invitrogen, Karlsruhe 
Restriktionsenzyme (diverse) Fermentas, St. Leon-Rot 
Restriktionsenzyme (diverse) Fermentas, St. Leon-Rot 
RNase A Roth, Karlsruhe 
RNase Out Invitrogen, Karlsruhe 
RNase-Exitus Plus ™ Applichem GmbH, Darmstadt 
Salzsäure Riedel-deHaën, Seelze 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) 
Sodium-Pyruvat 100 nM 

Roth, Karlsruhe 
GIBCO Invitrogen Corporation, Scotland (UK) 

Spectinomycin Fluka Chemie AG, Buchs (CH) 
Streptomycin Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg 
Taq DNA Polymerase  Invitrogen, Karlsruhe 
Tissue-Tek O.C.T™compound Sakura 
TRI-Reagent Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan (Tris) Roth, Karlsruhe 
Trypan-Blau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Trypsin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Universal qPCR Primer micro-RNA Thermo Scientific, Langenselbold 
Virusproduction Medium Lonza 
Xylol Merck, Darmstadt 
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2.5. Kits 

Produkt Hersteller 
BLOCK-iT™HiPerform™Lentiviral Pol II miR RNAi Expression 
System with EmGFP 

Invitrogen, Karlsruhe 

BLOCK-iT™Pol II miR RNAi Expression Vector Kits Invitrogen, Karlsruhe 

Gel Extraktions Kit 
Peqlab, Biotechnologie GmbH, Er-
langen 

JetPrime® Invitrogen, Karlsruhe 
Ncode™ miRNA First-Strand cDNA Synthesis and qRT-PCR 
Kits 

Invitrogen, Karlsruhe 

peqGold-Plasmid-Miniprep-Kit-I Peqlab, Biotechnologie GmbH, Er-
langen 

PlatinumSYBR®Green®qPCR SuperMix-UDG Invitrogen, Karlsruhe 
Qiagen® Plasmid Midi Kit QIAGEN, Hilden 
TOPO® TA Cloning Kit for Sequencing Invitrogen, Karlsruhe 
ViraPower™PackagingMix Invitrogen, Karlsruhe 

 

 

2.6. Escherichia coli (E. coli) 

 Genotyp Hersteller 
Top 10 F-mcrAΔ(mrr-hs RMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 deoR 

recA1 araD139 Δ(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 
nupG 

Invitrogen, Darm-
stadt 

 
 

 

Stabl 3 F-mcrB mrr hsdS20 (rB-mB-) recA13 supE44 ara14 galK2 
lacY1 proA2 rpsL20 (StrR) xyl5 λ-leu mtl1  

Invitrogen, Darm-
stadt 

 

 

2.7. Zelllinien 

Zelllinie Spezies 
H9C2  human 
HEK-293 human 
HEK-293-FT  human 
Kardiale Fibroblasten human/Ratte 
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2.8. Primer 
qPCR-Primer 

Primername Sequenz  
Hsa-miR-133a                sense   

antisense          
TTT GGT CCC CTT CAA CCA GCT A 
Universal qPCR Primer micro-RNA (ThermoFisher)  

COL1A1                          sense   
antisense          

CCT GGT GAA TCT GGA CGT GA 
ACC CAC GAT CAC CAC TCT TG  

COL3A1                          sense   
antisense          

ACG GAA ACA CTG GTG GAC AG 
GAA GCT CGG CTG GAG AGA AG  

CTGF                               sense   
antisense          

GAC GAG CCC AAG GAC CAA AC 
CAC AGG TCT TGG AAC AGG CG  

TGF-ß                              sense   
antisense          

ATT CCT GGC GTT ACC TTG G 
CCT GTA TTC CGT CTC CTT GG  

Fibronektin-1                sense   
antisense          

CCT GGA ACT TCT ACC AGT GCG ACT CT 
CGT AGG CTG GTT CAG GCC TTC G  

a-SMA                            sense   
antisense          

CAG CTA TGT GGG GGA CGA AG 
CAA GGT CGG ATG CTC CTC TG  

HPRT1                            sense   
antisense          

TGA CCA GTC AAC AGG GGA CA 
TGC CTG ACC AAG GAA AGC AAA  

U6 snRNA                      sense   
antisense          

TGC TTC GGC AGC ACA TAT AC 
TTC ACG AAT TTG CGT GTC AT  

GAPDH                           sense   
antisense          

CAT CAC CAT CTT CCA GGA GCG 
TGA CCT TGC CCA CAG CCT TG  

18S                                  sense   
antisense          

GTT GGT GGA GCG ATT TGT CTG G 
AGG GCA GGG AGT TAA TCA ACG C 
  

 
 

Klonierungsprimer 

Primername   Sequenz  

pre-miR-let-7a  sense 
 
TGCTGTGGGATGAGGTAGTAGGTTGTATAGTTTTAGGGTCAC 
ACCCACCACTGGGAGATAACTATACAATCTACTGTCTTTCCTA 

 antisense 
 
CCTG TAGGAAAGACAGTAGATTGTATAGTTATCTCCCAGTGG 
TGGGTGTGACCCTAAAACTATACAACCTACTACCTCATCCCAC 

miR-133a  sense 
 
TGCTGTTTGGTCCCCTTCAACCAGCTGGTTTTGGCCACTGACTG 
ACCAGCTGGTAAGGGGACCAAA 

 antisense 
 
CCTG TTTGGTCCCCTT ACCAGCTG GTCAGTCAGTGGCCAAAA 
C CAGCTGGTTGAAGGGGACCAAA C 



Materialien 

 27 

 

2.9. Zusammensetzung von Puffern und Medien  

Puffer 
Tabelle 3: 1 x Tris-Borat-EDTA-(TBE)-Puffer 

Substanz 
89 mM Tris-HCl (pH=8) 
89 mM Borsäure 
2,5 mM EDTA (pH=8) 

 

 
Tabelle 4: 1 x Tris-EDTA-(TE)-Puffer 

Substanz 
10 mM Tris-HCl (pH=8) 
1 mM EDTA (pH=8) 

 

 
Tabelle 5: Probenpuffer 

Substanz 
50% (v/v) 1 x TE-Puffer 
50% (v/v) Glycerol 
0,25% (w/v) Bromphenolblau 

 

 
Tabelle 6: Mini-Präparation 

Substanz 
Puffer A 
10 mM EDTA 
50 mM Tris (pH=8) 
10 mg/ml RNase A (10 mg/ml Stammlsg.= 1:100) 
Puffer B 
0,2 M NaOH 
1% (w/v) SDS 
H2O steril 
Puffer C 
3 M Kaliumacetatlösung (pH=5,5) 

H2O steril 
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Histologie 
Tabelle 7: Bouin-Lösung 

Substanz Menge 
Pikrinsäurelösung 750 ml 
Formaldehyd (37%) 250 ml 
Essigsäure 100% 50 ml 

 

 
Tabelle 8: Sirius-Red-Lösung 

Substanz Menge 
Sirius-Red 0,5 g 
Pikrinsäurelösung 500 ml 

 

 

Medien 
Tabelle 9: LB-Medium 

Substanz Menge 
Pepton 10 g 
NaCl 10 g 
Hefe-Extrakt 5 g 
Aqua bidest ad 1000 ml 
Ampicillin 1 ml 

 

 
Tabelle 10: Low Salt LB Medium mit Blasticidin 

Substanz Menge 
Trypton 2 g 
NaCl 1 g 
Hefe-Extrakt 1 g 
Aqua bidest ad 200 ml 
Blasticidin 800 μl 

 

 
Tabelle 11: DMEM komplettiert 

Substanz 
DMEM 
Glucose 4,5 g/l 
Natrium Pyruvat 1 mM 
Glutamat 2 mM 
Penicillin/Streptomycin 100 U/ml 
Fungizone (bei Bedarf)  



Materialien 

 29 

 
Tabelle 12: DME-Medium für Fibroblasten 

Substanz Menge 
DMEM komplett 25 ml 
Ampicillin/Streptomycin 250 μl 
Fungizone  25 μl 
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3. Methoden 

3.1. Zellkultur und Transfektion 
Die Kultivierung der Zelllinien H9C2 (human), HEK-293 (human), HEK-293-FT (human) 

und Kardiofibroblasten (human und Ratte) (American Type Culture Collection) erfolgte 

in komplettiertem DMEM. 

Vor der Transfektion erfolgte eine Zellpassage in neue 60 x 15 mm Kulturschalen. Hierzu 

wurde das Kulturmedium aus der alten Kulturschale abgesaugt und die Zellen mit auf 

37°C erwärmten PBS gewaschen. Der Zellrasen wurde mit einer 0,05% Trypsin-Lösung 

(5 min, 37 °C) vom Boden gelöst. Die gelösten Zellen wurden in ein 50 ml Röhrchen mit 

der doppelten Menge der zuvor eingesetzten Trypsin-Menge an erwärmtem Kulturme-

dium überführt, um die Trypsin-Reaktion zu stoppen. Anschließend wurde das Gemisch 

bei 1500 rpm 5 min zentrifugiert und das Pellet in 1 ml Medium resuspendiert. Durch 

Inkubation mit Trypanblau wurde die Zellzahl und die Vitalität der Zellen in einer Neu-

bauer-Zählkammer bestimmt und in gewünschter Dichte in den neuen Schalen ausplat-

tiert. Die Zellstimulation erfolgte 24 h nach dem Transfer. Zum Zeitpunkt der Transfektion 

waren die Kulturschalen zu 70–85% konfluent.  

 

3.1.1. Transfektion mit PEI 
H9C2- und HEK-293-Zellen wurden mit Hilfe des Polymers Polyethylenimin (PEI) trans-

fiziert. Die Zellen wurden in serumfreiem Opti-MEMÒ-Medium inkubiert.  

Der Transfektionsansatz bestand aus je 400 µl Opti-MEMÒ-Medium, 2 µg Plasmid-DNA 

und 8 µl PEI pro Vertiefung einer 6-Wellplatte. Entsprechende Kontrollen wurden mitge-

führt. 

Die Komplexe aus dem kationischen Polymer PEI und negativ geladener Plasmid-DNA 

werden durch Endozytose in die Zelle aufgenommen. 

Nach 6 h Inkubation bei 37 °C wurde das serumfreie Medium durch komplettiertes 

DMEM ausgetauscht. Die folgende Transfektionszeit betrug 24 oder 48 h.  

 

3.1.2. Transfektion mit JetPrimeÒ 
Die Transfektion von HEK-293-FT-Zellen und Fibroblasten erfolgte mit dem Transfekti-

onsreagenz JetPrime® (Polyplus Transfectionä) nach den Vorgaben des Herstellers. 
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Pro Vertiefung einer 6-Wellplatte wurden 150000–250000 Zellen in 200 µl komplettier-

tem DMEM aufgenommen. 200 µl JetPrimeÒ Puffer wurde mit 2 µl Plasmid-DNA in ei-

nem 0,5 ml Reaktionsgefäß versetzt, durch vortexen 10 sec gemischt und zentrifugiert.  

Anschließend wurden 4 µl JetPrimeÒ-Reagenz hinzugefügt, der Ansatz 10 sec durch 

vortexen gemischt, zentrifugiert und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Trans-

fektionsmix wurde im Anschluss auf den Zellen verteilt und das DMEM nach 6 h im Brut-

schrank bei 37 °C ausgetauscht. Im Anschluss an die Zelltransfektion wurden die Zellen 

nach 24 bzw. 48 h geerntet. 

Die Transfektionseffizienz (pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-Plasmid) wurde 48 h nach 

Transfektion unter dem Fluoreszenzmikroskop quantifiziert. Transfizierte Zellen konnten 

durch die Fluoreszenz des EmGFP detektiert werden. 

 

3.1.3. Zellzahlanalyse 
Zur Untersuchung des Einflusses der miR-133a-Überexpression auf die Proliferation 

kardialer Fibroblasten wurde eine bekannte Anzahl (100.000 Zellen/well; n=12) kardialer 

Fibroblasten der Ratte kultiviert und 24 h nach einer Transfektion mit dem  

pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-Plasmid mit dem Neubauer-Zellzähler quantifiziert. Die 

Zählungen wurden doppelt durchgeführt. Als Referenzwerte dienten die Zellzahlen von 

untransfizierten Zellen und mit Kontroll-Plasmiden transfizierten Zellen.  

 

 

3.2. RNA/DNA-Analytik 

3.2.1. Aufarbeitung von humanen rechtsatrialen Appendices  
Rechtsatriale Vorhofohren, die routinemäßig unter Anschluss der Herz-Lungenmaschine 

an der Klinik für Herz- Kinderherz- und Gefäßchirurgie der Universitätsklinik Gießen ab-

gesetzt wurden, konnten zu weiteren microRNA Analysen verwendet werden. 

Hierzu wurden aus den Operationspräparaten unmittelbar nach der operativen Ent-

nahme unter ständiger Kühlung (4 °C) myokardiale Trabekel ohne epikardiales Gewebe 

isoliert, in Röhrchen überführt und in flüssigem Stickstoff eingelagert.  

Je 30–50mg Herzgewebe wurden in gefrorenem Zustand zerkleinert und in 2 ml 

Schraubdeckelgefäße mit je einem Messlöffel PrecellysÒ24 Keramikkügelchen der 

Stärke 1,4 mm (Peqlab) und 500µl TriFastÒ überführt. Anschließend wurde das Zellma-

terial mit dem Homogenisator PrecellysÒ 24 (Peqlab) lysiert und homogenisiert (6000 

rpm– 2 x 20 Sekunden).  
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3.2.2. RNA-Isolation mit TriReagentÒ 

Die RNA Isolation aus Zellen erfolgte mittels TriFastÒ. Hierzu wurde das Kulturmedium 

abgenommen und umgehend durch 500 µl TriFastÒ ersetzt. Die Zelllysate wurden mit 

Hilfe von Zellschabern von den Platten abgelöst, in sterile 1,5 ml Röhrchen überführt und 

bei -80 °C eingefroren oder direkt für die RNA-Isolation eingesetzt. 

Die Gesamt RNA-Isolierung wurde nach der Methode von Chomczynski und Sacchi 

(Chomczynski and Sacchi, 1987) durchgeführt.  

Es erfolgte die Phasentrennung mit 0,2 ml Chloroform je ml TriReagent und Zentrifuga-

tion bei 14000 rpm für 15 min bei 4 °C. Nach Überführung der die RNA enthaltende 

obere Phase in 1,5 ml Röhrchen wurde die RNA durch Zugabe von 250 µl Isopropanol 

präzipitiert. Nach erneutem Zentrifugieren für 30 min bei 14000 rpm und 4 °C wurde das 

RNA-Pellet mit 75%-igem Ethanol gewaschen, in 50-80µl DEPC-Wasser gelöst und bei 

-80 °C eingefroren. Zur Qualitätskontrolle wurde am folgenden Tag eine Gelelektropho-

rese in einem 1%-igen (w/v) Agarosegel durchgeführt. Die RNA-Konzentration wurde 

photometrisch bestimmt (Nanodrop®) und die gewünschte Konzentration von 500 ng/ 

8µl durch Verdünnung mit DEPC-Wasser eingestellt.  

 

3.2.3. Poly-A-Tailing  
Eine direkte Amplifikation von RNA über die Polymerase chain reaction (PCR) ist nicht 

möglich, da bei der Methode DNA-abhängige Polymerasen verwendet werden. Daher 

muss die RNA durch das Enzym Reverse Transkriptase zunächst in komplementäre 

DNA (cDNA) umgeschrieben werden. 

Die geringe Größe von microRNAs und das Fehlen eines Poly-A-Schwanzes macht es 

zudem notwendig, zuvor durch eine Polyadenylierungsreaktion eine Bindungsstelle für 

die Oligo-(Desoxythymidin)-Primer zu schaffen. Dieses „Poly-A-Tailing“ und die reverse 

Transkription wurde unter Verwendung des NCodeÔmiRNA First-Strand cDNA Synthe-

sis und quantitative Real-Time-(qRT)-PCR-Kits (Invitrogen) nach Herstellerangaben 

durchgeführt. 

Zunächst wurde bei Raumtemperatur ein Mastermix hergestellt (Tabelle 13). 

8 µl der RNA-Lösung wurden in 0,5 ml Reaktionsgefäße pipettiert und mit je 17 µl des 

Mastermix versetzt, kurz zentrifugiert und bei 37°C 15 min inkubiert. 
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Tabelle 13: Zusammensetzung Poly-A-Tailing-Mastermix (1 x) 

Substanz Menge (μl) 
RNA 8 (500 ng) 
5 x microRNA Reaction Buffer 2,5 
25 nM MnCl2 1,25 
ATP (1:10 verdünnt mit 1 mM Tris) 0,5 
Poly-A-Polymerase 0,25 ml 
DEPC ad 12,5 

 

 

3.2.4. Reverse Transkription  
Im Anschluss an die Polyadenylierung wurde die cDNA synthetisiert. Zunächst erfolgte 

die Aufschmelzung von Sekundärstrukturen der cDNA und das Primer-Annealing. Hierzu 

wurde von jeder Probe ein Reaktionsmix I hergestellt (Tabelle 14). Bei 65 °C wurde die 

cDNA zunächst 5 min inkubiert und anschließend für 1 min auf Eis gestellt. 

 

 
Tabelle 14: Zusammensetzung RT Reaktionsmix I (1x) 

Substanz Menge (μl) 
Polyadenylierte microRNA 4 
Annealing Buffer 1 
Universal RT Primer (25 mM) 3 

 

 

Anschließend wurden die Ansätze mit Reaktionsansatz II versetzt (Tabelle 15), durch 

Pipettieren gut gemischt, bei 25 °C für 10 min zentrifugiert und bei 37°C für 60 min im 

Thermocycler inkubiert. Um die Enzymaktivität zu stoppen, folgte eine fünfminütige In-

kubation bei 95 °C. Anschließend wurden die Proben bei 4 °C gekühlt. 

 

 
Tabelle 15: Zusammensetzung RT-Reaktionsmix II (1x) 

Substanz Menge (μl) 
First Strand Puffer 5 
dNTP-Mix (12,5 mM) 1 
Random Primer (1:100) 3 
DTT 2,5 
RNase Inhibitor 0,25 
M-MLV RT 0,25 
DEPC H2O  5 
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Die cDNA wurde als Template für die Amplifikation von Zielgenen mit der PCR einge-

setzt oder bei -20 °C gelagert. 

 

3.2.5. Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Durch den Einsatz spezifischer Primer lassen sich durch die PCR definierte Genab-

schnitte amplifizieren. 

 

Qualitätskontrolle durch PCR 

Zur Qualitätskontrolle der cDNA wurde zunächst eine Amplifikation der 18S-ribosoma-

len-(r)-RNA, der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) oder der Hypo-

xanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT1) durch semiquantitative PCR vorge-

nommen. Diese Housekeeping-Gene dienen aufgrund ihrer konstanten Expression als 

endogene Referenz (Jansohn et al., 2012, p. 163). 

Nach Herstellung und Durchmischung des PCR-Ansatzes wurde er in einen Thermocyc-

ler überführt (Tabelle 16). 

 

 
Tabelle 16: Zusammensetzung PCR-Mastermix (1 x) 

Substanz Menge (μl) 
10 x Taq-Polymerase Puffer 5 
dNTP Mix (100 mM) 2 
MgCl2 (50 mM) 3 
Sense Primer 0,5 
Antisense Primer 0,5 
cDNA 2 
steriles H2O 11,75 
Mango-Taq-Polymerase 0,25 

 

 

Die Reaktion im Thermocycler startete mit zwei Denaturierungsschritten zur Trennung 

der komplementären DNA-Stränge, gefolgt vom Annealing des Primers und der Elonga-

tion durch die Mango-Taq-Polymerase. Für die Amplifikation der 18S-rRNA wurden 11 

Zyklen, für die GAPDH-Amplifikation 25 Zyklen und für die HPRT1-Amplifikation 30 Zyk-

len durchgeführt. Die genauen Reaktionsbedingungen sind Tabelle 17 zu entnehmen. 
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Tabelle 17: Reaktionsbedingungen PCR 

Schritt Temperatur Dauer 
Denaturierung 90 °C 2 min 
Denaturierung 95 °C 30 sec 
Annealing 60 °C 30 sec 
Elongation 72 °C 2 sec 
Kühlung 4 °C  

 

 

Je 25 µl PCR-Produkt wurden mit 5 µl Trypanblau-Puffer versetzt und mittels Gelelekt-

rophorese analysiert. Ein gleichmäßiges Signal der DNA-Fragmente im Agarosegel ge-

währleistete eine gute Vergleichbarkeit und Qualität der cDNA. Diese wurde im An-

schluss als Template in die qRT-PCR eingesetzt. 

 

Quantitative Real-Time PCR 

Die Quantifizierung der Zielsequenzen erfolgte durch die qRT-PCR. Mit dieser Methode 

ist sowohl eine Amplifikation als auch eine Bestimmung der Ausgangsmenge einzelner 

cDNAs möglich. Das Fluoreszenzsignal des DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoffs 

(SYBRÒ Green) steigt direkt proportional zur Zunahme der zu amplifizierenden cDNA. 

Das Signal wird nach jedem Zyklus gemessen und graphisch als Amplifikationskurve 

dargestellt (Jansohn et al., 2012, p. 161). 

Da der Fluoreszenzfarbstoff nicht zwischen verschiedenen PCR-Produkten unterschei-

den kann, und so auch beispielsweise Primer-Dimere markiert, erfolgte nach der qRT-

PCR eine Schmelzkurvenanalyse mit dem Referenz-Farbstoff ROXä.  

Verwendet wurde der qPCR-Mastermix PlatinumÒSYBRÒGreen qPCR SuperMIX (In-

vitrogen) und der Real-Time ThermoCycler MX3000P Multiplex Quantitative PCR-Sys-

tem (Stratagene) mit der zugehörigen MxPro-qPCR-Software Version 4.2.  

Für den qPCR-Reaktionsmix wurden 24 µl Mix zu 1 µl cDNA, Plasmid-Negativkontrolle 

oder Aqua bidest (no template control, NTC) in eine 96-well Platte pipettiert. Der kom-

plette Reaktionsansatz ist Tabelle 18 zu entnehmen. 

Parallel wurde für jede Probe die Menge an U6snRNA, GAPDH, oder HPRT1 als endo-

gene Referenz quantifiziert, deren Expression konstant sein sollte. Das Verhältnis aus 

den Cycle-threshold-(Ct)-Werten der microRNA- bzw. Zielgene und den Ct-Werten der 

Housekeeping-Gene ermöglichte eine relative Quantifizierung der microRNA (Jansohn 

et al., 2012, p. 161). 

Die genauen Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 19 aufgeführt. Die durchschnittliche 

Zyklenzahl betrug 40 Zyklen. 
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Tabelle 18: Zusammensetzung qPCR-Mastermix 

Substanz Menge (μl) 
Mastermix 12,5 
DEPC-H2O 9 
Sense Primer (10 mM) 1 
Universal qPCR Primer (10 mM) 1 
ROX™ 0,5 
cDNA 1 

 

 
Tabelle 19: Reaktionsbedingungen qPCR 

Schritt Temperatur Dauer 
Denaturierung 95 °C 10 min 
Denaturierung 95 °C 30 sec 
Annealing 60 °C 30 sec 
Elongation 72 °C 30 sec 
Kühlung 4 °C  

 

 

3.2.6. Gelelektrophorese 
Zur Detektion von DNA- und RNA-Fragmenten wurden diese elektrophoretisch entspre-

chend ihrer Größe in einem 1% (w/v) Agarosegel mit GelRedä (Biotinum) aufgetrennt.  

GelRedä fluoresziert nach Anregung mit Ultraviolettem-(UV)-Licht. Die Agarose wurde 

in 1% w/v 1 x Tris-Borat-EDTA-(TBE)-Puffer durch Erhitzen gelöst. Nach Abkühlung auf 

etwa 55 °C wurde das GelRedä (1:50000) hinzugefügt. Das in einem Gelträger erstarrte 

Agarosegel wurde in eine mit TBE-Puffer gefüllte Elektrophoresekammer gelegt. Die 

Geltaschen wurden mit den mit Probenpuffer versetzten Proben und einem Marker be-

laden. Je nach Größe des Gelträgers wurde eine Gleichspannung von 80-160 Volt an-

gelegt. Als Marker für die Bestimmung von DNA-Fragmenten bis 1000bp diente die 

Gene Rulerä 1 kb DNA-Leiter (Fermentas) für kleinere Fragmente wurde die 50bp Gene 

Rulerä SM0371 DNA-Leiter (Invitrogen) genutzt. Die Analyse der Banden erfolgte mit 

dem Detektionssystem Fusion Fx7 (Peqlab) und der zugehörigen Fusion-Capt ™Soft-

ware (Vilber Lourmat). 
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3.2.7. Klonierung (Generierung und Isolation von pre-microRNA-Plasmiden) 
Für die Testung des Expressionsniveaus spezifischer microRNAs wurde das BLOCK-

iTäPol II miR RNAi Expression Vector Kit (Invitrogen) zur Generierung spezifischer pre-

miR-Plasmide verwendet.  

Einzelsträngige Oligonukleotide (ss-Oligos) mit der pre-miR-133a-Zielsequenz wurden 

zu doppelsträngigen Oligonukleotiden (ds-Oligos) annealt und in den pcDNAä6.2-

GW/EmGFP-miR-Vektor (Invitrogen) kloniert. 

Das pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-133a-Plasmid enthält den humanen Cytomegalie-Vi-

rus-(CMV)-Promotor, der in den meisten Säugetierzellen aktiv ist und von der RNA-Po-

lymerase II erkannt wird. Außerdem verfügt er über ein Spectinomycin- und Blasticidin-

Resistenzgen (Vektorkarte siehe Abbildung 3). Die pre-microRNA-Sequenz (zwischen 

Base 1519 und 1578), zwei beidseits angrenzende miR-155-flanking Regionen (5‘ miR 

flanking Region zwischen Base 1492 und Base 1518 und 3‘ miR flanking Region zwi-

schen Base 1579 und 1623), zwei Rekombinationsverbindungsstellen, sowie eine Eme-

rald Green Fluorescent Protein-(EmGFP)-kodierende Sequenz als Reportergen werden 

als pre-microRNA-Expressionskassette bezeichnet. 

Als Negativ-Kontrolle wurde das vom Hersteller mitgelieferte pcDNAä6.2-GW/EmGFP-

miR-neg-control-Plasmid verwendet, dessen Insert in reife microRNA prozessiert wer-

den kann, die keine Zielgene besitzt. 

 

 

   
Abbildung 3: Vektorkarte pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-133a 
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Design komplementärer Einzelstrang-Oligonukleotide 

Zunächst wurden zwei komplementäre ss-Oligos nach Herstellervorgaben hergestellt. 

Die Top-Oligo-Sequenzen enthielten folgende Elemente (5’ ® 3’) 

1. 5’ TGCT-Überhang komplementär zum vier Nukleotidüberhang des Vektors 

2. Reife microRNA-Sequenz der Ziel-microRNA (etwa 21 Nukleotide) 

3. GTTTTGGCCACTGACTGAC Spacer Sequenz, die den Terminal-Loop formt 

4. Nucleotide 1–8 (5’ ® 3’) der Sense-Zielsequenz 

5. Nukleotide 11–21 (5’ ® 3’) der Sense-Zielsequenz 

Die Bottom-Oligo-Sequenz wurde wie folgt generiert 

1. 5’ CCTG-Überhang anstelle des 5’ TGCT-Überhangs des Top-Stranges 

2. reverse komplementäre Sequenz des Top-Stranges, jedoch ohne den 5’ TGCT-

Überhang 

 

Generierung von Doppelstrang-Oligonukleotiden 

Zur Generierung ds-Oligos durch Annealing der Einzelstränge wurde bei Raumtempe-

ratur ein Reaktionsansatz hergestellt (Tabelle 20). 

 

 
Tabelle 20: Reaktionsmix zur Generierung doppelsträngiger Oligonukleotide 

Substanz Menge (μl) 
200 mM Top-Strang-Oligo 5 
200 mM Bottom-Strang-Oligo 5 
10 x Oligo Annealing Puffer 2 
DEPC H2O  8 

 

 

Der Reaktionsmix wurde bei 95 °C 4 min inkubiert, im Anschluss 5–10 min auf Raum-

temperatur abgekühlt und 5 sec zentrifugiert. 1µl der 50 µM ds-Oligo-Lösung wurde mit 

DEPC-Wasser auf 500 nM verdünnt. Anschließend folgte ein zweiter Verdünnungsschritt 

auf die Endkonzentration von 10 nM in 1 x Oligo-Annealing Puffer.  

 

Klonierung  

Die generierten ds-Oligos wurden in den linearisierten pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-

Vektor mit Hilfe des Enzyms Ligase kloniert. Die Zusammensetzung des Ligationsansat-

zes ist in Tabelle 21 aufgeführt. 
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Tabelle 21: Zusammensetzung Ligationsansatz 

Substanz Menge (μl) 
5 x Ligationspuffer 2 
pcDNA®6.2-GW/EmGFP-miR (5 ng/ml) linearisiert 1 
ds-Oligos (10 nM) 2 
DEPC H2O  4,5 
T4 DNA Ligase 0,5 

 

Der Ligationsmix wurde 5 min bei Raumtemperatur und anschließend 1 h bei 22°C und 

20 min bei 65°C (Inaktivierung der Ligase) inkubiert. 

 

3.2.8. Transformation 
Die Transformation der Plasmide in elektrokompetente Top 10 E.coli Bakterien wurde 

durch Elektroporation vorgenommen. Die Negative-Control-Plasmide wurden im Ver-

hältnis 1:10 mit LB-Medium verdünnt; Plasmide mit pre-microRNA-Insert wurden unver-

dünnt verwendet. 

Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. 30-60 µl der Bakterien wurden mit 1 µl Ligati-

onsansatz in einem 0,5 ml Röhrchen gemischt und für 1 min auf Eis inkubiert. Anschlie-

ßend wurde das Gemisch in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette pipettiert und der 

Impuls ausgelöst (1,85 kV bei 200 W und 25 µF), wodurch einige Bakterien die Plasmide 

aufnahmen. Die Suspension wurde direkt im Anschluss mit 250 µl LB-Medium aufgefüllt, 

resuspendiert, in ein Reaktionsgefäß überführt und eine Stunde bei 37 °C im Zellschütt-

ler inkubiert.  

100–150 µl der transformierten Zellen wurden auf LB-Agarplatten oder Low Salt Agar-

platten, die mit einem Selektionsantibiotikum versetzt waren (Blasticidin (1:250), Ka-

namycin (1:1000) oder Ampicillin (1:1000) ausplattiert und bei 37 °C über Nacht inku-

biert. 

 

3.2.9. Plasmidpräparation (Mini) 
Abhängig vom verwendeten Plasmid wurde am Tag nach der Transformation je 4 ml 

Low Salt-Medium mit Blasticidin (1:250) bzw. 5 ml LB-Medium mit Kanamycin (1:1000) 

in einem 15 ml Röhrchen versetzt. Das vorbereitete Medium wurde mit einer über Nacht 

auf einer Agarplatte gewachsenen Bakterienkolonie beimpft und bei 37 °C über Nacht 

im Rotationsschüttler inkubiert.  

2 ml der Übernachtkultur wurden zunächst bei 13000 rpm 10 min bei Raumtemperatur 

zentrifugiert. Die Pellets wurden durch Vortexen in 200 µl Puffer A (Tabelle 6) resuspen-

diert. Anschließend wurden die Zellen mit 200 µl Puffer B (Tabelle 6) lysiert. Zur 
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Neutralisation der Reaktion wurde das Lysat mit 200 µl Puffer C (Tabelle 6) gemischt 

und im Anschluss 10 min bei 14000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Über-

stand wurde in neue 1,5 ml Röhrchen überführt und im Verhältnis von 1:1 mit Isopropa-

nol gemischt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt von 30 min bei 14000 rpm wur-

den die Pellets mit 70% Ethanol unter Zentrifugieren für 1 min gewaschen. Nach dem 

Trockenzentrifugieren der Pellets wurden sie in einer geeigneten Menge auf 50 °C er-

wärmtem, sterilem Wasser aufgenommen. 

Konnte das gewünschte DNA-Fragment in den präparierten Plasmiden im Restriktions-

verdau nachgewiesen werden, erfolgte eine erneute Plasmidpräparation unter Verwen-

dung der Zentrifugationssäulentechnik mit Silikatmembran nach dem Protokoll des Plas-

mid Mini-Kits der Firma Peqlab unter Elimination der bakteriellen Endotoxine. 

Je 2 ml der Übernachtkulturen wurden in 2 ml Eppendorfgefäßen eine min lang bei 

13000 rpm pelletiert. Das Pellet wurde in 200 µl Lösung I/RNAse A resuspendiert und 

mit 200 µl Lösung II/Lysepuffer versetzt, bis ein klares Lysat entstand. Dann wurden 280 

µl Lösung III/Neutralisationspuffer hinzu pipettiert, was zur Ausflockung der Lösung 

führte. Nach 10 min Zentrifugation, bei der Proteine, Zelltrümmer und bakterielle geno-

mische DNA abzentrifugiert wurden, wurde der Überstand mit der Plasmid-DNA auf die 

Präparationssäule mit Silikatmembran in 2 ml Röhrchen überführt und 1 min zentrifu-

giert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Säule mit 500 µl HB-Puffer erneut für 1 

min zentrifugiert. Zum Schluss wurde das Pellet 2 x mit 600 µl Waschpuffer gewaschen, 

trockenzentrifugiert und in einer geeigneten Menge auf 50 °C aufgewärmtem, sterilem 

Wasser eluiert.  

 

3.2.10. Restriktionsanalyse isolierter Plasmide 
Die Überprüfung der Integration des Inserts in den Vektor erfolgte durch eine Restrikti-

onsanalyse der isolierten Plasmid-DNA aus den Mini-Präparationen. Die Zusammenset-

zung des Restriktionsansatzes zeigt Tabelle 22.  

Als Negativ-Kontrolle diente ein Ansatz ohne Restriktionsenzym. 

 

 
Tabelle 22: Zusammensetzung Restriktionsansatz 

Substanz Menge (μl) 
Plasmid DNA         2 
Restriktionsenzym  0,1 
Restriktionspuffer         5 
steriles H2O  ad 20 
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Der Ansatz wurde bei 37 °C 1 h inkubiert. Nach Zugabe von 5 µl Trypanblau-Puffer 

wurde eine Agarosegel-Analyse (1%-iges Agarosegel mit GelRedä) durchgeführt, um 

die Bakterienklone mit den erfolgreich in das Plasmid integrierten Inserts anhand der 

Fragmentgröße der DNA-Fragmente über einen Vergleich mit einem DNA-Größenmar-

ker zu identifizieren. Zur Auswertung der Gele wurde das Detektionssystem Fusion Fx7 

(Peqlab) und die Fusion-Capt ™Software (Vilber Lourmat) verwendet. 

 

3.2.11. Sequenzierung 
Konnte das gewünschte pre-micro-RNA-Insert im Restriktionsverdau nachgewiesen 

werden, erfolgte zur Kontrolle die Sequenzierung der Plasmid-DNA. 5 µl verdünnte Plas-

mid-DNA mit einer Konzentration von 80 ng/µl Plasmid-DNA wurden mit 5 µl microRNA-

Reverse Primer (Invitrogen) versetzt. Die Sequenzierungsreaktion wurde extern von 

dem Sequenzierungslabor GATC-Biotech, Konstanz, mit der Methode nach Sanger 

durchgeführt. Die ermittelten DNA-Sequenzen wurden mit bekannten microRNA-Zielse-

quenzen über Onlinedatenbanken abgeglichen (BLASTÒ). 

 

3.2.12. Plasmidpräparation (Midi) 
Auf der Basis der Sequenzdaten wurden Bakterienklone, die das gewünschte Insert 

ohne Mutationen enthielten, verwendet, um eine größere Menge Plasmid-DNA zu ge-

winnen. Dazu wurde eine alkalische Lyse mit anschließender chromatographischer Auf-

reinigung über Anionenaustauscher-Säulen (Plasmid Midi Kit der Firma Qiagen) benutzt. 

Ein Zellklon (bzw. 20 µl der Übernachtkultur aus der Mini-Präparation) wurde in 200 ml 

LB oder LB-Low-Salt Medium mit 200 µl Selektionsantibiotikum 16 h auf dem Rotations-

schüttler bei 37 °C inkubiert. 100 ml dieser Übernachtkultur wurden für die Midi-Präpa-

ration nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Das Verfahren hat laut Hersteller einen 

hohen Reinigungseffekt in Bezug auf Endotoxine.  

Die isolierte Plasmid-DNA wurde in einem angemessenen Volumen sterilem Wasser ge-

löst (200–400µl, je nach Pelletgröße), die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt 

(NanoDrop®) und die Plasmide bei -20 °C gelagert. 

 

 

3.3. Virusexperimente 
Die Virusexperimente wurden unter den geltenden Richtlinien und Sicherheitsmaßnah-

men beim Umgang mit Organismen der Sicherheitsstufe 2 durchgeführt. 

 



Methoden 

 42 

 

3.3.1. Generierung lentiviraler Vektoren 
Zur Herstellung lentiviraler Vektoren wurde die GatewayÒ-Technologie unter Verwen-

dung des BLOCK-iTäHiPerformäLentiviral-Pol-II-miR-RNAi-Expression-System with 

EmGFP-Kits (Invitrogen) genutzt. Im Vorfeld wurden die gewünschten pre-microRNA- 

Sequenzen unter Verwendung des iTäPol-II-miR-RNAi-Expression-Vector-Kits (Invitro-

gen) in den pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-Vektor (Invitrogen) kloniert. 

 

Linearisierung des pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-Plasmids 

Zunächst wurde das pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-Plasmid durch das Restriktions-

enzym Eag I linearisiert (Tabelle 23). 

 

 
Tabelle 23: Zusammensetzung des Restriktionsansatzes zur Vektorlinearisierung 

Substanz Menge (μl) 
Plasmid-DNA         2 
Restriktionsenzym  je 1 
Restriktionspuffer         4 
steriles H2O  ad 40 

 

 

Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Zugabe des Restriktionsenzyms. Der Ansatz wurde 

bei 37 °C über Nacht inkubiert. Am Folgetag wurden die Proben mit Blaupuffer versetzt, 

auf ein Agarosegel aufgetragen und die DNA-Fragmente gelelektrophoretisch getrennt. 

Die linearisierten Plasmide, die durch das GelRedä (Biotinum) im Agarosegel unter ei-

ner UV-Lampe sichtbar waren, wurden sauber mit einem Skalpell ausgeschnitten und in 

ein 1,5 ml Röhrchen überführt. Die Aufreinigung und Elution der DNA-Fragmente erfolgte 

mit einem PeqGOLD-Gel-Extraction-Kit (Peqlab) nach Herstellerangaben. Die einzelnen 

Schritte sind Tabelle 24 zu entnehmen. 
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Tabelle 24: Protokoll PeqGOLD-Gel-Extraction-Kit, Gel-Extraktion linearisierter Plasmide 

Arbeitsschritt  
1. Aufreinigung Gelstück wiegen und das gleiche Volumen XP2-Puffer hinzu-

fügen  
Inkubation bei 55–65 °C für ca. 7 min  
Alle 2-3 min schütteln und vortexen bis sich das Agarosegel 
gelöst hat 

2. Bindung der DNA 10 ml 5 M Na-Acetat-Lösung hinzugeben, Pufferfarbe muss 
hellgelb sein  
Gesamte Probe auf Hi Band® DNA-Säule laden  
1 min bei 10000 x g zentrifugieren 

3. Waschen Einmal Waschen mit 600 µl SPW-Puffer  
2-3 min inkubieren  
1 min bei 10000 x g zentrifugieren 

4. Trockenzentrifugieren  1 min bei 10000 x g 
5. Elution 10–20 ml warmes H2O direkt auf die Matrix geben  

1 min bei 5000 x g zentrifugieren 
6. Messung der DNA Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration 

 

 

BP-Rekombination  
Das pre-microRNA-Insert kann nicht direkt vom pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-Vektor 

auf den pLenti6.4/R4R2/V5-DEST-Vektor übertragen werden. Der Grund sind speziell 

konstruierte, unterschiedliche, att-Rekombinationssequenzen an beiden Enden des In-

serts. Diese Sequenzen sichern eine seitenspezifische Rekombination und somit den 

korrekten Leserahmen der Vektoren.  

Zunächst wurde durch das Enzym BP-Clonase-II die pre-microRNA-Expressionskas-

sette (bestehend aus der pre-microRNA-Zielsequenz, zwei flankierenden Regionen, so-

wie der EmGFP-kodierende Sequenz) des pcDNA6.2ä-GW-EmGFP-miR-Vektors (attB-

Substrat) durch das im pDONRä221-Vektor (attP-Substrat) enthaltene ccdB-Gen aus-

getauscht (Abbildung 4). 

Das Genprodukt des ccdB-Gens wirkt toxisch auf die verwendeten Bakterienstämme 

und sorgt nach der Transformation dafür, dass nur die Bakterien überleben, die das er-

folgreich rekombinierte Plasmid enthalten. Der pDONRä221-Vektor enthält außerdem 

eine Kanamycin-Resistenzgen für eine Selektion in E.coli Zellen. 

Der aus der Rekombination hervorgehende pENTRä221-Eingangsklon (attL-Substrat), 

fortan als pENTRä221/Em-GFP-miR bezeichnet, enthält die pre-microRNA-Expressi-

onskassette, das Kanamycin-Resistenzgen und die EmGFP-Sequenz. 
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BpcDNA6.2B + PpDONRP221 Þ LpENTRL221 

 

Die eluierte Plasmid-DNA wurde mit 9 µl TE-Puffer, 0,5 µl pDONRä221 und 1µl Enzym-

mix versetzt und über Nacht bei 25 °C inkubiert. Es folgte die Zugabe von 1 µl Protein 

K, zur Erhöhung der Rekombinationseffizienz und die Inkubation für 20 min. 

 

Transformation und Plasmidisolation von pENTRä221  

Im Anschluss an die BP-Rekombination folgte die Transformation von pENTRä221/Em-

GFP-miR in kompetente Top 10 E. coli Zellen mittels Elektroporation.  

Zur Plasmidisolierung schloss sich eine Mini-Präparation mit anschließender Restrikti-

onsanalyse an. Genutzt wurde das MINI-Präparationskit (Peqlab) nach Herstelleranga-

ben. Als Selektionsantibiotikum diente Kanamycin (1:1000 verdünnt mit LB-Medium). 

 

LR-Rekombination 

Nach der Herstellung des pENTRä221/EmGFP-miR-Eingangsvektors, wurde die LR-

Rekombination zwischen pENTRä221/EmGFP-miR (attL-Substrat), pENTRä5’/CMV 

(attL- und attR-Substrat) und dem pLenti6.4/R4R2/V5-DEST-Vektor (attR-Substrat) voll-

zogen. Der Reaktionsansatz ist Tabelle 25 zu entnehmen. 

Ziel dieses Schrittes ist:  

1. die Übertragung der EmGFP-pre-microRNA-Expressionskassette aus 

pENTRä221/EmGFP und  

2. die Übertragung des CMV-Promotors aus pENTRä5’/CMV auf den pLe-

nti6.4/R4R2/V5-DEST-Vektor.  

Der Expressions-Klon pLenti6.4/CMV/V5/MSGW-EmGFP-miR-133a ist das Ergebnis 

dieser Reaktion (Abbildung 5).  
Der Ansatz wurde 5 h bei 25 °C und nach der Zugabe von 0,5 µl Proteinase K bei 37°C 

nochmals für 20 min inkubiert.  
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Tabelle 25: Zusammensetzung LR-Rekombinationsansatz 

Substanz Menge (μl) 
gereinigte Plasmid DNA  75 

pENTR™5’/CMV 0,5 
pLenti6.4/R4R2/V5-DEST   0,5 

TE-Puffer ad 4 

LR Clonase® II Mix 1 
 

 
LpENTRL221 + LpENTR5’R + RpLenti6.4R Þ RpLenti6.4/CMVR 

 

Das ccdB-Gen bleibt sowohl bei der BP- als auch bei der LR-Rekombination erhalten. 

pLenti6.4/R4R2/V5-DEST beinhaltet anders als der Eingangsvektor ein Ampicillin-Re-

sistenzgen. Dies sorgt abermals für eine doppelte Selektionsmöglichkeit nach der Trans-

formationsreaktion. Zusätzlich zeichnet sich der Vektor durch Elemente aus, die das 

Verpacken der pre-microRNA-Expressionskassette in Viruspartikel ermöglichen. Abbil-

dung 4 fasst die BP- und LR-Rekombination graphisch zusammen. 

 
 

 
Abbildung 4: BP- und LR-Rekombinationen 221 (aus User Guide BLOCK-iTäHiPerformäLentiviral Pol II 
miR RNAi Expression System with EmGFP Kits (Invitrogen), Publikationsnummer: A10294, 9. Februar 
2012) 
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Abbildung 5: Vektorkarte pLenti6.4/CMV/V5/MSGW-EmGFP-miR-133a 

 

 

Transformation und Plasmidisolation von pLenti6.4/CMV 

Nach Abschluss der LR-Rekombination folgte die Transformation des Zielvektors  

pLenti6.4/CMV/V5/MSGW-EmGFP-miR in kompetente Stbl3ä E. coli Zellen. Zur Plas-

midisolierung schloss sich eine Mini-Präparation mit anschließender Restriktionsanalyse 

an. Genutzt wurde das Mini-Präparationskit (Peqlab) nach Herstellerangaben. Größere 

Menge an Plasmid-DNA wurden unter Verwendung des Plasmid Midi Kits (Qiagen) ge-

wonnen. Als Selektionsantibiotikum diente bei den Reaktionen Ampicillin (1:1000 ver-

dünnt mit LB-Medium). 

 

3.3.2.  Virusherstellung 
Zur Produktion lentiviraler Partikel wurden HEK-293-FT-Zellen eingesetzt. 4 Millionen 

Zellen wurden in 100 x 20 mm, mit Poly-D-Lysin beschichteten Kulturschalen mit je 5ml 

antibiotikafreiem komplettiertem DMEM ausgesät und am Folgetag mit pLe-

nti6.4/CMV/V5/MSGW-EmGFP-miR-133a transfiziert. Am Tag vor der Zellpassage wur-

den die Platten zur Optimierung der Zellhaftung mit 3 ml Poly-D-Lysin-Lösung (1:20 mit 

sterilem H2O verdünnt) 8 h bei 37°C inkubiert.  

Der Transfektionsansatz mit 9 µg ViraPoweräPackaging Mix (je 3 µg pLP1-, pLP2- und 

pLP/VSVG-Plasmide) (Invitrogen) und 3 µl des Expressionsvektors wurde in einem 1 ml 

Tube mit 500 ml JetPrimeÒ-Puffer versetzt und 10 sec geschüttelt. Dann wurde 20 µl 

JetprimeÒ hinzugefügt, 10 sec gevortext und der Ansatz 10 min bei Raumtemperatur 
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inkubiert. Der Transfektionsmix wurde auf die HEK-293-FT-Zellen pipettiert. Nach 6 h 

wurde das Medium durch 10 ml Virusproduktionsmedium mit 5 nM Natrium-Pyruvat er-

setzt. Die Virusernte erfolgte durch Überführung des virushaltigen Mediums in sterile 10 

ml Röhrchen 48 h nach der Transfektion und sofortiger Zentrifugation bei 1500rpm für 

10 min. Die Überstände wurden filtriert und zu je 1 ml aliquotiert. Die Lagerung erfolgte 

bei -80 °C. 

  

Titerbestimmung 

Für die Titerbestimmung wurden HEK-293-FT-Zellen verwendet. 300.000 Zellen pro 6-

Lochplatte wurden mit je 1 ml 1:10 bzw. 1:100 verdünnten Viruspartikeln direkt nach der 

Aussaat transduziert. Dazu wurde das komplettierte DMEM 1:1000 mit Polybrene 

(6ng/ml) versetzt, um eine effektivere Transduktion zu erreichen. Nach 48 h wurde das 

Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit jeweils 2 ml PBS-Puffer gewaschen und an-

schließend mit je 1 ml 37% Formaldehyd für 10 min bei 37 °C fixiert.  

Zum Anfärben der Zellkerne wurde 1:5000 in PBS-Puffer verdünntes DAPI (9 ng/ml) auf 

die fixierten Zellen pipettiert. Anschließend wurden die infizierten Zellen unter dem Flu-

oreszenzmikroskop quantifiziert. Für die Auswertung wurde die Software analySIS (SIS 

Software) verwendet.  

Infizierte Zellen konnten durch die Fluoreszenz des EmGFP detektiert werden. Durch 

die parallele Färbung der Zellkerne mit DAPI wurden die Zellgrenzen deutlich. Der Titer 

wurde mit folgender Formel berechnet: 

 

TU/ml = [ F x C/V] x DF 

F= EmGFP-positive Zellen in % 

C= Zellzahl am Tag der Transduktion 

V= Volumen der Viruspartikel in µl  

DF= Virusverdünnungsfaktor 

 

3.3.3. Anwendung lentiviraler Vektoren in humanen Fibroblasten 
Die lentiviralen Vektoren wurden zunächst an HEK-293-Zellen getestet. Später wurden 

sie dazu verwendet, das Expressionslevel der miR-133a in humanen kardialen Fib-

roblasten zu steigern.  

Je 40000 humane, aus rechtsatrialem Herzgewebe isolierte Fibroblasten (3. Passage) 

wurden in 12-Lochplatten kultiviert. Vor der Transduktion wurde das komplettierte DMEM 

mit Fungizone versetzt. Die Transduktion mit den lentiviralen Partikeln erfolgte bei einer 

80%-igen Konfluenz der Zellen. 
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Die Viruspartikellösung wurde mit Medium auf 1 ml aufgefüllt. Der Virustiter wurde dem 

Wert des Negativ-Kontroll-Vektors angepasst. Zum Schluss wurden den Ansätzen 6 µg 

Polybrene pro ml DMEM zugefügt. Anschließend wurde die Lösung auf die Zellen pipet-

tiert. 

Nach 72 h im CO2-Inkubator bei 37 °C wurde der Anteil an infizierten Zellen unter dem 

Fluoreszenzmikroskop geschätzt oder mit der Software AnalySIS (DAPI-Färbung/Em-

GFP) quantifiziert. Dann wurden die Zellen in PBS gewaschen, geerntet und für Expres-

sionsanalysen von miR-133a und weiterer Zielgene weiterverwendet.  
 

 

3.4. Histologie 

3.4.1. Gewebeaufbereitung, Kryofixierung und Kryo-Schnitte  
Zur Herstellung histologischer Präparate wurde humanes Myokard aus rechtsatrialen 

Herzohren verwendet.  

Das Trabekelgewebe wurde innerhalb der ersten Stunde nach Entnahme unter ständi-

ger Kühlung bei 4 °C gewonnen. Das Gewebe wurde auf Korkplatten mit TissueTek 

O.C.T äcompound (Sakura) fixiert und auf Trockeneis für einige Minuten tiefgefroren. 

Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.  

Die Gewebsschnitte wurden mit Hilfe eines Kryotoms mit einer Innenraumtemperatur 

von -25 °C und einer Schnittplattentemperatur von -18 °C angefertigt. Die Schnittdicke 

betrug 12 µm. Nach Trocknung auf SuperFrostÒPlus Objektträgern (Menzel) wurden die 

Kryoschnitte entweder direkt gefärbt oder bei -80 °C gelagert.  

 

3.4.2. Kollagenfärbung mit Sirius-Red 
Zur Bestimmung des Fibrosierungsgrades des Herzmuskelgewebes wurde die Picro-

Sirius-Red-Färbung angewandt. Diese Färbemethode erlaubt die selektive Darstellung 

kollagener und retikulärer Fasern im extrazellulären Raum. Zur Visualisierung zellulärer 

Anteile diente die Hämalaun-Färbung. Die einzelnen Schritte der Färbung sind Tabelle 

26 zu entnehmen (Mollnau, 2003) . 
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Tabelle 26: Sirius-Red-Färbeprotokoll  

 
Arbeitsschritte 

1 Objektträger mit den Präparaten werden für 30 min getrocknet 
2 Fixierung der Schnitte für mindestens 24 h in Bouin-Lösung zur Kontrasterhöhung 

der einzelnen Gewebekomponenten (Herstellung siehe Material) 
3 Schnitte für eine Stunde in 0,1% Sirius-Red-Lösung legen (Herstellung siehe Material) 
4 Überführung für 30 sec in 0,01 N HCl 
5 Kurze Reinigung in destilliertem Wasser 
6 Kernfärbung in Hämalaun-Lösung für 10 min 
7 Abspülen der Schnitte unter fließendem Wasser für 5 min 
8 Dehydrierung in Alkoholreihe von 70%, 96% und 100% Alkohol für je 3 min 
9 Überführung in Xylol für 5 min zur Klärung 
10 Einbetten der Schnitte in EntellanÒ und Abdeckung mit Deckgläsern 
11 Trocknung über Nacht und Lagerung bei Raumtemperatur 

 

3.4.3. Auswertung der Gewebsschnitte 
Die Bestimmung des Kollagen-Gehaltes der Präparate erfolge mit Hilfe des Bildanaly-

seprogrammes ImageJ 1.49 des National Institutes of Health, Maryland, USA. Im Vorfeld 

wurden lichtmikroskopische Fotografien der Präparate angefertigt. Verwendet wurde ein 

Lichtmikroskop mit integrierter, digitaler Kamera (Keyence BZ 8000K). Diese wurde 

durch die Kopplung an einen Computer über die Keyence BZ Analyzer Software bedient. 

Pro Gewebeschnitt wurden zufällig 4-5 Gesichtsfelder in zehnfacher Vergrößerung aus-

gewählt und abfotografiert. Pro Patient wurden jeweils vier Gewebeschnitte verwendet, 

sodass pro Patient 16-20 Bilder erstellt wurden. Die Auswertung der Bilddaten erfolgte 

verblindet. Mit dem Bildanalyseprogramm Image J wurde das Verhältnis zwischen rot 

gefärbten, kollagenen Flächen und der Gesamtfläche der Gewebssektion in Prozent 

durch folgende Formel ermittelt: 

 

% Fibrose = Fläche Fibrose / Totale Gewebefläche × 100 

 

 

3.5. Statistische Auswertung 
Zur statistischen Auswertung der Versuche wurde das Programm SigmaStat Version 3.5 

(Systat Software Inc.) verwendet. Die Auswertung erfolgte durch die Berechnung von 

Mittelwerten und Standardabweichungen. Signifikanzanalysen wurden für den Vergleich 

von zwei numerischen Variablen mit dem t-Test bzw. für den Vergleich mehrerer Grup-

pen numerischer Variablen mit dem One-Way-Anova-Test durchgeführt. Wenn nötig 
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wurde ein Korrekturverfahren nach Tukey oder Fisher’s LSD angewendet. Für alle Tests 

wurde eine Power von 0,8 als notwendig festgelegt. Ein p-Wert < 0,05 galt dabei als 

statistisch signifikant. Mittels Pearson-Korrelationsanalysen wurden Korrelationskoeffi-

zienten ermittelt. 
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4. Ergebnisse 

4.1. Histologie 
Die Evaluation rechtsatrialer Fibrosierungsprozesse bei Sinusrhythmus und persistie-

rendem Vorhofflimmern in humanen rechtsatrialen Gewebeproben erfolgte durch histo-

logische Analysen mittels Kollagen-spezifischer Picro-Sirius-Red-Färbung.  

In den histologischen Analysen der Patientenproben (siehe Abbildung 6 und 7) zeigten 

die Patienten mit persistierendem Vorhofflimmern (3 männlich, 1 weiblich, Durch-

schnittsalter 73 Jahre) (62,1% ± 5,9%, p< 0,05), verglichen mit der Kontrollgruppe mit 

Sinusrhythmus (1 männlich, 3 weiblich, Durchschnittsalter 77 Jahre) (51,8% ± 1,7%), 

eine signifikante Erhöhung des Kollagen-Anteils. Dieser vermehrte Kollagenanteil lässt 

auf eine Erhöhung einer atrialen Fibrosierung schließen.  

  

 

 
Abbildung 6: Histologische Analyse von humanem rechtsatrialem Gewebe bei persistierendem Vorhofflim-
mern (AF) und Sinusrhythmus (SR).  

Picro-Sirius-Red-Färbung zur Darstellung kollagener Fasern. Skalierung 100 µm. Zu erkennen ist ein er-
höhter Kollagen-Anteil bei persistierendem Vorhofflimmern (rote Färbung). 
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Abbildung 7 Rechtsatrialer Kollagen-Anteil bei Patienten mit Sinusrhythmus (SR, schwarzer Balken) und 
persistierendem Vorhofflimmern (perAF, grauer Balken)  

Darstellung des Kollagenanteils in % der Gesamtfläche des untersuchten rechtsatrialen Gewebes. *= p<0,05 
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4.2. Einfluss der miR-133a-Überexpression auf Zielgene mit Bedeutung für die 
Extrazellulärmatrix 
Die funktionelle Bedeutung einer miR-133a-Überexpression in kardialen Fibroblasten 

wurde durch mRNA-Expressionsveränderungen der miR-133a-Zielgene COL1A1, 

COL3A1, TGF-β, CTGF, α-SMA und FN-1 mittels qRT-PCR analysiert (Tabelle 27). Aus-

gewählt wurden bekannte Zielgene, die im Zusammenhang mit Fibrosierungsprozessen 

und somit der Entstehung und dem Erhalt von Vorhofflimmern stehen, durch ihren Ein-

fluss in die Fibroblastenproliferation, der Produktion von ECM-Bestandteilen und der 

Transdifferenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten. Die Identifizierung der Ziel-

gene erfolgte über die Onlinedatenbanken Targetscan und miRGate.  

 

 
Tabelle 27: Fibrose-assoziierte Zielgene von miR-133a 

Gen Protein/Funktion 
COL1A1 Kollagen Typ I alpha 1, verleiht durch hohe Zugfestigkeit Stabilität 
COL3A1 Kollagen Typ III alpha 1, erhält durch dehnbare Fibrillen strukturelle Unversehrt-

heit 
TGF-β Transforming growth factor-β, Aktivierung von CTGF  

Stimulation der Proliferation, Migration und Transdifferenzierung von Myo-
fibroblasten  
Stimulation der Kollagen-I- und –III-Produktion  
Stimulation der Fibronektin-1-Produktion 

CTGF Connective tissue growth factor, indirekte Aktivierung von Fibroblasten zur 
Proliferation, Transdifferenzierung und Produktion von ECM 

FN-1 Fibronektin-1, Fibroblasten-Differenzierung  
Kopplung von Myozyten an das kollagene Netzwerk  
Indirekte Aktivierung von Myofibroblasten 

α-SMA α-smooth muscle actin, erhöht Myofibroblasten-Kontraktilität 
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4.2.1. Transfektions- und Transduktionseffizienz 
Die Expressionsanalysen wurden in zwei verschiedenen Systemen (humane Fibroblas-

ten/ Rattenfibroblasten; Plasmid/ Lentiviraler Vektor) durchgeführt.  

Durch die Transfektion des Plasmids (pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-133a-Plasmid) 

bzw. Transduktion des lentiviralen Vektors (pLenti6.4/CMV/V5/MSGW-EmGFP-miR-

133a-Vektor) lassen sich die transfizierten bzw. transduzierten Zellen als EmGFP-positiv 

unter dem Fluoreszenzmikroskop von nicht-transfizierten bzw. nicht-transduzierten Zel-

len unterscheiden. 

Die mittels pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-133a-Plasmid transfizierten Fibroblasten der 

Ratte zeigten in den Analysen eine Transfektionseffizienz von maximal 30%.  

Zur weiteren Evaluation bei relativ niedriger Transfektionseffizienz erfolgten Experi-

mente mit dem pLenti6.4/CMV/V5/MSGW-EmGFP-miR-133a-Vektor. 

Abbildung 8 zeigt die Analyse der Transduktionseffizienz durch die Quantifizierung infi-

zierter humaner kardialer Fibroblasten. Für die Quantifizierung wurden zusätzlich alle 

Zellen mit DAPI markiert. Als DNA spezifischer Fluoreszenzfarbstoff färbt DAPI die Zell-

kerne an. Dies erlaubt eine bessere Zuordnung der Flächen zwischen Zytosol und Zell-

kern. In den Versuchen zeigte sich eine Transduktioneffizienz von 95%. 

 

 

 
Abbildung 8: Nachweis der Transduktion von humanen kardialen Fibroblasten mit dem pLe-
nti6.4/CMV/V5/MSGW-EmGFP-miR-133a-Vektor unter dem Fluoreszenzmikroskop. Skalierung 200 µm. 

A. EmGFP-positive Zellen, B. mit DAPI angefärbte Zellkerne, C. Übereinanderlagerung der EmGFP- und 
DAPI-Signale. 20-fache Vergrößerung; Transduktionseffizienz von 95% 
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4.2.2. Expression von COL1A1-mRNA nach microRNA-133a-Überexpression 
Die im Durchschnitt 103-fache lentivirale Überexpression von miR-133a führte zur einer 

signifikant verminderten mRNA-Expression des fibroseassozierten Gens COL1A1 

(63,6% ± 34%, p<0,05) in humanen kardialen Fibroblasten.  

Abbildung 9 zeigt das über qRT-PCR-Analyse ermittelte Expressionsniveau im Vergleich 

zur Negativ-Kontrolle. 

 
 

 
 

Abbildung 9: Expressionsanalyse (qRT-PCR) von COL1A1-mRNA bei 103-facher miR-133a-Überexpres-
sion (pLenti6.4/R4R2/V5-DEST-Vektor) in humanen kardialen Fibroblasten  

Werte stellen Mittelwerte ± SD dar. Daten von drei unabhängigen Experimenten mit n=3 pro Gruppe. *= p 
<0,05. Kontrolle = Fibroblasten, die mit Vektor für funktionslose microRNAs transduziert wurden 
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4.2.3. Expression von COL3A1-mRNA nach microRNA-133a-Überexpression 
Nach im Durchschnitt 103-facher lentiviraler Überexpression von miR-133a in humanen 

kardialen Fibroblasten konnte eine signifikant reduzierte mRNA-Expression des fibrose-

assoziierten Gens COL3A1 (34,6% ± 22,1%, p= <0,001) im Vergleich zur Negativ-Kon-

trolle nachgewiesen werden (Abbildung 10).  

 

 

 
 

Abbildung 10: Expressionsanalyse (qRT-PCR) von COL3A1-mRNA bei 103-facher miR-133a-Überexpres-
sion (pLenti6.4/R4R2/V5-DEST-Vektor) in humanen kardialen Fibroblasten  

Werte stellen Mittelwerte ± SD dar. Daten von drei unabhängigen Experimenten mit n=3 pro Gruppe. *= p 
<0,001. Kontrolle = Fibroblasten, die mit Vektor für funktionslose microRNAs transduziert wurden 
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4.2.4. Expression von CTGF-mRNA nach microRNA-133a-Überexpression 
Die im Durchschnitt 103-fache lentivirale Überexpression von miR-133a führte zur einer 

signifikant verminderten mRNA-Expression des fibroseassoziierten Gens CTGF (47,9% 

± 24,7%, p<0,05) in humanen kardialen Fibroblasten.  

Dieses Ergebnis stützt unsere Hypothese der antifibrotischen Rolle von miR-133a 

durch Inhibierung von CTGF-Signalwegen.  

Abbildung 11 zeigt das über qRT-PCR-Analyse ermittelte Expressionsniveau im Ver-

gleich zur Negativ-Kontrolle. 

 

 

 
 

Abbildung 11: Expressionsanalyse (qRT-PCR) von CTGF-mRNA bei 103-facher miR-133a-Überexpres-
sion (pLenti6.4/R4R2/V5-DEST-Vektor) in humanen kardialen Fibroblasten  

Werte stellen Mittelwerte ± SD dar. Daten von drei unabhängigen Experimenten mit n=3 pro Gruppe. *= p 
<0,05. Kontrolle = humane kardiale Fibroblasten, die mit Vektor für funktionslose microRNAs transduziert 
wurden 
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4.2.5. Korrelationsanalyse 
Die CTGF-mRNA-Expression korreliert in humanen kardialen Fibroblasten mit lentivira-

ler miR-133a-Überexpression positiv mit der COL1A1-mRNA (r=0,8) und der COL3A1- 

mRNA-Expression (r=0,9) (Abbildung 12).  

 

A 

 
 

B  

 
 
Abbildung 12: A) Pearson-Korrelationsanalyse der COL1A1-mRNA und CTGF-mRNA-Expression (r 
=0,8) B) Pearson-Korrelationsanalyse der COL3A1-mRNA und CTGF-mRNA-Expression (r= 0,9) Aufge-
tragen sind die mRNA-Expressionsänderungen in humanen kardialen Fibroblasten mit lentiviraler miR-
133a-Überexpression. Formel: 𝑟= ∑𝑛𝑖=1(𝑥𝑖–𝑥¯)(𝑦𝑖–𝑦¯) / ∑𝑛𝑖=1(𝑥𝑖–𝑥¯)2 x√⋅∑𝑛𝑖=1(𝑦𝑖–𝑦¯)2 
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4.2.6. Expression von TGF-β-mRNA nach microRNA-133a-Überexpression 
Bei einer im Durchschnitt 63-fachen miR-133a-Überexpression in kardialen Fibroblasten 

der Ratte (pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-133a-Plasmid transfizierte Zellen) konnten 

keine signifikanten Expressionsänderungen von TGF-β-mRNA detektiert werden (87,7% 

± 68,3%, p=0,734) (Abbildung 13).  

 

 

 
 

Abbildung 13: Expressionsanalyse (qRT-PCR) von TGF-ß-mRNA bei 63-facher miR-133a-Überexpression 
(pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-Plasmids) in kardialen Fibroblasten der Ratte 

Werte stellen Mittelwerte ± SD dar. n(neg.con)= 6, n(TGF-β)= 4. p=0,734. Kontrolle = Fibroblasten, die mit Vektor 
für funktionslose microRNAs transfiziert wurden  
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4.2.7. Expression von Fibronektin-1-mRNA nach microRNA-133a-Überexpres-
sion 

Die im Durchschnitt 63-fache Überexpression von miR-133a führte zu einer verminder-

ten mRNA-Expression des fibroseassoziierten Gens Fibronektion-1 in kardialen Fib-

roblasten der Ratte (pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-133a-Plasmid transfizierte Zellen). 

Dieser Effekt blieb jedoch unterhalb des Signifikanzniveaus (40,3% ± 14,2, p=0,165) 

(Abbildung 14). 

Die Tendenz stützt den vermuteten antifibrotischen Effekt der Fibronektin-1 Herabregu-

lation durch miR-133a-Überexpression in kardialen Fibroblasten.  

 

 

 
 

Abbildung 14: Expressionsanalyse (qRT-PCR) von FN-1-mRNA bei 63-facher miR-133a-Überexpression 
(pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-Plasmids) in kardialen Fibroblasten der Ratte 

Werte stellen Mittelwerte ± SD dar. n(neg.con)= 6, n(Fibronektin)=3. p=0,165. Kontrolle = Fibroblasten, die mit 
Vektor für funktionslose microRNAs transfiziert wurden  
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4.3.1. Einfluss der miR-133a-Überexpression auf die Transdifferenzierung kardi-
aler Fibroblasten 

Die Transdifferenzierung von kardialen Fibroblasten zu Myofibroblasten wurde über die 
mRNA-Expression von α-SMA analysiert. Bei einer im Durchschnitt 63-fachen miR-
133a-Überexpression in kardialen Fibroblasten der Ratte (pcDNAä6.2-GW/EmGFP-
miR-133a-Plasmid transfizierte Zellen) kam es zu einer verminderten α-SMA-Expression 
(37,4% ±11,8, p= 0,4) (Abbildung 15). 

Die Tendenz weist darauf hin, dass eine miR-133a-Überexpression einen inhibitorischen 
Effekt auf die Transdifferenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasen und somit auf die 
Entwicklung atrialer Fibrose haben könnte.  

 

 

 

Abbildung 15: Expressionsanalyse (qRT-PCR) von α-SMA- mRNA bei 63-facher miR-133a-Überexpres-
sion (pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-Plasmids) in kardialen Fibroblasten der Ratte 

Werte stellen Mittelwerte ± SD dar. n(neg.con)= 5, n(α-SMA)=3. p= 0,4. Kontrolle = Fibroblasten, die mit Vektor 
für funktionslose microRNAs transfiziert wurden 
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4.4. Einfluss der miR-133a-Überexpression auf die Zelldichte kardialer Fib-
roblasten 
Post-transfektionelle Zellzahlanalysen wurden an kardialen Fibroblasten der Ratte, wel-

che miR-133a 63-fach überexprimierten (pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-133a-Plasmid 

transfizierte Zellen) durchgeführt. Die Fibroblasten zeigten nach 24 h Wachstum eine 

signifikant geringere Zelldichte als die Zellen ohne miR-133a-Überexpression (67,3% ± 

13,8%, p= <0,001) (Abbildung 16). 

Dieses Ergebnis deutet auf einen hemmenden Einfluss einer miR-133a-Überexpression 

auf die Fibroblastenproliferation in atrialen Fibroblasten hin. 

 

 
 

Abbildung 16: Zellzahlanalyse bei 63-facher miR-133a-Überexpression (pcDNAä6.2-GW/EmGFP-miR-
Plasmid) in kardialen Fibroblasten der Ratte 

Werte stellen Mittelwerte ± SD dar. Daten von vier unabhängigen Experimenten mit n=3 pro Gruppe. *= p 
<0,001. Kontrolle = Fibroblasten, die mit Vektor für funktionslose microRNAs transfiziert wurden  
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4.5. miR-133a-Expression in rechtsatrialen Gewebeproben  
Chip-array Analysen zur differentiellen Expression von microRNAs in Proben mit Sinus-

rhythmus, persistierendem und paroxysmalem Vorhofflimmern (n=3 pro Gruppe) konn-

ten im Vorfeld der vorliegenden Studie eine reduzierte Expression von miR-133a nach-

weisen, die mit der Dauer des Vorhofflimmerns korrelierte (p= <0,05) (Niemann et al., 

2016). Aufbauend auf diesen Daten wurden in der vorliegenden Studie qRT-PCR-Ana-

lysen zur differentiellen miR-133a-Expression an rechtsatrialem Gewebe von 64 Patien-

ten (Sinusrhythmus n=11, persistierendes Vorhofflimmern n=27, paroxysmales Vorhof-

flimmern n=26) durchgeführt.  

 

Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse der qRT-PCR-Analysen. Eine statistisch signifikant 

verminderte miR-133a-Expression ist sowohl bei paroxysmalem (parAF) als auch bei 

persistierendem Vorhofflimmern (perAF) im Vergleich zur Kontrollgruppe (SR) zu erken-

nen. Dabei ist der Expressionsabfall bei persistierendem Vorhofflimmern (27,3% ± 9,2% 

(SEM), p<0,01) deutlicher als bei paroxysmalen Vorhofflimmern (49% ± 11% (SEM), 

p<0,05).  

 

 

 
 
Abbildung 17: Expressionsanalyse (qRT-PCR) von miR-133a im rechtsatrialen Gewebe von Patienten mit 
Sinusrhythmus (SR), paroxysmalem Vorhofflimmern (parAF) und persistierendem Vorhofflimmern (perAF)  

 Werte stellen Mittelwerte ± SEM dar. n (SR)= 11, n(parAF)= 26, n(perAF)= 27. * = p<0,05, ** = p<0,01 
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4.6. Zusammenfassung der Ergebnisse 
Patienten im Vorhofflimmern zeigen eine vermehrte atriale Fibrose. Die in-vitro-Versu-

che mit miR-133a-überexprimierenden kardialen Fibroblasten zeigten eine mRNA-Supp-

ression der Fibrose-assoziierten Gene CTGF, COL1A1, COL3A1 und FN1 sowie eine 

verminderte Fibroblasten-Differenzierung und Zellzahl/Proliferation. Damit kann ein Ein-

fluss von miR-133a auf die Expression von Zielgenen des Remodelings als Substrat des 

Vorhofflimmerns angenommen werden. Darüber hinaus zeigen atriale Proben im Vor-

hofflimmern eine reduzierte Expression von miR-133a. 

Diese Befunde lassen die Vermutung zu, dass das miR-133a-Expressionsmuster den 

Grad der atrialen Fibrose beeinflusst und eine Einschätzung zur Prognose des Vorhof-

flimmerns erlauben könnte. 
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5. Diskussion 
In dieser Arbeit wurde die regulatorische Funktion der miR-133a bei der Entwicklung und 

Erhaltung von Vorhofflimmern untersucht. Dabei wurde ein Zusammenhang zwischen 

der Entwicklung des Vorhofflimmerns (paroxysmal oder persistierend) und dem miR-

133a-Expressionsmuster beschrieben. Die angenommene Verwendbarkeit von miR-

133a als Biomarker und möglicherweise therapeutischem Ziel bei Vorhofflimmern, be-

stätigt sich schon bei geringer Probenzahl und macht die spätere Überprüfung an einem 

größeren Patientenkollektiv sinnvoll. 

 

5.1. Fibrosierung rechtsatrialen Gewebes bei Vorhofflimmern 
Der Zusammenhang zwischen rechtsatrialer Fibrose und Vorhofflimmern wurde durch 

die Bestimmung des Fibrosierungsgrades von humanem Vorhofgewebe von Patienten 

mit persistierendem Vorhofflimmern und Sinusrhythmus mittels Sirius-Red-Färbung der 

kollagenen Fasern untersucht. Das atriale Gewebe von Patienten mit persistierendem 

Vorhofflimmern zeigte im Vergleich zu den Sinusrhythmus-Präparaten einen signifikant 

größeren Kollagen-Anteil. Dieser Befund deckt sich mit Angaben aus der Literatur. Kos-

tin et al. (2002) fanden in konfokalmikroskopischen Untersuchungen bei Gewebe aus 

rechtsatrialen Appendices von Patienten mit persistierendem Vorhofflimmern, die sich 

einer Maze-Operation unterzogen, einen um 48% erhöhten Anteil von Kollagen-I im Ver-

gleich zu Geweben von Patienten mit Sinusrhythmus. Die Autoren interpretierten den 

erhöhten Kollagen-Gehalt als strukturelles Korrelat von Vorhofflimmern. Auch Nishi et 

al. (2013) detektierten eine signifikant erhöhte prozentuale Fibrosefläche von durch-

schnittlich 29,6%± 14,1% im rechtsatrialen Gewebe von Patienten mit Vorhofflimmern, 

die sich Herzoperationen unterzogen.  

Obgleich die zitierten Arbeiten und die vorliegende Analyse eine signifikante Steigerung 

der atrialen Fibrose bei Vorhofflimmern belegen, weichen die prozentualen Kollagen-

Anteile in den verschiedenen Untersuchungen voneinander ab.  

Als mögliche Ursachen für diese Unterschiede kommen unterschiedliche Patientenzah-

len oder methodische Unterschiede in Frage. Als histologische Präparate dienten Nishi 

et al. (2013) Paraffinschnitte, die mit Hämatoxylin & Eosin und Masson-Trichrom gefärbt 

wurden. In der vorliegenden Studie erfolgte die Analyse mit Kryoschnitten und Sirius-

Red-Kollagenfärbung. Die von Nishi et al. (2013) verwendete Planimetry Methode mit 

der Windowa MetaMorph Software ist untersucherunabhängig. Die Autoren verwende-

ten eine 100-fache Vergrößerung und werteten lediglich durchschnittlich zehn Felder 

aus. In der vorliegenden Arbeit wurde mit einer 10-fachen Vergrößerung und 16-20 
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Feldern gearbeitet, wodurch vermutlich ein besserer Überblick über den Gesamtgehalt 

an Kollagen gewährleistet werden konnte. 

Zahlreiche Literaturdaten belegen, dass sich atriale Fibrose und Vorhofflimmern gegen-

seitig bedingen und stützen. Als ein charakterisierender Prozess des strukturellen atria-

len Remodelings gilt die atriale Fibrose als ein anatomisches Substrat für die Erhaltung 

und Progression von Vorhofflimmern und als wichtiger Prognosefaktor. Gleichzeitig ist 

das Vorhofflimmern auch eine Ursache für die Entstehung einer atrialen Fibrose (Bur-

stein and Nattel, 2008; Heijman et al., 2016; Nattel et al., 2008; Poudel et al., 2015). 

Dieser Zusammenhang zwischen der atrialen Fibrose und dem Vorhofflimmern steht mit 

den histologischen Ergebnissen dieser Arbeit im Einklang.  

Platonov et al. beschrieben eine 2-3fach höheren Fibroseanteil in rechts- und linksatria-

lem Gewebe bei Patienten mit Vorhofflimmern unabhängig vom Lebensalter. Dabei 

zeigte sich im Vergleich ein stärkere Fibrosierung bei Patienten mit permanentem Vor-

hofflimmern zu der Gruppe mit paroxysmalem Vorhofflimmern (Platonov et al., 2011). 

Boldt et al. (2004) entdeckten eine Verbindung zwischen dem Vorhofflimmern und der 

ECM-Expression von Kollagen-I, -III und Fibronektin-1 in linksatrialem humanem Ge-

webe. Dabei zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied der Kollagen-I-Proteinkon-

zentration zwischen paroxysmalem und persistierendem Vorhofflimmern. 

Die Bedeutung des ECM-Metabolismus für die Entwicklung von Vorhofflimmern wird 

auch durch den erhöhten ECM-Anteil in den Atrien von Schweinen mit induziertem Vor-

hofflimmern und der erhöhten Fibronektin-1-Expression unterstützt (Lin et al., 2007).  

Kainuma et al. konnten zeigen, dass die Kombination aus Vorhofflimmern und Mitral-

klappendefekten zu einem strukturellen Remodeling im rechten Atrium führt. Mitralklap-

pendefekte allein zeigen diesen Effekt jedoch nicht. Diese Befunde bekräftigen die kau-

sale Beziehung von Vorhofflimmern und atrialer Fibrose (Kainuma et al., 2011). Auch Xu 

et al. (2004) zeigten an explantierten Herzen von Patienten mit Herzinsuffizienz und Kar-

diomyopathie, dass das ECM-Volumen mit der Entstehung von Vorhofflimmern korre-

liert. Die ECM-Akkumulation durch Komponenten wie Kollagen-I und die damit einher-

gehenden Fibrosierungs-Prozesse führen über die Separierung longitudinaler myokar-

dialer Muskelfaserbündel zu Reizweiterleitungsstörungen und Vorhofflimmern. Einige 

Autoren folgerten aus diesen Resultaten, dass die Beeinflussung der Entwicklung der 

atrialen Fibrose einen vielversprechenden Ansatz zur Prävention von Vorhofflimmern 

darstellt (Burstein et al., 2009; Kostin et al., 2002; Nattel, 2017). 

Weiter scheint die atriale Fibrose einen Einfluss auf den Erfolg von Maze-Operationen 

zu haben, unabhängig davon, ob ein paroxysmales oder permanentes Vorhofflimmern 

vorliegt. Patienten mit postoperativ permanentem Vorhofflimmern zeigten präoperativ 

eine stärkere atriale Fibrosierung als Patienten, bei denen sich nach dem Eingriff ein 
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Sinusrhythmus einstellte (Niemann et al., 2016). Im Widerspruch zu diesen Befunden 

stehen die Ergebnisse von Kainuma et al. (2011), die in ihrer Analyse zum Zusammen-

hang zwischen dem strukturellen Remodeling beider Atrien und dem Erfolg von Maze-

Operationen bei Patienten mit valvulärem, persistierendem Vorhofflimmern lediglich ei-

nen signifikanten Zusammenhang zwischen einer vermehrten Fibrose im linken (nicht 

im rechten) Vorhof und einem Misserfolg des Eingriffs fanden. Nakai et al. (2007) fanden 

dagegen einen Zusammenhang zwischen dem Grad der rechtsatrialen Fibrose und dem 

Auftreten von postoperativem Vorhofflimmern nach Bypass-Operationen und bekräftig-

ten somit die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe.  

Diese Befunde unterstreichen die Möglichkeit durch eine therapeutische Einflussnahme 

auf die atriale Fibrose die Aggravation von Vorhofflimmern zu verhindern bzw. zu ver-

langsamen und den Behandlungserfolg von Maze-Prozeduren zu erhöhen. 

In diesem Kontext stellt sich die Frage nach den therapeutischen Möglichkeiten der Re-

gulierung der atrialen Fibrose. Laut einer Reihe von Studien spielen microRNAs eine 

Schlüsselrolle bei der Entstehung und Erhaltung von Vorhofflimmern sowie beim atria-

lem Remodeling (Nishi et al., 2013; Poudel et al., 2015; Shen et al., 2019). Darüber 

hinaus zeigten die im Vorfeld der vorliegenden Arbeit durchgeführten Array-Analysen an 

rechtsatrialem Gewebe von Patienten mit Vorhofflimmern Expressionsveränderungen 

bei einer Reihe von microRNAs. Auf der Basis dieser Befunde wurde in der vorliegenden 

Arbeit der Einfluss der herzmuskelspezifischen miR-133a auf die kardiale Fibrosierung 

untersucht.  

 

5.2. Funktionelle Auswirkungen bei miR-133a-Überexpression 
Kardiale Fibroblasten spielen als Hauptproduzenten von Komponenten und Regulatoren 

der ECM eine fundamentale Rolle bei Fibrosierungsprozessen des Herzens (Dostal et 

al., 2015; Kanekar et al., 1998; Souders et al., 2009; Travers et al., 2016). Daher sollte 

in der vorliegenden Arbeit der Einfluss der miR-133a-Expression in kardialen Fibroblas-

ten auf das ECM-Remodeling untersucht werden. Dazu wurden die mRNA-Expressions-

muster der Fibrose-assoziierten Gene COL1A1, COL3A1, FN-1, CTGF und TGF-β, die 

Fibroblasten-Transdifferenzierung zu Myofibroblasten und die Fibroblasten-Zelldichte 

bei einer miR-133a-Überexpression untersucht. 

Obgleich die miR-133a als Kardiomyozyten-spezifisch gilt (Duisters et al., 2009; Latro-

nico and Condorelli, 2009), konnten in der vorliegenden Arbeit zahlreiche antifibrotische 

Effekte der miRNA-133a-Überexpression in kardialen Fibroblasten nachgewiesen wer-

den. 
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Die miR-133a inhibiert in kardialen Fibroblasten die mRNA-Expression der Gene der 

ECM-assoziierten Proteine Kollagen-I und -III und CTGF, deren Überexpression in en-

gem Zusammenhang mit einer atrialen Fibrose steht. 

In einer Studie an Patienten mit persistierendem Vorhofflimmern, die einen Mitralklap-

penersatz erhielten, zeigte sich, dass die vermehrte Expression von CTGF in rechtsatri-

alem Gewebe bei Vorhofflimmern mit dem Fibrosegrad korreliert (Li et al., 2013b).  

Untersuchungen an Gewebe aus Ratten und Mäusen spiegeln die Resultate der Versu-

che an miR-133a-überexprimierenden kardialen Fibroblasten der vorliegenden Arbeit wi-

der (Duisters et al., 2009). Damit bestätigt sich der inverse Zusammenhang zwischen 

der CTGF- und miR-133a-Expression speziesübergreifend. Ein miR-133a-Knockdown 

führte in kultivierten Kardiomyozyten und Fibroblasten zu einer Überexpression von 

CTGF, eine miR-133a-Überexpression dagegen zu einer Abnahme der CTGF- und Kol-

lagen-Produktion. Die Autoren schlussfolgerten, dass miR-133a durch die direkte Inhibi-

tion der Expression des profibrotischen Proteins CTGF ein wichtiger Regulator für struk-

turelle Veränderungen der ECM ist (Duisters et al., 2009).  

Zu ähnlichen Ergebnissen kamen Yu et al. die zeigten, dass die mRNA- und Proteinex-

pression von COL1A1, COL3A1, CTGF, TGF-ß und α-SMA bei miR133a-Überexpres-

sion in Ratten nach Myokardinfakt signifikant herabreguliert war (Yu et al., 2019). 

In Angiotensin II-behandelten Ratten korrelierte die miR-133a-Expression negativ mit 

der COL1A1-Expression und dem Ausmaß der kardialen Fibrose. Eine verminderte miR-

133a-Expression erhöhte in diesem Modell die ECM-Produktion in kardialen Fibroblas-

ten (Castoldi et al., 2012). Kambis et al. zeigten in ihrer Studie an transgenen diabeti-

schen Mäusen eine signifikant verminderte kardiale Kollagenexpression bei miR-133a-

Überexpression (Kambis et al., 2019).  

Im Hundemodell zeigten Tiere mit Nikotin-induziertem Vorhofflimmern und atrialer Fib-

rose eine signifikante Überexpression von TGF-β. Durch eine miR-133a-Transfektion in 

atriale Fibroblasten sank die TGF-β- und parallel dazu die Kollagen- und CTGF-Expres-

sion (Shan et al., 2009).  

In den vorliegenden Versuchen führte die miR-133a-Überexpression nicht zu signifikan-

ten Veränderungen der TGF-β-Expression. Dieser Befund überrascht angesichts der 

Datenlage in der Literatur (Shan et al., 2009; Yu et al., 2019), aber auch aufgrund der 

Abnahme der CTGF- und FN-1-mRNA-Expression bei miR-133a-Überexpression in der 

vorliegenden Arbeit. Die Expression beider Proteine und damit die Akkumulation von 

ECM-Proteinen wird von TGF-β gesteuert. Weiter moduliert TGF-β die Fibroblasten-

Proliferation, die Transdifferenzierung in Myofibroblasten und steigert die α-SMA-, Kol-

lagen-I- und -III-Produktion (Desmoulière et al., 1993; Dorn et al., 2018; Heimer et al., 

1995; Schiller et al., 2004; Souders et al., 2009; Tomasek et al., 2002b; Travers et al., 
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2016; Verrecchia and Mauviel, 2002). Du et al konnten zeigen, dass eine TGF-ß Hem-

mung in Mäusen zu einer Reduktion atrialer Fibrose führt (Du et al., 2017).  

Als Grund für die beschriebenen Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit sind methodische 

Ursachen wahrscheinlich. Die Expressionsanalysen wurden in zwei verschiedenen Sys-

temen (humane Fibroblasten/Rattenfibroblasten; Plasmid/Lentiviraler Vektor) durchge-

führt. Für die Expressionsanalysen des TGF-β-Gens wurde das pcDNAä6.2-GW/Em-

GFP-miR-133a-Plasmid (Invitrogen) verwendet. Die Transfektionseffizienz dieser Me-

thode war dauerhaft niedrig (d. h. die Mehrzahl der Zellen zeigte keine Überexpression 

von miR-133a). Lentivirale Vorgehensweisen zeichneten sich dahingegen durch eine 

hohe Effizienz aus. 

Zu diskutieren ist ebenfalls, ob die Regulation auf anderer Ebene zu inkonsistenten Er-

gebnissen führt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Überexpression einer einzelnen 

microRNA im artifiziellen Model untersucht. Denkbar ist, dass Gegenregulationen der 

Zelle zu „Störsignalen“ führen bzw. Mechanismen, die unter physiologischen Bedingun-

gen eine Rolle spielen in ihrer Konsequenz unterdrückt werden. 

Aufgrund der niedrigen Transfektionseffizienz wurden zur Evaluation der CTGF-, 

COL1A1- und COL3A1-Expression Experimente mit lentiviralen Vektoren (Transdukti-

onseffizienzen von bis zu 95%) durchgeführt. In diesem System konnte ein signifikanter 

Einfluss eine miR-133a-Überexpression auf die Expression der Gene festgestellt wer-

den. Die Überprüfung der Versuche zur TGF-β-Expression mit transduzierten Zellen ist 

in Folgeversuchen notwendig.  

In diabetischen Mäusen mit einer miR-133a-Überexpression wurde eine verminderte Ex-

pression von FN-1 und anderen Fibrosemarkern (z.B. CTGF, TGF-β) sowie eine Ver-

minderung der kardialen Fibrose beobachtet (S. Chen et al., 2014). 

Der Einfluss von miR-133a auf die COL3A1-Expression wurde bisher nur in wenigen 

Arbeiten untersucht (Y. Chen et al., 2014; Yu et al., 2019). Die hier gezeigte signifikante 

Inhibition der COL3A1-mRNA-Expression bei miR-133a-Überexpression unterstützt, 

dass es sich bei COL3A1 um ein Zielgen dieser microRNA handelt.  

Der hemmende Einfluss einer miR-133a-Überexpression auf die Fibroblasten-Prolifera-

tion unterstreicht den Zusammenhang zwischen der miR-133a-Expression und dem zel-

lulären Wachstum (Li et al., 2018; Souders et al., 2009). Eine Fibroblasten-Proliferation 

führt über eine exzessive ECM-Produktion zur Trennung myokardialer Faserbündel und 

über die vermehrten Fibroblasten-Kardiomyozyten Interaktionen zu Veränderungen in 

der Erregungsweiterleitung (Burstein et al., 2009; Yue et al., 2011b). 

In diesem Kontext deuten die vorliegenden Ergebnisse an, dass die Hemmung der Fib-

roblasten-Proliferation durch miR-133a einen Schutz vor arrhythmogenen Störungen, 

wie Vorhofflimmern und atrialem Remodeling, bieten könnte.  
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Das Wachstum der miR-133a-überexprimierenden kardialen Fibroblasten der Ratte 

wurde anhand der Zellzahl 24 h post-transfektionell bestimmt und mit der Kontrollgruppe 

verglichen. Ein Nachteil dieser Methode ist ein mögliches Bias durch den Untersucher 

bei der Zählung. Zur Minimierung untersucherabhängiger Effekte wurden vier parallele 

Ansätze (n=3 für beide Gruppen) jeweils doppelt ausgezählt. Eine verblindete Zählung 

durch eine unabhängige Person kann eine weitere Objektivitätssteigerung ermöglichen.  

α-SMA-produzierende Myofibroblasten sind unter pathologischen Umständen die Haupt-

produzenten von ECM-Komponenten und somit verantwortlich für die Gewebefibrose. 

Die Transdifferenzierung wird unter anderem durch Fibronektin getriggert, das wiede-

rum, von miR-133a gesteuert wird (Gabbiani, 2003b; Serini et al., 1998; Travers et al., 

2016; Yu et al., 2019). 

Zusammenfassend lassen die vorliegenden Ergebnisse vermuten, dass miR-133a durch 

die Suppression von Genen, welche für die übermäßige Produktion von ECM in kardia-

len Fibroblasten verantwortlich sein können, durch die Hemmung der Fibroblasten-

Proliferation und Transdifferenzierung zu Myofibroblasten, einer kardialen Fibrose ent-

gegenwirkt. 

Die Folgeversuche zielten darauf ab, die belegten Zusammenhänge zwischen „atrialer 

Fibrose und Vorhofflimmern“ und zwischen „atrialer Fibrose und miR-133a-Expression“ 

zu verknüpfen. Dazu wurde die miR-133a-Expression in Gewebeproben von Patienten 

mit paroxysmalem und permanentem Vorhofflimmern analysiert. 

 

 

5.3. miR-133a Expressionsmuster bei paroxysmalem und persistierendem Vor-
hofflimmern 
Zum Zeitpunkt der Durchführung der vorliegenden Studie fehlten vergleichende Unter-

suchungen der miR-133a-Expression in atrialem Gewebe von Patienten mit paroxysma-

lem oder persistierendem Vorhofflimmern und Sinusrhythmus. 

Um diese Frage zu beantworten, wurde in der vorliegenden Studie Gewebe aus huma-

nem rechtsatrialem Myokard untersucht.  

Im Vorfeld durchgeführte Array-Analysen mit kleineren Fallzahlen hatten ergeben, dass 

die miR-133a bei Patienten mit Vorhofflimmern in rechtsatrialen Proben stark unterex-

primiert zu sein scheint. Zusätzlich hatten andere Arbeiten die Herz- und Skelettmuskel-

spezifische Expression von miR-133a beschrieben (Lagos-Quintana et al., 2002; Li et 

al., 2018). Diese Befunde qualifizierten die miR-133a als potentiellen Biomarker und 

Therapieansatz bei Vorhofflimmern. 
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Die in der vorliegenden Arbeit detektierte signifikant erniedrigte miR-133a-Expression in 

humanen rechtsatrialen Gewebeproben von Patienten mit Vorhofflimmern im Vergleich 

zu Proben von Patienten mit Sinusrhythmus, könnte das Auftreten von atrialer Fibrose 

und Vorhofflimmern sowie die miR-133a-Expression miteinander verknüpfen. Interes-

sant war, dass die miR-133a-Expression bei persistierendem Vorhofflimmern stärker be-

einträchtigt war als bei paroxysmalem Vorhofflimmern. Diese Ergebnisse deuten darauf 

hin, dass die Entwicklung des Vorhofflimmerns mit dem Grad der miR-133a-Expressi-

onsminderung im Zusammenhang steht.  

Diese Ergebnisse lassen sich wie folgt interpretieren: 

1. Die ausgeprägte Inhibition der miR-133a-Expression bei länger bestehendem Vorhof-

flimmern lässt eine Progredienz des strukturellen atrialen Remodelings durch pathophy-

siologische Stimuli vermuten. Zusammen mit den Ergebnissen der funktionellen Analyse 

bei miR-133a-Überexpression deuten diese Befunde darauf hin, dass das Ausmaß atri-

aler fibrotischer Umbauprozesse durch ECM-Akkumulation bei paroxysmalem Vorhof-

flimmern, im Vergleich zu permanentem Vorhofflimmern, weniger fortgeschritten ist. Be-

kräftigt wird diese Vermutung durch die Arbeit von Platonov et al., in der gezeigt wurde, 

dass die Fibrosierung in Atrien von Patienten mit permanentem Vorhoffliern signifiikant 

höher ist, als bei Patienten mit paroxysmalem Vorhofflimmern (Platonov et al., 2011). 

2. Laut Literatur ist die atriale Fibrose nicht nur die Konsequenz, sondern auch ein wich-

tiges Substrat für die Erhaltung von Vorhofflimmern (Burstein and Nattel, 2008; Dacca-

rett et al., 2011; Nattel, 2017). Der Zusammenhang zwischen einer erniedrigten miR-

133a-Expression, der Induktion einer atrialen Fibrose und der Progredienz des Vorhof-

flimmerns könnte auch das bei persistierendem Vorhofflimmern im Vergleich zu paro-

xysmalem Vorhofflimmern signifikant erhöhte Risiko für kardiovaskuläre Komplikationen 

erklären (Le Heuzey et al., 2004; Steinberg et al., 2015).  

Diese Zusammenhänge unterstützen den Ansatz der diagnostischen und therapeuti-

schen Fokussierung auf Progressionsvermeidung des Vorhofflimmerns. 

 

Atriale Fibrose und Vorhofflimmern bewegen sich in einem Circulus vitiosus, in dem sie 

sich selbst erhalten und gegenseitig unterhalten. Die vorliegenden Ergebnisse lassen 

vermuten, dass sowohl die Entwicklung und Aggravation der atrialen Fibrose durch das 

Vorhofflimmern als auch die Erhaltung und Progression des Vorhofflimmerns durch die 

atriale Fibrose über die miR-133a-Expression reguliert wird.  

Nishi et al. (2013) zeigten in ihren Experimenten an rechtsatrialem Gewebe von Maze-

Patienten mit persistierendem Vorhofflimmern eine deutliche miR-21-, miR-23b- und 

miR199b-Expressionssteigerung und einen Zusammenhang zwischen der miR-21-Ex-

pression, der atrialen Fibrose und dem operativen Outcome von Maze-Prozeduren. Im 
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Gegensatz zu den Resultaten der vorliegenden Arbeit, ergaben sich jedoch keine signi-

fikanten miR-133a-Expressionsunterschiede. Dagegen fanden Shan et al. (2009) in 

Hunden, bei denen das Vorhofflimmern durch Nikotin induziert wurde und in rechtsatri-

alem Gewebe von rauchenden Patienten mit Vorhofflimmern ebenfalls eine verminderte 

miR-133a-Expression und in Folge ein erhöhtes atriales Remodeling . Xiao et al. (2011) 

konnte die signifikant verringerte miR-133a-Expression in atrialem Gewebe von Patien-

ten mit Vorhofflimmern und Mitralstenose bestätigen.  

 

5.3.1. miR-133a als potentieller Biomarker 
Die Diagnostik bei Vorhofflimmern stützt sich derzeit auf die klinische und apparative 

Diagnostik mittels 12-Kanal-EKG, Langzeit-Holter-EKG und Eventrekorderanalysen. Die 

teilweise aufwändige Routinediagnostik kann nur sinnvoll bei symptomatischen Patien-

ten angewendet werden, sodass asymptomatisches Vorhofflimmern oftmals unentdeckt 

bleibt. Zur Minimierung kardiovaskulärer (vor allem thromboembolischer) und hämorrha-

gischer Komplikationen durch orale Antikoagulation, sozioökonomischer Konsequenzen 

sowie zur Steigerung der Erfolgsraten chirurgischer, interventioneller und rhythmologi-

scher Therapien wäre ein verlässlicher Biomarker zur Identifikation eines Risikoprofils 

für Vorhofflimmern von großem Wert. Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit 

könnte sich miR-133a als ein solcher Biomarker eignen. Die meisten in die atriale Fib-

rose involvierten microRNAs werden in einer Vielzahl von Zellen und Geweben expri-

miert. Die herz- und skelettmuskelspezifische Expression, von miR-133a minimiert die 

Wahrscheinlichkeit von off-target-Phänomenen (Lagos-Quintana et al., 2002).  

Die Messung von miR-133a im atrialen Gewebe ist aufgrund der Invasivität der erforder-

lichen Probenentnahme für die Nutzung als Biomarker eher ungeeignet. Sinnvoll und 

nutzbar zur weiteren Therapieplanung kann die intraoperative Probeentnahme z.B. im 

Rahmen von MAZE-Prozeduren sein.  

Daher sollten zukünftige Studien mit dem Ziel der Etablierung von miR-133a als diag-

nostischer Marker auch auf die Analyse zirkulierender miR-133a fokussieren. MicroR-

NAs im Plasma sind stabil und widerstandsfähig gegenüber pH-Veränderungen, der La-

gerung bei Raumtemperatur und wiederholtem Einfrieren und Auftauen (Chen et al., 

2008; Mitchell et al., 2005) und daher potentiell als diagnostische Parameter geeignet 

(Halushka et al., 2019; Shen et al., 2019). 

Bauters et al. (2013) konnten ein Jahr nach einem Myokardinfarkt, keine Assoziation der 

miR-133a-Konzentration im Plasma und der linksventrikulären Dysfunktion oder dem 

Remodeling nachweisen und kamen daher zu dem Schluss, dass zirkulierende miR-

133a-Levels als Biomarker für linksventrikuläres Remodeling ungeeignet sind. Diese 
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Befunde müssen aber in detaillierteren Studien mit größeren Patientenkohorten evaluiert 

werden. Eine signifikante Konzentrationsminderung der mit atrialer Fibrose und Vorhof-

flimmern assoziierten miR-21 und miR-150 konnte bereits im Plasma von Patienten mit 

Vorhofflimmern nachgewiesen werden (Galenko et al., 2019; Liu et al., 2012; McManus 

et al., 2015). 

Im Hinblick auf eine potentielle diagnostische Nutzbarkeit der miR-133a wäre in Folge-

versuchen interessant, ob verminderte Expressionslevel ggf. bereits vor makroskopisch 

sichtbaren fibrotischen Umbauprozessen detektierbar sind. 

Denkbare Einsatzmöglichkeiten von miR-133a wären: 

1. miR-133a als Vorsorgeparameter 

• von atrialer Fibrose zur Prävention von Vorhofflimmern und Verringerung 

thromboembolischer Komplikationen und Mortalität 

2. miR-133a als Diagnoseparameter 

• von symptomlosem oder paroxysmalem Vorhofflimmern z.B. bei Risikoper-

sonen, erlaubt eine frühzeitige konservative oder chirurgische Intervention 

3. miR-133a als Prognose- und Verlaufsparameter im Rahmen des Therapiemana-

gements bei bekanntem Vorhofflimmern  

a. zur Einschätzung der Behandlungsbedürftigkeit von Vorhofflimmern, erlaubt 

eine Minimierung bzw. Erfolgssteigerung chirurgischer Eingriffe 

b. zur Entwicklung individueller Therapieschemata zur Behandlungsoptimie-

rung  

4. miR-133a als intraoperativer Marker 

a. zur Einschätzung der Entwicklung des Vorhofflimmerns intra- und postope-

rativ, erlaubt den Einsatz von präventiven Maßnahmen bei zu erwartenden 

Komplikationen 

b. zur weiteren Therapieplanung 

5. miR-133a als Nachsorgeparameter 

a. für Verlaufskontrollen operativer Eingriffe, beispielsweise nach MAZE-Proze-

duren 

 

5.3.2. miR-133a als potentielles therapeutisches Target 
Als wichtiger Modulator der atrialen Fibrose könnte die miR-133a als Zielmolekül im Rah-

men einer Upstream-Therapie von Vorhofflimmern geeignet sein. Eine Upstream-The-

rapie zielt darauf ab in krankheitsauslösende und -fördernde Mechanismen einzugreifen 

(Savelieva et al., 2011). 
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Eine denkbare Möglichkeit der therapeutischen Einflussnahme wäre der Einsatz von 

miR-133a-Mimetika. Mimetika sind synthetische doppelsträngige RNAs, die wie endo-

gene microRNAs prozessiert werden und somit ihren Effekt imitieren (R and Fj, 2017; 

Shen et al., 2019; Wang, 2011). Die auf den Herz- und Skelettmuskel beschränkte miR-

133a-Expression minimiert das Risiko von off-target-Effekten bei dem Einsatz von miR-

133a-Mimetika. Diese Eigenschaft der miR-133a ist daher ein großer Vorteil gegenüber 

anderen microRNAs im Hinblick auf die Nutzung als therapeutisches Target. 

Bei der therapeutischen Nutzung von miR-133a wäre auch der Einsatz von Adeno-as-

soziierten Virusvektoren (AAV-Vektoren), die die gewebespezifische Aufnahme von 

microRNA-Sequenzen bei geringer Immunogenität ermöglichen, sinnvoll (Bish et al., 

2008; Wang et al., 2016). Aktuell befinden sich bereits einige microRNA-basierte Thera-

pieverfahren (z.B. miR-122) unter Nutzung von miR-Antimimetika, miR-Mimetika und 

AAV-Vektoren in der präklinischen Entwicklung und klinischen Anwendung im Rahmen 

von Phase II Untersuchungen (R and Fj, 2017; Trang et al., 2010).  

Der Einsatz von microRNAs im Rahmen der Therapie von Vorhofflimmern könnte helfen 

das Risiko von Behandlungsstrategien (z.B. intrazerebrale Hämorrhagien durch orale 

Antikoagulation) zu senken, ihre Effektivität zu erhöhen und die Anzahl der notwendigen 

invasiven und technisch komplexen Operationen zu minimieren bzw. ihren Erfolg zu stei-

gern.  

 

 

5.4. Schlussfolgerung und Perspektiven 
Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ergeben sich folgende Schlussfolgerun-

gen: 

1. miR-133a-Signalwege regulieren Gene von Strukturproteinen atrialer Fibrose bei 

Vorhofflimmern 

2. miR-133a kann ein potentieller Biomarker bei Vorhofflimmern sein 

3. miR-133a könnte ein potentielles therapeutisches Target bei Vorhofflimmern sein 

 

 

5.5. Limitationen 
Zur weiteren Evaluation der vorliegenden Ergebnisse sind Folgeversuche mit größeren 

Fallzahlen nötig. 

In dieser Versuchsreihe wurden für die miR-133a-Expressionsanalysen und die Anferti-

gung der histologischen Präparate Gewebeproben unterschiedlicher Patienten verwen-

det. In Folgeversuchen wäre die Nutzung der gleichen Gewebeproben zur Überprüfung 
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der Korrelation zwischen dem miR-133a-Expressionsprofil und dem Fibrosierungszu-

stand bei paroxysmalem und permanentem Vorhofflimmern sinnvoll.  

Die Ergebnisse zum Einfluss einer miR-133a-Überexpression wurden in vitro an kardia-

len Fibroblasten gewonnen. Die Auswirkungen einer miR-133a-Überexpression in vivo 

wurden nicht analysiert.  

Es wurde ausschließlich rechtsatriales Gewebe untersucht, daher sollten weiterführende 

Analysen links- und rechtsatriales humanes Myokard im Vergleich berücksichtigen. An 

Tiermodellen wurde festgestellt, dass fibrotische Umbauprozesse im Zuge von atrialem 

Remodeling in beiden Atrien im vergleichbaren Ausmaß stattfinden (Bauer et al., 2004; 

Kumagai et al., 2003).  

Die bereits in der Diskussion erläuterten methodischen Limitationen durch die Nutzung 

von Zellen unterschiedlicher Spezies (Ratte/Human) und unterschiedlicher Transport-

systeme (Plasmide/virale Vektoren) im Verlauf der Studie sollte in Folgeexperimenten 

für eine bessere Vergleichbarkeit und Konsistenz der Ergebnisse vermieden werden.  

Ein mögliches Bias durch den Untersucher bei der Zellzählung im Rahmen der Prolife-

rationsanalyse ist als ein methodischer Nachteil zu sehen und sollte durch eine verblin-

dete Zählung durch eine unabhängige Person zur Erhöhung der Objektivität in Folgever-

suchen limitiert werden.  
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6. Zusammenfassung 
Vorhofflimmern ist die häufigste Herzrhythmusstörung. Die Erkrankung geht mit einer 

erhöhten Mortalität durch kardiovaskuläre Komplikationen einher. Die Prävention throm-

boembolischer Komplikationen mit oralen Antikoagulatien birgt ein erhöhtes Risiko für 

intrazerebrale Hämorrhagien. Die Diagnostik bei Vorhofflimmern stützt sich derzeit auf 

apparative Methoden (12-Kanal-EKG, Langzeit-Holter-EKG und Eventrekorderanaly-

sen). Reliable Biomarker zur frühzeitigen Demaskierung von symptomlosem Vorhofflim-

mern stehen nicht zur Verfügung. Die beim symptomatischen Vorhofflimmern zum Ein-

satz kommende konventionelle chirurgische Therapie ist teilweise technisch komplex 

und hochinvasiv.  

Bei der miR-133a handelt es sich um eine skelett- und herzmuskelspezifische 

microRNA, die an der Regulation von atrialem Remodeling beteiligt ist. Das atriale Re-

modeling induziert die zu einer Fibrose führenden Signalkaskaden. Die atriale Fibrose 

ist wiederum ein strukturelles Substrat für die Entstehung und den Erhalt von Vorhofflim-

mern. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse des Zusammenhangs zwischen 

der miR-133a-Expression, der atrialen Fibrose und dem Auftreten von Vorhofflimmern. 

Durch histologische Untersuchungen konnte das gemeinsame Auftreten von rechtsatri-

aler Fibrose und Vorhofflimmern bestätigt werden. Eine miR-133a-Überexpression in 

kardialen Fibroblasten inhibierte die mRNA-Expression der Fibrose-assoziierten Gene 

für Connective tissue growth factor (CTGF) und Kollagen-I und-III, die Proliferation der 

Zellen sowie ihre Differenzierung in Myofibroblasten. Damit konnte ein direkter Zusam-

menhang zwischen miR-133a und der atrialen Fibrose nachgewiesen werden. Weiter 

bestand ein Zusammenhang zwischen der miR-133a-Expression und dem Auftreten von 

Vorhofflimmern in humanem atrialen Gewebe von Patienten mit Vorhofflimmern. Dabei 

wurde gezeigt, dass die miR-133a-Expression im Verlauf der Entwicklung des Vorhof-

flimmerns (paroxysmal » persistierend) abnimmt.  

Daher scheint es möglich, anhand des miR-133a-Expressionsmusters den Grad der 

artrialen Fibrose sowie die aktuelle Ausprägung und zukünftige Entwicklung des Vorhof-

flimmerns einzuschätzen. Möglicherweise eignet sich daher miR-133a sowohl als diag-

nostischer Marker als auch als therapeutisches Target. Eine frühzeige Demaskierung 

von symptomlosem Vorhofflimmern könnte die kardiovaskulären Komplikationen, die 

Mortalität, die sozioökonomischen Konsequenzen sowie die Notwendigkeit invasiver 

Operationen minimieren bzw. die Erfolgsquoten chirurgischer Eingriffe steigern und 

gleichzeitig den langfristigen Therapieerfolg optimieren.  
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7. Summary 
Atrial fibrillation is the most common arrhythmia in clinical practice and is associated with 

a high mortality and cardiovascular complications. Oral anticoagulant therapy for the pre-

vention of thromboembolism is accompanied by a higher risk of intracerebral hemor-

rhage. Diagnosis of atrial fibrillation is based on instrumental methods (electrocardio-

gram, holter monitor and eventrecorder). Reliable biomarkers for early diagnosis of non-

symptomatic atrial fibrillation are not available. The conventional surgical therapy, which 

is used for symptomatic atrial fibrillation is mostly complex and highly invasive.  

miR-133a is a specific microRNA of the heart- and skeletal muscle, which is associated 

with the regulation of atrial remodeling. Atrial remodeling induces signaling cascades 

leading to atrial fibrosis. In turn, atrial fibrosis is a structural substrate of the development 

and maintenance of atrial fibrillation. The aim of this study was the analysis of the corre-

lation between miR-133a-expression, atrial fibrosis and the occurrence of atrial fibrilla-

tion. 

Histological examinations confirmed the relationship between fibrosis of the right atrium 

and atrial fibrillation. Overexpression of miR-133a in cardial fibroblasts inhibited the 

mRNA-expression of fibrosis-associated genes for connective tissue growth factor 

(CTGF) and collagene I and III, cell proliferation and their differentiation into myofibro-

blasts. Thus, a direct relationship between miR-133a an atrial fibrosis was demonstrated. 

Furthermore, a direct connection between miR-133a-expression and atrial fibrillation was 

observed in atrial tissue of patients with atrial fibrillation. For the first time it was shown, 

that the miR-133a-expression decreases during the development of atrial fibrillation (par-

oxysmal » persistant). 

In conclusion, it seems possible to use the miR-133a-expression pattern for the evalua-

tion of the extent of atrial fibrosis and of the extent as well as future development of atrial 

fibrillation. Therefore, we see a potential role of miR-133a as a diagnostic marker and 

therapeutic target. The early discovery of asymptomatic atrial fibrillation may minimize 

cardiovascular complications, mortality, socio-economic consequences, the need for in-

vasive surgery interventions as well as maximize the success of performed surgeries 

and at the same time may optimize long-term therapeutic success.  



Abkürzungsverzeichnis 

 78 

8. Abkürzungsverzeichnis 
AF Atrial fibrillation 
Aqua bidest Aqua bidestillata 
Argo2 Argonaute 2 Protein 
ATP Adenosintriphosphat 
att attachment 
cDNA komplementäre DNA 
CMV Cytomegalievirus 
COL1A1 Kollagen Typ 1 alpha 1 
COL3A1 Kollagen Typ 3 alpha 1 
Ct cycle threshhold 
CTGF connective tissue growth factor 
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DGCR8  DiGeorge syndrome critical region 8 
DME-Medium Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate  
ds-Oligos doppelsträngige Oligonukleotide 
dT  deoxythymine 
DTT Dithiothreitol 
E.coli Escherichia coli 
ECM Extrazellulärmatrix 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EKG Elektrokardiogram 
EmGFP Emerald Green Fluorescent Protein 
FN1 Fibronectin 1 
GAPDH Glcerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
GTP Guanosintriphosphat 
H2O Wasser 
LB-Medium Luria-Broth-Medium 
M-MLV Moloney Murine Leukemia Virus 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
miR microRNA 
miRISC RNA-induced-silencing-complex 
MnCl2 Manganchlorid 
NaOH Natriumhydroxid 
NTC No template control 
Oligo Oligonukleotid 
PACT PKR activation protein 
PACT PKR activation protein 
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parAF paroxysmales Vorhofflimmern 
PBS Phosphate buffered Saline 
PCR Polymerase chain reaction 
PEI Polyethylenimin 
perAF permanentes Vorhofflimmern 
pre-miR precursor microRNA 
pri-miR primary microRNA 
qPCR quantitative PCR 
qRT-PCR quantitative Real-Time PCR 
RA  rechtes Atrium 
RAAS  Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
Ran RAs-related Nuclear protein 
RISC Komplex RNA-induced silencing complex 
RNA Ribonukleinsäure 
rpm revolutions per minute 
SD Standardabweichung 
SEM standard error of the mean 
SR Sinusrhythmus 
Taq Thermus aquaticus  
TBE Tris Borat EDTA 
TE-Puffer TRIS EDTA-Puffer 
TGF-β  Transforming growth factor-β  
TRBP TAR RNA binding protein 
TRBP RNA binding protein 
UV ultraviolett 
VHF Vorhofflimmern 
α-SMA α-smooth muscle actin  
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10. Anhang 
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10.2. Vektorkarte pLenti6.4/CMV/V5/MSGW-EmGFP-miR-133a 
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