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Einleitung 1

1  Einleitung

In der vorliegenden Arbeit wurden aus induzierten pluripotenten Stammzellen (induced
Ppluripotent stem cells, IPSCs) gewonnene Kardiomyozyten (induced pluripotent stem cell derived
cardiomyocytes, iPSC-CMs) elektrophysiologisch charakterisiert. Auch die Ca**-Homdostase
der Zellen wurde untersucht. Die iPSC-CMs stammten von einem Patient mit Fallot’scher
Tetralogie (Tetralogy of Fallot, TOF). Als Kontrollgruppe (control, Ctl) dienten iPSC-CMs des

gesunden Vaters des Patienten.

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines Kooperationsprojektes der Arbeitsgruppe Molekulare
Pharmakologie von Herrn Prof. Dr. med. N. Voigt mit der Arbeitsgruppe Kardiovaskulire
Genetik von Frau Prof. Dr. med. S. Rickert-Sperling (Max-Delbriick-Centrum  fiir

Molekulare Medizin, Charité, Universititsmedizin Berlin).

1.1 Die Fallot’sche Tetralogie

1.1.1  Definition

Die Fallot’sche Tetralogie zihlt zu den schweren angeborenen Herzfehlern (Hoffman und
Kaplan 2002). Erstmals beschrieben wurde sie im Jahr 1571 von N. Stensen (Apitz 1998).
Namensgeber war 1888 der franzésische Pathologe E.-L. A. Fallot (Lahm et al. 2015). Das
Hauptmerkmal der Fallot’schen Tetralogie ist eine Verlagerung des Infundibulumseptums
nach rechts antero-cephal wihrend der Embryonalentwicklung. Daraus resultieren die vier
typischen Defekte (Abbildung 1): Erstens die Obstruktion des rechtsventrikuliren
Ausflusstraktes (right ventricular outflow tract obstruction, RVOTO; Pulmonalstenose) und damit
verbunden zweitens die Hypertrophie des rechten Ventrikels. Weitere Merkmale sind
drittens ein Ventrikelseptumdefekt (VSD) und viertens eine nach rechts verlagerte, iber
dem VSD reitende Aorta (Herold 2016). Somit zdhlt die Fallot’sche Tetralogie zu den sog.

konotrunkalen, also die Ausflussbahn der Herzkammern betreffenden, Herzfehlern.
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Rechtsverlagerte, iiber dem VSD
reitende Aorta
Pulmonalstenose

VSD

Rechtsventrikulidre Hypertrophie

Abbildung 1: Die Fallot'sche Tetralogie.

Die Fallot’sche Tetralogie ist ein aus vier einzelnen Defekten bestehender angeborener Herzfehler.
Durch den Ventrikelseptumdefekt (VSD) flie3t gemischtes Blut aus rechtem und linkem Ventrikel
in die Aorta (weiller Pfeil).

Abbildung modifiziert nach Smart Servier Medical Art: Anatomy and the human body:
Cardiovascular system: Heart — pathophysiology. Les Laboratoires Servier, Suresnes;
https://smart.servier.com/smart_image/congenital-heart-disease-4/; abgerufen am 18.02.2020. CC
BY 3.0.

1.1.2 Epidemiologie

Die epidemiologischen Angaben fir angeborener Herzfehler variieren in der Literatur (van
der Linde et al. 2011). Allgemein wird die Inzidenz angeborener Herzfehler auf 8/1.000
Lebendgeburten geschitzt (Bernier et al. 2010). In Deutschland betrigt die
Gesamtprivalenz angeborener zyanotischer und azyanotischer Herzfehler 1,08 %
(Lindinger et al. 2010).

Etwa 10 % aller angeborener Herzfehler gehen auf die Fallot’sche Tetralogie zuriick
(Herold 2016). Damit ist sie mit einer Privalenz von 2,7 % der hiufigste angeborene

zyanotische Herzfehler (Lindinger et al. 2010).

1.1.3 Atiologie

Uber die Atiologie der meisten Herzfehler ist aufgrund ihrer Komplexitit bisher wenig
bekannt. Thre Entstehung ist zumeist multifaktoriell bedingt, d.h. sowohl genetische
Ursachen als auch Umwelteinfliisse spielen eine Rolle (Rickert-Sperling et al. 2016). Der
GroBteil der angeborenen Herzfehler (ca. 80 %) tritt sporadisch auf (Lahm et al. 2015).
Etwa 12 % sind auf Chromosomenaberrationen (Trisomien 13, 18 und 21 sowie Deletion
22q11) zurtickzuftihren (Hartman et al. 2011).

Bei der Fallot’sche Tetralogie findet sich eine genetische Basis. Dies zeigt sich durch ein
erhohtes Wiederholungsrisiko bei Geschwistern bzw. in dokumentierten familidren Fillen
(Eldadah et al. 2001). Dennoch treten auch hier die meisten Fille sporadisch isoliert auf,
weshalb die genauen Ursachen der Erkrankung unbekannt sind (Grunert et al. 2014).
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Grunert et al. (2014) konnten zeigen, dass die Fallot’sche Tetralogie einen polygenetischen
Ursprung hat: Verantwortlich fir die Erkrankung in isolierten TOF-Fillen ist eine
Kombination einmaliger und seltener Mutationen bestimmter Gene. Diese Gene spielen
eine Rolle bei der Apoptose und im Zellwachstum. Des Weiteren sind sie fiir die
Anordnung des Sarkomers in der Neuralleiste und dem sekundaren Herzfeld essentiell. Das
sekundire Herzfeld stellt die zellulire Basis fiir den rechten Ventrikel und den
rechtsventrikuliren Ausflusstrakt dar. Die betroffenen Gene bilden ein gemeinsames
funktionelles Interaktionsnetzwerk. Storungen in diesem Netzwerk fithren zur
phinotypischen Ausbildung der Fallot’schen Tetralogie. Alle identifizierten Gene werden
wihrend der Herzentwicklung exprimiert. Die meisten davon sind auch im
Erwachsenenalter weiter aktiviert. Somit spielen sie sowohl bei der Herzentwicklung als

auch im klinischen Verlauf der Erkrankung eine Rolle.

Zusammengefasst kann die Fallot’sche Tetralogie als Ergebnis einer verdinderten
Proliferation, Migration und Differenzierung von prikardialen Zellen betrachtet werden
(D1 Felice und Zummo 2009).

1.1.4 Pathophysiologie

Pathophysiologisch entscheidend ist vor allem die Verlagerung des infundibuliren Septums
und damit die Obstruktion des rechtsventrikuliren Ausflusstraktes (Apitz 1998). Aufgrund
der RVOTO kann das venose Blut aus dem rechten Ventrikel nicht in die Lunge flieBen.
Stattdessen flie3t es tber den VSD in den linken Ventrikel und damit in den
Systemkreislauf (vgl. Abbildung 1 in Abschnitt 1.1.1). Dies fihrt zur Mehrdurchblutung
des Systemkreislaufs im Vergleich zum Lungenkreislauf und zur Zyanose. Die Hyperplasie
des rechten Ventrikels ist Folge der Rechtsherzbelastung aufgrund der RVOTO (Blum et
al. 2016; Herold 2016).

Die Schwere des Krankheitsbildes ist abhingig vom Ausmal3 der RVOTO: Bei geringer
Obstruktion tberwiegt ein Links-Rechts-Shunt und die Patienten' sind nicht oder nur
leicht zyanotisch. Bei starker Obstruktion kommt es dagegen zu einem Rechts-Links-Shunt

mit ausgepragter Zyanose (Apitz 1998; Herold 2016).

1.1.5 Kilinik

Klinisch zeigt sich die Fallot’sche Tetralogie durch Atemnot, Leistungseinschrinkung und
lebensbedrohliche hypoxdmische Anfille. Besonders bei Belastung kommt es zu
Symptomen. Die hypoxdmische Anfille treten vor allem bei Siuglingen und Kleinkindern
auf. Im Erwachsenenalter werden sie dagegen kaum noch beobachtet (Apitz 1998; Herold
2010).

! Wenn im Text allgemein von ,,Patienten” die Rede ist, bezichen sich die Angaben auf Angehdrige aller
Geschlechter. Aus Griinden der Lesbarkeit wurde die minnliche Form gewihlt. Diese ist als
geschlechtsneutral zu verstehen.
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Ein weiteres typisches klinisches Merkmal im Kindesalter ist die Hockstellung: Betroffene
Kinder neigen dazu, in die Hocke zu gehen, was zur Erh6hung des Systemwiderstandes
und damit zu einer verbesserten Lungenperfusion und vermehrten Perfusion der oberen
Korperhilfte fuhrt. Folglich steigt die Sauerstoffsittigung und die Zyanose wird verringert
(Apitz 1998; Herold 20106).

Risiken des Rechts-Links-Shunts liegen in der Entwicklung einer hypoximischen
Hirnschidigung sowie der Entstehung von Hirnembolien und Hirnabszessen.
Interessanterweise kommt es dennoch nur zu einer geringen Entwicklungsverzégerung der
betroffenen Kinder. Weitere Folgen der Erkrankung sind Polyglobulie, Eisenmangelanimie
und Thrombosen. Im Krankheitsverlauf werden ggf. Zeichen der chronischen zentralen
Zyanose wie Trommelschlegelfinger und Uhrglasnagel sichtbar (Apitz 1998; Blum et al.
2016; Herold 2010).

1.1.6 Therapie

Die Therapie der Fallot’schen Tetralogie besteht in der operativen Primirkorrektur, welche
meist im Alter von sechs bis achtzehn Monaten durchgefihrt wird. Der genaue
Operationszeitpunkt ist abhingig von der Sauerstoffsittigung und dem Auftreten
hypoxdmischer Krisen. Ziele der Operation sind die Herstellung normaler
Flussverhaltnisse, die Verringerung der Zyanose, die Verbesserung der Belastbarkeit des
Patienten sowie eine Reduktion der Folgen des Herzfehlers. Dies wird durch Beseitigung
der RVOTO erreicht, z. B. durch eine Pulmonalklappenvalvulotomie und/oder Resektion
der hypertrophierten infundibuldren Muskulatur. Aulerdem wird der VSD mit einen Patch
verschlossen. Falls notwendig wird vor der endgiltigen Korrekturoperation eine
Anastomosenoperation  (z. B.  Blalock-Taussig-Anastomose)  durchgeftthrt, um die
Lungendurchblutung zu verbessern (Apitz 1998; Blum et al. 2016; Herold 2016).

1.1.7 Verlauf und Prognose

Allgemein lasst sich sagen, dass der Verlauf der Erkrankung vom Zeitpunkt der Operation,
von der Funktion der Pulmonalklappe und vom Druck im rechtsventrikuliren
Ausflusstrakt abhingt (Blum et al. 2010).

Heutzutage ist die Langzeitprognose nach operativer Korrektur der Fallot’schen Tetralogie
sehr gut: Nach 30 Jahren betrigt die Uberlebensrate ca. 90 % (Dennis et al. 2017; Hickey et
al. 2009; Nollert et al. 1997). Nach 40 Jahren liegt sie noch bei 72 % (Cuypers et al. 2014).
Damit ist die Lebenserwartung dennoch geringer als in der Normalbevélkerung (Apitz et
al. 2009; Dennis et al. 2017). Die hidufigsten Todesursachen stellen Herzversagen und
plotzlicher Herztod dar (Cuypers et al. 2014; Dennis et al. 2017; Gatzoulis et al. 2000;
Nollert et al. 1997).

Trotz guter Langzeitprognose ist die Morbiditit bei TOF-Patienten erheblich: Bei etwa

50 — 60 % sind Reinterventionen erforderlich, vor allem ein Ersatz der Pulmonalklappe
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aufgrund von Pulmonalklappeninsuffizienz (Cuypers et al. 2014; Dennis et al. 2017; Hickey
et al. 2009). Ferner tritt im Langzeitverlauf oft eine Verschlechterung der rechts- und
linksventrikuldren Funktion ein (Bouzas et al. 2005; Broberg et al. 2011; Cuypers et al.
2014).

Eine weitere hiufige Spitkomplikation besteht in der Ausbildung von
Herzrhythmusstorungen (Gatzoulis et al. 2000). Die genaue Privalenz und die Art der
Arrhythmien variiert in der Literatur. Herzrhythmusstérungen konnen sowohl
ventrikuliren als auch supraventrikuliren Ursprungs sein (Cuypers et al. 2014; Loomba et
al. 2017). Etwa ein Viertel der TOF-Patienten entwickelt atriale Arrhythmien, v. a.
Vorhofflimmern, Vorhofflattern und intraatriale Reentry-Tachykardien (Dennis et al. 2017,
Khairy et al. 2010; Roos-Hesselink et al. 1995). Bei ca. 7 — 15 % der TOF-Patienten kommt
es zur Ausbildung ventrikulirer Arrhythmien, meist ventrikulirer Tachykardien (VT)
(Dennis et al. 2017, Khairy et al. 2010). Etwa 0,5-06% der Patienten nach
Korrekturoperation versterben am plotzlichen Herztod aufgrund dieser VT's (Di Felice und
Zummo 2009). Als weitere mogliche Herzrhythmusstérung kénnen AV-Blocke 11°
auftreten (Loomba et al. 2017).

Die Ursachen fiir die Entwicklung solcher Arrhythmien sind noch nicht vollstindig geklart.
OP-Narben und die Fibrosierung des Myokards sowie eine rechtventrikulire Dilatation
werden als arrhythmogene Substrate diskutiert (Blum et al. 2016; Bouzas et al. 2005; Dubes
et al. 2018). Ebenso kénnten Verinderungen des L-Typ-Ca®*-Stroms (Ic.i) an der
Arrhythmogenese in TOF-Patienten beteiligt sein (Pelzmann et al. 1998). Aber auch
weitere, genetisch determinierte Ursachen scheinen eine Rolle zu spielen (Charron et al.
2015).

1.2 Zellulire Elektrophysiologie und Calciumhomdoostase

Die folgenden Ausfithrungen zur Elektrophysiologie und Ca’*-Homdostase des Herzens
beziehen sich auf adulte humane ventrikulire Kardiomyozyten (cardiomyocytes, CMs) und

dienen dem physiologischen Hintergrundverstindnis.

1.2.1 Das Aktionspotential des Herzens

Das ventrikulire Aktionspotential (AP) des Herzens wird ab einem Schwellenpotential von
ca. -65 mV ausgel6st und dauert etwa 300 ms. Es besteht aus vier verschiedenen Phasen, in

denen jeweils unterschiedliche Ionenstrome zum Tragen kommen (Abbildung 2).

Phase 0, der Aufstrich des APs, entspricht der schnellen Depolarisation auf Werte von
+20 mV  bis +40mV  (sog. overshoof). Dieser entsteht durch die Aktivierung
spannungsabhingiger schneller Na"-Kanile (Ix,). Daran schlieBt sich Phase 1, die initiale
Repolarisation, an, welche durch den transienten auswirtsgerichteten K'-Strom (L)

getragen wird. Phase 2 entspricht der charakteristischen Plateauphase ventrikulirer APs.
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Hier halten sich ein langsam depolarisierender Ca*-Einstrom durch L-Typ-Ca®*-Kanile
(Icar) und ein K'-Ausstrom durch spannungsabhingige K'-Kanile die Waage. Danach
folgt die abschlieBende Repolarisation (Phase 3), welche durch einen maximalen
Auswirtsstrom von K'-Tonen zustande kommt. Der verzogert auswirtsgleichgerichtete
K"-Strom hat eine schnelle (Ik., t fir rapid) und eine langsame (Ixs, s fr s/ow) Komponente.
Phase 4 des Aktionspotentials entspricht dem Ruhemembranpotential (RMP) von
ca. -85 mV, welches durch den einwirtsgleichgerichteten K'-Strom (Ixi) aufrechterhalten
wird (Bers 2001; Hall 2016; Haverkamp und Breithardt 2003; Heijman et al. 2014; Hoekstra
et al. 2012; Schrader et al. 2014).

) Ito (1)

+30 mV

Ix.und Ig, (3)

-85 mV Ix )_ erm 4

100 ms

@ Repolarisierende Auswirtsstrome , Depolarisierende Einwirtsstrome

Abbildung 2: Das Aktionspotential des Herzens.

Ix1 einwirtsgleichgerichteter IK*-Strom, Ina schneller Na*-Strom, I, transienter auswirtsgerichteter
K*-Strom, Ic,p. L-Typ-Ca?"-Strom, Ik und Iks schnelle (r fiir rapid) bzw. langsame (s fir show)
Komponente des verzogert auswirtsgleichgerichteten K+-Stroms.

Das ventrikulire Aktionspotential gliedert sich in folgende Phasen: (0) Depolarisation durch
Aktivierung spannungsabhingiger schneller Na*Kanile (Ina), (1) initiale Repolarisation durch einen
transienten K*-Auswirtsstrom (i), (2) von L-Typ-Ca?*-Kanilen (Ica1) getragene Plateauphase und
(3) abschlieBende Repolarisation durch den Ausstrom von K'-lonen (Ikr und Iks). Das
Ruhemembranpotential (4) wird durch den einwirtsgleichgerichteten K*-Strom (Iki) aufrecht
gehalten.

Abbildung angelehnt an Voigt und Dobrev (2011). Ionenkanile modifiziert nach Smart Servier
Medical Art: Cellular biology: Receptors and channels. Les Laboratoires Servier, Suresnes;

https://smart.servier.com/smart_image/channel-85/; abgerufen am 18.02.2020. CC BY 3.0.

1.2.2 Der L-Typ-Calciumstrom

Der Ic, hat mehrere physiologische Funktionen im Herzen inne: In allen
Herzmuskelzellen spielt er eine groBe Rolle bei der Dauer des Aktionspotentials. In

Schrittmacherzellen ist er zudem an der spontanen Depolarisation beteiligt. In nodalen
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Zellen ist der Ic,y. fiir den Aufstrich des Aktionspotentials und die Leitungsgeschwindigkeit
mitverantwortlich. Des Weiteren sind die durch L-Typ-Ca®*-Kanile in die Zelle
eintretenden Ca**-Ionen entscheidend fiir die elektromechanische Kopplung des Herzens
(vgl. Abschnitt 1.2.3) (Pelzmann et al. 1998; Schrader et al. 2014). Der Peak des Ic.,. triggert
die Ca**-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR), wihrend der restliche
Strom zur Beladung der Zelle und des SRs mit Ca*" fiihrt. Diese zwei gegensitzlichen

Effekte gleichen sich unter physiologischen Bedingungen aus (Eisner et al. 2017).

1.2.3 Die elektromechanische Kopplung des Herzens

Im Herzen fihrt die elektrische Erregung des Myokards (also das Aktionspotential) zu
einer geordneten Kontraktion. Dieser Vorgang wird als elektromechanische Kopplung
bezeichnet (Abbildung 3). Entscheidend ist hierfiir ist die riumliche Nihe von L-Typ-Ca* -
Kanilen in der Membran von T-Tubuli zu den Ryanodinrezeptoren (RyR2, Isoform des
Herzens) des SRs. Dieses sog. kardiale Dyade ist fundamental fir die Entstehung des
systolischen Ca®*-Transienten (CaT) (Eisner et al. 2017).

Calcium wird als entscheidender Faktor in der elektromechanischen Kopplung des Herzens
gesehen: Die Depolarisation durch das Aktionspotential aktiviert spannungsabhingige I.-
Typ-Ca*-Kanile. Ca’*-Ionen, welche wihrend der Plateauphase des APs in die Zelle
stromen, aktivieren RyR2s und triggern so eine weitaus groBere Ca® -Freisetzung aus dem
SR (Ca*"-induzierte Ca’*-Freisetzung). Die Erhohung der zytoplasmatischen Ca*'-
Konzentration wird auch als systolischer CaT bezeichnet. Das freigesetzte Ca®* bindet an
Troponin C und initiiert so die zellulire Kontraktion. Folglich bestimmt die Amplitude des
systolischen CaT die Kontraktilitit des Herzens. Umgekehrt sind Verinderungen der
Amplitude des CaT ein wichtiges Werkzeug, um die Kontraktilitit des Herzens zu
beeinflussen (Bers 2001; Eisner 2014; Eisner et al. 2017; Hall 2016; Heijman et al. 2014;
Schrader et al. 2014; Wakili et al. 2011).

In der Diastole wird das freigesetzte Ca** aus dem Zytosol wieder entfernt: Entweder
pumpt die Ca®*-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums (sacroplasmic reticulum calcinm
ATPase, SERCA2a, Isoform des Herzens) das Ca®* zuriick ins SR oder es wird —
hauptsichlich durch den Na*-Ca*-Austauscher (NCX) — in den Extrazellulirraum hinaus
beférdert (Bers 2001; Hall 2016; Heijman et al. 2014; Schrader et al. 2014; Wakili et al.
2011).
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Kontraktion

Sakroplasmatisches Retikulum

Abbildung 3: Die elektromechanische Kopplung des Herzens.

Icay. L-Typ-Ca2+-Strom, RyR2 Ryanodinrezeptor (Isoform des Herzens), SERCA2a Ca?"-ATPase
des sarkoplasmatischen Retikulums (Isoform des Herzens), NCX Na*-Ca?*-Austauscher.

Calcium ist der entscheidende Mediator der elektromechanischen Kopplung: Der Ic, . triggert tiber
die Aktivierung von RyR2 die Ca?-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum. Das
freigesetzte Ca?* bindet an kontraktile Proteine und initiiert so die zellulire Kontraktion. In der
Diastole wird das Ca?* tiber die SERCA2a und den NCX aus dem Zytosol entfernt.

Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. N. Voigt (Arbeitsgruppe Molekulare

Pharmakologie des Instituts fiir Pharmakologie und Toxikologie, Universititsmedizin Gottingen).

1.2.4 Regulation der Calciumhomdostase des Herzens

Die kardiale Kontraktilitit wird durch Verinderungen der intrazelluliren Ca**-
Konzentration ([Ca®]) reguliert. Entscheidend fiir die Ca*-Homoostase ist das
Gleichgewicht zwischen Ein- und Ausstrom von Ca**-lonen (Eisner 2014; Eisner et al.
2017).

Die SERCA2a wird als Hauptregulator der [Ca*]; gesehen. Sie selbst wird durch
Phospholamban (PLN) und Sarkolipin (SLN) moduliert. Damit kann die Ca*-Aufnahme
ins SR angepasst werden (Schrader et al. 2014; Vittorini et al. 2007; Wu et al. 2012).
Verinderungen der Ca**-Konzentration des SRs wiederum fiihren zu Verinderungen der
Amplitude des systolischen CaT. Einer Erhchung des Ca**-Gehalts des SRs folgt eine
ethéhte Ca* -Freisetzung, was wiederum eine hohere Konzentration freier Ca**-Ionen im
Zytoplasma nach sich zieht. Eine verinderte Expression oder Aktivitit wichtiger Proteine
der Ca’>*-Homéostase (I-Typ-Ca’*-Kanile, NCX, SERCA2a oder RyR2) verindert somit
auch die Regulation des SR-Ca*"-Gehalts (Eisner 2014).
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1.3  Aus induzierten pluripotenten Stammzellen gewonnene

Kardiomyozyten

1.3.1 Generierung von induzierten pluripotenten Stammzellen

Pluripotente Stammzellen definieren sich tiber die Fihigkeit, sich selbst zu erneuern und in
alle somatischen Zelllinien ausdifferenzieren zu koénnen (Jaenisch und Young 2008).
Induzierte pluripotente Stammzellen konnen mithilfe retroviraler Transduktion der vier
sog. Yamanaka-Faktoren (Oct3/4, Sox2, Klf4 und c-Myc) aus humanen dermalen
Fibroblasten und anderen somatischen Zellen generiert werden (Takahashi et al. 2007)
(Abbildung 4). Induzierte pluripotente Stammzellen sind vergleichbar mit humanen
embryonalen Stammzellen (buman embryonal stem cells, hESCs), u. a. beziiglich Morphologie,
Proliferation und Genexpression (Takahashi et al. 2007). Im Gegensatz zu hESCs sind die
ethischen Bedenken bei iPS-Zellen jedoch geringer. Ein weiterer groB3er Vorteil der iPS-
Zellen besteht in der Moglichkeit, patienten- und krankheitsspezifische Zelllinien zu
generieren (Yamanaka 2007). Damit konnen Mechanismen, die einer Erkrankung zugrunde

liegen, patientenspezifisch 7z vitro untersuchen werden (Takahashi et al. 2007).

Differenzierung

—

ll lI iPS-Zelle

Abbildung 4: Generierung von Kardiomyozyten aus induzierten pluripotenten

Fibroblast iPSC-CM

Stammzellen.

Mithilfe der sog. Yamanaka-Faktoren (Oct3/4, Sox2, Klf4 und c-Myc) kénnen aus Fibroblasten
induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) generiert werden, welche anschlieBend in
Kardiomyozyten (iPSC-CMs) ausdifferenziert werden.

Zellen in der Abbildung modifiziert nach Smart Servier Medical Art: Anatomy and the human
body: Locomotor system: Bone structure. Les Laboratoires  Servier, Suresnes;
https://smart.servier.com/smart_image/osteocyte-3/; abgerufen am 18.02.2020. CC BY 3.0
(Fibroblast) bzw. Smart Servier Medical Art: Medical specialties. Rheumatology. Bone structure. Les
Laboratoires Servier, Suresnes; https://smart.servier.com/smart_image/stem-cell-2/; abgerufen am
18.02.2020. CC BY 3.0 (iPS-Zelle) bzw. Smart Servier Medical Art: Anatomy and the human body:
Cardiovascular ~ system: Heart — physiology. Les Laboratoires Servier, Suresnes;
https://smart.servier.com/smart_image/cardiomyocyte-5/; abgerufen am 18.02.2020. CC BY 3.0
(iPSC-CM).

1.3.2 Ausdifferenzierung von induzierten pluripotenten Stammzellen zu

Kardiomyozyten

Induzierte pluripotente Stammzellen lassen sich 7z wvitro zu Kardiomyozyten

ausdifferenzieren (Abbildung 4 in Abschnitt 1.3.1). Dabei durchlaufen sie verschiedene
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Stadien, beginnend mit der Induktion des kardialen Mesoderms, welches sich in kardiale
Progenitorzellen differenziert. AnschlieBend entwickeln sich die Zellen weiter zu
Kardiomyozyten, welche herzspezifische Gene und Proteine exprimieren (Karakikes et al.
2015; Kattman et al. 2011; Ma et al. 2011; Yang et al. 2014).

Es gibt verschiedene Strategien und Protokolle, um die Differenzierung von iPS-Zellen in
Kardiomyozyten zu erreichen (Hoekstra et al. 2012). Entscheidend ist die richtige Dosis an
Wachstumsfaktoren in der richtigen Zusammensetzung zum richtigen Zeitpunkt (Priori et
al. 2013). Hierzu sind 7n vitro relativ wenige, aber klar definierte Mediumbestandteile
notwendig (Burridge et al. 2014; Lian et al. 2013). Durch sie erfolgt die Modulation
bestimmter Signalwege, die bei der Differenzierung eine Rolle spielen, beispielsweise des
Wnt/B-Catenin-Signalwegs (Lian et al. 2013) oder des Activin/Nodal/TGFB- und BMP-
Signalwegs (Kattman et al. 2011). Neben dem Medium spielt auch die Matrix, auf der die
Zellen ausplattiert werden, eine wichtige Rolle (Burridge et al. 2014). Mit den heutigen
Differenzierungsprotokollen wird eine Reinheit der Zellen von tber 90 % erreicht (Abilez
et al. 2018). Folglich kénnen effizient humane iPSC-CMs produziert werden, welche dann
in der Forschung zu Bereichen der Herzentwicklung, Herzerkrankungen, Medikamenten-

entwicklung und Entwicklung zelluldrer Therapien Anwendung finden (Lian et al. 2013).

Kardiomyozyten aus induzierten pluripotenten Stammzellen bieten die Moglichkeit, die
zellulire Elektrophysiologie von jedem Individuum nicht-invasiv zu untersuchen und
ermoglichen somit, die Liicke zwischen experimenteller und klinischer Elektrophysiologie
zu schlieen. Idealerweise konnen iPSC-CMs das arrhythmogene Risiko und die Effizienz
von Medikamenten vorhersagen und so zur personalisierten Medizin beitragen (Thomas et
al. 2019). Sie tragen auBlerdem zu einem besseren Verstindnis von Genotyp-Phinotyp-
Beziehungen bei (Hoekstra et al. 2012).

1.3.3 Phénotyp von aus induzierten pluripotenten Stammzellen gewonnenen

Kardiomoyzyten

Typischerweise schlagen iPSC-CMs spontan und rhythmisch. Dagegen ist bei adulten
humanen CMs ein spontanes Schlagen nicht physiologisch. Aus induzierten pluripotenten
Stammzellen gewonnene Kardiomyozyten bilden gemischte Populationen —aus
ventrikuldren, atrialen und nodalen CMs (Ma et al. 2011). AuBlerdem existiert ein

intermedidrer Phinotyp (Ben-Ari et al. 2016; Priori et al. 2013).

Im Vergleich zu adulten humanen CMs sind iPSC-CMs kleiner und haben eine eher runde
bis ovale Form ohne erkennbare Querstreifung. In Hinblick auf ihre morphologischen und
funktionellen Eigenschaften dhneln iPSC-CMs somit mehr fetalen als adulten CMs
(Karakikes et al. 2015; Yang et al. 2014).
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1.3.4 Elektrophysiologie und Calciumhomdoostase in aus induzierten

pluripotenten Stammzellen gewonnenen Kardiomyozyten

Aus induzierten pluripotenten Stammzellen gewonnene Kardiomyozyten zeigen
herzspezifische Eigenschaften beziiglich ihrer Elektrophysiologie und Ca**-Homdostase
(Priori et al. 2013; Matsa et al. 2014): Vor allem der ventrikulire Phinotyp hat viele
elektrophysiologische FEigenschaften analog zu adulten humanen CMs. Beispielsweise
exprimieren iPSC-CMs typische Ionenstrome, die auch dem AP von adulten humanen
CMs unterliegen (wie z. B. Ina, Icar, Lo, Ik und Iks) (vgl. Abschnitt 1.2.1). Die Aktivierungs-
und Inaktivierungseigenschaften der Ionenkanile sind ebenfalls vergleichbar. Zudem
zeigen iPSC-CMs eine intakte Ca®*-Freisetzung aus dem SR mit systolischen CaTs und
besitzen eine funktionelle elektromechanische Kopplung, die der adulter CMs dhnelt (vgl.
Abschnitt 1.2.3) (Karakikes et al. 2015; Ma et al. 2011; Yang et al. 2014; Zhao et al. 2018).

Dennoch bestehen Unterschiede im AP-Profil zwischen adulten humanen CMs und iPSC-
CMs: In manchen Studien wird ein reduzierter Ix; beschrieben, was zu einem hdheren
RMP von ca. -60 mV und spontaner Aktivitit der Zellen fihrt. AuBerdem haben iPSC-
CMs einen prominenten Schrittmacherstrom (I f fiir funny), welcher ebenfalls fir das
spontane Schlagen der Zellen mitverantwortlich ist. Das RMP in iPSC-CMs wird von
multiplen Ionenkanilen aufrechterhalten. Aufgrund des positiveren RMPs ist der Ina
partiell inaktiviert, was zu einer langsameren Aufstrichgeschwindigkeit des APs fihrt.
Zudem ist der Ic,r in iIPSC-CMs im Vergleich zu humanen adulten CMs kleiner und zieht
damit eine kiirzere Plateauphase des APs nach sich. Insgesamt ergeben sich morphologisch
heterogene Aktionspotentiale (Horvath et al. 2018; Karakikes et al. 2015; Meijer van Putten
et al. 2015; Vaidyanathan et al. 2016; Yang et al. 2014; Zhao et al. 2018).

Aus induzierten pluripotenten Stammzellen gewonnene Kardiomyozyten sind des Weiteren

in der Lage, mit pathologischen Nachdepolarisationen zu reagieren (early bzgw. delayed
afterdepolarisations; EADs bzw. DADs) (Ma et al. 2011).

In iPSC-CMs werden wichtige Schliisselproteine der Ca®*-Homoostase (z. B. RyR2,
SERCA2a, NCX, L-Typ-Ca**-Kanile) exprimiert (Hoekstra et al. 2012). Allerdings werden
der Reifungsgrad und die Regulation der elektromechanischen Kopplung in der Literatur
kontrovers diskutiert. Die Unreife der Ca**-Homdostase von iPSC-CMs zeigt sich
beispielsweise in einem schwach entwickelten SR, einem unterentwickelten kontraktilen
Apparat und einer langsameren Kinetik des Ca**-Cyclings. T-Tubuli, eine
Schliisselkomponente der elektromechanischen Kopplung, fehlen in iPSC-CMs. Dies fithrt
zu unsynchronisierten CaTs innerhalb der Zelle. Dennoch zeigen iPSC-CMs den
Mechanismus der Ca*'-getriggerten Ca*"-Freisetzung (vgl. Abschnitt 1.2.3) und stellen
somit ein geeignetes Modell fiir die Ca**-Homoostase von Herzmuskelzellen dar
(Karakikes et al. 2015; Yang et al. 2014; Zhang et al. 2013).

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass iPSC-CMs einen unreifen elektrophysiologischen

Phinotyp besitzen (Hoekstra et al. 2012). Trotzdem reproduzieren sie zuverldssig kardiale
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elektrophysiologische Eigenschaften (Ma et al. 2011). Die Langzeitkultur von iPSC-CMs
fithrt zu deren elektrophysiologischen Reifung, inkl. der Reifung von Ix: und Ic.r. (Yang et
al. 2014). Auch bzgl. der Ca**-Homdostase ist eine zunehmende Reifung in ilteren iPSC-
CMs zu beobachten (Ivashchenko et al. 2013). Zur genaueren elektrophysiologischen
Charakterisierung von iPSC-CMs sind noch weitere Studien notwendig (Karakikes et al.
2015; Priori et al. 2013).

1.3.5 In-vitro-Modell fiir die Fallot’sche Tetralogie

Bisher wurde noch kein In-vitro-iPS-Zell-Modell fiir die Fallot’sche Tetralogie beschrieben.
Somit stellt die oben genannte Studie das erste In-vitro-Modell fir TOF dar. Die hier
verwendeten iPSC-CMs wurden in einem 2D-Modell kultiviert. Sie stammten von einem

Patienten mit Fallot’scher Tetralogie und dessen gesundem Vater als Kontrollgruppe
(Abbildung 5).

Abbildung 5: Stammbaum des Patienten mit Fallot'scher Tetralogie (TOF).

Das rote Herz markiert den TOF-Patienten. Als Kontrolle (Ctl) wurden aus induzierten
pluripotenten Stammzellen gewonnene Kardiomyozyten des gesunden Vaters verwendet.
Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Frau Prof. Dr. med. S. Rickert-Spetling (Max-

Delbriick-Centrum fir Molekulare Medizin, Charité, Universititsmedizin Betlin).

1.4  Verinderungen der zelluliren Elektrophysiologie und

Calciumhomoostase bei Fallot’scher Tetralogie

Bisher ist wenig Uber die Verinderungen der zelluliren Elektrophysiologie in humanen
CMs von TOF-Patienten bekannt.

Pelzmann et al. (1998) konnten zeigen, dass bei humanen ventrikuliren CMs betroffener
Kindern eine verlingerte Aktionspotentialdauer (APD) und ein iiber einen breiten
Spannungsumfang hinweg aktiver Ic.y. (sog. calcinm window current) vorliegen. Des Weiteren

konnten sie frithe Nachdepolarisationen aufzeichnen. Auch Schaffer et al. (1999) konnten
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EADs in humanen CMs von Kindern mit TOF nachweisen. Aullerdem diskutieren die
Autoren einen potentiell arrhythmogenen Ir in Nicht-Schrittmacher-Zellen. Ein weiterer
moglicher Unterschied zu gesunden humanen CMs kénnten Verinderungen in K*-Kanilen

(z. B. ein heterogener I.,) sein.

Auch bzgl. der Ca**-Homdéostase und der Expression von Proteinen des Kontraktions-
Relaxations-Zyklus in humanen CMs von Patienten mit Fallot’scher Tetralogie ist bisher
wenig bekannt. Vittorini et al. (2007) fanden bei TOF-Patienten im Vergleich zu VSD-
Patienten eine erniedrigte Genexpression von PLN und SLN, zwei Regulationsproteinen
der SERCA2a. Die Expression von SERCAZ2a selbst war unverindert. Im Gegensatz dazu
war bei Wu et al. (2012) eine Downregulation von SERCA2a auf mRNA-Ebene, aber keine
verinderte Expression von PLN und SLN nachweisbar. Jedoch war Ser'*-phosphoryliertes
PLN downreguliert. Weitere Proteine der Ca*-Homdostase, z. B. der RyR2 oder der NCX
schienen in ihrer Genexpression nicht verindert zu sein (Vittorini et al. 2007; Wu et al.
2012).

Besser untersucht sind die Verinderungen der zelluliren Elektrophysiologie und Ca**-
Homoostase im Tiermodell von TOF. Hierzu werden Schweine oder Hunde einer
Operation unterzogen, welche dem Zweck dient, dhnliche anatomische und
himodynamische = Verhiltnisse ~ herzustellen ~ wie  bei ~ TOF-Patienten  nach

Korrekturoperation (sog. repaired Tetralogy of Fallot, rTOF).

In den fTOF-Tiermodellen kam es im Vergleich zur Kontrollgruppe haufiger zu spontanen
Arrhythmien und es konnte ein rechts- und linksventrikuldres Remodelling im Hinblick auf
die Repolarisation und Erregungsleitung nachgewiesen werden (Benoist et al. 2017; Dubes
et al. 2018). Dieses Remodelling fithrte zu einer grofleren Heterogenitit der APD.
Allerdings gibt es Widerspriiche in der Literatur, ob die APD verlingert (Benoist et al.
2017; Dubes et al. 2018; Lambert et al. 2010) oder verkiirzt (Chiu et al. 2015) ist. Bei
Lambert et al. (2010) war ferner die Aktionspotentialamplitude (APA) erhoht.

Als Ursache fir das Remodelling wird von manchen Autoren eine allgemeine
Downregulation von Ionenkanilen diskutiert (Chiu et al. 2015). Zudem konnte eine
verinderte Expression bestimmter K'-Kanile (Kv4.3 und miRP1) nachgewiesen werden
(Benoist et al. 2017). Auch die Dysregulation von Genen der Ca*-Homéostase scheint eine
Rolle zu spiclen. Beispielsweise zeigte sich das Gen ATP2A2, welches fir die SERCA2a
kodiert, im Tiermodell downreguliert (Charron et al. 2015).

Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass die Verdnderungen der zelluliren
Elektrophysiologie und Ca**-Homdostase bei Patienten mit Fallot’scher Tetralogie bisher
wenig erforscht sind. Insbesondere fir humane CMs gibt es nur wenige Studien. Zudem ist
bisher nicht genauer unterschieden worden, welche Verinderungen durch die gestorte
Himodynamik bei TOF bzw. nach Korrektur-OP zustande kommen und welche genetisch
bedingt sind. Die vorliegende Arbeit stellt das erste In-vitro-TOF-iPS-Zell-Modell dar, an

dem elektrophysiologische Untersuchungen durchgefiihrt wurden.
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1.5  Fragestellung und Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die Fallot’sche Tetralogie ist der haufigste angeborene zyanotische Herzfehler. Im Verlauf
der  Erkrankung entwickeln viele Patienten ventrikulire und/oder  atriale
Herzrhythmusstérungen mit konsekutivem Risiko des plotzlichen Herztodes. Die

Ursachen dieser Arrhythmien sind noch nicht abschlieBend geklirt.

Um neue Einblicke in die Pathogenese von TOF und die Entstehung der Arrhythmien zu
bekommen, wurde im Rahmen einer grofleren Studie in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe Kardiovaskulire Genetik von Frau Prof. Dr. med. S. Rickert-Sperling (Max-
Delbriick-Centrum fir Molekulare Medizin, Charité, Universititsmedizin Berlin) erstmals
ein In-vitro-iPS-Zell-Modell fiir TOF etabliert.

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit lautete, dass verdnderte zelluldre
elektrophysiologische  Eigenschaften und eine verdnderte Ca**-Homéostase  zur

Arrhythmogenese in TOF-Patienten beitragen.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden iPSC-CMs eines TOF-Patienten im Vergleich
zu iIPSC-CMs des gesunden Vaters elektrophysiologisch mithilfe der Patch-Clamp-Technik
und mittels Epifluoreszenz untersucht. Der Ic.. wurde zeitgleich mit den
korrespondierenden CaTs aufgezeichnet und beziiglich seiner Strom-Spannungs-Kurve
und seiner Nifedipinsensitivitit charakterisiert. Auflerdem wurde die sarkoplasmatische

Ca’"-Konzentration bestimmt und die Aktivitit der SERCA2a berechnet.

Des Weiteren wurden Aktionspotentialmessungen durchgefithrt. Dabei wurde eine neue
Methode, APs mithilfe von Feldstimulation und Perforated-Patch-Clamp-Technik zu

messen, in unserer Arbeitsgruppe etabliert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern neue Einsichten in krankheitsspezifische
funktionelle Eigenschaften von iPSC-CMs eines TOF-Patienten. Diese Erkenntnisse
konnen zur Klirung der Pathogenese von TOF und der Entstehung von
Herzrhythmusstérungen im Rahmen der Erkrankung beitragen. AuBlerdem stellen sie eine

Erginzung zur allgemeinen elektrophysiologischen Charakterisierung von iPSC-CMs dar.
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2 Material und Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden Kardiomyozyten aus induzierten pluripotenten

Stammzellen elektrophysiologisch untersucht.

Experimentell kann die Erregung auf zellulirer Ebene durch die Patch-Clamp-Technik
simuliert werden: Die Applikation eines depolarisierenden Spannungspulses durch die
Patch-Clamp-Pipette fihrt zur Aktivierung eines Membranstroms, welcher wiederum iiber
die Patch-Clamp-Pipette gemessen werden kann (Molleman 2003). Das Ca**-Signal kann
mithilfe eines Fluoreszenzfarbstoffs visualisiert werden. Dieser fluoresziert, wenn das in
der Systole freigesetzte Ca** an ihn bindet (Paredes et al. 2008; Schrader et al. 2014).

Der L-Typ-Ca®-Strom wurde mittels Whole-Cell-Patch-Clamp-Technik im Voltage-
Clamp-Modus gemessen, wihrend simultan die kotrespondierenden Ca**-Transienten
mithilfe von Epifluoreszenz (Fluo-3) aufgenommen wurden. Des Weiteren wurde die
sarkoplasmatische Ca’*-Konzentration bestimmt und die Aktivitit der SERCA2a

berechnet.

Aktionspotentiale wurden mit Perforated-Patch-Clamp-Technik im Current-Clamp-Modus

gemessen.

Der entsprechende Ethik-Antrag an der Universititsmedizin Goéttingen wurde unter der

Antragsnummer 10/9/15 genehmigt.

2.1  Die Patch-Clamp-Technik

Die folgenden Ausfihrungen zur Patch-Clamp-Technik wurden mithilfe des Buches
,»Patch-Clamp-Technik® von M. Numberger und A. Draguhn (Numberger und Draguhn
1996) und der Dissertation von Prof. Dr. med. N. Voigt (Voigt 2006) erarbeitet.

2.1.1 Die Geschichte der Patch-Clamp-Technik

Die physiologische Ursache hinter der elektrischen Erregbarkeit von Zellen liegt in

Tonenstromen, die durch Ionenkanile flie3en.

Die Theorie von ,tierischer Elektrizitit“ wurde bereits im 18. Jahrhundert vom
italienischen Arzt L. A. Galvani entwickelt. Als Griinder der Elektrophysiologie gilt E. du
Bois-Reymonds, welcher von 1848 bis 1884 die tierische Elektrizitit untersuchte. Im Jahr
1912 postulierte dann J. Bernstein, dass das Ruhepotential von Zellen auf einer ungleichen
Ionenverteilung an einer selektiv permeablen Membran beruhe (Bernstein 1912). Diese
Hypothese konnte jedoch erst Ende der 30er Jahre des 20. Jahrhunderts bestitigt werden,

als K. S. Cole und H. J. Curtis die Spannungsklemme entwickelten. In ihren Experimenten
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wiesen sie nach, dass die Leitfahigkeit einer Membran bei Erregung steigt und dass

Aktionspotentiale durch Ionenstrome zustande kommen (Cole 1979).

In den folgenden Jahren untersuchten A. Hodgkin und A. Huxley die Entstehung des
Aktionspotentials am Riesenaxon von Tintenfischen (Hodgkin 1976), wofir sie 1963 den
Medizin-Nobel-Preis erhielten.

Die Gottinger B. Sakmann und E. Neher entwickelten schlieflich in den 70er und 80er
Jahren des letzten Jahrhunderts die Patch-Clamp-Technik. Thnen gelang es, einzelne
Ionenkanile direkt zu beobachten. Dazu untersuchten sie mithilfe einer Glaspipette einen
elektrisch isolierten Abschnitt der Zellmembran. Der Abdichtwiderstand zwischen Pipette
und Zelle musste sehr hoch sein, damit das Hintergrundrauschen moglichst minimiert
wurde. So konnten sie rechteckige Strompulse nachweisen, die sie als die Aktivitit einzelner
Ionenkanile interpretierten (Neher 1992). Mit Entdeckung des Gigaseals im Jahr 1980
konnten die vier klassischen Patch-Clamp-Techniken entwickelt werden: Cell-Attached-
und Whole-Cell-Konfiguration fiir Messungen von Strémen der gesamten Membran und
Inside-Out- bzw. Outside-Out-Konfiguration fiir die Messung von zellfreien Kanilen
(Hamill et al. 1981). Fur ihre Arbeit erhielten B. Sakmann und E. Neher 1991 den
Nobelpreis fiir Medizin und Physiologie.

Heutzutage ist die Patch-Clamp-Technik eine der am haufigsten verwendeten Methoden in

der zelluliren Elektrophysiologie (Numberger und Draguhn 1996; Voigt 20006).

2.1.2 Die Seal-Bildung und Cell-Attached-Konfiguration

Die Grundlage fir Patch-Clamp-Experimente ist der Gigaseal, d. h. die Herstellung eines
sehr hohen Abdichtungswiderstandes (> 1 GQ) zwischen Zellmembran und Pipettenwand.
Dieser wird durch Anlegen eines leichten Sogs an die Pipette bei Bertihrung der
Zelloberfliche erreicht. Mit Ausbildung des Gigaseals befindet man sich in der Cell-
Attached-Konfiguration (Abbildung 6.A). Durch den hohen Abdichtungswiderstand
werden die Leckstréme sehr klein und das Rauschen deutlich geringer (Numberger und
Draguhn 1996; Voigt 2000).

Der Verstirker ist in der Cell-Attached-Konfiguration auf Voltage-Clamp-Modus gestellt.
Merkmale dieser Konfiguration sind die intakte Zellmembran und dass intrazelluldre
Proteine (z. B. Second-Messenger-Systeme) unbeeinflusst bleiben. Die Cell-Attached-
Konfiguration stellt den Ausgangspunkt fiir die Whole-Cell-Konfiguration und fiir
Perforated-Patch-Clamp-Messungen dar (Numberger und Draguhn 1996; Voigt 20006).



Material und Methoden 17

A Cell-Attached B Whole-Cell C Perforated-Patch

BN

Elektrode —>

Glaspipette —

Pipettenlésung

Zellmembran e

Ionenkanal —

Zellkern

Abbildung 6: Die verschiedenen Patch-Clamp-Konfigurationen.

A: Durch Anlegen eines leichten Sogs an die Pipette wird bei einem hohen Abdichtungswiderstand
(sog. Gigaseal) die Cell-Attached-Konfiguration erreicht.

B: Ausgehend von der Cell-Attached-Konfiguration wird unter starkem Sog die Zellmembran
eingerissen. Dies wird als Whole-Cell-Konfiguration bezeichnet.

C: Ausgehend von der Cell-Attached-Konfiguration wird bei der Perforated-Patch-Clamp-Technik
mithilfe von Porenbildern ein Zugang zum Zellinneren geschaffen.

Abbildung basierend auf Voigt (2000).

2.1.3 Die Whole-Cell-Konfiguration

Die Whole-Cell-Konfiguration zeichnet sich dadurch aus, dass die gesamte Zellmembran
betrachtet wird und somit der gemessene Strom der Summe aller Einzelkanalstrome
entspricht (Numberger und Draguhn 1996; Voigt 2000).

Die Whole-Cell-Konfiguration wird folgendermallen hergestellt: Nachdem die Cell-
Attached-Konfiguration erreicht ist und die kapazitativen Stréme kompensiert sind, wird
ein Haltepotential von 0 mV an die Zelle angelegt. AnschlieBend wird die Membran durch
Sog an der Pipette durchbrochen, wobei der Seal erhalten bleibt (Abbildung 6.B in
Abschnitt 2.1.2). Reaktiv dndert sich die Stromantwort auf den Testpuls und die
kapazitativen Ladungsstréme nehmen zu, weil nun die gesamte Membran anstatt nur das
Membranstiick unter der Pipette umgeladen werden muss. Zudem nimmt der Offset-Strom
zu, da die groe Membranfliche einen kleineren Widerstand besitzt (Numberger und
Draguhn 1996; Voigt 2000).

Innerhalb kurzer Zeit wird nun das Zellinnere durch die Pipettenlosung ersetzt. Dies hat
den Vorteil, dass das intrazellulire Milieu genau kontrolliert werden kann und
beispielsweise Farbstoffe leicht in die Zelle eingewaschen werden kénnen. Allerdings wird
die natirliche Zusammensetzung des Zytoplasmas in der Whole-Cell-Konfiguration
verandert (Numberger und Draguhn 1996; Voigt 2000).
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2.1.4 Die Perforated-Patch-Clamp-Technik

Der Vorteil von Perforated-Patch-Clamp-Experimenten gegentiber der Whole-Cell-
Konfiguration liegt darin, dass ein Verlust intrazellularer Substanzen vermieden wird und
die experimentellen Bedingungen so eher physiologischen Bedingungen entsprechen
(Hoekstra et al. 2012; Ma et al. 2011; Numberger und Draguhn 1996).

Das Prinzip des Perforated-Patchs besteht darin, mithilfe von Porenbildnern die Membran
unter der Pipette zu perforieren und damit eine Verbindung zum Zytoplasma zu schaffen,
die der Whole-Cell-Konfiguration dhnlich ist (Abbildung 6.C in Abschnitt 2.1.2). In der
vorliegenden Arbeit wurde hierzu Amphotericin B-haltige Pipettenlésung verwendet.
Amphotericin B wird in die Membran eingebaut und bildet etwa 0,8 nm grofe Poren
(Numberger und Draguhn 1996; Rae et al. 1991).

2.1.5 Der Voltage-Clamp-Modus

Patch-Clamp-Experimente konnen entweder im sog. Voltage-Clamp- oder im sog. Current-
Clamp-Modus  durchgefiihrt ~ werden. Im  Voltage-Clamp-Modus ~ wird  die
Membranspannung durch den Experimentator bestimmt und die hierzu nétigen
Kompensationsstrome kénnen gemessen werden (Numberger und Draguhn 1996; Voigt
2000).

Das Prinzip besteht darin, Anderungen des Membranpotentials zu verhindern, indem ein
Strom in die Zelle injiziert wird. Dabei ist der Kompensationsstrom (Ip) genauso grof3 wie
der Strom, welcher durch die Membran flief3t (L), diesem jedoch entgegengerichtet. Durch
Messung des Kompensationsstroms koénnen Rickschlisse auf die Leitfahigkeit der

Membran gezogen werden.

Der Patch-Clamp-Verstirker hat also zwei wesentliche Aufgaben: Erstens soll er die
Membranspannung (diese entspricht der Pipettenspannung Up) an die vorgegebene
Sollspannung (Us.n) angleichen. Und zweitens misst der Verstirker den dafiir notwendigen

Kompensationsstrom (Numberger und Draguhn 1996; Voigt 20006).

Up = Uson

2.1.5.1 Funktionsprinzip des Vorverstirkers

Das zentrale Bauteil des Vorverstirkers ist ein Strom-Spannungs-Wandler, welcher aus
einem Ruckkopplungswiderstand (Rr) und einem Operationsverstirker besteht. Dieser
Schaltungsaufbau bewirkt, dass die Membranspannung (Up) auf dem konstanten Wert der
Sollspannung  (Usey) gehalten wird. Dabei entspricht der Strom uber dem
Rickkopplungswiderstand (Ir) dem Kompensationsstrom (Ir) (Numberger und Draguhn
1996; Voigt 2000).
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Laut Ohm’schem Gesetzt ist die Spannung iiber dem Riickkopplungswiderstand (Ur) somit

proportional zum Kompensationsstrom (Ip).
UF =RF'IF =RF'Ip

Bei bekanntem Wert fiir den Rickkopplungswiderstand (Rr), gentigt es damit, die
Spannung Ur zu messen, um den Kompensationsstrom (Ip) zu berechnen. Dies geschieht
durch  einen  Differenzverstirker. Ein  Differenzverstirker  enthidlt  mehrere

Operationsverstirker (Numberger und Draguhn 1996; Voigt 2000).

2.1.5.2 Merkmale der Whole-Cell-Konfiguration

Whole-Cell-Patch-Clamp-Experimente werden im Voltage-Clamp-Modus durchgefthrt.
Dabei besteht eine leitende Verbindung zwischen Pipette und Zellinnerem, wobei der
Widerstand zwischen Pipettenelektrode und Zytoplasma als Serienwiderstand (Rs)
bezeichnet wird. Genauer gesagt setzt sich der Serienwiderstand aus dem
Pipettenwiderstand (Rp) und Membranresten in der Pipettenspitze zusammen. Damit ist
der Serienwiderstand deutlich hoher als der eigentliche Widerstand der Pipetten
(Numberger und Draguhn 1996; Voigt 2006). Der Pipettenwiderstand betrug je nach
Experiment in der vorliegenden Arbeit 2,5 — 6,0 MQ.

Die Zellmembran kann als eine Kombination aus Membranwiderstand (Rai), welcher vom
Offnungszustand der Ionenkanile abhingig ist, und einer parallel dazu angeordneten
Kapazitit (Cy) betrachtet werden. Die hydrophilen Auflen- und Innenseiten der
Lipiddoppelschicht fungieren dabei als Platten eines Kondensators, wihrend die
hydrophobe Mittelschicht ein nicht-leitendes Dielektrikum darstellt. Die Gesamtkapazitit
der Membran ist abhingig von ihrer Fliache (1 pF/cm?) (Gentet et al. 2000).

Es ist bekannt, dass ein grof3er Kondensator linger zum Aufladen braucht und ein hoher

Serienwiderstand die dafiir notwendige Ladungsmenge nur verzégert passieren lasst.

Im Voltage-Clamp-Modus sollen Spannungsinderungen der Zellmembran verhindert
werden, indem ein Strom injiziert wird. Dazu ist ein mdglichst geringer Serienwiderstand
(Rs) notwendig, denn je kleiner Rs, desto schneller wird die gewiinschte Spannung im
Zellinneren erreicht und desto mehr entspricht diese tatsichlich der Sollspannung. Somit
ist ein im Vergleich zum Membranwiderstand deutlich geringerer Serienwiderstand
(Rs << Ry) eine wichtige Voraussetzung fiir Whole-Cell-Patch-Clamp-Experimente
(Numberger und Draguhn 1996; Voigt 2000).

2.1.5.3 Kapazititskompensation

Jeder Anderung der Sollspannung (Use) folgt zunichst ein Umladeprozess der
Membrankapazitit (Cy). Das Problem hierbei besteht in einer Sittigung des Systems, da
jeder Kondensator eine maximale Spannungsfestigkeit besitzt. Deshalb sollten die

kapazitativen Strome, welche zum Laden des Membrankondensators notwendig sind,
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moglichst gering gehalten werden. Hierfiir dient die Kapazititskompensation (Numberger
und Draguhn 1996; Voigt 20006).

Dabei wird ein Injektionskondensator verwendet, welcher den injizierten Strom moduliert.
Dies geschieht manuell am Verstirker durch Anpassung an die Membrankapazitit (Cy) und
den Serienwiderstand (Rs). Dabei mussen Rs und Cy fir jede Zelle neu ermittelt werden
(Numberger und Draguhn 1996; Voigt 2000).

Insgesamt  benétigt  ein  Patch-Clamp-Verstirker — mindestens  zwei  solcher
Kompensationsmechanismen: Einen ersten mit schnellerer Zeitkonstante und kleiner
Amplitude zur Kapazititskompensation der Pipettenwand (geschieht vor Einreilen der
Zellmembran), sowie einen zweiten mit langsamerer Zeitkonstante und gréflerer Amplitude
zur Kompensation der Kapazitit der Zelle selbst (Numberger und Draguhn 1996; Voigt
2000).

2.1.5.4 Kompensation des Serienwiderstandes

Wie bereits oben beschrieben, setzt sich der Serienwiderstand (Rs) aus dem
Pipettenwiderstand (Rp) und Membranresten in der Pipette zusammen. FEin hoher
Serienwiderstand verlangsamt einerseits das Umladen der Zellmembran und anderseits fallt
ein Teil der Sollspannung (Usen) Gber Rs ab, womit das urspriingliche Ziel Up = Usoi nicht
mehr erreicht wird. Der Serienwiderstand wird deshalb durch das Hinzuaddieren einer

Spannung (Ux) zu Usar kompensiert (Numberger und Draguhn 1996; Voigt 2000).

Dies fuhrt zu einer verbesserten und schnelleren Regulation der Membranspannung.
Allerdings stellt dieses Kompensationssystem einen positiven Riickkopplungsmechanismus
dar, weshalb der Serienwiderstand nicht vollstindig kompensierbar ist, da das System sonst
instabil werden wiirde (Numberger und Draguhn 1996; Voigt 2006). In der vorliegenden

Arbeit wurde der Kompensationsfaktor auf ¢ = 60 % eingestellt.

2.1.6 Der Current-Clamp-Modus

Im Gegensatz zum Voltage-Clamp-Modus, bei welchem die Membranspannung
vorgegeben ist und die Kompensationsstréme gemessen werden, wird im Current-Clamp-
Modus der Membranstrom vorgegeben und die darauf folgende Spannungsinderung
aufgezeichnet (Numberger und Draguhn 1996; Voigt 2000).

Der Current-Clamp-Modus ist im Vergleich zum Voltage-Clamp-Modus besser dazu
geeignet, das physiologische Erregungsmuster von Zellen zu untersuchen. Naturlicherweise
besteht das Verhalten von erregbaren Zellen aus Potentialschwankungen, die sich aus der

Summe der offenen Ionenkanile ergeben (Numberger und Draguhn 1996; Voigt 20006).

Im klassischen Current-Clamp-Modus wird ein rechteckiger Strompuls injiziert, woraufhin
die Potentialinderung im Zellinneren gemessen werden kann. Vor der Strominjektion kann

das Ruhemembranpotential der Zelle bestimmt werden. Bei erregbaren Zellen 16st die
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Injektion eines depolarisierenden Stroms ab einer gewissen Schwelle ein Aktionspotential
aus (Numberger und Draguhn 1996; Voigt 2000).

Wichtig im Current-Clamp-Modus ist vor allem die korrekte Kompensation der

kapazitativen Artefakte (Numberger und Draguhn 1996; Voigt 20006).

2.2 Messung der intrazelluliren Calciumkonzentration und der

systolischen Calciumtransienten

Die ersten direkten Messungen der intrazelluliren Ca’*-Konzentration wurden 1978 von
D. Allen und J. Blinks am Froschherzen durchgefiihrt (Allen und Blinks 1978). Heutzutage
ist es Standard, die [Ca®*]; mithilfe von fluoreszierenden Ca*"-Indikatoren zu untersuchen.
Diese Indikatoren indern ihre Fluoreszenzeigenschaften, wenn freie Ca**-Ionen an sie
binden. Um zytosolische Ca**-Level zu quantifizieren, werden Indikatoren mit hoher
Affinitit verwendet. Dabei beschreibt die Dissoziationskonstante (kq), wie stark ein
Indikator die Ca**-Ionen bindet. Die Bindungseigenschaften sind u.a. abhingig von
Temperatur, pH-Wert, Proteinbindung und dem Vorhandensein anderer Ionen (Paredes et
al. 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurde die [Ca®"]; simultan zum L-Typ-Ca**-Strom mithilfe von
Fluo-3 gemessen (vgl. Voigt et al. 2012). Fluo-3 ist einer der bekanntesten und
meistverwendesten Single-Wave-Length-Indikatoren. Seine Fluoreszenz steigt um das 100-

Fache, wenn Ca®" an ihn gebunden ist (Paredes et al. 2008).

Fluo-3 wird von einer Xenon-Lampe mit nachgeschaltetem Anregungsfilter durch Licht
der Wellenlinge von A =488 nm angeregt und emittiert darauthin Licht mit einer
Wellenlinge von A = 525 nm (Voigt et al. 2014).

Abbildung 7 zeigt den Versuchsaufbau: Das Anregungslicht wurde iiber einen Filter (Ex)
und einen Strahlteiler (M-BS) auf die mit Fluo-3 gefirbte Zelle geworfen. Das emittierte
Licht (A > 520 nm) wurde tber einen Spiegel in die Detektionseinheit (BS1 und Em1) des
Photomultipliers (PMT) geleitet. Aulerdem gelangte das Licht Gber einen sog. cold mirror
(= BS2) zur Kamera. Die genauen Eigenschaften der Filter und Strahlteiler sind in Tabelle
1 aufgefihrt.
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Abbildung 7: Versuchsaufbau zur Messung der intrazelluliren Ca?*-Konzentration.

Ex Anregungsfilter, M-BS Strahlteiler Mikroskop, M-Em Emissionsfilter Mikroskop, BS1
Strahlteiler Detektionseinheit 1, Em1 Emissionsfilter Detektionseinheit 1, PMT Photomultiplier,
BS2 Strahlteiler Detektionseinheit 2, Em2 Emissionsfilter Detektionseinheit 2.

Bei Anregung mit Licht der Wellenlinge A = 488 nm fingt die mit Fluo-3 gefirbte Zelle an zu
fluoreszieren. Das Signal wird durch den PMT detektiert und in die intrazelluliren Ca2*-
Konzentration umgerechnet.

Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Voigt et al. (Arbeitsgruppe Molekulare

Pharmakologie des Instituts fir Pharmakologie und Toxikologie, Universistitsmedizin Gottingen).

Tabelle 1: Filter und Strahlteiler zur Messung der intrazelluliren Ca?*-Konzentration.

Filter/Strahlteiler Eigenschaften | Hersteller
Anregungsfilter (Ex) ET470/40x Cairn Research, UK
Strahlteiler Mikroskop (M-BS) 495L.P Cairn Research, UK
Emissionsfilter Mikroskop (M-Em) leer —

Strahlteiler Detektionseinheit 1 (BS1) T565lpxr Cairn Research, UK
Emissionsfilter Detektionseinheit 1 (Em1) ET535/50m Cairn Research, UK
Strahlteiler Detektionseinheit 2 (BS2) T660lpxr Cairn Research, UK

Emissionsfilter Detektionseinheit 2 (Em2) leer -

Das gemessene Signal konnte anschlieBend in die [Ca®*]; umgerechnet werden:

F

Ca2+ :k —_
[ ]l d Fax — F

Hierbei stellt kq die Dissoziationskonstante von Fluo-3 (864 nM/I) dar. Das F steht fur die
Fluo-3-Fluoreszenz. Dabei ist Fiu die Ca®*-gesittigte Fluoreszenz, welche am Ende jedes

Versuches bestimmt wurde, indem die Zelle mit der Patch-Clamp-Pipette durchstochen
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wurde. Dieser Vorgang fiihrte zu einem maximalen Ca**-Einstrom in die Zelle (Trafford et
al. 1997; 1999; Voigt et al. 2014). Die Hintergrundfluoreszenz wurde bestimmt, indem die
Zelle anschlieBend aus dem Bild geschoben wurde (Spencer et al. 2014).

2.3 Bestimmung der sarkoplasmatischen Calciumkonzentration und
Berechnung der SERCA2a-Aktivitit

Zur Bestimmung der Ca**-Konzentration des SRs wurden die iPSC-CMs zuerst im
Voltage-Clamp-Modus mit demselben Protokoll wie zur Messung des L-Typ-Ca**-Stroms
(vgl. Abbildung 13.A in Abschnitt 2.7.4) stimuliert. AnschlieBend wurde die Stimulation
gestoppt und die Zellen auf -80 mV geklemmt. Darauthin wurde 10 mM Koffein appliziert
(Varro et al. 1993). Durch Bindung an Ryanodinrezeptoren fihrt Koffein in dieser
Konzentration zu einer fast vollstindigen Entleerung des sarkoplasmatischen Ca**-
Speichers, was sich im koffeininduzierten CaT zeigt. Das freigesetzte Ca®" wird sofort iiber
den NCX aus der Zelle entfernt. Im Austausch fiir ein Ca*"-Ion transportiert der NCX drei
Na"-Ionen in die Zelle. Dadurch entsteht als Antwort auf den koffeininduzierten CaT ein
depolarisierender Einwirtsstrom. Der integrierte NCX-Strom ist ein akzeptiertes Mal3 fiir
die sarkoplasmatische ~Ca’*-Konzentration, da er die totale aus der Zelle

heraustransportierte Ladung widerspiegelt (Abbildung 8) (Eisner 2014; Zhang et al. 2013).
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Abbildung 8: Berechnung der sarkoplasmatischen Ca?*-Konzentration.

NCX Nat-Ca?"-Austauscher, RyR2 Ryanodinrezeptor (Isoform des Herzens), SERCA2a Ca?*-
ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums (Isoform des Herzens), [Ca?']; intrazellulire Ca?*-
Konzentration, Incx depolatisierender Einwirtsstrom durch den Nat-Ca?"-Austauscher, Vu
Membranspannung.

A: Die Bindung von Koffein an die RyR2 fiihrt zur vollstindigen Entleerung des SRs. Das
freigesetzte Ca?* wird tiber den NCX aus der Zelle gepumpt.

B: Die Ca?*-Freisetzung aus dem SR spiegelt sich im Ca?*-induzierten Ca?*-Transienten wider. Der
integrierte Incx ist ein akzeptiertes Mal3 fiir den Ca?*-Gehalt des SRs.

Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. N. Voigt (Arbeitsgruppe Molekulare

Pharmakologie des Instituts fir Pharmakologie und Toxikologie, Universistitsmedizin Gottingen).

Zur Analyse wurden einzelne Monoexponentialfunktionen den Abklingphasen der

systolischen und koffeininduzierten CaTs angepasst.
-t
fx)=A-eT =A-e7tk
Durch Subtraktion der Abklingkonstanten (k) des koffeininduzierten CaT von der
Abklingkonstanten des systolischen CaT konnte die SERCA2a-Aktivitit berechnet werden
(Diaz et al. 2004).

2.4  Der Patch-Clamp-Messplatz

Der Gesamtaufbau des Patch-Clamp-Setups ist in Abbildung 9 dargestellt. Detaillierte
Ausfihrungen zu den einzelnen Bestandteilen finden sich in den folgenden Abschnitten.
Diese wurden mithilfe des Buches ,,Patch-Clamp-Technik® von M. Numberger und A.
Draguhn (Numberger und Draguhn 1996) und der Dissertation von Prof. Dr. med. N.
Voigt (Voigt 2000) erarbeitet.
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Abbildung 9: Das Patch-Clamp-Setup.

Um Erschiitterungen zu minimieren, wurden das Mikroskop mit Messkammer und Objekttisch, der
Mikromanipulator, der Vorverstirker mit Pipettenhalter, der Ventilblock mit Lésungsteservoirs und
schnellem Lo&sungswechsler sowie die Kamera mit optischem Filtersystem auf einem
schwingungsgedimpften Tisch, welcher auf einem Ubertisch stand, montiert. Zur elektrischen
Abschirmung war das gesamte Setup von einem Faraday-Kifig umgeben. Alle Bestandteile des
Setups wurden geerdet, um das elektrische Rauschen zu minimieren. Uber eine Glasspritze konnte
mithilfe eines Dreiwegehahns Druck in die Patch-Clamp-Pipette appliziert werden. Die Pipetten
wurden am Messtag neu hergestellt und zum Schutz unter einer Glasabdeckung aufbewahrt. Rechts
des Setups befand sich der Photomultiplier (PMT; nicht abgebildet), links zwei Computer, an denen
die Kamera, das Perfusionssystem, die Heizung, der Hauptverstirker und der Analog-Digital-

Wandler angeschlossen waren (nicht abgebildet).

2.41 Mechanische und elektrische Abschirmung

Schon kleinste Erschitterungen konnen die Durchfihrung eines Patch-Clamp-
Experiments unméglich machen. Deshalb wurden das Mikroskop mit Messkammer und
Objekttisch, der Mikromanipulator, der Vorverstirker, der Pipettenhalter, der Ventilblock
mit Losungsreservoirs sowie die Kamera und das optische Filtersystem auf einem
druckluftbetriebenen schwingungsgedimpften Tisch aufgebaut. Dieser war auf einem
Ubertisch montiert und didmpfte mechanische Schwingungen und Erschiitterungen
(Numberger und Draguhn 1996; Voigt 2000).

Um das elektrische Hintergrundrauschen des o6ffentlichen  Stromnetzes  (sog.
Netzbrummen) zu minimieren, musste das Setup elektrisch abgeschirmt werden. Dies

geschah durch einen Faraday-Kifig, der nach vorne hin offen war und ebenfalls auf dem
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Ubertisch stand. Der Kifig wurde iiber ein Kabel am Erdungseingang des Verstirkers
geerdet. Auch alle anderen Komponenten des Setups wurden geerdet, um das Rauschen zu

minimieren (Numberger und Draguhn 1996; Voigt 2000).

2.4.2 Das Mikroskop

Fir die Experimente wurde ein inverses Mikroskop (Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10)
verwendet. Dies hatte im Gegensatz zu einem aufrechten Mikroskop folgende Vorteile:
Erstens war tiber dem Objekttisch mehr Platz, was das Heranfithren der Pipette an die
Zelle erleichterte. Zweitens wurden zum Fokussieren die Objektive und nicht der
Objekttisch bewegt, was bei der Vermeidung ungewollter Bewegungen zwischen Zelle und
Pipette half. Und drittens erlaubte das inverse Mikroskop die Verwendung von Objektiven
mit hoherer numerischer Apertur, da das Objektiv sehr nah an das Versuchsobjekt
herangefithrt werden konnte. Dadurch ergab sich eine hohe Auflésung, auch bei starker
VergroBerung (Numberger und Draguhn 1996; Voigt 2006). In der vorliegenden Arbeit
wurde eine 200-fache VergroBerung gewihlt.

2.4.3 Videotechnik, Photomultiplier und Filter

Die Verwendung von Videotechnik (Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10) ermdglichte, dass die
Pipette mit der Zelle und der Pipettenwiderstand wihrend der Sealbildung gleichzeitig am
Monitor iberwacht werden konnten. Auch wihrend des restlichen Experiments bot
Videotechnik den Vorteil, dass die Zelle immer zu sehen war, ohne ins Mikroskop schauen

zu miussen, was leicht zu Erschiitterungen hitte fithren kénnen (Numberger und Draguhn
1996; Voigt 2000).

Zur Detektion der CaTs wurden ein PMT und diverse Strahlteiler und Filter (Tabelle 2 in
Abschnitt 2.4.10) verwendet (vgl. Abbildung 7 und Tabelle 1 in Abschnitt 2.2).

2.4.4 Messkammer

Fir die Patch-Clamp-Experimente wurden die Cover-Slips (Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10),
auf denen die Zellen kultiviert wurden, in eine spezielle Messkammer aus Polycarbonat
(Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10) gelegt. Die Messkammer mit der Badlosung wurde auf
37 °C erwirmt (Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10). Fir Aktionspotentialmessungen konnten
Elektroden zur Feldstimulation auf die Kammer aufgeschraubt werden (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Aufbau der Messkammer.

Der Cover-Slip mit den aus induzierten pluripotenten Stammzellen gewonnenen Kardiomyozyten
(iPSC-CMs) wurde in eine Messkammer aus Polycarbonat gelegt, welche nach unten hin mit einem
Deckglas verschlossen wurde. Die Messkammer mit der Badlésung wurde tber eine Heizplatte auf
37 °C erwirmt. Uber einen Adaptar konnte die Kammer mit der Heizplatte auf dem Objekttisch
befestigt werden. Zusitzlich bestand die Moglichkeit, Elektroden zur Feldstimulation auf die
Messkammer aufzuschrauben.

Abbildung mit freundlicher Genehmigung von F. Seibertz (Arbeitsgruppe Molekulare
Pharmakologie des Instituts fiir Pharmakologie und Toxikologie, Universistitsmedizin Gottingen)
(Seibertz 2019).

2.4.5 Pipetten, Pipettenhalter und Mikromanipulator

Die Pipetten fiir die Versuche wurden an jedem Versuchstag aus Borsilicatglas (Tabelle 2 in
Abschnitt 2.4.10) neu hergestellt. Das Pipettenglas hatte einen Aullendurchmesser von
1,5 mm, einen Innendurchmesser von 1,12 mm und enthielt ein inneres Filament, um das

Fillen der Pipette zu beschleunigen.

Zuerst wurde das Glas mithilfe eines Glasschneiders auf eine Linge von 6,5 cm
zugeschnitten und anschlieBend mit einem Bunsenbrenner an beiden Enden poliert.
AnschlieBend wurden die Pipetten mithilfe eines Pipettenzichgerites (Tabelle 2 in
Abschnitt 2.4.10) gezogen. Ihr Widerstand betrug 2,5 —4,0 MQ fir Whole-Cell-Patch-
Clamp-Experimente bzw. 5,0 — 6,0 MQ fiir Perforated-Patch-Clamp-Experimente. Dabei
galt, dass der Serienwiderstand umso niedriger war, je geringer der Pipettenwiderstand.
Anderseits war bei niederohmigen Pipetten die Sealbildung schwerer. Die Pipetten wurden
am Versuchstag bis zur Verwendung unter einer Glasabdeckung aufbewahrt, um sie vor

Staub zu schutzen.
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Der Pipettenhalter, in den die Pipette eingesetzt wurde, war direkt am Vorverstirker
befestigt. Uber einen diinnen Schlauch, der sich seitlich am Pipettenhalter befand, konnte
mithilfe einer Spritze und eines Dreiwegehahns Druck appliziert werden (vgl. Abbildung
11). Hierbei musste auf eine gute Zugentlastung des Schlauchs geachtet werden, um

ungewollte Bewegungen der Pipette wihrend des Experiments zu vermeiden.

Zum prizisen Heranfithren der Pipette an die Zelle wurde ein hydraulisch betriebener
Mikromanipulator (Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10) verwendet.

Abbildung 11 zeigt eine Detailaufnahme des Patch-Clamp-Setups.

Mikromanipulator Pipettenelektrode

Vorverstirker £
Schneller
Pipetten- Losungs-
wechsler
halter
Badelektrode
Schlauch fiir Objekttisch Messkammer mit
Druckapplikation Heizplatte

Abbildung 11: Detailaufnahme des Patch-Clamp-Setups.

Uber einen Mikromanipulator konnte die Patch-Clamp-Pipette prizise an die Zelle herangefiihrt
werden. Der Pipettenhalter war direkt am Vorverstirker montiert. Uber einen Schlauch, der sich
seitlich am Pipettenhalter befand, konnte mithilfe einer Spritze und eines Dreiwegehahns Druck in
die Pipette appliziert werden. Die Pipetten- bzw. Referenzelektrode verband die Pipetten- bzw.
Referenzelektrodenlésung mit dem Vorverstitker. Die Messkammer war auf dem Objekttisch
befestigt. Uber eine Heizplatte wurde die Badlésung auf 37 °C erwirmt. Der schnelle

Losungswechsler erlaubte es, das extrazellulire Milieu innerhalb weniger Sekunden auszutauschen.

2.4.6 Elektroden

Am Patch-Clamp-Messplatz befanden sich zwei Elektroden: Die erste FElektrode
(Pipettenelektrode) verband die Pipettenlosung, die zweite Elektrode (Referenzelektrode)

den Extrazellulirraum mit dem Vorverstarker. Elektroden wandeln den Ionenstrom in
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Losungen in einen Elektronenstrom um, indem der Draht der Elektrode mit den Ionen in

der Losung reversibel reagiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein mit einer Silberchloridschicht tberzogener
Silberdraht verwendet, der mit den Cl-Ionen aus der jeweiligen Losung reagierte, wobei ein

Elektron frei wurde.
Ag + Cl” © AgCl + e~

Hierbei war zu beachten, dass die Losungen, in die beide Elektroden eintauchten, die
gleiche Cl-Konzentration enthielten, damit sich die elektrochemischen Potentiale der
Elektroden aufhoben. Da die Badlosung eine deutlich hohere CI'-Konzentration hatte als
die Pipettenlosung, wurde die Referenzelektrode in eine 50 mM KCI-Losung
(Referenzelektrodenlésung) getaucht und diese tber eine Agarbriicke (150 mM KCl,
Agarosegel) mit der Badlosung verbunden. Die Agarbriicke wurde in 150 mM KCl bei 4 °C

aufbewahrt.

Wenn die dunkelgraue Silberchloridschicht der Elektroden beschadigt war, wurde der
Silberdraht mit Sandpapier abgeschmirgelt und anschlieBend mithilfe eines automatischen
Elektrodenchlorierers (Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10) und 2 M KCl-Loésung neu chloriert.

Dies war im Durchschnitt etwa einmal pro Woche der Fall.

2.4.7 Verstirker und Vorverstirker

Der Vorverstirker (Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10) war direkt neben dem Pipettenhalter
installiert und tber ein Kabel mit dem Hauptverstirker (Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10)
verbunden (vgl. Abbildung 11 in Abschnitt 2.4.5). Zur Verringerung des Rauschens und
Verbesserung des Signal-Rausch-Verhiltnisses wurde ein Low-Pass-Filter mit einer oberen

Grenzfrequenz von 3 kHz verwendet.

Ein Analog-Digital-Wandler (10 kHZ DA-Frequenz, Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10)
Ubertrug die analogen Daten an die Festplatte des Computers. Zur
Datenerfassung, -speicherung und -verarbeitung wurde die Software Clampex10.7 (pClamp
Software V10.7; Molecular Devices, USA) verwendet. Diese konnte aullerdem

programmierte Spannungsverldufe generieren und an den Verstirker weitergeben.

2.4.8 Perfusionssystem und schnelle Lésungsapplikation

Das Perfusionssystem (Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10) mit schneller Losungsapplikation
erlaubte es, das extrazellulire Milieu der zu messenden Zelle lokal und innerhalb weniger
Millisekunden auszutauschen. Dazu wurde die Spitze des Losungswechslers (Tabelle 2 in
Abschnitt 2.4.10) kurz vor der Zelle platziert (vgl. Abbildung 11 in Abschnitt 2.4.5). Die
Applikationsspitze war iiber Polyamidschlauche an das jeweilige Reservoir der Losung
angeschlossen und wurde auf 37 °C erwirmt. Die insgesamt acht Reservoirs (Volumen je

5 ml) waren an einem Ventilblock innerhalb des Faraday-Kifigs montiert (vgl. Abbildung 9
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in Abschnitt 2.4). Uber eine Steuereinheit, welche an einen Computer angeschlossen war,
konnten die Magnetventile der einzelnen Reservoirs gedffnet werden. Der Druck, mit dem

die Losung appliziert wurde, betrug 6,89 kPa.

Fir Aktionspotentialmessungen wurden die Zellen kontinuierlich mit Tyrode-Losung

perfundiert.

Die Absaugung der Kammer erfolgte mithilfe einer Pumpe (Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10)
und eines Gummischlauchs und wurde so eingestellt, dass sich ein gleichmiBiger Fluss

ergab.

2.4.9 Feldstimulation

Fir Aktionspotentialmessungen wurden die Zellen vor der Messung mithilfe von
Feldstimulation zum Schlagen gebracht. Hierzu wurden im Vorfeld verschiedene
Stimulatoren getestet. Am Ende fiel die Wahl auf einen Stimulator von npi (Tabelle 2 in
Abschnitt 2.4.10), der mit einem Voltcraft verbunden war und iiber einen externen Impuls
des Verstirkers getriggert werden konnte. Die Elektroden zur Feldstimulation waren an
einer Plexiglasplatte befestigt und konnten direkt auf die Messkammer aufgeschraubt
werden (vgl. Abbildung 10 in Abschnitt 2.4.4). Diese Vorrichtung hatte die

feinmechanische Werkstatt in Gottingen selbst gebaut.

2.4.10 Geriteliste

Alle verwendeten Gerite sind in Tabelle 2 aufgefthrt.
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Tabelle 2: Geriteliste.

Gerit Hersteller

Analog-Digital-Wandler Axon Digidata 1550B; Molecular Devices, USA
Automatischer ACI-01; npi electronic GmbH, Deutschland
Elektrodenchlorierer

Borsilicat-Pipettenglas TW150F-3 / 1,5 mm Durchmesser; World-Precision-

Casy
Casy Ton

Cell-Trans Box

Instrument, USA
TTC; OLS OMNI, Life Science; Merck, Deutschland
OLS OMNI Life Science; Merck, Deutschland

Cell-Trans 4016; Labotect Labor-Technik-Goéttingen
GmbH, Deutschland

Cover-Slips Menzel-Gliser, Durchmesser 10 mm; Thermo Fischer
scientific, USA

Hauptverstirker Axopatch 200B; Molecular Devices, USA

Heizung TC-20-W1; npi electronic GmbH, Deutschland

Kamera DMK 72BUC02; The Imaging Source, Deutschland

Messkammer Warner RC-26 und RC-26G; Warner Instruments, USA

Mikromanipulator Modell UI-1000-i; Scientifica, UK

Mikroskop IX71; Olympus, Japan

Perfusionssystem Octaflow II; ALLA-Scientific Instruments, USA

Photomultiplier Optoscan; Cairn Research, UK

Pipettenziehgerit Universal-Puller; Zeitz-Instruments, Deutschland

Pumpe Vacuum Waste Kit; ALA-Scientific Instruments, USA

Schneller Lésungswechsler

Stimulator

Strahlteiler und Filter

Vortex

Vorverstarker

ALA-VMS; ALA-Scientific Instruments, USA
ISO-01B; npi electronic GmbH, Deutschland
Cairn Research, UK (vgl. Tabelle 1)
Vortex-Genie2; Scientific Industries, USA

Axopatch 1550B; Molecular Devices, USA
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2.5 Versuchsobjekt

Alle Versuche wurden an iPSC-CMs durchgefiihrt, welche von einem Patienten mit
Fallot’scher Tetralogie stammten. Als Kontrollgruppe dienten iPSC-CMs des gesunden
Vaters (vgl. Abbildung 5 in Abschnitt 1.3.5).

2.5.1 Generierung von Kardiomyozyten aus induzierten pluripotenten

Stammzellen

Die Generierung der iPSC-CMs erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. med. S. Rickert-Sperling (Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin, Charité,
Universitaitsmedizin Berlin) und von Prof. Dr. rer. nat. K. Guan (Institut fiir

Pharmakologie und Toxikologie, Technische Universitit Dresden).

Sowohl von dem TOF-Patienten als auch von dem gesunden Vater wurde eine
Hautbiopsie entnommen. In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. rer. nat. K. Guan (damals noch
Stem Cell Unit-Géttingen, Universititsmedizin Gottingen) wurden aus Fibroblasten
induzierte pluripotente Stammzellen generiert. Dies geschah nach einem etablierten
Protokoll mithilfe des STEMCCA Systems (Streckfuss-Bomeke et al. 2013). Die
entscheidenden Faktoren hierbei bilden die sog. Yamanaka-Faktoren (Takahashi und
Yamanaka 2000) (vgl. Abbildung 4 in Abschnitt 1.3.1).

AnschlieBend wurden unter der Leitung von Prof. Rickert-Sperling in Berlin die iPS-Zellen
durch Manipulation des Wnt-Signalwegs in Kardiomyozyten ausdifferenziert (vgl.
Abbildung 4 in Abschnitt 1.3.1). Hierzu wurde das Protokoll von Lian et al. (2013)
verwendet. Die Selektion der iPSC-CMs erfolgte an Tag 15 mithilfe von laktathaltigem
Medium, um eine kardiale Ausdifferenzierung von = 70 % zu erreichen (Wamstad et al.
2012). Durch laktathaltiges Medium gehen Nicht-Kardiomyozyten in Apoptose, da sie
Laktat nicht verstoffwechseln kénnen (Tohyama et al. 2013).

An Tag 19 (TOF) bzw. Tag 20 (Ctl) der Differenzierung wurden die iPSC-CMs bei -80 °C
eingefroren und in einem 1 ml-Kryovial auf Trockeneis nach Gottingen zu unserer

Arbeitsgruppe verschickt.

2.5.2 Auftauen und Ausplattieren der Kardiomyozyten aus induzierten

pluripotenten Stammzellen

Die iPSC-CMs wurden fur die Patch-Clamp-Versuche auf kleinen, autoklavierten Glas-
Cover-Slips (Durchmesser 10 mm, Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10) ausplattiert.

Hierftr wurden die Cover-Slips mit Matrigel (1:120; Corning, USA) beschichtet. Je drei
Cover-Slips wurden in eine Petri-Schale von 3 cm Durchmesser gelegt, wobei pro Schale
1 ml Matrigel verwendet wurde. AnschlieBend wurden die Schalen fir mind. 30 Minuten
bei 37 °C inkubiert.
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Zur weiteren Vorbereitung wurden 9 ml serumfreies Medium (SF-Medium, Tabelle 6 in
Abschnitt 2.6.7) mit 5 pl Rho-assoziiertem Proteinkinase Inhibitor (ROCK-I; Stemolecule
Reprocell, USA) versetzt. Dies wurde spiter zum Waschen der Zellen verwendet (sog.

Waschmedium).

Um die Zellen aufzutauen, wurde das Kryovial mit den iPSC-CMs fir drei Minuten unter
flieBendes warmes Wasser gehalten. Dann wurde der Inhalt des Kryovials mit einer
1000 pl-Pipette langsam und vorsichtig zum Waschmedium gegeben und das Kryovial mit
ca. 500 pl Waschmedium gut ausgespiilt.

AnschlieBend wurde das Waschmedium mit den Zellen bei 1300 g fir finf Minuten
zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet in 5 ml SF-Medium

resuspendiert.

Danach wurden die Zellen mithilfe eines Casytons (Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10) bzw. von
Hand in der Neubauerzihlkammer gezihlt. Somit konnte berechnet werden, wie viele

Zellen sich in einem Milliliter Medium befanden.

Nun wurde zunichst das tUbrige Matrigel aus den Petri-Schalen abgesaugt. AnschlieBend
wurden die iPSC-CMs mit einer Dichte von 25.000, 50.000, 65.000 oder 100.000 Zellen pro
Cover-Slip ausplattiert. Darauthin wurden die Zellen fir mind. zehn Minuten bei

Raumtemperatur ruhen gelassen.

Pro Petri-Schale wurden nun 2 ml SF-Medium hinzugegeben und die Zellen bei 37 °C und
5 % CO; inkubiert. Der erste Mediumwechsel erfolgte nach 24 Stunden.

Ubrige Zellen wurden in einer Flasche kultiviert und konnten bei Bedatf zu einem spiteren

Zeitpunkt auf die Cover-Slips ausplattiert werden.

2.5.3 Zellkultur

Die Patch-Clamp-Experimente wurden zwischen Tag 28 und Tag 96 nach Beginn der
Difterenzierung (d, day of differentiation) (entspricht Tag 8 —76 nach Auftauen und
Ausplattieren der Zellen) durchgefihrt.

Pro Versuchstag wurden ein bis drei Cover-Slips verwendet. Die tbrigen Cover-Slips
wurden weiterhin bei 37 °C und 5 % CO; mit SF-Medium inkubiert. Der Mediumwechsel

erfolgte zweimal wochentlich, wobei pro Petri-Schale 2 ml SF-Medium verwendet wurden.
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2.6 Loésungen und Chemikalien

Alle Losungen wurden mit Reinstwasser (Milli-Q®-Wasser) hergestellt.

2.6.1 Inkubation der Zellen mit Fluo-3-acetomethylester

Zur Bestimmung der zytosolische Ca**-Konzentration wurde Fluo-3 verwendet. Die Zellen
wurden mit Fluo-3-acetomethylester (Fluo-3-AM; Invitrogen, USA) gefirbt, einer
Esterverbindung, welche die Zellmembran passieren konnte. Intrazellulir wurde das
Acetomethyl durch Esterasen abgespalten und das Fluo-3, der eigentliche Farbstoff,

konnte die Zelle nicht mehr verlassen (Paredes et al. 2008).

Zur Herstellung der Stamml6ésung wurden 50 pg Fluo-3-AM in 44 pg 20 Y%-iger
Pluronsiure (2 g Pluronsaure in 10 ml Dimethylsulfoxid (DMSO)) gel6st (¢ = 1 mM). Die
Stammldsung wurde lichtgeschtitzt bei -20 °C aufbewahrt.

Zur Firbung der Zellen wurden 10 ul Stamml6sung je Milliliter Zellen verwendet
(c = 10 uM). Die Zellen wurden 20 Minuten vor Licht geschiitzt bei 37 °C und 5 % CO, in
einer Cell-Trans Box (Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10) inkubiert und anschlieBend mit
Tyrode-Losung (Tabelle 3 in Abschnitt 2.6.2) gewaschen.

2.6.2 Badlosung

Die Messungen wurden in Tyrode-Loésung (Tabelle 3) durchgefiihrt. Die Stamml6sung
wurde in Ein-Liter-Glasflaschen bei 4 °C aufbewahrt. Der pH-Wert wurde mit 1 M NaOH
bzw. HCl auf pH = 7,35 eingestellt.

Calciumchlorid und Glukose wurden erst am Versuchstag zur Stamml6sung hinzugefiigt,
um die endgiltige Badlosung zu erhalten. Diese wurde anschlieBend 30 Minuten im

Ultraschallbad behandelt, um eine Blasenbildung im Perfusionssystem zu verhindern.

Tabelle 3: Tyrode-Losung.

Substanz Konzentration (mM)  Hersteller

HEPES 10 ROTH, Deutschland

Probenecid 2 Sigma-Aldrich, USA

NaCl 140 ROTH, Deutschland

KCl 4 ROTH, Deutschland

MgCl, 1 PanReac AppliChem GmbH, Deutschland
CaCl, 2 ROTH, Deutschland

Glukose 10 PanReac AppliChem GmbH, Deutschland
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2.6.3 Pipettenlésung

Nach Einreilen bzw. Perforation der Zellmembran diffundierte die Pipettenlosung
(Tabelle 4) ins Zytoplasma, weshalb sie dhnlich zusammengesetzt sein musste wie das
Innere der Zelle. Der pH-Wert wurde mit KOH auf pH =72 eingestellt. Die
Pipettenlésung wurde in 1,5 ml-Eppendorf-Cups bei -20 °C aufbewahrt. Auch wihrend

des Versuches wurde die Pipettenlésung auf Eis gelagert.

Zur Pipettenlésung konnte je nach Versuch Fluo-3 fur die Messung der CaTs oder

Amphotericin B fiir Perforated-Patch-Clamp-Experimente hinzugefiigt werden.

Tabelle 4: Pipettenlésung.

Substanz Konzentration (mM) | Hersteller

DL-Aspartat K'-Salz 92 Sigma-Aldrich, USA

KCl 48 ROTH, Deutschland
Mg-ATP 1 ROTH, Deutschland
Na-ATP 4 Sigma-Aldrich, USA

EGTA 0,02 PanReac AppliChem GmbH,

Deutschland
GTP-Tris 0,1 Sigma-Aldrich, USA
HEPES 10 ROTH, Deutschland

2.6.3.1 Pipettenlésung mit Fluo-3

Fir die Messung der CaTs wurden die Zellen mit Fluo-3-AM beladen. Da durch das
FEinreiBen der Zellenmembran der Ca*'-Indikator langsam aus der Zelle heraus

diffundieren wiirde, musste die Pipettenlésung ebenfalls Fluo-3 enthalten.

Dazu wurde 1 mg Fluo-3-Pentapotassium-Salz (Invitrogen, USA) in 1042 ul Pipettenlésung
gelost. 100 pl dieser Stamml6sung wurden mit 900 pl Pipettenlésung verdiinnt. Somit

enthielt die fertige Gebrauchslosung 0,1 mM Fluo-3.

Stammldsung und Pipettenlésung wurden lichtgeschiitzt bei -20 °C bzw. wihrend des
Versuches auf Eis aufbewahrt.

2.6.3.2 Pipettenlésung mit Amphotericin B

Amphotericin B ist ein Antimykotikum, welches Zellmembranen durchléchert (Numberger
und Draguhn 1996; Rae et al. 1991). Das Amphoterin-Pulver (Sigma-Aldrich, USA) wurde
lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahrt.

Fir Perforated-Patch-Clamp-Experimente wurden 2 mg Amphotercin B in 25 ul DMSO

gelost (¢ = 80 mg/ml). Um ein vollstindiges Losen des Amphotericins zu gewihrleisten,
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wurde die Losung ,.gevortext (Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.10). AnschlieBend wurden
2,25 ul dieser Stammlosung mit 500 ul Pipettenlosung verdiinnt. Somit enthielt die fertige
Gebrauchslosung 400 pg/ml Amphotericin B. Die Gebrauchslésung wurde fir wenige
Sekunden im Ultraschallbad behandelt, damit sich das Amphotericin vollstindig 16ste.

Stammlésung und Pipettenlésung wurden jeden Tag neu hergestellt und wiahrend des

Versuches vor Licht geschutzt auf Eis aufbewahrt.

2.6.4 4-Aminopyridin

4-Aminopyridin (4-AP) ist ein reversibler K'-Kanalblocker. Die 4-AP-Losung (Tabelle 5)
kam bei der Messung des Ic,. zur Anwendung, um den I, zu inaktivieren. Zur

Inaktivierung des Ix; enthielt die Losung zusatzlich Bariumchlorid.

Die Stammlésung wurde in 1-Liter-Glasflaschen bei 4 °C aufbewahrt. Der pH-Wert wurde
mit 1 M NaOH bzw. HCl auf pH = 7,35 eingestellt.

Calciumchlorid und Glukose wurden auch hier erst am Versuchstag zur Stammlésung
hinzugefiigt, um die endgiltige Gebrauchslésung zu erhalten. Diese wurde anschlieend
ebenfalls 30 Minuten im Ultraschallbad behandelt, um eine Blasenbildung im

Perfusionssystem zu verhindern.

Tabelle 5: 4-Aminopyridin-Lésung.

Substanz Konzentration (mM) Hersteller

4-Aminopyridin 5 Sigma-Aldrich, USA

HEPES 10 ROTH, Deutschland

Probenecid 2 Sigma-Aldrich, USA

NaCl 140 ROTH, Deutschland

KCl 4 ROTH, Deutschland

MgCl, 1 PanReac AppliChem GmbH, Deutschland
BaCl, 0,1 Sigma-Aldrich, USA

CaCl, 2 ROTH, Deutschland

Glukose 10 PanReac AppliChem GmbH, Deutschland

2.6.5 Koffein

Koffein bindet an die Ryanodinrezeptoren des sarkoplasmatischen Retikulums der Zelle
und fiithrt so zu einer kompletten Freisetzung des dort gespeicherten Ca**. Damit kann die
Ca*"-Beladung des SRs bestimmt werden (Varro et al. 1993) (vgl. Abschnitt 2.3).
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Die gebrauchsfertige Koffeinlosung wurde an jedem Versuchstag neu hergestellt, indem
zur Stammlosung von 4-Aminopyridin neben Calciumchlorid und Glukose zusitzlich
Koffein (c =10 mM; Sigma-Aldrich, USA) hinzugegeben wurde. Die fertige
Gebrauchslosung wurde anschlieBend 30 Minuten im Ultraschallbad behandelt, um eine

Blasenbildung im Perfusionssystem zu verhindern.

2.6.6 Nifedipin

Nifedipin ist ein selektiver L-Typ-Ca*"-Kanalblocker. Somit kann mithilfe von Nifedipin
tiberpriift werden, ob ein depolarisierender Einwirtsstrom wirklich ein L-Typ-Ca®*-Strom
ist.

Die Stamml6sung von Nifedipin (c = 100 mM; Sigma-Aldrich, USA) wurde lichtgeschiitzt
bei -20 °C aufbewahrt. Am Versuchstag wurden aus der Stammlésung eine 1 uM und eine
10 uM Gebrauchslésung hergestellt, indem das Nifedipin in 4-Aminopyridin verdiinnt
wurde. Die Gebrauchslésungen wurden wihrend des Experiments vor Licht geschiitzt,
indem das entsprechende Reservoir des Losungswechslers mit Aluminiumfolie umwickelt

wurde.

2.6.7 Serumfreies Medium

Die iPSC-CMs wurden mit SF-Medium (Tabelle 6) inkubiert. Das Medium selbst wurde bei

4 °C aufbewahrt und vor dem Mediumwechsel im Wasserbad auf 37 °C erwarmt.

Tabelle 6: Serumfreies Medium.

Substanz Menge (ml) = Hersteller

RPMI Medium 1640 + GlutaMAX"™-1 500 Life Technologies, USA
Penicillin/Streptomycin (1:100) 5 Life Technologies, USA
Natriumpyruvat (100 mM) 5 Life Technologies, USA
B27-Zusatz plus Insulin 10 Life Technologies, USA
L-Ascorbin-Saure-2-Phophat- 0,521 Sigma-Aldrich, USA

Sesquimagnesium-Salz-Hydrat (200 mM)

2.7  Durchfiihrung der Messungen zur Calciumhomdostase

Alle Experimente zur Ca*-Homdoostase wurden mittels Whole-Cell-Patch-Clamp-Technik
im Voltage-Clamp-Modus durchgefiihrt. Der L-Typ-Ca**-Strom wurde simultan zu den
entsprechenden Ca®*-Transienten gemessen. Diese wurden mithilfe von Epifluoreszenz
registriert. Des Weiteren wurde die Strom-Spannungs-Kurve (IV-Kurve) des Ic,1. bestimmt
und seine Supprimierbarkeit durch Nifedipin getestet. AuBlerdem wurde die

sarkoplasmastische Ca**-Konzentration ermittelt und die SERCA2a-Aktivitit berechnet.
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Da spannungsabhingige Ionenstrome temperaturabhingig sind, wurden alle Messungen bei
37 °C durchgefiihrt (Pelzmann et al. 1998).

Die folgenden Ausfithrungen zur praktischen Durchfithrung der Patch-Clamp-
Experimente wurden mithilfe des Buches ,,Patch-Clamp-Technik® von M. Numberger und
A. Draguhn (Numberger und Draguhn 1996) und der Dissertation von Prof. Dr. med. N.
Voigt (Voigt 2000) erarbeitet.

2.7.1 Vorbereitungen

Fir die Messungen zur Ca’"-Homéostase wurden Zellen in der Dichte von 25.000 bis
65.000 Zellen pro Cover-Slip verwendet. In dieser Dichte lagen die Zellen isoliert vor und
bildeten keine Zell-Zell-Verbindungen untereinander aus (vgl. Abbildung 18 in Abschnitt
3.3).

Vor dem Experiment wurden die Zellen mit Fluo-3-AM beladen (vgl. Abschnitt 2.6.1) und
der Raum vollstindig abgedunkelt. AnschlieBend wurde ein Cover-Slip in die mit
Badl6sung gefiillte Messkammer transferiert. Die Gibrigen zwei Cover-Slips verblieben bis

zur Verwendung am selben Versuchstag in 2 ml Tyrode-Losung in der Petri-Schale bei
37 °C und 5 % CQO; in der Cell-Trans Box.

Die Auswahl einer geeigneten Zelle erfolgte anhand der Kriterien Form, Begrenzung und
Lage in der Messkammer (Abbildung 12). Nun wurde die Spitze des Losungswechslers
etwa 200 — 300 um vor der Zelle platziert.

AnschlieBend wurde die Pipette von hinten mithilfe einer 1 ml-Spritze und eines diinnen
Filaments mit Fluo-3-haltiger-Pipettenlésung befillt, sodass die Pipettenelektrode gerade
eben in die Losung tauchte. Beim Eintauchen der Pipette in die Messkammer wurde ein
leichter Uberdruck angelegt, um ein Verstopfen der Pipettenspitze zu verhindern. Am
Verstirker erfolgte der Nullabgleich zwischen Pipetten- & Referenzelektrode. Zwischen
den Elektroden lag ein Kontrollspannungspuls von +5mV mit einer Frequenz von
33,3 Hz an. Nun wurde der Pipettenwiderstand ermittelt, wobei nur Pipetten mit einem

Widerstand von 2,5 bis 4,0 MQ verwendet wurden.

AnschlieBend wurde die Pipette der Zelle angenihert, das Bild auf Kamera umgestellt, die

Zelle mithilfe der Blenden isoliert und die Belichtung des Priparats minimiert.
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Patch-Clamp-Pipette

Abbildung 12: Aus induzierten pluripotenten Stammzellen gewonnene Kardiomyozyten
(iPSC-CMs).

A: Tir einen Versuch geeignete Zelle mit scharf abgrenzbarer Zellmembran und ohne
Apoptosekérperchen.

B: Gepatchte Zelle.

2.7.2 Herstellen der Cell-Attached-Konfiguration

Bei unmittelbarer Nahe der Pipettenspitze zur Zellmembran erhéhte sich der
Pipettenwiderstand leicht und ein charakteristischer Lichtreflex wurde sichtbar. Nun wurde
der Uberdruck aus der Pipette abgelassen und ggf. ein leichter Sog angelegt. Dies fiihrte zur
schnellen Ausbildung eines Gigaseals mit Abdichtungswiderstinden von tber 1 GQ. Zur
Erleichterung der Sealbildung half es, die Badperfusion mit Tyrodelosung anzustellen. Die

kapazitativen Stréme wurden am Verstirker kompensiert.

2.7.3 Herstellen der Whole-Cell-Konfiguration

Zur Herstellung der Whole-Cell-Konfiguration, wurde ein Sog an die Pipette gelegt und so
die Zellmembran durchbrochen. Dies wurde durch die Verinderung der kapazitativen
Strome sichtbar (vgl. Abschnitt 2.1.3). Nun wurde die Membrankapazitit mithilfe der
Patch-Clamp-Software bestimmt. AnschlieBend wurden die kapazitativen Artefakte und der
Serienwiderstand kompensiert (vgl. Abschnitt 2.1.5.3 und 2.1.5.4).

2.7.4 Messprotokolle

Zur Messung des L-Typ-Ca’*-Stroms wurde folgendes Rampenprotokoll verwendet:
Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurde ein 100 ms-Rampen-Puls
auf -40 mV appliziert, um die schnellen Na'-Strome zu inaktivieren. Darauf folgte ein
100 ms-Testpuls auf +10 mV bei 0,5 Hz, um den Ic,1. zu aktivieren (Abbildung 13.A).

Fir die Aufzeichnung der Strom-Spannungs-Kurve wurde das oben genannte Protokoll
folgendermallen modifiziert: Auf den Rampen-Puls folgte ein Testpuls auf -40 mV, welcher
alle zwei Sekunden schrittweise um 5 mV erhoht wurde, bis am Ende ein Testpuls von
+60 mV appliziert wurde (Abbildung 13.B).
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Abbildung 13: Messprotokolle.

Vi Membranspannung.

A: Rampenprotokoll zur Messung des Ic,1. (0,5 Hz).

B: Rampenprotokoll zur Messung der IV-Kurve (0,5 Hz).

2.7.5 Reihenfolge der Messprotokolle

Zur simultanen Messung des I, und der CaTs wurde die Zelle mit 4-Aminopyridin
perfundiert, der PMT aktiviert und das entsprechende Protokoll (Abbildung 13.A in
Abschnitt 2.7.4) gestartet. Im Anschluss wurde unter Perfusion mit 4-AP direkt die IV-
Kurve des Ic.p. aufgezeichnet (Protokoll in Abbildung 13.B in Abschnitt 2.7.4).

Darauthin wurde die Supprimierbarkeit des gemessenen Stroms durch Nifedipin getestet
und eine IV-Kurve unter Nifedipin aufgezeichnet. AnschlieBend wurde die Zelle nochmals

mit 4-AP perfundiert, bis sich der Ic,;. vollstindig erholt hatte.

Zur Bestimmung der sarkoplasmatischen Ca*"-Konzentration wurde die Zelle auf -80 mV
geklemmt und mit 10 mM Koffein perfundiert (vgl. Abschnitt 2.3). AnschlieBend wurden

erneut der Ic,r.und der korrespondierende CaT bestimmt, bis sich die CaTs erholt hatten.

Am Ende des Versuchs wurde die Zelle auf -80 mV geklemmt und unter Perfusion mit
Tyrode-Losung mit der Pipettenspitze durchstochen. Dies fithrte zu einem maximalen
Ca*-Einstrom (Fin.). Zur Registrierung der Hintergrundfluoreszenz (Nulllinie) wurde die
Zelle aus dem Bild geschoben (vgl. Abschnitt 2.2).

Wihrend des laufenden Experiments wurde von jeder Zelle ein Foto gemacht und darauf
geachtet, ob die Zelle spontan oder durch Stimulation schlug. Von schlagenden Zellen

wurde ein Video aufgenommen.

2.8  Durchfiihrung der Aktionspotential-Messungen

Aktionspotentiale wurden mittels Perforated-Patch-Clamp-Technik im Current-Clamp-

Modus gemessen.

Hierzu wurden Cover-Slips mit iPSC-CMs in der Dichte von 75.000 bis 100.000 Zellen pro
Cover-Slip verwendet. Die hohere Dichte bewirkte, dass die Zellen besser tber ein
elektrisches Feld zu stimulieren waren. Die Stimulation erfolgte mit 10 — 30 V bei einer

Frequenz von 0,25 -1 Hz und einer Impulsdauer von 1 —4 ms. Es wurden nur Zellen
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gepatcht, welche sich durch Stimulation zur Kontraktion bringen lieBen. So konnte

sichergestellt werden, dass die Zellen in der Lage waren, ein Aktionspotential auszubilden.

Um die Zelle zu patchen, wurde die Stimulation pausiert. Die Schwierigkeit beim
Perforated-Patch lag in der Herstellung eines guten Seals. Um die Sealbildung zu
verbessern, wurde die Spitze der Pipette kurz in Tyrode-Lésung getaucht und anschlieBend
mit Amphotericin B-haltiger Pipettenlésung von hinten befillt. So konnte in der Zeit, die
das Amphotericin benétigte, um zur Spitze der Pipette zu diffundieren, ein Seal hergestellt
werden (Rae et al. 1991). Zudem wurde beim FEintauchen in das Bad moglichst kein

Uberdruck an die Pipette gelegt.

Nach Erreichen der Cell-Attached-Konfiguration wurde ein rechteckiger Testpuls
(Haltepotential -80 mV, 100 ms Testpuls auf -40 mV bei 0,5 Hz) angelegt. Wenige Minuten
spater wurde als Antwort auf den Testpuls ein schneller Na'-Strom sichtbar (Abbildung
14). Dies war die Bestitigung dafiir, dass ein Zugang zur Zelle vorhanden war.

AnschlieBend wurde der Verstirker auf Current-Clamp-Modus umgestellt.
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Abbildung 14: Schneller Na*-Strom bei Perforated-Patch-Clamp-Experimenten.
Vi Membranspannung, In Membranstrom.
Als Bestitigung dafiir, dass ein Zugang zur Zelle vorlag, wurde nach wenigen Minuten als Antwort

auf einen Testpuls (0,5 Hz; oben) ein schneller Na*-Strom (unten) sichtbar.

Es wurden zwei verschiedene Methoden zur Messung der Aktionspotentiale angewandt:
Einerseits die ,,klassische® Version, bei der die Zelle Gber die Pipettenelektrode stimuliert
wurde, und anderseits eine Methode, bei der die Stimulation der Zelle Uber ein elektrisches

Feld erfolgte.

Die Stimulation tber die Pipettenelektrode geschah in 0,2 nA Schritten von 0,2 — 2,0 nA
(2ms bei 1 Hz), wobei die Stromstirke solange um 0,2 nA erhéht wurde, bis ein AP
auslosbar war. Erfolgte die Stimulation tber ein elektrisches Feld, so wurde kein Strompuls
injiziert. Die Stimulationsfrequenz betrug 0,25 — 1 Hz. Hierbei wurde fiir jede Zelle einzeln
ausgetestet, bei welcher Frequenz, sich am besten ein AP auslosen lief3. Falls notwendig,
wurde ggf. bei beiden Methoden ein hyperpolarisierender Strom injiziert, um das RMP auf

unter -60 mV zu klemmen.
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Fir jede Zelle wurden das RMP, die APA und die APD bei 20 % (APDz), 50 % (APDso)
und  90%  (APD¢) der Repolarisation bestimmt. AuBlerdem  wurde die
Repolarisationsfraktion (RF) berechnet (vgl. Horvath et al. 2018).

_ APDoy — APD5,
B APDgy,

2.9  Statistische Auswertung der Daten

2.9.1 Verwendete Software und verwendete statistische Tests

Zur Analyse der Rohdaten wurde die Software Clampfit 10.7 (pClamp Software V10.7,

Molecular Devices, USA) verwendet.

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes
(standard error oft the mean, SEM). Zudem wurde die Anzahl der untersuchten Zellen
(n = Anzahl der iPSC-CMs) angegeben.

Daten mit einer n-Zahl = 30 wurden als normalverteilt angesehen. Bei n-Zahlen zwischen
10 und 30 wurde mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung getestet. Lag keine
Normalverteilung vor, erfolgte die Logarithmierung der Daten und anschlieBend erneut der
Test auf Normalverteilung. Um auf Signifikanz zu testen, wurde bei normalverteilten Daten
der Student’s t-Test fiir unabhingige Stichproben verwendet. Wurde dieser an
logarithmierten Daten durchgefihrt, so ist dies bei einem signifikanten Ergebnis im Text
und in den Legenden gekennzeichnet. Bei nicht-normalverteilten Daten und Daten mit
einer n-Zahl unter zehn wurde der Mann-Whitney-Test verwendet. Auch hier wurden die
entsprechenden Stellen im Falle einer Signifikanz gekennzeichnet. Als signifikant wurden
Werte von p < 0,05 (*p = 0,05; **p = 0,01; ***p < 0,001, p**** < 0,0001) betrachtet. Fir
Experimente mit Nifedipin, bei denen die Ergebnisse unter 1 uM und 10 uM Nifedipin
jeweils mit denen ohne Nifedipin verglichen wurden, wurde eine Bonferoni-Korrektur

vorgenommenn.

Pkorr =P M
Hierbei entspricht der korrigierte p-Wert dem p-Wert des Experiments multipliziert mit der

Anzahl der durchgefthrten Tests (= n). Im Falle der Nifedipin-Experimente war n = 2.

Die Analyse, ob eine Abhingigkeit eines Messwerts von einem bestimmten Faktor (z. B.

Zeitabhingigkeit) bestand, wurde mittels linearer Regression durchgefiihrt.

Unterschiede im Auftreten von spiten Nachdepolarisationen bzw. spontaner elektrischer
Aktivitit im Vergleich zwischen Ctl- und TOF-Gruppe wurden mithilfe des Fisher-Tests
auf Signifikanz gepruft.

Die statistischen Berechnungen erfolgten mithilfe des Computerprogramms GraphPad
Prism7 (GraphPad Software, USA).
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2.9.2 Ein- und Ausschlusskriterien in der Analyse

Fir die Analysen zur Zellgro3e wurden alle Versuche betrachtet (junge und alte Zellen,
Messungen zur Ca’*-Homdostase sowie AP-Messungen). Dabei wurde darauf geachtet,

dass keine Zelle doppelt verwendet wurde.

Bei den Messungen zur Ca*-Homoostase wurden fiir die Analyse des Ic,. und des
korrespondierenden CaT nur Zellen verwendet, bei denen sowohl der Ic,p als auch ein
korrespondierender CaT aufgezeichnet wurden. Eine Ausnahme bildete die Analyse zur
Zeitabhingigkeit des Ic,p: Hierfir wurden alle Ic,;.-Messungen verwendet, unabhingig
davon, ob ein korrespondierender CaT aufgezeichnet wurde oder nicht. Um die CaTs zu
analysieren, wurden nur Zellen verwendet, welche eine diastolische [Ca*']; unter 1.000 nM

hatten.

In der Analyse der Strom-Spannungs-Kurven wurden nur vollstindige IV-Kurven

betrachtet.

Bei den Experimenten mit Nifedipin wurde zudem darauf geachtet, dass fiir jede Zelle eine

IV-Kurve bzw. ein CaT mit und ohne Nifedipin vorhanden war.

Fir die Bestimmung der sarkoplasmatischen Ca’"-Konzentration und Berechnung der
SERCA2a-Aktivitit war entscheidend, dass in jeder Zelle sowohl ein koffeininduzierten

CaT als auch ein NCX-Strom vorhanden war.

Beim Analysieren der AP-Messungen wurden nur Zellen verwendet, die einen Peak im

Aktionspotential von tber 0 mV hatten und deren Ruhemembranpotential unter -60 mV

lag.
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3  Ergebnisse

3.1 Beobachtungen in der Zellkultur

Im Rahmen des Ausplattierens der Zellen wurden diese mithilfe eines Casytons bzw. einer

Neubauerzihlkammer gezihlt (vgl. Abschnitt 2.5.2).

Direkt nach dem Auftauen war der mittlere Durchmesser zwischen TOF- und Ctl-Zellen
vergleichbar (Abbildung 15.A). Auch im mittleren Volumen bestand kein signifikanter
Unterschied (Abbildung 15.B).

Die Viabilitit war zwischen TOF- und Ctl-Zellen ebenfalls dhnlich (Abbildung 15.C).

Insgesamt befanden sich durchschnittlich 1,75 + 0,47 * 10° Ctl-Zellen in einem Milliliter
Losung. Bei den TOF-Zellen waten es durchschnittlich 1,76 + 0,60 * 10° Zellen pro
Milliliter Lésung.
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Abbildung 15: Ergebnisse des Casytons.

Vor dem Ausplattiecren wurden die iPSC-CMs mithilfe eines Casytons bzw. einer
Neubauerzahlkammer gezihlt.

A: Mittlerer Durchmesser (MD) der iPSC-CMs.

B: Mittleres Volumen (MV) der iPSC-CMs.

C: Viabilitit der iPSC-CMs.

D: Zellzahl der iPSC-CMs pro Milliliter Losung,.

n entspricht der Anzahl der ausplattierten Chargen. Eine Charge enthielt ca. 6 Mio. Zellen.

Hinweis: Die unterschiedlichen n-Werte bei den TOF-Zellen kamen dadurch zustande, dass eine
Charge manuell mithilfe einer Zihlkammer gezihlt wurden (der Casyton war defekt), weshalb

mittlerer Durchmesser, mittleres Volumen und Viabilitit nicht bestimmt werden konnten.

Etwa ab Tag 7 nach Auftauen und Ausplattieren der Zellen schlugen die ersten iPSC-CMs

spontan. Nach 13 Tagen konnte ein regelmifliges spontanes Schlagen beobachtet werden.
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Ungefihr einen Monat nach Auftauen und Ausplattieren der Zellen waren die ersten toten
Zellen auf den Cover-Slips zu sehen. Mit zunehmendem Alter bildeten die Zellen Vakuolen

aus und schrumpften. Die Herstellung eines Gigaseals war dann erschwert.

3.2 Morphologie der Zellen

Die iPSC-CMs waren sowohl in der TOF- als auch in der Ctl-Grupppe relativ klein und
hatten eine runde, ovale oder lingliche Form (Abbildung 16).

10 pm

Abbildung 16: Morphologie der iPSC-CMs.
Runde, ovale oder lingliche Form der iPSC-CMs.

3.3 Zellgrole

Bei jedem gemessenen iPSC-CM wurde die Membrankapazitit bestimmt, welche eine
Aussage Uber die Zellgro3e erlaubte (vgl. Abschnitt 2.1.5.2). Im Durchschnitt waren TOF-
und Ctl-Zellen gleich gro8 (51,38 £ 7,82 pF, n =064 vs. 57,69 £ 9,00 pF, n = 105;
p = 0,6294; Abbildung 17.A).

Jedoch zeigte sich, dass groflere Zellen einen groBeren Ic.p ausbildeten (1 = 0,09928,
n = 80; Abbildung 17.B). Der Ic,.. wurde daher auf die Zellgrée normiert und als
Stromdichte in pA/pF angegeben.

Zudem fiel eine starke Abhingigkeit der Membrankapazitit von der Zelldichte auf (Ctl:
r> = 0,4943, n = 105 bzw. TOF: * = 0,1048, n = 64; Abbildung 17.C und D).
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Abbildung 17: Zellgrofle.

Cym Membrankapazitit, I, L-Typ-Ca2+-Strom.

A: Mittelwert £ SEM der Cy in Ctl- und TOF-iPSC-CMs (alle Versuche).

B: Abhingigkeit des Ic,r. von der Cy in Ctl-iPSC-CMs.

C: Abhingigkeit der Cy von der Zelldichte pro Cover-Slip in den Ctl-iPSC-CMs.
D: Abhingigkeit der Cy von der Zelldichte pro Cover-Slip in den TOF-iPSC-CMs.
n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs

Bei einer Dichte von 25.000 Zellen pro Cover-Slip lagen die iPSC-CMs einzeln isoliert vor.
Bei einer Dichte von 100.000 Zellen pro Cover-Slip bestand eine enge raumliche Nihe der
iPSC-CMs und sie bildeten ggf. ein funktionelles Synzytium aus (Abbildung 18).
Messungen zur Ca**-Homdostase wurden bei einer Zelldichte von 25.000 bis 65.000 Zellen
pro Cover-Slip, Aktionspotentialmessungen bei einer Dichte von 75.000 bis 100.000 Zellen
pro Cover-Slip durchgefthrt. Je dichter die Zellen ausplattiert waren, desto besser lieBen sie

sich feldstimulieren.
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Abbildung 18: Unterschiedlich dicht ausplattierte Zellen.

A: Zelldichte von 25.000 Zellen pro Cover-Slip. Die Zellen liegen einzeln ohne Verbindung
zueinandet.

B: Zelldichte von 100.000 Zellen pro Cover-Slip. Die Zellen liegen eng beieinander und kénnen
Zell-Zell-Verbindungen ausbilden.

3.4 Messungen zur Calciumhomdoostase

Der L-Typ-Ca**-Strom wurde simultan zu den korrespondierenden Ca’'-Transienten
mittels Whole-Cell-Patch-Clamp-Technik im Voltage-Clamp-Modus und Epifluoreszenz
(Fluo-3) gemessen (vgl. Abschnitt 2.2 und Abschnitt 2.7).

3.4.1 Zeitabhingigkeit des L-Typ-Calciumstroms und der getriggerten

Calciumtransienten

Beim Analysieren der Daten fiel auf, dass der L-Typ-Ca®*-Strom der Ctl-iPSC-CMs in
Abhingigkeit vom Messtag variierte: Im Zeitraum von Tag29 bis Tag42 der
Differenzierung zeigte der Ic.;. eine geringe Streubreite. Auch die Herstellung eines
Gigaseals gelang in diesem Zeitraum am besten. Je dlter die Zellen wurden (d47 — 96),

desto mehr variierte die Grofle des Ic,r und auch die Herstellung eines Gigaseals war
erschwert (Abbildung 19.A).

In der Strom-Spannungs-Kurve zeigte sich, dass weiter differenzierte Ctl-Zellen einen
durchschnittlich groBeren Ic.r. (Abbildung 19.B und C) hatten. Zudem war der Peak der
IV-Kurve bei den alten Zellen zu positiveren Werten hin verschoben (-3,08 £ 1,44 mV,
n =39 vs. -10,00 £ 1,88 mV, n=16; p =0,0025 im Mann-Whitney-Test; Abbildung
19.D).
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Abbildung 19: Zeitabhingigkeit in den Ctl-Zellen — Strom-Spannungs-Kurve.

Icar. L-Typ-Ca2*-Strom, Vi Membranspannung, Ini Membranstrom.

A: Abhingigkeit des Ic,1. vom Messtag (alle Messwerte).

B: Voltage-Clamp-Protokoll (0,5 Hz; oben) und Beispiel-Messungen der IV-Kurve in jungen (links)
und alten (rechts) Ctl-iPSC-CMs.

C: Mittelwerte der IV-Kurve in jungen und alten Ctl-iPSC-CMs. **p =< 0,01; ***p < 0,001.

Hinweis: Bei +20 mV, +25mV, +30 mV, +45 mV, +55 mV und +60 mV wurde der t-Test an
logarithmierten Daten durchgefithrt, um eine Normalverteilung zu erzielen.

D: Peak der IV-Kurve in jungen und alten Ctl-iPSC-CMs. **p < 0,01 im Mann-Whitney-Test.

n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.

Der Durchschnittswert des Peaks des Ic,. war in den alten Ctl-iPSC-CMs (d47 — 66) im
Vetgleich zu den jungen Ctl-iPSC-CMs (d29 — 42) signifikant erhéht (-26,11 £ 3,03 pA/pF,
n = 31vs.-9,88 £ 1,07 pA/pF, n = 20; p = 0,0001; Abbildung 20.A und B).

Der hohere Ic,. triggerte einen ebenfalls héheren CaT: Wihrend die diastolische [Ca®"];
sich zwischen jungen und alten Zellen nicht unterschied, war die systolische [Ca®]; und
damit auch die Amplitude des CaT in den alten Zellen signifikant erhéht (systolische
[Ca™ ] 464,23 £ 34,09 nM, n = 31 vs. 356,25 * 24,62 nM, n = 20; p = 0,0257; Amplitude:
194,34 £ 23,80 nM, n =31 vs. 124,11 £ 19,18 nM, n =20; p =0,0383 im t-Test an
logarithmierten Daten; Abbildung 20.A und D). Dagegen war die Zeit bis zum Peak des
CaT in den alten Ctl-Zellen im Vergleich zu den jungen Ctl-Zellen verkirzt
(116,34 £ 405ms, n=31 vs. 149,97 £ 10,21 ms, n=20; p =0,0007 im t-Test an
logarithmierten Daten; Abbildung 20.E). Folglich zeigten auch die systolische [Ca**]; und
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die Zeit bis zum Peak des CaT eine Abhingigkeit vom Messtag (systolische [Ca*]:
r> = 0,1862, n = 51 bzw. Zeit bis zum Peak: r* = 0,2394, n = 51; Abbildung 20.F und G).
Die Abklingkonstante des getriggerten systolischen CaT war in den alten Ctl-iPS-CMs im
Vergleich zu den jungen Zellen erhoht (2,29 + 0,32 s', n =31 vs. 1,17 £ 0,25 s, n = 20;
p = 0,0046 im Mann-Whitney-Test; Abbildung 20.C).
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Abbildung 20: Zeitabhingigkeit in den Ctl-Zellen — L-Typ-Ca2*-Strom und getriggerte
Ca2*-Transienten.

Vi Membranspannung, Iy Membranstrom, [Ca?*]; intrazellulire Ca?*-Konzentration, Icay. L-Typ-
Ca2*-Strom, CaT Ca2*-Transient.

A: Voltage-Clamp-Protokoll (0,5 Hz; oben) und simultane Beispiel-Messungen des Ic,1 (Mitte)
sowie des getriggerten CaT (unten) in jungen (links) und alten (rechts) Ctl-iIPSC-CMs.

B: Mittelwert £ SEM des Peaks des Ic,. in jungen und alten Ctl-iPSC-CMs. ***p < 0,001.

C: Mittelwert £ SEM der Abklingkonstanten des getriggerten CaT in jungen und alten Ctl-iPSC-
CMs. **p < 0,01 im Mann-Whitney-Test.

D: Mittelwert £ SEM der diastolischen und systolischen [Ca2*]; (links) und der resultierenden CaT-
Amplitude (rechts) in jungen und alten Ctl-iPSC-CMs. *p =< 0,05.

Hinweis: Bei der Amplitude wurde der t-Test an logarithmierten Daten durchgefihrt, um eine
Normalverteilung zu erzielen.

E: Mittelwert = SEM der Zeit bis zum Peak des CaT in jungen und alten Ctl-iPSC-CMs.
xp < 0,001.

Hinweis: Der t-Test wurde an logarithmierten Daten durchgefithrt, um eine Normalverteilung zu
erzielen.

F: Abhingigkeit der Amplitude des CaT vom Messtag.

G: Abhingigkeit der Zeit bis zum Peak des CaT vom Messtag.

n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde beschlossen, fiir die Messungen zur Ca**-
Homéostase nur Ctl- bzw. TOF-Zellen im Zeitraum von Tag 27 bis Tag42 der
Differenzierung (entspricht Tag 7 bis Tag 22 nach Auftauen und Ausplattieren der Zellen)

zu verwenden.

3.4.2 Unterschiede zwischen Kontroll- und TOF-Zellen

Auf depolarisierende Spannungsspriinge zeigten sowohl die Ctl- als auch die TOF-iPSC-
CMs L-Typ-Ca®*-Strome mit einer typischen glockenférmigen  Strom-Spannungs-
Beziehung. Die Form der IV-Kurve war zwischen Ctl- und TOF-Gruppe vergleichbar. Die
Mittelwerte der IV-Kurve in den TOF-Zellen waren ab +5mV signifikant gréBer
(Abbildung 21.A und B). Dagegen war der Peak der IV-Kurve nicht verschoben
(Abbildung 21.C).
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Abbildung 21: Unterschiede zwischen Ctl- und TOF-Zellen — Strom-Spannungs-Kutve.

Vi Membranspannung, In Membranstrom, Ic,r. L-Typ-Ca?*-Strom.

A: Voltage-Clamp-Protokoll (0,5 Hz; oben) und Beispiel-Messungen der IV-Kurve in Ctl- (links)
und TOF- (rechts) iPSC-CMs.

B: Mittelwerte der IV-Kurve in Ctl- und TOF-iPSC-CMs. **p < 0,01.

Hinweis: Bei +20 mV bis +45 mV, +55mV und +60 mV wurde der t-Test an logarithmierten
Daten durchgefiihrt, um eine Normalverteilung zu erzielen.

C: Peak der IV-Kurve in Ctl- und TOF-iPSC-CMs.

n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.

Die Amplitude des Ic.r. war in den TOF-Zellen im Vergleich zu den Ctl-Zellen signifikant
erhoht (-19,43 £ 2,56 pA/pF, n=23 vs. -9,88 £ 1,07 pA/pF, n=20; p = 0,0022;
Abbildung 22.A und B).

Der hohere Ic.. triggerte einen ebenfalls hoheren CaT: Sowohl die diastolische [Ca*];
(438,10 £ 53,16 nM, n =23 vs. 232,13 + 21,69 nM, n = 20; p = 0,0015) als auch die
systolische [Ca*]i (663,53 * 64,78 nM, n = 23 vs. 356,25 £ 24,62 nM, n = 20; p = 0,0001)
war in den TOF-Zellen erhéht. Daraus folgte eine ebenfalls héhere Amplitude des CaT
(225,43 £ 28,22 nM, n =23 vs. 12411 £ 19,18 nM, n =20; p =0,0093 im t-Test an
logarithmierten Daten; Abbildung 22.A und D). Die Zeit bis zum Peak des CaT war
zwischen Ctl- und TOF-Gruppe vergleichbar (Abbildung 22.E). Der Unterschied in der
Abklingkonstante des getriggerten CaT zwischen TOF- und Ctl-iPSC-CMs war nicht
signifikant (1,75 £ 0,42s", n=23 vs. 1,17+ 0,25s", n=20; p=0,1948 im Mann-
Whitney-Test; Abbildung 22.C).
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Abbildung 22: Unterschiede zwischen Ctl- und TOF-Zellen — L-Typ-Ca2+-Strom und
getriggerte Ca2*-Transienten.

Vi Membranspannung, Iy Membranstrom, [Ca?']; intrazellulire Ca?*-Konzentration, Icay. L-Typ-
Ca?*-Strom, k Abklingkonstante des getriggerten Ca?"-Transienten (CaT).

A: Voltage-Clamp-Protokoll (0,5 Hz; oben) und simultane Beispiel-Messungen des Ic,1 (Mitte)
sowie des getriggerten CaT (unten) in Ctl- (links) und TOF- (rechts) iPSC-CMs.

B: Mittelwert + SEM des Peaks des Ic,r in Ctl- und TOF-iPSC-CMs. **p < 0,01.

C: Mittelwert = SEM der Abklingkonstanten des getriggerten CaT in Ctl- und TOF-iPSC-CMs.

D: Mittelwert + SEM der diastolischen und systolischen [Ca?*]; (links) und der resultierenden CaT-
Amplitude (rechts) in Ctl- und TOF-iPSC-CMs. **p < 0,01; ***p = 0,001.

Hinweis: Bei der Amplitude wurde der t-Test an logarithmierten Daten durchgefithrt, um eine
Normalverteilung zu erzielen

E: Mittelwert = SEM der Zeit bis zum Peak des CaT in Ctl- und TOF-iPSC-CMs.

n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.
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3.4.3 Nifedipinsensitivitit des L-Typ-Calciumstroms

Die Identitit des gemessenen depolarisierenden Einwirtsstroms wurde durch Nifedipin
bestitigt (vgl. Abschnitt 2.6.6 und Abschnitt 2.7).

3.4.3.1 Strom-Spannungs-Kurve

Beim Aufzeichnen der Strom-Spannungs-Kurve unter 1 uM und 10 uM Nifedipin zeigte
sich, dass der Ic,r. sowohl in den Ctl-Zellen (d52 — 66, Abbildung 23.A und B) als auch in
den TOF-Zellen (d30, Abbildung 24.A und B) durch Nifedipin fast vollstindig
supprimierbar war. Der Peak der IV-Kurve wurde durch Nifedipin in beiden Gruppen
nicht verschoben (Abbildung 23.C und Abbildung 24.C).
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Abbildung 23: Nifedipinsensitivitit der alten Ctl-Zellen (d52 — 66) — Strom-Spannungs-
Kurve.

Vi Membranspannung, In Membranstrom, Ic,r. L-Typ-Ca?*-Strom.

A: Voltage-Clamp-Protokoll (0,5 Hz; oben) und Beispiel-Messungen der IV-Kurve ohne Nifedipin
(links), mit 1 uM Nifedipin (Mitte) und mit 10 uM Nifedipin (rechts).

B: Mittelwerte der I'V-Kurve ohne Nifedipin, mit 1 pM Nifedipin und mit 10 uM Nifedipin.
Hinweis: Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf Signifikanzsternchen verzichtet.

C: Peak der IV-Kurve ohne Nifedipin, mit 1 uM Nifedipin und mit 10 pM Nifedipin.

n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.
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Abbildung 24: Nifedipinsensitivitit der TOF-Zellen (d30) — Strom-Spannungs-Kurve.

Vi Membranspannung, In Membranstrom, Ic,r. L-Typ-Ca?*-Strom.

o @
e = .18 u
oo oo

e

o Ohne Nifedipin,n =35
g 1uM Nifedipin,n =35

m 10 uM Nifedipin,n =4

A: Voltage-Clamp-Protokoll (0,5 Hz; oben) und Beispiel-Messungen der IV-Kurve ohne Nifedipin

(links), mit 1 uM Nifedipin (Mitte) und mit 10 uM Nifedipin (rechts).

B: Mittelwerte der IV-Kurve ohne Nifedipin, mit 1 uM Nifedipin und mit 10 pM Nifedipin.

Hinweis: Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf Signifikanzsternchen verzichtet.
C: Peak der IV-Kurve ohne Nifedipin, mit 1 uM Nifedipin und mit 10 M Nifedipin.

n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.

3.4.3.2 Junge Kontrollzellen (d29 — 34)

Die Supprimierung des Ic,r. durch Nifedipin fihrte auch zu kleineren getriggerten CaTs: In
den jungen Ctl-iIPSC-CMs (d29 —34) wurde nicht nur der Ic.;. durch 1 pM Nifedipin

signifikant  reduziert (-7,25 £ 0,67 pA/pF, n=14 vs. -2821+ 0,52 pA/pF, n=

14,

p <0,0001 im t-Test an logarithmierten Daten; Abbildung 25.A und B), sondern auch die
systolische [Ca*]; (338,57 + 28,74 nM, n = 14 vs. 245,67 + 31,79 nM, n = 14; p = 0,0395)
und damit die Amplitude des CaT (133,61 £ 19,74 nM, n =14 vs. 68,52 = 17,71 nM,
n=14; p =0,0009 im t-Test an logarithmierten Daten; Abbildung 25.A und C) waren

unter Nifedipin signifikant kleiner.
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Abbildung 25: Nifedipinsensitivitit der jungen Ctl-Zellen (d29 — 34) — L-Typ-Ca?*-Strom
und getriggerte Ca2*-Transienten.

Vi Membranspannung, Iy Membranstrom, [Ca?*]; intrazellulire Ca?*-Konzentration, Icay. L-Typ-
Caz*-Strom, CaT Ca?*-Transient.

A: Voltage-Clamp-Protokoll (0,5 Hz; oben) und simultane Beispiel-Messungen des Ic,r (Mitte)
sowie des getriggerten CaT (unten) in jungen Ctl-iPSC-CMs ohne Nifedipin (links) und mit 1 pM
Nifedipin (rechts).

B: Mittelwert = SEM des Peaks des Ica in jungen Ct-iPSC-CMs ohne Nifedipin und mit 1 uM
Nifedipin. ****p < 0,0001.

Hinweis: Der t-Test wurde an logarithmierten Daten durchgefihrt, um eine Normalverteilung zu
erzielen.

C: Mittelwert = SEM der diastolischen und systolischen [Ca2*]; (links) und der resultierenden CaT-
Amplitude (rechts) in jungen Ctl-iPSC-CMs ohne Nifedipin und mit 1 uM Nifedipin. *p < 0,05;
xp < 0,001.

Hinweis: Bei der Amplitude wurde der t-Test an logarithmierten Daten durchgefiihrt, um eine

Normalverteilung zu erzielen.
n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.
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Hinweis: Messungen mit 10 pM Niefedipin wurden fiir die jungen Ctl-Zellen leider nicht
durchgefiihrt, da sich erst im Verlauf der Experimente zeigte, dass eine hdohere

Konzentration an Nifedipin sinnvoll ist.

3.4.3.3 Alte Kontrollzellen (d52 — 66)

Auch in den alten Ctl-Zellen (d52 — 66) wurde der Ic,r. durch 1 uM und 10 uM Nifedipin
deutlich reduziert (-7,99 £ 2,10 pA/pF, n =9 ohne Nifedipin vs. -3,82 £ 1,00 pA/pF,
n=9 mit 1uM Nifedipin; pror = 0,1006 im Mann-Whitney-Test nach Bonferroni-
Korrektur bzw. -7,99 £ 2,10 pA/pF, n = 9 ohne Nifedipin vs. -2,44 + 1,10 pA/pF, n =5
mit 10 uM Nifedipin; pror = 0,0380 im Mann-Whitney-Test nach Bonferroni-Korrektur;
Abbildung 26.A und B). Die systolische [Ca®]; war unter Nifedipin ebenfalls geringer
(485,67 £ 89,83 mM, n =9 ohne Nifedipin vs. 314,74 39,83 mM, n=9 mit 1pM
Nifedipin; pror = 0,2270 im Mann-Whitney-Test nach Bonferroni-Korrektur bzw.
485,67 = 89,83 mM, n =9 ohne Nifedipin vs. 260,40 £ 18,83 nM, n=5 mit 10 uM
Nifedipin; pror = 0,0350 im Mann-Whitney-Test nach Bonferroni-Korrektur; Abbildung
26.A und C), was folglich zu einer kleineren CaT-Amplitude fihrte (137,91 £ 32,69 nM,
n =9 ohne Nifedipin vs. 64,59 * 24,24 nM, n = 9 mit 1 uM Nifedipin; pror = 0,0488 im
Mann-Whitney-Test nach Bonferroni-Korrektur bzw. 137,91 + 32,69 nM, n =9 ohne
Nifedipin vs. 23,29 * 3,97 nM, n = 5 mit 10 uM Nifedipin; p = 0,0020 im Mann-Whitney-
Test nach Bonferroni-Korrektur; Abbildung 26.A und C).
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Abbildung 26: Nifedipinsensitivitit der alten Ctl-Zellen (d52 — 66) — L-Typ-Ca?*-Strom und
getriggerte Ca2*-Transienten.

Vi Membranspannung, Iy Membranstrom, [Ca?*]; intrazellulire Ca?*-Konzentration, Icay. L-Typ-
Caz*-Strom, CaT Ca?*-Transient.

A: Voltage-Clamp-Protokoll (0,5 Hz; oben) und simultane Beispiel-Messungen des Ic,1. (Mitte)
sowie des getriggerten CaT (unten) in alten Ctl-iPSC-CMs ohne Nifedipin (links), mit 1 uM
Nifedipin (Mitte) und mit 10 uM Nifedipin (links).

B: Mittelwert + SEM des Peaks des Ic,. in alten Ct-iPSC-CMs ohne Nifedipin, mit 1 pM
Nifedipin und mit 10 uM Nifedipin. *prorr = 0,05 im Mann-Whitney-Test nach Bonferroni-
Korrektur.

C: Mittelwert = SEM der diastolischen und systolischen [Ca2*]; (links) und der resultierenden CaT-
Amplitude (rechts) in alten Ctl-iPSC-CMs ohne Nifedipin, mit 1 pM Nifedipin und mit 10 uM
Nifedipin. *prorr < 0,05 im Mann-Whitney-Test nach Bonferroni-Korrektur; **pror < 0,01 im
Mann-Whitney-Test nach Bonferroni-Korrektur.

n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.
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3.4.3.4 TOF-Zellen (d27 — 40)

Dasselbe Phinomen zeigte sich auch mit starker Tendenz in den TOF-Zellen (d27 — 40):
1 uM und 10 uM Nifedipin fithrten zu einem kleineren Ic.p (-19,74 £ 4,54 pA/pF, n =9
ohne Nifedipin vs. -8,82 + 1,33 pA/pF, n = 9 mit 1 uM Nifedipin; pro = 0,0800 im Mann-
Whitney-Test nach Bonferroni-Korrektur bzw. -19,74 + 4,54 pA/pF, n = 9 ohne Nifedipin
vs. -2,52 £ 1,07 pA/pF, n = 2 mit 10 uM Nifedipin; pror = 0,0728 im Mann-Whitney-Test
nach Bonferroni-Korrektur; Abbildung 27.A und B). Folglich war auch die Amplitude des
getriggerten CaT unter Nifedipin reduziert (410,77 * 82,41 nM, n = 9 ohne Nifedipin vs.
127,02 + 27,84 nM, n = 9 mit 1 pM Nifedipin; prorr = 0,0016 im Mann-Whitney-Test nach
Bonferroni-Korrektur — bzw. 410,77 £ 82,41 nM, n=9 ohne Nifedipin vs.
72,03 £ 25,04 nM, n = 2 mit 10 uM Nifedipin; pror = 0,0728 im Mann-Whitney-Test nach
Bonferroni-Korrektur; Abbildung 27.A und C).
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Abbildung 27: Nifedipinsensitivitit der TOF-Zellen (d27 — 40) — L-Typ-Ca?*-Strom und
getriggerte Ca2*-Transienten.

Vi Membranspannung, Iy Membranstrom, [Ca?*]; intrazellulire Ca?*-Konzentration, Icay. L-Typ-
Ca2*-Strom, CaT Ca2*-Transient.

A: Voltage-Clamp-Protokoll (0,5 Hz; oben) und simultane Beispiel-Messungen des Ic,1 (Mitte)
sowie des getriggerten CaT (unten) in TOF-iPSC-CMs ohne Nifedipin (links), mit 1 uM Nifedipin
(Mitte) und mit 10 uM Nifedipin (rechts).

B: Mittelwert + SEM des Peaks des Ic,r in TOF-iPSC-CMs ohne Nifedipin, mit 1 uM Nifedipin
und mit 10 uM Nifedipin.

C: Mittelwert * SEM der diastolischen und systolischen [Ca?t]; (links) und der resultierenden CaT-
Amplitude (rechts) in TOF-iPSC-CMs ohne Nifedipin, mit 1 uM Nifedipin und mit 10 uM
Nifedipin. **pior < 0,01 im Mann-Whitney-Test nach Bonferroni-Korrektur.

n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.

3.4.4 Bestimmung der Calciumkonzentration des sarkoplasmatischen Retikulums
und Berechnung der SERCAZ2a-Aktivitit

Der Ca**-Gehalt des SRs wurde mithilfe von 10 mM Koffein bestimmt. AnschlieBend
wurde aus den Abklingphasen der systolischen und koffeininduzierten CaT die SERCA2a-
Aktivitit berechnet (vgl. Abschnitt 2.3, Abschnitt 2.6.5 und Abschnitt 2.7).

Interessanterweise war der Unterschied in der SR-Ca®"-Konzentration zwischen TOF- und
Ctl-iPSC-CMs  nicht = signifikant: Die Amplitude des koffeininduzierten CaT
(260,10 £ 80,74 nM, n =10 vs. 295,11 £ 47,56 nM, n = 14; p = 0,6952) war vergleichbar.
Die Ladung, welche iiber den NCX transportiert wurde (integrierter NCX-Strom) tendierte
in den TOF-Zellen zu etwas geringeren Werten (1,20 0,39 pC/pF, n=10 vs.
2,26 £ 0,51 pC/pF, n = 14; p = 0,0639 im t-Test an logarithmierten Daten) (Abbildung
28.A und C).

Der depolarisierende Einwirtsstrom durch den NCX (Incx) war in den TOF-Zellen
tendenziell ebenfalls geringer als in den Ct-Zellen (-0,91 + 0,09 pA/pF, n =10
vs. -1,39 + 0,48 pA/pF, n =14; p =0,3948 im Mann-Whitney-Test; Abbildung 28.B).
Dagegen war die SERCA2a-Aktivitit in der TOF-Gruppe im Vergleich zur Ctl-Gruppe
signifikant erhoht (1,08 + 0,21 s', n = 10 vs. 0,53 + 0,13 s, n = 14; p = 0,0258; Abbildung
28.D).
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Abbildung 28: Bestimmung der Ca?*-Konzentration des sarkoplasmatischen Retikulums
und Berechnung und SERCAZ2a-Aktivitit.

[Ca2t]; intrazelluldre Ca?t-Konzentration, Incx depolarisierender Einwirtsstrom durch den Nat-
Ca?*-Austauscher (NCX), k Abklingkonstante des Ca?*-Transienten (CaT).

A: Beispiel-Messungen des koffeininduzierten CaT (oben) und des einwirts gerichteten NCX-
Stroms (unten) in Ctl- (links) und TOF-iPSC-CMs (rechts).

B: Mittelwert £ SEM des Peaks des Incx in Ctl- und TOF-iPSC-CMs.

C: Mittelwert = SEM der Amplitude des koffeininduzierten CaT (links) und Ladungsakkumulation
tber den NCX (integrierter NCX-Strom) (rechts) in Ctl- und TOF-iPSC-CMs.

Hinweis: Bei der Ladungsakkumulation tber den NCX wurde der t-Test an logarithmierten Daten
durchgefihrt, um eine Normalverteilung zu erzielen.

D: Mittelwert + SEM der Abklingkonstanten des systolischen Ic,p-getriggerten CaT (kys), des
koffeininduzierten CaT (kkoffein) und berechnete SERCA2a-Aktivitit (ksg) in Ctl- und TOF-iPSC-
CMs. *p < 0,05.

n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.

3.4.5 Zeitabhingigkeit des NCX-Stroms, der Calciumkonzentration des
sarkoplasmatischen Retikulums und der SERCA2a-Aktivitit

Bei Vergleich der jungen Ctl-iPSC-CMs (d29 — 42) mit den alten Ctl-iPSC-CMs (d47 — 55)
war kein Unterschied im Ca*-Gehalt des SRs zu sehen. Die Amplitude des

koffeininduzierten CaT sowie die tiber den NCX transportierte Ladung waren vergleichbar
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(Abbildung 29.A und C). Dagegen war die Abklingkonstante des koffeininduzierten CaT in
den alten Ctl-Zellen im Vergleich zu den jungen Ctl-Zellen groBer (0,91 + 0,18 s, n = 24
vs. 0,47 £ 0,09 s, n = 14; p = 0,0005 im Mann-Whitney-Test) (Abbildung 29.D).

Der NCX-Strom war in den alten Ctl-iIPSC-CMs im Vergleich zu den jungen Ctl-iPSC-CMs
tendenziell etwas groBer (-1,88 £ 0,48 pA/pF, n =24 vs. -1,39 + 0,48 pA/pF, n = 14;
p = 0,2382 im Mann-Whitney-Test) (Abbildung 29.B).

In den idlteren Ctl-Zellen zeigte sich eine im Vergleich zu den jungen Ctl-Zellen erhéhte
SERCA2a-Aktivitit (1,26 + 0,29 s, n=24 vs. 0,53+ 0,13s", n=14; p = 10,0021 im
Mann-Whitney-Test) (Abbildung 29.D).

Passend zu den Beobachtungen der Zeitabhingigkeit des Ic.;. und des systolischen CaT in
den Ctl-Zellen (vgl. Abschnitt 3.4.1) war die Abklingkonstante des systolischen CaT in den
alten Ctl-iPSC-CMs groBer als in den jungen Ctl-iPSC-CMs (2,10 0,19 s, n = 24 vs.
1,00 + 0,10 s, n = 14; p = 0,0002) (Abbildung 29.D).
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Abbildung 29: Zeitabhingigkeit des NCX-Stroms und der SERCA2a-Aktivitit in den Ctl-
Zellen.

[Ca?"]; intrazellulire Ca?*-Konzentration, Incx depolatisierender Einwirtsstrom durch den Nat-
Ca?*-Austauscher (NCX), k Abklingkonstante des Ca?*-Transienten (CaT).

A: Beispiel-Messungen des koffeininduzierten CaT (oben) und des einwirts gerichteten NCX-
Stroms (unten) in jungen (links) und alten Ctl-iPSC-CMs (rechts).

B: Mittelwert = SEM des Peaks des Incx in jungen und alten Ctl-iPSC-CMs.

C: Mittelwert = SEM der Amplitude des koffeininduzierten CaT (links) und Ladungsakkumulation
iber den NCX (integrierter NCX-Strom) (rechts) in jungen und alten Ctl-iPSC-CMs.

D: Mittelwert £ SEM der Abklingkonstanten des systolischen Ic,1-getriggerten CaT (kyys), des
koffeininduzierten CaT (kkofrein) und berechnete SERCA2a-Aktivitat (ksg) in jungen und alten Ctl-
iPSC-CMs. *#*p =< 0,001.

Hinweis: Bei kkoffein und ksg wurde der Mann-Whitney-Test verwendet.

n entspricht der Anzahl der iIPSC-CMs.

3.5 Aktionspotentialmessungen

Alle Aktionspotentialmessungen wurden im Current-Clamp-Modus mittels Perforated-

Patch-Clamp-Technik durchgefthrt (vgl. Abschnitt 2.1.4 und 2.8).
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3.5.1 Vergleich der Messmethoden

Wie bereits im Methodenteil beschrieben, wurden fiir die Aktionspotentialmessungen zwei
unterschiedliche Methoden angewandt (vgl. Abschnitt 2.8): Einerseits die ,,klassische*
Version, bei der die Zelle iiber die Pipettenelektrode stimuliert wurde und anderseits eine in
unserer Arbeitsgruppe neu etablierte Methode, bei der die Stimulation der Zellen tiber ein
elektrisches Feld erfolgte. Zur Etablierung der zweiten Methode wurden einige TOF-Zellen
doppelt gemessen. Beide Methoden lieferten identische Ergebnisse (Abbildung 30.A).

Folglich konnten alle AP-Messungen gesammelt ausgewertet werden.

Falls notwendig wurde ein hyperpolarisierender Strom injiziert, um das RMP auf
unter -60 mV zu klemmen. Die Menge des injizierten Stroms war in beiden Gruppen
vergleichbar (Abbildung 30.B).
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Abbildung 30: Vergleich der beiden Methoden zur Aktionspotentialmessung in TOF-iPSC-
CM:s (d33 - 36).

A: Mittelwert = SEM der Aktionspotentialdauer (APD) (links) bei 20 % (APDx2g), 50 % (APDsp)
und 90 % (APDyg) der Repolarisation, Mittelwert = SEM des Ruhemembranpotentials (RMP)
(Mitte) und Mittelwert = SEM der Aktionspotentialamplitude (APA) (rechts).

B: Mittelwert £ SEM des injizierten hyperpolarisierenden Stroms (Inyper).

n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.
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3.5.2 Unterschiede zwischen Kontroll- und TOF-Zellen

3.5.2.1 Junge Zellen (d30 — 42)

Bei Vergleich der jungen TOF-iPSC-CMs (d33 — 36) mit den jungen Ctl-iPSC-CMs (d30 —
42) zeigte sich eine kirzere APD in den TOF-Zellen (Abbildung 31.A und B). Bei 20 %
und 90 % der Repolarisation war dieser Unterschied signifikant (APDy: 38,78 * 6,01 ms,
n=18 vs. 67,43 £ 11,86 ms, n = 12; p = 0,0253; APDyp: 177,92 £ 22,72 ms, n = 18 vs.
299,74 £ 43,776 ms, n = 12; p = 0,0117) und auch bei 50 % der Repolarisation war eine
eindeutige Tendenz erkennbar (87,32 + 7,56 ms, n =18 vs. 113,78 £ 16,90 ms, n = 12;
p = 0,1211).

Das RMP war in den TOF-Zellen etwas negativer als in den Ctl-Zellen (-77,34 = 1,41 mV,
n =18 vs. -71,14 £ 2,14 mV, n = 12; p = 0,0176; Abbildung 31.B). Allerdings wurde auch
mehr hyperpolarisierender Strom in die TOF-Zellen als in die Ctl-Zellen injiziert
(0,23 £ 0,03 pA/pF, n = 15 vs. -0,19 £ 0,10 pA/pF, n = 8; p = 0,0337 im Mann-Whitney-
Test; Abbildung 31.C). Dagegen war die APA in der TOF- und Ctl-Gruppe vergleichbar
(Abbildung 31.B).

Die Berechnung der Repolarisationsfraktion (vgl. Abschnitt 2.8) ergab eine signifikant
kleinere RF in den TOF-iPSC-CMs im Vergleich zu den Ctl-iPSC-CMs (0,46 £ 0,04,
n=18vs. 0,61 £0,05, n=12; p = 0,0297; Abbildung 31.D). Bei Auftragung der RFF gegen
das RMP konnten Ctl- und TOF-Zellen jedoch nicht eindeutig unterschieden werden
(Abbildung 31.D).
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Abbildung 31: Unterschiede zwischen jungen Ctl- und jungen TOF-Zellen (d30 — 42) in
den Aktionspotentialen.

A: Beispielmessungen. Vi Membranspannung,.

B: Mittelwert = SEM der Aktionspotentialdauer (APD) (links) bei 20 % (APDap), 50 % (APDsp)
und 90 % (APDgg) der Repolarisation, Mittelwert £ SEM des Ruhemembranpotentials (RMP)
(Mitte) und Mittelwert + SEM der Aktionspotentialamplitude (APA) (rechts) in Ctl- und TOF-
iPSC-CMs. *p = 0,05.

C: Mittelwert = SEM des injizierten hyperpolatisierenden Stroms (Inyper) in Ctl- und TOF-iPSC-
CMs. *p = 0,05 im Mann-Whitney-Test.

D: Mittelwert & SEM der Repolarisationsfraktion (RF) (links) und RF in Abhingigkeit vom RMP
(rechts) in Ctl- und TOF-iPSC-CMs. *p = 0,05.

n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.

3.5.2.2 Alte Zellen (d63 — 706)

Bei Vergleich der alten TOF-iIPSC-CMs (d63 — 76) mit den alten Ctl-iPSC-CMs (d72 — 73)
war dagegen die APD in den TOF-Zellen tendenziell linger als in den Ctl-Zellen (APDay:
41,19 + 8,64 ms, n = 13 vs. 19,07 £ 5,44 ms, n = 6; p = 0,1170; APDs: 74,18 = 12,87 ms,
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n=13 vs. 43,93 £8,69ms , n=6; p=0,1499; APDyy: 168,75+ 32,11 ms, n =13 vs.
120,30 + 16,08 ms, n = 6; p = 0,3382; Abbildung 32.A und B).

Das RMP und die APA waren in beiden Gruppen vergleichbar (Abbildung 32.B). Auch die
Menge des injizierten Stroms war bei Ctl- und TOF-Zellen dhnlich (Abbildung 32.C).

Trotz der lingeren APD in den TOF-Zellen war die RF im Vergleich zu den Ctl-Zellen
tendenziell etwas kirzer (0,53 £ 0,05, n = 13 vs. 0,64 = 0,06, n = 6; p = 0,1967; Abbildung
32.D). Bei Auftragung der RF gegen das RMP war jedoch auch hier keine Unterscheidung
zwischen Ctl- und TOF-iPSC-CMs moglich (Abbildung 32.D).

A Ctl (d72 - 73) TOF (d63 - 76)
100
~~
>
g
N’
=
=S
-100
100 ms
B
25091 [ ca(d72-73),n=6 -100+ 1501
__ 200{ MW TOF (d63-76),n=12 . B0 .
@ > > 100-
£ 1501 £ -0 £
Q L y <
3 100+ S -0, S
504 I_—r'_| i Fe -204
L= o o
APD,, APD,, APD,,
C D o Ctl(d72-73),n=6
-0.4+ 0.8- 1.0 ™ TOF (d63-76),n=13
~ T o
. o T 0.6 L a0 T &
S~ |
< o [ 0.6 = u g mo ™
& -0.21 2 041 ~ o
9 0.4 =
| |
£ 04 0.2 g . "
0.0 0.0 0.0 . . . .
-50 60 -70 -80 -90
O Ct(d72-73),n=3 1 Ct(d72-73),n=6 2 :
RMP

B TOF (d63—76),n=12

B TOF (d63—76),n =13



Ergebnisse 67

Abbildung 32: Unterschiede zwischen alten Ctl- und alten TOF-Zellen (d63 — 76) in den
Aktionspotentialen.

A: Beispielmessungen. Vi Membranspannung.

B: Mittelwert = SEM der Aktionspotentialdauer (APD) (links) bei 20 % (APDap), 50 % (APDsg)
und 90 % (APDyg) der Repolarisation, Mittelwert = SEM des Ruhemembranpotentials (RMP)
(Mitte) und Mittelwert + SEM der Aktionspotentialamplitude (APA) (rechts) in Ctl- und TOF-
iPSC-CMs.

C: Mittelwert = SEM des injizierten hyperpolarisierenden Stroms (Ihyper) in Ctl- und TOF-iPSC-
CMs.

D: Mittelwert + SEM der Repolarisationsfraktion (RF) (links) und RF in Abhingigkeit vom RMP
(rechts) in Ctl- und TOF-iPSC-CMs.

n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.

3.5.3 Zeitabhingigkeit der Aktionspotentialdauer

3.5.3.1 Kontrollzellen

In den Ctl-iPSC-CMs zeigte sich, dass die APD der alten Zellen (d72 — 73) im Vergleich
zur APD der jungen Zellen (d30 —42) signifikant kurzer war (APDs: 19,07 + 5,44 ms,
n=06 vs. 6743%11,86ms, n=12; p=0,0305 im Mann-Whitney-Test; APDs
43,93 £ 8,69 ms, n = 6 vs. 113,78 £ 16,90 ms, n = 12; p = 0,0320 im Mann-Whitney-Test;
APDyg: 120,30 £ 16,08 ms, n =6 vs. 299,74 £ 4376 ms, n = 12; p = 0,0135 im Mann-
Whitney-Test; Abbildung 33.A). Somit war eine eindeutige Abhingigkeit der APD vom
Messtag  festzustellen (APDap: 2 = 0,3290; APDse: 12 = 0,3384; APDoo: 1> = 0,2900;
Abbildung 33.A).

Dagegen zeigte sich in der Repolarisationsfraktion kein Unterschied zwischen jungen und
alten Ctl-iPSC-CMs (Abbildung 33.B).
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Abbildung 33: Zeitabhingigkeit der Aktionspotentialdauer in den Ctl-Zellen.

A: Mittelwert £ SEM der Aktionspotentialdauer (APD) (links) bei 20 % (APDz2g), 50 % (APDs0)
und 90 % (APDyo) der Repolarisation und APD in Abhingigkeit vom Messtag (rechts) in jungen
und alten Ctl-iPSC-CMs. *p < 0,05 im Mann-Whitney-Test.

B: Mittelwert £ SEM der Repolarisationsfraktion (RF) (links) und RF in Abhingigkeit vom
Ruhemembranpotential (RMP) (rechts) in jungen und alten Ctl-iPSC-CMs.

n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.

3.5.3.2 TOF-Zellen

Im Gegensatz zu den Ctl-iIPSC-CMs gab es bei den TOF-iPSC-CMs keinen Unterschied in
der APD zwischen jungen (d33 — 36) und alten (d63 — 76) Zellen (Abbildung 34.A). Somit
war keine Abhingigkeit der APD vom Messtag festzustellen (Abbildung 34.A).

Auch die Repolarisationsfraktion war in jungen und alten TOF-Zellen vergleichbar
(Abbildung 34.B).
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Abbildung 34: Zeitabhingigkeit der Aktionspotentialdauer in den TOF-Zellen.

A: Mittelwert £ SEM der Aktionspotentialdauer (APD) (links) bei 20 % (APDx2), 50 % (APDsp)
und 90 % (APDyo) der Repolarisation und APD in Abhingigkeit vom Messtag (rechts) in jungen
und alten TOF-iPSC-CMs.

B: Mittelwert £ SEM der Repolarisationsfraktion (RF) (links) und RF in Abhingigkeit vom
Ruhemembranpotential (RMP) (rechts) in jungen und alten Ctl-iPSC-CMs.

n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.

3.5.4 Spite Nachdepolarisationen und spontane elektrische Aktivitit

Insgesamt zeigten 17 von 31 gemessenen TOF-iIPSC-CMs (d33 — 76) DADs bzw. spontane
elektrische Aktivitat (SEA). Damit waren 55 % der Zellen anfillig fiir DADs/SEA. Bei den
Ctl-iPSC-CMs (d30 — 73) zeigte keine der 18 gemessenen Zellen solche Auffilligkeiten
(p < 0,0001 im Fisher-Test) (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Spite Nachdepolarisationen und spontane elektrische Aktivitit in den TOF-
Zellen (d33 - 76).

A: Beispielmessungen in TOF-iIPSC-CMs mit spiter Nachdepolarisation (delayed afterdepolarisation,
DAD) bzw. spontaner elektrischer Aktivitdt (SEA).

B: Anfilligkeit fiir DADs bzw. SEA in Ctl- und TOF-iPSC-CMs. p**** < 0,0001 im Fisher-Test.
n entspricht der Anzahl der iPSC-CMs.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals ein In-vitro-iPS-Zell-Modell fir die Fallot’sche
Tetralogie elektrophysiologisch untersucht. Als Kontrollgruppe dienten iPSC-CMs eines

gesunden Spenders.

Sowohl in den Ctl- als auch in den TOF-iPSC-CMs konnte ein nifedipinsensitiver L-Typ-
Ca**-Strom mit typischer glockenférmiger Strom-Spannungs-Kurve gemessen werden. Der
Icar. und sein getriggerter CaT zeigten in den Ctl-Zellen eine starke Abhingigkeit vom
Zeitpunkt des Experiments, weshalb nur Messungen zwischen Tag 27 und 42 der
Differenzierung betrachtet wurden. Die Amplitude des e, war in TOF-iPSC-CMs im
Vergleich zur Ctl-Gruppe erhoht. Der groBlere Ic.p fihrte zu einer ebenfalls gréfieren
Amplitude des systolischen CaT. Interessanterweise war auch die diastolische [Ca*']; in den
TOF-Zellen im Vergleich zu den Ctl-Zellen erhoht.

Des Weiteren wurde der Ca**-Gehalt des sarkoplasmatischen Retikulums bestimmt. Hier
lief3 sich kein Unterschied zwischen Ctl- und TOF-Gruppe feststellen. Die Amplitude des
koffeininduzierten CaT und die Ladung, welche tiber den NCX transportiert wurde, waren
in beiden Gruppen vergleichbar. Dagegen war die Aktivitit der SERCA2a in den TOF-
Zellen erh6ht.

Die Aktionspotentialmessungen zeigten in den Ctl-iPSC-CMs eine starke Abhingigkeit der
Aktionspotentialdauer vom Messtag. Diese Abhingigkeit war in den TOF-iPSC-CMs nicht
zu beobachten. Somit ergab sich bei jingeren Zellen (d30 —42) eine kiirzere APD der
TOF-1PSC-CMs im Vergleich zur Ctl-Gruppe, bei ilteren Zellen (d63 — 76) dagegen eine
tendenziell lingere APD. Die Repolarisationsfraktion war in den TOF-iPSC-CMs im
Vergleich zur Ctl-Gruppe erniedrigt.

Interessanterweise zeigten insgesamt 55 % der gemessenen TOF-iPSC-CMs spite
Nachdepolarisationen bzw. spontane elektrische Aktivitit. Bei den Ctl-iPSC-CMs konnten

keine spontanen Membrandepolarisationen registriert werden.

4.1 Versuchsobjekt

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten iPSC-CMs stellen das erste In-vitro-iPS-Zell-
Modell fir die Fallot’sche Tetralogie dar. Die Zellen wurden von einem Patienten mit

Fallot’scher Tetralogie und dessen gesundem Vater als Kontrollgruppe gewonnen.

4.1.1 Vorteile eines In-vitro-iPS-Zell-Modells

Induzierte pluripotente Stammzellen und die aus ihnen generierten Zellen bieten die

Moéglichkeit, Mechanismen, die einer Erkrankung zu Grunde liegen, patientenspezifisch 7z
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vitro untersuchen zu konnen (Takahashi et al. 2007). Damit werden Probleme vermieden,
die bei der Ubertragung von FErgebnissen aus Tiermodellen oder heterologen
Expressionssystem, auf den Menschen entstehen (Hoekstra et al. 2012; Karakikes et al.
2015; Zhao et al. 2018). Die Gewinnung von iPSC-CMs ist ein minimalinvasiver Vorgang
(eine Hautbiopsie oder Blutentnahme reicht aus) und es stehen theoretisch unbegrenzt
viele Zellen zur Verfugung (Karakikes et al. 2015; Yang et al. 2014). Im Vergleich zu aus
humanen embryonalen Stammzellen gewonnenen Kardiomyozyten (buman embryonal stem cell
derived cardiomyocytes, hESC-CMs) sind die ethischen Bedenken bei iPSC-CMs deutlich
geringer (Yamanaka 2007).

4.1.2 Unreife der aus induzierten pluripotenten Stammzellen gewonnenen

Kardiomyozyten

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten iPSC-CMs wurden in einem 2D-Modell
kultiviert. Der Nachteil hiervon liegt in der molekularen, strukturellen und funktionellen
Unreife der Zellen (Abilez et al. 2018; Priori et al. 2013).

Trotz ihrer Unreife reproduzieren iPSC-CMs zuverlissig kardiale elektrophysiologische
Eigenschaften (Ma et al. 2011): Sie besitzen spannungsgesteuerte Ionenkanile, haben ein
charakteristisches kardiales Aktionspotential, exprimieren wichtige Proteine der Ca*"-
Homéostase und zeigen Ca**-Transienten. Damit stellen sie ein geeignetes Modell dar, um
Ionenstrome und Komponenten der Ca’*-Homdostase zu untersuchen (Karakikes et al.
2015; Yang et al. 2014; Zhang et al. 2013). 2D-Modelle sind zur Erforschung von
angeborenen Herzfehlern, Kardiomyopathien oder lonenkanalerkrankungen etabliert
(Doyle et al. 2015; Itzhaki et al. 2011; Karakikes et al. 2015; Matsa et al. 2014; Wang et al.
2014). Dennoch bleibt die Frage, in welchem Mal3e Ergebnisse aus einem In-vitro-iPS-Zell-
Modell auf humane adulte CMs ubertragen werden koénnen, da iPSC-CMs eine grof3e
Heterogenitit in ihrer Elektrophysiologie zeigen (Priori et al. 2013).

4.1.3 Rekapitulation der Erkrankung im Modell

Allgemein ist zu diskutieren, ob ein In-vitro-iPS-Zell-Modell die Komplexitit des
menschlichen Herzens, welches aus vielen unterschiedlichen Zelltypen (z. B.
Schrittmacherzellen, atriale und ventrikulire CMs, Fibroblasten, usw.) besteht, erfassen
kann (Priori et al. 2013). Insbesondere ist in Bezug auf diese Arbeit zu kliren, ob der
Phinotyp der Fallot’schen Tetralogie tatsichlich 7z witro rekapituliert wurde, da die

Fallot’sche Tetralogie ein v. a. struktureller Herzdefekt ist.

Durch den Strukturdefekt bedingte Verinderungen eines Herzfehlers wiren somit besser
im Tiermodell zu erfassen. Da jedoch auch genetische Komponenten bei der Entwicklung
der Fallot’schen Tetralogie eine Rolle spielen (Grunert et al. 2014), stellen iPSC-CMs ein
geeignetes Modell hierfir dar.
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Damit es zur Manifestation des krankheitstypischen Phianotyps in iPSC-CMs kommt, ist
die Expression von Krankheits-assoziierten Allelen wichtig (Karakikes et al. 2015). Zudem
miussen die iPSC-CMs die Komplexitit der elektrischen Heterogenitit im Herzen
replizieren, damit die Arrhythmogenese des Patienten modelliert werden kann (Priori et al.
2013). Deshalb wurden die in dieser Arbeit verwendeten iPSC-CMs im Vorfeld von der
Arbeitsgruppe Kardiovaskulire Genetik unter der Leitung von Frau Prof. Dr. med. S.
Rickert-Sperling  (Max-Delbriick-Centrum ~ fiir ~ Molekulare ~ Medizin,  Charité,
Universitaitsmedizin Berlin) genetisch untersucht. Auflerdem haben Studien erfolgreich
gezeigt, dass iPSC-CMs von Patienten mit genetischen Herzerkrankungen die
Schliisselkomponenten der jeweiligen Erkrankung rekapitulieren kénnen (Priori et al. 2013;
Zhao et al. 2018).

4.1.4 Einfluss von Zelldifferenzierung und Kulturbedingungen

Die Heterogenitit von iPSC-CMs im Vergleich zu nativen humanen CMs hingt vermutlich
auch mit Unterschieden in der Differenzierung und Kultur von iPSC-CMs zusammen
(Thomas et al. 2019). Variationen in der Zellkultur oder Zellinie kénnen einen erheblichen
Einfluss auf die Physiologie der Zellen haben (Sheng et al. 2012).

Zelllinien, welche mit unterschiedlichen Protokollen generiert wurden, konnen
unterschiedliche Eigenschaften in Hinsicht auf die Expression und Funktion von
Ionenkanilen zeigen. Dafiir spricht, dass verschiedene Forschergruppen unterschiedliche
Ergebnisse bzgl. der elektrophysiologischen Eigenschaften von iPSC-CMs erhalten haben.
Allerdings wurden die Studien teilweise auch unter unterschiedlichen experimentellen
Bedingungen (wie Temperatur oder Messprotokolle) durchgefithrt (Zhao et al. 2018).
Damit stellt sich die Frage, ob die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit auf iPSC-CMs
bzw. die Zellen von Patienten mit Fallot’scher Tetralogie allgemein tibertragbar sind bzw.

inwiefern sie mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen verglichen werden kénnen.

Es ist bekannt, dass Kulturbedingungen, wie das verwendete Medium oder die Oberfliche,
auf welcher die iPSC-CMs kultiviert werden, die Ca*"'-Homdostase beeinflussen und zur
Reifung von iPSC-CMs beitragen kénnen (Lundy et al. 2013; Rao et al. 2013). Da die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten iPSC-CMs jedoch auf einfachen, Matrigel-beschichteten
Glas-Cover-Slips kultiviert wurden, ist ein solcher Effekt unwahrscheinlich. Insgesamt
waren die Kulturbedingungen in der vorliegenden Arbeit bei Ctl- und TOF-iPSC-CMs

vergleichbar.

Aus induzierten pluripotenten Stammzellen gewonnene Kardiomyozyten reifen mit
zunehmender Kultivierungszeit (Ivashchenko et al. 2013; Yang et al. 2014). Deshalb
wurden die Ergebnisse fir junge (d27 — 42) und alte (d47 — 76) Zellen separat verglichen.
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4.1.5 Phénotyp der aus induzierten pluripotenten Stammzellen gewonnenen

Kardiomyozyten

Aus induzierten pluripotenten Stammzellen gewonnene Kardiomyozyten bilden i. d. R.
gemischte Populationen aus ventrikuldren, atrialen und nodalen CMs (Ma et al. 2011). Zur
Unterscheidung existieren verschiedene Ansitze (beispielsweise die Linge des
Aktionspotentials oder die Repolarisationsfraktion). Auf eine genaue Charakterisierung der
iPSC-CMs in ventrikulir, atrial und nodal wurde in der vorliegenden Arbeit verzichtet, da
Zellkulturbedingungen  und  Differenzierungsprotokolle  die  Eigenschaften  der
Aktionspotentiale beeinflussen (Karakikes et al. 2015). Zudem ist eine eindeutige
Charakterisierung, die ausschlieflich auf AP-Parametern beruht, nicht zuverlidssig méoglich
(Ben-Ari et al. 2016). Generell sind AP-Messungen in iPSC-CMs mittels Patch-Clamp-
Technik nicht immer technisch einwandfrei durchfihrbar (vgl. Abschnitt 4.5.1). Damit
wurde eine Klassifikation, die auf AP-Parametern beruht ggf. unterminiert werden
(Horvath et al. 2018). Allgemein ist die Charakterisierung von unreifen Zellen schwierig, da
der endgiltige Phinotyp der Zellen gef. noch nicht feststeht (Sheng et al. 2012).

4.2 Beobachtungen in der Zellkultur

Etwa 13 Tage nach Auftauen und Ausplattieren der Zellen konnte ein regelmilliges
spontanes Schlagen beobachtet werden (vgl. Abschnitt 3.1). Diese Beobachtung steht in
Einklang mit der Literatur: Schlagende iPSC-CMs wurden innerhalb von 6 bis 15 Tagen
nach Kulturbeginn beschrieben (Davis et al. 2012; Hoekstra et al. 2012; Ivashchenko et al.
2013; Yang et al. 2014).

Ungefihr einen Monat nach Auftauen und Ausplattieren der iPSC-CMs waren die ersten
toten Zellen auf den Cover-Slips zu sehen. Mit zunehmendem Alter bildeten die iPSC-CMs
mehr Vakuolen bzw. Apoptosekérperchen aus und schrumpften. Die Herstellung eines
Gigaseals war dann erschwert (vgl. Abschnitt 3.1). Es ist bekannt, dass die Langzeitkultur
von iPSC-CMs zur ultrastrukturellen, elektrophysiologischen und morphologischen
Reifung der Zellen fihrt (Rao et al. 2013; Yang et al. 2014). Die schlechtere Qualitit der
lteren Zellen in der vorliegenden Arbeit ist vermutlich auf die Kulturbedingungen

zuruckzufuhren.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten iPSC-CMs wurden in unterschiedlichen
Dichten (25.000, 50.000, 65.000, 75.000 und 100.000 Zellen pro Cover-Slip) ausplattiert.
Fir Einzelzellmessungen wurden vorwiegend 25.000 Zellen pro Cover-Slip verwendet.
Dies entsprach der Dichte, die auch Jara-Avaca et al. (2017) verwendeten (25.000 Zellen
pro cm?). Fir Aktionspotentialmessungen wurden die Zellen in einer Dichte von 75.000
bis 100.000 Zellen pro Cover-Slip ausgesit. Als Folge bildeten sie z.T. Zell-Zell-
Verbindungen und damit ein funktionelles Synzytium aus. Es ist bekannt, dass iPSC-CMs
in der 2D-Kultur ein funktionelles Synzytium bilden kénnen (Ivashchenko et al. 2013). Da
die AP-Messungen einen Uberblick tiber die zellulire Elektrophysiologie geben sollten, war
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dies nicht relevant. Auch von Sheng et al. (2012) wurden AP-Messungen an einem
funktionellen Synzytium von zwei bis finf Zellen durchgefithrt. Dies hatte in den Augen
der Autoren den Vorteil, dass die Tendenz der Zellen, ein irregulires Schlagen zu

entwickeln, reduziert war.

Die Morphologie der in der vorliegenden Arbeit verwendeten iPSC-CMs (vgl. Abschnitt
3.2) entsprach der Literatur: Die Zellen waren relativ klein und hatten eine runde oder
lingliche Form. Einige schlugen spontan, andere nicht (Bett et al. 2013; Meijer van Putten
et al. 2015).

4.3  Zellgrofle

Die Bestimmung der ZellgroB3e erfolgte durch Messung der Membrankapazitit, da diese
direkt proportional zur Zelloberfliche ist (Gentet et al. 2000). Im Durchschnitt waren Ctl-
und TOF-Zellen gleich groB3 (57,69 + 9,00 pF, n =105 vs. 51,38 £ 7,82 pF, n = 64;
p = 0,6294) (vgl. Abschnitt 3.3). Mit einer durchschnittlichen Membrankapazitit von ca.
50 — 60 pF waren die iPSC-CMs jedoch deutlich kleiner als humane adulte CMs
(Cy = ca. 150 pF) (Yang et al. 2014). Direkt nach dem Auftauen der Zellen, wurde die
ZellgroBBe zudem mithilfe des Casytons bestimmt. Auch hier war kein Unterschied
zwischen TOF- und Ctl-Gruppe festzustellen (vgl. Abschnitt 3.1).

In der Literatur variieren die Angaben tiber die Cy bei iPSC-CMs: Bei Zhang et al. (2013)
lag sie zwischen 25 pF und 51 pF, bei Ma et al. (2011) dagegen bei 88,7 + 5,0 pF. Somit
befand sich die in dieser Arbeit gemessene Cy in etwa in der Mitte — dhnlich wie bei Davis
et al. (2012) (36,0 £ 3,3 pF), Horvath et al. (2018) (30,8 * 1,5 pF in der eigenen Zellreihe
bzw. 41,4 £ 3,7pF in der kommerziellen Zelllinie) und Vaidyanathan et al. (2010)
(44,3 £ 12,0 pF).

Allerdings fiel in der vorliegenden Arbeit eine starke Abhingigkeit der Cy von der
Zelldichte auf (vgl. Abschnitt 3.3). Diese Beobachtung konnte folgendermallen erklarbar
sein: Je dichter die Zellen ausplattiert waren, desto cher bildeten sie Zell-Zell-
Verbindungen aus. Da bei einem funktionellen Synzytium die Membrankapazitit aller

gekoppelten Zellen gemessen wird, ist diese folglich hoher.

Allgemein ist zu diskutieren, ob die Membrankapazitit eine gute Moglichkeit zur
Abschitzung der ZellgroBe ist, da die gemessene Zelle hiufig fir das Experiment bereits
vorselektiert wurde (z. B. eher kleinere Zellen fiir Voltage-Clamp-Experimente, um die
Spannungskontrolle zu verbessern). Somit koénnte eine Verzerrung der tatsichlichen

durchschnittlichen ZellgroB3e vorliegen (Pelzmann et al. 1998).

Unsere Kooperationspartner in Berlin bestimmten bei derselben Zellreihe optisch die
Zellgrofle und stellten fest, dass die jungen TOF-iPSC-CMs (d30) im Vergleich zu den
alten TOF-1IPSC-CMs (d60) deutlich hypertroph waren. Auch im Vergleich zu den jungen
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Ctl-Zellen (d30) waren die TOF-Zellen hypertroph. Dieser Unterschied konnte von ihnen

bei dlteren Zellen (d60) jedoch nicht mehr nachgewiesen werden?.

In nativen humane CMs des rechten Ventrikels von Kindern mit Fallot’scher Tetralogie
wurde ebenfalls eine leicht erhéhte Zellgr63e im Vergleich zu CMs von Kindern mit VSD
beschrieben (Wu et al. 2012).

4.4 Messungen zur Calciumhomoostase

4.4.1 Diskussion der Methodik

Kontroll- und TOF-Zellen wurden bzgl. des L-Typ-Ca’*-Stroms und der getriggerten
systolischen CaT's mittels Whole-Cell-Patch-Clamp-Technik im Voltage-Clamp-Modus und
mithilfe von Epifluoreszenz (Fluo-3) charakterisiert und verglichen (vgl. Abschnitt 2.2 und
Abschnitt 2.7). Da diese Methoden bereits in der Literatur etabliert sind (Trafford et al.
1999; Voigt et al. 2012; 2014) wird hier auf eine ausfuhrliche Diskussion verzichtet. Die

Identitit des depolarisierenden Einwirtsstroms wurde durch Nifedipin bestitigt.

Fluo-3 ist ein hiufig verwendeter Ca**-Indikator mit hoher Affinitit fiir freie Ca**-Ionen.
Er zdhlt zu den Single-Wave-Length-Indikatoren. Damit ist Fluo-3 dafiir geeignet,
zytosolische Ca’*-Konzentrationen zu bestimmen. Seine Vorteile liegen in der guten
zeitlichen Auflésung und dem sehr guten Signal-Rausch-Verhiltnis. Allerdings kénnen
Probleme wie z. B. eine ungleichmi@ige Beladung der Zelle oder Photobleaching auftreten.
Um dies zu vermeiden, sind Messungen mit einem ratiometrischen Ca**-Indikator besser
geeignet. Des Weiteren ist zu beachten, dass chemische Ca**-Indikatoren als Ca*"-Puffer
wirken und somit einen Einfluss auf die Ca**-Konzentration und -Kinetik haben. Hier gilt
es dann, zwischen der Signalstirke und dem Puffereffekt abzuwigen. Die Probleme, die

durch Ca**-Pufferung entstehen, sind bei Fluo-3 jedoch gering (Paredes et al. 2008).

Der Ca*-Gehalts des sarkoplasmatischen Retikulums wurde durch Applikation von
10 mM Koffein bestimmt. Die SERCA2a-Aktivitit wurde aus den Abklingkonstanten der
systolischen und koffeininduzierten CaTs berechnet (vgl. Abschnitt 2.3 und Abschnitt 2.7).
Auch dies sind etablierte Methoden (Diaz et al. 2004; Eisner 2014; Trafford et al. 1999;

Varro et al. 1993), weshalb hier auf eine ausfihrliche Diskussion verzichtet wird.

Der integrierte NCX-Strom ist ein akzeptiertes Maf3 fiir die Ca**-Beladung des SRs. Das
Integral spiegelt die totale transportierte Ladung wider und erlaubt so eine genaue
Abschitzung des aus der Zelle heraus transportieren Ca* nach der Applikation von
Koffein. Komplikationen, die sich durch die Sittigung eines Indikators oder der

Quantifizierung von nicht-ratiometrischen Ca**-Indikatoren ergeben, werden so vermieden

2 Diese Information verdanke ich dem Manuskript ,,Studying heart development in patients with Tetralogy of
Fallot using induced pluripotent stem cells® von S. Appelt et al. (2018). Die Daten wurden bisher nicht
publiziert.
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(Zhang et al. 2013). Zu beachten ist lediglich, dass ggf. auch andere Mechanismen
auBerhalb des NCX bei der Entfernung von Ca®* aus dem Zytoplasma beteiligt sein
koénnten (z. B. die Plasmamembran-Ca®*-ATPase, PMCA) (Trafford et al. 1997; 1999).

4.4.2 Zeitabhingigkeit des L-Typ-Calciumstroms

Bei der Analyse der Daten fiel auf, dass der L-Typ-Ca*-Strom der CtliPSC-CMs in
Abhingigkeit vom Messtag variierte: Altere Zellen (d47 —96) hatten einen signifikant
groferen Ic,r im Vergleich zu jingeren Zellen (d29 —42) (-26,11 + 3,03 pA/pF, n = 31
vs. -9,88 + 1,07 pA/pF, n = 20; p = 0,0001) (vgl. Abschnitt 3.4.1).

Es ist bekannt, dass die Langzeitkultur von iPSC-CMs zu deren Reifung fihrt. Hiervon
sind auch der Ic,r. und die Ca®*-Homdostase der Zellen betroffen (Ivashchenko et al. 2013;
Lundy et al. 2013; Yang et al. 2014).

Zhao et al. (2018) wiesen mit zunechmendem Zellalter eine Upregulation der meisten
Ionenkanile auf genetischer Ebene nach. Jedoch konnten sie dies in Patch-Clamp-
Experimenten funktionell nicht bei jedem Kanal bestitigen. Der Unterschied im Icap
zwischen Tag 30 — 40 und Tag 50 — 60 der Differenzierung war bei ithnen nicht signifikant
(-9,7 £ 1,1 pA/pF vs. -13,2+ 3.8 pA/pF). Allerdings fihrten sie ihre Messungen bei
Raumtemperatur durch und es ist bekannt, dass spannungsabhingige Ionenstréme stark
temperaturabhingig sind (Pelzmann et al. 1998). Nichtsdestotrotz decken sich die
Durchschnittswerte der jungen iPSC-CMs mit denen der vorliegenden Arbeit
(-9,7 £ 1,1 pA/pF bei Zhao et al. bzw. -9,88 £ 1,07 pA/pF in der votliegenden Arbeit).

Auch bei Sheng et al. (2012) zeigte sich eine Tendenz zu groBeren L-Typ-Ca**-Strémen mit
zunchmendem Zellalter. Hier betrug die GroBle des Stroms der jungen Zellen (d20)
ebenfalls ca. -10 pA/pF. An Tag 60 der Differenzierung war der Ic,r mit nur -15 pA/pF
allerdings deutlich kleiner als der Ic,;. der alten Zellen (d47 — 906) in der vorliegenden Arbeit
(ca. -26 pA/pF).

Ivashchenko et al. (2013) wiederum berichteten von einem signifikant grof3eren Ic,r. und
einer erhohten Expression von Cavl.2 (einer Untereinheit des L-Typ-Ca**-Kanals) in
alteren iPSC-CMs. Thre Graphik zur Abhingigkeit des Ic,. vom Messtag dhnelt derjenigen
dieser Arbeit mit den gré3ten Durchschnittswerten des Ic,r. um Tag 50 der Differenzierung
(vgl. Abbildung 19.A).

Zhang et al. (2013) mallen eine Stromdichte von ca. -8,5 pA/pF bei Raumtemperatur,
wobei sich eine grole Varianz zwischen den einzelnen Zellen zeigte (von ca. -3 pA/pF bis
ca. -20 pA/pF). Eine Verinderung mit zunechmendem Zellalter wurde nicht festgestellt.
Allerdings beschrinkte sich der Messzeitraum auf Tag 33 bis 46 der Differenzierung.
Dieser Zeitraum ist vermutlich zu kurz, um eine signifikante Abhingigkeit vom Messtag

feststellen zu konnen.
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Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit war der Ic,. in iPSC-CMs an Tag 30 bis 32 der
Differenzierung bei Ma et al. (2011) mit -17,1 + 1,7 pA/pF deutlich gréBer. Jedoch wurden
die Messungen bei Raumtemperatur durchgefihrt. Zudem enthielt die extrazellulire
Losung deutlich mehr Ca** (5 mmol/1 vs. 2 mmol/l in der vorliegenden Arbeit), weshalb

ein direkter Vergleich der Werte schwierig ist.

Allgemein gilt, dass Vergleiche zwischen einzelnen Arbeiten nur eingeschrinkt méglich
sind, da sich die experimentellen Bedingungen und damit auch die gemessen Werte z. T.

stark unterscheiden (Hoekstra et al. 2012).

Zusammengefasst lisst sich sagen, dass die zunehmende Grof3e des Ic,;. flr eine Reifung
der iPSC-CMs spricht.

Aufgrund der Beobachtungen, dass der I, mit zunehmendem Zellalter stirker variierte
und durchschnittlich an GroBe zunahm sowie ferner die Gigaseal-Bildung in dlteren Zellen
erschwert war, wurde beschlossen, fiir die Messungen zur Ca**-Homoostase nur Ctl- bzw.
TOF-Zellen im Zeitraum von Tag 27 bis 42 der Differenzierung zu verwenden. Dies deckt
sich mit den Angaben zum Messzeitpunkt von iPSC-CMs in der Literatur, welche hiufig
zwischen Tag 25 und Tag 46 der Differenzierung elektrophysiologisch untersucht wurden
(Abilez et al. 2018; Horvath et al. 2018; Ma et al. 2011; Spencer et al. 2014; Zhang et al.
2013; Zhao et al. 2018).

4.4.3 Zeitabhingigkeit der getriggerten Calciumtransienten

Der hohere Ic,r in den alten Ctl-iPSC-CMs triggerte einen ebenfalls hoheren CaT. Die
systolische [Ca®*]; und damit auch die Amplitude des CaT waren in den alten Ctl-Zellen
(d47 — 66) im Vergleich zu den jungen Ctl-Zellen (d29 — 42) signifikant erhoht. Dagegen
war die Zeit bis zum Peak des CaT in den alten Zellen verkiirzt (vgl. Abschnitt 3.4.1). Die
kiirzere Zeit bis zum Peak in ilteren iPSC-CMs wurde auch von Lundy et al. (2013) in
hESC-CMs beobachtet. Jedoch war hier die Amplitude des CaT unverindert.

Die schnellere Ca®*-Freisetzung spricht fiir ein besser entwickeltes SR in den ilteren Zellen
(Lundy et al. 2013), was auch mit der von Ivashchenko et al. (2013) beschriebenen
erhohten Expression von SERCA2a und RyR2 mit zunehmender Kulturzeit im Einklang
steht.

4.4.4 Der L-Typ-Calciumstrom

Auf depolarisierende Spannungsspriinge zeigten sowohl die Ctl- als auch die TOF-iPSC-
CMs L-Typ-Ca’'-Strome mit einer typischen glockenférmigen Strom-Spannungs-
Beziehung. Die Form der IV-Kurve war zwischen Ctl- und TOF-Gruppe vergleichbar. Die
Mittelwerte des Ic.r. waren dagegen in den TOF-Zellen signifikant groBBer (vgl. Abschnitt
3.4.2).
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Die glockenférmige IV-Kurve ist ein Hauptmerkmal des Ic.p. (Bokenes et al. 2005). Somit
wurde bestitigt, dass sowohl Ctl- als auch TOF-PSC-CMs einen L-Typ-Ca**-Strom
exprimieren. Die Form der IV-Kurve mit Aktivierung des Ic.p. bei ca. -30 mV, einem Peak
zwischen -10 mV und +10 mV und einem Umkehrpotential von etwa +60 mV wurde so
bereits fir iPSC-CMs beschrieben (Ma et al. 2011; Zhang et al. 2013). Auch fur TOF-
Zellen ist die Expression einer glockenférmigen IV-Kurve mit den oben genannten Werten
bzgl. Aktivierung, Peak und Umkehrpotential bekannt, allerdings bisher nur in humanen
CMs (Pelzmann et al. 1998).

Die Amplitude des Ic,;. war in den TOF-Zellen im Vergleich zu den Ctl-Zellen signifikant
erhoht (-19,43 £ 2,56 pA/pF, n =23 vs. -9,88 £ 1,07 pA/pF, n = 20; p =0,0022) (vgl.
Abschnitt 3.4.2).

Pelzmann et al. (1998) untersuchten die Eigenschaften des Ic,r. in humanen CMs, die aus
OP-Priparaten von Kindern mit Fallot’scher Tetralogie stammten. Dabei mallen sie eine
Stromdichte von ca. -5,8 pA/pF (bei gleicher Temperatur und Ca* Konzentration wie in
der vorliegenden Arbeit). Folglich war der I, in den nativen TOF-Zellen im Vergleich zu
den Ctl-iPSC-CMs der vorliegenden Arbeit kleiner. Leider hatten Pelzmann et al. selbst
keine direkten Vergleichszellen, da Kardiomyozyten von gesunden Kindern nicht verfiighar
sind. Sie verglichen ihre Ergebnisse deshalb mit adulten, zumeist kranken Kardiomyozyten.
Dennoch mutmalten sie, dass die elektrophysiologischen Eigenschaften des Ic.;. durch die
Fallot’sche Tetralogie wenig beeinflusst wiirden. Damit ergibt sich eine Diskrepanz zu den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Diese kénnte dadurch zustande kommen, dass iPSC-
CMs cher fetalen als adulten CMs dhneln (Karakikes et al. 2015; Yang et al. 2014) und
Unterschiede zwischen gesunden und kranken Zellen postnatal ggf. nicht mehr
nachweisbar sind. Des Weiteren bleibt zu hinterfragen, inwiefern Kardiomyozten von

Kindern wiederum mit adulten Zellen vergleichbar sind.

Im Tiermodell fir konotrunkale Herzfehler (zu welchen auch die Fallot’sche Tetralogie
gehort) wurde ein verminderter Ic,r. in Tierembryonen nachgewiesen (Nichols und Creazzo
2005). Die Angaben, ob im Tiermodell fir postnatal korrigierte Fallot’sche Tetralogie die
Expression von L-Typ-Ca**-Kanilen downreguliert ist oder nicht, sind in der Literatur
widersprichlich (Benoist et al. 2017; Chiu et al. 2015).

In der vortliegenden Arbeit wurde erstmals ein In-vitro-iPS-Zell-Modell fir die Fallot’sche
Tetralogie untersucht, weshalb Vergleiche mit anderen Arbeiten erschwert sind. Es stellt
sich die Frage, ob Ergebnisse aus Tiermodellen mit denen von iPSC-CMs vergleichbar
sind. Zudem bleibt unklar, ob sich die Elektrophysiologie bei Fallot’scher Tetralogie
postnatal verindert und somit Ergebnisse aus TOF-Zellen bei langjdhrigem Herzversagen

mit Ergebnissen aus iPSC-CMs verglichen werden kénnen.
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4.4.5 Grolle des getriggerten systolischen Calciumtransienten

Verinderungen des CaT entstehen durch ein Ungleichgewicht des Ein- und Ausstroms von
Ca™. In der Folge kommt es auch zu Verinderungen der Kontraktilitit. Eine Verinderung
des Ca**-Einstroms wird durch eine Verinderung der [Ca*]; ausgeglichen (Eisner et al.
2017). Ein erhohter Ca**-Einstroms triggert eine groBere Ca®*-Freisetzung aus dem SR und
fihrt so zu einer grofleren Amplitude des systolischen CaT (Eisner 2014). Dieser Effekt
war auch in der vorliegenden Arbeit zu beobachten: Der héhere Ic.r. in den TOF-Zellen
triggerte einen ebenfalls hoheren CaT. Die systolische [Ca®]i und folglich auch die
Amplitude des CaT war in den TOF-Zellen erhoht (vgl. Abschnitt 3.4.2).

Fir iPSC-CMs wurden unsynchronisierte CaTs mit groleren Amplituden und schnellerem
Anstieg des CaT in der Zellperipherie im Vergleich zur zentralen Zellregion beschrieben.
Die uneinheitlichen Ca**-Dynamiken werden auf die Varibilitit im Reifungsgrad der iPSC-
CMs zurtickgefithrt. Ebenso scheinen die fehlenden T-Tubuli und damit eine schwache
Kopplung zwischen Ca’*-Einstrom durch L-Typ-Ca*-Kanile und getriggerter Ca®*-
Freisetzung tiber RyR2s aus dem SR eine Rolle zu spielen (Hoekstra et al. 2012; Yang et al.
2014). Der Verlust von T-Tubuli und damit eine Reduktion der Synchronizitit des CaT
wurden auler bei iIPSC-CMs auch bei Herzversagen gefunden (Eisner et al. 2017).

4.4.6 Die diastolische Calciumkonzentration

Es wird angenommen, dass Stérungen in der Ca**-Homoostase und eine intrazellulire
Erhohung der Ca®*-Konzentration zentrale Mechanismen auf zellulirem Level fiir die
Entwicklung von Erkrankungen sind (Matsa et al. 2014). Interessanterweise war in der
votliegenden Arbeit die diastolische [Ca®]; in den TOF-iPSC-CMs im Vergleich zu den
CtliPSC-CMs erhoht (vgl. Abschnitt 3.4.2). Die diastolische [Ca*]; wird durch eine
Kombination aus sarkolemmalen Ca®*-Flissen und SR-Ca®*-Fliissen bestimmt. Bei
schnellerer Stimulation der Zelle steigt die diastolische [Ca*];, da aufgrund der hoheren
Stimulationsrate der vorherige CaT noch nicht ganz abgefallen ist (Eisner et al. 2017). Ein
solcher Effekt ist als Erklirung fiir die erhéhte diastolische [Ca®]i in den TOF-Zellen
jedoch unwahrscheinlich, da Ctl- und TOF-iPSC-CMs mit der gleichen Frequenz stimuliert

wurden.

Fiir die Funktion des Herzens ist eine niedrige diastolische [Ca®"]; notwendig (Eisner et al.
2017). Eine erhohte diastolische [Ca*]; kann zur Entwicklung von Arrhythmien in Form
von DADs fihren (Matsa et al. 2014; Venetucci et al. 2008) (vgl. Abschnitt 4.5.4). Zudem
kann sie die Hypertrophie von Herzmuskelzellen mitbedingen (Molkentin et al. 1998).
Rechtsventrikulire Hypertrophie ist ein Hauptmerkmal der Fallot’schen Tetralogie (Herold

2016). Hier kénnte also ein pathogenetischer Zusammenhang liegen.

Die in den TOF-Zellen erhéhte diastolische [Ca*]; kénnte auf ein erhéhtes SR-Ca**-Leck
hindeuten, welches durch eine Dysfunktion von RyR2s verursacht sein konnte (Eisner

2014). Viele Studien legen nahe, dass die Offnung von RyR2s bei Herzversagen erhéht ist
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(Eisner et al. 2017). Um die Ursache der erhohten diastolischen [Ca®']; in den TOF-iPSC-
CMs genauer zu untersuchen, koénnten in einer weiteren Arbeit Ca**-Spark-Messungen
mittels konfokaler Mikroskopie durchgefiihrt werden. Ein erhéhter Ca’*-Einstrom und
eine erhohte diastolische [Ca®]; kénnen iiber eine Erhohung der Ca**-Spark-Frequenz zur

Ausbildung von Ca**-Waves und damit zu Arrhythmien fithren (Eisner 2014; Venetucci et
al. 2008).

4.4.7 Nifedipinsensitivitit des L-Typ-Calciumstroms

Bei Aufzeichnen der Strom-Spannungs-Kurve unter 1 uM und 10 uM Nifedipin zeigte sich,
dass der Ic,r. sowohl in den Ctl-iPSC-CMs (d29 — 34 und d52 — 606) als auch in den TOF-
iPSC-CMs (d30) durch Nifedipin fast vollstindig supprimierbar war. Die Supprimierung
des Ic,. durch Nifedipin fithrte zudem zu kleineren getriggerten CaT (vgl. Abschnitt 3.4.3).
Die Effekte von Nifedipin waren, wie in der Literatur beschrieben (Sheng et al. 2012),
vollstindig reversibel (Daten nicht gezeigt).

Da Nifedipin ein selektiver L-Typ-Ca®*-Kanalblocker ist, bestitigte dieses Experiment
zusammen mit der typischen glockenférmigen Strom-Spannungs-Kurve, dass der

gemessene Binwirtsstrom, tatsichlich ein L-Typ-Ca**-Strom war.

Dass iPSC-CMs einen nifedipinabhingigen Ic,r. exprimieren, wurde bereits in der Literatur
beschrieben (Ivashchenko et al. 2013; Ma et al. 2011). Auch dass Nifedipin zu kleineren
CaTs fuhrt, ist bekannt (Bekenes et al. 2005; Ivashchenko et al. 2013).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Ic,r durch 10 uM Nifedipin nicht vollstindig
blockiert. Ein Reststrom von ca. -2,5 pA/pF war sowohl bei den Ctl- als auch bei den
TOF-Zellen zu verzeichnen. Dies steht im Gegensatz zur Arbeit von Sheng et al. (2012),
welche bei einer Nifedipin-Konzentration von 10 uM eine komplette Blockierung der
Aktionspotentiale nachweisen konnten. Bei Zhao et al. (2018) blieb dagegen ebenfalls ein
Reststrom bestehen, welcher mit -3,2 £ 0,6 pA/pF (d30 —40) bzw. -4,4 £ 12 pA/pF
(d50 — 60) sogar noch etwas groler war als in der vorliegenden Arbeit. Allerdings ist hier
nicht eindeutig erkennbar, ob der Ic,r. durch Nifedipin oder Diltiazem blockiert wurde und
in welcher Konzentration der Blocker verwendet wurde. Zudem wurden die Messungen

bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Einhergehend mit einem Reststrom des Ic.i. wurden auch die CaTs in der vorliegenden
Arbeit durch Nifedipin nicht vollstindig supprimiert. Diese Beobachtung machten auch
von Bokenes et al. (2005).

Somit stellt sich die Frage, ob der verbleibende Reststrom nicht nifedipinsensitiv war und
damit z. B. auf T-Typ-Ca’*-Kanilen beruhte oder ob eine Konzentration von 10 uM
Nifedipin nicht ausreichend war, um den Ic,;. vollstindig zu blockieren. Ob iPSC-CMs T-
Typ-Ca®*-Kanile exprimieren, ist noch nicht abschlieBend geklirt (Ma et al. 2011). Dieser

Frage konnte in weiteren Arbeiten nachgegangen werden.
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4.4.8 Der Calciumgehalt des sarkoplasmatischen Retikulums

Da Verinderungen der [Ca®*]; zu Verinderungen des SR-Ca**-Gebhalts fithren (Venetucci et
al. 2008), wurde die sarkoplasmatische Ca**-Konzentration gemessen. Der Ca**-Gehalt des
SRs gilt als Hauptfaktor zur Kontrolle des freigesetzten Ca®* und bestimmt damit
malBgeblich die Amplitude des systolischen CaT. Der SR-Ca’*-Gehalt an sich wird
wiederum durch die Balance zwischen Ca®'-Aufnahme tiber die SERCA2a und den Ca**-
Ausstrom tiber RyR2s kontrolliert. Zusitzlich spielt die Ca**-Konzentration im Zytoplasma
und im SR selbst eine Rolle. Der SR-Ca**-Gehalt passt sich so an, dass in der Zelle ein
Flussgleichgewicht zwischen Ca**-Einstrom und Ca**-Ausstrom entsteht. Verinderungen
von Proteinen der Ca*-Homdoostase kénnen zu Verinderungen des Ca**-Gehalts des SRs
fithren (Eisner et al. 2017).

Interessanterweise wurde bzgl. des SR-Ca**-Gehalts kein Unterschied zwischen Ctl- und
TOF-Zellen gefunden: Sowohl die Amplitude des koffeininduzierten CaT als auch die
Ladung, welche tiber den NCX transportiert wurde, waren vergleichbar (vgl. Abschnitt
3.4.4).

In Tiermodellen sog. konotrunkaler Herzfehlern, zu welchen auch die Fallot’sche
Tetralogie zahlt, zeigte sich eine Beeintrachtigung der SR-Funktion (Vittorini et al. 2007).
Dass in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Unterschied zwischen TOF- und Ctl-
iPSC-CMs gefunden wurde, konnte daran liegen, dass eine Erhohung des Ic.i. wenig
Auswirkungen auf den SR-Ca®*-Gehalt hat. Eine erhchte Amplitude des systolischen CaT
und eine erhchte [Ca*']i (wie hier in den TOF-Zellen beobachtet) miissen, um das
Flussgleichgewicht der Zelle zu erhalten, in irgendeiner Form kompensiert werden. Dies
kann entweder durch einen erhéhten Ausstrom von Ca** tiber den NCX geschehen oder
durch eine stirkere Aktivierung der SERCA2a (vgl. Abschnitt 4.4.10) (Eisner 2014; Eisner
etal. 2017).

4.4.9 Der NCX-Strom

Der NCX-Strom gilt als Hauptgegenspieler, um den Ca®*-Einstrom durch L-Typ-Ca**-
Kanile zu balancieren. Die Amplitude des Incx ist abhingig vom Membranpotential sowie
der intrazelluliren Na*- und Ca**-Konzentration. Verinderungen der [Ca*']; kénnen somit

tber Verinderungen des Incx zu spontanen Arrhythmien fithren (Hoekstra et al. 2012).

Interessanterweise war trotz verinderter diastolischer [Ca**]; kein signifikanter Unterschied
des Incx zwischen TOF- und Ctl-iPSC-CMs festzustellen. Tendenziell war der Incx in den
TOF-Zellen etwas kleiner als in den Ct-Zellen (-0,91% 0,09 pA/pF, n=10
vs. -1,39 + 0,48 pA/pF, n = 14; p = 0, 3948 im Mann-Whitney-Test) (vgl. Abschnitt 3.4.4).
Allerdings gestaltete sich die Messung des Incx technisch schwierig, da aufgrund des sehr

kleinen Stroms, dieser oft schwer vom Hintergrundrauschen zu differenzieren war.
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Der tendenziell kleinere NCX-Strom deckt sich mit der Beobachtung, dass in adulten CMs
aus OP-Priparaten von Patienten mit Fallot’scher Tetralogie eine Downregulation des
NCX auf mRNA- und Proteinlevel beschrieben wurde. Die Ursache wird hier jedoch eher
in der chronische Hypoxie gesehen (Ghorbel et al. 2010). Inwiefern die funktionellen
Eigenschaften des NCX-Stroms in iPSC-CMs also mit adulten humanen CMs vergleichbar
sind, ist noch nicht abschlieBend geklart (Karakikes et al. 2015).

Aus induzierten pluripotenten Stammzellen gewonnene Kardiomyozyten reagieren auf die
Applikation von Koffein mit einem grof3en CaT und der Aktivierung von NCX (Zhang et
al. 2013). Dies war auch in der vorliegenden Arbeit zu beobachten. Die genaue Grof3e des
Inex vartiiert in der Literatur: Zhao et al. (2018) haben Werte von ca. -6 pA/pF fiir den Incx
gemessen (an Tag 30 bis 40 der Differenzierung). Allerdings fithrten sie ihre Messungen bei
Raumtemperatur durch. Die in der vorliegenden Arbeit gemessenen Werte
(-1,39 £ 0,48 pA/pF bei den Ctl-Zellen an Tag 29 — 42) (vgl. Abschnitt 3.4.5) decken sich
eher mit denen von Zhang et al. (2013) (-2,13 + 0,27 pA/pF). Die Autoren berichten
zudem von einer groBen Variabilitit zwischen den einzelnen Zellen in der GréBe der

koffeingetriggerten Ca”—Freisetzung.

Mit zunehmender Zellreifung war in der vorliegenden Arbeit eine Tendenz zu einem
groBBeren Incx hin zu erkennen (vgl. Abschnitt 3.4.5). Dass der Incx im Verlauf der

Zellreifung zunimmt, wurde auch von Hoekstra et al. (2012) beschrieben.

4.4.10 Die Aktivitit der SERCA2a

Aus den Abklingkonstanten des systolischen und koffeingetriggerten CaT wurde die
Aktivitit der SERCA2a berechnet. Im Herzen gilt die SERCA2a als Hauptregulator des
zytosolischen Ca®" (Vittorini et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit war ihre Aktivitit in
den TOF-Zellen im Vergleich zu den Ctl-Zellen erhoht (vgl. Abschnitt 3.4.4).

Eine Erhchung der SERCA2a-Aktivitit, z. B. durch Phosphorylierung von PLN, fihrt zu
einem erhéhten Ca’*-Gehalt des SRs (Eisner 2014). Dieser Effekt war in der vorliegenden
Arbeit jedoch nicht zu beobachten (vgl. Abschnitt 4.4.8). Der Grund hierfiir kénnte in der
erthohten Amplitude des systolischen CaT der TOF-Zellen liegen: Um das
Flussgleichgewicht der Zelle (d. h. Ca**-Einstrom = Ca**-Ausstrom) zu erhalten, wird eine
Erhohung der [Ca*]; durch eine Beschleunigung der SERCA2a und damit einem
schnelleren Abfall des CaT ausgeglichen. Andernfalls wiirde der groBere CaT zu einem
groBeren Ca**-Ausstrom fithren (Eisner et al. 2017). Ferner kann eine erhéhte Ca®'-
Aufnahme in das SR mit der Dysregulation von RyR2 verbunden sein. Dies wiederum
kann zu einem SR-Ca*"-Leck und damit in der Folge zu spiten Nachdepolarisation fithren
(Voigt et al. 2014) (vgl. Abschnitt 4.4.6, Abschnitt 4.5.4 und Abschnitt 4.7).

Des Weiteren kann die erhéhte SERCA2a-Aktivitit den Zeitverlauf von Ca**-Sparks
modulieren und zu einem schnelleren Abfall derselben fithren. Damit wird die Ausbildung

und Ausbreitung einer Ca®*-Wave und folglich die Entstehung von Arrhythmien erschwert
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(Eisner et al. 2017; Venetucci et al. 2008). Anderseits erleichtert eine erh6hte SERCA2a-
Aktivitit iiber die Erhchung des SR-Ca’*-Gehalts die Entstehung von Ca®*-Waves
(Venetucci et al. 2008). Um die Auswirkungen der erhéhten SERCAZ2a-Aktivitit in den
TOF-Zellen auf die Entstehung von Ca®*-Sparks- und -Waves genauer zu untersuchen,

wiren Messungen mittels konfokaler Mikroskopie eine gute Méglichkeit.

Im Tiermodell von korrigierter Fallot’scher Tetralogie zeigte sich eine tendenzielle
Downregulation von SERCA2a auf mRNA-Level (Charron et al. 2015). Diese Reduktion
der SERCA2a auf mRNA-Level fanden auch Wu et al. (2012) in humanen CMs von
Kindern mit Fallot’scher Tetralogie. Die Proteinmenge von SERCA2a war dagegen
unveriandert. Die Reduktion auf mRNA-Level wird hier als Biomarker fiir einen
pathologischen Prozess im frithen Stadium zyanotischer angeborener Herzfehler mit
hypertrophem rechtem Ventrikel gesehen. Im Gegensatz dazu war bei Vittorini et al.
(2007) die die Expression von SERCA2a auf mRNA-Level in humanen CMs von Kindern
mit Fallot’scher Tetralogie unverindert. Dies deuteten die Autoren als Teil eines
komplexen Mechanismus, um die intrazellulire Ca**-Reserve bei TOF zu verbessern oder
alternativ als intrinsischen Teil des kongenitalen Defekts. Fir diese beiden Hypothesen
sprechen auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. Die erhéhte SERCA2a-Aktivitit
koénnte als Mechanismus zur Kompensation der gestérten Ca* -Homdoostase in den TOF-

Zellen gesehen werden.

Bei Vergleich der jungen Ctl-Zellen mit den alten Ctl-Zellen zeigte sich eine héhere
SERCA2a-Aktivitit in den dlteren Zellen (vgl. Abschnitt 3.4.5). In der Literatur wurde
ebenfalls eine erhohte Expression von SERCA2a in iPSC-CMs ab Tag 45 der
Differenzierung beschrieben (Ivashchenko et al. 2013).

4.5 Aktionspotentialmessungen

4.5.1 Diskussion der Methodik

4.5.1.1 Allgemeines

Aktionspotentiale wurden im Current-Clamp-Modus mittels Perforated-Patch-Clamp-
Technik gemessen. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Methoden zur
AP-Messung angewandt: Einerseits die ,klassische® Version mit Stimulation tber die
Patchpipette und anderseits eine in unserer Arbeitsgruppe neu etablierten Methode, bei
welcher die Zelle iiber ein elektrisches Feld stimuliert wurde (vgl. Abschnitt 2.8). Bei beiden
Verfahren wurden die Zellen vor Messbeginn feldstimuliert und es wurden nur unter
Stimulation schlagende Zellen gepatcht, um sicher zu gehen, dass auch nicht-spontan
schlagende Zellen in der Lage waren, ein Aktionspotential auszubilden (Bett et al. 2013;
Davis et al. 2012).
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Um das RMP auf physiologischere Werte zu klemmen, wurde ggf. ein hyperpolarisierender
Strom injiziert (Jara-Avaca et al. 2017). Hierbei war die Menge des injiziierten Stroms in
Ctl- und TOF-Gruppe und bei beiden Messmethoden vergleichbar. Fur die Analyse
wurden nur Aktionspotentiale eingeschlossen, welche ein RMP von unter -60 mV und
einen Peak von iber O mV hatten. Damit sollte eine bessere Vergleichbarkeit der

Messungen untereinander und eine physiologischere AP-Form erreicht werden.

4.5.1.2 Der Perforated-Patch

Der Vorteil von Perforated-Patch-Clamp-Experimenten gegentiber der Whole-Cell-
Konfiguration liegt darin, dass ein Verlust intrazellulirer Substanzen vermieden wird bzw.
nur sehr wenige Ionen zwischen Pipette und Zytoplasma ausgetauscht werden. Zelldialyse
wird so minimiert, es kommt weniger zum sog. Rundown von Kanilen und das
Aktionspotential wird stabilisiert. Insgesamt dhneln die experimentellen Bedingungen somit
cher physiologischen Bedingungen (Hoekstra et al. 2012; Ma et al. 2011; Numberger und
Draguhn 1996).

4.5.1.3 Die beiden Messmethoden

Bei klassischen Aktionspotentialmessungen im Current-Clamp-Modus wird ein kleiner
Strom (ca. 400 — 600 pA) tber die Patchpipette in die Zelle injiziert. Dieser 16st ein
Aktionspotential aus, welches wiederum zur Kontraktion der Zelle fihrt (Bokenes et al.
2005; Meijer van Putten et al. 2015).

Die Stimulation von Kardiomyozyten tiber ein elektrisches Feld ist ebenfalls eine etablierte
Methode, um durch die Depolarisation der Zellmembran ein Aktionspotential auszulésen.
Allerdings fihrt diese Methode zur raumlich unterschiedlichen Polarisation der Membran,
je nach Ausrichtung der Zelle im elektrischen Feld. Damit kommt es zu einem nicht
einheitlichen lonenfluss. Auf der anderen Seite reduziert eine externe Stimulation der
Zellen die Variabiltit der elektrischen Aktivitit (Bett et al. 2013; Bokenes et al. 2005; Cheng
et al. 1999; de Boer et al. 2010).

In Hinblick auf den direkten Vergleich der beiden Messmethoden existiert bisher nur sehr
wenig Literatur. Deshalb wurden einige TOF-iPSC-CMs doppelt gemessen — erst
klassisch®, dann mittels Feldstimulation. Es konnten keine Unterschiede im RMP, in der
APA und in der APD festgestellt werden (vgl. Abschnitt 3.5.1). Folglich wurden alle AP-

Messungen gesammelt ausgewertet.

Bokenes et al. (2005) untersuchten den Kontraktionsmechanismus bei Feldstimulation im
Vergleich zur Stimulation tber die Patchpipette. Dabei fanden sie ebenfalls ein
vergleichbares diastolisches Membranpotential. Allerdings war der Peak des APs bei den
feldstimulierten Zellen verspitet und niedriger, woraus die Autoren schlossen, dass bei
Stimulation tber ein elektrisches Feld die Depolarisation der Zelle nicht durch Offnung

von Na‘-Kanilen, sondern durch eine direkte Aktivierung von L-Typ-Ca**-Kanilen oder
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durch  den  NCX-Strom im  rickwirtsgerichteten =~ Modus  erfolgt.  Die
Kontraktionscharakteristika sind somit abhingig von der Stimulationsmethode und ggf.
unterscheidet sich der relative Beitrag der involvierten Ionenstrome. Leider finden sich in
dieser Studie keine Angaben zur APD. Der erniedrigte Peak widerspricht den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit, in welcher kein Unterschied in der Ampliutde des APs festgestellt
wurde. Zu beachten ist, dass Beokenes et al. Kardiomyozyten von Ratten mithilfe von
Impalement-Messungen untersucht haben. Somit ist fraglich, inwiefern sich ihre
Ergebnisse mit denen der vorliegenden Arbeit (IPSC-CMs und Perforated-Patch-Clamp-

Experimente) tiberhaupt vergleichen lassen.

4.5.1.4 Probleme bei Aktionspotentialmessungen in aus induzierten pluripotenten

Stammzellen gewonnenen Kardiomyozyten

Ein bekanntes Problem bei AP-Messungen in iPSC-CMs ist der fehlende oder stark
reduzierte Ixi;. Dadurch haben iPSC-CMs ein relativ positives RMP und ein groBeres
arrhythmogenes Potential. Die AP-Konfiguration von iPSC-CMs unterscheidet sich von
der humaner nativen CMs und hat eine hohe interzellulire Variabilitit. Diesem Problem
kann durch dynamische Patch-Clamp-Experimente mittels Injektion von Ixi oder durch
Uberexpression von Untereinheiten des Ixi begegnet werden (Bett et al. 2013; Meijer van
Putten et al. 2015; Vaidyanathan et al. 2016; Verkerk et al. 2017). In der vorliegenden
Arbeit wurde keine Anpassung des Ik vorgenommen. Dadurch kam es zu einer hohen
Variabilitit der AP-Parameter, weshalb Unterschiede zwischen Ctl- und TOF-Gruppe nicht
sicher auf das Krankheitsbild der Fallot’schen Tetralogie zuriickzufihren sind, sondern ggf.

auch durch die Methodik bedingt sein konnten.

Des Weiteren ist zu bedenken, dass iPSC-CMs aufgrund ihrer geringen Grof3e eine kleine
Membrankapazitit haben und damit die Bestimmung des Membranpotentials mit
methodischen Problemen assoziiert ist. Die Verldsslichkeit von Patch-Clamp-
Experimenten ist abhingig vom Abdichtungswiderstand, denn Leckstrome reduzieren die
tatsichliche Membranspannung. Dieses Problem wird durch die kleine Zellgréfle von
iPSC-CMs verstirkt. Damit stellt sich die Frage, ob AP-Messungen an isolierten Zellen
mithilfe der Patch-Clamp-Technik nicht per se einen systematischen Fehler nach sich
ziehen. Verlisslichere Daten kénnen mit scharfen Mikroelektroden an intaktem Gewebe

erzielt werden (Horvath et al. 2018).

4.5.2 Aktionspotentialparameter der Kontrollzellen

4.5.2.1 Das Ruhemembranpotential

Das RMP lag sowohl bei den jungen (d30 — 42) als auch bei den alten (d72 — 73) Ctl-iPSC-
CMs bei durchschnittlich ca. -72 mV (vgl. Abschnitt 3.5.2). In der Literatur wird fiir iPSC-
CMs ein im Vergleich zu humanen adulten CMs depolarisiertes RMP beschrieben.
Allerdings besteht eine sehr gro3e Variabilitit der Werte — von ca. -40 mV bis ca. -75 mV.
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In den meisten Arbeiten liegt das RMP um die -64 mV (Abilez et al. 2018; Bett et al. 2013;
Davis et al. 2012; Hoekstra et al. 2012; Horvath et al. 2018; Jara-Avaca et al. 2017; Ma et al.
2011; Meijer van Putten et al. 2015; Karakikes et al. 2015; Priori et al. 2013; Spencer et al.
2014; Vaidyanathan et al. 2016; Verkerk et al. 2017).

Zu beachten ist, dass in der vorliegenden Arbeit ein hyperpolarisierender Strom tber die
Patch-Pipette injiziert wurde, um das RMP auf physiologischere Werte von unter -60 mV
zu klemmen. Damit ist ein Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit Arbeiten, in denen
das RMP nicht angepasst wurde, schwierig. Die Menge des injiziierten Stroms war bei
jungen und alten Ctl-Zellen gleich (ca. -0,2 nA/pF) (vgl. Abschnitt 3.5.23.5).

Vor der Injektion des hyperpolarisierenden Stroms lag das RMP der Ctl-iPSC-CMs (d30 —
73) bei ca. -46 mV (Daten nicht gezeigt). Interessanterweise war das RMP in nicht-spontan
schlagenden Zellen tendenziell etwas negativer als in spontan-schlagenden iPSC-CMs
(ca. -51 mV vs. ca. -“43 mV; p = 0,1297; Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtung wurde
auch von Hoekestra et al. (2012) gemacht.

Ein Unterschied im RMP von jungen und alten Ctl-iPSC-CMs vor der Injektion eines
hyperpolarisierenden Stroms bestand nicht (Daten nicht gezeigt). Somit ergab sich keine
Zeitabhingigkeit des RMPs. In der Literatur existieren unterschiedliche Angaben dartber,
ob das RMP mit zunehmender Zellreife negativer wird oder nicht (Ben-Ari et al. 2016;
Lundy et al. 2013; Yang et al. 2014).

Es ist bekannt, dass Patch-Clamp-Experimente bei iPSC-CMs das wahre RMP
unterschitzen. Um eine verldsslichere Aussage tiber das RMP zu erhalten, sind Messungen

mithilfe scharfer Mikroelektroden besser geeignet (Horvath et al. 2018).

4.5.2.2 Die Aktionspotentialamplitude

Die APA war zwischen jungen (d30 — 42) und alten (d72 — 73) Ctl-iIPSC-CMs vergleichbar
(ca. 100 mV bzw. ca. +114 mV) (vgl. Abschnitt 3.5.2). Die Grof3e der APA deckt sich mit
den in der Literatur fir Aktionspotentiale von iPSC-CMs beschriebenen Werten (Ben-Ari
et al. 2016; Davis et al. 2012; Hoekstra et al. 2012; Lundy et al. 2013; Ma et al. 2011;
Verkerk et al. 2017). Jedoch ist auch hier eine gewisse Heterogenitit der Messwerte zu
beobachten (Priori et al. 2013). Andere Arbeitsgruppen wiederum fanden eine kleinere
APA von ca. +73 — +90 mV (Bett et al. 2013; Meijer van Putten et al. 2015; Hoekstra et al.
2012).

Der Unterschied in der APA der jungen Ctl-Zellen im Vergleich zu den alten Ctl-Zellen
(ca. +100 mV vs. ca. +114 mV) war in der vorliegenden Arbeit nicht signifikant. Ob sich
die APA mit zunehmender Reifung der Zelle verindert, wird in der Literatur kontrovers
diskutiert: Zhao et al. (2018) stellten keine Zeitabhingigkeit der AP-Parameter fest.
Dagegen ergaben die Untersuchungen anderer Autoren, dass die APA mit zunehmendem
Alter der Zelle groBBer wird (Ben-Ari et al. 2016; Lundy et al. 2013; Yang et al. 2014). Eine
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minimale Tendenz, dass die APA mit der Zellreife zunimmt, war auch in der vorliegenden

Arbeit zu sehen.

4.5.2.3 Die Aktionspotentialdauer

Die APD war in den alten (d72 - 73) Ctl-iPSC-CMs signifikant kiirzer als in den jungen Ctl-
iPSC-CMs (d30 —42) (APD2: 19,07 £544ms, n=06 vs. 67,43+ 11,86 ms, n=12;
p = 0,0305 im Mann-Whitney-Test; APDs: 43,93 £ 8,69 ms, n = 6 vs. 113,78 * 16,90 ms,
n=12; p=0,0320 im Mann-Whitney-Test; APDq: 120,30 £ 16,08 ms, n=06 vs.
299,74 + 43,76 ms, n = 12; p = 0,0135 im Mann-Whitney-Test) (vgl. Abschnitt 3.5.3.1). In
der Literatur findet sich eine sehr gro3e Streubreite der APD in iPSC-CMs: Fur die APD2y
werden Werte von ca. 50 — 90 ms beschrieben, fiir die APDsy von 89 — 181 ms und fir die
APDygy von 119 — 967 ms (Bett et al. 2013; Davis et al. 2012; Horvath et al. 2018; Lundy et
al. 2013; Meijer van Putten et al. 2015; Spencer et al. 2014; Vaidyanathan et al. 2016;
Verkerk et al. 2017). Leider ist nicht immer eindeutig dokumentiert, an welchem Tag der

Differenzierung die Messungen durchgefithrt wurden.

In der vorliegenden Arbeit konnte bei den Ctl-iPSC-CMs eine Zeitabhingigkeit der APD
festgestellt werden. Dies widerspricht der Literatur, wo diese Zeitabhingigkeit nicht
beschrieben ist (Lundy et al. 2013; Zhao et al. 2018). Die kiirzere APD in den alteren Ctl-
Zellen, verglichen mit den jungeren Ctl-Zellen, steht zudem im Widerspruch zu dem
groBBeren Ic,p. der alten Ctl-iPSC-CMs im Vergleich zu den jungen Ctl-iPSC-CMs (vgl.
Abschnitt 3.4.1). Eventuell liegt hier eine Verfilschung der Ergebnisse der APD aufgrund
der kleinen n-Zahl der alten Ctl-Zellen (n = 6) vor. Insbesondere, da in den TOF-Zellen,
fiir welche hohere n-Zahlen verfiighar waren, keine Zeitabhingigkeit der APD beobachtet
wurde. Des Weiteren zeigte die Berechnung der Repolarisationsfraktion keinen
Unterschied zwischen jungen und alten Ctl-iPSC-CMs. Mit ca. 0,6 ist die RF in der
vorliegenden Arbeit jedoch héher als die von Horvath et al. (2018) berechnete RF fiir
iPSC-CMs. Doch auch hier beschrieben die Autoren eine grole Uberlappung der RF in
iPSC-CMs.

Nichtsdestotrotz fanden Ben-Ari et al. (2010) eine starke Variation der APD im Verlauf der
Zeit: An Tag 57 — 70 der Differenzierung nahm die APD im Vergleich zu Tag 25 — 56 ab.
Ab Tag 71 stieg sie dann wieder. Ob in der vorliegenden Arbeit also eine Verfilschung der
Ergebnisse oder ein tatsichlich signifikanter Effekt vorlag, misste in weiteren

Experimenten genauer untersucht werden.

4.5.2.4 Fazit

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die AP-Parameter fur iPSC-CMs in der Literatur
sehr stark variieren, insbesondere die APD. Diese wird durch viele Faktoren beeinflusst,
wie z.B. Differenzierungsprotokolle, Kulturbedingungen, Zelldichte, Zeitpunkt der
Messungen bzw. Zellreife sowie experimentelle Bedingungen (Messtemperatur, Perforated-

vs.  Whole-cell-Patch-Clamp-Technik, spontanschlagende vs. getriggerte  Zellen,
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Stimulationsfrequenz, etc.) (Hoekstra et al. 2012; Itzhaki et al. 2011; Jara-Avaca et al. 2017;
Karakikes et al. 2015; Sheng et al. 2012; Vaidyanathan et al. 2016; Verkerk et al. 2017).
Folglich ist die quantitative Analyse der Aktionspotentiale von iPSC-CMs limitiert, da v. a.
die spontane Aktivitit der Zellen zu Variabilitit und potentiell anormalem Verhalten der
AP-Parameter fihrt (Bett et al. 2013). Zudem stellt sich die Frage, inwiefern Ergebnisse

verschiedener Arbeitsgruppen miteinander vergleichbar sind (Priori et al. 2013).

4.5.3 Unterschiede zwischen Kontroll- und TOF-Zellen

Das RMP war in den jungen TOF-iIPSC-CMs (d33 — 36) etwas negativer als in den jungen
Ctl-iPSC-CMs (d30 — 42), wobei auch etwas mehr hyperpolarisierender Strom in die TOF-
Zellen injiziert wurde. Bei den ilteren Zellen zeigte sich kein Unterschied im RMP
zwischen Ctl- und TOF-Zellen (vgl. Abschnitt 3.5.2). Letzteres deckt sich mit Ergebnissen
aus dem Tiermodell (Lambert et al. 2010).

Die APA war sowohl bei den jungen (d30 —42) als auch bei den alten (d63 — 76) iPSC-
CMs zwischen TOF- und Ctl-Gruppe vergleichbar (vgl. Abschnitt 3.5.2). Im
Schweinemodell fir korrigierte Fallot’sche Tetralogie fand sich dagegen eine gréBere APA
in der rTOF-Gruppe im Vergleich zur Ctl-Gruppe (Lambert et al. 2010). Die APA in der
vorliegenden Arbeit (durchschnittlich ca. +107 mV) entspricht in etwa den Werten aus
Kardiomyozyten von Kindern mit Fallot’scher Tetralogie (ca. +113 mV bzw. +110 mV)
(Pelzmann et al. 1998; Schaffer et al. 1999).

Bei Vergleich der jungen TOF-iPSC-CMs (d33 —36) mit den jungen Ctl-iPSC-CMs (d30 —
42) zeigte sich eine kiirzere APD in den TOF-Zellen. Dagegen war bei Vergleich der alten
TOF-Zellen (d63 — 76) mit den alten Ctl-Zellen (d72 — 73) die APD in der TOF-Gruppe
tendenziell linger als in der Ctl-Gruppe (vgl. Abschnitt 3.5.2). Ob dieser Unterschied
zwischen jungen und alten Zellen durch eine verinderte Zellreifung in den TOF-Zellen im
Vergleich zu den Ctl-Zellen oder durch einen methodischen Messfehler (vgl. Abschnitt
4.5.1 und Abschnitt 4.5.2) zustande kam, kann an dieser Stelle nicht abschlieBend geklart

werden.

In der Literatur finden sich ebenfalls unterschiedliche Aussagen, inwiefern die APD bei
Fallot’scher Tetralogie verindert ist: Benoist et al. (2017) erthoben im Schweinemodell fur
korrigierte Fallot’sche Tetralogie sowohl verlingerte als auch verkiirzte APDs, abhingig
von der Lokalisation der gemessenen Zelle (Epikard vs. Endokard). Insgesamt zeigte sich
eine Heterogenitit der APD. In einem anderen rTOF-Schweinemodell fand sich ebenfalls

eine verlingerte sowie heterogene APDyy (Lambert et al. 2010).

Uber Verinderungen der APD in humanen adulten TOF-CMs ist wenig bekannt: Die
APDyy war in CMs von Kindern mit Fallot’scher Tetralogie deutlich linger (ca. 850 ms
bzw. 790 ms) als in der vorliegenden Arbeit (ca. 170 — 180 ms). Leider fehlte in den
entsprechenden Arbeiten eine direkte Kontrollgruppe (Pelzmann et al. 1998; Schaffer et al.
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1999). Zudem stellt sich die Frage, ob Ergebnisse von humanen CMs iiberhaupt mit denen
von iPSC-CMs vergleichbar sind.

Interessanterweise war sowohl bei den jungen als auch bei den alten iPSC-CMs die RF in
der TOF-Gruppe signifikant (junge Zellen) bzw. tendenziell (alte Zellen) kirzer. Bei
Auftragung der RF gegen das RMP war jedoch weder bei den jungen noch bei den alten
Zellen eine Unterscheidung in Ctl- und TOF-iPSC-CMs moglich (vgl. Abschnitt 3.5.2).
Deshalb sind die Ergebnisse der Aktionspotentialmessungen in Hinblick auf die APD nicht

eindeutig und sollten sehr vorsichtig interpretiert werden.

4.5.4 Spite Nachdepolarisationen bzw. spontane elektrische Aktivitat

Insgesamt 55 % der TOF-iIPSC-CMs waren anfillig fir DADs bzw. SEA. In den Ctl-iPSC-
CMs zeigte keine der gemessenen Zellen solche Auffilligkeiten (vgl. Abschnitt 3.5.4).

Es ist bekannt, dass TOF-Patienten im Langzeitverlauf hiufig unter der Entwicklung von
Herzrhythmusstérungen leiden (Gatzoulis et al. 2000). Auch im Tiermodell von korrigierter
Fallot’scher Tetralogie zeigten die Zellen arrhythmische FEreignisse (ventrikulire
Tachykardien, Kammerflimmern, plétzlicher Herztod). Als Ursache nannten die Autoren
ein proarrhyhtmogenes Remodelling des rechten und linken Ventrikels (Benoist et al. 2017;
Chiu et al. 2015; Dubes et al. 2018). In humanen CMs von Kindern mit Fallot’scher
Tetralogie fanden sich in 16 — 33 % der Zellen frithe Nachdepolarisationen, welche auf
eine verlingerte APD und einen tber einen breiten Spannungsumfang hinweg aktiven Ic,.

(sog. calcium window current) zurickfihren waren (Pelzmann et al. 1998; Schaffer et al. 1999).

Die Beobachtung, dass TOF-iPSC-CMs ebenfalls ein arrhythmogenes Potential besitzen,
spricht dafiir, dass die Arrhythmogenese bei Fallot’scher Tetralogie nicht nur durch
strukturelle Verinderungen des Herzens wie z. B. OP-Narben (Bouzas et al. 2005; Blum et
al. 2016; Chiu et al. 2015) bedingt ist, sondern zusitzlich intrinsisch gesteuert wird. Es ist
bekannt, dass arrhythmogene Substrate auch genetische Ursachen haben kénnen (Thomas
et al. 2019) und dass OP-unabhingige Faktoren eine Rolle beim Remodelling und der
Arrhythmogenese spielen konnen (Benoist et al. 2017).

Dennoch ist zu beachten, dass eine abnormale Automatizitit auch durch ein instabiles
RMP zustande kommen kann (Thomas et al. 2019). Der reduzierte Ixi bzw. der
prominente If in iPSC-CMs (Vaidyanathan et al. 2016) stellen somit an sich ein Risiko fiir
arthythmische Ereignisse dar (Schaffer et al. 1999). Allerdings fallt auf, dass DADs bzw.
SEAs in der vorliegenden Arbeit nur in der TOF-Gruppe auftraten. Nichtsdestotrotz sind
aufgrund des nicht-physiologischen Aktionspotentials der iPSC-CMs Vorhersagen bzgl. des
arrhythmischen Verhaltens der Zellen schwierig (Bett et al. 2013).
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4.6 Limitationen der vorliegenden Arbeit

Die Hauptlimitation der vorliegenden Arbeit besteht darin, dass nur iPSC-CMs eines
einzigen TOF-Patienten und dessen gesunden Vaters als Kontrolle untersucht wurden. Um
eine definitive Aussage treffen zu konnen, ob die Ergebnisse dieser Arbeit fir die
Fallot’sche Tetralogie im Allgemeinen gelten oder nur spezifisch fiir den untersuchten
Patienten, misste ein groBeres Patientenkollektiv untersucht werden. Auch eine gréBere

Ctl-Gruppe wiirde die Validitat der Ergebnisse erhchen.

Zudem ist bekannt, dass unterschiedliche Zelllinien, Kulturbedingungen, Messprotokolle,
usw. die elektrophysiologischen Eigenschaften von iPSC-CMs beeinflussen. Folglich wird

der Vergleich mit Studien anderer Arbeitsgruppen erschwert.

AuBerdem stellt sich die Frage, ob Ergebnisse eines In-vitro-iPS-Zell-Modells in adulten
humanen CMs reproduzierbar sind. Dies kénnte aufgrund der Unreife der iPSC-CMs und
der Komplexitit des menschlichen Herzens schwierig sein. Folglich ist nicht eindeutig zu
sagen, ob die beobachteten elektrophysiologischen Verinderungen Folgen der Fallot’schen
Tetralogie sind, die lebenslang bestehen bleiben oder nur vortibergehend zu einem

gewissen Zeitpunkt der Entwicklung der Kardiomyozyten auftreten (vgl. Schaffer et al.
1999).

4.7  Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein iPS-Zell-Modell genutzt, um die Fallot’sche
Tetralogie zn vitro zu modellieren. Es konnte eine verdnderte zellulire Elektrophysiologie
und verinderte Ca’-Homoostase in aus induzierten pluripotenten Stammzellen
gewonnenen Kardiomyozyten von einem Patienten mit Fallot’scher Tetralogie gezeigt
werden.  Eine gestorte Ca**-Homdostase gilt als die Hauptursache  fiir
elektrophysiologisches Remodelling, welches wiederum zu Arrhythmien fithren kann
(Eisner 2014).

Der L-Typ-Ca*-Strom war in den TOF-PSC-CMs im Vergleich zu den Ctl-iPSC-CMs
signifikant erhéht. Damit triggerte er einen ebenfalls gréBeren systolischen CaT. Zudem
konnte der verdnderte Ic.p. zu einer Verdnderung der APD in den TOF-Zellen beitragen.
Wenn der Einstrom von Ca®' in die Zelle erhoht ist, wird dies durch einen erhéhten Ca*'-
Ausstrom wihrend des systolischen CaT und einer zusitzlichen Ca® -Freisetzung wihrend
spater Nachdepolarisation ausgeglichen (Venetucci et al. 2008). Solche DADs bzw.
spontane elektrische Aktivitit waren in ca. 55 % der TOF-iPSC-CMs zu beobachten.

Die erhéhte diastolische Ca**-Freisetzung in den TOF-iPSC-CMs konnte auf ein erhéhtes
SR-Ca®*-Leck zuriickzufithren sein. Es wird davon ausgegangen, dass das iiberschiissige
Ca* durch den NCX aus dem Zytosol entfernt wird. Der NCX transportiert im Austausch
fir ein Ca*-lon drei Na'-lonen in die Zelle. Dieser elektrogene Prozess kann zur

Ausbildung eines depolarisierenden Einwirtsstroms fiihren. Solche zelluliren spiten
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Nachdepolarisationen kénnen, wenn sie einen gewissen Schwellenwert tiberschreiten, zur
Ausbildung von Aktionspotentialen fiihren. Damit kénnen sie zu ektoper Aktivitat und der
Entwicklung von Arrhythmien bei Patienten mit Fallot’scher Tetralogie beitragen (Eisner
2014; Eisner et al. 2017; Thomas et al. 2019; Venetucci et al. 2008).

Der sarkoplasmatische Ca*"-Gehalt war in den TOF-iPSC-CMs im Vergleich zu den Ctl-
iIPSC-CMs interessanterweise nicht verdndert. Dies konnte an der erhShten Aktivitit der
SERCA2a in den TOF-iPSC-CMs liegen, welche ggf. Teil eines komplexen
Kompensationsmechanismus ist, um das Flussgleichgewicht der Ca**-Stréme in den TOF-
Zellen zu erhalten (Eisner et al. 2017; Venetucci et al. 2008).

Im Allgemeinen trigt die vorliegende Arbeit zur elektrophysiologischen Charakterisierung
von iPSC-CMs bei.

4.8 Ausblick

Fir die vorliegende Arbeit wurden in der Arbeitsgruppe Molekulare Pharmakologie des
Instituts fir Pharmakologie und Toxikologie der Universistitsmedizin Gottingen unter der
Leitung von Prof. Dr. med. N. Voigt neue Methoden etabliert, um iPSC-CMs
elektrophysiologisch mittels Patch-Clamp-Technik zu untersuchen (parallele Messung des
Icar. und der korrespondierenden CaT, Aktionspotentialmessungen mithilfe elektrischer
Feldstimulation). Diese Methoden kénnen auch in Zukunft von Mitarbeiter*innen und

Doktorand*innen unserer Arbeitsgruppe genutzt werden.

Die vorliegende Arbeit konnte eine verinderte zellulire Elektrophysiologie und eine
gestorte Ca**-Homoostase mit Ausbildung von DADs bzw. spontaner elektrische Aktivitit
in iPSC-CMs eines TOF-Patienten zeigen. Um die Ursache der erhShten diastolischen
Ca*-Konzentration und den Beitrag von Ca**-Sparks und -Waves an der Entstehung der
DADs genauer zu untersuchen, koénnten in einem Folgeprojekt Messungen mittels

konfokaler Mikroskopie durchgefithrt werden.

Die Untersuchung von iPSC-CMs weiterer Patienten mit Fallot’scher Tetralogie und
gesunder Ctl-Individuen ist sicherlich notwendig, um die Ergebnisse der vorliegenden

Arbeit zu validieren.

Des Weiteren wire es interessant, ein 3D-Modell fur iPSC-CMs von Patienten mit
Fallot’scher Tetralogie zu entwickeln. Im 3D-Modell kultivierte iPSC-CMs sind reifer und
wurden damit den Phinotyp der Erkrankung noch besser rekapitulieren. Zudem wiren
Aktionspotentialmessungen mittels scharfer Mikroelektroden am 3D-Modell moglich, was
die Aussagekraft der AP-Messungen erhéhen wiirde (Horvath et al. 2018).

AuBlerdem ist zu beachten, dass postnatal in TOF-Patienten Zyanose und Hypertrophie die
Genexpression von Proteinen der Ca**-Homdostase beeinflussen (Schaffer et al. 1999;
Vittorini et al. 2007). Neue Wege zu finden, diese Faktoren 7z vitro zu modellieren, stellen

weitere spannende Projekte dar.
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Letztendlich trigt ein besseres Verstindnis von Pathomechanismen, welche der
Fallot’schen Tetralogie unterliegen, dazu bei, neue spezifische und personalisierte
Therapien entwickeln zu kénnen (Thomas et al. 2019). Die grundlegende Charakterisierung
von iPSC-CMs ist dabet ein erster wichtiger Schritt.
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5  Zusammenfassung

Die Fallot’sche Tetralogie (Tetralogy of Fallot, TOF) ist der hiufigste kongenitale zyanotische
Herzfehler und viele Patienten entwickeln im Verlauf Herzrhythmusstérungen. Um
zellulire elektrophysiologische Mechanismen und Verinderungen der Ca**-Homdostase,
die zur Arrhythmogenese beitragen konnten, zu identifizieren, wurden aus induzierten
pluripotenten Stammzellen gewonnene Kardiomyozyten (induced-pluripotent stem cell derived
cardiomyocytes, iIPSC-CMs) eines Patienten mit Fallot’scher Tetralogie untersucht. Als

Kontrollgruppe dienten iPSC-CMs des gesunden Vaters des Patienten.

Messungen des L-Typ-Ca**-Stroms (Ic.1) wurden mittels Whole-Cell-Patch-Clamp-Technik
im Voltage-Clamp-Modus durchgefithrt. Simultan wurde der korrespondierende Ca®'-
Transient mittels Epifluoreszenz (Fluo-3 als Ca**-Indikator) aufgezeichnet. Des Weiteren
wurde die Strom-Spannungs-Kurve des Ic.r. und seine Supprimierbarkeit durch Nifedipin
(1 uM und 10 uM) untersucht.

Der Ca*"-Gehalt des sarkoplasmatischen Retikulums wurde mithilfe von 10 mM Koffein
bestimmt. AuBerdem wurde die Aktivitit der Ca®"-ATPase des sarkoplasmatischen
Retikulums  (sacroplasmic  reticulum  caleinm ATPase, SERCA2a, Isoform des Herzens)

berechnet.

Ferner wurden Aktionspotentialmessungen mittels Perforated-Patch-Clamp-Technik im
Current-Clamp-Modus durchgefiihrt. Hierfur erfolgte vor der Messung die Stimulation

tber ein elektrisches Feld. Nur schlagende Zellen wurden untersucht.
Alle Experimente wurden bei 37 °C durchgefiihrt.

Sowohl die Kontroll- als auch die TOF-iPSC-CMs zeigten einen Nifedipin-sensitiven Ic,.
mit typischer glockenférmiger Strom-Spannungs-Beziehung. Die Spannungsabhingigkeit

des Einwirtsstroms war in beiden Gruppen vergleichbar.

In den Kontrollzellen fiel eine Zeitabhingigkeit des Ic,;. auf: Altere Zellen (Tag 47 — 66 der
Differenzierung) exprimierten im Vergleich zu jingeren Zellen (Tag 29 —42) einen
grofBeren Strom mit einer héheren Varianz der Stromdichte. Deshalb wurden fir weitere

Experimente nur junge Zellen (Tag 27 — 42) verwendet.

Die Amplitude des Ic,r. war in den TOF-iIPSC-CMs im Vergleich zu den Kontroll-iPSC-
CMs signifikant erh6ht. Der groBlere Ic.. triggerte einen ebenfalls groBeren systolischen
Ca**-Transienten. Auch die diastolische Ca*'-Konzentration war in den TOF-Zellen

signifikant héher.

Uberraschenderweise war der Ca>*-Gehalt des sarkoplasmatischen Retikulums in den TOF-
Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen nicht verindert. Auch die Abklingphase des

koffeingetriggerten Ca’*-Transienten, welche v.a. auf den Na'-Ca’*-Austauscher
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zurickzufihren ist, war in beiden Gruppen vergleichbar. Dagegen war die Aktivitit der
SERCAZ2a in den TOF-iPSC-CMs im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht.

In den jungen TOF-Zellen (Tag 33 — 36) war die Aktionspotentialdauer im Vergleich zu
den jungen Kontrollzellen (Tag 30—42) verkiirzt. Im Gegensatz dazu war die
Aktionspotentialdauer bei den élteren Zellen (Tag 63 — 76) in der TOF-Gruppe tendenziell
linger. Das Ruhemembranpotential und die Aktionspotentialamplitude waren in jungen
und alten Zellen vergleichbar. Bei der Berechnung der Repolarisationsfraktion und
Betrachtung ihrer Abhingigkeit vom Ruhemembranpotential konnten Ctl- und TOF-
Gruppe nicht eindeutig voneinander unterschieden werden. Interessanterweise zeigten ca.
55 % der TOF-Zellen spontane Membrandepolarisationen, wohingegen solche Ereignisse

in den Kontrollzellen nicht auftraten.

Zu beachten ist, dass iPSC-CMs unreife Zellen sind und ihre elektrophysiologischen
Eigenschaften stark von Kultur- und Messbedingungen abhingen. Die Zeitabhingigkeit
des Ic in den Kontrollzellen mit grofleren Stromdichten in dlteren Zellen ist

héchstwahrscheinlich auf eine fortgeschrittene Zellreifung zurtickzuftihren.

Der in den TOF-iPSC-CMs im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéhte Ic.;. triggerte einen
groBeren systolischen Ca**-Transienten. Die erhchte diastolische Ca**-Konzentration
kénnte auf ein Ca’*-Leck der Ryanodinrezeptoren zuriickzufithren sein und zu
Membrandepolarisationen fiihren, wenn das iiberschiissige Ca®* durch den Na'-Ca*"-
Austauscher aus der Zelle transportiert wird. Die groB3ere Anfilligkeit der TOF-Zellen fiir
spontane Membrandepolarisationen kann zur Entwicklung ektoper Aktivitit und kardialer

Arrhythmien in Patienten mit Fallot’scher Tetralogie beitragen.

Die erhohte Aktivitat der SERCA2a in den TOF-iPSC-CMs konnte Teil eines
Mechanismus zur Kompensation der hoheren diastolische Ca*"-Konzentration sein, sodass
das Ca%—Flussgleichgewicht der Zelle bestehen bleibt und die gestorte Ca*-Homoostase in

den TOF-Zellen teilweise korrigiert wird.

Aktionspotentialmessungen in isolierten iPSC-CMs mittels Perforated-Patch-Clamp-
Technik sind potentiell anfillig fiir methodische Fehler. Deshalb sollten die Ergebnisse der

Aktionspotentialmessungen mit Vorsicht interpretiert werden.

Insgesamt trigt die vorliegende Arbeit zur allgemeinen elektrophysiologischen

Charakterisierung von iPSC-CMs bei.
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