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Einleitung 1

1 Einleitung

Das menschliche Herz ist das erste Organ, welches sich bereits drei Wochen nach der
Befruchtung wihrend der Gastrulation entwickelt. Nach einigen Tagen beginnt das
rudimentire Organ zu kontrahieren (Moorman et al. 2003). Die Grundlage einer
kontrollierten Herzaktion ist die elektrische Erregung, welche in eine mechanische
Kontraktion tibersetzt wird. Dies nennt man elektromechanische Kopplung, oder auch
Erregungs-Kontraktions-Kopplung. Weiterhin bedarf es eines koordinierten Kontraktions-

Relaxations-Rhythmus.

Krankheiten wie die dilatative Kardiomyopathie (DCM), die zu den hiufigsten
Kardiomyopathien zihlt, koénnen diese elektromechanische Kopplung bzw. die
Koordination aus Kontraktion und Relaxation stéren und somit einerseits zu einem
progredienten Pumpversagen und andererseits zu potenziell lebensgefihtlichen Arrhythmien
fihren. Kalzium spielt dabei die wesentliche Rolle in der elektromechanischen Kopplung,
weshalb eine gestorte intrazellulire Ca®*-Homdostase bei der Entstehung von Arrhythmien
als ein entscheidender pathogener Mechanismus angenommen wird (Ter Keurs und Boyden
2007). In diesem Kontext wird auch bei der DCM davon ausgegangen, dass eine gestorte
intrazellulire Ca**-Homoostase zur Entstehung von gefihrlichen Arrhythmien beitrigt (Liu
et al. 2015; Landstrom et al. 2017). Die genauen zu Grunde liegenden Mechanismen sind

jedoch bisher nur unzureichend verstanden.

Die folgenden Abschnitte sollen eine Einfiihrung in die elektromechanische Physiologie der
Herzmuskelzelle geben. Zudem soll die Rolle des Kalziums und der Ca®*-Pufferung,
insbesondere deren Finfluss auf Arrhythmien, erldutert und der klinische Bezug zur
Dilatativen Kardiomyopathie hergestellt werden. Zuletzt wird das verwendete
Forschungsmodell der aus induzierten pluripotenten Stammzellen abgeleiteten
Kardiomyozyten (induced pluripotent stem cell derived cardiomyocyte, iIPSC-CM) eingeleitet, bevor

die konkrete Fragestellung dieser Arbeit ausformuliert wird.

1.1  Elektrophysiologie der myokardialen Kontraktion

Bereits 1882 fand Sydney Ringer heraus, dass die Kontraktion von Muskelgewebe von
bestimmten Blutbestandteilen und deren Konzentration abhingt. Damals ging er davon aus,

dass Natriumchlorid (NaCl) die entscheidende Komponente sei, die fir eine
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Muskelkontraktion relevant sei (Ringer 1882). Nur ein Jahr spiter musste er sich selbst
korrigieren, als er feststellte, dass die verwendete NaCl-Losung nicht mit destilliertem
Wasser, sondern mit Leitungswasser pripariert worden war. Er wiederholte seine
Experimente mit vollentsalztem Wasser, untersuchte die einzelnen Komponenten des zuvor
verwendeten Leitungswassers und stellte fest, dass Ca**-Ionen der entscheidende Faktor fiir
die Muskelkontraktion gewesen waren (Ringer 1883). Noch heute wird physiologische
Elektrolytlosung fir Infusionen im klinischen Alltag umgangssprachlich auch Ringer-Losung

genannt.

1.1.1 Ruhe- und Aktionspotential

Die Erregung des Herzens geht physiologischerweise von erregungsbildenden Zellen des
Sinusknotens aus und wird tber erregungsleitende Zellen schnell auf das Myokard
Ubertragen (Silverman et al. 20006). Die Kardiomyozyten sind elektrisch wie auch mechanisch
eng miteinander gekoppelt, was eine schnelle Erregungsausbreitung im Myokard ermdglicht
(Bernstein  und Morley 2006). Grundlage jeder elektrischen Erregung ist das
Ruhemembranpotential. Dieses ergibt sich im Wesentlichen aus der Trennung von Ionen
entlang der biologischen Membran. Die Na'/K'-ATPase befordert pro Molekil
Adenosintriphosphat (ATP) drei Na'-Ionen aus der Zelle heraus, wihrend es zwei K'-Ionen
in die Zelle hineinpumpt. Dadurch entsteht an der Membran jeweils ein
Konzentrationsgefille. Mittels der Nernst-Gleichung ldsst sich fiir jedes Ion das
Gleichgewichtspotential berechnen, welches aussagt, bei welchem elektrischen Potential ein
elektrisch-chemisches Gleichgewicht herrscht. Diese Gleichgewichtspotentiale bestimmen je
nach Permeabilitit der Zellmembran das Ruhemembranpotential der Zelle. Durch die
deutlich hohere K'-Permeabilitit der Membran, die aus der Expression von einwirts
gleichrichtenden K*-Kanilen (inward-rectifier potassium channel, Ky) resultiert, nihert sich das
Ruhemembranpotential dem Gleichgewichtspotential von K" an und betrigt bei
menschlichen ventrikuldren Kardiomyozyten etwa -90 mV (Morad und Tung 1982; Santana

et al. 2010).

Das Expressionsmuster der Ionenkanile ist je nach Zelltyp und Lage im Herzen
unterschiedlich. So exprimieren erregungsbildende Zellen im Sinusknoten deutlich weniger
Ki: und besitzen dadurch quasi kein stabiles Ruhemembranpotential. Daflir besitzen sie
sogenannte funny channels, die bei einem Membranpotential von etwa -45 mV 6ffnen und
einen Na'/K'-Einwirtssttom, den sogenannten funny current (If) genetieren. Dieser
depolarisiert die Zelle wieder zunehmend und 16st ein Aktionspotential (AP) aus

(DiFrancesco 2010). Dieses fiuhrt zu einer Erregung, welche sich tber das
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Erregungsleitungssystem entlang der elektrischen Achse des Herzens ausbreitet und so

zunichst das Vorhof- und dann zeitverzégert auch das Ventrikelmyokard koordiniert erregt.

Aktionspotentiale an ventrikuliren Kardiomyozyten werden in Santana et al. (2010) und in
Bers (2001) entsprechend der Ionen-Stréme in fiinf Phasen (Phase 0-4) eingeteilt. Ein
elektrischer Reiz, der das regions- und zellspezifische Schwellenpotential iiberschreitet, fihrt
zu einer schlagartigen Aktivierung von spannungsabhingigen Natriumkanalen (vo/tage-gated
sodinm channel subunit 1.5, Na,1.5). Dadurch erhcht sich die Membranpermeabilitit fiir
Natrium  statk, was aufgrund der groBen Differenz zwischen dem Na'-
Gleichgewichtspotential und dem Membranpotential in einem starken Na'-Einstrom
resultiert. Folglich andert sich das Membranpotential in Phase 0 bis hin zu positiven Werten
(overshood). Diese Spannungsinderung bewirkt in Phase 1 die Offnung spannungsabhingiger
K"-Kanile, die eine direkte, wenn auch geringgradige Repolarisation bewirken (fransient
outward  potassium  current, lo). In der folgenden Phase 2, der Plateauphase, sind
spannungsabhingige 1.-Typ-Ca**-Kanile (/#ype calcium channel, 1. TCC) gedffnet, die einen
einwirtsgerichteten Ca®*-Strom (Ica1) bewirken. Diesem ist ein kontinuietlicher K*-Strom
entgegengesetzt (slow-, rapid- and ultrarapid outward potassium current, Ik Ik Ikur), weshalb das
Membranpotential eine Art Plateau bildet. SchlieBen sich die Ca**-Kanile, tiberwiegt der
auswirts getrichtete K'-Strom, was zur Phase 3, der Repolarisation, fithrt. Das
wiederhergestellte Ruhemembranpotential wird nach Santana et al. (2010) als Phase 4

bezeichnet.

1.1.2 Elektromechanische Kopplung

Die elektrische Erregung der Zelle allein reicht fiir deren Kontraktion nicht aus. Hierftr
bedarf es einer Verkntupfung von elektrischer Erregung und mechanischer Kontraktion, was
daher als elektromechanische Kopplung bezeichnet wird. Ca®* ist dabei das Ion, welches
diese Verkniipfung in direkter Weise herstellt (Bers 2002). Zu diesem Zweck besitzen
humane ventrikulire Kardiomyozyten sogenannte T-Tubuli. Dies sind senkrecht zur
Kontraktionsrichtung verlaufende Membraneinstilpungen, die auf Héhe der Z-Linien etwa
150-300 nm tief in die Zelle hineinragen und so die Depolarisierung der Membran in das
Innere der Zelle weitetleiten (Eisner et al. 2017). In der Membran der T-Tubuli sind viele
LTCC eingebaut. Im Zellinneren liegen einseitig an den T-Tubuli Terminalzysternen des
sarkoplasmatischen Retikulums (SR) an, in dessen Membran Ryanodinrezeptoren (RyR2)
eingebaut sind. Ein T-Tubulus bildet zusammen mit einer Terminalzysterne sogenannte
Diaden. An diesen Diaden befindet sich zwischen LTCC und RyR2 ein nur etwa 15 nm

breiter, sogenannter diadischer Spalt (Fawcett und McNutt 1969). Durch diese Enge kommt
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es in diesem Spalt durch iiber LTCC einstromende Ca**-Ionen, welche mengenmiBig fiir
eine Kontraktion nicht ausreichen wiirden, lokal zu einem starken Anstieg der Ca*-
Konzentration ([Ca®]) von ~100 nM auf ~10 uM (Fearnley et al. 2011). Dieses Kalzium
dient dort als second-messenger, indem es die RyR2 des SR 6ffnet und so eine relevant grof3ere

Ca*"-Freisetzung aus dem SR induziert (caleinm induced calcinm release, CICR) (Fabiato 1983).

Das freigesetzte Kalzium bindet an der regulatorischen Ca**-Bindungsstelle des Troponin C
und fithrt so zu einer Umlagerung des Tropomyosins. Dadurch wird die Bindungsstelle des
Aktins  frei und es kommt zur Aktin-Myosin-Interaktion, auch bekannt als
Querbriickenzyklus (Solaro R. John und Rarick Helen M. 1998). Bei dieser Interaktion spaltet
die ATPase des Myosinkopfes ein gebundenes ATP-Molekiil, wodurch es zu einer Bindung
des Myosinkopfchens an die freigegebene Bindungsstelle des Aktins kommt. Durch
Abdissoziieren von zunichst einem Phosphat (P;) wird dann die erste Umkippbewegung des
Myosinképfchens und damit eine erste Kraftentwicklung in Gang gesetzt, durch Freigeben
von Adenosindiphosphat (ADP) dann die zweite Umkippbewegung, wobei die Myosin-
Aktin-Bindung weiter zunimmt (Sweeney und Houdusse 2010). Erst durch die Bindung eines
neuen ATP-Molekiils 16st sich der Myosinkopf wieder vom Aktin und klappt zuriick in die
Ausgangsstellung. Nun kann sich der Querbriickenzyklus wiederholen. Wihrend dieses
Vorgangs verschieben sich Myosin und Aktin relativ zueinander, wodurch sich das Sarkomer
und damit die Muskelzelle verkiirzt (Sweeney und Houdusse 2010). Dies wurde bereits 1954
als sogenannte Gleitfilamenttheorie beschrieben (Huxley und Hanson 1954). Solange
Kalzium in ausreichender Konzentration vorhanden ist, wiederholt sich dieser Vorgang
stetig. Erst durch das Entfernen des Kalziums aus dem Zytosol dissoziieren die Ca*"-Ionen
vom Troponin C ab, die Bindungsstelle am Aktin wird wieder von Tropomyosin besetzt und

es kommt zur Relaxation.

1.1.3 Relaxation

Die schnelle Relaxation ist genauso relevant wie die Kontraktion, da die Ventrikel in der
diastolischen Phase gefiillt und die Koronararterien mit perfundiert werden. Somit korreliert
die Dauer der Diastole direkt mit der Ventrikelfillung und der Myokardperfusion (Eisner et
al. 2017). Um das Kalzium wieder aus dem Zytoplasma zu entfernen, existieren grundlegend
vier Mechanismen. Die zwei wichtigsten, welche zusammen den meisten Teil des Kalziums
entfernen, sind zum einen die SR-Ca**-ATPase (SERCA), die das Kalzium direkt zuriick in
das SR transportiert und zum anderen der Na"/Ca**-Austauscher (NCX) im Sarkolemm,

welcher mengenmiBig ein Ca®*-Ion in die Zelle im Austausch mit drei Na*-Tonen aus der
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Zelle transportiert. Neben diesen zwei Mechanismen existieren noch eine Ca**-ATPase des

Sarkolemms und ein Ca2+—Urn'porter der Mitochondrien (MCU) (Bers 2002).

Der schnelle Anstieg der intrazelluliren Ca**-Konzentration ([Ca*'];) wihrend der Erregung,
gefolgt von einem exponentiellen Abfall, wird auch Ca**-Transient (CaT) genannt und
moduliert maf3geblich die kontraktilen Eigenschaften sowie die Kontraktionsfrequenz der
Kardiomyozyten (Li et al. 2013). Die Vorginge der Ca**-Freisetzung, -Bindung und des -

Ricktransportes sind in Abbildung 1 schematisch dargestellt.

3Na*
/ extrazellular
NCX ‘
\N at-Ca?*-Tauscher Ca?"-ATPase
W 'LTCC
Sarkoplasmatisches 9 RyRZ 4 y O
Retikulum g
: ) \/) /\\__ }
Mitochondrium SERCA e od

U

MCU

T-Tubulus

Sarkometr

intrazellulir

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Ca?*-Handlings eines Kardiomyozyten

ATP: ATPase; LTCC: L-Typ-Ca?t-Kanile; MCU: Ca?*-Uniporter der Mitochondrien; NCX: Na*/Ca?*-
Austauscher; RyR2: Ryanodinrezeptoren; SERCA: SR-Ca?*-ATPase.
Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an Bers (2002), Seite 198

1.2 Kardiale Ca**-Pufferung

Intrazellulires Kalzium ist neben der elektromechanischen Kopplung an vielen weiteren
zelluliren Prozessen beteiligt und agiert als universeller second-messenger, indem es viele
elektrophysiologische Prozesse durch die Regulierung von sarkolemmalen Ionenkanalen und
-austauschern moduliert (Bers 2008). Jedoch sind tiber 99 % des intrazelluliren Kalziums an

intrazellulire Proteine gebunden, was bedeutet, dass nur weniger als 1 % frei in der Zelle
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vorliegt (Smith und Eisner 2019). Kleine Anderungen der Ca**-Puffereigenschaften haben
einen wesentlichen Einfluss auf die intrazelluldren Prozesse und im Fall von Kardiomyozyten
vor allem auf deren kontraktile Eigenschaften. Fluoreszierende Ca**-Indikatoren werden
genutzt, um intrazellulire Ca**-Konzentrationen ([Ca®"];) wihrend einer Kontraktion von
Kardiomyozyten zu untersuchen. Dies hat in der Vergangenheit dazu beigetragen, viele
physiologische, aber auch pathologische Mechanismen besser zu verstehen. Wenn man nun
bedenkt, dass nur etwa 1 % des Kalziums ungebunden ist und ausschlieBlich dieses an Ca*"-
Indikatoren binden kann (Fabiato 1983), wird somit stets nur etwas weniger als ein
Hundertstel des gesamten Kalziums mit fluoreszierenden Ca’*-Indikatoren sichtbar
gemacht. Es ist davon auszugehen, dass die GroBe und Kinetik von Ca®'-Konzentrations-
schwankungen direkt von den Ca**-Puffereigenschaften der Kardiomyozyten abhingen und

sich folglich direkt auf deren Kontraktionsverhalten auswirkt (Smith und Eisner 2019).

1.2.1 Eigenschaften intrazellulirer Ca**-Puffer

Kalzium ist als zweifach positiv geladenes Kation in wissriger Losung von einer Hydrathille
umgeben. Wird es von Proteinen gebunden, geschieht dies in der Regel iiber Sauerstoff- oder
Stickstoffatome ihrer Aminosauren. Kalzium wird dabei typischerweise von sechs Liganden
eines Proteins gebunden. Man spricht dann von einem sogenannten Chelation oder auch
Chelatkomplex (Smith und Eisner 2019). Die typische Ca**-Bindungsstruktur von Proteinen
stellt die sogenannte EF-Hand dar, dessen Begriff sich aus der Untersuchung von
Parvalbumin ableitet. Es handelt sich dabei um ein spezifisches Muster aus geladenen
Aminosauren, welche sich als klassisches Helix-Loop-Helix-Motiv formieren (Kretsinger
und Nockolds 1973; Pauls et al. 1996). Die Ca’*-Puffereigenschaften einer Bindungsstelle
sind abhingig von den Aminosiuren und deren rdumlicher Anordnung, die tber die
spezifische Ca® -Affinitit und Ca**-Selektivitit einer Bindungsstelle entscheiden (Asp et al.
2016). Die Ca**-Affinitit wird durch die sogenannt Dissoziationskonstante (Kg) ausgedriickt
und sagt umgekehrt proportional aus, wie stark Kalzium gebunden wird bzw. direkt
proportional, wie leicht es sich wieder 16st. Die Bindungsselektivitit driickt demgegeniiber
aus, ob Kalzium mit anderen Kationen um die Bindungsstelle konkurriert (Pauls et al. 1996;
Asp et al. 2016). Physiologisch handelt es sich dabei um Magnesiumionen (Mg®") und
Protonen (H"). Man unterteilt die Puffer demnach weiter in reine Ca**-Puffer und
Ca™ /Mg**-Puffer (Milos et al. 1986; Asp et al. 2016). Kalzium bevorzugt eine pentagonal
bipyramidale Bindung mit sieben Sauersoffatomen (Koordinationszahl 7), wihrend Mg**
eher eine Oktaeder-Konfiguration mit sechs Sauerstoffatomen eingeht (Koordinationszahl

06). Hiufig taucht an Position 12 einer EF-Hand ein Glutamat auf, welches entweder mit
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Kalzium eine zweizihnige oder mit Mg** eine einzihnige Bindung eingehen kann und somit
fiir beide eine Bindungsstelle darstellt (Kumar et al. 1990; Asp et al. 2016). Alle Ca™*-
Bindungsstellen eines Proteins bestimmen gemeinsam dessen Ca**-Puffereigenschaften und
alle Pufferproteine einer Zelle bestimmen unter Berticksichtigung ihrer Konzentration
gemeinsam die Ca**-Puffereigenschaften einer gesamten Zelle (Smith und Eisner 2019).
Proteine, die die intrazellulire Ca**-Pufferung in Kardiomyozyten bestimmen, sind im
Wesentlichen Troponin C und SERCA mit einem Kg-Wert von jeweils ca. 0,6 pmol/1
(Shannon et al. 2004). Zudem existieren weitere intrazellulire Ca**-Puffer wie etwa
Calmodulin = (K4 = 7 umol/l), daneben aber auch I6sliche Molekile wie ATP
(Ka = 1200 umol/I) oder Histidin-Dipeptid (IKq = 1000 umol/1), die aufgrund ihrer hohen
Konzentrationen und ihrer Membranungebundenheit nicht zu vernachlissigen sind (Smith

und Eisner 2019).

1.2.1.1 Troponin C als Ca**-Puffer

Troponin C ist das Ca’*-bindende Molekiil der elektromechanischen Kopplung und damit
auch ein zentrales Glied zur Regulation des Querbriickenzyklus. Troponin C besitzt drei
Ca*"-Bindungsstellen. Davon sind zwei hochaffin gegeniiber Ca**-Tonen, jedoch binden sie
auch Mg**-Tonen und sind an der Auslésung und Regulation der Kontraktion nicht direkt
beteiligt. Sie sind durch ihre hohe Affinitit auch wihrend der Diastole fast vollstindig mit
Ca™ und Mg** besetzt. Die dritte Bindungsstelle ist niederaffin und Ca*"-selektiv. Sie stellt
die regulatorische Seite des Troponin C dar und bindet erst bei systolischen Konzentrationen
Ca*-Tonen; dies bewirkt eine krafterzeugende Myosin-Aktin-Interaktion (Bers 2002; Smith
und Eisner 2019). Sie ist somit auch ein bedeutender Baustein der Adaptivitit des Herzens,
da an ihr die Ca®*-Affinitit streng reguliert wird, welche sich auf die Ca®*-Sensitivitit des
Herzens auswirkt. Verschiedene Pharmaka bedienen sich in ihrer Wirkweise dieser
Regulationsfihigkeit (Bers 2008; Li und Hwang 2015). Doch auch bestimmte Mutationen
kontraktiler Filamente, insbesondere von Troponin C und Tropomyosin, konnen die Ca*"-
Affinitit beeinflussen und damit zu Pathologien wie der dilatativen oder hypertrophen
Kardiomyopathie fithren (Robinson et al. 2007). Es wurde ebenfalls gezeigt, dass diese
Mutationen einen direkten Einfluss auf die Ca**-Pufferung ausiiben (Huke und Knollmann
2010; Schober et al. 2012; Robinson et al. 2018). Dennoch ist zu erwarten, dass die
regulatorischen Mechanismen am Troponin-Tropomyosin-Komplex von weitaus mehr
Bedingungen abhingig sind als bisher angenommen. Reine Kraft-Ca**-Kurven, welche in
vielen Studien als einzige Daten zur Bestimmung der Ca**-Sensitivitit dienen, spiegeln hiufig

nur ungeniigend die molekularen Mechanismen wider. Sie lassen zwar Riickschlisse auf die
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kraftbezogene Ca**-Sensitivitit zu, konnen aber nicht sicher erkliren, ob Verinderungen
derselben direkt aus einer verinderten Ca**-Bindung resultieren (Smith und Eisner 2019).
Wenn man die vielen krankheitsbezogenen Proteinverinderungen betrachtet, welche
Einfluss auf die Ca**-Sensitivitit von TnC nehmen, erscheint es eher unwahrscheinlich, dass
die Ca®*-Sensitivitit ausschlieBlich durch die intrinsische Ca**-Bindungsaffinitit von TnC,
dhnlich einem zweistufigen Schalter, reguliert wird (Siddiqui et al. 2016). Es wird vielmehr
davon ausgegangen, dass nachgeschaltete Prozesse in der Wechselwirkung zwischen TnC
und seinen regulierenden Proteinen, wie Troponin I (Tnl), Troponin T (TnT) und wiederum
deren regulierende Proteine, einen wesentlichen Einfluss auf die gemessene (,,scheinbare®)
Ca*"-Sensitivitit haben (Siddiqui et al. 2016; Smith und Eisner 2019). Weiterhin ist in diese
Uberlegung mit einzubezichen, dass es umgekehrt genauso gut sein kann, dass krankhafte
Proteinverinderungen die angeborene, iiber Phosphorylierungsprozesse gesteuerte
Regulation der Ca®*-Sensitivitit hemmt und somit physiologische Anpassungen der Ca*-
Sensitivitit unentdeckt bleiben (Biesiadecki et al. 2007; Messer und Marston 2014; Siddiqui
et al. 2016). In einer Untersuchung, welche die Wichtigkeit der oben angefithrten
Uberlegungen unterstreicht, konnte gezeigt werden, dass Koffein das Verhiltnis aus [Ca™];
und Kraft hin zu niedrigeren [Ca*"]; verschiebt, ohne die Ca**-Bindung an TnC zu verindern
(Powers und Solaro 1995). Es ist somit zusammengefasst nicht sicher méglich, von einer
Verinderung der Kraft-Ca**-Kurve auf eine entsprechende Verinderung der Ca**-
Bindungseigenschaften oder der Ca**-Pufferungseigenschaften zu schlieBen. Umgekehrte
Rickschliisse sind ebenso nicht pauschal méglich. Analysen der kontraktilen Funktion in
Abhingigkeit der [Ca®]; sind somit immer getrennt von Verinderungen der Ca®*-

Bindungsaffinitit der Myofilamente zu betrachten.

1.2.1.2 SERCA als Ca**-Puffer

Entscheidend fiir eine gute Pumpfunktion des Herzens ist neben der Ca**-Freisetzung auch
die Relaxation und damit die Entfernung von Kalzium aus dem Zytosol. Die SERCA ist
dabei der entscheidende Transporter, welcher das Kalzium nach dessen Freisetzung wieder
zurtck in das SR pumpt (Bers 2002). Um dies zu gewahrleisten, bindet SERCA Kalzium auf
der zytosolischen Seite der Membran. Durch die Spaltung von ATP kommt es zu einer
Konformationsinderung der SERCA, wodurch Kalzium auf der SR-Seite der Membran
wieder freigelassen wird. Bei diesem Prozess ist Kalzium an das Transporterprotein
gebunden und somit kein Teil des freien Kalziums im Zytosol. Kalzium wird also durch die
SERCA gepuffert (Higgins et al. 2006). Somit reduziert die SERCA tber zwei Mechanismen
die [Ca**]i: Durch die initiale Pufferfunktion werden Ca®"-Ionen direkt an die SERCA
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gebunden (1) und dann aktiv aus dem Zytosol entfernt (2) (Higgins et al. 2006). Smith und
Eisner (2019) berechneten, dass dadurch nur etwa zwei Pumpzyklen der SERCA notwendig
sind, um das pro Systole freigesetzte Kalzium wieder in das SR zuriickzufithren. Dies zeigt,
wie entscheidend die Ca®*-Bindungsaffinitit der SERCA fiir die kardiomyozytire
Kontraktilitit ist und wie ihr damit eine Doppelrolle beim Abklingen der [Ca*']; zukommt

(Shannon et al. 2004).

1.2.2 Einfluss der Ca**-Pufferung auf den Ca**-Transienten und die Kontraktilitit

Die intrazelluliren Ca>*-Puffer haben einen groBen Einfluss auf die Ca**-Homdostase und
somit auf die kontraktile Funktion von Kardiomyozyten. Um die Ca**-Puffer der Zelle
mathematisch zu beschreiben, wird das Verhiltnis aus totalem ([Ca*']ww) und freiem
Kalzium ([Ca®"]), wie in Formel 1, dargestellt (Trafford et al. 1999). Dabei ist By die
Gesamtpufferkapazitit der Zelle, entsprechend einem MaB der Menge an Ca**-Puffern und
K, die Dissoziationskonstante, also die [Ca*'];, bei der 50 % des Kalziums gebunden ist.

Buax ® [Ca2+]i

2 —
[Ca’ +]total - Kd_l_ [Ca2+]l'

Formel 1: Puffergleichung

[Ca?t|om = totale Ca?*-Konzentration; By = maximale Pufferkapazitit; Ky = Dissoziationskonstante;

[Ca?*]; = freie Ca?*-Konzentration

Um zu beschreiben, wie sich die [Ca®"]; bei einer Anderung der [Ca*']iw verhilt, wurde der
2+
]

Begriff der Puffer-Leistung (d[fz? total

T”]) eingefiihrt, welcher sich mathematisch wie in
i

Formel 2 darstellt:

d[Ca2+]total _ Brax * ka
d[Ca?*]; (kq + [Ca?*];)?

Formel 2: Puffer-Leistung

[Ca?t|om = totale Ca?*-Konzentration; By = maximale Pufferkapazitit; Ky = Dissoziationskonstante;

[Ca2*]; = freie Ca?*-Konzentration

Eine hohe Puffer-Leistung sagt somit aus, dass bei gleicher Menge an Kalzium, die freigesetzt
wird, eine geringere Zunahme der [Ca™"]; folgt (Diaz et al. 2001). Die Puffer-Leistung wird
dabei maf3geblich durch den Kg-Wert bestimmt, wobei gilt: je kleiner der Ky, desto groB3er
die maximale Puffer-Leistung. Man erwartet demnach bei einer Zunahme der intrazelluliren

Ca*"-Pufferung eine Verminderung des CaT in der Systole. Wichtig zu beachten ist dabei
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auch die diastolische [Ca*'];, von welcher ausgehend die Zunahme der [Ca*"]; beobachtet
wird. Ist diese beispielsweise erhéht, so bewirkt dies eine groRere Zunahme der [Ca®"];, da
dann die Puffer bereits gesittigter sind und die Puffer-Leistung abnimmt (Gattoni et al.
2016). Umgekehrt wird bei einem erniedrigten diastolischen Ausgangswert eine geringe
Zunahme der [Ca®*]; erwartet, was auf eine Zunahme der Puffer-Leistung zuriickzufiihren
ist. Neben einem Einfluss auf die Amplitude des CaT wird auch eine Verinderung des Ca**-
Abfalls (CaT-Decay) erwartet. Der CaT-Decay in Kardiomyozyten folgt einem
exponentiellen Abfall, da insbesondere die SERCA konzentrationsabhingig arbeitet (Lytton
et al. 1992). Durch die Bindungsaffinitit der Puffer gegentiber Kalzium haben diese einen
wesentlichen Einfluss darauf, wie schnell das Kalzium wieder aus dem Zytosol entfernt wird.
Eine hohere Affinitit bewirkt eine verlangsamte Abklingrate, was sich mathematisch in einer
verlingerten Zeitkonstante (1) der Exponentialfunktion des CaT-Decays zeigt (Schober et al.
2012; Robinson et al. 2018). Besonders eindrucksvoll wurde der Effekt von Ca®*-Puffern auf
den CaT in der Arbeit von Diaz et al. (2001) gezeigt, in welcher ventrikulire Kardiomyozyten
von Ratten mit einem exogenen Ca**-Puffer (Nitrophenyl-Ethylenglycol-bis(amino-
ethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsiure, NP-EGTA) beladen wurden. Dieser Ca®*-Chelator
lisst sich durch einen Lichtblitz innerhalb der Zelle spalten, sodass CaT jeweils mit und ohne
exogenen Ca” -Puffer derselben Zelle aufgezeichnet werden kénnen. Die Daten zeigen, dass
der CaT unter NP-EGTA in der Amplitude reduziert und im Decay verlangsamt war. Nach
der Spaltung des Ca**-Chelators normalisierte sich der CaT vollstindig (Diaz et al. 2001).
Auch andere Arbeiten konnten durch die pharmakologische Modulierung von
Kardiomyozyten mittels EMD57033, welches eine Ca**-Sensitivierung von Troponin C und
damit eine erhéhte Ca*'-Pufferung bewirkt, die beschriebenen Effekte einer verringerten
CaT-Amplitude und eines verlangsamten CaT-Decay nachstellen (Kawai et al. 2000; Schober
et al. 2012; Wang et al. 2017).

1.2.3 Einfluss der Ca**-Pufferung auf die Arrthythmogenese bei hereditiren

Herzerkrankungen

Die beschriebenen Verinderungen der Ca’>*-Homdostase zeigen eindeutig die Relevanz der
Ca*"-Pufferung auf die Kontraktilitit und Relaxationsfihigkeit von Kardiomyozyten. Es ist
bekannt, dass einige hereditire Erkrankungen des Herzens durch Defekte der Myofilamente
zu Verinderungen der Ca**-Sensitivitit und zu einer erhchten Arrhythmogenese beitragen
(Huke und Knollmann 2010). Im Vordergrund stehen hierbei Mutationen des Troponin T,
welche mit der Hypertrophen Kardiomyopathie (HCM) assoziiert sind. Patienten mit HCM

assoziierten Mutationen besitzen ein erhohtes Risiko fiir kardiale Arrhythmien, die zum
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plotzlichen Herztod (sudden cardiac death, SCD) fihren konnen (Seggewiss et al. 2009;
Adamczak und Oko-Sarnowska 2018). Es wurde zudem bereits im HCM-Mausmodell
gezeigt, dass eine direkte Korrelation zwischen der Ca**-Sensitivitit und dem Auftreten von
Arrhythmien besteht (Baudenbacher et al. 2008). Neben dem vermehrten Auftreten von
Arrhythmien konnte zudem eine Verkirzung, Triangulierung und Instabilitit der
Aktionspotentiale nachgewiesen werden. In der selben Ver6ffentlichung von Baudenbacher
et al. (2008) wurde diese Kausalitit durch die pharmakologische Modulation der Ca*'-
Sensitivitit mit dem Ca**-Sensitizer EMD57033 bestitigt, indem gezeigt wurde, dass dieser
vergleichbare  Veridnderungen der Aktionspotentiale bewirkt und ebenfalls die
Arrhythmogenese antreibt. Der Ca**-Desensitizer Blebbistatin hingegen normalisierte die
Aktionspotentiale und schien vor vermehrten Arrhythmien zu schiitzen. Auf dieser Arbeit
aufbauend konnte eine der erhéhten Ca**-Sensitivitit entsprechend erhdhte intrazellulire
Ca*"-Pufferung in Zellen mit HCM-Mutation nachgewiesen werden, und es wurde die
erhéhte Ca**-Pufferung als Ursache der Aktionspotentialverinderungen (und somit der
erhohten Arrhythmieneigung) diskutiert (Wang et al. 2017; Robinson et al. 2018; Wang et al.
2018).

Dartiber hinaus existieren Formen der dilatativen Kardiomyopathie (DCM), welche ebenfalls
mit Mutationen des Troponin T assoziiert sind. Patienten mit dieser genetischen Belastung
besitzen ebenfalls ein erhohtes Risiko fiir ventrikulire Arrhythmien und damit verbundenen
schwerwiegenderen klinischen Verliufen (Mogensen et al. 2004; Metlo et al. 2013). Zur Ca**-
Sensitivitit bei DCM existiert keine einheitliche Datenlage. Manche Arbeiten zeigen eine
erhohte Ca® -Sensitivitit (Wolff et al. 1995; Wolff et al. 1996; Nakano et al. 2019), wihrend
andere Arbeiten wiederum eine erniedrigte darlegen (Sommese et al. 2013; Reda und Chandra
2019). Wichtig zu betonen ist, dass diese Ergebnisse in der Regel aus Kraft-Ca**-Messungen
entstehen, welche keine direkten Riickschliisse auf die Ca®*-Affinitit zulassen (Abschnitt
1.2.1). Es ist bemerkenswert, dass tiber die Ca**-Affinitit der Myofilamente und die Ca*'-

Pufterung bei DCM bisher nahezu nichts bekannt ist.

Experimentell lassen sich Arrhythmien unterschiedlich nachweisen. Am Tiermodell kann das
gesamte Organ im Organismus oder im Langendorff-Modell mit Hilfe von EKG-
Ableitungen auf Arrhythmien untersucht werden; dies ist in einem 2D-Zellkultur-Modell
oder in einzelnen Kardiomyozyten nicht abbildbar. Es wurden jedoch auch auf Zellebene
Muster identifiziert, welche nachweislich ein proarrhythmogenes Substrat fir die Entstehung

von klinisch relevanten Arrhythmien bilden (Edwards und Blatter 2014). Typischerweise
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lassen sich bei der Messung von CaT oder AP sogenannte Alternans detektieren (CaT- und
AP-Alternans). Diese beschreiben Anderungen der CaT-Amplitude oder der AP-Dauer,
welche - einem regelmiBigen Muster folgend - von Schlag zu Schlag variieren (Fakuade et al.
2021). Diese konnen im Herzen zu der Entstehung von fokalen oder Reentry-Arrhythmien
beitragen (Weiss et al. 2011). Der Zusammenhang zwischen erhéhter Ca**-Pufferung und
dem Auftreten von AP-Alternans konnte bereits in der Arbeit von Baudenbacher et al. (2008)
gezeigt werden. Es existieren jedoch auch gegensitzliche Arbeiten, weshalb der genaue
Zusammenhang zwischen Ca®*-Pufferung und Alternans nicht schlussendlich geklirt ist

(Kornyeyev et al. 2010; Nivala und Qu 2012; Smith und Eisner 2019).

1.3 Dilatative Kardiomyopathie

Hinter dem Begriff der dilatativen Kardiomyopathie (DCM) verbirgt sich ein breites
Spektrum heterogener Herzerkrankungen, welche alle durch eine linksventrikulire Dilatation
und eine verminderte Auswurfleistung (Ejektionsfraktion, EF) gekennzeichnet sind (Bozkurt
et al. 2016). Beides sind maligebliche Kriterien, die fur die Diagnosestellung einer DCM,
welche mittels zweidimensionaler Echokardiographie und radiologischer Bildgebung

(Magnetresonanztomografie; MRT) erfolgen kann, erfordetlich sind.

Zur Epidemiologie der DCM existiert keine konsistente Datenlage, die Privalenz wird
jedoch im Bereich zwischen 1:250 bis zu 1:2500 geschitzt. Sie ist damit die vermutlich
hiufigste Kardiomyopathie (Hershberger et al. 2013; Weintraub et al. 2017). Die Inzidenz
wird mit 5-7 Fillen pro 100.000 Personen pro Jahr angegeben, wobei jedoch vermutlich eine
reduzierte Penetranz und variable Expressivitit zu einer Unterschitzung der tatsichlichen

Fallzahlen fihrt (Hershberger et al. 2013; Reichart et al. 2019).

Da es sich bei der DCM um eine itiologisch heterogene Erkrankung handelt, kann sie auf
genetische und nicht-genetische Ursachen zuriickgefiihrt werden. Dabei kann je nach
Atiologie und Definitionskriterien in erworbene (sekundire), syndromale und nicht-
syndromale Formen unterschieden werden (Hershberger und Morales 2007). Hierbei nimmt
mit ca. 60 % aller Fille die sekundir ischimisch bedingte DCM den weitaus grofiten Anteil
ein (Shore et al. 2015). Die Liste anderer nicht-genetischer Ursachen ist lang. Haufig genannt
werden arterielle Hypertonie, Klappenvitien, entziindliche Erkrankungen, Infektionen,
Toxine sowie metabolische und endokrine Erkrankungen (Hershberger et al. 2010). Auf den
Pathomechanismus erworbener oder syndromaler DCM soll in dieser Arbeit kein weiterer
Fokus gelegt werden, es ist jedoch davon auszugehen, dass auch bei diesen Formen eine

gewisse genetische Komponente beteiligt ist und auch gemischte Atiologien einen
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signifikanten Anteil ausmachen (McNally und Mestroni 2017). Unter den nicht-syndromalen
Formen der DCM wird iiberdies in familidre (= 2 Familienmitglieder 1. Grades betroffen)
und sporadische Fille (1 Familienmitglied betroffen) unterschieden, wobei die Privalenz der
familiaren DCM im Durchschnitt auf 30 - 50 % geschitzt wird und bei ca. 40 % dieser Fille
eine genetische Mutation identifiziert werden konnte (Taylor et al. 2006; Hershberger und
Morales 2007; Bozkurt et al. 2016; McNally und Mestroni 2017). Es ist jedoch anzumerken,
dass auch bei sporadischen Fillen genetische Ursachen gefunden werden, da die Vererbung
hiufig nur eine unvollstindige Penetranz zeigt oder auch Spontanmutationen auftreten
konnen (Ganesh et al. 2013). Insgesamt sind Mutationen in mehr als 30 Genen bekannt,
welche definitiv mit DCM assoziiert sind und weitere iiber 80 Gene, die diesbeziiglich im
Verdacht stehen (McNally und Mestroni 2017). Unter diesen existieren Gene, die fir
Proteine des Sarkomers, des Zytoskelettes, der Mitochondrien oder verschiedener
Ionenkanalproteine codieren. Die sieben hdufigsten ursichlichen Gene (und ihre Proteine)
in abnehmender Haufigkeit sind: TTN (Titin), LMN.A (Laminin A/C), MYH7 (Beta-Myosin
schwere Kette), TNNT2 (cardiac troponin T, cTnT), SCN5A (alpha-Untereinheit 5 des
spannungsgesteuerten Na'-Kanals Nayl.5), DSP (Desmoplakin) und RBM20 (RNA-
bindendes Protein 20) (McNally und Mestroni 2017). Die meisten Mutationen werden
autosomal-dominant vererbt, nur wenige autosomal-rezessiv. oder X-chromosomal

(Lakdawala et al. 2013).

Die schlechte klinische Prognose ist neben der progredienten Linksherzinsuffizienz mit
Rickwirts- und Vorwirtsversagen vor allem auf die erhéhte Inzidenz von ventrikuliren
Tachykardien und anderen Herzrhythmusstérungen zurtickzuftihren, die mit einem hohen
Risiko fir SCD einhergehen (Li et al. 2020). Die Privention und Therapie von
Rhythmusstérungen bei DCM mittels Resynchronisation oder Implantation eines
Kardioverter-Defibrillators = (implantable - cardioverter-defibrillator, 1CD) stellt eine wichtige
therapeutische Sdule dar, um lebensbedrohlichen Komplikationen priventiv entgegen zu
wirken (Schultheiss et al. 2019). Vor diesem Hintergrund ist es umso interessanter, dass
insbesondere Patienten mit Mutationen in Genen sarkomerischer Proteine einen stirkeren
Phinotyp entwickeln und ein erhéhtes Risiko fir Rhythmusstérungen aufweisen (Mogensen
etal. 2004; Merlo et al. 2013). Wihrend sich bisherige Arbeiten vorrangig auf die molekularen
Mechanismen der gestorten kontraktilen Funktion konzentrierten, ist iiber den
zugrundeliegenden Pathomechanismus von Herzrhythmusstérungen bei Patienten mit
DCM noch wenig bekannt. Um diesen niher zu untersuchen, wurden in der vorliegenden
Arbeit Kardiomyozyten, abgeleitet aus induzierten pluripotenten Stammzellen (induced

Ppluripotent stem cell-derived cardiomyocytes, iPSC-CM) von DCM-Patienten mit einer R173W-
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Punktmutation (Arginin zu Tryptophan) des kardialen Troponin T (¢TnT) verwendet. Von
dieser Mutation ist bekannt, dass sie mit einer hohen Inzidenz von ventrikuliren

Rhythmusstorungen einhergeht (Campbell et al. 2013).

1.4 Induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC)

Die Regenerationsfahigkeit von Kardiomyozyten gilt als sehr begrenzt bis kaum vorhanden.
So geht man davon aus, dass sich wihrend eines gesamten Lebens weniger als 50 % aller
Kardiomyozyten mindestens einmal regenerieren (Bergmann et al. 2009).

In der medizinischen Forschung sind humane Kardiomyozyten sehr rar, da eine
Gewebespende nur im Rahmen medizinisch notwendiger Eingriffe moglich ist. Dadurch
lassen sich in aller Regel keine Zellen herzgesunder Patienten gewinnen. Zudem ist deren
Kultivierung in Zellkulturen aufgrund der eingeschrinkten Mitosefdhigkeit nur begrenzt
moglich (Ebert et al. 2015). Ein einfach verfigbareres Modell findet sich hingegen in
Tiermodellen, insbesondere in dem der Maus. Aber auch, wenn Tiermodelle bis heute
unbestreitbare Einblicke in physiologische und pathologische Prozesse liefern, so spiegeln
die gewonnen FErkenntnisse oft nur unzureichend die Vorginge im menschlichen
Organismus, insbesondere im Rahmen der Erforschung humaner Pathologien, wieder

(Houser et al. 2012).

Der Mangel an geeigneten Modellen stellt die Medizin in der Erforschung kardiologischer
Erkrankungen vor enorme Herausforderungen. Durch die Entwicklung induzierter
pluripotenter Stammzellen im Jahre 2006 er6ffneten sich jedoch ginzlich neue
Moglichkeiten und Ausblicke in diesem Bereich (Takahashi und Yamanaka 2006; Yoshida
und Yamanaka 2011).

1.4.1 Charakteristika von Stammzellen

Die Stammzelle wird gerne als die ,,Mutter aller Zellen® bezeichnet. Sie zeichnet sich durch
besondere Eigenschaften wie die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, zur Ausdifferenzierung
oder zur asymmetrischen Zellteilung aus (Morrison et al. 1997). Stammzellen werden weiter
nach ihrem Differenzierungspotential eingeteilt. So bezeichnet man jene Zellen, welche die
Fahigkeit zur Bildung eines gesamten Organismus besitzen, als totipotent. Wihrend der
Entwicklung eines Lebewesens differenzieren sich diese Zellen bereits ab dem 8-Zell-
Stadium weiter aus (Kelly 1977). Die nachste Differenzierungsstufe ist die Pluripotenz. Die
pluripotenten Stammzellen (pluripotent stem cell, PSC) sind per Definition im Stande, sich in

Zellen aller drei Keimblitter zu differenzieren, haben jedoch die Fihigkeit der Bildung



Einleitung 15

extraembryologischen Gewebes verloren, weshalb sie alleine kein vollstindiges Lebewesen
mehr ausbilden kénnen. Im adulten Organismus finden sich sogenannte adulte Stammzellen
unterschiedlicher Gewebesubtypen. Diese sind definitionsgemil3 nur noch multi- oder
unipotent, was bedeutet, dass sie in ihrer Gewebezelllinie bereits so weitgehend differenziert
sind, dass sie nur noch gewebespezifische Zellen bilden kénnen. Sie dienen der
Gewebserneuerung (z. B. in Epithelien) oder der Entwicklung spezieller Zelltypen (z. B. im
Knochenmark). Selbst im Herzen, welches als endgiltig differenziertes Organ ohne
Selbsterneuerungspotential gilt, wurde eine Subpopulation von sich replizierenden
multipotenten Zellen gefunden (Beltrami et al. 2003; Bearzi et al. 2007). Thre Rolle in der
Erneuerung geschadigten Herzgewebes und in ihrer therapeutischen Anwendbarkeit ist

jedoch umstritten (Makkar et al. 2012; Nguyen et al. 2016).

Pluripotente Stammzellen sind aufgrund ihres breiten Differenzierungsspektrums fiir
Forschung und Therapiekonzepte besonders interessant. Natirlicherweise befinden sich
PSC in der inneren Zellmasse der Blastozyste des spiten Blastomers. Die Gewinnung von
PSC erforderte daher in jiingster Vergangenheit die Entnahme dieser embryologischen
Stammzellen (emzbryonic stem cell, ESC), da sie die einzig verfigbaren Zellen mit Pluripotenz
waren (Evans und Kaufman 1981; Martin 1981; Thomson et al. 1998). Aufgrund der
Herkunft von PSC sind diese ethisch jedoch dullerst umstritten. Somit war der Einsatz von

PSC in Forschung und Medizin lange Zeit nur begrenzt moglich.

1.4.2 Die Geschichte der induzierten Pluripotenz - iPSC

Bereits im Jahre 1952 gelang es, Zellkerne von einer lebenden somatischen Zelle in ein
kernloses Froschei zu transplantieren (Briggs und King 1952). Aufbauend auf dieser
Methode wurden erste Erfolge in der Reprogrammierung von somatischen Zellkernen
erzielt. Zunichst gelang dies durch den Transfer somatischer Zellkerne eines adulten Schafes
in kernlose Oozyten eines anderen Schafes, welches im Jahr 1996 als Schaf ,,Dolly* zur Welt
kam und weltweite Berihmtheit erlangte (Wilmut et al. 1997). Darauf aufbauend glickte
wenige Jahre spiter die Reprogrammierung von Zellkernen durch die Transplantation dieser
in kernlose embryonale Stammzellen (Tada et al. 2001). Diese Versuche zeigen, dass
Zellkerne von terminal ausdifferenzierten adulten somatischen Zellen vollstindig
reprogrammierbar sind und dass bestimmte Faktoren in Oozyten und ESC dafiir zustindig
sind.

Der Durchbruch wurde im Jahr 2006 erreicht, als es gelang, somatische Zellen direkt zu
reprogrammieren, ohne deren Zellkerne zu transplantieren. Dazu wurde aus 24 moglichen

Faktoren eine Kombination von vier Transkriptionsfaktoren (Oct-3/4, Klf-4, Sox-2, c-Myc)
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ermittelt, die eine Pluripotenz in Maus-Fibroblasten induzieren konnten. Dafiir wurden die
entsprechenden Gene mittels retroviraler Transduktion in das Genom der Zellen
eingebracht. Diese Zellen erhielten den Namen ,induzierte pluripotente Stammzellen
({iPSC)* (Takahashi und Yamanaka 20006). Fur diesen entscheidenden Erfolg wurde Prof.
Yamanaka im Jahre 2012 mit dem Nobelpreis fir Physiologie und Medizin ausgezeichnet
(Yamanaka 2013). Nur ein Jahr nach Veréffentlichung dieser Arbeit gelang es verschiedenen
Arbeitsgruppen fast zeitgleich, iPSC aus humanen Fibroblasten zu erzeugen. So konnte
gezeigt werden, dass die gleichen oben genannten vier Faktoren auch an humanen Zellen
funktionieren (Takahashi et al. 2007; Park et al. 2008). Parallel dazu gelang es durch den
Einsatz von Lin-28 und Nanog auf c-Myc als Trankskriptionsfaktor zu verzichten. Dies
erweiterte das Verstindnis tber die induzierte Pluripotenz und ihre Faktoren und machte
das Protoonkogen c-Myc fakultativ, wenngleich es als sehr effektiv gilt (Yu et al. 2007).

Inzwischen wurde die Methode insofern weiterentwickelt, dass Alternativen entdeckt
wurden, die auf den Einsatz von Retroviren verzichten. So gelang es 2008, die vier Faktoren
mittels Adenoviren zu integrieren und so auf eine retrovirale Modifikation des eigentlichen
Genoms zu verzichten (Stadtfeld et al. 2008). Im selben Jahr wurden die ersten iPSC ginzlich
ohne den Einsatz von Viren mittels nicht-integrativer cDNA-Plasmide erzeugt (Okita et al.
2008). 2009 gelang dasselbe mit modifizierten membrangingigen Proteinen, wodurch auf
eine zelleigene Proteinbiosynthese integrierter Gene verzichtet werden konnte (Kim et al.

2009; Zhou et al. 2009).

Die Verwendung von humanen iPSC bietet inzwischen eine gute Alternative zu humanen
ESC. Sie sind durch die deutlich geringeren ethischen Bedenken besser zuginglich und
entsprechend in Klinik und Forschung breiter einsetzbar. Somit ergeben sich wesentliche
Fortschritte im Bereich der personalisierten Medizin (Robinton und Daley 2012). Im Bereich
der Herzforschung lassen sich patienten- und krankheitsspezifische Kardiomyozyten,
abgeleitet aus iPSC, entwickeln (iIPSC-CM), die in grof3er Menge vorhanden sind (Burridge
et al. 2014; Hnatiuk et al. 2021).

1.4.3 Kardiogene Differenzierung — iPSC-CM

iPSC lassen sich zu iPSC-Kardiomyozyten (iIPSC-CM) differenzieren (Zhang et al. 2009) und
schlieBen damit eine Liicke in der medizinischen Forschung zwischen der begrenzten
Verfugbarkeit humaner Kardiomyozyten auf der einen Seite und der ethisch problematischen
Nutzung embryonaler Stammzellen oder auch von Tiermodellen auf der anderen Seite.
Dartber hinaus bieten iPSC-CM die beispiellose Moglichkeit, nicht nur krankheits-, sondern

sogar patientenspezifische Krankheitsmodelle zu entwerfen (Ebert et al. 2015). Dies konnte
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bereits fiir eine Vielzahl von kardialen Erkrankungen, wie beispielsweise beim Long-QT-
Syndrom (Moretti et al. 2010), bei der arrhythmogenen rechtsventrikulire Kardiomyopathie
(Kim et al. 2013), der familidren hypertrophen Kardiomyopathie (Lan et al. 2013; Liang et al.
2013) oder der familidren dilatativen Kardiomyopathie (Sun et al. 2012; Dai et al. 2020)
realisiert werden. Zur Differenzierung von iPSC in iPSC-CM werden bestimmte Signalwege
stufenspezifisch so moduliert, dass die Zellen beginnen, kardiale Proteine zu exprimieren.
Dabei spielt insbesondere die Modulierung von TGFB-Rezeptoren tiber das bone morphogenetic
protein 4 (BMP4) oder Activin A eine Rolle, was zu einer Aktivierung des Wnt-Signalweges
fihrt (Paige et al. 2010; Kattman et al. 2011; Lian et al. 2013). Neben der genauen
Modulierung der internen Signalwege ist aber auch die Umgebung, in welcher sich die Zellen
befinden, von entscheidender Bedeutung. So hat sich gezeigt, dass der gezielte Einsatz von
Extrazellularmatrix die kardiale Ausdifferenzierung unterstiitzt (Zhang et al. 2012). Durch
die intensive Weiterentwicklung der Differenzierungsprotokolle ist es heute moglich,
effizient Kardiomyozyten aus iPSC mit einer Reinheit von tiber 98 % zu differenzieren (Ma
et al. 2011). Dabei ist zu bedenken, dass iPSC-CM eine gewisse Differenzierungs-
heterogenitit besitzen. Es ist durch AP-Messungen bekannt, dass neben vorwiegend
ventrikuliren  Differenzierungslinien auch atriale sowie zu geringen Teilen
schrittmacherihnliche Linien existieren (Zhang et al. 2009; Ma et al. 2011; Burridge et al.

2012; Abilez et al. 2018).

1.4.4 Eigenschaften von iPSC-CM

Zur Morphologie der iPSC-CM lisst sich sagen, dass sich diese im Vergleich zu aus
Gewebeproben isolierten humanen Kardiomyozyten wesentlich heterogener prisentieren.
So weisen sie neben runden auch dreieckige oder lingliche Erscheinungsformen auf (Hwang
et al. 2015). Neben der verinderten dulleren Struktur ist ein wesentlicher Unterschied, dass
iIPSC-CM ein schlechter ausgeprigtes T-Tubuli-System besitzen (Cadet und Kamp 2017).
Somit befinden sich insbesondere die LTCC zwangsliufig auf der oberflichlichen
Zellmembran (Li et al. 2013). Es konnten durch verschiedene Patch-Clamp- und
Epifluoreszenz-Messungen sowohl die typischen kardialen Ionenstrome (Ina, Lcar, I, Tk, 15,
Aktionspotentiale, als auch stimulierte und koffeininduzierte Ca**-Transienten gemessen
werden (Tanaka et al. 2009; Zhang et al. 2009; Zwi et al. 2009; Lee et al. 2011; Hwang et al.
2015; Karakikes et al. 2015). Entsprechend konnte auch die Expression der relevanten Ca**-
Handling-Proteine, RyR2, SERCA2a, NCXI1, Inositoltrisphosphat-Rezeptor-2 (IP3R2),
Calsequestrin-2 (CSQ?2), Phospholamban (PLN) und die L-Typ-«-1C-Untereinheit (Ca,1.2)
nachgewiesen werden (Itzhaki et al. 2011; Lee et al. 2011). Hwang et al. (2015) untersuchte



Einleitung 18

das Ca**-Handling von humanen iPSC-CM verschiedener Laboratorien und verglich die
Ergebnisse mit adulten Kardiomyozyten von Miusen und Kaninchen. Es wurde
nachgewiesen, dass die gemessenen CaT in ihrem diastolischen Level und ihrer Amplitude
vergleichbar waren. Lediglich die Zeitspanne bis zum Peak und der Decay des CaT waren in
iPSC-CM im Vergleich zu Maus- und Kaninchen-Kardiomyozyten verlangsamt, was mit der
oben beschriebenen strukturellen Defizienz eines vollstindigen T-Tubulus-Systems
vereinbar ist. Es ist folglich davon auszugehen, dass dies in einer ineffizienten CICR resultiert
(Li et al. 2013), was vor allem durch die relative Unreife der iPSC-CM zu erkliren ist (Ebert
et al. 2019). Es wurden auch die SR-Ca**-Beladung sowie die Ca’*-Puffereigenschaften
quantifiziert und verglichen. Diese waren unter allen Gruppen vergleichbar (Hwang et al.
2015). Humane iPSC-CM idhneln adulten Kardiomyozyten in vielen Aspekten der
Elektrophysiologie, des Ca**-Handlings und den kontraktilen Eigenschaften und eignen sich
daher als Modell zur Untersuchung der kardialen Elektrophysiologie sowohl von Gesunden

als auch von Patienten mit hereditiren kardialen Erkrankungen (Blazeski et al. 2012).

1.4.5 iPSC-CM als Modell der familiiren DCM

In der vorliegenden Arbeit wurde ein bereits etabliertes Modell der familiiren DCM
verwendet, welches eine vererbte R173W-Punktmutation des kardialen Troponin T (¢TnT)
aufweist (DCM-cTnT-R173W). iPSC-CM mit dieser Mutation wurden erstmals im Jahr 2012
entwickelt und freundlicherweise von Joseph C. Wu (Stanford University, CA) der
Arbeitsgruppe von Dr. Antje Ebert tiberlassen, welche diese zur elektrophysiologischen
Untersuchung der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Niels Voigt zur Verfugung stellte (Sun et al.
2012). Als Kontrolle wurden gesunde iPSC-CM der gleichen Familie verwendet (Cttl-1 iPSC-

CM).

Das basische Arginin (R im Einbuchstabencode) an Stelle 173 (R173) des cTn'T befindet sich
in einer Scharnierregion zwischen dem Schwanz von ¢TnT, welcher mit Tropomyosin, und
dem Kopf, welcher mit dem kardialen Troponin I (¢Tnl) interagiert (Manning et al. 2011).
Somit ist Arginin hier gunstig platziert, um an den Kontrollmechanismen von cTnT
teilzunehmen. Es ist daher nicht Giberraschend, dass der Verlust der LLadung beim Austausch
des basischen Arginins mit unpolarem Tryptophan (W im Einbuchstabencode; R173W)

Konsequenzen hat (Sommese et al. 2013; Broughton et al. 2016).

Seit 2012 wurden bereits einige Untersuchungen an DCM-cTnT-R173W iPSC-CM
verOffentlicht, die erste Einblicke in die elektrophysiologischen FEigenschaften dieser

Zelllinie erlauben. Ein sehr konsistenter Befund ist, dass diese Zellen ein desorganisiertes
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Sarkomer und schlechtere kontraktile Eigenschaften besitzen (Sun et al. 2012; Dai et al. 2020;
Malkovskiy et al. 2020). Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass die Zellen gewisse
Auffilligkeiten im Ca*-Handling besitzen. Dabei wurde mehrfach dargelegt, dass die
Amplitude des CaT reduziert, die Zeit zum Peak verzégert und der CaT-Decay verlangsamt
war (Sun et al. 2012; Wu et al. 2015; Dai et al. 2020). Zudem konnte beschrieben werden,
dass die Zellen auf B-adrenerge Stimulation nur abgeschwicht und mit einer Rickbildung

der Sarkomere reagierten (Sun et al. 2012; Wu et al. 2015).

Es ist jedoch hervorzuheben, dass alle bisher durchgefiihrten Ca**-Messungen mangels
Verwendung eines ratiometrischen Farbstoffes bzw. mangels Durchfithrung einer
Kalibrierung nur relative Ca**-Signale abbilden. Eine umfangreiche Untersuchung der Ca*"-
Homéostase ist bisher nicht erfolgt. Auch Aussagen zur Ca**-Sensitivitit bei DCM-cTn'T-
R173W existieren bisher nicht (Sun et al. 2012). Viele Untersuchungen anderer mit DCM
assoziierten ¢TnT-Mutationen deuten jedoch auf eine Abnahme der Ca®*-Sensitivitit hin
(Morimoto et al. 2002; Lu et al. 2003; Hershberger et al. 2009). Diese Ergebnisse beruhen
jedoch auf Kraft-Ca**-Messungen. Uber die tatsichliche Ca**-Affinitit bzw. Ca**-Pufferung
existieren derzeit keine Daten, weshalb diese Erkenntnisse nicht einfach auf DCM-cTnT-
R173W tbertragen werden kénnen. In einer fritheren Arbeit von Dai et al. (2020) zu DCM-
cTnT-R173W iPSC-CM wurde die Bindung der Proteinkinase A (PKA) an lokale Sarkomer-
Mikrodominen untersucht. Diese schien bei DCM-cTnT-R173W iPSC-CM abgeschwicht
zu sein. Da eine Hypophosphorylierung von Tnl typischerweise die Ca**-Affinitit von TnC
erhoht (Sommese et al. 2013; Bollen et al. 2017), folgt daraus, dass die Ca®*-Pufferung in
DCM TnT-R173W iPSC-CM erhoht sein wiirde (Smith und Eisner 2019). Der Einfluss einer
erthohten Ca**-Pufferung auf die Arrthythmogenese bei hereditiren Kardiomyopathien wurde
bereits in Abschnitt 1.2.3 erldutert. Und obwohl Patienten mit ¢TnT-R173W-Muation
nachweislich ein hohes Risiko fiir ventrikulire Tachykardien besitzen (Campbell et al. 2013;
Merlo et al. 2013), wurde bisher in nur geringem Umfang nach arrhythmogenen

Mechanismen in diesen Zellen gesucht.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die DCM ist eine der hidufigsten Kardiomyopathien des Menschen. Sie ist durch eine
pathologische Dilatation des linken Ventrikels und eine progrediente Herzinsuffizienz
charakterisiert. Die schlechte klinische Prognose der DCM ist zu grof3en Teilen auf das
Auftreten gefihrlicher Herzrhythmusstérungen zuriickzufithren, welche nicht selten mit

einem plotzlichen Herztod assoziiert sind. Dabei tUben genetische Ursachen einen
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bedeutenden Einfluss auf die Entstehung und den Progress der Erkrankung sowie auf die
Entstehung von Arrhythmien aus. Der Pathomechanismus, der hinter dem Auftreten von
Arrhythmien bei DCM steckt, ist bisher jedoch noch nicht verstanden. Ziel dieser Arbeit ist
es daher, einen Beitrag zum tiefergehenden Verstindnis tber die Entstehung von

Arrhythmien bei DCM zu leisten.

Zu diesem Zweck wurde ein iPSC-CM Modell von Patienten mit einer Punktmutation
(R173W) im kardialen Troponin T gewihlt (DCM-cTnT-R173W iPSC-CM), von welcher
bekannt ist, dass sie beim Menschen zu einer DCM fihrt und in diesem Zusammenhang

auch mit dem Auftreten von gefihrlichen Arrhythmien assoziiert ist.

Grundlage dieser Arbeit ist es, die DCM-cTnT-R173W iPSC-CM auf das Auftreten sowie
die Mechanismen von Arrhythmien zu untersuchen. Dabei liegt der Fokus auf der Detektion
von proarthythmogenen CaT-Alternans, welche mittels Ca**-sensitiver Epifluoreszenz unter
Feldstimulation gemessen werden sollen. Weiterfithrend soll ein Augenmerk dieser Arbeit
auf proarrhythmogenen Anderungen der Ca’*-Homdostase liegen. Diese sollen durch
umfangreiche Patch-Clamp-Experimente und simultane Epifluoreszenz untersucht werden.
Der Schwerpunkt dieser Messungen besteht in der erstmaligen Quantifizierung der
intrazelluliren Ca®*-Pufferung bei DCM-cTnT-R173W iPSC-CM. Es wird vermutet, dass
diese Zellen eine erhéhte zytosolische Ca**-Pufferung aufweisen, was als proarthythmogener
Mechanismus diskutiert werden kann. Alle Ergebnisse sollen mit Messungen an Ctrl-1 iPSC-

CM von gesunden Probanden der gleichen Familie verglichen werden.

Daneben soll mit Hilfe des Ca**-Sensitizers EMD57033 ein pharmakologisches Modell einer
hohen Ca**-Pufferung in Kardiomyozyten konstruiert werden. Dieses wird mit gesunden
iPSC-CM realisiert, welche nicht aus der DCM-Familie stammen (Cttl-2), um die bei DCM-
cTnT-R173W iPSC-CM gewonnenen Ergebnisse in einen umfassenderen Vergleich
einbetten zu koénnen. So soll entsprechend gezeigt werden, ob sich die Ergebnisse
unabhingig von der Mutation und der Familie reproduzieren lassen, was die Kausalitdt der

beobachteten Zusammenhinge unterstreichen wiirde.

Aus den gewonnenen Erkenntnissen konnte ein neuer proarrhythmogener Mechanismus
postuliert werden, welcher in der Folge neuartige Uberlegungen pharmakologischer

antiarrhythmischer Therapieansitze bet DCM hervorbringen kénnte.
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2 Material und Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden L-Typ-Ca**-Stréme (Ic,;) von iPSC-CM mittels
Einzelelektroden Patch-Clamp-Technik in der Whole-Cell-Konfiguration im Voltage-Clamp
Modus untersucht. Simultan dazu wurde die intrazellulire Ca®"-Konzentration ([Ca®'];) mit
Hilfe von Epifluoreszenz quantifiziert. So wurden Ic.p getriggerte CaT gemessen. Zudem
wurden mit Hilfe eines Koffeinprotokolls koffeininduzierte Ca’*-Transienten (cCaT) und
simultan dazu die NCX-abhingigen Einwirtsstrome (Incx) analysiert. Diese Daten wurden
zur Quantifizierung der intrazelluliren Ca**-Pufferung herangezogen. Des Weiteren wurde
zur Untersuchung von proarrhythmischen CaT-Alternans in iPSC-CM diese in einem
Frequenzbereich zwischen 0,5 Hz und 5 Hz mittels Epifluoreszenz unter Feldstimulation
untersucht.

Es liegt ein positives Votum der Ethikkommission der Universititsmedizin Goéttingen unter

der Nummer 15/2/20 fir diese Arbeit vor.

2.1 Patch-Clamp-Technik

Die Erlauterungen zur Patch-Clamp-Methodik im folgenden Abschnitt basieren
weitestgehend auf den Buchern von Markus Numberger und Andreas Draguhn (1996),
Areles Molleman (2002) und der Dissertationsschrift von Niels Voigt (2006). Diese Werke
wurden zum grundlegenden Verstindnis, zur Vorbereitung der Experimente und zur

systematischen Analyse zu Hilfe genommen.

2.1.1 Entstehung der Methode

Grundlage fir die Entwicklung der Patch-Clamp-Methode war die Etablierung der
sogenannten Spannungsklemme mittels zweier Elektroden, die direkt in die Zelle gestochen
werden. Diese wurde von H. J. Curtis und K. Cole zur Untersuchung von Membranstrémen
an Neuronen in den 1930er Jahren entwickelt (Cole 1979). Die Methode wurde im Laufe der
Jahre wesentlich zur Patch-Clamp-Technik weiterentwickelt, wobei es nicht mehr notwendig
ist zwei Elektroden direkt in die Zelle einzustechen. Vielmehr wird eine Elektrode,
eingebettet in eine diinn ausgezogene, mit Pipettenlosung geftllte Glaspipette, auf die Zelle
aufgesetzt und so ein sehr hoher Abdichtwiderstand zwischen Glas und Zellmembran
erzeugt. Dieser verhindert groere Leckstrome, welche an der Zelle vorbeiflieBen wiirden,

und macht somit das Messen sehr kleiner Strome im Bereich weniger Picoampere
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(pA 2 10" A) moglich. Die zweite Elektrode befindet sich in der Badlésung und benétigt
als Referenzelektrode keinen direkten Kontakt zur Zelle. Durch einen Operationsverstirker,
welcher als Strom-Spannnungs-Wandler (I-U-Wandler) agiert, wird es moglich, dass die
Elektrode innerhalb der Pipette sowohl die Aufgabe des Kommandos als auch der Messung
Ubernimmt. Diese Methode wurde erstmals von E. Neher und B. Sakmann im Jahr 1976
beschrieben (Neher und Sakmann 1976), wofir die beiden im Jahre 1991 den Nobelpreis
erhielten (Neher 1992). In den folgenden Jahren wurden aufbauend auf einer stetigen
Verbesserung der Methodik weitere Konfigurationen entwickelt. Hierbei handelt es sich um
die Outside-Out- und die Inside-Out-Konfiguration, welche jedoch in dieser Arbeit nicht
weiter beschrieben werden. Die Cell-Attached- und die Whole-Cell-Konfigurationen
hingegen, die in dieser Arbeit Anwendung fanden, werden daher im Folgenden erldutert

(Hamill et al. 1981).

2.1.2 Die Cell-Attached-Konfiguration

Jedes Patch-Clamp-Experiment beginnt mit der Cell-Attached-Konfiguration bzw. dem
Herstellen eines sogenannten sea/s. Dazu wird zunichst ein leichter Uberdruck an die Pipette
angelegt und die Pipettenspitze in die Ndhe der Membranoberfliche gebracht. Nun wird die
Membran vorsichtig mit der Pipette berithrt, was durch einen leichten Anstieg des
Pipettenwiderstands erkennbar wird. Nach einem Anstieg um etwa 0,3 M€ wird der
Uberdruck der Pipette entfernt, was zum Ansaugen der Membran an die Pipette fiihrt. Dies
kann durch einen leichten zusitzlichen Sog unterstiitzt werden. Das Ergebnis ist die
Ausbildung eines moglichst grolen Abdichtwiderstandes zwischen Pipettenlésung und
Badlésung. Dieser sollte mindestens 1 G2 betragen, weshalb man in dem Fall auch von
einem gigaseal spricht (Abbildung 2 links). In dieser Konfiguration ist die Zelle noch
vollstindig intakt und befindet sich, abgesehen von dem mechanischen Kontakt durch die
Pipette, in einem physiologischen Zustand. Diese Konfiguration wurde in der vorliegenden
Arbeit bei jeder mittels Patch-Clamp-Technik gemessenen Zelle als Voraussetzung fiir die

Whole-Cell-Konfiguration geschaffen.

2.1.3 Die Whole-Cell-Konfiguration

Die Whole-Cell-Konfiguration, oder auch Ganzzellableitung wird verwendet, um die
gesamte Zellmembran und damit die gesamte Zelle mit all ihren Ionenkanilen zu erfassen.
Das Ziel ist es dabei die gesamte Zellmembran zwischen die beiden Elektroden zu schalten.
Machbar wird dies, indem nach dem Erreichen eines gigaseals durch nun etwas stirkeren Sog

die Zellmembran an der Pipettenspitze eingerissen wird. Dadurch wird ein vollstindiger
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Zugang zum Zytoplasma der Zelle hergestellt und somit das Innere der Pipette mit dem
Inneren der Zelle gleichgeschaltet. Um nun die Ionenverhiltnisse des Zytoplasmas nicht
durcheinander zu bringen ist es notwendig, dass die verwendete Pipettenlésung eine
zytoplasmaihnliche Zusammensetzung besitzt. Wahrend des Einreilens der Membran wird
der hohe Abdichtwiderstand zwischen Pipette und Zelle erhalten (Abbildung 2 rechts). Da
sich nun jedoch die Zellmembran zwischen den Elektroden befindet, nimmt bei Erreichen
der Whole-Cell-Konfiguration die Gréf3e des kapazitativen Ladestromes zu. Dieser ist
abhingig von der GréB3e der Membrankapazitit, welche zellspezifisch ist, und von dem
Serienwiderstand, welcher sich aus dem Zugangswiderstand zur Zelle ergibt. Je geringer der
Serienwiderstand, desto steiler und hoher zeigt sich der Ladestrom als Antwort auf den
Testimpuls. Ist der Serienwiderstand zu grof3, ist dies hdufig durch Membranreste in der
Pipettenspitze bedingt, welche sich meist durch minimalen Druck auf die Pipette entfernen

lassen.

Cell-Attached Whole-Cell

Elektrode ———
rupturierte Membran

Pipette ———>
mit Pipettenlosung

{\ ¥\
Zellmembran —————
. g

o

T

Zytosol

Tonenkanal &TA 3 J

Abbildung 2: Patch-Clamp-Konfigurationen dieser Arbeit

Links: Durch Ansaugen der Glaspipette an die Zellmembran wird ein maximal hoher Abdichtwiderstand
erreicht und somit ein gigaseal hergestellt. In dieser Arbeit diente die Konfiguration lediglich als Ausgangspunkt
der Whole-Cell-Konfiguration. Rechts: Durch einen kontrollierten Sog wird die Zellmembran kontrolliert
rupturiert und somit ein vollstindiger Zugang zum Zytosol erreicht.

Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an Voigt (20006), S. 20

2.1.4 Voltage-Clamp-Modus

In der vorliegenden Arbeit wurden Zellen in der Whole-Cell-Konfiguration mittels des

Voltage-Clamp-Modus untersucht. Das Ziel dieser Methodik ist es physiologische
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Membranstrome messen zu kénnen, ohne dass diese die Membranspannung riickkoppelnd
beeinflussen. Es wird demnach durch diesen Modus die Membranspannung mittels einer
Kontrollspannung kontrolliert, wihrend die Membranstréme gemessen werden kénnen. Um
dies zu erreichen, wird 4dquivalent zu dem Membranstrom ein betragsgleicher aber
entgegengerichteter Kompensationsstrom in die Zelle appliziert. Der Patch-Clamp-
Verstiarker kann somit mithilfe eines Vorverstirkers und einem darin verbauten Strom-
Spannungs-Wandler allein mit der Pipettenelektrode zum einen die Membranspannung
kontrollieren und zum anderen durch Messen des notwendigen Kompensationsstromes den

Membranstrom ermitteln.

2.1.5 Elektrophysikalische Prinzipien

Im Folgenden sollen elektrophysikalische Grundprinzipien der Methodik erldutert werden,
die fir ein Verstindnis und zur Interpretation der Ergebnisse notwendig sind. Es wird zu
einem detaillierten Verstindnis jedoch auf die einleitend genannte Literatur verwiesen

(Numberger und Draguhn 1996; Molleman 2002; Voigt 20006),

2.1.5.1 Die Membran als Kondensator

Die Biomembran, hauptsichlich bestehend aus Phospholipiden, bildet in wissriger Losung
eine gut isolierende Barriere. Sie trennt dadurch zwei wissrige, gut leitende Losungen
elektrisch und gibt dadurch die Mdglichkeit Ladungen voneinander zu trennen bzw.
Ladungen zu speichern. Die Membran wird durch diese Eigenschaft zu einem elektrischen
Plattenkondesator (Formel 3). Je mehr Ladung ein Kondensator speichern kann, desto
groBer ist seine Kapazitit (C). Die Kapazitit eines Kondensators und damit einer
Zellmembran ist generell von drei Faktoren abhingig. Erstens von der Dicke (d), zweitens
von den Eigenschaften des Materials, ausgedriickt durch die Dielektrizititskonstante (e;) und
drittens von der Grofie der Oberfliche (A). Korrigiert durch die elektrische Feldkonstante

&, stellt sich der Zusammenhang dieser drei Faktoren folgendermaf3en dar:

A
C=eooerog

Formel 3: Kapazitit eines Plattenkondensators

C = Kapazitit des Kondensators; &, = elektrische Feldkonstante; e, = Dielektrizititskonstante; A = Oberfliche

des Kondensators; d = Dicke des Kondensators
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Dicke und Material sind im Grunde bei allen biologischen Zellmembranen konstant,
wodurch die Grofie der Oberfliche als einzige Variable tibrig bleibt. So ergibt sich, dass die

Membrankapazitit proportional zur Zelloberfliche ist.
C-A

Somit gibt die Messung der Membrankapazitit einen guten Wert zur Abschitzung der
Zelloberfliche und erlaubt eine Relativierung von StromgroBen gegeniiber der

Membrankapazitit.

2.1.5.2 Laden und Entladen der Zellmembran

R, = Serienwiderstand
CM RM RM = Membranwiderstand

C,, = Membrankapazitit

Abbildung 3: Ersatzschaltbild der Whole-Cell-Konfiguration

Nach Zerreilen der Zellmembran erhilt man einen direkten Zugang zum Zytosol. Die gesamte Zellmembran
wird somit zwischen die beiden Elektroden geschaltet. Das entsprechende Ersatzschaltbild ist hier dargestellt.
Der Serienwiderstand Rs ergibt sich aus der C)ffnung zum Zellinneren. Rgist mit der Zellmembran in Reihe
geschaltet, welche elektrisch durch die Parallelschaltung aus Membrankapazitit Cy und Membranwiderstand
Ry ausgedriickt wird.

Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an Numberger und Draguhn 1996, Seite 88

Folglich kann die Zellmembran als vollstindiges elektrisches Modell verstanden werden,
welches einen elektrischen Widerstand, ein elektrisches Potential und eine Kapazitit besitzt.
Andert sich das Potential in einem Kreislauf mit Widerstand und Kondensator, so folgt
zunichst ohne Zeitverzug ein entsprechender Stromfluss (Abbildung 4). Dieser bewirkt ein
Umladen des Kondensators, was zur Umkehr des elektrischen Feldes innerhalb des
Kondensators fithrt. Dieses wirkt dem Stromfluss entgegen, bis der Stromfluss zum Erliegen
kommt. Wird nun das Potential wieder auf den Ausgangswert gesetzt, so tritt der umgekehrte

Effekt ein. Die resultierende Stromkurve zeigt sich in der folgenden Exponentialfunktion,
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wobei 1y die Zeitkonstante angibt, bei welcher der Strom auf 1/e (etwa 37 %) des

Maximalwertes abgefallen ist.

I(t) = Lpax * et/

Das Potential () des Kondensators verhilt sich umgekehrt proportional dazu.

(p(t) = (pmax * (1 - e_t/TM)
Entsprechend ist der Kondensator bei t = 1 zu 1 — e (etwa 63 %) geladen. Die Kapazitit
und der Widerstand sind beide linear proportional zu tv. Es gilt folgende Formel:

Ty = Rg ¢ Cy

Diese Gleichung sagt aus, dass je gré3er der Kondensator und je gro3er der Serienwiderstand

ist, desto linger der Umladeprozess der Membran dauert.

2.1.5.3 Kompensation der Membrankapazitat

Das oben beschriebene Prinzip des Lade- und Entladeprozesses ist sehr niitzlich, um die
Eigenschaften der Zelle als elektrisches Glied im Ersatzschaltbild zu beschreiben (Abbildung
3). Simuliert wird dies an der Zelle nach Erreichen der Whole-Cell-Konfiguration durch
einen 5mV starken Testimpuls (Sollspannung, Us), welcher mit einer Frequenz von

33,3 Hz appliziert wird.

Dies fithrt an der Zellmembran zu dem in Abschnitt 2.1.5.2 beschriebenen Umladeprozess,
welcher durch einen initial hohen und dann exponentiell abfallenden Stromfluss erkennbar
wird (Abbildung 4). Dieser lisst nun Riickschlisse auf Membrankapazitit und

Serienwiderstand zu.

Allerdings ist dieses Phinomen bei der eigentlichen Messung teils sehr kleiner Strome
storend und wirde zu grolen Artefakten fihren. Zudem konnten grofe
Spannungsinderungen der Zellmembran und damit verbundene grof3e Umladestrome eine
Ubersittigung des Systems zur Folge haben. Deshalb wird die Membrankapazitit so weit
Uber einen transienten Strom kompensiert, bis der Umladestrom nicht mehr als Antwort auf
den Testpuls sichtbar wird. Dieser injizierte Strom muss entsprechend der Zelleigenschaften
die gleiche Zeitkonstante haben, um den Umladestrom auszugleichen. Er wird jedoch nicht
tber den I-U-Wandler, sondern tiber einen zweiten Eingang injiziert, sodass er bei der
Messung von Stromen nicht erscheint. Dies hat zur Folge, dass wihrend der Messung keine
storenden Artefakte sichtbar werden, gleichzeitig wird aber auch verhindert, dass der

Verstirker bei groen Spannungsspringen ubersittigt wird. Die kompensierte
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Membrankapazitit wird zunichst vom Computer mathematisch geschitzt und lisst sich

dann auf Grundlage dieser Schitzung per Hand mittels Regler einstellen.

Basierend auf demselben Prinzip wird nach Eintauchen der Pipette in die Badlosung die
Kapazitit der Glaspipette ebenfalls iiber einen zweiten Kompensationsmechanismus
kompensiert. Beide Kompensationsmechanismen (Pipettenkompensation und Zellkompen-

sation) sind unabhingig voneinander und lassen sich vollstindig uberlagern.

Testpuls

U _,=5mV i

Stromkurve

max

Ioffsc( i

Abbildung 4: Testpuls mit Umladestrémen nach Einreiflen der Zellmembran

Nach Erreichen der Whole-Cell-Konfiguration bewirkt der Testpuls (Uswn) von 5 mV ein Umladen der
Zellmembran. Wie in Abschnitt 2.1.5.2 erklart fuhrt dies zu einer Stromkurve, welche initial steil auf den
Umladestrom Ima ansteigt und dann durch das Laden der Membran exponentiell mit der Zeitkonstante 1y auf
den Haltestrom Ifsee abfillt. Anhand der Exponentialfunktion der Stromkutve ldsst sich Membrankapazitit
und Serienwiderstand berechnen und so entsprechend kompensieren.

Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an Numberger und Draguhn 1996, Seite 94

2.1.5.4 Kompensation des Serienwiderstandes

Wie bereits beschrieben und in Abbildung 3 dargestellt besteht zwischen Glaspipette und
Zellinnerem ein Serienwiderstand Rs. Dieser setzt sich mal3geblich aus zwei Teilen
zusammen: Zum einen aus dem Offnungsdurchmesser der Pipette und zum anderen aus
Membranresten, die nach Einreien der Membran in der Offnung der Pipette verbleiben.
Letzteres macht den groB3ten Anteil des Serienwiderstandes aus. Der Serienwiderstand besitzt

jedoch zwei Nachteile. Einerseits verlangsamt ein zu groBer Serienwiderstand den
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Umladeprozess der Zellmembran, wie bereits aus Abschnitt 2.1.5.2 zu entnehmen ist,
andererseits fallt proportional zur Hohe des Serienwiderstandes ein Teil der Sollspannung
ab, was dazu fihrt, dass die gewtnschte Spannung im Zellinneren nicht erreicht werden
kann. Deshalb wird mittels der Kompensation des Serienwiderstandes ein Anteil
proportional zur Kommandospannung hinzuaddiert, um so den erwarteten Verlust iiber den
Serienwiderstand moglichst auszugleichen. Leider ldsst sich der Serienwiderstand nicht
vollstindig kompensieren, da der Schaltkreis zur Kompensation einem positiven
Rickkopplungsmechanismus unterliegt. Wiirde er vollstindig kompensiert werden, so wiirde
das System zu schwingen beginnen und instabil werden. Es musste an dieser Stelle daher ein
Kompromiss gefunden werden, welcher darin besteht, dass in der vorliegenden Arbeit die
hinzuaddierte Kompensationsspannung mit dem Kompensationsfaktor von 0,6 multipliziert

wurde.

2.2 Hardware und Materialien

Tabelle 1: Hardware und Materialien

Gerit; Material Modell, Hersteller

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

Wortld-Precision-Instrument, USA

Deckgliser, rechteckig Menzel-Glaser 22 x 40 mm No. 1;
Thermo Fischer scientific, USA

Deckglaser, rund Menzel-Gliser, Durchmesser 10 mm;

Thermo Fischer scientific, USA

Elektrodenchlorierer ACI-01; npi electronic GmbH,
Deutschland

Glasspritze Fortuna Optima, Poulten & Graf,
Deutschland

Hauptverstirker Axopatch 200B; Molecular Devices, USA

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

Kamera MyoCAM-S w CFA300; IonOptix, USA

Kammerplattform PH-1; Warner Instruments, USA
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Gerit; Material

Modell, Hersteller

Kurzbogenlampe

Messkammer

Mikromanipulator

Mikroskop
Perfusionsspitze

Perfusionssystem

Photomultiplier
Pipettenhalter

Pipettenziehgerit

Signalwandler

Stimulator

Vakuumpumpe

Vorverstarker
Vorwiarmer

Xenon-Lichtquelle

Zell-Einrahmungsadapter

Zell-Transportbox

OptoSource High Intensity Arc Lamp;
Cairn Research, UK

RC-26; Warner Instruments, USA

PatchStar + Control Cube; Scientifica,

UK
Motic AE31; Motic Europe, Spanien
MPRES-TD5; Cell MicroControls, USA

VC3-8xG Series; ALA Scientific

Instruments, USA
PMT 400; IonOptix, USA
1-HL-U, Axon; Molecular Devices, USA

DMZ Universal Electrode Puller; Zeitz-

Instruments, Deutschland

Axon Digidata 1440A; Molecular
Devices, USA

MyoPacer EP Field Stimulator; IonOptix,
USA

Vacuum Waste Kit; ALLA Scientific

Instruments, USA

CV 203 BU; Molecular Devices, USA
MPRES; Cell MicroControls, USA
UXL S50A; Ushio, Japan

Cell Framing Adapter; IonOptix, USA

Cell-Trans 4016; Labotect Labot-
Technik-G6ttingen, Deutschland
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2.3 Der Patch-Clamp-Messplatz

Der Patch-Clamp-Messplatz, der dieser Arbeit zugrunde liegt, ist ein komplexer Aufbau von
Geriten und Systemen, die es in ihrem Zusammenspiel ermdglichen die Membranstréme
einzelner iPSC-CM zu messen. Dabei ermdglicht dieses Setups, dass weder elektrische noch
mechanische Storsignale die sehr kleinen Stréme beeinflussen. Der standardmal3ige Aufbau,

ist in Abbildung 5 mithilfe von beschrifteten Fotografien dargestellt.

Pipettenhalter
z Heizwiderstand
' Perfusionsspitze
G = Gl;lspipette
: » s 1 1 Tt p
3 : Messkammer mit Versuchsobjekt
ﬂ Heizplattform
Absaugung Agarbriicke Deckglas mit iPSC-CM
Kamera ' |1 1 '
| Perfusionssystem mit Ventilblock ‘t; j
Photomultiplier
| Zell-Einrahmungsadapter Z
Vorverstirker
| Vergrolerung siehe oben
Mikroskop o0 o
Glaspipetten 4 ' /’
unter Abdeckung /F g
Erdung
Schwingungsfteier Tisch ~ 3
Glassptitze mit Dreiwegehahn - ‘f; 2\ .

Abbildung 5: Patch-Clamp-Setup

Abgebildet sind zwei Fotos des Patch-Clamp-Setups, wie es fir alle Patch-Clamp-Versuche dieser Arbeit
aufgebaut wurde. Auf dem Ubersichtsbild (rechts unten) ist der schwingungsgedimpfte Tisch mit
Faraday’schem Kifig (blau) dargestellt. Die relevantesten Bestandteile des Messplatzes, sind in dieser Abbildung
beschriftet. Der Aufbau der Messkammer mit Versuchsobjekt, Glaspipette und Lésungswechsler ist als
Vergroflerung oben links abgebildet. Zur besseren Darstellung wurden die Bilder unter Raumbeleuchtung
aufgenommen.

Quelle: Eigene Fotografien
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2.3.1 Messtisch

Die Messungen wurden auf einem vibrationsgeddmpften Tisch durchgefiihrt, auf welchem
ein Faraday’scher Kifig aufgebaut ist (Abbildung 5). Der Tisch stellte auf diese Weise sicher,
dass keine mechanischen Storungen, wie Vibrationen von innerhalb oder auflerhalb des
Gebiudes die Pipette relativ zur Zelle bewegten. Dies war essenziell zur Aufrechterhaltung
eines guten Zugangs zur Zelle. Der Faraday’sche Kifig diente zur Abschirmung elektrischer
Storsignale, welche vor allem von den elektrischen Geriten aulerhalb des Kifigs und des
Wechselstromnetzes ausgehen. Auf dem Tisch befand sich das Mikroskop mit IonOptix
Videotechnik und Messkammer, der Mikromanipulator mit Vorverstirker und
Pipettenhalter, sowie die Losungsperfusion bestehend aus Losungsspritzen, Ventilblock und

heizbarer Applikationsspitze (Tabelle 1).

2.3.2 Messkammer

Die Messkammer wurde jeweils am Versuchstag zusammengebaut. Dazu wurde in den
Randsaum auf die Unterseite der Kammer silikonfreies Laborfett (glisseal N; Borer Chemie,
Schweiz) aufgetragen und ein rechteckiges Deckglas (Tabelle 1) von unten zum Abdichten
aufgesetzt. Fixiert wurde die Kammer mit vier Schrauben auf der Heizplattform, welche in
die Mikroskopplattform gelegt wurde. Die Messkammer selbst besal3 eine Aussparung fiir

das Versuchsobjekt, in welche die runden, mit Zellen plattierten Deckgliser gelegt wurden.

Deckglas mit iPSC-CM Messkammer Deckglas Heizplattform

~—
S
X \
Agarbriicke
Absaugung
Referenzelektrode Heizwiderstand

Abbildung 6: Aufbau der Messkammer

Dargestellt ist von links nach rechts ein coversiip mit ausplattierten iPSC-CM, welcher in eine Messkammer gelegt
wird. Diese ist mit Absaugung, Referenzelektrode und Agarbriicke abgebildet und wird von unten mit einem
Deckglas verschlossen. Die Messkammer wird in einer Heizplattform fest verschraubt, welche am Ende in die
Mikroskopplattform (nicht dargestellt) gelegt wird.

Quelle: Eigene Darstellung
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Die Messkammer war tiber einen Tunnel mit der Aussparung fiir die Absaugung verbunden.
Eine davon getrennte Aussparung fir die Referenzelektrode wurde tber eine Agarbriicke

(Salzbriicke) mit der Badlésung verbunden (Abbildung 06).

2.3.3 Perfusionssystem

Die Losungen zur Perfusion wurden jeweils in ein 60 ml Reservoir gefillt, welche tiber ein
modifiziertes Infusionssystem mit der Applikationsspitze (Tabelle 1) verbunden waren. Der
Schlauch des Systems fiithrte durch den Ventilblock des Perfusionssystems (Tabelle 1). Die
Ventile lieBen sich tiber ein Steuerelement einzeln 6ffnen und schlieBen, sodass sich die
gewiinschte Losung zu einem definierten Zeitpunkt innerhalb weniger Millisekunden
applizieren lie. Der Perfusionsdruck war dabei gravitationsgesteuert. Die Durchflussmenge
lieB3 sich Gber den Durchflussregler des Infusionssystems im Vorhinein einstellen. An die
Messkammer angeschlossen war eine Absaugvorrichtung, die mit einer Vakuumpumpe
(Tabelle 1) verbunden war. Die Absaugung wurde so eingestellt, dass sie mit der
Perfusionsgeschwindigkeit einen gleichmifBigen Losungstluss bewirkte, ohne dass sich die

im Bad befindliche Gesamtlésungsmenge dnderte.

2.3.4 Temperaturregulation

Im Grunde wurde mit drei Systemen gewihrleistet, dass sich die temperatursensiblen iPSC-
CM zu jedem Zeitpunkt in einer 37 °C warmen Losung befanden. Vor Beginn der
Experimente mussten die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 beladen werden
(Abschnitt 2.4.3). Dazu wurden sie in einer beheizbaren Zell-Trabsportbox inkubiert
(Tabelle 1). Wihrend der Versuche wurde diese auch verwendet, um die iPSC-CM wihrend
des gesamten Versuchstages zu lagern. Die zu messenden Zellen wurden wihrend der
Experimente mit zwei Systemen tber die in Tabelle 1 genannte Heizung auf 37 °C gehalten.
Dazu wurde zum einen die Plattform tber zwei Heizwiderstinde aufgeheizt und mit einem
Temperaturfiihler der Temperaturregelkreis der Plattform geschlossen. Zum anderen wurde
die Perfusionsspitze direkt geheizt, sodass alle applizierten Losungen exakt 37 °C warm
waren. Dies war besonders wichtig, da die Losungen, welche die Zelle umsptlten,

maf3geblich deren Temperatur wihrend der Experimente beeinflusste (Abschnitt 4.8.1).

2.3.5 Pipetten, Pipettenhalter und Pipettendrucksystem

Fir die Versuche wurden fur den jeweiligen Versuchstag Pipetten hergestellt. Dazu wurden
Borsilicat-Glaskapillaren (Tabelle 1) mit einem Aulendurchmesser von 1,5 mm verwendet.

Diese wurden etwa auf eine Linge von 70 mm zugeschnitten und an den Enden mit einer
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Gasflamme poliert. Die Kapillaren wurden in das Pipettenziehgerit (Tabelle 1) eingespannt
und in drei Heizschritten zu je zwei Pipetten ausgezogen, welche an der Spitze poliert
wurden. Die verwendeten Pipetten besallen einen Pipettenwiderstand von 4 - 7 MQ.

Die hergestellten Pipetten wurden fiir den Versuchstag abgedeckt gelagert, sodass die feinen
Pipettenspitzen vor Fremdkorpern geschiitzt waren. Fiir jede Zelle wurde eine neue Pipette
mit Pipettenlosung gefillt und in das vordere Ende des Pipettenhalters eingespannt. In
diesem war die Pipettenelektrode verankert, welche nun in die Pipettenlosung eintauchte.
Auf der anderen Seite war der Pipettenhalter direkt am Vorverstirker verschraubt, sodass
die Pipettenelektrode mit diesem nun direkt leitend verbunden war. Seitlich am
Pipettenhalter befand sich eine Offnung, auf welche ein Schlauch gesteckt wurde, der iiber
einen Dreiwegehahn mit einer Glasspritze (Tabelle 1) verbunden war. Mit dieser lie3 sich der
Druck innerhalb des Pipettenhalters und damit innerhalb der Pipette jederzeit regulieren,
ohne den Messplatz berithren zu missen. Dies war zur Herstellung der Whole-Cell-

Konfiguration entscheidend.

2.3.6 Elektroden

Generell werden zwei Elektroden fiir die Patch-Clamp-Technik benétigt. Zum einen die
Pipettenelektrode, zum anderen die Badelektrode. Beide stellen die Schnittstelle zwischen
festen metallischen Leitern der Gerite und den flussigen Leitern, dem Intra- und
Extrazellularraum dar. In der Elektrophysiologie handelt es sich bei Strtémen und Potentialen
immer um  Jonenverschiebungen,  wihrend die  Elektronik  immer  auf
Elektronenverschiebungen beruht. Die Elektroden sind demnach der Ort, an dem aus den
Ionenverschiebungen zwischen den Losungen Elektronenverschiebungen in den
metallischen Leitern entstehen. Dies geschieht durch Redoxreaktionen am Feststoff-
Losungs-Ubergang. Dazu wurden Silberdrihte verwendet, die mit einer Silberchloridschicht
Uberzogen waren. Silberchlorid besitzt ein niedriges Redoxpotential und eignet sich daher
gut fir eine reversible Redoxreaktion. Dabei kann elementares Silber mit Chloridionen zu
Silberchlorid reagieren, wobei ein Elektron frei wird. Umgekehrt kann aus einem Elektron
und Silberchlorid wieder elementares Silber und Chloridionen entstehen. Die
elektrochemischen Potentiale, die zwischen Draht und Lésung entstehen, heben sich
weitestgehend zwischen den Elektroden auf, wenn die Elektroden baugleich sind, eine
dhnlich grofle Oberfliche in der Loésung haben und wenn die Loésung eine gleiche
Konzentration an Chloridionen aufweist. Dazu wurde die Referenzelektrode in eine 50 mM
KCl Referenzlésung getaucht, welche tber eine mit Agarosegel (50 mM KCI) gefiillte
Glasbrucke (Agar- oder Salzbriicke) mit der Badlosung verbunden war. Die KCl
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Konzentration in der Pipetten- und Referenzlosung war dadurch identisch. Geringe
Unterschiede im elektrochemischen Potential lieBen sich durch eine Korrektur des offser

manuell vornehmen.

Eine Chlorierung der Silberdrihte erfolgte immer dann, wenn sie nicht mehr gleichmafig
schwarz gefirbt waren. Dazu wurde jeder Draht zunichst mit feinem Schmirgelpapier
vollstindig vom Silberchlorid befreit und dann in einem auf Elektrophorese basierenden

automatischen Elektrodenchlorierer (Tabelle 1) in 3 M KCI Losung neu chloriert.

2.4 Videotechnik und Epifluoreszenz

2.41 Mikroskop

Alle Versuche dieser Arbeit wurden an dem inversen Mikroskop aus Tabelle 1 durchgefiihrt.
Der Vorteil des inversen Mikroskops ergibt sich zunichst daraus, dass das Objektiv von
unten an das Objekt herangefiihrt wird, sodass auf dem Objekttisch gentigend Platz fir die
Pipette, den Losungswechsler und weitere Apparaturen bleibt. Zudem wird bei einem
inversen Mikroskop das Objektiv und nicht der Objekttisch in der Hohe zum Scharfstellen
reguliert, was essenziell wihrend der Versuche war, um den Zugang zur Zelle nicht zu
verlieren. AuBlerdem kann das Objektiv von unten viel niher an das Objekt herangefiihrt
werden, was zum einen den Einsatz von Linsen grofler numerischer Apparatur moglich
macht, zum anderen fillt das Exzitationslicht durch das Objektiv auf das Objekt, was durch
den kurzen Abstand zwischen Linse und Objektiv wesentlich fokussierter ist und somit
weniger Lichtintensitit bedarf. So konnte das Anregen von Zellen au3erhalb des Fokus

weitestgehend vermieden werden.

2.4.2 Videotechnik

Der Einsatz von Videotechnik (Tabelle 1) ermdglichte es, die Zellen wihrend der Ausbildung
eines seals zu beobachten und so parallel die Erhéhung des Pipettenwiderstandes und eine
Eindellung der Zellmembran zu kontrollieren. Das Zusammenspiel dieser beiden
Beobachtungsparameter ermoglichte es einen guten sea/ an den iPSC-CM zu erreichen.
Zudem konnten die Zellen wihrend der Versuche zu jeder Zeit beobachtet werden. Dies
war essenziell, um die Vitalitit der Zellen zu jedem Zeitpunkt beurteilen und am Ende der

Versuche eine vollstindige Kalibrierung durchfithren zu kénnen.
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2.4.3 Ca%*'-sensitiver Fluoreszenzfarbstoff - Fluo-3

Bei chemischen Fluoreszenzfarbstoffen unterscheidet man zwischen hochaffinen und
niedrigaffinen Indikatoren. Wihrend niedrigaffine Ca**-Indikatoren sich eher fiir groBere
Ca**-Konzentrationen und damit fiir subzellulire Kompartimente eignen, besitzen
hochaffine Indikatoren die Eigenschaft selbst kleinste intrazellulire Ca®'-Konzentrationen
zu detektieren und anzuzeigen (Paredes et al. 2008). Generell muss bedacht werden, dass
jede Form von Ca*'-sensitiven Farbstoffen als Ca*'-Puffer fungiert und damit selbst
spezifische Puffereigenschaften aufweist. Des Weiteren sollte beachtet werden, dass mithilfe
dieser Indikatoren nur freie Ca*"-Ionen detektiert werden kénnen. Da im Schnitt 99 % des
intrazelluliren Kalziums gepuffert vorliegt ist dies zur Interpretation der Daten hochrelevant

(Smith und Eisner 2019).

Chemische Fluoreszenzfarbstoffe lassen sich zudem in ratiometrische und nicht-
ratiometrische Farbstoffe unterscheiden. Dabei liegt der generelle Unterschied darin, dass
ratiometrische Farbstoffe die Ca**-Konzentration in einer Spektralverschiebung anzeigen,
wihrend nicht-ratiometrische Farbstoffe eine Anderung der Ca**-Konzentration in der
Intensitit des emittierten Lichts wiedergeben (Kao et al. 1989; Paredes et al. 2008).

Fir die vorliegende Arbeit wurde der nicht-ratiometrische und hochsensitive
Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 verwendet. Dieser zeichnet sich durch sein einzelnes
Emissionsmaximum aus, welches bei 526 nm liegt. Die maximale Absorptionswellenlinge
betragt 506 nm. Die Fluo-3 spezifische Dissoziationskonstante (Kg) bei 37 °C betrigt
390 nM (Molecular Probes Handbook Thermo Fisher). In der Regel lassen sich Ca*-
Konzentrationen zwischen dem 0,1 bis 10-fachen des Ky detektieren, was fiir Fluo-3 einer
Spannweite von abgerundet 50 nM bis 3 uM entspricht. Damit eignet es sich optimal fiir die

Messung intrazellulirer CaT in Kardiomyozyten.

Ohne Kalzium ist der Farbstoff nicht fluoreszent. Durch Binden eines Ca*'-Ions in der Mitte
von vier partial negativ geladenen Sauerstoffatomen kommt es zur Ausbildung eines
Chelations und damit zu einer Konformationsinderung des Molekiils, wodurch es sich durch
ein Exzitationslicht anregen ldsst. Dabei wird ein Elektron durch die Energie eines Photons
in ein energetisch hoéheres Orbital gebracht. Dieses befindet sich daraufhin in einem
energetisch instabilen Zustand und strebt einen Ricksprung in das energiedrmere Orbital an.
Dabei wird die vom Photon absorbierte Energie in drei physikalischen Formen wieder frei:
Jeweils ein kleiner Teil wird in Form von Wirme und Vibration frei, wihrend der gréf3te Teil
wieder in Form eines Photons emittiert wird. Da die Energie und die Wellenlinge umgekehrt

proportional zusammenhingen, besitzt das nun emittierte Licht durch den Verlust von
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thermischer- und kinetischer Energie eine groflere Wellenlinge (526 nM). Man nennt dieses

Phinomen auch Stokes-Verschiebung.
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Abbildung 7: Prinzip der Beladung und Exzitationsanregung von Fluo-3

Links ist die Molekularstruktur von Fluo-3-AM dargestellt. Mittig ist ein Kardiomyozyt und deren Beladung
mit Fluo-3 dargestellt. Intrazellulir spalten Esterasen Acetoxymethyl (AM) ab, sodass das Molekil seine
lipophile Eigenschaft verliert und somit intrazellulir gefangen ist. Rechts in der Zelle ist schematisch die
Bindung von einem Ca?*-ITon an Fluo-3 abgebildet. Das Kalzium gelangt durch die L-Typ-Ca?*-Kanile (LTCC)
und durch die Ryanodinrezeptoren (RyR2) des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) ins Zytosol. Blaues
Exzitationslicht (blaue Pfeile) regt das Ca?*-bindende Molekiil an und bewirkt so, basierend auf der Stokes-
Verschiebung, die Emission von griinem Licht.

Quelle: Eigene Darstellung
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Formel 4: Herleitung der Stokes Verschiebung

E = Energie; h = Plancksches Wirkungsquantum; ¢ = Lichtgeschwindigkeit; . = Wellenlinge; ex = Exzitation;
em = Emission

Um die Zellen mit dem polaren hydrophilen Fluo-3 zu beladen wurde ein Pentaacetoxy-
methylester (Fluo-3-AM, Tabelle 2) verwendet, der das Molekil lipophil und damit
membrangingig macht. Dazu wurde aus 50 pg Fluo-3-AM und 44 ul 20-prozentiger, in
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DMSO gel6ster Pluronsiure (Tabelle 2) eine Stamml6sung angesetzt, welche bei -20 °C in
absoluter Dunkelheit gelagert wurde. Diese wurde verwendet, um mit der Badlosung (Tabelle
4) eine 10 pM Fluo-3-AM Inkubationslosung herzustellen, in welcher die Zellen fir zehn
Minuten inkubiert wurden. AnschlieBend wurde die Inkubationslésung ausgewaschen und
die Zellen fiir weitere 50 Minuten in normaler Badlosung bei 37 °C lichtgeschiitzt in der Zell-
Transportbox (Tabelle 1) gelagert. Intrazellulire Esterasen hydrolysieren die Ester-
verbindungen und spalten so das Molekiil in Acetoxymethyl und Fluo-3, welches nun nicht
mehr membrangingig ist und somit in der Zelle verbleibt (Abbildung 7). Auf diese Weise
erreicht man eine zytoplasmatische Fluo-3-Konzentration von etwa 100 uM. Um zu
verhindern, dass organische Anionentransporter das Fluo-3 aktiv aus der Zelle entfernen,

wurde der Badlésung Probenecid, ein Anionentransporter-Inhibitor, beigeftgt (Tabelle 4).

Tabelle 2: Substanzen zur Beladung mit Fluo-3

Substanz Bezeichnung; Hersteller

Fluo-3-AM Fluo-3, AM, Calcium Indicator; Invitrogen, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO) Hybrid-Max; Sigma-Aldrich, USA

Pluronsaure Pluronic F-127, low UV absorbance; Molecular
Probes, USA

2.4.4 Epifluoreszenztechnik

Um Ca’*-Transienten zu messen wurde Epifluoreszenztechnik verwendet (Abbildung 8).
Dazu wurden die Zellen mit Fluo-3 beladen (Abschnitt 2.4.3) und iiber ein Exzitationslicht
angeregt. Dieses Exzitationslicht wurde durch eine Arc-Lampe (Tabelle 1) erzeugt, welche
ein sehr breites Wellenlingenspektrum mit hoher Lichtintensitit erzeugt. Durch einen
Exzitationslichtfilter wurden alle Wellenlingen bis auf die gewollte Anregungswellenlinge im
Bereich von 480 nm herausgefiltert. Dieses monochromatische Licht wurde wahrend der
Versuche durch einen beam splitter (1D510) und das Objektiv des inversen Mikroskops von
unten auf das Objekt gewotfen. Dadurch wurde der Ca’-bindende Farbstoff Fluo-3
angeregt und in einen energetisch héheren Zustand versetzt. Durch spontanen Rucksprung
in den Ausgangzustand wurde Emissionslicht freigesetzt, welches aufgrund der Stokes-
Verschiebung (Abschnitt 2.4.3) eine lingere Wellenlinge als das Exzitationslicht besal3.
Dieses Emissionslicht fiel durch das Objektiv zuriick in das Mikroskop und wurde tiber zwei
beam splitter (D510 und 585DCXR) und einen Exzitationsfilter in den photomultiplier (PMT)

umgeleitet.
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Der PMT besitzt hochsensitive Photozellen, in denen durch die Photonen Elektronen nach
dem photoelektrischen Effekt ausgelost werden, die je nach Lichtintensitit ein elektrisches
Signal induzieren. Die Lichtintensitit hingt direkt proportional mit der Menge an Ca**-Tonen
zusammen, welche an Fluo-3 binden. Je hoher also die [Ca*'];, desto héher die emittierte
Lichtintensitit und desto hoher das elektrisches Signal, das als CaT aufgezeichnet wird. Der

aufgezeichnete CaT spiegelt somit in Echtzeit die [Ca**]; wihrend einer Kontraktion wieder.

/ﬂl o
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Abbildung 8: Epifluoreszenzsetup

Dargestellt ist ein 2D-Schema des Epifluoreszenzschaltbildes, welches die wichtigsten Bauteile und farbig die
Lichtwege der verschiedenen Wellenlingen zeigt. 1: IonOptix USB-Kamera; 2: Photomultiplier mit
Emissionslichtfilter (ET535/50m); 3: Beam Splitter (585DCXR); 4: Okular; 5: Verstellbarer Spiegel; 6: Spiegel;
7: Beam Splitter (D510); 8: Exzitationslampe mit 9: Exzitationslichtfilter; 10: Objektiv; 11: Objekttrdger mit
Messkammer und Versuchsobjekt; 13: Auflicht mit 12: Rotlichtfilter (710 nm); rote Linie: rotes Auflicht; blaue
Linie: Exzitationslicht; griine Linie: Emissionslicht

Quelle: Eigene Darstellung

2.5 Versuchsobjekt

Als Versuchsobjekte wurden in dieser Arbeit funktionelle iPSC-CM mit DCM-cTnT-
R173W-Mutation und gesunde iPSC-CM der gleichen Familie als Kontrolle verwendet.
Diese wurden von Joseph C. Wu (Stanford University, CA) zur Verfigung gestellt und
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entsprechend vorheriger Veroffentlichungen gewonnen und differenziert (Sun et al. 2012).
Die gesunden Kontrollzellen der gleichen Familie werden in dieser Arbeit als Ctrl-1
bezeichnet. Zusitzlich wurden gesunde Kontrollzellen unabhingig der DCM-Familie
verwendet, sie werden im Folgenden als Ctrl-2 bezeichnet. Die Differenzierungsschritte und
die Ausplattierung erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe ,,Cardiovascular Cell Biology
and Systems Medicine von Frau Dr. Antje Ebert aus dem Institut fir Kardiologie und
Pneumologie der Universititsmedizin Géttingen. Die ausdifferenzierten Kardiomyozyten
wurden mit einer Zelldichte von 25.000 Zellen auf mit Matrigel beschichteten runden
Deckglisern  von 10 mm  Durchmesser  (Tabelle 1) ausplattiert und in
Kardiomyozytenmedium (Tabelle 3) bei 37 °C und 5 % CO, im Zellinkubator gelagert. Die
Zellen wurden in einem Zeitraum von 4 bis 14 Tagen nach Ausplattierung fir die Versuche

verwendet.

Tabelle 3: Kardiomyozytenmedium

Substanz Konzentration (%) Hersteller

RPMI Medium1640 98 Life Technologies
+ glutaMAX™

B27 Supplement (50X) 2 Life Technologies

+ Insulin

2.6 Losungen, Chemikalien und Pharmaka

Zur Herstellung aller Bad- und Perfusionslésungen wurde hochreines Wasser verwendet,
welches aus bereits teilentsalztem Wasser gewonnen wurde (Milli-Q® Direct Systeme;

Merck, Deutschland).

Die Basis aller Versuchslosungen bildete eine Badlésung, welche auf Vorrat in der Menge
von einem Liter zunichst ohne Glukose und ohne CaCl, angesetzt wurde (Tabelle 4). Die
Lésung wurde in ihrer Zusammensetzung so gewihlt, dass sie méglichst den physiologischen
extrazelluliren Ionenkonzentrationen entsprach. Dies war wichtig, um &dhnliche
Ionengradienten an der Zellmembran aufzubauen. Neben den physiologischen Ionen und
der Glukose wurde weiterhin 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure
(HEPES) und Probenecid verwendet (Tabelle 4). HEPES eignet sich aufgrund seines pKs-
Wertes von 7,55 bei 20 °C gut zur pH Pufferung im physiologischen Bereich. Der pH-Wert
der Losungen wurde mit NaOH und HCI auf 7,45 bei Raumtemperatur eingestellt.

Probenencid ist ein Inhibitor von Organo-Anion-Transportern (OAT). Dieses Pharmakon
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wurde verwendet, um zu verhindern, dass der Fluo-3 Farbstoff nach Inkubieren der Zellen
von OAT aktiv aus den Zellen entfernt wird. So wurde gewihrleistet, dass unabhingig von
der Zecitspanne zwischen Inkubation und Messzeitpunkt eine gleichbleibende
Farbstoffkonzentration in den Zellen vorliegt. Da Probenecid in reinem Wasser schlecht
16slich ist, wurde es zundchst mit NaOH in Losung gebracht und dann der Stammlésung
zugefiihrt. Die Badlosung wurde bei 4 °C gelagert und maximal zwei Wochen verwendet.
Am Versuchstag wurde dann entsprechend der Losungsmenge Glukose und CaCl, zugesetzt
(Tabelle 4). AnschlieBend wurden die Lésungen fiir 15 Minuten bei 40 °C im Wasserbad
sonorisiert, um kleinste kristalline Partikel zu zerstoren. Dieser Vorgang war essenziell, um

zu verhindern, dass diese die hauchfeinen Lumen des Perfusionssystems verlegen.

Tabelle 4: Badlésung

Substanz Konzentration (mM) Hersteller

NaCl 140 Carl Roth, Deutschland

KClI 4 Carl Roth, Deutschland

MgCl, 1 PanReac AppliChem, Deutschland
Probenecid 2 Sigma-Aldrich, USA

HEPES 10 Carl Roth, Deutschland

Glukose' 10 PanReac AppliChem, Deutschland
CaCl,' 2 Catl Roth, Deutschland

" wurde erst am Versuchstag zugesetzt

2.6.1 4-AP Losung

Diese Losung wurde erst nach Erreichen der Whole-Cell-Konfiguration verwendet und
ausschliefSlich wihrend Patch-Clamp-Messungen mit dem Stimulationsprotokoll (2.7.3)
appliziert. Sie basiert von der Zusammensetzung auf der Badlésung und enthilt des Weiteren
4-Aminopyridin  (4-AP) und BaCl. 4-AP ist ein Inhibitor der spannungsabhingigen
Kaliumkanile und dient der Inaktivierung dieser wihrend des Messprotokolls. BaCl, ist ein
Inhibitor der einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanile. Der pH-Wert der Losungen wurde mit
NaOH und HCI auf 7,45 bei Raumtemperatur eingestellt. Erst am Versuchstag wurde
entsprechend der Losungsmenge Glukose und CaCl, zugesetzt (Tabelle 5). AnschlieSend
wurden die Losungen fir 15 Minuten bei 40 °C im Wasserbad sonorisiert. Im Folgenden

wird diese Perfusionslésung auch als 4-AP Losung bezeichnet.
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Tabelle 5: 4-AP Losung

Substanz Konzentration (mM) Hersteller

NaCl 140 Carl Roth, Deutschland

KCl 4 Catl Roth, Deutschland

MgCl, 1 PanReac AppliChem, Deutschland
Probenecid 2 Sigma-Aldrich, USA

HEPES 10 Catl Roth, Deutschland
4-Aminopyridin 5 Sigma Aldrich, USA

BaCl, 0,1 Sigma Aldrich, USA

Glukose' 10 PanReac AppliChem, Deutschland
CaCl,! 2 Carl Roth, Deutschland

" wurde erst am Versuchstag zugesetzt

2.6.2 Blebbistatin

Zur pharmakologischen Reduzierung der Ca’*-Puffereigenschaften wurde Blebbistatin
eingesetzt. Blebbistatin ist ein Inhibitor der Myosin-ATPase und reduziert so die Ca*'-
Affinitit der Myofilamente (Kovacs et al. 2004). Auf diese Weise sollte sich entsprechend die

zytosolische Ca**-Pufferung verringern (Baudenbacher et al. 2008).

Blebbistatin wurde mit reinem Wasser zu einer 10 mM Stammlésung angesetzt und in 50 pl
Portionen bei -20 °C aufbewahrt. Am Versuchstag wurde mit Badlésung eine 10 pM haltige
Inkubationslosung angesetzt, in welcher die Zellen bereits vor Versuchsstart fiir 20 Minuten
inkubiert wurden. Dies geschah bei volliger Dunkelheit, um die vielen photochemischen und
phototoxischen Effekte von Blebbistatin zu minimieren (Rauscher et al. 2018). Fir die

Messungen wurden die Zellen dann in reine Badlésung iibertragen.

2.6.3 EMD57033

Zur Modulierung der Ca*"-Puffereigenschaften wurde der Ca’*-Sensitizer EMD57033
verwendet. Dieser bewirkt als Myosin-ATPase Aktivator an den kontraktilen Filamenten eine
Erhohung der Ca**-Sensitivitit und damit auch der Ca*-Bindungsaffinitit. EMD57033
wurde mit DMSO (Tabelle 2) zu einer 10 mM Stammlésung angesetzt und in 50 pl Portionen

bei -20 °C aufbewahrt. Die Gebrauchslésung von 5puM wurde am Versuchstag mit
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Badlésung und oder 4-AP-Losung hergestellt. Dabei wurde eine Endkonzentration von
0,05% DMSO erreicht. Die Effekte von DMSO auf iPSC-CM wurden bei einer
Konzentration von 0,05 % und bei einer Applikationsdauer von unter 15 Minuten als gering
eingeschitzt (Himmel 2013). Die Zellen wurden bereits vor Messstart fiir fiinf Minuten in
Badlésung mit EMID57033 inkubiert, welche mittels Lésungswechsler appliziert wurde. Bei
Versuchsstart wurde die Perfusion mit EMD57033-haltiger 4-AP Perfusionslosung
fortgesetzt, um die Wirkung aufrechtzuerhalten. Bei Feldstimulationsexperimenten wurden
die iPSC-CM lediglich in EMID57033 haltiger Badlésung fiinf Minuten inkubiert und dann

wihrend der Messungen in dieser belassen.

2.6.4 Koffein

Zur Aktivierung der RyR2 und damit zur Freisetzung von Kalzium aus dem SR wurde eine
siattigende Konzentration von Koffein verwendet (10 mM). Zur Herstellung dieser Losung
wurde die in Abschnitt 2.6.1 beschriebene 4-AP-Losung verwendet. Dazu wurde die Losung
am Versuchstag mit Koffein in Pulverform versetzt und anschlieBend bei 40 °C fiir 15

Minuten sonorisiert.

Tabelle 6: Pharmaka

Substanz Konzentration (mM) Hersteller

Koffein 10 Sigma Aldrich, USA
Blebbistatin 0,01 Sigma Aldrich, USA
EMD57033 0,005 Sigma Aldrich, USA

2.6.5 Pipettenlosung

Da in der Whole-Cell-Konfiguration eine direkte Verbindung zum Zytoplasma der Zelle
besteht, diffundieren Bestandteile der Pipettenlosung in das Zellinnere. Aus diesem Grund
muss die Pipettenlésung eine dhnliche Zusammensetzung wie das Innere der Zelle
aufweisen. Die Losung wurde, wie in Tabelle 7 aufgefiihrt, unter stindiger Kiihlung
hergestellt. Um zu verhindern, dass beim Anvisieren der Zelle mit der Pipette kleinste
Mengen Kalzium aus der Badlosung in die Pipettenlosung diffundieren, wurde eine sehr
geringe Menge EGTA verwendet (0,02 mM). Somit konnte kein Kalzium der Badlosung mit
dem in der Pipettenlosung enthaltenen Fluo-3 interagieren und dadurch ein

Hintergrundrauschen verursachen. Auflerdem wurde damit auch ausgeschlossen, dass
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wihrend der Messung geringste Mengen Kalzium aus der Pipettenlosung in die Zelle
diffundieren und so die Messdaten storen. Gleichzeitig wurde die Konzentration von EGTA
jedoch ausreichend gering gewihlt, sodass es keinen relevanten Einfluss auf die Ca*-
Puffereigenschaften ausiibte. Zudem wurden alle verglichenen Zellgruppen mit der gleichen
Pipettenlésung gemessen, sodass sich im direkten Vergleich eventuell entstandene
systematische Messfehler dividierten. Der pH-Wert wurde mit 1 M KOH auf 7,2 eingestellt.
Dazu wurden etwa 200 ul KOH pro 50 ml verwendet. Die Losung wurde in 900 pl Portionen
bei -20 °C gelagert, am Versuchstag langsam aufgetaut und wihrend des Versuches stindig
auf Eis gekithlt. Wenn die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3-AM inkubiert
wurden, wurde auch der Pipettenlésung eine dquivalente Konzentration Fluo-3 in Form
eines Pentapotassiumsalzes zugesetzt. Dies war notwendig, damit der Farbstoff wihrend der
Messung nicht durch die Pipettenlosung ausgewaschen wurde. Das Fluo-3-
Pentapotassiumsalz wurde mit Pipettenldsung zu einer 1 mM StammlGsung angesetzt und
bei -20 °C gelagert (Tabelle 7). Am Versuchstag wurden dann 100 pl der Stammlésung zu

den 900 ul Pipettenlosung gegeben, um eine 0,1 mM Fluo-3 Pipettenlosung zu erhalten.

Tabelle 7: Pipettenlésung

Substanz Konzentration (mM) Hersteller
DL-Aspartat-K*-Salz 92 Sigma-Aldrich, USA
KClI 48 Catl Roth, Deutschland
Mg-ATP 1 Carl Roth, Deutschland
Na, ATP 4 Sigma-Aldrich, USA
EGTA 0.02 PanReac AppliChem,
Deutschland
GTP-Tris 0.1 Sigma-Aldrich, USA
HEPES 10 Catl Roth, Deutschland
Fluo-3-Pentapotassiumsalz' 0.1 Invitrogen, USA

! wurde nur bei mit Fluo-3-AM inkubierten Zellen verwendet




Material und Methoden 44

2.7 Durchfithrung der Patch-Clamp-Experimente

2.7.1 Vorbereitung der Patch-Clamp-Experimente

Zu Beginn ecines jeden Versuchstages wurden alle Gebrauchslosungen neu aus der
Stammlosung hergestellt und in die Perfusionsreservoirs gefiillt. Die Zellen wurden aus dem
Zellinkubator entnommen und in eine mit 1 ml Badlésung gefillte Zellkulturschale
transferiert. In einem abgedunkelten Raum wurden nun 10 pl der Fluo-3-AM Stammlésung
der Zellkulturschale hinzugefiigt und vorsichtig auf und ab pipettiert, um eine 10 pM
Inkubationslésung zu erhalten. Die Zellkulturschale wurde in Aluminiumfolie eingepackt,
um den lichtsensitiven Farbstoff vor Licht zu schiitzen und in eine geheizte ZellTrans Box
(Tabelle 1) gelegt. Nach zehn Minuten wurde das Fluo-3-AM mit normaler Badlésung
ausgewaschen und die Zellen fiir mindestens weitere 50 Minuten vor der ersten Messung
gelagert, damit alle Esterbindungen vollstindig gespalten werden konnten.

Inzwischen wurde die Messkammer zusammengebaut und vorgeheizt, alle Gerite und
Computer hochgefahren und ein ideales Perfusions-Absaugungs-Verhiltnis eingestellt.
Nachdem alles eingestellt war, wurde der Versuchsraum abgedunkelt und ein Deckglischen
mit iPSC-CM in die Versuchskammer gelegt. Nun wurde eine geeignete Zelle ausgesucht.
Dabei spielten Kriterien, wie Zellgro3e, Zellmorphologie, Membranstruktur und Kontakt zu
anderen Zellen eine wichtige Rolle. Besonders letzteres war entscheidend, um
sicherzustellen, dass nur einzeln vorliegende Zellen ohne direkten Kontakt zu anderen Zellen
fiir Messungen verwendet wurden. Dies war relevant, da davon auszugehen ist, dass Zellen
uber gap-junctions leitend verbunden sein kénnen und dadurch falsch grof3e Strome hitten
gemessen werden koénnen. Wurde eine passende Zelle gefunden, so wurde die
Perfusionsspitze in kurzem Abstand neben der Zelle kurz tiber dem Glasboden platziert,
sodass sich die Zelle im Perfusionsstrom befand. Nun wurde die Zelle im Kamerasichtfeld
platziert und mit Hilfe von verschiebbaren Abdunklungsplatten (Tabelle 1) méoglichst prazise
eingerahmt. Dies war notwendig, um das Hintergrundrauschen des Lichtsignals moglichst
gering zu halten und um zu verhindern, dass andere Zellen oder Zellreste vom PMT mit
detektiert wurden.

Nun wurde eine Glaspipette mit Pipettenlésung beftllt und in den Pipettenhalter
eingeschraubt. An die Pipette wurde ein leichter Uberdruck angelegt, der zum einen
verhindern sollte, dass kleinste Fremdkorper die feine Pipettenspitze verstopfen und zum
anderen, dass Badlésung in die Pipette gelangt und damit die Zusammensetzung der
Pipettenldsung verindert. Zudem erleichterte ein Uberdruck das Bilden eines guten seals. Die

Pipette wurde dann unter stindiger Sichtkontrolle mit Hilfe des Mikromanipulators (Tabelle



Material und Methoden 45

1) in die Nihe der Zelle gebracht. Zwischen beiden Elektroden wurde ein Kontrollimpuls
von 5mV in einer Frequenz von 33,33 Hz angelegt. Dies diente zur Ermittlung des
Pipettenwiderstandes, welcher sich aus der Spannung des Testimpulses und der
resultierenden Stromantwort ergab. Es wurden nur Pipetten verwendet, die einen
Widerstand von 47 MQ aufwiesen. Des Weiteren diente der Testimpuls dazu, um mittels
der kapazitativen Strome, die Pipettenkapazitit zu kompensieren. Nun wurde das offser
zwischen den beiden Elektroden adjustiert und auf den Kameramodus umgeschaltet. Mit
feinsten Bewegungen am Mikromanipulator wurde die Pipette mittig tiber der Zelloberfliche

platziert.

2.7.2 Herstellen einer Whole-Cell-Konfiguration

Nun wurde die Pipettenspitze von oben an die Zellmembran angenihert, bis eine Erthéhung
des Pipettenwiderstandes angezeigt wurde. Diese ergab sich durch eine Verdeckung der
Pipettenoffnung, was indirekt auf eine Bertihrung der Zelle hindeutete. Die Pipette wurde
bis zu einer Erhchung um 0,3 MQ angenihert oder bis eine deutliche Eindellung der
Membran sichtbar wurde. Nun wurde der Uberdruck an der Pipette entfernt, was direkt zu
einem leichten Sog der Membran an die Pipettenspitze fihrte. Oftmals reichte dies zum
Erlangen eines gigaseals (1 G€) bereits aus. Spatestens durch einen leichten Sog konnte dieser
jedoch meist erreicht werden (Cell-Attached-Konfiguration; Abbildung 2, links). Durch
etwas groferen impulsartigen Sog wurde die Zellmembran eingerissen und so eine Whole-
Cell-Konfiguration hergestellt (Abbildung 2, rechts). Dies wurde durch das erneute
Erscheinen kapazitativer Ladestrome sichtbar (Abbildung 4). Mit Hilfe dieser wurden

Membrankapazitit und Serienwiderstand kompensiert und das Messprotokoll gestartet.

2.7.3 Messung des L-Typ-Ca**-Stroms (Ic.1)
2.7.3.1 Messprotokoll des I,

Die Messung des Ic,;. war der Ausgangspunkt jedes Patch-Clamp-Experimentes, weshalb das
in Abbildung 9 dargestellte Spannungsprotokoll jeder Patch-Clamp-Messung zu Grunde lag.
Dazu wurden die Zellen mit dem Protokoll aus Abbildung 9 in einer Frequenz von 0,5 Hz
stimuliert. Bei diesem Spannungsprotokoll wurde die Zelle im Ruhezustand auf -80 mV
gehalten. Nach initialen 80 ms auf -80 mV wurde die Spannung mittels einer
Spannungsrampe innerhalb von 100 ms auf -40 mV mit einer Steigung von 0,4 mV/ms
angehoben. Dies diente dazu, die schnellen Na'-Kanile zu inaktivieren. Nach weiteren 20 ms

auf -40 mV wurde das Membranpotential fir 100 ms per Rechtecksimpuls auf +10 mV
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angehoben. Dies fithrte zu einer schlagartigen und unter den beschriebenen Experiment-
bedingungen selektiven Aktivierung aller LTCC. Der resultierende Ca**-Einstrom (Ic.p) in
die Zelle wurde als ein negativer Membranstrom in pA aufgezeichnet. Typischerweise besitzt
dieser einen eindeutigen Peak, gefolgt von einer biexponentiellen Inaktivierung der Kanale.
Das Messprotokoll wurde etwa fiir 90 - 120 Sekunden in Wiederholung laufen gelassen und

aufgezeichnet.

2.7.3.2 Analyse des Ic,i-Peak

Zur Analyse des Membranstroms wurde ein stabiler Bereich von etwa 10 Kurven ausgewihlt
und gemittelt. Aus der gemittelten Stromkurve wurde zunichst die maximale Amplitude
berechnet. Da Leckstrome immer > 0 sind, wurde die Grundlinie des Membranstroms am
Ende der Inaktivierungsphase als Nulllinie festgelegt, zu welcher der Peak in Relation
berechnet wurde. Dies verhinderte, dass die aus dem Recktecksimpuls resultierenden
Leckstrome die Absolutwerte verfilschen. Zudem wurde das Integral der Stromkurve
berechnet. Dieses bildet als Produkt aus Strom und Zeit die Ladung ab, welche iiber die

Membran geflossen ist.

+10 mV
&
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Abbildung 9: Beispielhafter Membranstrom (Ic,) stimuliert durch das Rampenpulsprotokoll

Oben: Spannungsprotokoll (0,5 Hz), hier dargestellt von 0-400 ms. Unten: Typische Messung des
resultierenden Membranstroms als Antwort auf das Spannungsprotokoll einer gesunden Kontrollzelle mit einer
Membrankapazitit von 40 pF. Eingezeichnet ist die Grundlinie in blau und der Peak in rot. Die Amplitude

ergibt sich aus der Differenz der beiden.
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2.7.3.3 Analyse der Ic,1-Inaktivierung

Neben Peak und Integral wurde auch die Inaktivierung der LTCC quantifiziert, indem an die
Stromkurve eine Standard-Biexponentialfunktion angelegt wurde. Diese Biexponential-
funktion bildet typischerweise mittels zwei Amplituden (Ape und Agey) und zwei
dazugehérigen Zeitkonstanten (tas und Tgow) den Anteil der Ca’'-abhingigen- und
spannungsabhingigen Inaktivierung (CDI und VDI) an der Gesamtinaktivierung des Ic.p. ab
(Abbildung 10). Dabei entspricht der schnelle Anteil der CDI und der langsame Anteil der
VDI (Heijman et al. 2018).

f(t) = Afast ° e(_t/"«'fast) + ASlOW . e(_t/Tslow) +C

Formel 5: Standard-Exponentialfunktion mit zwei Termen (n = 2)

Agse = Amplitude des schnellen Terms; e = Eulersche Zahl; t = Zeit; e = Zeitkonstante des schnellen Terms;

Agow = Amplitude des langsamen Terms; 140w = Zeitkonstante des langsamen Terms; C = y-Verschiebung

2.7.4 Messung der CaT

2.7.4.1 Bestimmung des CaT

500 =
Toow = 21.94 ms

~_ D T
<« I Agjow = -504.63 pA
& 5004
= Tpee = 6.25 ms Ag,. = -601.31 pA

-1000 =

-1500=
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Abbildung 10: Beispielhafte Darstellung einer Ic,r-Decay Analyse

Dargestellt ist ein Ic,r, an welchen zwischen Peak und Grundlinie eine Biexponentialfunktion angelegt wurde
(rot). Zu diesem Beispiel wurden die entsprechenden Zeitkonstanten (Tyow und tag) und Amplituden (Ao und
Agse) eingezeichnet. Durch eine blau gestrichelte Linie sind die beiden Abschnitte der Funktion visuell getrennt

dargestellt.

Parallel zur Messung der Membranstréme wurden CaT mittels Epifluoreszenz aufgezeichnet.
Diese bildeten iiber den gesamten Messzeitraum ab, wie sich die Ca**-Konzentration
intrazellulir verhielt und gaben so gréBeren Aufschluss iiber die Ca**-Homdostase der Zelle.
Da man mit Fluo-3 Signalen an sich keine Aussage iiber die absolute Ca**-Konzentration
treffen kann wurde jede Zelle nach erfolgreicher Messung kalibriert. Dazu wurde die Zelle

auf -80 mV geklemmt und die Membran mit der Pipette vorsichtig durchstochen, was einen



Material und Methoden 48

Zelltod induzierte. Im Zuge dieses Zelltodes kam es zu einem massiven Ca**-Einstrom ins
Zytosol, was zu einer Ca**-Sittigung des intrazelluliren Fluo-3 fiihrte und so als maximales
Fluoreszenzsignal (Fans) aufgezeichnet wurde (Abbildung 11, blaue Linie). Wenn das
Fluoreszenzsignal nicht weiter anstieg und ein Plateau erreichte, wurde die Pipette mitsamt
der Zelle langsam unter Videokontrolle aus dem Sichtfeld entfernt. Das Fluoreszenzsignal
fiel auf einen minimalen Wert (Fpr) ab, welcher das Hintergrundrauschen abbildete
(Abbildung 11, rote Linie). Die so ermittelten Werte fir Fyue und Fgr konnten mithilfe von
Formel 6 verwendet werden, um die relativen Fluoreszenzsignale (Abbildung 11, unten links)
in absolute Ca’*-Konzentrationen (Abbildung 11, unten rechts) umzurechnen. Die

Bestimmung von Firs, Fer.und die Anwendung der Formel 6 wurden im Programm Clampfit

durchgefiihrt (Tabelle 8).
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Abbildung 11: Kalibrierung des Fluoreszenzsignals

Oben: Abgebildet ist das Kalibrierungs-Fluoreszenzsignal mit einem maximalen Plateau (Fanyx) nach Zelltod,
gekennzeichnet durch eine blau gestrichelte Linie. Nach Entfernen der Zelle sank das Signal auf einen
minimalen Wert ab (Fpr), gekennzeichnet durch eine rot gestrichelte Linie. Unten links: Abgebildet ist ein aus
10 CaT gemittelter Transient in relativen Fluoreszenzwerten, zugehérig zu der obigen Kalibrierung.

Unten rechts: Abgebildet ist derselbe Transient nach Umrechnung mit Formel 6 in absolute Ca?*-

Konzentrationen in nM.
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(F(488nm) - FBL)
(FMax - FBL) - (F(488nm) - FBL)

[Ca®*]; = k4

Formel 6: Berechnung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration
[Ca?*]; = intrazelluldre Ca**-Konzentration, k¢ = Dissoziationskonstante von Fluo-3 bei 37 °C (864 nmol/L),
Fussam) = Fluo-3 Fluoreszenz, Fyx = Ca?*-gesittigtes Fluoreszenzsignal, Fpr, = Ca?*-freies Fluoreszenzsignal

(Hintergrundsignal)

2.7.4.2 Analyse des CaT

Nach Umrechnung des Fluoreszenzsignals in die [Ca®*]; konnte anhand des Transienten
zunichst die diastolische und systolische [Ca*']; bestimmt werden. Dazu wurden die zu den
analysierten Stromkurven gehérigen Transienten gemittelt, sofern sie ebenfalls einen stabilen
Messzustand widerspiegelten. Der gemittelte Transient wurde als Rohdaten in eine eigens
dafiir vorprogrammierte Excelvorlage transferiert, welche die ersten 20 Rohdatenpunkte des
Transienten mittelte, um so den diastolischen Wert zu bestimmen (Abbildung 12, blaue
Linie). Mittels einer Maximalwertanalyse wurde der systolische Wert bestimmt (Abbildung
12, rote Linie). Die Differenz ergab die Amplitude. Zudem wurde die Zeit bis zum
Maximalwert bestimmt (Zze o peak). Dazu wurde der Stimulationszeitpunkt, an welchem das
Spannungsprotokoll auf +10 mV wechselte, als Nullpunkt gewihlt. Danach wurde der Abfall
der [Ca®]; (CaT-Decay) bestimmt, indem eine Standard-Monoexponentialfunktion (Formel
7) an den Transienten angelegt wurde (Abbildung 12, griine Linie). Diese wurde im Bereich
von 90 % bis 10 % der Maximalamplitude berechnet. Der Decay wird als t (ms) angegeben.

Der reziproke Wert ergibt die Decay-Konstante k (ms™).

f(t) = Ao e(_t/‘l.') +C

Formel 7: Standard-Exponentialfunktion

A = Amplitude; e = Eulersche Zahl; t = Zeit; © = Zeitkonstante der Funktion; C = y-Verschiebung
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Abbildung 12: Analyse des CaT

Abgebildet ist der CaT aus Abbildung 11: Kalibrierung des Fluoreszenzsignals

Oben: Abgebildet ist das Kalibrierungs-Fluoreszenzsignal mit einem maximalen Plateau (FMax) nach Zelltod,
gekennzeichnet durch eine blau gestrichelte Linie. Nach Entfernen der Zelle sank das Signal auf einen
minimalen Wert ab (FBL), gekennzeichnet durch eine rot gestrichelte Linie. Unten links: Abgebildet ist ein
aus 10 CaT gemittelter Transient in relativen Fluoreszenzwerten, zugehdrig zu der obigen Kalibrierung,
Unten rechts: Abgebildet ist derselbe Transient nach Umrechnung mit Formel 6 in absolute Ca2+-
Konzentrationen in nM., unten rechts. Der diastolische Wert ([Ca?*]idis) ist als eine blaue gestrichelte Linie
dargestellt. Der systolische Wert ([Ca?*]igs) ist als eine rote gestrichelte Linie dargestellt. Die grine Linie
symbolisiert die angelegte Exponentialfunktion nach Formel 7 im Abstand von 90 % bis 10 % des [Ca?*]; syt

(jeweils grin gepunktete Linie).

2.7.5 Messung der SR-Beladung und der Ca**-Pufferung

2.7.5.1 Koffein Messprotokoll

Nach Stimulation der Zelle (Abschnitt 2.7.3) fir etwa 90 Sekunden wurde die Zelle
auf -80 mV im Gap-Free-Modus gehalten und sowohl der Membranstrom als auch der CaT
aufgezeichnet. Nach etwa finf Sekunden, wenn sich der Membranstrom und der Transient
nach der letzten Stimulation stabilisiert hatten, wurde eine sittigende 10 mM Koffeinlosung
(Abschnitt 2.6.4) appliziert. Koffein ist ein Purinalkaloid aus der Gruppe der Xanthine. An
der Herzzelle bewirkt es eine Offnung der RyR2 und damit die Freisetzung von Kalzium aus
dem SR. Die koffeininduzierte schlagartige Freisetzung des gesamten Kalziums aus dem SR
fihrte an der gemessenen Zelle zu einem massiven koffeininduzierten Transienten, dem
cCaT (Abbildung 13). Durch die andauernde Perfusion mit Koffein blieben die RyR2
geoffnet, weshalb das zeitgleich durch die SERCA zurtckgepumpte Kalzium direkt erneut
das SR verlie3. Die SERCA wurde auf diese Weise funktional entkoppelt, weshalb der Decay
des cCaT lediglich durch den NCX bestimmt wurde (kncx). Zur Analyse des knex wurde

ebenfalls eine Standard-Exponentialfunktion (Formel 7) an den Transienten angelegt. Da die
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jeweiligen Anteile des mitochondrialen Ca**-Uniporters und der sarkolemmalen Ca*-
ATPase gering ausfallen, konnten sie an dieser Stelle unter Beachtung dieses systematischen
Fehlers vernachlissigt werden. So ergab sich aus dem knex und dem ksgreasnex die

funktionelle SERCA-Aktivitit kSERCA-

kSERCA = kSERCA+NCX - chx

1000 =

SERCA + NCX NCX

500=

[Ca®*]; (nM)

Koffein, 10 mmol/1

0=

Abbildung 13: Koffeinprotokoll

Abgebildet ist ein beispiclhaft gemessener cCaT ([Ca?']; in nM) wihrend der Durchfithrung des
Koffeinprotokolls. Die ersten vier gezeigten CaT sind Antwort auf das Stimulationsprotokoll. Nach ca. finf
Sekunden Erholungsphase wird eine 10 mM Koffeinlésung appliziert, was eine massive Ca?*-Freisetzung

induziert. Durch die funktionale Entkopplung der SERCA spiegelt der cCaT-Decay die NCX-Aktivitit wider.

2.7.5.2 Bestimmung der SR-Beladung

Da der NCX im Sarkolemm liegt und ein Ca**-Ton im Austausch gegen drei Na*-Ionen aus
der Zelle transportiert wird, handelt es sich um einen elektrogenen Transport iber die
Zellmembran, was einem Membranstrom gleichkommt. Da netto eine positive Ladung in
die Zelle gelangt, wird ein negativer NCX-Strom (Incx) wahrend der Applikation von Koffein
aufgezeichnet. Dieser Incx ist aufgrund der funktionalen SERCA-Entkoppelung
proportional zur verschobenen Ca**-Menge, weshalb deren Flichenintegral als ein genaues

MaB fiir die gesamte Ca*-Menge des SR herangezogen werden kann (Abbildung 14 B).

Ebenso kann auch die Amplitude des cCaT verwendet werden, um auf die Beladung des SR
zu schlieBen. Dabei muss jedoch bedacht werden, dass es mit einem Fluoreszenzfarbstoff,
wie Fluo-3, lediglich méglich ist die Konzentration des freien Kalziums zu einem bestimmten
Zeitpunkt zu bestimmen, da dieser mit anderen Ca**-Puffern, wie TnC oder SERCA um die
Bindung von Ca**-Ionen konkurriert. Da die freie Ca’*-Konzentration demnach stark von
der intrazelluliren Ca**-Pufferung abhingig ist, ist sie im Vergleich zum Flichenintegral des
Incx nur ungeniigend geeignet, um die Ca’*-Beladung des SR zu bestimmen (Smith und

Eisner 2019). Dies gilt insbesondere, wenn man davon ausgehen kann, dass die intrazellulire
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Ca*"-Pufferung im vorliegenden Modell verindert sein kénnte. Durch die simultane Messung
des Incx und Berechnung dessen Integral mittels Whole-Cell-Patch-Clamp-Technik im
Voltage-Clamp-Modus war es moglich, unabhingig der intrazelluliren Ca**-Pufferung die
SR-Ladung zu bestimmen, da auf diese Weise die gesamte ILadungsverschiebung iiber das

Sarkolemm berechnet werden konnte.

2.7.5.3 Bestimmung der Ca**-Pufferung

Zur Bestimmung der Ca2+—Puffereigenschaften wurde das Integral des Incx (Abbildung
15 B), also die totale Ca**-Menge, gegen den cCaT (Abbildung 15 A), also die freie Ca®*-
Menge, aufgetragen. Das Verhiltnis aus totalem und freiem Kalzium ergibt eine Ca*"-
Bindungskurve (Abbildung 15 C), welche mathematisch durch eine Michaelis-Menten-
Funktion beschrieben werden kann (Formel 8). Zur Erstellung dieser Kurve wurde zunichst
der Betrag des Incx auf die Membrankapazitit normiert und gegen die freie [Ca™];
aufgetragen (Abbildung 14 C). Dazu wurden nur Wertepaare ab dem maximalen Peak des
cCaT verwendet. Eine lineare Regressionsgerade wurde durch die Punkte gelegt, um den
funktionalen Incx darzustellen. Mithilfe dieser linearen Funktion und des kleinsten freien
[Ca*']i-Wertes wurde der zugehorige Inex-Wert ermittelt, welcher dem Leckstrom entspricht
(Abbildung 14 D). Dieser Leckstrom wurde vom Incx subtrahiert, um diesen betraglich exakt
darzustellen. Um den Transienten zur korrigieren, wurde dessen diastolischer Endwert
ebenfalls subtrahiert. Damit der Subtraktionsfehler des Hintergrundrauschens gering blieb,
wurde dazu stets ein Mittelwert der letzten 30 Werte als diastolischer Endwert festgelegt. Um
nun die Ca**-Bindungskurve abzubilden wurde jeweils der korrigierte und integrierte Incxals
totale Ca**-Menge und die korrigierte [Ca*]; als freie Ca’-Menge verwendet und
gegeneinander aufgetragen. Durch diese wurde eine modulierte Michaelis-Menten-Funktion
entsprechend Formel 8 mit dem Programm Clampfit (Tabelle 8) gelegt. Dabei wurden
ausschlief3lich positive Wertepaare in die mathematische Erstellung der Kurve einbezogen.
Der Buu-Wert bestimmt dabei die maximale Pufferkapazitit der Zelle. Der Kg-Wert
entspricht der freien [Ca**]; des halbmaximalen By, und ist somit ein MaR der Pufferkinetik

(Abbildung 15 D).

BMax ° [Ca2+]i
[Ca2+]total: kd N [Ca2+]l- +C

Formel 8: Modulierte Michaelis-Menten-Funktion

[Ca?] o = totale Ca?*-Konzentration; Byx = maximale Pufferkapazitit; kg = Dissoziationskonstante;

[Ca?t]; = freie Ca?*-Konzentration; C = y-Verschiebung
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Abbildung 14: Analyse der Ca?*-Pufferung Schritt 1

A: Koffeininduzierter CaT in nM. B: Koffeininduzierter Incx in pA/pF, das Integral ist als blaue Fliche

dargestellt. C: Darstellung des funktionalen NCX durch Auftragung von Incx gegen die [Ca?*]; (blaue Punkte),

lineare Regressionsgerade (rote Linie). D: VergroBerung von oben rechts zur Veranschaulichung der

Ermittlung des Leckstromes (leak = 0,60 pA/pF).
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Abbildung 15: Analyse der Ca?*-Pufferung Schritt 2

A: Relative freie [Ca?*]; in uM, beginnend bei dem Maximalwert. B: Integrierter Incx als Betrag in pC/pF,

entsprechend des CaT. C: Freie [Ca?*]; gegeniiber der totalen [Ca?*]; (blau) mit einer angelegten Michaelis-

Menten-Funktion (rote Linie) D: Vollstindige Michaelis-Menten-Funktion entsprechend der in C berechneten

Funktion. Der By-Wert bestimmt die maximale Pufferkapazitit der (gestrichelte Linie). Der Kg-Wert

entspricht der freien [Ca®*]; des halbmaximalen By (gepunktete Linie).
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2.8 Durchfiihrung der Feldstimulationsversuche

2.8.1 Vorbereitung der Feldstimulationsversuche

Es wurde die Badlosung entsprechend Abschnitt 2.6 vorbereitet und die Zellen mit dem

Protokoll aus Abschnitt 2.4.3 mit Fluo-3 beladen.

Fir die Versuche wurde die Messkammer aus Abschnitt 2.3.2 verwendet und identisch
zusammengebaut. Zusitzlich wurde auf die Kammer ein Aufsatz mit zwei Elektroden zur
Feldstimulation geschraubt (Abbildung 16). Die Stimulationselektroden ragten tber eine
Linge von etwa 1 cm in die Badlosung hinein, besalen einen Abstand von etwa 1 cm
zueinander und wurden mit dem Feldstimulator tiber ein Stimulationskabel verbunden. So
konnte ein elektrisches Feld in der Badlésung und somit tiber den Zellen hergestellt werden.
Dieses wurde fiir 3 ms mit einer Spannung von 30 mV erzeugt. Uber die Software Clampex
(Tabelle 8) konnte der Feldstimulator in seiner Frequenz moduliert und die erzeugten

Messignale aufgezeichnet werden.

Abbildung 16: Messkammer mit Feldstimulationsaufsatz

Schematische Darstellung der verwendeten Messkammer mit dem dazugehdrigen Aufsatz fir die
Feldstimulation und angeschlossenen Stimulationskabeln.

Quelle: Eigene Darstellung

Die Messkammer wurde am Messplatz (Abschnitt 2.3) in die Plattform des Mikroskops
eingelegt, mit Badlésung befillt bis die Stimulationselektroden Kontakt zur Flussigkeit
besaBlen und auf 37 °C aufgeheizt. Wenn konstante Bedingungen erreicht waren, wurden die
ausplattierten iIPSC-CM in die Kammer gelegt. Zunichst wurde dann eine geeignete Zelle
ausgesucht. Bei der Auswahl spielten Kriterien wie Groéf3e und Morphologie der Zellen sowie
deutlich sichtbare Kontraktionen als Antwort auf ein 0,5 Hz Testprotokoll eine Rolle. Wurde
ein geeigneter Bereich gefunden, wurde die Kamera mittig tber dem
Kontraktionsmittelpunkt platziert und die Zelle, den Hintergrund abschirmend, eingerahmt.

Nun wurde die Exzitationslampe und der PMT eingeschaltet und die Zellen anhand ihres
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CaT erneut begutachtet. Nur Zellen, welche einen homogenen CaT aufwiesen, wurden fiir
das weitere Messprozedere verwendet. Spontane Kontraktionen zusitzlich zur
Stimulationsfrequenz waren kein Ausschlusskriterium, sofern diese bei hdheren Frequenzen

verschwanden. Wenn alle Kriterien erfiillt waren, wurde das Messprotokoll gestartet.

2.8.2 Messung feldstimulierter CaT

2.8.2.1 Messprotokoll

Zur Messung von feldstimulierten CaT wurden die Zellen schrittweise von 0,5 Hz bis zu
5Hz stimuliert und die CaT aufgezeichnet (Abbildung 17). Zu Beginn wurde jeder
Frequenzbereich fiir 60 Sekunden aufgezeichnet. Ab 3 Hz wurde jeweils nur noch fiir 30

Sekunden stimuliert, um den Zellstress gering zu halten.
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Abbildung 17: Messprotokoll der Feldstimulationsexperimente

Es ist schemenhaft das Messprotokoll einer reprisentativen Messung abgebildet. Die Transienten sind in
relativen Werten der Emissionslichtstirke angegeben (V488 nm). Aus jedem Frequenzbereich wurden vier
Sekunden aus einem stabilen Messbereich ausgewihlt und abgebildet. Die Stimulationsartefakte sind als rote

Stromlinie tiber den Transienten eingezeichnet und spiegeln ebenfalls die Stimulationsfrequenz wider.

2.8.2.2 Analyse der Messdaten

Da eine Kalibrierung der gemessenen Zellen aufgrund des Versuchsaufbaus nicht méglich
war, konnten keine quantitativen Aussagen tiber die [Ca*']; getroffen werden. Um dennoch
eine Vergleichbarkeit zu schaffen, wurden die CaT auf den minimalen diastolischen Wert
unter 0,5 Hz Stimulation genormt (AF/F0). So konnte ein relativer systolischer Wert
bestimmt und bei héheren Frequenzen ein tendenzieller Verlauf von Systole und Diastole
dargestellt werden. Aullerdem wurde ebenfalls die Zeitkonstante (t) des Decays zu jeder
Frequenz mittels einer Monoexponentialfunktion wie in Abschnitt 2.7.4.2 bestimmt. Der

Fokus der Analyse lag auf dem Rhythmusverhalten der Zellen. Speziell wurden die Daten
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auf CaT-Alternans untersucht. Typische Alternans wiesen ein 1:1 Muster auf, in seltenen
Fallen traten auch 1:2- und 1:3-Alternans auf. Letztere wurden in dieser Arbeit jedoch nicht
weiter differenziert und somit zusammen in die einfache Kategorie der CaT-Alternans
eingeordnet. Die niedrigste Frequenz, bei der CaT-Alternans sichtbar wurden, wurde als

Alternansschwelle festgelegt. Typische CaT-Alternans sind in Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: Beispielhafte Darstellung von CaT-Alternans bei 4 Hz

Links: Schemenhafte Darstellung von typischen Alternans bei einer Stimulation von 4 Hz iiber vier Sekunden.

Rechts: VergroBierte Darstellung zweier Transienten zur Verdeutlichung der Amplitudendifferenz.

2.9 Computersoftware

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Computerprogramme verwendet. Diese
wurden zur Generierung, Analyse, Sammlung und statistischen Auswertung der Daten

herangezogen. Die entsprechenden Programme sind in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Software

Software Version Entwickler

Clampex 10.7.0.3 Molecular Devices LLC, USA
Clampfit 10.7.0.3 Molecular Devices LLC, USA
GraphPad Prism 9.1.0 GraphPad Software, USA
TonWizard 0.6 revision 10 TonOptix LCC, USA

MS Excel 2016 16.0 Microsoft Corporation, USA
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2.10 Statistische Auswertung der Daten

Die Rohdaten dieser Arbeit wurden mittels dem Programm Clampfit (Tabelle 8) erhoben
und durch das Programm MS Excel (Tabelle 8) umgerechnet, analysiert und gesammelt. Die
statistischen Berechnungen und die Erstellung der Abbildungen erfolgten mit GraphPad
Prism (Tabelle 8). Die ermittelten Parameter wurden als Mittelwerte = Standardfehler des
Mittelwertes (standard error of the mean, SEM) dargestellt. Zudem wurde die Anzahl der
gemessenen Zellen sowie die Anzahl der gemessenen Zellchargen angegeben (n = Anzahl

gemessener Zellen / Anzahl gemessener Zellchargen).

Kontinuierliche Daten mit einem Stichprobenumfang n = 30 wurden gemal3 des zentralen
Grenzwertsatzes als normalverteilt angenommen (Kwak und Kim 2017). Werte mit einer
Verteilung zwischen n = 10-30 wurden mit dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalitit getestet.
Normalverteilte Daten wurden, wenn nicht anders angegeben, mit dem ungepaarten
zweiseitigen Zweistichproben-t-Test verglichen. Nicht normalverteilte Daten und alle
Datensitze mit n < 10 wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test verglichen. Dies wurde
entsprechend in den Abbildungslegenden mit dem Hinweis ,,U-Test* angegeben. Die Daten
der Kaplan-Meier-Kurve wurden mit dem Gehan-Breslow-Wilcoxon-Test verglichen. Die
Nullhypothese wurde verworfen, wenn der p-Wert < 0,05 war. Die statistische Signifikanz

wurde dargestellt als * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001.
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3  Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit basieren auf insgesamt 167 mittels Patch-Clamp gemessener
iPSC-CM, wovon 114 Datensitze in die Statistik dieser Ergebnisse eingeflossen sind
(Cttl-1: 29/3; R173W: 46/5; Ctrl-2: 24/3; EMD57033: 15/3 [n/N = Zellen/Charge]).
Ausgeschlossen wurden Messungen, welche keinen analysierbaren Ic,r. oder CaT aufwiesen

oder deren diastolische [Ca*"]; Werte tiber 500 nM lagen.

Von diesen 114 eingeschlossenen Datensitzen konnte bei 83 iPSC-CM erfolgreich die SR-
Beladung und die Ca**-Pufferung quantifiziert werden (Ctrl-1: 21/3; R173W: 31/5; Ctrl-2:
19/3; EMD57033: 12/3 [n/N = Zellen/Charge]). Messungen, bei denen kein oder nur ein
unvollstindiger cCaT bzw. Incx gemessen werden konnte und deren cCaT in der Amplitude
kleiner als der zugehérige CaT war, wurden aus der Ca**-Pufferanalyse ausgeschlossen, nicht

aber aus der Ic, - und CaT-Analyse.

Dartiber hinaus wurden in dieser Arbeit CaT von 78 iPSC-CM mittels Feldstimulation
untersucht (Ctrl-1: 12/2; R173W: 23/3; Ctrl-2: 22/4;, EMD57033: 10/1; R173W-
Blebbistatin: 11/1 [n/N = Zellen/Charge]).

3.1 Definition der Stromdichte

Bei der Arbeit mit iPSC-CM wurde schnell deutlich, dass diese eine sehr gro3e Variabilitit in
der  absoluten  Stromamplitude  besitzen — (Mittelwert=SEM:  804,3142,16 pA;
Standardabweichung:  450,1 pA). Wie in Kapitel 2.1.4 beschriecben, kann die
Membrankapazitit als hinreichende Variable fiir die Zelloberfliche herangezogen werden.
Daher wurden in Abbildung 19 Absolutstrome aller gemessenen Zellen in Abhingigkeit von
deren Membrankapazitit aufgetragen. Es zeigte sich darauthin eine deutliche Korrelation.
Der Bravais-Pearson-Korrelationskoeffizient (r) ist ein Mal3 fiir den Grad des linearen
Zusammenhangs und liegt bei den Zellen bei r=-0,51. Aus dem Quadrat des
Korrelationskoeffizienten r ergibt sich der Determinationskoeffizient (r°), welcher aussagt,
wie grof3 der Anteil der erklirten Streuung an der gesamten Streuung ist. Dieser Anteil betrigt
in der vorliegenden Arbeit rund 0,26 bzw. 26 %. Mit einem p < 0,001 ist die lineare
Regression signifikant ungleich Null. Um auch geringere Unterschiede in den Stromen
leichter detektieren zu konnen, wurden alle Absolutstrome auf die Membrankapazitit

normiert. Alle Stréme werden daher als Stromdichte in pA/pF angegeben. Abbildung 20
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zeigt die Stromdichten in Abhingigkeit der Membrankapazitit. Die errechnete Stromdichte
korreliert ebenfalls signifikant mit der Membrankapazitit (p < 0,01), jedoch in umgekehrter
linearer Proportionalitit und mit deutlich geringerem Determinationskoeffizienten. Die
Regressionsgerade  besitzt einen  Korrelationskoeffizienten von r=0,28. Der
Determinationskoeffizient betrdgt rund 0,08 (8 %). Die Daten zeigen, dass eine Anpassung
der Absolutstrome an die Membrankapazitit sinnvoll war, da der lineare Zusammenhang
zwischen Strom und Membrankapazitit so deutlich minimiert werden konnte. Dennoch
zeigte sich weiterhin eine geringe lineare Regression zwischen Stromdichte und
Membrankapazitit, die nicht vollstindig erklirt werden kann. Es wurde deutlich, dass Zellen
groBer Membrankapazitit geringere Stromdichten aufweisen. Daher ist die vergleichende
Betrachtung der Membrankapazititen im Rahmen dieser Arbeit notwendig, obwohl diese

bereits in die Stromdichte einberechnet wurden.
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Abbildung 19: Absolutstréme in Abhingigkeit der Membrankapazitit

Es sind die Absolutstréme Ic,1. (pA) aller gemessenen Zellen in Abhingigkeit von deren Membrankapazitit
(pF) aufgetragen. Der Ic,y. korreliert linear mit der Membrankapazitit. Die lineare Regressionsgerade ist rot

eingezeichnet. (m = -17,7; > = 0,26; p < 0,001)
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Abbildung 20: Stromdichte in Abhingigkeit der Membrankapazitit

Es wurde die Stromdichte aller gemessenen Zellen in pA/pF in Abhingigkeit der Membrankapazitit (pF)
aufgetragen. Die Stromdichte korreliert linear mit der Membrankapazitit. Die lineare Regressionsgerade ist rot

eingezeichnet. (m = 0,28, 12 = 0,08, p < 0,01)

3.2 Erhohte Anfilligkeit fiir CaT-Alternans in DCM-cTnT-R173W
iPSC-CM

Zur Untersuchung des Ca’*-Handlings und potenzieller arrhythmogener Mechanismen
wurden Fluo-3-beladene iPSC-CM von DCM-Patienten mit kardialer Troponin T-Mutation
(DCM-cTnT-R173W) und von Gesunden der gleichen Familie (Ctrl-1) mit 0,5 Hz durch
elektrische Feldstimulation stimuliert (Abschnitt 2.8). Reprisentative normalisierte Kurven
sind in Abbildung 21 A (oben) dargestellt. Rein visuell und nicht quantifiziert konnte bei
DCM-cTnT-R173W iPSC-CM ecine reduzierte Kontraktilitit beobachtet werden. Zudem
zeigten DCM-cTnT-R173W iPSC-CM einen langsameren CaT-Anstieg (Abbildung 21 B,
rechts) und eine reduzierte CaT-Amplitude (0,5 Hz, F/FO R173W: 0,85+0,09 ms,
n/N =15/2 vs. Ctrl-1: 1,49£0,33 ms, n/N = 12/2; p < 0,05; Daten nicht abgebildet). Die
Zeitkonstante des Decays wurde durch Anlegen einer Monoexponentialfunktion an die
Abklingphase der CaT (Abschnitt 2.7.4.2) quantifiziert. Sie war in DCM-cTnT-R173W iPSC-
CM im Vergleich zu Ctrl-1 verlangsamt (Abbildung 21 B, links).

Das Auftreten von CaT-Alternans in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM  wurde durch
schrittweise Erhchung der Stimulationsfrequenz bis zu 5 Hz untersucht (Abbildung 21 B).
Auffallend war, dass bei 5 Hz CaT-Alternans in allen DCM-cTnT-R173W iPSC-CM, aber
nur in 25% der Ctrl-1 iPSC-CM beobachtet wurden. Eine Kaplan-Meier-Analyse des

Auftretens von CaT-Alternans tiber den gesamten Frequenzbereich zeigte eine signifikant
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hohere Anfilligkeit fir CaT-Alternans in R173W-mutierten Zellen (Abbildung 21 D).
Dartber hinaus war die Schwelle fir CaT-Alternans, d.h. die mittlere Frequenz, bei der
Alternans erstmals auftraten, in der DCM-cTnT-R173W-Gruppe signifikant niedriger
(Cttl-1: 4,33£0,67 Hz + 9 nicht-arthythmisch, n/N = 3/2 + 9/2 vs. R173W: 2,80£0,26 Hz
+ 0 nicht-arthythmisch, n/N = 15/2 + 0/2; p < 0,001; Abbildung 21 C). Insgesamt zeigten
DCM-cTnT-R173W iPSC-CM einen langsameren CaT-Anstieg, einen langsameren Abfall
der [Ca*']; und ein vermehrtes Auftreten von arthythmogenen CaT-Alternans im Vergleich

zu Ctrl-1 iPSC-CM.

A B —_
e 1 Kontrolle 1 :ug?lSOO 5400
Y Ctrl-l) ~ -4 *k
NE o ( ok = 300
2 =
TEl £ 1000 - o
e &) 200 —
s 84 500 — E
=} E =
Z ) R 100
0 0 z 0 12/2| [15/2 g 0 12/2| [15/2
0.5s 0.5s N
C
| AU R B | y y }keine Alternans
£ ! 1 é 1T
3 T 44
‘w2 a
N .2 [ T sokok
e g 38 3 -
N E% < °§ 24 1 Ctrl-1
) H =g
S O 14
Z 0 0 O w 0 3/2 | |15/2 E TaT-R173W
0.5s 0.5s
D 100
1 Yyryvyvyvny 1 yryrvvyvyny g
e 80+
5. : |
N .2 < 604
T T < 10
w Y 0 M—culm=12/2) | P<o001
=]
S < 20
Z 0 0 ) RI73W (n = 15/2)
— — o\o B T T L L 1
0.5s 05s 0 1 2 3 4 5
Frequenz (Hz)

Abbildung 21: Auftreten von CaT-Alternans in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM

A: Normalisierte reprasentative Messkurven von CaT bei 0,5 Hz, 2 Hz und 5 Hz. Graue Pfeile oberhalb der
CaT dienen zur Veranschaulichung von Schlag-zu-Schlag-Anderungen. B: CaT-Zeitkonstante des Decays
(links) und Zeit bis zum Peak (rechts). C: Niedrigste Frequenz, bei der Alternans auftraten; Zellen ohne
Alternans sind in einem Kasten datiiber dargestellt. Vergleich durchgefiithrt mit U-Test. D: Prozentualer Anteil
der Zellen ohne Alternans in Relation zur jeweiligen Frequenz. Signifikanz bestimmt durch Gehan-Breslow-
Wilcoxon-Test. Alle Werte in B und C sind als Mittelwert+SEM dargestellt.

n/N = Zellen/Charge; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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3.3 Ca?’*-Homéostase der DCM-cTnT-R173W iPSC-CM

Um weitere Mechanismen zu untersuchen, die dem gestorten Ca**-Handling (wie in
Abschnitt 3.2 beschrieben) und einer erhéhten Arrhythmogenitit zugrunde liegen, wurden
die DCM-R173W-cTnT iPSC-CM umfangreichen elektrophysiologischen Untersuchungen
unterzogen und erneut mit gesunden Kontrollzellen der gleichen Familie (Ctrl-1 iPSC-CM)
verglichen. Dazu wurde der Ic.; mittels Whole-Cell-Patch-Clamp-Technik im Voltage-
Clamp-Modus und simultan dazu der zugehoérige CaT mittels Epifluoreszenz (Fluo-3)
gemessen (Abschnitt 2.7.3). Im Anschluss wurde an denselben Zellen mittels

Koffeinprotokoll die Ca**-Pufferung quantifiziert (Abschnitt 2.7.5).

3.3.1 Vergleichbare Membrankapazitit als Mal3 vergleichbarer Zellgrof3e

Bevor die nachfolgenden Ergebnisse in Beziechung zueinander gesetzt werden konnten,
wurden die Membrankapazititen der gemessenen iPSC-CM verglichen, um zu tberpriifen,
ob die R173W-cTnT Mutation Auswirkungen auf diese und konsekutiv auf die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse hatte. Es zeigte sich diesbeztglich kein signifikanter
Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (R173W: 21,65+1,63 pF, n/N = 46/5 vs. Cttl-
1: 27,3843,28 pF, n/N = 29/3; U-Test: p = 0,33; Abbildung 22). Somit konnte auf eine

vergleichbare Zellgro3e geschlossen werden.
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Abbildung 22: Membrankapazitit (Cm)

Darstellung der Membrankapazitit (Cy) von Ctrl-1 iPSC-CM (weil3) und DCM-cTnT-R173W iPSC-CM (blau)
im Vergleich, U-Test (p = 0,33).
Alle Wette sind als MittelwerttSEM dargestellt. n/N = Zellen/Charge
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3.3.2 Erhéhter L-Typ-Ca**-Strom (Ic.r) in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM

Sowohl der Peak (Abbildung 23 B) als auch das Integral des Ic.;. (Abbildung 23 C) zeigten
sich bei DCM-cTnT-R173W iPSC-CM im Vergleich zu Ctrl-1 iPSC-CM deutlich erhoht.
Dies bedeutet, dass im Vergleich zu Ctrl-1 iPSC-CM nicht nur initial mehr, sondern auch
insgesamt mehr Kalzium pro Erregungszyklus in die Zelle stromte. Neben dem verstirkten
Icap. zeigte sich auch in der Deaktivierung der LTCC eine signifikante Verinderung. Tqow war
signifikant erniedrigt, was eine schnellere VDI der Kanile anzeigt (Abbildung 23 D, links),
wihrend e entsprechend der CDI unverindert blieb (Abbildung 23 D, rechts). Zudem
schien der Anteil der CDI an der Gesamtinaktivierung signifikant ethoht zu sein (Abbildung

23 E).

A B
Kontrolle
(Ctrl-1) o 601 sk
0 0 & =L
S <
E 40 -40 & B
s 3 -204
_ S
> -80 80 — . 2073
500 ms 500 ms
C
;}. 0,61 skoksk
'_‘U 0T
~ 0 o~
2 0 g "8 0,44 _
5 20 -20 § I3)
2 4
32‘ -40 -40 &= 02
c
= .60 -60 = g 2/3] 1
D E
30 30 100
- o _°"‘_ ~ sk 180 E:
g 20 20 g = 60 & [ Ctrl-1
3 -
3 2 ™~
F 10 10 & 05 B TnT-RI73W
20
0 29/3| [46/5 |z9/3 |46/5 0 29/3| |46/5 0 é

Abbildung 23: L-Typ-Ca?*-Strom der DCM-cTnT-R173W iPSC-CM

A: Rampenprotokoll mit reprisentativem L-Typ-Ca?*-Strom (Ic,r) einer Ctrl-1 iPSC-CM (schwarz) und einer
DCM-cTnT-R173W (blau); B: Stromdichte des Ic,1. Peak in pA/pF; C: Integrierte Stromdichte des gesamten
Icay tber der Zeit in pA*ms/pF £ pC/pF; D,E: Darstellung det Ic,; -Inaktivierung. Datgestellt ist die schnelle
und langsame Zeitkonstante (Tgow und e in ms) der angelegten biexponentiellen Funktion, U-Test (D) und
der prozentuale Anteil der schnellen Inaktivierung an der Gesamtinaktivierung, U-Test (E).

Alle Werte sind als MittelwerttSEM dargestellt. n/N = Zellen/Charge; * p < 0,05, *** p < 0,001
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Neben dem Ca**-Einstrom iiber die LTCC (Ic.i) wurde auch der Ca®*-Ausstrom
quantifiziert. Dazu wurde die Stromkurve nach Ende der Stimulation verwendet, welche am
ehesten auf den NCX-vermittelten Ca**-Transport zuriickzufiihren ist. Dieser ist elektrogen,
da der NCX drei Na"-Ionen gegen ein Ca**-lon tauscht. Ein beispielhafter Incx ist in
Abbildung 24 A im rechten Kasten dargestellt. Fiir jede Zelle wurde der Ca**-Ausstrom
(Integrierter Incx) gegen den Ca**-Einstrom (Integrierter Ic,;) aufgetragen. Der
Zusammenhang ist linear und zwischen DCM-cTnT-R173W und Ctrl-1 iPSC-CM
vergleichbar, was an den linearen Korrelationsgeraden in Abbildung 24 B erkennbar ist. Dies
deutet auf eine vergleichbare Ca**-Abhingigkeit der NCX-Aktivitit hin. Entsprechend war

der integrierte Incx proportional zum vergréflerten Integral des Ic,r. erhoht (Abbildung 24 C).
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Abbildung 24: NCX-vermittelte Ca?*-Extrusion der DCM-cTnT-R173W iPSC-CM

A: Reprisentativer Membranstrom gemi3 Abschnitt 2.7.3 mit Ic,p. (links) und Incx (rechts, eingerahmt). Der
gestreifte Bereich visualisiert den integrierten Ic,r, welcher den Ca?*-Einstrom wihrend der Stimulation
darstellt. Der graue Bereich visualisiert den integrierten Incx, welcher den Ca?"-Ausstrom darstellt. B:
Integrierter Incx, aufgetragen gegen den integrierten Ic, 1, von Cttl-1 (schwarz) und DCM-cTnT-R173W iPSC-
CM (blau), korreliert durch eine lineare Regression. Steigung von Ctrl-1 = 0,018, Steigung von DCM-cTnT-
R173W = 0,013. C: Integrierter Incx.

Alle Werte sind als MittelwerttSEM dargestellt. n/N = Zellen/Charge; * p < 0,05

3.3.3 Reduzierte Amplitude und langsamerer Decay des Ic.1 getriggerten CaT in
DCM-cTnT-R173W iPSC-CM

Weiterfihrend wurden die simultan gemessenen CaT analysiert. Hier zeigte sich trotz des
erhohten Ic,;. wahrend der Stimulation (Abbildung 23 B, C) eine erniedrigte Amplitude des
CaT (Abbildung 25 B). Die Kopplungseffizienz zwischen einstromendem Kalzium und
resultierendem CaT ldsst sich durch einen Quotienten aus CaT und Ic,;. darstellen. Diese
Kopplungsettizienz zeigte sich bei DCM-cTnT-R173W iPSC-CM im Vergleich zu Ctrl-1
iPSC-CM signifikant erniedrigt, was in Abbildung 25 E dargestellt ist. Die diastolische [Ca*];
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war in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM unverindert (Abbildung 25 B, links) und der
systolische Wert leicht, aber nicht dem definierten Signifikanzniveau entsprechend

(p = 0,069) erniedrigt (Abbildung 25 B, mittig).

Neben einer verkleinerten CaT-Amplitude und der reduzierten Kopplungseffizienz war
konsistent zu den Ergebnissen aus den Feldstimulationsexperimenten (Abbildung 21 B,
links) ebenfalls ein signifikant verlangsamter Abfall der [Ca*"]; zu beobachten, was durch eine
erhohte Zeitkonstante (1) in Abbildung 25 D deutlich wird. Ein verzogerter CaT-Anstieg lie3
sich in den Patch-Clamp-Messungen nicht reproduzieren (Abbildung 25 C).
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Abbildung 25: CaT det DCM-cTnT-R173W iPSC-CM

A: Rampenprotokoll mit reprisentativem CaT eines Ctrl-1 iPSC-CM (schwarz) und eines DCM-cTnT-R173W
iPSC-CM (blau); B: Abbildung des diastolischen und systolischen [Ca?*];, sowie der Differenz beider Werte
in nM; C: Darstellung der Zeit zwischen Erregung durch den Sprung des Rampenprotokolls auf +10 mV und
dem maximalen Peak des CaT in ms, U-Test; D: Zeitkonstante der an den Transienten angelegten
Exponentialfunktion in ms; E: Verhiltnis aus der CaT-Amplitude und dem Peak des Ic,r ergibt die
Kopplungseffizienz, U-Test.

Alle Wette sind als MittelwertSEM dargestellt. n/N = Zellen/Charge; * p < 0,05; *** p < 0,001
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3.3.4 Reduzierte cCaT-Amplitude bei vergleichbarer SR Ca**-Beladung in DCM-
cTnT-R173W iPSC-CM

Da die CaT-Amplitude neben dem Ic,r. durch verschiedene weitere Faktoren wie zum
Beispiel der SR Ca**-Beladung beeinflusst wird, wurde diese im Anschluss mit Hilfe des
Koffeinprotokolls aus Abschnitt 2.7.5 bestimmt. Zur Quantifizierung der Ca**-Beladung des
SR eignen sich zwei Parameter, welche beide mittels der Applikation von Koffein bestimmt

werden konnten (Abschnitt 2.7.5.2).
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Abbildung 26: cCaT und Incx der DCM-cTnT-R173W iPSC-CM

A: Darstellung eines reprisentativen cCaT einer Ctrl-1 iPSC-CM (links, schwarz) und einer DCM-cTnT-
R173W iPSC-CM (rechts, blau); B: Simultane Messung des Ca?*-induzierten Membranstromes, (Incx) mit grau
hinterlegten Integral der Stromkurve, welches ein Maf3 der Ca?*-Beladung des SR darstellt; C: Amplitude des
cCaT in nM; D: Integral des Incx, dargestellt als Ladungsdichte in pC/pF; E: Peak des Incxin pA/pF, U-Test..
Alle Wette sind als MittelwerttSEM dargestellt. n/N = Zellen/Charge; ** p < 0,01

Die cCaT-Amplitude war in den DCM-cTnT-R173W iPSC-CM siginifikant reduziert, wie
man der Abbildung 26 C entnehmen kann. Da aber, wie in Abschnitt 2.7.5.2 erldutert, eine
reine Betrachtung der cCaT-Amplitude nicht ausreicht, um die SR-Beladung zu bestimmen,
wurde fortfahrend das Integral des Incx herangezogen. Dieses zeigte im Vergleich zwischen
DCM-cTnT-R173W iPSC-CM und Ctrl-1 iPSC-CM keinen signifikanten Unterschied
(Abbildung 26 E). Der Peak des Incx war ebenfalls vergleichbar (Abbildung 26 F).
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3.3.5 Erhéhte intrazellulire Ca**-Pufferung in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM

Die vergleichbare Gesamtmenge an Kalzium, die wahrend der Koffeinapplikation aus dem
SR freigesetzt wurde, steht im Kontrast zur kleineren cCaT-Amplitude in DCM-cTnT-
R173W iPSC-CM. Da letztere (wie in Abschnitt 3.3.4 beschrieben) nur die freie zytosolische
Ca**-Konzentration abbildet, war eine weiterfithrende Quantifikation der intrazelluliren

Ca*"-Pufferung erforderlich.
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Abbildung 27: Intrazellulare Ca?*-Pufferung in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM

A: Darstellung einer reprisentativen Pufferkurve von einer Ctrl-1 iPSC-CM (links, schwarz) und einer DCM-
cTnT-R173W iPSC-CM (rechts, blau); B: Maximale Pufferkapazitit (Bmay); C: Affinitit der Puffer gegentiber
Kalzium (Kg).

Alle Werte sind als MittelwerttSEM dargestellt. n/N = Zellen/Charge; * p < 0,05

Um die intrazellulire Ca®'-Pufferung zu quantifizieren, wurde das Integral des
koffeininduzierten NCX-Stroms gegen die freie Ca**-Konzentration aufgetragen (Abschnitt
2.7.5.3). An die Daten wurden eine Michaelis-Menten-Pufferkurve angelegt (Formel 8),
durch welche die maximale Pufferkapazitit (Bm.) und die Konstante der Pufferkurve (Ka)
bestimmt werden konnten. Die Pufferkapazitit der DCM-cTnT-R173W iPSC-CM war im
Vergleich zu den Ctrl-1 iPSC-CM unverindert, was auf eine vergleichbare Menge an
zytosolischen Ca®*-Puffern schlieBen lisst (Abbildung 27 B). Trotz vergleichbatem B
erschien die Pufferkurve der DCM-cTnT-R173W iPSC-CM im Bereich physiologischer
[Ca®"]; steiler, was durch einen signifikant erniedrigten K4-Wert gezeigt werden konnte

(Abbildung 27 C). Da sich der Ky-Wert antiproportional zur Affinitit der Puffer gegentiber
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Kalzium verhilt, ist ein erniedrigter Kq-Wert Ausdruck einer erhohten intrazelluliren Ca* -

Pufferung.

3.3.6 Quantifizierung totaler zytosolischer Ca’*-Konzentrationen in DCM-cTnT-

R173W iPSC-CM

Mit Hilfe der experimentell ermittelten Parameter Ky, Bray und Formel 1 lief3 sich fiir jeden
iPSC-CM aus dem CaT, welcher das freie Kalzium abbildet, eine totale Ca**-Konzentration
([Ca®]r) tber die Zeit berechnen. Dies wurde fiir jeden Datensatz durchgefiihtt.
Reprisentative totale CaT sind in Abbildung 28 B dargestellt. Es zeigte sich im Vergleich der
Amplituden des totalen CaT kein signifikanter Unterschied zwischen Ctrl-1 und DCM-
cTnT-R173W iPSC-CM (Abbildung 28 C), was mit den Ergebnissen aus Abschnitt 3.3.4
vereinbar ist. Fortsetzend wurde die Kopplungseftfizienz (Abschnitt 3.3.3) erneut mit dem
totalen CaT berechnet, da dieser gegeniiber der erhohten Ca**-Pufferung bereits korrigiert

ist. Die korrigierte Kopplungseffizienz zeigte sich weiterhin verringert (Abbildung 28 D).
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Abbildung 28: Totale CaT in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM

A: Rampenprotokoll; B: Reprisentative totale zytosolische Ca?"-Konzentration wihrend eines Ic,p-
stimulierten CaT eines Cttl-1 iPSC-CM (schwarz) und eines DCM-cTnT-R173W iPSC-CM (blau); C: Totale
zytosolische Ca?"-Amplitude; D: Verhiltnis aus der totalen CaT-Amplitude und dem Peak des Ic,;, ergibt die
korrigierte Kopplungseffizienz, U-Test.

Alle Wette sind als MittelwerttSEM dargestellt. n/N = Zellen/Chatge; * p < 0,05
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3.3.7 Decay-Analyse und Quantifizierung der funktionellen NCX- und SERCA-
Aktivitit in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM
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Abbildung 29: Quantifizierung des Decays der freien und totalen CaT und cCaT in DCM-TnT-
R173W iPSC-CM

A: Reprasentativer Decay von freiem Ca?t (-d[Ca2*];/dt), aufgetragen gegen die freie [Ca?']; (links),
reprasentativer Decay von totalem Ca?" (d[Ca2+]total/dt), aufgetragen gegen die freie [Ca?*]; (Mitte) und
reprisentativer Decay von totalem Ca?* des cCaT, aufgetragen gegen die entsprechende freie [Ca?*]; (rechts) in
Ctrl-1 (grau) und DCM-TnT-R173W iPSC-CM (blau). Die Steigungen sind als lineare Funktionen dargestellt.
B: Steigung von -d[Ca?"];/dt, aufgetragen gegen [Ca?*];, U-Test. C: Steigung von d[Ca®"|r/dt, aufgetragen
gegen [Ca?*];, U-Test. D: Steigung von -d[Ca?*]r/dt wihrend Koffein, aufgetragen gegen die entsprechende
[Ca?t];, was die Ca?"-Abhingigkeit des NCX anzeigt. E: Differenz zwischen C und D, was die Ca?*-
Abhingigkeit der SERCA-Aktivitit anzeigt, U-Test.

Alle Werte sind als MittelwerttSEM dargestellt. n/N = Zellen/Charge; * p < 0,05

In Abschnitt 3.3.3 konnte bereits gezeigt werden, dass die Icar-getriggerten CaT der DCM-
cTnT-R173W iPSC-CM einen im Vergleich zu Ctrl-1 iPSC-CM verlangsamten Decay
aufwiesen. Da der CaT nur das freie Kalzium abbildet, bleibt unklar, inwieweit der
verlingerte Decay auf die in Abschnitt 3.3.5 beobachtete erhohte Ca**-Pufferung
zurtickgefithrt werden kann, oder ob eventuell die SERCA- oder NCX-Funktion unabhingig
der [Ca*']; den CaT-Decay verlangsamte. Wie bereits beschtieben, wird der CaT-Decay im
Wesentlichen durch die Entfernung des Kalziums aus dem Zytosol vornehmlich durch NCX
und SERCA bestimmt. Da die SERCA- und NCX-Aktivitit direkt von der [Ca®"]; abhingt,
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welche ihrerseits durch die Ca®*-Pufferung beeinflusst wird, reichte die alleinige Analyse der
CaT- und cCaT-Decays nicht aus, um Aussagen tber die funktionelle NCX- und SERCA-
Aktivitit treffen zu kénnen. Mit Hilfe der darauthin bestimmten [Ca**]r und dessen Decay
lieB sich die Quantifizierung des Decays vervollstindigen, was Schitzungen zur [Ca*]:-
Abhingigkeit der SERCA- und NCX-Aktivitit zuldsst. Abbildung 29 B zeigt dquivalent zu
Abbildung 25 D einen signifikant verlangsamten Decay des CaT in DCM-cTnT-R173W
iPSC-CM. Der Decay des totalen CaT war hingegen unverindert (Abbildung 29 C). Diese
Diskrepanz lisst sich somit quantitativ auf eine erhohte Ca**-Pufferung in DCM-cTnT-
R173W iPSC-CM zuriickfiihren. Des Weiteren wurde auch der Decay des totalen cCaT
bestimmt. Durch die funktionelle Entkopplung der SERCA unter Koffeinapplikation konnte
somit eine ausreichend genaue Schitzung der [Ca’']-Abhingigkeit der NCX-Aktivitit
vorgenommen werden. Diese war in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM unverindert (Abbildung
29 D).
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Abbildung 30: Funktionelle NCX-Aktivitit in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM

A: Incx im Verhiltnis zu [Ca?*]; wihrend des koffeininduzierten CaT aus reprisentativen Experimenten. B: Die
Steigung einer angelegten linearen Funktion (in A nicht dargestellt) zeigt die [Ca2*}-Abhingigkeit der NCX-
Funktion an.

Alle Werte sind als Mittelwert=SEM dargestellt. n/N = Zellen/Charge.

Zur weiteren Quantifizierung des NCX wurde der Incx mit der [Ca®*]; wihrend der
Koffeinapplikation ins Verhiltnis gesetzt. Das Ergebnis ist eine lineare Funktion, dessen
Steigung ein Maf3 der funktionellen NCX-Aktivitit abbildet (Abbildung 30). Auch hier
konnte keine Abweichung in DCM-cTnT-R173W im Vergleich zu Ctrl-1 iPSC-CM
festgestellt werden, was eine unverinderte [Ca®‘]i-Abhingigkeit der NCX-Funktion
unterstreicht (Abbildung 30 B). Durch die Differenz des totalen CaT-Decays (Abbildung 29
C; SERCA + NCX) und des totalen cCaT-Decays (Abbildung 29 D; NCX) lief3 sich eine
Schitzung der [Ca*"]-Abhingigkeit der SERCA-Aktivitit vornehmen (Abbildung 29 E).
Auch diese war bei DCM-cTnT-R173W iPSC-CM im Vergleich zu Ctrl-1 iPSC-CM

unverandert.
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3.4 Ca’*-Homdostase gesunder iPSC-CM unter EMD57033

Zur pharmakologischen Simulation einer erhéhten intrazelluliren Ca**-Pufferung und damit
als ein positives Kontrollmodell wurden gesunde iPSC-CM unabhingig der DCM-Familie
mit dem Ca*"-Sensitizer EMD57033 inkubiert (Abschnitt 2.6.3). Der Ic.. wurde mittels
Whole-Cell-Patch-Clamp-Technik im Voltage-Clamp-Modus und simultan dazu der
entsprechende CaT mittels Epifluoreszenz (Fluo-3) gemessen (Abschnitt 2.7.3). Im
Anschluss wurde an derselben Zelle mittels Koffeinprotokoll die SR-Beladung und die Ca®*-
Pufferung bestimmt (Abschnitt 2.7.5).

3.41 Vergleichbare Membrankapazitit als Mal} vergleichbarer Zellgrof3e

Um zu tiberpriifen, ob EMID57033 die Membraneigenschaften der Zellen verandert, wurden
die mittleren Membrankapazititen der Kontrollgruppe sowie der EMD57033-Gruppe
gemessen und miteinander verglichen. Hierbei wurde kein signifikanter Unterschied
festgestellt (EMD57033: 25441287 pF, n/N=15/3 vs. Cul-2: 28,7511,96 pF,
n/N = 24/3; p = 0,33; Abbildung 31).
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Abbildung 31: Membrankapazitit (Cu)

Darstellung der Membrankapazitit (Cyr) der Kontrollgruppe (weil3) und der EMD57033 inkubierten Gruppe
(grin) im Vergleich.
Alle Wette sind als MittelwerttSEM datgestellt. n/N = Zellen/Chatge

3.4.2 EMD57033 ohne Effekt auf den L-Typ-Ca®*-Strom (Ic.1)

Sowohl der Peak (Abbildung 32 B) als auch das Integral (Abbildung 32 C) des I, blieben
durch die pharmakologische Inkubation mit EMD57033 unverindert. Auch die

Inaktivierung des Ic.p zeigte sich unter der pharmakologischen Erhéhung der intrazelluliren
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Ca*"-Sensitivitit in den Parametern Tyow, Tns und dem prozentualen Anteil von tny an der

gesamten Inaktivierung nicht signifikant verindert (Abbildung 32 D, E).
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Abbildung 32: L-Typ-Ca?*-Strom der EMD57033 inkubierten iPSC-CM

A: Rampenprotokoll mit reprisentativem L-Typ-Ca?*-Strom (Ic,1) einer Ctrl-2 iPSC-CM (schwarz) und einer
EMD57033 inkubierten iPSC-CM (grin); B: Stromdichte des Ic,1, Peak in pA/pF; C: Integrierte Stromdichte
des gesamten Ic,r iber det Zeit in pA*ms/pF £ pC/pF; D,E: Darstellung det Ic,1-Inaktivierung. Dargestellt
ist die schnelle und langsame Zeitkonstante (Tgow und e in ms) der angelegten biexponentiellen Funktion, U-
Test (D) und der prozentuale Anteil der schnellen Inaktivierung an der Gesamtinaktivierung (E).

Alle Werte sind als MittelwerttSEM dargestellt. n/N = Zellen/Charge

3.4.3 Reduzierte Amplitude und langsamerer Decay des Ic.1. getriggerten CaT
unter EMD57033

Zunichst war die diastolische [Ca®']i unter EMD57033 unverindert. Der systolische
Mittelwert zeigte sich jedoch leicht, aber nicht signifikant (p = 0,077) erniedrigt. Die CaT-
Amplitude war entsprechend unter EMD57033 signifikant reduziert (Abbildung 33 B
rechts). Abbildung 33 D zeigt die Zeitkonstante (1) der an den Transienten angelegten

Exponentialfunktion. Sie ist unter erhohter Ca**-Sensitivitit verlangsamt. Da die Amplitude
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des CaT trotz vergleichbar groBem Ic,. erniedrigt ist, ergibt sich eine entsprechend

signifikant erniedrigte Kopplungseffizienz (Abbildung 33 E).
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Abbildung 33: CaT der EMD57033 inkubierten iPSC-CM

A: Rampenprotokoll mit reprisentativem CaT einer Kontrollzelle (schwarz) und einer EMID57033 inkubierten
iPSC-CM (griin); B: Abbildung des diastolischen und systolischen [Ca?*]; sowie der Differenz beider Werte
in nM, U-Test; C: Darstellung der Zeit zwischen Erregung durch den Sprung des Rampenprotokolls auf
+10 mV und dem maximalen Peak des CaT in ms; D: Zeitkonstante der an den Transienten angelegten
Exponentialfunktion in ms; E: Das Verhiltnis aus der CaT-Amplitude und dem Peak des Ic,r. ergibt die
Kopplungseffizienz, U-Test.

Alle Werte sind als MittelwerttSEM dargestellt. n/N = Zellen/Charge; * p < 0,05; ** p < 0,01

3.44 Reduzierte cCaT-Amplitude bei vergleichbarer SR Ca**-Beladung unter
EMD57033

Die SR-Beladung unter EMID57033 wurde entsprechend dem Koffeinprotokoll quantifiziert
(Abschnitt 2.7.5). Der cCaT zeigte sich unter EMID57033 in der Amplitude stark reduziert
(Abbildung 34 C). Der Incx hingegen war sowohl im Peak als auch im Integral unter
EMD57033 unverindert (Abbildung 34 E, F). Es zeigte sich somit eine deutliche Diskrepanz

zwischen den beiden Parametern, welche fir die Quantifizierung der SR-Beladung
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herangezogen werden kénnen.
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Abbildung 34: cCaT und Incx der EMD57033 inkubierten Zellen

A: Darstellung eines reprisentativen cCaT einer Kontrollzelle (links, schwarz) und einer EMD57033
inkubierten Zelle (rechts, grin); B: Simultane Messung des Ca®*-induzierten Membranstromes (Incx) mit grau
hinterlegtem Integral der Stromkurve, welches ein Maf3 der Ca?*-Beladung des SR darstellt; C: Amplitude des
cCaT in nM; D: Integral des Incx, datrgestellt als Ladungsdichte in pC/pF; E: Peak des Incxin pA/pF, U-Test.
Alle Werte sind als MittelwerttSEM dargestellt. n/N = Zellen/Charge; * p < 0,05; ** p < 0,01

3.4.5 Erhdhte intrazellulire Ca’*-Pufferung unter EMD57033

Durch das Auftragen des integrierten Incx gegen den cCaT wurde eine Pufferkurve
generiert, um die intrazellulire Ca**-Pufferung zu quantifizieren. Durch einen
vergleichbaren B, konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit EMID57033 die
Gesamtpufferkapazitit der iPSC-CM nicht verinderte (Abbildung 35 B). Der K¢-Wert war
bei den EMD57033 inkubierten Zellen jedoch deutlich erniedrigt (Abbildung 35 C), was
eine erhohte Affinitit der Ca® -Puffer gegeniiber Kalzium und somit eine erhohte

intrazellulire Ca**-Pufferung anzeigt.

3.4.6 Quantifizierung totaler zytosolischer Ca**-Konzentrationen unter EMD57033

Die Quantifizierung der totalen Ic,;. getriggerten Ca® -Konzentration ([Ca*']1) ergab keinen
Unterschied zwischen EMD57033 inkubierten und nicht inkubierten Ctrl-2 iPSC-CM
(Abbildung 36 B, C). Entsprechend war die korrigierte Kopplungseffizienz, berechnet aus
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Abbildung 35: Intrazellulidre Ca?*-Pufferung in EMD57033 inkubierten Zellen

A: Darstellung je einer reprisentativen Pufferkurve von einer Kontrollzelle (links, schwarz) und einer

EMD57033 inkubierten Zelle (rechts, griin); B: Maximale Pufferkapazitit (Bma); C: Affinitit der Puffer

gegentiber Kalzium (Kg).
Alle Werte sind als MittelwerttSEM dargestellt. n/N = Zellen/Charge; *** p < 0,001
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Abbildung 36: Totale CaT in EMD57033 inkubierten iPSC-CM

A: Rampenprotokoll; B: Reprisentative totale zytosolische Ca?"-Konzentration wihrend eines Icai-

stimulierten CaT eines Ctrl-2 iPSC-CM (schwarz) und eines EMID57033 inkubierten Ctrl-2 iPSC-CM (griin);

C: Totale zytosolische Ca?*-Amplitude; D: Das Verhiltnis aus der totalen CaT-Amplitude und dem Peak des

Icar. ergibt die korrigierte Kopplungseffizienz, U-Test.
Alle Werte sind als MittelwerttSEM dargestellt. n/N = Zellen/Charge.
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dem unverinderten Ic,;-Peak und der unveridnderten totalen CaT-Amplitude, nicht

verringert (Abbildung 36 D).

3.4.7 Decay-Analyse und Quantifizierung der funktionellen NCX- und SERCA-
Aktivitit unter EMD57033
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Abbildung 37: Quantifizierung des Decay der freien und totalen CaT und cCaT in EMD57033
inkubierten iPSC-CM

A: Reprisentativer Decay von freiem Ca?" (-d[Ca?'];/dt), aufgetragen gegen die freie [Ca?]; (links),
reprisentativer Decay von totalem Ca?* (d[Ca’*]r/dt), aufgetragen gegen die freie [Ca?'])y (Mitte) und
reprisentativer Decay von totalem Ca?" des cCaT, aufgetragen gegen die entsprechende freie [Ca?*]; (rechts) in
Ctrl-2 (grau) und EMD57033 iPSC-CM (griin). Die Steigungen sind als lineare Funktionen dargestellt.
B: Steigung von -d[Ca?']i/dt, aufgetragen gegen [Ca®'];, U-Test. C: Steigung von d[Ca?]r/dt, aufgetragen
gegen [Ca?*];, U-Test. D: Steigung von -d[Ca?*]r/dt wihrend Koffein, aufgetragen gegen die entsprechende
[Ca?*];, was die Ca?*-Abhingigkeit des NCX anzeigt, U-Test. E: Differenz zwischen C und D, was die Ca?*-
Abhingigkeit der SERCA-Aktivitit anzeigt, U-Test.

Alle Werte sind als Mittelwert+SEM dargestellt. n/N = Zellen/Charge; * p < 0,05

In Abbildung 33 D wurde bereits gezeigt, dass die Zeitkonstante 1 vom Decay des CaT bei
EMD57033 inkubierten iPSC-CM erhoht ist. Dieses erhohte t ist das Korrelat eines
verlangsamten Decays, welcher in Abbildung 37 B dargestellt ist. Die erweiterte Decay-
Analyse aus Abbildung 37 zeigt, dass der Decay des totalen CaT hingegen nicht verlingert
ist (Abbildung 37 C). Diese Diskrepanz lisst sich quantitativ auf die in Abschnitt 3.4.5
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gezeigte erhohte Ca**-Pufferung zuriickfithren. Weiterhin lisst sich zeigen, dass die [Ca*"];-
Abhingigkeit der SERCA- und NCX-Aktivitit unter EMD57033 nicht verindert ist
(Abbildung 37 D, E)

3.5 Erhohte Anfilligkeit gegeniiber CaT-Alternans unter EMD57033

Es konnte gezeigt werden, dass DCM-cTnT-R173W iPSC-CM eine erhchte Anfalligkeit fiir
CaT-Alternans besitzen und dass diese Zellen eine erhéhte intrazellulire Ca® -Pufferung
aufweisen. Um zu prifen, ob die erhohte Ca*'-Pufferung die Ursache fiir diese
proarrhythmische Basis sein kénnte, wurde ein pharmakologisches Modell verwendet, um
die zytosolische Ca’*-Pufferung gezielt zu modifizieren. Es wurde gezeigt, dass sich die
Behandlung mit EMD57033 eignet, den Ca**-Handling-Phinotyp von DCM-cTnT-R173W
iPSC-CM pharmakologisch zu imitieren. Nun stellte sich die Frage, ob jene mit EMID57033
behandelten Ctrl-2 iPSC-CM ebenfalls eine erh6hte Neigung zu CaT-Alternans zeigen, wenn
sie mit dem gleichen Messprotokoll unter Feldstimulation gemessen werden. Tatsichlich
konnten sehr dhnliche Ergebnisse wie bei DCM-cTnT-R173W iPSC-CM unter EMD57033
erzielt werden. Es ergab sich ein verlangsamter Decay des CaT (Abbildung 38 B, links), wie
er bereits in den Patch-Clamp-Messungen gezeigt werden konnte (Abschnitt 3.4.3) und ein
verzogerter Ca”*-Anstieg (Abbildung 38 B, rechts). In den unbehandelten Ctrl-2 iPSC-CM
blieben insgesamt 45,5 % der gemessenen Zellen ohne nachweisbare CaT-Alternans,
wihrend unter EMD57033 nur 20 % der Zellen bis 5 Hz keinen arrhythmischen Phinotyp
zeigten. Die Alternansschwelle war ebenfalls signifikant erniedrigt (Abbildung 38 C) und eine
Kaplan-Meier-Analyse fir das Auftreten von CaT-Alternans tber den gesamten

Frequenzbereich zeigte eine signifikant hoéhere Anfilligkeit gegentiber CaT-Alternans

(Abbildung 38 D).
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Abbildung 38: Auftreten von CaT-Alternans unter EMD57033

A: Normalisierte reprasentative Messkurven von CaT bei 0,5 Hz, 2 Hz und 5 Hz. Graue Pfeile oberhalb der
CaT dienen der Veranschaulichung von Schlag-zu-Schlag-Anderungen. B: CaT-Zeitkonstante des Abfalls
(links), U-Test und Zeit bis zum Peak (rechts), U-Test. C: Niedrigste Frequenz, bei der Alternans auftraten;
Zellen ohne Alternans sind in einem Kasten dariiber dargestellt. Vergleich durchgefithrt mit U-Test. D:
Prozentualer Anteil der Zellen ohne Alternans in Relation zur jeweiligen Frequenz. Signifikanz bestimmt durch
Gehan-Breslow-Wilcoxon-Test. Alle Werte in B und C sind als MittelwerttSEM dargestellt.
n/N = Zellen/Charge; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

3.6 Blebbistatin reduziert die Alternans-Anfilligkeit in DCM-cTnT-
R173W iPSC-CM

Es konnte gezeigt werden, dass eine erhohte intrazellulire Ca**-Pufferung in direktem
Zusammenhang mit dem Auftreten von proarrhythmischen CaT-Alternans stehen. Um diese
Hypothese zu festigen, wurde die erhéhte Ca**-Pufferung der DCM-cTnT-R173W iPSC-CM
in einem nichsten Schritt pharmakologisch reduziert, um so die Auftretens-
wahrscheinlichkeit von CaT-Alternans zu mindern. Zu diesem Zweck wurde Blebbistatin
verwendet (Abschnitt 2.6.1). Wie in Abbildung 39 B visualisiert, naherte die Behandlung mit
Blebbistatin die Zeit des Ca**-Anstiegs und die Zeitkonstante des Decays an jene der

Kontrollzellen an. Dariiber hinaus reduzierte Blebbistatin die Anfilligkeit fir CaT-Alternans
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in DCM-R173W iPSC-CM (Abbildung 39 D) und erhohte die Schwellenfrequenz, bei der
CaT-Alternans erstmals auftraten (Abbildung 39 C). Insgesamt lie} sich die Anzahl der
Zellen, die CaT-Alternans zeigten, von 100 % auf 90,9 % und somit nur unwesentlich
reduzieren. Bei genauerer Betrachtung des physiologischen Frequenzbereiches zwischen

0,5 Hz und 2 Hz in Abbildung 39 D ist der potenzielle Gewinn jedoch eindeutig zu erkennen.
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Abbildung 39: Auftreten von CaT-Alternans in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM unter Blebbistatin

A: Normalisierte reprasentative Messkurven von CaT bei 0,5 Hz, 2 Hz und 5 Hz. Graue Pfeile oberhalb der
CaT dienen der Veranschaulichung von Schlag-zu-Schlag-Anderungen. B: CaT-Zeitkonstante des Abfalls
(links), U-Test und Zeit bis zum Peak (rechts), U-Test. C: Niedrigste Frequenz, bei der Alternans auftraten;
Zellen ohne Alternans sind in einem Kasten dariiber dargestellt. Vergleich durchgefithrt mit U-Test. D:
Prozentualer Anteil der Zellen ohne Alternans in Relation zur jeweiligen Frequenz. Signifikanz bestimmt durch
Gehan-Breslow-Wilcoxon-Test.  Alle Werte in B und C sind als MittelwerttSEM dargestellt.
n/N = Zellen/Chatge; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden iPSC-CM von Patienten mit DCM-cTnT-R173W-
Mutation verwendet, um Anomalien im Ca**-Handling auf der einen Seite und
arrhythmogene ~ Mechanismen  auf  der anderen  Seite  zu  untersuchen.
Feldstimulationsexperimente zeigten eine erhohte Anfilligkeit von DCM-cTnT-R173W
iIPSC-CM gegentiber CaT-Alternans. Weiterfihrende Whole-Cell-Patch-Clamp-Messungen
wiesen eine erhohte intrazellulire Ca*'-Pufferung in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM im
Vergleich zu Ctrl-1 iPSC-CM nach. Dariiber hinaus konnten diese Ergebnisse mithilfe von
EMD57033 behandelten Ctrl-2 iPSC-CM reproduziert werden, was die Vermutung bestitigt,
dass die gefundenen Verinderungen im zytosolischen Ca**-Handling durch eine erhohte
Ca*"-Pufferung ausgelst wurden. Zudem konnte die erhéhte Anfilligkeit gegeniiber CaT-
Alternans bei EMD57033 behandelten Zellen reproduziert werden; dieses Ergebnis zeigt
auf, dass eine erhohte Ca**-Pufferung pridisponierend fiir CaT-Alternans ist, welche
potenziell das Substrat fiir eine vermehrte Arrhythmogenese bilden. Bemerkenswert ist, dass
die Behandlung mit Blebbistatin, einem Myosin-ATPase-Inhibitor, welcher eine verminderte
Ca*"-Sensitivitit des Myofilaments verursacht, das Auftreten von CaT-Alternans in DCM-

cTnT-R173W iPSC-CM reduzierte und den Phinotyp der CaT normalisierte.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine erhohte zytosolische Ca®*-Pufferung einen méglichen
intrazelluliren Mechanismus fiir das Auftreten von Arrhythmien darstellt. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass die Modulation der Myofilament-Ca**-Sensitivitit und somit der
zytosolischen Ca®*-Pufferung einen potenziellen antiarrhythmischen Ansatz in der Therapie
von DCM-Patienten darstellt. Dies gilt insbesondere bei solchen, welche eine Mutation in

cT'nT aufweisen.

4.1 Mechanismen von Herzrhythmusstorungen bei DCM-Patienten

Patienten mit einer DCM sind generell anfillig fiir die Entwicklung von Herzrhythmus-
storungen. Endorgandysfunktionen in Form einer Herzinsuffizienz oder Arrhythmien mit
letalem Verlauf stellen die Haupttodesursachen bei DCM-Patienten dar (Towbin und Lorts
2011). Insgesamt werden ventrikulire Extrasystolen bei 90 % und nicht-anhaltende
ventrikuldre Tachykardien bei 60 % der DCM-Patienten beobachtet. Mono- oder
polymorphe ventrikulidre Tachykardien kénnen dabei jederzeit zu einem Kammerflimmern

eskalieren und somit einen plétzlichen Herzstillstand provozieren (Kumar et al. 2015). Zur
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atiologischen Einordung der Arrhythmogenese bei DCM-Patienten wurde bereits eine
Vielzahl von potenziellen Mechanismen diskutiert, wobei der genaue Mechanismus
gegenwirtig unklar bleibt (Kumar et al. 2015). Angesichts des breiten Spektrums genetischer
und nicht-genetischer Faktoren, die zur Pathophysiologie der DCM beitragen, ist die
Identifikation eines einzelnen Pathomechanismus, welcher der Arrhythmogenese bei allen
DCM-Patienten zugrunde liegt, sehr unwahrscheinlich. Herzklappenerkrankungen,
tbermifiger Alkoholkonsum, Bluthochdruck und Infektionskrankheiten sind beispielsweise
akzeptierte dtiologische Faktoren, die mit krankheitsspezifischen Umbauprozessen assoziiert

sind und so zu einer DCM fithren (McNally und Mestroni 2017).

Eine Hypothese beruht auf dem hiufigen Befund fibrotisch umgewandelten Myokards in
multiplen fleckférmigen Bereichen. Diese Stellen kénnten als Ausgangspunkt von Reentry-
Mechanismen fungieren und somit zu ventrikuliren Tachykardien oder SCD fithren (Roberts
et al. 1987; McCrohon et al. 2003). Andere Theorien beschiftigen sich mit der abnormen
Wanddehnung des Myokards, die alle DCM-Patienten gemein haben. Eine erhohte
Wanddehnung fihrt zu Veranderungen in der Refraktaritit der Myokardzellen und somit zu
einem elektrophysiologischen Konstrukt, welches abnorme Herzaktivititen begiinstigt

(Brachmann et al. 1997).

Des Weiteren wird angenommen, dass bei etwa 35 % der Patienten mit DCM genetische
Faktoren eine signifikante Rolle spielen (Reichart et al. 2019). Dabei zeigt die DCM eine
wesentlich heterogenere genetische Basis als beispielsweise die HCM (McNally et al. 2013).
Zudem konnte in Studien gezeigt werden, dass Patienten mit nachgewiesener genetischer
Belastung in sarkomerischen Proteinen, unter anderem in Troponin T, ein héheres Risiko
fir schwere klinische Verlidufe insbesondere durch Komplikationen wie ventrikulire

Arrhythmien aufweisen (Mogensen et al. 2004; Merlo et al. 2013).

Die meisten Mutationen, welche eine DCM verursachen, befinden sich in Genen, die fir
zytoskelettale, nukleoskelettale, mitochondriale und Ca*'-Handling Proteine kodieren
(McNally und Mestroni 2017). Towbin und Lorts (2011) haben ecine Stérung in der
Verbindung zwischen zytoskelettalen, sarkolemmalen und sarkomerischen Proteinen und die
konsekutive Fehlfunktion der Ionenkanile als den ,,letzten gemeinsamen Weg® in der DCM-

Arrhythmogenese vorgeschlagen.

Bei vielen DCM-verursachenden Mutationen, unter anderem auch bei der R173W-Mutation
in Troponin T, wurde gezeigt, dass diese mehrere Parameter der Ca**-Homdostase in
Herzmuskelzellen beeinflussen, einschlief3lich einer verinderten Bindung von Kalzium an

Myofilamente sowie einer gestorten epigenetischen Regulation und Expression von Ca**-
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Handling-Proteinen (Wu et al. 2015; Landstrom et al. 2017). Daraus folgt, dass ein
abnormales Ca“—Handling auch eine potenzielle Schlisselrolle in der DCM-bezogenen

Arrhythmogenese spielen kann (Thomas et al. 2019).

4.2 Verindertes zytosolisches Ca?>*-Handling bei DCM-Patienten

Kalzium ist der Botenstoff, welcher bei der Erregungs-Kontraktions-Kopplung in Kardio-
myozyten die direkte Translation einer elektrischen Erregung in eine mechanische
Kontraktion bewirkt (Bers 2002). Spezifische Verinderungen im zelluliren Ca®*-Handling
tragen daher wahrscheinlich zu einer beeintrichtigten kontraktilen Funktion bei Patienten
mit DCM bei (Sun et al. 2012). Dementsprechend scheint eine verringerte Amplitude der
CaT, wie sie auch in dieser Studie gezeigt werden konnte (Abbildung 25), ein gemeinsamer
Befund in allen DCM-Modellen zu sein, in denen das zytosolische Ca**-Handling untersucht
wurde (Limas et al. 1987; Sun et al. 2012; Liu et al. 2015; Dai et al. 2020; Stroik et al. 2020).
Es wird zu Teilen angenommen, dass die reduzierte CaT-Amplitude aus einer reduzierten
SR-Ca**-Beladung resultiert. Letztere ist moglicherweise auf ein erhdhtes diastolisches Ca** -
Leck aus dem SR zurtickzuftihren, welches durch undichte RyR2 vermittelt sein kénnte
(Bellinger et al. 2009; Sun et al. 2012). Eine reduzierte SR-Ca**-Beladung kann auch aus einer
langsameren Ca**-Wiederaufnahme in das SR aufgrund einer verminderten Aktivitit der
SERCA resultieren (Meyer et al. 1995). An dieser Stelle ist jedoch darauf hinzuweisen, dass
die reduzierte SR-Ca**-Beladung bei Sun et al. (2012) methodisch mit Hilfe des
koffeininduzierten CaT bestimmt wurde, welcher in seiner Amplitude vermindert war. Dabei
wurde die cCaT-Amplitude als alleiniges MaB fiir die Ca®*-Beladung des SR verwendet. Die
erniedrigte cCaT-Amplitude konnte in der vorliegenden Studie zwar reproduziert werden
(Abbildung 26 C), es wurde jedoch zusitzlich eine Quantifizierung der SR-Beladung von
DCM-cTnT-R173W iPSC-CM mittels Patch-Clamp-Experimenten durchgefithrt, welche
methodisch genauer sind. Diese Technik stellt die gesamte tiber die Membran transportierte
Ladung dar und bildet nicht nur das freie intrazellulire Kalzium ab. Sie wurde im Rahmen
dieser Arbeit erstmals an DCM-cTnT-R173W iPSC-CM durchgefithrt, und es konnten
interessanterweise keine Veranderungen der SR-Beladung nachgewiesen werden (Abbildung
26 D), wie es zuvor von Sun et al. (2012) publiziert worden war. In der aktuellen Studie wird
deshalb ein weiterer zellulirer Mechanismus beschrieben, welcher zu detr reduzierten CaT-

Amplitude bei DCM-Patienten beitragen kénnte, obwohl die SR-Beladung unverindert ist.
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4.3 Erhohte Ca“-Pufferung als ein méglicher Mechanismus

reduzierter CaT

Die beschriebenen Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die reduzierte CaT-
Amplitude in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM nicht aus einer verringerten SR-Beladung,
sondern aus einer erhohten Ca®*-Pufferung resultieren konnte, welche auf einer verstirkten
Bindungsaffinitit von Myofilamenten gegeniiber Kalzium basiert (Sun et al. 2012; Eisner et
al. 2017). Eine erhohte Bindungsaffinitit wiirde somit das Verhaltnis von gebundenem und
freiem Kalzium zu Gunsten des gebundenen Kalziums verschieben, weshalb weniger freies
Kalzium im Zytosol vorliegen wiirde, welches durch Ca**-sensitive Farbstoffe messbar wire.
Diese Annahme ist mit einer fritheren Publikation vereinbar, welche zeigen konnte, dass die
DCM-cTnT-R173W-Mutation die Bindung von Proteinkinase A (PKA) an lokale Sarkomer-
Mikrodominen begrenzt und auf diese Weise die Phosphorylierung von Tnl abschwicht
(Dai et al. 2020). Es wird angenommen, dass der letztere Mechanismus die Ca®*-Affinitit
von TnC erhoht und die Ca**-Bindung an Myofilamente entsprechend steigert. Dies wiirde
konsekutiv zu einer verlangsamten Abdissoziation von Kalzium und somit zu einer
verlingerten Kontraktion fithren (Dai et al. 2020). Diese Uberlegung wird durch die
Ergebnisse unserer (Abbildung 21 B; Abbildung 25 D; Abbildung 29 B) und fritherer Studien
(Sun et al. 2012; Wu et al. 2015; Dai et al. 2020) untermauert, welche alle einen verlangsamten

Decay des CaT und eine verlingerte Kontraktionszeit zeigen konnten.

Es ist an dieser Stelle wichtig zu beachten, dass trotz einer erhchten Ca® -Bindung an
Myofilamente in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM die resultierende funktionelle
Kontraktionskraft —aufgrund der beeintrichtigten Interaktion mit Tropomyosin
abgeschwicht ist (Sun et al. 2012; Reda und Chandra 2019; Dai et al. 2020). Ein potenziell
relevanter Faktor konnte in dieser Hinsicht eine reduzierte Interaktion zwischen TnT und
Tropomyosin darstellen, da die DCM-TnT-R173-Mutation in einer der beiden
Tropomyosin-Bindungsregionen von TnT lokalisiert ist (Katrukha 2013). Dies kénnte die
Freisetzung der Myosin-Bindungsstellen am Aktin beeintrichtigen und folglich die
Kontraktion funktionell einschrinken. Die Moglichkeit einer Diskrepanz zwischen
Verinderungen der "scheinbaren" Ca®*-Affinitit kontraktiler Proteine und Verinderungen
der Ca**-Bindungsaffinitit der Myofilamente wurde bereits einleitend erliutert (Abschnitt

1.2.1.1) und ist somit kein widerspriichlicher Befund.

Die Ausfithrungen des letzten Absatzes sind dariiber hinaus vereinbar mit der rein visuellen
und nicht objektivierten Beobachtung im Rahmen dieser Arbeit, dass DCM-cTnT-R173W

iPSC-CM eine schlechtere kontraktile Funktion aufwiesen. Dartiber hinaus wurde eine
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erhéhte Ca® -Sensitivitit auch bei pidiatrischen Patienten mit DCM und in einem DCM-
Hundemodell gefunden (Wolff et al. 1995; Nakano et al. 2019). Beide Studien konnten die
Erhohung der Ca’*-Sensitivitit mittels PKA-Behandlung aufheben, was die Vermutung
unterstiitzt, dass die erhchte Ca**-Sensitivitit bei DCM-cTnT-R173W-Mutation auf eine
Reduktion der PKA-vermittelten Phosphorylierung von myofibrilliren regulatorischen

Proteinen zuruckzufiuhren sein konnte.

4.4 Erhohte Ca**-Pufferung als Ursache von CaT-Alternans bei DCM

Eine erhohte Ca®*-Pufferung hat, wie durch die Daten dieser Arbeit deutlich wird, einen
groBen Einfluss auf das Ca**-Handling und gingigen Theorien zufolge somit auch auf die
Arrhythmogenese (Eisner et al. 2017; Smith und FEisner 2019). Es ist jedoch bisher
erstaunlich wenig iiber die Rolle von abnormalem Ca**-Handling bei der Arrhythmogenese
bei Patienten mit DCM bekannt. Frithere Publikationen haben gezeigt, dass eine erhéhte
Inzidenz von spontanen Ca’'-Freisetzungen aus dem SR wihrend der Diastole zur
Arrhythmogenese beitragen kann (Bellinger et al. 2009; Stroik et al. 2020). Das freigesetzte
Kalzium witd folglich vom NCX, welcher pro exportiertem Ca®"-Ion drei Na“-Ionen in die
Zelle bringt, aus den Myozyten entfernt. Dabei handelt es sich um einen elektrogenen
Transportmechanismus, sodass ein depolarisierender Einwirtsstrom entsteht. Wenn dieser
Strom grof3 genug ist, kann er ein neues AP auslosen, welches als ektopische Aktivitdt
Herzrhythmusstérungen auslésen kann (Huke und Knollmann 2010; Voigt et al. 2012; Voigt
et al. 2014).

Die vorliegende Arbeit zeigt zum ersten Mal, dass Kardiomyozyten von Patienten, die eine
DCM-assoziierte Mutation tragen, verstirkt zur Entwicklung von CaT-Alternans neigen
(Abbildung 21). Dariiber hinaus wird hier erstmals dargelegt, dass DCM-cTnT-R173W iPSC-
CM ein abnormes Ca®*-Handling, hauptsichlich bedingt durch eine erhéhte Ca**-Pufferung,
besitzen. Die Beobachtungen des verinderten Ca**-Handlings sowie der proarthythmogenen
CaT-Alternans konnten durch das Kontrollmodell der mit EMID57033 inkubierten iPSC-
CM reproduziert werden, was die Kausalitit zwischen erhéhter Ca*-Pufferung und dem

veranderten Ca2+—Handling sowie den CaT-Alternans unterstreicht.

CaT-Alternans werden durch Faktoren begiinstigt, welche die SR-Ca**-Freisetzung erhéhen
oder die Ca’*-Entfernung aus dem Zytosol reduzieren. Dabei spielt beispielsweise ein
erhohter SR-Ca*"-Leak bzw. eine reduzierte SERCA-Aktivitit eine Rolle (Weiss et al. 2011).
Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine erhéhte zytosolische Ca**-Pufferung die SERCA-

vermittelte Ca**-Wiederaufnahme in das SR reduziert (Dfaz et al. 2001; Smith und Eisner
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2019). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eindeutig einen verlangsamten CaT-
Decay in iPSC-CM mit erhéhter Ca®*-Pufferung, sowohl in DCM-cTnT-R173W als auch in
EMD57033 inkubierten iPSC-CM (Abbildung 21 B; Abbildung 25 D; Abbildung 29 B;
Abbildung 33 D; Abbildung 38 B; Abbildung 37 B). Es wird vermutet, dass eine erhchte
Ca*-Pufferung zu einer vetlangsamten NCX- und SERCA-vermittelten Ca**-Entfernung
aus dem Zytosol beitrigt, da bei reduzierter freier [Ca*]; weniger Kalzium an NCX und
SERCA binden kann, um in das SR oder den Extrazellularraum zurick transportiert zu
werden. Die Daten aus Abbildung 29 und Abbildung 30 zeigen zudem, dass die [Ca*']-
Abhingigkeit von SERCA und NCX in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM unverindert ist, was
die erhéhte Ca**-Pufferung als Ursache einer vetlangsamten NCX- und SERCA-vermittelten
Ca*"-Entfernung nahelegt. Die Ergebnisse der EMD57033 inkubierten iPSC-CM bestitigen
diese Vermutung (Abbildung 37). Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass dabei die
SERCA-Aktivitit vermutlich aufgrund ihrer exponentiellen [Ca*']i-Abhingigkeit (Lytton et
al. 1992) stirker in ihrer Aktivitit beeinflusst ist als der NCX, welcher cher eine lineare
[Ca*']i-Abhingigkeit aufweist (Barcenas-Ruiz et al. 1987; Smith und Eisner 2019). Zudem
lasst sich der starke Einfluss der Ca**-Pufferung auf die SERCA-vermittelte Ca**-Entfernung
aus dem Zytosol dadurch erkliren, dass TnC und SERCA als die grofiten intrazelluliren
Ca’*-Puffer einen ihnlichen Ky-Wert besitzen, welcher mit ~ 0,6 umol/l im Bereich
physiologischer [Ca®"]; liegt, weshalb folglich TnC und SERCA besonders stark um die Ca**-
Bindung konkurrieren. Eine erhchte Ca®*-Bindungsaffinitit von TnC bedeutet somit
gleichzeitig eine reduzierte Ca**-Bindung an SERCA und dementsprechend einen
verlangsamten Rucktransport von Kalzium in das SR. Es kann also davon ausgegangen
werden, dass der SERCA-vermittelte Ricktransport von Kalzium ins SR bei DCM-cTnT-
R173W {PSC-CM bedingt durch eine erhchte Ca®*-Pufferung -eingeschrinkt ist.
Interessanterweise konnte bereits gezeigt werden, dass eine Uberexpression der SERCA die
Kontraktilitit beit DCM-cTnT-R173W iPSC-CM verbesserte und sich der CaT normalisieren
lie3 (Sun et al. 2012).

Die beschriebenen Verinderungen im Ca**-Handling kénnen giingigen Theotien zufolge das
Substrat fiir die Entwicklung von CaT-Alternans darstellen (Xie et al. 2008; Weiss et al. 2011;
Fakuade et al. 2021). Da die in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM beobachteten Verinderungen
im Ca’*-Handling in gesunden iPSC-CM, die mit dem Ca**-Sensitizer EMD57033 behandelt
wurden, reproduziert werden konnten, unterstreicht dies die erhéhte Ca®*-Pufferung als
Hauptursache fiir das gestérte Ca®*-Handling und die erhéhte Anfilligkeit fiir Alternans in

DCM-cTnT-R173W iPSC-CM.



Diskussion 86

4.5 CaT-Alternans als proarrhythmisches Substrat

Es wird vermutet, dass CaT-Alternans zu AP-Alternans fithren kénnen, d. h. Schlag-zu-
Schlag-Anderungen im zytosolischen CaT werden aufgrund der Interaktion von
zytosolischem Kalzium mit Ca**-abhingigen lonenkanilen und Transportern, wie dem
LTCC und dem NCX, in Alternans auf AP-Ebene tibersetzt (Xie et al. 2008; Weiss et al.
2011). AP-Alternans auf zellulirer Ebene kénnen im Gewebe zu rdumlich diskordanten
elektrischen Veranderungen der Erregbarkeit und zu elektrischer Heterogenitit fithren,
welche ein Substrat fur arrhythmogene Aktivititen darstellt und so beispielsweise Reentry-
Tachykardien beglinstigt (Narayan et al. 2002; Florea und Blatter 2012).
Beachtenswerterweise wurde ein dhnlicher arrhythmogener Mechanismus von
Baudenbacher et al. (2008) in Mausmodellen mit c¢TnT-Mutationen, die mit einer
hypertrophen Kardiomyopathie assoziiert sind, postuliert. Die Autoren zeigen, dass sich das
Risiko, eine ventrikulire Tachykardie zu entwickeln, direkt proportional zum Grad der durch
die Mutation verursachten Ca**-Sensibilisierung verhilt. Dariiber hinaus zeigen in vitro
Studien, dass HCM-verursachende Mutationen, welche die Myofilamente fiir Kalzium
sensibilisieren, mit einem hohen Risiko fiir SCD verbunden sind (Knollmann und Potter
2001; Huke und Knollmann 2010; Fraysse et al. 2012; Schober et al. 2012; Wang et al. 2017).
Es gibt zudem Hinweise auf eine erhéhte Ca**-Sensitivitit der Myofilamente in ventrikuliren
Myozyten nach einem Myokardinfarkt und auch von Patienten mit Herzinsuffizienz. Beide
Erkrankungen sind mit einer hohen Inzidenz von ventrikuldren Tachykardien und SCD

verbunden (Wolff et al. 1996; van der Velden et al. 2003; van der Velden et al. 2004).

Die Daten dieser Arbeit zeigen zum ersten Mal, dass eine erhohte Ca®*-Pufferung,
einhergehend mit einer erhéhten Anfilligkeit fir CaT-Alternans, auch in iPSC-CM von
DCM-cTnT-R173W-Patienten zu beobachten ist und folglich die erhohte Inzidenz von
Herzrhythmusstorungen erkliren konnte. Inwieweit diese Befunde auch fiir andere

Untergruppen von DCM-Patienten giiltig sind, bedarf weiterer Untersuchungen.

4.6  Blebbistatin als pharmakologische Leitstruktur

antiarrhythmischer Behandlungskonzepte

Blebbistatin gehdrt zusammen mit Mavacamten zu den einzig bisher bekannten
pharmakologischen Substanzen, welche die Ca**-Sensitivitit in Kardiomyozyten reduzieren
koénnen. Dabei bindet Blebbistatin an die Zwischenprodukte der Myosin-ATPase (ADP und
Phosphat) und verhindert so die Freisetzung des Phosphates. Auf diese Weise wird Myosin

IT in einem von Aktin losgelosten Zustand blockiert (Kovacs et al. 2004). Diese spezifische
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Hemmung der Aktin-Myosin-Interaktion, ohne dabei die Ca**-Homdostase in direkter Weise
zu beeinflussen, macht das Pharmakon insbesondere fiir die medizinische Forschung an

Skelett- und Herzmuskulatur interessant (Dou et al. 2007; Swift et al. 2012).

Die Ergebnisse aus Abschnitt 3.6 zeigen erstmalig, dass Blebbistatin auch in der Lage ist, die
Auftretenswahrscheinlichkeit von CaT-Alternans in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM vor
allem im physiologischen Frequenzbereich deutlich zu verringern. Diese Eigenschaft von
Blebbistatin wurde bereits an Miuseherzen mit einer cT'nT-Mutation, die mit HCM assoziiert
ist, nachgewiesen (Baudenbacher et al. 2008). Auch andere Publikationen konnten bereits
einen antiarrhythmischen Effekt von Blebbistatin dokumentieren. So konnte an isolierten
Kaninchenherzen im Langendorff-Modell gezeigt werden, dass wahrend der Perfusion mit
Blebbistatin eine deutlich niedrigere Inzidenz anhaltender Arrhythmien nach ,,Schock-On-
T-Induktion® auftrat (Lou et al. 2012). Blebbistatin scheint demnach nicht nur die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Arrhythmien zu verringern, sondern auch eine
Selbstterminierung dieser zu begtnstigen. Therapeutisch eingesetzt wird es bisher jedoch
nicht, da es durch die Aktin-Myosin-Inhibition die kontraktile Kraft des Herzens massiv
reduziert - ein Effekt, der bei Patienten mit eingeschrinkter Ejektionsfraktion kontraindiziert
wire. Zudem ist Blebbistatin zytotoxisch, phototoxisch, fluoreszierend, schlecht
wasserloslich und anfillig fir lichtabhingigen Zerfall (Kolega 2004; Rauscher et al. 2018).
Die vielen photochemischen und fluoreszierenden FEigenschaften machen die genauere
Quantifizierung der Ca**-Homoostase mittels Patch-Clamp-Experimenten sehr kompliziert,
weshalb in dieser Arbeit lediglich die Alternans-Anfilligkeit untersucht werden konnte. Die
Reduktion der intrazelluliren Ca**-Sensitivitit und Ca**-Pufferung wurde mit Hilfe der
Literatur vorausgesetzt (Baudenbacher et al. 2008; Schober et al. 2012; Smith und Eisner

2019).

Es werden kinftig noch weitere Untersuchungen notwendig sein, um die Verbindung
zwischen erhhter Ca®*-Pufferung und dem Auftreten von Arrhythmien genauer zu
charakterisieren, sodass die Entwicklung dezidierter Therapickonzepte erfolgen kann.
Blebbistatin ist dabei fir die pharmakologische ErschlieBung neuartiger antiarrthythmischer
Strategien eine wichtige Leitstruktur, wenngleich es derzeit aufgrund der vielen ungiinstigen

Nebeneffekte keine therapeutische Anwendung findet.

4.7 Erhoéhter L-Typ-Ca**-Strom bei DCM-cTnT-R173W iPSC-CM

In der vorliegenden Studie wurden erstmals Kardiomyozyten abgeleitet aus iPSC von

Patienten mit ¢TnT-R173W-Mutation mittels Whole-Cell-Patch-Clamp-Experimenten im



Diskussion 88

Voltage-Clamp-Modus untersucht. Dabei lag der Fokus auf Verinderungen der Ca®*-
Homdostase und der Arrhythmogenese. Die Basis der Untersuchungen bildete dabei das in
Abschnitt 2.7.3 beschriebene Messprotokoll. Durch dieses war es moglich, Zellen so zu
stimulieren, dass isoliert der Ic,;. messbar wurde. In den vorliegenden Daten aus Abschnitt
3.3.2 wird deutlich, dass DCM-cTnT-R173W iPSC-CM einen signifikant groBeren Icar
aufweisen. Sowohl Peak als auch Integral sind deutlich erhéht. Diese Beobachtungen
belegen, dass bei DCM-cTnT-R173W iPSC-CM mehr Kalzium pro Stimulation in die Zelle
einstromt. Weiterfihrend wurde die biphasische Inaktivierung des Ic,r analysiert. Dabei
wurde eine unverinderte Zeitkonstante der schnellen Komponente der Inaktivierung
bebachtet (Abbildung 23 D), von welcher angenommen wird, dass sie hauptsichlich auf die
Ca*"-abhingige Ic,i-Inhibition (CDI) zuriickzufiihren ist (Heijman et al. 2018). Es ist
demnach unwahrscheinlich, dass der erhohte Ic, 1. auf einer verringerten CDI basiert, welche
durch eine geringere Verfugbarkeit freiem Kalziums hitte erklirt werden koénnen.
Dementsprechend fiihrte eine isoliert erhohte zytosolische Ca®*-Pufferung durch die
Inkubation mit EMID57033 zwar zu einer dhnlichen Abnahme der CaT-Amplitude, jedoch
ohne einen vergleichbaren Einfluss auf den Ic.r. zu haben. Dies unterstreicht die
Schlussfolgerung, dass eine verringerte CDI einen eher unwahrscheinlichen Mechanismus
des erhohten Ic,. darstellt. Ob eine erthéhte Ca**-Pufferung durch EMD57033 lingerfristig
zu einem erhohten Ic,p fihrt, kann auf Basis dieser Arbeit nicht abschlieBend festgestellt

werden.

Die Betrachtung dieser Befunde im Gesamtkontext legt daher nahe, dass der erhéhte Icar
nicht primir auf eine erhéhte Ca**-Pufferung zuriickzufiihren ist. Erginzende Daten zeigen
zudem eine im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ctrl-1) unverinderte mRNA-Expression der
zugrundeliegenden Ca®*-Kanaluntereinheit Cav1.2. Diese Daten wurden durch die
Arbeitsgruppe von Frau Dr. Ebert erhoben und sind in den Erginzungen von Jung et al.
2022 veroffentlicht worden. Somit sind intrinsische genetische Unterschiede der
Expressionsniveaus  zwischen DCM-cTnT-R173W  und Ctrl-1  iPSC-CM  cher
unwahrscheinlich. Der LTCC wird generell durch verschiedene posttranskriptionelle und
posttranslationale Mechanismen reguliert, einschlieBlich microRNA-abhingiger Inhibition,
Phosphorylierung und Expression akzessorischer Einheiten (Rougier und Abriel 2016;
Heijman et al. 2018). Die genannten Mechanismen sind als Ursachen des erhéhten Ic.r. bei
DCM-cTnT-R173W iPSC-CM denkbar und bedurfen einer gesonderten Betrachtung.
Zukunftige Studien sind demnach notwendig, um zu untersuchen, ob diese Mechanismen zu
Icap-Verinderungen bei DCM-Patienten im Allgemeinen, aber auch bei solchen mit einer

cTnT-R173W-Mutation im Speziellen beitragen.
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Interessanterweise konnten bisherige Untersuchungen isolierter Kardiomyozyten von DCM-
Patienten zeigen, dass die Verteilung der LTCC in diesen Zellen von den T-Tubuli auf die
Zelloberfliche verlagert wurde (Sanchez-Alonso et al. 2020). Es wurde festgestellt, dass die
LTCC-Dichte bei DCM-Kardiomyozyten auf dem Zellkamm wesentlich héher ist als jene in
den T-Tubuli. Zudem konnte bei der DCM eine erhéhte LTCC-Offnungswahrscheinlichkeit
im Sarkolemm durch eine verstirkte Calcium-Calmodulin-Kinase-II (CaMK-II) vermittelte
Phosphorylierung gezeigt werden, welche fir frithe Nachdepolarisationen (EAD)
pradisponiert. Diese sind bekanntermallen ein Substrat fir ventrikulire Tachykardien
(Fozzard 1992). Die Autoren konnten durch die Hemmung der CaMK-II vermittelten
Phosphorylierung von LTCC die Auftretenswahrscheinlichkeit von EADs deutlich
reduzieren (Sanchez-Alonso et al. 2016; Sanchez-Alonso et al. 2020). Ob diese Ergebnisse
auf das hier verwendete Modell iibertragen werden kénnen, ist nicht klar. Studien, die jedoch
die Desorganisation der zelluliren Struktur bei DCM-cTnT-R173W iPSC-CM zeigen
konnten, legen nahe, dass dhnliche Befunde auch in diesem Modell eruierbar sein kénnten
(Sun et al. 2012; Liang et al. 2016; Dai et al. 2020). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine
reduzierte Kopplungseffizienz zwischen LTCC und RyR2 bei DCM-cTnT-R173W iPSC-
CM, was die Uberlegung hin zu defizienten Mikrodominen stirkt. Die Ergebnisse basieren
auf der Relation zwischen dem Ic,p-Peak und der CaT-Amplitude. Da die CaT-Amplitude
bedingt durch eine erhéhte Ca**-Pufferung reduziert war, wurde die Kopplungseffizienz
ebenfalls basierend auf totalen CaT bestimmt. Dabei wurde deutlich, dass diese nur bei
DCM-cTnT-R173W iPSC-CM (Abbildung 28 D), nicht aber bei EMD57033 inkubierten
iPSC-CM (Abbildung 36 D) reduziert war. Dies lisst den Schluss zu, dass eine erhéhte Ca**-
Pufferung keinen direkten Einfluss auf die Interaktion zwischen LTCC und RyR2 hat. Eine
strukturelle Beeintrichtigung, welche beispielsweise aus einer Umverteilung der LTCC
resultieren konnte, ist bei DCM-cTnT-R173W iPSC-CM somit eine wahrscheinlichere
Erklirung der reduzierten Kopplungseffizienz. Diese gestorte Interaktion zwischen LTCC
und RyR2 koénnte ebenfalls zu einer reduzierten CaT-Amplitude beitragen, wie sie in dieser
Arbeit nachgewiesen wurde. Die weiter oben bereits beschriebenen posttranskriptionellen
und posttranslationalen Mechanismen koénnten moglicherweise zu einem gréBeren Ica
fihren und so die gestérte LTCC-RyR2-Interaktion kompensieren. Inwieweit die
Mikrodominen bei DCM tatsichlich strukturell defizient sind und ob dies ein
entscheidender Punkt flir ein besseres Verstindnis des Pathomechanismus bei DCM ist,

kann im Rahmen weiterfuhrender dezidierter Studien untersucht werden.

Im Gesamtbild wird jedoch deutlich, dass posttranskriptionelle und posttranslationale

Mechanismen, darunter insbesondere eine erhohte Phosphorylierung der LTCC, eine
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hinreichende Erklirung des erhéhten Ic,y liefern kénnten und zudem bei den Uberlegungen
zu Mechanismen der Arrhythmogenese und deren pharmakologischer Privention nicht

aufler Acht gelassen werden sollten.

Unabhingig der Mechanismen, welche zu einem erhohten Ic, . beitragen, stellt sich die Frage,
weshalb die SR-Beladung trotz der gré3eren einstrémenden Kalziummenge nicht vergrofert
war. Um diese Frage zu kliren, muss man die Balance zwischen Ca**-Einstrom und Ca®*-
Ausstrom betrachten, welche entscheidend fiir die SR-Beladung ist (Negretti et al. 1995;
Trafford et al. 1997). Wenn der Ca**-Einstrom grofer dem Ca* -Ausstrom wire, so wiirde
man eine stirkere Ca**-Beladung des SR erwarten. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen
eindeutig einen groBeren Ca’'-Einstrom iiber LTCC bei DCM-cTnT-R173W iPSC-CM.
Gleichzeitig konnte jedoch nachgewiesen werden, dass die SR-Beladung unverindert blieb.
Dieser vermeintliche Widerspruch lasst sich am ehesten durch eine erhchte NCX-vermittelte
Ca**-Entfernung aus dem Zytosol erkliren. Um dies zu tberpriifen, wurde weiterfithrend
die Stromkurve quantifiziert, welche nach jeder Stimulation und somit nach dem Ic,1. bei
jeder iPSC-CM messbar wurde (Abbildung 24 A). Diese ist am ehesten auf die NCX-
vermittelte Ca*"-Extrusion zuriickzufiihren. Abbildung 24 B zeigt den integrierten Incx,
aufgetragen gegen den integrierten Ic,1. Das Verhiltnis zeigt erneut eine vergleichbare Ca™ -
Abhingigkeit der NCX-Aktivitit bei DCM-cTnT-R173W iPSC-CM, wie sie bereits in
Abschnitt 3.3.7 gezeigt werden konnte. Der hohere Ca*-Einstrom verursachte einen
proportionalen Anstieg des Ca*"-Ausstromes (Abbildung 24 C), was somit die Ca®*-Balance

ausgleicht, um den SR-Ca**-Gehalt unverindert zu halten.

4.8 Limitationen

In der vorliegenden Studie wurden iPSC-CM verwendet, welche von DCM-Patienten einer
Familie mit der ¢TnT-R173W-Mutation gewonnen wurden. Diese wurden mit iPSC-CM
gesunder Probanden der gleichen Familie verglichen. Unter diesen Voraussetzungen muss
die Frage gestellt werden, ob die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse
vollumfinglich auch auf andere DCM-Patienten mit derselben Mutation auBlerhalb der
betrachteten Familie Gbertragbar sind. Auch ist in diesem Zusammenhang herauszustellen,
dass bei dem Vergleich zweier Zelllinien, die nicht demselben Individuum entstammen,
neben der betrachteten Mutation immer auch weitere genetische Variationen vorliegen
koénnen, welche die Ergebnisse potenziell beeinflussen. Dieses Problem kénnte durch die
Generierung einer isogenen Zelllinie umgangen werden, in welcher die spezifische

krankheitsverursachende Mutation durch Genomeditierung repariert wurde.
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Eine weitere zentrale Limitation einer jeden Arbeit mit iPSC-CM ergibt sich aus dessen
inhdrenten Eigenschaften. Es stellt sich stets die Frage, inwieweit Ergebnisse eines aus iPSC
abgeleiteten zweidimensionalen in-vitro-Modells auf adulte Kardiomyozyten tUbertragbar
sind. Auch lassen Ergebnisse in Bezug auf das Ca®*-Handling einzelner Zellen nicht
automatisch auf elektrophysiologische Verinderungen auf der Organebene schlieBen. Das
menschliche Herz ist durch seine dreidimensionale Struktur und das Zusammenspiel
verschiedener Zell- und Gewebetypen deutlich komplexer, als es das hier verwendete Modell
abbilden kann. Zudem reprisentieren iPSC-CM ein unreifes Entwicklungsstadium, selbst
wenn sie adulten ventrikuliren Kardiomyozyten in vielen Aspekten der zelluliren
Elektrophysiologie, des Ca**-Handlings und der kontraktilen Funktion stark ahneln (Itzhaki
et al. 2011; Hwang et al. 2015; Ebert et al. 2019). iPSC-CM stellen ein leicht verfigbares
Modell menschlicher Herzzellen dar, welches bei Bedarf in grolen Mengen generiert und
modifiziert werden kann. Dies macht sie zu einem unentbehrlichen Modell fir die
Untersuchung von elektrophysiologischen Anomalien bei Patienten mit vererbten
Herzerkrankungen (Burridge et al. 2014; Hnatiuk et al. 2021). Durch die hohe
Replizierbarkeit der Zellen lassen sich die experimentellen Bedingungen stark standardisieren
und kontrollieren, was zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse beitragt. Dennoch ist es
nicht immer mdglich, alle systematischen Fehler der Methodik zu eliminieren. Es ist davon
auszugehen, dass einige Faktoren einer gewissen Schwankungsbreite unterliegen. Diese

sollen im Folgenden als weitere Limitationen dieser Arbeit diskutiert werden.

4.8.1 Temperatur als Einflussfaktor auf die Ca**-Homdoostase

Die Temperatur stellt einen Parameter dar, welcher intrazellulire Vorginge, im Speziellen
auch die Offnungswahrscheinlichkeit von Ionenkanilen, maBgeblich beeinflussen kann. So
konnte gezeigt werden, dass durch das experimentelle Abschalten der Perfusionsheizung
wihrend eines Messvorgangs zum einen die Stromdichte des Ic,1. deutlich abnahm, zum
anderen die Hemmung der Na'-Ionenkanile nur unvollstindig war, sodass parallel zur
rampenférmigen Spannungssteigerung ein  Einwirtsstrom messbar  wurde. Durch
anschlieBendes Wiederanschalten der Perfusionsheizung zeigte sich dieser Effekt fast
vollstindig reversibel, was beweisend daftr ist, dass die Temperatur der alleinig
verantwortliche Faktor der beschriebenen Effekte ist (Abbildung 40). Zudem stellt die
Temperatur einen Einfluss dar, welcher bei der Ca**-Bindung eine entscheidende Rolle spielt.
So wird aus Formel 6 deutlich, dass beispielsweise die Dissoziationskonstante (Ka) zur
Kalibrierung des CaT temperaturabhingig ist. Die Temperatur ist demnach eine

einflussreiche Grofle, welche daher auch wihrend der Durchfithrung aller Experimente
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streng tiberwacht wurde. Dennoch unterliegen Messungen immer auch nicht beeinflussbaren
Faktoren, wie jahreszeitenabhingigen Schwankungen, der Raumtemperatur oder
Messungenauigkeiten der verwendeten Gerite. Um diese systematischen Fehler dennoch so
gering wie moglich zu halten, wurden stets nur Gruppen verglichen, welche zu dhnlichen

Zeitpunkten und mit identischen Geriten untersucht wurden.

Ausschalten der Heizung Einschalten der Heizung
beit=10s beit=125s

10- 37°C 25°C l 37°C
£ o
> e
& -104
=

-20-

Stimulation 1 Stimulation 60 Stimulation 90
(t=0s) (t=120s) (t=180s)

Abbildung 40: Untersuchung des Einflussfaktors Temperatur auf den I,

Dargestellt sind drei Messungen des Icap. vor (links), wihrend (Mitte) und nach (rechts) dem Abschalten der
Perfusionsheizung einer gemessenen gesunden Kontrollzelle. Die Zelle wurde wihrend der Stimulation
durchgehend mit 4-AP Perfusionslosung perfundiert. Lediglich die Heizung dieser Losung wurde ab- und

wieder angeschaltet.

4.8.2 pH-Wert als Einflussfaktor auf die Ca>*-Homdostase

Der pH-Wert ist als Storfaktor ebenfalls relevant, da er einen direkten Einfluss auf die Ca*"-
Pufferung haben kénnte. Es ist bekannt, dass viele Ca**-Bindungsstellen unterschiedlicher
Proteine des Ca**-Handlings ebenfalls Protonen an Stelle von Kalzium binden kénnen und
somit Ca’*-Ionen und Protonen um die Bindungsstellen konkurrieren (Swietach et al. 2013;
Smith und Eisner 2019). Ein niedrigerer pH-Wert wiirde folglich die Affinitit der Ca*'-
Bindungsstellen reduzieren, was bereits an Myofibrillen von Hunden gezeigt werden konnte
(Blanchard und Solaro 1984). Es wurde ebenfalls beschrieben, dass ein niedriger pH-Wert
die NCX-Aktivitit hemmt (Boyman et al. 2011). Ein direkter Einfluss des pH-Wertes auf die
zytosolische Ca**-Pufferung konnte zwar nicht nachgewiesen werden (Choi et al. 2000),
Smith und Eisner (2019) vermuten aber, dass dies darauf zuriickzufithren ist, dass eine
Verringerung der Ca®*-Affinitit von Puffern mit niedriger Affinitit die Verringerung der
Ca*-Affinitit von Puffern mit sehr hoher Affinitit beziiglich ihres Beitrages zur

Gesamtpufferleistung ausgleichen kénnte. Demzufolge wire der Netto-Effekt zwar nicht
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messbar, intrazellulire Verinderungen an den Ca®*-Puffern wiren allerdings dennoch
vorhanden. So wird beispielsweise auch eine riumliche Ca’*-/H"-Kopplung beschrieben,
welche vor allem durch die 16slichen Puffersysteme, hauptsichlich ATP und Histidin-
Dipeptide, gebildet wird. Diese sind membranungebunden und puffern Ca**-Ionen und
Protonen. Eine Ansduerung des intrazelluliren Milieus fithrt infolgedessen zu einer
Verdringung von Ca**-Ionen von den Bindungsstellen und dementsprechend zu einer Ca**-
Freisetzung (Swietach et al. 2013). Da gleichzeitig die NCX-Aktivitit verringert ist, steigt die
Menge des freien Kalziums in der Zelle an, was zu einer Zunahme der SR-Ca**-Beladung
fithrt (Choi et al. 2000; Boyman et al. 2011; Swietach et al. 2013). Anhand dieser Beispiele
wird deutlich, dass der pH-Wert ein nicht zu vernachlissigender Faktor bei der
Untersuchung der Ca**-Homdostase ist und somit unter Umstinden auch einen direkten
oder indirekten Einfluss auf die zytosolische Ca**-Pufferung haben kann. Trotz der exakten
Einstellung des pH-Wertes, wie in Abschnitt 2.6 beschrieben, unterliegt er vielen Storgrofien

und muss als potenzieller systematischer Fehler bedacht werden.

4.8.3 Fluo-3 und die CaT-Kalibrierung als méglicher Fehler

Wie in Abschnitt 2.4.3 beschrieben wurde in dieser Arbeit Fluo-3 als nicht-ratiometrischer
Ca*-Indikator verwendet. Damit ist Fluo-3 nur {ber eine kotrekt durchgefiihrte
Kalibrierung in der Lage, absolute [Ca’]-Werte zu liefern (Abschnitt 2.7.4). Jene
Kalibrierung ist methodisch jedoch fehleranfillig, da sie nur verwendbar ist, wenn das
intrazellulare Fluo-3 dabei nicht aus der durchstochenen Zellmembran ausgeschwemmt wird
und wenn die Glaspipette nicht zu Bruch geht. Daher wurde jeder Moment des jeweiligen
Experiments per Kamera iiberwacht, sodass solche Fehler sofort visuell detektiert und bei
der Analyse der Daten entsprechend beriicksichtigt werden konnten. Wurde eine
Kalibrierung unvollstindig oder falsch ausgefithrt, so wurden die Daten fiir die Ergebnisse

dieser Arbeit nicht beriicksichtigt.

Zusitzlich zur Kalibrierung ist zu beachten, dass Fluo-3 selbst Ca’*-Ionen bindet und
dadurch die intrazellulire Ca**-Pufferung erhéht. Mit einem Ky von ~ 390 nM bei 22 °C
besitzt Fluo-3 allerdings eine vergleichsweise niedrige Affinitit zu Kalzium. Zu beachten ist
jedoch, dass der Ky-Wert von Fluo-3 sowohl temperatur- als auch pH-abhingig ist, weshalb
die durchgingige Konstanz dieser Parameter auch in Bezug auf Fluo-3 eine wichtige Rolle
spielt (Paredes et al. 2008). Bei 37 °C betrigt der Ky-Wert 864 nM (Merritt et al. 1990),
weshalb dieser zur Kalibrierung in der vorliegenden Arbeit herangezogen wurde. Ausgehend
von der Dissoziationskonstante (Kg) von 864 nM und einer geschitzten Pufferkonzentration

(Bimaxy) von 100 uM ist der Beitrag von Fluo-3 zu den berechneten Pufferkurven als gering
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einzuschitzen (Trafford et al. 1999). Durch diese Aspekte und dadurch, dass alle Zellen nach
dem gleichen Protokoll mit Fluo-3 beladen wurden, wird davon ausgegangen, dass Fluo-3

keinen Einfluss auf die beobachteten Ergebnisse dieser Studie ausgetibt hat.

Uber die bereits beleuchteten Aspekte hinaus ist zu beachten, dass Fluoreszenzfarbstoffe
einer Photobleichung unterliegen. Fluo-3 ist im Vergleich zu anderen Ca*'-Indikatoren ein
Farbstoff mit mittlerer Bleichrate (Thomas et al. 2000). In den Experimenten dieser Arbeit
wurden jedoch keine Beobachtungen in Bezug auf das Phinomen der Photobleichung
gemacht. Dies ist auf eine méglichst geringe Intensitit des Exzitationslichts und die geringe

Dauer der Versuchsprotokolle zuriickzufithren.

4.9  Schlussfolgerung und Ausblick

Basierend auf unseren Ergebnissen und angesichts der Tatsache, dass eine erthohte Affinitdt
der Myofilamente fiir Kalzium und eine damit einhergehende erhéhte Ca**-Pufferung zur
Entstehung von mitunter schweren Arrhythmien bei verschiedenen Herzerkrankungen
beitragen kann, stellt die gezielte Modulation der myofilamentiren Ca®'-Sensitivitit
moglicherweise ein wichtiges zukiinftiges Ziel zur Privention von Herzrhythmusstérungen
bei hereditiren Kardiomyopathien, aber auch bei anderen strukturellen Herzerkrankungen

dar (Baudenbacher et al. 2008; Smith und Eisner 2019).

Schon heute ist die Ca**-Sensitivitit von Myofilamenten ein klassischer therapeutischer
Angriffspunkt zur Verbesserung der kontraktilen Funktion bei akut dekompensierter
Herzinsuffizienz. Levosimendan und Omecamptiv sind bewahrte Medikamente, welche
darauf abzielen, die kontraktile Funktion durch eine Erhchung der Ca*-Bindung an
kraftproduzierende Ca’*-Bindungsstellen zu verbessern (Malik et al. 2011; Ponikowski et al.
2016; Papp et al. 2020). Dennoch ist zu beachten, dass Levosimendan nur im Notfall einer
akut dekompensierten Herzinsuffizienz eingesetzt wird, da es die Inzidenz von ventrikuliren

Arrhythmien bei Patienten mit Herzinsuffizienz erhéht (Flevari et al. 2006; Papp et al. 2020).

Blebbistatin ist nachgewiesener Weise in der ILage die Ca*-Empfindlichkeit der
Myofilamente zu reduzieren (Baudenbacher et al. 2008). Es konnte gezeigt werden, dass
Blebbistatin die Anfilligkeit fiir CaT-Alternans in Miuseherzen, welche eine Ca*-
sensitivierende Tn'T-Mutationen tragen, in vitro reduzieren kann (Baudenbacher et al. 2008).
Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen erginzend, dass Blebbistatin dazu in der Lage ist,
auch CaT-Alternans in DCM-cTnT-R173W iPSC-CM zu reduzieren. Therapeutisch wird
Blebbistatin bisher nicht eingesetzt, da es neben den zytotoxischen Eigenschaften in erster

Linie die Aktin-Myosin-Interaktion unterbindet und somit die kardiale Kontraktionskraft
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massiv reduziert (Rauscher et al. 2018). Mit Mavacamten ist jedoch erst kiirzlich (April 2022)
ein Pharmakon mit dhnlicher pharmakologischer Wirkweise zur Therapie der obstruktiven
HCM von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) in den USA zugelassen worden (Chin
und Day 2022). Diese Substanzklasse konnte als wichtige Leitstruktur fiir die Entwicklung
neuer Verbindungen dienen, welche iiber eine gezielte Modifikation der intrazelluliren Ca**-

Pufferung eine antiarrhythmische Wirkung erzielen.

Insgesamt sind weitere zielgerichtete Untersuchungen im Bereich der zytosolischen Ca*'-
Pufferung im Zusammenhang mit der Entstehung von Arrhythmien erforderlich, um ein
tiefergehendes Verstindnis proarrhythmischer Pathomechanismen zu erhalten. In der Folge
konnten sich neue Moglichkeiten im  Bereich der pharmakotherapeutischen
Behandlungsansitze erschlieBen, die Patienten mit hereditiren Kardiomyopathien vor

gefihrlichen Herzrhythmusstérungen schiitzen.
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5 Zusammenfassung

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist eine der hiufigsten Kardiomyopathien des
Menschen und ist durch eine pathologische Dilatation des linken Ventrikels und eine
progrediente Herzinsuffizienz charakterisiert. Die schlechte klinische Prognose ist zu grof3en
Teilen auf die hohe Auftretenswahrscheinlichkeit gefihrlicher Arrhythmien zurtickzufithren,
welche insbesondere bei hereditiren Formen der DCM gehauft auftreten. Vorangegangene
Studien konnten bereits zeigen, dass Anomalien im Ca’'-Handling zur Pathogenese der
DCM von Patienten beitragen, die eine Punktmutation im kardialen Troponin T (R173W)
aufweisen. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, inwieweit das verdnderte
Ca*-Handling auch die Grundlage fiir die klinisch gesteigerte Arrhythmogenese bei diesen
Patienten darstellt. In diesem Zusammenhang wurde die Hypothese entwickelt, dass eine
erhohte zytosolische Ca® -Pufferung als unabhingiger Mechanismus in Patienten mit cTn'T-

R173W-Mutation zu Arrhythmien beitragen konnte.

Um auf zellulirer Ebene elektrophysiologische Verinderungen der Ca**-Homdostase und
mogliche proarrhythmogene Mechanismen zu identifizieren, wurden aus induzierten
pluripotenten Stammzellen abgeleitete Kardiomyozyten (iPSC-CM) eines DCM-Patienten
mit R173W-Mutation als Modell gewihlt. Als Kontrolle dienten iPSC-CM eines gesunden
Familienmitglieds. Zur Quantifizierung der Arrhythmieneigung dienten Epifluoreszenz-
messungen (Fluo-3) unter Feldstimulation. Dabei wurden die Ca**-Transienten (CaT) auf
proarrhythmische CaT-Alternans untersucht. Weiterfiihrend wurde das Ca’*-Handling der
iPSC-CM  mittels Patch-Clamp-Technik in der Whole-Cell-Konfiguration umfassend
untersucht. Dabei diente ein Stimulationsprotokoll im Voltage-Clamp Modus zur Messung
der Membranstrome (L-Typ-Ca®*-Strom) und simultan dazu Epifluoreszenzmessungen der
Quantifizierung von CaT. Ferner wurde der Ca®*-Gehalt des sarkoplasmatischen Retikulums
(SR) sowie die Ca®*-Puffereigenschaften der iPSC-CM durch ein Koffeinprotokoll
untersucht. Als Positiv-Kontrollmodell dienten gesunde iPSC-CM, welche mit dem Ca**-
Sensitizer EMID57033 behandelt wurden. AbschlieBend wurden R173W iPSC-CM mit dem

Ca**-Desensitizer Blebbistatin behandelt.

Eine Kaplan-Meier-Analyse des Auftretens von CaT-Alternans ergab eine signifikant héhere
Anfilligkeit in iPSC-CM mit R173W-Mutation. Diese zeigten zudem einen erhohten Ic.y,
wihrend die Amplitude und der Decay der systolischen CaT reduziert waren. Die Amplitude

der koffeininduzierten CaT (cCaT) war in der Mutationsgruppe ebenfalls signifikant kleiner,



Zusammenfassung 97

wihrend der Ca**-Gehalt des SR, quantifiziert durch das Integral des Na'-Ca™-
Austauschstroms (Incx), vergleichbar mit der Kontrolle war. Sowohl der reduzierte CaT als
auch cCaT, bei unverinderter SR-Ca**-Beladung, deuten auf eine erhdhte zytosolische Ca* -
Pufferung in R173W iPSC-CM hin. Dies konnte durch einen verringerten Ky-Wert, einer an
die Pufferkurven angelegten hyperbolischen Michaelis-Menten-Funktion, belegt werden.
Alle Experimente wurden ebenfalls an gesunden EMD57033 inkubierten iPSC-CM
durgefiihrt. Es konnten die Ergebnisse des verinderten Ca*-Handlings und der erhdhten
Ca*"-Pufferung reproduziert werden und ebenfalls eine erhohte Anfilligkeit fiir CaT-
Alternans gezeigt werden. SchlieBlich konnte die Anwendung des Ca**-Desensitizers
Blebbistatin die Ca**-Dynamik in R173W iPSC-CM verbessern, die CaT normalisieren und

das Auftreten von CaT-Alternans im physiologischen Frequenzbereich minimieren.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass eine erhohte intrazellulire Ca®*-Pufferung
unabhingig von anderen Faktoren das Auftreten von zelluliren CaT-Alternans férdert und

so zur Arrhythmogenese bei DCM-Patienten mit einer R173W-Mutation beitrigt.

Diese Arbeit zeigt zum ersten Mal, dass Herzmuskelzellen von Patienten mit einer
hereditiren Form der dilatativen Kardiomyopathie verstirkt zur Ausbildung
proarrhythmogener CaT-Alternans neigen und dass dies vordergriindig auf eine erhchte
Ca*"-Pufferung zuriickzufithren ist. Bei der Entstehung von CaT-Alternans werden vor allem
Faktoren diskutiert, welche die Ca**-Freisetzung erhohen oder die Ca>*-Entfernung aus dem
Zytosol reduzieren. Ausfiihtliche Decay-Analysen der freien und totalen Ca**-Transienten
erméglichten es, die Ca**-Pufferung als alleinigen Faktor der verlangsamten Ca**-Entfernung
aus dem Zjytosol zu identifizieren, was nach oben genannter Theorie die Erklirung einer
verstirkten Arrhythmieneigung liefern kénnte. Ferner konnte diese Arbeit zum ersten Mal
zeigen, dass Blebbistatin dazu in der Lage ist, die Auftretenswahrscheinlichkeit von CaT-
Alternans in R173W iPSC-CM zu reduzieren. Dieses Ergebnis unterstreicht die kausalen
Zusammenhinge zwischen einer gesteigerten Ca**-Pufferung und dem Auftreten von CaT-
Alternans - dartiber hinaus beleuchtet es potenzielle pharmakologische Therapieansitze zur

Priavention gefihrlicher Arrhythmien bei Patienten mit DCM.

Obwohl diese Arbeit neue Erkenntnisse im Bereich der intrazelluliren Ca**-Pufferung bei
dilatativer Kardiomyopathie liefert, bedarf es weiterer Untersuchungen, um ein tieferes
Verstindnis auf dem Gebiet der proarrhythmogenen Pathomechanismen und den hieraus
resultierenden pharmakotherapeutischen Implikationen zu erlangen. Auch sollte im Rahmen
weiterfiihrender Studien der Frage nachgegangen werden, inwieweit die gewonnenen

Erkenntnisse auf andere Untergruppen der dilatativen Kardiomyopathie tibertragbar sind.
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