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Abkurzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AP: Aktionspotential

APA: Aktionspotentialamplitude

APDS50: Aktionspotentialdauer bei 50% Repolarisation

APD90: Aktionspotentialdauer bei 90% Repolarisation
CACNA1C: Calcium Voltage-Gated Channel Subunit Alpha1 C
DCM: Dilatative Kardiomyopathie

DG: Dystroglykan

EKG: Elektrokardiogramm

ESC: embryonale Stammzelle

FKRP: Fukutin-related Protein

GAPDH: Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Gm: Membranleitfahigkeit

HCM: Hypertrophe Kardiomyopathie

hiPSC: humane induzierte pluripotente Stammzelle

lca-L: L- Typ Calciumstrom (“long lasting”)

lca-1: T- Typ Calciumstrom (,tiny“)

ICD: Implantierbarer Kardioverter-Defibrillator

Ik1: einwarts gleichrichtender Kaliumstrom

Ik ;rapid“ (schneller) verzdgerter Gleichrichter Kaliumstrom
Iks: ,Slow” (langsamer) verzdgerter Gleichrichter Kaliumstrom
Ina: Natriumstrom

IPS: induzierte pluripotente Stammzelle

lto: transienter Kaliumauswartsstrom

KCND3: Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily D Member 3
KCNH2: Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily H Member 2
KCNQ1: Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily Q Member 1
Late-Ina: spater Natriumstrom

LGMD2I: Limb Girdle Muscular Dystrophie 21, Gliedergurtelmuskeldystrophie Typ 2I
LV: Linker Ventrikel

LV-EF: linksventrikulare Ejektionsfraktion
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MRNA: messenger RNA
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NGS: Next-Generation Sequencing

PCR: Polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
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SCNb5A: Sodium Voltage-Gated Channel Alpha Subunit 5
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Kardiomyopathien

1.1.1 Grundlagen

Kardiomyopathien beschreiben Myokardstdérungen, bei denen der Herzmuskel struk-
turell und funktionell verandert ist. Diese Storungen treten in Abwesenheit einer rele-
vanten koronaren Herzerkrankung, arteriellen Hypertonie, Herzklappenerkrankung

oder angeborenen Herzerkrankung auf (Elliott et al., 2008; Maron et al., 2006).

Man kann die Kardiomyopathien in eine —
Primire Kardiomayopathien
primare und sekundare Gruppe aufteilen.

Der Begriff primar wird dazu verwendet, um m

Krankheiten festzulegen, welche das Herz [ -

als einziges oder vorherrschendes Organ
betreffen, und sekundar die Krankheiten,
welche im Rahmen einer systemischen Sto-
rung zu einer Myokardstérung fuhren (Elliott -
et al., 2008). ~

Unterteilt werden die primaren Kardiomyo- L

pathien in genetische (familiare), gemischte

(genetische & nicht-genetische) sowie er-

worbene Formen (siehe Abbildung 1).

Abb. 1: Primdre Kardiomyopathien.
nach (Maron et al., 2006)

Primare Kardiomyopathien:
Man unterscheidet vier morphologisch unterschiedliche primare Kardiomyopathien
(Maron et al., 2006):

Bei der hypertrophen Kardiomyopathie (HCM) kommt es zu einer Hypertrophie des
linken (evtl. auch rechten) Ventrikels, wobei es zu einer mitbestehenden Obstruktion

der linksventrikularen Ausflussbahn kommen kann (s. Abb. 2 B).

Bei der restriktiven Kardiomyopathie vermindert sich die ventrikulare Compliance

wahrend der Diastole bei gewdhnlich intakter systolischer Funktion. Dies fuhrt zu ei-
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ner Beeintrachtigung der ventrikularen Fillung bei normalem oder verringertem Vo-
lumen beider Ventrikel. Zusatzlich besteht eine beidseitige atriale VergroRerung
(s. Abb. 2 C).

Bei der arrhythmogenen rechtsventrikularen Kardiomyopathie / Dysplasie (ARVC/D)
tritt ein rechtsventrikularer Myozytenuntergang auf, an dessen Ort es zum Ersatz
durch fettiges oder fibroses Gewebe kommt. Die Folge ist eine regionale oder globa-
le Veranderung, was zu einer Ausdunnung und Dilatation der Ventrikelwand sowie zu

einer Stérung der Erregungsleitung fuhren kann.

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist durch eine links- oder biventrikulére Dilata-
tion mit einer systolischen Dysfunktion gekennzeichnet. Es ist keine Zunahme (Hy-
pertrophie) der linksventrikularen (LV)-Wand vorhanden (Elliott et al., 2008; Maron et
al., 2006; Mestroni et al., 1999a; Mestroni et al., 1999b; Pinto et al., 2016) (s. Abb.2
A). Sie stellt die haufigste Kardiomyopathie dar.

Normal A) Dilatative B) Hypertrophe C) Restriktive
Kardiomyopathie Kardiomyopathie Kardiomyopathie
Die Herzkammern vergré- Die Herzkammerwénde Die Wénde werden unelas-
Bern sich. werden stérker und unelasti- tisch, verstdrken sich aber
scher. nicht.

Abb. 2: Morphologie der Kardiomyopathien.

(nach http://www.msdmanuals.com/de-de/heim)

Sekundare Kardiomyopathien:

Inwieweit eine myokardiale Beteiligung bei sekundaren Kardiomyopathien besteht,
variiert zwischen den verschiedenen Erkrankungen betrachtlich. Eine eindeutige Zu-
teilung zwischen primaren und sekundaren Kardiomyopathien erscheint daher in
manchen Fallen willkirlich, wenn eine Erkrankung zwar den sekundaren Stérungen
zugeteilt wurde, aber Uberwiegend das Herz betrifft (Elliott et al., 2008; Maron et al.,
2006).
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Die Art und Weise, wie eine Erkrankung eine Kardiomyopathie verursacht, kann sehr
vielfaltig sein. U.a. kann sie durch toxische Stoffe wie Drogen oder Schwermetalle,
durch Speichererkrankungen wie eine Hamochromatose oder autoimmune Prozesse
wie z.B. in Form eines systemischen Lupus erythematodes entstehen. Auch durch
komplexere Prozesse (z.B. neuromuskulare Erkrankungen wie die muskulare Dys-
trophie), die mit einer Veranderung von Proteinstrukturen verbunden sind und struk-
turell abnormale lonenkanalabschnitte hervorrufen, kénnen sie sich entwickeln
(Maron et al., 2006).

1.1.2 Dilatative Kardiomyopathien

Es handelt sich bei einer DCM um eine Myokardstérung, welche durch das Vorhan-
densein von einer links- oder biventrikularen Dilatation verbunden mit einer einge-
schrankten systolischen Funktion charakterisiert ist. Dabei ist zu betonen, dass diese
Charakterisierung nur zutrifft, wenn abnormale Belastungszustéande wie arterielle
Hypertonie, Herzklappenerkrankungen oder auch koronare Herzerkrankungen nicht
als Ursache zutreffend sein konnten (Pinto et al., 2016).

DCMs sind die haufigsten Kardiomyopathien mit einer schatzungsweisen Pravalenz
von 1:2500. Sie manifestieren sich in einem breiten Altersspektrum mit einer Hau-
fung im dritten und vierten Lebensjahrzehnt (Maron et al., 2006), wobei sie Manner
3mal haufiger betrifft und mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist (Jones et al.,
2004; Mestroni et al., 1999b).

Die Erkrankung wird leider oft erst im Rahmen einer klinischen Dekompensation di-
agnostiziert (Maron et al., 2006). Eine hohe Sterblichkeitsrate von 15 bis 50 % inner-
halb von 5 Jahren nach einer Diagnosestellung spiegelt dieses wider (Komajda et al.,
1990). Aufgrund dessen ist eine DCM auch die haufigste Indikation fir eine Herz-

transplantation (Japp et al., 2016; Mestroni et al., 1999a; Mestroni et al., 1999b).

Die Definition von DCM beschreibt die Erkrankung zwar sehr zutreffend, hat aber
wichtige Einschrankungen. Eine DCM kann sowohl durch genetische als auch nicht-
genetische Ursachen induziert werden und obwohl sie unterschiedliche Mechanis-
men und Atiologien aufweisen, zeigen beide die gleichen phanotypischen Merkmale
und enden in einer gemeinsamen morphologischen und funktionellen Endstrecke

(Maron et al., 2006; Pinto et al., 2016). Diese Einschrankung wird insbesondere
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durch genetische Erkrankungen verstarkt, welche eine verzdgerte oder unvollstandi-
ge Expression aufweisen (Pinto et al., 2016).

Insgesamt ist bei etwa der Hélfte aller Patienten die genaue Atiologie und der patho-
genetische Mechanismus unbekannt, was lange Zeit an einer Unterschatzung von

genetischen Faktoren lag (Mestroni et al., 1999a).

Genetische Ursachen kénnen in Form einer sporadischen de novo-Mutation entste-
hen, aber auch eine familiare Genese beinhalten (Mestroni et al., 1994). Dabei wird
die familiare Haufigkeit immer noch unterschatzt, was seinen Hauptgrund in fehlen-
den klinischen als auch histopathologischen Unterschieden zu nicht-familiaren Fallen
hat (Mestroni et al., 1999a). Insgesamt werden 20-35 % der DCM-Falle eine familiare
Genese zugeschrieben (Baig et al., 1998; Elliott et al., 2008; Grunig et al., 1998;
Maron et al., 2006; Mestroni et al., 1999a; Michels et al., 1992; Pinto et al., 2016).
Das Auftreten einer genetischen Ubertragung zeigt die Existenz eines defekten Gens
(oder von defekten Genen) (Mestroni et al., 1999b), allerdings hat die Analyse dieser
Gene mehrere Schwierigkeiten. In der Regel sind die Familien mit betroffenen DCM-
Angehorigen klein (Keeling et al., 1995), wodurch eine klassische Kopplungsanalyse
zur ldentifizierung eines Krankheitslokus und somit des betreffenden Gens nicht
moglich ist (Mestroni et al., 1999a). Weiterhin kann einem DCM-Phanotyp keine spe-
zifische Krankheit zugeordnet werden, da die Diagnose hauptsachlich durch morpho-
logische und funktionelle Veranderungen gestellt wird (Mestroni et al., 1999a; Pinto
et al., 2016). Auch die Penetranz ist sehr variabel. Bei einem autosomal-dominanten

Erbgang wird sie mit 80 % angenommen (Mestroni et al., 1994).

Uber molekulargenetische Verfahren wurden bisher (iber 50 Gene identifiziert, wel-
che krankheitsrelevante Mutationen enthielten (Japp et al., 2016; Pinto et al., 2016;
van Spaendonck-Zwarts et al., 2013). Dilatative Kardiomyopathien kénnen Uber ver-
schiedene Ubertragungswege vererbt werden. Das vorherrschende Vererbungsmus-
ter ist autosomal-dominant. Seltener treten die autosomal-rezessive, X-
chromosomale und mitochondriale Vererbung auf (Grunig et al., 1998; Maron et al.,
2006; McMinn and Ross, 1995; Pinto et al., 2016).

Autosomal-dominante DCMs werden durch Mutationen in Zytoskelett-, Sarkomerpro-
tein/Z-Band-, Kernmembran- und Glanzstreifenprotein-Genen verursacht (Elliott et

al., 2008). Unter diesen stechen vor allem das Kernhullenprotein Lamin-A/C (LMNA)-
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Gen und das kardiale Sarkomerprotein Titin (TTN)-Gen hervor (Millat et al., 2011).
Es wird angenommen, dass Mutationen des Titin (TTN)-Gens fur 25 % der familiaren
oder schweren DCM-Transplantationen verantwortlich sind und damit am haufigsten
bei DCMs auftreten (Japp et al., 2016; Pinto et al., 2016).

LMNA-Mutationen sind hingegen mit den meisten Defekten des Erregungsleitungs-
systems assoziiert und fuhren oft zu Herzrhythmusstérungen (Maron et al., 2006;
Millat et al., 2011). Aufgrund dessen sind Trager dieser Mutation sorgfaltig zu scree-
nen, was haufig (28%) einen Schrittmacher im Verlauf erfordert (van Berlo et al.,
2005). In manchen Fallen kann eine Erregungsleitungsanomalie durch ihren Phano-
typ spezifisch auf einen Gendefekt hindeuten. Die Entdeckung von genetischen Ver-
anderungen bei ausgepragten phanotypischen Merkmalen stellt in der Zukunft einen

wichtigen Behandlungsansatz dar (Japp et al., 2016).

Alle Patienten sollten daher eine detaillierte Familienanamnese (= 3 Generation) und
ein Screening mittels Elektrokardiogramm (EKG) und Echokardiographie durchflhren
lassen (Japp et al., 2016). Eine familidare Genese sollte auch dann schon vermutet
werden, wenn innerhalb einer Familie ein vorzeitiger Herztod, Erkrankungen des Er-
regungsleitungssystems oder auch Skelettmyopathien stattfanden (Elliott et al.,
2008). Fur die Therapie einer DCM ist das LV-Remodelling in Abhangigkeit des
Ausmales der LV-Dilatation und der kontraktilen Beeintrachtigung ein zentrales the-
rapeutisches Thema. Sie stellen auch fur unerwiinschte Ereignisse und die Prognose
wichtige Faktoren dar (Japp et al., 2016). DCM-Patienten leiden daher meistens un-
ter einer Herzinsuffizienz. Beobachtet wurde, dass diese schwerwiegender bei Pati-
enten mit vorherrschender Genmutation war als bei denen ohne identifizierte Mutati-
on (van Spaendonck-Zwarts et al., 2013). Ebenfalls sind diese Patienten durch plotz-

lichen Herztod gefahrdet, was eine ICD-Implantation erforderlich macht.
1.2 Muskeldystrophie
1.2.1 Grundlagen

Muskeldystrophien (MDs) sind durch eine fortschreitende Schwache und Degenera-
tion (Dystrophie) der Skelettmuskulatur gekennzeichnet, deren myogene Verteilung
und Schwere je nach Form unterschiedlich stark ausgepragt sein kann (Brockington
et al., 2001b; Emery, 2002). Verursacht werden sie durch mehr als 30 verschiedene

Erbkrankheiten, welche in dominanter oder rezessiver Weise vererbt oder oftmals

6
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auch durch de-novo-Mutationen (= sporadisch) verursacht werden kénnen (Davies
and Nowak, 2006).

Als Folge der myogenen Degeneration kommt es zu einer Gehunfahigkeit sowie
Atem- und Essschwierigkeiten, wobei der Schadigungsort nicht primar die Skelett-
muskulatur (SM) sein muss, sondern auch andere Organe (u.a. das Herz) betreffen
kann (Davies and Nowak, 2006; Emery, 2002). In den meisten Krankheitsfallen fuh-
ren respiratorisches oder kardiales Versagen zum vorzeitigen Tod (Sasaki et al.,
1998).

1.2.2 Gliedergurtelmuskeldystrophie Typ 21 (LGMD2I)

Wie unter Muskeldystrophien beschrieben, handelt es sich bei den Gliedergurtel-
muskeldystrophien um eine Schwache und Degeneration der Skelettmuskulatur
(Gaul et al., 2006; Jefferies et al., 2005; Sveen et al., 2008; Wahbi et al., 2008). Kli-
nisch differenziert zeigt sich diese vor allem an einer Schwache der Schulter- und
Beckengurtelmuskulatur, welche proximal grof3er als distal ist. Zusatzlich zeigen sich
eine Erhéhung der Serum-Kreatinin-Kinase, eine Hypertrophie der Waden und des
Oberschenkels sowie eine normale Intelligenz (Brockington et al., 2001a; Gaul et al.,
2006). Epidemiologisch unterscheidet sich diese Form signifikant von anderen MDs
(Emery, 2002). Auf Grund geringer Pravalenz kann diese bei der Gliedergurtel-MD
nur ungefahr auf 0,8/100.000 (bezogen auf die gesamte Bevdlkerung) angenommen
werden, wohingegen die Duchenne-MD bei weitem am haufigsten auftritt
(= 30/100.000) und auch die schwerwiegendste Form der MDs darstellt.

Untergliedert werden Gliedergurtel-MDs in LGMD1, welche autosomal-dominant ver-
erbt wird, sowie LGMD2, deren Erbgang autosomal-rezessiv ist (Gaul et al., 2006).
LGMD2 umfasst insgesamt 17 genetisch unterschiedliche Subtypen, LGMD2A-Q
(Petri et al., 2015). Im Vergleich zur dominanten Variante (LGMD1) ist eine rezessive
Erkrankung schwerer. Das Erkrankungsalter umfasst die Kindheit und reicht bis zur
vierten Lebensdekade (Petri et al., 2015).

Patienten mit LGMD2| stellen einen Subtyp der LGMD2-Varianten dar, welcher durch
eine FKRP-Mutation auf Chromosom 19q13.3 verursacht wird (Walter et al., 2004).
Die haufigste Mutation bei Patienten europaischer Herkunft stellt dabei eine
Punktmutation (826C>A) dar, welche zu einem Aminosaurenaustausch flhrt
(Leu276lle) (Mercuri et al., 2003; Poppe et al., 2004). Der Schweregrad der Erkran-

kung kann bei einer homozygoten Mutation zu einem relativ milden Phanotyp mit
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spaterem Krankheitsbeginn fuhren, wohingegen eine heterozygote Mutation einen
schwereren (Duchenne-ahnlichen) und friheren Phanotypen verursacht (Brockington
et al., 2001b; Mercuri et al., 2003).

Das Uberleben und die Lebensqualitat ist dabei vor allem von einer friihen Erken-
nung und Behandlung von Komplikationen abhangig (Poppe et al., 2004). Ein hohes
Risiko besteht fir Herz- und Atemversagen, wobei durch Fortschritte im Atemwegs-
management Erkrankungen des Herzens eine zentrale Rolle eingenommen haben
(Petri et al., 2015).

Der Grad einer Herzbeteiligung variiert dabei von subklinisch bis schwer im Bereich
von 10 bis 50 % (Margeta et al., 2009; Mercuri et al., 2003; Poppe et al., 2004;
Walter et al., 2004). Inwieweit eine Beteiligung diagnostiziert wird, ist nicht nur vom
diagnostischen Verfahren abhangig (Goldstandard ist derzeit in der Friherkennung
ein kardiales MRT, siehe Gaul et al., 2006), sondern auch, ob es sich um eine ho-
mozygote oder heterozygote Mutation handelt. Eine Heterozygotie ist mit einer frihe-
ren und schwereren Beteiligung des Herzens assoziiert (Poppe et al., 2004; Wahbi et
al., 2008). Keine Korrelation tritt dahingegen zwischen einer moglichen Herzbeteili-
gung und reduzierter Skelettmuskelkraft auf (Margeta et al., 2009; Petri et al., 2015;
Sveen et al., 2008), weswegen unabhangig von der Muskelkraft immer eine kardiolo-
gische Begutachtung erfolgen sollte (Wahbi et al., 2008). Das klinische Bild umfasst
dabei u.a. Arrhythmien und DCMs als Zeichen der Herzinsuffizienz (Mercuri et al.,
2003; Sveen et al., 2008; Walter et al., 2004). LGMD2I Patienten unterschieden sich
von den Ubrigen LGMD-Subtypen hier durch eine hohe Pravalenz kardialer Beteili-
gung und eine signifikante Reduzierung der linksventrikularen Ejektionsfraktion
(LV-EF), welche bei Werten unter 50 % mit einer erhdhten Mortalitat assoziiert ist
(Petri et al., 2015).

In der Diagnostik wird bevorzugt zur Friherkennung und auch im klinischen Verlauf
das kardiale MRT eingesetzt, da es empfindlicher als eine Echokardiographie ist und
eine interdisziplinare Betrachtung stattfindet (Gaul et al., 2006; Wahbi et al., 2008).
Es gibt keine spezifische Therapie fur LGMD2I-Patienten, da durch eine relativ nied-
rige Pravalenz und das Fehlen von geeigneten Modellen die Forschung erschwert
wird. Bisweilen wird beim Auftreten von Kardiomyopathien und LV-Dysfunktionen
eine zur Duchenne-Muskeldystrophie ahnliche medikamentdse Therapie eingeleitet.

Dabei werden ACE-Hemmer insbesondere mit Betablockern eingesetzt, wodurch
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eine Progression verzogert wird und sich dies positiv auf das Langzeitiberleben
auswirkt (Jefferies et al., 2005; Petri et al., 2015; Poppe et al., 2004).
Dennoch ist wenig Uber die zugrunde liegenden kardialen Pathologien durch Mutati-

onen bekannt, weswegen es gilt, diese weiter zu erforschen.
1.3 Humane induzierte pluripotente Stammzellen (hiPSCs)

FUr die Erforschung von Herzfunktionen, insbesondere kardialer lonenkanalfunktio-
nen, stellen humane induzierte pluripotente Stammzellen eine hoffnungsvolle Option
dar. Die Idee besteht darin, dass es pluripotenten Stammzellen madglich ist, sich in
die meisten adulten Zelltypen zu differenzieren, darunter auch in Kardiomyozyten.
Die Moglichkeit, durch das Reprogrammieren adulter Fibroblasten Stammzellen ent-
stehen zu lassen (Zwi et al., 2009), bietet eine enorme Vielfalt an Einsatzmaoglichkei-
ten, welche pharmakologische Testungen, Zellersatztherapien als auch Grundlagen-
forschungen in vitro umfassen (ltzhaki et al., 2011; Kehat et al., 2002; Kehat et al.,
2001; Zhang et al., 2009). Durch ihre pluripotente Natur stellen sie zudem eine po-
tentiell unbegrenzte Replikationskapazitat dar (Xu et al., 2002), sodass auch langfris-
tige Remodelling-Phanomene begutachtet werden kdnnen. Durch Biopsien gewon-
nenes Herzgewebe hat hierbei seine Grenzen. Es ist nicht nur bei seltenen Erkran-
kungen schwer zu erhalten, sondern besitzt auch nur ein begrenztes Uberleben in

der Langzeitkultivierung (Sun et al., 2012).

In der Forschung von kardialen Erkrankungen kénnen hiPSCs in verschiedene Arten
von Kardiomyozyten differenziert werden (He et al., 2003). Die Zellen zeigen einen
Lventrikularen®, ,atrialen“ oder ,nodalen® Phanotypen, welcher durch unterschiedliche
Expression von spezifischen Markern und Aktionspotentialen charakterisiert ist (He
et al., 2003; Moretti et al., 2010). HIPSC-Kardiomyozten weisen strukturelle, moleku-
lare und funktionelle Eigenschaften auf, wie sie auch in nativen Herzzellen vorhan-
den sind, einschliel3lich einer Reaktion auf kardioaktive Arzneimittel (Xu et al., 2002;
Zwi et al., 2009). Moretti et al. (2010) zeigten erfolgreich, dass Krankheitsmechanis-

men vom Long-QT-Syndrom mit diesen erforscht werden kdnnen.

Anderen heterologen Expressionssystemen wie Xenopus Oozyten, humanen embry-

onalen Nieren-Zellen und Chinese Hamster Ovary hingegen fehlen wichtige Bestand-
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teile von makromolekularen Komplexen des kardialen lonenkanals, die fur die nor-
malen elektrophysiologischen Eigenschaften notwendig sind.

Auch embryonale Mausstammzellen weisen signifikante Unterschiede auf, wie Varia-
tionen in stadiumspezifischen Antigenen (He et al., 2003). Ebenfalls bestehen wichti-
ge Unterschiede in der Physiologie und Struktur, welche sich in veranderten elektri-
schen Eigenschaften, Herzentwicklungen und lonenkandlen zeigen (Sun et al.,
2012).

Folglich stellen hiPSCs eine wichtige Forschungsmadglichkeit dar, um zellulare und

physiologische Prozesse von menschlichen Zellen zu erklaren.
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1.4 Zielsetzung

Die Entwicklung einer DCM ist bei LGMD2I-Patienten einer der Risikofaktoren, wel-
cher das Uberleben und die Lebensqualitat beeinflusst (Poppe et al., 2004). Dennoch
ist wenig Uber die Mechanismen der zugrundeliegenden kardialen Pathologie durch
eine FKRP-Mutation bekannt.

Unter Berucksichtigung der Hurde bei der Gewinnung humaner ventrikularer Herzzel-
len wurden hiPSC-Kardiomyozyten von einem DCM-Patienten mit einer Mutation im
FKPR-Gen verwendet, um den kardialen Phanotyp bei LGMD2| nachzuahmen. Ver-
glichen wurden die elektrophysiologischen Eigenschaften dieser Zellen mit Zellen

von gesunden Probanden.

Grundlage hierfir musste das erfolgreiche Erzeugen einer Zelllinie von einem Patien-
ten mit LGMD2I und DCM mit rezidivierenden ventrikularen Tachykardien sein, wel-
che die phanotypischen Eigenschaften von DCMs fur mechanische und therapeuti-
sche Studien abbilden kann. Daraus folgend sollte der Mechanismus aufgedeckt
werden, welcher fur wiederkehrende ventrikulare Tachyarrhythmien bei diesem Pati-

enten zugrunde liegt.
Der grundlegende Erkenntnisgewinn uber diese Mechanismen konnte eine Weiter-

entwicklung pharmakologischer Therapien ermdglichen und so eine wichtige Rolle in

der Behandlung einnehmen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

21 Ethik

Hautbiopsien von drei gesunden Probanden und einem DCM-Patienten wurden mit
schriftlicher Einverstandniserklarung erhalten. Die Studie wurde von der Ethikkom-
mission der Medizinischen Fakultat Mannheim, der Universitat Heidelberg (Zulas-
sungsnummer: 2009-350N-MA) und der Ethikkommission der Universitatsmedizin
Gottingen (Zulassungsnummer: 10/9/15) genehmigt und gemafl den Vorgaben der

Helsinki-Deklaration von 1975 in der revidierten Fassung von 1983 durchgeflhrt.
2.2 Patientenvorstellung

Der fur diese Studie ausgewahlte Patient war 51 Jahre alt, mannlich und kaukasi-
scher Abstammung. Er stellte sich mit einer Gliedergurtelmuskeldystrophie Typ 2I
und DCM vor, welche durch klinische Symptome einer Herzinsuffizienz mit LV-
Erweiterung und stark reduzierter LV-EF gekennzeichnet war. Die MD zeigte sich
durch eine progressive proximale Muskelschwache, wodurch er auf einen Rollstuhl
angewiesen war. Der Grund fur die Einweisung waren adaquate Schocks vom im-
plantierbaren Kardioverter-Defibrillator (ICD), veranlasst durch wiederkehrende
ventrikulare Tachykardien.

Die in der Vorgeschichte schon durchgeflihrte Genscreening-Analyse ergab, dass
der Patient eine homozygote Punktmutation (826C>A) mit resultierendem Aminosau-
reaustausch (leu276lle) tragt (Mercuri et al., 2003; Poppe et al., 2004) und daher als
LGMD2I eingruppiert wird. In der Familienanamnese gab es keine bekannten DCMs
oder Gliedergurtelmuskeldystrophien.

Im Zuge seines Klinikaufenthaltes wurde ein EKG aufgezeichnet (s. Abbildung 3).
Seine DCM war schon vor einigen Jahren diagnostiziert worden und wurde durch
eine Echokardiographie kontrolliert (s. Abbildung 4). Aufgrund einer stark reduzierten
LV-EF von unter 30 %, assoziiert mit einer erhdhten Mortalitat (Petri et al., 2015), war
vor 7 Jahren ein Einkammer-ICD zur Primarpravention vom plotzlichen Herztod im-

plantiert worden.
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Abb. 3: EKG des Patienten mit einer LGMD2I und DCM.

Befund: Sinusrhythmus mit einzelner VES (ventrikuldrer Extrasystole), Herzfrequenz: 60 Schldage pro Minute,
Lagetyp: Uberdrehter Linkstyp, P-Welle normal, PQ-Zeit: <0,12 s, QRS-Komplex: 0,10 s, QT-Zeit frequenzkorri-
giert (nach Bazett) = 560 ms, fehlender R/S Umschlag, S-Persistenz bis Vs, Linksanteriorer Hemiblock, T-
Negativierung in | und aVL, ST-Strecken Deszendierend in | und aVL, allerdings bei bestehendem Schenkelblock
ein charakteristischer Befund und darf nicht als Zeichen einer Ischdmie gewertet werden;

fe: 17.0 cm

Abb. 4: Echokardiographie (4-Kammer-Blick).

Es zeigte sich ein vergroRerter linker Ventrikel, eine Ausdiinnung der LV-Wande sowie eine eingeschrankte sys-
tolische Funktion; die Ejektionsfraktion war stark reduziert (unter 30%);
LV: linker Ventrikel, LA: linkes Atrium, RV: rechter Ventrikel, RA: rechtes Atrium;
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2.3 HiPSC-Kardiomyozyten generieren

Durch Hautbiopsien waren dem erkrankten Patienten im Rahmen der Studie Hautzel-
len entnommen und zu Fibroblasten differenziert worden. Diese sowie die Zellen des
ersten gesunden Probanden (D1) wurden unter Verwendung lentiviraler Partikel, die
einen Transaktivator rtTA trugen, und einer induzierbaren polycistronischen Kassette
mit den Reprogrammierungsfaktoren OCT4, SOX2, KLF4 und c-MYC zu menschli-
chen iPS-Zellen ausgebildet (Larribere et al., 2015; Maherali et al., 2008). Die Zellen
des zweiten (D2) und dritten (D3) gesunden Probanden wurden hingegen in feeder-
freien Kulturen unter Verwendung eines integrationsfreien episomalen 4-in-1-CoMiP-
Reprogrammierungsplasmiden (Addgene, # 63726) erzeugt. Es wurden bei beiden
die gleichen Reprogrammierungsfaktoren verwendet wie bei den D1- und Patienten-
Zellen, zusatzlich wurde allerdings noch eine kurze RNA in Haarnadel-Struktur ge-
gen p53 zugegeben (Diecke et al., 2015).

Zur Generierung von hiPSC-Kardiomyozyten wurden gefrorene Aliquots (=Teilmenge
einer Probe) von hiPSCs aufgetaut, ohne Feeder-Zellen kultiviert und mit Modifikato-
ren (Tiburcy et al., 2017) zu hiPSC-Kardiomyozyten ausdifferenziert. Nach einer
Zeitspanne von 30 bis 60 Tagen in einem basischem Kulturmedium wurden sie aus

24-Well-Platten dissoziiert und auf Matrigel beschichtete Petrischalen Ubertragen.
2.4 Kultursystem

Fir die Differenzierung der Stammzellen in Kardiomyozyten wurde das Protokoll aus
Gottingen (Tiburcy et al., 2017) verwendet. Nachdem die Zellen 30 Tage alt und gut

kontrahierbar waren, wurden sie fur die verschiedenen Experimente verwendet.

Das zur Kultur verwendete Medium bestand aus 49 ml kardialem Medium (beste-
hend aus RPMI, 1% Na-Pyruvat, 1% Penicillin/Streptomycin), 2% B27 und 200 uM
ASC.

2.5 Vereinzeln von Zellen

Gesamtes Material:

12 ml Kulturmedium (12 ml kardiales Medium + 240 pl B27 + 12 pl ASC)
300 ul Collagenase Typ | CLS1

1 ml PBS (w/o Ca Mg)

0,3 ml 0,05% Trypsin
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0,3 ml RPMI + 10% FCS (270 pl RPMI + 30 pl FCS)

3,5 cm grol3e Petrischalen

Fur Patch-Clamp-Messungen wurden die Zellen auf 3,5 cm grol3e Petrischalen ver-
einzelt, um eine Dichte von 2 bis 4 x 10* Zellen pro Schale zu erzielen.

Dafur wurden sie mit 300 ul (150 U) Collagenase Typ | CLS1 (Worthington, Deutsch-
land) fur 40 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurden sie bei Raumtempera-
tur mit 250 x g fur 2 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und mit 1 ml PBS
gewaschen. Es wurden 0,3 ml 0,05% Trypsin-EDTA (Life Technologies) zugegeben
und fur 4 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach einer Zugabe von 0,3 ml RPMI-Medium,
das 10% FCS enthielt, wurden die Zellen bei 250 x g und bei Raumtemperatur fur 2
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum verworfen und die Zellen mit
12 ml grundlegendem Kulturmedium resuspendiert. Die durchschnittliche Zellzahl pro

Schale konnte nun in einer Neubauerkammer ermittelt werden.
2.6 Quantifizieren von hiPSC-Kardiomyozyten
2.6.1 Polymerase chain reaction (PCR)

Durch die quantitative Bewertung der Steady-State-mRNA-Expression in hiPSC-
Kardiomyozyten Kulturen konnte bestimmt werden, in welchem Ausmald ein be-
stimmtes Gen exprimiert wird. So kdnnen Veranderungen in der Genexpression wah-
rend der Zelldifferenzierung oder —entwicklung nachgewiesen werden (Schmittgen
and Livak, 2008).

Unter Verwendung eines RNeasy-Mini-Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland), ein-
schliellich DNAse-Behandlung, wurde die Gesamt-RNA erzeugt. In den Proben von
behandelten und unbehandelten (Kontroll-) Zellen wurde die Expression der mRNA
des interessierenden Gens relativ zum Housekeeping-Gen GAPDH (Glyceraldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase) mit der sog. AACT-Methode berechnet, basierend auf
dem Zyklusschwellenwert (CT). Wobei der relative Expressionsfaktor durch
= 22T ACT = CTagen von Interesse - CTapon und A (ACT) = ACToehandett - ACTkontrolie
beschrieben ist (Schmittgen and Livak, 2008). Voraussetzung fur die AACT-
Berechnungsmethode ist eine Verdopplung der DNA in jedem PCR-Zyklus. Es wur-
den bei jedem Experiment die cDNA von drei Zellkulturvertiefungen als biologische
Replikate jeder Behandlung gemessen. Jede Zellkulturvertiefung wurde doppelt als

technisches Replikat gemessen.
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2.6.2 Immunfluoreszenz-Farbung

Immunfluoreszenz wurde verwendet, um an den kultivierten Zelllinien mittels Antikor-
pern die Verteilungen von Glykanen, Proteinen und anderen biologischen Molekilen
zu untersuchen.

Dafur wurden hiPSC-Kardiomyozyten in mit Matrigel-beschichteten Lab-Tek-
Kammern (BD Biosciences) mit je acht Vertiefungen geimpft. Sie wurden mit pri-
maren unmarkierten Antikorpern, welche an das jeweilige Antigen (Zielmolekul) bin-
den, in einer Verdinnung von 1:200 inkubiert. Darauf folgte eine Inkubation mit Se-
kundarantikérpern, die Fluorophor trugen und durch Erkennung und Bindung vom
primaren Antikdrper diesen nachwiesen (s. Abbildung 5). Aufnahmen wurden mit ei-

nem Zeiss Axio Observer Mikroskop (Zeiss) angefertigt.

. ~ alpha Actinin
S (Sigma Aldrich)
~ TNNT (Sigma
Aldrich)

~ CACNA1C

(Alomone Labs)

~ Dystroglycan
(Merk Millipore,
VIA4-1 und ITH6C4)
~ FKRP (Sigma
Aldrich)

~ Kerne mittels

Hoechst (Thermo }

fisher scientific)

1. primare Antikorpe

Abb. 5: Inmunfloureszenz mittels primarer und sekundarer Antikorper.
Verwendung primarer und sekundarer Antikdrper fir den Nachweis von Glykanen, Proteinen und anderen biolo-
gischen Molekdlen.

2.6.3 Live-Cell Imaging und Bildverarbeitung

Lebendzellexperimente wurden in einer Tokai Hit-Inkubationskammer (Tokao Hit,
Fujinomiya, Japan) bei 37 °C und mit 5% CO, durchgefuhrt. Die Zellen befanden sich
dabei auf einem CSU-X1 Yokogawa-Rotationsscheiben-Konfokal (Yokogawa Electric
Corporation, Tokio, Japan) und wurden mit Hilfe eines Nikon-Automatik Ti-
Inversmikroskops mit 60x Plan Apo NA 1.4 Objektivs (Nikon, Tokio, Japan), sowie
einer Hamamatsu C9100-02 EMCCD Kamera (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu,

Japan) mit Volocity-Software (PerkinElmer) aufgenommen. Zur Analyse von Zellkon-

16



Material und Methoden

traktionen wurde die Zelllange manuell unter Verwendung einer ImagedJ-Software
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) ermittelt.

2.7 Calcium Fluoreszenz

Die Messung der intrazelluldren Calciumkonzentration ([Ca?']) erfolgte durch eine
Kombination von Patch-Clamp-Untersuchungen mit Live-Cell Imaging. Durch eine
Anreicherung der Zellen mit dem fluoreszierenden Ca?*-Indikator Fluo-3 AM (iber
eine Pipette konnte die Fluoreszenz durch Licht der Wellenlange 488 nm angeregt
werden, wobei Licht der Wellenlange 520 nm emittiert wurde. Dabei kbnnen Veran-
derungen in [Ca?*]; durch folgende Formel beschrieben werden:

F
F F

max

[Ca2+]- =k,

1

wobei kq = Dissoziationskonstante von Fluo-3 (400 nmol/L), F = Fluo-3 Fluoreszenz, F.x = ca” ge-

sattigte Fluoreszenz, welche am Ende von jedem Experiment erhalten wird (Trafford et al., 1999);

Anderungen vom Membranstrom wurden dabei gleichzeitig mit der Fluoreszenz auf-

genommen.

Vorgang der Anreicherung mit dem Ca?'-Indikator Fluo-3 AM

Als erstes wurden 1,5 ml PSS in eine Petrischale zu hiPSC-Kardiomyozyten gege-
ben, wonach sie fir 2 bis 4 Tage kultiviert wurden. Bei den darauffolgenden Schritten
musste die Lichtempfindlichkeit des fluoreszierenden Ca?*-Indikators Fluo-3 AM be-
rucksichtigt werden. Es wurden 50 ug des membranpermeablen Acetoxymethylester-
Derivats von Fluo-3 AM in 44 ul Pluronic F-127-Stammldsung (20% Gew./Vol. in
DMSO) geldst, um eine 1 mM Fluo-3 AM Stammldsung zu erhalten. Gelagert wurde
sie bei -20 °C fur maximal 1 Woche. Als nachstes wurden 15 ml der Fluo-3 AM Vor-
ratslosung in 1,5 ml PSS gegeben, was zu einer Endkonzentration von 10 yM Fluo-3
AM flhrte, wobei man die Schale nur vorsichtig rihren durfte. Die Zellen wurden bei
Raumtemperatur fur 10 Minuten in einer optisch undurchsichtigen Box inkubiert. Dies
sollte den lichtempfindlichen Indikator schitzen. Danach wurde das PSS behutsam
abgesaugt, verworfen und die Zellen mit PSS 4- bis 5-mal gewaschen. Zuletzt wur-
den sie bei Raumtemperatur fur circa 30 Minuten zur Entesterung mit PSS versetzt.
Nach der Entesterung wurde die Fluoreszenz der Zellen unter Verwendung des

Cairn Optoscan (Cairn Research, UK) Calcium-Bildgebungssystems gemessen.
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2.8 Patch-Clamp

Patch-Clamp ist eine Mdglichkeit, durch physikalische Isolation von kleinen Memb-
ranabschnitten (sog. ,patches®) Einkanalstrome messen zu kénnen. Dabei sind auf
beiden Seiten der Zellmembran definierte lonenkonzentrationen vorhanden (Hamill et
al., 1981).

In den Patch-Clamp-Messungen wurde die ,whole-cell“-Technik angewendet,
wodurch eine elektrische Verbindung mit dem Zellinneren und Untersuchungen ge-

samter lonenstrome in kleinen Zellen ermoglicht wurde (Beech et al., 1991).

Verwendet wurden Patchelektroden, die aus Borosilicat Glaskapillaren (MTW 150F;
world Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL) mittels DMZ-Universal Puller (Zeitz-
Instrumente Vertriebs GmbH, Martinsried, Deutschland) gezogen wurden. Je nach
gemessenem lonenkanal wurden unterschiedliche vorgefilterte Pipettenfullungen
eingesetzt (siehe Tabelle 1). Der Pipettenwiderstand lag zwischen 1-2 MQ. Alle Ver-
suche wurden unter Raumtemperatur (22-25 °C) durchgefuhrt.

Zuerst mussten die Offset-Potentiale der Patchelektroden genullt werden. Danach
wurde unter negativem Druck die Pipettenspitze an die Membran herangefihrt und
angesaugt, wodurch eine sogenannte ,cell-attached“-Konfiguration erreicht wurde (s.
Abbildung 6 B). Dabei entsteht der hohe Abdichtungwiderstand Giga-Seal zwischen
Pipettenrand und Zellmembran, welcher sich im Giga-Ohm Bereich befindet
(Sigworth and Neher, 1980) und eine starke Reduktion des Hintergrundrauschens
auslost, wodurch eine Messung im Pikoampere-Bereich ermoglicht wird. Anschlie-
Rend wurde durch erneutes Anlegen eines Unterdruckes an der Pipettenspitze die
Zellmembran aufgebrochen, wodurch die ,whole-cell“-Konfiguration fur Messungen
entstand (s. Abbildung 6 C). Die Membrankapazitat und der Serienwiderstand wur-
den kompensiert (60-80 %), die Diffusionspotentiale hingegen nicht. Wahrend der

Versuche setzte eine Badelektrode extrazellular den Stromwert auf null.
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Pipette

Cytoplasma steht in
Verbindung mit der
Pipettenflissigkeit

enger Kontakt zwischen
Pipettenéffnung und Zellmembran

atch-Clamp B) ,Cell-Attached* C) ,Whole-Cell*

A) Ubersic

Abb. 6: Patch-Clamp Konfiguration.

A) Ubersicht Patch-Clamp an einem beispielhaften Kardiomyozyten.

B) ,Cell-Attached*, die Zellmembran wird an der Pipettenspitze durch leichten Sog angesaugt, bleibt aber intakt.
C) ,Whole-Cell*, die Zellmembran wird durch einen erneuten Sog aufgebrochen, wodurch eine elektrische Ver-
bindung mit dem Zellinneren entsteht.

(nach https://www.leica-microsystems.com/science-lab/the-patch-clamp-technique/ )

Die Pipettenfliissigkeit diffundierte Uber die Offnung in die Zelle (,innere Membran®),
wodurch sich die lonenkonzentration des Cytoplasmas mit der Lésung anglich. So
konnten nicht nur ein Membranstrom aufgezeichnet, sondern auch die loneninhalte
von Zellen geandert werden (Hamill et al., 1981). Von aulien war die Zelle (,aul3ere
Membran®) einer Badldésung ausgesetzt, welche sich je hach gemessenem lonenka-
nal unterschied (siehe Tabelle 1). Durch Veranderungen ihrer Zusammensetzung
konnte die Wirkung von lonenkonzentrationséanderungen auf lonenkanale untersucht
werden.

Die Signale wurden bei 10 kHz aufgenommen, mit dem Mikroelektrodenverstarker
Axon 200B bei 2 kHz verstarkt, mit der Digidata 1440A Digitizer-Hardware digitalisiert
sowie der Software pClamp 10.2 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) gefiltert.

Die Aufnahmen wurden erst nach 3 bis 5 Minuten begonnen, nachdem der Strom
einen steady-state erreicht hatte. Dies sollte einen systematischen Fehler verhindern,
da Abfélle in der Anfangszeit der gemessenen Strome die Ergebnisse verfalschen
konnten. Daher wurden die zeitabhéngigen Anderungen der Stréme sorgfaltig beo-
bachtet.
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Peak
Natriumstrom

20 NaCl

110 CsCl

1,8 CaCl,

1 MgCl,

10 Hepes

10 Glucose
0,001 Nifedipin
pH 7,4 (CsOH)

10 NaCl
135 CsCl
2 CaClz
3 MgATP
2 TEA-CI
5 EGTA

10 HEPES (pH 7,2 CsOH).

] 135 NaCl . 10 NaCl
. 20CsCl
«  135CsCl
. 1,8CaCl
L te . ] 2 CaCI;
. « 3 MgATP
Natriumstrom + 10 Hepes . 2TEA-CI
. 10 Glucose
AT . 5EGTA
* 0,001 Nifedipin - 10 HEPES (pH 7,2 CsOH)
«  pH74 (CsOH PR 7, :
« 130 NaCl
. 59KCl
. 24cCaCl,
«  1,2MgCl
. 11 Glucose
- 10 HEPES

pH 7,4 (NaOH)

Fur I, Messungen wurde zusatzlich
10 uM Nifedipin

. 10 uM TTX . 10 HEPES
. 1 uM E-4031 . 126 KCI
in die Badlésung gegeben, um lca, Ina . 6 NaCl
AP, |, k- und und I, zu blockieren + 1,2 MgCl,
Iks . 5 EGTA
Fur I-Messungen wurde zusatzlich . 11 Glucose
. 10 uM Nifedipin . 1 MgATP
. 10 pM Chromanol 293 B . pH 7,4 (KOH)
«  2mM4-AP
in die Badlésung gegeben, um lca., ks
und |y, zu blockieren
Fur Iks-Messungen wurde zusatzlich
. 10 uM Nifedipin
« 2mM4-AP
. 1 uM E-4031
in die Badlésung gegeben, um lca., lo
und Ik, zu blockieren
. 140 TEA-CI . 10 NaCl
. 5 CaCI;
. 1 MaCl . 135 CsCl
92 - caCl,
. 10 3R4S-Chromanol 293B
lcat - 10 HEPES © 3MoATP
. 2 TEA-CI
. 0,01 TTX
. 2app . 5 EGTA
- pH7.4 (CsOH) « 10 HEPES (pH 7,2 CsOH)
. 130 NaCl . 10 HEPES
. 5,9 KCI . 126 KCI
. « 24 CaCl, « 6 NaCl
Calcium- «  1,2MgCl, +  1,2MgCl,
Transient . 11 Glucose . 5 EGTA
. 10 HEPES . 11 Glucose
. pH 7,4 (NaOH) . 1 MgATP
. 5 4-AP . pH 7,4 (KOH)

Tabelle 1: Patch-Clamp: Verwendete Badlosungen und Pipettenlésungen je nach gemessenem lonenka-

nal.
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Es wurden Standard-Patch-Clamp Aufnahmetechniken verwendet, um den Peak-
und late-Ina, lo, lca-L, Ikr ks, Aktionspotential (AP) und Calcium-Transienten zu mes-
sen. Fur die Messungen wurden Kardiomyozyten bei -100 mV gehalten. Um die
Strome auszulésen, wurden verschiedene Potentiale bei 0,5 Hz angewendet.

Aktionspotentiale wurden im gegenwartigen Clamp-Modus aufgezeichnet. Um sie zu
erzeugen, wurde ein Haltestrom von -40 pA durch die Patchelektrode auf die Zelle
appliziert, wodurch das Membranpotential bei -80 mV gehalten wurde. Dann wurden

kurze Stromimpulse (2 ms, 1 nA) bei 0,2 Hz angelegt, um APs auszuldsen.

Ina-Strome wurden ausgehend von einem Haltepotential von -100 mV durch 400 ms
lange Impulse mit -120 mV bis 40 mV induziert und in 5 mV Schritten erhoht. Die da-
bei ausgeldsten Strome wurden in Strom-Spannungs (IV) —Kurven, Aktivierungskur-
ven (Membranleitfahigkeit / Spannung), Peak Ina Kurven beim Membranpotential von
-45 mV und late-Ina Kurven beim Membranpotential von -40 mV analysiert.

Die Inaktivierung der Natriumkanale wurde durch ein zweistufiges Protokoll gemes-
sen. Dabei wurden die Zellen zuerst durch einen konditionierten Impuls depolarisiert.
Dieser dauerte 400 ms an und I6ste durch Spannungen von -120 mV bis 10 mV in
5 mV Schritten unterschiedliche Natriumamplituden aus. Daraufhin wurde ein Test-
impuls von 100 ms Lange und -30 mV angelegt. Die Amplitude der durch die Test-
impulse ausgelosten Strome ist dabei direkt vom Mald der Inaktivierung durch den
vorherigen Konditionierungsimpuls abhangig. Der Peak Ina wurde aufgezeichnet und
gegen die Spannung aufgetragen, wodurch die Inaktivierung ermittelt werden konnte.
Das Haltepotential betrug auch -100 mV.

Die Erholung (Recovery) von Natriumkanalen wurde mittels zwei gleich grol3er Pulse
(Doppelpuls) von jeweils 100 ms Lange beim Haltepotential von -100 mV bis -30 mV
gemessen. Sie waren durch ein zunehmendes Zeitintervall in 2 ms Schritten vonei-
nander getrennt ausgelost worden. Die zweite Stromamplitude ist dabei vom zuneh-

menden Abstand (Zeitintervall) abhangig.

Der L-Typ Calciumstrom wurde ausgehend vom Haltepotential von -80 mV durch 500
ms lange Testimpulse mit -120 mV bis 60 mV induziert und in 5 mV Schritten erhéht.
Vor dem Testimpuls wurden die Zellen durch einen 1 s Konditionierungsimpuls auf
-40 mV depolarisiert, wodurch die Ino-Kanale inaktivierten und selektiv der Calcium-

strom beurteilt werden konnte. Die ausgeldsten Calciumstrome wurden in Strom-
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Spannungs (V) —Kurven, Aktivierungskurven (Membranleitfahigkeit / Spannung) und
Peak lca-L Kurven beim Membranpotential von -10 mV analysiert.

Die Inaktivierung von L-Typ Calciumkanalen wurde wie bei Natriumkanalen durch ein
zweistufiges Protokoll gemessen. Hierbei dauerte der Konditionierungsimpuls aller-
dings 1 s an und |6ste durch Spannungen von -120 mV bis 35 mV in 5 mV Schritten
unterschiedlich Calciumamplituden aus. Der Testimpuls war 100 ms lang und wurde
bei 0 mV aufgezeichnet. Das Haltepotential betrug -80 mV.

Die Erholung (Recovery) von Calciumkanalen aus der Inaktivierung wurde auch mit
Hilfe von zwei gleich grof’en Pulsen (Doppelpuls) von 100 ms Lange und einem Hal-

tepotential von -80 mV bis 0 mV gemessen.

Kaliumstrom-Aufnahmen unterschieden sich je nach untersuchtem Kaliumkanal.

Fir Ikr Analysen wurden 4 s -Depolarisationsimpulse von -60 mV bis 20 mV in 10 mV
Schritten verwendet, um den Strom zu induzieren. Das Haltepotential betrug -40 mV.
Die stationaren Strome wurden 5 ms vor dem Ende der Impulse gemessen.

Fir Iks Analysen wurden 5 s -Depolarisationsimpulse von -80 mV bis 70 mV in 10 mV
Schritten verwendet, um den Strom auszulosen. Das Haltepotential betrug -40 mV.
Die stationaren Strome wurden 5 ms vor dem Ende der Impulse gemessen.

Fir l, Analysen wurden 400 ms -Depolarisationsimpulse vom Haltepotential von
-80 mV bis 80 mV in 10 mV Schritten angewandt, um den Strom zu induzieren. Die

Peak Strome wurden 2 ms nach Beginn der Impulse gemessen.
2.8.1 Exkurs: Phasen eines Aktionspotentials

Das Entstehen eines Aktionspotentials (AP) in Kardiomyozyten ist von der integrati-
ven Aktivitat spezifischer lonenstrome abhangig, die zu einer schnellen Depolarisati-
on und langsamen Repolarisation fihren (Roden et al., 2002). Dabei konnen ver-
schiedene Phasen innerhalb eines Aktionspotentials unterschieden werden (siehe
Abbildung 7):

Phase 0:

In der Phase 0 herrscht in Kardiomyozyten ein Ruhemembranpotential von ca.
-90 mV. Dieses entsteht vor allem durch eine hohe Permeabilitat der Membran fur
Kaliumionen (Ik1-Strom), da das Ruhemembranpotential nahe dem Kaliumgleichge-

wichtspotential liegt (Roden et al., 2002).
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Aufgrund einer Erregung der Herzzellen Uber das Erregungsleitungssystem werden
spannungsabhangige Natriumkanale gedffnet (Ina) und das Membranpotential steigt

durch eine schnelle Depolarisation auf ca. +30 mV an.

Phase 1:

In der Phase 1 kommt es zu einem Absinken des Membranpotentials aufgrund sich
schnell inaktivierender Natriumkanale nach der Depolarisation. Zusatzlich kommt es
zum transienten Kaliumausstrom (l,), wodurch insgesamt eine partielle Repolarisati-

on auftritt.

Phase 2:

Diese Phase ist durch eine Plateauphase gekennzeichnet, welche mehrere 100 ms
andauern kann. Verantwortlich dafir sind die einwartsgerichteten Calciumkanale
vom L-Typ (,long lasting®) und T-Typ (,tiny“). Sie 6ffnen sich schon ab -30 mV, aber
I6sen erst in der Phase 2 die Plateauphase aus. Aullerdem kommt es durch verzo-
gerte gleichrichtende Kaliumkanale (Offnung mit leichter , I und starker ,lxs* Verzo-
gerung, sowie lky) zum Ausstromen von Kalium, wodurch es im Verlauf zur langsa-
men Repolarisation kommt.

Insgesamt stellt die Phase 2 die vulnerabelste Phase fur Stérungen in der Aktionspo-

tentialdauer dar.

Phase 3:

Eine Abnahme des Calciumstroms sowie Zunahme der verzdgerten gleichrichtenden
Kaliumkanale mundet in der Phase 3 in eine stark zunehmende Repolarisation. Die
Kanale schlieRen schlussendlich beim Erreichen des Membranpotentials von ca. -60
mV.

Phase 4:
Der Zyklus eines Aktionspotentials endet mit dem erneuten Aktivieren von lx; Kana-
len, welche sich erst im hyperpolarisierten Bereich 6ffnen. Sie flhren wieder zum

Ruhemembranpotential von ca. -90 mV und stabilisieren dieses.
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Abb. 7: Phasen eines Aktionspotentials.

Ina: Natriumstrom; Ica: L-Typ Calciumstrom; lio: transienter Kaliumauswartsstrom; Ik ,rapid” (schneller) verzoger-
ter Gleichrichter Kaliumstrom; Iks: ,slow® (langsamer) verzdgerter Gleichrichter Kaliumstrom; Iy ultraschnelle
Komponente des verzdgerten Gleichrichter Kaliumstroms; Iks: einwarts gleichrichtender Kaliumstrom; lkach: Ace-

tylcholin-aktivierte Kaliumkanale; (Ikacn und Ixur ausschlieB8lich im Vorhof exprimiert); (lwasaki et al., 2011)
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2.8.2 Auswertung

Die erhaltenen Patch-Clamp-Zellstrome wurden mithilfe des Programms ClampFit
10.2 (Molecular Devices Corporation, USA) ausgewertet und anschlielend mit
SigmaPlot 11.0 (Systat GmbH, Deutschland) analysiert.

Die Ubertragenen Messergebnisse wurden in SigmaPlot 11.0 auf die Membrankapa-
zitat normiert. Danach wurde die Stromdichte gegen die Spannung aufgetragen und
so in eine Strom-Spannungs (V) -Beziehung gesetzt.

Um die Aktivierungs- oder Inaktivierungskinetik der verschiedenen Strome beurteilen
zu konnen, wurde die Membranleitfahigkeit (Gm) und der relative Strom (I, / lmax)
gegen die Spannung aufgetragen. Mithilfe der Boltzmann-Verteilung konnte die
halbmaximale Spannung (V0.5) ermittelt werden, bei welcher die Halfte der Kanale

bei der Aktivierung geoffnet bzw. bei der Inaktivierung inaktiviert sind.

Die Membranleitfahigkeit (Gm) der Aktivierungskinetik wurde durch die Formel

Gm = —— berechnet.
(Em_Erey)

Hierbei gab | den makroskopischen Strom an, bei dem Testmembranpotential En,
und Umkehrpotential E.y, welches aus der IV-Beziehung bestimmt wurde. Wenn
man die Membranleitfahigkeit (Gm) gegen die Spannung auftragt, sollte sich ein sig-

moidaler Kurvenverlauf ergeben.

Der relative Strom (Im / Imax) der Inaktivierungskinetik ergab sich durch die Auswer-
tung der Strome () normiert auf den grofldten Wert Imax. Wird der Quotient gegen die
Spannung aufgetragen, sollte sich auch hier ein sigmoidaler Verlauf ergeben, den

man Steady-State Inaktivierungskurve nennt.

Die Erholung (Recovery) von der Inaktivierung wurde wie angesprochen mittels Dop-
pelpuls gemessen, wobei zwei Depolarisationen nach -30 mV erfolgten. Die erste
Depolarisation induzierte einen grofen Ina- bzw. lca--Strom, welcher inaktivierte und
als Referenz flr den zweiten Strom fungierte. Die zweite Depolarisation wurde in zu-
nehmenden Intervallen gemessen und war direkt von der zeitlichen Erholung abhan-
gig. Der Peak der zweiten Depolarisation wurde in der Auswertung durch den Wert

der ersten Depolarisation normalisiert und gegen das Zeitintervall t (in ms) aufgetra-
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gen. Die Zeitkonstante Tau (1) der Erholung konnte durch die Monoexponentialfunk-

tion 1. Ordnung erhalten werden.

Der TTX-sensitive late-Ina wurde in den Versuchen als ,Area under the curve® ge-
messen, welche den Bereich von 50 bis 350 ms nach dem Beginn des Depolarisati-

onsimpulses darstellt.

Beim Calcium-Transient kommt es, ausgeldst durch ein AP, zum kurzzeitigen (,tran-
sienten”) Kalziumanstieg im Cytoplasma durch eine kalziuminduzierte Kalziumfrei-
setzung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum. Die Analyse des Calcium-
Transienten konnte mithilfe von Fluoreszenz- und Patch-Clamp-Messungen erfolgen.
Dabei wurde in den Versuchen die ,Area under the curve®, Diastole und Systole im
Programm ClampFit ausgewertet und in SigmaPlot der jeweilige Mittelwert berech-
net. Wahrend der Anderung des Membranstromes wurde auch die Fluoreszenz auf-

gezeichnet.
2.8.3 Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse der Daten wurde das Programm InStat © (GraphPad, San
Diego, USA) verwendet. Dort konnten statistisch der Mittelwert und die Standardab-
weichung berechnet und in Graphiken dargestellt werden. Zur Prufung der Signifi-
kanz wurde der Student-t-Test herangezogen, welcher die Daten der DCM-Zellen mit
den gesunden Probandenzellen verglich. Als signifikant wurde p <0,05 angenom-
men, wohingegen ein Wert von p 20,05 als nicht signifikant angesehen wurde. Die
Anzahl der verwendeten Zellen wird in den folgenden Abbildungen mit dem Buchsta-

ben n beschrieben.

26



Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

3.1 Charakterisierung patientenspezifischer hiPSC-Kardiomyozyten

Um eine erfolgreiche Erzeugung von hiPSC-Kardiomyozyten zu bestatigen, wurde
die Protein- und mRNA-Expression zu Beginn (= Tag 0) und nach dem Anfangspunkt
der Differenzierung zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert. Daftir wurden Immun-

farbungen und quantitative PCR Analysen verwendet.

Vor Beginn (Tag 0) der Differenzierung zeigten die iPS-Zellen die charakteristische
Morphologie von embryonalen Stammzellen (ESC), mit der Mdglichkeit, sich in alle
drei Keimblatter auszudifferenzieren zu kénnen.

Zur Darstellung der Zellkerne wurden sie mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole) gekoppelt, welcher sich in den DNA Regionen der Zellker-
ne anreicherte und blau fluoreszierte (Abb. 8 A, E, |, M).

Der Nachweis fur embryonale Stammzellen erfolgte Uber die ESC-Marker SSEA-3
(StemGent) und TRA-1-60 (StemGent), welche auf der Oberflache der Zellen expri-
miert waren. Es zeigte sich eine positive grine Immunfarbung fir den ESC-Marker
SSEA-3 bei gesunden (Abbildung 8 B-C) und DCM-Zellen (Abb. 8 J-K). Auch der
pluripotente ESC-Marker TRA-1-60 zeigte ein positives Ergebnis bei gesunden (Abb.
8 F-G) und DCM-Zellen (Abb. 8 N-O) in Form einer roten Immunfluoreszenz. Die Zel-
len des DCM-Patienten wiesen im Vergleich zum gesunden Probanden wahrend der

Kultivierung keine Unterschiede in der Immunfluoreszenz auf.

Die nachgewiesene positive Immunfarbung markierte eine Reprogrammierung von
Fibroblasten zu hiPSCs.
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Am Tag 30 der Kultivierung waren die ESC-Marker nicht mehr sichtbar (Abb. 8 D, H,
L und P). Hingegen zeigte sich eine positive Immunfarbung fur die spezifischen
Herzmarker Troponin T (rote Immunfluoreszenz) und a-Actinin (griine Immunfluores-
zenz) (Abbildung 9 A+C (Gesund) und B+D (DCM)), wodurch auf eine stattgefunde-
ne Differenzierung von iPS-Zellen in Kardiomyozyten geschlossen wurde.

(8D /Actinin =} D/Dystroglycan

=MDCM/TNT

(Dl DCM/Actinin 2l DCM/Dystroglycan

Abbildung 9: Immunfarbung von hiPSC-Kardiomyozyten am Tag 30 mit Expression von Troponin T (TNT),
a-Actinin und Dystroglycan.

A) hiPSC-Kardiomyozyten vom gesunden Probanden (D), rote Immunfarbung von Troponin T (TNT). B) hiPSC-
Kardiomyozyten vom DCM-Patienten (DCM), rote Immunfarbung von Troponin T (TNT). C) hiPSC-
Kardiomyozyten vom gesunden Probanden (D), griine Immunfarbung von a-Actinin. D) hiPSC-Kardiomyozyten
vom DCM-Patienten (DCM), griine Immunfarbung von a-Actinin. E) hiPSC-Kardiomyozyten vom gesunden Pro-
banden (D), grine Immunférbung von Dystroglycan. F) hiPSC-Kardiomyozyten vom DCM-Patienten (DCM), gru-
ne Immunfarbung von Dystroglycan. WeilRer Malistabsbalken = 10uM.

Mit Hilfe der quantitativen PCR Analyse wurde die mRNA-Expression von kardialen

und pluripotenten Genen in DCM-Zellen gegenuber gesunden Zellen dargestellt.

Das Pluripotenzgen POUSF1 (POU Klasse 5 Homeobox 1, RefSeq NM_002701.5)
zeigte am Tag 0 (DO) der Differenzierung ein relatives Expressionslevel von ca. 1.00
in Bezug auf das Housekeeping-Gen GAPDH. Dies wies sowohl die gesunde (D1),
als auch die DCM-Probe (DCM) auf (Abbildung 10 A). Im Verlauf nahmen beide Zell-
linien bis zum Tag 35 (D35) um den Faktor 103 ab und waren kaum noch nachweis-
bar.

Die Betrachtung des kardialen Gens TNNT2 (Troponin T Typ 2, cardiac RefSeq
NM_000364) zeigte eine Zunahme der mRNA-Expression vom Tag 0 (DO) bis zum
Tag 35 (D35) in den D1- und DCM-Proben (Abbildung 10 C). Auch die kardialen Ge-
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ne MYBPC3 (Myosin-bindendes Protein C vom Herz-Typ, RefSeq NM_000256) und
LMNA (Laminin A vom Herz-Typ, RefSeq NM_005572) nahmen im Verlauf der Diffe-
renzierung in beiden Proben zu (Abbildung 10 D-E). Insgesamt erhdhte sich das kar-
diale mRNA-Expressionslevel im Verlauf der Differenzierung um den Faktor
10° bis 10*.

Die Betrachtung des Fukutin-related Protein (FKRP)-Gens zeigte in der Expressions-
analyse eine Herabregulierung in DCM-Zellen (DCM), welche die Mutation (826C>A)
trugen (Abbildung 10 B). In Probandenzellen (D1) nahm das Expressionslevel uber
die Differenzierungszeit bis Tag 10 (D10) zu, wonach es bis Tag 35 (D35) fast wieder
auf die Hohe von Tag 0 (DO0) abfiel. Die mRNA-Expression innerhalb der DCM-Zellen

war im Vergleich zu den gesunden D1-Zellen am Tag 35 (D35) signifikant reduziert.

POUSF1 S
5 1140 o1 5 300 551
3120 £ 250 - .
4 * DCM o
g 1.00 5 2.00 -
"% 0.80 - z
% %150
50.60 - 51 o0
w 00 -
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£020 - 2 0.50 -
& 0.00 - & 0.00 -
DO D10 D20 D35 DO D10 D20 D35
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2 100000 | | pem 310000.00 - oem
s S 1000.00 -
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Abbildung 10: Gen-Expression von reprogrammierten Fibroblasten in hiPSCs und deren Unterschiede zu
hiPSC-Kardiomyozyten.

Darstellung der abnehmenden Expression des Pluripotenzgens POU5F1 (A) und Zunahme der kardialen Gene
TNNT2 (C), MYBPC3 (D) und LMNA (E) im Verlauf der Differenzierung (D0=Tag 0, D10= Tag 10, D20=Tag 20
und D35=Tag 35) in gesunden Probandenzellen (D1) und DCM-Zellen (DCM). mRNA-Expression von FKRP (B)
in gesunden D1- und DCM-Zellen.
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3.2 Morphologie der Kardiomyozyten

Die Morphologie und Struktur des Sarkomers von DCM-Kardiomyozyten wurde mit
Hilfe eines Konfokalmikroskops analysiert.

Wie erwahnt zeigten am Tag 30 der Differenzierung sowohl Kontroll- als auch DCM-
Kardiomyozyten eine Expression der Strukturmarker a-Actinin, Troponin T (TNT) und
Dystroglycan (Abbildung 9). Ersichtlich war eine signifikante Reduktion von
a-Actinin in DCM-Kardiomyozyten im Vergleich zu gesunden Herzzellen (Abbildung 9
C-D). Eine veranderte Expression von Troponin T und Dystroglycan konnte hingegen
nicht festgestellt werden (Abbildung 9 A-B und E-F).

Morphologisch fiel bei DCM-Kardiomyozyten gegenuber gesunden Kardiomyozyten
eine signifikant grolRere Zelllange auf (Abbildung 11 C). Die Zellkontraktionen waren
tendenziell niedriger bei DCM-Kardiomyozyten und ergaben in Messungen bei DCM
erkrankten Herzzellen ca. 11 Bewegungen in 10 sec im Vergleich zu 15 Bewegungen

in 10 sec bei gesunden Herzzellen (Abbildung 11 A-B).
A
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Abbildung 11: Kontraktionsfrequenz und morphologische Analyse von hiPSC-Kardiomyozyten.

A) auf die Zeit (in sec) aufgetragene Zellbewegungen (in nm) von DCM hiPSC-Kardiomyozyten. B) auf die Zeit (in
sec) aufgetragene Zellbewegungen (in nm) von gesunden hiPSC-Kardiomyozyten (Ctrl). C) Vergleich der Lange
der Halbachse (in pM) von gesunden hiPSC-Kardiomyozyten (Ctrl) mit DCM hiPSC-Kardiomyozyten (DCM).
D) Links: Visualisierung der Zelloberfliche (Zellhiillenfarbung), Mitte: Visualisierung des Zellnukleus (mittels
DAPI), rechts: Ubersichtsaufnahme; Bilder durch 3D Wiedergabe eines Konfokalmikroskops erstellt.
Werte als Mittelwerte angegeben + Standardfehler.
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3.3 Aktionspotentialanderungen

Aktionspotentiale (APs) wurden per Patch-Clamp-Verfahren aufgezeichnet und ana-
und DCM-

Kardiomyozyten verzeichnet worden (siehe Tabelle 2). Eine ubersichtliche Darstel-

lysiert. Dabei waren Unterschiede zwischen den gesunden
lung von typischen Aktionspotentialen in gesunden und DCM-Zellen erfolgte in Abbil-
dung 12 A. DCM-Zellen wiesen darin signifikant kleinere Aktionspotentialamplituden
(APA) (Abbildung 12 D) und Depolarisationsgeschwindigkeiten (Vmax) auf (Abbil-
dung 12 B). Die Aktionspotentialdauer bei 50% und 90% Repolarisation (APD 50 und
90) war in DCM-Zellen kurzer, aber ohne dabei eine statistische Signifikanz zu errei-
chen (Abbildung 12 E-F). Das Ruhepotential war in gesunden und DCM-

Kardiomyozyten ahnlich (Abbildung 12 C).

Zellen RP APA Vmax APD50 APD90 n
D1 -79.50 +0.65 131.13 +5.19 45.56 +3.01 73.44 +12.58 199.94 +20.95 16
DCM -77.78 +1.53 112.56 +5.26 19.56 +3.16 49.44 +6.56 174.89 +36.54 9

Tabelle 2: Aktionspotential-Charakterisierungen von D1- und DCM-Kardiomyozyten (gemessen bei 1 Hz).
Werte: Mittelwert mit dem jeweiligen Standardfehler. D1: gesunde Kardiomyozyten, DCM: DCM-erkrankte Kardi-
omyozyten, RP: Ruhepotential (in mV), APA: Aktionspotentialamplitude (in mV), Vmax: maximale Depolarisati-
onsgeschwindigkeit (in Volt pro Sekunde), APD50 und 90: Aktionspotentialdauer (in ms) bei 50% oder 90% Re-
polarisation, n: Anzahl der untersuchten Zellen.

A B © C
p<0.01 0 . Dem
50
omV . -20
Control O
DCM = -40 - =
\ \_; 2 E n=19 n=12
= =19 -60
2 >§ 2 n 1 2
=] 0 n=12 -80 -
100ms — s
0 100 n.s
Ctr DCM
D 180 E 120 F 300
n.s
:jg p<0.05 100 250 - n.s.
- 7) -
S 120 N £ 20 I E 200 I
E 100 = =
E = o
& % n=19 a » v g ' n=19
% 60 n=12 o 40 n=19 a 100 n=12
40 < n=12 <
20 50
20
0 0 0
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Abbildung 12: Aktionspotentialanderungen bei hiPSC-Kardiomyozyten eines LGMD2I Patienten mit DCM.
A) Typische Darstellung von APs in hiPSC-Kardiomyozyten eines gesunden Probanden (Control/Ctr) und DCM-
Patienten (DCM). B) Mittelwert der max. Depolarisationsgeschwindigkeit (Vmax) in Volt pro sek. (V/s). C) Mittel-
wert des Ruhepotentials (RP) in mV. D) Mittelwert der Aktionspotentialamplitude (APA) in mV. E) Mittelwert der
Aktionspotentialdauer bei 50% Repolarisation (APD50) in ms. F) Mittelwert der Aktionspotentialdauer bei 90%
Repolarisation (APD90) in ms.

Werte angegeben als Mittelwerte + Standardfehler. n: Anzahl der untersuchten Zellen. n.s.: nicht signifikant.
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3.4 Veranderungen spezifischer lonenstrome
3.4.1 Ing-Strom

Patch-Clamp-Messungen wurden an gesunden (Ctr) und DCM-Kardiomyozyten
(DCM) durchgefihrt, um spezifische lonenstrome und deren Charakteristik zu analy-
sieren.

Der Peak Ina zeigte in den Messungen eine signifikante Reduktion in DCM-
Kardiomyozyten im Vergleich zu gesunden Kontrollzellen (Ctr) (Abbildung 13 A-B
und 14 A-B). Dabei betrug der Inao-Strom in DCM-Zellen -61,3 £ 18,5 pA/pF gegen-
uber -186,1 + 25,0 pA/pF in gesunden Herzzellen. Auch beim late-Ina Strom im Zeit-
raum von 50 bis 350 ms wurde eine signifikante Reduktion beim Membranpotential
von -40 mV gemessen. Er ergab 234,0 + 48,0 pA/pF in DCM-Zellen gegenuber 587,0
1 183,0 pA/pF gesunden Herzzellen (Abb. 13 1).

Der Activation-Strom von Iy, zeigte eine geringe nicht signifikante Reduzierung bei
DCM-Zellen in der normierten Membranleitfahigkeit (Gm/Gmax) (Abb. 13 C). Auch
die halbmaximale Spannung (V0.5) wies dies auf, erreichte aber auch keine Signifi-
kanz (Abb. 13 D).

Der Inactivation-Strom von Iy, war in DCM-Zellen signifikant zu negativeren Potentia-
len verschoben worden (Abb. 13 E). Die halbmaximale Spannung (V0.5) betrug
-79.3 £ 2.7 mV gegenulber -71.6 £ 1.5 mV in gesunden Kontrollzellen (Abb. 13 F).
Der Recovery-Strom von der Inaktivierung zeigte eine signifikante Verlangsamung in
DCM-Kardiomyozyten (Abb. 13 G). Die Zeitkonstante Tau (t,) ergab 24,3 £ 2,8 ms in
DCM-Zellen und 14,2 + 1,2 ms in gesunden Herzzellen (Ctr) (Abb. 13 H).

Auf Grund des veranderten Ino-Stroms wurde eine quantitative PCR Analyse der
SCNS5A (Sodium Voltage-Gated Channel Alpha Subunit 5) -Expression in gesunden
(D1) und DCM-Kardiomyozyten (DCM) durchgefuhrt (Abbildung 14 C). Die Messung
erfolgte in Bezug auf das Housekeeping-Gen GAPDH. Es zeigte sich eine signifikan-
te Reduktion der Expression in DCM-Zellen gegentber gesunden D1-Zellen. Am Tag
0 (DO0) vor Beginn der Differenzierung war die Expression in beiden Zelllinien ohne
nennenswerten Unterschied. Der mRNA-Spiegel in DCM-Zellen wuchs unstetig bis
Tag 20 (D20), fiel aber bis zum Tag 35 (D35) unter das Ausgangsniveau von Tag 0.
Der mRNA-Spiegel in D1-Zellen stieg, bis auf eine geringe Reduktion von Tag 20 zu
Tag 35, stetig.

33



Ergebnisse

0

Woa n)
0
oL=u
T ol=u 002
oov
— 009
008
0004
10°0>d
Aw g je M aje
10°0>d
= 08-
- 09-
LL=u Lg=u
or-
) 0z-
Woa ) 0
uoneAodeul
(Aw) enuazod aueiquwapy
0z 0 09 08 004 02V Ob)
WO = |
D e L2TRLITIVINY 00
" L z'0
. ) 0
- 9o
ll * - w.o
O FoL
-7
uoneAndy

{4d/swi"yd) aaino sepun eauy

XeUlg) Wey

noa 1)

g=u Z=u

10°0>d
nej

(Aw) jenuazod aueiqwap
0Z 0 0z OF 0% 0% 00 0T

I'.III..I.I.-I
¢ woa =
. = 1) .

AWOZL .

wooL-. *®

Awog - .

E -
swooy " Tlea

uoneAndeu|

Woa nH

op=u

/ zg=u

Sw 00k

[~
o
=]

o
»

1)

Woa

10°0>d
Aw gt~ 38 | yeayg

(sw) uoneinp jerssu|
OFL 0ZL 00L 02 09 OF 0Z O

00
o
o
90
20
0
(A

0L~

0
-
= v I
(1] ) - .
c T, 3
3 =k 3
0z E
@8 \-.ﬁ
o 0=
H wa -
fianoosay
‘S u
00 |_.
o
— r
o 3
=]
g0 3 ob=u
H
20
0L ze=u
(A3
3 noa P
uoneAandy
(Aw) [enusiod sueiqusyy
0 o 02 0 0Z- 0+ 09 02 00V 02V
05 Woa = .
~ RS A 007w gg)-
ook W oo A agh -
= *
s . ....._...
° o.-- (] AWy
00z o o
c- .
= * isysnesnsnnusnn
00¢
g EN| yead

00z

051k

00K

05

0§

ld"ZdI

(Aw) goA

(]

(4d;yd) BN|

<

“JueNIUBIS JYOIU :'S*U "Ud||9Z Udyons
-J9)un Jop |yezuy :U ‘Is|yaipiepuels
F ouamiBNIN S|e uagebabue auapp

‘sas|ndw) sap uuibag wap yoeu sw
0GE PuUN QG UBYISIMZ SAINY Jop Jajun
ayoe|4 alp apinm usssawab ‘AW Q-
UoA |ejuajoduelquisly wieq wWoliS
EN|-g)e| Joyeplwab (1 Bunisiapeu|
Jap uoA Bunjoyig Jep (sw ul ‘nej)
uajuejsuoxaz Jop auemienIN (H ‘uab
-enabne (sw ui) yaz aip uabab isi (t4]
/ &) 24| wong spalwlou (M) uones
-ejoda@ 9149 BIp YoINp Jap ‘UoKeAl
-0eU| Jop uaAINyj-Alanoday (9 'wons
-uoljeAnoeu| ajels-Apeals WoA (G 0oA)
Bunuueds usjewixewq|ey Jop auUOM
IS (4 "ueBenabine (Aw ul) |epusy
-oduelquia|y sep uabab isi (*2w) /W)
WOJIS dAlle|ad Jop ‘UsAINY-UOoneAl}oe
-u| (3 "wons-uoneAldY Slels-Apesis
woA (g'0A) Bunuueds usjewixew
-gley Jop auamepIN (g "usbensbine
(AW ul) jenusjoduelquialy sep usbab
181 (xewo/wo) yexbiyes|ueIquIB
aIp ‘usANY-uolBAY (D AW G-
UOA |enusjodueiquialy WiSg USAINY
aAnejuaseldal pun BN| yead Joyopiw
-6 (g "(WDa) uslkzoAwolpied-NOQ
pun (D) uspunsab UOA EBN| Mead
uaualwiou (4dyyd) 1euzedeyueiquis|y
alp jne sap Bunyaizag- (A]) sbunu
-uedg-wong  ayosisuapeiey) (W

‘Woa
Jw uajuaned-|lzdiND Sauld udjhz
-oAwoipiey-9Sdly Ul uauoyuny
-sApjeueqwniyeN :¢}  Bunpliqqy

34



Ergebnisse

DCM

Ctr

1000 pA

(f

'.‘w/////

A

20 ms

o

C
SCN5A

10000 o0 .
> *>
]
- * DCM
510.00
&
-]
s
]
s 1.00 |
s
&

0.10 -

DO D10 D20 D35

Day of differentiation

Abbildung 14: Verédnderungen in der Kanalexpression und den lonenstromen von Natriumkandlen in ge-
sunden und DCM hiPSC-Kardiomyozyten.

A) charakteristischer Ina-Strom (in pA) auf die Zeit (in ms) aufgetragen von gesunden hiPSC-Kardiomyozyten
(Ctr). B) charakteristischer Ina-Strom (in pA) auf die Zeit (in ms) aufgetragen von DCM hiPSC-Kardiomyozyten
(DCM). C) Mittelwerte von SCN5A-mRNA-Spiegeln zu verschiedenen Differenzierungszeitpunkten (D0=Tag 0,
D10= Tag 10, D20=Tag 20 und D35=Tag 35).

Werte angegeben als Mittelwert + Standardfehler. * p<0.05.
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3.4.2 L-Typ Calciumstrom

Patch-Clamp-Messungen wurden an gesunden (Ctr) und DCM-Kardiomyozyten
(DCM) durchgefuhrt, um spezifische lonenstrome und deren Charakteristik zu analy-
sieren.

Der Peak lIcs.. zeigte in den Messungen eine signifikante Reduktion in DCM-
Kardiomyozyten im Vergleich zu gesunden Kontrollzellen (Ctr) (Abbildung 15 A-B
und 16 A-B). Dabei betrug der Ica -Strom in DCM-Zellen -3,7 + 1,0 pA/pF gegenlber
-7,7 £ 1,4 pA/pF in gesunden Herzzellen.

Der Activation- und Inactivation-Strom von lc,.. war in beiden Zelllinien ahnlich und
wies keine signifikanten Unterschiede auf (Abb. 15 C+E). Auch die halbmaximale
Spannung (V0.5) spiegelte dies wider (Abb. 15 D+F).

Die Erholung (Recovery) von der Inaktivierung verlief signifikant schneller in DCM-
Kardiomyozyten (Abb. 15 G). Die Zeitkonstante Tau (t,) ergab 4,2 £ 0,7 ms in DCM-
Zellen und 21,7 £ 3,3 ms in gesunden Herzzellen (Ctr) (Abb. 15 H).

Mit Bezugnahme auf den veranderten lc,..-Strom wurde eine quantitative PCR-
Analyse durchgefuhrt, um die Expression des CACNA1C-Gens fur alpha-
Untereinheiten von L-Typ Ca?*-Kanalen zu untersuchen (Abbildung 16 C). Die Mes-
sung erfolgte in Bezug auf das Housekeeping-Gen GAPDH.

Es konnte bei der Expression in gesunden (D1) und DCM-Kardiomyozyten (DCM)
kein Unterschied beobachtet werden. Am Tag 0 (DO) vor Beginn der Differenzierung
war die Expression in beiden Zelllinien ohne nennenswerten Unterschied. Danach
stieg in beiden Gruppen das relative Expressionslevel bis zum Differenzierungstag

35 (D35) an und erreichte ahnliche Werte ohne signifikanten Unterschied.

Auch eine Immunfluoreszenzmessung zeigte keinen Unterschied in der Expression
von CACNA1C in gesunden (D1) und DCM-Kardiomyozyten (DCM) (Abbildung
16 D). In beiden Zelllinien wurde eine vergleichbare rote Immunfluoreszenz festge-

stellt.
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Abbildung 16: Verdanderungen in der Kanalexpression und den lonenstromen von Calcium-Kandlen in
DCM hiPSC-Kardiomyozyten.

A) charakteristischer Ica..-Strom (in pA) auf die Zeit (in ms) aufgetragen von gesunden hiPSC-Kardiomyozyten
(Ctr). B) charakteristischer Ica..-Strom (in pA) auf die Zeit (in ms) aufgetragen von DCM hiPSC-Kardiomyozyten
(DCM). C) Mittelwerte von CACNA1C-mRNA-Spiegeln zu verschiedenen Differenzierungszeitpunkten (D0=Tag O,
D10= Tag 10, D20=Tag 20 und D35=Tag 35). D) Immunfarbung von CACNA1C in gesunden (D1) und DCM-
Kardiomyozyten (DCM).

Werte angegeben als Mittelwert + Standardfehler. n.s.: nicht signifikant.

38



Ergebnisse

3.4.3 Kaliumstrom

Patch-Clamp-Messungen des transienten Kaliumauswartsstroms (li,), des schnell
verzogernden gleichrichtenden Kaliumstroms (lx;) und des langsam verzégernden
gleichrichtenden Kaliumstroms (lks) wurden durch die Verwendung spezifischer Blo-
cker ermdglicht. Nachdem die spezifischen Blocker 4-AP, E-4031 und Chromanol
293B in bestimmten Konzentrationen und Konstellationen (siehe Tabelle 1) einge-
setzt wurden, konnten der |-, Ik~ 0der Iks-Strom isoliert werden.

Chromanol 293B (10uM) konnte dabei den Iks-Strom von den anderen Stromen tren-
nen, E-4031 (1uM) den Ix~Strom und 4-AP den l,,-Strom isolieren.

Die Genexpressionsanalysen von KCNQ1 (fur Iks) und KCND3 (fur l,) zeigten in
DCM-Kardiomyozyten bis zum Differenzierungstag 35 (D35) signifikant reduzierte
Spiegel im Vergleich zu gesunden (D1) Zellen (Abbildung 17 C und 18 C). Die Mes-
sungen erfolgten in Bezug auf das Housekeeping-Gen GAPDH.

Die auf die Membrankapazitat normierten Zellstrome Ixs und I, wiesen keinen Unter-
schied zwischen gesunden und DCM-Herzzellen auf (Abb. 17 A und 18 A). Der Iks-
Strom betrug beim Membranpotential von 40 mV in DCM-Zellen (DCM) 0,6 + 0,3
pA/pF gegenuber 0,7 £ 0,5 pA/pF in gesunden Kardiomyozyten (Ctr) (Abb. 17 B).
Der li,-Strom ergab beim Membranpotential von 60 mV in DCM-Zellen (DCM) 3,7 +
0,5 pA/pF im Vergleich zu 2,5 + 0,9 pA/pF in gesunden Kontrollzellen (Ctr) (Abb.
18 B).

Der Ix-Kanal zeigte in der Expressionsanalyse fur sein Gen KCNH2 eine signifikante
Reduktion von 63 % in DCM-Kardiomyozyten (Abbildung 19 C) und wies im Ver-
gleich zu gesunden Kontrollzellen (D1) eine zunehmende Reduktion der KCNH2-
mRNA ab dem 20. Differenzierungstag (D20) auf (KCNH2-mRNA Expressionslevel
31 (DCM) gegenuber 84 (Ctr)). Die Messung erfolgte in Bezug auf das Housekee-
ping-Gen GAPDH.

Auch der Ik~-Strom zeigte signifikant reduzierte Amplituden von 83 % in DCM-Zellen
im Vergleich zu gesunden Zellen (Abbildung 19 A). Der auf die Membrankapazitat
normierte lx-Strom wies beim Membranpotential von 20 mV in DCM-Kardio-
myozyten (DCM) 0,1 £ 0,04 pA/pF auf gegenuber 0,6 + 0,13 pA/pF in gesunden Zel-
len (Ctr) (Abb. 19 B).
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Abbildung 17: Iks-Kanalstrom und -Expression in DCM hiPSC-Kardiomyozyten.

A) Charakteristische Strom-Spannungs (IV) -Beziehung des auf die Membrankapazitat (pA/pF) normierten Iks von
gesunden (Ctr) und DCM-Kardiomyozyten (DCM). Alle Strdme wurden unter Verwendung des im rechten Ein-
schubs ersichtlichen Protokolls gemessen. B) gemittelter Iks-Strom und reprasentative Spur beim Membranpoten-
tial von 40 mV. Rote Spur = DCM, schwarze Spur = Ctr. C) Mittelwerte von KCNQ1-mRNA-Spiegeln zu verschie-
denen Differenzierungszeitpunkten (D0=Tag 0, D10= Tag 10, D20=Tag 20 und D35=Tag 35).

Werte angegeben als Mittelwert + Standardfehler. * p<0.05. n: Anzahl der untersuchten Zellen.
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Abbildung 18: li,-Kanalstrom und -Expression in DCM hiPSC-Kardiomyozyten.

A) Charakteristische Strom-Spannungs (IV) -Beziehung des auf die Membrankapazitat (pA/pF) normierten I, von
gesunden (Ctr) und DCM-Kardiomyozyten (DCM). Alle Strdéme wurden unter Verwendung des im oberen Ein-
schubs ersichtlichen Protokolls gemessen. B) gemittelter l,-Strom und reprasentative Spur beim Membranpoten-
tial von 60 mV. C) Mittelwerte von KCND3-mRNA-Spiegeln zu verschiedenen Differenzierungszeitpunkten
(D0=Tag 0, D10= Tag 10, D20=Tag 20 und D35=Tag 35).

Werte angegeben als Mittelwert + Standardfehler. * p<0.05. n: Anzahl der untersuchten Zellen.
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Abbildung 19: Ix,-Kanalstrom und -Expression in DCM hiPSC-Kardiomyozyten.
A) Charakteristische Strom-Spannungs (IV) -Beziehung des auf die Membrankapazitat (pA/pF) normierten Ik, von
gesunden (Ctr) und DCM-Kardiomyozyten (DCM). Alle Strdme wurden unter Verwendung des im rechten Ein-
schubs ersichtlichen Protokolls gemessen. B) gemittelter Ix-Strom und reprasentative Spur beim Membranpoten-
tial von 20 mV. C) Mittelwerte von KCNH2-mRNA-Spiegeln zu verschiedenen Differenzierungszeitpunkten

(D0=Tag 0, D10= Tag 10, D20=Tag 20 und D35=Tag 35).

Werte angegeben als Mittelwert + Standardfehler. * p<0.05. n: Anzahl der untersuchten Zellen.
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3.5 Veridnderungen der intrazelluliren Ca**-Konzentration

Zur Beurteilung des Calcium-Verhaltens in DCM hiPSC-Kardiomyozyten wurde die
intrazellulare Calciumkonzentration analysiert.

Dabei fiel auf, dass der Calcium-Transient in DCM-Zellen (DCM) im Vergleich zu ge-
sunden Zellen (Ctr) reduzierte Spiegel aufwies (Abbildung 20 A), jedoch ohne signifi-
kanten Unterschied (Abb. 20 B).

Eine signifikante Reduktion des Ca®*-Spiegels zeigte sich in der Diastole (Abb. 20 C)
und Systole (Abb. 20 D) in DCM-Kardiomyozyten.

Diese Ergebnisse legen eine veranderte Ca?*-Homdostase in hiPSC-Kardiomyozyten
mit FKRP-Mutation nahe.
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Ctr 60 1
] n.s.

T %01 I e
= __DCM S 40 ]
{ :

S - — — 30
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Abbildung 20: Veranderungen in der Ca2+-Freisetzung und auf intrazelluldirer Ebene in DCM hiPSC-
Kardiomyozyten.

A) charakteristischer Ca®*-Transient (in nm/L) auf die Zeit (in ms) aufgetragen von gesunden (Ctr) und DCM
hiPSC-Kardiomyozyten (DCM). B) gemittelte Ca®*-Transient Amplituden (in nmol/L) von gesunden (Ctr) und DCM
hiPSC-Kardiomyozyten (DCM). C) gemittelte diastolische Caz+-SpiegeI (in nmol/L). D) gemittelte systolische ca®'-
Spiegel (in nmol/L).

Werte angegeben als Mittelwert + Standardfehler. n: Anzahl der untersuchten Zellen.
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3.6 Next-Generation Sequencing (NGS)

Eine Next-Generation Sequencing Untersuchung wurde zur Erganzung der Ergeb-
nisse durchgefuhrt, um gesunde Probandenzellen nach FKRP- und DCM-Zellen
nach SCN5A-Genmutationen zu Uberprifen.

Die Analyse ergab das Fehlen einer Mutation im FKRP-Gen in den gesunden Zellli-

nien sowie eine fehlende Mutation im SCN5A-Gen bei DCM-Zellen.

Die Ergebnisse von Dysfunktionen sowohl bei Dystroglykanen als auch lonenkanalen
fuhrten zu einer naheren Betrachtung des Expressionsniveaus von a-Dystroglykanen
und SCN5A-Kanalen in den Zellen. Dies wurde mittels Immunfluoreszenz unter Ver-
wendung von Antikdrpern gegen Antigene von a-Dystroglykan und SCN5A durchge-
fuhrt (Abbildung 21).

Es wurden keine Veranderungen in der Expression von glykosyliertem -
Dystroglykan zwischen gesunden (Ctr) und DCM hiPSC-Kardiomyozyten (DCM)
festgestellt (Abb. 21 A). Fur den Nachweis wurde ein anti-d-Dystroglycan-Antikorper
(IIH6C4) verwendet. Auch im Expressionsniveau von SCN5A-Kanalen wurden keine
Veranderungen zwischen gesunden (Ctr) und DCM-Zellen (DCM) diagnostiziert
(Abb. 21 B). Eine Mischung (merge) beider Immunfarbungen mit und ohne Kernfar-
bung durch DAPI spiegelte die Ergebnisse wider und zeigte das gemeinsame Vor-
kommen beider Antigene (Abb. 21 C-D).

SCN5A merge merge

) - - - -
M - - -
Abbildung 21: Expression und Lokalisation von a-Dystroglycanen und SCN5A in hiPSC-Kardiomyozyten.
Immunfluoreszenz von gesunden (Ctr) und DCM-Kardiomyozyten (DCM) unter Verwendung von Antikérpern
gegen die Antigene a-Dystroglycan und SCN5A. A) griine Immunfarbung mit Antikrpern gegen a-Dystroglycan.
B) rote Immunfarbung mit Antikdrpern gegen SCN5A. C) Mischung (merge) beider Immunfarbungen (gelb) ohne

eine Kernfarbung mit DAPI. D) Mischung (merge) beider Immunférbungen (gelb) und Kernfarbung mit DAPI
(blau).
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3.7 Gesunde Zelllinien D2 und D3

Zur Bestatigung der Korrektheit der Ergebnisse wurden einige Experimente mit wei-
teren Kontroll-hiPSC-Kardiomyozyten von gesunden Probanden (D2 und D3) wie-
derholt. Dabei wurden Aktionspotentialparameter und lonenkanalstrome von D2- und
D3-Zelllinien mit DCM-Zellen verglichen (Abbildung 22).

DCM hiPSC-Kardiomyozyten wiesen im Vergleich zu D2- und D3-Zellen bei den Ak-
tionspotentialparametern eine signifikant kleinere Aktionspotentialamplitude (APA)
und geringere max. Depolarisationsgeschwindigkeit (Vmax) auf (Abb. 22 A-B). Die
Aktionspotentialdauer bei 50% und 90% Repolarisation (APD50/90) war kurzer, aber
erreichte dabei keine statistische Signifikanz (Abb. 22 C-D). Eine Ausnahme bildeten
DCM-Zellen bei APD50 gegenuber der D2-Zelllinie. Die Ergebnisse deckten sich mit

denen von D1-Zellen gegenuber DCM-Zellen.

Die lonenkanalstrome wiesen in DCM-Zellen im Vergleich zu den Zelllinien D2 und
D3 signifikant reduzierte Peak Ina, late-Ina. Peak IcaL und Ix~-Strome auf (Abb. 22 E-
H). Die Kaliumkanalstréme Ixs und I, zeigten keine signifikanten Anderungen (Abb.
22 |-J). Auch diese Ergebnisse bestatigten die vorherigen von D1-Zellen gegenuber
DCM-Zellen.

Ebenfalls wurden Genexpressionsanalysen an den gesunden Zelllinien D2 und D3
wiederholt (Abbildung 23). Dabei wurden mRNA-Spiegel der lonenkandle SCN5A,
CACNA1C, KCNQ1, KCNH2 und KCND3 sowie des Fukutin-related Proteins (FKRP)
untersucht. Die quantitative PCR wurde am Differenzierungstag 40 in Bezug auf das
Housekeeping-Gen GAPDH durchgefuhrt.

Es zeigte sich eine signifikante Reduzierung der mRNA-Expression von SCN5A,
CACNA1C, KCNH2, KCND3 und FKRP in den DCM-Kardiomyozyten im Vergleich zu
den D2- und D3-Zellen. Die Genexpression in DCM-Zellen von KCNQ1 zeigte eine
signifikante Anderung gegenliber D2-Zellen, aber keine zu D3-Zellen. Die Ergebnis-
se der Expressionsanalyse waren ahnlich zu denen der D1-Kontrollzellen gegenuber
DCM-Zellen. Unterschiedlich waren voneinander abweichende KCNQ1 mRNA-
Spiegel und eine neu aufgetretene signifikante Reduktion des CACNA1C mRNA-
Spiegels.
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Abbildung 23: Vergleich von Genexpressionen (lonenkanéle und FKRP) in gesunden (D2, D3) mit DCM-
Kardiomyozyten (DCM).

Mittelwerte von mRNA-Spiegeln der lonenkandle SCN5A, CACNA1C, KCNQ1, KCNH2 und KCND3 sowie des
Fukutin-related Proteins (FKRP) in gesunden Herzzellen D2 und D3 im Vergleich zu DCM-Zellen. Quantitative
PCR-Analysen wurden am Tag 40 nach Beginn der Differenzierung durchgefiihrt.
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4 DISKUSSION

4.1 Zusammenfassung

Einem Gliedergurtelmuskeldystrophie Typ 2| erkrankten Patienten mit einer DCM
und wiederkehrenden ventrikularen Tachykardien wurden durch eine Hautbiopsie
Zellen entnommen, erfolgreich zu induzierten pluripotenten Stammzellen generiert
und in Kardiomyozyten differenziert. Sie zeigten phanotypische Eigenschaften von
DCM-Kardiomyozyten und ermdglichten elektrophysiologische sowie morphologische
Untersuchungen.

Die erkrankten DCM-Herzzellen wiesen hierbei im Vergleich zu gesunden Kontroll-
zellen eine grollere Zelllange und geringere Zellbewegung auf. Auch in der elektro-
physiologischen Betrachtung waren atypische Aktionspotentiale durch signifikant re-
duzierte Amplituden (APA) und Depolarisationsgeschwindigkeiten (Vmax) erkennbar.
Dies war mit Dysfunktionen des Natrium-, Calcium- und schnell verzégernden gleich-
richtenden Kaliumkanals (lk;) in Form von reduzierten Stromen Ubereinstimmend.
Auch die Calciumkonzentration war durch einen reduzierten Ca**-Transienten und
reduzierte Spiegel in der Diastole und Systole gekennzeichnet. Eine anschliel3ende
Sequenzierung mit Bezug auf die reduzierten Natriumstrome konnte aber keine Mu-
tation im SCN5A-Gen feststellen, obwohl die mMRNA-Expression signifikant reduzierte
Spiegel aufwies. Auch in der Immunfluoreszenz konnte keine veranderte Kanalex-

pression von SCN5A gefunden werden.

4.2 Diskussion der Methoden
4.2.1 Humane induzierte pluripotente Stammzellen

Um eine elektrophysiologische und morphologische Charakterisierung von Kardio-
myozyten zu ermdglichen, wurden hiPSCs von drei gesunden Probanden und einem

DCM-Patienten verwendet.

HiPSCs besitzen viele Vorteile bei der Verwendung zur Modellierung von Krankhei-
ten und deren Prozessen. Grundlegend besitzen sie die Mdglichkeit, sich in alle vor-
kommenden Zelltypen des menschlichen Korpers ausdifferenzieren zu konnen,
wodurch eine weitreichende Verwendung ermdglicht wird. Zudem stellen sie durch
eine fortwahrende Teilung eine unbegrenzte Quelle dar. Im Vergleich zu Tiermodel-

len besitzen sie den Vorteil, eine genetische Erkrankung spezifisch abbilden zu kon-
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nen, durch den Umstand, dass sie genetisch auf den Patienten abgestimmt sind, von
welchem sie abstammen (Musunuru et al., 2018). Tiermodelle weisen hingegen un-
terschiedliche elektrophysiologische Eigenschaften auf und zeigen oftmals unter-
schiedliche Reaktionen auf Medikamente im Vergleich zu humanen Zellen (Liang et
al., 2013). Auch die Verwendung von Ovarzellen des chinesischen Hamsters oder
humanen embryonalen Nierenzellen zeigt Beeintrachtigungen durch genetische Ab-
errationen und ektopisch exprimierte Kanale (Lu et al., 2008; McNeish, 2004). Hu-
mane induzierte pluripotente Stammzellen kénnen somit nutzlich sein in der Grund-
lagenforschung und einer personalisierten Therapie durch differenzierte Betrachtung
von Krankheitsprozessen (Musunuru et al., 2018).

Dennoch weisen hiPSCs auch deutliche Unterschiede gegentber adulten humanen
Kardiomyozyten auf, weshalb eine umsichtige Interpretation der Ergebnisse erfolgen
sollte. In der Generierung zeigten eine abnehmende mRNA-Expression von Pluripo-
tenzgenen und eine Zunahme von Herzgenen sowie das spontane Schlagen von
Zellen eine erfolgreiche Differenzierung von iPS-Zellen in Kardiomyozyten an. Doch
ahneln laut Burridge et al. die Genexpressionsprofile von differenzierten hiPSC-
Kardiomyozyten denen von fetalen Kardiomyozyten, deren Entwicklung im Vergleich
zu adulten noch unreif erscheint. Unterschiede ergeben sich dabei wohl u.a. in der
Morphologie, Elektrophysiologie, dem Calcium-Verhalten, der mitochondrialen Ener-
giegewinnung als auch in der adrenergen Signalubertragung (Musunuru et al., 2018).
Aulerdem ist es hiPSCs nicht mdglich, pathologische Veranderungen auf der Gewe-
be- und systemischen Ebene widerzuspiegeln, z.B. interstitielle Fibrose, Narbenbil-
dung oder auch Myozyten-Desorganisation (Lan et al., 2013). Im Rahmen einer dila-
tativen Kardiomyopathie kann dies eine Kammerdilatation oder Stérung der systoli-
schen Funktion mit beeinflussen (Brauch et al., 2009). Zu bedenken sind auch Stor-
faktoren, die durch verschiedene Gen-Reprogrammierungs-, Zellkultur- als auch Dif-
ferenzierungsverfahren entstehen und so zur Verzerrung von experimentell erworbe-
nen Daten beitragen konnen (Musunuru et al., 2018). Ebenfalls konnen sie durch
Unterschiede im Alter (wahrend der Differenzierung und Kulturzeit) von Kardiomy-

ozyten variieren.

Um deutliche Unterschiede zu adulten humanen Kardiomyozyten ausschlieRen zu

konnen, waren morphologische und elektrophysiologische Vergleiche bendtigt

49



Diskussion

worden. Allerdings war dies nicht durchfuhrbar aufgrund von Schwierigkeiten beim

Erhalten von Herzgewebe des Patienten.

4.3 Diskussion der Ergebnisse
4.3.1 Zusammenhang einer FKRP-Mutation mit SCN5A-Dysfunktionen

Die Analyse der lonenkanale in DCM hiPSC-Kardiomyozyten ergab einen reduzier-
ten Peak- und late-Ina Strom. Die Reduktion der Ina-Strome kann durch eine veran-
derte Kinetik und reduzierte mRNA-Spiegel von Natriumkanalen begriundet werden.
Korrespondierend dazu waren in den Messungen auch eine leichte Verschiebung der
Aktivierungskurve zu positiveren Potentialen, eine signifikante Verschiebung der In-
aktivierungskurve zu negativeren Potentialen und eine signifikante Verlangsamung
der Recovery-Kurve registriert worden. Daraufhin folgte eine Genexpressionsanalyse
vom SCN5A-Gen, welche einen reduzierten mRNA-Spiegel aufwies und mit der Ina-
Dysfunktion Ubereinstimmte.

Die Ursache fur eine veranderte Kanalkinetik und Genexpression kann verschiedene
Faktoren beinhalten wie z.B. durch Kanalmutationen. Die Betrachtung des SCN5SA-
Gens erfolgte, da es mit anderen Herzerkrankungen wie z.B. dem Long-QT-Syndrom
Typ 3, Sick-Sinus-Syndrom, Brugada Syndrom und Vorhofflimmern in Verbindung
gebracht wird (Wilde and Bezzina, 2005). Auch ein funktioneller Zusammenhang
zwischen einem Verlust von Natriumkanalen durch Mutationen in SCN5A und der
Entwicklung einer DCM wurde in Studien diskutiert (Hesse et al., 2007). Sie sind sich
allerdings uneinig daruber, ob eine DCM eine direkte Folge von SCN5A-Mutationen
ist oder ein sekundarer Effekt durch chronische Arrhythmien (Bezzina and Remme,
2008; Hesse et al., 2007). Doch zeigte sich in der NGS-Untersuchung keine Mutation
im SCN5A-Kanal in den DCM hiPSC-Kardiomyozyten vom Patienten. In der Studie
von Meadows und Isom Uber ,Natriumkanale als Makromolekulare Komplexe“ konnte
gezeigt werden, dass Natriumkanale ein Teil von grolen Multi-Protein-Komplexen
sind, welche u.a. auch Teile des Zytoskeletts, Transportproteine und extrazellulare
Matrixproteine beinhalten kdnnen. Eine Stérung von einem Mitglied des Komplexes
kann die Funktion des assoziierten Kanals beeinflussen. Welche Komponente genau
durch eine FKRP-Mutation bei LGMD2| Patienten zu einer SCNS5A-Kanal-
dysfunktion fuhrt, ist bisher noch nicht analysiert worden. Bekannt ist allerdings, dass
Natriumkanale mit Zytoskelettkomponenten wie dem Dystrophin-assoziierten Gly-

koprotein-Komplex interagieren (Bezzina and Remme, 2008; Koenig et al., 2011).
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Koenig et al. zeigten dies in einem Mausmodell der Duchenne-Muskeldystrophie.

Eine mdgliche Folge bei FKRP-Mutationen kdnnte hingegen eine gestdrte Interaktion
von FKRP mit Dystroglykan (DG) sein, einem integralen Membrankomplex. Das
FKRP-Gen ist an der Phosphorylierung von O-verknlpfter Mannose in der
a-Untereinheit (a-DG) beteiligt, was fur eine Bindung an Laminin (in der extrazellula-
ren Matrix) notwendig ist. Somit fungiert DG als ein molekularer Anker, der die extra-
zellulare Matrix mit dem Zytoskelett unter der Plasmamembran verbindet (Kuga et
al., 2012). Durch eine Mutation im FKRP-Gen konnte diese Verbindung gestort sein.
Diese Vermutung konnte fur die Natriumkanalfunktion in Neuronen bereits bestatigt
werden (Occhi et al., 2005), wodurch es zu einer langsameren Nervenleitung und
reduzierten Natriumkanaldichte kommt (Saito et al., 2003). Einen ahnlichen Effekt
konnte DG daher auch auf anderes Gewebe wie das Herz besitzen. Eine positive
Immunfarbung zeigte in den Ergebnissen das gemeinsame Vorkommen von a- Dys-
troglykan und SCNS5SA bei DCM hiPSC-Kardiomyozyten. Dies unterstitzt die Annah-
me, dass Dystroglycan fur eine normale SCN5A-Kanalfunktion in Herzzellen von Be-

deutung ist.

4.3.2 Calciumhomdostase in DCM-Kardiomyozyten

Weiterhin fiel in den Ergebnissen auf, dass eine gestorte Calciumhomdostase in
DCM-Kardiomyozyten existierte. Es waren signifikant reduzierte Calcium-Transient
Amplituden und reduzierte Ca?*-Spiegel in der Diastole und Systole beobachtet wor-
den. Verminderte Ca?*-Konzentrationen sind klinisch mit einer reduzierten Kontrakti-
onskraft (die Ejektionsfraktion lag bei dem Patienten unter 30%) und Herzversagen
assoziiert. Frihere Studien hatten ein gestdrtes Ca**-Verhalten in Mauszellen bereits
beobachtet (Williams and Allen, 2007) und als ein Kernproblem bei Kardiomyopa-
thien berichtet (Occhi et al., 2005). Doch auch hier ist nicht bekannt, ob dies einen
kausalen Faktor darstellt oder sekundar aus einer DCM folgt (Sun et al., 2012). Es
sollten auch Umweltfaktoren (u.a. Diaten, Lebensstil oder pharmakologische Mittel)
bedacht werden, welche die Ca®*-Homdostase beeinflussen kénnen (Fatkin et al.,
2000). Differenzierte hiPSC-Kardiomyozyten ahneln laut Musunuru et al. von der
Calcium-Homodostase fetalen Kardiomyozyten und sind daher nur bedingt vergleich-
bar mit adulten Kardiomyozyten. Aus diesem Grund werden veranderte Calcium-
Transient Amplituden in den Messungen kontrovers diskutiert (Wyles et al., 2016).

Dennoch ist der reduzierte Calcium-Transient stimmig mit den gemessenen reduzier-
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ten L-Typ Calciumkanalstromen und einer verminderten Kontraktionskraft des Pati-
enten. Auch konnte in einer Wirkstoffstudie von Sun et al. mit Metoprolol (Betablo-
cker) ein verbessertes globales Ca?*-Verhalten in DCM iPSC-Kardiomyozyten er-

reicht werden, was eine vermutete Stérung in der Calcium-Homoostase bestarkt.

4.3.3 Veranderungen der Kaliumkanale

Aufgrund von ventrikularen Tachykardien bei dem Patienten erfolgte eine Analyse
der Kaliumkanale. In friheren Studien war gezeigt worden, dass ventrikulare Ta-
chykardien bei DCM-Patienten mit einer Mutation im KCNQ1-Gen fur Iks-Kanale kor-
relieren, was zu einem Funktionsverlust mit reduzierten Stromen fihrte (Xiong et al.,
2015). Die Mutation hatte dabei die Membranlokalisation des Proteins beeinflusst.

Die quantitative PCR-Analyse zeigte, dass am Tag 35 der Differenzierung DCM
hiPSC-Kardiomyozyten reduzierte mRNA-Spiegel der Gene KCNQ1 (lks), KCNH2
(Ikr) und KCND3 (l,) aufwiesen. Die ebenfalls erfolgte Patch-Clamp-Messung der
Kanalstrome wies hingegen nur einen signifikant reduzierten Ix~Strom nach. Diese
Feststellung legt nahe, dass die Iks- und l-Kanale Uber einen weiteren Mechanismus
verfligen mussen, wodurch sie aktiviert werden und die reduzierte Kanalexpression
kompensieren. Allerdings konnte dieser Mechanismus nicht aufgedeckt werden. Es
stellte sich auch hier weiterhin die Frage, ob die Entwicklung einer Kanalopathie eine
primare Folge der FKRP-Mutation darstellt oder sekundar aus der kardialen Patholo-

gie resultiert.

4.3.4 Atypische Aktionspotentiale

Analysen der Kaliumkanale zeigten auch, dass lonenkanaldysfunktionen relevante
Teilhabe am Aktionspotential haben, wobei neben Ix-Kanalen auch Ina- und lga.-
Kanale dieses beeinflussen konnen. Gemessen wurden atypische Aktionspotentiale,
die signifikant reduzierte Amplituden (APA) und Depolarisationsgeschwindigkeiten
(Vmax) sowie eine geringflgige Verkurzung der Aktionspotentialdauer (APD) aufwie-
sen. Reduktionen der APA und Vmax konnten durch einen reduzierten In,- und
lca-L-Strom erklart werden, wohingegen die APD auf einen Gesamteffekt der redu-
zierten Strome Ina, lca-L Und Ik, zurickzufihren war. Betrachtet man die Flussrichtung
der lonenstrome wahrend eines Aktionspotentials (s. Abb. 7), wird sichtbar, dass der
Fluss vom Ina- und lca -Kanal nach innen gerichtet ist und somit bei einer Reduktion
die APD verkurzt. Demgegenuber besitzt der Ik~-Kanal einen nach aulden gerichteten

Fluss und verlangert die APD bei einer Reduktion des lonenstroms. Somit wird Gber
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den Nettoeffekt der ein- und ausstromenden lonen bestimmt, wie lange ein Aktions-
potential dauert. Da in den Ergebnissen die APD geringfugig verkurzt war, muss die
Reduktion des Einwartsstroms (Ina und lca.) grofer sein, als die des Auswartsstroms
(Ikr). Da alle Strome allerdings eine Reduktion in der Patch-Clamp-Untersuchung
aufwiesen, konnte dies ein Grund sein, weshalb die APD keine statistische Signifi-
kanz aufwies.

Im Vergleich zu anderen Studien entsprachen die Aktionspotentialveranderungen
unserer Kardiomyozyten denen friherer publizierter Daten, welche allerdings bei
DCM-Zellen mit Titin- oder Troponin-Mutation aufgezeichnet worden waren
(Brockington et al., 2001a; Meadows and Isom, 2005; Mestroni et al., 1999b).

4.3.5 Herzinsuffizienz — elektrisches Remodelling

Dysfunktionen der lonenkanalexpression und —funktion kénnen auch durch elektri-
sches Remodelling bei einer Herzinsuffizienz entstehen (Koenig et al., 2011). Dabei
wird die Zell- und Gewebsphysiologie beeinflusst und die normale Heterogenitat der
elektrophysiologischen Eigenschaften des Herzens verandert (Aiba and Tomaselli,
2010). Resultat des Umbaus kdénnen dabei Herzrhythmusstérungen sein. Im Ver-
gleich dazu wurde aber auch belegt, dass reduzierte Expressionen von lonenkanal-
genen im Herzen zu Kardiomyopathien fuhren kdénnen. Dies wurde bei transgenen
Mausen, welche eine reduzierte SCN5A-Expression aufwiesen und daraufhin eine
dilatative Kardiomyopathie entwickelten, nachgewiesen (Hesse et al., 2007). Somit
stellen lonenkanaldysfunktionen eine potentielle Ursache aber auch Folge bei der

Entwicklung einer Kardiomyopathie dar.

Die bei dem LGMD2I-Patienten vorherrschende DCM zeigte Veranderungen in meh-
reren lonenkanalen, weshalb wahrscheinlicher ist, dass die Dysfunktionen aus struk-
turellen oder funktionellen Veranderungen resultieren. Die FKRP-Mutation scheint
dabei das Muster der elektrischen und kontraktilen Dysfunktionen des Remodellings
zu beeinflussen. Da die Ursache und Folge allerdings nicht strikt voneinander ge-
trennt werden kann und es sich um einen fortwahrenden Prozess handelt, kann nur
eine Tendenz angenommen werden. Dies wurde auch in der Studie von Koenig et al.
sichtbar, wo es durch eine Dystrophien-Mutation zum Verlust des Iy,-Stroms kam,
welcher allerdings auch durch eine sich entwickelnde Myokardfibrose weiter beein-
flusst wurde und abfiel. Auch Studien bzgl. der Behandlung von resultierenden Herz-

rhythmusstorungen haben Uberwiegend zum Ziel, lonenkanale und kardiale Aktions-

53



Diskussion

potentiale zu beeinflussen, wobei kein Unterschied zwischen Ursache und Folge
festgelegt wird, da beide die elektrophysiologischen Eigenschaften des Herzens ver-

andern (Aiba and Tomaselli, 2010).
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4.4 Ausblick

Es wurden erfolgreich hiPSC-Kardiomyozyten eines Patienten mit einer LGMD2| und
DCM erzeugt, um den Mechanismus aufzudecken, welcher fur wiederkehrende
ventrikulare Tachyarrhythmien verantwortlich ist.

Bei der elektrophysiologischen sowie morphologischen Analyse konnten u.a. Dys-
funktionen mehrerer lonenkanale, eine gestorte Calciumhomdostase als auch atypi-
sche Aktionspotentiale festgestellt werden. Diese Dysfunktionen konnen die Anfallig-
keiten des Patienten fur die Entwicklung von ventrikularen Arrhythmien erklaren.

Die Folge einer FKRP-Mutation im Rahmen einer LGMD2| fir die morphologische
und elektrophysiologische Funktion von Kardiomyozyten war bisher nicht untersucht
worden, und konnte im Rahmen dieser Dissertation besser verstanden werden. Eine
FKRP-Mutation flUhrte zu einer SCN5A-Dysfunktion, ohne eine Mutation an dessen
Gen nachweisen zu kdnnen. Vielmehr zeigte sich, dass lonenkanale ein Teil groRer
Multi-Protein-Komplexe sein mussen und eine Storung eines Mitglieds die Funktion
des assoziierten Kanals beeinflusst. Nicht eindeutig geklart werden konnte, ob die
Entstehung von lonenkanaldysfunktionen eher eine Konsequenz oder Ursache flr
eine dilatative Kardiomyopathie darstellt.

Die Verwendung von hiPSCs fur die Analyse von Mechanismen kardialer elektrischer
Dysfunktionen konnte phanoytpische Veranderungen widerspiegeln und kann somit
nutzlich sein fur die Grundlagenforschung von seltenen Erkrankungen. Die Ergebnis-
se mussen zwar in einen kritischen Zusammenhang zu adultem Herzgewebe und
elektrischen Remodelling bei oftmals begleitender Herzinsuffizienz gesetzt werden,
dennoch bieten sie einen grundlegenden Erkenntnisgewinn und kdnnten pharmako-

logische Studien zur Therapie ermdglichen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Gliedergurtelmuskeldystrophien (Limb Girdle Muscular Dystrophie, LGMD) sind
durch eine Schwache und Degeneration der Skelettmuskulatur gekennzeichnet und
betreffen dabei vor allem die Schulter- und Beckengurtelmuskulatur. Patienten mit
dem Subtyp LGMD2I weisen eine Mutation im FKRP-Protein auf, deren Erbgang au-
tosomal-rezessiv ist. Die Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) und
dadurch bedingte ventrikulare Tachyarrhythmien stellt bei diesem Subtyp eine wich-
tige Komplikation dar und beeinflusst das Uberleben und die Lebensqualitat. Den-
noch ist bisher wenig Uber die Mechanismen der zugrundeliegenden Pathologie
durch die Mutation bekannt.

Aus einer Hautbiopsie wurden einem Patienten mit LGMD2Il, DCM sowie rezidivie-
renden ventrikularen Tachyarrhythmien Zellen entnommen und zu Fibroblasten diffe-
renziert, welche eine homozygote Punktmutation im FKRP-Gen aufwiesen (826C>A;
Leu276lle). Diese wurden zusammen mit Zellen von drei gesunden Pobanden zu
humanen induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPSCs) generiert und in Kardio-
myozyten differenziert. Die lonenkanalstrome wurden per whole-cell Patch-Clamp-
Verfahren aufgezeichnet und anschlieRend ausgewertet. Ebenfalls erfolgte die Ana-
lyse von strukturellen Veranderungen und der Expression verschiedener Gene mit-
tels quantitativer PCR und Immunhistochemie.

Es konnten erfolgreich hiPSC-Kardiomyozyten erzeugt werden, welche phanotypi-
sche Eigenschaften von DCM-Kardiomyozyten widerspiegelten. Dabei wiesen
hiPSC-Kardiomyozyten des Patienten atypische Aktionspotentiale auf, die durch eine
reduzierte Amplitude und Depolarisationsgeschwindigkeit gekennzeichnet waren. Die
Peak- und late-Na-Kanal-Strome (Ina) sowie die Peak-L-Typ-Calciumkanal-Strome
(Ica-L) waren signifikant reduziert. Die Expression von SCN5A und CACNA1C war in
DCM-Kardiomyozyten reduziert, was mit der Reduktion von Ina und lca Uberein-
stimmte. Die Kaliumkanale wiesen einen reduzierten schnell verzégerten Gleichrich-
ter-Kaliumstrom (lx;) auf, wahrend der transiente (l,,) und der langsam verzogerte
Gleichrichter-Kaliumstrom (lxs) keinen Unterschied zeigten. Weiterhin war die Calci-
umkonzentration durch einen reduzierten Ca*-Transienten und reduzierte Spiegel in
der Diastole und Systole gekennzeichnet.

Die Ergebnisse der DCM hiPSC-Kardiomyozyten wiesen auf lonenkanaldysfunktio-

nen hin, welche fur die wiederkehrenden ventrikularen Tachyarrhythmien verantwort-
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lich sind. Die Verwendung von hiPSCs fur die Analyse von Mechanismen kardialer
elektrischer Dysfunktionen konnte phanotypische Veranderungen widerspiegeln und

ermdglichte einen grundlegenden Erkenntnisgewinn von seltenen Erkrankungen.
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