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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

1.1.1 ARVC

Die arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie (ARVC) ist eine strukturelle
Herzerkrankung, die den primaren Kardiomyopathien zugeordnet wird und im Jahr
1994 von der WHO Kklassifiziert wurde (1,2). Die geschatzte Pravalenz der ARVC
betragt 1:1000 - 1:5000, genauere Zahlen werden durch geographische Unterschiede
und eine hohe Dunkelziffer aufgrund einer schwierigen Diagnostizierung der ARVC
erschwert (3—-9). Die Erkrankung betrifft Manner dreifach haufiger im Vergleich zu
Frauen und ist im Altersbereich unter 35 Jahren die haufigste Ursache fir einen
plotzlichen Herztod (4,10,11). Eine besondere Bedeutung hat die ARVC dabei als
Ursache fur den plétzlichen Herztod bei jungen Sportlern und vermeintlich gesunden
Personen, fur den die Erkrankung in Uber 20% der Falle verantwortlich ist (12—14). Die
Diagnostizierung der ARVC (siehe Kapitel 1.1.2) stellt haufig dahingehend eine
Herausforderung dar, da die Erkrankung einen aulderst heterogenen Phanotyp mit sich
bringt und der Nachweis mehrerer Kriterien nétig ist (2,15). Die Ursache der ARVC
(siehe Kapitel 1.1.3) konnte noch nicht in allen Patientenfallen identifiziert werden, da
unterschiedliche Genloci betroffen sein konnen. Bis dato gelang es auch nicht die
Pathogenese nachzuvollziehen. Deshalb war bisher keine ursachenspezifische
Therapie mdglich, sondern lediglich eine symptomatische Therapie. Zur Aufklarung
der Pathogenese fehlen viele Erkenntnisse, da bis jetzt kaum funktionale, zellulare
Daten zur elektromechanischen Kopplung, insbesondere zum Kalziumhaushalt,

publiziert sind.

Im Rahmen des vorliegenden Promotionsprojekts wurde erstmals der Kalziumhaushalt
von ARVC-patientenspezifischen Kardiomyozyten auf zelluldrer Ebene untersucht,

darauf hinblickend die Pathogenese aufzuklaren.



1.1.2 Symptome und Befunde

Oftmals prasentieren sich betroffene Patienten mit unspezifischen,
anstrengungsabhangigen Symptomen, wie z.B. Palpitationen, Synkopen und
Brustschmerzen, die sich zu lebensbedrohlichen ventrikularen Arrhythmien entwickeln
konnen. Doch nicht selten gibt es asymptomatische Krankheitsverlaufe, bei denen ein
plotzlicher Herztod infolge ventrikularer Tachyarrhythmien als erstes ,Symptom® auftritt
(7,8,13,16). Als EKG-Abnormalitaten finden sich haufig T-Negativierungen, ein
verlangerter Aufstrich der S-Zacke (>55 ms) und verlangerte QRS-Komplexe (>110
ms), jeweils in den Ableitungen V1-V3. Desweiteren ist fur die ARVC das sog. Epsilon-
Potential (siehe Abbildung 1-1) charakteristisch. Es bezeichnet ein
niedrigamplitudiges, elektrisches Potential, das zwischen dem Ende des QRS-

Komplexes und dem Beginn der T-Welle auftritt (16).

v, Ve

Abbildung 1-1. Darstellung eines Epsilon-Potentials im EKG.

Das Epsilon-Potential ist ein niedrigamplitudiges, elektrisches Potential, das zwischen dem Ende des
QRS-Komplexes und dem Beginn der T-Welle auftritt, und gilt als charakteristisches Merkmal im EKG
fur die ARVC. Es ist mit violetten Pfeilen markiert in der Ableitung V1, V2 und V3 zu sehen.
(abgewandelt aus Basso et al. 2009 (17)).



Bei histopathologischen Untersuchungen zeigen sich Veranderungen in Form von
Atrophien, Fibrose und fibrolipomatésem Umbau des Myokards, die epikardial
beginnen und im Verlauf transmural fortschreiten. Gelegentlich finden sich auch
inflammatorische Infiltrate. Je nach Auspragungsgrad der myokardialen
Veranderungen fuhrt dies schlieBlich zu einer reduzierten Wandstarke,
Herzkammerdilatation und aneurysmatischen Verformungen (1,17-19).
Typischerweise ist zuerst der rechte Ventrikel von diesen Veranderungen betroffen.
Die drei haufigsten rechtsventrikularen Lokalisationen sind dabei das anteriore
Infundibulum, der rechtsventrikulare Apex und der inferiobasale Bereich des rechten
Ventrikels. Diese Konstellation wird als sog. ,triangle of dysplasia“ bezeichnet und gilt
als wichtiges Kennzeichen der ARVC (10). Es gibt jedoch auch Falle linksventrikular
dominierender Manifestationen (11,20-22). Der Verlauf der ARVC ist als sehr
individuell, aber Uberwiegend progredient bekannt. So bleibt die Erkrankung anfangs
oft asymptomatisch und verursacht keine erkennbaren oder nur geringflgige
Myokardveranderungen. Trotzdem kann es zu diesem Zeitpunkt bereits zu einem
plétzlichen Herztod kommen. Im weiteren Verlauf zeigen sich kardial symptomatische,
elektrische Instabilitaten - beispielsweise in Form von ventrikularen Arrhythmien - die
typischerweise anstrengungsabhangig auftreten. Der fortschreitende fibrolipomatdse
Umbau und die Atrophie des myokardialen Gewebes fihren schlieBlich zu einer
kardialen Insuffizienz, wobei diese meist als Rechtsherzinsuffizienz beginnt. Durch
eine nachfolgende Ausbreitung auf das Septum und den linken Ventrikel kommt es

letztendlich zu einer Globalherzinsuffizienz (7,12,21).

Die Diagnostizierung einer ARVC erfolgt anhand von sog. Task Force Criteria, (siehe
Tabelle 1-1) die in sog. Major- und Minor-Kriterien unterteilt sind. Diese Kriterien
stammen aus verschiedenen Kategorien, die flir die ARVC eine diagnostische
Relevanz aufweisen. Die Erkrankung gilt dann als diagnostiziert, sobald entweder zwei
Major-Kriterien, ein Major-Kriterium und zwei Minor-Kriterien oder vier Minor-Kriterien
erfullt sind. Die Kategorien umfassen eine globale oder regionale Dysfunktion und
strukturelle Veranderungen, wobei diese mittels zweidimensionaler
Echokardiographie, Magnetresonanztomographie oder rechtsventrikularer
Angiographie nachgewiesen werden konnen. Weitere Kategorien sind die
Gewebecharakterisierung der Herzwand, Repolarisationsabnormalitaten,
Depolarisations- und Weiterleitungsabnormalitaten, Arrhythmien und die familiare



Vorgeschichte. Anhand der Vielfaltigkeit der Symptome und Befunde, die im Rahmen
der Erkrankung auftreten konnen, mit deren Erscheinung jedoch nicht fest gerechnet
werden kann, ist die Variabilitat und der auRerst individuelle Verlauf dieser Erkrankung

und die damit verbundene diagnostische und therapeutische Herausforderung

erkennbar (2,7,15).

Tabelle 1-1. Diagnostische Kriterien der ARVC.
(Abgewandelt aus Marcus et al. 2010 (1) und Romero et al 2013 (2))

Kategorie: globale oder regionale Dysfunktion und strukturelle Verdnderungen

Major Minor
> Im 2D-Echo: regionale > Im 2D-Echo: regionale
rechtsventrikulare Akinesie, Dyskinesie rechtsventrikulare Akinesie oder
oder Aneurysma und einer der folgenden Dyskinesie und einer der folgenden
Punkte: Punkte:
- PLAX RVOT 232mm (korrigiert flr - PLAX RVOT 229 bis <32mm (korrigiert
Korpergroie PLAX/BSA 219mm/m?) fur KorpergrolRe PLAX/BSA =16 bis <
- PSAX RVOT =36mm (korrigiert fir 19mm/m?)
Korpergrofle PSAX/BSA 221mm/m?) - PSAX RVOT 232 bis <36mm (korrigiert
- oder fraktionelle Arealverdnderung <33% fur KorpergroRe PSAX/BSA 218 bis
<21mm/m?)
- oder fraktionelle Arealveranderung >33
bis <40%
> Im MRT: regionale rechtsventrikulare > Im MRT: regionale rechtsventrikulare

Akinesie oder Dyskinesie oder
dyssynchrone rechtsventrikulare
Kontraktion und einer der folgenden
Punkte:
Quotient des rechtsventrikularen
enddiastolischen Volumens zu BSA
2110ml/m? (beim Mann) bzw.

2100ml/m?2 (bei der Frau)

oder rechtsventrikulare Auswurffraktion

<40%

Akinesie oder Dyskinesie oder
dyssynchrone rechtsventrikulare
Kontraktion und einer der folgenden
Punkte:
Quotient des rechtsventrikularen
enddiastolischen Volumens zu BSA
2100 bis <110ml/m? (beim Mann) bzw.
290 bis <100ml/m2 (bei der Frau)

oder rechtsventrikulare Auswurffraktion

>40% bis = 45%



>

In rechtsventrikuldrer Angiographie:
regionale rechtsventrikuldre Akinesie,

Dyskinesie oder Aneurysma

(Abkirzungen: PLAX = parasternal long-axis, PSAX = parasternal short axis, RVOT = right ventricular

outflow tract, BSA = body surface area)

Kategorie: Gewebecharakterisierung der Herzwand

Major Minor

> In morphometrischer Analyse: > In morphometrischer Analyse:
residuale Myozyten <60% (falls residuale Myozyten 60 bis 75% (falls
geschatzt: <50%) mit fibrésem Ersatz in geschatzt: 50 bis 65%) mit fibrésem
der rechtsventrikular freien Ersatz in der rechtsventrikular freien
Myokardwand in 21 Probe, mit oder ohne Myokardwand in 21 Probe, mit oder ohne
lipomatdsem Ersatz des Gewebes in der lipomatosem Ersatz des Gewebes in der
endomyokardialen Biopsie endomyokardialen Biopsie

Kategorie: Repolarisationsabnormalitiaten

Maijor Minor

> Im EKG: negative T-Wellen in den > Im EKG: negative T-Wellen in den
rechtsprakordialen Ableitungen (V1, V2 Ableitungen V1 oder V2 bei einem Alter
oder V3) oder dartber hinaus bei einem von Uber 14 Jahren (in Abwesenheit
Alter von Uber 14 Jahren (in Abwesenheit eines kompletten Rechtsschenkelblocks)
eines kompletten Rechtsschenkelblocks oder in den Ableitungen V4, Vs oder Ve
mit QRS 2120ms)

> Im EKG: negative T-Wellen in den

Ableitungen V1, V2, V3 oder V4 bei einem
Alter von Uber 14 Jahren und mit einem

kompletten Rechtsschenkelblock



Kategorie: Depolarisations- und Weiterleitungsabnormalititen

Maijor

Minor

>

Im EKG: Epsilonwelle in den

rechtsprakordialen Ableitungen V1 bis V3

Kategorie: Arrhythmien

Maijor

>

Minor

Spétpotentiale im signal-gemittelten
EKG in 21 von 3 Parametern bei
Abwesenheit einer QRS-Dauer 2110ms
im Standart-EKG

Im EKG: gefilterte QRS-Dauer 2114ms

Im EKG: Dauer des terminalen QRS
<40uV (niedrigamplitudige Signaldauer)
238ms

Im EKG: quadratischer Mittelwert der
Spannung der letzten 40ms <20pV

Im EKG: terminale Aktivationsdauer des
QRS =55ms (gemessen vom Tiefpunkt
der S-Welle bis zum Ende des QRS,

R’ eingeschlossen) in V4, V2 oder Vs, bei
Abwesenheit eines kompletten

Rechtsschenkelblocks

>

Nichtanhaltende oder anhaltende
ventrikulare Tachykardien mit
Linksschenkelblock- Morphologie mit
superiorer Achse (negative oder
unbestimmte QRS in den Ableitungen Il,
Il und aVF und positive in der
Ableitung aVL)

Nichtanhaltende oder anhaltende
ventrikulare Tachykardien mit
rechtsventrikularer Ausfluss-
Konfiguration, Linksschenkelblock-
Morphologie mit inferiorer Achse
(positive QRS in den Ableitungen II, llI
und aVF, negative in der Ableitung aVL)

oder mit unbekannter Achse

>500 ventrikuladre Extrasystolen
innerhalb eines 24h-EKGs



Kategorie: familidre Vorgeschichte

Major Minor
> Bestatigte ARVC eines erstgradig > Krankheitsgeschichte einer ARVC eines
Verwandten, der die Task Force erstgradig Verwandten, bei dem es nicht
Kriterien erfullt moglich ist festzustellen, ob die
Kriterien einer ARVC erfilllt sind
> Pathologisch bestatigte ARVC mittels > Vorzeitiger plotzlicher Herztod (Alter <35
Autopsie oder Versorgung eines Jahre), der verdachtig fiir eine ARVC
erstgradig Verwandten erscheint, bei einem erstgradig
Verwandten
> Identifikation einer pathogenetischen > Bestatigte ARVC mittels Pathologie oder

Mutation am Patienten, die kategorisiert
ist als assoziiert oder wahrscheinlich

assoziiert mit einer ARVC

Uber die Task Force Kriterien eines

zweitgradig Verwandten




1.1.3 Ursache

Die ARVC st eine genetisch determinierte Erkrankung, deren Gendefekt
unterschiedlich lokalisiert ist. Dadurch wird die ARVC in Subtypen unterteilt (siehe
Tabelle 1-2) (7,23).

Tabelle 1-2. Beispiele von ARVC-Subtypen mit zugehdérigem verursachenden Gen.

Beispiele Subtyp ARVC Gen

ARVCH1 Transforming Growth Factor 8 3 (TGF3)
ARVC2 Ryanodin-Rezeptor-2 (RYR2)

ARVCS8 Desmoplakin (DSP)

ARVC9 Plakophilin-2 (PKP2)

ARVC10 Desmoglein-2 (DSG2)

(abgewandelt aus Rampazzo et al. 2006 (1))

In Uber 60% der Falle sind Gene betroffen, die desmosomale Proteine kodieren (24)
(siehe Abbildung 1-2). Der Gendefekt kann sich aber auch auf nicht-desmosomale
Gene beziehen, wie z.B. das Gen des kardialen Ryanodin-Rezeptors-2 (ARVC2)
(25,26). Ebenso gibt es durchaus Falle, in denen keine Mutation nachgewiesen
werden kann, da fur eine Diagnostizierung der ARVC viele Kriterien erfullt sein kdnnen,
aber nicht erfullt sein missen (12,15,27). Am haufigsten finden sich mit 11-43%
Mutationen im Gen von Plakophillin-2 (PKP2), dem Subtyp ARVC9 (7,28). Das der
p120-related-Armadillo-Subfamilie zugehoérige Protein  weist ein berechnetes
Molekulargewicht von 92,756 kDa auf und besteht aus einer N-terminalen
Kopfdomane, der sich 10 Arm-Doméanen aus je 42 Aminosauren anschlielen, sowie
einem C-terminalen Ende (29-32). Plakophillin-2 dient als multifunktionelles
Funktionsprotein, das die desmosomale Verankerung zwischen integralen

Membranproteinen und intrazellularen Intermediarfilamenten unterstitzt (siehe

Abbildung 1-2) und an Signalwegen in Cytoplasma und Kern beteiligt ist (30-38).
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Abbildung 1-2. Schematische Darstellung eines Desmosoms.
Die Transmembranproteine Desmocollin  und Desmoglein (Cadherine) sind mit den
zytoplasmatischen Intermediarfilamenten Uber einen Verankerungskomplex aus Plakophilin,

Plakoglobin und Desmoplakin verbunden. (modifiziert nach Koster et al. 2014 (3))

Fir den Subtyp ARVC9 wurden Uber 25 verschiedene Mutationen beschrieben
(7,28,39). Die Vererbung erfolgt Uberwiegend autosomal dominant mit variabler
Expression und unvollstandiger Penetranz. In Uber 50% der Falle tritt der Gendefekt
familiar gehauft auf (1,20,40).

Da in histopathologischen Untersuchungen am Myokard von ARVC-Patienten das
Auftreten vorwiegend lymphozytarer Infiltrate beobachtet wurde, wurden virale
Myokarditiden als Ursache diskutiert. Mittlerweile werden sie als Einflussfaktor in
Betracht gezogen. Zusammenhange zwischen der myokardialen Inflammation und der
Pathogenese der ARVC sind nach wie vor weitgehend unbekannt. Vermutungen sind,
dass es sich dabei um Exazerbationen der ARVC oder um Regenerationsphasen
handelt (1,7,9,11,18,19,24,41-43). Sportliche Aktivitat verschlechtert nachweislich die
Symptomatik bei ARVC und erhoht deutlich das Risiko fur das Auftreten eines
plétzlichen Herztods (11,44—46).

Obgleich bereits viele fur die ARVC ursachliche Genmutationen entdeckt wurden,
gelang es bisher nicht die Zusammenhange davon zu den klinischen Symptomen und

Befunden vollstandig aufzudecken.
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1.2 Bisher bekannte Auswirkungen des PKP2-Gendefekts

1.2.1 PKP2-Mutation und Connexine

Connexine sind Proteine, die durch hexamere Zusammenlagerung Hemikanale
(Connexone) bilden kdnnen. Befinden sich Zellen in unmittelbarer Nahe zueinander,
kann durch eine Verbindung zweier Connexone ein gap-junction-Kanal entstehen.
Dadurch ergibt sich die Moglichkeit eines direkten Austauschs von Molekulen mit einer
Grole von bis zu 1kDa und einer direkten Kommunikation zwischen Zellen. Die
Durchlassigkeit von gap junctions ist chemisch - z.B. durch den ph-Wert oder
Kalziumionen - und durch eine Veranderung des Membranpotentials beeinflussbar
(47,48).

Es wurde beobachtet, dass beeintrachtigtes oder fehlendes PKP2 zu Veranderungen
an Connexin43 (Cx43) fuhrt. Cx43 ist das im Ventrikelmyokard Uberwiegend
vorherrschende Connexin und teilt mit PKP2 eine gemeinsame Subdomane (Cx43-
PKP2-Subdomane) (47,49-51). Neben einer reduzierten Gesamtmenge an Cx43
zeigte sich eine eingeschrankte Funktionstlchtigkeit und Lokalisation. Cx43 wurde
statt im Bereich der Glanzstreifen vermehrt intrazellular gefunden und die Anzahl an
gap junctions erwies sich als vermindert (49,52-55). Die infolgedessen verschlechterte
Zell-Zell-Interaktion konnte eine Verlangsamung der elektrischen Impulsweiterleitung
bewirken (56). Hierbei konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass erst durch eine sehr
starke Reduktion von Cx43 maligne ventrikulare Tachyarrhythmien ausgelost werden
konnten (56). Es gelang ebenso bei einer weniger starken Reduktion von Cx43, wenn

diese mit akuter kardialer Ischamie kombiniert war (57).

Neben Cx43 wurde bei ARVC-Patienten (mit Uberwiegend PKP2-Mutationen) auch
eine Verminderung von Connexin40 (Cx40) und Connexin45 (Cx45) festgestellt (54).
Cx40 ist im Vorhofmyokard und in Zellen des elektrischen Leitungssystems zu finden

und sorgt fur eine besonders schnelle Weiterleitung des Aktionspotentials (58).
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1.2.2 PKP2-Mutation und der spannungsabhangige Natrium-Kanal-Komplex

Fiar die Entstehung des Aktionspotentials spielt der spannungsabhangige Natrium-
Kanal-Komplex (voltage-gated-sodium-channel-complex bzw. VGSC) eine wichtige
Rolle. VGSCs bestehen aus R-Untereinheiten und einer kanalbildenden o-
Untereinheit, die in Kardiomyozyten durch das Gen SCNSA kodiert und als Nav1.5
benannt ist (59-61).

Von dieser Nav1.5-Untereinheit ist unter anderem bekannt, dass sie bevorzugt an
Glanzstreifen liegt, aber auch im peripheren Sarkolemm und an den T-Tubulis zu
finden ist (61). Sie koprazipitiert mit Cx43 und N-Cadherin und ist zusammen mit PKP2
kolokalisiert (59,62—64). Untersuchungen in kultivierten Kardiomyozyten zu PKP2 und
Nav1.5 ergaben, dass sich bei fehlendem oder stark vermindertem PKP2 die
Eigenschaften des Natriumstroms verandert darboten (62). Diese Beobachtung
erfolgte ebenso im Tiermodell bei PKP2-Haploinsuffizienz (65). Die Weiterleitung des
Aktionspotentials war verlangsamt, und die Zellen zeigten eine frequenzabhangige
Insuffizienz sowie arrhythmisches Verhalten (62). In einem &ahnlichen Experiment
wurde reentry-Arrhythmieaktivitat beobachtet und anhand einer mathematischen
Simulation ebenfalls die Natrium-Strom-Kinetik als Schlussel zur Ursache dafur

ausgemacht (63).

Flr den Zusammenhang zwischen PKP2 und Nay1.5 hat das Protein AnkyrinG (AnkG)
grol3e Bedeutung. Es fungiert in Kardiomyozyten als organisierendes Adaptorprotein,
das sich ebenfalls hauptsachlich an den Glanzstreifen aufhalt. Uber eine direkte
Interaktion bewerkstelligt AnkG die normale Expression und Membranlokalisation von
Nav1.5 und damit auch einen normalen Natriumstrom (61,66). Im Tiermodell wurde im
Fall eines PKP2—Knockdowns eine Verringerung von AnkG entdeckt (51). Das
verminderte AnkG wiederum hatte eine reduzierte Expression und eine veranderte
Lage von Nav1.5 zur Folge. Statt an der Membranoberflache war Nav1.5 vermehrt
diffus im Intrazellularraum verteilt. Im Einklang damit war der Natriumstrom (Ina), der
mit Bradykardien und elektrischen Weiterleitungsabnormalitaten am Herz in
Assoziation steht, in funktionellen Untersuchungen auffallig reduziert (51,61,66).

Die Betrachtung etwaiger Veranderungen des Natriumhaushalts durch die PKP2-
Mutation ist dahingehend wichtig, dass die lonenhaushalte von Natrium und Kalzium

eng zusammenhangen und miteinander interagieren. Einen wichtigen Stellenwert
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nimmt hier beispielsweise der Natrium-Kalzium-Austauscher (siehe Kapitel 1.3) ein,
da dieser sekundar aktive Transporter im Austausch von drei Natriumionen ein
Kalziumion nach extrazellular beférdert und unter bestimmten Bedingungen diesen
lonentransport auch konvertieren kann. Zudem bewirken Natriumkanale den schnellen
Aufstrich des Aktionspotentials und bilden damit eine Voraussetzung fur die
Depolarisation des Sarkolemms und die damit verbundene kalziuminduzierte

Kalziumfreisetzung (siehe Kapitel 1.3) (67—69).

1.2.3 PKP2-Mutation und Transkriptionsprodukte

Als Teil der Glanzstreifen fungiert PKP2 offenbar auch als Angriffspunkt im Hinblick
auf strukturelles Remodeling. In kardialem Gewebe am Tiermodell mit PKP2-
Knockdown wurde entdeckt, dass sich der sog. Hippo-Signalweg als aktiviert und der
sog. canonical-Wnt-Signalweg als supprimiert darstellten. Beide Signalwege spielen
bei der zellularen Differenzierung und Proliferation eine Rolle und werden teilweise
Uber die Zellmembranen - vermutlich inklusive der Glanzstreifen - reguliert. Dabei
stehen sowohl die Aktivierung des Hippo-Signalwegs, als auch die Unterdrickung des
canonical-Wnt-Signalwegs in Zusammenhang mit einer verstarkten Adipogenese
(43,70-72). Diese Lipomatose des Herzens ist neben der Fibrose ein morphologisches
Kennzeichen der ARVC (15).

Eine andere Arbeitsgruppe konnte an Kardiomyozyten eines Tiermodells mit PKP2-
Knockdown beobachten, dass die Menge an transforming growth factor 1 (TGFB1)
und dadurch die Aktivitat der sog. mitogen-activated protein kinase (MAPK) -
Signalkette erhoht waren. Eine verstarkte Aktivierung dieser Signalkaskade setzt Uber
eine erhdhte Expression von profibrotischen Zytokinen und ECM (extracellular matrix)
— Proteinen, wie beispielsweise Fibronektin und Kollagen - ein profibrotisches und
inflammatorisches Transkriptionsprogamm in Gang. Dies wiederum fuhrt zu Fibrose,
myokardialer Atrophie und Steifigkeit und damit letztendlich zu einer kardialen
Dysfunktion (73-75). In anderen Experimenten wurde Fibrosierung und
Veranderungen in der Erregungsweiterleitung im Herz auf gap-junction-Remodeling
zuruckgefuhrt. Hier wurde im Tiermodell gezeigt, dass eine verminderte Expression

von Cx43 (siehe Kapitel 1.2.1) auf physiologischem (z.B. Alter) und
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pathophysiologischem Weg mittels einer erhohten Fibroblastenaktivitat in Verbindung
zu Herzfibrose steht (76).

Doch PKP2 moduliert méglicherweise nicht nur profibrotische oder adipogenetische
Transkriptionsprogramme, sondern beeinflusst offenbar auch die Transkription von
Genen, deren Produkte eine wichtige Rolle fur den kardialen Kalziumstoffwechsel und
Rhythmus spielen. In Untersuchungen am Tiermodell mit kardiospezifischem PKP2-
Knockout wurden Transkriptionsdefizite und dementsprechend verminderte
Proteingehalte flr Ankyrin-2 (Ank2, codierend fiur Ankyrin-B bzw. AnkB),
Ryanodinrezeptor-2 (Ryr2, codierend fur den kardialen Ryanodin-Rezeptor), Triadin
(Trdn) und Cacnacic (codierend fur den kardialen spannungsabhangigen L-Typ-
Kalziumkanal Cav1.2) festgestellt (77). AnkB und Trdn erflllen wichtige Aufgaben bei
der Organisierung der Dyaden (siehe Kapitel 1.3) und der Lokalisierung der
Kalziumkanale Cav2.1 und Cav2.2 (78-80). Entsprechende ultrastrukturelle
Veranderungen des dyadischen Spalts zwischen T-Tubuli und angrenzendem SR
konnten dahingehend, dass der gemittelte Abstand dazwischen vermindert war,
dargestellt werden. Konsistent zu der verminderten Menge an Cav1.2 und Ryr2
wurden funktionelle Veranderungen des zellularen Kalziumhaushaltes und der

elektromechanischen Kopplung gefunden (77).
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1.3 Physiologische Grundlagen zum Kalziumhaushalt von Kardiomyozyten

Die Entstehung eines kardialen Aktionspotentials und seine Ausbreitung Uber
vorwiegend gap junctions bewirkt eine Depolarisation des Sarkolemms. Durch diesen
elektrischen Reiz kommt es zur Offnung spannungsabhangiger Kalziumkanale,
sodass Kalziumionen in die Herzmuskelzelle stromen. Dieser Kalziumeinstrom wird
uberwiegend durch Kalziumkanale vom L-Typ hervorgerufen, die sich durch eine hohe
Leitfahigkeit und langanhaltende Offnungszeit auszeichnen und vor allem in der
Membran von T-Tubulis lokalisiert sind. Als T-Tubuli werden transversale
Einstulpungen des Sarkolemms bezeichnet. In unmittelbarer Nahe dazu befinden sich
intrazellular longitudinale Ausstllpungen des Sarkoplasmatischen Retikulums (SR),
die terminalen Zisternen, mit membranstandigen kalziumsensitiven Kanalen, den sog.
Ryanodin-Rezeptoren (RyR). Diese funktionelle Einheit bestehend aus den L-Typ-
Kalziumkanalen der T-Tubuli und den RyR des SRs ist als Diade benannt, das geringe

Volumen an dazwischen gelegenem Zytosol als Diadischer Spalt.

Die durch die Offnung der spannungsabhangigen L-Typ-Kalziumkanale
hervorgerufene erhohte Kalziumkonzentration im Diadischen Spalt triggert eine
Offnung der RyR und damit die Freisetzung des im SR gespeicherten Kalziums. Dieser
Vorgang ist als kalziuminduzierte Kalziumfreisetzung bekannt. Die cytosolische
Kalziumkonzentration erhdht sich dabei von diastolisch 100 bis 250 nmol/l auf bis zu
1umol/l systolisch, wobei der grofdte Anteil davon aus dem SR stammt (67). Die freien
Kalziumionen kdnnen an Troponin C binden, was eine Aktivierung der Myofilamente
bewirkt. Uber eine Interaktion von Aktin und Myosin ermdglicht dies ein
Ineinandergleiten der Myofilamente und damit eine koordinierte Verkurzung der Zelle.
So erfolgt Uber das Aktionspotential als elektrischer Reiz mithilfe von Kalzium als
,second messenger® eine mechanische Kontraktion des Kardiomyozyts, die sog.

elektromechanische Kopplung (siehe Abbildung 1-3).

Damit eine Relaxation der Zelle vor sich gehen kann, ist die systolisch intrazellular
erhohte Kalziumkonzentration zu verringern. Zum einen geschieht dies durch die
Abnahme des Kalziumeinstroms durch die L-Typ-Kalziumkandle wahrend der

Repolarisation, infolgedessen auch die Offenwahrscheinlichkeit des RyR sinkt. Zum
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anderen greift eine Art negativer Ruckkopplungsmechanismus und Adaptation am

RyR, sodass der cytosolische Kalziumeinstrom aus dem SR abnimmt.

Desweiteren gibt es mehrere Mechanismen der Kalziumelimination (Abbildung 1-3):
einen wichtigen Stellenwert nimmt dabei die SR-Kalzium-ATPase (SERCa2a) ein, eine
SR-membranstandige Kalziumpumpe, die Uber primar aktiven Transport den
kardiomyozytaren Kalziumspeicher wieder auffullt. Eine Regulierung der Aktivitat der
SERCa2a erfolgt durch Hemmung tber Phospholamban (PLB). Durch eine Nutzung
des Natrium-Gradienten kann der sekundar aktive Natrium-Kalzium-Austauscher
(NCX) im Sarkolemm ein Kalziumion im Austausch zu drei Natriumionen in den
Extrazellularrdum beférdern. Der Natriumgradient wird durch die Natrium-Kalium-
ATPase (NKA) erhalten, die primar aktiv drei Natriumionen im Austausch mit zwei
Kaliumionen nach extrazellular pumpt. Einen weiteren, jedoch geringeren Beitrag der
Kalziumelimination leisten die sarkolemmnale Kalzium-ATPase (PMCA) und der

mitochondriale Kalziumuniport (67,68,81).
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Abbildung 1-3. Schematische Darstellung des Kalziumhaushalts einer ventrikuldren Kardiomyozyte.
Durch die Offnung spannungsabhangiger Kalziumkanale wahrend des Aktionspotentials entsteht ein

Kalziumeinstrom, der die kalziuminduzierte Kalziumfreisetzung aus dem SR auslést (rote Pfeile). Die
frei gewordenen  Kalziumionen bewirken daraufhin an den  Myofilamenten die
Kontraktionvorgangskaskade. Als Mechanismen zur Kalziumelimination (griine Pfeile) dienen die
primar aktive SR-Kalzium-ATPase (SERCa2a), welche Kalzium von intrazelluar in das SR pumpt, der
sekundar aktive Natrium-Kalzium-Austauscher (NCX) und die primar aktive sarkolemmnale Kalzium-
ATPase (PCMA), die beide Kalzium-lonen nach extrazellular transportieren, sowie der mitochondriale
Uniport. (Abgewandelt aus Bers 2002 (4))
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1.4 Generierung der iPSC

1.4.1 Erstbeschreibung und Prinzip

Mit ihrer Arbeit ,Induction of Pluripotent Stem Cells from Mouse Embryonic and Adult
Fibroblast Cultures by Defined Factors® legten die Forscher K. Takahashi und S.
Yamanaka im Jahr 2006 den Grundstein fur die Methode der sog. induzierten
pluripotenten Stammzellen (induced pluripotent stem cells = iPSC) (82). Yamanaka
erhielt hierfur 2012 den Nobelpreis der Medizin. Den beiden Japanern gelang erstmals
die Generierung von pluripotenten Stammzellen aus bereits differenzierten
somatischen Zellen durch eine retrovirale Reprogrammierung. Unter den
Kulturbedingungen embryonaler Stammzellen wurden adulten Maus-Fibroblasten
mithilfe retroviraler Transduktion Gene flr die vier Transkriptionsfaktoren Okt3/4,
Sox2, c-Myc und KIf-4 eingeschleust. Daraufhin zeigten die Zellen die Fahigkeit zur
Pluripotenz, sodass sich daraus sowohl in vivo, als auch in vitro Zellen aller drei
Keimblatter differenzieren konnten (82). Die Vorgehensweise der Reprogrammierung
wurde intensiv weiterentwickelt und ist nun auch mit humanen Zellen durchflhrbar
(83,84). Desweiteren ist unter speziellen Wachstums- und Nahrbedingungen eine
zZielgerichtete Differenzierung zu einer definierten Zellart wie z.B. Kardiomyozyten
moglich (85). Das bedeutet, dass jede beliebige somatische Zelle, die aus einer
pluripotenten Stammzelle hervorgegangen ist, auf eine solche zurickprogrammiert
werden kann (siehe Abbildung 1-4). Aus dieser wiederum kann jede beliebige Art von
somatischer Zelle entstehen. Da sich aus den pluripotenten Stammzellen nur
somatische Zellen entwickeln kdnnen und keine Arbeit mit embryonalen Stammzellen

naotig ist, ergeben sich keinerlei ethische Probleme.

In zahlreichen Forschungsarbeiten konnte gezeigt werden, dass genetische Defekte
von somatischen Zellen selbst nach Ruckprogrammierung und erneuter
Differenzierung gendefektspezifische Merkmale auch in funktioneller Form aufweisen
(85-87). Es konnen also in vitro z.B. zelluldare Mechanismen bei der Entstehung von
Krankheiten untersucht werden oder die Wirkung neuer Medikamente getestet
werden. In Bezug auf die ARVC konnten beispielsweise Ma et al. 2013 die
Funktionalitat der iPSC als zellulares Modell unter Beweis stellen (86). Auf diese Weise

wird die Moglichkeit geboten patienten- und krankheitsspezifische iPSC als veritables
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humanzellulares Modell in vitro zu kreieren. Damit erdffnet sich durch die Generierung
von iPSC eine ganz neue Grundlage der Stammzellforschung und der Erforschung

samtlicher Mechanismen zur Entstehung und Bekampfung von Krankheiten.

Embryonale

Stammzelle

Pluripotente
Stammzelle

bzw. iPSC

Somatische
Zelle

VLI

Abbildung 1-4. Schematische Darstellung zur Entwicklung einer somatischen Zelle aus einer

pluripotenten Stammzelle.
Auf natlrlichem Weg (blau) entstehen aus embryonalen Stammzellen pluripotente Stammzellen, die

sich zu somatischen Zellen entwickeln. Durch die Methode der iPSC (gruin) kbnnen somatische Zellen

zu pluripotenten Stammzellen reprogrammiert werden, welche wiederum zu somatischen Zellen

differenziert werden kdonnen.



19

1.4.2 Anwendung im vorliegenden Promotionsprojekt

Im vorliegenden Promotionsprojekt wurde die Generierung der iPSC nach Yamanaka
in Kombination mit einem optimierten Aufreinigungsprotokoll nach Flrstenau-Sharp et
al. genutzt, um iPSC und patientenspezifische Kardiomyozyten im Hinblick auf die
ARVC zu untersuchen. Zum einen wurden induzierte Kardiomyozyten einer ARVC-
Patientin (Indexpatientin) mit denen einer gesunden Kontrollperson, die keine ARVC-
verursachenden Mutationen aufweist, funktionell verglichen. Zum anderen wurden
induzierte Kardiomyozyten einer leiblichen Schwester der ARVC-Patientin, die
ebenfalls Mutationstragerin ist, aber keine Anzeichen der Erkrankung tragt, fur einen
funktionellen Vergleich mit induzierten Kardiomyozyten der Kontrollperson und der
ARVC-Patientin herangezogen. Dies bot die seltene Gelegenheit eine unmittelbare
Entstehung einer genetisch ursachlichen Erkrankung zu untersuchen, da funktionelle
Unterschiede induzierter Kardiomyozyten von einer erkrankten Mutationstragerin und
einer nicht erkrankten Mutationstragerin einer gesunden Nicht-Mutationstragerin direkt
gegenubergestellt werden konnten. Desweiteren konnte auf diese Weise auch
erforscht werden, welche Faktoren neben der Mutation zu einer Entstehung der

Erkrankung fuhren.

Die Indexpatientin wurde im klinischen Alltag entdeckt, als sie im Alter von 20 Jahren
wahrend einer intensiven sportlichen Belastung einen plotzlichen Herztod erlitt. Sie
konnte jedoch erfolgreich reanimiert und intensivmedizinisch stabilisiert werden. Im
Zuge dessen erfolgte eine eingehende kardiologische Diagnostik. Das 12-Kanal-EKG
zeigte Auffalligkeiten wie rechtsprakordiale T-Negativierungen und ein
niedrigamplitudiges Epsilon-Potential am Ende des QRS-Komplexes (siehe Abbildung
1-5, (B)). Weiterhin fand sich eine Vergrolierung im rechten Ventrikel und in der
Endomyokardbiopsie davon eine vermehrte interstitielle Fibrose ohne Lipomatose
(Abbildung 1-5, (A)).



20

U1

-
i =
-
-

U3 ! i 1 \ A
} i

i i i i v

A 1 A A A

Abbildung 1-5. Darstellung von Befunden der Indexpatientin.

(A) In dem kardialem MRT-Bild im Axialschnitt der Indexpatientin ist die Dilatation des rechten Ventrikels
erkennbar.

(B) In diesem Ausschnitt des EKGs mit den Ableitungen V1-V4 der Indexpatientin ist ein Epsilon-
Potential in der Ableitung V1/V2 (mit roten Pfeilen markiert) zu sehen. Dieses EKG wurde unmittelbar

nach dem uUberlebten plétzlichen Herztod der Indexpatientin aufgezeichnet.
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Die molekulargenetische Diagnostik ergab eine loss-of-function-Mutation im PKP2-
Gen (c.1664delT; p.PHe555SerfsX8, Exon 7). Diese Basenpaardeletion bedeutet den
Funktionsverlust des Gens flr das desmosomale Plaqueprotein Plakophilin-2 (PKP2).
Damit wurde die Diagnose einer ARVC vom Typ 9 mit Uberlebtem plétzlichen Herztod
definitiv. Ein anschlieRendes genetisches Screening zeigte bei 12 von 19
Familienmitgliedern dieselbe Mutation (siehe Abbildung 1-6). Mit Ausnahme einer
leiblichen, mutationstragenden Schwester, die klinisch vollig asymptomatisch blieb,
prasentierten sich die anderen mutationstragenden Familienmitglieder mit nur
schwach  ausgepragter Symptomatik, teilweise waren rechtsventrikular

morphologische Auffalligkeiten nachweisbar.
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Abbildung 1-6. Stammbaum der Indexpatientin.

Getestete Familienmitglieder der Indexpatientin (schwarzer Kreis) sind mit einem Pfeil markiert,
nachgewiesene Trager der PKP2-Mutation mit einem schwarzen Punkt. Funktionelle Untersuchungen
wurden an induzierten Kardiomyozyten der beiden rot umrandet gekennzeichneten Familienmitgliedern
durchgefiihrt, also der Indexpatientin und ihrer leiblichen, nicht erkrankten, aber mutationstragenden

Schwester.
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Als Proben zur Zellgewinnung diente venoses Vollblut der Indexpatientin, ihrer
Schwester und der Kontrollpatientin. Daraus wurden periphere mononukleare
Blutzellen (PBMCs) isoliert und zum Zweck einer T-Zell-Proliferation kultiviert. Diese
wurden schlie3lich mithilfe pMX basierter Vektoren zu iPSC reprogrammiert (83,85).
Bevor die iPSC auf Feeder-freies Medium umgestellt wurden, erfolgte die Generierung
auf sog. Feeder-Zellen (mouse embryonic fibroblasts) nach etabliertem Protokoll.
Anschlietend wurden die iPSC kryokonserviert. Der Erfolg der Reprogrammierung
wurde mithilfe der Durchflusszytometrie, Immunzytochemie und einem Next
Generation Sequencing (NGS) kontrolliert. Durch die unauffallige Befundung der
Karyogramme (Anhang 6.1) konnten chromosomale Veranderungen ausgeschlossen
werden. Als Beweis fir die Pluripotenz galten zum einen positive
Immunfluoreszenzfarbungen der Pluripotenzmarker NANOG, SOX-2 und OCT-4. Zum
anderen konnte die Pluripotenz durch eine Analyse des Pluripotenzmarkers OCT3/4
(octamer binding transcription factor) und des Differenzierungsmarkers SSEA-1 (stage
specific embryonic antigen 1) am Durchflusszytometer im Vergleich zu einer
Negativkontrolle bestatigt werden (85). OCT3/4 ist ein Transkriptionsfaktor, der eine
wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Pluripotenz einer Zelle spielt und wahrend
des Differenzierungsprozesses zur somatischen Zelle herunterreguliert wird. Somit ist
OCT3/4 bei pluripotenten Zellen in erhdhter Konzentration vorhanden (88—90). SSEA-
1 ist ein Oberflachenantigen (CD15), das von Zellen im Zuge ihres
Differenzierungsprozesses exprimiert wird, wodurch sich in pluripotenten Zellen eine
geringe Konzentration davon findet. Es konnte eine regelrechte Erhdhung von OCT3/4
und Verminderung von SSEA-1 nachgewiesen werden (85) (siehe Anhang 6.2.2). Die
Untersuchungen der Zellen mithilfe Durchflusszytometrie, Immunzytochemie, NGS
sowie Karyotypisierung wurden flr die vorliegenden Linien im Zuge dieses Projekts
wiederholt und bestatigt (siehe Anhang 6.1 und 6.2).
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1.5 Fragestellungen und Ziele der vorliegenden Promotionsarbeit

Die Symptomatik der ARVC und vorangegangene Studien (siehe Kapitel 1.2) geben
Hinweise darauf, dass der Kalziumhaushalt der Kardiomyozyten von ARVC-Patienten
Veranderungen aufweist. Mit der vorliegenden Promotionsarbeit wird erstmals am
Modell der iPSC der cytosolische sowie nukleare Kalziumstoffwechsel einer ARVC-
Patientin, einer nicht erkrankten ARVC-Mutationstragerin und einer Kontrollperson

verglichen.

Da bereits gezeigt wurde, dass durch die PKP2-Mutation wichtige
Transkriptionsprodukte des kardialen Kalziumhaushalts vermindert waren (77), sind

somit zentrale Fragen:

1. Finden sich Veranderungen des kardiomyozytaren Kalziumstoffwechsels der
ARVC-Patientin im Vergleich zur ARVC-Mutationstragerin und der

Kontrollperson?

2. Welche Parameter des Kalziumstoffwechsels in Bezug auf Kalziumfreisetzung,

Kalziummenge, Kalziumelimination sind dabei betroffen?
3. In welchem Ausmal stellen sich etwaige Veranderungen da?

4. Stehen gefundene Veranderungen in Einklang mit Daten bereits publizierter

Studien?

In Studien zum nuklearen Kalziumstoffwechsel wurde zudem der Einfluss von Kalzium
auf die Regulation der Genexpression deutlich gemacht. Es wurde festgestellt, dass
Veranderungen zuerst an nuklearen Kalziumtransienten auftraten (91-94). Deshalb

ergeben sich folgende Fragen:

1. Zeigen sich Unterschiede an den nuklearen Transienten der induzierten

Kardiomyozyten der drei Linien?

2. Wie stellen sich die nuklear-cytosolischen Quotienten der verschiedenen

Parameter des Kalziumstoffwechsels vergleichsweise dar?
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Aulerdem wurde ein Zusammenhang zwischen der PKP2-Mutation und einer kardial
veranderten Expression von Connexinen und Natriumkanalen und damit
verschlechterter Erregungsweiterleitung erkannt (49,51,52,54-56,61,62,66). Daher

war von Interesse:

1. Welche Eigenfrequenzen zeigen die induzierten Kardiomyozyten der drei
Linien?
2. Hat das Einfluss auf die Arrhythmogenitat bzw. wie stellt sich die

Arrhythmogenitat in Cytosol und Zellkern dar?

All diese Fragestellungen zielen zum einen darauf ab, Unterschiede zu finden, warum
manche Mutationstrager schwere Symptome der ARVC auspragen und manche nicht.
Zum anderen gilt es Hinweise zu finden, die die Aufklarung der Arrhythmogenese der
ARVC unterstutzen.
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2 Material und Methoden

2.1 Auftauen der generierten iPSC

Fur die Arbeit an humanen Materialien liegt ein Ethikvotum der Universitat Regensburg

VOr.

Die iPSC der Indexpatientin, ihrer mutationstragenden, aber nicht erkrankten
Schwester und der Kontrollperson waren bereits im Rahmen des Projekts von
Fuerstenau-Sharp et al. 2015 (85) generiert worden und wurden zwischenzeitlich in
einem Stickstofftank bei -80°C kryokonserviert. Um diese schonend aufzutauen (siehe
Tabelle 2-1), wurden 9 ml des TeSR- Mediums in einen 15 ml-Falcon vorgelegt und
auf 37°C erwarmt, sowie eine 6-Well-Platte flr 1h bei Raumtemperatur. Danach wurde
das iPSC-vial im Wasserbad aufgetaut und 1 ml der Zellen durch Trépfeln in 5 mi
TeSR-Medium eines 15-ml-Falcons Uberfuhrt, sowie vorsichtig invertiert. Wahrend der
Falcon fur 5 min bei 1200 Upm zentrifugiert wurde, wurde die Flussigkeit in der
erwarmten Platte abgesaugt und in zwei Well je 2 ml des warmen TeSR-Mediums
gegeben. Sobald die Zentrifugation erfolgt war, konnte der Uberstand verworfen und
das Zellpellet in 1 ml TeSR-Medium mit einer Glaspipette resuspendiert werden. Damit
wurde ein Cryo-vial auf zwei Wells einer 6-well-plate zu je 500 pl verteilt. AnschlielRend
wurde die Platte 48h lang im Brutschrank inkubiert. Der Brutschrank zur Kultivierung
der iPSC wies die Nahrbedingungen 37°C, 5% CO2 und 5% O:2 auf.

Tabelle 2-1. Die zum Auftauen eines Cryo-vials mit iPSC benétigten Materialien.

Material/Reagenz Menge (Firma, Firmenangabe)
TeSR-Medium 9ml

6-Well-Platte 1x (OMNILAB, Minchen), mit Matrigel beschichtet
15 ml- Falcon 2x (Sarstedt, NUmbrecht)

Cryo-vial mit iPSC 1x
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2.2 Kultivierung der iPSC

Um die iPSC der drei Linien kultivieren zu kbnnen, waren im Vorhinein verschiedene
Materialien und Reagenzien (siehe Tabelle 2-2) vorzubereiten. Alle Mallhahmen

erfolgten unter sterilen Bedingungen an einer sterilen Werkbank.

Zur Erstellung des Nahrmediums wurden 400 ml mTeSR-Basalmedium, 100 ml 5x-
Supplement und 250 pl Antibiotikum (Gentamycin) sorgfaltig vermengt. Die Lagerung
des TeSR-Mediums erfolgte bis zum Gebrauch als 50 ml Aliquots bei -20°C.

Tabelle 2-2. Inhaltsstoffe des iPSC-Nahrmediums.

Material/ Reagenz Menge (Firma, Firmenangabe)
Basalmedium mTeSR®1 400 ml (STEMMCELL TECHNOLOGIES®, Kdln)
5x-Supplement mTeSR®1 100 ml (STEMMCELL TECHNOLOGIES®, Kéln)
Gentamycin 10 ml (Sigma-Aldrich®, Taufkirchen bei Minchen)

Als Wachstumsgrundlage dienten den iPSC mit Matrigel beschichtete 6-Well-Platten
(siehe Tabelle 2-3). Matrigel wurde auf Eis aufgetaut, wahrend 25 ml DMEM bei 4°C
gekuhlt wurden. SchlieBlich wurde der gesamte Inhalt des Matrigel-Tubes in das kalte
DMEM/F12 uberfihrt und daraus pro Well der 6-Well-Platte 1ml pipettiert. Zur
Lagerung wurden fertig beschichteten Platten als Verdunstungsschutz 1ml DMEM/F12
hinzugegeben, bevor sie mit Parafilm verschlossen und bei 4°C lichtgeschutzt

aufbewahrt wurden.
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Tabelle 2-3. Materialien zur Beschichtung von 6-Well-Platten.

Material/ Reagenz Menge (Firma, Firmenangabe)
DMEM/F12 25 ml (gibco®ThermoFisher SCIENTIFIC, Ulm)
1,5 mI-Matrigel-Tube 1x (Corning, Wiesbaden)

6-Well-Platten 4x (OMNILAB, Muinchen)

Das Nahrmedium der iPSC wurde taglich gewechselt. Dazu war das frische Medium
zuerst auf 37°C zu erwarmen. Danach wurde das alte Medium der Wells mit einer
sterilen Glaspipette am Wellrand vorsichtig abgesaugt und 2,5 ml pro Well warmes,
frisches TeSR-Medium zellschonend zugegeben. Um einer Zellverschleppung

vorzubeugen, wurden die Pipetten pro Linie jeweils gewechselt.

Unter den vorherrschenden Wachstumsbedingungen gediehen die iPSC, sodass
meist nach wenigen Tagen die Uberfihrung und Aufteilung der Zellen auf neue Wells

notig war.

Bevor ein Splittvorgang begonnen wurde, wurden alle Flissigkeiten (siehe Tabelle 2-4)
bei 37°C warmgestellt, bzw. frische 6-Well-Platten 1h an Raumtemperatur oder 1/2h
bei 37°C. Um die iPSC spater vom Wellboden I6sen zu kdnnen, wurde das Enzym
Dispase verwendet. Hierfir wurden 0,1g Dispase in 50 ml DMEM/F12 geldst und steril

filtriert. Die Enzyml6sung wurde bei 4°C gelagert und jeweils vor dem Splitten erwarmt.

Anschliel’end wurden die Wells der Platte eingehend mikroskopiert (Mikroskop Nikon
ECLIPSE TS 100). Dabei wurde das Wachstum der iPSC-Kolonien uberpruft und
iPSC, die morphologische Abweichungen zeigten, Uber einen Stempel markiert. Als
morphologisch abweichende Kriterien galten beispielsweise vereinzeltes Vorliegen
aulRerhalb einer Kolonie, cytoplasmatische Ausziehungen oder cytoplasmatische
Aufhellung. Die markierten Kolonien wurden spater zielgerichtet abgesaugt. Somit
konnte eine hohe Reinheit an pluripotenten Zellen gewahrleistet werden. Desweiteren
wurde Uber die Grolke, Menge und Dichte der Kolonien ein Splittverhaltnis festgelegt.
Am haufigsten wurden die Splittverhaltnisse 1:1, 1:2 und 1:3 verwendet. Der

Verhaltnisquotient bezieht sich dabei darauf, auf wie viele Wells der neuen Platte die
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iPSC-Kolonien eines Wells der zu splittenden Platte verteilt werden. So werden z.B.

bei einem Splittverhaltnis 1:2 die Zellen eines Wells auf zwei aufgeteilt.

Zunachst wurden die Zellen mit je 2 ml pro Well gewaschen. Anschlie3end erfolgte
eine Inkubation mit 1 ml Dispaselésung pro Well flr 5 min bei 37°C. Wahrenddessen
konnte die neue Platte fur die iPSC vorbereitet werden. Dazu wurden die Wells jeweils
mit 2 ml DMEM/F12 gewaschen und mit 1,5 ml TeSR-Medium geftllt. Im Anschluss
an die Dispaseinkubation wurden das Enzym und die markierten Kolonien entfernt.
Das verbliebene DMEM/F12 wurde durch die entsprechende Menge TeSR-Medium
ersetzt und je Splittverhaltnis wurde bendtigtes TeSR-Medium zugegeben, d.h. 1 ml
pro Well nach dem Splitten bzw. beim Splittverhaltnis 1:2 je 2 ml pro Well. Mit einer
Glaspipette wurden die Zellen vorsichtig abgespult und die Kolonien verkleinert, bevor
sie auf die Wells der neuen 6-Well-Platte verteilt wurden. Der erste Mediumwechsel

nach einem Splittvorgang erfolgte nach 48h.

Tabelle 2-4. Materialien fiir einen Splittvorgang.

Material/Reagenz Menge (Firma, Firmenstandort)
Frische 6-Well-Platte beschichtet 1x

6-Well-Platte mit zu splittenden iPSCs 1x

Dispase 5 g (gibco®ThermoFisher SCIENTIFIC, Uim)
TeSR-Medium -Menge je Wellanzahl bzw Splittverhaltnis-
DMEM/F12 -Menge je Wellanzahl bzw Splittverhaltnis-
Glaspipette 1x (Corning, Wiesbaden)

Zellschaber S 1x (TPP, Trasadingen)

15 ml-Falcon 1x (Sarstedt, Nimbrecht)
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2.3 Differenzierungsvorgang der iPSC zu induzierten Kardiomyozyten

Als Ausgangslage flr einen Differenzierungsvorgang dienten gesunde, stabile iPSC-
Kolonien auf jeweils drei 6-well-plates pro Linie. Diese durchliefen ein etabliertes
Protokoll (siehe Abbildung 2-1) an Nahrmedien und Wachstumsbedingungen, um zu

induzierten Kardiomyozyten zu differenzieren.
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Tag 0 _, Entfernen differenzierter Zellen, Bestimmung der Zellzahl (Methode der Neubauer
Zahlkammer), Uberfiihrung der Zellen in Flaschen, Verwendung von AFM-Medium bei
37°C, 7% COz2, 0% O2 (Hypoxie-Brutschrank)

Tag 1 _| Mediumwechsel zu ATM Medium, 37°C, 7% COz2, 0% Oz, Zellen auf Ruttelplatte

Tag2 _| Zellen filtrieren, Mediumwechsel zu CIM-50 Medium, 37°C, 7% CO2, 0% O,

Zellen auf Schittler

Tag 3 _| Zellen 1:2 splitten, Mediumwechsel zu CIM-50 +A6B10 Medium, 37°C, 7% COz, 0%O0>,
Zellen auf Ruttelplatte

Tag4 |

bis Mediumwechsel zu CIM-50 + A6B10 Medium, 37°C, 7% CO2 0% O, Zellen auf
Ruttelplatte
Tag7 _|
Tag 8 |
bis Mediumwechsel zu CMM-Medium, 37°C, 7% COz2, 0% Oz, Zellen auf Rittelplatte,
ab Tag 8 alle 2 Tage Mediumwechsel méglich
Tag13_|
Tag14_ |
N
bis
~ Mediumwechsel zu CMM-Medium, 37°C, 7% CO2, 5% O2, Zellen auf Riittelplatte
Tag16_ |
Tag17__| -
bis Mediumwechsel zu CMM Medium + 1% DL-Laktat, 37°C, 7% CO2, 5% O, Zellen auf
> Rauttelplatte
Tag23 |
J

Tag24 | Ausplattieren der Zellen
Mediumwechsel zu DS-CMM + 10% FBS bzw. CMM Medium + 1% DL-Laktat, 37°C,
7% COz2, 5% O2, Zellen auf Ruttelplatte

Tag25 _|

bis kein Mediumwechsel, 37°C, 7% CO2, 5% O2

Tag27 _|

ab

Tag28 | Mediumwechsel mit DS-CMM + 2,5% FBS bzw CMM Medium + 1% DL-Laktat,

37°C, 7% CO2, 5% O2 Mediumwechsel alle vier bis fliinf Tage moglich
\ 4

Abbildung 2-1. Schema zur zeitlichen Anwendung von Medien und Wachstumsbedingungen zur

Differenzierung von iPSC zu induzierten Kardiomyozyten.
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Dieses Protokoll brachte schlagende Aggregate an induzierten Kardiomyozyten
hervor. Ab dem ca 9. Tag zeigten die Zellen spontane Kontraktionen. Durch das
glukosefreie Laktatmedium erhielt man eine hohe Aufreinigung an induzierten
Kardiomyozyten, da Kardiomyozyten im Vergleich zu anderen Zellen in der Lage sind
auch Laktat statt Glukose zu verstoffwechseln. Die Vereinzelung der Zellen wurde
enzymatisch mit 10x-Trypsin (Sigma-Aldrich®, Taufkirchen bei Minchen) erreicht. Zur
Ausplattierung der Zellen wurden mit 0,1% Gelatine beschichtete patch slides
(FluoroDish Cell Culture Dish von WPI, Berlin) und chamber slides verwendet. Fir die
Herstellung der verschiedenen Medien (siehe Tabelle 2-5 und Tabelle 2-6) wurden
deren Bestandteile zusammengefligt und steril filtriert. Bevor an den Zellen
Kalziummessungen durchgefuhrt wurden, reiften die Zellen mindestens drei Monate
(95).

Tabelle 2-5. Bestandteile aller Differenzierungsmedien mit Mengenangaben.

Herstellung des AFM-Mediums (aggregate formation medium):

Reagenz: bendtigte Menge (Firma, Firmensitz):
TeSR-Medium 50 ml (inkl. Gentamycin)
H1152 (100uM) 500 pl (Tocris Bioscience, Bristol)

Herstellung des ATM-Mediums (aggregate transition medium):

Reagenz: bendtigte Menge (Firma, Firmensitz):
TeSR-Medium 25 ml (inkl. Gentamycin)

DMEM low glucose 22,5 ml (Sigma-Aldrich, Taufkirchen bei Minchen)
FBS 2,5 ml (gibco®ThermoFisher SCIENTIFIC, Ulm)
H1152 (100uM) 500 pl (Tocris Bioscience, Bristol)

FGF (100ug/ml) 25 ul (PeproTech, Hamburg)
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Herstellung des CIM-Mediums (cardiac induction medium):

Reagenz: bendtigte Menge (Firma, Firmensitz):

DMEM low glucose 45 ml (Sigma-Aldrich, Taufkirchen bei Miinchen)
FBS 5 ml (gibco®ThermoFisher SCIENTIFIC, Ulm)
Gentamycin (50mg/ml) 25 yl (Sigma-Aldrich®, Taufkirchen bei Minchen)
FGF (100ug/ml) 25 pl (PeproTech, Hamburg)

Herstellung des CIM-50 + A6B10-Mediums (cardiac induction medium):

Reagenz: bendtigte Menge (Firma, Firmensitz):

DMEM low glucose 90 ml (Sigma-Aldrich, Taufkirchen bei Minchen)
FBS 10 ml (gibco®ThermoFisher SCIENTIFIC, Ulm)
Gentamycin (50mg/ml) 50 pl (Sigma-Aldrich®, Taufkirchen bei Minchen)
FGF (100ug/ml) 50 pl (Sigma-Aldrich®, Taufkirchen bei Minchen)
Aktivin A (6ug/ml) 100 pl (PeproTech, Hamburg)

BMP-4 (10ug/ml) 100 pl (PeproTech, Hamburg)

Herstellung des CMM-Mediums (cardiac maintenance medium):

Reagenz: bendtigte Menge (Firma, Firmensitz):

DMEM low glucose 90 ml (Sigma-Aldrich, Taufkirchen bei Miinchen)
FBS 10 ml (gibco®ThermoFisher SCIENTIFIC, Ulm)
Gentamycin (50mg/ml) 50 pl (Sigma-Aldrich®, Taufkirchen bei Minchen)

Herstellung des CMM Medium + 1% DL-Laktat (Selektionsmedium):

Reagenz: bendtigte Menge (Firma, Firmensitz):

DMEM ohne Glukose 88,95 ml (Sigma-Aldrich®, Taufkirchen bei Minchen)
FBS 10 ml (gibco®ThermoFisher SCIENTIFIC, Ulm)
Gentamycin (50 mg/ml) 50 pl (Sigma-Aldrich®, Taufkirchen bei Minchen)

DL-Laktat (0,4M) 1 ml (Sigma-Aldrich®, Taufkirchen bei Minchen)
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Herstellung des DS-CMM + 10% FBS-Medium:

Reagenz: bendtigte Menge (Firma, Firmensitz):

DMEM ohne Glukose 43,7 ml (gibco®ThermoFisher SCIENTIFIC, Ulm)
Galaktose (500mM) 1 ml (Sigma-Aldrich®, Taufkirchen bei Minchen)
Na-Pyruvat (100mM) 0,5 ml (Sigma-Aldrich®, Taufkirchen bei Miinchen)
Gentamycin 25 pl (Sigma-Aldrich®, Taufkirchen bei Minchen)
HyClone®dialyzed FBS 5 ml (gibco®ThermoFisher SCIENTIFIC, Ulm),

inaktiviert durch 30 min bei 56°C

Herstellung des DS-CMM + 2,5% FBS-Medium:

Reagenz: bendtigte Menge (Firma, Firmensitz):

DMEM ohne Glukose 47 ml (gibco®ThermoFisher SCIENTIFIC, Ulm)
Galaktose (500mM) 1 ml (Sigma-Aldrich®, Taufkirchen bei Miinchen)
Na-Pyruvat (100mM) 0,5 ml (Sigma-Aldrich®, Taufkirchen bei Miinchen)
Gentamycin 25 pl (Sigma-Aldrich®, Taufkirchen bei Mlinchen)
HyClone®dialyzed FBS 1,25 ml (gibco®ThermoFisher SCIENTIFIC, Ulm),

inaktiviert durch 30 min bei 56°C

Tabelle 2-6. Speziell fir den Differenzierungsvorgang benétigte Materialien.

Material Firma, Firmenstandort

Flaschen Corning®Ultra Low Attachement Corning, Wiesbaden

Surface T-25/ T-75

cell strainer Greiner Bio-One, Frickenhausen

BD Falcon Heidelberg

Corning® square bottle-top vacuum filter systems | Corning, Wiesbaden

Steriflip® Filtereinheiten Millipore, Darmstadt
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2.4 Kalziummessungen am Konfokalmikroskop

2.4.1 Losungen

Als allgemeine Nahrlésung der Zellen wahrend der Messungen, sowie als Grundlage
fur alle bei den Messungen verwendete Losungen, diente die sog. Normaltyrode. Zu
deren Herstellung wurde erst ein 10-fach-Stock angefertigt. Die Bestandteile (siehe
Tabelle 2-7) wurden zusammengefigt und in doppelt destilliertem Wasser geldst,
sodass das Endvolumen des 10-fach-Stocks ein Liter betrug. Der ph-Wert wurde auf

7,0 bei Raumtemperatur mit NaOH eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

Tabelle 2-7. Inhaltsstoffe des Tyrode-10-fach-Stocks.

Substanz Menge pro Liter
KCI 2,982 ¢

NaCl 81,816 g

MgCl2 0,952 g

HEPES 11,916 g

Um aus dem Tyrode-10-fach-Stock die Normaltyrode zu erhalten wurde der 10-fach-
Stock mit doppelt destillietem Wasser verdunnt und D-Glucose sowie CaClz
zugegeben (siehe Tabelle 2-8). AnschlieBend wurde der ph-Wert auf 7,4 bei
Raumtemperatur mit NaOH eingestellt. Die Normaltyrode ist zwar bei 4°C lagerfahig,

aber wurde am Messtag Uberwiegend frisch hergestellt.

Tabelle 2-8. Inhaltsstoffe der Normaltyrode.

Substanz Menge pro Liter

D-Glucose 1,802 g

CaClz 1 mM
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Zur Herstellung der Koffeinlosung wurde Normaltyrode mit Koffein versetzt (siehe
Tabelle 2-9).

Tabelle 2-9. Herstellung der Koffeinlésung.

Substanz Menge (Firma, Firmenstandort)
Normaltyrode 50 ml
Koffein 0,1 g (Sigma-Aldrich, Miinchen)

Far die Fluoreszenzfarbstofflosung einer Messkammer wurden die Bestandteile (siehe
Tabelle 2-10) Pluronic, der Fluoreszenzfarbstoff Fluo-8 bzw. Fluo-4 (AM) - angesetzt
als 1mM-Konzentration in Dimethylsulphoxide (SIGMA®Iife science, Mlunchen) - und
Normaltyrode in ein lichtundurchlassiges 2 ml-Tube pipettiert. Um ein vorzeitiges
Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffes zu verhindern, erfolgte dies unter den
lichtgeschutzten Bedingungen eines abgedunkelten Raumes mit Rotlichtquelle. Die
Fluoreszenzfarbstofflosung wurde vor jeder Messung frisch hergestellt, wahrend der

1ml Farbstoffstock an sich bei -20°C gelagert werden konnte.

Tabelle 2-10. Herstellung der Fluoreszenzfarbstofflésung einer Messkammer.

Substanz Menge (Firma, Firmenstandort)

Pluronic 1 ul (life technologies, Carlsbad)
Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4 (AM) bzw. Fluo-8 (AM) 2 ul (life technologies, Carlsbad)

Normaltyrode 1000 pl
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2.4.2 Fluoreszenzfarbstoffe Fluo-4 (AM) und Fluo-8 (AM)

Zur Detektion von Kalzium bzw. deren relative Konzentrationsanderung wurden die
Fluoreszenzfarbstoffe Fluo-4 (AM) und Fluo-8 (AM) eingesetzt. Diese weisen die
Eigenschaft auf, Licht der Wellenlange 488 nm zu absorbieren und im grinen
Wellenlangenbereich zu emittieren (siehe Abbildung 2-2). Sobald Fluo-4 bzw. Fluo-8
Kalziumionen binden, verstarkt sich die Fluoreszenzintensitat 100-fach, wahrend sich
die Wellenlange der Emission kaum verandert. Damit erflllen diese beiden

Fluoreszenzfarbstoffe das Merkmal eines nicht-ratiometrischen Kalzium-Indikators.

Spektraleigenschaften von Fluo-4/Fluo-8
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Abbildung 2-2. Spektraleigenschaften von Fluo-4/Fluo-8.
Die gepunktete Linie zeigt die relative Absorptionsintensitat, die durchgangige Linie die relative
Emissionsintensitat der kalziumbindenden Fluoreszenzfarbstoffe Fluo-4/Fluo-8 im Zusammenhang mit

der Wellenlange. (Zahlenwerte von Thermofisher Spectra Viewer (96)).
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Die unpolare AM-Ester-Form (Acetoxymethyl-Form) ermoglicht es Fluo-4 und Fluo-8
durch Diffusion in das Zellinnere zu gelangen. Dort vorherrschende zelleigene
Esterasen spalten die AM-Gruppe ab, wodurch Carboxylgruppen freigelegt werden.
Zum einen wird das Molekul dadurch polar und kann die Zellmembran nicht mehr
passieren, zum anderen kann es nun eine Bindung mit Kalzium-lonen eingehen (siehe
Abbildung 2-3).
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Abbildung 2-3. Schematische Beladung einer Zelle mit Fluo-4/Fluo-8 (AM).
Das unpolare Farbstoffmolekul (violett) diffundiert durch die Zellmembran (orange) in das Zellinnere.

Dort spalten Esterasen die AM-Gruppe (rot) ab, sodass das nun polare Molekil Kalzium-lonen binden

kann.

Fluo-4 und Fluo-8 unterscheiden sich molekular nur duRerst geringfligig und weisen
nahezu identische funktionelle Eigenschaften auf (siehe Tabelle 2-11). Der Vorteil am
neueren Fluo-8 besteht lediglich darin, dass der Farbstoff im Vergleich zu Fluo-4 eine
1,5- bis 2-fach starkere Helligkeit aufweist. Daher wurde im Lauf der Messungen der
unstimulierten induzierten Kardiomyozyten von Fluo-4 (AM) Uberwiegend auf Fluo-8
(AM) umgestellt. Die Messungen der 0,5-Hz stimulierten induzierten Kardiomyozyten
wurden ausschlielich mit Fluo-8 (AM) durchgefuhrt. Die Daten von Fluo-4 und Fluo-8
wurden aber letztendlich gepoolt, da sie sich nicht unterschieden und die Farbstoffe
auch in Funktion und Handhabung komplett gleich sind (97-103).
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Tabelle 2-11. Technische Daten zu den Fluoreszenzfarbstoffen Fluo-4 (AM) und Fluo-8 (AM).

Fluo-4 (AM) Fluo-8 (AM)
Summenformel Cs1H50F2N2023 CsoH50N2023
Exzitation 494 nm 494 nm
Emission 516 nm 517 nm
Kad 335 nm 390 nm
Losungsmittel DMSO DMSO

2.4.3 Konfokalmikroskop und Versuchsaufbau

Alle Kalziummessungen erfolgten am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop Zeiss
LSM700 mit der Imaging-Software ZEN black (Carl Zeiss AG, Oberkochen).

Das Konfokalmikroskop entspricht einem speziellen Lichtmikroskop, das aufgrund
seines Aufbaus eine stark erhdhte Tiefenscharfe bietet. Ein Argonlaser dient als
Anregungslicht fur die mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Kalziummolekile in den
Zellen. Dessen Strahl wird durch eine Lochblende geblindelt und Uber einen
dichroitischen Spiegel auf einen Punkt in der Fokusebene gelenkt. Durch die
Wellenlange von 488 nm des Lasers werden an diesem Punkt die Molekule angeregt,
sodass Fluoreszenzlicht emittiert wird. Der dichroitische Spiegel fungiert dabei als
Strahlenteiler. Im Gegensatz zum Licht des Lasers ist er fir das langwelligere
Fluoreszenzlicht durchlassig, sodass es vom Detektor (Photomultiplier) erfasst werden
kann (siehe Abbildung 2-4). Die Lochblende des Detektors ermoglicht eine
Selektierung der Fluoreszenzemission im Hinblick auf Molekile, die Gber und unter
dem Fokuspunkt angeregt wurden, was zu der hohen Tiefenscharfe des
Konfokalmikroskops beitragt. Die Bezeichnung ,konfokal“ verweist daher auf die
Konstruktion, die es ermoglicht, dass der Punkt der Anregung im Praparat und der
Punkt der Emission in der Mitte der Lochblende des Detektors gleichzeitig im Fokus
sind.
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Laserstrahl

Fluoreszenz

ffffffff Streufluoreszenz

Abbildung 2-4. Darstellung des Strahlengangs im Konfokalmikroskop.

Vom Laser gelangt der Strahl der Wellenlange 488nm durch eine Lochblende geblndelt auf einen
dichroitischen Spiegel, der das kurzwellige Licht in einen Punkt der Fokusebene spiegelt. Die mit
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Kalziummolekiile in den Zellen absorbieren das Licht und emittieren
daraufhin Fluoreszenzlicht. Da der dichroitische Spiegel fir das Fluoreszenzlicht durchlassig ist, kann
es vom Detektor erfasst werden. Etwaige Streufluoreszenz, falls z.B. Moleklle auch unterhalb der

Fokusebene angeregt werden, wird durch die Lochblende des Detektors blockiert.

Bei den Kalziummessungen der vorliegenden Arbeit wurde die Technik der schellen
Line-Scans angewandt. Dabei wird eine Linie im Praparat festgelegt, die daraufhin
vom fokussierten Laserstrahl in einer von der Linienlange abhangigen
Maximalgeschwindigkeit abgerastert wird. Das entstehende Bild wird dabei vom
Computer aus den fokalen Abbildungen aller Punkte der Linie im zeitlichen

Zusammenhang erstellt. Die Anzahl der Abrasterungsvorgange (time series) war hier
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mit 20.000 festgelegt. Die Intensitat des Lasers war bei 1,0 eingestellt, die Offnung der
Lochblende (pinhole) bei 30,2 sowie die Verstarkung (Gain) bei 500. Uber die
Lochblende wird die Schichtdicke definiert. Diese Werte wurden gewahlt, um bei
minimal moglicher Laserintensitat und geringstmoglicher Verstarkung ein Ausbleichen
des Fluoreszenzfarbstoffs bzw. ein Detektor-Rauschen zu minimieren. Die
festgelegten Einstellungen (siehe Tabelle 2-12) ermdglichen ferner die

Vergleichbarkeit der erhaltenen Fluoreszenzwerte (104—-106).

Tabelle 2-12. Festgelegte Einstellungen des Konfokalmikroskops fiir die Kalziummessungen.

Einstellungen des Lasers Wert
time series 20.000
Intensitat 1,0
pinhole 30,2
Gain 500
Wellenlange 488 nm

Auf dem Objekthalter des Konfokalmikroskops wurden die Glasboden-Kulturschalen
mit den zu messenden Zellen eingespannt. Die elektrische Stimulation der Zellen
erfolgte mittels fur die Messkammern passenden Platin-Stimulationselektroden, die mit
dem Stimulator (MyoPacer Cell Stimulatior, lonOptix Corporation, Milton, USA)
verbunden waren. Fur die Durchfihrung einer Koffeinmessung wurde statt des
Stimulatordeckels eine feine Kantile befestigt, die Gber einen Zulaufschlauch mit einem
Reservoir an Koffeinldsung verbunden war. Die Tropfengeschwindigkeit hierfur war
konstant eingestellt. Um die Koffeinlésung kontrolliert als Bolus auf die Zellen geben
zu kénnen, war der Zulaufschlauch in eine Regulationseinheit eingeklemmt, die sich
uber einen Druckausldser 6ffnet (siehe Abbildung 2-5).
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Abbildung 2-5. Schematische Versuchsanordnung am Konfokalmikroskop.
Legende: 1 Objekttisch des Konfokalmikroskops, 2 Messkammer, 3 Stimulationsdeckel, 4 Stimulator, 5
Koffeinreservoir, 6 Regulationseineit des Koffeinflusses, 7 Druckausléser der Regulationseinheit, 8

Koffeinzulauf mit Kandule.

2.4.4 Vorbereitung einer Messkammer und Messprotokoll

Die mit Gelatine beschichteten Glasboden-Kulturschalen, in denen die induzierten
Kardiomyozyten im Zuge des Differenzierungsvorgangs ausplattiert wurden, konnten
auch zur Messung eingesetzt werden. Daher wurde als erstes unter lichtgeschitzten
Bedingungen das Nahrmedium der Zellkammer abgenommen und die
Fluoreszenzfarbstofflosung vollstandig darauf gegeben. Diese inkubierte daraufhin
lichtabgeschirmt fur 30 min bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde die
Farbstofflosung durch 1 ml Normaltyrode ersetzt und fir weitere 15 min
lichtabgeschirmt inkubiert (siehe Abbildung 2-6), um eine mdoglichst vollstandige

Deesterifikation des Fluoreszenzfarbstoffs zu erreichen.



42

E— 30 min > 15 min
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mit Medium mit Fluoreszenzfarbstofflésung mit Normalyrode

Abbildung 2-6. Ablauf der Messvorbereitung einer Kammer.

Die Zellen werden fir 30 min bei Raumtemperatur mit Fluoreszenzfarbstofflosung lichtabgeschirmt

inkubiert. Danach erfolgt fiir 15 min eine lichtabgeschirmte Inkubation mit Normaltyrode.

Im Anschluss daran konnte mit dem Messprotokoll begonnen werden. Unter einem 40-
fach-vergroRerndem Olimmersionsobjektiv wurde eine geeignete Zelle ausfindig
gemacht. Von dieser wurden jeweils drei Messungen durchgefuhrt. Die Anregung des
Farbstoffs wurde in schneller Line-Scan-Technik bei 488nm vorgenommen. Der erste
Line-Scan erfolgte unstimuliert, um die Transienten der spontanen Autokontraktionen
zu messen. Beim zweiten Line-Scan wurde die Zelle mit 0,5 Hz bzw. beim dritten Line-
Scan mit 1 Hz stimuliert. Dabei begann der Line-Scan erst, nachdem die Zelle ihr
Steady State erreicht hatte. Nach ca. 2/3 der Messung wurde die Stimulation beendet,
um etwaige nachfolgende spontane Aktivitat der Zelle aufzeichnen zu kénnen. Die
Linie durch die Zelle wurde fir den Laser stets so festgelegt, dass diese sowohl
Cytoplasma, als auch Zellkern sowie den Hintergrund der Zelle erfasste. Auch wurde
darauf geachtet, die Linie vor jedem weiteren Line-Scan jeweils ohne Veranderung der
Linienlange um einige Mykrometer zu versetzen (siehe Abbildung 2-7), um
Messverfalschungen durch ein vorzeitiges Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs

durch den Laser auszuschliel3en.
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Line-Scan-Linie
Cytoplasma

1. Line-Scan: ohne Stimulation

v

Zellkern ——

2. Line-Scan: mit Stimulation von 0,5 Hz

3. Line-Scan: mit Stimulation von 1 Hz

Abbildung 2-7. Schematische Darstellung des Line-Scan-Messprotokolls.

Die Linien werden jeweils sowohl durch Cytoplasma, Kern und Zellhintergrund gelegt. Der erste Line-
Scan erfolgt unstimuliert, der zweite bei 0,5 Hz und der dritte bei 1 Hz, wobei die Linie vor dem zweiten
und dritten Line-Scan etwas versetzt wird, um ein vorzeitiges Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs zu

verhindern.

Als letzte Messung einer Kammer wurde die Reaktion einer Zelle auf Koffein
untersucht. Hierfiir wurde wahrend einer unstimulierten Messung durch eine zellnah
platzierte, schmale Kanule ein langer Koffeinbolus abgegeben. Die Kanule wurde
durch ein Reservoir an Koffeinldsung gespeist. Durch die Koffein-induzierten
Transienten werden Informationen zum Kalziumgehalt im Sarkoplasmatischen
Retikulum erhalten, da Koffein an den Ryanodin-Rezeptoren RyR2 reversibel bindet,
diese 6ffnet und offen halt. Dadurch bewirkt Koffein eine vollstandige Entleerung des
Kalziums aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum in das Cytosol, was den

Ruckschluss auf seinen Kalziumgehalt zulasst.
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2.5 Datenauswertung und Statistik

2.5.1 Erstellung von Intensitatsprofilen in ImageJ

Uber die pro Zelle erhaltene Ism-Datei wurde mithilfe der Software ImageJ (National
Institutes of Health, Bethesda MD) ein Intensitatsprofil erstellt, das die
Helligkeitsunterschiede der Fluoreszenz der kalziumbindenden Farbstoffe Fluo-8 und
Fluo-4 (AM) in eine Funktion der Zeit umwandelt. Dies wurde jeweils flr Cytosol und
Zellkern einer Zelle vorgenommen. Dazu wird von den rohen Daten zuerst die
Hintergrund-Fluoreszenz Fui subtrahiert, bevor sie durch ihren diastolischen Wert Fo
dividiert werden (siehe Formel 2-1). Dadurch kann die relative Fluoreszenz Frel in

Abhangigkeit von der Zeit ermittelt werden.

Frel = Froh systolisch = FHi = F

Froh diastolisch = FHi Fo

Formel 2-1. Berechnung der relativen Fluoreszenz.

2.5.2 Extraktion der Daten aus Intensitatsprofilen in Clampfit

Aus den erstellten Intensitatsprofilen wurden mit der Software Clampfit 10.6 (Molecular
Devices, Sunnyvale CA, USA) die Daten extrahiert (siehe Abbildung 2-8). Uber die
Anwendung , Threshold Search® wurden die Peaks der Kalziumtransienten erfasst. Die
erhaltenen Rohdaten wurden anschlieRend in Excel (Microsoft Corporaton, Redmont
WA, USA) gespeichert. Als relevante Parameter wurden daraus die Amplitude, TTP
(time to peak), RT50 (relaxatien time) und die Frequenz der Kalziumtransienten
ausgewahlt. Von diesen Parametern wurden in Excel die Mittelwerte errechnet, um
einer falschlichen Wichtung aufgrund der unterschiedlichen Transientenanzahl in einer

Messung vorzubeugen.
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6

Abbildung 2-8. Grober Ablauf eines Auswertungsvorganges.
Ein Auswertungsvorgang am Beispiel des Cytosols einer mit 0,5 Hz-stimulierten Zelle der Schwester.
Im Programm ImageJ wird ein Intensitatsprofil erstellt, dessen Daten in txt-Form in der Software Clampfit

analysiert werden.
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Um Aussagen zu cytosolischen Werten im Zusammenhang zu nuklearen Werten
treffen zu konnen, wurden in Excel bei den Parametern Amplitude, TTP, RT50
von unstimuliert und bei 0,5 Hz stimulierten Kalziumtransienten die prozentualen

Verhaltnisse der Mittelwerte pro Zelle gebildet (siehe

Formel 2-2).
Vo = 100 % - M¢
z= My

Formel 2-2. Berechnung des nuklearen zu cytosolischen Verhaltniswerts.

Vz = Verhaltniswert einer Zelle in %; Mn = nukleadrer Mittelwert; Mc = cytosolischer Mittelwert

2.5.3 Erstellen der Statistik in GraphPad Prism

Aus den in Excel errechneten Mittelwerten erfolgte schlie3lich die statistische Analyse
durch die Software GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla CA, USA). Es
wurde der one-way-Anova-Test angewandt. Als statistisches Signifikanzniveau gilt
p < 0,05 (Kennzeichnung: *), bzw. p < 0,01 - 0,001 (Kennzeichnung: **), p < 0,001 —
0,0001 (Kennzeichnung: ***), sowie p < 0,0001 (Kennzeichnung ****). Die Daten sind
jeweils als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (S.E.M. = standart error of the

mean) dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Eigenfrequenzen unstimulierter induzierter Kardiomyozyten

Aus iPSC differenzierte Kardiomyozyten weisen die Eigenschaft auf, auch ohne
elektrische Stimulation Kalziumtransienten zu zeigen. Eine Uberpriifung der Frequenz
dieser Eigenkontraktionen ergab, dass sich unter den Zellen der Kontrollperson (n=62)
mit 0,07 +0,004 Hz im Mittel vergleichsweise deutlich erniedrigte Eigenfrequenzen
fanden. Die Eigenfrequenzen der Zellen der Schwester (n=46) waren mit 0,11 0,01
Hz im Mittel signifikant erhoht zu denen der Kontrollperson und gleichzeitig
hochsignifikant erniedrigt gegenuber den Eigenfrequenzen der Zellen der
Indexpatientin (n=81). Diese erwiesen sich mit 0,28 +0,01 Hz im Mittel gegenlber den
Zellen der Schwester und der Kontrollperson als hochsignifikant erhoht (siehe
Abbildung 3-1).

Frequenz

*kkk

0.5
0.4+
Fkkk
0.3

0.2+

0.14

0.0 T

Abbildung 3-1. Eigenfrequenzen der induzierten Kardiomyozyten.

Es zeigt sich ein deutlicher, statistisch signifikanter Unterschied zwischen allen drei Zellgruppen.
(Kontrollperson: n=62; Schwester: n=46; Indexpatientin: n=81; statistisches Signifikanzniveau: * d.h.
p<0,05; **** d.h. p<0,0001).



48

3.2 Cytosolische Transienten unstimulierter induzierter Kardiomyozyten

Die Auswertung der cytosolischen Amplituden der Kalziumtransienten von
unstimulierten induzierten Kardiomyozyten zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Linien der Kontrollperson und der Indexpatientin, jedoch zwischen den
Linien der Kontrollperson und der Schwester. Die cytosolischen Amplituden der Zellen
der Indexpatientin (n=84) wiesen mit 3,64 +0,16 im Mittel als F/Fo eine tendenzielle
Erhéhung gegenlber denen der Kontrolle (n=66) mit 3,16 +0,16 auf. Diejenigen der
Schwester (n=42) betrugen 4,25 +0,31 im Mittel als F/Fo und unterschieden sich damit
signifikant von der Kontrollperson, nicht aber von der Indexpatientin (siehe Abbildung
3-2).

Aufgrund der deutlich unterschiedlichen Eigenfrequenzen der Zelllinien erfolgte bei
unstimulierten Kalziumtransienten zusatzlich eine frequenzabhangige Analyse der
Parameter. Als Mall des Zusammenhangs zwischen Frequenz und dem jeweiligen
Kalziumparameter wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient r auf statistische
Signifikanz gepruft. AuBerdem wurden jeweils die Steigung der Regressionsgeraden
(slope) sowie der Parameter R? (R square) fiir die Giite der Regressionsgerade

erfasst.

Hinsichtlich der Amplituden ergab sich sowohl bei den Zellen der Kontrollperson
(r=-0,04310), als auch bei der Schwester (r=-0,004099) und der Indexpatientin
(r=-0,1915) keine signifikante Korrelation zur Frequenz (siehe Abbildung 3-2). Die
Steigungen der Regressionsgeraden betrugen bei den Zellen der Kontrollperson
-1.246 £3.638 (R square= 0,001858), bei der Schwester 0,1125 4,341 (R square=
0,0000168) und bei der Indexpatientin -2,930 1,689 (R square= 0,03668) und
unterschieden sich jeweils nicht signifikant (p=0,7013).
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Abbildung 3-2. Cytosolische Amplituden unstimuliert erhaltener Kalziumtransienten.

Die Werte werden im Direktvergleich (D) und einzeln fur die Zellgruppen der Kontrollperson (A),
Schwester (B) und der Indexpatientin (C) dargestellt, jeweils mit Regressionsgerade (durchgezogene
Linie) und Fehlergerade (gestrichelt). Die cytosolischen Amplituden der Zellen der Schwester
unterschieden sich signifikant von denen der Kontrollperson, diejenigen der Indexpatientin hingegen
nicht. Der angedeutete Unterschied zwischen cytosolischen Amplituden der Schwester und der
Indexpatientin erwies sich als nicht signifikant. Der Pearson Korrelationskoeffizient zwischen den
Parametern Frequenz und cytosolischer Ampitude ergab bei allen drei Zelllinien keinen statistisch
signifikanten Zusammenhang (griine Schriftfarbe). (Kontrollperson: n=66; Schwester: n=42;

Indexpatientin: n=84; statistisches Signifikanzniveau: p<0,01).
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Bei der Untersuchung der cytosolischen time to peak- (TTP-) Werte (siehe Abbildung
3-3) fanden sich signifikante Verminderungen sowohl bei den Kalziumtransienten der
Zellen der Schwester (n=46), als auch bei der Indexpatientin (n=84), jeweils im
Vergleich mit der Kontrollperson (n=65). Die absoluten Mittelwerte lagen bei 394,7
126,98 (Kontrollperson), sowie 279,6 +24,83 (Schwester) und 231,7 +15,08 ms
(Indexpatientin). Die frequenzabhangige Analyse zeigte bei den Zellen der Schwester
einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen Frequenz und TTP-Werten
(p=0,0416), wobei die TTP bei steigender Frequenz abnahm. Der Pearson
Korrelationskoeffizient betrug dabei r=-0,3017 bei der Schwester. Bei den Zellen der
Kontrollperson und der Indexperson wies dieser mit r=-0,01858 (Kontrollperson) und
r=-0,1494 (Indexperson) keine Signifikanz auf. Die Betrachtung der slope-Werte ergab
fur die Zellen der Kontrollperson 87,34 +596,8 (R square= 0,0003453), der Schwester
-706,5 +336,5 (R square= 0,09103) und der Indexpatientin -215,5 +161,5 (R square=
0,02232), ein signifikanter Unterschied konnte nicht festgestellt werden (p=0,3548).
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Abbildung 3-3. Cytosolische TTP-Werte unstimuliert erhaltener Kalziumtransienten.

Die Werte werden im Direktvergleich (D) und einzeln fir die Zellgruppen der Kontrollperson (A),
Schwester (B) und der Indexpatientin (C) dargestellt, jeweils mit Regressionsgerade (durchgezogene
Linie) und Fehlergerade (gestrichelt). Die cytosolischen TTP-Werte der Zellen der Schwester und der
Indexpatientin erwiesen sich gegentiber der Kontrollperson als signifikant vermindert. Bei der Zelllinie
der Schwester ergab sich im Gegensatz zu den Zellen der Kontrollperson und der Indexperson auch
eine statistisch signifikante Korrelation zwischen Frequenz und Amplitude (pinke Schriftfarbe).

(Kontrollperson: n=65; Schwester: n=46; Indexpatientin: n=84; statistisches Signifikanzniveau: p<0,01).
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Um neben den TTP-Werten, die die Zeit der systolischen Kalziumfreisetzung aus dem
SR beschreiben, auch die Zeit des Kalziumabfalls analysieren zu kénnen, wurden
Werte der Relaxationszeit auf 50 % der Amplitude (RT50) herangezogen. Hierbei
fanden sich den TTP-Werten ahnliche Ergebnisse: Die RT50-Werte der Zellen der
Schwester und der Indexpatientin waren im Hinblick auf die Kontrollperson signifikant
erniedrigt, wobei sie bei der Indexpatientin am starksten vermindert waren (siehe
Abbildung 3-4). Der absolute Mittelwert war hierbei 662,0 +27,44 ms (n=82), bei der
Schwester (n=46) 819,9 +57,10 ms und bei der Kontrollperson (n=60) 1157 £74,39
ms. Der Pearson Korrelationskoeffizient zeigte bei allen drei Zelllinien mit r=-0,2330
(Kontrollperson), r=-0,3053 (Schwester) und r=-0,3500 (Indexpatientin) einen
tendenziellen Zusammenhang auf, bei den Zellen der Schwester und der
Indexpatientin erwies dieser sich als statistisch signifikant. Die Steigung der
Regressionsgeraden betrug bei den Zellen der Kontrollperson -2867 +1571 (R
square= 0,05431), bei der Schwester -1644 +773 (R square= 0,09320) und bei der
Indexpatientin -877,2 +269,3 (R square= 0,1225), sie unterschieden sich nicht
signifikant voneinander (p=0,2324).
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Abbildung 3-4. Cytosolische RT50-Werte unstimuliert erhaltener Kalziumtransienten.
Die Werte werden im Direktvergleich (D) und einzeln fir die Zellgruppen der Kontrollperson (A),

Schwester (B) und der Indexpatientin (C) dargestellt, jeweils mit Regressionsgerade (durchgezogene
Linie) und Fehlergerade (gestrichelt). Die cytosolischen RT50-Werte der Zellgruppen mit Mutation
wiesen signifikante Verminderungen gegentber der Kontrollperson auf, wobei die Werte der Zellgruppe
mit Mutation und Erkrankung am starksten erniedrigt waren. Eine statistisch signifikante Korrelation
zwischen den Parametern Frequenz und RT50 lie3 bei den Zellen der Schwester und der Indexpatientin
nachweisen (pinke Schriftfarbe), wenn auch eine gewisse Tendenz bei den Zellen der Kontrollperson
angedeutet erscheint. (Kontrollperson: n=60; Schwester: n=46; Indexpatientin: n=82; statistisches

Signifikanzniveau: p<0,001).
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3.3 Koffeintransienten

Die Auswertung der Amplitude von spontan kontrahierenden Koffein-induzierten
Transienten ermdglicht Informationen Uber den Kalziumgehalt des SR. Hintergrund
dafir ist die durch Koffein bewirkte Offnung der Ryanodinrezeptoren und die damit
verbundene vollstandige Entleerung des Kalziums aus dem Sarkoplasmatischen
Retikulum in das Cytosol. Hier wurden keine statistisch signifikanten Zusammenhange
zwischen den Zellen der Kontrollperson (n=12), Schwester (n=5) und Indexpatientin
(n=8) festgestellt, auch wenn sich die Werte der Zellen der Schwester mit einem F/Fo
von 4,36 £0,42 im Mittel tendenziell erhoht darstellten (siehe Abbildung 3-5). Das F/Fo
der Zellen der Indexpatientin betrug im Mittel 3,13 0,68, jenes der Kontrollperson 2,99
10,45. Somit gibt es in Bezug auf koffein-induzierte Kalziumtransienten keinen Hinweis

auf einen veranderten Kalziumgehalt des SR im Zusammenhang mit der PKP-

Mutation.
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Abbildung 3-5. Cytosolische Werte der Amplituden von Koffein-induzierten Transienten.
Die statistische Analyse ergab keine signifikanten Zusammenhange unter den drei Zellgruppen. Die
Werte der Zellen der Schwester wiesen lediglich eine erhéhte Tendenz auf. (Kontrollperson: n=12;

Schwester: n=5; Indexpatientin: n=8).
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3.4 Cytosolische Transienten bei 0,5 Hz-stimulierten induzierten Kardiomyozyten

Die Analyse der cytosolischen Transientenamplituden von 0,5 Hz-stimulierten
induzierten Kardiomyozyten ergab einen statistisch signifikanten Unterschied. So
zeigten sich die cytosolischen Amplituden der Zellen der Indexpatientin stark
vermindert im Hinblick auf die der Kontrollperson. In Bezug auf die Kontrollperson
hingegen war die Amplitudenverminderung der Zellen der Schwester zwar angedeutet,
aber nicht signifikant (siehe Abbildung 3-6). Das F/Fo war jeweils im Mittel bei 2,96
10,20 (Kontrollperson, n=47), 2,48 0,22 (Schwester, n=45) und 1,97 0,09
(Indexpatientin, n=65).
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Abbildung 3-6. Cytosolische Amplitudenwerte von 0,5 Hz-stimuliert erhaltenen Kalziumtransienten.

Die cytosolischen Amplituden der Zellen der Indexpatientin zeigten sich gegentiber der Kontrollperson
signifikant vermindert. Ein Unterschied zwischen den Zellen der Schwester und der Kontrollperson
schien angedeutet, erwies sich aber als nicht signifikant. (Kontrollperson: n=47; Schwester: n=45;

Indexpatientin: n=65; statistisches Signifikanzniveau: **** d.h. p<0,0001).
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Die TTP-Werte bei den Zellen der Schwester und der Indexpatientin waren denen der
Kontrollperson gegenuber signifikant erhoht (siehe Abbildung 3-7). Die absoluten TTP-
Werte betrugen bei den Zellen der Kontrollperson im Mittel 147,8 +8,43 ms (n=30), bei
den Zellen der Schwester 209,2 +18,40 ms (n=39) und 219,5 £13,76 ms bei Zellen der
Indexpatientin (n=47).
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Abbildung 3-7. Cytosolische TTP-Werte von 0,5 Hz-stimuliert erhaltenen Kalziumtransienten.
Die TTP-Werte im Cytosol der Zellen der Schwester und der Indexpatientin waren signifikant erhdht

gegeniber denen der Kontrollperson. (Kontrollperson: n=30; Schwester: n=39; Indexpatientin: n=47;
statistisches Signifikanzniveau: * d.h. p<0,05-0,01; ** d.h. p<0,01-0,001).

Anhnliche Ergebnisse wie bei den cytosolischen TTP-Werten - die als zeitliches MaR
der Kalziumfreisetzung aus dem SR gelten - wurden beim Parameter RT50 erhalten,
einem zeitlichen Mal® der Kalziumelimination aus dem Cytosol. Die RT50-Werte
sowohl der Zellen der Schwester mit 589,9 +35,83 ms im Mittel (n=39), als auch der
Zellen der Indexpatientin mit 582,00 + 25,40 ms (n=45) zeigten eine signifikante
Erhéhung im Hinblick auf die Zellen der Kontrollperson mit 434,7 + 31,11 ms (n=33)
(siehe Abbildung 3-8).
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Abbildung 3-8. Cytosolische RT50-Werte von 0,5 Hz-stimuliert erhaltenen Kalziumtransienten.
Die cytosolischen RT50-Werte ergaben signifikante Erhdhungen der Zellen der Schwester und
Indexpatientin gegeniiber den Zellen der Kontrollperson. (Kontrollperson: n=33; Schwester: n=39;

Indexpatientin: n=45; statistisches Signifikanzniveau: ** d.h. p<0,01-0,001).
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3.5 Qualitative Transientenanalyse bei 1 Hz-Stimulation

Zur Feststellung der Arrhythmieneigung wurde eine qualitative Analyse bei 1 Hz
vorgenommen, was in Anbetracht der Eigenfrequenzen von 0,01 - 0,03 Hz im Mittel
einer deutlich gesteigerten Stimulationsfrequenz entsprach. Als Frequenz-induzierte
Arrhythmien wurden Kalzium-Alternans, zusatzliche oder fehlende
Kalziumtransienten, Tachykardien und vollig asynchrone Kalziumausschuttungen
gewertet. So wurde die Haufung des aufgetretenen arrhythmischen Verhaltens in

Zusammenschau mit Zellkompartiment - Cytosol oder Zellkern - und Zelllinie

untersucht.
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Abbildung 3-9. Originalregistrierung von Frequenz-induzierten Arrhythmien im Vergleich zu normalen
Kalziumtransienten.

Fir die qualitative Analyse von Arrhythmien, die im Rahmen der Stimulationsfrequenz von 1 Hz
auftraten, wurden fehlerhafte Kalziumausschuttungen jeglicher Art wie beispielsweise Alternans (B) und

asynchrone Tachykardien (C) im Vergleich zu korrekt umgesetzten Kalziumtransienten (A) erfasst.

Es zeigte sich, dass unter dieser Stimulationsfrequenz Arrhythmien eindrucksvoll
auslosbar waren. Der Anteil der Zellen mit arrhythmischem Verhalten bei 1 Hz
uberwog bei allen drei Zelllinien im Zellkern wie auch im Cytosol. Desweiteren war der
arrhythmische Anteil im Zellkern gegenuber dem Cytosol unabhangig von der Zelllinie
deutlich erhdht. Bei den Zellen der Indexpatientin (n=192) waren die Arrhythmieanteile
sowohl im Zellkern (91 %), als auch im Cytosol (61 %) gegenliber denen der anderen
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beiden Zelllinien am hdchsten, wahrend sie bei den Zellen der Kontrollperson (n=66)
im Cytosol mit 53 % am niedrigsten waren. Die Zellen der Schwester (n=94) lagen mit
ihrem cytosolischen Verhalten (56 % Arrhythmieanteil) zwischen den Werten der
Zellen der Indexpatientin und der Kontrollperson, nuklear hatten sie mit 81 % einen
fast gleichen Arrhythmieanteil als die Zellen der Kontrollperson mit 82 %. Obwohl diese
Zelllinie mutationstragend ist, fand sich im Arrhythmieverhalten dennoch ein
ausgepragter Unterschied zur Zelllinie der Indexpatientin (siehe Abbildung 3-10).
Damit betrug der prozentuale Unterschied im Vergleich zur Kontrolle bei den
Kardiomyozyten der asymptomatischen Mutationstragerin 6 % und bei der
Indexpatientin 15 % im Cytosol, im Zellkern -1 % bei der asymptomatischen

Mutationstragerin und 11 % bei der Indexpatientin (siehe Abbildung 3-10).
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Abbildung 3-10. Qualitative prozentuale Transientenanalyse von 1 Hz-stimulierten induzierten
Kardiomyozyten.

(A) Der Anteil an Zellen mit arrhythmischen Verhalten bei 1 Hz Gberwog im Cytosol unabhéngig von der
Zelllinie.

(B) Der héchste Anteil an nuklearen Arrhythmien war bei den Zellen der Indexpatientin zu verzeichnen.
Auffallig dabei war, dass bei der Zelllinie der Schwester der nukleare Arrhythmieanteil dem der Zelllinie
der Kontrollperson ahnelt und sich deutlich von dem der Indexpatientin unterscheidet.
(Kontrollperson: n=66; Schwester: n=94; Indexpatientin: n=192).
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3.6 Nukleér-cytosolisch  prozentuale Werte der Kalziumtransienten von

unstimulierten induzierten Kardiomyozyten

Die statistische Analyse der prozentualen Verhaltnisse von nuklearen zu cytosolischen
Amplituden der unstimuliert erhaltenen Kalziumtransienten pro Zelllinie ergab im
Hinblick auf die Zellen der Kontrollperson (n=65,) eine tendenzielle, nicht signifikante
Erniedrigung der Zellen der Schwester (n=46). Diese Erniedrigung zeigte sich bei den
Zellen der Indexpatientin (n=79) ausgepragter, hier war der Unterschied statistisch
signifikant (siehe Abbildung 3-11). Die absoluten Mittelwerte in Prozent betrugen 100,4
15,80 bei den Zellen der Kontrollperson, 87,63 6,00 bei den Zellen der Schwester
und 76,80 £3,30 bei den Zellen der Indexpatientin.
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Abbildung 3-11. Die prozentualen Verhaltnisse von nuklearen zu cytosolischen Amplitudenwerten
unstimuliert erhaltener Kalziumtransienten.

Die Werte der Zellen der Schwester stellten sich als leicht (nicht signifikant) vermindert gegeniber
denen der Zellen der Kontrollperson dar, diejenigen der Zellen der Indexpatientin waren deutlich
(statistisch signifikant) vermindert. (Kontrollperson: n=65; Schwester: n=46; Indexpatientin: n=79;

statistisches Signifikanzniveau: ** d.h. p<0,01-0,001).
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In den prozentualen Verhaltnissen der cytosolischen zu nuklearen TTP-Werte
unterschieden sich weder die TTP-Werte der Zellen der Schwester (n=44), noch die
TTP-Werte der Zellen der Indexpatientin (n=68) signifikant von den Zellen der
Kontrollperson (n=60). Bei den Zellen der Indexpatientin zeigte sich mit 130 £9,51 im
Mittel lediglich eine tendenzielle Verminderung gegenuber der Kontrollperson mit
139,7 £12,48 an, bei den Zellen der Schwester mit 176,5 £20,66 eine leichte Erhdhung
(siehe Abbildung 3-12).
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Abbildung 3-12. Die prozentualen Verhaltnisse von nukledren zu cytosolischen TTP-Werten
unstimuliert erhaltener Kalziumtransienten.
Bei der Gegenuberstellung der nukledren zu cytosolischen Verhaltniswerte fand sich kein signifikanter

Unterschied unter den drei Zellgruppen, auch wenn die Werte der Zellen der Schwester den Trend einer
leichten Erhdéhung bzw. die der Indexpatientin eine leichte Verminderung zeigten.

(Kontrollperson: n=60; Schwester: n=44; Indexpatientin: n=68).
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Bei den prozentualen Verhaltnissen der RT50-Werte von Nukleus zu Cytosol fanden
sich keine signifikanten Unterschiede. Die Werte der drei Zellgruppen wiesen mit 123,7
17,90 im Mittel (Indexpatientin: n=77), 124,8 £10,70 (Schwester: n=41) und 107,3
18,52 (Kontrollperson: n=56) ahnliche Werte auf, wenn auch sich bei den beiden
Zellgruppen mit Mutation eine gewisse Tendenz zur Erhdhung abzeichnete (siehe
Abbildung 3-13).

RT50
150 1
-
100
%
50
0 T T
<O < &
(’o 6}0 Q\.‘
o & R
c>\\Q N ]
< © +
X ) 8%
Oo >
& N

Abbildung 3-13. Die prozentualen Verhaltnisse von nukledren zu cytosolischen RT50-Werten

unstimuliert erhaltener Kalziumtransienten.
Die Analyse der jeweiligen prozentualen Verhaltnisse ergab keine statistisch signifikanten Unterschiede.

(Kontrollperson: n=56; Schwester: n=41; Indexpatientin: n=77).
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3.7 Nukleér-cytosolisch prozentuale Werte der Kalziumtransienten von 0,5 Hz-

stimulierten induzierten Kardiomyozyten

Die Abstufung der cytosolischen Amplituden von den Zellen der Kontrollperson Uber
die der Schwester auf die der Indexpatientin (Kapitel 3.4) erwies sich bei der
Betrachtung der prozentualen Verhaltnisse der nuklearen zu cytosolischen Amplituden
als aufgehoben. Es =zeigte sich hier eine signifikante Erhohung des
Verhaltnisquotienten der Kardiomyozyten der Schwester (n=39) mit 86,9 +5,513 im
Mittel gegenuber der Kontrollperson (n=32) mit 68,16 5,34, wahrend sich dieser von
der Indexpatientin (n=43) mit 72,09 +4,38 im Mittel nicht signifikant unterschied. Dies
ist darauf zurlick zu fuhren, dass der Anteil der nuklearen Amplituden der Zellen der
Indexpatientin im gleichen MalR} kleiner war wie bei denen der Kontrollperson, sodass
sich der Quotient nicht anderte. Im Gegensatz dazu war dies bei den PKP2-3-21-
Zellen nicht der Fall, wodurch sich der Quotient erhohte (siehe Abbildung 3-14).
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Abbildung 3-14. Prozentuale Verhaltnisse von nuklearen zu cytosolischen Amplitudenwerten von 0,5
Hz-stimuliert erhaltenen Kalziumtransienten.

Die prozentualen Verhaltnisse der Zellen der Schwester gegentiber denen der Kontrollperson stellten
sich erhoht dar, wahrend bei denen der Indexpatientin kein signifikanter Unterschied erkennbar war.
(Kontrollperson: n=32; Schwester: n=39; Indexpatientin: n=43; statistisches Signifikanzniveau: * d.h.
p<0,05).
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Bei den prozentualen Verhaltnissen der TTP-Werte erwies sich die Erhéhung der
Zellen der Schwester und der Indexpatientin in Bezug auf die Kontrollperson als nicht
signifikant, diese schien lediglich schwach angedeutet (siehe Abbildung 3-15). Hier
lagen die Werte im Mittel bei 117,20 £7,97 (Kontrollperson: n=32), 138,8 +13,11
(Schwester: n=36) und 122,7 £9,55 (Indexpatientin: n=44).
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Abbildung 3-15. Prozentuale Verhaltnisse von nukledren zu cytosolischen TTP-Werten von 0,5 Hz-
stimuliert erhaltenen Kalziumtransienten.

Bei den prozentualen Verhaltnissen unterschieden sich die drei Zelllinien in ihren Werten nicht
signifikant, auch wenn sich eine dezente Erhéhung der Zellen der Schwester und der Indexpatientin

abzeichnete. (Kontrollperson: n=32; Schwester: n=36; Indexpatientin: n=44).
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Die prozentuale Analyse der RT50-Werte (siehe Abbildung 3-16) ergab keine
signifikanten Unterschiede. Lediglich bei den Zellen der Indexpatientin zeichnete sich
die geringfligige Tendenz einer Verminderung ab. Hier war der Wert im Mittel bei 81,69
15,64 (n=41), bei den Zellen der Kontrollperson betrug er 95,05 £7,69 (n=31) und bei
den Zellen der Schwester 98,77 7,61 (n=34).
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Abbildung 3-16. Prozentuale Verhaltnisse von nuklearen zu cytosolischen RT50-Werten von 0,5 Hz-

stimuliert erhaltenen Kalziumtransienten.
Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede bei der prozentualen Analyse der RT50-Werte.

(Kontrollperson: n=31; Schwester: n=34; Indexpatientin: n=41).
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4 Diskussion

Mit der vorliegenden Promotionsarbeit werden erstmals funktionelle, zellulare Daten
zum Kalziumhaushalt in aus induzierten pluripotenten Stammzellen abgeleiteten
Kardiomyozyten (iPSC-KM) von einer symptomatischen ARVC-Patientin und einer
asymptomatischen Mutationstragerin im Vergleich mit einer Kontrollperson prasentiert.
Nach erfolgreicher Generierung der iPSC-KM zeigt sich, dass Zellen von den
Mutationstragern einen gestorten Kalziumstoffwechsel, beeintrachtigte
elektromechanische Kopplung und eine erhdhte Arrhythmogenitat aufweisen. Eine
grolde Besonderheit ist hier auch, dass eine Gegenuberstellung der Daten von zwei
Mutationstragern maoglich wird, von denen nur eine Mutationstragerin klinische
Symptome aufwies. In den Daten konnte die Vermutung bestatigt werden, dass die
Kardiomyozyten der asymtomatischen  Mutationstragerin  ebenfalls  eine
beeintrachtigte elektromechanische Kopplung und erhohte Arrhythmogenitat zeigten,
aber in geringerem Ausmal} als die symptomatische Mutationstragerin. Die hier
vorgestellten Ergebnisse zeigen funktionale Veranderungen im Kalzium-Haushalt von
patientenspezifischen Kardiomyozyten, welche erstmals detaillierte Hinweise fur die
Prognostik von Mutationstragern aufdecken und somit zum Verstandnis der

Arrhythmogenese der ARVC beitragen.
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4.1 Die Kinetik und Frequenz der Kalziumtransienten ohne elektrische Stimulation

4.1.1 Spontane Kalziumtransienten im Cytosol

Die Eigenfrequenz der Kardiomyozyten der Indexpatientin war beim Vergleich der
absoluten Mittelwerte mit der Kontrolle vervierfacht und damit hochsignifikant erhoht.
Auch die Frequenz der Kardiomyozyten der asymptomatischen Schwester erwies sich
als signifikant erhoht. Die erhdhte Eigenfrequenz koénnte ein Zeichen von
Herzinsuffizienz sein, da diese oftmals mit einer erhdhten Herzfrequenz assoziiert ist
(107). AuRerst interessant ist der deutliche Unterschied der Eigenfrequenzen zwischen
den Kardiomyozyten der beiden Mutationstragerinnen, denn die Mittelwerte der
Indexpatientin waren mehr als verdoppelt im Vergleich zur asymptomatischen
Schwester. Die Kardiomyozyten der Indexpatientin scheinen eine vergleichsweise
starke elektrische Instabiliat aufzuweisen, die mdglicherweise auch eine erhohte
Arrhythmogenitat begunstigt. Bisher unveroffentlichte Daten aus der Arbeitsgruppe
bewiesen diese elektrische Instabilitat auch durch Messungen des
Ruhemembranpotenzials (resting membrane potential bzw. RMP) der Zellen. Es
stellten sich die Werte der Indexpatientin als signifikant erhdht dar, die der Schwester
hingegen waren nicht erhoht (siehe Anhang 6.3). Die Unterschiede der Frequenzen
sind graduell. Bei der Schwester findet sich eine leichte Erhéhung, bei der
Indexpatientin eine starke Erhéhung, wobei die Schwester keine klinischen Symptome
zeigt. Daher wird vermutet, dass neben der zugrundeliegenden Mutation noch weitere

Faktoren zur Arrhythmogenese beitragen.

Neben der Hohe der Eigenfrequenzen wurde dabei auch die Kalziumkinetik analysiert.
Da die Eigenfrequenzen zwischen den Zelllinien eine hohe Variabilitat prasentierten,
ist eine vergleichende Beurteilung der Parameter deutlich erschwert. Es wurden
deswegen nicht nur die Mittelwerte verglichen, sondern auch die Slopes der
Regressionen und etwaige Korrelationen zur jeweiligen Eigenfrequenz Uberpruft.
Denn eine erhéhte Anzahl an Kalziumtransienten pro Zeit erfordert Anpassungen z. B.
in Form von schnellerer Kalziumfreisetzung und Kalziumelimination. So zeigte sich bei
den Zelllinien der beiden Mutationstragerinnen eine signifikant schnellere
Kalziumelimination. Bei diesen beiden Zelllinien fand sich auch eine signifikante

Korrelation zwischen Kalziumabfall und Eigenfrequenz und kein signifikanter
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Unterschied im Slope. Dies ware ein Hinweis darauf, dass der vermeintlich schnellere
Kalziumabfall hauptsachlich ein frequenzabhangiger Effekt ist. Die Kardiomyozyten
der beiden Mutationstragerinnen erzielen durch einen schnelleren Kalziumabfall eine

physiologische Anpassung an hohere Frequenzen.

Bei der Kalziumfreisetzung hingegen, welche im Vergleich zur Kalziumelimination den
geringeren Anteil an der Transientendauer hat, zeigt sich bei den Kardiomyozyten der
asymptomatischen Mutationstragerin eine signifikante Korrelation, bei der
symptomatischen Mutationstragerin fehlt diese jedoch. Obwohl die Kardiomyozyten
der Indexpatientin im Vergleich zur Kontrolle und zur Schwester die grofRte
Frequenzvariabilitat aufweisen, scheint diesen bei einer schnelleren Frequenz, wie sie
auch z.B. bei Sport auftritt, keine adaquate Anpassung zu gelingen. Dies stellt
madglicherweise einen weiteren Hinweis auf eine erhdhte Arrhythmogenitat dar und ist
stimmig mit der Klinik der Indexpatientin, welche lebensbedrohliche Arrhythmien bei
der Ausubung von Leistungssport erlebte. Im Gegensatz dazu blieb die Schwester der
Indexpatientin trotz derselben Mutation asymptomatisch. Den Kardiomyozyten der
Schwester scheint eine Art bessere Anpassungsfahigkeit gegeben, diese Tatsache ist
vermutlich ein weiteres Anzeichen auf einen =zusatzlichen Faktor bei der
Arrhythmogenese. Dennoch ist hinsichtlich der Mittelwerte der vermeintlich schnellere
Kalziumaufstrich der Kardiomyozyten beider Mutationstragerinnen moéglicherweise ein
frequenzabhangiger Effekt, da sich die Slopes der Regressionen nicht signifikant

unterschieden.

Bei der Untersuchung der Amplituden der spontanen Kalziumtransienten kann im
Vergleich zwischen den Zelllinien der Kontrollperson und der Indexpatientin davon
ausgegangen werden, dass diese unverandert sind, denn es fanden sich keine
signifikanten Unterschiede. Im Gegensatz dazu erwiesen sich die Mittelwerte der
Kardiomyozyten der Schwester im Vergleich mit der Kontrollperson als signifikant
erhoht. Auch wenn keine signifikante Korrelation mit der Frequenz vorhanden war, ist
es moglicherweise dennoch ein frequenzabhangiger Effekt, da sich die Slopes der
Regressionen nicht signifikant unterschieden. Allem Anschein der verfigbaren
statistischen Mittel nach kann bei spontanen Kalziumtransienten vermutlich von
unveranderten Amplituden der Kardiomyozyten zwischen den drei Zelllinien

ausgegangen werden.
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Zusammenfassend kann zur Auswertung der spontan erhaltenen Kalziumtransienten
neben weitestgehend fehlenden Unterschieden hinsichtlich der Amplituden und
frequenzbedingten Unterschieden hinsichtlich der Kalziumelimination im Hinblick auf
den Kalziumaufstrich festgehalten werden, dass die Indexpatientin wohl eine geringere
Anpassungsfahigkeit an hohere Frequenzen aufweist. Grundsatzlich gilt allerdings bei
der Analyse der spontanen Kalziumtransienten nochmals zu betonen, dass die
Aussagekraft der vergleichenden Beurteilung Uber die Kalziumkinetik deutlich
eingeschrankt ist. Die Bedingungen eines Vergleichs sind dadurch, dass die
Kardiomyozyten in ihrer jeweiligen ,Wohlfuhl-Frequenz® kontrahieren, und aufgrund
der hohen Frequenzvariabilitat zwischen den Zelllininen sehr unterschiedlich.

Nichtsdestotrotz war die wissenschaftliche Untersuchung dessen von Interesse.

4.1.2 SR-Kalzium-Gehalt

Eine wichtige Information zur Interpretation der Kalziumkinetik stellt auRerdem der SR-
Kalzium-Gehalt dar. Die Ergebnisse zwischen den drei Zelllinien zum Kalziumgehalt
des SRs ergaben keine signifikanten Unterschiede. Der unveranderte Kalzium-Gehalt
im SR deutet analog zu den Kalziumtransienten darauf hin, dass die Zellen sich im
steady state befinden und somit weder Kalzium akkumulieren noch Kalzium verlieren.
Dennoch gilt es die Ergebnisse aufgrund der Postpausenpotenzierung (post rest
potentiation) bzw. dessen Umkehr (post rest decay) mit Vorsicht einzuschatzen. Das
speziesabhangige Phanomen der Postpausenpotenzierung, das z.B. bei gesunden
menschlichen Kardioymyozyten zu beobachten ist, beschreibt die Zunahme der
Kontraktionskraftamplitude des ersten Schlags, sobald nach einer Stimulationspause
die Stimulation wieder einsetzt. Es kommt dabei zu einer erhdhten
Kalziumausschittung aus dem SR, da wahrend der Stimulationspause Kalziumionen
durch den weiterarbeitenden NCX nach intrazellular beférdert werden und in das SR
aufgenommen werden. Bei der Umkehr der Postpausenpotenzierung, wie sie z. B. bei
menschlicher Herzinsuffizienz auftritt, kommt es zu einer verminderten Amplitude beim
ersten Schlag nach einer Stimulationspause, vermutlich infolge einer SR-
Kalziumentleerung wahrend dieser Pause (108). Die Berlcksichtigung dieser
Phanomene der Postpausenpotenzierung und seiner Umkehr (post rest potentiation
bzw. decay) sollte deswegen in Betracht gezogen werden, da die Messungen ohne
Stimulation durchgefiihrt wurden und aufgrund der oft sehr langsamen
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Eigenfrequenzen der Kardiomyozyten vor der Koffeinapplikation bis zu wenigen
Sekunden lang keine Kontraktion der Kardiomyozyten erfolgte. Langsame
Eigenfrequenzen zeigten sich vor allem bei den Kardiomyozyten der Kontrollperson,
als gesunde menschliche Zellen unter Einfluss einer  moglichen

Postpausenpotenzierung konnten dabei z.B. falsch erhdhte Werte entstehen.

Allerdings zeigten sich in vorlaufigen Daten der Arbeitsgruppe auch bei den
Messungen der induzierten Kardiomyozyten mit Stimulation (0,5 Hz) keine
Unterschiede zwischen den drei Zelllinien. Diese Daten sind konsistent zu einem
Experiment von Cerrone et al. von 2017 (77). Dabei wurde an 1-Hz-vorstimulierten
Mausekardiomyozyten mit PKP2-Knockout ebenfalls Uber Koffeinmessungen der SR-
Kalziumgehalt untersucht. Im Vergleich mit der Kontrolle konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. In Summe der vorliegenden Ergebnisse kann daher
bei den Kardiomyozyten aller drei Linien von unverandertem SR-Kalzium-Gehalt

ausgegangen werden.
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4.2 Die erhbhte Arrhythmieneigung bei PKP2-Mutation unter erhbhter

Stimulationsfrequenz

In der Tat zeigten die Zellen der Indexpatientin eine erhohte Arrhythmieneigung. Die
Stimulationsfrequenz von 1 Hz, mit der die Arrhythmieneigung getestet wurde, war
deutlich hoher als die spontane Frequenz, aber in einem Bereich, in dem zumindest
ein Teil der Zellen die Frequenz korrekt umsetzen konnte (109). Nachdem die
hdchsten gemessenen Eigenfrequenzen der Kardiomyozyten ca. 0,3 Hz betrugen,
wurde die Stimulationsfrequenz dieses Experiments auf 1 Hz festgelegt. Bei dieser
Frequenz koénnen auch in gesunden Zellen bei einem geringen Teil der Zellen
arrhythmogenes  Verhalten  ausgeldost werden. Die Beobachtung der
Arrhythmieneigung auf zellularer Ebene anhand von Kalziumtransienten ist von
besonderem Interesse, da ein wichtiges Charakteristikum der ARVC maligne
Arrhythmien sind, deren Entstehung nach wie vor nicht vollstandig geklart sind. Selbst
fur junge, scheinbar gesunde Patienten besteht im Anfangsstadium einer ARVC, in
dem noch keine oder kaum strukturelle Veranderungen erkennbar sind, das Risiko
lebensbedrohlicher ventrikularer Arrhythmien (8,13,24). Zudem ist das Auftreten von
Symptomen und einem plotzlichen Herztod bei ARVC mit korperlicher Anstrengung
und Sport assoziiert (7,8,13,44,45). Fir die aus iPSC differenzierten Kardiomyozyten
soll die erhdhte Stimulationsfrequenz von 1 Hz damit einen erhéhten Bedarf - wie er

unter korperlicher Anstrengung auftritt — simulieren.

4.2.1 Arrhythmogenes Verhalten der cytosolischen Transienten

Bei erhdhter Stimulationsfrequenz war das Auftreten von arrhythmogenem Verhalten
bei beiden Mutationstragerinnen erhoht. Die Rate an arrhythmogenem Verhalten im
Cytosol zeigte bei den Kardiomyozyten der asymptomatischen Mutationstragerin eine
eher geringfligige Erhéhung von 6 %. Demgegenuber steht die klare Erhéhung von 15
% bei den Kardiomyozyten der Indexpatientin. Diese Ergebnisse spiegeln sich in der
erhohten Eigenfrequenz wider, was auf eine elektrische Instabilitat schliel3en Iasst, die
das vermehrt arrhythmogene Verhalten der Kardiomyozyten unter erhohter

Stimulationsfrequenz beglnstigen koénnte. Tatsachlich haben unveroéffentlichte



76

Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe ein erhohtes Ruhemembranpotential in den Zellen

der Indexpatientin nachgewiesen (siehe Anhang 6.3).

Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit dem klinischen Erscheinungsbild der
beiden Probandinnen, da sich trotz derselben zugrundeliegenden Mutation im PKP2
die Schwester der Indexpatientin als weitestgehend asymptomatisch prasentiert,
wahrend bei der Indexpatientin die ARVC symptomhaft wurde und sie einen
plotzlichen Herztod erlebte. Daraus schlielen wir, dass abgesehen von der PKP2-
Mutation weitere Veranderungen und Mechanismen flr die Manifestation einer ARVC

vorhanden sein mussen.

4.2.2 Arrhythmogenes Verhalten im Zellkern

Ljubojevic et al. erkannten, dass Veranderungen an nuklearen Kalziumtransienten in
einem frGheren Erkrankungsstadium auftreten als bei cytoplasmatischen
Kalziumtransienten und sie somit frGhe Anzeichen fur proarrhythmische
Veranderungen sein kénnen (91,94). Es wurde dabei das Krankheitsmodell der
transversalen Aortenkonstriktion (TAC) an Mausen sowie eine kombinierte
Aorteninsuffizienz und — Stenose an Hasen verwendet. Aus diesem Grund wurde auch
hier die Arrhythmieneigung in den Zellkernen uberpruft. Es war festzustellen, dass in
jeder der drei Kardiomyozyten-Linien der Anteil an Arrhythmien im Kern im Vergleich
zum Cytoplasma Uberwog, dass Arrhythmien also friher auftraten. Der
Arrhythmieanteil im Zellkern der Kardiomyozyten der Indexpatientin aber war am
deutlichsten erhoht, bei der Kontrolle und der asymptomatischen Mutationstragerin
nahezu gleich. Wie vermutet zeigten die Kardiomyozyten der Indexpatientin die

meisten Arrhythmien.

Die Kardiomyozyten der Indexpatientin erscheinen - wie es bei einer Herzinsuffizienz
oft der Fall ist - gegenuber dem Stress einer erhohten Stimulationsfrequenz weniger
widerstandsfahig als die Kardiomyozyten der Schwester der Indexpatientin und der
Kontrolle. Das konnte bedeuten, dass den Zellen der asymptomatischen
Mutationstragerin neben der PKP2-Mutation eine Veranderung zu einem vermehrt
arrhythmogenen Verhalten fehlt, oder dass sie von einem oder mehreren protektiven

Faktor(en) profitieren.
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Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten am Tiermodell Zusammenhange zwischen
vermindertem PKP2 und einer verlangsamten Weiterleitung des Aktionspotentials
aufgrund einer verschlechterten elektrischen Kopplung (gap-junction-Remodeling,
siehe Kapitel 1.2.1) und einem verminderten Natriumstrom (siehe Kapitel 1.2.2), was
zu einer Neigung von frequenzabhangigen Arrhythmien fuhren kann (49,51,62,63). Wir
konnten nun am Modell der aus iPSC differenzierten Kardiomyozyten die Assoziation
zwischen vermindertem PKP2 und einer damit verbundenen erhdhten Neigung fur
Arrhythmien bei erhohter Stimulationsfrequenz bestatigen. Welche Mechanismen
daflr vornehmlich ursachlich sind, kann durch die Kalziummessungen dieser
Promotionsarbeit allein nicht aufgeklart werden. Allerdings wurde in weiteren Daten
aus der Arbeitsgruppe festgestellt, dass bei Kardiomyozyten mit PKP2-Mutation zum
einen die interzellulare Kommunikation reduziert ist, zum anderen aber auch
elektrophysiologische Pathologien, wie z.B. die Verlangerung des Aktionspotentials,
vorliegen. Demzufolge kommen als proarrhythmogene Mechanismen sowohl

getriggerte Aktivitat, als auch Reentry-Arrythmien in Frage (63,109-111).

Der erhohte Anteil an Arrhythmien im Zellkern in den Zellen der symptomatischen
Mutationstragerin stellt daher moglicherweise auf zellularer Ebene ein Anzeichen auf

Herzinsuffizienz und erhdéhter Arrhythmieneigung dar.
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4.3 Der nukleére Kalziumhaushalt in induzierten Kardiomyozyten mit PKP2-Mutation

4.3.1 Bedeutung und Kinetik von nuklearem Kalzium

Neben seiner Bedeutung im Cytosol hat Kalzium auch wichtige Funktionen im Zellkern.
Es ist in Kardiomyozyten nicht nur ein essentiell wichtiger second messenger fur die
elektromechanische Kopplung, sondern auch fur die Erregungs-Transkriptions-
Kopplung. Dieser Begriff bezeichnet Mechanismen zwischen der Erregung von
Kardiomyozyten und infolgedessen einer Regulation der Transkription, z.B. Uber eine
Aktivierung von Kalzium-abhangigen Transkriptionsfaktoren. Viele Vorgange sind
dabei zwar noch unverstanden, doch es besteht Evidenz daflr, dass das nukleare
Kalzium in Kardiomyozyten auf diese Weise viele Schlisselprozesse wie
Genexpression, Apoptose und nukleocytoplasmatischen Transport reguliert (92). Beim
nuklearen Kalziumstoffwechsel verhalt sich der Zellkern als autonomes, subzellulares
Kompartiment, das sich durch die Kernmembran abgrenzt, aber Uber Kernporen mit
dem Cytosol in permanenter Verbindung steht. Mittels passiver Diffusion bewirkt daher
jeder cytosolische Kalziumtransient auch einen nuklearen Kalziumtransienten. Ein
nuklearer Kalziumtransient entsteht aber nicht ausschliefdlich durch passive Diffusion
aus dem Cytosol, sondern die Kernmembran selbst ist auch in der Lage Kalzium in
das Nukleoplasma freizusetzen. Die Kernmembran, die ahnlich wie das SR zahlreiche
Einstllpungen bildet, funktioniert nicht nur als Abgrenzung zum Cytosol, sondern auch
als Kalziumreservoir. Nukledre Kalziumtransienten unterscheiden sich von
cytoplasmatischen durch eine hohere diastolische Konzentration, wobei diese immer
von der cytosolischen abhangt, und einer verlangsamten Kinetik. Zum einen weisen
nukleare Kalziumtransienten einen verzégerten Aufstrich aufgrund der cytosolisch-
nuklearen Kalziumdiffusion auf, zum anderen einen verlangerten Abfall, da unter
anderem die nuklear-cytosolische Kalziumdiffusion ein wichtiger Mechanismus fur die

Kalziumelimination aus dem Nukleoplasma darstellt (92).

Im vorliegenden Promotionsprojekt war das nukleare Kalzium nun aus mehreren
Grunden von Interesse. Cerrone et al. lieferten Hinweise, dass die PKP2-Mutation
unter anderem Uber transkriptionelle Regulation Einfluss auf die Kalziumhomdostase
in Kardiomyozyten nimmt (77). AulRerdem ist der Einfluss von Kalzium auf die

Regulierung der Transkription, auf funktionelle und strukturelle Remodelingprozesse
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im Rahmen einer Herzinsuffizienz bereits bekannt (93,94). Fur das Voranschreiten des
pathologischen, kardialen Remodelings sind dabei zwei kalziumabhangige
Signalwege besonders wichtig, der Kalzium-/Calmodulin-abhangige Calcineurin-
NFAT-GATA4- Signalpfad und der Kalzium-/Calmodulin-abhangige Protein Kinase Il
(CaMKIl)-HDAC-MEF2-Signalpfad. Diese beiden Signalwege sind an der
Transkriptionsregulation vieler kardialer Gene beteiligt und stehen mit kardialer

Hypertrophie und Herzinsuffizienz in Verbindung (112-117).

Wie bereits erwahnt konnte Ljubojevic et al. am Tiermodell zu Herzinsuffizienz zeigen,
dass an nuklearen Kalziumtransienten Veranderungen auftraten, bevor diese an
cytoplasmatischen Kalziumtransienten erkennbar waren. Beispielsweise war in einem
Frihstadium, in dem cytoplasmatische Kalziumtransienten noch keinerlei
Veranderungen aufwiesen, bereits die Amplitude von nuklearen Kalziumtransienten
vermindert (91). Da fur das vorliegende Promotionsprojekt nun die induzierten
Kardiomyozyten einer symptomzeigenden und einer asymptomatischen
Mutationstragerin verfigbar waren, bot sich durch diesen seltenen Vergleich die
Mdglichkeit zu Uberprifen, inwieweit sich hier nukledre Kalziumtransienten der
Indexpatientin verandert darstellen und ob auch die nuklearen Kalziumtransienten der
asymptomatischen Mutationstragerin bereits Veranderungen aufweisen. Zudem sind
zu nuklearem Kalzium in induzierten Kardiomyozyten bis dato fast keine funktionellen,

zellularen Daten bekannt.

4.3.2 Nukleare Kalziumtransienten mit und ohne Stimulation

Aufgrund dessen, dass nukledre Kalziumtransienten immer von cytosolischen
beeinflusst sind, wurden die nuklear pro cytosolischen Quotienten gebildet, um isoliert
nukleare Veranderungen adaquat zu erkennen und darstellen zu konnen. Die
Quotientenauswertung bei den unstimuliert erhaltenen Kalziumtransienten ergab
bezlglich der Zeit des Kalziumaufstrichs und des Kalziumabfalls keine signifikanten
Unterschiede zwischen allen drei Zelllinien. Der Quotient der Amplitude hingegen war
bei den Kardiomyozyten der asymptomatischen Mutationstragerin unverandert, jedoch
bei den Kardiomyozyten der Indexpatientin deutlich vermindert. Dieses Ergebnis steht
im Einklang mit den Erkenntnissen von Ljubojevic, die im Herzinsuffizienzmodell schon

im Fruhstadium nuklear eine verminderte Amplitude nachweisen konnte. So kénnte
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die verminderte nukleare Amplitude ebenfalls als ein Zeichen von Herzinsuffizienz
gewertet werden. Doch es ist zu berucksichtigen, dass die intrinsische Frequenz der
unstimuliert erhaltenen Kalziumtransienten zwischen den Kardiomyozytenlinien eine
grolde Bandbreite aufwies, wahrend die Messungen von Ljubojevic unter einheitlicher
elektrischer Stimulation vorgenommen wurden (91). Daher ist bei der verminderten

nuklearen Amplitude eher von frequenzabhangigen Effekten auszugehen.

Die nuklearen Kalziumtransienten unter 0,5 Hz-Stimulation der drei
Kardiomyozytenlinien unterschieden sich - mit einer Ausnahme — nicht voneinander.
Dies Uberrascht etwas, da die Unterschiede zwischen den Kardiomyozytenlinien in der
cytosolischen Kinetik des Kalziumstoffwechsels und in der cytosolischen wie auch
nuklearen Arrhythmogenitat teilweise sehr eindrucklich waren. Der nukleare

Kalziumstoffwechsel wirkt in diesem Fall einigermal3en unbeeintrachtigt.

Die eine Ausnahme zeigt einen Unterschied in der nuklearen Amplitude bei den
Kardiomyozyten zwischen der asymptomatischen Mutationstragerin und der Kontrolle,
denn diese ist interessanterweise erhdht. Es ist vermutlich auch nicht als friher
Hinweis auf eine Herzinsuffizienz zu werten, da hierfir eher eine verminderte
Amplitude zu erwarten ware, und da bei den stimulierten Kardiomyozyten der
Indexpatientin, bei denen am ehesten mit Zeichen einer Herzinsuffizienz zu rechnen
ware, keinerlei nukleare Veranderungen auftraten. Moglicherweise zeigt diese erhdhte
nukleare Amplitude in den stimulierten induzierten Kardiomyozyten der
asymptomatischen Mutationstragerin einen protektiven Mechanismus. So ist denkbar,
dass beispielsweise aufgrund einer zusatzlichen, schitzend wirkenden Genmutation
Uber die eigenen Kalziumfreisetzungsmechanismen der Kernmembran eine Erhdhung
der Kalziumkonzentration im Nukleoplasma erreicht wird. Dadurch konnte Uber
kalziumabhangige Signalwege, wie z.B. der Kalzium-/CaM-abhangige CN- NFAT-
GATA4- Signalpfad und der CaMKII- HDAC- MEF2- Signalpfad, die Genexpression
vorteilhaft reguliert werden (118-121).

In neueren Studien wurden auch Anhaltspunkte flr epigentische Pathomechanismen
bei ARVC gefunden. Es ist bekannt, dass veranderte Expressionmuster von
myocardialer microRNA (miR) an der Pathophysiologie einiger kardiovaskularer
Erkrankungen, wie z.B. Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt, Arrhythmien und
Atherosklerose, beteiligt sind. Derartige Veranderungen konnten nun auch bei ARVC

nachgewiesen werden. Im Rahmen dessen wurde gezeigt, dass insbesondere miR-



81

21-5p und miR135b bei ARVC-Patienten eine veranderte Expression zeigten. Diese
beiden miR sind an den Wnt- und Hippo-Signalwegen beteiligt, die fur die myokardiale
Fibroadipogenese bei ARVC vornehmlich verantwortlich gemacht werden (43,70—
72,122,123). In einer weiteren Studie wurde eine Assoziation zwischen zirkulierender
miR-494 und dem erhdhten Auftreten von ventrikularen Arrhythmien nach
Katheterablation bei ARVC-Patienten entdeckt (123). In weiterer Folge ware es nun
interessant, mogliche Zusammenhange zwischen veranderten miRs und
kalziumabhangigen Signalwegen zu untersuchen. Da miRs hochvariable
Expressionsprofile aufweisen, konnte dies in Zusammenhang mit der grolen
Bandbreite an ARVC-Phanotypen stehen, falls sich die Involvierung von
epigenetischen Mechanismen bei der Pathophysiologie von ARVC bei der aktuell eher

dunnen Datenlage bestatigt.

Im Wesentlichen lassen sich aus der Untersuchung des nuklearen Kalziumhaushaltes
der induzierten Kardiomyozyten der asymptomatischen wie auch der
symptomatischen Mutationstragerin im Vergleich zur Kontrolle keine Hinweise auf

frihzeitige Veranderungen oder héhergradige Beeintrachtigungen ableiten.
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4.4 Der beeintréachtigte Kalziumhaushalt bei PKP2-Mutation

Um den Kalziumhaushalt und die elektromechanische Kopplung auf zellularer Ebene
vergleichend beurteilen zu konnen, wurden Messungen bei der einheitlichen
Stimulationsfrequenz von 0,5 Hz vorgenommen. Diese Frequenz befand sich oberhalb
der intrinsischen Frequenz der Kardiomyozyten von 0,3 Hz, sodass die applizierte
Frequenz dominierte. Die Zellen waren in der Lage, jedem Stimulus mit einem
Kalzium-Transienten zu folgen, ohne arrhythmogenes Verhalten zu zeigen. Auf diese
Weise werden die verschiedenen Zelllinien besser vergleichbar und sozusagen die
Schwachen der Messung spontaner Transienten durch die unterschiedliche Frequenz

eliminiert.

4.4.1 Die verlangsamte Kalziumfreisetzung im Cytosol

Die Dauer des cytosolischen Konzentrationsanstiegs von Kalzium infolge eines
Aktionspotentials erwies sich in den Kardiomyozyten der Indexpatientin und der
asymptomatischen Mutationstragerin als deutlich verlangert. Dabei war der systolische
Kalziumanstieg im Cytosol der Kardiomyozyten der Indexpatientin am starksten
verlangsamt. Ein verlangerter Kalziumeinstrom in Kardiomyozyten mit PKP2-Mutation

konnte auch bereits am Mausmodell festgestellt werden (77).

Ein moglicher Erklarungsansatz ware eine Stérung der kalziuminduzierten
Kalziumfreisetzung, beispielsweise ein beeintrachtigter Kalziumeinstrom Uber die L-
Typ-Kalzium-Kanale (LTCC) aufgrund einer verminderten Gesamtmenge oder einer
Funktionseinschrankung. Es konnte aber genauso auch eine reduzierte Expression,
Funktionstichtigkeit oder Offenwahrscheinlichkeit der RyR vorliegen. Eine rasche
Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration kann nur gelingen, wenn infolge
des Kalziumeinstroms Uber die L-Typ-Kalziumkanale im Diadischen Spalt eine
ausreichend hohe Kalziumkonzentration erreicht wird und daraufhin mittels einer
schnellen, geordneten Offnung der RyR die Entleerung des SR erfolgt. Durch einen
verminderten Kalziumeinstrom Uber die spannungsabhangigen L-Typ-Kalziumkanale
oder eine unkoordinierte, verlangsamte Offnung der RyR wiirde sich daher die

Kalziumfreisetzung aus dem SR verzogern.
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Ahnliche Ergebnisse erhielt die Arbeitsgruppe von Cerrone, in deren
Kalziummessungen an Mausekardiomyozyten mit PKP2-Knockout ebenfalls eine
signifikante Verlangerung der Kalziumfreisetzung (TTP) und eine signifikant
verminderte Expression von Cav1.2 gezeigt wurden. Cerrone et al. fuhren diese
funktionelle Veranderung des Kalziumhaushalts und der Expression auf bisher
unbekannte Mechanismen zuruck, die Uber die PKP2-Mutation vermittelt
Transkriptionsdefizite von Proteinen verursacht, welche besonders fiur den
intrazellularen Kalziumstoffwechsel von Bedeutung sind, wie z.B. Cav1.2 (77).
Entgegen den Vermutungen zeigten jedoch vorlaufige Daten aus der Arbeitsgruppe,
dass die Expression von Cav1.2 —der porenbildenden Untereinheit des L-Typ-Kalzium-
Kanals — genauso wie die Expression der RyR in den induzierten Kardiomyozyten der
Indexpatientin und der asymptomatischen Mutationstragerin im Vergleich zur Kontrolle
keine Unterschiede aufweist (124).

Eine weitere Erklarungsursache konnte ein erniedrigter diastolischer Kalziumgehalt im
Cytosol sein, aufgrund dessen es langer dauert, bis die Konzentration an Kalzium
entsprechend ansteigt. In den bereits erwahnten, vorlaufigen Daten wurden
Messungen zu dieser Fragestellung durchgefihrt, in denen eine signifikante
Erniedrigung des diastolischen Kalziums in den Kardiomyozyten der Indexpatientin
ersichtlich war. Ein verringerter Kalziumgehalt im SR, der die Verzogerung des
Kalziumaufstrichs bedingen koénnte, konnte durch die Ergebnisse der
Koffeinmessungen ausgeschlossen werden, da sich (siehe oben) keine signifikanten
Veranderungen darstellten. Ebenfalls unveranderte Ergebnisse ergaben auch die

vorlaufigen Daten der Koffeinmessungen mit Stimulation der Arbeitsgruppe.

4.4.2 Die erniedrigte Kalziumamplitude im Cytosol

Die Analyse der cytosolischen Kalziumtransienten ergab neben dem verlangsamten
Aufstrich auch eine signifikant verminderte Amplitude bei den Kardiomyozyten der
Indexpatientin. Interessanterweise erwies sich die Amplitude bei den Kardiomyozyten
der Schwester nicht vermindert, was sich passend zu den fehlenden Symptomen
darstellt. Eine verminderte Amplitude der Kalziumtransienten stellt ein wichtiges
Zeichen einer verminderten Kontraktilitat bei Herzinsuffizienz dar, wie sie im Verlauf

einer ARVC auftritt (7,125-127). Ebenso wie den verlangsamten Kalziumaufstrich
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konnte auch die verminderte Kalziumamplitude in den Kardiomyozyten der
Indexpatientin durch eine Beeintrachtigung oder reduzierte Menge der Kalziumkanale,
RyR oder durch einen verminderten SR-Kalzium-Gehalt erklart werden. Dieser erwies
sich jedoch - wie zuvor erwahnt - in den Koffeinmessungen als unverandert, ebenso
auch die Expression der RyR und der Kalziumkanale laut den vorlaufigen Daten der
Arbeitsgruppe. Dennoch kdnnten Funktionsstérungen der lonenkanale ursachlich sein
oder eine verminderte Offenwahrscheinlichkeit. In den vorlaufigen Daten fiel allerdings
ein stark erhodhtes Expressionslevel des NCX auf, als Austauschkanal von

Calciumionen zu Natriumionen beeinflusst moglicherweise dieser die Kalziumstrome.

4.4.3 Die verlangsamte Kalziumelimination im Cytosol

Bei der Analyse der Kalziumtransienten war die RT50 in den Kardiomyozyten beider
Mutationstragerinnen im Vergleich zur Kontrolle verlangsamt. Dieser Parameter, der
die Zeit widerspiegelt, die bis zum Erreichen von 50% des systolischen Maximums an
Kalzium notig ist, beschreibt die Funktionalitat der Relaxation in Kardiomyozyten. Die
beiden Hauptmechanismen der Kalziumelimination aus dem Cytosol in humanen
Kardiomyozyten sind SERCA und NCX. Diese Beobachtung einer verminderten RT50
ist ein Merkmal humaner, hohergradiger Herzinsuffizienz und wird darauf
zuruckgefiihrt, dass dabei haufig eine verminderte Expression und/oder Funktion der
SERCA vorliegt. Es gelingt in diesen Kardiomyozyten nicht, die aus dem SR
freigesetzte Kalziummenge wieder zurlck zu pumpen, sodass es zu einer Erhohung
des diastolischen Kalziums kommt, zu dessen Reduktion eine verstarkte Aktivitat des
sarkolemmnalen NCX notwendig wird. Daher ist ein weiteres wichtiges
Charakteristikum einer humanen Herzinsuffizienz eine hochregulierte Expression und
Funktion des NCX (67,111,125-131).

Interessanterweise zeigten jedoch die vorlaufigen Daten der Arbeitsgruppe des
Promotionsprojekts eine signifikant erhohte Expression des NCX in den
Kardiomyozyten der Indexpatientin. Obwohl von der Kenntnis der Expression keine
Ruckschlisse auf die Funktion moglich sind, kdnnte dies auch die in der Arbeitsgruppe
beobachtete Verminderung des diastolischen Kalziums in den Kardiomyozyten der
Indexpatientin erklaren. Durch ein vermehrtes Vorkommen NCX besteht mehr

Potential Kalzium nach extrazellular zu beférdern. Aber angenommen, den
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Kardiomyozyten der Indexpatientin stinden mehr an funktionstichtigem NCX zur
Verfugung, dann musste die Kalziumelimination effektiver und schneller ablaufen.
Doch eben die Kardiomyozyten der Indexpatientin wiesen einen verlangsamten
Kalziumabfall auf, genauso wie auch die Kardiomyozyten der asymptomatischen
Mutationstragerin. Und obwohl sich die Kalziumelimination in den Kardiomyozyten der
asymptomatischen Mutationstragerin genauso verlangsamt darstellte, ergaben die
vorlaufigen Daten der Arbeitsgruppe bei ihr Uberraschenderweise keine erhohte
Expression des NCX und auch keine Erhéhung des diastolischen Kalziums im
Vergleich zur Kontrolle. Damit ergibt sich ein weiterer Hinweis auf zusatzliche
Pathomechanismen neben der PKP2-Mutation, wie bespielsweise eine verminderte
Funktionstichtigkeit des NCX. Es ware daher interessant die Funktionalitdt des NCX
in den Kardiomyozyten der Indexpatientin zu untersuchen und inwieweit sich diese von

der asymptomatischen Schwester unterscheidet.
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5 Zusammenfassung

Im vorliegenden Promotionsprojekt wurde erstmals der cytosolische und nukleare
Kalziumhaushalt am Modell von patientenspezifischen, aus iPSC-induzierten
Kardiomyozyten einer an ARVC-erkrankten PKP2-Mutationstragerin, sowie einer
asymptomatischen PKP2-Mutationstragerin im Vergleich mit einer gesunden
Kontrollperson ohne Mutation untersucht. Dies erfolgte mit dem Ziel, die bis dato nicht
vollstandig nachvollziehbare Pathogenese der ARVC weiter aufzuklaren. In den
Ergebnissen stellte sich heraus, dass die Kardiomyozyten der ARVC-Patientin
komplexe Veranderungen aufweisen. Es zeigten sich eine gestorte
elektromechanische Kopplung, eine auffallig stark erhéhte intrinsische Frequenz und
eine deutlich erhdhte Neigung zu Arrhythmien. Da bei den Kardiomyozyten der
asymptomatischen  Mutationstragerin  ahnliche  Veranderungen in deutlich
abgeschwachter Form vorlagen, liegt der Verdacht nahe, dass das Vorliegen einer
loss-of-function-PKP2-Mutation allein flr diesen proarrhythmogenen Phanotyp nicht
ursachlich sein kann. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass Veranderungen im
Kalziumhaushalt die Grundlage fur proarrhythmogenes Verhalten darstellen, aber erst
die Kombination mit weiteren mutationsbedingten Funktionseinschrankungen wie z.B.
an den Connexinen und am spannungsgesteuerten Natriumkanal zum Vollbild einer
ARVC mit schweren Arrhythmien fihrt. Zum ersten Mal wird hier der Vergleich zweier
Mutationstrager mit unterschiedlicher Symptomauspragung gezeigt, wodurch

wertvolle Erkenntnisse zur Arrhythmogenese gewonnen werden konnten.



6 Anhang

6.1 Karyotypisierung

Der Ausschluss chromosomaler Veranderungen wahrend der
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Induktion der

Pluripotenz wurde durch Karyotypisierungen jeder Zelllinie bewiesen.

Kontrollperson Schwester Indexpatientin
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Abbildung 6-1. Karyotypisierung

Jede der drei iPSC-Linien wies der einen intakten Karyotyp auf. Fiir die Uberpriifung wurden diese in
Matrigel beschichteten Zellflaschen vorbereitet. Die Karyotypisierung erfolgte durch das Institut fir

Humangenetik des Universitatsklinikums Regensburg.
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6.2 Pluripotenznachweise der iPSC

Der Erfolg der retroviralen Reprogrammierung zu iPSC wurde im Rahmen dieses
Projekts bei allen drei Zelllinien mehrfach Uberprift und bestatigt. Dazu wurden die

Methoden NGS, FACS- und Immunofluoreszenzanalyse angewendet.

6.2.1 Next Generation Sequencing
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Abbildung 6-2. Next Generation Sequencing.

Die Pluripotenz der drei iPSC-Linien (Kontrollperson, Schwester, Indexpatientin) wurde mittels Next
Generations Sequencing (NGS) getestet. Die Analyse des Testergebnisses in einer adaptierten Version
des PluriTest® bestatigte die Pluripotenz (132,133). Alle drei Zelllinien befanden sich innerhalb der
Grenzen der statistisch errechneten Schwellenwerte. Die Durchfihrung des NGS nahm das Institut fur

Humangenetik des Universitatsklinikums Regensburg vor.
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6.2.2 FACS- und Immunofluoreszenz-Analyse
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Abbildung 6-3. FACS- und Immunofluoreszenzanalyse.

Die in mit Matrigel beschichteten 6-well-Platten wachsenden iPSC wurden mit spezifischen Antikbrpern
zu den Pluripotenzmarkern Okt3/4 (grin) und Tra-1-81 (grin, mit roter Kernfarbung), sowie dem
Differenzierungsmarker SSEA-1 (grun; mit roter Kernfarbung) markiert. Im Konfokalmikroskop
analysiert zeigte sich, dass der Pluripotenzmarker Okt3/4 (griin) in allen drei Linien positiv und korrekt
im Zellkern lokalisiert war, ebenso wie Tra-1-81 (griin) im Cytosol. Der negative Oberflachenmarker
SSEA-1 (gruin), der nur im Cytosol differenzierter Zellen vorkommt, war nicht nachweisbar. Fir eine
nachfolgende FACS-Analyse wurden dieselben Antikdrper verwendet (Okt3/4 mit Isotypenkontrolle,
Tra-1-81, SSEA-1 mit Isotypenkontrolle). Im Vergleich mit der Kontrolle stellte sich fur Okt3/4 in allen
drei Linien ein deutlich versetzter Gipfel dar. Auch Tra-1-81 war in allen drei Linien positiv, wohingegen
sich der Gipfel des Oberflachenmarkers SSEA-1 komplett mit der Isotypenkontrolle tberlagerte und
damit ein negatives Ergebnis demonstrierte. So wurde fur alle drei iPSC-Linien (A-C) Pluripotenz
bestatigt.
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6.3 RMP-Messung

Mittels der Patch-Clamp-Technik erfolgten Messungen des Ruhemembranpotenzials
der Kardiomyozyten aller drei Linien. Es zeigte sich, dass es in den Zellen der
Indexpatientin im Vergleich zur Kontrolle um 10 mV erhoht war, wahrend sich das
Ruhemembranpotenzial in den Zellen der Schwester von der Kontrolle nicht
unterschied. Die Ergebnisse dessen sind dahingehend von Interesse, da die Funktion

zahlreicher lonenkanale durch das Ruhemembranpotenzial maligeblich beeinflusst

wird.
>
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Abbildung 6-4. RMP- Messung.

Messungen des Ruhepotenzials ergaben eine Erhéhung um 10mV in den Zellen der Indexpatientin
(Index) gegenulber der Kontrolle (CTRL). Im Gegensatz dazu unterschied sich das Ruhepotenzial in den
Zellen der asymptomatischen Schwester (Sibling) nicht von dem in den Zellen der Kontrolle.
(Index: p=0,0022 bei 0,5 Hz und p=0,0236 bei 1 Hz, n=11; Kontrolle: n=21, Schwester: n=21; one-way
ANOVA)
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