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I. Einleitung -1-

I. EINLEITUNG

Vorhofflimmern ist mit einer Gesamt-Prdvalenz von 0,15-1% die hé&ufigste
supraventrikuldre Arrhythmie des Menschen 2.

Priavalenz und Inzidenz dieser Erkrankung nehmen mit jeder Lebensdekade, von
0,5% jenseits des 50. Lebensjahres bis zu fast 9% nach dem 80. Lebensjahr,
signifikant zu °.

Neben subjektiven, die Lebensqualitédt beeintrdchtigenden Symptomen fiithrt
chronisches Vorhofflimmern u.U. zu einer zweifach erhohten kardiogen bedingten
Morbiditidt und Mortalitdt und, bei fehlender adaequater antikoagulatorischer
Therapie, zu einem fiinffach erhshten Risiko einer apoplexia cerebri **.

Auch beim Tier stellt diese Form der kardialen Rhythmusstérung eine hiufige und
ernstzunehmende Erkrankung dar °.

Beim Hund tritt Vorhofflimmern als héufigste tachykarde Vorhofarrhythmie v.a.
bei dlteren Riiden groBler Rassen oder ansonsten meist im Terminalstadium einer
Herzinsuffizienz auf und ist generell als schweres, prognostisch ungiinstiges
Zeichen zu bewerten °’.

Beim Pferd bleibt Vorhofflimmern in Ruhe oder bei médBiger Anstrengung héaufig
symptomlos oder geht mit nur geringer Leistungsverminderung einher und wird
gelegentlich als Zufallsbefund bei der Herzuntersuchung diagnostiziert.
Komplikationen treten oft erst in Form einer Belastungsherzinsuffizienz auf.
Grundséatzlich gilt die Erkrankung aber auch hier als progressiv verlaufende

Regulationsstorung, die frither oder spiter zur dekompensierten Herzinsuffizienz
fithrt ®.

Eine kausale Therapie ist derzeit nicht moglich, die symptomatische Behandlung
mit Antiarrhythmika und Antikoagulantien zur Senkung der Ventrikelfrequenz,
Verbesserung der Kontraktionskraft oder Beseitigung eventueller Insuffizienz-
erscheinungen ist nicht zuletzt aufgrund ihrer bekannten Nebenwirkungen nur
selten zufriedenstellend, und eine zunéchst erfolgreiche Kardioversion hat haufig
Rezidive zur Folge. Ein pridventiver Ansatz gewinnt daher zunehmend an
Bedeutung, da chronisches Vorhofflimmern und die damit assoziierten Risiken,

einmal etabliert, nur schwer kontrollierbar sind.

Fir eine effektive Pravention und Therapie ist die Kenntnis prddisponierender
Faktoren sowie der Pathophysiologie der Entstehung und Etablierung von
Vorhofflimmern von grundlegender Bedeutung.

Zahlreiche klinische, elektrophysiologische, histologische und molekularbiologische
Studien auf diesem Gebiet, sowohl am Tiermodell als auch am Menschen, fiihrten
zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen, die kontrovers diskutiert werden.
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Die pradisponierenden Faktoren fiir chronisches Vorhofflimmern sind vielfaltig, die
zugrundeliegenden elektrophysiologischen und strukturellen Korrelate noch immer
ungeklart.

Als gesichert wird inzwischen angesehen, daf3 es sich bei Vorhofflimmern um eine
reentry-Arrhythmie handelt. Reentry ist ein prinzipieller Mechanismus sowohl
atrialer als auch ventrikuldrer Tachyarrhythmien, dessen Entstehung und
Fortsetzung Geweberegionen mit langsamer, heterogener Weiterleitung oder
Leitungsblock erfordert, so dal3 sich depolarisierende Aktionspotentiale retrograd

auf nicht mehr absolut refraktire, erregbare Zellen ausbreiten kénnen **.

Die Pathogenese der verlangsamten Weiterleitung des kardialen Impulses steht
sowohl mit aktiven Ionen-Transportfunktionen der Zellmembran, als auch mit den
passiven elektrischen Eigenschaften und der myokardialen Gewebearchitektur in
Zusammenhang '**°,

Als Ergebnis zahlreicher Untersuchungen gibt es zunehmend Hinweise darauf, daf3
Verédnderungen des passiven Widerstandes, unabhédngig von Verdnderungen der
aktiven Membraneigenschaften und der Zellgeometrie, die Leitungsgeschwindigkeit

vermindern und die Heterogenitét der Impulsweiterleitung erhéhen kénnen 31617,

Die zentrale Rolle im Hinblick auf die passiven Leitungseigenschaften eines
elektrisch erregbaren Gewebes kommt spezialisierten Regionen der Zellmembran,
den gap junctions, zu.

Die cytosolischen Kompartimente benachbarter Kardiomyozyten werden via gap
junctions im Bereich des Glanzstreifens verbunden. Gap junctions ermoglichen als
sogenannte ,low resistance pathways“ die Kommunikation benachbarter Zellen
durch den Austausch von Ionen, Metaboliten und Signalmolekiilen und sind somit
fiir die elektrische Kopplung der einzelnen Zellen und die interzellulére
Impulsweiterleitung sowie dariiber hinausgehend fiir die koordinierte Kontraktion
des gesamten Myokards und dessen anisotrope Eigenschaften verantwortlich *'%1%,

Die strukturellen transmembranéren Proteine der gap junction-Kaniéle sind die
Connexine. Im Glanzstreifen des menschlichen Herzens werden gap junctions von
bis zu drei verschiedenen Connexinisoformen - Connexin 40, 43 und 45 - mit
unterschiedlicher Lokalisation, Anordnung und Kombination in verschiedenen
Zelltypen und Regionen des Herzens gebildet. Im Sdugerherzen ist Connexin 43 das
am meisten verbreitete gap junction Protein und kommt in fast allen Anteilen des
Organs vor. Connexin 40 dagegen ist spezifisch fiir atriales Myokard und spezielle

Leitungsgewebe >*,

Unterschiede in der Expression verschiedener Connexinisoformen und die Anzahl,

GroBe und rdumliche Anordnung der gap junctions werden als kritische



I. Einleitung -3-

Determinante gewebespezifischer Leitungseigenschaften in verschiedenen Teilen
des Herzens unter normalen und pathophysiologischen Bedingungen einschlief3lich

13,15,20-22

potentiell lebensbedrohlicher Arrhythmien angesehen

Zahlreiche tierexperimentelle Studien sowie Untersuchungen an humanem
Ventrikelmyokard, haben einen eindeutigen Zusammenhang zwischen Ver-
teilungsstorungen der gap junctions, bzw. Verdnderungen der Expression der
jeweiligen Connexinisoformen und der Entstehung von Arrhythmien belegt.
Abnormale Weiterleitung und Ausbreitung des elektrischen Impulses durch
verminderte Connexinexpression bzw. verdnderte gap junction Verteilung werden
im Ventrikel v.a. mit Ischdmie, Infarkt und Hypertrophie assoziiert. Generell
scheint eine Connexinreduktion bei chronischen Herzerkrankungen aufzutreten,
und Computersimulationen konnten veranschaulichen, dall eine reduzierte
Kardiomyozytenverbindung iiber Connexine zur verlangsamten Impulsweiter-
leitung, verdnderten Dauer des Aktionspotentials und inhomogenen anisotropen
Weiterleitung fithrt und somit als signifikant proarrhythmogen einzustufen ist *.

Daneben wurde nachgewiesen, dalBl altersbedingten oder pathologischen
fibrotischen Verdnderungen eine wichtige Rolle bei der Entstehung von reentry-
Kreisldufen zukommt, und morphologische Untersuchungen beschreiben eine
differierende Anzahl degenerativer und anderer Verdnderungen die mit tachy-
karden Rhythmusstérungen in Verbindung gebracht werden. Zusammenfassend
bleibt die Rolle der gap junctions auch bei der Entstehung ventrikulidrer
Arrhythmien immer noch ungeklért.

Im Vergleich zu den an ventrikuldrem Myokard durchgefithrten Untersuchungen
sind die Literaturangaben tiber Vorhofflimmern verschwindend gering. Abgesehen
von einigen tierexperimentellen Studien, die sich aber v.a. aufgrund der
limitierenden zeitlichen Unterschiede nicht unbedingt auf ,in vivo-Verhéaltnisse®
tibertragen lassen, und wenigen Untersuchungen an humanem atrialen Myokard
mit sehr kontroversen Ergebnissen, ist nahezu nichts iiber die chronischem
Vorhofflimmern zugrundeliegenden Mechanismen und der Pathophysiologie hinter
der Chronizitit bekannt.

Auch wenn grundsétzlich davon auszugehen ist, dafl sich vermutete ventrikulédre
Pathomechanismen auf atriales Myokard iibertragen lassen, machen die
Unterschiede zwischen atrialen und ventrikuldren Eigenschaften beziiglich
mechanischer Anforderungen, der Gewebearchitektur, der exprimierten Connexin-
Isoformen, und der dreidimensionalen gap junction-Verteilung eine genauere
Betrachtung atrialen Myokards unumgénglich.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, an humanem Vorhofmyokard das strukturelle
Korrelat chronischen Vorhofflimmerns im Hinblick auf die Fragestellung zu
untersuchen, ob und inwieweit remodeling elektrischer und mechanischer
interzelluldrer Verbindungen, Verdnderungen in der Expression atrialer gap
junction Proteine oder eine Zunahme extrazelluldarer Matrixproteine als

moglicherweise proarrhythmogen einzustufen sind.

Dabei kam neben der Elektronenmikroskopie, die notwendig war, um v.a. die Frage
nach dem funktionellen Status vorhandener gap junctions und dem Ausmal
degenerativer Verdnderungen zu kldren, die konfokale Mikroskopie zum Einsatz,
deren entscheidender Vorteil gegeniiber herkémmlichen Methoden in der
hochsensitiven und quantifizierbaren Fluoreszenzdarstellung verschiedener intra-

und extrazelluldrer Proteinisoformen in gréf3eren Gewebevolumina liegt.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Vorhofflimmern

Bei Vorhofflimmern handelt es sich um eine weit verbreitete, meist progredient
verlaufende, kardiale Arrhythmie, deren Inzidenz mit zunehmenden Alter, den
meisten Formen kardialer und einiger pulmonaler Erkrankungen sowie diversen

metabolischen, toxischen, endokrinen oder genetischen Abnormalitédten zunimmt.

Eine klinische Klassifikation des Vorhofflimmerns erfolgt nach den Abstidnden,
innerhalb derer die Episoden der Arrhythmie auftreten **.

Paroxysmales Vorhofflimmern konvertiert im Allgemeinen innerhalb von 48
Stunden spontan zum Sinusrhythmus. Die seltener auftretende, persistierende
Form der Erkrankung endet nicht von selbst, sondern erfordert Kardioversion zur
Wiederherstellung des Sinusrhythmus. Als permanent oder chronisch bezeichnetes
Vorhofflimmern ist weder mit elektrischer noch pharmakologischer Kardioversion

konvertierbar *2°%,

Aus chronischem Vorhofflimmern resultieren fiir die betroffenen Patienten zwei

wesentliche, langfristige klinische Konsequenzen:

1. Arrhythmie und erhohte Ventrikelfrequenz fithren durch Verlust der AV-
Synchronitdt, der verminderten ventrikuldren Fillungszeit und héaufig
gleichzeitig bestehender AV-Klappen-Insuffizienz, zu einer Beeintréachtigung der
linksventrikuldren Funktion mit den damit verbundenen nachteiligen

hdmodynamischen Auswirkungen.

2. Durch den Verlust der atrialen Kontraktionsfunktion und atriale Stase wird die
Bildung intrakardialer Thromben begiinstigt und somit das Risiko der
Entstehung systemischer Thrombembolien signifikant erhoht >,

33% der Patienten entwickeln infolge des chronischen Vorhofflimmerns eine
Thrombembolie, 75% davon im Gehirn mit Todesfolge oder bei 60% mit

permanenten, schwerwiegenden neurologischen Ausfillen 7.

Die Erkrankung wird entweder asymptomatisch vom Patienten toleriert oder geht
mit Symptomen wie Herzklopfen, Benommenheit und allgemeinem Leistungsabfall,
Tachykardie-bedingter linksventrikuldrer Dysfunktion und einem stark erhéhten
Thrombembolierisiko mit signifikant erhéhter Morbiditdt und Mortalitét einher,
wobei die paroxysmale Form mit einem zunéchst geringeren Mortalitdtsrisiko

assoziiert ist *°. Patienten mit initial paroxysmalem Vorhofflimmern entwickeln
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jedoch héufig langer andauernde, nicht mehr spontan endende Anfille. Ausnahme
kann paroxysmales Vorhofflimmern wihrend intensivem Vagustonus sein. Auch
anfangs noch gut auf pharmakologische oder elektrische Kardioversion ansprechen-
des Vorhofflimmern neigt meist, in Abhédngigkeit von der Dauer und Art der

zugrunde liegenden Herzerkrankung, zur Therapieresistenz *.

Der Zeitfaktor scheint generell eine wichtige Rolle bei der Etablierung chronischen
Vorhofflimmerns und der damit verbundenen Therapieresistenz zu spielen; anhand
zahlreicher klinischer Studien wurde nachgewiesen, dafl sich nicht nur die
Wiederherstellung des Sinusrhythmus oder die Prdvention von Rezidiven um so
schwieriger gestaltet, je ldnger das Vorhofflimmern besteht und die einzelnen
Episoden andauern, sondern sich auch zunehmende, betriachtliche Verzégerungen
in der Wiederherstellung der Kontraktionsfunktion nach Kardioversion ein-

25,26,29-35

stellen . Ob dieser Tatsache atriales strukturelles oder funktionelles

remodeling zu Grunde liegt, ist immer noch ungeklart.

Bis zu einem gewissen Grad scheint es sich jedoch bei chronischem Vorhofflimmern
um eine Art sich selbst erhaltenden, progressiven circulus vitiosus zu handeln,
wobei der ,point of no return“ zum Sinusrhythmus noch nicht bekannt ist *#**%7. So
konnten elektrophysiologische Untersuchungen belegen, dafl schnelle atriale
Aktivierung, entweder durch Vorhofflimmern selbst oder infolge schnellen atrialen
“pacings”, zu einer verminderten effektiven Refraktirzeit, einer verlangsamten
Weiterleitung und einer erhohten elektrophysiologischen Heterogenitét der Vorhofe
fithrt *%%%, Diese Ergebnisse wurden von Wijffels et al. ** unter der treffenden
Bezeichnung ,atrial fibrillation begets atrial fibrillation“ zusammengefaf3t und
veranschaulichen, wie die Aufrechterhaltung chronischen Vorhofflimmerns durch
die von diesem selbst verdnderten, atrialen elektrischen Eigenschaften unterstitzt
wird, sagen dabei aber nichts tiber das diesen Verdnderungen zugrunde liegende
Substrat aus *'.

Die pradisponierenden Faktoren fiir chronisches Vorhofflimmern sind vielfiltig,
wobei zwischen primédren atrialen Verdnderungen, generalisierten
Herzerkrankungen und atrialen Verdnderungen, die auf hidmodynamischen

Storungen oder extrakardialen Ursachen beruhen, unterschieden werden kann
(Abb. 1).
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Primére atriale
Veranderungen

Sekundare atriale
Verénderungen infolge
generalisierter Kardiopathien

Sekundaére atriale Verédnderungen
infolge hdmodynamischer Storun-
gen oder extrakardialer Ursachen

1. Alter
2. Lone atrial fibrillation
3. Atriale Kardiomyopathie
a) isoliert (selten)
b) assoziiert mit dilatativer oder
hypertropher Kardiomyopathie
4. Isolierte atriale Myokarditis

1. Entziindungen
a) Myokarditis
b) Perikarditis
¢) Vaskulitis
2. Kardiomyopathie
a) hypertroph
b) dilatativ
3. Isch&mie
a) akuter Myokardinfarkt
b) chronische Koronarerkrankung

1. Hypertonie
2. hochgradige Kardiomyopathie
3. Mitralklappenstenose,-regurgitation
40% Mitralklappenstenose = AF
75% Mitralklappenregurgitation = AF
4. Pulmonalerkrankungen
5. metabolische, toxische, endokrine
(Hyperthyreose), genetische Storungen
6. Nach Kardio-Thorax-Chirurgie ent-
wickeln bis zu 40% der Patienten AF

\

Fokale L&sionen atrialen Myokards

\

Inhomogenitét der atrialen Repolarisation
u./ 0. Reizweiterleitung

\4

Paroxysmales, persistierendes oder chronisches Vorhofflimmern

>

<

Abb. 1:  Priadisponierende Faktoren fiir chronisches Vorhofflimmern (AF = atrial
fibrillation).

Desweiteren existiert eine idiopathische Form der Erkrankung, die auch als ,lone
atrial fibrillation“, d.h. ohne das Vorliegen einer ersichtlichen Grunderkrankung,
bezeichnet wird und von der etwa ein Drittel der Patienten betroffen ist *°. Bei ca.
50% der paroxysmalen Form und ca. 20% der persistierenden oder chronischen
Formen handelt es sich um “lone atrial fibrillation”.

Grundsitzlich miissen alle mit Vorhofflimmern assoziierten Verdnderungen am
Herzen aber im Kontext zu normalen altersbedingten Verdnderungen und
bestehenden Grunderkrankungen gesehen werden * (Tab. 1).

Allein diese physiologischen, altersbedingten Vorgédnge wirken prédisponierend fiir
eine verminderte und inhomogene Reizweiterleitung und kommen als Ursache fiir
die Entstehung, Etablierung und altersbedingt zunehmende Privalenz der
Arrhythmie in Betracht.

Fir das Verstidndnis der Pathophysiologie des Vorhofflimmerns erscheint eine
Unterscheidung zwischen Auslosern, sogenannten triggern, wie etwa einer akuten

Lésion des atrialen Myokards oder einem intensiven neurologischen Input und
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unterhaltenden Faktoren fiir das Einsetzen und die Aufrechterhaltung der
Arrhythmie von Bedeutung * (Abb. 2).

Tab. 1: Normale altersbedingte Verdnderungen am Atrium (modifiziert nach
Falk et al. *)

Proliferation von glatten Muskelzellen, elastischen

Geburt bis 30. Lebensjahr | g, oo und Kollagen

Verfettung, Vakuolisierung und Atrophie des Endo-

30. bis 70. Lebensjahr kards, Ersatzfibrose

Kollagenzunahme, Amyloidablagerung, Infiltration
ab 80. Lebensjahr des Sinusknotens mit Fett und Kollagen, atriale
Dilatation infolge ventrikulédrer Fibrose

A

Elektrisches / strukturelles
remodeling

@ympath. / parasympath. Stimuli \
* Bradykardie

* prémature atriale Aktivierung / Tachykardie
* accessorische atrioventrikulare Leitung

- akute atriale Wanduberdehnung = “stretch* / atriale Dilatation \
- ektopische Foci = atriales Gewebe in Entkopplung von =
Pulmonalvenen, V. cava, Koronarsinus, Muskelfasern
QV- Klappen . , .
* passive Leitungseigenschaften:

gap junctions, Gewebearchitektur

+ aktive Membrantransportfunktionen
Ca?*, Na*, Kt Kanale

» Angiotensin I, cAMP

EN

4

Reentry - Kreislaufe @ Persist. AF mit / ohne Weiterbestehen
der trigger

Weiterleitung der kurzwelligen
trigger im atrialen Myokard

Abb. 2:  Pathophysiologie des Vorhofflimmerns (AF = atrial fibrillation).
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Die vielfdltigen moglichen Zusammenhédnge zwischen den verschiedenen
priadisponierenden Faktoren, Triggern und Substraten chronischen Vorhofflim-
merns und besonders deren wahrscheinliche zeitliche Abfolge wurden bereits seit
Beginn des 20. Jahrhunderts eingehend untersucht, konnten aber bis heute nicht
abschlieBend geklirt werden *'.

2. Chirurgische Intervention

2.1. Entwicklung verschiedener Operationstechniken

Aufgrund der héaufigen Therapieresistenz und Rezidiventwicklung nach Kardio-
version bei chronischem Vorhofflimmern, kommt oft nur noch die chirurgische

Intervention als letzte therapeutische Méglichkeit in Betracht ***2,

Ziel einer effektiven chirurgischen Therapie mull es sein, nicht nur den Sinus-
rhythmus wiederherzustellen und rezidivierende Arrhythmien dauerhaft zu
verhindern, sondern auch ausreichende atriale Transportfunktion zu gewédhrleisten

und somit atriale Stase zu vermeiden #'.

Unter diesen Aspekten wurden zahlreiche unterschiedliche Operationstechniken
entwickelt und klinisch erprobt.

Ausgehend von der sich aus diversen elektrophysiologischen Untersuchungen “**

ableitenden Theorie, daf3 es sich bei Vorhofflimmern um eine durch sog. reentry-
Kreisldufe verursachte Arrhythmie handelt, fiir deren Aufrechterhaltung eine
kritische Anzahl kreisender Erregungswellen notwendig ist, sollte durch
chirurgische Reduktion der atrialen Masse und Oberfldche, die Anzahl und
Ausbreitung dieser reentries verringert werden °.

Cox et al. beschrieb 1980 die Isolation des linken Vorhofs, nach der das vom
restlichen Herzen isolierte Atrium entweder inaktiv bleibt, einen eigenen
asynchronen Rhythmus entwickelt oder weiter fibrilliert, so dal zwar die
linksventrikuldre Funktion verbessert, das Risiko der Thrombembolie aber nicht
verringert wurde *%,

1982 entwickelten Scheinman et al. die transvenose Katheterablation des His’-
Biindel, die iiber einen lidngeren Zeitraum als Standardtechnik fiir therapie-
resistentes Vorhofflimmern eingesetzt wurde, deren gravierender Nachteil aber in
der Notwendigkeit der Schrittmacherimplantation liegt 2"?%**,

Auch die von Guiraudon et al. 1985 eingefiihrte sog. Korridor Methode erzielte mit

der Isolation beider Vorhéfe keine Verminderung des Embolierisikos 2",
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2.2. Maze-Methode

Da mit keiner der bis dahin eingesetzten Methoden die Langzeitkomplikationen
chronischen Vorhofflimmerns zufriedenstellend eliminiert wurden, entwickelten
Cox et al. 1987 im Anschlul an zahlreiche elektrophysiologische und
tierexperimentelle Studien die sogenannte Maze I-Operation, um alle potentiellen
reentries durch gezielte links- und rechtsatriale Inzisionen zu unterbrechen und
dabei die atriale Transport- und Sinusknotenfunktion aufrechtzuerhalten *’. Die
initial dazu durchgefiihrten Inzisionen wurden anschlieend mehrfach bis hin zur
Maze III-Technik modifiziert und gelten inzwischen iiberwiegend als Mittel der
Wahl fiir nicht pharmakologisch therapierbares Vorhofflimmern.

Das Prinzip dieser Methode basiert anndhernd auf dem eines Labyrinthes, was zu
der Bezeichnung Maze-Technik fiihrte.

Grundsétzlich ging man zunédchst einmal davon aus, dafl die Entstehung von
reentry-Kreisldufen an Stellen der Unterbrechung der Kontinuitédt der freien
atrialen Wand erméglicht wird “*.

So wurden im Wesentlichen zwei macro-reentry-Kreisldufe fir die Etablierung der
Arrhythmie verantwortlich gemacht. Im rechten Atrium stellen die Ostien der
V. cava sup. und inf., im linken Atrium die Ostien der Pulmonalvenen sowie der
weite Ubergang ins linke Herzohr diese Unterbrechungen in der ansonsten glatten
Vorhofwand dar, die von den eintreffenden elektrischen Impulsen umgangen

werden miissen 2"*,

Bei der endgiiltigen Methode nach Cox werden die chirurgischen Inzisionen rund
um den Sinusknoten so platziert, dafl die Sinusimpulse in nur eine Richtung
weitergeleitet werden kénnen. Die anschlieBenden Inzisionen erfolgen derart, daf3
die gidngigsten reentry-Wege unterbrochen werden und die regulidre Erregungswelle
auf vordefinierten Wegen alle atrialen Regionen und den AV-Knoten erreicht, bevor
von dort die Ventrikelkontraktion ausgelost wird.

Durch die Aktivierung der gesamten Vorhofmuskulatur, mit Ausnahme der
entfernten Herzohren und der isolierten Pulmonalvenen, wird die atriale
Transportfunktion sichergestellt. Die Entstehung eventuell post operativ erneut
auftretender reentries wird verhindert, indem die elektrischen Impulse bei
normaler Refraktidrzeit nicht mehr umkehren und weitere reentries induzieren
konnen, wenn sie in dieser Richtung ausschliefllich auf refraktires Gewebe treffen
und an der finalen Naht, dhnlich der anuli fibrosi des normalen Herzens, beendet

werden **2,
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2.3. Mini-Maze-Technik

An der Kerckhoff-Klinik Bad Nauheim wurde die Methode der Mini-Variante der
Maze III Operation entwickelt und auf ihre mittelfristige Erfolgsquote im Vergleich
zu Maze III hin untersucht.

Diese Variante entstand auf der Basis zahlreicher Literaturangaben, um einige der
zeitaufwendigen und risikoreicheren Maze III-Inzisionen, unter Aufrechterhaltung
der wesentlichen Maze Ziele, zu eliminieren. Die so erreichte Verkiirzung der
Ischdmie (Aortenklemmzeit) und des extrakorporalen Kreislaufs, macht diese
Methode besonders geeignet fiir polymorbide Patienten oder solche mit
beeintrichtigter linksventrikulédrer Funktion *°.

3. Histologische Grundlagen und moégliche arrhythmogene
Substrate

3.1. Kardiomyozyten, Glanzstreifen und Zellverbindungen

Herzmuskulatur stimmt in ihrem prinzipiellen Aufbau aus Aktin- und
Myosinfilamenten, den grundlegenden sarkomeren, cytoskelettdren und
intermedidren Proteinen sowie in ihren Kontraktionsmechanismen im
Wesentlichen mit dem der Skelettmuskulatur tiberein. Zum grundsétzlichen
Aufbau quergestreifter Muskulatur und den der Kontraktion zugrundeliegenden

Mechanismen soll hier auf bekannte Literatur verwiesen werden.

Bei Kardiomyozyten handelt es sich aber, im Unterschied zu anderen
quergestreiften Muskelzellen nicht um ein Syncytium, sondern um Einzelzellen mit
jeweils nur einem Zellkern, die an den Enden durch sogenannte Glanzstreifen oder
intercalated discs (ID), Modifikationen der Zellmembran, miteinander verbunden

sind %5,

Im Bereich des ID spezialisiert sich die Zellmembran eines Kardiomyocyten zu drei
verschiedenen Arten interzelluldrer Verbindungen, die entweder mechanische bzw.
adhaesive Funktionen haben oder aber die Weiterleitung des Aktionspotentials und
die Zellkommunikation ermoglichen.

Das Myokard setzt sich grundsitzlich aus drei funktionell und ultrastrukturell
unterschiedlichen Zelltypen zusammen: Reizbildende Gewebe (Sinus- und AV-
Knoten), spezielle reizleitende Gewebe (His’ Biindel, dessen Aufzweigungen und
Purkinjefasern) und Arbeitsmyokard.
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Hinsichtlich ihrer Ultrastruktur differieren diese drei Zelltypen v.a. auch in der

Anordnung und Zusammensetzung ihrer IDs ***.

Im Arbeitsmyokard von Atrium und Ventrikel lassen sich am ID drei
unterschiedliche dreidimensionale, hoch spezialisierte Regionen der Zellmembran

neben unspezialisierten Anteilen unterscheiden:
1) gap junctions (nexus)
2) fascia adherens
3) Desmosomen
4) unspezialisierte Anteile der Zellmembran

Gap junctions sind sogenannte kommunizierende Verbindungen oder ,low
resistance pathways®“, die eine schnelle Weiterleitung des Aktionspotentials und
somit eine synchrone Muskelkontraktion erlauben. Die dulBleren Schichten der
beiden dreischichtigen Plasmamembranen lagern sich in diesem Abschnitt derart
zusammen, dall der Eindruck einer fiinflagigen Membran entsteht, der
Interzellularspalt ist auf ca. 2-4 nm verengt *.

Desmosomen haben mechanische Bedeutung, sie heften benachbarte Zellen
aneinander und dienen im Zellinneren der Verankerung von Intermediédrfilamenten
(Desmin). Diese wiederum bilden ein dichtes Geriist im Cytoplasma, koppeln
nebeneinanderliegende Myofibrillen iiber andere Proteine an die Plasmamembran
und verleihen so der Zelle mechanische Stabilitdt. Der Interzellularspalt ist in
diesem Bereich ca. 25-35 nm weit und enthédlt eine elektronendichte
Glykoproteinsubstanz.

Die iiberwiegend transvers zur Muskelfaserrichtung gelegenen fasciae adherentes
verbinden die Aktinfilamente der Mpyofibrillen, werden deshalb auch als
Myofibrillen-Insertionsstellen bezeichnet und dienen der interzelluldren Adhésion;
die Weite des Interzellularspalts betrdgt auch hier in etwa 20 nm.

Im nicht spezialisierten Anteil zwischen diesen Zellverbindungen, ist die Weite des
Interzellularspaltes variabel und meist grofler als 20 nm. Die Zellmembranen der
benachbarten Zellen verlaufen irreguldr und weisen keinerlei strukturelle

Spezialisierung auf *°.

Im Arbeitsmyokard sind die endstidndigen IDs meist stufenférmig auf Hohe der Z-
Banden angeordnet und lassen sich iiberwiegend in regelméflige longitudinale und
transversale Abschnitte unterteilen; wobei diese Unterscheidung im Ventrikel

grofBtenteils deutlicher ausgeprigt ist als in den oft einfacher strukturierten '>'7,
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nicht so tiefe Einstiilpungen bildenden und hé&ufig auch schrig zur Zellachse

448 Im transversen Anteil des ID ragen kurze

verlaufenden IDs des Atriums
Zellfortsdtze ineinandergreifend in die jeweilige benachbarte Zelloberfldche. In
diesem ,undulierenden® Abschnitt der Zellmembran sind v.a. die Desmosomen,
fasciae adherentes und kleinere gap junctions lokalisiert. Groflere, weiter
ausgedehnte gap junctions finden sich dagegen vor allem in den longitudinalen
Anteilen, in denen die Zellmembran parallel zur Muskelfaserrichtung verlduft ***°.
Daneben kommen sowohl in ventrikuldrem als auch atrialen Myokard IDs, mit den
unterschiedlichen Zellverbindungen, an den lateralen Zellgrenzen vor. Die
Haufigkeit dieser lateralen IDs scheint jedoch auch innerhalb unterschiedlicher
Regionen des jeweiligen Kammermyokards sowie speziesspezifisch zu variieren.
Am Rattenherzen werden ventrikuldre Myozyten von 9,8 + 2,1 IDs und atriale
Myozyten von 5,5 +1,5 IDs durch zellulire Uberlagerung verbunden '°.
Am Hundeherzen werden am linksventrikuldren Myokard ebenfalls 11-12
Myozyten, in etwa gleichermalfien lateral und endsténdig, miteinander verbunden,
in der atrialen Crista terminalis sind dagegen nur halb so viele und iberwiegend

21 Tm humanen Ventrikel enthalten

endstidndige Verbindungen vorhanden
Myozyten durchschnittlich 11,6 IDs, fir humanes atriales Myokard liegen
diesbeziiglich z.Z. keine quantitativen Angaben vor. Im normalen humanen Atrium
scheinen Myozyten aber sowohl endstidndig als auch in geringerem Ausmal lateral
verbunden zu sein '"***'** Eine vermehrte Lateralisierung, v.a. von gap junctions,
wird tbereinstimmend fiir Atrium und Ventrikel als pathomorphologisch

beschrieben.

3.2. Gap junctions und Connexine

Die elektrische Aktivitdt des Myokards erfordert interzelluldren Spannungs-
transfer.

Da es sich bei Kardiomyozyten nicht um ein elektrisches Syncytium handelt, muf}
die Spannungsiibertragung zwischen einzelnen Zellen iiber spezielle Verbindungen,
die gap junctions erfolgen ****, Gap junctions sind Gruppen transmembranirer
Kanile, die im Bereich dieser spezialisierten Regionen der Zellmembran die
cytoplasmatischen Kompartimente benachbarter Zellen direkt verbinden und die
Passage von Ionen und Molekiilen kleiner als 1 kD erméglichen ***. Neben der
elektrischen Kopplung kommt den gap junctions durch den Austausch von
Metaboliten, Signalmolekiilen und anderer molekularer Informationen (u.a. fiir
Differenzierung, Gewebebildung und -entwicklung), also durch die Vermittlung
interzelluldarer Kommunikation eine fundamentale Aufgabe von den frithen Stadien
der Embryogenese bis zur Koordination multizelluldrer Funktionen in

verschiedenen Geweben zu *.
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Einzelne, bis zu mehr als 2 yum grofle gap junctions am Herzen bestehen, je nach
Entwicklungszustand und Zelltyp, aus zehn bis hundert oder auch tausend dicht
angeordneten, individuellen Kanilen °’. In den Zellen des Sinusknoten finden sich
z.B. nur einzelne kleine gap junctions mit wenigen Kandilen, im Arbeitsmyokard

dagegen zahlreiche groBe, aus vielen Kaniilen bestehende Verbindungen %%,

Jeder einzelne dieser interzelluldren Kanéile wird tiber stabile, nicht kovalente
Verbindung zweier Hemikanéle, von denen jeweils einer in der Plasmamembran
der benachbarten Zelle lokalisiert ist, gebildet. Die strukturellen Proteine dieser,
auch als Connexone bezeichneten, Hemikanéle sind die Connexine. Jedes Connexon
ist ein Hexamer aus sechs integralen Connexin-Untereinheiten, die eine zentrale
wiéssrige (1,5 bis 2 nm groBle) Pore umgeben *°"*°, Einzelne Connexine bestehen
aus vier transmembranédren hydrophoben Doménen, welche die Lipiddoppelschicht
der Zellmembran durchziehen sowie einem intrazelluldren Carboxy- und Amino-
Ende. Diese vier Domédnen werden von einer hydrophilen interzelluldren und zwei
extrazelluldren Schleifen, die iiber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind,
getrennt (Abb. 3).

Hinsichtlich ihrer Aminosduresequenz sind die transmembrandren und
hydrophilen, extrazelluldren Abschnitte am einheitlichsten innerhalb der
Connexinfamilie, wiahrend die stark in Sequenz und Léinge variierenden
intracytoplasmatischen Regionen vermutlich fiir die spezifischen Eigenschaften

verschiedener Connexinisoformen verantwortlich sind *4%.

Connexine (Cx) gehoren einer multigenen Proteinfamilie an, deren verschiedene
Mitglieder in unterschiedlichen Zelltypen, Geweben und Spezies exprimiert werden.

5360 mit einer Molekularmasse von 26 bis 50 kD 58

Insgesamt fiinfzehn Connexine
konnten bisher identifiziert werden, von denen jedes durch ein einzelnes Gen
codiert und nach seinem Molekulargewicht benannt wird. Mindestens sechs davon
(Cx 50, -46, -45, -43, -40 und -37) wurden in Vertebraten-Herzen, z.T. allerdings nur
wahrend bestimmter Entwicklungsstufen (Cx 50) oder innerhalb bestimmter
Zelltypen (Cx 37 bisher nur in Endothelzellen u. evtl. auch im Arbeitsmyokard ®,
Cx 46-mRNA wurde in geringen Mengen gefunden, die exprimierenden Zelltypen

sind noch nicht identifiziert), nachgewiesen °°.
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Abb. 3: Gap junction-Modell
(modifiziert nach Peters et al.®’). (a)
Gap junctions bestehen aus
Gruppen einzelner Kandle. Jeder
Kanal wird von einem Connexon-
paar gebildet. Connexone beste-

hen aus jeweils 6 Connexin-
molekiilen (a). Jedes Connexin-
molekiil hat vier transmembra- \

Connexin

nire Regionen mit intrazellulair  (b)
lokalisiertem Amino- und Carbo-
xyende. Die extrazellulidren (-/L) COOH
Anteile werden iiber Disulfid- NH,

briicken verbunden (b).

Transmembranire Hemikanéle werden als homomer bezeichnet, wenn sie nur eine
dieser Connexinisoformen enthalten oder als heteromer, wenn sie aus
verschiedenen Connexinen zusammengesetzt sind. Zwei identische, symmetrische
Connexone konnen sich zu einem homotypischen Kanal zusammenlagern, ein
heterotypischer Kanal wird dementsprechend von unterschiedlichen Connexonen
gebildet. Die Kompatibilitéat der Connexine hédngt dabei von der Sequenz und
Struktur der extrazelluldren Schleifen ab ***®. Im Herzen sind verschiedene
Connexinisoformen in gap junction-Plaques kolokalisiert ®', ob dabei heterotypische

und / oder heteromere Kanile bestehen ist unbekannt 2:225361-64

Kardiomyozyten exprimieren die gap junction Proteine Cx 43, 40 und 45 spezies-
abhéngig in unterschiedlichen Mengen und Kombinationen in verschiedenen Zell-

typen und unterschiedlich erregbaren Regionen %%,

Verallgemeinert kommt Cx 43 nahezu ubiquitdr als prinzipielles gap junction
Protein im Atrium und Ventrikel und in speziesabhéngiger Verteilung auch in den
reizleitenden Geweben des Sdugerherzens vor. Cx 40 dagegen ist v.a. im Atrium
sowie in Endothelzellen der Blutgefidfle und, abgesehen vom Meerschweinchen
(Cx 40 nur im Atrium exprimiert), in den reizweiterleitenden Geweben **
vorhanden *®. Beim Hund ist in Purkinjefasern z.B. dreimal mehr Cx 40 enthalten

als im Ventrikel %97,

Cx 45 ist auBer bei Hund und Mensch °* iiberwiegend beschridnkt auf den
AV-Knoten und den angrenzenden Teil des His’ Biindels und isoliert somit die
zentralen Leitungsgewebe vom Arbeitsmyokard .

Insgesamt wurden verschiedene Lokalisationen der Cx-Isoformen in verschiedenen

Spezies mit widerspriichlichen Ergebnissen beschrieben ® (Tab. 2 und 3).
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Die einzelnen Connexinisoformen bilden Kanéle mit verschiedenen spezifischen
biophysikalischen Eigenschaften, die im Wesentlichen in zwei verschiedenen
Systemen (Xenopus Oocyten sowie kommunikations-defizienten Sduger (HeLa)-
Zellen) *® eingehend untersucht wurden.

Connexin 43-Kanédle weisen, abhidngig vom Phosphorylierungszustand (es
existieren zwei phosphorylierte und eine unphosphorylierte Form), eine mittlere
Leitfdhigkeit von 75 pS auf und sind relativ spannungsabhéngig, hoch permeabel
fiir Anionen und Kationen sowie pH- und Calciumabhiingig °®. Im normalen Herzen
liegt iiberwiegend die phosphorylierte Form von Cx 43 vor **, und zunehmende
Dephosphorylierung wird unter ischdmischen Bedingungen beschrieben ®. Ein
additiver Effekt durch eine Zunahme der H'- und Ca*-Ionen Konzentration auf
verminderte Leitfdhigkeit der Cx 43 gap junctions z.B. unter ischdmischen
Bedingungen sowie eine Dephosphorylierung als Kompensation wird diskutiert **%.
Die Auswirkungen verschiedener (de-) phosphorylierender Behandlungen auf die
Cx 43 Kanalfunktion sind variabel, zumindest teilweise abhidngig von Gewebe oder
Zelltyp und noch nicht hinreichend untersucht. Noch weniger ist iiber die
Eigenschaften phosphorylierter Isoformen der anderen Connexine bekannt *.

Connexin 40 besitzt die grofite einheitliche Leitfdhigkeit mit ~ 200 pS und ist sehr
kationenselektiv. Ein voll gedffneter Cx 40 Kanal transportiert somit also mehr
Ionen als ein dephosphorylierter Cx 43 Kanal.

Zwischen Connexin 40 und 43 wurde am Herzen die bisher einzige Inkompatibilitét
heterotypische Kanile zu formen nachgewiesen, wihrend beide Isoformen jedoch
mit Cx 45 kompatibel sind *.

Connexin 45 kommt beim Menschen neben Cx 43 in Ventrikelmyozyten, beim Hund
jedoch in allen Kardiomyozyten vor und hat mit ~ 20 pS die geringste
Weiterleitungsgeschwindigkeit, ist ebenfalls hoch kationenselektiv und sehr pH-
und spannungsabhingig *°.

Die unterschiedliche Permeabilitit von gap junctions hédngt von der jeweils
vorhandenen Connexinisoform ab, die Leitfdhigkeit wird durch transmembranére
Spannungsunterschiede, H*- und Ca*- Konzentration, Phosphorylierungszustand

und extrazelluldrer Fettsdurekonzentration moduliert *.
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Tab. 2: Nachgewiesene Connexin 43-Genprodukte in Kardiomyozyten adulter
Sédugerherzen (modifiziert nach Gros *°).
Meer-
Maus | Ratte | Hamster | schwein | Kaninchen | Hund | Schwein | Rind | Mensch
-chen
Sinusknoten nb -+ + - -+ - - - -
Atrium + + + + + + + + +
AV-Knoten nb -+ nb - nb -+ - - -
Leitunssystem
His’ Biindel - - nb + nb + + + +
Aufzweigung:
proximal | - - nb + nb + + + +
distal | 4 + nb + nb + + + +
Purkinjefasern | 4 + nb + nb + + + +
Ventrikel + + + + + + + + +
+ = entweder Cx 43 mRNA oder Protein wurde definitiv nachgewiesen
- = weder Cx 43 mRNA noch Protein wurde definitiv nachgewiesen
+/- = nur schwaches Signal erkennbar
nb = nicht bekannt
;= trennt widerspriichliche Ergebnisse
Tab. 3: Verteilung von Connexin 43 und -40 am Herzen von Ratte und
Meerschweinchen (modifiziert nach Gros ™).
Ratte Meerschweinchen
Cx 43 Cx 40 Cx 43 Cx 40
Atrium + +/- + +
Ventrikel + - + -
His’ Biindel - + + -
Aufzweigungen - + + -
Purkinjefasern + + nb nb

+

nb

= entweder Cx 43 mRNA oder Protein wurde definitiv nachgewiesen
= weder Cx 43 mRNA noch Protein wurde definitiv nachgewiesen

+/- = nur schwaches Signal erkennbar
= nicht bekannt
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Uber die Regulationsmechanismen der Connexinexpressin ist derzeit erst wenig
bekannt. In vitro Untersuchungen an Zellen neonataler Rattenherzen zeigten eine
vermehrte Expression von Cx 43 durch cAMP, verbunden mit einer Zunahme der
Weiterleitungsgeschwindigkeit der Aktionspotentiale °*™. Eine dhnlich verstirkte
Connexinexpression konnte an neonatalen Rattenkardiomyozyten in vitro durch
Angiotensin II verursacht werden, wobei Angiotensin die Connexin-Synthese
verstidrkt, wahrend cAMP eher den Connexin-Abbau hemmt ¢,

Der “turnover” vieler Connexine ist mit einer Halbwertszeit von nur ein bis funf
Stunden bemerkenswert schnell ***" wobei die Regulation der Connexin-
Synthese, des intrazelluldren Transports, der Integration in gap junctions oder des
Abbaus erst ansatzweise geklidrt ist *»™. Morphologische Studien lassen einen
Abbau von gap junctions nach Endocytose vermuten, da sogenannte anulare gap
junctions oder vesikuldre Strukturen, die gap junctions beeinhalten haufig in Zellen
innerhalb dissoziierter, ischdmischer oder anoxischer Gewebe identifiziert
wurden ”. Anhand selektiver entweder proteosomaler oder lysosomaler Inhibitoren
wurde sowohl ein in unterschiedlichen Zelltypen variierender, parallel oder
sequentiell stattfindender, proteosomaler als auch lysosomaler Cx 43-Abbau

20,72,73

biochemisch nachgewiesen , der in Abhingigkeit vom jeweiligen Phospho-
rylierungszustand eines Connexins stattzufinden scheint ?°. Die phosphorylierte
Cx 43-Form unterliegt v.a. lysosomalem Abbau wihrend dephosphoryliertes Cx 43
hauptséichlich proteosomal degradiert wird . Zum jetzigen Zeitpunkt ist noch
unklar ob oder inwieweit der Abbau von gap junctions zu abnormaler
Reizweiterleitung und Arrhythmogenese beitragen kann. Ein verstirkter
Connexin-Abbau und “turnover” wird aber vermutlich verminderte interzellulédre

Verbindung und somit verlangsamte Weiterleitung zur Folge haben *.

Eine weitere essentielle Funktion von Cx 43 liegt in der kardialen Morphogenese ™.
In Mausblastomeren existieren funktionsfihige Cx 43-Kanéle bereits ab dem Acht-
Zell-Stadium und wihrend der embryonalen Entwicklung wird Cx 43 in
zahlreichen Organen exprimiert *®. Homozygot Cx 43 defiziente (-/-) Mduse sterben
erst kurz nach Geburt aufgrund einer Obstruktion der Pulmonalarterien °>°%%%778,
Fiir die Weiterleitung elektrischer Impulse scheinen, zumindest préanatal, also nicht
zwingend Cx 43 Kanile notwendig zu sein. Neuere Daten lassen vermuten, daf3
Cx 40 und 45, die im fetalen und embryonalen Herzen exprimiert sind, zu diesem

P850 wobei auch diesbeziiglich unterschiedliche

Zeitpunkt Cx 43 ersetzen konnen
Ergebnisse vorliegen; in einer anderen Studie entwickelten sich Cx 43 -/- Méduse
normal und tiiberlebten bis zum Auftreten von spontaner Arrhythmie und
plétzlichem Herztod nach einigen Wochen ”. Lebensfihige heterozygote Cx 43
knock out Méiuse zeigten keine signifikanten Anderungen in Leitungs-

geschwindigkeit oder sonstigen Leitungsparametern, demgegeniiber wurden in
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einer fritheren Studie verlangsamte Weiterleitung bzw. in einer Weiteren nur
moderate Veridnderungen beschrieben ®. Verlangsamte Weiterleitung scheint dabei
allerdings eindeutig durch verminderte elektrische Kopplung bedingt zu sein, da
normale und +/- Miuse identische aktive Membraneigenschaften haben .
Homozygote Cx 40 knock out Maiuse sind trotz verlangsamter Weiterleitung,
partiellem AV-Block und teilweise auftretenden Arrhythmien lebensfihig %%,
Einige sterben jedoch auch pra- oder neonatal, ohne daf3 histologisch offensichtliche
Defekte erkennbar sind. Heterozygote Cx 43 und -40 Doppelmutanten zeigen einen
additiven Effekt auf die ventrikulédre, nicht aber auf die atriale Weiterleitung .
Auch wenn zentrale Fragen bisher ungeklirt sind, haben knock out Maus-Modelle
gezeigt, dafl gap junctions eine wichtige Funktion in der kardialen Morphogenese

und der Impulsweiterleitung haben.

Ubereinstimmend werden dagegen wesentliche postnatale Verdnderungen in der
sarkolemmalen gap junction Lokalisation und den damit verbundenen anisotropen
Eigenschaften des Myokards beschrieben. Die postnatal zunédchst zusammen mit
anderen Zellkontakten diffus iiber die gesamte Zelloberflidche verteilten gap
junctions lokalisieren sich erst wesentlich spéter in ihrer endgiiltigen Position an
den Zellenden und lateralen Zellgrenzen '**. Dieser kontinuierliche Umbauprozess
erstreckt sich speziesunabhéngig iiber einen relativ langen Zeitraum post partum,
und die endgiiltige, adulte gap junction-Verteilung ist am humanen Herzen erst in
einem Alter von ca. sechs Jahren erreicht '*'>%,

Zweifelsfrei fiihren Verdnderungen in Verteilung, Dichte und Eigenschaften der
gap junctions zu einer verdnderten Weiterleitung von Aktionspotentialen und
beeinflussen somit die Leitungseigenschaften eines Gewebes unter physiologischen
sowie pathologischen Bedingungen **. Spannungs-, pH- und Ionenkonzentrations-
abhingigkeit der Kanidle und die komplexen Mechanismen der Connexin-
Expressionsregulation bieten zusammengenommen viele verschiedene potentielle
Angriffspunkte fiir pathophysiologische Verdnderungen, die zur Entstehung
verschiedener kardialer Arrhythmien beitragen.

3.3. Fascia adherens und Cadherin

Die Eigenschaft extremer mechanischer Belastbarkeit und Zugfestigkeit des
Glanzstreifens kommt durch die Aktin-bindenden Cadherine der fascia adherens
und die Desmin-bindenden Desmoplakine der Desmosomen zustande ®'. Fascia
adherens und Desmosomen gehoren zu der Gruppe der Adhédrenzverbindungen und
sind verantwortlich fir die Anheftung der kontraktilen Filamente und

Intermedidrfilamente an interzellulidre Verbindungen 2.
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Die meisten Cadherine sind transmembranire, Ca **-abhingige Glykoproteine, die
homophile Zelladhédsion durch Interaktion mit dem entsprechenden Protein der

458 Die urspriinglich entdeckten Cadherine

benachbarten Zelle ermdéglichen
wurden nach den Geweben benannt, in denen sie in Adhédrenzverbindungen
nachgewiesen wurden: E-Cadherin in Epithelzellen, N-Cadherin in Nerven, Herz
und Linse und P-Cadherin in Placenta und Epidermis, wobei alle drei wéhrend der
Entwicklung auch voriibergehend in anderen Geweben exprimiert werden.
Inzwischen sind mindestens 12 Cadherine bekannt und zunehmend werden weitere
anhand struktureller Homologien beschrieben, wobei die Adhédrenzfunktionen noch
nicht fir alle nachgewiesen wurden und einige auch andere biologische Funktionen

4584 - Am Herzen kommen neben dem N-Cadherin der fascia

haben konnten
adherens in den transversen Anteilen des Glanzstreifens und in Regionen engen
lateralen Kontakts zwischen benachbarten Myozyten, auch noch die desmosomalen
Cadherine Desmoglein 1,2,3 und Desmocollin 1,2,3 in den Desmosomen des

Glanzstreifens vor .

Die klassischen Cadherine E-, N-, und P sind die am besten untersuchten
Repréasentanten dieser Familie. Sie bestehen aus etwa 700 bis 750 Aminosduren
mit einer extrazelluldiren Domaéne, einer einzelnen transmembranidren Region und
einer hoch konservierten intrazelluliren Doméne. Der extrazellulére Teil ist zu finf
dhnlichen Abschnitten gefaltet, von denen drei die Bindungsstellen fiir Ca*
enthalten, das N-Terminale Ende bindet spezifisch an das Cadherinmolekiil der
Nachbarzelle. Der C-Terminus des intracytoplasmatischen Teils interagiert via
Catenine mit dem Cytosklett durch F-Aktin-Bindung (Abb. 4).

Catenine sind submembrandre Proteine, die die Verbindung der trans-
membrandren Cadherine an das intrazelluldre Zytoskelett und somit die
mechanische Zellkopplung vermitteln 3%,

B- und y- Catenin (Plakoglobin) binden direkt an Cadherine, bei a-Catenin erfolgt
die Bindung an Aktinfilamente iiber Vinkulin und a-Aktinin *. Dabei werden zwei
verschiedene N-Cadherin / Catenin-Komplexe gebildet; in den ersten Stadien in
Zellkultur tritt N-Cadherin mit a- und p-Catenin auf, wiahrend morphologischer
Verdnderungen nach der Etablierung der Zelladhésion bestehen v.a. Verbindungen

aus N-Cadherin mit a-Catenin und Plakoglobin.
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Abb. 4: Schematische Darstellung eines
Cadherin-Molekiils. Der extrazellulire Teil des
Molekiils ist zu fiinf dhnlichen Domdnen
gefaltet; drei davon enthalten die Bindungsstellen
fiir Ca®*. Der intracytoplasmatische Teil tritt iiber
mehrere intrazelluliare Anheftungsproteine in
Wechselwirkung mit dem Aktin des Cytoskeletts.
Zu den Anheftungsproteinen gehoren die Catenine
(a-, B-und y-Catenin), X stellt nicht charak-
terisierte Anheftungsproteine dar (modifiziert nach
Alberts: Molekularbiologie der Zelle®).

Plasmamembran

Neben der mechanischen Verbindung des Kardiomyozytenverbandes werden
weitere wesentliche Funktionen von N-Cadherin diskutiert. Verschiedene Studien
belegen den Zusammenhang zwischen N-Cadherin und Zelldifferenzierung,
Morphogenese, Myofibrillogenese sowie der Neubildung von Glanzstreifen mit dem
nachfolgenden Einbau von gap junctions. Spezifische Cadherine stimulieren die
Entwicklung spezifischer Gewebe ®*. Im prikardialen Mesoderm von
Hithnerembryonen wurde N-Cadherin bereits nach der Gastrulation nachgewiesen
und N-Cadherin-Null-Mutante M&duseembryonen weisen schwere Adhaesions-
defekte zwischen lose angeordneten Kardiomyozyten, die kein funktionsfdhiges
Myokard ausbilden kénnen, auf .

Antikorper gegen N-Cadherin hemmen die Kontraktion sowohl des Myozyten-
verbandes, als auch einzelner isolierter Myozyten in embryonaler Hiithnerzell-
kultur, die Ausbildung von Zellkontakten sowie die Myofibrillenentwicklung und

-organisation wurden signifikant vermindert %%,

Adhérenzverbindungen spielen eine zentrale Rolle in der kardialen Morphogenese.
Die essentielle Funktion von N-Cadherin bei der Formation Glanzstreifen dhnlicher
Strukturen wurde anhand von adulten Rattenkardiomyozyten-Kulturen (ARC) in
vitro eingehend untersucht. Das ,De- und Redifferenzierungsmodell“ von ARC in
Langzeitkultur bietet die Moglichkeit, den genauen zeitlichen Ablauf und die
Zusammenhédnge der Myofibrillogenese, der Regeneration des cytoskelettdren
Apparates und der Wiederherstellung mechanischer und elektrischer Kopplung
zwischen redifferenzierenden Kardiomyozyten nachzuvollziehen. Da ARC keine
Zellteilung oder Fortbewegung zeigen, besteht die einzige Moglichkeit der
interzelluldren Kontaktneubildung in der Vergrof3erung des Zellvolumens und der
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Ausbildung von Pseudopodien. Somit eignet sich ARC allgemein als in vitro Modell
des embryonalen, neonatalen oder auch des hypertrophierten Herzens, bei dem es
im Terminalstadium einer DCM zu schweren Beeintridchtigungen des Cytoskeletts
und ultrastrukturellen Veridnderungen des Glanzstreifens kommt 52525,
Mikroinjektion korrespondierender cDNA einer nicht funktionellen Hithner-N-
Cadherin-Mutante mit iberwiegend deletierter extrazelluldrer Domédne in ARC-
Zellkerne, fiihrt zu einem massivem Verlust von Zellkontakten; Zellkontaktverlust
erfolgt ebenfalls nach Ca* Entzug aus dem Medium. Bei Injektion von N-Cadherin

mit mutiertem C-Terminus war zusitzlich die Sarkomerogenese beeintrichtigt *.

3.4. Fascia adherens und gap junctions

Zahlreiche Studien an verschiedenen Zelltypen in vitro sowie tierischem und
menschlichem Myokard geben Hinweise darauf, dal N-Cadherin auch eine
wesentliche Bedeutung fiir die Formation von gap junctions innerhalb des
Glanzstreifens hat ®. Mit Anti-N-Cadherin-Antikérpern behandelte Zellen
kontrahieren nicht mehr synchron, was auf eine Beeinflussung der gap junctions
schliefen 148t. Die Injektion mutierter, nicht funktioneller N-Cadherin-cDNA fiihrt
neben der Zerstorung der Fascia adherens auch zu Dissoziation von gap

junctions %7,

Im ARC-Modell scheinen N-Cadherin / Catenin-Komplexe wéidhrend der
Redifferenzierung die Voraussetzung fiir den nachfolgenden Einbau von gap
junctions in den Glanzstreifen zu sein %%

Wihrend des Dedifferenzierungsprozesses der Myozyten ist Connexin (Cx) 43 im
Gegensatz zu N-Cadherin noch im Bereich der Plasmamembranen, in dem sich die
Zellkontakte bereits aufzulésen beginnen, nachweisbar. Die gap junctions konnen,
bei Verlust der Ca®* abhingigen fascia adherens, allein keinen intakten
Glanzstreifen mehr aufrecht erhalten *, werden selbst aber erst nach etwa 24 h in
Kultur internalisiert und degradiert ®*. Im Verlauf des nachfolgenden
Redifferenzierungsvorganges fiihrt N-Cadherin zusammen mit den Cateninen als
primérer Zellkontakt erst zum Einbau von Cx 43 in gap junctions **%. Wihrend der
ersten Tage in Kultur ist neben Desmoplakin und N-Cadherin nur wenig Cx 43
immunhistochemisch nachweisbar. Auch nach der beginnenden
Glanzstreifenneubildung durch Desmoplakin, N-Cadherin, a-Catenin und
Plakoglobin sind noch keine gap junctions vorhanden.

Erst nachdem sich N-Cadherin und o- und - Catenin bereits im neuen
Glanzstreifen organisiert haben und transmembranédres N-Cadherin durch
Ausbildung Reiflverschlull d4hnlicher Strukturen die benachbarten Zellmembranen
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stabilisiert und angenédhert hat, wird die gap junction Formation ermoglicht und es
erfolgt eine schnelle Akkumulation von Cx 43 %,

Ca® - Entzug bewirkt Protease vermittelten Abbau der extrazelluldren Doméine des
N-Cadherins. Eine gap junction Zerstorung erfolgt daraufhin ebenfalls,
wahrscheinlich aufgrund der Zerstéorung N-Cadherin vermittelter Zellkontakte.
Dieser Proze8} ist in Kultur reversibel; bei Ca**-Substitution und 27°C, sind sowohl
N-Cadherin als auch Cx 43-Vesikel an der Plasmamembran kolokalisiert, ohne
jedoch Zellkontakte zu bilden. Ein Einbau von N-Cadherin und nachfolgend auch
Cx 43 erfolgt sequentiell bei 37°C.

Desweiteren wurde N-Cadherin als wichtige Determinante fiir die postnatale
Dynamik der rdumlichen Verteilung von gap junctions im humanen ventrikuldren
Myokard beschrieben *:

Die elektrischen und mechanischen Interaktionen zwischen Kardiomyozyten
verdndern sich altersabhéngig aufgrund einer ebenso alters- und eventuell
anforderungsbedingt unterschiedlichen Verteilung von gap junctions und
N-Cadherin. Diese Umverteilung setzt sich, aufgrund verschiedener Reifestadien
bei Geburt speziesabhidngig, mehrere Jahre post partum fort und ist beim
Menschen erst in einem Alter von etwa sechs Jahren abgeschlossen ™.
Verdnderungen in der Verteilung interzelluldrer Verbindungen sind wahrscheinlich
parallel zu den sich, von schnellem Wachstum und verdnderter Himodynamik zu
stabiler Verbindung und schneller Weiterleitung, dndernden Anforderungen des
sich entwickelnden Myokards zu sehen. Wihrend dieser Entwicklung besteht
ebenfalls eine enge Assoziation zwischen gap junctions und fascia adherens. Am
neonatalen humanen Ventrikelmyokard ist Cx 43 und N-Cadherin diffus und
punktformig iiber die gesamte Zelloberfldche verteilt. Mit fortschreitendem Alter
erfolgt eine linear zunehmende Polarisation der Zellverbindungen an transversen
Glanzstreifen an den Zellenden, wobei gap junctions, fascia adherens und
Desmosomen v.a. initial nicht immer unmittelbar kolokalisiert sind, sondern gap
junctions auch hiufig isoliert vorliegen *. Auch in atrialem humanen Myokard
wurde eine solche postnatale Umverteilung von Cx 43 nachgewiesen '*. Im
ventrikuldren Myokard von Hund und Ratte wurden &hnliche postnatale
Umbauprozesse beschrieben, wenn auch mit einer héheren Divergenz zwischen N-
Cadherin und Connexinen. Hier bleiben die gap junctions ldnger dispers und spéter
noch lateral verteilt, widhrend sich fascia adherens und Desmosomen bereits
schneller an die Zelltermini verlagern. Erst fast gegen Ende des Wachstums der
Tiere liegen gleiche Proportionen aller drei Verbindungen im Glanzstreifen vor %.

Speziesunabhidngig ist das postnatale remodeling der Zellkontakte bis zur

Formation des maturen Glanzstreifens von verdnderten Weiterleitungs-
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eigenschaften des Gewebes begleitet. Die in Purkinjezellen und Atrium
nachgewiesenermallen zunehmende postnatale Leitungsgeschwindigkeit wurde mit
erhohter Anisotropie assoziiert. Die Dauer der ventrikuldren Depolarisation nimmt
nur um ~20% gegeniiber einem sechzehnfachen Anstieg des Herzgewichtes in den
ersten Lebensjahren zu. Das neonatale bzw. juvenile Verteilungsmuster der
Zellverbindungen scheint somit die fiir Gesamtgeometrie und Pumpfunktion des
Organs wéahrend des schnellen Wachstums bendtigten Zellkontakte zu
gewdhrleisten und sich den altersbedingt wechselnden Anforderungen

anzupassen .

Verteilungsdnderungen von N-Cadherin sowie Connexinen wéidhrend des
Wachstums sind mit der Entstehung uniformer elektrischer Anisotropie korreliert,
die am adulten Myokard fiir schnelle und geordnete Impulsweiterleitung notwendig

ist &,

3.5. Extrazellulare Matrix

Das Myokard besteht neben den eigentlichen Kardiomyozyten zu einem erheblichen
Teil aus extrazellularem Raum, der iiberwiegend von einem komplexen
Makromolekiilnetzwerk, der extrazelluldren Matrix (EZM) ausgefiillt ist *°. Diese
EZM bestimmt die physikalischen Eigenschaften des Gewebes und dient der
Aufrechterhaltung einer funktionellen Struktur. Als stabiles Grundgeriist
gewdhrleistet sie durch Fixierung sdmtlicher zelluldrer Elemente eines Gewebes
und deren Verankerung iiber die Zellmembran an das innere Cytoskelett jeder Zelle
sowohl die Stabilitidt der zelluldren Architektur, als auch durch Kraftaufnahme und
-tibertragung den Widerstand gegeniiber mechanischen Kriften, die widhrend der
Kontraktionszyklen auftreten ***”'. Die Regulation zahlreicher Zellfunktionen wie
Entwicklung, Bewegung, Vermehrung, Form und Stoffwechselfunktion werden
ebenfalls entscheidend von der EZM beeinflusst *>%2,

Zahlreiche unterschiedliche Polysaccharide und Proteine, die von verschiedenen
Zellen sezerniert werden und sich dann mit diesen zu einem strukturierten
Geflecht zusammenlagern, bilden die Bestandteile der EZM.

Unterschieden werden zwei Hauptklassen extrazellularer Makromolekiile, die
Glykosaminoglykane und die sogenannten Faserproteine. Glykosaminoglykane sind
Polysaccharide, die meist an Proteine gekoppelt sind und dann als Proteoglykane
im Extrazellularraum vorliegen. Glykosamin- und Proteoglykane bilden eine stark
wasserhaltige, gelartige, die schnelle Diffusion hydrophiler Molekiile erméglichende
Grundsubstanz, in die die Faserproteine eingebettet sind. Letztere lassen sich
anhand ihrer Funktion nochmals in Struktur- und Anheftungsproteine unterteilen.
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Zu den Strukturproteinen zidhlen die fur Zugfestigkeit, Stabilitdt und Elastizitét
des Gewebes verantwortlichen Kollagene und Elastin. Anheftungsproteine wie
Fibronektin oder Laminin stellen die Verbindung der EZM zu anderen Zellen

(Fibroblasten) bzw. der Basalmembran her.

Kollagene stellen die Hauptbestandteile der EZM dar. Bisher wurden ~ 25
verschiedene Kollagen-a-Ketten nachgewiesen, die jeweils von einem eigenen Gen
codiert werden und sich in verschiedenen Geweben auf unterschiedliche Weise zu
dreistriangigen Kollagentypen zusammenlagern. Mindestens 15 dieser
unterschiedlichen Kollagentypen sind bekannt. Die fibrilldiren Kollagene I, II, III, V
und XI lagern sich im Extrazellularraum zu geordneten polymeren
Kollagenfibrillen, mit einem Durchmesser von 10 bis 300 nm und einigen ym Lénge
und diese wiederum oft noch zu groBeren, kabelartigen Kollagenfaserbiindeln
zusammen. Die sich auf der Oberfldche dieser Fibrillen befindenden Kollagentypen
IX und XII werden als Fibrillen assoziierte Kollagene bezeichnet und verkniipfen
die Fibrillen untereinander sowie mit anderen Bestandteilen der EZM. Kollagen IV
und VII sind sogenannte netzbildende Kollagene. Kollagen IV hat eine biegsamere
Struktur als fibrilldire Kollagene und bildet zusammen mit Fibronektin und
Laminin die Basalmembran der Zellen *°. Basalmembranen sind zusammen-
hédngende, diinne, zwei bis dreischichtige, spezialisierte Strukturen der EZM, die
Zellen von dem sie umgebenden Bindegewebe trennen und, je nach Zelltyp, als
hochselektiver Filter strukturgebend und polarisierend wirken sowie Einflufl auf
Zellstoffwechsel und -differenzierung haben.

Im adulten Myokard wurden bisher fiinf Kollagentypen (I, III, IV, V, VI)
identifiziert.

Kollagen I und III représentieren als feine fibrilldre Strukturen im gesamten
Interstitium mehr als 90% des gesamten Kollagengehalts und weisen eine
charakteristische dreistriangige Helix-Struktur aus drei Kollagen-Polypeptidketten,

sogenannten a-Ketten, die umeinander gewunden sind, auf *.

Kollagen I, Hauptkollagentyp von Knochen und Sehnen, bildet dickere Fibrillen,
wiahrend Kollagen III, ansonsten v.a. in Haut und Blutgefdf3en vorkommend, eher
ein retikuldres Netzwerk darstellt °>. Kollagen VI, ebenfalls ubiquitidr im
Extrazellularraum vorhanden, unterscheidet sich von den anderen Kollagenen

durch eine wesentlich feinere Struktur aus diinnen (5-10nm) Filamenten.

Aufgebaut aus zwei Ketten (a- und B-), mit einem Molekulargewicht von 140 und
250 kD und einem hohen Anteil globuldrer Strukturen sowie ausgeprigter
Disulfidbriickenverbindung, formiert sich Kollagen VI bereits intrazelluldr zu Di-
und Tetrameren, widhrend die anderen Kollagene zunédchst als Monomere
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sezerniert werden und sich erst im Extrazellularraum verbinden. Die triple-Helices
von Kollagen I und III weisen im Vergleich nur etwa ein Drittel dieses
Molekulargewichtes auf *2.

Kollagen IV ist als Bestandteil der Basalmembran in Myozyten sowie den Endo-
thelzellen der Kapillaren lokalisiert *.

Fibronektin, ein weiteres wesentliches Protein der EZM, zeichnet sich durch
zahlreiche spezifische Bindungsstellen fiir Kollagene, daneben fiir Heparin, Fibrin,
Faktor XIIla, Proteoglykane und viele Zelltypen aus und ist iiber Integrine eng mit
Bestandteilen des Cytoskeletts (Vinculin, Talin) und Aktinfilamenten verkniipft *.
Dieses dimere Glykoprotein besteht aus zwei Ketten, die an den Carboxyenden tiber
Disulfidbriicken verbunden sind, hat ein Molekulargewicht von 440 kD, tritt im
Plasma, anderen Korperfliissigkeiten sowie in vielen Geweben auf und hat neben
der Verbindung extrazelluldrer Matrixproteine untereinander und mit dem
Cytoskelett vielfdltige Funktionen, u.a. in der Blutgerinnung und Wundheilung. Im
Myokard ist Fibronektin dhnlich wie Kollagen VI homogen im Interstitium verteilt
und ebenfalls ein Bestandteil der Basalmembran *.

Aufgrund der engen Verbindung zwischen der EZM und dem Zytoskelett wirken
sich Verdnderungen im Inneren der Kardiomyozyten auch auf die Zusammen-
setzung der EZM aus. Umgekehrt fithren fibrotische Verdnderungen im Extra-
zellularraum nicht nur zur morphologischen Separation, sondern auch zur
funktionellen Beeintrichtigung des Myozytenverbandes *; lingere Diffusionswege
wirken sich negativ auf den Sauerstoff- und Substrataustausch aus, die elektrische
Kopplung und somit koordinierte Kontraktion wird behindert und die kardiale
Compliance durch insgesamt erhohte Steifigkeit und verdnderte Zellgeometrie

t %%, Die komplexen Wechselwirkungen zwischen Intra- und Extra-

1 90,92,93,97

verminder
zellularraum wurden von Schaper et a in verschiedenen Studien, u.a. am
Beispiel der DCM, eingehend untersucht und belegt. Eine primé&re Kardio-
myozytenschiddigung wunterschiedlicher Art, gefolgt von degenerativen
Verdanderungen bis zur Apoptose oder Nekrose, fithrt zur Sequestrierung von
Zellbestandteilen in den Extrazellularraum. Dort werden daraufhin einerseits
Monocyten zur Phagocytose und Fibronektinbildung und andererseits Fibroblasten
zur Produktion verschiedener Proteine der EZM stimuliert. Eine so ausgeloste

Zunahme der EZM fiihrt wiederum zu einer weiteren Schidigung der Myozyten '

Strukturelles remodeling an sich stellt eine der fundamentalen adaptiven
Reaktionen des Herzens auf pathologische Bedingungen dar, kann aber
andererseits hdaufig auch maladaptive Konsequenzen zur Folge haben. So reduziert
z.B. der Ersatz infarzierten Myokards mit fibrosem Narbengewebe die
Wahrscheinlichkeit einer fatalen Ruptur und unterstiitzt die Aufrechterhaltung der
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ventrikuldren Geometrie, kann aber gleichzeitig auch entscheidend negativen
EinfluBl auf die elektrische Kopplung der Myozyten haben und u.U. zur

21,72

Arrhythmieentstehung beitragen Fibrotische Verdnderungen treten im

Rahmen zahlreicher pathologischer Prozesse am Herzen auf und wurden detailliert

am insuffizienten Herzen bei Hypertonie, Ischimie und DCM beschrieben "™,

Auch im Zusammenhang mit atrialen oder ventrikuldren Arrhythmien und
verdnderten Leitungseigenschaften wurde in verschiedenen Studien eine
unterschiedlich starke Zunahme der EZM beschrieben, z.T. in enger Korrelation

mit Verdnderungen in der Connexinexpression und gap junction Verteilung.

Grundsitzlich werden drei Formen der Fibrose unterschieden. Bei der
interstitiellen Fibrose sind die feinen Kollagenstridnge und Septen, die einzelne
Muskelfasern umgeben und separieren, je nach Ausmall lokal, diffus oder
generalisiert, unterschiedlich stark, bis hin zur Isolierung einzelner Myozyten
durch ein dichtes Kollagennetzwerk, verbreitert.

Fokale, evtl. auch konfluierende Bereiche mit Ersatzfibrose resultieren aus
Zerstorung und anschlielender Reparation des Myokards und sind eindeutig
gekennzeichnet durch ihre Lokalisation im Zusammenhang zum umgebenden
Myokard, die ein ehemaliges Vorhandensein von Myozyten an diesen Stellen
indiziert . Perivaskulidre Fibrose der Adventitia intramyokardialer Aterien oder
Venen ist meist mit groBeren, mehr peripheren GefdBlen innerhalb von
Bindegewebssepten assoziiert.

Manche Autoren * unterscheiden zusétzlich noch eine vierte Form, die sogenannte
plexiforme Fibrose, bei der ein ,Kollagenrasen® ungeordnet und diffus das gesamte
Myokard infiltriert, hdufig kombiniert mit dem Bild des sogenanntem ,myofiber-
disarray“ bei DCM.

Fir den Zusammenhang zwischen fibrotischen Verdnderungen und der Art der
Beeintrachtigung der Herzfunktion, ist das Verhéltnis der einzelnen Kollagene
zueinander wegen ihrer unterschiedlichen mechanischen Eigenschaften von
Bedeutung. Verdnderungen bei DCM sind von einer priferentiellen Zunahme v.a.
von Kollagen I bei einem gleichbleibenden oder u.U. verminderten Kollagen III
Anteil gekennzeichnet und resultieren so in vermehrter Steifigkeit und reduzierter
Elastizitét des Gewebes .
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3.6. Degeneration, Nekrose und Apoptose

3.6.1. Degeneration und Ubiquitin

Unter dem Begriff Degeneration werden vielfdltige morphologische und
funktionelle Verdnderungen aufgrund verschiedenster zellulédrer
Stoffwechselstorungen zusammengefal3t. Defizite an Sauerstoff oder essentiellen
Substraten, Enzymblockaden und Mitochondrienschéddigung oder auch direkte
cytotoxische Noxen sowie mechanische oder thermische Uberbelastung sind einige
der vielfiltigen Ursachen, die allgemein degenerative Verdnderungen in Geweben

auslosen konnen.

Die meisten pathologischen Vorgédnge am Herzen werden immer auch von mehr

oder weniger deutlich ausgeprégten Degenerationserscheinungen begleitet.

Die wichtigsten ultrastrukturellen Kennzeichen degenerierter Kardiomyozyten sind
gestorte Anordnung und Verlust von kontraktilem Material mit teilweisem Ersatz
durch glykogenhaltiges unspezifisches Cytoplasma, Verlust von Zellorganellen,
Ansammlung von in GroBle und Form stark variierenden Mitochondrien sowie
lysosomalen Vakuolen, unregelméflig geformte und z.T. vergroflerte Zellkerne mit

irreguldrer Chromatinverteilung *°%%%,

Auch im Zusammenhang mit chronischen Arrhythmien und Vorhofflimmern
wurden verschiedengradige degenerative Verdnderungen beschrieben.

Der Abbau degenerierter Zellorganellen bzw. falsch gefalteter oder fehlerhaft
zusammengelagerter Proteine erfolgt im Cytoplasma betroffener Zellen auf
verschiedenen Wegen. Die meisten cytosolischen und nukledren Proteine sowie
einige Membranproteine werden proteosomal degradiert, widhrend Lysosomen v.a.
Membranproteine und extrazellulédres, iiber Endocytose in die Zelle gelangtes
Material abbauen ™.

Der Ubiquitin abhédngige proteolytische Reaktionsweg stellt eine dieser
Moglichkeiten des selektiven Proteinabbaus dar. Ubiquitin ist ein
intracytoplasmatisches, hitzestabiles Protein aus 76 Aminosduren, das sich an
freiliegende, sogenannte destabilisierende Aminoséduresequenzen abzubauender
Proteine anlagert. Die Anheftung eines einzelnen Ubiquitin-Molekiils an ein
Protein ist eine reversible Modifikation mit regulatorischer Funktion. Erst die
enzymatisch katalysierte Verbindung einer verzweigten Multiubiquitin-Kette mit
dem Protein hat dann einen schnellen Abbau dieser konjugierten Proteine durch
eine ATP-abhingige Protease (26 S -Proteosomen-Komplex) mit anschlieBender

Ubiquitinfreisetzung und Reutilisierung zur Folge *'%1%1,
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Die Proteolyse iiber das Ubiquitin-System ist in verschiedene grundlegende
zelluldre Vorgidnge wie Regulation von Zellzyklus und -teilung, Modulation von
Immun- und Entziindungsreaktionen, Entwicklung und Differenzierung oder
Kontrolle von Signaliibertragungswegen, wie Zelloberflichenrezeptoren und
Ionenkanilen, integriert '°*'°%, Aufgrund des breiten Spektrums an
Proteinsubstraten und involvierten Enzymen, ist Ubiquitin auch an der
Pathogenese vieler Erkrankungen, darunter maligner Tumoren,
neurodegenerativer Verdnderungen oder Muskeldegenerationen, beteiligt. Die
allgemeinen Mechanismen des Ubiquitin-Systems sowie dessen Regulation und
Spezifitit, sind im Einzelnen noch nicht genau bekannt.

Spezifische, gegen Ubiquitin gerichtete, fluoreszenzmarkierte Antikoérper
ermoglichen den immunhistochemischen Nachweis intrazelluldrer, degenerativer
Abbauvorginge.

3.6.2. Nekrose und Komplementsystem

Eine vollige Zellzerstorung infolge irreversibler Zellschéddigung wird als Nekrose

t 103

bezeichne und tritt hdufig im Endstadium fortgeschrittener Degenerations-

formen mit Karyorhexis, -lysis und irregulédrem DNA-Abbau auf.

Der Abbau nekrotischen Zellmaterials erfolgt u.a. mit Hilfe des
Komplementsystems, einem komplexen System von etwa 20, miteinander in
Wechselwirkung stehenden, zunichst inaktiven Serum-Proteinen *°. Diese kénnen
auf verschiedenen Wegen '**' klassisch von Antigen-Antikérper-Komplexen oder
Antikorper unabhéingig, lektinvermittelt von Mikroorganismen sowie auf
alternativem Weg von ansonsten als ,korperfremd“ erkannten Strukturen, aktiviert
werden und unterstiitzen die Wirkung von Antikorpern, aktivieren phagocytierende
Zellen und fordern allgemein inflammatorische Abldufe. Die Aktivierung des
Komplement-Systems setzt eine Kaskade proteolytischer Reaktionen mit
zahlreichen biologischen Schutzfunktionen in Gang, welche letztlich zur Bildung
sogenannter Membranangriffs-Komplexe fiihrt, die durch endgiiltige
Destabilisierung der Zellmembran eine osmotisch bedingten Lyse der

abzubauenden Zellen verursachen *>1%,

Das Komplementsystem leistet so einen entscheidenden Beitrag zur unspezifischen
Abwehr, kann aber daneben potentiell auch zur Schiadigung korpereigener Zellen
beitragen, was jedoch unter physiologischen Verhéiltnissen durch zahlreiche
protektive Systeme verhindert wird; an der Kontrolle der Komplementaktivierung
sind fast genauso viele membrangebundene oder Plasmaproteine '* beteiligt, wie C-
Faktoren vorhanden sind. Eine exzessive oder falsch lokalisierte
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Komplement-Aktivierung trigt tiber die entstehenden proinflammatorischen
Produkte zur Gewebeschiddigung und Pathogenese verschiedener Krankheiten
bei '%.

Die Bedeutung der Komplementkomponenten in Kklinisch relevanten,
pathologischen Prozessen bei Autoimmunerkrankungen, Ischdmie und
Arteriosklerose des kardiovaskuldren Systems, malignen Tumoren,
Glomerulonephritis oder Xenotransplantationen ist noch nicht vollstidndig
untersucht '%’. Aus verschiedenen Bereichen liegen aber Hinweise vor, dal der
therapeutische Einsatz von Komplement-Inhibitoren das Ausmall} der

107108 Humanes

Gewebeschddigung wihrend solcher Prozesse reduzieren kann
Myokard enthidlt mRNA fiir alle Komplementfaktoren, und ischédmische
Bedingungen oder chronische Kardiomyopathien verursachen eine erhohte
Komplement-Expression und Deposition im Myokard '°>'*® sowie erhohte
Komplement-Serumspiegel ''°. Versuche am Rattenherzen ergaben eine Reduktion

der Infarktgrofe um 60% nach Applikation von Antikérpern gegen C5 '%'.

Der immunbhistologische Nachweis des finalen Komplementfaktors der Kaskade,
C9, wird als sensitiver Nachweis akuter myokardialer Schiadigung genutzt.

In mit Hilfe spezifischer Anti-C9-Antikorper untersuchten Autopsie-Proben sowie
am neonatalen und fetalen menschlichen Herzen, korrelierte die Anzahl C9-
positiver Zellen eindeutig mit klinischen und pathologischen Befunden, auch wenn,
wie z.B. in sehr frithen Infarktstadien oder bei vorliegenden bereits schddigenden
Risikofaktoren, mit konventioneller histologischer Untersuchung noch keine

Gewebeschiddigung feststellbar war %',

3.6.3. Apoptose

Als Apoptose wird der programmierte suizidale Zelltod bezeichnet. Verschiedene
Erkrankungen (darunter Karzinome, Autoimmunkrankheiten, etc.) werden
vermutlich durch fehlerhafte genetische Determination apoptotischer Vorgédnge

2, und Apoptose scheint auch zu der Entstehung verschiedener

hervorgerufen !
Herzerkrankungen bei akuten oder chronisch ischdmischen Bedingungen

mafBgeblich beizutragen ',

Die aktive Selbstzerstorung von Kardiomyozyten ist durch charakteristische
ultrastrukturelle Verdnderungen wie Zellschrumpfung, Chromatinkondensation
und Bildung sogenannter ,apoptotic bodies“ bei - im wesentlichen Unterschied zur
Degeneration - gleichzeitigem Vorhandensein normaler Mitochondrien und intakter
Zellmembran gekennzeichnet. Ein weiteres Charakteristikum apoptotischer Zellen
ist die DNA-Fragmentierung in gleich grofle Fragmente (Nucleosomen) von 185 bis
200 bp, die auch die Basis eines der verschiedenen Apotose-Nachweise, der
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TUNEL-Methode, darstellt ®'*®, Desweiteren unterscheidet sich Apoptose von de-
generativen Vorgidngen oder Nekrose durch das Fehlen entziindlicher Reaktionen,
Zelldebris werden durch Makrophagen abgebaut. Wiahrend ischédmisch oder
inflammatorisch bedingte degenerative oder nekrotische Verdnderungen i.d.R.
Gruppen benachbarter Zellen betreffen, unterliegen der Apoptose meist nur

einzelne Zellen %,

Im Myokard tritt Apoptose, im Gegensatz zu sich permanent teilenden und
regenerierenden Geweben wie Intestinum oder Thymus, nur extrem selten auf.
Bisher existieren nur wenige Publikationen iiber Apoptose am menschlichen
Herzen, deren Ergebnisse, z.T. aufgrund technischer Limitationen der

verschiedenen Nachweisméglichkeiten, zudem stark variieren %2,

Ausgehend von der Moglichkeit, dal persistierende pathologische Voraussetzungen
wie chronische Druck-Volumen-Uberlastung oder erhshte Herzfrequenz in
einzelnen strukturell geschéddigten Kardiomyozyten programmierten Zelltod
aktivieren konnten, wurde in einer morphologischen Untersuchung an humanem
Atrium von Patienten mit diesen Voraussetzungen aufgrund diverser Herz-
erkrankungen das Auftreten von Apoptose bei atrialer Dilatation und Vorhof-

flimmern beschrieben.
3.7. Sarkomerproteine

3.7.1. Aktin

Alle eukaryotischen Zellen enthalten, neben Mikrotubuli und Intermediér-
filamenten, Aktinfilamente als Bestandteile des Zytoskeletts **. In Muskelzellen
bildet Aktin zusammen mit Myosin den Hauptbestandteil der Myofibrillen.

Einzelne globuldre Aktinmolekiile (G-Aktin) sind Polypeptide aus 375
Aminosduren, die ein eng gebundenes ATP-Molekiil tragen und sich zu einer
polaren, eng gewundenen Helix zusammenlagern (F-Aktin).

In Sdugergeweben existieren mindestens sechs verschiedene Aktin-Isoformen, die
anhand ihres isoelektrischen Punktes in drei verschiedene Klassen eingeteilt
werden. a-Aktin kommt in den verschiedenen Muskelgeweben, - und y-Aktin in
Nicht-Muskelzellen vor.

Wie auch im Skelettmuskel bilden die Aktinfilamente in Kardiomyozyten einen
motilen Komplex mit Myosinfilamenten und durch die bekannte Wechselwirkung
der beiden Filamente wird die Verkiirzung der Sarkomere und somit die
Muskelkontraktion ermdéglicht.
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F-Aktin 148t sich mit Fluorochrom-konjugiertem Phalloidin, dem Toxin des
Knollenblétterpilzes, histochemisch in Form einer regelméfligen Querstreifung
darstellen.

3.7.2. a-Aktinin

a-Aktinin ist eines der Aktin-bindenden Proteine und fiihrt zur Quervernetzung
zweier Aktinfilamente und ihrer Verankerung im Z-Streifen und Glanzstreifen. Bei
den verschiedenen Isoformen von a-Aktinin (a-Aktinin-3 des Skelettmuskels, -2 der
Herzmuskulatur, -1 der glatten- und Nicht-Muskelzellen) handelt es sich um
Dimere aus zwei identischen Polypeptidketten, deren N-Terminus Bindungsstellen
fiir die Aktinmolekiile besitzt.

Auch a-Aktinin stellt sich in Kardiomyozyten, gebunden an markierte spezifische
Antikorper, in Form einer regelméfligen Querstreifung dar.
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III. MATERIAL UND METHODEN

1. Gewebe

1.1. Gewebeherkunft

In dieser Studie wurde ausschliellich humanes atriales Myokard untersucht.
Dieses Material stammte von Patienten, die sich aufgrund chronischen, nicht
pharmakologisch therapierbaren Vorhofflimmerns sowie verschiedengradiger
Dilatation eines oder beider Vorhofe, einer Maze-Operation unterziehen muf3ten.

1.2. Maze-Operation

Bei dieser OP werden, wie in Abschnitt II. 2.2. genauer ausgefiihrt, unterschiedlich
grofle Bereiche des dilatierten Atriums entfernt, um die Entstehung und
Ausbreitung sogenannter reentry-Kreisldufe durch gezielte Reduktion der
Vorhofgrofle zu unterbinden.

1.3. Klinische Daten

Das Patientenkollektiv bestand aus insgesamt 31 Patienten mit einem
Altersdurchschnitt von 65 Jahren, einer Erkrankungsdauer von durchschnittlich 6
Jahren und einer mittleren rechten Atriumgrsofe von 56 mm. Nur ein Patient litt
an sogenanntem "lone atrial fibrillation", d.h. idiopathischem Vorhofflimmern ohne
Vorliegen einer weiteren erkennbaren Grunderkrankung. Bei den restlichen
Patienten wurden neben der Arrhythmie ein oder auch mehrere gleichzeitig
bestehende Klappendefekte und Koronarerkrankungen diagnostiziert.

Die Ejektionsfraktion lag bei einem Mittelwert von 47,9 bei einem durch-
schnittlichen linksventrikuldren endsystolischen Durchmesser von 34,4 mm bzw.
enddiastolischen Durchmesser von 55,4 mm.

Drei Monate post operativ war die Vorhofgréfle auf durchschnittlich 50 mm
verringert; 20 der Patienten zeigten Sinusrhythmus, 5 dagegen erneut Vorhof-
flimmern und 3 Sick-Sinus-Syndrom / Vorhofflimmern; 3 Patienten verstarben in
diesem Zeitraum. Genaue Daten zum Patientenkollektiv sind Tab. 4 zu entnehmen.

Bei 10 der Maze-Patienten wurde Gewebe aus dem rechten Atrium entnommen,
von den restlichen 21 wurde Material aus dem rechten Appendix zur Verfiigung
gestellt.



LVEDD = linksventrikulirer enddiastolischer Durchmesser

mean = Mittelwert
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Tab. 4:  Klinische Daten von Maze- und Kontroll-Patienten
Vorhofflimmern Sinusrhythmus
n 31 12
Alter (mean) 65,4 (41-83) 50,3 (34-70)
Dauer AF in Jahren 6,2 (1-22) 0
Grunderkrankung:
KHK 3 3
KHK u. VD 8 1
DCM 0 6
MVD 9 1
AVD 3 0
TVD 1 1
CVD 6 0
LAF 1 0
Grof3e rechtes Atrium [mm] 56,2 (33-69) 53,1 (33-69)
GroBe linkes Atrium [mm] 64,2 (51-83) 61,6 (40-75)
Linksventrikuldre Funktion:
EF [%] 47,9 (20-60) 43,5 (20-65)
LVESD [mm] 34,4 (19-48) 32,7 (12-60)
LVEDD [mm] 55,4 (40-71) 56,1 (49-71)
Zustand post OP:
SR 3 Mo p.OP 20
AF 3 Mo p.OP 5
SSS/AF 3 Mo p.OP 3
verstorben 3 Mo p.OP 3
KHK = koronare Herzerkrankung VD = valve disease
DCM = dilatative Kardiomyopathie =~ MVD = mitral valve disease
AVD = aortic valve disease CVD = combined valve disease
LAF = lone atrial fibrillation SR = Sinusrhythmus
AF = atrial fibrillation SSS = Sick sinus syndrom
EF = Ejektionsfraktion
LVESD = linksventrikularer endsystolischer Durchmesser
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1.4. Kontrollgewebe

Da vollstdndig normales humanes Myokard zur sofortigen Fixierung und generell
fiir Forschungszwecke kaum verfiigbar ist, wurde als Kontrollmaterial Gewebe von
12 Patienten vergleichbaren Alters, Sinusrhythmus, mit entweder normaler
Vorhofgrofle oder dilatiertem Atrium sowie ansonsten unterschiedlich ausgepréigten
Kardiomyopathien bzw. koronaren Herzerkrankungen verwendet, deren atriales
Myokard aber keinerlei bzw. nur geringe pathologische Veridnderungen aufwies.

Zusétzlich wurden die Vorhofe funf klinisch gesunder Schweine zur vergleichenden
morphologischen Untersuchung herangezogen.

1.5. Gewebeaufbewahrung fiir die Immunhistochemie

Alle Biopsien wurden unmittelbar nach Entnahme in fliissigem Stickstoff
konserviert und bis zur endgiiltigen Aufarbeitung bei einer Temperatur von -80°C
aufbewahrt.

1.6. Vorbereitung des Gewebes fiir die Elektronenmikroskopie

Direkt nach Entnahme der Biopsien wurde das Gewebe in ca. 1 x 2 x 5mm kleine
Proben zerteilt und sofort fiir die Dauer von 2 - 4 Stunden in 3%igen Glutaraldehyd
in 0,1 M Cacodylatpuffer (pH 7,4; 400 mosmol) bei 4°C fixiert.

Glutaraldehyd fihrt zu einer kovalenten Quervernetzung der Proteine

untereinander.

Anschlieflend wurden die Priaparate mehrmals in 0,1 M Cacodylatpuffer mit 7,5%
Saccharose gewaschen und 2 Stunden in 2%igem Osmiumtetroxid in Veronalacetat-
puffer postfixiert. Osmium bindet und stabilisiert Lipiddoppelschichten und
Proteine. Nach erneutem mehrmaligem Waschen in Veronalacetatpuffer und
nachfolgender Entwésserung des Gewebes in einer aufsteigenden Alkoholreihe
sowie zweimaliger Behandlung mit Propylenoxid erfolgte die Einbettung der Proben
in Epon mit Hilfe eines Einbettautomaten (Lynx Microscopy Tissue Processor,
Fa. Leica). Bis zur vollstidndigen Auspolymerisation des Kunstharzes wurden die
Blocke in speziellen Ausgie3formen fir 3 Tage bei 50°C im Wiarmeschrank
aufbewahrt.
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Tab. 5: Eponeinbettung

1. 5 ml Osmium + 10 ml Veronalacetat mit 7,5% 120 min bei 4°C
Saccharose
2. 3x Veronalacetat mit 7,5% Saccharose 3 x 15 min bei 4°C
3. | Alkohol 30% 15 min bei 4°C
4. | Alkohol 50% 15 min bei 4°C
5. | Alkohol 70% mit 5% Uranyl 15 min bei 4°C
6. |Alkohol 90% 15 min bei 4°C
7. |2 x Alkohol 100% 15 min bei 4°C
8. 2 x Propylenoxid 15 min bei 4°C
9. | Propylenoxid-Epon-Gemisch (1:1) 15 min bei 4°C
10. |3 x Epon 60 min bei 37°C

2. Herstellung histologischer Schnittpriparate

2.1. Mikrotomie

2.1.1. Gefriermikrotomie

Bei dieser Methode wird die zum Schneiden des Gewebes notwendige Héartung
durch Gefrieren der Prédparate erzielt. Neben der schnellen Verarbeitung bei
niedrigen Temperaturen, liegt der Vorteil dieses Verfahrens in dem Verzicht auf
vorherige Entwédsserung und Einbettung und somit in der moglichst schonenden
Gewebebehandlung unter Vermeidung von Schrumpfungsartefarkten sowie v.a. in
einer optimalen Antigenitdtserhaltung als Voraussetzung fir die

Immunhistochemie.

2.1.1.1. Aufblocken des Gewebes

Die unmittelbar nach Entnahme, noch in nativem Zustand auf entsprechende
GroBBe zerkleinerten, in fliissigem Stickstoff bei -180 °C konservierten
Gewebeproben, wurden mit dem wasserloslichen Gewebeklebemittel Tissue-Tec
(OCT Compound, Fa. Miles Inc., USA) auf speziell fiir diesen Zweck angefertigten
Metall-Objekthaltern befestigt. Groflere eingefrorene Proben mulliten zuvor noch im
Kryostat mit gekiihlter Zange oder Skalpell zerteilt und so ausgerichtet werden,
dall spédter im angeschnittenen Pridparat eine fir die weitere Untersuchung
ausreichende Anzahl ldngsgeschnittener Sarkomere vorlag.
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2.1.1.2. Vorbereitung der Objekttriger

Eine exakte Reinigung der Objekttrdger ist wesentlich fiir gutes Haften der
Schnitte aber auch fiir die Qualitédt und Haltbarkeit der Farbung.

Die verwendeten Glasobjekttrdger (Menzel-Superfrost) wurden in Extran-
Spiillosung (Merck) gereinigt und nach anschlieBendem griindlichen Abspiilen in
Leitungswasser und Aqua dest. im Warmeschrank bei 40°C iiber Nacht getrocknet.
Zum Erreichen einer besseren Haftung der Schnitte widhrend der folgenden
Behandlungsschritte wurden diese Objekttrdger dann mit einer Silanelosung
beschichtet.

Tab. 6:  Objekttragerbeschichtung

196 ml Aceton + 4 ml 2%ige 3-Aminopropyl-

1. Becken | {riethoxy-Silane (Sigma)

in jedes Becken fiir
2. Becken reines Aceton ca. 5 sec eintauchen

3.+4. Becken |Aqua dest.

Trocknen iiber Nacht bei 40°C im Wéirmeschrank und
5. anschlieende Aufbewahrung im Exsikkator

2.1.1.3. Anfertigung von Gefrierschnitten

Vor dem eigentlichen Schneidevorgang sollte das, bei niedrigeren Temperaturen
aufbewahrte oder frisch aufgeblockte, Gewebe fiir einige Zeit bereits im Kryostat
gelagert werden, um sich der dort eingestellten Temperatur anpassen zu konnen.
Mehrfaches Auftauen und Einfrieren des Gewebes oder auch schon grofere
Temperaturschwankungen fithren zu gravierenden Strukturverdnderungen und

sollten daher vermieden werden.

Mit einem Gefriermikrotom (Leica Kryostat CM 3000) wurden dann, bei einer je
nach Beschaffenheit und Schneidbarkeit des Gewebes individuell variierten Kiihl-
und Objekttemperatur, ca. 8 um dicke Gefrierschnitte unter Verwendung eines
Anti-Rollpldattchens angefertigt, welche mit warmen (Raumtemperatur)
Glasobjekttriagern aufgenommen wurden.

Kihltemperatur: -28°C bis -30°C
Objekttemperatur: -20°C bis -22°C

Um Gewebeverluste moglichst gering zu halten, wurde die beim Anschneiden der
Blocke gewédhlten Messer- und Objektwinkeleinstellungen bei allen Schneide-
vorgédngen beibehalten.
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2.1.2. Ultramikrotomie

Die Eponblockchen wurden mit entfetteten Rasierklingen zunéchst so getrimmt,
dal} eine trapezformige Anschnittfliche des Gewebes mit jeweils zwei parallelen
Seiten entstand.

Mit einem Knife Maker 7800 der Fa. LKB wurden Glasmesser zum Anschneiden
des Gewebes hergestellt. Mit diesem Geridt konnen aus vorgefertigten, gereinigten
und entfetteten Glasstangen (Leica) zunédchst Rechtecke und aus diesen dann
wiederum Dreiecke mit 45° Neigung zur Bruchkante gebrochen werden, nachdem

mit einem Diamanten die Bruchlinie vorgeritzt wurde.

Mit diesen Glasmessern wurde das Gewebe mit dicken Schnitten so weit
angeschnitten, bis eine ausreichend grofle Schnittfliche der Pyramide vorhanden
war; dann wurden auf einige Messer kleine Plastiktroge (LKB) angebracht und zum
Auffangen der Schnitte mit Wasser gefiillt.

Mit einem Ultracut E Mikrotom (Reichert-Jung) wurden zunéchst
Semidiinnschnitte von etwa 1 zm fiir die Ubersichtsfarbung mit Toluidinblau
angefertigt. Nach erfolgter lichtmikroskopischer Orientierung und Beurteilung des
Gewebes wurden von geeignet erscheinenden Arealen, mit Hilfe eines
Diamantmessers (ultra 45°, Diatome), ca. 50 nm dicke Ultradiinnschnitte
hergestellt und auf 200 mesh Kupfergrids (Plano) aufgefangen.

2.2. Schnell-, Ubersichtsfirbung

2.2.1. Toluidinblau

Zur schnellen Orientierung hinsichtlich der Schnittrichtung wurden die
unfixierten, luftgetrockneten Gefrierschnitte auf einer Heizplatte bei 60°C fir
1-2 min mit 1%iger Toluidinblaulésung tiberschichtet und die Prédparate
anschlielend gegebenenfalls umgeblockt, um die bendétigten Langsschnitte zu
erhalten. Toluidinblau fiarbt alle basophilen und osmiophilen Strukturen in
unterschiedlich kriftigen Blautonen an.

Semidiinnschnitte der in Epon eingebetteten Prdparate zur Orientierung fiir die
Elektronenmikroskopie wurden fiir mindestens 15 bis 20 min bei 60°C mit
Toluidinblau geférbt.

2.2.2., Hiamalaun-Eosin-Firbung

Zur vorlédufigen Beurteilung beziiglich der Gewebeerhaltung und -beschaffenheit

wurden vor der Immunhistochemie von allen Gewebeproben zunédchst
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HE-Priparate angefertigt. Zellkerne werden von dem basischen Hédmalaun blau
angefirbt, alle anderen Strukturen erscheinen in verschiedenen Farbabstufungen
durch Eosin rot.

Tab. 7:  Farbeprotokoll Hamalaun-Eosinfarbung

Schnitte in Himalaun nach Mayer (Chroma) zur .
L. Kernfiarbung einstellen 10 min
2. |Blduen in flieBendem Leitungswasser 5 min
3. |Aqua dest. eintauchen
4. |Féarben in Eosin 2% (Chroma) 6 min
5. 195% Alkohol 2 x eintauchen
6. [100% Alkohol 2 x 30 sec.
7. | Xylol 5 min
8. |Eindecken der Schnitte mit Entellan (Merck)

2.3. Kontrastierung der Schnitte fiir die Elektronenmikroskopie

Das elektronenmikroskopisch erzielte Schwarzweillbild entsteht infolge
unterschiedlicher Durchdringung der Gewebestrukturen durch den Elektronen-
strahl. Aufgrund unterschiedlicher Anlagerung einer elektronendichten Substanz
an bestimmte Ultrastrukturen, kommen verschiedene Grautone bis zur
Schwirzung zustande, da eine Struktur auf dem Negativ um so dunkler und
folglich auf dem Positiv bzw. Schirm dann um so heller erscheint, je mehr
Elektronen durch sie hindurchdringen konnen. Infolge der Zunahme der
Elektronenabsorption durch Bindung geeigneter Stoffe wird ein verbesserter
Bildkontrast erzielt.

Eine erste Kontrastierung erfolgt schon bei der Osmiumfixierung, da zahlreiche
Molekiile mit Osmium reagieren und dieses binden. Zur Nachkontrastierung, d.h.
zur Verstiarkung des bereits vorhandenen Kontrastes, eignen sich 5% Uranylacetat
sowie Bleicitrat nach Reynolds.

Tab. 8:  Kontrastierung von Diinnschnitten

1. |Uranylacetat 5% in Aqua dest. 2 min
2. | griindliches Waschen in Aqua dest. ca. 1 min
3. | Bleicitrat nach Reynolds 2 min
4. | griundliches Waschen in Aqua dest. ca. 1 min
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3. Immunhistochemie

Mit Hilfe spezifischer, fluoreszenzmarkierter Antikorper kénnen die korres-
pondierenden antigenen Strukturen (Proteine) eines Gewebes nachgewiesen, identi-
fiziert und gegebenenfalls quantifiziert werden.

3.1. Immunfluoreszenz

3.1.1. Direkte Methode

Ein direkt mit einem Fluorochrom konjugierter Antikorper bindet an das Antigen
und kann dann mit Licht bestimmter Wellenlédnge sichtbar gemacht werden.
Vorteil dieser Methode ist eine nur geringe unspezifische Hintergrundfirbung
(Abb. 5).

3.1.2. Indirekte Methode

Ein unmarkierter (primérer) Antikorper bindet spezifisch das Antigen und wird
dann mit Hilfe eines konjugierten sekundédren Antikorpers nachgewiesen, welcher
gegen den primidren Antikorper gerichtet ist. Diese Methode hat den Vorteil
hoherer Sensitivitdt (Abb. 6).

3.1.3. Biotin-Streptavidin-Methode

Streptavidin, ein Protein von Streptomyces avidinii, zeichnet sich durch seine hohe
Bindungsaffinitdt zum Vitamin Biotin aus. Bei der direkten Form dieser Methode
wird ein biotinylierter primédrer Antikorper verwendet, entsprechend bindet
markiertes Streptavidin bei der indirekten Form an einen biotinylierten
sekunddren Antikorper. Da das Biotinmolekiil vier Bindungstellen besitzt, konnen
mehrere Marker-Streptavidinkomplexe binden, was eine Erhohung der Sensitivitét
der Methode und eine Verstidrkung des Signals zur Folge hat.

Als Detektionssystem fiir die biotinylierten Antikérper wurde Cy-2 verwendet, ein
griinfluoreszierendes, mit Streptavidin konjugiertes Carbocyanin.

3 £
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Abb. 5: Direkte Immunfluoreszenz Abb. 6: Indirekte Immunfluoreszenz
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3.2. Antikorper

In zahlreichen Vorversuchen wurden verschiedene mono- und polyklonale
Antikorper im Hinblick auf ihre Qualitdt und Spezifitdt bei unterschiedlichen
Gewebefixierungen und Verdiinnungen ausgetestet, um mogliche Storfaktoren wie
unspezifische Markierungen oder starke Hintergrundfiarbung zu eliminieren und so
optimale Voraussetzungen fiir die spédtere quantitative Bestimmung der
fluoreszenzmarkierten Strukturen zu gewidhrleisten. Monoklonale Antikérper sind
gegen nur eine bestimmte antigene Determinante des darzustellenden Proteins
gerichtet und damit zwar sehr spezifisch, aber weniger sensitiv.

Polyklonale Antikérper reagieren mit unterschiedlichen Determinanten des
Antigens, so dall neben einer hoheren Reaktivitdt der Antikérper und somit
hoheren Empfindlichkeit der Methode eventuell auch unerwiinschte Kreuz-
reaktionen mit falsch-positivem Ergebnis auftreten konnen.

Abhingig vom jeweiligen Ergebnis der Vorversuche wurden beide Antikoérperarten
fiir die endgiiltigen Farbungen verwendet (Tab. 9).

Bei der Durchfithrung von Doppelfarbungen mit der Biotin-Streptavidin-Methode
ist darauf zu achten, daBl primédre Antikorper fiir die parallel darzustellenden
Proteine nicht durch Immunisierung der gleichen Tierart gewonnen wurden. Aus
diesem Grund sollte jeweils ein monoklonaler (Maus) mit einem polyklonalen
(Kaninchen) Antikorper kombiniert und die entsprechenden biotinylierten Esel-
anti-Maus oder Esel-anti-Kaninchen IgG Sekundérantikorper verwendet werden.

3.2.1. Primaire Antikorper

Tab.9: Primirantikorper
Name Hersteller Art Fixierung | Verdiinnung
Collagen I Sigma Maus Aceton (1:10)1:50
Collagen VI Rockland | Kaninchen Aceton 1:50
Fibronectin ICN Kaninchen Aceton 1:50
Connexin 43; 4K6.2 Biotrend Maus PFA (1:1000) 1:500
Connexin 43 Zymed Kaninchen PFA 1: 200
Connexin 40 Biotrend | Kaninchen PFA 1:100
N-cadherin; GC-4 Sigma Maus PFA 1:200
Desmoplakin Cymbus Maus Aceton 1: 20
a-actinin; EA-53 Sigma Maus PFA 1:200
Complement C9 Novocastra Maus PFA 1:50
Ubiquitin Dako Kaninchen Aceton 1:50
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3.2.2. Sekundire Antikorper

Tab. 10: Sekundérantikorper

Name Hersteller Art | Verdiinnung
Biotin-SP-conjugated AffiniPure Jackson Immuno _
Donkey Anti-Mouse IgG Research Esel 1: 100
Biotin-SP-conjugated AffiniPure Jackson Immuno _
Donkey Anti-Rabbit IgG Research Esel 1:100
Rhodamine Red TM-X-affini pure ) )
goat anti- mouse IgG Biotrend Ziege 1:100
-conj Donkey Anti-
Cy3-conjugated Donkey Anti Chemicon Esel | 1:250

Die ersten beiden biotinylierten Sekundidrantikérper wurden in der oben
beschriebenen, indirekten Biotin-Streptavidinmethode eingesetzt. Der dritte, direkt
mit Rhodamin bzw. der vierte, mit rotem Indocarbocyanin konjugierte
Sekundirantikorper, wurde fiir die indirekte Immunfluoreszenz bei Doppel-
farbungen verwendet.

3.2.3. Detektionssystem fiir biotinylierte Sekundérantikérper

Tab. 11: Detektionssystem fiir biotinylierte Antikorper
Name Hersteller Verdiinnung Farbe
Cy-2 conjugated Streptavidin Rockland 1: 100 griin

Cy-2 zeichnet sich gegeniiber anderen getesteten Detektionssystemen durch seinen
hohen Extinktionskoeffizienten und seine Langzeitstabilitét aus.

3.3. Weitere Farbstoffe

TRITC markiertes Phalloidin wurde im Anschlufl an die Immunhistochemie ver-
wendet, um Aktin zur besseren Abgrenzbarkeit der Myozyten darzustellen. Mit
Propidiumjodid, Aktinomycin, Dapi oder Toto wurden bei Bedarf die Zellkerne
angefirbt.

Tab. 12: Weitere Farbstoffe

Name Hersteller Verdiinnung | Farbe
Phalloidin-TRITC .

(Tetramethylrhodamin Isothiocyanat) Sigma 1:500 Rot
Propidiumjodid Molecular Probes 1:1000 Rot
7-Amino-Aktinomycin Molecular Probes 1:100 Rot
Dapi

(4,6-diamidino-2-phenylindol,dihydrochlorid) Molecular Probes 1:600 Blau
Toto-3 jodid Molecular Probes 1:1000 Blau
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3.4. Einzel- und Doppelfirbungen

Bei allen im Rahmen dieser Studie durchgefiihrten, immunhistochemischen
Farbungen kamen ausschlieflich indirekte Methoden zum Einsatz, d.h. der erste
Antikorper war immer unkonjugiert und mufite mit Hilfe eines zweiten markierten

bzw. biotinylierten und dem zugehorigen Detektionssystem nachgewiesen werden.

Fur die morphologische Untersuchung des Gewebes wurden die verschiedenen
intra- und extrazelluldren Strukturen sowohl separat in Einzelfarbungen als auch
vergleichend in Doppelfiarbungen dargestellt.

Fiir die quantitative Auswertung waren nur Einzelfirbungen geeignet, um

Uberlagerungen der Fluoreszenzsignale verschiedener Strukturen zu vermeiden.

Desweiteren wurden fiir die Quantifizierung alle Prdparate in einem einzigen
Durchgang strikt nach unten aufgefiihrtem Protokoll unter exakt gleichen
Bedingungen gefidrbt, um eine spidtere Standardisierung der Messungs-

einstellungen zu ermoglichen.

Wiahrend aller Inkubationszeiten wurden die Objekttridger in einer feuchten
Kammer, je nach Inkubationsdauer bei 4°C oder Raumtemperatur, aufbewahrt, um
ein Verdunsten der Losungen oder ein Ausbleichen der Fluorochrome zu vermeiden.
Nach allen Waschvorgidngen wurden die Objekttrdger in der Umgebung der
Schnitte sorgfiltig abgetrocknet, um eine unbeabsichtigte Verdiinnung der
Antikorper durch Reste der PBS-Losung zu verhindern.

3.4.1. Einzelfiarbungen

Tab. 13: Farbeprotokoll Einzelfdrbung

1. Fixierung ﬁ) Aceton b mip

) PFA 4% 10 min
2. | Lufttrocknen |im Anschluf} an 1.a) ca. 5 min
3. | Waschen Phosphat buffered saline (PBS) 3 x 3 min
4. |Inkubation |1. Antikorper 1-18 h
5. | Waschen PBS 3 x 3 min
6. |Inkubation |2. Antikérper 1-2h
7. | Waschen PBS 3 x 3min
8. |Inkubation |3. Antikérper 1-2h
9. | Waschen PBS 3 x 3min
10.| Inkubation |2)phaloidin 15-30 min
11. | Waschen PBS 3 x 3min
12. | Eindecken Mowiol
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Fixierung mit 4% PFA / Aceton:

Die frisch angefertigten Gefrierschnitte wurden bis zur Fixierung bei -30°C im
Kryotom belassen und bei Paraformaldehydfixierung erst unmittelbar davor fiir ca.
10 min luftgetrocknet, bzw. bei Acetonfixierung im Kryostat in die Fixierlosung
eingebracht.

Die Wahl des Fixierungsmittels richtete sich nach dem jeweiligen verwendeten
Antikorper und dem Ergebnis der Vorversuche, da sich Antigene entsprechend
ihrer chemischen Struktur unterschiedlich gegeniiber Fixierungsmitteln verhalten.

Aceton bewirkt einen schnellen Wasserentzug und eignet sich besonders zur
Fixierung von Proteinantigenen in Gefrierschnitten. Fir die Fixierung des Gewebes
zur nachfolgenden Darstellung u.a. extrazelluldrer Proteine wurde tiefgekiihltes
reines Aceton bei einer Temperatur von -30°C im Kryostat verwendet; anschlieBend
wurden die Objekttriager bei Raumtemperatur luftgetrocknet und danach mehrmals
grindlich in PBS gewaschen.

Paraformaldehydfixierung fithrt zu einer Quervernetzung und Polymerisation von
Amino-, Amido- und anderen Gruppen und bewirkt eine gute Strukturerhaltung.
Eine 4% ige Formaldehydlosung wurde bei Raumtemperatur verwendet.

Tab. 14: Herstellung von 4% PFA

40 g Paraformaldehyd (Merck) in einem Liter PBS 16sen und mit
3 Pldtzchen Natriumhydroxid (Merck) 1 N HCL auf pH 7,4 einstellen.

Die zubereitete Formalinlésung wurde in gebrauchsfertigen Portionen eingefroren
und die benotigte Menge erst kurz vor Gebrauch aufgetaut und auf
Raumtemperatur gebracht.

Puffer (PBS):

Nach der Fixierung und nach jedem Inkubationsschritt wurden die Objekttriger
mehrmals in Phosphatpuffer gewaschen, um iiberschiissiges Fixierungsmittel,
Antikorper oder sonstige Farbstoffe vollstiandig zu entfernen und die jeweilige
Inkubation abzubrechen.

Tab. 15: PBS - Zusammensetzung

1. Stammlosung 397,40 g NaCl ) )
10,00 g KCl1 in 5 Litern Aqua dest.
10,00 g H,PO4 auflosen

88,75 g Na,HPO4*H,0O

2. Gebrauchslosung |500 ml der Stammlésung |/mit 0,1-1 N HCI / NaOH
4500 ml Aqua dest. auf pH 7,4 einstellen




II1. Material und Methoden -45 -

Inkubation des Gewebes mit dem priméren Antikérper:

Die primédren Antikorper wurden mit PBS auf die jeweilige benétigte Konzentration
verdinnt und von dieser Verdiinnung jeweils 50 ul pro Schnitt aufgetragen.

Schnitte die fiir die quantitative Untersuchung angefertigt wurden, wurden aus
technischen Griinden iiber Nacht bei 4°C mit dem 1. Antikorper inkubiert und am
nédchsten Tag zeitgleich weiterbehandelt. Bei Farbungen fiir die morphologische
Untersuchung, die nicht fiir alle Prdparate gleichzeitig durchgefithrt werden
mulliten, war eine Inkubation mit dem ersten Antikorper bei Raumtemperatur fiir

die Dauer von ein bis zwei Stunden ausreichend.

Negativkontrolle:

Bei jedem Farbedurchgang wurde jeweils ein Schnitt als Negativkontrolle
mitgefiihrt und wie im Féarbeprotokoll beschrieben behandelt, ausgenommen der
Inkubation mit dem priméren Antikérper, welche durch Inkubation mit PBS-

Losung ersetzt wurde.

Inkubation des Gewebes mit dem sekundédren Antikorper:

Der zweite Antikorper wurde ebenfalls mit PBS auf die gewiinschte Konzentration
verdinnt und davon jeweils 50 ul pro Schnitt aufgetragen.

Nach einer Inkubation mit dem priméren Antikorper bei 4°C {iber Nacht, wurde der
sekundére Antikorper fiir mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Inkubation des Gewebes mit dem Detektionssystem:

Bei der Verwendung biotinylierter Sekundérantikorper erfolgte die Inkubation mit
dem Detektionssystem entsprechend fiir 1-2 Stunden.

Inkubation des Gewebes mit sonstigen Farbstoffen:

Die Auswahl sonstiger Farbstoffe richtete sich u.a. nach dem verwendeten
Fixierungsmittel; so konnen nach Acetonfixierung z.B. Artefarkte bei der
Kernfarbung auftreten.

Phalloidin zur Darstellung von Aktin wurde in allen Schnitten fiir die

Quantifizierung verwendet.

Alle Farbstoffe wurden mit PBS auf die benétigte Konzentration verdiinnt und
jeweils 50 ul pro Schnitt aufgetragen.
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Eindecken und Aufbewahrung der Prédparate:

Zur Konservierung und Untersuchung wurden die Prédparate nach Abschluf} der
Farbung mit dem wasserloslichen EinschluBmedium Mowiol (Hoechst) eingedeckt.
Dazu wurde ein mit einer geeigneten Menge Mowiol bestrichenes Deckglas so auf
den noch feuchten Objekttridger gebracht und leicht angedriickt, dafl eventuelle
Luftblasen entweichen konnten.

Anschlielend wurden die Objekttrdger in lichtundurchlidssigen Aufbewahrungs-
mappen im Kiihlschrank bei 4°C aufbewahrt, um das Mowiol auspolymerisieren zu
lassen und die Priaparate vor dem Ausbleichen zu schiitzen.

Tab. 16: Herstellung von Mowiol

50 g Mowiol (Hoechst) + 200 ml PBS 16 Stunden riithren

Zugabe von 25 ml wasserfreiem Glycerin |16 Stunden riithren

o . Uberstand bei 4°C aufbewahren
15 min bei 12000 rpm zentrifugieren und rechtzeitig vor Gebrauch auf
Raumtemperatur bringen.

3.4.2. Doppelfirbungen

Das Farbeprotokoll entspricht im Wesentlichen dem der oben dargestellten
Einfachfarbung.

Tab. 17: Farbeprotokoll Doppelfirbung

1.-9. | Punkt 1 — 9 siehe Protokoll Einfachfdrbung

10. |Inkubation 2. primérer Antikorper 1-2h
11. [Waschen PBS 3 x 3 min
a) 2. markierter sekundérer Antikorper
12. |Inkubation (z.B.Cy3 / Rhodamin) 1-2h
b) 2. biotynilierter sekundérer Antikorper
13. [Waschen PBS 3 x 3 min
14. fgﬁ%&gtﬁﬁfh 12a) 3. Antikorper (Cy 2-Streptavidin, nach 12b) |[1-2h
entfillt nach 12a) .
15. | Waschen PBS 3 x 3 min
16. | Inkubation R 15 - 30 min
17. |Waschen PBS 3 x 3 min

18. |Eindecken Mowiol
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Alternativ besteht die Moglichkeit den ersten und zweiten primédren Antikérper
sowie anschlieend die beiden sekundidren Antikérper zusammen in einer
Verdiinnung aufzutragen und somit Punkt 10 bis 12 entfallen zu lassen. Eine
zeitsparende Methode, die sich allerdings nicht fiir alle Antikérperkombinationen
eignet, da sich diese dabei u. U. gegenseitig von ihren Bindungsstellen verdridngen

kénnen.

Doppelfarbungen wurden beispielsweise durchgefithrt, um Kollagen I entweder
zusammen mit Kollagen VI oder Fibronectin darzustellen. Dabei wurde ein
biotinylierter sekundédrer Antikorper gegen den monoklonalen priméren Kollagen I
Antikorper verwendet und direktes anti-rabbit Cy-3 gegen die polyklonalen
Kollagen VI bzw. Fibronektin Antikorper.

Bei der Doppeldarstellung von a-Aktinin mit Cx 43 bzw. Fibronectin wurde
monoklonales a-Aktinin mit polyklonalem Connexinantikérper oder Fibronectin
kombiniert und entsprechend Biotin-rabbit und Rhodamin eingesetzt.

4. Mikroskopie und Bildverarbeitung

4.1. Lichtmikroskopie

Im Anschluf} an die unter III. 2.2. beschriebenen Schnell- und Ubersichtsfirbungen,
wurden die Gewebeproben lichtmikroskopisch unter Durchlicht hinsichtlich ihrer
Schnittrichtung, Erhaltung und Beschaffenheit untersucht. Dazu wurde ein Leica
DM-RB Mikroskop, mit folgenden Objektiven verwendet:

¢ PL Fluotar 25x /0,75 OIL, Leica Germany
¢ PL Fluotar 40x / 1,00-0,5 OIL, Leica Germany
e PL Apo 63x/1,4 OIL, Leica Germany

4.2. Fluoreszenzmikroskopie

Immunhistochemisch markierte Strukturen werden mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskopes sichtbar gemacht, indem die verwendeten Fluorochrome
durch kurzwelliges Licht bestimmter Wellenldnge (Quecksilberdampflampe oder
Laserlicht) bestrahlt und so zur Emission von Licht ldngerer Wellenldnge angeregt

werden.

Bei dem fiir diese Studie verwendeten Leica DM-RB Fluoreszenzmikroskop wird die
Strahlung einer 100 Watt Quecksilber-Dampflampe (Osram) im Auflicht durch
Filter fiir verschiedene Wellenlédngenbereiche von oben auf das Objekt geleitet. Die
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Verwendung unterschiedlicher Filter zur Auswahl eines moglichst engen Bereichs
aus dem Lampenspektrum, welcher den jeweils eingesetzten Farbstoff zur
Fluoreszenz bringt, ermdéglicht dabei die einzelne oder kombinierte Anregung
verschiedener Fluorochrome.

4.3. Konfokale Mikroskopie

Konfokale Lasermikroskope verwenden zur Anregung der Fluoreszenz Laserlicht
und liefern durch Kombination verschiedener technischer Details hochaufgeloste
Bilder jeder beliebigen Ebene eines Priaparates.

Das Grundprinzip eines solchen Mikroskopes besteht darin, das auf einen Punkt
des Objekts eingestrahlte und von dort ins Objektiv emittierte Licht wiederum
punktformig auf eine Detektorlochblende zu fokussieren, welche unerwiinschtes,
insbesondere aus hoheren oder tieferen Ebenen stammendes Licht, welches die
Schéirfe der Abbildung beeintridchtigen wiirde, grofltenteils abschirmt (Abb.7).
Dabei wird zu einem Zeitpunkt immer nur jeweils ein Punkt der Focusebene
dargestellt; um eine vollstdndige Abbildung eines groleren Gebiets des Objektes zu
erhalten, muf} der Laser stidndig mit hoher Geschwindigkeit iiber das Préparat
bewegt werden.

Detektor

Konfokale Lochblenden Abb. 7 Schematische

\ Laser Darstellung des konfokalen Prin-
zipes. Der Laserstrahl wird
durch eine Linse auf eine
Lochblende geleitet und dann

T e mittels Strahlenteiler und

Objektiv auf einen Punkt in der
Fokusebene des Praparates ge-
biindelt. Das von dem Objekt ins
Objektiv emittierte Licht wird
durch den Strahlenteiler wieder
) auf die Offnung einer Lochblende
------------ Objekt auferhalb der Fokusebene fokussiert und von dem dahinter

Objekt in der Fokusebene liegenden Detektor erfafit.
""""""""""""""""""""" Objekt auBerhalb der Fokusebene

Objektiv
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Die Dicke (Ausdehnung entlang der z-Achse) der gescannten Ebene hingt von
verschiedenen Parametern ab (so z.B. dem variablen Durchmesser der Loch-
blendenéffnung). Bei dem Detektor hinter der Lochblende handelt es sich um einen
Photomultiplier, der das Erfafite in eine Folge elektrischer Signale umsetzt, indem
die eintreffenden Photonen die Beschleunigung einer Elektronenkaskade durch
einen Stapel von Plattendynoden hindurch in Gang setzen. Ein fiir die quantitative
Analyse geeigneter Detektor mull dabei einen linearen output zu der eintreffenden
Lichtintensitét erstellen. Eine Anordnung von bis zu vier Detektoren ermaglicht die
simultane Aufnahme verschiedener Signaldaten. Da der eintreffende Lichtstrahl
alle Detektoren gleichzeitig anregt, konnen zwei oder auch mehrere verschiedene
Fluoreszenzfarbungen parallel dargestellt werden.

Der entscheidende Vorteil eines konfokalen Mikroskopes gegeniiber konventio-
nellen Mikroskopen liegt also in der Mdoglichkeit, verschiedene Strukturen in ihrer
gesamten dreidimensionalen Ausdehnung durch alle Ebenen, ohne
Beeintriachtigung von Schérfe oder Kontrast, durch gleichzeitig einfallendes, von
anderen Schichten und Strukturen stammendes Streulicht, darzustellen.

Zusammengefalit 146t sich das konfokale Prinzip auf drei grundlegende Merkmale

reduzieren:
¢ die Beleuchtung eines nur sehr kleinen, punktférmigen Gebiets

¢ das Fokussieren des von dort emittierten Lichts auf eine entsprechend
ausgerichtete Lochblende, die nur das aus der Focusebene kommende Licht
weiterleitet und aus anderen Ebenen stammendes Licht abschirmt

¢ das Abtasten des Prdparates im Rasterverfahren

In dieser Studie kam ein konfokales Lasermikroskop (TCS SP) der Firma Leica zum
Einsatz, welches mit drei unterschiedlichen Lasern (Argon, Krypton und Helium-
Neon) und folgenden Objektiven ausgestattet ist:

e HC PL APO 20x /0,70 IMM Corr, Leica Germany
e HCX PL APO 40x/ 1,25-0,75 OIL, Leica Germany
e HCX PL APO 63x/1,32-0,6 OIL, Leica Germany

Bei dem eigentlichen Mikroskop handelt es sich um ein Fluoreszenzmikroskop
(Leica DM-RB), wie unter III. 4.2 beschrieben, mit dem die darzustellende Struktur
zunidchst im Gesichtsfeld eingestellt wird. AnschlieBend wird vom Licht der
Quecksilberdampflampe auf Laserlicht umgeschaltet wobei der Laser jedoch nicht
durch Filter geleitet wird, sondern statt dessen in einem Prisma zunéchst nach
verschiedenen Wellenldngen aufgetrennt und dann durch eine entsprechende
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Blende der gewiinschte Wellenldngenbereich selektiert wird. Zuséatzlich wird das
Spektrum durch die Auswahl eines geeigneten Lasers (Ar, Kr, He / Ne) eingegrenzt.

Tab. 18: Hauptspektren der verschiedenen Laser

Krypton 568 nm
Argon 488 nm
Helium-Neon 633 nm

Man kann verschiedene Wellenldngen zur Anregung unterschiedlicher
Fluoreszenzfarbstoffe benutzen. Da ein Fluorochrom nicht nur von Strahlung genau
einer Frequenz, sondern einer bestimmten Frequenzbreite zur Emission angeregt
wird, ist bei Doppelfdrbungen darauf zu achten, dall es moglichst nicht zu einer
Uberlagerung der entsprechenden Anregungs- und Fluoreszenzbereiche kommt.

Tab. 19: Anregungsbereiche verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe

Cy 2 489 nm

Cy 3 550 nm
Propidiumjodid 536 nm
Aktinomycin 555 nm
TRITC 554 nm
Toto 642 nm

4.4. Bildverarbeitung

Durch Scannen des Prdparates entlang der z-Ebene in die Tiefe entsteht ein Stapel
von Schichtbildern. Mit der entsprechenden Software (Leica TCSNT) kann die
Helligkeit jedes einzelnen Punktes, dessen Lage auf der gescannten Ebene sowie
deren Tiefe im Préaparat bestimmt und aufgezeichnet werden.

Diese durch drei Raumkoordinaten (x-,y-, z-Achse) gekennzeichneten Punkte
werden, abgeleitet von den zweidimensionalen pixel (picture elements), als voxel
bezeichnet.

Mit Hilfe spezieller Bildverarbeitungsprogramme und ausreichender Computer-
speicherkapazitédt ist es moglich, mit dem oft einigen Megabyte umfassenden,
digitalen voxel-Datensatz das untersuchte Prédparat rdumlich darzustellen, zu
drehen und so jede einzelne Schicht aus jeder Ansicht zu betrachten.

Hier wurde fiir die Verarbeitung der konfokalen Datensétze eine Silicon Graphics
Octane-Workstation verwendet. Mit dem Bildverarbeitungsprogramm Imaris
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wurden die geladenen Daten individuell hinsichtlich Farbe, Geometrie und
Darstellung einer bestimmten Ebene bearbeitet und anschlieBend mit dem
Programm Selima gespeichert und dokumentiert.

4.5. Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopische Untersuchung des Gewebes erfolgte mit einem
Phillips EM 201.

Bei einem Elektronenmikroskop werden Ultrastrukturen des Gewebes mit Hilfe
eines Elektronenstrahls sichtbar gemacht. Grundsétzlich ist es nicht méglich mit
Strahlung einer bestimmten Wellenldnge Strukturen darzustellen, die kleiner sind
als diese Wellenldnge. Abhidngig von der Beschleunigung der Elektronen im
Elektronenmikroskop, wird deren Wellenldnge stark reduziert, so dalB die
Auflésung im Vergleich zum Lichtmikroskop ca. 100 fach verbessert wird.

Das Grundprinzip eines Transmisssions-Elektronenmikroskops (TEM) dhnelt dem
eines Lichtmikroskopes, mit Ausnahme der GroBe und der umgekehrten
Anordnung (Abb. 8).

| Elektronenemission

Abb. 8: Schematische Darstellung des
Grundprinzips eines TEM. Die von einer
Kathode emittierten Elektronen werden
durch eine Anode im Hochvakuum
beschleunigt. Entlang der Sdule sind
Magnetspulen angebracht, die den
Elektronenstrahl ahnlich wie die Linsen
eines Lichtmikroskopes fokussieren. Die
Gewebeprobe wird durch eine Schleuse in
die Sdule gebracht und von dem
Elektronenstrahl durchdrungen, der dann
auf einen phosphoreszierenden Schirm

gebiindelt wird. g Bildschirm

Als Strahlenquelle dient im TEM eine Kathode, die am Ende einer zylindrischen

Sédule Elektronen emittiert. In dieser Sdule wird zunédchst ein Hochvakuum
erzeugt, um die Streuung der Elektronen durch Luftmolekiile zu verhindern.
Mittels einer Anode werden die Elektronen nach ihrer Emission beschleunigt und
anschlieBend durch eine filterdhnliche, kleine Offnung zu einem Elektronenstrahl



-52 - II1. Material und Methoden

gebiindelt. Durch in regelmédBigen Abstdnden in der Sidule angebrachte
Magnetspulen wird der Elektronenstrahl fokussiert, bevor er auf die durch eine
Schleuse ins Vakuum eingebrachte Gewebeprobe trifft. Je nach Gewebedichte
werden einige Elektronen abgelenkt, die anderen durchdringen das Gewebe und
fihren so zur Bildentstehung auf einer Photoplatte bzw. einem
phosphoreszierenden Schirm, wobei dichtere Bereiche des Gewebes heller
erscheinen, da die gestreuten Elektronen nicht zur Abbildung beitragen.

Zur Dokumentation der Befunde wurden mit einer 35 mm Kamera Photos
angefertigt.

5. Proteinquantifizierung

Mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie und der integrierten Leica-Software wurden
verschiedene intra- und extrazelluldre Proteine der Kardiomyozyten dargestellt

und anhand ihrer Fluoreszenz quantitativ bestimmt.
5.1. Proteine des Glanzstreifens

5.1.1. Quantifizierung der Connexin 43 Fluoreszenz

5.1.1.1. Fluoreszenz pro Zelle

Die spezifisch fiir Cx 43 angefdrbten gap junctions wurden als Fluoreszenz pro Zelle
gemessen und anschlielend prozentual zur gemessenen Zellflache angegeben. Um
sicher zu gehen, dal} dabei jeweils eine Zelle in ihrer vollstdndigen Ausdehnung
erfaBBt wurde, wurden nur solche Zellen ausgewihlt, die im Langsschnitt von zwei
endstindigen Glanzstreifen begrenzt waren. Von jedem Préparat (28 Patienten-
und 12 Kontrollgewebe) wurden 20 dieser so ausgewéhlten Zellen gemessen. Aus
den ca. 8 um dicken Schnitten wurden dazu jeweils sechs optische Schnitte von
jeweils 0,5 um Dicke angefertigt, um mit diesen 3 um einen moglichst groflen Anteil
der vertikalen Ausdehnung des Glanzstreifens zu beriicksichtigen. Im ,acquisition
mode“ wird dazu die ,begin®“ und ,end position“ des zu scannenden Bereichs
festgelegt sowie die Anzahl der anzufertigenden Schnitte einer bestimmten Dicke
definiert. Diese 6 optischen Schnitte kénnen anschlieBend unabhéngig voneinander
betrachtet sowie im ,projection mode“ iibereinander gelegt werden, wobei dann von
den jeweils 6 vertikal tibereinander liegenden Bildpunkten der jeweils hellste eines
layers ausgewdhlt und ein maximal projiziertes Bild berechnet wird.
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LASER
Abb. 9: ,projection mode“: Im projection
mode entsteht eine maximale Projektion
aller angefertigten optischen Schnitte
durch das Praparat.

Detektor

Serie optischer |
Schnitte durch 4
das Praparat  ****

Projektion Yéesesssy’

Da alle Priaparate gleichzeitig unter genau gleichen Bedingungen geschnitten und
gefarbt wurden, war es moglich die Fluoreszenzmessung unter standardisierten
Bedingungen durchzufithren. Dies bedeutet, dal anhand der hellsten Punkte
innerhalb der Prédparate die verschiedenen variablen Parameter wie Laserpower,
PMT (photomultiplier) -gain (detector voltage), offset (legt das level fest, oberhalb
dessen Signale sichtbar sind) oder pinhole (Lochblendenéffnung) eingestellt und fiir
alle weiteren Messungen eines Proteins beibehalten wurden. Am konfokalen
Mikroskop ist ein variables Bildraster mit 512 x 512 bis maximal 1024 x 1024
Punkten, die gescannt werden vorhanden. Fiir jeden Bildpunkt sind 256 Grau- bzw.
Helligkeitsstufen vorgesehen. Die standardisierten Einstellungen wurden so
gewédhlt, dafl sich moglichst alle sowohl hellsten als auch dunkelsten Punkte
innerhalb dieser 256 Graustufen befanden, damit einzelne Bildpunkte weder iiber-
noch unterbelichtet wurden. Die zu Hilfenahme eines speziellen ,,Glow over and
under® Modus wihrend des Scannens erleichtert die Optimierung der
Einstellungen, da in diesem Abbildungsmodus die extremen Helligkeitsstufen mit
besonders starken Farben dargestellt und somit sofort erkennbar sind.

Aus der entsprechenden TCS-Software zur Markierung verschiedener
geometrischer Flichen wurde die polygonale Form ausgewihlt und die jeweils zu
messende Zelle mittels cursor markiert (Abb. 10 A).

Mit der sogenannten ,Quantify-Funktion® der Leica-Software wird ein Histogramm
fiir die markierte Fldche erstellt (Abb. 10 C), dem die Helligkeit der einzelnen
Bildpunkte innerhalb der Skala von 0-255 zu entnehmen ist. Daneben wird die
minimale und maximale Intensitét, die Gesamtintensitét (die sich aus der Summe
der Intensitdtsstufen, jeweils multipliziert mit der Anzahl der Bildpunkte dieser
Intensitét, errechnet), mittlere Intensitédt (Gesamtintensitit bezogen auf die Anzahl
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aller Bildpunkte) und dazugehorige Standardabweichung sowie die Grole der
gemessenen Fliche in um?® angegeben.

Diese Werte wurden in einem sogenannten ,annotation workbook“ gespeichert,
wobei die Helligkeit der einzelnen Bildpunkte getrennt fiir beide Kanéle zuséitzlich
in einer Excel-Tabelle als Grundlage fiir weitere Berechnungen angegeben wird.
Die Bildrohdaten wurden als ,scanner file“ abgespeichert und diese zusammen mit
den Daten der zugehorigen Messungen zur Dokumentation und Reproduzierbarkeit
auf CD-ROM gesichert.

5.1.1.2. Fluoreszenz pro Fliche

Aufgrund der auffallenden Connexinverteilung auBlerhalb der regulédren
Glanzstreifen, wurde zuséatzlich noch die Fluoreszenz iiber einen groB3eren Bereich,
in dem dann eine unterschiedliche Anzahl abgebildeter Myozyten nebeneinander im
Verband erfaflit wurde, pro Gewebefldche (Aktin) gemessen. So konnte eine
eventuelle Beeinflussung des Endergebnisses durch die selektive Auswahl von
Zellen mit regelméfliger Connexinverteilung ausgeschlossen werden. Fiir diese
Messung wurden ebenfalls nur ldngsgeschnittene Bereiche beriicksichtigt, auch das
weitere Vorgehen bei dieser Methode entspricht im Wesentlichen der Messung pro
Zelle, nur daf3 in diesem Fall der zu messende Bereich mit einem Rechteck, das eine
grolere Gewebefliche umfalite, markiert wurde. Bei 22 Patienten- und 7
Kontrollgeweben wurden, je nach vorhandenen longitudinal angeschnittenen
Fasern, jeweils 10 bis 20 solcher Rechtecke ausgewertet.

5.1.2. Quantifizierung der Connexin 40 Fluoreszenz

5.1.2.1. Fluoreszenz pro Zelle

Die Durchfithrung dieser Messung entspricht dem unter III. 5.1.1.1. Beschriebenen.
Die Einstellungen zur Darstellung von Connexin 40 wurden ebenfalls vor Beginn
der eigentlichen Messung standardisiert und anschlieend 20 ldngsgeschnittene
vollstdndige Zellen pro Schnitt (30 Patienten- und 12 Kontrollgewebe) ausgewéhlt
und iber eine Strecke von 3 um entlang der Z-Achse in 6 Schichten a 0,5 ym
gescannt. Bildrohdaten, Histogramme und Excel-Tabellen wurden ebenfalls auf
CD-Rom gespeichert.

5.1.2.2. Fluoreszenz pro Fliche

Diese Messung unterscheidet sich nur in einer anderen Auswahl der
Grundeinstellungen von der entsprechenden Connexin 43-Bestimmung und wurde
fiir 22 Patienten- und 9 Kontrollgewebe durchgefiihrt.
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5.1.3. Quantifizierung der N-Cadherin Fluoreszenz

Das in der fascia adherens des Glanzstreifens lokalisierte Protein N-Cadherin
wurde pro Zelle, entsprechend der Connexinmessung, mit wiederum
vorausgehender Standardisierung in 28 Patienten- und 9 Kontrollgeweben

quantifiziert.

5.2. Proteine der extrazelluliren Matrix

5.2.1. Quantifizierung der Kollagen I Fluoreszenz

Kollagen I wurde pro Gewebefldche gemessen (Abb. 10B).

Grundsitzlich wurde &hnlich wie bei den anderen oben beschriebenen
Fldchenmessungen vorgegangen. Bei der Auswahl der zu messenden Gebiete war
die Schnittrichtung der Sarkomere hier aber nur von untergeordneter Bedeutung,
so daf} Kollagen in 30 Patienten- und 11 Kontrollgeweben sowohl im Longitudinal-
als auch im Transversalschnitt bestimmt wurde; daneben wurden fiir diese
Messung ausschliellich Gebiete auBerhalb der physiologisch vorkommenden
Bindegewebsareale (Septen und Blutgefidf3e) ausgewdhlt. Die Einstellungen fiir die
Bestimmung der Kollagen I Fluoreszenz wurden nicht genau, sondern innerhalb
eines bestimmten Bereichs standardisiert. Durch das gleichzeitige Vorkommen,
diinner, vergleichsweise schwach fluoreszierender Kollagenfibrillen neben dicken,
stark fluoreszierenden Fibrillenbiindeln war es nicht moglich, alle Bildpunkte in
den Bereich der 256 Punkteskala zu bringen, so dal} bei einer standardisierten
Einstellung meist einige Punkte iiber- oder unterstrahlt waren. Aus diesem Grund
wurden die gewéidhlten Einstellungen, soweit notwendig (unter zu Hilfenahme der
Octane-Bildverarbeitung), durch geringfiigige Verdnderung der PMT-gain, einzeln
derart korrigiert, daf} die schwéchste Struktur noch sichtbar und die Stiarkste nicht
tiberbelichtet wurde.
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Abb. 10: Darstellung der Proteinquantifizierung:
(griin: Cx 43 in (A) bzw. Aktin in (B), rot: Aktin in (A) bzw. Kollagen I in (B))
A  Zur Quantifizierung der Cx-Fluoreszenz pro Zelle wurde aus der enstprechenden
TCS-Software zur Flichenmarkierung die polygonale Form gewdhlt und
Kardiomyozyten, die von zwei vollstindigen Glanzstreifen begrenzt waren, mittels
cursor markiert.
B Zur Quantifizierung der Kollagen I Fluoreszenz wurde aus der TCS-software die
rechteckige Form gewdhlt, und mittels cursor eine gesamte zu messende
Gewebefliche markiert.
C Beispiel fiir ein gemessenes Histogramm
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5.3. Grundeinstellungen fiir die Proteinquantifizierung
Tab. 20: Standardisierte Einstellungen fiir die Quantifizierung
Cx43/ CX"43 / Cx 40/ CX"4O / N-Cadh. / Koll T
Zelle Fliche Zelle Fliche Zelle
Format 512x512x6 | 512x512x6 | 512x512x6 | 512x512x6 | 512x512x6 | 512x512x1
magesize | 150623 | 210003 | 150623 | 210003 | 210.0%3 | 1058x0
Zoom 1,66 1,19 1,66 1,19 1,19 1.5
Voxel sizeY 0,294 0,410 0,294 0,410 0,410 0,207
Voxel size Z 0,608 0,608 0,608 0,410 0,410 0
PMT 1 548 541 601 467 576 492-566
Offset 1 7 5 7 5 5 -5
PMT 2 619 587 548 584 516 425-495
Offset 2 10 4 10 4 4 -5
Pinhole 1 1 1 1 1 1
Objektiv 40 40 40 40 40 63

5.4. Weitere Berechnung und Auswertung der MeBergebnisse, Statistik

Da man bei Anwendung der Biotin-Streptavidinmethode zur Signalpotenzierung
nicht grundsétzlich davon ausgehen kann, dall immer alle vier Bindungsstellen des
Biotinmolekiils mit markiertem Streptavidin besetzt wurden, kann eine
Gleichsetzung der gemessenen Fluoreszenzintensitidt mit der im Gewebe vorhanden
Proteinmenge problematisch sein. Aus diesem Grund wurde nicht die Intensitét der
gefiarbten Strukturen verglichen, sondern allgemein die Anzahl der fiir ein Protein
positiv gefarbten Bildpunkte, unabhédngig von ihrer Intensitit, als Grundlage fiir

weitere Berechnungen verwendet.

In zahlreichen Testmessungen wurde fiir jede Farbung ein geeigneter cut-off, also
die Intensitdt oberhalb derer ein pixel als positiv gewertet wird, ermittelt, da bei
der Standardisierung der Einstellungen und gleichzeitig optimalem Kurvenverlauf
im Histogramm eine gewisse Hintergrundfirbung nicht vollig zu vermeiden ist.
Durch den Vergleich der Gesamtintensitidt einer Zelle mit der Summe der
Intensitdten der beiden dazugehorigen Glanzstreifen, wurde die jeweilige Differenz

als Hintergrund definiert und rechnerisch eliminiert.

Aufgrund der unterschiedlichen Intensitdten der verschiedenen gemessenen
Proteine, muBite ein solcher cut-off fiir jede Farbung separat festgelegt werden.
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Aus den in den Excel-Tabellen enthaltenen Angaben iiber die Anzahl der Pixel mit
einer bestimmten Intensitdt wurde unter Beriicksichtigung des ermittelten cut-off
die Anzahl der positiven pixel in Prozent ausgerechnet; wobei es sich in dem
ermittelten Prozentwert nicht um einen absoluten Wert, sondern um eine relative,

vergleichend zu bewertende Zahl handelt.

Aus dem gewihlten Format von 512 x 512 pixeln, der verwendeten Vergrof3erung
und zoom ergibt sich die Grofle der pixel. Die GroBle der markierten Flédche
errechnet sich aus der Anzahl der pixel multipliziert mit der Grof3e der pixel.

Diese Berechnungen wurden sowohl fiir das zu messende Protein als auch fiir das
mit Phalloidin gegengefédrbte Aktin durchgefiihrt, so dafl die Anzahl der positiven
pixel prozentual auf die Myozyten bezogen werden konnte.

Fiir die gesamte Datenaufarbeitung, Auswertung sowie die graphische Darstellung
der Ergebnisse wurde das Programm Excel (Microsoft Corporation) verwendet. Alle
Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit zugehorigem Standardfehler dargestellt.
Statistische Vergleiche wurde mit Hilfe von SigmaStat (Jandel) durchgefiihrt. Zum
Vergleich der Daten von Kontroll- und Patientengruppe wurde der zweiseitige
t-Test fiir unabhédngige Stichproben benutzt. In allen Féllen galt ein Ergebnis mit
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant.

5.5. ZellgroBe

Die durchschnittliche Zellgro3e ergab sich wihrend der Proteinquantifizierung pro
Zelle durch die Markierung vollstdndig abgebildeter Myozyten am konfokalen
Mikroskop mittels cursor. Die Zellfliche wurde wie unter III. 5.4 beschrieben aus
der Grofle der Pixel multipliziert mit der Anzahl der Pixel errechnet.

6. Marker fiir Degeneration, Nekrose und Apoptose

6.1. Semiquantitative Ubiquitin und C 9 - Bestimmung

Als Marker fiir intrazelluldre, degenerative Abbauvorgidnge wurde das
intracytoplasmatische Protein Ubiquitin und als Nachweis ischdmischer bzw.
nekrotischer Myokardschéddigung, der Komplementfaktor C9 mit den jeweiligen
Antikorpern spezifisch angefidrbt und morphometrisch ausgewertet. Mit Hilfe eines
Zidhlgitters mit einer Gesamtfliche von 1 mm®wurden dazu jeweils im gesamten
Gewebeschnitt die positiv markierten Zellen ausgezéhlt und die durchschnittliche
Anzahl der Myozyten pro Zihlfeld sowie die GroBle der Schnittfldche ermittelt.
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Ubiquitin- bzw. C 9 - positive Zellen wurden dann prozentual zur Gesamtzahl der
Myozyten berechnet.

6.2. TUNEL-Methode

Das Prinzip der TUNEL-Methode (terminal-deoxy nucleotidyl-transferase mediated
dUTP nick end-labeling method) basiert auf der fiir Apoptose charakteristischen

DNA-Fragmentierung in immer etwa gleich gro3e Bruchstiicke von ca. 185 bp.

Eine terminale Deoxynucleotidyl-Transferase (TdT) verbindet Digoxigenin-
gekoppelte Nucleotide mit den 3’OH-Enden dieser DNA-Fragmente. Diese dienen
dann als Bindungsstelle fiir Fluorescein-gekoppelte-Anti-Digoxigenin-Antikorper

und konnen bei 523 nm als griines Signal sichtbar gemacht werden.

Zum Nachweis apoptotischer Zellkerne wurde der in situ ,Apoptosis Detection Kit“

(Apop Tag®, Fluorescein — Fa. Oncor) verwendet.

Tab. 21: Protokoll der TUNEL-Methode Apop Tag ®

Fluorescein Kit Temperatur Dauer
4% PFA-Fixierung RT 15 min
PBS RT 3 x 5 min
Essigsdure / Ethanol 1:2 RT 5 min
PBS RT 3 x 5 min
nur Positiv-Kontrolle: DNAse Puffer * RT 30 min
Aquilibrierungspuffer RT 20 sec
TdT Enzym** * 37°C 1,5h
»Stop and wash“ Puffer *** 37°C 10 min
PBS RT 3 x 5 min
Anti-Digoxigenin Fluorescein™*** RT 30 min
PBS RT 3 x 5 min
Propidiumjodid RT 20 min
PBS RT 3 x 5 min
Eindecken mit Mowiol
RT = Raumtemperatur
* = 15ul DNAse (Sigma) + 40ul DDT + 4,0ml Tris-Puffer 300mM

+ 13,3 ml Na-Cacodylat 420 mM + 160 ul MgCl,
¥ = 32 ul TdT Enzym + 76 ul Reaktionspuffer
¥#% = Iml Stop and Wash Puffer + 34 ml Aqua dest.
¥#%% = 56 ul Blocksolution + 49 ul Anti-Digoxigenin
# = mit Plastikfolie abdecken
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Als Positiv-Kontrolle diente ein Duodenumpriparat vom Schwein sowie ein mit
DNAse (Fa. Sigma) vorinkubierter Gewebeschnitt, der dann aufgrund dieser

artifiziellen DNA-Fragmentierung im TUNEL-Nachweis positiv ausfiel.

Als Negativ-Kontrolle wurde ein Gewebeschnitt nicht mit TdT-Enzym inkubiert

und ansonsten in allen Arbeitsschritten gleich mit den tibrigen Proben behandelt.

Die Gegenfiarbung der Zellkerne erfolgte im Anschlull mit Propidiumjodid.

Pro Patient wurde jeweils ein gesamter Gewebeschnitt mit Hilfe eines Zdhlgitters
ausgewertet. Bei der prozentualen Auswertung wurde die Gesamtzahl der
Myozyten sowie die TUNEL-positiven Myozyten beriicksichtigt.
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IV. ERGEBNISSE

1. Morphologische Beurteilung des Gewebes

Die morphologische Beurteilung des Gewebes der Maze-Patienten erfolgte im
Vergleich zu Geweben von Patienten mit Sinusrhythmus und z.T. auch porcinem
atrialen Myokard. Der Schwerpunkt dieser Untersuchung lag bei folgenden

strukturellen Verdnderungen:

1) Remodeling interzelluldrer Verbindungen (atriale gap junction Proteine Cx 43
und Cx 40 sowie mechanische Zellverbindungen, reprisentiert durch N-Cadherin
und Desmoplakin)

2) Fibrotische Verdnderungen (Kollagen I, VI und Fibronektin)

3) Degenerative Verdnderungen (Aktin- und a-Aktinin)
1.1. Proteine des Glanzstreifens

1.1.1. Connexin 43

Abhingig von der Spezies und dem Entwicklungsstadium (embryonal, adult) sowie
in unterschiedlichen Bereichen von Atrium oder Ventrikel (Arbeitsmyokard oder
Reizleitungsgewebe), treten grundlegende topographische Unterschiede in der
Anzahl und tuberwiegenden Art der Zellkontakte (endsténdig oder lateral) und der
Verteilung der verschiedenen gap junction-Proteine innerhalb der Glanzstreifen
auf.

Die Cx 43 gap junctions sind im gesamten adulten humanen rechten Atrium (und
Appendix) normalerweise iiberwiegend in End-zu-End aber auch in seitlichen
Zellverbindungen lokalisiert.

In den untersuchten Kontrollgeweben von Patienten mit Sinusrhythmus
markierten alle fiir Cx 43 angefidrbten gap junctions deutlich abgegrenzte, regulére
Glanzstreifen an den Enden oder Seiten der Kardiomyozyten. In longitudinal
angeschnittenen Sarkomeren stellten sich diese Zellkontakte als kurze, aus vielen
einzelnen Punkten bestehende, horizontale oder vertikale Linien dar (Abb. 11 A).
Im Transversalschnitt waren regelméflig charakteristische periphere, aus grofleren
gap junctions bestehende Ringe, die eine innere Region mit zahlreichen kleineren
gap junctions umgeben, sichtbar (Abb. 11 E). Da sich nicht alle endstidndigen
Glanzstreifen des Gewebes auf einer Ebene befinden, sind einige Myozyten im
Querschnitt ungefirbt.
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Bei allen Maze-Patienten war diese ,Normalverteilung® der CX 43 gap junctions
stark gestort (Abb. 11 B). In allen Geweben fiel im Lédngsschnitt eine starke
Zunahme der lateralen Zellverbindungen sowie eine diffus verteilte,
unstrukturierte Cx 43-Markierung an der gesamten Zelloberflédche auf.

Im Querschnitt war es aufgrund dieser Umverteilung von gap junctions schwierig,
vollstandige Glanzstreifen mit der charakteristischen ringformigen Anordnung
verschiedener gap junction-GréBlen zu finden, stattdessen war nur eine periphere
linienartige Farbung vorhanden (Abb. 11 F).

Bei 14 Patienten waren die Cx 43 gap junctions zumindest noch in einigen
Gewebebereichen, dhnlich wie im Kontrollmyokard, relativ regelméBig in deutlich
abgrenzbaren Glanzstreifen angeordnet. Daneben lagen aber sowohl vermehrt
laterale Zellkontakte, als auch iber die gesamte Zelloberfldche verteilte

Connexinansammlungen vor (Abb. 12).

Bei 9 Patienten traten neben wenigen, in gut definierbaren endstidndigen
Glanzstreifen vorhandenen Cx 43 gap junctions, hauptsidchlich laterale
Zellkontakte auf. Einzelne gap junctions waren oft iiber lange Strecken
perlschnurartig aneinander gereiht und longitudinal zwischen (z.T. degenerierten)
Myozyten gestreut. Ausgeprigte, parallel zur Muskelfaserrichtung angeordnete
Ansammlungen von Cx 43 gap junctions, waren in fibrotischen Bereichen auch an
den lateralen Zellgrenzen zur extrazelluldren Matrix hin sichtbar (Abb. 13 A-D).

In den Geweben von weiteren 8 Patienten war Cx 43 kaum noch in normalen
Glanzstreifen, sondern iiberwiegend ohne ersichtliche Ordnung punktformig diffus
iiber die gesamte Zelloberfliche verteilt. In weiten Bereichen waren keine

Glanzstreifen mehr erkennbar, die Farbung war extensiv auf nahezu der gesamten
Zelloberfldche vorhanden (Abb. 14).

Hinsichtlich der Connexinverteilung war insgesamt kein Zusammenhang mit der

Herkunft des Gewebes aus der freien Atriumwand oder dem Herzohr feststellbar.

1.1.2. Connexin 40

Cx 40 wird dhnlich wie Cx 43 mit zahlreichen tierartlichen Unterschieden in

verschieden erregbaren Herzgeweben in unterschiedlichem Ausmal} exprimiert.

Im humanen Myokard ist dieses Protein v.a. wesentlicher Bestandteil der gap
junctions im Atrium und kommt daneben nur noch im Endothel von Blutgefidflen
(Abb. 11 C,D) sowie dem proximalen Bereich des His’ Biindel vor.
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Im humanen rechten Atrium (und Appendix) sind Cx 40 und Cx 43 kolokalisiert
(auBler im Bereich der Gefidllendothelien, in denen Cx 43 fehlt), so dal} die
Verteilung der Cx 40 gap junctions die fiir Cx 43 beschriebenen Befunde sowohl bei
den Kontrollgeweben als auch bei Patientenmaterial bestédtigte. Im Kontrollgewebe
von Patienten mit Sinusrhythmus waren Cx 40 gap junctions hauptséchlich in
endstédndigen aber auch lateralen Glanzstreifen lokalisiert. Das Myokard von
Patienten mit Vorhofflimmern zeigte dagegen eine deutliche Umverteilung der
Cx 40 gap junctions an die lateralen Zellgrenzen sowie eine diffuse Verteilung tiber
gesamte Zelloberfldchen (Abb. 11 C,D und Abb. 13 E,F ).

1.1.3. N-Cadherin

Dieses in der fascia adherens des Glanzstreifens lokalisierte Protein, entspricht in
seiner Verteilung im humanen Atrium (und Appendix) der oben fiir die Connexine
Beschriebenen. Die fiir N-Cadherin angefdrbten Zellkontakte waren im
Kontrollgewebe, dhnlich wie die markierten gap junctions, iiberwiegend in
abgegrenzten regelméifligen Glanzstreifen an den endstdndigen oder lateralen
Zellgrenzen lokalisiert, widhrend in den Geweben der Maze-Patienten eine
auffallende Lateralisierung von N-Cadherin sowie vollig unstrukturierte
Proteinanordnung uber die gesamte Zelloberfldche hinweg vorlag (Abb. 15 B,D).

Im Querschnitt stellte sich N-Cadherin im Kontrollgewebe als ovale,
zusammenhidngend angefidrbte, groflere Fliche dar (Abb. 15 E), wiahrend bei
Vorhofflimmern nur noch peripher schmale, linienartige Anfidrbungen erkennbar
waren (Abb. 15 F). Diese Umverteilung stimmte in aus Atrium und aus Appendix
stammenden Geweben mit dem oben beschriebenen remodeling von gap junctions

uberein.

1.1.4 Desmoplakin

Die Desmoplakinverteilung entsprach der oben fiir Connexine und N-Cadherin
Beschriebenen. Desmoplakin war mit den anderen Proteinen des Glanzstreifens
sowohl in Kontrollgewebe als auch bei Maze-Patienten kolokalisiert (Abb. 16 E,F).
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Abb. 11: Darstellung der normalen Connexin (Cx) 43 und Cx 40-Verteilung bei
Sinusrhythmus im Kontrollgewebe gegeniiber deutlichem remodeling von gap
Jjunctions im Gewebe der Maze-Patienten bei Vorhofflimmern (griin: Cx 43 in (A)
und (B), bzw. Cx 40 in (C) und (D), rot: Aktin, blau: Zellkerne / Lipofuscin; durch
Uberlagerung von rot und griin erscheinen die gap junctions z.T. gelb angefirbt).
(A), (C), (E) der linken Abbildungshdilfte zeigen normale Cx-Verteilung im
Kontrollgewebe, (B), (D), (F) rechts dagegen Cx-Umverteilung im Gewebe der
Maze-Patienten.

A Cx 43 ist im Langsschnitt in deutlich abgrenzbaren, iiberwiegend endstindigen
Glanzstreifen lokalisiert.

B Im Gewebe eines Maze-Patienten sind nur noch einzelne Glanzstreifen
erkennbar, stattdesssen deutliche Umuverteilung von Cx 43 gap junctions an die
lateralen Zellgrenzen, z.T. auch an die Zelloberfliche.

C Cx 40 ist im Kontrollgewebe, wie Cx 43 in (A), innerhalb gut abgrenzbarer
Glanzstreifen lokalisiert. Ein Gefafs mit posititver Cx 40 Markierung ist erkennbar
(*).

D  Deutliche Umverteilung von Cx 40 im Gewebe eines Maze-Patienten.

(*) kennzeichnet positive Cx 40 Markierung im Gefafendothel.

E Cx 43 gap junctions im Querschnitt von Kontrollgewebe; mehrere endstindige
Glanzstreifen (=) sind in der gescannten Ebene sichtbar, mit einem Ring aus
groferen gap junctions in der Zellperipherie und kleineren zentral gelegenen gap
junctions.

F Cx 43 gap junctions im Querschnitt bei Vorhofflimmern; charakteristische
Glanzstreifen sind kaum erkennbar, die periphere, linienartige Anfiarbung entspricht
der Umuverteilung von Cx 43 gap junctions in (B).
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Abb. 12: Umverteilung von Cx 43 bei Vorhofflimmern (griin (gelb): Cx 43, rot: Aktin
in (A), (B), (D-F) bzw. a-Aktinin in (C), blau: Zellkerne / Lipofuscin).

A, B Cx 43 gap junctions sind in einigen noch abgrenzbaren reguliren
Glanzstreifen, daneben aber vermehrt an den lateralen Zellgrenzen lokalisiert.

C,D Cx 43 Markierung ist teilweise noch innerhalb von Glanzstreifen, aber auch
diffus verteilt an der Zelloberfliche sichtbar.

E neben einem regularen Glanzstreifen ist nur eine oberfliachliche Connexin-
verteilung erkennbar

F Cx 43 gap junctions sind nur noch in wenigen Glanzstreifen, sondern
hauptsachlich an der Zelloberfliche und an den lateralen Zellgrenzen lokalisiert.
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Abb. 13: Ausgepragte Lateralisierung von gap junctions bei Vorhofflimmern (griin
(gelb): Cx 43 in (A)-(D) bzw. Cx 40 in (E) und (F), rot: Aktin in (A),(E),(F) bzw. a-
Aktinin in (C), blau: Zellkerne)

A  Deutliche Umverteilung von Cx 43 gap junctions an die lateralen
Myozytengrenzen zum angrenzenden EZR.

B Identischer konfokaler Bildausschnitt, aber separate Darstellung
perlschnurartig aneinandergereihter Cx 43 gap junctions unter Verwendung nur
eines Laserkanals.

C Lateralisierung von Cx 43 in intakten Myozyten, die durch weiten EZR
voneinander getrennt sind.

D  Gleicher Bildausschnitt mit separater Demonstration der gap junctions unter
Verwendung nur eines Laserkanals.

E  Ausgepragte Lateralisierung und perlschnurartige Aneinanderreihung von
Cx 40 gap junctions.

F  Lateralisierung von Cx 40 gap junctions im Querschnitt. Vollstindige
charakteristische Glanzstreifen sind nur noch vereinzelt erkennbar, stattdessen sind
itberwiegend periphere schmale Anfiarbungen von Cx 40 gap junctions vorhanden.
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Abb. 14: Unregelmafige, diffuse Cx-Expression auf der gesamten Zelloberfliche bei
Vorhofflimmern (griin (gelb): Cx 43, rot: Aktin, bzw. a-Aktinin in (E), blau:
Zellkerne).

A Neben vereinzelt erkennbaren Glanzstreifen v.a. diffuse punktformige Cx 43-
Markierung ahnlich einem neonatalen / juvenilen Verteilungsmuster.

B Separate Darstellung der Cx 43 gap junctions im gleichen Bildausschnitt.

C  Unregelmafige, oberflichliche Cx 43 Verteilung in hoherer Vergroflerung.

D Cx 43 Markierung diffus auf der Oberfliche z.T. degenerierender
Kardiomyozyten verteilt.

E  Oberflichlich punktformige Cx 43 Verteilung in einzelnen Zellen in hoherer
Vergroflerung und Doppelfirbung mit a-Aktinin.

F  Gleicher Bildausschnitt mit separater Darstellung der punktformigen Cx 43
gap junctions.
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Abb. 15: Darstellung von N-Cadherin bei Sinusrhythmus und Vorhofflimmern (griin
(gelb): N-Cadherin, rot: Aktin, blau: Zellkerne / Lipofuscin). (A), (C), (E) der linken
Abbildungshailfte zeigen Kontrollgewebe mit Sinusrhythmus, (B), (D), (F) rechts
Gewebe von Patienten mit Vorhofflimmern.

A N-Cadherin in der f. adherens klar abgegrenzter, iiberwiegend endstindiger
Glanzstreifen im Kontrollmyokard.

B Deutliche Umverteilung von N-Cadherin bei Vorhofflimmern. N-Cadherin ist
nur noch in wenigen vorhandenen Glanzstreifen, sondern v.a. lateral oder
oberflichlich lokalisiert.

C Dreidimensionale Darstellung von N-Cadherin in gut abgrenzbaren
Glanzstreifen des Kontrollmyokards bei hoherer Vergroflerung.

D  Umverteilung von N-Cadherin im Gewebe eines Maze-Patienten bei hoherer
Vergroflerung.

E  Querschnitt von Kontrollgewebe: N-Cadherin stellt sich an den Zellenden als
groflere ovale Anfarbung dar (=).

F  Querschnitt von Gewebe eines Maze-Patienten: Aufgrund der Umuverteilung von
N-Cadherin ist nur noch eine periphere, schmale Anfarbung erkennbar.
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Abb. 16: Darstellung der bei Vorhofflimmern gleichzeitg stattfinden Umuverteilung
aller Proteine des Glanzstreifens mit verschiedenen Doppelfirbungen (griin: Cx 43
in (A) bzw. N-Cadherin in (C) bzw. Desmoplakin in (E) und (F) , rot: Cx 40 in (B),
(D) und (F) bzw. Cx 43 in (E)).

A, B Doppelfarbung fiir Cx 43 und Cx 40, mit anschlieflend jeweils separater
Darstellung der Proteine unter Verwendung nur eines Laserkanals. Cx 43 und Cx 40
sind vollstandig kolokalisiert.

C, D Doppelfirbung fiir N-Cadherin und Cx 40, wiederum unter Verwendung nur
eines Kanals, zeigt die gleichzeitige Umverteilung und Kolokalisation dieser beiden
Glanzstreifenproteine in einem anderen Gewebeausschnitt.

E, F Doppelfiarbung von Cx 43 (E) bzw. Cx 40 (F) und jeweils Desmoplakin zeigt die
gleichzeitige Lateralisierung von Connexinen und Desmoplakin.
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1.2. Extrazellulare Proteine

1.2.1. Kollagen I

Kollagen I wurde qualitativ als Mall der Fibrose an allen Patienten- und
Kontrollgeweben sowie vergleichend am Atrium vom Schwein beurteilt.

Am normalen atrialen Myokard (Abb. 17 A,C,E) stellt sich Kollagen I in Form
feiner Fibrillen dar, welche die einzelnen Muskelfasern als Endomysium umgeben,
sich im Extrazellularraum zu Kollagenfasern mit mehreren um Durchmesser
zusammenlagern und so als Perimysium die primédren und sekundéren
Muskelfaserbiindel trennen und breite, geféaf3fithrende Bindegewebssepten bilden.

Diese physiologisch vorkommenden Septen sind im Atrium von Mensch und
Schwein in Anzahl und Breite wesentlich stiarker ausgeprigt, als in normalem
Ventrikelmyokard.

Im Vergleich zu den Kontrollgeweben und porcinem Atrium lagen bei allen Maze-
Patienten deutliche fibrotische Verdnderungen vor.

Unter Beriicksichtigung der physiologischen Verteilung im Atrium wurde,
unabhédngig von der Form der Fibrose, eine Einteilung des Patientenkollektivs in

drei Gruppen vorgenommen :

Gruppe I = geringgradige Fibrose (+)
Gruppe II = mittelgradige Fibrose (++)
Gruppe III = hochgradige Fibrose (+++)

Bei der Beurteilung wurde darauf geachtet, die von grofleren oder verbreiterten
Septen ausgehenden Bindegewebsareale von der interstitiellen, Ersatz- oder

perivaskulédren Fibrose zu differenzieren.

GruppeI: 10 der 31 Patienten zeigten eine mehr oder weniger normale
Kollagen I - Verteilung mit eher geringgradiger Zunahme der extrazelluldren
Matrix. In den Geweben dieser Patienten waren die meist eher langen und
schmalen, physiologisch vorkommenden Bindegewebssepten zwar gegeniiber dem
Kontrollgewebe deutlich vermehrt, aber in insgesamt noch vergleichsweise geringer
Anzahl (gegeniiber hochgradigen Verdnderungen) vorhanden. Der
Extrazellularraum erschien in einigen Féllen erweitert, wobei die erweiterten
Rdume aber nicht immer vollstdndig von Kollagen ausgefiillt wurden; in einigen
Gewebebereichen war deutliche interstitielle Fibrose erkennbar. Perivaskulédre
Fibrose kam bei keinem dieser Patienten vor. (Abb. 18 A,C)
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Gruppe II: Bei 15 der 31 Patienten waren mittelgradige fibrotische
Verdnderungen vorhanden. Das Gewebe wurde von deutlich mehr und insgesamt
breiteren oder auch nur gebietsweise stark verbreiterten Septen durchzogen.
Unabhéngig von diesen von den verbreiterten Bindegewebssepten ausgehenden
Arealen, trat in zahlreichen Gewebebereichen zusétzlich noch deutliche
interstitielle Fibrose auf; daneben waren z.T. auch vermehrt Kollagen I-Fasern
locker, diffus im hédufig erweiterten EZR verteilt. Beim iiberwiegenden Teil (12)
dieser Gruppe lag zumindest vereinzelte, unterschiedlich stark ausgepréigte,
perivaskulére Fibrose vor. (Abb. 18 B,D und Abb. 19 A,B)

Gruppe III: 6 der untersuchten Gewebe wurden als hochgradig fibrotisch
eingestuft. Hier waren die zahlreich vorkommenden Septen insgesamt deutlich
verbreitert, der EZR war oft stark erweitert. Die Muskelfaserbiindel, teilweise auch
einzelne Muskelfasern wurden iiber grofle Gebiete hinweg deutlich durch starke
interstitielle Fibrose getrennt. Daneben waren einige septumsfern lokalisierte
Bereiche mit Ersatzfibrose vorhanden; perivaskuldre Fibrose war bei allen
Patienten eindeutig erkennbar. (Abb. 17 B,D,F-H und Abb. 19 C,D)

Innerhalb dieser Gruppen entstand unter rein morphologischen Gesichtspunkten
teilweise der Eindruck, dafl im Appendixgewebe von Kontroll- sowie von Maze-
Patienten mehr Kollagen vorhanden war, als in der freien atrialen Wand.

1.2.2. Kollagen VI und Fibronectin

Im Gegensatz zu dem uberwiegend fibrilliren Kollagentyp I sind Kollagen VI
(Abb. 17-19) und auch Fibronectin (Abb. 18 A,B und Abb. 20 C,D) eher homogen im
gesamten Interstitium verteilt. Einzelne Kollagen VI-Fasern ziehen héufig auch als
schmale Ausldufer der Basalmembran bis in die intrazelluldren T-Tubuli, wéhrend
bei Kollagen I und meist auch bei Fibronectin keine intrazelluldre Anfirbung im
Bereich des T-Systems erkennbar war. Ansonsten deckte sich die Verteilung und
Zunahme dieser beiden weiteren extrazelluldren Parameter hinsichtlich
fibrotischer Verdnderungen iberwiegend mit der oben beschriebenen Verteilung
von Kollagen 1.
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Abb. 17: Darstellung von normaler Kollagenverteilung bei Sinusrhythmus
gegeniiber hochgradiger Fibrose bei Vorhofflimmern mit einer Doppelfarbung fiir
Kollagen I und Kollagen VI (griin: Kollagen I, rot: Kollagen VI, blau: Zellkerne /
Lipofuscin). (A), (C), (E) der linken Abbildungshdilfte zeigen unverdindertes
Myokard des Kontrollgewebes, (B), (D), (F) rechts sowie (G) und (H) oben zeigen
hochgradig fibrotisch verindertes Myokard der Maze-Patienten Gruppe II1.

A  Normales Myokard von Kontroll-Patienten mit feinen Kollagen I-Fibrillen und
homogener Kollagen VI-Verteilung im Querschnitt; intrazellulare Anfiarbung von
Kollagen VI ist im Bereich der T-Tubuli erkennbar.

B Hochgradige interstitielle Fibrose bei Vorhofflimmern im Querschnitt.

C  Physiologische gefififithrende Bindegewebssepten im Kontrollgewebe.

D  Von verbreiterten Septen ausgehende interstitielle Fibrose bei Maze-Patient.
E Normale Kollagen I und VI -Verteilung im Kontrollgewebe im Lingsschnitt.
F  Hochgradige interstitielle Fibrose bei Vorhofflimmern im Langsschnitt.

G, HDeutliche Separation einzelner Myozyten durch hochgradige interstitielle
Fibrose (G) oder verbreiterte Bindegewebssepten (H) im Gewebe der Maze-Patienten
im Quer- und Ldngsschnitt.
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B

Abb. 18: Darstellung von Gewebe der Maze-Patienten Gruppe I und II (griin:
Kollagen I, rot: Fibronectin in (A) und (B), bzw. Kollagen VI in (C) und (D), blau:
Zellkerne/ Lipofuscin).

A Geringgradige Fibrose in Gewebe von Maze-Patient der Gruppe I im Querschnitt;
Fibronectin ist geringgradig vermehrt aber dhnlich homogen wie Kollagen VI im
EZR verteilt, intrazellulire Anfarbung ist teilweise im Bereich des T-Systems
erkennbar.

B Verbreitertes Septum bei Maze-Patient der Gruppe II im Querschnitt.

C Geringgradige (Gruppe 1) interstitielle Fibrose bei Vorhofflimmern im
Langsschnitt.

D Mittelgradige (Gruppe II) interstitielle Fibrose bei Vorhofflimmern im
Langsschnitt.
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Abb. 19: Darstellung von fibrotischen Verinderungen (Gruppe II und III) bei
Vorhofflimmern (griin: Kollagen I, rot: Kollagen VI, blau: Zellkerne/ Lipofuscin).

A Mittelgradige interstitielle Fibrose bei Maze-Patient Gruppe II.

B Perivaskulidre Fibrose bei Maze-Patient Gruppe I1I.

C Bereiche mit interstitieller- und Ersatzfibrose (im rechten unteren Bildteil) bei
Vorhofflimmern (Gruppe III).

D Hochgradige perivaskulare Fibrose bei Vorhofflimmern (Gruppe II1).
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1.3. Sarkomerproteine

1.3.1. a-Aktinin

Das Aktin-bindende Protein a-Aktinin ist in der Z-Scheibe der Myozyten lokalisiert
und stellt sich in nicht pathologisch verdnderten Kardiomyozyten in Form einer
regelméfligen Querstreifung dar (Abb. 20 A).

Bei einem GroBteil der Maze-Patienten ergab die Anfirbung dieses Proteins
verschiedengradige degenerative Verdnderungen von denen oft nur einzelne
Myozyten, v.a. in fibrotischen Bereichen, z.T. aber auch zusammenhingende
groBBere Gewebebereiche betroffen waren. Bei allen untersuchten Patienten war
zumindest an einigen Stellen ein deutlicher Verlust der Querstreifung sowie eine
Abnahme des kontraktilen Materials zu erkennen (Abb. 20 B-D). Diese
Verdnderungen beschriankten sich zum Teil auf die Umgebung des Zellkerns,
breiteten sich aber auch bis zur Peripherie iiber die gesamte Zelle aus, bis hin zur
vollstdndigen Myolyse, von der dann v.a. einzelne Myozyten in Gebieten mit starker
Fibrose betroffen waren.

1.3.2. Aktin

Die Darstellung der mit Phalloidin zur Quantifizierung gleichzeitig angefdrbten
Aktinfilamente bestétigte die fiir a-Aktinin beschriebenen Befunde im Hinblick auf
unterschiedlich stark ausgeprigte degenerative Verdnderungen.
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Abb. 20: Darstellung intakter und degenerativ verinderter Kardiomyozyten (griin:
a-Aktinin, rot: Fibronectin, blau: Zellkerne/ Lipofuscin)

A Regelmafige Querstreifung von a-Aktinin in intakten Kardiomyozyten.

B Einzelne degenerierte Zelle mit Verlust der Querstreifung neben normal
erscheinenden Myozyten.

C  Degeneration einzelner Zellen innerhalb eines fibrotischen Gewebeareals.

D  Verlust der Querstreifung und Reduktion von a-Aktinin in einem gesamten
Myokardbereich mit fibrotischer Verinderung.
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2. Proteinquantifizierung

2.1. Proteine des Glanzstreifens

2.1.1. Connexin 43 Fluoreszenz pro Zelle

Connexin 43 war bei Vorhofflimmern (Maze-Patienten) vermindert gegeniiber dem
Kontrollgewebe von Patienten mit Sinusrhythmus. In den rechtsatrialen
Appendices (RAA) war Connexin 43 signifikant um 58% bzw. in der rechtsatrialen
freien Wand (RFW) um 40% reduziert.
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Abb. 21: Cx 43 % pro Myozytenfliche (SR= Sinusrhythmus, AF= Vorhofflimmern,
RAA= rechtsatrialer Appendix, RFW= rechtsatriale freie Wand)

Die quantitative Bestimmung der Connexin 43 Fluoreszenz pro Zelle zeigt eine
Reduktion von Connexin 43 in RAA (p<0,05) und RFW der Maze-Patienten im
Vergleich zu Kontrollgewebe. Die Daten sind als SEM angegeben.

2.1.2. Connexin 40 Fluoreszenz pro Zelle

Connexin 40 war in den rechtsatrialen Appendices (RAA) der Maze-Patienten um
35% gegeniiber dem Kontrollgewebe reduziert. In der rechtsatrialen freien Wand
(RFW) ergab sich dagegen ein tendenzieller Anstieg von Cx 40 um 16,5% gegeniiber
dem Kontrollgewebe.
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Abb. 22: Cx 40 % pro Myozytenfliche (SR= Sinusrhythmus, AF= Vorhofflimmern,
RAA= rechtsatrialer Appendix, RFW= rechtsatriale freie Wand)

Die quantitative Bestimmung der Connexin 40 Fluoreszenz pro Zelle zeigt eine
Reduktion von Connexin 40 in RAA der Maze-Patienten und eine Erhohung in RFW
im Vergleich zu Kontrollgewebe.

Die Daten sind als SEM angegeben.

[%] pro Aktinflache
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Abb. 23: Cx 43 % und Cx 40 % pro Aktinfliche (SR= Sinusrhythmus, AF= Vorhof-

flimmern)

Signifikante Reduktion von Connexin 43 und Connexin 40 im Gewebe der Maze-
Patienten im Vergleich zu Kontrollgewebe. Die Daten sind als SEM angegeben.
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2.1.3 Connexin 43- und Connexin 40 Fluoreszenz pro Fliche

Bei der Connexinquantifizierung pro Aktinfldche wurde die Tendenz der Ergebnisse
der Fluoreszenzmessungen pro Zelle bestédtigt. Connexin 43 war um 38% und
Connexin 40 um 32% pro Aktinfliche im Gewebe der Maze-Patienten signifikant
reduziert (Abb. 23).

2.1.4. N-Cadherin Fluoreszenz

Fir N-Cadherin ergaben sich keine signifikanten quantitativen Verdnderungen
zwischen Maze-Patienten und Kontrollgewebe.

[%] oSR
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Abb. 24: N-Cadherin % pro Myozytenfliche

(SR= Sinusrhythmus, AF= Vorhofflimmern, RAA= rechtsatrialer Appendix, RFW=
rechtsatriale freie Wand)

Die quantitative Bestimmung der N-Cadherin Fluoreszenz pro Zelle ergibt keine
Verdanderungen im Gewebe der Maze-Patienten im Vergleich zu Kontrollgewebe.

Die Daten sind als SEM angegeben.

2.1.5. Korrelationen zwischen Connexin 43, -40 und N-Cadherin

2.1.5.1. Connexin 43 und Connexin 40

Bei Kontrollpatienten mit Sinusrhythmus liegt eine enge Korrelation zwischen der
Connexin 43 und Connexin 40 Menge vor. Diese Korrelation besteht nicht mehr bei
Patienten mit Vorhofflimmern.
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Abb. 25 A:  Korrelation zwischen Connexin 43 und Connexin 40 bei Sinusrhythmus
(SR) und Vorhofflimmern (AF). Bei Sinusrhythmus besteht eine enge Korrelation
zwischen der Connexin 43- und Connexin 40-Menge. Bei Vorhofflimmern ist diese
Korrelation nicht mehr vorhanden.

2.1.5.2. Connexin 43, - 40 und N-Cadherin

Bei Kontrollpatienten mit Sinusrhythmus besteht eine signifikante Korrelation
zwischen der Menge von N-Cadherin und der Summe beider Connexinmengen.
Diese Korrelation bleibt auch bei Patienten mit Vorhofflimmern erhalten.
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Abb.25 B: Korrelation zwischen den Mengen beider Connnexinisoformen und
N-Cadherin bei Sinusrhythmus und Vorhofflimmern. Bei Sinusrhythmus (SR) und
auch bei Vorhofflimmern (AF) besteht eine enge Korrelation zwischen der Summe
der Connexin 40- und Connexin 43 Mengen und N-Cadherin.

2.2. Proteine der extrazelluliren Matrix

2.2.1. Kollagen I Fluoreszenz

Kollagen I war bei Maze-Patienten quantitativ vermehrt gegeniiber dem
Kontrollgewebe. In der rechtsatrialen freien Wand (RFW) der Maze-Patienten war
Kollagen I signifikant um 53% und in den rechtsatrialen Appendices (RAA) um 33%
erhoht.



- 88 - IV. Ergebnisse
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Abb. 26: Kollagen I % pro Gewebefliche

(SR= Sinusrhythmus, AF= Vorhofflimmern, RAA= rechtsatrialer Appendix, RFW=
rechtsatriale freie Wand). Die quantitative Bestimmung der Kollagen I Fluoreszenz
pro Gewebeflache zeigt eine Zunahme von Kollagen I in RFW (p<0,01) und RAA der
Maze-Patienten im Vergleich zu Kontrollgewebe.

Die Daten sind als SEM angegeben.

3. ZellgroBe

Mit durchschnittlich 20 wiahrend der Proteinquantifizierung jeweils gemessenen
Zellen pro Patient, ergab sich fiir die Gruppe der Maze-Patienten eine mittlere
ZellgroBe von 1094 um?”.

Verglichen mit einer im Kontrollgewebe ermittelten ZellgréBe von 1167 um® und
entsprechenden Literaturangaben, lag innerhalb der Maze-Gruppe kein Hinweis
fiir eine generelle Hyper- bzw. Atrophie der Zellen vor. Auch zwischen aus Atrium
und Appendix entnommenen Material bestand kein Unterschied hinsichtlich der
ZellgroBe.

4. Marker fiir Degeneration, Nekrose und Apoptose

4.1. Ubiquitin

Ubiquitin-positive Zellen traten nur vereinzelt im Gewebe der Maze-Patienten auf
(Abb. 27 A,B).
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Durchschnittlich waren mit 7,6 positiven Zellen pro Schnitt 0,11% aller
Kardiomyozyten positiv und somit degenerativ verédndert.

4.2. Komplement C 9

Neben der physiologisch vorhandenen C9-Markierung innerhalb von Blutgefdf3en
waren, dhnlich wie bei Ubiquitin, nur vereinzelte Myozyten im Gewebe der Maze-
Patienten C9-positiv (Abb. 27 C,D). Mit durchschnittlich 5,7 Zellen pro Schnitt
zeigten 0,09% der Myozyten Anzeichen von Nekrose.

4.3. TUNEL

TUNEL-positive Zellen waren in der mitgefithrten Positivkontrolle zahlreich
vorhanden, in den Geweben der Maze-Patienten dagegen nur vereinzelt zu finden.
Mit durchschnittlich 2,4 positiven Zellen pro Schnitt waren 0,05% aller
Kardiomyozyten TUNEL-positiv.
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Abb. 27: Immunhistochemische Darstellung von Ubiquitin und Komplement C9 im
Gewebe von Maze-Patienten (griin: Ubiquitin in (A) und (B), bzw. C9 in (C) und
(D), rot: Aktin, blau: Zellkerne/ Lipofuscin).

A, B Einzelne Ubiquitin-positive Kardiomyozyten bei Vorhofflimmern.

C Einzelne C9-positive Zelle in fibrotischem, ansonsten unverdanderten Myokard
eines Maze-Patienten; schwach erkennbar die positive C9-Markierung eines
Blutgefafies in der Mitte des oberen Bildteils.

D  Einzelner C9-positiver Kardiomyozyt bei hoherer Vergroflerung.
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5. Ultrastrukturelle Verinderungen

Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung der Gewebe lag der Schwerpunkt
zum einen bei vorhandendenen Anzeichen degenerativer und fibrotischer
Verdnderungen, daneben bei der normalen sowie pathologischen Verteilung der
Glanzstreifen im humanen Atrium. Von besonderem Interesse war dabei das
Ausmall des Vorhandenseins lateraler Zellkontakte, entweder in Form von
vollstdndigen lateralen Glanzstreifen oder isolierten lateralen gap junctions.
Hinsichtlich der bei der immunhistochemischen Auswertung beschriebenen,
gegeniiber dem Kontrollgewebe stark vermehrten lateralen Connexinlokalisation,
war v.a. die Frage von Bedeutung, ob es sich hierbei um Connexinmolekiile handelt,
die funktionstiichtige Kanéle bilden oder ob das immunhistochemisch dargestellte
Connexin in diesen Bereichen eventuell iiberwiegend in Form sogenannter ,anular
profiles, d.h. kreisformiger, intrazelluldrer Strukturen, welche keinerlei zelluldre
Verbindung herstellen, vorliegt.

Normales atriales Myokard besteht aus einem geordneten Verband ovaler
Myozyten, die im Unterschied zum Ventrikel kaum Verzweigungen bilden und
regelmifig angeordnete sarkomere Einheiten enthalten.

Zwischen diesen Zellverbdnden findet sich auch im normalen Vorhofgewebe
reichlich Kollagen.

Glanzstreifen sind sowohl an den lateralen Grenzen der Myozyten als auch
endstiandig, meist auf Hohe der Z-Banden, zu finden, wobei die Anordnung auf
unterschiedlicher Hohe den endsténdigen Glanzstreifen im Liangsschnitt hdufig ein
stufenartiges Aussehen (Abb. 32 und 33) mit longitudinalen und transversalen
Abschnitten verleiht.

Bei allen untersuchten Geweben der Maze-Patienten war in weiten Bereichen
dieses normale Bild atrialen Myokards zu finden (Abb. 28-31).

Die regelmédflig angeordneten Sarkomere zeigten eine ebenfalls regelméiflige
Querstreifung, mit deutlich erkennbarer Z-, I-, A-Bande und M-Linie.

Die Zellorganellen waren intakt, die elliptischen Nuclei mit gleichméBiger
Chromatinverteilung tberwiegend zentral gelegen, die runden bis ovalen
Mitochondrien von sehr unterschiedlicher Gréfle, mit elektronendichter Matrix,
normaler dunkler Matrixgrana und intakten Cristae. Golgi-Apparat sowie
endoplasmatisches und sarkoplasmatisches Retikulum zeigten keine
Besonderheiten; desweiteren waren im Cytoplasma neben =zahlreichen
Glycogenansammlungen, die charakteristischen atrialen Granula sowie teilweise
auch Lipofuscin vorhanden.
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Auffallend in vielen Geweben war jedoch, dal3 die atrialen Granula in einigen
Bereichen vollig fehlten oder nur in geringer Anzahl auftraten.

Die Myofibrillenbiindel wurden durch unterschiedlich stark ausgepréigte Bereiche
mit extrazelluldrer Matrix voneinander getrennt. Im Extrazellularraum waren
Fibrocyten, Kollagen, zahlreiche Blutgefidf3e und Axone erkennbar.

Die Myozyten wurden sowohl durch laterale (Abb. 35 und 36) als auch durch
endstidndige (Abb. 32 und 33) intakte Glanzstreifen in regelmifBligen Abstidnden
verbunden. Am Glanzstreifen lassen sich vier unterschiedliche, dreidimensionale
Regionen unterscheiden. Im transversalen, undulierenden Anteil iberwiegen die
grundsitzlich transvers zur Myofibrillenrichtung angeordneten fasciae adherentes,
die zwischen diesen Insertionsstellen der Myofibrillen lokalisierten Desmosomen
und die nicht spezialisierten Membranregionen. Im longitudinalen Anteil des
Glanzstreifens, parallel zur Lédngsachse der Zelle, sind v.a. die grolien,
ausgeprigteren gap junctions lokalisiert. In diesen Abschnitten sind die dulleren
Schichten der beiden dreilagigen Zellmembranen zu einer dann fiinflagigen,
elektronendichten Membran verschmolzen.

Bei ebenfalls allen Maze-Patienten fanden sich aber auch pathologische
Verdnderungen unterschiedlichen Schweregrades.

In Ubereinstimmung mit dem immunhistochemischen Befund, war auch
elektronenmikroskopisch in zahlreichen Gewebearealen ausgeprigte interstitielle
Fibrose zu erkennen (Abb. 47-50). Haufig war auch der Extrazellularraum
erweitert, ohne vollstidndig mit Kollagen ausgefiillt zu sein.

Degenerative Verdnderungen (Abb. 38-46) dullerten sich zunéchst durch leichte bis
irreversible Schddigung der Mitochondrien mit aufgehellter Matrix, fehlender
Matrixgrana und fragmentierten, teilweise auch vollig fehlenden Cristae sowie
Chromatinaufhellung oder randstidndigen Chromatinverklumpungen in z.T.
odematosen Zellkernen. In einigen Zellen fiel der perinucledr beginnende Verlust
von Myofibrillen (Abb. 38) und deren Ersatz durch Glykogen (Abb. 39) auf, wihrend
in anderen Bereichen, besonders in fibrotischen Arealen, das Cytoplasma fast
gesamter Zellen durch Glykogen, zahlreiche Vakuolen sowie Ansammlungen
degenerierter Mitochondrien ausgefiillt war (Abb. 40). Querstreifung war in diesen
Zellen nicht mehr erkennbar. Zu den weiteren hédufig zu beobachtenden
pathologischen Verdnderungen gehorte das sogenannte ,myofiber
disarray“ (Abb. 44) sowie fokale Akkumulation von sarkoplasmatischem Retikulum
und sog. ,polylysosomal bodies“. Ein weiterer auffallender Befund waren die

regelmidflig auftretenden, abnormen Ansammlungen von elektronendichtem
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Material an den lateralen Zellgrenzen, bei dem es sich entweder um Z-Band-
Material oder um N-Cadherin handeln kann (Abb. 51 und 52).

Die Glanzstreifen zeigten ebenfalls bei allen Patienten mehr oder weniger stark
ausgepridgte Verdnderungen (Abb. 53-59). Gelegentlich traten irregulire
Glanzstreifen auf, bei denen die Unterteilung in die oben beschriebenen vier
Regionen nicht mehr erkennbar war, wobei meist die gap junctions fehlten. Die
unspezialisierten Anteile des Glanzstreifens waren héaufig erweitert, z.T. ebenfalls
die fasciae adherentes.

Unverdndert erscheinende gap junctions waren teilweise an den lateralen
Myozytengrenzen, isoliert von f. adherens oder Desmosomen, in einiger Entfernung
zu den ,vollstdndigen“ lateralen Glanzstreifen vorhanden (Abb. 61 und 62).

Anulare gap junctions waren hidufig sowohl in der N&he endstdndiger
Glanzstreifen, als auch an den lateralen Zellgrenzen normaler oder degenerierter
Myozyten vollstiandig intrazelluldr sichtbar und kamen daneben vereinzelt auch im
Extrazellularraum vor (Abb. 65-73).

An den lateralen Zellmembranen zum unmittelbar angrenzenden
Extrazellularraum lagen gap junctions héufig entweder in Form der anular profiles,
oder auch innerhalb von Zellfortsdtzen bzw. unterhalb von iiberlappenden
Fortsédtzen des Sarkolemm vor (Abb. 74-80).
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Abb. 28 bis 31 zeigen normales
atriales Myokard.

Abb. 28: Normale atriale Myo-
zyten im Ldngsschnitt: regel-
mafig angeordnete Sarkomere,
deutliche Querstreifung, Mito-
chondrien zeigen die typische,
homogene elektronendichte Ma-
trix und intakte Cristae, reich-
lich Glykogen vorhanden.

x 21500

Abb. 29: Normale atriale Myo-
zyten: Deutlich strukturiertes

kontraktiles Material, normale
Mitochondrien. x 14300

Abb. 30: Normales atriales Myo-
kard mit gut erkennbarer
Z-,1-, A-, M- Bande, den charak-
teristischen atrialen Granula

und schmalem Extrazellular-
raum (EZR). x 14300
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Abb. 31: Normaler Zellkern:
Gleichmafig disperse Chroma-
tinverteilung, schmaler Rand-
saum mit Heterochromatin.
Aussere Kernmembran, peri-
nukledarer Spalt und Kernporen

sind sichtbar. x 14300

Abb. 32 bis 37 zeigen normale
Glanzstreifen.

Abb. 32: Klassischer, stufen-
formiger Glanzstreifen im Lings-
schnitt: F. adherens (™=¥) und
Desmosomen (") v.a. im trans-
versen Anteil, grofiere gap junc-
tions (GJ) (=) v.a. longitudinal,
parallel zur Muskelfaserrichtung
verlaufend, dazwischen nicht

spezialisierte Membranregionen
(») sichtbar. x 10000

Abb. 33: Ausschnitt aus norma-
lem endstandigen Glanzstreifen:
Die obere transverse Membran-
region zeigt f. adherens sowie
drei Desmosomen. Die longitu-
dinal verlaufenden Membranen
bilden links davon eine grofle
und auf der rechten Seite eine
kleinere G, jeweils gefolgt von
einem unspezialisierten Mem-
branbereich. (Pfeile s. Abb. 32)

x 28600

Abb. 34: Normaler Glanzstreifen
im Querschnitt: Mit GdJ, Desmo-
somen, f. adherens, sowie nicht
spezialisierten Membranregio-

nen. (Pfeile s. Abb. 32) x 21500




IV. Ergebnisse

Abb. 35: Parallel zur Langsachse
der Myofibrillen verlaufender
lateraler Glanzstreifen: Enthalt
f. adherens, deutlich erkennbare
Desmosomen, GJ wund nicht

spezialisierte Membranregionen.
(Pfeile s. Abb. 32) x 21500

Abb. 36: Lateraler Glanzstreifen:
Drei gut abgrenzbare GJ sind
neben f. adherens, Desmosomen
und unspezialisiertem Anteil
sichtbar. (Pfeile s. Abb. 32)

x 21500

Abb. 37: Beispiel fiir schrig
verlaufenden und gegeniiber der
Stufenform einfacher struk-
turierten Glanzstreifen im atria-
len Myokard. F. adherens, Gd,
Desmosomen und unspeziali-
sierte Anteile sichtbar.

(Pfeile s. Abb. 32) x 28600
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Abb. 38 bis 46 zeigen degenera-
tive Verdnderungen.

Abb. 38: Perinukleidrer Verlust
von Sarkomeren: Verlust von
kontraktilem Material, Chroma-
tinkondensation und Invagina-
tionen der Kernmembran, zahl-

reiche Mitochondrien. x 6450

Abb. 39: Perinuklearer Ersatz
von Sarkomeren durch Glykogen
(G) und Lipofuszin (L) in unspe-
zifischem Cytoplasma. x 10000

Abb. 40: Hochgradig degenerativ =
verdnderter Kardiomyozyt: Im B
Zytoplasma nur peripher noch
vereinzelte kontraktile Elemente,
stark reduzierte Mitochondrien-
zahl, einige Myelinfiguren, Mem-
branreste und Vakuolen, Auf-
hellung des Karyoplasmas.

x 6450
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Abb. 41: Vakuolire
Degeneration: Autophage Vakuo-
len, Vesikel, Myelinfigur, irregu-
lare Glanzstreifen, teilweise
Verlust der Querstreifung, Kon-
traktionsbinder. x 14300

Abb. 42: Cytoplasmaausschnitt
einer degenerierten Zelle: Wenig
Glykogen, Lipofuscin, einige
Lysosomen (weifler Pfeil) in der
linken oberen Bildhalfte, pleo-
morphe Mitochondrien und nor-
male konzentrische Ringe rauhen
endoplasmatischen Retikulums
und zahlreiche Ribosomen im
Cytoplasma.  x 14300

Abb. 43: Autophage Vakuolen
und Myelinfiguren an lateralen
Ausstiilpungen der Zellmem-
bran, die mit zahlreichen endo-

cytotischen Vesikeln besetzt ist.
x 21500
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Abb. 44: sog. ,myofiber dis-
array“: Deutliche Abweichung
des Sarkomerenverlaufs von der
normal parallelen, geraden
Anordnung.  x 10000

Abb. 45: Intakter Glanzstreifen
mit ausgepragten GJ (=)
zwischen einer normalen (untere
Bildhdilfte) und einer degenerativ
verinderten (obere Bildhdailfte)
Zelle. x 21500

Abb. 46: Lateraler Glanzstreifen
zwischen normalen und stark
vakuolig degenerierten Kardio-
myozyten. x 10000
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Abb. 47 bis 50 zeigen fibrotische
Verdnderungen.

Abb. 47: Interstitielle Fibrose:

Geringgradig degenerativ ver-
anderte Zellen werden durch
einen stark erweiterten EZR
voneinander getrennt.  x 6450

Abb. 48: Auschnitt aus erwei-
tertem EZR in hoherer Ver-
grofierung; Kollagenfasern (K)
und Fibrozytenauslaufer sicht-
bar. Angrenzende Zellmembra-
nen bilden mit vielen endo-
cytotischen Vesikeln besetzte
Einstiilpungen. x 14300
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Abb. 49: Interstitielle Fibrose:
Der erweiterte EZR ist von Fibro-
zyten (F) und nur vereinzelten
Kollagenfasern ausgefiillt.

x 14300

Abb. 50: Interstitielle Fibrose:
Elastin, Kollagen und Zelldebris
im EZR, angrenzende Myozyten
zeigen deutliche Degenerations-
zeichen sowie verdickte Basal-
membranen.  x 10000

Abb. 51 und 52 zeigen abnorme
Ansammlungen von elektronen-
dichtem Material.

Abb. 51: Zentrale Ansammlun-
gen von elektronendichtem Mate-
rial (=) im Z-Band-Bereich.

x 21500
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Abb. 52: Ansammlungen
elektronendichten Materials ()

an den lateralen Zellgrenzen.
x 14300

Abb. 53 bis 59 zeigen verdnderte
Glanzstreifen.

Abb. 53: Irreguldrer endstandi-
ger Glanzstreifen mit erweiterter
/- adherens-Region (™=¥) in ei-
nem an den EZR angrenzenden
Myozyten: Die Spezialisierung in
vier Membranabschnitte ist un-
regelmdafig, zwischen den ausge-
pragten Myofibrillenansatzstel-
len fehlen Desmosomen und GdJ.
x 21500

Abb.54: Irregularer lateraler
Glanzstreifen: Stark dilatierte
unspezialisierte Membranregio-
nen (»), dazwischen mehrere, z.T.
ausgeprigte laterale GJ (=)
und ein Desmosom. x 21500
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Abb. 55: Insgesamt erweitert er-
scheinender Glanzstreifen: Im
transversen Abschnitt wiederum
v.a. erweiterte f. adherens, z.T.
erweiterte unspezialisierte Re-

gion, wenige Desmosomen und
GJ. «x 14300

Abb. 56: Uberwiegend aus GJ
bestehender Glanzstreifen im
Querschnitt: Nur selten in
diesem Ausmafi vorkommende
sehr lange GJ-Membranab-
schnitte (==) von Zellen inner-
halb einer fibrotischen Region.

x 28600

Abb. 57: Irregulirer Glanzstrei-
fen: Mit ebenfalls stark ausge-
pragter GJ-Membran (==).

x 21500
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Abb. 58: Internalisierter Glanz-
streifen: Vollstindiger Glanz-
streifen mit allen Membranregio-
nen, (GJ ===) komplett
intrazelluldar lokalisiert. Im
rechten unteren Bildausschnitt
ist ein sog. polyvesicular body
erkennbar. x 28600

Abb. 59: Irregulirer
Glanzstreifen: Mit extrem ausge-
pragter GJ-Region (=), f. ad-
herens und Desmosom. Intra-
zelluldar in einem Zellfortsatz
dissoziierter Zellen gelegen.
Angrenzend hochgradige inter-
stitielle Fibrose.  x 14300

Abb. 60 bis 62 zeigen laterale GdJ.

Abb. 60: Lange laterale GJ (=>):
In Verbindung mit einem Glanz-
streifen von Kardiomyozyten, die
an den Extrazellularraum an-
grenzen. x 21500

Abb. 61: Lange laterale GJ (=):
Ohne Verbindung zu einem
Glanzstreifen, von Adhdrenz-

verbindungen isoliert vorliegend.
x 21500
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Abb. 62: Lange laterale GJ:
Isolierte parallel zur Myozyten-
langsachse verlaufende GJ-Mem-

bran (=) in hoherer Vergros-
serung. x 43000

Abb. 63 und 64 zeigen Inter-
nalisierung von Gd.

Abb. 63: Beginnende Internali-
sierung der GJ-Region (=) eines
Glanzstreifens. x 21500

Abb. 64: Internalisierung von GJ
(=) und Adhdrenzregion eines
Glanzstreifens zwischen Zellaus-
laufern in fibrotischer Region,
abnorme Ansammlungen von
elektrondendichtem Material
sichtbar. x 21500
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Abb. 65 bis 73 zeigen anulare GdJ.

Abb. 65: ,anular profile®: Inter-
nalisierte GJ-Membran (=),
vollstindig intrazelluldr, in un-
mittelbarer Niahe zum angren-
zenden EZR gelegen, zahlreiche
endocytotische Vesikel der Zell-
membran erkennbar. x 43000

Abb. 66: Anulare GJ (=): Voll-
standig intrazellular innerhalb

eines intakten Kardiomyozyten
gelegen.  x 28600

Abb. 67: Anulare GdJ: Sehr gros-
ser GJ-Membranabschnitt (=)
zusammen mit einem Desmosom
im Cytoplasma eines degenerativ
verdnderten Kardiomyozyten, un-

mittelbar angrenzend zum EZR.
x 21500

Abb. 68: Anulare GJ (=): Voll-
standig intrazellular unterhalb
eines Glanzstreifen mit erwei-

tertem unspezialisierten Anteil
(») lokalisiert. x 21500
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Abb. 69: Anulare GJ (=»):
Neben Zelldebris und Kollagen
im erweiterten EZR. x 21500

Abb. 70: Anulare GJ (=): Inner-
halb eines schmalen Zellfort-
satzes in unmittelbarem Kontakt
zu einem ,polyvesicular body“
gelegen; in den Ausstiilpungen
der benachbarten Zellmembran
sind wiederum Ansammlungen

von abnormem elektronendichten
Material erkennbar. x 28600

Abb. 71: Anulare GJ: Ansamm-
lungen von GJ-Membranen (=)
in einem der in den erweiterten
EZR reichenden Zellfortsatze
gelegen. x 14300

Abb. 72: Anulare GJ: Akkumu-
lation zahlreicher anularer
GJ-Membranen (=) an den
lateralen Myozytengrenzen zum
Bindegewebe in hoherer Ver-
groflerung. x 21500
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Abb. 73: Anulare GJ (==): Intra-
cytoplasmatisch, unmittelbar
angrenzend an den erweiterten
EZR. x21500

Abb. 74 bis 80 zeigen laterale GJ
innerhalb von Zellfortsitzen in
Fibrosegebieten.

Abb. 74: Isolierte laterale GJ
(=>): Ohne assoziierte Adhdirenz-
verbindungen unterhalb eines
schmalen Cytoplasmasaums zum
angrenzenden EZR gelegen.

x 43000

Abb. 75: Isolierte laterale GdJ:
Ausgeprigte GJ (=) unter einer
itberlappenden Zellmembran am
stark erweiterten EZR sichtbar.
x 21500

Abb. 76: Laterale GJ (==): Der
zugehorige Glanzstreifen verbin-
det einen intakten und einen
leicht geschadigten Kardiomyo-

zyten in einem Fibroseareal.
x 21500

Abb. 77: Laterale GJ: An der
Ansatzstelle eines Glanzstreifens
am externen Sarkolemm befindet
sich eine ausgeprigte GJ (=)
unterhalb einer Zellmembran-
ausstiilpung. x 21500
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Abb. 78: Zellulidre Dissoziation
in hochgradig fibrotischer Myo-
kardregion: Die Zellen bilden
zahlreiche Cytoplasmafortsitze
aus, die sich in den erweiteren
EZR erstrecken. Zwischen diesen
Zellfortsitzen sind Glanzstreifen-
dhnliche Strukturen und ausge-
pragte GJ-Membranen (=) er-
kennbar. x 21500

Abb. 79: Vergroflerter Ausschnitt
aus 78: Ausgeprigte GJ Mem-
branen (=) und elektronen-
dichtes Material unterhalb einer
itberlappenden Cytoplasmaaus-
stiilpung mit zahlreichen endo-
cytotischen Vesikeln, und einem
Lpolyvesicular body ().

x 28600

Abb. 80: Lange, longitudinal an
einer lateralen Zellgrenze ange-
ordnete GJ-Membran (==) und
Desmosomen zwischen den mehr-

fach verzweigten Fortsitzen einer
benachbarten Zelle.  x 28600
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6. Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit sollten die moglichen strukturellen Korrelate von

chronischem Vorhofflimmern am menschlichen Herzen untersucht werden.

Die Untersuchung umfasste eine morphologische Beschreibung sowie eine
Quantifizierung der strukturellen Verdnderungen, die als anatomische Substrate
der Arrhythmie in Betracht kommen.

Das Gewebe von Patienten mit chronischem Vorhofflimmern (Maze) wurde unter
verschiedenen Gesichtspunkten im Vergleich zu Kontrollgewebe von Patienten mit
Sinusrhythmus bewertet:

Die morphologischen Untersuchung erfolgte immunhistochemisch im Hinblick auf
folgende strukturelle Verdnderungen:

1) Remodeling interzelluldrer Verbindungen (Cx 43, Cx 40, N-Cadherin und
Desmoplakin),

2) Zunahme extrazelluldrer Matrixproteine (Kollagen I, VI und Fibronektin),

3) Degenerative Verédnderungen (a-Aktinin und Aktin).

Ergidnzend wurde eine wultrastrukturelle morphologische Untersuchung
durchgefiihrt.

Eine quantitative Untersuchung mittels konfokaler Mikroskopie wurde fiir folgende

Parameter vorgenommen:
1) Cx 43 und Cx 40, als atriale gap junction Proteine,
2) N-Cadherin, als Protein der fascia adherens,

3) Kollagen I, als Marker fiir Fibrose.

Eine semiquantitative Bestimmung erfolgte fiir Ubiquitin, Komplement C9 und
TUNEL-positive Zellkerne, als Marker fiir Degeneration, Nekrose und Apoptose.

1. Immunhistochemische Befunde:

Die morphologische immunhistochemische Untersuchung ergab eindeutige
strukturelle Verdnderungen im Gewebe der Maze-Patienten gegeniiber den
Kontrollgeweben:

1) Alle Patienten mit chronischem Vorhofflimmern zeigten ein deutliches
remodeling interzelluldrer Verbindungen. Es lag eine auffallende gleichzeitige
Lateralisierung von N-Cadherin, Desmoplakin, Cx 43 und Cx 40 sowie eine
teilweise vollig ungeordnete diffuse Verteilung dieser Proteine an der gesamten
Zelloberflache vor. Normal strukturierte Glanzstreifen waren hédufig kaum noch
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vorhanden.

Im Kontrollgewebe waren demgegeniiber sowohl Cx 43 und Cx 40 als auch
N-Cadherin und Desmoplakin an hauptséchlich transversen, aber auch lateralen
Zellgrenzen innerhalb der Glanzstreifen kolokalisiert.

2) In allen Geweben von Patienten mit Vorhofflimmern lagen deutlich ausgepréigte
fibrotische Verdnderungen gegeniiber dem Kontrollgewebe vor.

3) Degenerative Verdnderungen traten bei Vorhofflimmern und im Kontrollgewebe
auf.

4) Unter morphologischen Gesichtspunkten ergab sich kein Unterschied zwischen
aus Appendix und freier Atriumwand stammenden Geweben, mit Ausnahme der
extrazelluldren Matrix, die in Appendixgewebe stédrker ausgeprégt erschien.

II. Ultrastrukturelle Befunde:

Bei der ultrastrukturellen Untersuchung konnten die immunhistochemischen
Befunde bei Vorhofflimmern bestétigt werden.

1) In allen untersuchten Geweben der Maze-Patienten lagen Hinweise fiir ein
remodeling von Zellverbindungen vor. Einige vollstdndige und intakte
Glanzstreifen waren sowohl endstidndig als auch an den lateralen Zellgrenzen
lokalisiert. Daneben fielen aber hdufig verdnderte, z.T. erweiterte Glanzstreifen,
bei denen die normale Unterteilung in vier regelmédllig angeordnete
Membranregionen nicht mehr gegeben war sowie von diesen isoliert vorliegende
gap junctions auf. Isolierte gap junctions waren, unter Beriicksichtigung der
GroBBenverhéltnisse, ebenfalls relativ hdufig an den lateralen Zellgrenzen
lokalisiert und lagen sowohl in Form intakter gap junctions als auch als
sogenannte ,anular profiles“ vor. Auch innerhalb von Zellfortsdtzen zum
angrenzenden Extrazellularraum traten isolierte gap junctions auf.

An den lateralen Zellgrenzen waren hidufig auch abnorme Ansammlungen
elektronendichten Materials erkennbar.

2) Deutliche interstitielle Fibrose lag in allen untersuchten Geweben der Maze-

Patienten vor.

3) Deutliche degenerative Verdnderungen waren ebenfalls in einigen
Gewebebereichen der Maze-Patienten erkennbar.

4) Auffallend war desweiteren die bei Vorhofflimmern nur méBig vorhandenen

atrialen Granula.
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II1. Quantitative Ergebnisse:

Die quantitative Auswertung der verschiedenen immunhistochemisch dargestellten
Proteine ergab ebenfalls deutliche Unterschiede zwischen Patienten mit
Vorhofflimmern gegeniiber Sinusrhythmus.

1) Cx 43 war bei Vorhofflimmern sowohl im Atrium als auch in Appendixgewebe
gegeniiber der Kontrollgruppe reduziert
Cx 40 dagegen war nur in den Appendices der Maze-Patienten vermindert,
wéhrend in Myozyten der freien atrialen Wand eine Tendenz zur Zunahme von
Cx 40 vorlag.

2) Fur N-Cadherin ergab sich kein quantitativer Unterschied zwischen
Sinusrhythmus und Vorhofflimmern.

3) Kollagen I war bei Vorhofflimmern deutlich erhoht gegeniiber der
Kontrollgruppe.

4) Im Kontrollgewebe bestand eine enge Korrelation zwischen der Cx43-Menge und
der Cx 40-Menge pro Kardiomyozyt. Bei Vorhofflimmern war diese Korrelation

nicht mehr vorhanden.

5) Eine signifikante Korrelation zwischen N-Cadherin und der Summe beider
Connexine pro Zelle war dagegen sowohl bei Sinusrhythmus als auch bei
Vorhofflimmern vorhanden.

I1V. Semiquantitative Bestimmung von Degenerations-, Nekrose- und

Apoptosemarkern:

Die Anzahl der fir Ubiquitin, C9 und Tunel-positiven Kardiomyozyten war im
Gewebe aller Maze-Patienten verschwindend gering.

Schluffolgerung:

Aufgrund dieser Ergebnisse kann sowohl ein remodeling interzelluldrer
Verbindungen und eine reduzierte Connexinexpression, als auch die Zunahme
extrazellularer Matrixproteine als mogliches strukturelles Korrelat chronischen
Vorhofflimmerns angesehen werden, wihrend degenerative Verdnderungen von

eher untergeordneter Bedeutung zu sein scheinen.
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V. DISKUSSION

1. Gewebeauswahl

1.1. Patientenkollektiv und Kontrollgruppe

In dieser Studie wurden Gewebeproben eines sehr breiten Patientenkollektivs mit
chronischem Vorhofflimmern untersucht. Abgesehen von dieser wesentlichen
Gemeinsamkeit lagen innerhalb der Patientengruppe grundlegende klinische
Unterschiede im Hinblick auf Alter, Dauer des Vorhofflimmerns, Atriumgrof3e und
bestehender Grunderkrankung vor.

Diese Divergenzen erschweren natiirlich zum Teil die Interpretation der erzielten
Ergebnisse, sind aber unvermeidbar, da nur bei wenigen Patienten wirkliches ,lone
atrial fibrillation“ vorliegt.

Mary-Rabine et al. °® untersuchten vergleichbar ultrastukturelle und elektrophysio-
logische Verdnderungen im atrialen Myokard von Patienten mit und ohne atriale
Tachykardie mit ebenfalls sehr unterschiedlichen kardialen Erkrankungen und
beschrieben eine Vielzahl verschiedenster pathomorphologischer Befunde, wobei die
Verdnderungen bei Patienten mit chronischem Vorhofflimmern am stirksten
ausgeprégt erschienen.

In dieser wie auch in der hier vorliegenden und vergleichbaren anderen Studien
kann so die Frage, ob vorhandene Verdnderungen durch Vorhofflimmern selbst
oder durch die zugrundeliegende Herzerkrankung verursacht wurden, nicht
endgiiltig geklart werden.

Andererseits bleibt selbst im Tiermodell mit induziertem Vorhofflimmern, welches
eindeutig zu strukturellen Veridnderungen am atrialen Myokard fiihrt *°, letzt-
endlich unklar, welchen Mechanismen diese Verdnderungen unterliegen, bzw.
inwieweit diese eventuell durch Inaktivitdt, erhohte Wandspannung oder Ischdmie
der fibrillierenden Vorhofe beeinflullit werden.

Auch innerhalb der Kontrollgruppe existierten dhnliche grundlegende Unter-
schiede, die sich z.T. aber dadurch ausgleichen lassen, dafl in beiden Gruppen
vergleichbare Altersgruppen und Herzerkrankungen sowie unterschiedlich stark
dilatierte Vorhofe vorhanden waren.

In der vorliegenden Untersuchung ergab sich keine statistisch signifikante
Korrelation zwischen den klinischen Patientendaten und den erzielten Ergebnissen.
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Auch ein erwarteter Zusammenhang zwischen dem Alter der Patienten und dem
Ausmal fibrotischer Verdnderungen war nicht erkennbar.

Die Verwendung von Gewebe erkrankter Herzen verschiedener Pathologien als
Kontrollmaterial ist grundsédtzlich sicher weit entfernt von idealen
Voraussetzungen und stellt an sich schon einen limitierenden Faktor dar, der fir
diese Studie als tolerierbar betrachtet wurde, da der wesentliche Unterschied
zwischen den Untersuchungsgruppen in fehlendem bzw. vorhandenem

Sinusrhythmus bei ansonsten vergleichbaren Voraussetzungen lag.

Dariiber hinausgehend liegen nur wenige und teilweise widerspriichliche
Beschreibungen iiber die normale atriale Struktur und insbesondere iiber die
Lokalisation und Verteilung von Zellkontakten vor. Aufgrund der offensichtlich nur
geringen Erfahrungen mit pathologischen Verdnderungen an humanem Atrium,
wurden hier v.a. eigene, anhand der Kontrollgruppe gewonnene, Einschdtzungen
der morphologischen Beurteilung zugrunde gelegt und zusétzlich Gewebe von finf
klinisch gesunden, fiir tierexperimentelle Studien bestimmten Schweinen zur
vergleichenden Untersuchung herangezogen. Das porcine Gewebe war besonders
fir die Beurteilung fibrotischer Verdnderungen sehr hilfreich, da auch schon im
Atrium dieser jungen, gesunden Tiere im Vergleich zum Ventrikel erstaunlich viel
Bindegewebe vorhanden war und daher z.B. das Alter der Kontrollgruppe als
Ursache fiir den auch hier relativ hohen Kollagenanteil ausgeschlossen werden
konnte.

Im Hinblick auf die Connexin- und Cadherinverteilung erwies sich dieses Gewebe
als weniger geeignet, da die untersuchten Schweine erst ca. sechs Monate alt waren
und somit noch eine juvenile Verteilung der Zellkontakte zeigten.

Um die Voraussetzungen dieser Studie beziiglich der Vergleichbarkeit der
Ergebnisse weitestgehend zu optimieren, wurde fiir alle Untersuchungen nur
Gewebe aus dem rechten Atrium bzw. Appendix verwendet, da auch beziiglich der
Unterschiede zwischen rechtem und linken und sogar zwischen freier Atriumwand
und Herzohr innerhalb eines Atriums verschiedene Auffassungen bestehen. Van
der Velden et al. »*® untersuchten verschiedene Bereiche im Atrium der Ziege auf
Connexinmenge und -verteilung und kamen zu dem Schluf}, daf die Ergebnisse aus
Appendixgewebe repriasentativ fiir das gesamte atriale Myokard seien, wahrend

1%

Vozzi et a im humanen Myokard ungefihr gleiche Connexin 43-Mengen in

beiden Vorhofen, aber eine deutlich hohere Connexin 40-Menge im rechten Atrium,
als im Linken fanden. Daneben sind die Zellen des linken Atriums deutlich

4

groBer »* und zeigen z.T. anders verteilte Zellkontakte als im rechten Atrium.

Elektrophysiologische Unterschiede bestehen ebenfalls zwischen den beiden
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Vorhofen, so scheint z.B. die ERP im rechten Atrium lidnger als im Linken zu

sein 1,

Auch wenn in der Kontroll- und Maze-Gruppe morphologisch keine deutlichen
Unterschiede zwischen rechtem Atrium und rechtem Appendix bestanden,
abgesehen davon, dafl zumindest in einigen Bereichen der untersuchten Appendices
vermehrt Kollagen vorhanden war, erschien es aufgrund potentiell méglicher
Unterschiede zwischen den verschiedenen rechtsatrialen Geweben sinnvoll, die
quantitativen Ergebnisse nach Entnahmeort des Gewebes zu unterteilen. Bisher ist
nur eine Studie '** bekannt, in der humanes Appendix-Gewebe morphologisch
untersucht wurde und in allen anderen Fillen wurde entweder nur Atrium be-
schrieben oder aber keine Differenzierung der verschiedenen Gewebe vorgenom-

men.

1.2. Vorhofflimmern und atriale Dilatation

Bei der Gewebeauswahl erschienen die sehr unterschiedlichen VorhofgroB3en der
Patienten zunichst als kritischer Faktor fiir die Spezifitdt der Ergebnisse, da
atriale Dilatation und Vorhofflimmern héaufig miteinander in Verbindung gebracht

Werden 33,35,116-119.

Lange Zeit wurde diskutiert, ob die Vergro3erung der Vorhofe die Ursache oder
eine Folge des Vorhofflimmerns darstellt, und aus vielen Studien liegen Hinweise
auf beide Moglichkeiten vor.

In der Studie von Mary-Rabine et al. °* waren klinisch nur Patienten ilter als 35
Jahre und mit deutlich dilatiertem Atrium von Vorhofflimmern betroffen. Aufgrund
der haufigen Assoziation des Vorhofflimmerns mit Mitralklappenerkrankungen
geht man tiberwiegend davon aus, dall eine Klappeninsuffizienz (-stenose) in
erhohtem atrialen Druck, nachfolgender Dilatation und Fibrose und letzendlich in
Vorhofflimmern resultiert. Demgegeniiber indizierte allerdings eine klinische

1 120

Studie von Sanfilippo et a an Patienten mit Vorhofflimmern als alleinigem
Befund und ansonsten normaler Herzstruktur sowie anfangs normaler, im Verlauf
aber signifikant zunehmender Vorhofgrof3e, daf3 atriale Dilatation nicht nur als
Ursache, sondern ebenfalls als Konsequenz der Rhythmusstorung auftreten kann.

1. ® und Everett et al. ** bestétigt werden,

Dieser Hinweis konnte von Morillo et a
die bei Hunden nach 6 Wochen induziertem Vorhofflimmern eine Vergréerung
beider Vorhofe um 40% beschrieben. Auch die Tatsache, dafl die Atriumgrofle nach
erfolgreicher Kardioversion zum Sinusrhythmus wieder abnimmt deutet darauf

hin, daf} atriale Dilatation als Folge der Arrhythmie auftreten kann *.
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Spach et al. ''® sehen dagegen als zusammenfassendes Ergebnis mehrerer
Untersuchungen keinen Zusammenhang zwischen Vorhofflimmern und
Atriumgrofle, sondern stellen zunehmendes Alter in den Vordergrund, da es ihnen
kaum moglich war, bei jungen Tieren mit dilatiertem Atrium Vorhofflimmern
auszulésen und umgekehrt dltere Tiere mit normal groBem Atrium eindeutig zur
Arrhythmie tendierten. Entsprechend trat Vorhofflimmern in Kombination mit
rheumatischer Herzerkrankung nicht bei jungen Patienten mit dilatierten
Vorhofen, sondern nur bei dlteren Patienten mit entsprechender oder kleinerer
Vorhofgrofle auf, und elektrophysiologische Untersuchungen derselben
Forschungsgruppe zeigten, daf} die Entstehung von reentries auch in ganz kleinen
atrialen Gewebebereichen (1-2 mm?) * mit zudem normalen Aktionspotentialen
moglich ist. Auch eine Studie an Schafen mit atrialer Dilatation ergab keinen
Zusammenhang zwischen der Induzierbarkeit von Vorhofflimmern und der

AtriumgroBe .

In der hier vorliegenden Arbeit waren weder in der Patientengruppe mit
Vorhofflimmern noch bei Patienten mit Sinusrhythmus und z.T. ebenfalls
hochgradig dilatiertem Atrium Zusammenhinge zwischen AtriumgroBle und den

verschiedenen Ergebnissen erkennbar.

Auch wenn der Beitrag der atrialen Dilatation zur Arrhythmieentstehung bislang
ungeklért bleibt, ist deren Einflull auf die hier untersuchten Parameter, wenn auch
nicht auszuschlielen, zumindest nicht statistisch signifikant.

2. Spezielle Vorteile der Kombination von konfokaler- und
Elektronenmikroskopie bei der Untersuchung von gap
junctions

Die konfokale Mikroskopie '**'* bietet den entscheidenden Vorteil der sehr
sensitiven und spezifischen Darstellung und Quantifizierbarkeit
immunhistochemisch gefiarbter Proteine. Vor allem bei subzelluldren Strukturen
wie gap junctions, wiirde demgegeniiber eine elektronenmikroskopische
morphometrische Analyse die Menge des untersuchbaren Gewebes und somit auch
die Aussagefihigkeit stark einschrinken.

Andererseits kann mit einer vorhandenen Connexin-Immunfluoreszenz lediglich
eine Aussage iiber vorhandenes Protein nicht aber notwendigerweise auch iiber
intakte, funktionsfdhige gap junctions getroffen werden. In einigen, ebenfalls
kombiniert elektronenmikroskopisch und konfokalen, Untersuchungen stellten sich

vor allem laterale, immunhistochemisch markierte gap junctions ultrastrukturell
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als internalisierte anulare Strukturen dar, die nicht mehr zu interzelluldrer
Verbindung beitragen '»'®**, Auch in vitro Studien iiber den Farbstofftransfer von
sLucifer Yellow CH“ durch gap junctions haben bestétigt, dafl die Anzahl der gap
junction-Plaques nicht mit dem Ausmall der interzelluldren Kommunikation

korreliert ™.

Zudem ermoglicht erst eine detaillierte ultrastrukturelle Untersuchung die

Beurteilung degenerativer Verdnderungen und ist insbesondere zur Bestédtigung
der TUNEL-Reaktion notwendig.

3. Mogliche Ursachen veridnderter Anisotropie und potentiell
arrhythmogene Substrate

Der dem Vorhofflimmern zugrundeliegende reentry-Mechanismus kann nur dann
entstehen, wenn sich Aktionspotentiale retrograd auf bereits kontrahierte, nicht
mehr refraktére Zellen ausbreiten. Eine solche diffuse und nicht mehr koordinierte
Exzitation und Kontraktion des Myokards kommt zustande, wenn eine Abweichung
von der normalen Ausbreitungsrichtung und -geschwindigkeit der elektrischen
Impulse vorliegt.

Die normale, koordinierte Erregungsausbreitung unterliegt sowohl im Atrium als
auch im Ventrikel der sogenannten Anisotropie. Dieser Begriff beschreibt die
unterschiedlichen Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Aktionspotentiale in
longitudinaler und transversaler Richtung.

In beiden Richtungen treffen die Aktionspotentiale bei der interzelluldren
Weiterleitung auf gap-junction-Membranen, deren Widerstand zwar wesentlich
geringer als der normaler Zellmembranbereiche, aber noch um einiges hoher als der
cytoplasmatische intrazelluldre Widerstand ist. Aufgrund der zylindrischen Form
der Myozyten miissen eintreffende Aktionspotentiale in transverser Richtung mehr
Zellgrenzen bzw. gap junctions passieren als iiber eine entsprechende Entfernung
in longitudinaler Richtung, was in einem hoheren Widerstand und langsamerer

Leitung transvers zur Muskelfaserrichtung als parallel dazu resultiert '™’

Saffitz et al. ®® untersuchten am Hundeherzen die verschiedenen anisotropen
Verhailtnisse in verschiedenen kardialen Regionen und deren mogliche zugrunde-
liegenden Ursachen:

In der atrialen Crista terminalis ist die Weiterleitungsgeschwindigkeit in
longitudinaler Richtung ca. 10 x schneller als in transverser Richtung, wihrend das

17,55

Verhiltnis im Arbeitsmyokard des Ventrikels bei nur etwa 3:1 liegt
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Sowohl aktive Membraneigenschaften als auch passive Eigenschaften sind fiir die
sehr unterschiedlichen Leitungsgeschwindigkeiten in unterschiedlichen kardialen
Geweben verantwortlich.

Obwohl die Myozyten von Atrium und Ventrikel sich in ihren aktiven Ionenstromen
unterscheiden, konnen diese nicht die unterschiedliche Gewebe-Anisotropie
erkldren ''?*'* Vielmehr konnten anhand dieser Experimente die Bedeutung der
gap junction-Anordnung und der Gewebearchitektur fiir die anisotrope Leitung
demonstriert werden:

Das Verhiltnis Zelldnge zu -breite betrdgt an isolierten caninen ventrikuldren
Myozyten ca. 6:1. Durch die irreguldre Form und die komplexe iiberlappende
Anordnung der Myozyten sowie die dreidimensionale Verteilung interzelluldrer
Verbindungen entsteht ein effektives Linge-Breite-Verhéltnis von nur ca. 3,4 : 1,
das die Anzahl der Zellgrenzen, die pro Strecke von Aktionspotentialen passiert
werden miissen beschreibt. Dieses entspricht in etwa dem Verhdltnis der
Anisotropie und zeigt somit die Bedeutung der gap junction-Verteilung und
Myozytenanordnung fiir die Weiterleitungsgeschwindigkeit *’. Obwohl ventrikulire
Myozyten ca. 25% ldnger und breiter sind als die der Crista terminalis, sind die
Léange-zu-Breite Verhiltnisse identisch. Somit kann die ZellgroBe allein ebenfalls
nicht die unterschiedliche Anisotropie unter physiologischen Bedingungen erkléren.

Im caninen ventrikuldren Myokard sind die Myozyten iiber multiple Fortsdtze in
einer komplexen iiberlappenden Anordnung gleichermafen iiber endsténdige und
seitliche IDs mit jeweils 11 bis 12 anderen Myozyten verbunden. In der Crista
terminalis iiberwiegen dagegen endstidndige relativ einfache, gerade IDs mit
kleinen gap junctions zwischen nur jeweils 6 bis 7, wenig verzweigten Myozyten.
Durch diese Anordnung wird die longitudinale Weiterleitung erleichtert, die
transverse Leitung durch weniger laterale Verbindungen verringert und somit die
Anisotropie erhéht '’. Ein weiterer Aspekt der unterschiedlichen Leitungs-
geschwindigkeiten liegt in der Expression verschiedener Connexinisoformen, da in
der Crista terminalis zuséitzlich die ,schnelleren“ Connexin 40-Kanéle vorhanden

sind Y.

Bei der normalen, uniformen Anisotropie der Impulsweiterleitung verlduft die
fortschreitende Depolarisationswelle glatt in allen Richtungen, und die
Leitungsgeschwindigkeit dndert sich monoton von schnell (longitudinal) zu langsam
(transvers) °"*. Nicht uniforme Anisotropie tritt dagegen auf, wenn die Ausbreitung
in einer Richtung (meist transvers) unterbrochen ist, so daBl benachbarte
Muskelfasern in deutlich irreguldrer Reihenfolge aktiviert werden. Die
Depolarisationswelle erhélt dabei ein polyphasisches Aussehen mit multiplen

kleinen Ausldufern °7%,
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Eine solche nicht uniforme Verdnderung der normalen Anisotropie ist
préadisponierend fiir die Entstehung von reentry-Kreisldufen und kann durch
verschiedene Ursachen bedingt sein:

1. Uneinheitlich verdnderte aktive Ionen-Kanal-Eigenschaften und daraus
resultierende regionale Verdnderungen der ERP,

2. Verdnderungen in ZellgroB3e und -geometrie,
3. Verdnderungen der interzellulédren elektrischen Kopplung durch gap junctions,

4. Zunahme extrazelluldrer Matrixproteine und daraus resultierende elektrische
Isolation individueller Kardiomyozyten (-gruppen).

Spach et al. *>'*® konnten in verschiedenen elektrophysiologischen Untersuchungen
nachweisen, dafl reentries auch unabhingig von Verdnderungen der aktiven
Membraneigenschaften und Refraktérzeiten auftreten konnen.

Wahrscheinlich stellt die Entstehung von reentry-Kreisldufen einen komplexen
Vorgang verschiedener Mechanismen dar, die sowohl kombiniert als auch
unabhingig voneinander zur Verdnderung der normalen Anisotropie fithren

kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die aktiven Membraneigenschaften nicht
beriicksichtigt, die anderen moglichen Parameter werden im Folgenden im Hinblick
auf ihren moglichen Beitrag zur Arrhythmieentstehung diskutiert.

4. ZellgroBe

Abweichungen der Kardiomyozyten von der normalen Zellgréfle sind nicht nur
wichtige Parameter des Gesamtgewebezustandes und teilweise adaptive
Reaktionen auf pathologische Bedingungen, sondern haben auch eine lang
unterschitzte Bedeutung ®° fiir die normale oder abnormale Weiterleitung der
Aktionspotentiale '*°". Wihrend die Funktion aktiver sarkolemmaler Ionenkaniile
fiir die elektrophysiologischen Charakteristika eher auf der Ebene individueller
Myozyten von Bedeutung ist, haben die myokardiale Gewebearchitektur und die
gap junctions als passive elektrische Eigenschaften, einen genauso wichtigen
EinfluB auf das gesamte elektrophysiologische Profil des Herzens '*. Die
Gewebearchitektur beeinflusst die elektrische Leitung des Gewebes durch Grifle
und Form einzelner Myozyten sowie durch deren Anordnungsgeometrie im
Zellverband '°. So konnten Spach et al. '*" nachweisen, dal ein normales
Zellwachstum wiahrend der Entwicklung zu verdnderten anisotropen Verhiltnissen
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fithrt und demonstrierten anhand von Computermodellen, dafl die Zellgréf3e einen
unerwartet groflen Effekt auf elektrophysiologische Parameter, v.a. die maximale
transverse Leitungsgeschwindigkeit, hat. Aus diesen Ergebnissen resultierte die
Hypothese, dall eine Aufrechterhaltung der normalen ZellgréB3e unter
pathologischem remodeling von gap junctions und bei normaler Funktion der
aktiven Ionenkanédle eine Moglichkeit zur Aufrechterhaltung maximaler
Leitungsgeschwindigkeiten sein kann.

Saffitz et al. ™ sehen die adaptive akute zellulire Hypertrophie dariiber
hinausgehend auch im Zusammenhang mit einer verdnderten Connexinexpression
und veridnderten Leitungseigenschaften, da sowohl Angiotensin II ®* als auch cAMP
als Mediatoren kardialer Hypertrophie gelten sowie daneben in vitro Einflul} auf
Connexinexpression und Leitungsgeschwindigkeit haben.

Zellhypertrophie ist ein hé&dufiger und eher unspezifischer Befund der
ultrastrukturellen Untersuchung bei vielen Herzerkrankungen, so auch bei atrialen

29,30,37,51,52,69,115,128-131

Arrhythmien

Insbesondere experimentelle Untersuchungen an gesunden Tierherzen ergeben
allerdings inkonsistente Ergebnisse fir die Zellgrof3e bei Vorhofflimmern. So
beschreiben Ausma et al. % bei Ziegen nach induziertem Vorhofflimmern eine
Hypertrophie atrialer Myozyten, wihrend Everett et al. '*' bei Hunden nach
induziertem Vorhofflimmern eine Abnahme der Zellgréf3e im Atrium beschreiben.

Eine klinisch-histologische Studie an 62 Patienten mit oder ohne Vorhofflimmern
mit verschiedenen Herzklappenerkrankungen ergab eine signifikant (~ 40%)
erhéhte MyozytengroBe in Patienten mit chronischem Vorhofflimmern '*,

Die in der vorliegenden Studie gemessenen Zellgroflen von Patienten mit
Vorhofflimmern und ebenfalls verschiedenen Klappenfehlern zeigten dagegen keine
Abweichungen vom allgemeinen Normbereich.

Die elektronenmikroskopische Untersuchung bestétigte die immunhistochemisch
ermittelten insgesamt sehr unterschiedlichen Zellgroen insofern, dafl zwischen
iiberwiegend normalen, auch gelegentlich hypertrophierte und atrophierte Zellen
vorhanden waren und sich auch hier im durchschnittlichen Gesamtbefund keine
wesentliche Aweichung von der Norm ergab.

Trotz der oben beschriebenen generell sicher grundlegenden Bedeutung von
Zellform und -groBe fiir die Weiterleitung elektrischer Aktivtidt, konnte ein
entscheidender Einfluf3 der Zellgrof3e auf die chronische Arrhythmie bei der hier
untersuchten Patientengruppe ausgeschlossen werden.
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5. Degeneration, Nekrose und Apoptose

Degenerative Veridnderungen sind, zumindest bis zu einem gewissen Ausmal, ein

universeller Befund bei verschiedenen kardialen Dysfunktionen.

Auch bei allen Studien iiber Vorhofflimmern wurden sowohl im Tierexperiment an

Ziegen *?° Hunden ?"%%12112% oder Katzen ®*"%*!?®* als auch an menschlichem
Gewebe 26°1°2115:130-133 otareotype Charakteristika degenerativer Veridnderungen
beschrieben.

Mary-Rabine et al. °® stellten innerhalb einer klinisch sehr diversen
Patientengruppe Myolyse und Degeneration fest und stuften ohne weitere
Quantifizierung die Verdnderungen bei Patienten mit Vorhofflimmern als am
starksten ausgeprigt ein.

Aime-Sempe et al. *®* untersuchten Gewebe aus den dilatierten rechten Vorhofen
von 50 Patienten mit Vorhofflimmern und fanden neben Apoptose (TUNEL-positive
Zellen) ausgeprédgte degenerative Verdnderungen der Myozyten sowohl bei
Vorhofflimmern als auch im Kontrollgewebe von Patienten mit Sinusrhythmus.

Frustaci et al. '®® untersuchten rechtsatriale Biopsien von zwdélf Patienten mit
paroxysmalem ,lone atrial fibrillation“ und beschrieben variierende histologische
Verdnderungen wie Degeneration, Myolyse, Myokarditis oder Nekrose neben
Hypertrophie und Fibrose, wobei keine Korrelation zwischen der Dauer des
Vorhofflimmerns und dem Grad der Gewebeschiddigung bestand.

Conelly et al. ° beschrieben signifikant mehr Degeneration und Fettgewebe in den
Herzohren von Maze-Patienten als einzigen statistisch signifikanten Befund
gegeniiber Autopsiekontrollen mit teilweise vorhandener Koronarerkrankung,
widhrend sich Hypertrophie und Fibrose nicht signifikant zwischen den
Untersuchungsgruppen unterschieden.

Wouters et al. '** fithrten eine vergleichbare Studie an Patienten mit
unterschiedlichen Klappenerkrankungen durch und verglichen von diesen
Patienten solche mit und ohne Vorhofflimmern histologisch. Die vorhandenen
degenerativen Verdnderungen waren bei allen Formen der Klappenerkrankungen
verschiedengradig und unabhidngig von dem zusidtzlichen Vorliegen von
Vorhofflimmern.
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Die immunhistochemische und elektronenmikroskopische Untersuchung der Maze-
Patienten in der vorliegenden Studie ergab, in gewisser Ubereinstimmung mit

Wouters et al. '*?

, unterschiedlich stark ausgeprégte Anzeichen der Degeneration in
unterschiedlichen Gewebebereichen und oft auch nur einzelnen Zellen einzelner
Patienten. Nie waren vollstidndige Gewebe betroffen, sondern immer auch normale
neben verschiedengradig verdnderten Bereichen vorhanden. Fir diese
Verdnderungen kommt eine Vielzahl von Ursachen wie Ischdmie wéihrend
Koronarerkrankungen, erhéhte Wandspannung aufgrund atrialer Dilatation oder
erhohtem Druck bei bestehender Klappeninsuffizienz sowie metabolische Defizite
aufgrund ausgepréigter Fibrose in Betracht, so dafl Degeneration nicht zwingend in

direktem Zusammenhang mit Vorhofflimmern gesehen werden muf.

Natiirlich kann auch im ,nur” fibrillierenden Atrium eine inaddquate metabolische
Versorgung der Zellen unter ischdmischen Bedingungen oder die reduzierte
kontraktile Aktivitdt zu Degeneration und Nekrose fiihren.

An anisthesierten Hunden wurde wédhrend des Vorhofflimmerns eine zwei- bis
dreifach erhohte koronare atriale Perfusion und erhohter Sauerstoffverbrauch
nachgewiesen, die dort allerdings nicht zur Ischidmie fithrten '*®*. Bei héherem
metabolischem Bedarf unter normalen Bedingungen (Anésthesie), ist eine
Erschopfung der koronaren Reserven und das Auftreten von Ischédmie jedoch sehr
wahrscheinlich.

Andererseits konnen Myolyse und Ischdmie auch schwerwiegenden Einflul} auf die
Connexinverteilung und die spezifischen Eigenschaften der gap junction-Kanile
haben.

Beardslee et al. ® fiihrten Ischidmie- und Reperfusionsexperimente an isolierten
Rattenherzen durch und konnten die elektrische Entkopplung und intrazellulédre
Translokation von Connexin 43-gap junctions, wahrscheinlich hervorgerufen durch
zeitgleiche progressive Dephosphorylierung des Proteins, bei akuter Ischdmie
nachweisen.

Ubereinstimmende Zusammenhénge zwischen Ischédmie, die auch im fibrillierenden

26,34,39
’

Atrium die Ursache fiir Degeneration und Nekrose darstellen kann und

zelluldrer Entkopplung werden in anderen Studien ebenfalls beschrieben °:
Erhohte intrazelluldre Ca* und H* -level bei Azidose, Ansammlung von Lipidmeta-
boliten bei Umstellung des Energiestoffwechsels von Fettsdure- auf Kohlenhydrat-
stoffwechsel unter Hypoxie ”* sowie ATP-Mangel, Proteinkinasenaktivierung und
verstiarkte Protein-Dephosphorylierung werden als Promotoren der elektrischen
Entkopplung angesehen 7,

Eine verdnderte Connexin 43-Phosphorylierung beeinflusst wiederum wesentlich

die spezifischen Kanaleigenschaften im Hinblick auf die Leitungsgeschwindigkeit
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(im normalen Herzen liegt v.a. die phosphorylierte Connexin 43-Form vor) und ist
somit eventuell als proarrhythmogen einzustufen. Daneben ist es moglich, daf3
dephosphorylierte Connexinisoformen verstédrkt dem Abbau unterliegen und so zur

Reduktion der Gesamtconnexinmenge beitragen 7,

Trotz dieser bekannten mdéglichen Zusammenhénge konnen die aus der hier
vorliegenden Untersuchung resultierenden Ergebnisse fiir Degeneration, Nekrose
oder Apoptose eher als unspezifisch und sekundéir, denn als primér urséchlich fiir
die Arrhythmieentstehung angesehen werden.

Zum einen ergab auch die spezifische Anfdarbung fiir C9 und Ubiquitin nur einen
minimalen Anteil ernsthaft geschéadigter Zellen bei allen Maze-Patienten, und die
wenigen TUNEL-positiven Zellen konnten elektronenmikroskopisch nicht als
Apoptose bestitigt werden. Zum anderen lagen auch in den Geweben der
Kontrollgruppe immer wieder einzelne Zellen oder Gewebebereiche mit
erkennbarem Verlust der Querstreifung, perinucledrer Myolyse oder abnormalen
Zellorganellen vor, die zusammengenommen mit den uneinheitlichen Verdnderun-
gen innerhalb der Maze-Gruppe wahrscheinlich eher auf die unterschiedlichen
Grunderkrankungen zuriickzufiihren sind. Da hinsichtlich der Degeneration keine
quantitative Beurteilung der Gewebe vorgenommen wurde, konnte eine generell fiir
die Maze-Gruppe ausgepréidgtere Verdnderung und ein somit deutlicher
Zusammenhang mit chronischem Vorhofflimmern nicht nachgewiesen werden.
Genauso wenig kann aber anhand dieser Befunde ein ,unterstiitzender® Einflul}
degenerativer Verdnderungen auf das Fortbestehen der Arrhythmie ausgeschlossen
werden. Zumindest Mitochondrienschiddigung und Glykogenzunahme sollten auch
als moglicher Hinweis auf eine verdnderte metabolische Funktion des Myokards
und unter Beriicksichtigung eventueller Auswirkungen auf die Connexinexpression

interpretiert werden.

Der im Gewebe der hier untersuchten Maze-Patienten bei chronischem
Vorhofflimmern nicht auftretende apoptotische Zelltod weist dabei aber zumindest

auf einen noch reversiblen Prozef3 hin.

6. Extrazelluliare Matrix

Verdanderungen der extrazelluldren Matrix (EZM) konnen unumstritten die
normale Funktion des Myokards in vielfédltiger Hinsicht wesentlich beeinflussen.
Physiologische altersbedingte sowie als Reparationsvorgang nach
Myokardschddigung auftretende oder pathologische fibrotische Verdnderungen
haben negative Auswirkungen nicht nur auf metabolische und elektrische
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Kopplung individueller Kardiomyozyten, sondern beziiglich der so verédnderten
Zellgeometrie und Gewebearchitektur auch auf den gesamten Zellverband und die
Organfunktion.

Einen deutlichen Einflull der EZM und der Gewebearchitektur auf Anisotropie und
Impulsweiterleitung unter bereits physiologischen Voraussetzungen konnten Spach
et al. '* belegen:

Im Atrium des Hundes liegt selbst unter normalen Bedingungen Inhomogenitét in
der Erregungsausbreitung vor; an Stellen wo Muskelfaserbiindel durch
physiologische Bindegewebssepten voneinander getrennt sind, treten bei
transverser, nicht aber bei longitudinaler Weiterleitung des Aktionspotentials
lokale Abweichungen auf, und an Verzweigungen oder Verbindungen von Zellen
kommt es zur Verlangsamung und Formverdnderung der sich ausbreitenden

Erregungswellen '*.

Weiterhin wiesen ebenfalls Spach et al.®® den wesentlichen Zusammenhang
zwischen Verdnderungen der EZM und verdnderten myokardialen
Leitungseigenschaften wiahrend des normalen Alterungsprozesses nach:

Elektrophysiologische und histologische Untersuchungen an isoliertem humanen
atrialen M. pectinatus von Patienten unterschiedlichen Alters mit unterschied-
lichen Herzerkrankungen, jedoch ohne vorhandene atriale Dilatation oder
Arrhythmie, ergaben deutliche altersabhéingige Verdnderungen der Anisotropie des
Gewebes, die im Wesentlichen auch bereits in fritheren tierexperimentellen Studien
ermittelt wurden *. In Geweben von jungen Patienten ist die uniforme anisotrope
Weiterleitung normalen atrialen Gewebes durch in allen Richtungen glatt
verlaufende, fortschreitende depolarisierende Wellen gekennzeichnet. Bei dlteren
Patienten mit nicht uniformer Anisotropie ist die Weiterleitung in transverser
Richtung durch ausgeprigte Bindegewebssepten mit variabler Geometrie
unterbrochen, so dal benachbarte Muskelfasergruppen in irreguldrer Reihenfolge
erregt werden und die abgeleiteten Wellen ein polyphasisches Aussehen erhalten.
Diese Unterschiede in der Ausbreitung der Aktionspotentiale korrelieren deutlich
mit der Entwicklung von extensiven Kollagensepten, die schmale
Muskelfaserbiindel voneinander trennen, und weisen auf eine laterale elektrische
Entkopplung der Myozyten und damit verbundener, reduzierter transverser
Leitungsgeschwindigkeit hin. Im Gewebe der &lteren Patienten lag dabei keine
absolute Zunahme des Gesamtkollagengehaltes, sondern eher eine Umverteilung

gegeniiber jungen Patienten vor 6%,

Eine Zunahme der EZM wurde in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der hier
vorliegenden Untersuchung hé&ufig als begleitender Befund bei Arrhythmien

. 33,36,37,51,78,115,124,129-131,133,134
beschrieben .
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Regionen abnormaler Weiterleitung im Gewebe von Patienten mit ventrikuldrer
Tachykardie wurden mittels “mapping” in fibrotischen Gewebearealen mit einer
gleichzeitigen Umverteilung von gap junctions lokalisiert ™.

Hunde mit Mitralklappenfibrose, vergroflertem linkem Atrium und, je nach
Ausmal} der Fibrose, intermittierendem bis chronischem Vorhofflimmern, zeigten
keinerlei Verdnderungen des zelluldren Ruhe- oder Aktionspotentials, aber neben
degenerativen ultrastrukturellen Verdnderungen und Zellhypertrophie eine
deutliche Zunahme der EZM und eine Formverdnderung der Glanzstreifen
innerhalb fibrotischer Bereiche, die zusammen mit verdnderten anisotropen

Eigenschaften assoziiert wurden .

Fibrose im Atrium stellte ebenfalls den hé&ufigsten Befund postmortaler
Untersuchungen an Geweben von Patienten mit atrialen Tachyarrhythmien dar '*.

Extensive Fibrose bei erhohter Heterogenitidt der Weiterleitung war auch Ergebnis
einer weiteren elektrophysiolgischen Studie an Hunden mit kongestiver
Kardiomyopathie und induziertem Vorhofflimmern, wéidhrend andere
elektrophysiologische Parameter wie Refraktédrzeit oder Membranpotential
unbeeintrichtigt blieben ** .

Am induziert chronisch (2-6 Wochen) fibrillierenden Atrium vom Hund wurde
deutliche Ersatzfibrose in Verbindung mit vermehrter Connexin 43-Expression und
einer Zunahme lateraler Zellverbindungen beschrieben ',

Im atrialen Gewebe von 15 Patienten mit dilatiertem Atrium und chronischem
Vorhofflimmern trat neben verschiedenen degenerativen und apoptotischen
Veridnderungen ebenfalls gravierende interstitielle Fibrose auf *.

Trotz dieser insgesamt iibereinstimmenden Ergebnisse hinsichtlich des
Zusammenhanges zwischen EZM und interzelluldrer Impulsweiterleitung ist die
Rolle der Fibrose bei der Entstehung kardialer Rhythmusstorungen teilweise
umstritten. Untersuchungen, die sich hauptsidchlich mit Verdnderungen der EZM
bzw. der Gewebearchitektur oder der kardialen Ultrastruktur beschiftigten, sehen
deren Bedeutung fiir die Entstehung von verlangsamter Weiterleitung und Block
im Vergleich zu elektrophysiologischen Verdnderungen als wesentlicher
an 227127129 " Apndere Studien dagegen, deren Schwerpunkt auf der gleichzeitigen
Untersuchung von Verdnderungen der EZM und Verdnderungen der elektrischen
interzelluldren Kopplung lag, stellen die Bedeutung einer verdnderten
Connexinexpression gegeniiber der Bedeutung der Fibrose in den Vordergrund fiir

10,12,74

die Entstehung von Arrhythmien
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So stellt v.a. die Infarkt ,border zone“, wahrscheinlich eines der am besten
untersuchten Fibrose- bzw. Arrhythmiemodelle, einen AnlaB} fiir die kontroverse
Diskussion iiber die Bedeutung der Fibrose dar.

Wihrend der Entziindungs- und Reparationsphase nach einem Infarkt setzen
umfassende strukturelle Anderungen der Kardiomyozyten und der EZM ein.
Zahlreiche detaillierte Studien existieren iiber morphologische und
elektrophysiologische Verdnderungen innerhalb der Infarkt ,border zone“ bei
Mensch und Hund. Diese resultieren iibereinstimmend in einer massiven, v.a.
parallel zu den Muskelfaserbiindeln angeordneten, Zunahme des Bindegewebes,
welche wiederum - mit oder ohne Beteiligung von gap junctions - fir die
Entstehung von Weiterleitungsabnormalititen verantwortlich gemacht wird %%,
Zwar wurde an diesen fibrotischen Bereichen verlangsamte Leitung und

21126 " ain weiteres wesentliches Kriterium war daneben

Leitungsblock nachgewiesen
aber auch eine gravierende Umverteilung und Reduktion der Connexin 43-gap
junctions zwischen degenerierten aber noch lebensfihigen Myozyten in

Gewebearealen mit Ersatzfibrose .

Am Hundemodell wurde bereits vier Tage nach Koronarocclusion eine stark
gestorte gap junction-Verteilung, dhnlich der eines ausgeheilten humanen
Infarktes '*! sowie nicht uniforme Anisotropie * nachgewiesen, wihrend zu diesem

1112 ynd sich die

Zeitpunkt noch keinerlei fibrotische Verdnderungen vorlagen
aktiven Membraneigenschaften zumindest partiell bereits wieder normalisiert

hatten 2.

Peters et al. untersuchten humane ventrikuldre Biopsien aus ischdmischen und
hypertrophierten Herzen, zwei Voraussetzungen also, die eng mit
Arrhythmieentstehung assoziiert sind, auf ihre Connexin 43-Quantitidt sowie die
gap junction-Verteilung und kamen auch hier zu dem Schluf}, da3 vielmehr
beeintrichtigte interzelluldre Verbindung als fibrotische Verdnderungen fiir die
Arrhythmieentstehung verantwortlich sind *.

Daneben liegen auch Untersuchungen vor, die keinerlei Zusammenhang zwischen
EZM und Arrhythmieentstehung erkennen lassen, sondern verdnderte Anisotropie
entweder nur auf degenerative Verdnderungen oder nur auf verdnderte
Connexinexpression zuriickfithren.

Ausma et al. % fithrten verschiedene elektrophysiologische und histologische
Studien an Ziegen mit induziertem Vorhofflimmern durch und beschrieben zwar
deutliche degenerative histologische Verdnderungen unter der Bezeichnung
Dedifferenzierung, fanden aber keine morphologischen Verdnderungen innerhalb
der Glanzstreifen, oder der Connexin 43-Expression und keine Anzeichen fir
Fibrose.
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Eine Studie von Thomas et al. "® an heterozygot defekten Cx 43 (+/-) Miusen ergab
stark beeintrichtigte ventrikuldre Weiterleitung ohne erkennbare Unterschiede in
der histologischen Gewebestruktur und ohne fibrotische Verdnderungen im

Vergleich zu normalen Médusen.

Morillo et al. ® konnten nach sechswéchigem induziertem Vorhofflimmern bei
Hunden ebenfalls keinerlei Fibrose, sondern nur zelluldare Hypertrophie und
ultrastrukturelle Verdnderungen feststellen. Diese Autoren sehen die Hypertrophie
und unregelmifBige Anordnung der Myofibrillen als Entstehungsorte verlangsamter
Weiterleitung an und sehen in Verdnderungen von Zellorganellen wie
Mitochondrien und ER “trigger”, die iiber Verdnderungen der Ionenkanile zur
Aufrechterhaltung des Vorhofflimmerns beitragen.

Bei der vergleichenden Diskussion der Ergebnisse von Untersuchungen
verschiedener Spezies wirkt sich v.a. der Zeitfaktor limitierend aus. Die Atiologie
und Pathogenese von experimentellen Mitralklappenerkrankungen ist bei Hunden
beispielsweise sicher nicht identisch mit der des Menschen, auch wenn die
pathophysiologischen Effekte auf die kardiale Funktion dieselben sind. Im
Tierexperiment handelt es sich dabei aber um eine akute atriale Hypertrophie, von
der sich die klinische Situtation bei chronischem Vorhofflimmern mit einer
Entwicklung iiber mehrere Jahre deutlich unterscheidet. Auch die fibrotischen
Verdnderungen nach einem akuten Infarkt, gleich welcher Spezies, lassen sich aus
diesem Grund nicht uneingeschrinkt auf die Situation bei atrialer Dilatation und
Arrhythmie iibertragen, die erst nach betrichtlicher Zeit und i.d.R. erst in hoherem
Lebensalter in verédnderten anisotropen Eigenschaften resultiert.

Ahnlich tragen Untersuchungen an isoliertem Gewebe zwar entscheidend zum
Verstidndnis allgemein proarrhythmogener Bedingungen bei, konnen aber nicht alle
komplexen Auswirkungen, wie z.B. den Einflul des autonomen Nervensystems,
humoraler Faktoren im Blut oder verschiedener Druck-Volumen / Dehnungseffekte
in situ beriicksichtigen.

Ein moglicher Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein ausgeprigter
fibrotischer Verdnderungen und der verzogerten Wiederherstellung der
Kontraktionsfunktion nach Kardioversion bei chronischem Vorhofflimmern wurde
andererseits gerade auch aufgrund der akuten Verdnderungen im Tierversuch
ersichtlich; die Ursache der zwar vorhandenen degenerativen aber fehlenden
fibrotischen Verdnderungen in den Experimenten mit Ziegen *%?°, ist
wahrscheinlich in der relativ geringen Dauer der Arrhythmie begriindet. Die
daraufhin erfolgende schnelle, vollige Wiederherstellung der kardialen Funktion

bei diesen Tieren nach Beendigung des induzierten Vorhofflimmerns innerhalb von
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zwel Wochen, konnte durch eben diese fehlende Zunahme der extrazelluldren
Matrix bedingt sein.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit zeigen eine deutliche, z.T. extensive
Zunahme der EZM bei chronischem Vorhofflimmern. Kollagen I war im Gewebe der
Maze-Patienten um 53 % (RFW) bzw. 33 % (RAA) erhoht. Die fehlenden
fibrotischen Verdnderungen bei Patienten mit Sinusrhythmus und ansonsten
dhnlichen Grunderkrankungen ergeben eine eindeutige Relation zwischen Fibrose
und Vorhofflimmern. Auch die fehlende Korrelation zwischen dem Alter der
Patienten und dem Grad der Fibrose weist auf eine pathologische
Kollagenzunahme, die nicht mehr als physiologischer Alterungsprozell angesehen
werden kann hin. Eine Kollagenzunahme in dem Ausmal}, wie sie in den hier
untersuchten Geweben der Maze-Patienten (selbst bei als geringradig eingestufter
Fibrose) vorlag, kann sicher die normale uniforme Anisotropie und

Impulsweiterleitung im Atrium gravierend beeintrédchtigen.

Durch die ausgeprigten interstitiellen Fibroseareale, die einerseits eventuell eine
Kompensation des erhéhten intraatrialen Drucks bei atrialer Dilatation darstellen,
werden andererseits gesamte Muskelfaserbiindel, z.T. auch einzelne Myozyten,
iiber weite Bereiche isoliert, ohne dalBl die Moglichkeit sarkolemmaler Apposition
besteht. So kann zwischen benachbarten Zellen keine laterale elektrische Kopplung
iiber gap junctions stattfinden und somit kein Spannungstransfer in dieser
Richtung erfolgen. Durch diese Reduktion v.a. der lateralen Zellverbindung und
den erhéhten extrazelluldren Widerstand wird besonders die Weiterleitung in
transverser Richtung (iiber Myozytengruppen hinweg) stark beeintréachtigt werden,
wéhrend die longitudinale Leitungsgeschwindigkeit unverdndert bleibt. Daneben
verursachen solche fibrotischen Areale eine Diskontinuitét des atrialen Myokards
und an den daraus entstehenden Verzweigungen von Myozyten wurde ebenfalls

verlangsamte Weiterleitung nachgewiesen ',

Interstitielle Fibrose kann also in verminderter Leitungsgeschwindigkeit oder
lokalem Leitungsblock resultieren und ist somit unabhéngig von Veridnderungen
der elektrischen interzelluldren Kopplung durch gap junctions als mogliche

Voraussetzung fiir die Entstehung von reentry-Kreisldufen anzusehen.

Ob atriale Fibrose eine der primédren Ursachen des Vorhofflimmerns oder eine
Konsequenz der Arrhythmie darstellt, ist zum jetzigen Zeitpunkt noch unbekannt
und auch die Mechanismen, die auf molekularer Ebene fiir die Fibroseentstehung

bei chronischem Vorhofflimmern verantwortlich sind werden noch diskutiert 2°.
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Inzwischen konnte in mehreren Studien, die sich mit der Beteiligung des Renin-
Angiotensin-Systems an der Arrhythmiepathogenese beschiftigten "'%5137  ein
wesentlicher Zusammenhang zwischen Angiotensin II und der Fibroseentstehung

nachgewiesen werden.

Angiotensin II aktiviert extrazelluldre Signal-regulierte Kinasen (Erk 1 und 2).
Diese wiederum gehoren einer Subfamilie Mitogen-aktivierter Proteinkinasen
(MAPK) an und induzieren in phosphorylierter (aktiver) Form, iiber weitere
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren, allgemein =zellulédre
Differenzierungs-, Wachstums- und Proliferationsprozesse und aktivieren so u.a.
auch Fibroblasten '**, Am Herzen wurde Erk 1 und 2 im Interstitium iiberwiegend
in Fibroblasten, im Kapillarendothel sowie im perikardialen Fettgewebe
immunhistochemisch nachgewiesen . Auch die Existenz eines kardialen Renin-
Angiotensin-Systems ist inzwischen hinreichend belegt ™', und die positiven
Auswirkungen von ACE-Inhibitoren bei Patienten mit kongestiver
Kardiomyopathie in Dosierungen, die nicht ausreichten, den arteriellen Blutdruck
durch Hemmung der Angiotensin II-Synthese im Plasma zu senken, weisen auf
einen direkten Effekt auf die kardiale Angiotensin II-Synthese hin ™.

Experimentell konnten die Vermutungen bestéitigt werden, dall eine vermehrte
Angiotensin II-Synthese nach mechanischer Dehnung des Myokards erfolgt und
dafl induziertes Vorhofflimmern mit einer substantiellen intraatrialen
Druckzunahme verbunden ist '*°. Auch die Proliferation von Fibroblasten und
Akkumulation extrazelluldrer Matrixproteine im Myokard durch die direkte
Wirkung von Angiotensin II (iiber Erks) ist bekannt '*°.

Neben dieser Aktivierung der Erk-Kaskade liegen auch Hinweise auf weitere
Signalwege (stress responsive kinases wie cJNK oder p38-MAPK) vor, iber die
moglicherweise parallel die Fibroseentstehung durch Angiotensin II potenziert

13 Auch erste Untersuchungen '*" der Regulation kardialer

werden kann
Angiotensin II-Rezeptoren bei chronischem Vorhofflimmern bestédtigen die

Beteiligung des ACE-Systems an der Fibroseentstehung.

Goette et al. '** untersuchten Veridnderungen von Erk 1 + 2 und ACE bei 43
Patienten mit paroxysmalem (PAF) und chronischem Vorhofflimmern (CAF),
atrialer Dilatation und ausgeprégten fibrotischen Verdnderungen an aus den
rechtsatrialen Appendices stammendem Gewebe:

Bei PAF und CAF waren die phosphorylierten Erks signifikant erhoht und in etwa
gleichem Ma@ bei beiden Formen vorhanden.

Die Erhohung der Kinasen korrelierte nicht mit der Dauer des Vorhofflimmerns.
Bei CAF lag zusétzlich eine signifikante ACE-Erhohung vor. Die aktivierten Erk-
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Formen konnten mit ACE-Hemmern reduziert werden. Diese Studie bestdrkte so
die Hypothese, dafl fibrotische Verdnderungen bereits in frithen Phasen des
Vorhofflimmerns vorliegen (gleiche Erk-Menge bei PAF und CAF) und der
persistierend erhohte intraatriale Druck und die Vorhofdehnung bei CAF iiber
vermehrte lokale ACE-Synthese und Angiotensin II zu permanent verstiarkter Erk-
Aktivierung und somit progressiver Fibrose fiihrt.

7. Gap junctions

7.1. Connexin 43

Mit zunehmendem Wissen iiber die Bedeutung von Connexin (Cx) 43 gap junctions
(GJ) fir die geordnete und synchrone mechanische Funktion des Herzens wurde
auch die Bedeutung von Verdnderungen in der Connexinexpression oder -verteilung
bei der Arrhythmieentstehung offensichtlich.

Ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Menge und Verteilung von GJ und der
interzelluldren Leitung geht aus zahlreichen Untersuchungen iiber die allgemeine
Funktion von GJ im Myokard, die fehlende Weiterleitung in vitro zwischen Zellen
ohne GJ und das nur geringe Vorhandensein von GdJ in Herzregionen mit
langsamer Leitung hervor.

Die Untersuchungsergebnisse vieler Studien konnten zusammen mit
Computermodellen belegen, dafl eine Reduktion von Cx 43 und /oder eine
Umverteilung von Cx 43 GJ zur verlangsamten Weiterleitung und Verdnderung der
normalen Gewebeanisotropie fiihrt.

Verdnderungen in der GJ-Verteilung treten sowohl als strukturelle Antwort des
Myokards bei vielen Erkrankungen als auch wéhrend der postnatalen Entwicklung
und im Alter auf.

Die eingehende Untersuchung postnatal stattfindener Umverteilung von
Zellkontakten und die damit einhergehenden Anderungen der Gewebeanisotropie
zeigt die Bedeutung der Cx 43 GJ-Verteilung fiir die normale uniforme anisotrope
Weiterleitung.

1. 80

Spach et a ermittelten im neonatalen Ventrikel gleiche Leitungsgeschwin-
digkeiten in transverser und longitudinaler Richtung, die wahrscheinlich auf die
diffuse Verteilung der GJ wihrend dieser Phase zuriickzufithren sind. Anisotrope
Weiterleitung trat dagegen erst mit zunehmender Zellgréfle und iberwiegender

Lokalisation der GJ in Glanzstreifen auf.
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Lichtenberg et al. '* sehen in der postnatalen Umverteilung von GJ ebenfalls einen
der wesentlichen Faktoren fiir die Verdnderung der anisotropen Eigenschaften
wéahrend der Entwicklung und untersuchten die atriale Crista terminalis von
neugeborenen, juvenilen und adulten Kaninchen im Alter von 3 Tagen bis 6
Monaten auf Verdnderungen in der Cx 43 GdJ-Verteilung und Anisotropie. Wiahrend
der Phase der diffusen Cx 43-Verteilung bei Neugeborenen lag zwar uniforme, aber
kaum anisotrope Leitung vor. Im Alter von 6-9 Wochen trat parallel zu der
iiberwiegendenden Cx 43 Lokalisation an den Zelltermini eine bereits erhohte
longitudinale Weiterleitungsgeschwindigkeit auf. Im adulten Myokard (4-6
Monate), war Cx 43 hauptséchlich an den Zellenden polarisiert und die Anisotropie
deutlich ausgeprdgt. Wiahrend dieser Entwicklung zeigten sich kaum
Verdnderungen im gesamten Cx 43-Gehalt, aber groBle Unterschiede in der
sarkolemmalen Verteilung: Endstédndiges Cx 43 war 3,5 fach erhoht bei den adulten
gegeniiber den neonatalen Tieren, und gleichzeitig erhohte sich die longitudinale
Weiterleitung um das 2,4 fache. Die lateralen Cx 43 GJ und die transverse
Leitungsgeschwindigkeit blieben fast unverédndert, so dafl die erhohte Anisotropie
in erster Linie durch die verbesserte longitudinale Weiterleitung zustande kommt.

Auch Peters et al. ™ beschreiben in ihrer Studie an humanem ventrikuldrem
Myokard eine deutliche Umverteilung der GJ wihrend der Entwicklung und sehen
in dieser, neben zunehmender Myozytengrof3e und Kollagengehalt, die Ursache fiir
die verdnderte longitudinale Leitungsgeschwindigkeit und die geringe Anisotropie
des neonatalen Myokards.

Spach et al. ¢ iibertrugen diese Resultate auf die Situation am alternden Myokard
und konnten in einer anderen Studie zeigen, dal3 der Verlust lateraler Zellkontakte
durch die Zunahme von Kollagen im Alter nicht uniforme Anisotropie verursacht.
Auch Lichtenberg et al. '?, Angst et al. ® und Peters et al. ™ sehen in der Reduktion
lateraler GJ, die sich im Alter fortsetzt, den Grund fiir verminderte transverse
Leitungsgeschwindigkeit, somit erhohte Anisotropie und das Auftreten von mikro-

reentries.

Einen weiteren wesentlichen Beitrag zum Verstidndnis der Beziehung zwischen
Connexinexpression und Verdnderungen der kardialen Leitungseigenschaften
brachten Untersuchungen an Cx 43-defizienten Mé&usen, deren Ergebnisse zwar
teilweise variierten, iibereinstimmend aber die Bedeutung von Cx 43 GJ fiir die
koordinierte Impulsweiterleitung belegen konnten:

1. ® wurde an Cx 43 +/- Mdusen sowohl die atriale

In einer Studie von Thomas et a
als auch die ventrikuldre Leitungsgeschwindigkeit gemessen und neben Cx 43 auch

Cx 40 quantitativ bestimmt. Widhrend Cx 43 bei diesen Mausen in Atrium und
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Ventrikel um 50% reduziert war, war die Leitungsgeschwindigkeit nur im Ventrikel
um ca. 38% verringert, im Atrium dagegen unveridndert. Im EKG zeigte sich
parallel dazu eine signifikant verldngerte QRS-Dauer bei unverédnderter P-Wellen-
Dauer und -Amplitude. Elektrophysiologische Parameter der Aktionspotentiale
(AP) waren unverédndert, histologische Unterschiede oder Verinderungen anderer
Cx-Isoformen im Ventrikel nicht erkennbar.

%564 {iber die

Mit diesem Ergebnis konnte die bereits bestehende Auffassung
unterschiedliche Bedeutung der verschiedenen Connexinisoformen in
unterschiedlichen Geweben insofern bestédtigt werden, dafl Cx 43 das wesentliche
GJ-Protein im Ventrikel ist, widhrend im Atrium hauptsédchlich Cx 40 die

Leitungseigenschaften zu determinieren scheint.

Andere Studien an Cx 43-defizienten Mdusen befassen sich iiberwiegend nur mit
Verdnderungen der ventrikuldren Weiterleitungsgeschwindigkeiten, lassen aber
dennoch Riickschliisse auf die moglichen Effekte verminderter Connexin 43-
Expression auch im Atrium zu. Mit Hilfe dieser gendefekten Mé&duse kann
zumindest ein EinfluB von Gewebearchitektur und aktiven Ionen-
Transportfunktionen, welche sich nicht vom Wildtyp unterscheiden, ausgeschlossen
werden und proarrhythmogene Verdnderungen der Anisotropie eindeutig auf

vorhandene Connexin 43-Verdnderungen zuriickgefiithrt werden.

1. 79

In einer Studie von Gutstein et al. ” an homozygot defekten Cx 43 (-/-) M&dusen war
Cx 43 im Ventrikel um 95% reduziert und die Weiterleitungsgeschwindigkeit in
longitudinaler Richtung um 42%, transvers um 55% verringert. Auch hier scheint
der GdJ-Defekt fiir verminderte Leitungsgeschwindigkeit und die nach ca. zwei
Monaten spontan entstehende Arrhythmie und den plétzlichen Herztod der Tiere
verantwortlich zu sein. Ein wesentlicher Unterschied dieser Studie zu
vergleichbaren anderen Untersuchungen an -/- Médusen liegt in der postnatal zwar
stark reduzierten, jedoch stattfindenden Impulsweiterleitung, die einen Hinweis
darauf gibt, daBl andere Connexin-Isoformen zumindest eine ,low-level“-
Weiterleitung iibernehmen kénnen, da Cx 43 bei diesen Médusen nur in einzelnen,
verstreuten Myozyten exprimiert war. Die Tiere in vergleichbaren Studien
verstarben umgehend post partum, eventuell aufgrund eines nicht selektiv
kardialen Cx 43-Defektes.

Ischdmie-Reperfusions-Versuche von Lerner et al.” an Cx 43 +/- Mdusen
verdeutlichten den Einflul von verminderter Cx 43-Expression speziell unter
ischdmischen Bedingungen, da diese Cx 43 defizienten Mé&use doppelt so haufig
ventrikuldre Tachykardien entwickelten wie normale Mé&duse. Daraus wurde
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geschlossen, dal} reduzierte Kopplung durch Cx 43 die Entstehung ventrikulédrer
Tachyarrhythmien erleichtert sowie deren Inzidenz, Frequenz und Dauer erhoht.

Saffitz et al. '® untersuchten zusitzlich die Auswirkung von verminderter Cx-
Expression auf GJ-Grofle und Anzahl. Bei Cx 43 +/- Mdusen scheint die Anzahl der
GdJ vermindert, die mittlere Grof3e einzelner GJ dagegen unverdndert. Dies spricht
fiir eine adaptive Aufrechterhaltung einer im Ventrikel vorhandenen Subpopulation
groflerer GJ, erscheint fiir atriales Gewebe allerdings nicht weiter interpretierbar,
da eine solche Subpopulation dort bisher nicht nachgewiesen werden konnte.

Viele Untersuchungen von Cx 43 bei verschiedenen, mit Arrhythmie assoziierten
Herzerkrankungen am Menschen und im Tierversuch geben inkonsistente
Ergebnisse, obwohl alle Verdnderungen beschreiben.

Am ventrikuldren Myokard werden Verdnderungen in der Verteilung und
Expression von Cx 43 v.a. bei Ischdmie und Hypertrophie beschrieben, und
verschiedene konfokale Untersuchungen belegen eine deutlich gestorte Cx 43-
Verteilung und -Reduktion in der Infarkt ,border zone“ und am hypertrophierten
Herzen. Ischdmie und Hypertrophie werden am Herzen mit Arrhythmie assoziiert,
deren Entstehung durch abnormale Zellkopplung verursacht wird und zahlreiche
diesbeziigliche Untersuchungen stimmen in einer Reduktion von Connexin 43 als
Ergebnis fiir das ventrikuldre Myokard iiberein:

Peters et al. '° beschrieben eine signifikante Reduktion der Cx 43 GJ-Fliche um
40% pro Zellvolumen mit einer gleichen Reduktion aller GJ-GroBen bei
ventrikulérer Ischdmie und Hypertrophie.

Kaprielian et al. '*® fanden in linksventrikuldren Biopsien von Bypass-Patienten
Cx 43 in reversibel ischdmischen Segmenten um 23%, in sogenanntem hibernating
Gewebe um 33% gegeniiber dem Kontrollgewebe vermindert.

In Herzen im Endstadium einer ischdmischen bzw. idiopathischen dilatativen
Kardiomyopathie, die explantiert wurden waren sowohl Cx 43-mRNA als auch
-Protein vermindert '**. Lerner et al. '* beschrieben eine signifikant verminderte
Cx 43-Expression wiahrend akuter AbstoBungsreaktionen, die sich zudem als
reversibel erwies.

Auch bei der haufig mit Arrhythmie verbundenen Chagas Krankheit war Cx 43 in

in vitro mit Trypanosoma cruzi infizierten Kardiomyozyten reduziert '**®,

Am Modell der kongestiven Kardiomyopathie beim Meerschweinchen war Cx 43 im
Ventrikel um 37% reduziert, wiahrend bei kompensierter Hypertrophie keine
Veridnderungen auftraten **. Auch am ventrikuldren Rattenmyokard wurde nach
Infarkt eine temporir reduzierte und abnorme Cx 43-Expression beschrieben '*.
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Bei Ratten mit rechts-ventrikuldrer Hypertrophie aufgrund induzierter pulmonaler
Hypertonie trat eine Reduktion der GJ-Fldche pro ID um 35% sowie eine um 30%
verminderte longitudinale Leitungsgeschwindigkeit auf. Gleichzeitig erfolgte eine
Umverteilung von Cx 43 an die lateralen Zellgrenzen bei unverdnderter Gesamt-
Cx 43-Menge und unveridnderter transversaler Leitungsgeschwindigkeit. Die
Autoren folgerten daraus, daBl die Umverteilung der GJ fiir die verminderte
Anisotropie verantwortlich war, aber auch die Zunahme der ZellgroB3e um 55% muf}
in diesem Fall beriicksichtigt werden .

Eine Umverteilung von Cx 43 GJ an die lateralen Zellgrenzen scheint bei einer
Vielzahl von Herzerkrankungen stattzufinden.

Peters et al. '* beschreiben innerhalb der Infarkt ,border zone“ beim Hund
hauptsidchlich lateral zwischen degenerierenden Myozyten lokalisierte Cx 43 GdJ
mit longitudinaler Orientierung und sehen in dieser Lateralisierung eine
Verbesserung der transversen Weiterleitung, eventuell als Kompensation
metabolischer Prozesse. Gleichzeitig wies diese Studie erstmalig — neben
Computersimulationen — den direkten Zusammenhang zwischen Stérungen in der
GdJ-Verteilung und der Lokalisation von reentry-Kreisldufen an Stellen wo diese
Verteilungsstorung die gesamte Wanddicke des Myokards umfafite auf.

Luke et al. *'*! beschreiben demgegeniiber in der caninen Infarkt ,border zone“
eine Reduktion v.a. einer Subpopulation groBler Cx 43 GJ an seitlichen
Myozytenverzweigungen und betrachten diese Reduktion als Ursache fir
verschlechterte transverse Leitung und erhohte Anisotropie.

Auch bei hypertropher Kardiomyopathie wurde eine Zunahme der lateralen
Verbindungen beschrieben 2.

Inwieweit die Lateralisierung von Cx 43 GdJ die Impulsweiterleitung beeinfluft, ist
allerdings nicht immer eindeutig; anhand ventrikulédrer Rattenkardiomyozyten aus
der ,border zone“ eines verheilten Infarktes sowie bei ventrikuldrer Hypertrophie
wurde nachgewiesen, daf} viele der lateral umverteilten GJ an Einstiilpungen der
Zellmembran zum Zellinneren lokalisiert sind und somit nicht zur
Zellkommunikation beitragen .

Neben der beschriebenen Reduktion und Umverteilung existieren aber auch
Beispiele fiir erhohte Cx 43-Expression im ventrikuldren Myokard:
Ergebnisse verschiedener in vivo oder in vitro-Experimente zeigten, dafl akute

Hypertrophie generell zunéchst mit vermehrter Cx -Expression einhergeht.

So wiesen Saffitz et al. ”® an isolierten neonatalen Rattenkardiomyozyten einen

zweifachen Anstieg von Cx 43 und erhohte Anzahl von GJ nach 24 stiindiger cAMP-

Exposition nach. Diese Verdnderungen waren von einer deutlichen Zunahme der
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Leitungsgeschwindigkeit begleitet, widhrend die Erregbarkeit einzelner Zellen
unverdndert blieb, so dal die schnellere Leitung auf verstidrkte interzellulidre
Verbindung zuriickzufithren war. Bei einer noch kompensierten Hypertrophie
kommt es zunidchst zur verstidrkten Cx-Expression wihrend im Stadium der

Dekompensation verminderte Cx-Expression und Zellentkopplung auftritt ”.

Bei renaler Hypertonie, mit ”* oder ohne '' zelluldre Hypertrophie, beim
Meerschweinchen wurde im akuten Stadium ebenfalls eine um 45% pro Zelle und
30% pro Gewebevolumen vermehrte Cx 43-Expression nachgewiesen, und auch in
der glatten Muskulatur arteriosklerotischer Gefidfle kommt es zu einer Zunahme
von Cx 43 2,

Gesteigerte Cx 43-Expression scheint allgemein einen adaptiven frithen
Mechanismus einer akuten Reaktion geschéddigter Zellen darzustellen wogegen
verminderte Cx 43-Expression generell eher bei chronischen Erkrankungen
ventrikuldren Myokards auftritt *.

Wihrend fiir ventrikuldres Myokard noch relativ gute Ubereinstimmung und
Interpretierbarkeit der Ergebnisse vorliegt, wird die Situation im Atrium durch
Koexpression zweier Connexinisoformen zusétzlich verkompliziert und 146t sich so
wahrscheinlich nur bedingt mit pathologischen Situationen im Ventrikel
vergleichen.

Zudem liegen zumindest in quantitativer Hinsicht kaum iibereinstimmende
Ergebnisse fiir die Connexinverteilung im Atrium vor, und selbst die normale
Anordnung von gap junctions wird, wenn auch speziesabhingig, differierend
beschrieben.

An Stelle der im Ventrikel iiberwiegend bei chronischen Erkrankungen
auftretenden Reduktion von Cx 43, werden im Atrium hauptséchlich Umverteilung
von Cx 43 GJ und z.T. erhohte Cx 43-Expression beschrieben. Im Vergleich zu den
am Ventrikel durchgefithrten Studien 146t sich dies eventuell damit erkldren, daf
im Zusammenhang mit atrialer Arrhythmie tiberwiegend akute Verdnderungen
untersucht wurden und sich nur wenige Studien mit der Verédnderung von Cx 43
bei wirklich chronischem Vorhofflimmern beschéftigen.

Dupont et al. ' untersuchten die rechten Herzohren von Bypasspatienten, bei
denen post operativ z.T. Vorhofflimmern auftrat. Generell tritt Vorhofflimmern,
assoziiert mit einer sterilen, OP-bedingten Perikarditis, bei bis zu 40% der
Patienten nach Kardio-Thorax-Chirurgie auf. Diese Untersuchung ergab keine
quantitativen Unterschiede von Cx 43 in Geweben von Patienten mit
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Vorhofflimmern post OP und Geweben von Patienten mit Sinusrhythmus post OP,
aber deutliche Unterschiede in der Cx 40-Expression.

 ergaben ebenfalls

Experimente mit induziertem Vorhofflimmern bei Ziegen *?
keine quantitativen Verdnderungen fiir Cx 43 (-mRNA und -Protein).
Van der Velden et al. ? beschrieben neben veridnderter Leitungsgeschwindigkeit im
Atrium der Ziegen eine verstirkt laterale Anordnung von Cx 43, Ausma et al. *°
dagegen eine unveridnderte Lokalisation im Bereich des ID, wenn auch mit mehr

disperser Verteilung.

1. '** induzierten bei Hunden Vorhofflimmern, allerdings fiir den relativ

Elvan et a
geringen Zeitraum von 10-14 Wochen und beschrieben nach konfokaler
Quantifizierung vermehrt Cx 43 gegeniiber Hunden mit Sinusrhythmus und eine
zunehmende Lateralisierung der GdJ.

Weitere grundsiitzlich vergleichbare Studien an Hunden ?"%'* beschridnkten sich
auf morphologische Untersuchungen und nahmen keine immunhistochemische

Darstellung der GJ-Proteine vor.

Das Ergebnis der hier vorliegenden Arbeit zeigt zwei wesentliche Verdnderungen
der Cx 43 GJ bei chronischem Vorhofflimmern:

1) Cx 43 war im Gewebe der Maze-Patienten um 58 % (RAA) bzw. um 40 % (RFW)

reduziert.

2) Im Gewebe der Maze-Patienten lag ein deutliches remodeling von Cx 43 GdJ vor.

Beide Verdnderungen treten unabhéngig von bestehenden Grunderkrankungen
oder klinischen Parametern sowohl in Atrium- als auch in Appendixgewebe der
Maze-Patienten, nicht aber bei Sinusrhythmus und dhnlichen Grunderkrankungen
auf und zeigen deutliche Ubereinstimmung mit den oben beschriebenen
Verdnderungen von Cx 43 bei ebenfalls chronischen, mit Arrhythmie assoziierten
Erkrankungen ventrikuldren Myokards.

Somit kann hier eindeutig ein bestehender Zusammenhang zwischen
Verdnderungen von Cx 43 GJ und chronischem Vorhofflimmern bestétigt werden.

Die quantitativ signifikant reduzierte Cx 43-Expression und die damit verbundene
verminderte Zellkopplung resultiert in ventrikuldrem Myokard in verlangsamter
Weiterleitung und erhoht die Diversitdt der Aktionspotentialdauer. Durch diese
lokale Inhomogenitit wird die anisotrope Leitung nicht-uniform verdndert. Manche
Autoren sehen den Mechanismus, durch den verminderte Zellkopplung
préadisponierend fiir Arrhythmien wirkt auch im Zusammenhang mit den
Aktionspotentialcharakteristika individueller Myozyten: Humane und canine
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Myozyten haben, wahrscheinlich aufgrund unterschiedlicher Kaliumkanal-
Eigenschaften, sowohl in normalem als auch in erkranktem Ventrikelmyokard,
Unterschiede in der Dauer der Aktionspotentiale innerhalb verschiedener Regionen
gezeigt '°®. Diese Unterschiede konnen mittels entsprechender Zellkopplung durch
Modulation der Aktionspotentialdauer zum Erreichen einer homogenen
Depolarisation in vivo maskiert werden, wohingegen eine Reduktion der
interzelluldren Verbindung die Inhomogenitit der Leitung wieder hervortreten
laBt 10,138.

Prinzipiell sind diese Mechanismen sicher auch entsprechend auf atriales Myokard
anwendbar. Da aber aus den Ergebnissen verschiedener Studien Hinweise dafiir
vorliegen, dafl das im Atrium vorhandene Cx 40 die beeintrichtigte Funktion
reduzierter Cx 43 GdJ ersetzen kann, ist bei chronischem Vorhofflimmern eine
weitere Differenzierung notwendig.

Unter der Voraussetzung einer normalen Expression und Verteilung von Cx 40,
mul} die Reduktion von Cx 43 nicht zwingend auch im Atrium in verlangsamter
Weiterleitung resultieren, sondern wird die anisotropen Eigenschaften des Gewebes
moglicherweise nur in geringem Ausmal} verdndern. Bei den im Gewebe der hier
untersuchten Maze-Patienten gleichzeitig bestehenden Verdnderungen der Cx 40
GdJ sind dagegen komplexe, eventuell auch additive Auswirkungen, die dann zu
dhnlich verlangsamter und heterogener Weiterleitung wie in ventrikuldrem

Myokard fithren konnen, wahrscheinlich.

Derzeit ist zu wenig tuber die komplexe Regulation der Connexinexpression unter
normalen und pathologischen Bedingungen bekannt, um eine definitive Aussage
iiber die primére Ursache der Connexinreduktion treffen zu kénnen.

Die {iiberwiegend einheitlich bestdtigte verminderte Cx-Expression unter
ischdmischen Bedingungen gibt Hinweise darauf, daf} es sich eventuell auch bei
chronischem Vorhofflimmern um einen metabolisch defizitdren Zustand handelt.
Die im Gewebe der Maze-Patienten zumindest lokal stark ausgeprigten
ultrastrukturellen Verdnderungen konnen als bestédtigende Anzeichen dafiir und
als eventuell unterstiitzende Faktoren interpretiert werden, erscheinen insgesamt
allerdings zu geringfiigig, um als priméar urséchlich fiir die Reduktion von Cx 43
angesehen zu werden.

Eine weitere mogliche Ursache der Connexinreduktion stellt die bereits unter
Kapitel V.6. beschriebene Aktivierung des kardialen Renin-Angiotensin-Systems
bei chronischem Vorhofflimmern dar. Neben der erwdhnten Aktivierung von
Mechanismen, die fibrotische Verdnderungen auslésen bewirkt Angiotensin II in
adulten ventrikuldren Kardiomyozyten der Ratte auch eine Verminderung und
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Umverteilung von GJ ™. Diese Wirkung, die wahrscheinlich auf verinderter
Cx-Phosphorylierung durch Protein-Kinasen beruht, konnte mit Enalapril (ACE-
Hemmer) verhindert werden.

In experimentellen Untersuchungen an Hamstern wurde im Zusammenhang mit
einer erhohten ACE-Aktivitdt bei Kardiomyopathie auch eine Zellentkopplung und
verminderte zelluldre Kommunikation durch Angiotensin I und II nachgewiesen,

die ebenfalls mit ACE-Inhibitoren antagonisiert werden konnte **°.

Eine Reduktion von GJ konnte daneben eventuell auch noch in entferntem
Zusammenhang mit den, bei der ultrastrukturellen Untersuchung beschriebenen,
verminderten atrialen Granula im Gewebe der Maze-Patienten stehen. Diese
Granula enthalten den atrialen natriuretischen Faktor / Peptid (ANF / ANP), der
u.a. an der hormonalen Kontrolle des Elektrolyt- und Wasserhaushaltes durch
forcierte Natriurese und Diurese beteiligt ist. Erhéhte Vorhofdehnung bewirkt die
Ausschiittung von ANF und konnte die im Gewebe der Maze-Patienten verminderte
Anzahl atrialer Granula erkldren. Es ist bekannt, dafl der Plasmaspiegel von ANF
bei atrialen Tachyarrhythmien ansteigt **. Unklar dagegen ist derzeit, ob die noch
nicht genau untersuchten elektrophysiologischen Effekte von ANF auf direkten
Veridnderungen von Ionenkanilen am Herzen (ANF scheint zu verminderter Ca®
und K'-Spannung zu fithren) oder auf einem indirekten Einflufl des autonomen
Nervensystems beruhen *°. De Mello et al. " beschrieben in diesem Zusammenhang
auch eine Verminderung von GJ durch ANF bei kardiomyopathischen Hamstern, so
dal3 dieser Aspekt auch bei chronischem Vorhofflimmern zumindest hypothethisch
in Betracht gezogen werden kann.

Hinsichtlich der Umverteilung war bei den Maze-Patienten sowohl eine extreme
Lateralisierung, dhnlich der am ventrikuldren Myokard bei Ischdmie innerhalb der
Infarkt ,border zone“ von Peters '>*), Smith et al. '® u.a. Beschriebenen, als auch
eine diffuse Verteilung iiber die gesamte Zelloberfldche, dhnlich der des neonatalen
bzw. juvenilen Gewebes, auffallend.

Beide Verteilungsmuster konnen nachhaltig die normale Anisotropie des atrialen
Myokards verdndern.

Die neonatale / juvenile Verteilung, bei der nur wenige GdJ in einzelnen IDs
organisiert sind, fiihrt zur starken Reduktion der Anisotropie. Die Zunahme
lateraler Verbindungen verbessert die transverse Weiterleitung gegentiiber der
reduzierten longitudinalen und fiihrt so ebenfalls zur verminderten Anisotropie.

Das Ergebnis anderer Untersuchungen, dal3 es sich bei den lateralen Zellkontakten
iiberwiegend um anulare GJ handelt °?, die somit einer Reduktion lateraler
Zellverbindungen gleichzusetzen wéire, konnte in der vorliegenden Studie nicht
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bestétigt werden. Zu der immunhistochemisch stark ausgeprégten Lateralisierung
von Cx 43 tragen im Gewebe der Maze-Patienten sowohl intakte, funktionelle Gd-

Membranen als auch anulare Strukturen bei.

Die elektronenmikroskopische Untersuchung zeigte, unter Beriicksichtigung der
der GroBenverhéltnisse im Ultradiinnschnitt, eine betridchtliche Anzahl intakter
lateraler Glanzstreifen wie auch isolierter lateraler gap junctions. Daher ist davon
auszugehen, daf} es sich zumindest bei einigen dieser lateralen Zellkontakte um
funktionstiichtige GJ-Kanile handelt, die den oben beschriebenen Einflufl auf die
Anisotropie ausiiben kénnen. Daneben waren aber auch zahlreiche anulare GJ im
Gewebe der Maze-Patienten vorhanden.

Anulare oder vesikuldre, GJ beeinhaltende Strukturen werden hé&ufig in
degenerierenden Myozyten in Assoziation mit Fibrose oder in ischdmischem
Gewebe bei verschiedenen Herzerkrankungen ' sowie auch wéihrend des postnatal
stattfindenden remodelings "*° beschrieben und als via Endocytose internalisierte
GJ-Membranen angesehen, die dem intrazelluldren Abbau unterliegen **". Auch
wenn es sich bei diesen anularen Strukturen teilweise um artifizielle in der
Schnittebene liegende, stark gewundene, undulierende Membranabschnitte des
IDs "'*? handeln kénnte, 148t die in dieser Arbeit vorgefundene meist vollstindig
intrazelluldre Lokalisation eher eine Internalisierung vermuten und weist auf
einen GJ-Abbau hin.

Da keine elektronenmikroskopische Quantifizierung vorgenommen wurde, war ein
préaferentieller Abbau entweder lateraler oder endstdndiger Zellkontakte hier nicht
erkennbar.

Anulare GJ traten im Gewebe der Maze-Patienten sowohl in der Nédhe intakter
endstidndiger IDs, als auch an den lateralen Zellgrenzen intakter oder degenerierter
Myozyten auf. Bei den ebenfalls hédufig an den lateralen Zellmembranen zum
angrenzenden Extrazellularraum auftretenden anularen GJ-Membranen handelt es
sich vermutlich um die oft deplaziert von ihrer normalen Lokalisation vorhandenen
GdJ, die in unmittelbarer Ndhe zum Extrazellularraum keine Funktion mehr
erfiilllen konnen. Diese nicht mehr ldnger ausschlieBlich in der Néahe der
stabilisierenden Adhérenzverbindungen lokalisierten, isolierten ,Non disc-GdJ*,
werden eventuell vermehrt verletzbar durch Zugkriéfte der extrazellularen Matrix
und daher selektiv internalisiert.

Ein weiteres auffallendes Phidnomen waren die oft an Stellen, wo der ID die
lateralen Zellmembranen erreicht, unter den iberlappenden Fortsidtzen des
Sarkolemm auftretenden GJ. Diese erkldren den relativ hédufigen
immunhistochemischen, paradox erscheinenden Befund, daf} eine intensive Cx 43-

Markierung in unmittelbarer Ndhe zum angrenzenden Bindegewebe sichtbar war
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und stellten meist ausgeprigte GJ-Membranen an Zellfortsidtzen zwischen
benachbarten Myozyten dar, die aufgrund der zu geringen Auflésung im

Fluoreszenzmikroskop nicht erkennbar waren.

Die der ausgepridgten Umverteilung der GJ bei Vorhofflimmern zugrunde liegenden
Mechanismen sind unbekannt.

Eine sehr detaillierte elektronenmikroskopische und immunhistochemische
Untersuchung von Kostin et al.'® belegte die Reproduzierbarkeit der
charakteristischen in vivo GJ-Unterschiede zwischen adultem atrialen und
ventrikuldren Rattenmyokard im ARC-Modell und konnte somit eine grundsétzlich
intrinsische Regulation der gewebespezifischen GdJ-Verteilung nachweisen.
Unter nicht mehr physiologischen Verhéltnissen sind daneben aber auch zahlreiche
extrinsische Faktoren zu beriicksichtigen.

Die Lateralisierung der GJ kann zum einen eine Kompensation der verdnderten
Anisotropie aufgrund der verminderten Cx-Expression, zum anderen aber v.a. eine
Kompensation der lateralen Zellentkopplung aufgrund der hochgradigen Fibrose
darstellen. Da bereits die normale altersbedingte Reduktion lateraler Zellkontakte
durch Fibrose zu nicht uniformer Anisotropie fiihrt, erscheint eine
kompensatorische Umverteilung von GJ an die lateralen Zellgrenzen zum
Ausgleich einer beeintrichtigten transversen Leitung, in Ubereinstimmung mit der
Theorie von Spach et al. '** und anderen, als geeignet, um die Entstehung von

reentry-Kreisldufen zu verhindern.

Desweiteren ist auch die Kompensation metabolischer Prozesse denkbar, da in vitro
Untersuchungen zeigen konnten, dafl Hypoxie, Azidose sowie erhohte intrazelluldre
Ca**-Konzentration zur Entkopplung v.a. lateraler GJ '* und zur verminderten
transversen Weiterleitung fithren und die elektronenmikroskopischen Befunde der
hier vorliegenden Studie zumindest in einigen Bereichen der Gewebe Anzeichen fiir
eine ischdmische Zellschéddigung ergaben.

Auch durch Angiotensin II ausgeloste, Erk vermittelte Zell(de)differenzierungs-
prozesse stellen wiederum eine weitere mogliche Ursache der Cx - Umverteilung
dar. Das Einsetzen moglicher Dedifferenzierungsvorgédnge bei Vorhofflimmern
wurde bereits von Ausma et al. *° diskutiert, die einen embryonalen Phénotyp der
Kardiomyozyten als wesentliche Folge von induziertem Vorhofflimmern bei adulten
Ziegen beschrieben. In diesen Zellen wurde immunhistochemisch u.a. eines der fiir
embryonales Myokard spezifischen Proteine (a-smooth muscle actin) nachgewiesen,
wéhrend ein erst postnatal vorhandenes Protein (Cardiotin) fehlte und Titin eine
embryonalen Zellen entsprechende Anfiarbung zeigte. Die Ursache dieser
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Verdnderungen wurde von den Autoren in der verminderten Kontraktion der
Myofibrillen bei Vorhofflimmern vermutet.

Grundsiétzlich kann sowohl die Lateralisierung als auch die diffuse Umverteilung
von GdJ, zumindest auf zelluldarer Ebene, als kompensatorische Reaktion
beeintriachtigter Myozyten, auf das Vorhofflimmern selbst oder auf die diesem
zugrundeliegenden initialen Ursachen angesehen werden. Andererseits kann dieses
zundchst kompensatorische remodeling auf multizelluldrer Ebene auch lokale
Leitungsstorungen hervorrufen, die Arrhythmogenitidt des Gewebes durch
Inhomogenitit der Leitung erhéhen und so zur Aufrechterhaltung der Arrhythmie
beitragen.

7.2. Connexin 40

Uber die offensichtlich sehr speziesabhingige ,normale“ Expression von Cx 40 in
unterschiedlichen kardialen Geweben existieren kontroverse Ergebnisse, die sich
aber zumindest teilweise durch technische Schwierigkeiten bei der
Gewebefixierung, Affinitdt oder Spezifitidt der verschiedenen Antikoérper bei
unterschiedlichen Tierarten erkldren lassen ®. Die verschiedenen Auffassungen
iiber die spezifische biologische Funktion dieser Connexinisoform unter
physiologischen Bedingungen und v.a. auch bei der Arrhythmieentstehung bleiben

jedoch weiter umstritten.

Cx 40-Kanédle weisen insgesamt die schnellste einheitliche Weiterleitungs-
geschwindigkeit (200 pS) und den geringsten Widerstand innerhalb aller bekannten

Connexinisoformen auf.

Daher wird die im Vergleich zum ventrikuldren Arbeitsmyokard extrem schnelle
und anisotrope Weiterleitung in Atrium oder Purkinjefasern auf die in diesen
Geweben verstirkt oder exklusiv vorhandenen Cx 40 GdJ zuriickgefiihrt '*%546067,
Daneben wurde Cx 40 aber auch in Geweben mit nur geringer
Weiterleitungsgeschwindigkeit wie Sinus- und AV-Knoten nachgewiesen "%, Als
mogliche Erkldrung fiir diese zunédchst paradox erscheinende Proteinverteilung
wurden diverse andere komplexe Zusammenhédnge, die zu den verschiedenen
Gewebeeigenschaften in unterschiedlichen Regionen beitragen konnen angefiihrt.
So konnten z.B. in den unterschiedlichen Geweben ebenfalls Unterschiede in der
(De-)Phosphorylierung oder der Regulation des Offnungszustandes der Cx 40-
Kanile sowie in Anzahl und Groéfe der GJ vorhanden sein oder auch andere
Faktoren wie z.B. die unterschiedliche Zellform, die anisotropen Eigenschaften
entscheidend beeinflussen '"*. In Sinus- und AV-Knoten liegt Cx 40 in Form

10,17 1 63

weniger und kleinerer GJ als beispielsweise im Atrium vor "', und Gourdie et a
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konnten, zumindest am Rattenherzen, eine hundertfache Zunahme der Connexin-
40-Menge vom AV-Knoten bis zu den Purkinjefasern in Ubereinstimmung mit den
unterschiedlichen Leitungsgeschwindigkeiten innerhalb der reizweiterleitenden
Gewebe nachweisen.

Neben der schnellen Leitungsgeschwindigkeit wird die Funktion der Cx 40-
Expression in bestimmten Herzregionen auch verstdrkt in der Separation von
Geweben mit unterschiedlichen Leitungseigenschaften (Knoten- oder
Leitungsgewebe vom Arbeitsmyokard) aufgrund der (In-)Kompatibilitdt bestimmter
Connexinisoformen gesehen "%, die eine schnelle bzw. gezielte Weiterleitung der
Aktionspotentiale in distaler Richtung gewdihrleistet *2.

Die Anzahl der Studien, die Cx 40 mit Herzerkrankungen und Arrhythmien in
Verbindung bringen, ist ungleich geringer, wahrscheinlich bedingt durch die
spezifische Expression in Atrium und reizleitendem Gewebe.

Die im Zusammenhang mit Cx 43 unter Kapitel V.7.1. bereits erwdhnte Studie von
Thomas et al. ® an isolierten Herzen von Cx 43 +/- Mdusen, deren Ergebnis zwar
eine um 38% verringerte Leitungsgeschwindigkeit im Ventrikel, aber unverédnderte
Leitungsgeschwindigkeit im Atrium und unverédnderte atriale EKG-Parameter
darstellte, zeigt das mogliche Ausmall der Bedeutung von Cx 40 gegeniiber Cx 43
fiir die Aufrechterhaltung normaler Impulsweiterleitung unter pathologischen
Bedingungen im Atrium *°.

Auch andere Untersuchungen an transgenen Tieren gaben Hinweise darauf, daf3

Cx 40 zumindest prinatal Cx 43 ersetzen kann **%,

Mausmodelle mit selektivem Cx 40 knock out zeigten dagegen eine deutlich (30%)
verlangsamte Leitung in Atrium *° und ventrikuldrem Leitungssystem ", partiellen
AV-Block und teilweise Arrhythmie ® und bestétigten so die wesentliche Funktion
von Cx 40 GJ im Atrium.

Ansonsten werden im Zusammenhang mit atrialen Arrhythmien meist erhoshte
Cx 40-Expression sowie verdnderte Verteilung beschrieben — allerdings mit
ebenfalls kontroversen Ergebnissen:

Van der Velden et al. >*® stellten nach induziertem Vorhofflimmern bei Ziegen zwar
weder Verdnderungen von Cx 43 noch Cx 40 (mRNA und Protein) fest, beschrieben
aber eine heterogene Anfiarbung von Cx 40 GdJ. Neben dhnlich homogen wie fiir
Cx 43 angefidrbten Bereichen, lagen nach Vorhofflimmern in ca. 25% der
untersuchten Gewebefldche auch 0,15-0,6 mm grofle schwach gefidrbte Areale bei
unverdnderter Cx 40 mRNA vor.

Van der Velden et al. >°°® sahen diese Heterogenitit — trotz unverinderter atrialer
Leitungsgeschwindigkeit — als mogliche Ursache fiir die Entstehung von
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Weiterleitungsheterogenitidten an, die aufgrund technischer Limitationen nicht
nachweisbar waren.

Eine dhnliche Inhomogenitit der Cx 40-Fiarbung beschrieben Dupont et al. ' bei
der Untersuchung der Herzohren von Bypass-Patienten. Allerdings wurden diese
schwach gefidrbten Areale, sowohl im Gewebe von Patienten mit Vorhofflimmern
post OP als auch bei Sinussrhythmus post OP, im gesamten Myokard
nachgewiesen. Somit bleibt unklar, ob es sich um eine normale Verteilung oder die
Konsequenz eines physiologischen oder pathologischen Prozesses handelt.
Zusdtzlich ergab dieselbe Untersuchung von Dupont et al. ' aber eine Erhéhung
der Cx 40 mRNA um 50% und eine signifikante Erhohung von Cx 40-Protein bei
Patienten, die post OP Vorhofflimmern entwickelten, wihrend fiir Cx 43 keine
Unterschiede nachweisbar waren.

Ebenfalls Dupont et al. '** beschrieben im Rahmen einer weiteren Studie eine
Erhéhung von Cx 40 (mRNA und Protein) im ventrikuldren Myokard
(GefdaBlendothel und endokardial assoziiert mit Purkinjefasern) von Patienten im
Endstadium ischdmischer Kardiomyopathie nicht aber bei idiopathischer DCM,
wéhrend Cx 43 bei beiden Erkrankungen reduziert war.

Bastide et al. ®® beschrieben im ventrikuldren Rattenmyokard, kontrovers zu
anderen Untersuchungen, die Kolokalisation von Cx 40 und 43, fanden bei
Hypertonie eine 3,1 fach erhohte Cx 40-Expression bei gleichzeitig 3,3 fach
verminderter Cx 43-Expression und betrachteten den Cx 40 Anstieg als logische
Kompensation der Cx 43-Abnahme.

Am Hypertonie induzierten hypertrophen Rattenherzen wurde ebenfalls eine

21,64

erhohte Cx 40-Expression in Purkinjefasern und im Arbeitsmyokard '!

beschrieben, wiahrend im ventrikuldren Myokard von Ratten nach Infarkt Cx 40
unveridndert war *® .

Das Ergebnis der hier vorliegenden Arbeit zeigt zwei wesentliche Verdnderungen
der Cx 40 GJ bei chronischem Vorhofflimmern:

1) Cx 40 war im Appendixgewebe der Maze-Patienten um 35% reduziert wiahrend

im Atrium eine tendenzielle Zunahme von Cx 40 vorlag.

2) Im Gewebe der Maze-Patienten lag ein deutliches, mit Cx 43 kolokalisiertes,

remodeling von Cx 40 GdJ vor.
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Diese Ergebnisse stimmen mit denen anderer Untersuchungen nur bedingt
iiberein. Die Unterschiede sind wiederum durch den limitierenden zeitlichen Faktor
im Tierexperiment bzw. bei akutem Vorhofflimmern post OP erklérbar.

Vermutlich ist die verstidrkte Cx 40-Expression bei den beschriebenen (sub-) akuten
Prozessen parallel zu einem akuten Anstieg der Cx 43-Expression zu sehen und als
generelle adaptive Reaktion des Myokards an akute Schiddigung zu bewerten.
Demzufolge ist anzunehmen, dall dhnlich wie bei Cx 43 im Verlauf chronischer
Erkrankungen ebenfalls eine Reduktion auch der Cx 40 Expression eintritt.

1. 2°® und Dupont et al. * beschriebene Inhomogenitét

Die von Van der Velden et a
der Cx 40-Farbung konnte weder bei der Untersuchung von Gewebe der Maze-
Patienten noch fiir Kontrollgewebe bestédtigt werden. Stattdessen lag im Gewebe
der Maze-Patienten eine erhéhte Inhomogenitidt der Cx 40-Verteilung im Sinne

einer unterschiedlichen Expression in den unterschiedlichen atrialen Geweben vor.

Die der Cx 40 Reduktion zugrundeliegenden moglichen Ursachen stimmen
wahrscheinlich mit den fiir die Cx 43 Reduktion diskutierten Ursachen iiberein,
sind aber zum jetzigen Zeitpunkt ebenfalls nicht abschlieBend zu erkliren. Uber die
Regulation der Expression von Connexin 40 ist selbst unter physiologischen
Bedingungen nahezu nichts bekannt. Die in der vorliegenden Untersuchung
beschriebene bestehende Korrelation zwischen der Menge von Cx 40 und 43 bei
Sinusrhythmus und deren Fehlen bei chronischem Vorhofflimmern deutet darauf
hin, dafl in ,fibrillierenden“ Myozyten eine separate Regulation der beiden

Connexinisoformen erfolgt.

Eine erhohte Cx 40-Expression bei bereits verminderter Cx 43-Expression erscheint
als sinnvolle Kompensation der verminderten Zellkopplung durch eine schnellere
Weiterleitung. Eine Reduktion beider Isoformen hat demgegeniiber eher
dekompensatorischen Charakter.

Unter Vernachldssigung der bisher noch nicht bekannten Bedeutung des
Phosphorylierungszustandes von Cx 40 ist davon auszugehen, daf3 eine Reduktion
dieser schnell leitenden Kanile in einem, im Vergleich zu den beschriebenen
Verdnderungen der Cx 43 Gd, noch stidrker erhohten intrazelluldren Widerstand
und eine Lateralisierung in einer verbesserten und schnelleren transversen

Leitungsgeschwindigkeit und Verdnderung der Anisotropie resultiert.

Auf multizelluldrer Ebene kann die Umverteilung von Cx 40 und die inhomogene
Expression in verschiedenen atrialen Regionen aber auch, dhnlich wie die
Umverteilung von Cx 43, zur Entstehung von lokalen Leitungsstéorungen und
reentry-Kreisldufen beitragen.
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8. N-Cadherin

Die wesentliche Funktion von N-Cadherin hinsichtlich der Formation von GdJ
innerhalb des IDs konnte, wie in Kapitel II. 3.4. beschrieben, durch viele
diesbeziigliche Studien iibereinstimmend bestétigt werden.

Die Bedeutung von N-Cadherin bei der Arrhythmieentstehung wurde bislang nur
marginal untersucht, und iber quantitative oder qualitative Verdnderungen der

Adhéarenzverbindungen bei Vorhofflimmern liegen kaum Literaturangaben vor.

1%

Ausma et a untersuchten in einem ihrer Ziegenmodelle neben Cx 43 auch

N-Cadherin, konnten aber keinerlei Verdnderungen bei Vorhofflimmern feststellen.

Eine Untersuchung von Saffitz et al. '® an Cx 43 +/- Mdusen mit um 50%
verringerter Cx 43-Menge und verminderter GJ-Anzahl, aber ultrastrukturell
normaler Anzahl und Grofle der f. adherentes zeigte, dall verminderte elektrische
Kopplung der Kardiomyozyten keinen Einflull auf die mechanische Kopplung zu
haben scheint. Umgekehrt hidtte eine reduzierte mechanische Kopplung
wahrscheinlich aber eine verminderte elektrische Kopplung zur Folge, da die
Anwesenheit der Adhédrenzverbindungen im ID essentiell fiir die mechanische
Annédherung und Verbindung benachbarter Zellmembranen und den nachfolgenden
Einbau und die Stabilitdt von GJ ist.

Die quantitative Beurteilung von N-Cadherin in der vorliegenden Arbeit ergab
keinen Unterschied zwischen Vorhofflimmern und Sinusrhythmus. Qualitativ fiel
immunhistochemisch besonders die deutliche Umverteilung von N-Cadherin an die
lateralen Zellgrenzen auf. Diese Umverteilung stellt eine der Voraussetzungen fiir
die Funktion der dort lokalisierten GdJ dar, und an Stellen, wo GdJ isoliert von
Adhédrenzverbindungen vorlagen, traten mehr anulare GJ auf. Erweiterte
Adhédrenzverbindungen sowie andere Verdnderungen wie irreguldre, stark
gewundene IDs oder erweiterte unspezialisierte Membranregionen, die auch im
Gewebe der Maze-Patienten vorhanden waren, werden auch in anderen

51,52,128,130 und Slnd

morphologischen Untersuchungen mit Arrhythmien beschrieben
eher im Zusammenhang mit der atrialen Dilatation und den gefundenen
degenerativen Verdnderungen sowie der teilweise gestérten Myofibrillenanordnung
zu interpretieren. Ein weiterer hdufiger Befund waren die immer wieder im
Gewebe der Maze-Patienten auffallenden Ansammlungen abnormen
elektronendichten Materials, die in anderen ultrastrukturellen Untersuchungen
iibereinstimmend als abnormes Z-Band-Material beschrieben wurden ***'*, Unter
Beriicksichtigung der immunhistochemischen N-Cadherinverteilung und der

hdufigen Lokalisation dieser elektronendichten Strukturen an den lateralen
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Zellgrenzen, sind diese zumindest zum Teil als umverteilte fasciae adherentes zu

bewerten.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene gleichzeitige Lateralisierung aller
Arten der Zellverbindung bestitigt die Hypothese, dafl eine Umverteilung
mechanischer Zellkontakte die Voraussetzung fiir ein remodeling von GJ darstellt.

Die auch bei Vorhofflimmern noch erhaltene Korrelation zwischen der N-Cadherin-
Menge und der Summe beider Cx -Isoformen spricht nicht nur fiir die Reversibilitit
der beschriebenen Verdnderungen, sondern ldBt auch vermuten, dall die
unverdnderte N-Cadherin-Menge der Aufrechterhaltung einer ausreichenden Cx-
Menge dient.

9. Klinische Relevanz

Die hohe Prévalenz von Vorhofflimmern bei Mensch und Tier sowie die mit dieser
Erkrankung assoziierten u.U. letalen Risiken machen eine adédquate kausale
Therapie und Prophylaxe bei bestehenden pradisponierenden Faktoren dringend
erforderlich.

Alle bis heute zur Verfligung stehenden pharmakologischen Therapiemdoglichkeiten
koénnen, sowohl in der Human- als auch der Veterindrmedizin, jedoch haufig nur
begrenzten Behandlungserfolg gewéhrleisten.

Bei gleichzeitig bestehender Herzinsuffizienz oder vor der Anwendung anderer
Antiarrhythmika, besteht die bisherige symptomatische Behandlung iiberwiegend
im Einsatz von Herzglykosiden zur Verbesserung der Kontraktionskraft und
Senkung der Ventrikelfrequenz. Digitalispréaparate fithren aufgrund ihrer geringen
therapeutischen Breite und ihrer positiv bathmotropen Wirkung hédufig aber auch
zu adversen Effekten, ohne das eigentliche Therapieziel zu erreichen.

Bei erfolgloser Digitalisierung oder bei sympathikoton oder hyperthyreotisch
bedingtem Vorhofflimmern besteht die Moglichkeit der symptomatischen
Frequenzsenkung mit B-Adrenolytika (Propanolol, u.a.). Daneben stehen
unterschiedliche Antiarrhythmika, v.a. Klasse Ia (Chinidin, Procainamid, u.a.) oder
Klasse Ic (Flecainid, u.a.) sowie Calciumantagonisten (Verapamil) der Klasse IV,
fiir die Anwendung bei Vorhofflimmern zur Verfiigung, deren therapeutischer
Nutzen aber durch kardiodepressive und negativ inotrope Wirkungen limitiert

wird.

Die Verwendung der iiblicherweise eingesetzten Antiarrhythmika zur (selektiven)
Blockade von Ionenkanidlen basiert auf Ergebnissen elektrophysiologischer
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Forschung, die Vorhofflimmern auf Verdnderungen der aktiven Membran-
eigenschaften mit verkiirzter ERP und verdnderten AP-Charakteristika
zurickfithren. Ausgehend von der Hypothese, dal3 die erh6hte Frequenz mit hohem
Ca?-Einstrom assoziiert ist und ein Ca®*-UberschuB8 den Hauptgrund fiir die
verminderte ERP und nachfolgende elektrophysiologische Verdnderungen darstellt,
wurden in einigen Studien die Effekte von Ca*-Antagonisten bei Vorhofflimmern
untersucht. In der Literatur existieren tibereinstimmende Hinweise, dall Verapamil
bis zu einem gewissen Grad das elektrische remodeling in der Anfangsphase des
Vorhofflimmerns verzégern kann *%%°:

Experimentell reduziert Verapamil friihe elektrophysiologische Verdnderungen,
verindert aber nicht die Induzierbarkeit von Vorhofflimmern *. Eine Verkiirzung
der ERP konnte im Tierversuch nur wihrend der ersten 24 Stunden erreicht
werden, bei lidnger bestehender Arrhythmie war kein priventiver Erfolg mehr

erzielbar %,

Nach derzeitigem Kenntnisstand treten Verdnderungen der Ionenkanile als
Antwort auf zahlreiche Strefvariationen (bei hoch frequenten aber noch nicht
fibrillierenden, bei dilatierten nicht fibrillierenden sowie auch bei chronisch
fibrillierenden Vorhéfen) auf?’, und es gibt zunehmende Belege dafiir, da3
Verdnderungen der passiven Gewebewiderstidnde unabhéingig von Ionenkanélen
verantwortlich fiir Leitungsstorungen sein konnen. Der begrenzte Erfolg der
iiberwiegend verwendeten Antiarrhythmika kann dadurch vermutlich erklart

werden.

Vorhofflimmern tritt bei 50% der Patienten trotz pharmakologischer Therapie
unabhingig von den eingesetzten Medikamenten erneut auf **, und das Versagen
selbst selektiver Ionenkanalblocker macht deutlich, daf3 es sich bei Vorhofflimmern
wahrscheinlich nicht primdr um ein Problem von Ionenkanélen einzelner Zellen
handelt, sondern um verdnderte (passive) elektrische Eigenschaften eines gesamten
Gewebes.

Demzufolge erscheint es notwendig, auch andere Ansatzpunkte fiir zukiinftige

Therapien in Erwidgung zu ziehen.

Ein remodeling von GJ wurde bei verschiedenen Formen kardialer Erkrankungen
beschrieben und konnte in der vorliegenden Arbeit auch fiir chronisches
Vorhofflimmern bestétigt werden. Somit ist die Beseitigung potentiell reversibler
struktureller Storungen und die Wiederherstellung normaler interzelluldrer
Verbindungen, als ein neues, vielleicht effektiveres Behandlungsziel vorstellbar.
Die komplexen Mechanismen der Regulation der gewebespezifischen

Connexinexpression, in die eine solche Therapie eingreifen miifite, sind aber immer
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noch unklar. So konnte eine potentielle therapeutische Strategie bei Arrhythmien
aufgrund beeintrédchtigter Zellverbindung, in der Intervention in den
Connexinabbau liegen. Derzeit ist jedoch noch fraglich, ob durch Inhibition
lysosomalen oder proteasomalen Abbaus akkumulierendes Connexin in
funktionierenden Kanilen lokalisiert ist und so EinfluB} auf die Weiterleitung hat .
Aus der gewebespezifischen Expression unterschiedlicher Connexinisoformen und
dem auch aus dieser Arbeit resultierenden Hinweis auf eine unterschiedliche
Regulation von Cx 40 und 43 bei Vorhofflimmern, ergibt sich potentiell die
Moglichkeit, spezifisch GJ von Atrium und Ventrikel pharmakologisch zu
beeinflussen. So konnte eventuell selektiv die atriale oder ventrikulédre elektrische
Kopplung moduliert werden, ohne die interzelluldren Verbindungen der jeweils
anderen Kammer zu beeintriachtigen. Auch iiber die Auswirkungen der (De-)
Phosphorylierung, v.a. auf Cx 40, ist bisher zu wenig bekannt, um sie bereits als
ebenfalls selektiven, moglichen therapeutischen Angriffspunkt tiber die damit
verbundene Anderung der Leitungsgeschwindigkeit der interzelluldren Kanile

nutzen zu kénnen.

Dagegen existieren konkrete Hinweise, dall umgehende Kardioversion nicht nur
erfolgreicher ist, wenn Vorhofflimmern erst kurzzeitig besteht *?, sondern auch
fortschreitendem remodeling und der Zunahme von Dauer und Haufigkeit der
Paroxysmen vorbeugen kann *°. Bei Ziegen mit dreiwéchigem Vorhofflimmern
konnten eingefiigte Perioden mit Sinusrhythmus die durch Vorhofflimmern
induzierten Verdnderungen verhindern, und nachfolgende Episoden wurden nicht
chronisch *.

Bei Patienten mit chronischem Vorhofflimmern besteht eine Korrelation zwischen
der Dauer der Erkrankung und der Zeit, die bendtigt wird, um nach Kardioversion
die kontraktile Funktion der Vorhofe wiederherzustellen . Die in der vorliegenden
Arbeit beschriebenen substantiellen Verdnderungen subzelluldrer Strukturen und
der EZM nach langandauerndem Vorhofflimmern erkldren, dal nach
Wiederherstellung des Sinusrhythmus keine sofortige Erholung stattfindet und
warum frithzeitige Kardioversion erfolgreich sein kann, weisen aber auch auf eine
mogliche Reversibilitdt zumindest der verdnderten Connexinexpression hin.
Inwieweit die beschriebenen extensiven fibrotischen Verdnderungen reversibel

sind, ist jedoch fraglich.

Inzwischen scheint erwiesen, dafl Pharmaka wie selektive ACE-Hemmer, die auf
das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System zielen, Fibrose vorbeugen und sie sogar
revidieren kénnen ''%'*, Desweiteren haben klinische Ergebnisse den positiven
Effekt von ACE-Hemmern bei der Priavention von Vorhofflimmern nach Infarkt
gezeigt, die auch bei Hunden mit kongestiver Kardiomyopathie einem strukturellen
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remodeling vorbeugen konnten *'. Beziiglich der Wirkungen von Angiotensin II auf
gap junctions liegen allerdings erst vorldufige und z.T. auch widerspriichliche
Ergebnisse vor. Zumindest bestehen aber Hinweise auf die positive Auswirkung von
ACE-Inhibitoren auf gap junctions in vitro:

Bei Hamstern mit Kardiomyopathie '*® und an isolierten adulten ventrikulédren
Kardiomyozyten der Ratte " bewirkte die Applikation von Enalapril eine Zunahme
der gap junctions sowie der Leitungsgeschwindigkeit.

Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit scheint atriale Fibrose zumindest
beim Menschen ein wesentlicher aufrechterhaltender Faktor von chronischem
Vorhofflimmern zu sein. Daher erscheint es im Hinblick auf neue therapeutische
Anséitze von Bedeutung, in weiteren Studien den Einflul von ACE-Hemmern auf
den klinischen Verlauf und die Morphologie bei Vorhofflimmern zu untersuchen

und auch deren Wirkung auf die Connexinexpression grundsétzlich zu kléren.

Insgesamt erscheint eine grundlegend verbesserte Kenntnis der
elektrophysiologischen und auch strukturellen Unterschiede zwischen Atrium und
Ventrikel weiterhin notwendig, um spezifischere pharmakologische Therapien fiir
chronisches Vorhofflimmern zu entwickeln. Auch ein mehr detailliertes Verstdndnis
der vielfdltigen und eventuell zunéchst adaptiven Mechanismen, die zur
Aufrechterhaltung der Arrhythmie beitragen konnen, wird fundamentale
Bedeutung fiir die Entstehung neuer therapeutischer Strategien haben.

10. SchluBfolgerung

Viele Erkrankungen wirken préadisponierend fiir die Entstehung von
Vorhofflimmern. Welche pathologischen Faktoren jedoch zusammen treffen miissen
damit chronisches Vorhofflimmern entsteht ist unbekannt. Die Ergebnisse
zahlreicher Studien **'* lassen vermuten, daB die Arrhythmie selbst und
unabhéngig von der Grunderkrankung zu strukturellen und elektrischen
Verdnderungen des atrialen Myokards fiithrt.

Die in der vorliegenden Arbeit bei chronischem Vorhofflimmern untersuchten
Parameter wurden bereits in fritheren Untersuchungen an ventrikuldrem Myokard,
unabhéngig von elektrophysiologischen Verdnderungen und aktiven Membran-
eigenschaften, in direkten Zusammenhang mit Arrhythmieentstehung gebracht. Es
gibt viele Wege, auf denen Vorhofflimmern auch bei Zellen mit normalem
Membranpotential auftreten kann. Uberwiegend wird inzwischen eine Abnahme
der Weiterleitungsgeschwindigkeit einerseits auf erhohten extrazelluldren Wider-
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stand durch interstitielle Fibrose sowie andererseits auf erhohten intrazelluldren
Widerstand durch verminderte Cx-Expression zuriickgefiihrt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dall auch chronisches Vorhof-
flimmern von eindeutigen strukturellen Verdnderungen im atrialen Myokard
begleitet wird. Interstitielle Fibrose und verminderte Connexinexpression im
Gewebe von Patienten mit chronischem Vorhofflimmern kommen sowohl
zusammen als auch unabhidngig voneinander als anatomische Substrate der
Arrhythmie in Betracht. Auch ein deutliches remodeling interzellulédrer
Verbindungen konnte immunhistochemisch im Gewebe der Maze-Patienten
nachgewiesen und elektronenmikroskopisch bestéitigt werden. Die Auswirkungen
dieser Umverteilung von gap junctions lassen sich derzeit, v.a. im atrialen
Myokard, eigentlich nur hypothetisch interpretieren. Aufgrund der ultra-
strukturellen Befunde kann zwar davon ausgegangen werden, dal} es sich bei der
Lateralisierung von gap junctions zumindest teilweise um funktionelle
interzelluldre Kanéle handelt, die zu Verdnderungen der normalen Anisotropie
fihren konnen. Entscheidend ist dabei aber auch, ob die jeweiligen
Connexinisoformen posphoryliert oder dephosphoryliert vorliegen. Gap junction
Kanile kénnen offen oder geschlossen sein, die Offnungshéufigkeit hangt neben der
Connexinisoform und dem vorliegenden intrazelluldren Milieu, auch entscheidend
von der Connexin-Phosphorylierung ab. Diese Unterscheidung war mit den hier
eingesetzten Methoden nicht mdéglich, und die genauen Auswirkungen
verschiedener Posphorylierungsformen von Cx 40 GJ auf die Leitungs-
geschwindigkeit sind zum jetzigen Zeitpunkt noch unbekannt. Da die
Phosphorylierungsform von Connexinen allgemein aber wesentlichen Einflufl auf
die Leitungsgeschwindigkeit von GJ-Kanéilen hat, kann ohne diese Kenntnis keine
definitive Aussage iiber die Auswirkungen einer Umverteilung von GdJ auf die
normale Anisotropie getroffen werden. Ahnliches trifft fiir die Reduktion von Cx 43
zu, da bisher nur vermutet werden kann, ob und in welchem Phosphorylierungs-
zustand Cx 40 GJ fehlendes Cx 43 im humanen Atrium ersetzen konnen. Zu wenig
ist ebenfalls bisher noch iiber die Connexinregulation am normalen Herzen
bekannt, um bestehende Zusammenhidnge zwischen Connexinreduktion,
-korrelation und -umverteilung bei Vorhofflimmern erkldren zu konnen. Potentielle
Kontrollmechanismen zur Regulation des AusmalBes interzelluldrer Verbindungen
bestehen in Expression, Verteilung und Funktion von GJ-Kanélen. Verschiedene
Verteilungsmuster von GJ verursachen priferentielle Kommunikationswege, aber
auch Kommunikationsgrenzen innerhalb eines Gewebes. Dabei stellen GJ keine
fixen passiven Widerstidnde dar, sondern werden von komplexen Mechanismen
reguliert, die gerade erst identifiziert werden. Die Regulation spezifischer GdJ-
Verteilung in verschiedenen Geweben und andere Mechanismen der Connexin-
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biologie wie intrazelluldrer Transport, Integration in funktionelle Kanile,
Einzelkanaleigenschaften wie Leitungsgeschwindigkeit oder Offnungshiufigkeit,
Abbau und ,turnover-Kinetik“ oder phosphorylierende Enzyme sind grof3tenteils
noch unbekannt.

Die Frage nach den genauen Mechanismen, die den Verdnderungen bei
Vorhofflimmern zugrunde liegen und vor allem deren zeitliche Abfolge und somit
die Frage nach der primédren Ursache der Arrhythmie, kann anhand der Ergebnisse
dieser Studie nicht abschlielend beantwortet werden. Einiges deutet jedoch darauf
hin, dafl es sich bei den beschriebenen Verdnderungen um zunéchst adaptive
Reaktionen auf eine beeintriachtigte Weiterleitung und Kontraktionsfunktion gleich
welcher Ursache handelt, die dann selbst wiederum zur Aufrechterhaltung der
Arrhythmie beitragen. Da die bei Maze-Patienten vorliegenden Verdnderungen
nicht bei Patienten mit dhnlichen Grunderkrankungen und Sinusrhythmus
auftraten und auch bei mit Arrhythmie assoziierten Erkrankungen ventrikuldren
Myokards beschrieben wurden, erscheint ein direkter Zusammenhang zwischen
Fibrose, Connexinreduktion und gap junction-Umverteilung einerseits sowie dem

Vorhofflimmern andererseits offensichtlich.

In der ,Ionenkanalforschung® bestehen ebenfalls noch immer differierende
Ergebnisse und Meinungen hinsichtlich der vielfdltigen moglichen Verdnderungen
bei Vorhofflimmern. Trotzdem ist anzunehmen, dal metabolische Adaptions-
prozesse wie verdnderte intrazelluldre Ionen-Konzentration, verdnderte Aktivitat
von Ionenpumpen oder Phosphorylierungsidnderungen der Kanéle bereits schon
frith nach Gewebeschéddigung erfolgen und zu verminderter ERP und AP-Dauer
fithren konnen, wihrend andere kompensatorische Reaktionen wie eine Zunahme
der extrazelluldren Matrix oder Umverteilung von GJ und Reduktion der

Connexinexpression eventuell erst vergleichsweise spéter einsetzen.

Wahrscheinlich resultiert der progressive Charakter von Vorhofflimmern aus einer
Kumulation von elektrischem und strukturellem remodeling der Vorhoife als
pathophysiologische Adaption. Unter verschiedenen pathologischen Voraus-
setzungen werden auch jeweils verschiedene Substrate aus dem breiten Spektrum
moglicher elektrophysiologischer oder struktureller Verdnderungen wie abnormale
Zellverbindung oder Fibrose die entscheidende Rolle bei der Etablierung der
Arrhythmie und Chronizitit spielen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dafl sowohl interstitielle Fibrose als
auch Connexinreduktion und -umverteilung eine zentrale Rolle in der Genese des
Vorhofflimmerns haben.
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Weitere Studien und eventuell auch neue Untersuchungsaspekte sind dringend
erforderlich, um zukiinftig ein besseres Verstidndnis der komplexen
Zusammenhinge zwischen zunéchst adaptiven Verdnderungen des Myokards und
daraus reslutierenden maladaptiven strukturellen Korrelaten der
Arrhythmieentstehung zu erzielen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Vorhofflimmern ist eine der haufigsten kardialen Arrhythmien und wurde bereits
in einigen klinischen und experimentellen Studien untersucht. Der progressive, zur
Chronizitdt neigende Charakter dieser Erkrankung und die erhéhte Inzidenz mit
zunehmendem Alter lassen vermuten, daf} strukturelle Verdnderungen des atrialen
Myokards unabhéngig von elektrophysiologischen Verdnderungen wesentlich zur
Etablierung der Arrhythmie beitragen. In der Pathogenese von Vorhofflimmern wie
auch ventrikuldren Tachykardien ist eine verdnderte Reizweiterleitung zwischen
einzelnen Zellen durch gap junctions sowie aufgrund fibrotischer Verinderungen
von grundlegender Bedeutung. Verdnderungen in der Verteilung und Anzahl von
gap junction- und extrazelluldren Matrixproteinen wurden an ventrikuldrem
Myokard bei normalem Wachstum, widhrend des Alterns und bei mit Arrhythmie
assoziierten Erkrankungen nachgewiesen. Verdnderungen von gap junctions bei
Vorhofflimmern wurden bisher iiberwiegend nur experimentell an normalen
Tierherzen untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen variieren stark
zwischen den verschiedenen Modellen und die Ubertragbarkeit auf die klinische
Erkrankung ist durch die fehlende zugrundeliegende chronische atriale Pathologie
und die akuten Verdnderungen in den Kurzzeit-Modellen limitiert.

Die strukturellen Korrelate von chronischem Vorhofflimmern sind immer noch
unbekannt. Verdnderungen in der Kardiomyozytenverbindung durch gap junctions
werden neben fibrotischen und degenerativen Verdnderungen auch als Ursache fiir
die Entstehung von chronischem Vorhofflimmern diskutiert.

Daher wurde in der vorliegenden Studie Gewebe von 31 Patienten mit chronischem
Vorhofflimmern (Maze) im Vergleich zu Gewebe von 12 Patienten mit
Sinusrhythmus immunhistochemisch (qualitativ und quantitativ) sowie
ultrastrukturell im Hinblick auf folgende Fragestellungen untersucht:

1) remodeling mechanischer und elektrischer interzelluldrer Verbindungen,
2) Zunahme extrazelluldrer Matrixproteine, 3) Degenerative, nekrotische und
apoptotische Verdnderungen, 4) Quantitativ verdnderte Expression von Connexin
43 und 40 (atriale gap junction Proteine), N-Cadherin (fascia adherens) und
Kollagen I (EZM).

Nach immunhistochemischer Darstellung verschiedener intra- und extrazellulédrer
Proteine erfolgte eine eingehende morphologische Untersuchung von Kontroll- und
Patientengeweben mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie sowie eine weiterfithrende
ultrastrukturelle Untersuchung zur Bestdtigung der immunhistochemischen
Befunde.
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Im Anschlull an ein exakt standardisiertes Farbeprotokoll wurden die atrialen gap
junction proteine Connexin 43 und 40 sowie N-Cadherin der f. adherens und
Kollagen I als Protein der EZM mit Hilfe entsprechender software Ausstattung des
konfokalen Mikroskopes quantifiziert.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen ergaben deutliche strukturelle
Verdnderungen im Gewebe von Patienten mit chronischem Vorhofflimmern
gegeniiber Gewebe von Patienten mit Sinusrhythmus. Alle Patienten mit
chronischem Vorhofflimmern zeigten eine gleichzeitige Lateralisierung bzw.
oberfldachliche Verteilung von Connexin 43, Connexin 40, N-Cadherin und
Desmoplakin. Elektronenmikroskopisch wurden laterale gap junctions innerhalb
intakter lateraler Glanzstreifen sowie isoliert von diesen nachgewiesen. Bei
isolierten lateralen gap junctions handelte es sich sowohl um intakte, normal
erscheinende gap junctions als auch um sogenannte ,anular profiles“. An den
lateralen Zellgrenzen traten héufig abnorme Ansammlungen elektronendichten
Materials auf, bei denen es sich um N-Cadherin handeln kann. Bei Vorhofflimmern
waren die atrialen gap junction Proteine reduziert gegeniiber dem Kontrollgewebe.
Dabei war Connexin 43 sowohl in Atrium als auch Appendix der Maze-Patienten
vermindert, wiahrend Connexin 40 nur in den Appendices reduziert war. Die
Expression von N-Cadherin war bei Vorhofflimmern unveridndert. Ausgeprégte
fibrotische Verdnderungen waren bei allen Patienten mit Vorhofflimmern
immunhistochemisch sowie ultrastrukturell nachweisbar. Degenerative
Verdnderungen traten bei Vorhofflimmern aber auch im Kontrollgewebe bei
Sinusrhythmus auf. Die Anzahl Ubiquitin, Komplement C9 oder TUNEL-positiver
Kardiomyozyten war bei Vorhofflimmern vernachlédssigbar gering. TUNEL-positive
Zellkerne konnten elektronenmikroskopisch nicht als Apoptose bestétigt werden.
Diese Ergebnisse zeigen, dall chronisches Vorhofflimmern zu deutlichen
strukturellen Verdnderungen im atrialen Myokard fithrt. Zusammenfassend 148t
sich sagen, dall sowohl das remodeling mechanischer und elektrischer
interzelluldrer Verbindungen und die verminderte Connexinexpression als auch die
ausgeprégten fibrotischen Verdnderungen und die Zunahme extrazelluldrer
Matrixproteine als strukturelle Korrelate von chronischem Vorhofflimmern
anzusehen sind. Strukturelles remodeling der interzelluldren Verbindungen kann
zusammen mit den fibrotischen Verdnderungen lokale Leitungsabnormalititen
verursachen und so zur Entstehung und Aufrechterhaltung von reentry-Kreisldufen
und Vorhofflimmern beitragen.
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VII. SUMMARY

Atrial fibrillation is one of the most common cardiac arrhythmias and has been
already investigated in numerous clinical and experimental studies. The
progressive character of the disease, its tendency to become chronic and the
increased incidence with advancing age suggest that independent of
electrophysiological changes structural changes of the atrial myocardium may
significantly contribute to the establishment of the arrhythmia. Conduction
disturbances between individual myocytes due to changes of gap junctions have a
fundamental importance in the pathogenesis of atrial fibrillation as well as
ventricular tachycardia. Changes in number and distribution of gap junctions and
an increase in fibrosis have been reported in ventricular myocardium during normal
growth, aging and in cardiac diseases which are associated with arrhythmia.
Changes of gap junctions in atrial fibrillation were mainly investigated in
experimental animal models. The results of these studies are still contradictory and
their clinical relevance is limited because of the absence of chronic atrial pathology.
Furthermore only acute changes can be studied in short-time experiments.

The structural correlates of chronic atrial fibrillation are still unknown. Changes in
the intercellular connection of cardiomyocytes concerning gap junctions as well as
fibrotic and degenerative changes are discussed as possible causes for the initiation
and self-perpetuation of chronic atrial fibrillation.

Therefore in the present study the atrial tissue of 31 patients with chronic atrial
fibrillation (Maze) were immunohistochemically (qualitatively and quantitatively)
and ultrastructurally examined in comparison to the atrial tissue of 12 patients
with sinus rhythm with regard to the following questions: 1) remodeling of
intercellular mechanical and electrical connections, 2) extent of interstitial fibrosis,
3) quantitatively changed expression of Connexin 43 and 40 (atrial gap junction
proteins), N-Cadherin (fascia adherens) and Collagen I (extracellular matrix).

After immunolabeling of different intra- and extracellular proteins all tissues were
morphologically examined in detail by laser scanning confocal microscopy.
In addition an ultrastructural examination was performed to confirm the
immunohistochemical results.

Following a standardized labeling protocol Connexin 43 and Connexin 40 as well as
N-Cadherin and Collagen I have been quantified using a suitable software of the

confocal microscope.

The results of the present study showed obvious structural changes in the tissues of
patients with chronic atrial fibrillation as compared to tissues from patients with
sinus rhythm. All patients with chronic atrial fibrillation demonstrated a
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concomitant lateralisation and redistribution of Connexin 43, Connexin 40,
N-Cadherin and Desmoplakin. Electron microscopy showed lateral gap junctions
both, in intact lateral intercalated discs and isolated from intercalated discs.
Isolated lateral gap junctions were either intact and of normal appearance or
presented ,anular profiles“. At the lateral cell borders abnormal accumulations of
electron dense material were often detected, which might be N-Cadherin.
Quantitative studies showed that the atrial gap junction proteins were reduced in
atrial fibrillation. The Connexin 43 was reduced in atrium and appendages of Maze-
patients whereas Connexin 40 was only reduced in the appendages. The expression
of N-Cadherin was not altered in atrial fibrillation. Distinct interstitial fibrosis was
immunohistochemically and ultrastructurally shown in all patients with atrial
fibrillation. Degenerative changes were present in atrial fibrillation but also in
control tissue of patients with sinus rhythm. The rate of ubiquitin, complement C9,
or TUNEL positive cardiomyocytes was extremly low in atrial fibrillation. TUNEL
positivity of nuclei could not be confirmed as apoptosis by electron microscopy.

These results show that chronic atrial fibrillation is associated with distinct
structural changes of the atrial myocardium. Both the remodeling of mechanical
and electrical intercellular junctions, the reduced expression of connexins and the
high degree of interstitial fibrosis can be regarded as structural correlates of chronic
atrial fibrillation. Structural remodeling of intercellular junctions accompanied by
fibrosis may cause localized abnormal conduction and thereby contribute to the
initiation and establishment of reentry pathways and atrial fibrillation.
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VIII. Abkiirzungen

AF atrial fibrillation

AK Antikorper

AP Aktionspotential

ARC adulte Kardiomyozyten der Ratte
bp Basenpaar

Cx Connexin

C9 Komplementfaktor C 9

CAMP cyklisches Adenosinmonophosphat
DCM dilatative Kardiomyopathie

DNA Desoxyribonukleinsdure

ERP effektive Refraktéarzeit

EZM extrazelluldre Matrix

EZR Extrazellularraum

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

g Gramm

GdJd gap junction

h Stunden

HC1 Salzsdure

Ig Immunglobulin

ID intercalated disc

kD Kilodalton

M Molar (mol/1)

MG Molekulargewicht

min Minuten

mRNA messenger RNA

um Mikrometer

nm Nanometer

PFA Paraformaldehyd

PBS Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzl6sung
pS pico-Siemens

RNA Ribonukleinsédure

rpm Umdrehungen pro Minute

RAA rechtsatrialer Appendix

RFW rechtsatriale freie Wand

RT Raumtemperatur

SD Standardabweichung

Sec Sekunden

SEM Standardfehler

SR Sinusrhythmus

TEM Transmissions-Elektronenmikroskop

TRITC Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat
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