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Einleitung

1.1 Einfihrung: Die Arrhythmogene Rechtsventrikuldre Kardiomyopathie

1.1.1 Hintergrunde und klinisches Bild

Die Arrhythmogene Rechtsventrikulare Kardiomyopathie (ARVC) ist eine genetisch
bedingte Kardiomyopathie, welche mit 11 - 22% fir einen betrachtlichen Anteil der
Falle von plotzlichem Herztod in der jungen, sportlichen Bevélkerung verantwortlich
ist (1-3). Die Erkrankung z&hlt zu den primaren Kardiomyopathien und wird in 30 -
50% der Falle — mit variabler Penetranz und Expressivitdt — autosomal-dominant
vererbt (3-5). Manner sind mit einer Verteilung von 3:1 haufiger von der ARVC
betroffen als Frauen (6). Die Pravalenz der Erkrankung wird auf 1:2000 bis 1:5000
geschatzt (6, 7), wobei von einer hohen Dunkelziffer auszugehen ist, da der
plétzliche Herztod in mindestens 20 — 50% der Falle das erste — und meist letzte —

~oymptom* der Krankheit ist (8).

Das klinische Bild der ARVC umfasst zwei Hauptprobleme, die namensgebend fir
die Erkrankung waren: Zum einen prasentiert sich die Erkrankung mit zunehmenden
strukturellen Veranderungen, die sich oft (aber nicht nur) im Bereich des rechten
Ventrikels finden (9). Zum anderen leiden die Patienten an unterschiedlich stark
ausgepragten Herzrhythmusstérungen, die in vielen Fallen lebensbedrohlich sind
(10, 11). Zu den genannten histopathologischen Verdnderungen gehoren unter
anderem ein diffuser fibrolipomatdser Umbau des Myokards mit Myokardatrophie und
dinnen Kammerwéanden sowie aneurysmatische Veranderungen der Ventrikel (1, 3,
12). Die Erkrankung verlauft progredient, d.h. es kommt im Verlauf der Erkrankung
zur zunehmenden kontraktilen Dysfunktion bis hin zur Globalherzinsuffizienz (9).
Aufgrund der nicht unbetrachtlichen Zahl an ARVC-Patienten, bei denen sich eine
begleitende oder sogar isolierte Beteiligung des linken Ventrikels zeigt (13-17), wird
in der neueren wissenschaftlichen Literatur zunehmend der Begriff ,Arrhythmogene
Kardiomyopathie“ verwendet (18, 19). Da in der aktuellen Leitlinie der Deutschen
Gesellschaft fur Kardiologie jedoch noch der im klinischen Alltag gebrauchlichere
Begriff ,ARVC* verwendet wird (20), soll die Erkrankung auch in der vorliegenden

Arbeit so bezeichnet werden.



Neben den beschriebenen strukturellen Verdnderungen ist das Auftreten
lebensbedrohlicher Arrhythmien das zweite grundlegende Charakteristikum der
ARVC. In ihrer klassischen Form préasentiert sich die Erkrankung mit anhaltenden
bzw. nicht-anhaltenden ventrikularen Tachykardien, deren Linksschenkelblock-
Morphologie auf den Ursprung aus dem rechten Ventrikel hinweist (21). Diese
Herzrhythmusstorungen treten gehauft unter starker korperlicher Belastung auf (1,
13, 14, 22, 23) und betreffen oft junge, scheinbar herzgesunde Patienten (23, 24).
Dartber hinaus weist ein Grof3teil der Patienten weitere EKG-Veranderungen auf
(25), wie eine T-Negativierung in den rechtsprakordialen Ableitungen oder das fir die
ARVC charakteristische Epsilon-Potential, ein niedrigamplitudiges Potential am Ende
des QRS-Komplexes, moglicherweise als Ausdruck einer verzdgerten

intraventrikularen Erregungsweiterleitung (10, 21).

1.1.2 Grenzen von Diagnostik und Therapie

Trotz ihrer klinischen Relevanz als eine der haufigsten Ursachen von plétzlichem
Herztod bei jungen Sportlern ist die Pathogenese der ARVC bisher nur unzureichend
verstanden. Insbesondere die Mechanismen der Arrhythmogenese sind bis heute
nicht abschlielend geklart. Es fallt auf, dass der Grof3teil der mit der ARVC
assoziierten Mutationen in Genen vorkommt, die fir desmosomale Proteine, wie z.B.
Plakophilin-2, kodieren (26, 27). Dies hat zur aktuell vertretenen Annahme geflhrt,
dass es sich bei der ARVC um eine genetisch determinierte Erkrankung der
Glanzstreifen, also der speziellen kardialen Zell-Zell-Kontakte, handelt. Die
genaueren molekularen Pathomechanismen, die zur Manifestation dieser Erkrankung

fuhren, sind derzeit Gegenstand intensiver Forschung.

Aus diesem Grund sind die therapeutischen, diagnostischen und prognostischen
Moglichkeiten fir ARVC-Patienten derzeit noch stark limitiert. Bereits die
Diagnosestellung gestaltet sich oftmals schwierig. Es gibt keine einzelne
Untersuchungsmethode, die eine sichere Diagnose der ARVC erlaubt. Stattdessen
werden nach den modifizierten Task-Force-Kriterien sechs Kategorien von Major-
und Minor-Kriterien getestet, anhand derer die Patienten in die Gruppen sichere
(definite), wahrscheinliche (borderline) bzw. mdgliche (possible) Diagnose ARVC
eingeteilt werden kénnen (21). Zu den genannten Kriterien zéhlen der Nachweis
struktureller Veranderungen mittels Echokardiographie oder MRT, eine aufféllige

Histologie der Myokardbiopsie, charakteristische EKG-Veranderungen,



Rhythmusereignisse in  der Patientenvorgeschichte oder eine positive
Familienanamnese fir die ARVC. Trotz dieser aufwandigen Diagnosestellung ist es
oftmals nicht moglich, die Diagnose ARVC rechtzeitig, d.h. vor dem Auftreten

lebensbedrohlicher Herzrhythmusstérungen, zu stellen.

Die Erkrankung wurde ursprunglich in drei klinische Phasen unterteilt (28): Sie
beginnt mit einer subklinischen Phase, in der noch keine strukturellen
Veranderungen nachweisbar sind, es jedoch schon zu lebensbedrohlichen
Arrhythmien kommen kann. Gefolgt wird diese Phase vom klassischen Bild der
ARVC mit Erfullung der diagnostischen Kriterien und Kklinischer Symptomatik.
Anschlieend kann die Erkrankung mit fortschreitendem Verlauf und zunehmender
systolischer Dysfunktion in das Endstadium Ubergehen, in dem die Erkrankung einer
dilatativen Kardiomyopathie ahnelt. Problematisch ist vor allem das Initialstadium,
also die subklinische Phase, in der eine Diagnose der Erkrankung sehr schwierig bis
unmaglich ist, in der aber das Risiko, einen plétzlichen Herztod zu erleiden, bereits
deutlich erhéht ist.

Ist die Erkrankung einmal diagnostiziert, sind aufgrund des mangelnden
Verstandnisses der Pathogenese die therapeutischen Moglichkeiten weiterhin
limitiert. Sie beschranken sich hauptsachlich auf prophylaktische Mal3hahmen wie die
Implantation eines Kardioverter-Defibrillators (ICD) flr Hochrisikopatienten,
regelmanige Verlaufskontrollen und Sportkarenz (29, 30). Fur eine gezielte
pharmakologische Therapie gibt es momentan noch keine wissenschaftlich fundierte
Grundlage; der Einsatz von antiarrhythmischen Medikamenten wie Betablockern
oder Amiodaron begrtindet sich bisher auf rein empirischen Daten (7, 8, 19, 31). Die
Entwicklung kurativer Behandlungsmdglichkeiten hangt entscheidend vom néaheren

Verstandnis der pathophysiologischen Mechanismen der Erkrankung ab.

Zu guter Letzt stellt die Risikostratifizierung von ARVC-Patienten bzw. von Tragern
einer mit der ARVC assoziierten Mutation ein wichtiges klinisches Problem dar. Das
breite  Spektrum  klinischer  Phanotypen reicht von asymptomatischen
Mutationstragern Uber das gelegentliche Auftreten von Palpitationen bis hin zum
plotzlichen Herztod (29, 32, 33). Aus diesem Grund gibt es nach wie vor keine
einheitichen Empfehlungen fir das therapeutische Vorgehen. Wahrend bei
Patienten nach Uberlebtem pl6tzlichen Herztod die klare Indikation zur ICD-
Implantation besteht (20, 34, 35), beruht das therapeutische Vorgehen fur Patienten

mit milderen klinischen Erscheinungen weiterhin auf Einzelfallentscheidungen;
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dasselbe gilt fur enge Familienangehorige bzw. asymptomatische Trager einer mit
der ARVC assoziierten Mutation (8, 29, 34, 35).

Aus den genannten Grinden ist ein besseres Verstandnis der pathophysiologischen
Zusammenhange, insbesondere auf zellularer Ebene, essenziell zur
Weiterentwicklung der aktuell noch deutlich eingeschrénkten diagnostischen und
therapeutischen Madglichkeiten fur ARVC-Patienten. Dartber hinaus sind diese
Kenntnisse entscheidend flir eine verbesserte Aussage uber Prognose und
Krankheitsverlauf dieser klinisch so heterogenen Patientengruppe. Die vorliegende
Forschungsarbeit soll zu diesem Verstandnis beitragen, indem sie die Auswirkungen
einer erstmalig beschriebenen Mutation im PKP2-Gen auf die elektrischen
Eigenschaften von Herzmuskelzellen aus humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen einer ARVC-Patientin untersucht. Die Ergebnisse werden in den
direkten Vergleich zu denen ihrer asymptomatischen Schwester, Tragerin der

gleichen Mutation, gestellt.

Im Folgenden werde ich zunachst auf die elektrophysiologischen Grundlagen der
kardialen Erregbarkeit, grundlegende Mechanismen der Arrhythmogenese sowie den
Aufbau der Glanzstreifen eingehen. Auf diesem Wissen aufbauend soll anschlieBend
die Pathogenese der ARVC, insbesondere die zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen, nach dem aktuellen Forschungsstand ndher beleuchtet werden.

1.2 Grundlagen der kardialen Erregbarkeit

1.2.1 Ruhemembranpotential

Zellmembranen koénnen durch ihre Eigenschaft der selektiven Permeabilitat
elektrochemische Konzentrationsgradienten zwischen dem Intra- und dem
Extrazellularraum aufbauen. Dies spielt insbesondere bei erregbaren Zellen, also
Nerven- und Muskelzellen, eine entscheidende Rolle, deren elektrische
Eigenschaften durch ein komplexes Zusammenspiel verschiedener lonenflisse
reguliert werden. Der uber verschiedene lonenkandle und Transportproteine
gesteuerte lonenfluss folgt dabei einer chemischen und einer elektrischen Triebkraft
(36). Die chemische Triebkraft umfasst die Diffusion von Molektllen entlang ihres
Konzentrationsgradienten. Als elektrische Triebkraft hingegen bezeichnet man die
Energiedifferenz, die durch Potentialunterschiede innerhalb und auf3erhalb der
Zellmembran entsteht. Wenn die chemische Triebkraft fur ein Teilchen genauso grof3
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ist wie seine elektrische Triebkraft, die beiden Kréafte aber in entgegengesetzte
Richtungen wirken, heben sich die beiden Krafte gegenseitig auf und es stellt sich
ein elektrochemisches Gleichgewicht ein. In diesem Zustand findet kein Nettofluss
Uber die Zellmembran statt. Fir jedes lon gibt es zu einem festgelegten
Konzentrationsgradienten genau ein elektrisches Potential, an dem das
elektrochemische Gleichgewicht erreicht ist. Das Gleichgewichtspotential (Ex) eines
bestimmten lons X lasst sich mit der (vereinfachten) Nernst-Gleichung berechnen:

. 61 Xl
= — — /o
= T 9,

[mV]

zx = Wertigkeit des betrachteten lons X; [X]ibzw. [X]. = intra- bzw. extrazellulare Konzentration
von X; Voraussetzung: physiologische Kérpertemperatur von 37°C

Die elektrische Triebkraft fur ein lon ergibt sich dann aus der Abweichung des
Gleichgewichtspotentials des jeweiligen lons vom vorherrschenden
Membranpotential (Ey - Ex). Das Membranpotential einer Zelle in Ruhe, das sog.
Ruhemembranpotential (RMP), wird bestimmt durch die lonenverteilung im Intra- und
Extrazellularraum. Wie stark die Gleichgewichtspotentiale der jeweiligen lonen zur
Zusammensetzung des Ruhemembranpotentials beitragen, hangt von der
elektrischen Leitfahigkeit, der sog. relativen Permeabilitat (P) der Membran fir diese
lonen ab. Das RMP (Egrwp) lasst sich deshalb mit der Goldman-Hodgkin-Katz-
Gleichung folgendermal3en beschreiben:

E — —61mV - 1 Pg+ - [K+]i + Pygt - [Na+]i + Pg-- [C17],
RMP = TR 08D T IK*a + Par - [Natlg + Po - [CI;

P = Permeabilitit; i = lonenkonzentration intrazellular; a = lonenkonzentration extrazellular

Da in den meisten Zellen, so auch in Herzmuskelzellen, die Leitfahigkeit der
Zellmembran besonders hoch fiir Kaliumionen ist, liegt das Ruhemembranpotential
nahe dem Gleichgewichtspotential fur Kaliumionen (Ex = -90 mV). Steigt durch
Offnung von lonenkanalen die Leitfahigkeit fiir ein lon, so nahert sich das RMP dem
Gleichgewichtspotential des jeweiligen lons an. Dies geschieht unter anderem beim
Ablauf eines Aktionspotentials.

1.2.2 Das kardiale Aktionspotential

Aktionspotentiale (APs) sind impulsartige, stereotyp ablaufende Anderungen des

Membranpotentials, die durch die schnelle Anderung der Membranleitfahigkeit fir

5



verschiedene lonen und die dadurch mdglichen lonenstrome entstehen. Der
Zusammenhang zwischen Membranpotential (Ey) und jeweils beteiligtem lonenstrom
(lon) lasst sich folgendermal3en beschreiben (37):

AEy 1

At - axhon

At = zeitliches Intervall; C; = Membrankapazitat

Anderungen im Membranpotential entstehen also durch Ladungsverschiebungen
Uber eine Zellmembran mit gegebener Membrankapazitat (Cy), abhéngig vom
Offnungsverhalten der beteiligten lonenkanale und Transportproteine. Ein negativer
lion, d.h. ein Einstrom positiv geladener Teilchen in den Intrazellularraum, bewirkt
nach oben stehender Formel eine Verschiebung des Membranpotentials in positivere
Bereiche; diesen Vorgang nennt man Depolarisation. Umgekehrt fihrt ein

Kationenausstrom, also ein negativer lion, zur Repolarisation (37).

Aktionspotentiale dienen der Erregungsweiterleitung innerhalb des Herzens und sind
die Grundlage fir die elektromechanische Kopplung, also die Umsetzung elektrischer
Impulse in Muskelkontraktionen (38). Die initiale Depolarisation geht von
spezialisierten Schrittmacherzellen mit autonomer Aktivitat aus, welche sich in hoher
Dichte in bestimmten Regionen des Herzens befinden. In der Regel beginnt die
elektrische Aktivitdt am Sinusknoten, der im Bereich des rechten Vorhofs lokalisiert
ist, und breitet sich zun&chst tber die Vorhofe aus. Anschlielend wird die Erregung
Uber den AV-Knoten und das His-Bundel in die Herzkammern ubergeleitet und
erreicht Uber die Tawara-Schenkel und die nachfolgenden Purkinje-Fasern die Zellen
des Arbeitsmyokards. Die Erregung des Myokards folgt somit immer dem gleichen
automatisierten Ablauf und ist Voraussetzung fir eine regelrechte Kontraktion des
Herzens. Die Weiterleitung von Aktionspotentialen erfolgt in der Regel durch eine
.passive’ Erregungsausbreitung von bereits erregten Nachbarzellen Uber Gap
Junctions (s. Kap. 1.4.1) oder erregende synaptische Potentiale (39, 40). Da die
Expression bzw. die Eigenschaften von lonenkanalen in den verschiedenen
Bereichen des Herzens variieren, finden sich in den jeweiligen Zelltypen
unterschiedliche Formen von Aktionspotentialen (41) (s. Abb. 1). Diese Verteilung ist
insofern wichtig, da dadurch eine unidirektionale Ausbreitung der Erregung
gewabhrleistet ist (42). Die fur jeden Zelltyp charakteristische AP-Kurve setzt sich aus

dem Verhéltnis einwarts- (Na* und Ca®*) und auswartsstromender (K*) lonenfliisse



zusammen. Wird dieses feine Zusammenspiel im Rahmen angeborener oder
erworbener Herzerkrankungen gestort, kann es zur Entstehung lebensbedrohlicher
Herzrhythmusstorungen kommen. Bereits kleine Verédnderungen im
Offnungsverhalten von lonenkanalen kénnen folgenschwere Auswirkungen auf die
Aktionspotential-Kinetik und das elektrophysiologische Gleichgewicht der Zelle haben
(43, 44).

Im Folgenden werden die Phasen des kardialen Aktionspotentials mit den beteiligten
lonenflissen genauer erlautert. Es wird zunachst der Ablauf fur Arbeitsmyokardzellen
beschrieben; anschlieRend sollen Unterschiede der AP-Morphologie in den
verschiedenen kardialen Zelltypen herausgestellt werden. Die Phaseneinteilung

orientiert sich an den Arbeiten von Bers (36) bzw. Nerbonne et al. (42).
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Abb. 1 Das kardiale Aktionspotential. Schematischer Ablauf eines Aktionspotentials (AP) mit den
zugrundeliegenden lonenstrdmen in einer humanen ventrikularen (links) bzw. atrialen (rechts) Herzmuskelzelle.
Die in der raschen Aufstrichphase (Phase 0) stattfindende Depolarisation erfolgt hauptsachlich durch den
Natriumeinstrom Uber spannungsgesteuerte Natriumkanéle (Ina). Durch die Depolarisation werden wiederum
spannungsabhangige Kaliumkanéle aktiviert, deren transienter Kaliumausstrom (l,) die Repolarisation einlautet
(Phase 1). In der anschlieBenden Plateau-Phase (Phase 2), die in ventrikularen Kardiomyozyten besonders
prominent ist, halten sich depolarisierende (lca) und repolarisierende Strome (Iks, Ikr, Ikur) die Waage; die Zelle
befindet sich in der sog. Refraktarphase, in der kein erneutes AP ausgeltst werden kann. Mit zunehmender
Inaktivierung von L-Typ-Kalziumkanélen steigt die Triebkraft fir den repolarisierenden Kaliumausstrom (Phase 3)
und das Membranpotential kehrt auf das Niveau des Ruhemembranpotentials (Phase 4) zuriick; dieses wird
hauptséachlich durch den kontinuierlichen Kaliumstrom via Ix; aufrechterhalten (Abb. aus Nerbonne et al. (42)).



Phase 0: Rasche Aufstrichphase

Erreicht ein depolarisierender Impuls die Zellmembran einer Herzmuskelzelle, kommt
es — in Vorhof- und Ventrikelmyokardzellen — zur Offnung spannungsabhangiger
Natriumkanéle und zum Einstrom von Natriumionen in den Intrazellularraum, entlang
ihres elektrochemischen Gradienten. Durch diese zuséatzliche Depolarisation werden
weitere Natriumkanale rekrutiert, sodass es ab einem Schwellenpotential von ca. -65
mV zum schnellen Natriumeinstrom kommt. Das Aktionspotential folgt dabei der
,Alles-oder-nichts“-Regel, d.h. durch die gleichzeitige Offnung aller Natriumkanale
folgt die Potentialanderung stets dem gleichen automatisierten Ablauf. Durch die
erhdhte Membranleitfahigkeit fur Natriumionen verschiebt sich das Membranpotential
in extrem kurzer Zeit weiter in positivere Bereiche, in Richtung des
Gleichgewichtspotentials fir Na*-lonen (Ena = +70 mV). Diese Vorzeichendnderung
des Membranpotentials wird auch als ,,Over-shoot” bezeichnet. Aufgrund der raschen
Inaktivierung der Natriumkanéle sowie der zunehmend groRBeren Triebkraft fur den
Ausstrom von K*-lonen (Ey - Ex) wird Ena jedoch nie erreicht; die maximale

Depolarisation liegt somit in der Regel zwischen +35 und +50 mV.

Wahrend Zellen des Ventrikel- und Vorhofmyokards aufgrund ihrer hohen Dichte an
spannungsabhangigen Natriumkanalen einen steilen Aufstrich des AP aufweisen,
wird diese Initialphase in Schrittmacherzellen bzw. nodalen Zellen hauptsachlich
durch den langsameren Einstrom von Kalziumionen Uber L-Typ- bzw. T-Typ-
Kalziumkandale verursacht (42, 45). Aus diesem Grund haben nodale Zellen eine
deutlich langsamere Aufstrichgeschwindigkeit im Vergleich zu ventrikularen bzw.
atrialen Zellen (~ 5 vs. 200 V/s (36)).

Phase 1: Frihe Repolarisation

Durch die Depolarisation werden spannungsabhéngige Kaliumkanéale aktiviert und es
kommt zum transienten Auswartsstrom von K*-lonen (ly,), hauptsachlich tber die K*-
Kanale Ky1.4, Ky2.1 und Ky4.2. Das Membranpotential ndhert sich dadurch wieder
dem Gleichgewichtspotential fur K'-lonen an (Ex). Diese voriibergehende
Repolarisation wird auch als ,,Notch“ bezeichnet und ist in ventrikularen und Purkinje-
Zellen besonders stark ausgepragt. Da die schnell 6ffnenden Ky-Kanéle jedoch auch
rasch wieder schlieBen und die Membranleitfahigkeit fir Ca®*-lonen zunimmt, stellt

sich nach kurzer Zeit die Plateau-Phase ein (Phase 2).



Atriale Kardiomyozyten besitzen im Vergleich zu ventrikularen Zellen eine deutlich
héhere l-Dichte (41). AuRerdem ist an ihrem repolarisierenden Kaliumstrom auch
der sehr rasch aktivierende lx,s beteiligt, sodass das AP dieser Zellen ein weniger
ausgepragtes Plateau aufweist und das Membranpotential schneller wieder zum
RMP zurlckkehrt (46).

Phase 2: Plateau-Phase und Refraktarzeit

Die Plateau-Phase ist charakterisiert durch eine geringe Membranleitfahigkeit und ein
sich kaum verdnderndes Membranpotential, da sich einwérts- (= depolarisierende)
und auswartsgerichtete (= repolarisierende) lonenstrome die Waage halten. Die
Dauer dieser Phase variiert stark zwischen den verschiedenen Typen von
Kardiomyozyten; Arbeitsmyokardzellen haben typischerweise ein prominentes
Plateau von ca. 300 ms Dauer, wahrend dieses bei Vorhof- oder Schrittmacher-
Zellen deutlich kirzer ausféllt. Der einwarts gerichtete Strom besteht hauptsachlich
aus Kalziumstrom Uber L-Typ-Kalziumkanale (Ica), welche ab einem depolarisierten
Membranpotential von ca. -20 mV aktiviert werden und nur langsam wieder
schlieBen. Der lange Einstrom an Kalziumionen l|6st eine Kalzium-getriggerte
Kalziumfreisetzung aus den Speichern des Sarkoplasmatischen Retikulums aus und
ist somit das entscheidende Bindeglied der elektromechanischen Kopplung (36).
Dem entgegengesetzt sorgen verzogert gleichrichtende Kaliumkanale fir einen
kontinuierlichen auswarts gerichteten Strom (lkur, Ik, lks).- Aufgrund des hohen
Membranwiderstands wahrend der Phase 2 des Aktionspotentials sind bereits kleine
Veranderungen in den beteiligten Strdomen ausreichend, die Dauer des APs (APD) zu

beeinflussen und Arrhythmien auszuldsen (42, 47).

Wiahrend der Plateauphase bleiben spannungsabhédngige Na‘- und Ca?'-Kanile
inaktiviert und es kann kein erneutes Aktionspotential ausgeldst werden. Dieser
Zustand wird auch als Refraktarphase bezeichnet. Man unterscheidet die absolute
von der relativen Refraktarphase: In der absoluten Refraktarphase ist das Auslésen
eines erneuten Aktionspotentials nicht mdglich. In der relativen Refraktarphase
hingegen ist bereits wieder ein Teil der Natriumkanéle aktivierbar, die Schwelle zur
Auslésung eines neuen Aktionspotentials liegt jedoch héher und es wird auch nicht
die maximal mégliche AP-Amplitude erreicht. Die Refraktérzeit dient zum einen dazu,
die AP-Frequenz zu begrenzen, damit keine Dauererregung stattfinden kann; dieser

Mechanismus ist wichtig fur die Relaxation des Herzmuskels und somit die Flllung



der Ventrikel. Zum anderen wird durch die lange Aktionspotentialsdauer (APD) die
Richtung der Erregungsausbreitung vorgegeben, da gerade erregte Bereiche nicht
sofort wieder erregt werden konnen. Dies dient als Schutzmechanismus vor

kreisenden Erregungen (s. Kap. 1.3.1) (36).
Phase 3: Spate Repolarisation

Wahrend die L-Typ-Kalziumkanale zunehmend in den inaktiven Zustand Ubergehen,
steigt die Triebkraft fur den Kalium-Auswartsstrom und es kommt mehr und mehr zur
Repolarisation des Membranpotentials, zunéchst Uber die steigende Aktivitat der
verzogert gleichrichtenden K'-Kanale Ky7.1 bzw. hERG (Ix, bzw. Iks). Mit stetig
negativerem Membranpotential nimmt auch der Beitrag des Ix; immer weiter zu,
sodass die Geschwindigkeit der Repolarisation nochmals verstarkt wird (36), bis

schlie3lich das Ruhemembranportential erreicht ist.
Phase 4. Ruhemembranpotential

Zur Aufrechterhaltung des negativen RMPs in ventrikularen und atrialen
Kardiomyozyten ist neben der Na'-K'-ATPase hauptsachlich der einwarts-
gleichrichtende Kaliumkanal K;2.1 (Ik;) verantwortlich (48); das RMP bei diesen
Zellen liegt bei ca. -80 mV, also nahe am Gleichgewichtspotential fiir K*-lonen (Ex).
Im Vergleich dazu findet sich in Schrittmacherzellen eine kaum messbare Ix;-Dichte
(49, 50), weshalb das RMP in diesen Zellen deutlich depolarisierter ist. Dazu tragt,
neben verschiedenen anderen Mechanismen (38, 50), auch ein in
Schrittmacherzellen besonders ausgepragter unselektiver Kationenstrom (lf) bei, der
durch Hyperpolarisations-abhangige Aktivierung von HCN-Kanélen
(Hyperpolarization-activated Cyclic Nucleotide-gated channels) entsteht (51, 52).
Kaum kehrt das RMP nach einer Depolarisation zum Ausgangs-RMP zurlck, werden
diese Kanale aktiviert und es kommt zum stetig zunehmenden Einstrom von
Kationen und dadurch zur erneuten Depolarisation. Das RMP dieser Zellen ist somit
deutlich instabiler als z.B. in Ventrikelzellen, sodass es leichter zur Auslésung

spontaner Aktionspotentiale kommt.

1.2.3 Der spannungsabhangige Natriumkanal Nay1.5

Vor mehr als einem halben Jahrhundert haben die spéateren Nobelpreistrager
Hodgkin und Huxley durch ihre Untersuchungen an neuronalen Axonen ein Modell

zur Beschreibung des Aktionspotentials entwickelt und das Verhalten
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spannungsgesteuerter lonenkanédle untersucht (53). Die Offenwahrscheinlichkeit
dieser Kandale ist abh&ngig vom vorherrschenden Membranpotential; demnach
werden sie durch Anderungen im Membranpotential, also durch De- und
Hyperpolarisation, aktiviert bzw. inaktiviert. Spannungsabhangige Natriumkanéle
(Nay1-Kanéle) sind ubiquitar in erregbaren Zellen verbreitet und sorgen durch ihren
raschen Einstrom von Natriumionen fir die schnelle Aufstrichphase des
Aktionspotentials in ventrikularen und atrialen Kardiomyozyten (54). Auf3erdem sind
sie mal3geblich an der Weiterleitung elektrischer Impulse beteiligt (55). Bei Nay1-
Kanalen handelt sich um gro3e glykosylierte Transmembranproteine, die aus einer
einzelnen porenbildenden a-Untereinheit und einer oder mehrerer regulatorischer f3-
Untereinheiten bestehen (56). Fur die a-Untereinheit kodieren mindestens zehn
verschiedene Gene; bekannt sind bis jetzt die Gene SCN1A — SCN11A (57, 58). Je
nach zugrundeliegendem Gen lassen sich die spannungsabhéangigen Natriumkanale
in verschiedene Gruppen einteilen; die im Herzen am haufigsten vorkommende
Isoform ist Nay1.5, kodiert vom Gen SCN5A (59, 60). Mutationen im SCN5A-Gen
sind mit zahlreichen Herzerkrankungen assoziiert, darunter die bekannten Vertreter
Brugada- und Long-QT-Syndrom, aber auch mit dem Sick-Sinus-Syndrom, Formen
des Vorhofflimmerns sowie einigen Formen der dilatativen Kardiomyopathie (59, 61—
64). Diesen Erkrankungen ist gemeinsam, dass sie mit Verdnderungen im
Offnungsverhalten des Nayl.5 einhergehen, welche das elektrophysiologische

Gleichgewicht der Herzmuskelzellen stéren.
Offnungsverhalten des Nay1.5

Spannungsgesteuerte  Natriumkanédle sind durch folgende Hauptmerkmale
gekennzeichnet: Ihre spannungsabhangige Aktivierung, ihre rasche Inaktivierung und
ihre hohe selektive Leitfahigkeit fir Na*-lonen (53). Sie weisen ein charakteristisches
Offnungsverhalten auf und koénnen in drei verschiedenen Funktionszustanden
vorliegen. Bei einem physiologischen Ruhemembranpotential von ca. -85 mV sind
die Kanéle geschlossen, aber aktivierbar. Eine Depolarisierung der Zellmembran,
ausgelost durch ein eintreffendes Aktionspotential einer Nachbarzelle oder ein
instabiles RMP, fuhrt zur Offnung der Kanalporen. Entlang des elektrochemischen
Konzentrationsgradienten kommt es dadurch zum raschen Einstrom von
Natriumionen in den Intrazellularraum (Ing). Dieser kurze, aber grolRe

Natriumeinstrom hat sein Maximum bei ca. -55 mV und wird auch als
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Spitzennatriumstrom (Inamax) bezeichnet. Mit zunehmender Depolarisation schlief3en
die meisten Kanéle rasch wieder und der Natriumstrom nimmt ab. Wéahrend dieses
geschlossenen Zustands konnen die Kanale vorrubergehend nicht aktiviert werden.
Die Kinetik dieser schnellen Inaktivierung wird Steady-State-Inaktivierung genannt.
Bei einem kleinen Teil der Natriumkanale kann dem gegenuber eine verzégerte, sog.
intermediare Form der Inaktivierung beobachtet werden (l,v); diese Kanale wechseln
erst einige 100 ms nach den Kanédlen der raschen Inaktivierung in den
inaktivierbaren Zustand (65). Wahrend des geschlossenen, inaktiven Zustands kann
kein neues Aktionspotential ausgelost werden und die Zelle befindet sich in der
Refraktarphase. Mit zunehmender Repolarisation gehen schliel3lich immer mehr
Natriumkanéle wieder in den noch geschlossenen, aber wieder aktivierbaren Zustand
Uber. Diese Erholung nach Inaktivierung ist abhangig von den beiden Faktoren Zeit
und Ausmald der Repolarisation (42). Anschlie3end sind die Natriumkanale wieder
fur ein neues Aktionspotential aktivierbar. Legt man die Kurven fur die Kinetik der
Aktivierung bzw. Inaktivierung der Natriumkanéle Ubereinander, sieht man, dass
zunachst fast alle Kanale inaktiviert sein mussen, bevor ein erneut ausgeloster
Natriumstrom messbar ist. Bei einem Membranpotential von ca. -52 mV gibt es
jedoch ein kleines Fenster, in dem sich die beiden Graphen tberschneiden, da ein
geringer Prozentsatz der Kanéle trotz unvollstandiger Repolarisation bereits wieder
aktivierbar ist. Dieser sog. window current (66) betragt zwar nur ca. 0,1% des
maximalen Natriumstroms, kann aber aufgrund der insgesamt hohen Dichte an
Natriumstrom schon bei kleinen Veranderungen im Offnungsverhalten des
Natriumkanals eine relevante Steigerung der intrazellularen Natriumkonzentration
bedeuten (36). Einen ahnlichen Effekt hat eine kleine Fraktion an Natriumkanalen,
die auch wahrend der Plateauphase gedffnet bleibt bzw. zwischen dem Offen- und
Geschlossen-Zustand hin und her wechselt. Der dadurch erzeugte kleine, aber
kontinuierliche Einwartsstrom an Natriumionen wird als persistierender oder spéater
Natriumstrom (Ina,) bezeichnet (65). Durch seine lange zeitliche Aktivitat (ca. 300 —
400 ms) tragt er wesentlich zur Aufrechterhaltung des AP-Plateaus bei (67). Obwohl
die Hohe des spaten Natriumstroms nur ca. 0,5 % des gesamten Natriumstroms
ausmacht, hat er aufgrund seiner langen Dauer einen deutlich groReren Einfluss auf

die intrazellulare Natriumkonzentration als der kurze Spitzennatriumstrom (36, 68).
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Lokalisation und assoziierte Partnerproteine

Die Lokalisation des spannungsabhangigen Natriumkanals Nayl.5 in
Herzmuskelzellen ist noch nicht vollstandig geklart. Eine hohe Nay1.5-Dichte findet
sich zuné&chst an den Glanzstreifen (69, 70), auf3erdem wird eine zweite Lokalisation
an der lateralen Membran und den T-Tubuli diskutiert (69, 71-73). Inzwischen geht
man davon aus, dass lonenkanale nicht isoliert in der Zellmembran vorliegen,
sondern in grol3en makromolekularen Komplexen mit anderen Strukturen organisiert
sind (74, 75). Im Bereich der Glanzstreifen befindet sich der spannungsabhéngige
Natriumkanal in einem gemeinsamen Proteinkomplex mit dem Adaptorprotein
Ankyrin G (AnkG), dem zytoskelettalen Protein [Bs-Spectrin  und der
Calcium/Calmodulin-abhangigen Kinase 1l (CaMKIl) (76). Innerhalb dieses
Proteinnetzwerks scheint Bs-Spectrin fur den Transport von Nayl.5, CaMKIl und
AnkG an deren Zielort verantwortlich zu sein. AnkG wiederum reguliert,
moglicherweise Uber eine Bindungsstelle an der B-Untereinheit, die korrekte
Lokalisation des Nayl.5 und dessen Verankerung an der Zellmembran (77-80).
Dartber hinaus sind zahlreiche Wechselwirkungen mit benachbarten Proteinen
beschrieben, die in Kap. 1.5.2 ausfiihrlicher dargestellt werden. Anderungen in der
Expression und Lokalisation des Nayl1.5 fihren zu Funktionsstérungen des Kanals

und erhdéhen somit das Risiko fir die Entstehung von Arrhythmien.

1.3 Mechanismen der Arrhythmogenese

Als kardiale Arrhythmie bzw. Herzrhythmusstorung werden im Allgemeinen ein
unregelmaiiger Herzrhythmus und/oder eine pathologische Herzfrequenz
bezeichnet. Unter den Begriff fallen harmlose Rhythmusereignisse wie vereinzelte
Extrasystolen, aber auch schwere Tachyarrhythmien, welche die haufigste Ursache
fur den plotzlichen Herztod darstellen. Der plotzliche Herztod ist definiert als
plotzlicher, unerwarteter Kreislaufstillstand kardialer Genese und gilt weiterhin als
eine der weltweit fihrenden Todesursachen (81). Als ausldsendes Rhythmusereignis
liegt meist eine ventrikulare Tachykardie bzw. Kammerflimmern zugrunde (82, 83).
Die zugrundeliegenden Mechanismen der Arrhythmogenese sind vielfaltig und noch
nicht abschliel3end geklart. Ganz allgemein gesprochen entstehen Arrhythmien meist
auf dem Boden eines geschadigten bzw. strukturell verdnderten Myokardabschnitts,

in Verbindung mit einem (pathologischen) elektrischen Trigger sowie modulierenden
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Faktoren wie Medikamenten oder sportlicher Aktivitat (37, 84, 85). Einige
Grundprinzipien fur die Entstehung von Herzrhythmusstérungen sollen im Folgenden
erklart werden; dabei soll ein besonderes Augenmerk auf der Rolle des

spannungsabhangigen Natriumstroms liegen.

1.3.1 Kreisende Erregungen

Der haufigste Mechanismus fur die Entstehung von Herzrhythmusstorungen ist das
Auftreten von kreisenden Erregungen, sog. Reentry-Arrhythmien (37, 82). Ihnen liegt
eine gestorte oder regional inhomogene Weiterleitung elektrischer Impulse zugrunde.
Als Entstehungsort dient oft ein anatomisches bzw. funktionelles Hindernis, z.B. eine
(elektrisch nicht leitende) Infarktnarbe, welche von einer ankommenden Erregung
umgangen werden muss. Treffen die elektrischen Signale hinter der Narbe wieder
aufeinander, heben sie sich gegenseitig auf, da das dahinter liegende Gewebe
refraktar ist. Voraussetzung dafir ist, dass die Impulse gleich schnell um das
Hindernis herum geleitet werden. Kommt es auf einer Seite jedoch zu einer
Verlangsamung oder gar Blockade der Erregungsleitung, kann die Erregung immer
weiter um das Hindernis ,kreisen“ und auf das umliegende Myokard Ubergreifen (38,
82). Diese kreisenden Erregungen konnen auch als stabile bzw. wandernde
spiralformige  Wellen auftreten (86); letztere fuhren dabei zu polymorphen
ventrikularen Tachykardien bis hin zum Kammerflimmern (82). Diese komplexen
Erregungsstérungen sind wahrscheinlicher, wenn neben den anatomisch-
strukturellen Veranderungen ein elektrisches Remodeling auf zellularer Ebene
vorliegt, das mit herabgesetzter Leitungsgeschwindigkeit und/oder elektrischer
Instabilitét einhergeht (87). Dabei spielt die Expression und Verteilung von Gap
Junctions als Hauptmechanismus der elektrischen Zell-Zell-Kommunikation eine
wichtige Rolle (s. Kap. 1.4.1). Auch eine reduzierte Dichte an spannungsabhangigen
Natriumkanélen, wie sie u.a. in der Grenzregion eines Myokardinfarktes oder bei
angeborenen lonenkanalerkrankungen beobachtet werden kann, fihrt zu
Verzogerungen der Erregungsweiterleitung (55, 88). Ein weiterer Mechanismus fur
die Entstehung von Reentry-Arrhythmien sind regional unterschiedliche bzw.
unregelmaiige Repolarisationszeiten (89, 90). Folgen letztere einem regelmaligen
Rhythmus (kurz-lang-kurz-lang), spricht man von APD- oder Repolarisations-
Alternans, welches auch in gesunden Herzmuskelzellen bei hochfrequenter

Stimulation vorkommen kann (90). Im Rahmen verschiedener kardialer Pathologien
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tritt es hingegen bereits bei einer normalen Herzfrequenz auf und begtlinstigt die

Entstehung lebensbedrohlicher Herzrhythmusstérungen (85, 91).

1.3.2 Getriggerte elektrische Aktivitat und abnorme Automatie

Neben kreisenden Erregungen sind fokale, ektope Erregungen ein weiterer zentraler
Mechanismus fir die Entstehung kardialer Arrhythmien. Diese kommen zustande,
wenn in einer Gruppe von Zellen mit elektrischer Instabilitit spontane
Depolarisationen bzw. Aktionspotentiale ausgelost werden (85). Fur die Entstehung
relevanter ektop ausgeltster Arrhythmien werden normalerweise mehrere tausend
Zellen  bendtigt; bei  gestorter  Gap-Junction-Funktion  bzw.  strukturell
vorgeschadigtem Myokard reichen hierfir jedoch deutlich weniger Zellen aus (92).
Die drei Hauptmechanismen, die zu dieser gestérten elektrischen Aktivitat fuhren,
sind friihe und spate Nachdepolarisationen, auch als getriggerte elektrische Aktivitat

bezeichnet, sowie eine abnorme elektrische Automatie.

Als frihe Nachdepolarisationen (early after-depolarizations = EADs) werden
depolarisierende Membranpotentialverdnderungen bezeichnet, die bereits wéahrend
der Plateau- bzw. der Repolarisationsphase entstehen. Als pradisponierender Faktor
liegt in der Regel eine Verlangerung der Aktionspotentialsdauer (APD) vor (93),
welche durch ein Missverhdltnis auswarts- und einwdartsgerichteter Stréme
zustandekommt. Aus einem vergroRerten Einwartsstrom (hauptsachlich Iy, und
lca) bzw. reduzierten Auswartsstrom (I, und lks) wahrend der Plateauphase
resultiert eine Verlangerung, bei umgekehrten Verhéaltnissen eine Verkirzung der
APD (38). Ist die Dauer der Plateauphase verlangert, werden Ca**-Kanale reaktiviert,
deren depolarisierender Ca?*-Einstrom zu EADs und bei ausreichender
Depolarisation zur Auslésung eines erneuten (vorgezogenen) Aktionspotentials flhrt
(94).

Im Gegensatz zu EADs treten spéate Nachdepolarisationen (delayed after-
depolarizations = DADs) erst nach vollstandiger Repolarisation auf, d.h. nach
Ruckkehr des Membranpotentials zum Ausgangs-RMP. Sie entstehen auf dem
Boden einer pathologisch erhéhten Ca**-Konzentration im Intrazellularraum ([Ca®'])
bzw. im Sarkoplasmatischen Retikulum ([Ca®*']sg) (38). Dadurch kommt es vermehrt
zu abnormen spontanen Ca®*-Freisetzungen aus dem SR, den sog. Ca®*-Sparks,
wodurch die intrazellulare Ca®*-Uberladung noch verstarkt wird (95). Die Zelle

>, mit einer verstarkten Aktivitat des Na'-Ca®'-

versucht, der erhohten [Ca
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Austauschers (NCX) entgegenzuwirken (38). Aufgrund der Stdchiometrie dieses
Transporters, der 3 Na?*-lonen im Austausch fiir 1 Ca®*-lon uber die Zellmembran
bewegt, fiihrt ein vermehrter Ca?*-Abtransport zu einem positiven Na‘-Einstrom,
welcher das Membranpotential in Form von DADs depolarisiert und somit
destabilisiert. Diese unter dem Begriff getriggerte elektrische Aktivitat
zusammengefassten pathologischen Nachdepolarisationen stellen insgesamt den
haufigsten Mechanismus fir die Entstehung von Arrhythmien bei Patienten ohne
strukturelle Herzerkrankung dar (96, 97).

Daneben kann auch eine abnorme autonome Aktivitdt von Herzmuskelzellen zur
elektrischen Instabilitat beitragen. Unter abnormer Automatie versteht man fokale
Erregungen in Kardiomyozyten, welche eigentlich unter physiologischen
Bedingungen keine bzw. nur &uf3erst niedrigfrequente spontane elektrische Aktivitat
zeigen, wie z.B. Purkinje- oder Kammermyokardzellen (85). Geben mehrere
benachbarte Zellen synchron elektrische Impulse ab, spricht man auch von einem
ektopen Schrittmacherzentrum. Die Grundlage der spontanen elektrischen
Entladungen ist haufig ein depolarisiertes und somit elektrisch labiles RMP.
Verschiebt sich das RMP in positivere Bereiche und somit naher an das
Schwellenpotential fur die Aktivierung der schnellen Natriumkanéle, reicht bereits
eine geringe Depolarisation aus, um ein Aktionspotential auszulésen. Diese
Verschiebung des RMP kann z.B. durch eine verringerte Aktivitat des einwarts-
gleichrichtenden K*-Kanals (Ix1) entstehen (98), wie es auch bei Patienten mit
Herzinsuffizienz beobachtet wird (99, 100).

1.3.3 Rolle des Nay1.5 in der Entstehung kardialer Arrhythmien

Veranderungen in der Aktivitat und Kinetik des spannungsabhangigen Natriumkanals
Nayl.5 sind mit verschiedenen kardialen Erkrankungen assoziiert und prasentieren
sich mit einem breiten Spektrum an klinischen Phanotypen (101, 102). Zwei zentrale
Mechanismen der  Arrhythmogenese stehen bei  Veranderungen des
spannungsgesteuerten Natriumstroms (Ina) im Vordergrund: Zum einen bestimmt der
Ina durch seinen engen Zusammenhang mit der schnellen Aufstrichphase des
Aktionspotentials die Weiterleitung elektrische Signale. Eine reduzierte Aktivitat des
Nayl1.5 fuhrt somit zu einer Verzdgerung der Erregungsleitungsgeschwindigkeit, was
wiederum die Entstehung kreisender Erregungen beginstigt (85, 102). Zum anderen

konnen Veranderungen im Offnungsverhalten des Kanals zum Anstieg des spaten

16



Natriumstroms (Ina) fuhren, wodurch sich die AP-Plateauphase verlangert und die
intrazellulare Natriumkonzentration ansteigt (103—-105). Dadurch steigt das Risiko fur
das Auftreten spontaner Nachdepolarisationen mit der Gefahr ektoper

Erregungsbildung.
SCN5A-Mutationen im Rahmen angeborener Herzrhythmusstérungen

Entscheidende Erkenntnisse Uber die Folgen einer Dysfunktion des
spannungsabhangigen Natriumkanals lieferten Untersuchungen von hereditaren
lonenkanalerkrankungen. Loss-of-Function-Mutationen im SCN5A-Gen, wie sie
beispielsweise im Rahmen des Brugada-Syndroms vorkommen, veradndern das
Offnungsverhalten des Nayl.5, unter anderem — aber nicht nur — durch
Veranderungen seiner Lokalisation (106). Der durch vermehrte intermediare
Inaktivierung reduzierte Spitzennatriumstrom fuhrt zu einer verlangsamten AP-
Aufstrichgeschwindigkeit und dadurch zu Verzdgerungen der Erregungsweiterleitung,
was sich klinisch durch Bradykardie, AV-Block und kreisende Erregungen bis hin
zum Kammerflimmern auBBert (55, 107-110). Dem gegeniber gibt es auch
Erkrankungen, die mit einer gesteigerten Aktivitat des Nay1.5 einhergehen, wie das
Long-QT-Syndrom Typ 3, dem verschiedene Gain-of-Function-Mutationen im
SCN5A-Gens zugrundeliegen (61, 62). Obwohl diese Mutationen nicht zwangslaufig
mit relevanten Veranderungen des Spitzennatriumstroms einhergehen, konnte ein
vergroRerter spater Natriumstrom, ausgeldst durch verzogerte Inaktivierung der
Natriumkanéle, als proarrhythmogener Faktor identifiziert werden (111). Der
gesteigerte spate Natriumstrom fuhrt zur Verlangerung der Aktionspotentialdauer
(APD) sowie zum Anstieg der intrazellularen Natriumkonzentration, was wiederum
das Auftreten von Nachdepolarisationen begtnstigt (s. Kapitel 1.3.2). Klinisch
prasentieren sich diese Patienten mit der namensgebenden QT-Zeit-Verlangerung
und einem erhdhten Risiko fur die Entstehung von polymorphen ventrikularen
Tachykardien wie der Torsade-de-Pointes-Tachykardie. Darliber hinaus gibt es
jedoch ein breites Spektrum an weiteren klinischen Phé&notypen als Folge von
SCN5A-Mutationen, die weder einen klaren Nayl.5-Funktionsverlust zeigen noch
eine reine Aktivitatssteigerung des Kanals. Bei diesen Formen handelt es sich
vielmehr um Mischbilder, die durch Stérungen der Erregungsleitung und gleichzeitig

einem Anstieg an getriggerter elektrischer Aktivitdt gekennzeichnet sind (112).
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Storungen der Natriumstrom-Homdostase im Rahmen der Herzinsuffizienz

Auch fur die Arrhythmogenese bei Patienten mit Herzinsuffizienz spielt der
spannungsgesteuerte Natriumstrom eine entscheidende Rolle. Von besonderem
Interesse ist der spate Natriumstrom, der bei diesen Patienten aufgrund einer
pathologisch gesteigerten Aktivitat der Calcium/Calmodulin-abhangige Kinase Il
(CaMKIl) vergroRert ist (105, 113, 114). Der CaMKII, einer Serin/Threonin-Kinase,
kommt durch die Phosphorylierung wichtiger kardialer Proteine wie dem
Ryanodinrezeptor, Phospholamban sowie L-Typ-Kalziumkanalen eine bedeutende
Rolle fur die Regulation der elektromechanischen Kopplung zu (115). Darlber hinaus
interagiert sie Uber eine Phosphorylierungsstelle an der a-Untereinheit aber auch mit
dem Nay1.5 (116). Bei erhdohter CaMKII-Expression im Rahmen der Herzinsuffizienz
kommt es zu Veranderungen im Offnungsverhalten des Natriumkanals mit
Linksverschiebung der Steady-State-Inaktivierung, verstarkter intermediarer
Inaktivierung sowie verzogerter Erholung nach Inaktivierung (116). Dies fuhrt zu
einem deutlich vergroRerten spaten Natriumstrom (Ina) mit Verlangerung der
Repolarisationsphase und proarrhythmogenem Potential (116). Bereits eine kleine
Steigerung des Ina. kann die intrazellulare Natriumkonzentration deutlich erhéhen
und dadurch zur NCX-vermittelten intrazellularen Kalzium-Uberladung fiihren (117).
Ein Anstieg der [Ca®]i begiinstigt Uber oben genannten Mechanismus die
Entstehung von DADs, wahrend die lange APD gleichzeitig das Risiko fir EADs
erhoht (118-120). Insgesamt ist bei vergrol3ertem persistierenden Natriumstrom also
das Risiko fiir das Auftreten spontaner Nachdepolarisationen deutlich erhéht, was zur
Destabilisierung des Membranpotentials fihrt. Dem Iy, kommt somit eine wichtige
Rolle bei der Entstehung kardialer Arrhythmien zu, auch wenn sein genauer Beitrag
zur Entstehung von Herzrhythmusstérungen aktuell noch diskutiert wird (67, 102—
104).

1.4 Molekulare Grundlagen der Glanzstreifenarchitektur

Fur eine reibungslose Erregungsweiterleitung sowie eine physiologisch ablaufende
Kontraktion des Herzmuskels sind besondere Zell-Zell-Kontakte ndétig, welche die
enge Zusammenarbeit der Herzmuskelzellen als funktionelle Einheit erméglichen.
Diese speziellen End-zu-End-Zellkontakte zwischen benachbarten Herzmuskelzellen

werden als Glanzstreifen oder Disci intercalares bezeichnet. Sie dienen zum einen
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der mechanischen Verbindung benachbarter Zellen, zum anderen spielen sie eine
wichtige Rolle fur die Signaltransduktion und Erregungsausbreitung. Nach der
klassischen (und inzwischen veralteten) Definition setzen sich die Glanzstreifen aus
drei separaten Hauptbestandteilen zusammen: Auf der einen Seite aus den Gap
Junctions, die fur die elektrochemische Kommunikation zwischen den Zellen sorgen,
auf der anderen aus den Desmosomen sowie den Fasciae adhaerentes, die eine
mechanische Verbindung der Zellen herstellen (121). Dartber hinaus sind an den
Glanzstreifen noch viele weitere wichtige Proteine lokalisiert, wie z.B. lonenkanale
(70, 122) oder multifunktionale Ankerproteine (123). Eine schematische Darstellung

der molekularen Glanzstreifen-Architektur zeigt Abb. 2.
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Abb. 2 Schematische Darstellung der molekularen Glanzstreifen-Architektur zwischen zwei benachbarten
Kardiomyozyten. Als Glanzstreifen werden die speziellen End-zu-End-Zellkontakte von Herzmuskelzellen mit
ihren charakteristischen Komponenten bezeichnet. Gap Junctions dienen vor allem der elektrochemischen
Kommunikation zwischen angrenzenden Kardiomyozyten; Desmosomen und Fasciae adhaerentes, die innerhalb
der Area composita organisiert sind, dienen der mechanischen Zell-Zell-Verbindung. Neben diesen klassischen
Glanzstreifen-Komponenten finden sich auch lonenkanéle, darunter Nay1.5, bevorzugt an den Glanzstreifen.

Inzwischen geht man davon aus, dass die einzelnen Glanzstreifen-Komponenten
eine funktionelle Einheit darstellen und sich in einem engen Zusammenspiel
gegenseitig in ihrer Funktion und Lokalisation beeinflussen (124-126). Zunéachst

sollen jetzt die einzelnen Bestandteile der Disci intercalares kurz vorgestellt werden.
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Im Hinblick auf die pathophysiologischen Mechanismen der ARVC werden
anschlieBend komplexere Zusammenhange dieser teilweise als eigenstandige
,Oorganelle® (124) bezeichneten Struktur n&her beleuchtet (s. Kap. 1.5.2). Ein
besonderer Fokus soll dabei auf der Rolle von Plakophilin-2 innerhalb dieses
Zusammenspiels und vor allem dessen Einfluss auf den ebenfalls bevorzugt an den

Glanzstreifen lokalisierten spannungsabhangigen Natriumkanal Nay1.5 liegen.

1.4.1 Elektrochemische Zell-Zell-Kommunikation: Gap Junctions (Nexus)

Die auch als Nexus bezeichneten Gap Junctions sind aus Membranproteinen
geformte Kanale zur Uberbriickung des ca. 63 nm breiten Interzellularraumes. Uber
die 2,8 nm grofRen Poren ist ein Austausch von lonen und kleineren Molektlen bis zu
1 kDa zwischen benachbarten Zellen mdglich (127). Eine Gap Junction setzt sich aus
zwei hexameren Hemikandlen zusammen, den sog. Connexonen, die jeweils aus
sechs Connexinen aufgebaut sind. Von diesen Membranproteinen sind bisher 21
gewebsspezifische Typen bekannt (127); Connexin43 (Cx43) ist dabei die am
haufigsten im Herzen vorkommende Isoform (128). Mehrere Untersuchungen haben
gezeigt, dass Cx43 jedoch nicht nur als Bestandteil von Gap Junctions vorkommt,
sondern auch auf3erhalb der Nexus zu finden ist, wo es womoglich eine Rolle fur die
Kommunikation mit anderen Glanzstreifen-Molekulen spielt (129, 130).

Gap Junctions sind im Arbeitsmyokard hauptsachlich an den Glanzstreifen lokalisiert
(227), wo sie eine Vielzahl an physiologischen Funktionen erfillen. Sie sind unter
anderem verantwortlich fur die elektrische Kopplung benachbarter Zellen, da tber sie
(hauptséachlich) die Weiterleitung von Aktionspotentialen erfolgt. Durch die
entstehende funktionelle Aufhebung der Zell-Zell-Grenzen ist eine Synchronisation
der Kkontraktilen Aktivitat angrenzender Kardiomyozyten moglich, sodass die
Herzmuskelzellen letztendlich als funktionelles Synzytium fungieren (127, 131). Eine
veranderte Connexin-Expression mit Stérung der Gap-Junction-Struktur ist mit
verschiedenen kardialen Krankheitsbildern assoziiert (132-134). Die damit
verbundene verzogerte Reizweiterleitung wird mit far die Entstehung von
(Reentrant-)Arrhythmien bis hin zum pl6tzlichen Herztod verantwortlich gemacht (37,
135). Eine intakte Gap-Junction-Funktion ist demnach Voraussetzung flir eine
physiologische Signaltransduktion, Erregungsausbreitung und Synchronisation

benachbarter Herzmuskelzellen.
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1.4.2 Mechanische Zell-Zell-Verbindungen: Desmosomen und Fasciae adhaerentes

Zur mechanischen Verbindung benachbarter Kardiomyozyten bilden Fasciae
adhaerentes einen geschlossenen girtelférmigen Zellkontakt zwischen den Zellen.
Liegen sie punktférmig vor, werden sie als Fokale Kontakte bezeichnet. Die kardialen
Fasciae adhaerentes sind aus N-Cadherin-Homodimeren aufgebaut, die einen
extrazellularen Anteil zur Verbindung mit der benachbarten Zelle und eine
intrazellulare Domane zur Verbindung mit dem eigenen Aktin-Zytoskelett besitzen.
Uber ihre Funktion der mechanischen Zell-Zell-Verbindung hinaus spielen die
Fasciae adhaerentes auch eine wichtige Rolle in der Mechanotransduktion, also der
Wahrnehmung von zytoskelettalen Spannungskraften und deren Umsetzung in

Veranderungen der Zellmorphologie (136, 137).

Neben den Fasciae adhaerentes sind auch Desmosomen zustandig fur den
mechanischen Zusammenhalt benachbarter Zellen. Sie stellen eine Verbindung her
zwischen dem jeweils eigenen Zytoskelett und dem der angrenzenden Zelle. Im
interzellularen Spalt binden die Briickenproteine Desmoglein-2 und Desmocollin-2
zweier benachbarter Herzmuskelzellen aneinander. Diese Transmembranproteine,
die zur Familie der Cadherine gehoren, sind durch sog. Plagues an der Innenseite
der Plasmamembran verankert. Die Plaque-Proteine Plakoglobin und Plakophilin-2,
Mitglieder der Armadillo-Familie, sind wiederum mit Desmoplakin assoziiert, das
letztendlich Gber den C-Terminus die Verbindung zu den Desmin-Filamenten des
Zytoskeletts herstellt. Plakophiline sind aus zehn sich wiederholenden DNA-
Sequenzen aus jeweils 42 Aminosauren aufgebaut und finden sich neben ihrer
Lokalisation als Bestandteil der Desmosomen auch im Zellkern, wo ihre

regulatorische Funktion im Rahmen der Transkription diskutiert wird (138).

Desmosomen finden sich in Geweben, die besonderem mechanischem Stress
ausgesetzt sind, darunter Epithelzellen der Haut und Herzmuskelzellen (139, 140).
Stérungen der desmosomalen Integritédt durch Mutationen in einem der beteiligten
Proteine finden sich beispielsweise bei blasenbildenden Hauterkrankungen wie dem
Pemphigus vulgaris (141). Ob die dadurch gestdorten mechanischen Zell-Zell-
Verbindungen eine direkte Folge der desmosomalen Dysfunktion sind oder ob die
Veranderung weiterer Signaltransduktionswege ursachlich ist, ist noch nicht
abschlieBend geklart (139). Desmosomen bzw. deren Bestandteile sind namlich

neben ihrer Funktion als mechanische Verbindung angrenzender Zellen auch an
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einer Vielzahl an Interaktionen mit benachbarten Glanzstreifen-Proteinen beteiligt (s.
Kap. 1.5.2).

Die strikte Trennung der mechanischen Zell-Zell-Verbindungen in Fasciae
adhaerentes und Desmosomen ist in adulten humanen Kardiomyozyten nicht
maoglich. Im Laufe der embryonalen Herzentwicklung vereinigen sich diese beiden
Glanzstreifen-Komponenten zu einer gemeinsamen Struktur, die gleichzeitig eine
Verbindung zum Aktin- wie auch zum Desmin-Zytoskelett darstellt: der Area
composita (142, 143). Die Glanzstreifen bestehen zu tber 90 % aus Bereichen der
Area composita, dazwischen finden sich Gap Junctions, einzelne separate

Desmosomen sowie kleine Abschnitte ohne Zell-Zell-Verbindung (143).

1.5 Pathophysiologische Mechanismen der ARVC

1.5.1 Genetische Grundlagen der ARVC

Obwohl die Erkrankung bereits 1736 erstmals in der Literatur beschrieben wurde
(144), waren die der ARVC zugrundeliegenden Pathomechanismen lange
unbekannt. Bis vor wenigen Jahrzehnten ging man von einer kongenitalen
Entwicklungsstorung des rechten Ventrikels aus, weshalb die Erkrankung auch lange
als Arrhythmogene Rechtsventrikulare Dysplasie (ARVD) bezeichnet wurde (32, 145,
146). Den entscheidenden Durchbruch erbrachten Untersuchungen an Patienten, die
an autosomal-rezessiv vererbten kardiokutanen Syndromen wie dem Naxos- oder
Carvajal-Syndrom litten. Im Jahr 2000 wurde die ursachliche Mutation der Naxos-
Krankheit identifiziert: eine homozygote Basenpaardeletion im JUP2-Gen, welches
fur das desmosomale Protein Plakoglobin kodiert (147, 148). Zur Symptomtrias
dieser Erkrankung zahlen neben wollenem Haar und palmoplantarer Keratose auch
Merkmale der ARVC. Diese Entdeckung war ein erster Hinweis darauf, dass es sich
bei der ARVC um eine genetisch determinierte Erkrankung der Desmosomen
handeln konnte. Etwa zur gleichen Zeit wurde dann auch die erste mit der
autosomal-dominant vererbten Hauptform der ARVC assoziierte Mutation identifiziert:
In einer grofRen norditalienischen Familie zeigte sich ein gehauftes Auftreten einer
Mutation im Desmoplakin-Gen (DSP), also erneut in einem desmosomalen
Bestandteil (149, 150). Mittlerweile sind 12 mit der ARVC assoziierte Gene
identifiziert worden (151). Davon stellen die Gene, welche fir die desmosomalen
Proteine Plakophilin-2 (PKP2), Desmoplakin (DSP), Desmocollin-2 (DSC2),
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Desmoglein-2 (DSG2) und Plakoglobin (JUP) kodieren, mit insgesamt 50 — 70% die
groldte Gruppe dar (152). Hinzu kommen Mutationen in Genen fir den
Ryanodinrezeptor 2 (RyR2), den Wachstumsfaktor TGFB3 (TGFB3), das
Transmembranprotein TMEM43 (TMEM43), Desmin (DES), Titin (TTN), Lamin A/C
(LMNA) sowie Phospholamban (PLN) (26, 27). Die zunehmende Identifikation nicht-
desmosomaler Proteine, die mit der ARVC assoziiert sind, fihrte zur aktuell
vertretenen Annahme, dass bei der Erkrankung allgemein eine Stérung der
Glanzstreifen-Architektur, also nicht nur der Desmosomen, zugrundeliegt (124).
Anhand der unterschiedlichen Mutationen, die zur Manifestation der ARVC fihren,
lasst sich die Erkrankung in 12 Typen unterteilen. Typ 9, welcher durch Uber 25
verschiedene Mutationen (vor allem Basenpaardeletionen) im PKP2-Gen
gekennzeichnet ist (27), stellt mit bis zu 43% die haufigste Form dar (153). Daruber
hinaus machen PKP2-Mutationen auch die deutliche Mehrheit der Gendefekte bei
familiar gehauftem Auftreten der ARVC aus (154). Diese Patienten zeigen im
Durchschnitt circa zehn Jahre friher erste Symptome der Erkrankung, auf3erdem
treten bei ihnen deutlich friher Rhythmusereignisse auf als bei ARVC-Patienten ohne
PKP2-Mutation (11).

1.5.2 Molekulare Mechanismen der Arrhythmogenese: Stand der Forschung

Die der Arrhythmogenese zugrundeliegenden Mechanismen sind bis heute nicht
abschlieBend erklart. Als eine Ursache fir die Entstehung von Arrhythmien bei
ARVC-Patienten wurden zunachst die bereits erwédhnten strukturellen
Veranderungen im Bereich des rechten bzw. oft auch linken Ventrikels diskutiert. Die
fettig-fibrotischen Umbauzonen des Ventrikelmyokards stellen anatomische
Hindernisse und somit Préadilektionsstellen fur das Auftreten von kreisenden
Erregungen dar (23, 155-157). Da es bei einem nicht unerheblichen Teil der
Patienten jedoch schon vor dem Auftreten struktureller Veranderungen zur
Entwicklung schwerer Herzrhythmusstérungen bis hin zum pl6tzlichen Herztod
kommt (8), mussen noch andere Pathomechanismen eine Rolle spielen. Aus diesem
Grund hat sich der wissenschaftliche Fokus in den vergangenen Jahren zunehmend
auf molekulare Mechanismen gerichtet. Mit stetig wachsendem Verstandnis der
hochkomplexen Glanzstreifenarchitektur sind verschiedene Protein-Interaktionen in
den Vordergrund getreten, die an der Stérung des elektrophysiologischen
Gleichgewichts und somit an der Arrhythmogenese beteiligt sein kénnten. Fir das
bevorzugt an den Glanzstreifen vorkommende Armadillo-Protein Plakophilin-2 sind
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zahlreiche Wechselwirkungen mit benachbarten Strukturen beschrieben (125, 158).
Uber welche Mechanismen eine Mutation im PKP2-Gen jedoch genau zur
Arrhythmie-Entstehung bei ARVC-Patienten beitragt, ist Gegenstand der aktuellen
Forschung. Die bisher bekannten pathophysiologischen Zusammenhange sollen im

Folgenden néher beleuchtet werden.
Gap-Junction-Remodeling durch PKP2-Defizit

Bei ARVC-Patienten mit Mutationen in desmosomalen Proteinen wurden verminderte
Expressionslevel an Connexinen, den Bestandteilen der Gap Junctions, beobachtet
(134, 159). Zwischen den beiden urspringlich separat betrachteten Zell-Zell-
Kontakten Desmosomen und Gap Junctions ist inzwischen eine enges
Zusammenspiel bekannt. Die beiden Strukturen sind gemeinsam an den
Glanzstreifen lokalisiert (160) und beeinflussen sich gegenseitig in ihrer Verteilung.
Eine verminderte Expression desmosomaler Bestandteile fiihrt sowohl zu einer
reduzierten Zahl an Gap Junctions insgesamt als auch zu Veranderungen in deren
Lokalisation (134, 159, 161, 162). Es konnte zudem gezeigt werden, dass sich das
desmosomale Plaque-Protein PKP2 in einem gemeinsamen makromolekularen
Komplex mit (nicht in Gap Junctions organisiertem) Connexin 43 befindet und dessen
Expression bzw. Lokalisation moduliert (161-163). Eine verminderte PKP2-
Expression fihrt demnach nicht nur zum Gap-Junction-Remodeling, sondern auch zu
einer insgesamt verminderten Connexin-Expression und zu dessen Umverteilung von
den Glanzstreifen ins Zytoplasma (159, 162). Aufgrund dieser engen rdumlichen und
funktionellen Beziehung der beiden Komponenten wird dieser Proteinkomplex auch
als ,Connexom“ bezeichnet (126, 164). Cx43 interagiert darlber hinaus auch mit
benachbarten lonenkandlen wie dem Kaliumkanal Kir2.1 (165, 166) und dem
spannungsabhangigen Natriumkanal Nayl.5 (130, 167). Bei einem Cx43-Verlust
wurden signifikant niedrigere Natriumspitzenstrome beobachtet, auf3erdem kam es
zur verminderten Lokalisation des Nay1.5 an den Glanzstreifen (125, 168, 169). Es
ware also denkbar, dass eine Mutation im PKP2-Gen mit verminderter PKP2-
Expression Uber ein verdndertes Connexin-Muster zu Stérungen der interzellularen
Erregungsweiterleitung und elektrischer Instabilitat fuhrt. Diese PKP2-abhangigen
Veranderungen in den Gap Junctions konnten ein wichtiger Baustein der

Arrhythmogenese bei ARVC-Patienten sein.
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Einfluss von PKP2 auf den spannungsabhéangigen Natriumkanal Nayl1.5

Wie bereits in Kap. 1.4 beschrieben, finden sich an den kardialen Glanzstreifen auch
lonenkanéle, deren Rolle in der Arrhythmogenese der ARVC zunehmend diskutiert
wird. Mit fortschreitender Identifikation der Interaktionen von PKP2 mit seinen
benachbarten Strukturen ist sein Zusammenhang mit dem bevorzugt an den
Glanzstreifen vorkommenden spannungsabhangigen Natriumkanal Nayl.5 ins
wissenschaftliche Interesse geriickt. PKP2 scheint einen direkten Einfluss auf die
Expression, Lokalisation und Funktion des Nayl.5 zu haben. Entscheidende
Ergebnisse kamen aus dem Labor unter Prof. Mario Delmar, NYU School of
Medicine. Die Arbeitsgruppe hat zum ersten Mal eine Kolokalisation von PKP2 und
Nay1l.5 an den Glanzstreifen beschrieben (125, 170). Aul3erdem konnte ein direkter
funktioneller Zusammenhang zwischen der Expression von PKP2 und der Aktivitat
des spannungsabhangigen Natriumkanals gezeigt werden. In Ratten-
Ventrikelkardiomyozyten zeigte sich nach PKP2-Knockdown eine Verringerung des
Spitzennatriumstroms. Des  Weiteren kam es zu Veranderungen im
Offnungsverhalten des Nay1.5 mit Linksverschiebung der Steady-State-Inaktivierung
sowie verzogerter Erholung nach Inaktivierung. Als mégliche Folge dessen wurden
eine Verlangsamung der interzellularen Erregungsausbreitung, ein
frequenzabhangiges Versagen der Aktivierung sowie vermehrt arrhythmogenes
Verhalten beobachtet (170). In heterozygoten PKP2*"-Mé&usen konnte die reduzierte
Natriumstromdichte bestatigt werden, jedoch ohne nachweisbare Veranderungen in
der Lokalisation des Nay1.5 (171). Einen starken Hinweis auf den direkten kausalen
Zusammenhang zwischen der Expression von PKP2 und der Funktion des
spannungsabhangigen Natriumkanals lieferte eine Folgearbeit derselben
Arbeitsgruppe: In  Kardiomyozyten aus HL1-KD-Mausen bzw. induzierten
pluripotenten Stammzellen eines ARVC-Patienten mit Mutation im PKP2-Gen wurde
eine verringerte Natriumstromdichte an den Glanzstreifen gemessen, die nach
Austausch der Mutation mit Wildtyp-PKP2 wieder korrigiert werden konnte (172).
Diese Ergebnisse weisen auf ein enges Zusammenspiel zwischen PKP2 und Nay1.5
hin und fuhrten zur Hypothese, dass PKP2-bedingte Veranderungen im
spannungsabhangigen Natriumstrom eine wichtige Rolle in der Arrhythmogenese
von ARVC-Patienten spielen konnten (170, 173). Uber welche Mechanismen
Plakophilin-2 den spannungsabhangigen Natriumkanal genau beeinflusst, ist jedoch

noch nicht endgultig geklart.
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Rolle von Ankyrin G als ,,Organisationszentrum“ der Glanzstreifen-Architektur

Eine Rolle in dieser Kausalkette spielt moglicherweise das multifunktionale
Regulatorprotein Ankyrin G (AnkG), welches als eine Art ,Organisationszentrum® der
Glanzstreifen-Architektur verstanden wird und unter anderem daftir zustandig ist, die
Verankerung wichtiger Glanzstreifenproteine an der Plasmamembran zu regulieren
(123, 174). Seine urspringlich zugeschriebene Funktion als reines Ankerprotein ist
mittlerweile Gberholt: Zum einen ist eine korrekte Lokalisation und Funktion von AnkG
notwendig fur eine intakte mechanische Zell-Zell-Verbindung (125). Zum anderen
interagiert AnkG mit zahlreichen benachbarten Protein, darunter auch PKP2. Ein
Verlust von PKP2 fuhrt zur verminderten Expression von AnkG, umgekehrt hat ein
AnkG-Verlust die fehlerhafte Lokalisation von PKP2 zur Folge (125). Des Weiteren
verursacht eine reduzierte AnkG-Expression, ahnlich wie ein Verlust von PKP2, eine
verringerte Cx43-Expression und daraus folgend eine reduzierte elektrische
Kommunikation zwischen benachbarten Kardiomyozyten (125). AuRerdem reguliert
AnkG, wie bereits im Kapitel 1.2.3 besprochen, die korrekte Lokalisation und
Funktion des spannungsabhéangigen Natriumkanals (71, 79); ein AnkG-Verlust fuhrt
in der Folge zur reduzierten Nayl.5-Expression, einem verminderten
Spitzennatriumstrom sowie zu einer verlangsamten Aufstrichgeschwindigkeit des
Aktionspotentials (79, 125, 175). Denkbar wére also auf der einen Seite, dass eine
Mutation im PKP2-Gen Uber den Mechanismus einer verringerten AnkG-Expression
zu Veranderungen in der Lokalisation und Funktion des spannungsabhangigen
Natriumkanals Nayl.5 fuhrt. Auf der anderen Seite kommt auch eine direkte

Interaktion zwischen PKP2 und Nay1.5 in Frage.
Glanzstreifen als ,,funktionelle Organelle“

Insgesamt fuhren all diese Erkenntnisse zu dem Schluss, dass man die einzelnen
kardialen Glanzstreifen-Proteine nicht mehr isoliert voneinander betrachten kann.
Stattdessen muss man davon ausgehen, dass die Glanzstreifenarchitektur ein
komplexes Konstrukt ist und ein feines Zusammenspiel der einzelnen Glanzstreifen-
Proteine notwendig ist fur eine funktionierende Zell-Zell-Kommunikation (124, 125,
170, 175). Veranderungen in der Expression eines oder mehrerer
Glanzstreifenproteine kdonnen das Gleichgewicht dieses zusammenhangenden
Proteinnetzwerkes ins Wanken bringen und schwerwiegende Folgen fir die

Elektrophysiologie der Herzmuskelzelle mit sich bringen.
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Mutationen im desmosomalen Plaque-Protein Plakophilin-2 flihren zu vielfaltigen
Storungen der allgemeinen Glanzstreifenstruktur. Neben einer Dysfunktion der
Desmosomen, also der mechanischen Zell-Zell-Verbindungen, kommt es zum Gap-
Junction-Remodeling mit moglicher elektrischer Instabilitat. Dariber hinaus scheint
ein direkter Zusammenhang zwischen PKP2 und dem spannungsabhéngigen
Natriumkanals Nayl.5 zu bestehen: Fir Mutationen im PKP2-Gen sind eine
Verringerung des Spitzennatriumstroms sowie Veranderungen im Offnungsverhalten
des Nayl.5 beschrieben. Welche genauen Auswirkungen eine Loss-of-Function-
Mutation im PKP2-Gen auf die Eigenschaften des Natriumkanals und auf die damit
verbundene Kinetik des kardialen Aktionspotentials hat, soll in der vorliegenden
Arbeit weiter konkretisiert werden.

1.6 Fragestellungen und Zielsetzungen

Die ARVC stellt weiterhin eine haufige Ursache fir den plotzlichen Herztod bei
jungen, sportlichen Patienten dar. Als Voraussetzung fiir eine Weiterentwicklung der
bisher noch eingeschrankten diagnostischen und therapeutischen Mdglichkeiten ist
ein gesteigertes Verstandnis der Pathophysiologie der Erkrankung notig.
Insbesondere die Mechanismen fir die Entstehung der lebensbedrohlichen
Arrhythmien, die haufig schon vor dem Auftreten struktureller Veranderungen
entstehen, sind derzeit Gegenstand intensiver Forschung. Mutationen im PKP2-Gen
stellen den Grof3teil der mit der ARVC assoziierten Mutationen dar. Auf welche
Weise PKP2-Mutationen jedoch das elektrophysiologische Gleichgewicht von

Herzmuskelzellen beeinflussen, ist noch nicht abschlie3end geklart.

In der vorliegenden Forschungsarbeit sollten die Auswirkungen der erstmals in der
Literatur beschriebenen Loss-of-function-Mutation c¢.1664delT im PKP2-Gen, die in
einer Patientin mit Uberlebtem plotzlichen Herztod gefunden wurde, auf das
elektrophysiologische Verhalten von Kardiomyozyten untersucht werden. Die 20-
jahrige Patientin mit diagnostisch gesicherter ARVC stammt aus einer grof3en
LARVC-Familie® mit hereditarer PKP2-Mutation. Die betroffenen Familienmitglieder
weisen unterschiedlich ausgeprégte klinische Merkmale auf, von vollkommener
Symptomfreiheit Uber EKG- und/oder echokardiographische Veranderungen bis hin

zu rezidivierenden Synkopen und ventrikularen Tachykardien.
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Im Rahmen dieser Arbeit sollten die elektrophysiologischen Auswirkungen der
genannten PKP2-Mutation auf Einzelzellebene untersucht werden. Daflir wurden
funktionelle Experimente an Herzmuskelzellen zweier Mutationstragerinnen — der
0.g. ARVC-Patientin sowie ihrer etwa gleichaltrigen, bisher Kklinisch
asymptomatischen Schwester — durchgefihrt und mit Zellen einer gesunden
Probandin verglichen. Der direkte Vergleich von Kklinisch kranker und bisher
asymptomatischer Mutationstréagerin war von besonderem Interesse, da die
Risikostratifizierung von Tragern einer mit der ARVC assoziierten Mutation nach wie

vor eines der Hauptprobleme im klinischen Management der Erkrankung darstellt.

Als Zellmaterial dienten Kardiomyozyten aus induzierten pluripotenten Stammzellen
(hiPSC-CMs); hierfur wurden patienteneigene mononukleare Zellen aus dem
peripheren Blut isoliert, zu pluripotenten Stammzellen reprogrammiert und
anschlieRend zu Herzmuskelzellen ausdifferenziert’. Vor Beginn der funktionellen
Experimente musste zunachst die Kultur von induzierten pluripotenten Stammzellen
sowie deren Differenzierung zu Kardiomyozyten erlernt und etabliert werden. Im
Anschluss an die vierwochige Differenzierung wurde ahfRerdem eine Reifungszeit
von drei Monaten eingehalten, bevor mit den Messungen an den hiPSC-CMs

begonnen werden konnte.

1.6.1 Einfluss von PKP2 auf die Expression relevanter Glanzstreifen-Proteine

Mutationen im PKP2-Gen gehen in der Regel mit Veranderungen in der Expression
von Plakophilin-2 einher. AuRerdem scheint PKP2 Uber zahlreiche Interaktionen die
Expression bzw. Lokalisation benachbarter Glanzstreifenproteine zu beeinflussen
(124, 134, 176). Im Zusammenhang mit PKP2-bedingten Veranderungen im
spannungsabhangigen Natriumstrom sind die assoziierten Proteine Ankyrin G und
Nayl.5 von besonderer Relevanz (125, 170, 175). Aus diesem Grund sollten mittels

Immunofluoreszenzfarbungen an hiPSC-CMs folgende Fragen beantwortet werden:

- Welche Auswirkungen hat die 0.g. Mutation im PKP2-Gen auf die Expression

der miteinander assoziierten Glanzstreifen-Proteine PKP2, AnkG und Nay1.5?

- Welche Hinweise ergeben sich daraus auf mdgliche Mechanismen der
Arrhythmogenese?

! Eine genauere Einfuhrung in die Methode liefert Kap. 2.2.
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1.6.2 Auswirkungen der PKP2-Mutation auf das kardiale Aktionspotential

Um den Ursachen der Arrhythmie-Entstehung weiter auf den Grund zu gehen, wurde
mittels  Whole-Cell-Patch-Clamp-Technik die  Morphologie des kardialen
Aktionspotentials naher untersucht. Dabei wurden mit verschiedenen Frequenzen
stimulierte Aktionspotentiale ventrikularer hiPSC-induzierter Kardiomyozyten im

Hinblick auf folgende Fragestellungen untersucht:

- Welche Auswirkungen hat die o.g. Mutation auf die Aktionspotential-
Parameter Aufstrichgeschwindigkeit, Amplitude, AP-Dauer sowie auf das

Ruhemembranpotential?

- Stehen die gefundenen Verédnderungen in Zusammenhang mit den

Verédnderungen des spannungsgesteuerten Natriumstroms?

1.6.3 Zusammenhang zwischen PKP2 und dem spannungsabhangigen Natriumstrom

Als moglicher Mechanismus fur die Entstehung von Arrhythmien bei ARVC-Patienten
wird eine gestorte Funktion des spannungsabhangigen Natriumkanals Nayl.5
diskutiert (173). Nayl.5 befindet sich in einem gemeinsamen makromolekularen
Komplex mit PKP2 und wird in seiner Expression und Funktion von diesem
beeinflusst. In Tiermodellen sowie vereinzelt in Kardiomyozyten aus induzierten
pluripotenten Stammzellen wurde ein verringerter Spitzennatriumstrom als Folge von
PKP2-Mutationen beschrieben (170-172). Eine detaillierte Untersuchung des
Offnungsverhaltens des spannungsabhangigen Natriumkanals sowie des spaten
Natriumstroms an hiPSC-CMs hat bisher jedoch noch nicht stattgefunden. Mittels
Patch Clamp sollten neben Spitzennatriumstrom (Inamax) Und spatem Natriumstrom
(Ina) die Parameter Steady-State-Aktivierung bzw. -Inaktivierung, Erholung nach
Inaktivierung sowie intermediare Inaktivierung untersucht werden. Folgende Fragen

sollten dabei geklart werden:

- Kann die bereits beschriebene Verringerung des Natriumspitzenstroms auch
als Folge der hier untersuchten PKP2-Mutation in Kardiomyozyten aus

induzierten pluripotenten Stammzellen beobachtet werden?

- Welche Veranderungen ergeben sich in Bezug auf die Kinetik des

spannungsgesteuerten Natriumstroms?
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- Welche Rolle spielt der spate Natriumstrom (Ina,) in der Arrhythmogenese bei
ARVC-Patienten?

1.6.4 Vergleich einer ARVC-Patientin mit einer asymptomatischen Mutationstragerin

Die Risikostratifizierung von Tragern einer mit der ARVC assoziierten Mutation stellt
weiterhin ein grol3es klinisches Problem dar. Aufgrund der heterogenen Auspragung
des klinischen Phanotyps ist eine Prognose Uber den Krankheitsverlauf schwierig.
Hinzu kommt, dass viele Mutationstrager nie Symptome entwickeln — aber mit der
Ungewissheit leben mussen, nicht doch eines Tages ein schweres Rhythmusereignis
zu erleiden. Von grof3em Interesse ware daher ein besseres Verstandnis tber die
pathophysiologischen bzw. kompensatorischen Mechanismen, die dazu fihren, dass
ein  Mutationstrager schlieBlich an der ARVC erkrankt oder lebenslang
asymptomatisch bleibt. Dazu soll die vorliegende Arbeit einen entscheidenden
Beitrag leisten, indem sie die soeben genannten Auswirkungen einer Loss-of-
Function-Mutation im PKP2-Gen zwischen einer Patientin mit der klinischen
Diagnose ARVC und ihrer asymptomatischen Schwester, Tragerin der gleichen

Mutation, untersucht. Dabei sind folgende Fragen von Interesse:

- Gibt es Unterschiede auf zellularer Ebene, die mit den abweichenden

klinischen Verlaufen korrelieren?

- Welche Aussagen ergeben sich dadurch far die Prognose und
Risikostratifizierung von ARVC-Patienten?
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Material und Methoden

2.1 Patientenrekrutierung und klinische Patientendaten

Im klinischen Alltag konnte eine 20-jahrige Patientin mit der Diagnose ARVC, Typ 9,
identifiziert werden. Nach einem Kreislaufstillstand wahrend intensiver sportlicher
Betatigung (Kickbox-Training) und erfolgreicher Reanimation wurde diese Patientin
eingehend klinisch untersucht. Bereits im Vorfeld litt sie an rezidivierenden
Palpitationen und Prasynkopen. Im Rahmen der stationaren Diagnostik fand sich ein
auffalliges 12-Kanal-EKG mit T-Negativierungen in den rechtsprakordialen
Ableitungen V1-V3; sowie dem charakteristischen Epsilon-Potential in V1 (s. Abb. 3.A).
Echokardiographisch  zeigte sich initial eine mittelgradig eingeschrankte
linksventrikulare Pumpfunktion bei paradoxer Septumbewegung und septal-apikalen
Hypokinesien, welche sich im Verlauf jedoch wieder normalisierte. Aul3erdem wurde
eine deutliche VergrolRerung des rechten Ventrikels (RVEDD 4,9 cm) mit
Trabekelhypertrophie sowie vermehrter interstitieller Fibrose ohne Lipomatose
festgestellt. Diese funktionell-morphologischen Verdnderungen blieben auch im
weiteren Verlauf bestehen und konnten im Kardio-MRT (s. Abb. 3.B) bestétigt
werden. Hier fanden sich auferdem eine umschriebene aneurysmatische
Aussackung im Bereich des rechtsventrikularen Ausflusstraktes sowie eine
Dyskinesie der Vorderwand des rechten Ventrikels. In der Myokardbiopsie zeigten

sich endomyokardial fibrotische Veranderungen.
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Abb. 3 Kardiologische Diagnostik der 20-jahrigen ARVC-Patientin nach erfolgreicher Reanimation. A. Ruhe-
EKG: rechtsprékordiale T-Negativierungen (Pfeile) und Epsilon-Welle. B. Kardio-MRT: deutliche VergréRerung
des rechten Ventrikels, aneurysmatische Veranderung des rechtsventrikularen Ausstromtraktes.
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Neben diesen fiur die ARVC typischen klinischen Befunden konnte bei der Patientin
eine erstmals in der Literatur beschriebene Basenpaardeletion im PKP2-Gen
(c.1664delT; p.Phe555SerfsX8, Exon 7) nachgewiesen und somit die Diagnose
ARVC gestellt werden. Beim genetischen Screening wurden weitere 11 von 19
untersuchten Familienmitgliedern als Trager der gleichen Mutation identifiziert. Im
Stammbaum der Familie lasst sich ein autosomal-dominantes Vererbungsmuster
erkennen (s. Abb. 4). Wahrend sich beim Grof3teil der betroffenen Verwandten (n =
10) unterschiedlich ausgepragte strukturelle Veranderungen des rechten Ventrikels
zeigten, blieb eine Mutationstragerin bis zum heutigen Tag klinisch unauffallig (mit

Stern markiert).
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Abb. 4 Stammbaum der Familie der Indexpatientin (@). 12 von 19 getesteten (@) Familienmitgliedern
tragen die gleiche Mutation im PKP2-Gen (A). Es ist ein autosomal-dominantes Vererbungsmuster erkennbar.
Von den mit Y markierten Mutationstragern wurden Blutproben fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten
funktionellen Messungen enthommen (abgewandelt aus Fuerstenau-Sharp et al. (181)).

‘cb

2.2 Humane induzierte pluripotente Stammzellen

2.2.1 Hintergriinde und Methodik

Gerade bei Experimenten an Kardiomyozyten stellt die Materialgewinnung stets eine
gro3e Herausforderung dar. Meist werden Messungen am Tiermodell durchgefuhrt;
hier besteht aber das Problem der eingeschrankten Ubertragbarkeit auf den
Menschen. Die Arbeit an patienteneigenen Herzmuskelzellen ist jedoch bei nicht-

operierten Patienten, geschweige denn bei gesunden Menschen in der Regel nicht

32



moglich. Eine neue, vielversprechende Methode zur Erstellung von
patientenspezifischen in-vitro-Modellen bietet deshalb die Forschung mit humanen
induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPSCs). Die Grundlage dieser Methode ist
es, ausdifferenzierte somatische Zellen, z.B. mittels retroviraler Transfektion, wieder
zurtck zu pluripotenten Stammzellen — den hiPSCs — zu programmieren. Diese
hiPSCs konnen wiederum zu Zellen aller drei Keimblatter differenziert werden. Die
Erstbeschreiber dieser Methode um den Nobelpreistrager Yamanaka und seinen
Kollegen Takahashi veroffentlichten im Jahr 2006 ein Protokoll, das es mdglich
gemacht hatte, Maus-Fibroblasten mithilfe der retroviralen Vektoren OCT4, SOX2,
KLF4 und c-MYC zurlck zu pluripotenten Stammzellen zu programmieren (177). Im
Jahr darauf erschienen dann die ersten Ergebnisse zur erfolgreichen
Reprogrammierung von humanen Zellen zu hiPSCs (178, 179). Die Pluripotenz der
erhaltenen Zellen konnte eindricklich in vivo demonstriert werden: Bei der Injektion
von hiPSCs in immunsupprimierte SCID-Mause kam es zur Entstehung von
Teratomen, polymorphen Tumoren, die Zellen aller drei Keimblatter enthalten (179).
Als Ausgangszellmaterial fir die Programmierung zu hiPSCs kann eine Vielzahl an
somatischen Zelltypen verwendet werden. In der Regel wird mit Zellen gearbeitet, die
mit wenig Aufwand und vor allem mdglichst geringem Risiko fur den Patienten
gewonnen werden konnen, so z.B. dermalen Fibroblasten (179), Zellen der
Mundschleimhaut (180) oder peripheren Blutzellen (181). Die nach
Reprogrammierung erhaltenen hiPSCs kénnen dann theoretisch fur unbegrenzte

Dauer in Kultur gehalten oder kryokonserviert werden.

Zhang et al. gelang 2009 zum ersten Mal die Differenzierung von induzierten
pluripotenten Stammzellen zu Herzmuskelzellen (hiPSC-CMs) sowie die
Durchfihrung erster Aktionspotentialmessungen mittels Patch Clamp an den
gewonnenen Kardiomyozyten (182). Inzwischen sind hiPSC-CMs ein beliebtes in-
vitro-Modell, insbesondere zur Untersuchung monogenetischer Erkrankungen, wie
z.B. dem Long-QT-Syndrom (183). Im Februar 2015 veroffentlichte unsere
Arbeitsgruppe ein neues Protokoll zur Gewinnung Patienten-spezifischer hiPSC-CMs
aus T-Lymphozyten (181). AufRerdem konnte durch eine im Anschluss an die
Differenzierung stattfindende mehrtagige metabolische Selektion, also eine
Behandlung der gewonnenen Kardiomyozyten mit einem Glucose-freien Laktat-
Medium, die Aufreinigung der erhaltenen Kardiomyozyten nochmals verbessert

werden. Diese Methode macht sich zu Nutze, dass Herzmuskelzellen — im
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Gegensatz zu anderen somatischen Zellen — komplett auf Glucose als Nahrstoff
verzichten und ihren Energiebedarf allein Uber die Verstoffwechselung von Laktat
decken konnen. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass mit dieser Methode
Kardiomyozyten-Reinheiten von >90% erreicht werden koénnen (181). Erste
funktionelle Experimente zeigten, dass die hiPSC-induzierten Kardiomyozyten auch
auf hohe Stimulationsfrequenzen bis zu 3 Hz reagieren und eine physiologische
Beschleunigung der Repolarisation bei steigender Frequenz zeigen. Das Ansprechen
auf hohe Stimulationsfrequenzen ist insofern bedeutsam, da diese besonders
geeignet sind, Storungen der Natriumkanal-Funktion, z.B. in Form eines Conduction-
Velocity-Alternans, aufzudecken. Moreau et al. konnten nachweisen, dass sich in
hiPSC-CMs eine mit adulten humanen Kardiomyozyten vergleichbare Expression
von spannungsabhangigen Natriumkanalen, insbesondere Nay1.5, findet und sich
dieses Zellmodell somit gut zur Untersuchung der elektrophysiologischen

Eigenschaften von Natriumkanélen eignet (184).

2.2.2 Kardiomyozyten aus hiPSCs als in-vitro-Modell fur die ARVC

2012 gelang es der Arbeitsgruppe um Ma et al. zum ersten Mal, Herzmuskelzellen
aus induzierten pluripotenten Stammzellen eines ARVC-Patienten herzustellen; als
Ausgangsmaterial dazu dienten dermale Fibroblasten (185). Es konnte gezeigt
werden, dass die gewonnenen hiPSC-CMs typische Eigenschaften der ARVC
aufweisen, z.B. fibrolipomatdse Verdnderungen, eine verringerte EXxpression
desmosomaler Proteine sowie ein verandertes Connexin-Muster, und somit ein
brauchbares Modell fur in-vitro-Untersuchungen darstellen. Im selben Jahr erfolgten
die ersten funktionellen Messungen an hiPSC-CMs eines Patienten mit der klinischen
Diagnose ARVC und einer homozygoten Loss-of-Function-Mutation im PKP2-Gen in
der Gruppe um Cerrone et al. Es zeigte sich ein reduzierter Spitzennatriumstrom in
den hiPSC-CMs des ARVC-Patienten, der nach lentiviralem Austausch der Mutation
durch  Wildtyp-PKP2 wieder erhdht werden konnte (172). Weitergehende
Untersuchungen, insbesondere des Offnungsverhaltens des spannungsabhangigen
Natriumkanals Nay1.5, haben bisher jedoch an hiPSC-CMs von ARVC-Patienten mit

Mutationen im PKP2-Gen nicht stattgefunden.
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2.2.3 Generation patientenspezifischer induzierter pluripotenter Stammzellen

Fur die nachfolgenden experimentellen Arbeiten wurden Blutproben von zwei
Mutationstragerinnen gewonnen: von der initial rekrutierten ARVC-Patientin sowie
von ihrer bis zum Abschluss dieser Arbeit klinisch asymptomatischen Schwester,
welche die gleiche Mutation im PKP2-Gen tragt (beide Probandinnen sind in Abb. 4
mit Stern markiert). Als Vergleichsmaterial diente die Blutprobe einer gesunden
weiblichen, kaukasischen Kontrollperson. Alle drei Spenderinnen willigten schriftlich
in die Durchfuhrung der Experimente ein. Der von der Ethikkommission des
Universitatsklinikums Regensburg genehmigte Ethikantrag fur die Versuche dieser

Arbeit liegt vor.

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe um Maya Furstenau-Sharp und Martina E.
Zimmermann (181) wurden aus den genannten Blutproben periphere mononukleare
Blutzellen (PBMCs) isoliert und fur die T-Zell-Proliferation kultiviert. Anschlielend
konnten die gewonnenen T-Lymphozyten mittels retroviraler pMX-basierter Vektoren
mit humanem OCT3/4, SOX2, KLF4 und c-MYC zu induzierten pluripotenten
Stammzellen (hiPSCs) reprogrammiert werden; zur Reprogrammierung wurde das
ursprunglich von Takahashi et al. entwickelte Protokoll verwendet (179). Die
gewonnenen hiPSCs wurden im Anschluss kryokonserviert und lieferten das

Ausgangsmaterial flr unsere weitere Arbeit.

2.3 Kultur der induzierten pluripotenten Stammzellen

Im Rahmen dieses Forschungsprojekts wurden die von der Vorgruppe gewonnenen
hiPSCs der drei untersuchten Personen kultiviert und anschlielend zu
Kardiomyozyten differenziert. Die drei Zelllinien werden im nachfolgenden Text bzw.

den dazugehdrigen Abbildungen folgendermal3en benannt:

e Zellen der erkrankten Indexpatientin: Index(-patientin)
e Zellen der gesunden Mutationstragerin: Schwester

e Zellen der gesunden Kontrollperson: Kontrolle

Zunachst wurden die kryokonservierten Zellen im Wasserbad (37°C) aufgetaut, in
das hiPSC-Medium mTeSR™1? (berfihrt und fir 5 Minuten bei 1200 Upm

% Zu Losungen und Chemikalien s. Kapitel 2.4.1
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zentrifugiert. Nach Resuspension des Zellpellets in mTeSR™1 wurden pro Well
500ul Zellsuspension ausplattiert (s. Abb. 5.A). Die hiPSCs wurden auf Matrigel™-
beschichteten® 6-well-Platten in Kultur gehalten. Als Medium wurden 2ml mTeSR™1
pro Well verwendet. Die Brutschrankbedingungen umfassten eine Temperatur von
37°C, eine Oz-Konzentration von 20% sowie eine CO,-Konzentration von 5%. Neben
dem téglichen Mediumwechsel des hiPSC-Mediums mTeSR™1 mussten die Zellen
regelmanig kontrolliert und manuell von spontan differenzierten Zellen (s. Abb. 5.B)
befreit werden, um einer unkontrollierten Differenzierung der Stammzellen
entgegenzuwirken. Dazu wurden die differenzierten Zellen unter Mikroskop-Einsicht
mit einem Stempel farblich markiert und anschlieend mit einer Glaspipette
abgesaugt. Aufgrund der naturlichen Expansion der Zellen war jeweils nach 3-5
Tagen ein Split-Vorgang im Verhaltnis 1:2 — 1:6 notwendig. Nach einem Waschschritt
mit DMEM/F12 (GIBCO) wurden die Zellen hierfir zunachst mit 2mg/ml Dispase
(GIBCO)* fur 5 Minuten im 37°C-Brutschrank angedaut. AnschlieRend wurde die
Dispase-Losung durch DMEM/F12 ausgetauscht und die zuvor markierten
differenzierten Zellen bzw. Kolonien wurden abgesaugt. Danach wurden die
Stammzellkolonien mittels eines Zellschabers geldst und zusatzlich, unter standiger
Spilung mit mTeSR™1, mit einer sterilen Glasstabpipette vom Plattenboden
entfernt. Am Ende wurden die gelosten Zellen gepoolt und im gewlnschten
Verhaltnis auf neue 6-well-Platten Uberflhrt. Der tagliche Mediumwechsel begann

dann erst wieder am zweiten Tag nach dem Splitten.

A

Abb.5 Kultur induzierter pluripotenter Stammzellen. A. Reprasentative homogene hiPSC-Kolonie auf
einer MatrigeITM-beschichteten 6-well-Platte. B. Spontan differenzierte Zellen wurden vor jedem Split-Vorgang
unter Mikroskop-Einsicht markiert und mit einer Glasstabpipette entfernt (eigene Aufnahmen).

3 Arbeitskonzentration MatrigelwI (BD Bioscience): 1mg/ml, in DMEM/F12 geldst
* Dispase: gelost in DMEM/F12
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2.4 Differenzierung der hiPSCs zu Kardiomyozyten

Das Protokoll zur Differenzierung der hiPSCs zu Kardiomyozyten (hiPSC-CMs)
umfasst einen Zeitraum von 24 Tagen und versucht die Genese von
Herzmuskelzellen nachzuahmen. Der schematische Ablauf des
Differenzierungsprotokolls ist in Abb. 6 dargestellt. Bevor mit einer Differenzierung
begonnen werden konnte, wurde stets versucht, eine Zellzahl von ca. 4-5x10° pro 6-
well-Platte und davon einen mdglichst geringen Anteil an differenzierten Zellen zu
erreichen. Deshalb wurden die Zellen vor Beginn einer Differenzierung zunachst
erneut gepickt (s.0.), bevor sie mit 1 ml Accutase (GIBCO A11105) pro well
dissoziiert und anschlieBend bei 1200 Upm fur 5 Minuten zentrifugiert wurden. Das
entstandene Zellpellet wurde dann in 1 ml AFM-Medium resuspendiert und die
Zellsuspension mittels eines  70um-Filters  filtriert.  Zur  anschlielBenden
Differenzierung wurden die Zellen auf ultra-low-attachement-Zellkulturflaschen (BD
Biosciences)® uberfihrt. Die Zellzahl in den T25-Flaschen betrug 5x10° Zellen in 5 ml
AFM-Medium, in den T75-Flaschen 15x10° Zellen in 15 ml AFM-Medium. Das AFM-
Medium induziert die Entstehung von Zellaggregaten, sog. embryoid bodies (s. Abb.
7). Zunachst wurden die Zellen dann fiur zwei Wochen unter Hypoxie-Bedingungen
(37°C, 7% CO,, 5% O,) kultiviert. Am ersten Tag nach Beginn der Differenzierung
wurden 50% des Mediums abgesaugt, durch die aquivalente Menge ATM-Medium
ausgetauscht und die Flaschen auf einem Orbitalshaker (15 Upm) weiter kultiviert.
Am Folgetag wurden 85% des Mediums durch das Differenzierungsmedium CIM-50
ersetzt, die Zellaggregate mittels eines 200um-Nylonfilters filtriert und die
Zellsuspension in neue Zellkulturflaschen tberfiihrt. An den Tagen 3-7 wurde taglich
ein Mediumwechsel mit CIM-50-Medium + A6B10 (10 ml in den T25-Flaschen bzw.
30 ml in den T75-Flaschen) durchgefiihrt. Am 3. Tag wurden die Zellen im Verhaltnis
1:2 auf weitere Zellkulturflaschen aufgesplittet. An den Tagen 8-16 wurde im 2-
Tages-Rhythmus ein Mediumwechsel mit CMM-Medium durchgefiihrt. In dieser Zeit
traten in der Regel die ersten schlagenden Zellaggregate auf. Ab Tag 14 wurden die
Brutschrank-Bedingungen auf 7% CO, und 20% O, umgestellt.

° Corning®UltraLow Attachement Surface
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Abb. 6 Protokoll zur Differenzierung von hiPSCs zu Kardiomyozyten. Das in dieser Arbeit verwendete
Protokoll zur Differenzierung von hiPSCs zu Kardiomyozyten umfasste einen Zeitraum von 24 Tagen; Pfeile
markieren den Rhythmus der Mediumwechsel. Ab Tag 9 nach Beginn der Differenzierung konnten erstmals
spontan schlagende Zellaggregate beobachtet werden (abgewandelt aus Fuerstenau-Sharp et al. (181)).

Um eine mdoglichst hohe Ausbeute an Kardiomyozyten zu erzielen, erfolgte ab Tag
17 eine metabolische Selektion mit DL-Laktat. Hierbei macht man sich zu Nutze,
dass Herzmuskelzellen, im Gegensatz zu anderen somatischen Zellen, ihren
Energiebedarf auch in Abwesenheit von Glukose durch die alleinige
Verstoffwechselung von Laktat decken kdnnen. Fur diese Aufreinigung der hiPSC-
CMs wurde das Medium CMM + 1% DL-Laktat (ohne Glucose) verwendet. Am Tag
24 konnten die entstandenen Herzmuskelzellen dann auf Gelatine-beschichtete
Plates bzw. Zellkulturflaschen ausplattiert werden. Daftir wurden die Zellaggregate
zunachst fur maximal 15 Minuten mit 1-3 ml 10-fach-konzentrierter Trypsinldsung
(SIGMA T4174) im 35°C-Wasserbad inkubiert, um Einzelzellen zu erhalten.
Anschlie3end wurde der fortschreitende Verdau mit dem gleichen Volumen an CMM-
Medium abgestoppt. Die Zellen wurden dann fir 3 Minuten bei 1000 Upm
zentrifugiert, durch einen 100pum-Nylonfilter (Steriflip®, Millipore SCNY00100) filtriert
und je nach Zellzahl auf die jeweiligen Plates ausplattiert. Nach darauffolgenden drei
Tagen ohne Mediumwechsel konnten die Zellen nun fur langere Zeit in Kultur
gehalten werden (Inkubationsbedingungen weiterhin 7% CO,, 20% O,). Ein
Mediumwechsel erfolgte alle 4 Tage. Je nach Zellstatus wurde CMM-Medium + 1%
DL-Laktat zur weiteren Aufreinigung der Kardiomyozyten oder DS-CMM-Medium +
2,5% FBS (bei nicht mehr weiter proliferierenden Zellen) verwendet. Da hiPSC-
induzierte Herzmuskelzellen einen im Vergleich zu humanen embryonalen
Herzmuskelzellen verzdgerten Reifungsprozess durchlaufen und sich beispielsweise
die ultrastrukturelle Organisation und die Expression verschiedener Proteine noch
verandern, wurde eine Reifungszeit von 3 Monaten ab dem Tag des Ausplattierens

eingehalten, bevor funktionelle Messungen an den Zellen durchgefihrt wurden.
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Abb. 7 Differenzierung der hiPSCs zu Kardiomyozyten. Im Laufe der Differenzierung der hiPSCs zu

Kardiomyozyten formierten sich Zellaggregate, sog. embryoid bodies. Diese begannen ca. zwei Wochen nach

Beginn der Differenzierung spontan zu kontrahieren (eigene Aufnahmen).

2.4.1 Lésungen und Chemikalien

Tab. 1 : AFM-Medium (Aggregate Formation Medium)

mTeSR™1-Medium (s. unten) 50 ml

H1152 dihydrochloride (Tocris, UK) 1 uM

Tab. 2 : ATM-Medium (Aggregate Transition Medium)

mTeSR™1-Medium (s. unten) 25 ml
DMEM Low Glucose (SIGMA Aldrich, USA) 22,5ml
FBS (Fisher Scientific, USA) 2,5 ml
H1152 dihydrochloride (Tocris, UK) 1uM
FGF (Peprotech, USA) 50 ng/ml

Tab. 3 : CIM-50-Medium (Cardiac Induction Medium)

DMEM Low Glucose (SIGMA Aldrich, USA) 45 ml
FBS (Fisher Scientific, USA) 5ml
Gentamycin* (SIGMA Aldrich, USA) 25 ug/ml
FGF (Peprotech, USA) 50 ng/ml

*Prophylaxe gegen bakterielle Verunreinigung
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Tab. 4 : CIM-50-Medium + A6B10

DMEM Low Glucose (SIGMA Aldrich, USA) 90 ml
FBS (Fisher Scientific, USA) 10 ml
Gentamycin (SIGMA Aldrich, USA) 25 ug/ml
FGF (Peprotech, USA) 50 ng/ml
Acticin A (Peprotech, USA) 6 ng/ml
BMP-4 (Peprotech, USA) 10 ng/mi
Tab. 5 : CMM-Medium (Cardiac Maintainance Medium)

DMEM Low Glucose (SIGMA Aldrich, USA) 90 ml
FBS (Fisher Scientific, USA) 10 ml
Gentamycin (SIGMA Aldrich, USA) 25 ug/ml
Tab. 6 : CMM-Medium + 1% DL-Laktat (Selektionsmedium)

DMEM Low Glucose (GIBCO, USA) 88,95 ml
FBS (Fisher Scientific, USA) 10 ml
Gentamycin (SIGMA Aldrich, USA) 25 pg/ml
DL-Laktat (SIGMA Aldrich, USA) 4 mM
Tab. 7 : DS-CMM-Medium + 2,5% FBS

DMEM (No Glucose) (GIBCO, USA) 47 ml
D-(+)-Galaktose (SIGMA Aldrich, USA) 10 mM
Sodium Pyruvate 100 mM (HyClone, USA) 0,5 ml
FBS (dialyzed) (Thermo Scientific, USA) 1,25 ml
Gentamycin (SIGMA Aldrich, USA) 25 pg/ml
Tab. 8 : mTeSR™1-Medium

Basalmedium mTeSR™1 (STEMCELL Technologies Inc., Kanada) 400 ml
5x Supplement mTeSR™1  (STEMCELL Technologies Inc., Kanada) 100 ml
Gentamycin (SIGMA Aldrich, USA) 25 ug/ml
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2.4.2 Durchflusszytometrie zum Nachweis von cTnT

Zur Beurteilung der erfolgreichen Differenzierung der hiPSCs zu Herzmuskelzellen
wurden FACS-Analysen zur Detektion des Kardiomyozyten-spezifischen Markers
Troponin T (cTnT) durchgefuhrt. Die Zellen wurden daflr zundchst mit Trypsin
(Sigma Aldrich) aus ihren Zellkonglomeraten geltst, mit PBS-Puffer gewaschen und
anschlieBend in PBS + 2% BSA resuspendiert. Nach Fixierung und
Permeabilisierung der Kardiomyozyten mithilfe des Cytofix/Cytoperm™-Kits (BD
Biosciences) wurde der Antikdrper gegen cTnT (mouse monoclonal anti-cTnT IgG1,
1:500, abcam)® dazugegeben und tber Nacht bei 4°C lichtgeschiitzt inkubiert. Zu
weiteren Details der durchflusszytometrischen Analysen s. Kap. 6.1.2. Der kardiale
Marker cTnT wurde dariber hinaus auch mittels immunhistochemischen Farbungen

nachgewiesen.

2.5 Immunofluoreszenzanalysen

Zum Nachweis kardialer Marker und zur Untersuchung des Expressionsmusters
verschiedener Glanzstreifen-Proteine bieten sich Immunofluoreszenzfarbungen an.
Hierfir mussten die auf 4- bzw. 8-well-Chamber-Slides ausplattierten, gereiften
Kardiomyozyten zun&chst fixiert und die Zellmembran fur die Antikdrper durchgangig
gemacht werden. Zur Fixierung und Permeabilisierung wurde bei den meisten
Messungen das Cytofix/Cytoperm™™-Kit (BD Biosciences) verwendet. Im Zuge der
Farbungen mit Anti-PKP2 wurde stattdessen Ethanol (99,2%) eingesetzt. Nach
einem ersten Waschschritt mit PBS (Dulbecco’s Phosphate-buffered Saline; SIGMA
Aldrich) wurden die Zellen fir 20 Minuten bei RT (BD-Kit) bzw. -20°C (Ethanol) fixiert
und permeabilisiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde erneut mit PBS gewaschen.
AnschlieRend wurde der Permeabilisierungsvorgang mittels des 1:10-verdiinnten’
Waschpuffers WashPerm® aus dem Cytofix/Cytoperm™-Kit (BD Biosciences) fiir 45
Minuten bei RT geblockt. Uber Nacht erfolgte dann die Inkubation mit dem primaren
Antikorper (250-500ul/Kammer) bei 4°C. Zu den eingesetzten primaren Antikérpern
s. Tab. 8.

An Tag 2 wurde dann nach dreimaligem Waschen mit PBS (jeweils 1 min) der

sekundéare Antikorper (250-500ul/Kammer) dazugegeben und anschlieRend fur 2

6 1:10 mit PBS-Puffer verdiinnt
" verdiinnt mit PBS, 1:10
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Stunden lichtgeschitzt bei RT inkubiert. Zu den verwendeten sekundéren
Antikérpern s. Tab. 10. AbschlieRend wurden die Kammern mit dem Eindeckmedium
VECTASHIELD HardSet Diamond (Axxora) bedeckt, unter einem Deckglas

eingeschlossen und tber Nacht lichtgeschutzt bei RT aufbewabhrt.

Am dritten Tag erfolgte dann, nach der luftdichten Versiegelung der Kammern mit
Nagellack, die eigentliche Fluoreszenzmessung mit dem Konfokalmikroskop Zeiss
LSM 700.

Neben Farbungen einzelner Oberflachenmolekiile wurden auch Doppelfarbungen mit
zwei unterschiedlichen primaren Antikorpern durchgefuhrt. Doppelfarbungen mit
kardialem Troponin-T (cTnT) dienten dazu, Kardiomyozyten von anderen Zelltypen
auf den Messkammern zu unterscheiden.

Alle Experimente wurden — nach der dreimonatigen Reifung der Kardiomyozyten —
sowohl an isoliert liegenden Zellen als auch an Kardiomyozyten-Clustern
durchgefuihrt. Die Farbungen erfolgten in Zusammenarbeit mit der Biologisch-

Technischen Assistentin Teresa Stauber.

Tab. 9 : Primare Antikorper fur Immunofluoreszenzfarbungen an hiPSC-CMs

Antikdrper Verdinnung® Firma

Mouse monoclonal anti-Ankyrin G 1:400 Santa Cruz Biotechnology, USA
Rabbit polyclonal anti-cTnT 1:400 abcam, UK

Mouse polyclonal anti-cTnT 1:400 ThermoFisher Scientific, USA
Rabbit polyclonal anti-Pan Nay 1:200 Alomone Labs, Israel

Rabbit polyclonal anti-PKP2 1:150 abcam, UK

Tab. 10 : Sekundére Antikorper fur Immunofluoreszenzfarbungen an hiPSC-CMs

Antikorper Verdinnung® Firma

Alexa Fluor goat anti-mouse 488 1:2000 Life Technologies, USA

Alexa Fluor goat anti-mouse 555 1:2000 Invitrogen™, USA / abcam, UK
Alexa Fluor goat anti-rabbit 555 1:2000 Life Technologies, USA

Alexa Fluor goat anti-rabbit 568 1:2000 Life Technologies, USA

8 mit 10-fach-verdiinntem WashPerm®
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2.6 Patch Clamp-Messungen

Die von Erwin Neher und Bert Sakmann 1976 entwickelte Patch-Clamp-Technik
(186) ist eine Methode aus der Elektrophysiologie, die es erlaubt, Strom- und
Spannungsanderungen an der Zellmembran aufzuzeichnen. Mit ihrer Hilfe kénnen
Aktionspotentiale oder die Aktivitat ausgewahlter lonenkanéle an der Membran einer
einzelnen Zelle untersucht werden. Den Zugang zur Zelle erhalt man Uber eine sehr
feine Glaspipette, die mit einer Pipettenldsung gefullt ist und mithilfe eines
Mikromanipulators bewegt werden kann. Uber verschiedene Zusammensetzungen
von Pipetten- und Badldsung lassen sich die lonenverhéltnisse auf beiden Seiten der
Zellmembran beeinflussen; somit kann moduliert werden, welche Strome letztendlich
gemessen werden. Abb. 8 zeigt den schematischen Aufbau eines Messplatzes fur
Patch-Clamp-Messungen. Dieser umfasst ein inverses Mikroskop, das auf einem von
einem Faraday’schen Kafig umgebenen, schwingungsgedampften Tisch steht. Dies
dient der Minimierung mechanischer und elektromagnetischer Storfaktoren.
AuBBerdem gehoren zum Versuchsaufbau der Uber einen Mikromanipulator
steuerbare Pipettenhalter, mehrere Verstarker sowie ein Computer zur

Datenanalyse.

Abb. 8 Schematischer Aufbau einer
Patch-Clamp-Messstation

—

. Schwingungsgedampfter Tisch;

. Faraday’scher K&fig;

. inverses Mikroskop;

. Motoreinheit des Mikromanipulators;

. Vorverstarker mit Pipettenhalter und Pipette;
. Messkammer mit Kardiomyozyten;

. Mikromanipulator (Steuereinheit);

8. Haupt- bzw. Nachverstarker mit AD/DA-
le— Wandler;
L1 1 9. Computer;

10 7@ = 10. Joy-Stick und
® --- 11. Bildschirm

(Abb. von M. Kohlhaas freundlicherweise zur
Verfugung gestellt)
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Zunachst wird die auf dem Pipettenhalter eingespannte und mit Pipettenlésung
gefullte Glaspipette in die Badlosung der Messkammer eingetaucht. Damit in der
Badlosung schwimmender Zellschrott die Pipettenspitze nicht verstopft, wird vor dem
Kontakt der Pipette mit der Flussigkeit ein leichter Uberdruck auf die Pipette
gegeben. Mittels des Mikromanipulators wird die Pipette nun vorsichtig an die
Zellmembran herangefahren. Um eine mdéglichst enge Verbindung zwischen Pipette
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und Zelle zu erzeugen und storende Leckstréme so gering wie maoglich zu halten,
wird die Zellmembran mit einem leichten Unterdruck an die Pipette herangezogen. Im
Idealfall entsteht dann ein Abdichtungswiderstand im GQ-Bereich, das sogenannte
Gigaseal (engl. seal = Dichtung). Aus der Gigaseal-Position heraus ergeben sich
verschiedene Mess-Mdglichkeiten, z.B. Einzelkanalmessungen in der Cell-attached-
Konfiguration oder — in unserem Fall — Ganzzellableitungen Uber die sogenannte
Whole-Cell-Konfiguration. Hierfir wird mit erneut auf die Pipette aufgebrachtem,
ruckartigem Unterdruck die Zellmembran an der Stelle des unter der Pipette
liegenden Membransticks (dem sog. Patch) aufgebrochen und somit eine

Verbindung zwischen Pipettenlumen und Intrazellularraum geschaffen.

Im Falle der vorliegenden Arbeit erfolgte die Aufzeichnung elektrischer Signale
mittels eines EPC10-Verstarkers (HEKA Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Deutschland);
die Signale wurden mit 2,9 kHz und 10 kHz Bessel-Filter gefiltert. Die
Datenverarbeitung und Auswertung meiner Messungen erfolgten im Programm
PATCH MASTER 2.0 (HEKA Elektronik). Liquid-Junction-Potentiale wurden vor
Erreichen des Gigaseals korrigiert, auf3erdem wurde der Pipettenwiderstand in der
Cell-Attached-Konfiguration erneut kompensiert. Nachdem ein Zugang zum
Intrazellularraum hergestellt worden war, erfolgte eine automatische Kompensation
von Membrankapazitat (Cy) und Serienwiderstand (Rs), um kapazitive Stréme zu
minimieren. Hierfur wurden kleine negative Pulse verwendet; detektierte kapazitive
Strome wurden skaliert und vom Strom wéhrend des Testpulses abgezogen.

Wahrend der Messungen erfolgte eine kontinuierliche Rs-Kompensation (50%).

Zur Herstellung der Glaspipetten wurden diinnwandige Borosilikat-Glaskapillaren (3,
w/Fil, 1,5mm; Nr. TW150F-3) der Firma World Precision Instruments (Sarasota, USA)
verwendet. Die Pipetten wurden mit dem DMZ Universal Puller (Zeitz-Instruments
GmbH, Martinsried, Deutschland) hergestellt. Fir jede Messung wurden frisch

gezogene Pipetten verwendet. Alle Messungen erfolgten bei Raumtemperatur.

2.6.1 Aktionspotential-Messungen

Fur die Aufzeichnung von Aktionspotentialen (APs) wurde der soeben beschriebene
Versuchsablauf bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Es wurden hiPSC-induzierte
Kardiomyozyten im Alter von ca. 3 Monaten, jeweils von den beiden
Mutationstragerinnen sowie der Kontrollperson, untersucht. Zur Zusammensetzung

von Pipetten- bzw. Badlésung s. Tab. 11. Fir die AP-Messungen wurden
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Glaspipetten mit einem initialen Pipettenwiderstand von 3 - 6 MQ verwendet. Nach
dem Erreichen der Whole-Cell-Konfiguration wurde im sogenannten Current-Clamp-
Modus der Uber die Zellmembran flieRende Strom auf einen Wert zwischen O bis
(max.) -100 pA festgesetzt und gewartet, bis sich das Ruhemembranpotential (RMP)
auf einem stabilen Niveau eingestellt hatte. Bei spontan schlagenden
Kardiomyozyten wurden zunachst, wenn detektierbar, unstimulierte Aktionspotentiale
Uber eine Dauer von 16 s aufgezeichnet. Dariber hinaus wurden durch Stimulation
ausgeloste Aktionspotentiale in vorgegebenen Frequenzen (0,25 Hz /0,5 Hz /1 Hz /
2 Hz | 3 Hz) gemessen. Die Dauer des Stimulus betrug zwischen 1,5 und 3 ms, die
Stimulus-Starke war festgesetzt bei 1000 pA. Insgesamt wurden jeweils 10 (0,25 Hz),
20 (0,5 Hz, 1 Hz), 30 (2 Hz) bzw. 40 (3 Hz) APs ausgeldst und aufgezeichnet.

Tab. 11 : Losungen fur Aktionspotential-Messungen bei RT

Pipettenlésung Badl6sung
Substanz [] Substanz [
K-Aspartinsaure 122 mM NacCl 140 mM
NaCl 10 mM KCI 4 mM
KCI 8 mM MgCl, 1 mM
MgCl, 1 mM Glucose 10 mM
Mg-ATP 5 mM CacCl, 1 mM
Li-GTP 0.3 mM HEPES 5mM
HEPES 10 mM

gel6st in ddH,0O, pH 7,2 (RT) mit KOH gel6st in ddH,0O, pH 7,4 (RT) mit NaOH

2.6.2 Natriumstrom-Messungen

Zusatzlich zu den Aktionspotential-Messungen wurden auch verschiedene
Eigenschaften des spannungsabhangigen Natriumstroms (Ina) untersucht, welcher in
Kardiomyozyten ja, wie zuvor beschrieben, hauptsachlich von der Fraktion der
Nayl.5-Kanale verursacht wird. Zur Aufzeichnung von Strémen wird auch in der
Whole-Cell-Konfiguration gemessen, jedoch wird im sog. Voltage-Clamp-Modus eine
definierte Spannung vorgegeben, um den Uber die Zellmembran flieRenden Strom
ableiten zu kénnen. Fiur diese Messungen wurden Pipetten mit einem niedrigeren

Zugangswiderstand von durchschnittlich 2-3 MQ verwendet.
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Zunachst soll auf die Messungen des Spitzennatriumstroms (Inamax) €ingegangen
werden. Zur Zusammensetzung von Bad- bzw. Pipettenldsung s. Tab. 12. Die in
dieser Arbeit verwendeten hiPSCs-CMs wiesen eine unerwartet hohe
Natriumstromdichte auf. Aus diesem Grund mussten wir fir eine ausreichende
Spannungskontrolle eine niedrige extrazellulare Na*-Konzentration einsetzen, wie sie
auch bei Messungen an adulten humanen Kardiomyozyten verwendet wird; sowohl
Bad- als auch Pipettenlosung enthielten bei diesen Messungen eine Na'-
Konzentration von 5 mM. Um die Strom-Spannungs-Beziehung zu erhalten, wurde
zunachst ein Haltepotential von -120 mV vorgegeben, von dem aus eine
zunehmende Potentialerh6hung erfolgte (s. Abb. 9.A). Mit jedem Stimulus wurde das
Membranpotential in 10 mV-Schritten von -80 mV auf +60 mV erhoht. Die Dauer
eines Stimulus betrug jeweils 40 ms, anschlieRend wurde wieder das Haltepotential
von -120 mV eingestellt (gesamte Basis-Zykluslange: 99 ms); der gemessene
Natriumstrom wurden auf die Membrankapazitat (Cy) normalisiert. Somit konnte die
Ina-Dichte in Abhangigkeit vom Membranpotential ermittelt werden. Die graphische

Darstellung dieser Strom-Spannungs-Beziehung wird auch als I-V-Kurve bezeichnet.

Tab. 12 : Pipettenldsung flr Inamax-Messungen bei RT

Pipettenlésung Badl6sung
Substanz [] Substanz [
CsCl 100 mM NaCl 5mM
Cs-Glutamat 40 mM TMAC 135 mM
NacCl 5mM CsCl 4 mM
MgCl; 0,92 mM MgCl, 2 mM
EGTA 1mM Glucose 10 mM
Mg-ATP 5 mM CaCl, 0,4 mM
Li-GTP 0,3 mM HEPES 10 mM
CaCl, (freies [Ca®']; 100nM) 0,36 mM
Niflumic Acid 0,03 mM
Nifedipin 0,02 mM
Strophanthidin 0,004
HEPES 5 mM

gel6st in ddH,0, pH 7,2 (RT) mit CsOH gelést in ddH,0, pH 7,4 (RT) mit CsOH
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Die Steady-State-Aktivierung ist ein Mal fur die Leitfahigkeit (C) der Natriumkanéle
in Abhangigkeit vom Membranpotential. Sie wird folgendermal3en berechnet:

— INa,max [A/F]’

Ep — ERev

mit Ey als gegebenem Membranpotential und Egey als Umkehrpotential, also dem
Punkt der maximalen Leitfahigkeit. Es wurde das fir jede Zelle individuelle
Umkehrpotential (Erey) ermittelt, an dem der gemessene Spitzennatriumstrom nach
Aktivierung erneut O war (in der Regel zwischen -10 und 0 bzw. 0 und +10 mV).
Anschlieend wurden die Ew-Werte auf Egrey hormiert. Die Kinetik der
spannungsabhangigen Aktivierung der Natriumkanale kann mithilfe einer
Boltzmann’schen Sigmoidalfunktion naherungsweise beschrieben werden: Y(V) =
1/(1+exp((V1/2-V)/ks)), mit V1,2 als Spannung der halbmaximalen Aktivierung, V
dem jeweils gegebenen Membranpotential und k.. als Konstante der Anstiegskinetik

der spannungsabhangigen Aktivierung.

Dariiber hinaus sollten weitere Parameter des Offnungsverhaltens des
spannungsabhangigen Natriumkanals untersucht werden. Um die bei hiPSC-
induzierten Kardiomyozyten relativ kleinen Veranderungen der Gatingparameter
detektieren zu kobnnen, wurde hierfir eine Tyrode mit einer hohen
Natriumkonzentration ([Na‘l, = 135 mM) verwendet. Zur Zusammensetzung der
eingesetzten Losungen s. Tab. 13. Folgende Parameter des Offnungsverhaltens
spannungsabhangiger Natriumkanale wurden mithilfe spezieller Protokolle analysiert:
die Steady-State-lnaktivierung, die sog. intermedidare Inaktivierung sowie die

Erholung nach Inaktivierung.

Die Steady-State-Inaktivierung ist ein Mal3 fur die Verfugbarkeit der
spannungsabhangigen Natriumkanéle in Abhangigkeit des Membranpotentials. Mit
zunehmend positiverem MP wechseln immer mehr Kanale in den inaktivierbaren
Zustand und sind somit nicht mehr verfigbar bei einer erneuten Depolarisation. Zur
Untersuchung der Kinetik dieser Inaktivierung wurden die Zellen mehrmals
hintereinander fur 20ms auf ein Potential von -20 mV depolarisiert; das bei der
anschlieBenden Repolarisation (500 ms) wieder erreichte MP wurde nach jedem
Stimulus in 10 mV-Schritten, von anfangs -120 mV auf maximal -20 mV, erhoht (s.
Abb. 9.C). Bei jedem erneuten Testpuls war somit ein immer grof3er werdender Anteil

der Natriumkanale geschlossen/inaktivierbar, sodass der gemessene Natriumstrom
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zunehmend kleiner wurde. Mit dieser Methode kann man Rickschlisse auf den
Anteil der noch verfigbaren Natriumkanale bzw. der schon inaktiven Kandle mit
steigendem MP ziehen. Auch die Kinetik der Steady-State-lnaktivierung kann mit
einer Boltzmann’schen Sigmoidalfunktion beschrieben werden: Y(V) =
-1/(14+exp((V1/2-V) /kw)), mit V15, als Spannung der halbmaximalen Aktivierung, V
dem jeweils gegebenen Membranpotential und k. als Malf3 fur die Abfallskinetik der

spannungsabh&ngigen Inaktivierung.

Als intermediare Inaktivierung (l,y) bezeichnet man das Ph&nomen, dass ein
kleiner Teil der Natriumkandle auf depolarisierende Membranpotential-
Veranderungen verzégert reagiert und erst einige 100 ms nach der Kanalfraktion der
schnellen Inaktivierung (las)) in den geschlossenen, nicht aktivierbaren Zustand
Ubergeht (65). Somit dauert es auch deutlich langer, bis diese verzdgert-
reagierenden Kanale nach einer Depolarisation wieder aktivierbar sind. Zur Messung
der intermediaren Inaktivierung wurde die Zelle mehrmals fir eine variable Dauer
(P1) auf -20 mV depolarisiert. Mit steigender Dauer von P; reagierten somit auch
zunehmend mehr Kanale der I-Fraktion auf die Depolarisation, d.h. sie offneten
sich und gingen dann in den inaktivierbaren Zustand Uber. AnschlieRend erfolgte
eine kurze Repolarisation (20 ms) auf -120 mV; in dieser Zeit konnen sich die
Natriumkanéle der schnellen Inaktivierung (las;) Wieder erholen, die Kandale der
intermediaren Inaktivierung (i) Dbleiben aber weiter inaktivierbar. Beim
anschlieBenden erneuten depolarisierenden Testpuls (P2) auf -20 mV (20 ms) setzt
sich der gemessene Strom dann nur aus dem Teil der schnell inaktivierenden Kanéle
zusammen. Durch Abzug vom maximalen Gesamtstrom kann somit der Anteil der
intermediar inaktivierenden Kanéle, der mit zunehmender Dauer von P; gréRer wird,
ermittelt werden. Zur schematischen Darstellung dieses Protokolls s. Abb. 9.D. Die
Darstellung der ly-Kinetik erfolgte mittels einer einfachen Exponentialfunktion, die
folgendermalRen beschrieben werden kann: Y(t) = A*exp(-Kiv*t) + Plateau, mit A

als Amplitude, Ky der Abfallskonstante und t der Zeit in ms.

AulBerdem sollte die Erholung nach Inaktivierung untersucht werden. Dieser
Parameter beschreibt die Erholungszeit der spannungsabhangigen Natriumkanéle
vom geschlossenen, inaktiven Zustand zum geschlossenen, aber wieder
aktivierbaren Zustand. Hierfir wurde die Zelle jeweils fir 1000 ms auf -20 mV

depolarisiert, wodurch alle Natriumkanéle inaktiviert wurden. Die Dauer der
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anschlieRenden Repolarisation zuriick zu einem Haltepotential von -120 mV wurde
bei jedem Stimulationszyklus von anfangs 1 ms auf maximal 165 ms verlangert (s.
Abb. 9.E), sodass sich mehr und mehr Kanale von der Inaktivierung ,erholen®
konnten. Bei jedem erneuten Testpuls auf -20 mV (20 ms) war somit ein zunehmend
groBerer Anteil an Kanalen wieder verfigbar, sodass sich der gemessene
Natriumstrom mit steigender Repolarisationszeit immer mehr dem Maximalstrom,
gemessen nach dem initialen Testpuls, anndherte. Der Zusammenhang zwischen
dem gemessenen Strom - als relativer Anteil am Maximalstrom — und der
zunehmenden Repolarisationszeit wurde mittels Zwei-Phasen-Exponentialfunktion
dargestellt: Y(t) = Afast*(1-exp(-Krast™t)) + Asiow™(1-exp(-Ksiow™t)), mit Atast bzw.
Asiow als Amplitude, Kiast bzw. Kgiow als Steigungskonstante der beiden Phasen und t
der Zeit.

Zu guter Letzt gelang es uns, den sog. spaten Natriumstrom (Ina,) aufzuzeichnen.
Wie bereits in Kapitel 1.2.3 ausfihrlich dargestellt, bleibt ein kleiner Anteil der
spannungsabhangigen Natriumkanale nach einer Depolarisation geo6ffnet bzw.
wechselt kontinuierlich zwischen einem Offen- und Geschlossen-Zustand hin und
her. Der dadurch entstehende kleine, aber aufgrund seiner langen Dauer funktionell
relevante Natriumstrom tragt entscheidend zur elektrophysiologischen Homdostase
von Kardiomyozyten bei. Fur die Iya, -Messungen wurde dieselbe Zusammensetzung
von Bad- und Pipettenlosung verwendet wie bei den Messungen des
Gatingverhaltens mit [Na']o = 135 mM und [Na']; = 10 mM (s. Tab. 13). Zur Messung
der spaten Komponente des spannungsabhangigen Natriumstroms wurde die Zelle
fur 1000 ms auf -20 mV depolarisiert (s. Abb. 9.B), sodass sich zunachst alle
Natriumkanéle o6ffneten und anschlieBend der Grof3teil der Kanéle in den
geschlossenen, inaktivierbaren Zustand tberging. Der nach einer Depolarisationszeit
von 50 — 500 ms noch messbare Strom wurde als spate Komponente des
Natriumstroms definiert. Nach Abzug des Leckstroms, ermittelt als verbleibender
Strom nach 980 ms Depolarisation, wurde das Integral zwischen 50 und 500 ms
berechnet und auf die Membrankapazitat bezogen.
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Tab. 13 : Losungen fiir Messungen des Iya. sowie des Offnungsverhaltens des

Nayl.5 bei RT
Pipettenlésung Badldsung
Substanz [] Substanz [
CsCl 95 mM NaCl 135 mM
Cs-Glutamat 40 mM TMAC 5mM
NaCl 10 mM CsCl 4 mM
MgCl, 0,92 mM MgCl; 2mM
EGTA 1 mM Glucose 10 mM
Mg-ATP 5 mM HEPES 10 mM
Li-GTP 0,3mM
CaCl, (freies [Ca®*']; 100nM) 0,36 mM
Niflumic Acid 0,03 mM
Nifedipin 0,02 mM
Strophanthidin 0,004
HEPES 5 mM

gelést in ddH,0, pH 7,2 (RT) mit CsOH

40 ms 4

60 mV

-80 mV
A | L 120 mV B -120 mV J

—12-2696 ms —
|—

-20 T
P
1
D -120 mV

20 mV

20 ms—

gel6st in ddH,0, pH 7,4 (RT) mit CsOH

——1000 ms —

500

20 mV|—ms—|—ms—|

G |

— 1000 ms —| 10 ms

20 mV
P, P,
E -120 mV

20 ms—

als

F1-165 ms

Abb. 9 Messprotokolle der Ina-Messungen im Whole-Cell/Voltage-Clamp-Modus. Schematische Darstellung
der Protokolle zur Messung des Spitzennatriumstroms (Inamax) (A), des spaten Natriumsstroms (Ina,) (B) sowie
den Gatingparametern Steady-State-Inaktivierung (C), intermedidre Inaktivierung (i) (D) und Erholung nach

Inaktivierung (E).
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2.6.3 Datenauswertung und Statistik

Zur Auswertung der gemessenen Aktionspotentiale wurden die aus dem Programm
PATCH MASTER im ASC-Format exportierten Dateien in Textdateien (.txt)
konvertiert und im Programm LabChart Pro 8 (ADInstruments) ausgewertet.
Untersucht  wurden  folgende  Parameter der  Aktionspotentiale:  das
Ruhemembranpotential (RMP), die maximale Aufstrichgeschwindigkeit (Max AV/At),
die Amplitude des Aktionspotentials (APA) sowie die Aktionspotentialdauer bei 30,
50, 80 bzw. 90% Repolarisation (APD30, APD50, APD80, APD90). Fur jeden
Parameter wurde der arithmetische Mittelwert der einzelnen Aktionspotentiale
berechnet; das erste Aktionspotential einer Stimulationsserie wurde dabei nicht
beriicksichtigt, sodass insgesamt max. 9 (Stimulationsfrequenz von 0,25 Hz), 19 (0,5
Hz sowie 1 Hz), 29 (2 Hz) bzw. 39 (3 Hz) Aktionspotentiale einer Zelle in die
Berechnung mit eingingen. Aktionspotentiale wurden erst ab einer Peak-Hdhe von 2
50 mV ausgewertet. Der Beginn eines Aktionspotentials (Tstrt) War definiert als der
erste Punkt Gber 5% der Hohe des RMPs, der Endpunkt (Teng) als erster Wert des
wieder erreichten RMPs. Die Depolarisationszeit (Trise) bzw. Repolarisationszeit
(Tran) waren jeweils die Zeit bis zum Erreichen von 10% bzw. 90% der maximalen
Peak-Hohe. Zur Bestimmung der maximalen Aufstrichgeschwindigkeit wurde der

grofdte Anstieg wahrend des gesamten APs ermittelt.

Dariiber hinaus wurden zwei Formen der AP-Variabilitat untersucht. Zunéchst wurde
die sog. Vmax-Variabilitat naher betrachtet; darunter versteht man die Variabilitat der
AP-Aufstrichgeschwindigkeiten innerhalb einer Messung. Hierfir wurden die
Standardfehler der Mittelwerte (SEM) der Vmax-Einzelmessungen im Hinblick auf
Unterschiede zwischen den drei Zelllinien untersucht. Da sich eine mdgliche Vimax-
Variabilitat oft erst bei hoheren Frequenzen feststellen lasst, wurde dieser Parameter
fur die niedrigste sowie fur die hochste hier verwendete Stimulationsfrequenz

ausgewertet, also fur F = 0,25 Hz bzw. 3 Hz.

AulBerdem wurde die APD-Variabilitat berechnet, also die Variabilitdt der
Repolarisationszeiten innerhalb einer Serie von Aktionspotentialen. Man
unterscheidet zwischen Short-Term- (STV) und Long-Term-Variabilitdt (LTV). Erstere
bezeichnet die Variabilitdt der APD aufeinander folgender Aktionspotentiale. Unter
LTV hingegen versteht man die durchschnittiche Abweichung der APD einer
definierten Reihe von Aktionspotentialen vom APD-Mittelwert. Es wurden jeweils 20

Aktionspotentiale aller hiPSC-CMs vom ventrikuldren Typ mit 1 Hz-Stimulation in die

51



Auswertung eingeschlossen. Die APD-Variabilitat wurde nur far die Parameter
APD50 und APD90 ausgewertet. Zur Berechnung der Short-Term- bzw. Long-Term-

Variabilitat wurden folgende Formeln verwendet:

(|APDi+1—APDi|) bz Z(IAPDi+1+APDi—2*APDmitt1_|)

. [ms]
Nstimuli* V2 Nstimuli* V2

Die statistische Auswertung sowie graphische Darstellung der Daten erfolgte mithilfe

des Programms Graphpad Prism™ (s.u.).

Die Natriumstrom-Messungen wurden mithilfe des Programms PATCH MASTER
sowie des Tabellenkalkulationsprogramms Microsoft Excel® ausgewertet. Der
Spitzennatriumstrom  sowie der spate Natriumstrom wurden auf die
Membrankapazitat (Cy) normalisiert. Die statistischen Analysen sowie die graphische
Darstellung der Daten wurden mithilfe des Programms Graphpad Prism™ erstellt.
Fits wurden mithilfe von F-Tests auf signifikante Unterschiede untersucht. Zur
Varianzanalyse longitudinaler Daten wurden uni- bzw. bidirektionale ANOVAs
durchgefiihrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Sofern
nicht anders gekennzeichnet, zeigen in den Grafiken die Symbols * bzw. * einen
statistisch signifikanten Unterschied an. Es wurden jeweils der arithmetische
Mittelwert sowie der Standardfehler des Mittelwerts (SEM = Standard Error of the

Mean) ermittelt. Der SEM berechnet sich folgendermal3en:

SEM: o (X) = \/%

o = Standardabweichung einer einzelnen Messung, X = Mittelwert, n = Anzahl an Einzelmessungen

Alle hier gezeigten Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben. In den
nachfolgenden Diagrammen sind die Mittelwerte sowie der jeweilige Standardfehler

des Mittelwerts in Form von positiven bzw. negativen Balken dargestellt.
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Ergebnisse

3.1 Verteilung relevanter Glanzstreifenproteine

3.1.1 Nachweis von cTnT als Kardiomyozyten-spezifischer Marker

Aus den aus PBMCs gewonnenen induzierten pluripotenten Stammzellen aller drei
untersuchter Personen konnten hiPSC-induzierte Kardiomyozyten hergestellt
werden. Der Erfolg der Differenzierung der hiPSCs zu Kardiomyozyten wurde durch
den Nachweis des fur Herzmuskelzellen spezifischen Proteins Troponin T (cTnT)
bestatigt. cTnT lie3 sich mittels Immunofluoreszenz und Durchflusszytometrie in
hiPSC-CMs aller drei Zelllinien nachweisen (Abb. 10.B-D). Abb. 10.A zeigt
exemplarisch eine mit Anti-cTnT gefarbte Zelle. Man sieht zum einen eine ubiquitéare,
homogene Verteilung des kardialen Troponin T als Bestandteil der Myofilamente.
Zum anderen lasst sich in dieser Abbildung sehr gut die fur Herzmuskelzellen
typische Querstreifung erkennen, welche durch die parallele Anordnung von
Myofilamenten entsteht. Dies spricht flr eine bereits hoch entwickelte Ultrastruktur
der gewonnenen hiPSC-CMs, insbesondere nach der dreimonatigen Reifungszeit.
Weitere Untersuchungen zur Charakterisierung der hiPSCs bzw. der daraus

gewonnenen Kardiomyozyten sind im Anhang (Kap. 6) einzusehen.
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Abb. 10 Nachweis von cTnT in den gewonnenen hiPSC-CMs. Zur Bestatigung der erfolgreichen
Differenzierung der hiPSCs zu Kardiomyozyten wurde der Kardiomyozyten-spezifische Marker Troponin T (cTnT)
nachgewiesen. A. Immunofluoreszenzfarbung einer exemplarischen, mit Anti-cTnT gefarbten Zelle. B-D.
Nachweis von cTnT mittels FACS in hiPSC-CMs aller drei Zelllinien.

3.1.2 Reduktion der PKP2-Expression in Zellen der ARVC-Patientin

AulBerdem sollten mittels Immunofluoreszenzfarbungen die Expression und
Verteilung verschiedener Glanzstreifen-Strukturen betrachtet werden, die im

Zusammenhang mit den zu untersuchenden Pathomechanismen von Interesse
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waren. Zunachst wurde die Expression des desmosomalen Proteins Plakophilin-2
untersucht. Die Ergebnisse dieser Immunofluoreszenz-Farbungen sind in Abb. 11
anhand exemplarischer Abbildungen dargestellt. In den hiPSC-CMs der gesunden
Kontrolle zeigten sich zwei Hauptlokalisationen von PKP2: in der direkten Umgebung
des Zellkerns sowie an den Zell-Zell-Kontakten bzw. der Zellmembran allgemein. Die
Kardiomyozyten der asymptomatischen Mutationstragerin prasentierten sich trotz
PKP2-Mutation ahnlich wie die der Kontrolle, mit einer bevorzugten Lokalisation von
PKP2 an den interzellularen Verbindungen (s. Pfeile). Im Vergleich dazu wiesen die
Zellen der ARVC-Patientin eine insgesamt reduzierte PKP2-Expressionsdichte auf
sowie eine diffuse Verteilung im Zytoplasma. Zur Bestatigung, dass es sich bei den
ausgewahlten Zellen tatsachlich um Kardiomyozyten handelte, wurden diese

zusatzlich mit dem kardialen Marker cTnT gefarbt.

Kontrolle Schwester Index

Abb. 11 Reduzierte PKP2-Expressionslevel nur in hiPSC-CMs der klinisch kranken Mutationstragerin. Es
zeigte sich eine deutlich reduzierte Expression des desmosomalen Proteins Plakophilin-2 (PKP2; rot) in den
hiPSC-CMs der ARVC-Patientin mit Mutation im PKP2-Gen. Wé&hrend PKP2 in diesen Zellen diffus im
Zytoplasma verteilt ist, befindet es sich in den Kardiomyozyten der asymptomatischen Mutationstragerin sowie
der gesunden Kontrollperson bevorzugt an den Zell-Zell-Verbindungen (Pfeile). Zur Kontrolle, dass es sich bei
den untersuchten Zellen um Kardiomyozyten handelte, erfolgte eine Doppelfarbung mit dem kardialen Marker
cTnT (grun).

3.1.3 Deutlicher Expressionsverlust von AnkG in Zellen der ARVC-Patientin

Des Weiteren sollte die Expression des multifunktionellen Ankerproteins Ankyrin G
naher betrachtet werden. AnkG befindet sich in enger Nachbarschaft zum
desmosomalen Protein PKP2 und moduliert nicht nur dessen Verankerung an den

Glanzstreifen, sondern hat dartiber hinaus einen entscheidenden Einfluss auf die
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korrekte Lokalisation und Funktion des spannungsabhangigen Natriumkanals Nay1.5
(125, 175). In den Immunofluoreszenz-Farbungen mit Anti-AnkG zeigte sich eine
deutliche Reduktion des AnkG-Signals in den hiPSC-CMs der Indexpatientin,
wohingegen sich die Kardiomyozyten der asymptomatischen Schwester nicht von
denen der gesunden Kontrolle unterschieden (s. Abb. 12). Zur Qualitatskontrolle

wurden die Zellen erneut zusatzlich mit Anti-cTnT gefarbt.

Kontrolle Schwester Index

Abb. 12 Reduzierte Expression von Ankyrin G in hiPSC-CMs der Indexpatientin. In den
Immunofluoreszenzfarbungen mit Anti-AnkG (griin) lieR sich ein deutlich reduziertes Signal in den hiPSC-
induzierten Kardiomyozyten der ARVC-Indexpatientin feststellen. Die Zellen der asymptomatischen Schwester,
Tragerin der gleichen Mutation im PKP2-Gen, unterschieden sich hingegen nicht von denen der Kontrolle. Im
ausgewahlten Bildausschnitt von hiPSC-CMs der Kontrollperson ist die Lokalisation von AnkG an Zell-Zell-
Kontakten besonders deutlich zu sehen (Pfeil). Zur Bestatigung, dass es sich bei den untersuchten Zellen um
Kardiomyozyten handelte, erfolgte eine Doppelfarbung mit dem kardialen Marker cTnT (rot).

3.1.4 Unveranderte Lokalisation von Nayl1.5

Dartber hinaus wurden Immunofluoreszenzmessungen zur Untersuchung der
Expression des spannungsabhéngigen Natriumkanals Nay1.5 durchgefuhrt. Auch der
Nayl.5 befindet sich bevorzugt an den kardialen Zell-Zell-Kontakten, in enger
Nachbarschaft und funktioneller Interaktion mit den beiden Glanzstreifen-Proteinen
PKP2 und AnkG (125, 170, 175). In anderen Arbeiten hatte sich bereits eine
Reduktion und/oder Umverteilung von Nayl.5 als Folge von PKP2-Mutationen
gezeigt (170, 176). In den hier durchgefluhrten Farbungen konnte nach dreimonatiger
Kultur kein Unterschied der Signalintensitdt bzw. der Verteilung des
spannungsabhangigen Natriumkanals festgestellt werden. Nayl.5 zeigte sich
insbesondere im Bereich der Zellmembran lokalisiert (s. Abb. 13). Eine Unterteilung
der Zellmembran in Glanzstreifen bzw. laterale Membran war aufgrund der
Morphologie der hiPSC-CMs nicht mdglich. Aufgrund der inhomogenen Qualitat der
Aufnahmen sind vergleichende Aussagen mit Vorbehalt zu betrachten. Eine

offensichtliche Expressionsminderung oder Verteilungsstérung des
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spannungsgesteuerten Natriumkanals als Folge der PKP2-Mutation konnte jedoch

nicht festgestellt werden.

Kontrolle Schwester Index

Abb. 13 Unveranderte Expression von Nayl.5 in hiPSC-CMs der Mutationstragerinnen. Mittels
Immunofluoreszenzfarbungen sollte der Einfluss der hier betrachteten PKP2-Mutation auf die Lokalisation und
Expression des spannungsabhangigen Natriumkanals Nay1.5 untersucht werden. Nay1.5-Signal konnte vor allem
im Bereich der Zellmembran detektiert werden. Es konnte keine veranderte Lokalisation oder Expressionsdichte
des Nay1.5 beim Vergleich der drei Zelllinien festgestellt werden.

3.2 Veranderungen des kardialen Aktionspotentials

3.2.1 Charakteristische Verteilung der Aktionspotential-Typen

Bei Patch-Clamp-Untersuchungen an Kardiomyozyten aus induzierten pluripotenten
Stammzellen (hiPSC-CMs) ergeben sich einige Besonderheiten im Vergleich zu
Messungen an adulten Herzmuskelzellen. Zunachst einmal entwickeln sich die
hiPSC-CMs wahrend des Differenzierungsprozesses in verschiedene Typen von
Kardiomyozyten (181, 187). So finden sich unter den gereiften Herzmuskelzellen
Vorhof- und Kammermyokard-ahnliche Zellen sowie Zellen, deren elektrisches
Verhalten dem von kardialen Schrittmacherzellen ahnelt; im Folgenden werden diese
als Zellen vom ventrikularen, atrialen bzw. nodalen Typ bezeichnet. Aufgrund ihres
unterschiedlichen lonenkanalmusters (41) weisen diese Subtypen einen
charakteristischen AP-Phanotyp auf, anhand dessen sich die gewonnenen
Kardiomyozyten in drei Gruppen einteilen lassen. Zellen vom ventrikularen Typ
wurden anhand ihres niedrigen RMPs, der schnellen AP-Aufstrichgeschwindigkeit
sowie der langen Plateauphase definiert. Zellen vom atrialen Typ erkannte man am
Fehlen eines ausgepragten Plateaus, was zur Verkirzung der Aktionspotentialdauer
(APD) fuhrt, bei gleichzeitig steilem Aufstrich des Aktionspotentials. Zellen vom
nodalen Typ waren charakterisiert durch ein depolarisiertes RMP und eine
langsamere Aufstrichgeschwindigkeit (s. Abb. 14).
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Abb. 14 Klassifizierung der Aktionspotential-Ph&notypen. Originalregistrierungen von Aktionspotentialen
exemplarischer hiPSC-CMs; anhand der jeweils charakteristischen Morphologie ihres Aktionspotentials konnten
die Kardiomyozyten in Zellen vom ventrikularen (A), atrialen (B) bzw. nodalen Typ (C) eingeteilt werden.

In die Auswertung der verschiedenen AP-Parameter wurden nur Zellen vom
ventrikularen Typ eingeschlossen. Aus diesem Grund war es von Bedeutung, die
Anteile der verschiedenen Zellgruppen an der Gesamtzellpopulation zu kennen. Abb.
15.A zeigt die Verteilung der AP-Phanotypen aller gemessenen Zellen; in dieser
Verteilung finden sich Zellen aller drei Zelllinien sowie sowohl spontane als auch
stimulierte Aktionspotentiale. Von insgesamt 93 gemessenen Zellen bestand die
Mehrzahl mit 71,0% aus Zellen vom ventrikularen Typ (n = 66). Zellen vom atrialen
Typ machten 15,1% (n = 14), Zellen vom nodalen Typ 14,0% (n = 13) aus. Aufgrund
des depolarisierten und somit instabilen RMPs nodaler Zellen lieRen sich diese fast
ausschlieBlich bei der Aufzeichnung spontaner Aktionspotentiale erfassen. Die
deshalb etwas abweichende Verteilung der stimulierten und damit auch fur die
statistische Datenauswertung relevanten Aktionspotentiale ist in Abb. 15.B zu sehen.
Abgesehen von zwei nodalen Zellen (3,0%), bei denen durch einen externen
Stimulus ausgeldste Aktionspotentiale aufgezeichnet werden konnten, wiesen sogar
77,6% (n = 52) der stimulierten Aktionspotentiale einen ventrikularen Phanotyp auf,

19,4% (n = 13) wiederum liel3en sich der atrialen Gruppe zuordnen.

Es konnte keine Korrelation zwischen der im Mikroskop sichtbaren Zellmorphologie
und dem elektrophysiologischen Phéanotyp der jeweiligen Zelle festgestellt werden.
Dies ist insbesondere bei den Messungen des spannungsabhangigen Natriumstroms
von Bedeutung, da sich das Expressionsmuster der lonenkandle und somit das
elektrophysiologische Verhalten je nach Zelltyp — ventrikulér, atrial oder nodal —
deutlich unterscheidet. Zum Nachweis, dass die Verteilung der Zelltypen in allen drei
Messgruppen in etwa vergleichbar war, wurde diese in Abb. 15.C-E fir jede einzelne
Zelllinie aufgefihrt. Man sieht, dass die Gruppe der Zellen vom ventrikularen Typ in
allen drei Messgruppen die deutliche Mehrheit ausmacht. Die Zellen der Schwester

bzw. der gesunden Kontrolle haben einen Anteil von 81 bzw. 80% (n = 21 bzw. 20)
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an Zellen vom ventrikularen Typ, mit 69% (n = 11) ist dieser Anteil in den Zellen der
Indexpatientin etwas niedriger. Somit ist gezeigt, dass es sich bei den vorliegenden
Patch-Clamp-Messungen gréf3tenteils um Messungen an ventrikular-ahnlichen Zellen
handelt. AuBerdem sind die Anteile der Zelltypen in allen drei Messgruppen in etwa
gleich verteilt, sodass eine potentielle Verzerrung der Ergebnisse durch Messungen

an verschiedenen Zelltypen fir alle drei Gruppen gleich (un-)wahrscheinlich ist.

AP-Verteilung (gesamt) AP-Verteilung (stimuliert)

3° B Ventrikularer Typ
[ Atrialer Typ
[ Nodaler Typ

14%

15%

A n=93 B

n=67

Index Schwester Kontrolle

6% 4
16%
25%
C n=16 D n=26 E n=25

Abb. 15 Charakteristische Verteilung der AP-Phé&notypen. Zellen mit einem Aktionspotential (AP) vom
ventrikularen Typ stellten den Grof3teil der hiPSC-CMs dar, mit 71% der insgesamt gemessenen APs (A) bzw.
78% der stimulierten APs (B). Daneben fand sich ein kleinerer Anteil an Kardiomyozyten vom atrialen bzw.
nodalen Typ. Eine vergleichbare Verteilung zeigte sich auch bei der Betrachtung jeder einzelnen Zelllinie (C-E).

3.2.2 Erhohte Frequenz spontaner Aktionspotentiale bei Mutationstragerinnen

Ein weiteres Charakteristikum der hiPSC-CMs ist ihre spontane elektrische Aktivitat,
also das Auslosen von Aktionspotentialen ohne externe Stimulation. Dadurch ergibt
sich die Madglichkeit, spontane Aktionspotentiale abzuleiten; in Abb. 16.A sind
exemplarisch die im Current-Clamp-Modus aufgezeichneten APs einer spontan
schlagenden Zelle dargestellt. Bei spontan kontrahierenden Zellen wurde zunéchst
ihre mittlere Eigenfrequenz ermittelt. Mit einer durchschnittlichen Frequenz von 0,19
Hz schlugen die hiPSC-CMs insgesamt relativ langsam. In Abb. 16.B ist zu sehen,
dass die Zellen der ARVC-Patientin schnellere intrinsische Frequenzen aufweisen
(DFingex = 0,27 Hz; n = 24) als die Zellen der gesunden Kontrolle (Fkontrote = 0,13
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Hz). Die Zellen der Schwester der Indexpatientin liegen mit @Fschwester = 0,17 Hz
zwischen den anderen beiden Gruppen. Aufgrund der geringen Anzahl an Zellen in
den Gruppen Kontrolle (n = 2) und Schwester (n = 3) lasst sich noch kein statistisch
signifikanter Unterschied feststellen. Interessanterweise lieRen sich namlich bei den
Zellen der Indexpatientin insgesamt deutlich mehr spontane Aktionspotentiale

ableiten als bei den anderen beiden Zelllinien.

Intrinsische Frequenz
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Abb. 16 Intrinsische AP-Frequenz der spontan kontrahierenden hiPSC-CMs. A. Originalregistrierung von
spontanen Aktionspotentialen einer exemplarischen hiPSC-induzierten Herzmuskelzelle. B. Vergleich der
Frequenzen dieser spontanen Aktionspotentiale, sog. intrinsische Frequenzen, zwischen den drei Zellgruppen: Es
zeigt sich eine Tendenz zu hdheren mittleren Eigenfrequenzen (&JF) der spontanen Aktionspotentiale in den
Zellen der Indexpatientin (n=24), aber auch bereits in den Zellen der Schwester mit der gleichen Mutation (n=3),
im Vergleich zur Kontrolle (n=2); p>0,05.

(n=2) (n=3) (n=24)

Nach diesen deskriptiven Analysen soll im Folgenden nun auf die funktionellen AP-
Messungen eingegangen werden. Wie oben bereits erwahnt, wurden in der
Auswertung nur Zellen vom ventrikularen Typ bertcksichtigt. AuBerdem wurden fir
die funktionellen Analysen nur die stimulierten APs betrachtet. Aus Grinden der
Ubersichtlichkeit werden im folgenden FlieRtext jeweils nur die Ergebnisse und die
absoluten Zellzahlen (n) der mit 1 Hz stimulierten APs aufgeflhrt. In Kap. 3.2.6 findet
sich ein detaillierter Uberblick tiber die Ergebnisse der AP-Analysen, unterteilt nach
Zelllinie und Stimulationsfrequenz. Insgesamt wurden fur die Analyse der AP-Kinetik
die  Aktionspotentiale von 53  ventrikular-ahnlichen  Zellen aus 5

Differenzierungsrunden ausgewertet.

3.2.3 Depolarisiertes Ruhemembranpotential bei ARVC-Patientin

Zunachst wurde das Ruhemembranpotential (RMP) der hiPSC-CMs betrachtet. In
Abb. 17 ist zu erkennen, dass die Zellen der ARVC-Patientin Uber alle
Stimulationsfrequenzen hinweg ein deutlich depolarisiertes RMP besitzen.
Insbesondere fur die Frequenzen 0,5 Hz, 1 Hz und 2 Hz zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen dem deutlich ins Positive verschobenen RMP der Zellen der
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Indexpatientin im Vergleich zu den anderen beiden Zelllinien; die Zellen der
asymptomatischen Schwester unterschieden sich hingegen nicht von denen der
Kontrolle. Bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz, was in etwa dem
normofrequenten Grundrhythmus eines Erwachsenen entspricht, wiesen die
Kardiomyozyten der Indexpatientin (n = 11) ein RMP von -58,78 + 3,64 mV auf. Im
Vergleich dazu lag das RMP der Zellen der Schwester (n = 21) bzw. der Kontrolle
(n=21) bei-71,88 + 1,25 mV (p = 0,0012) bzw. -71,00 £ 1,93 mV (p = 0,0027).

Ruhemembranpotential (RMP)

0_ ...........................................................................
- Index (n=11)
-40 - -# Schwester (n=21)
-o- Kontrolle (n=21)
= -50 .
*# *#
1
£ -60- }*&/} - 1
70+ W
-80
1 1 1 1 1
0 1 2 3

Stimulationsfrequenz [Hz]

Abb. 17 Depolarisiertes Ruhemembranpotential in Kardiomyozyten der ARVC-Patientin. Das RMP zeigte
sich deutlich erhdht in den hiPSC-CMs der Indexpatientin, nicht aber der asymptomatischen Mutationstréagerin im
Vergleich zur gesunden Kontrolle. RMP1, = -58,78+3,64 (Index; n=11) vs. -71,8811,25# (Schwester; n=21) vs.
-71,00£1,93mV* (Kontrolle; n=21); wi p<0,05.

3.2.4 Verlangerte Dauer des Aktionspotentials bei ARVC-Patientin

Ein weiterer Parameter, im Rahmen der Arrhythmogenese von grof3em Interesse, ist
die Aktionspotentialdauer (APD), die in ventrikularen Kardiomyozyten hauptsachlich
durch die lange Plateau-Phase bestimmt wird. Abb. 18 zeigt die Dauer der
Aktionspotentiale bei 90% Repolarisation (APD90); die absoluten Werte der
zuséatzlich ausgewerteten APD30, APD50 sowie APD8O0 sind in Tab. 17 aufgefihrt.
Zunachst ist zu beobachten, dass die Dauer des Aktionspotentials in allen drei
Zelllinien mit zunehmender Stimulationsfrequenz leicht abnimmt; man spricht von
einer (physiologischen) frequenzabhangigen Verkirzung der Repolarisation, wie sie
auch in adulten humanen Herzmuskelzellen vorkommt (188, 189). Dartber hinaus

lasst sich in den Herzmuskelzellen der Indexpatientin interessanterweise eine
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deutlich verlangerte Aktionspotentialdauer feststellen, welche in den Zellen der
Schwester der Patientin, Tragerin der gleichen PKP2-Mutation, nicht zu sehen ist.
Diese unterscheidet sich namlich nicht signifikant von der gesunden Kontrolle, man
kénnte allenfalls eine leichte Tendenz zu einer verlangerten APD beschreiben. Bei
einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz wiesen die hiPSC-CMs der Indexpatientin eine
APD90 von 370,33 + 23,85 ms (n = 11) auf. Diese war damit signifikant verlangert im
Vergleich zur Kontrolle mit 247,81 + 21,05 ms (n = 21; p = 0,0019) sowie zur
asymptomatischen Mutationstragerin mit 287,60 £ 23,08 ms (n = 21; p = 0,0396).

APD90
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-+ |Index (n=11) >
*# *a & Schwester (n=21) E — ndex
| -o- Kontrolle (n=21) Q
00 H*——-.\_jg o — Schwester
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= i S DMV reefereemnnneieaMmai i i g cetteannnattnanannnans
= 300 e
200
T T T T 1

A 0 1 2 3
Stimulationsfrequenz [Hz] B

Abb. 18 Verlangerte Aktionspotentialdauer in Kardiomyozyten der ARVC-Patientin. A. Vergleich der
Aktionspotentialdauer (APD) bei 90% Repolarisation (APD90) zwischen den drei Zelllinien. B. Exemplarische
Originalregistrierung von mit 1Hz stimulierten Aktionspotentialen. Interessanterweise war die APD in den Zellen
der Indexpatientin signifikant verlangert. Die Schwester der Patientin, Tragerin der gleichen Mutation im PKP2-
Gen, unterschied sich hingegen nicht von der Kontrolle. APD90:4, = 370,33+23,85 (Index; n=11) vs.
287,60+23,08" (Schwester; n=21) vs. 247,81+21,05ms* (Kontrolle; n=21); ** p<0,05.

Dariiber hinaus wurde die APD-Variabilitat untersucht, d.h. die Variabilitat der
Repolarisationsdauer innerhalb eines Stimuluszyklus. Mehr noch als die reine
Verlangerung der APD ist die APD-Variabilitat ein starker Hinweis auf ein erhdhtes
Arrhythmie-Risiko (190, 191). Eine gesteigerte APD-Variabilitdét kann néamlich ein
erster Hinweis auf ein vorliegendes APD-Alternans sein, einem Phanomen, dem, wie
in Kap. 1.3.1 besprochen, ein entscheidendes proarrhythmogenes Potential zukommt
(91). Fir die Analyse der APD-Variabilitdt wurden nur Zellen ausgewertet, bei denen
20 aufeinanderfolgende Aktionspotentiale abgeleitet werden konnten. Abb. 19 zeigt
die Short- bzw. Long-Term-Variabilitat der APD bei 50 bzw. 90% Repolarisation. Die
Short-Term-Variabilitat bei  50%  Repolarisation  (STV50) und  einer
Stimulationsfrequenz von 1 Hz betrug in den hiPSC-CMs der Indexpatientin 16,38 +
2,12 ms (n = 10) und war somit signifikant héher als in den Kardiomyozyten der
gesunden Kontrolle (p = 0,02). Die asymptomatische Schwester hingegen
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unterschied sich mit einer STV50 von 12,84 + 1,13 ms (n = 21) nicht von der
Kontrolle (10,53 = 1,13 ms; n = 19). Dieser Trend setzte sich auch bei den
Parametern LTV50, STV90 bzw. LTV90 fort, war jedoch nicht mehr statistisch
signifikant. Tab. 14 gibt einen Uberblick tiber die Ergebnisse der APD-Variabilitat.
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Abb. 19 APD-Variabilitat: Gesteigerte STV50 in den hiPSC-CMs der ARVC-Patientin. Gezeigt sind die
Ergebnisse der Short-Term- (STV) bzw. Long-Term-Variabilitat (LTV) der APD bei 50 bzw. 90% Repolarisation;
es wurden mit 1Hz stimulierte Aktionspotentiale ventrikularer hiPSC-CMs ausgewertet. Es zeigt sich eine
signifikant gesteigerte STV50 (A) sowie eine angedeutete Tendenz zur insgesamt erhthten APD-Variabilitat (B-
D) in den Kardiomyozyten der Indexpatientin; die asymptomatische Schwester der Patientin, Tréagerin der
gleichen PKP2-Mutation, befand sich zwischen den beiden anderen Zelllinien.

Tab. 14 : APD-Variabilitat

Kontrolle (n =19) Schwester (n = 21) Index (n = 10)
STV50 [ms] 10,53 + 1,13 12,84 + 1,13 16,38 + 2,12*
LTV50 [ms] 21,71+ 5,65 55,16 + 17,67 58,89 + 22,03
STV90 [ms] 19,21 +1,61 22,55+ 2,51 26,10 £ 2,20
LTVI0 [ms] 140,50 + 11,31 176,40 + 20,95 207,30 + 20,55

Vergleich der Short-Term- bzw. Long-Term-Variabilitdt der Aktionspotentialdauer (APD) bei 50 bzw. 90%
Repolarisation (STV bzw. LTV50 sowie STV bzw. LTV90).
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3.2.5 Verringerte Amplitude und Aufstrichgeschwindigkeit bei ARVC-Patientin

Die Aufstrichgeschwindigkeit und Amplitude des Aktionspotentials bestimmen
malf3geblich die Ausbreitungsgeschwindigkeit elektrischer Impulse. Da beide
Parameter durch die Dichte des spannungsabhangigen Natriumstroms beeinflusst

werden, waren sie von besonderem Interesse im Rahmen dieser Arbeit.

Die Auswertung der Aktionspotentials-Amplitude (APA) ergab eine verringerte
APA in den hiPSC-CMs der ARVC-Patientin, die besonders bei héheren Frequenzen
ausgepragt war (s. Abb. 20). Die asymptomatische Mutationstragerin unterschied
sich auch in Bezug auf diesen Parameter nicht von der Kontrolle. Bei einer
Stimulationsfrequenz von 1 Hz wiesen die hiPSC-CMs der Schwester sowie der
gesunden Kontrolle eine APA von 114,27 £ 2,95 mV (n = 21) bzw. 113,62 + 3,30
mV (n = 21) auf, wohingegen sie bei der Indexpatientin mit 100,73 £ 5,25 mV um ca.

10 mV reduziert war (n = 11; p = 0,0417 im Vergleich zur Schwester bzw. Kontrolle).

AP-Amplitude (APA)
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Abb. 20 Verringerte AP-Amplitude in den Kardiomyozyten der ARVC-Patientin. Die Aktionspotentials-
Amplitude (APA) zeigte sich in den hiPSC-CMs der Indexpatientin um ca. 10mV reduziert; die Zellen der
asymptomatischen Mutationstrégerin unterschieden sich hingegen nicht von der Kontrolle. APA 14, = 100,73+5,25
(Index; n=11) vs. 114,27+2,95" (Schwester; n=21) vs. 113,62+3,30mV* (Kontrolle; n=21); ** p<0,05.

Des Weiteren wurde die maximale Aufstrichgeschwindigkeit (Max AV/At) des
Aktionspotentials bestimmt; hierflr wurde der gréf3te Anstieg wéahrend des gesamten

APs ermittelt. Abb. 21 zeigt die maximale Aufstrichgeschwindigkeit in Abhangigkeit
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der Stimulationsfrequenz. Es zeichnete sich ein Trend zu langsameren
Aufstrichgeschwindigkeiten in den hiPSC-CMs der Indexpatientin ab, der jedoch
aufgrund der starken Streuung der Daten nicht statistisch signifikant war. Die
Herzmuskelzellen der Schwester mit der gleichen PKP2-Mutation scheinen sich in
Bezug auf die maximale Aufstrichgeschwindigkeit hingegen nicht von der Kontrolle
zu unterscheiden. Bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz lag die Max AV/At bei
61,67 £ 9,42 V/s (Index) im Vergleich zu 76,63 = 5,00 V/s (Schwester) bzw. 77,24 +
5,62 V/s (Kontrolle).

Maximale Aufstrichgeschwindigkeit
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Abb. 21 Tendenz zu verringerter maximaler AP-Aufstrichgeschwindigkeit in Herzmuskelzellen der ARVC-
Patientin. Es zeichnet sich ein Trend zu einer verlangsamten Aufstrichgeschwindigkeit (Max AV/At) des
Aktionspotentials in den hiPSC-CMs der Indexpatientin ab, der jedoch nicht statistisch signifikant war (p>0,05).
Die Zellen der Schwester scheinen sich nicht von der Kontrolle zu unterscheiden. Max AV/Atiy, = 61,67+9,42
(Index; n=11) vs. 76,63+5,00 (Schwester; n=21) vs. 77,24+5,62V/s (Kontrolle; n=21).

Vergleichbar mit der Variabilitat der APD existiert auch das Phdnomen der Vpax-
Variabilitat, also der variablen Aufstrichgeschwindigkeiten aufeinanderfolgender
Aktionspotentiale als Risikofaktor fir die Entstehung von Vpa-Alternans.
Unregelmaligkeiten in der AP-Aufstrichgeschwindigkeit kdnnen wiederum zu
regional inhomogener Erregungsausbreitung und somit zur Entstehung von
Arrhythmien fahren (s. Kapitel 1.3.1). Zur Untersuchung der Vpa-Variabilitdt wurden
die Standardfehler der Max AV/At-Mittelwerte zwischen den drei Zelllinien verglichen.

Der Ubersicht halber sind in Abb. 22 nur die Daten bei 0,25- bzw. 3 Hz-Stimulation
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dargestellt, also der langsamsten sowie der schnellsten Stimulationsfrequenz. Da
sich ein mogliches Vnyax- bzw. Erregungsleitungs-Alternans oft erst bei héheren
Frequenzen demaskiert, war insbesondere letztere von besonderem Interesse. In
Tab. 15 sind die Ergebnisse der restlichen Stimulationsfrequenzen aufgefihrt. Es
zeigten sich Uber alle Frequenzen hinweg keine signifikanten Unterschiede beziglich
der Vnax-Variabilitat zwischen den drei untersuchten Zelllinien. Eine Pradisposition zu
gesteigerter Variabilitat der Aufstrichgeschwindigkeiten aufgrund der hier
untersuchten PKP2-Mutation konnte nicht festgestellt werden.
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Abb. 22 Keine Unterschiede in der Variabilitat der AP-Aufstrichgeschwindigkeit (Vmax-Variabilitéat). Zur
Untersuchung der Vmax-Variabilitat wurden die Standardfehler des Mittelwerts (SEM) der Max AV/At-Messungen
fur jede einzelne Zelle bzw. jeden einzelnen Stimulationszyklus ermittelt. Im Vergleich zwischen den drei Zelllinien
zeigte sich kein Unterschied hinsichtlich der Variabilitat der AP-Aufstrichgeschwindigkeiten, auch nicht bei
héheren Stimulationsfrequenzen. Dargestellt sind die Vmax-Variabilitét bei 0,25Hz (A) bzw. 3Hz Stimulation (B).
SEM(Max AV/At) betrug 0,74+0,10 (Kontrolle; n=10) vs. 0,70+0,94 (Schwester; n=14) vs. 0,86+0,21V/s (Index;
n=8) bei 0,25Hz Stimulation, sowie 0,67+0,11 (Kontrolle; n=12) vs. 0,76+0,19 (Schwester; n=11) vs. 0,83+0,22V/s
(Index; n=8) bei 3Hz Stimulation; p>0,05.

Tab. 15 : Vmax-Variabilitat

0, olle e e 0[S
0,25 Hz: SEM(Max AV/At) [V/s] 0,74+0,10 10 0,70+0,94 14 0,86+0,21 8
0,5Hz: SEM(Max AV/At) [V/s] 059+0,11 12 0,72+0,16 11  0,88+0,25 8
1Hz: SEM(MaxAV/At)[V/s] 069+012 21 055+083 21 0,85+0,18 11
2Hz: SEM(Max AV/At)[V/s] 067+011 13 0,76+0,19 16 083+022 11
3Hz: SEM(Max AV/At)[V/s] 0,86+0,18 12 1,30+0,20 12 0,75+0,21 8

Variabilitat der AP-Aufstrichgeschwindigkeit (Vmax-Variabilitat): Ubersicht tber die Ergebnisse der Vmax-
Variabilitat der Aktionspotentiale ventrikularer hiPSC-CMs nach externer Stimulation mit 0,25 /0,5/1/2/ 3 Hz.
Es wurden die Standardfehler der Mittelwerte (SEM) der Max AV/At-Analysen von Einzelzellen ermittelt;
Voraussetzung fur den Einschluss der Zellen war eine ausreichende Zahl aufeinanderfolgender Aktionspotentiale
in einer Stimulationsreihe.
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3.2.6 Uberblick: Aktionspotentials-Analysen

Tab. 16 : AP-Analysen bei 0,25 Hz Stimulation

Kontrolle (n = 11) Schwester (n = 15) Index (n=7)
RMP [mV] -71,43 £ 2,84 -70,23 =+ 2,66 -60,33 = 5,98
APA [mV] 108,54 + 5,35 116,10 + 3,40 105,80 + 8,88
Max AV/At [V/s] 74,54 £ 7,98 83,31 £ 5,38 68,53 + 12,00
APD30 [ms] 79,58 +17,12 103,13+ 12,45 115,74 + 26,15
APD50 [ms] 132,55 + 23,55 155,79 + 18,02 220,66 = 26,52*
APD80 [ms] 193,55 + 29,98 231,43 + 26,54 341,91 + 37,59*"
APD90 [ms] 237,97 + 30,70 278,64 + 29,51 393,46 + 41,59*"

Tab. 17 : AP-Analysen bei 0,5 Hz Stimulation

Kontrolle (n = 14) Schwester (n = 15) Index (n = 10)
RMP [mV] -69,95 + 2,37 -71,90+ 1,71 -60,36 + 3,67*"
APA [mV] 113,12 + 4,15 117,55 + 3,17 104,44 = 5,20
Max AV/At [V/s] 80,42 + 6,49 83,90 = 5,45 68,64 = 8,76
APD30 [ms] 94,14 + 14,29 127,67 + 11,99 162,59 + 24,97*
APD50 [ms] 142,28 + 20,00 180,82 + 17,26 253,55 + 28,31*"
APD80 [ms] 202,50 + 29,98 253,03 + 24,39 350,92 + 37,59*"
APD90 [ms] 246,25 + 25,55 298,31 * 26,51 390,90 + 28,17*"

Tab. 18 : AP-Analysen bei 1 Hz Stimulation

Kontrolle (n = 21) Schwester (n = 21) Index (n = 11)
RMP [mV] -71,00 + 1,94 -71,88 + 1,25 -58,78 + 3,64*"
APA [mV] 113,62 + 3,30 114,27 + 2,95 100,73 + 5,25*"
Max AV/at [V/s] 77,24 £ 5,62 76,63 = 5,00 61,67 + 9,42
APD30 [ms] 103,60 + 12,23 137,01 +12,31 170,02 + 22,33*
APD50 [ms] 150,02 + 16,47 185,08 + 16,23 256,26 + 28,33*"
APD80 [ms] 207,29 + 20,27 248,53 + 21,22 337,36 + 27,30*"
APD90 [ms] 247,81 + 21,05 287,60 * 23,08 370,33 + 23,85*"

Tab. 19 : AP-Analysen bei 2 Hz Stimulation

Kontrolle (n = 13) Schwester (n = 16) Index (n=9)
RMP [mV] -74,99 + 3,01 -74,48 + 2,02 -58,75 + 2,80
APA [mV] 113,33 + 3,46 117,93 + 3,16 97,22 + 6,12*"
Max AV/At [V/s] 77,36 £ 6,10 81,01 £5,21 60,58 + 9,74
APD30 [ms] 104,42 + 14,30 118,28 + 11,98 172,72 + 32,68*
APD50 [ms] 143,80 + 20,08 167,87 + 16,62 240,77 + 32,84**
APD80 [ms] 196,85 + 25,24 242,03 + 25,46 299,07 + 24,30*
APD90 [ms] 232,55 + 26,81 284,40 + 28,46 271,57 + 19,56

Tab. 20 : AP-Analysen bei 3 Hz Stimulation

Kontrolle (n =12) Schwester (n = 13) Index (n = 6)
RMP [mV] -68,47 + 3,79 -69,22 + 2,95 -58,16 + 3,47
APA [mV] 104,62 + 3,10 109,15 + 3,43 97,01 +48
Max AV/At [V/s] 75,39 £ 5,26 77,27 £5,71 59,43+ 11,51
APD30 [ms] 82,33+8,3 93,84 + 10,94 135,36 + 31,00
APD50 [ms] 118,07 + 11,19 140,66 + 14,94 198,18 + 30,03
APDB80 [ms] 163,37 + 14,21 203,70 £ 19,33 246,95 + 20,98
APD90 [ms] 186,03 + 13,42 235,56 + 20,32 271,57 £ 22,16

Ubersicht (iber die Ergebnisse der Aktionspotential-Messungen mittels Whole Cell-Patch Clamp.
Messungen erfolgten an hiPSC-CMs der drei Zelllinien Kontrolle / Schwester / Index nach dreimonatiger Reifung.
Aufzeichnung der Aktionspotentiale nach externer Stimulation mit 0,25/0,5/1/ 2/ 3 Hz; alle Messungen wurden
bei RT durchgefuhrt. Es wurden die Parameter Ruhemembranpotential (RMP), Aktionspotentials-Amplitude
(APA), maximale AP-Aufstrichgeschwindigkeit (Max AV/At) sowie Aktionspotentialdauer bei 30, 50, 80 bzw. 90%
Repolarisation (APD30, -50, -80 bzw. -90) ausgewertet. * p<0,05 vs. Kontrolle; # p<0,05 vs. Schwester.
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3.3 Auswirkungen der PKP2-Mutation auf den spannungsgesteuerten
Natriumstrom

Um den Einfluss der in dieser Arbeit betrachteten PKP2-Mutation auf die Funktion
des spannungsabhangigen Natriumkanals Nay1.5 zu untersuchen, wurde in Patch-
Clamp-Messungen der spannungsgesteuerte Natriumstrom (Ina) ndher betrachtet.
Veréanderungen in der Kinetik des spannungsgesteuerten Natriumstroms kénnen zu
folgenschweren Stdrungen des elektrophysiologischen Gleichgewichts fuhren. In
Herzmuskelzellen wird er hauptsachlich von Nay1.5-Kanélen verursacht, die durch
ihr charakteristisches Offnungsverhalten den Ablauf des kardialen Aktionspotentials
und die Erregungsweiterleitung beeinflussen.

3.3.1 Reduktion des Spitzennatriumstroms bei ARVC-Patientin, Steigerung bei
asymptomatischer Mutationstragerin

Der Spitzennatriumstrom (Inamax) iSt, wie bereits erlautert, hauptsachlich fur die
schnelle Aufstrichphase des Aktionspotentials verantwortlich und gibt Aussage uber
die Quantitat, also die Dichte des in der Zelle verfugbaren Natriumstroms — ohne
jedoch Rickschlisse zuzulassen Uber Lokalisation, Funktion oder Menge der
vorhandenen Natriumkanale. Zur Messung des Spitzennatriumstroms wurden die
hiPSC-CMs ausgehend von einem Haltepotential von -120mV auf ein zunehmend
positiveres Membranpotential depolarisiert und der jeweils messbare Natriumstrom
abgeleitet. Abb. 23.A zeigt hierzu ausgewahlte Originalregistrierungen; man erkennt
die zunehmende Iyamax-Dichte mit steigendem Membranpotential. In der in Abb. 23.B
abgebildeten sog. I-V-Kurve st die Inamax-Dichte in Abhéngigkeit vom
Membranpotential als Strom-Spannungs-Beziehung aufgetragen. Die Inamax-Werte
wurden jeweils auf die Membrankapazitat der Einzelzellen normiert ([A/F]). In die
Auswertung der Inamax-Messungen gingen 10 (Kontrolle), 13 (Schwester) bzw. 8
(Indexpatientin) Zellen aus jeweils 5 Differenzierungsrunden ein. Alle drei
Zellgruppen erreichten die maximale Natriumstromdichte bei -30 mV, was auch in
etwa dem RMP entspricht, bei dem physiologischerweise der grol3te Teil der
Natriumkanale geoffnet ist (187, 192). Der Spitzennatriumstrom der Kontrollzellen
erreichte an diesem Punkt einen Wert von durchschnittlich -29,65 + 5,62 A/F. Im
Vergleich zur Kontrolle war der Spitzennatriumstrom in den Zellen der Indexpatientin
somit um etwas weniger als die Halfte reduziert, mit einem maximalen Iy, von -17,01

+ 2,40 A/F (p = 0,01). Uberraschenderweise zeigte sich der Spitzennatriumstrom der
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asymptomatischen Schwester mit einem Inamax Von -41,73 + 4,81 A/F signifikant
vergrofRert im Vergleich nicht nur zur klinisch kranken Mutationstragerin (p < 0,0001),
sondern auch im Vergleich zur gesunden Kontrolle (p = 0,01).

Daruber hinaus fallt bei Betrachtung der I-V-Kurve auf, dass die
spannungsabhangigen Natriumkanale der hiPSC-CMs der Indexpatientin im
Vergleich zu den Zellen der anderen beiden Messgruppen etwas verzogert aktiviert
werden. Wahrend der spannungsabhangige Natriumstrom in den Zellen der
Schwester und der Kontrolle bereits zwischen -60 und -50 mV messbar ist, 6ffnen
sich die Kanale der Zellen der Indexpatientin erst bei einem ca. 10 mV positiveren
RMP, namlich zwischen -50 und -40mV.
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<
o
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B — L 120 mV C
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Abb. 23 Spitzennatriumstrom reduziert in Kardiomyozyten der ARVC-Patientin, vergréf3ert in denen der
asymptomatischen Mutationstrégerin. A. Reprasentative Inamax-Originalregistrierungen bei -30mV. B.
Schematische Darstellung des Messprotokolls fUr Inamax-Messungen. C. [-V-Kurve zur Darstellung des
spannungsabhangigen Natriumstroms; der maximale Spitzennatriumstrom (Inamax) bei einem Membranpotential
von -30mV zeigte sich in den hiPSC-CMs der ARVC-Indexpatientin mit -17,01+2,40A/F vermindert, in denen der
asymptomatischen Schwester mit der gleichen Mutation im PKP2-Gen hingegen sogar vergrof3ert mit
-41,73+4,81A/F; * p<0,05 vs. Kontrolle (-29,65+5,62A/F); # p<0,05 vs. Schwester.

Um eine Verzerrung der gemessenen Iyamax-Werte durch eine ungleichmafiige
Verteilung der Zellgrél3en zwischen den drei Zelllinien auszuschlie3en, wurden die
durchschnittichen Membrankapazitaten verglichen. Die Membrankapazitat (Cy) ist
ein Marker fir die ZellgrélR3e und wurde fur jede einzelne Zelle bestimmt. Abb. 24
zeigt eine homogene Verteilung der Membrankapazitaten fur alle drei Zelllinien; die
Gruppen unterschieden sich hinsichtlich der Zellgré3e nicht signifikant voneinander:

Cw= 38,01 + 5,26 (Kontrolle), 43,44 + 4,86 (Schwester) bzw. 37,75 £ 5,36 pF (Index).
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Membrankapazitaten (Cy,) Abb. 24 Keine Unterschiede in der
Verteilung der Membrankapazitdten. Zum

150 Ausschluss einer Verzerrung der Ergebnisse
der Inamax-Messungen durch ungleiche
p =NS Verteilung der ZellgroBen wurden die
— 1004 Membrankapazitdten (Cwm) der untersuchten
e ] Zellen als MaR fur die Zellgrof3e verglichen.
"E' R Die fir die Messung des
(&) 50 ': " i Spitzennatriumstroms verwendeten hiPSC-
7 —%— CMs der drei Zelllinien unterschieden sich in
% Mt —aa Bezug auf die Cw nicht signifikant
°® 4 voneinander: 38,01+5,26 (Kontrolle; n=10)
0 ; . . vs. 43,44+4,86 (Schwester; n=13) vs.

Kontrolle Schwester Index 37,755,36pF (Index; n=8); p>0,05.

(n=10) (n=13) (n=8)

3.3.2 Rechtsverschiebung der Steady-State-(In-)Aktivierung bei Indexpatientin

Neben der quantitativen Messung des maximalen Spitzennatriumstroms sollte das
Offnungsverhalten des spannungsabhangigen Natriumkanals untersucht werden.
Eine Ubersicht tiber die erhobenen Ergebnisse ist in Tab. 24 zu finden.

Uber die I-V-Kurve lassen sich zunachst nur Aussagen uber die Quantitat des
verfugbaren Natriumstroms treffen; die Ina-Dichte ist jedoch abhangig von der
Aktivierung bzw. Inaktivierung der Natriumkanale. Abb. 25 zeigt die sich
Uberschneidenden Kurven fir die Steady-State-Aktivierung und -Inaktivierung; als

beschreibende Funktion diente jeweils eine Boltzmann’sche Sigmoidalfunktion.

Die schnelle spannungsabhangige Aktivierung von lonenkanalen, auch Steady-
State-Aktivierung genannt, gilt als MalR3 fir die Ins-Leitfahigkeit des Kanals in
Abhéangigkeit vom Membranpotential. Abb. 25 (rechte Seite) zeigt die Ina-
Aktivierungskurve als Funktion des steigenden Membranpotentials. Es zeigt sich die
bereits bei der I-V-Kurve Dbeschriebene, verzogerte Aktivierung der
spannungsabhangigen Natriumkanale in den Zellen der Indexpatientin mit einer
halbmaximalen Aktivierung von Vi, = -32,28 + 0,53 mV (n = 8). Gleichzeitig war die
Aktivierung in den hiPSC-CMs der asymptomatischen Mutationstragerin mit Vi, =
-36,98 + 0,82 mV (n = 13) beschleunigt im Vergleich zur Kontrolle mit V1, = -34,90 +
0,93 mV. Diese Unterschiede waren statistisch signifikant (p = 0,0002). Auch der
Wachstumsfaktor k. als Malf3 fur die Aktivierungskinetik war in den hiPSC-CMs der
Indexpatientin signifikant reduziert, wahrend er sich in den Zellen der Schwester
leicht vergroRRert zeigte: k. = 6,00 + 0,47 (Index) vs. 8,38 + 0,73 (Schwester) vs. 8,16
+ 0,85 (Kontrolle); p = 0,0331.
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Abb. 25 Veranderte Ina-Aktivierung bzw. -Inaktivierung in hiPSC-CMs der ARVC-Patientin. A. Es ist jeweils
die Kinetik der Steady-State-Inaktivierung (links) bzw. -Aktivierung (rechts) in Form einer Blotzmann’schen
Sigmoidalfunktion dargestellt. B, C. Mittelwerte der halbmaximalen (In-)Aktivierung (Vi2) mit 95%-
Konfidenzintervall. Es zeigt sich eine Rechtsverschiebung der Steady-State-Inaktivierung in den
Herzmuskelzellen der Indexpatientin, also eine langere Verfluigbarkeit der spannungsabhéngigen Natriumkanéle
mit steigendem Membranpotential; die Schwester der Patientin, Tragerin der gleichen PKP2-Mutation,
unterschied sich nicht von der Kontrolle. Vi, = -71,9040,38 (Index; n=14) vs. -73,63+0,30 (Schwester; n=18) vs. -
72,94+0,34 mV (Kontrolle; n=23); ko = 5,71 fir alle Zelllinien. Auch bei Betrachtung der Steady-State-
Aktivierung als Mal} fir die Ina-Leitféhigkeit zeigte sich eine signifikante Rechtsverschiebung im Sinne einer
verzogerten Aktivierung der Natriumkanéle in den hiPSC-CMs der Indexpatientin. Im Gegensatz dazu war die Ina-
Aktivierung in den Kardiomyozyten der asymptomatischen Mutationstragerin beschleunigt. Vi, = -32,28+0,53
(Index; n=8) vs. -36,98+0,82 (Schwester; n = 13) vs. -34,90+0,93 (Kontrolle; n = 10) und k- = 6,00+0,47 vs.
8,38+0,73 vs. 8,16+0,85; * p<0,05 vs. Kontrolle, # p<0,05 vs. Schwester.

Neben der Aktivierung der spannungsabhangigen Natriumkandle wurde auch die
Kinetik der Steady-State-Inaktivierung né&her betrachtet. Sie beschreibt die

Verfugbarkeit der Natriumkandle in Abhangigkeit vom Membranpotential. Zur

70



Messung der Steady-State-Inaktivierung wurden die hiPSC-CMs mehrmals
ausgehend von einem zunehmend positiveren Membranpotential depolarisiert (zum
Protokoll s. Abb. 26.A). Mit steigendem Ausgangsmembranpotential waren somit
zunehmend weniger Kanale fur die Depolarisation verfugbar und der beim Testpuls
gemessene Strom wurde zunehmend Kleiner. Interessanterweise fand sich in den
Herzmuskelzellen der ARVC-Patientin eine leichte Rechtsverschiebung, d.h. eine
leicht verzOgerte Steady-State-Inaktivierung im Vergleich zur Kontrolle und zur
asymptomatischen Schwester. Das Membranpotential der halbmaximalen
Aktivierung betrug Vi, =-71,90 £ 0,38 (Index; n = 14) vs. -73,63 + 0,30 (Schwester;
n =18) vs. -72,94 + 0,34 mV (Kontrolle; n = 23); p = 0,0002. Die Konstante k.. der
Abfallskinetik wurde fir diese Auswertung fir alle drei Zelllinien auf k. = 5,71
festgesetzt. Beim Vergleich der einzelnen Datenpunkte mittels 2-Wege-ANOVA
konnte in den Zellen der Indexpatientin bei einem Membranpotential von -80 bzw.
-70 mV eine um 6,6 = 2,5 % bzw. 7,3 + 2,5 % signifikant gré3ere relative Ina-Dichte
gemessen werden als in den Kontrollzellen (p = 0,022 bzw. 0,010). D.h. die
spannungsabhangigen Natriumkanale in den Kardiomyozyten der Indexpatienten
gehen erst bei positiveren Membranpotential-Werten in den geschlossenen,
inaktivierbaren Zustand Uber und sind somit etwas langer ,verfugbar® flr eine erneute
Depolarisation. Die hiPSC-CMs der asymptomatischen Schwester zeigten hingegen

keinen Unterschied im Vergleich zu den Zellen der gesunden Kontrolle.

30 mV

500
20 m I— ms—+ ms el
E -30 mV
A 120 mv g L omv Z0my
-80 mV

50 mV

20 pA/pF

-120 mV

Abb. 26 Messung der Ina-Steady-State-Inaktivierung. A. Schematisches Messprotokoll zur Messung der
Steady-State-Inaktivierung: Ausgehend von einem zunehmend positiveren Membranpotential wurde die Ina-Dichte
nach einem kurzen depolarisierenden Testpuls ermittelt. Dadurch konnte die fortschreitende Inaktivierung der
Natriumkanale und somit die zunehmend geringere Ina-Verfligbarkeit in Abhangigkeit vom Membranpotential
ermittelt werden. B. Représentative Ina-Originalregistrierung wahrend Prapuls (links) bzw. Testpuls (rechts).

Wie bereits in Kap. 1.2.3 (Einleitung) ausfuhrlicher beschrieben, gibt es bei einem
Membranpotential zwischen -60 und -50 mV eine kurze Phase, in der sich die
Mehrheit der spannungsabhéangigen Natriumkanale im inaktiven Zustand befindet,
ein kleiner Teil jedoch bereits wieder aktivierbar ist. Diese Uberlappung der Steady-
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State-Inaktivierung und -Aktivierung, die bereits in Abb. 25 zu erkennen war, bildet
den sog. window current ab, einen kleinen, aber bei geringer Vergrol3erung
relevanten Hintergrundstrom (36). In Abb. 27, die einen vergroRerten Ausschnitt
dieser Uberlappung zeigt, wurde der window current farblich hervorgehoben. Dieser
zeigt sich verkleinert in den hiPSC-CMs der ARVC-Patientin, als Folge der
verzogerten Ina-Aktivierung. Im Gegensatz dazu findet sich in den Kardiomyozyten
der asymptomatischen Mutationstragerin ein leicht vergroRerter window current,
hervorgerufen durch die Linksverschiebung der Steady-State-Aktivierung und

passend zum insgesamt vergroé3erten Natriumstrom.

Steady-State-Inaktivierung Steady-State-Aktivierung  Abb. 27 Window current reduziert bei
ARVC-Patientin, vergroRert bei
asymptomatischer Mutationstragerin.
Gezeigt ist ein vergroRerter Ausschnitt der
sich Uberlappenden Kurven der Kinetik der
Steady-State-Inaktivierung bzw. -
Aktivierung des spannungsabhangigen
Natriumstroms (vgl. Abb. 25). Das durch
die Uberlappung der beiden Graphen
entstehende Fenster beschreibt einen
kleinen  Hintergrundstrom, den sog.
window current. Aufgrund der
Rechtsverschiebung der Steady-State-
Aktivierung findet sich in den hiPSC-CMs
der Indexpatientin ein verringerter window
I T T T 1 current, wohingegen er in den
-80 -70 60 -50 -40 Kardiomyozyten der asymptomatischen
Membranpotential [mV] Schwester vergroRert ist.

0.20+

0.15-

0.10

— Index
0.05- — Schwester
— Kontrolle

Relative Leitfahigkeit bzw. ly,-Dichte

3.3.3 Keine Veranderungen in Erholung nach Inaktivierung und intermediarer
Inaktivierung

Ein  weiterer Parameter des Offnungsverhaltens  spannungsabhangiger
Natriumkanéle ist die sog. intermediére Inaktivierung (). Wie in Kapitel 1.2.3
ausfuhrlicher erlautert, zeichnet sich ein kleiner Teil der Kanale durch einen
langsameren Ubergang in den geschlossenen, inaktivierbaren Zustand aus. D.h.
diese Kanéle reagieren um einige 100 ms verzogert auf depolarisierende
Membranpotential-Veranderungen und es dauert demnach auch langer, bis sie
anschlielBend wieder aktivierbar sind. Zur Ermittlung des Anteils der intermediar
inaktivierenden Natriumkanéle wurden die hiPSC-CMs mehrmals fur eine
zunehmend langere Zeit depolarisiert. Mit steigender Dauer dieses ersten Stimulus
(P1) reagierten zunehmend mehr Kanéle der intermediar inaktivierenden Fraktion auf
die Depolarisation und waren anschlie3end beim zweiten Testpuls (P2) nicht mehr

aktivierbar. Der im Verhéaltnis zum initial gemessenen Iy,-Gesamtstrom ermittelte

72



Natriumstrom (Inap2) iSt somit ein indirektes Mal3 fur den Anteil an intermediar
inaktivierenden Natriumkanalen. Abb. 28.A zeigt, dass mit zunehmender Dauer der
initalen Depolarisation (P;) der Anteil der intermediar inaktivierenden Kanale immer
grolRer wurde, da die relative Iys-Dichte des zweiten Testpulses (P2) kontinuierlich
abnahm. Bezlglich der Kinetik der intermediaren Inaktivierung und dem Anteil der
Iim-Natriumkandale konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Zelllinien
festgestellt werden (p > 0,05). Die Amplitude A betrug 0,25 + 0,03 (Index; n = 9) vs.
0,29 + 0,05 (Schwester; n = 7) vs. 0,28 + 0,04 (Kontrolle; n = 18); auch die
Abfallskonstante Ky unterschied sich mit 0,84 + 0,20 vs. 0,77 + 0,27 vs. 0,72 £ 0,21

s nicht zwischen den drei Zelllinien.

Ina - Intermedidre Inaktivierung 500ms

1.0+

50 pA/pF

-+ |ndex (n=9)
= Schwester (n=7)
- Kontrolle (n=18)

0.8 B
071 +12-2696 ms — e
20 mv —
P, P,
0.6 . : . . . . 120 mv
A 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 C 20 ms—
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Abb. 28 Keine Unterschiede in der intermedidren Inaktivierung. A. Durch zunehmende Verlangerung des
initialen Testpulses (P1) verringerte sich der beim zweiten Testpuls (P2) gemessene relative Ina, bedingt durch
eine zunehmende Beteiligung von intermediar inaktivierenden Natriumkanéalen. Die Kinetik der intermediaren
Inaktivierung (lim) und der Anteil der Ii-Natriumkanéle unterschieden sich nicht signifikant zwischen den drei
Zelllinien; A = 0,25+0,03 vs. 0,29+0,05 vs. 0,28+0,04; Ky = 0,84+0,20 vs. 0,77+0,27 vs. 0,72i0,215'l (Index (n=9)
vs. Schwester (n=7) vs. Kontrolle (n=18)); p>0,05. B. Reprasentative Originalregistrierung einer Messung der
intermediaren Inaktivierung. C. Schematisches Messprotokoll zur Bestimmung der intermediaren Inaktivierung.

Die Inaktivierung spannungsabhangiger Natriumkanale und deren Erholung nach
Inaktivierung sind eng miteinander verknupft. Als Erholung nach Inaktivierung wird
die Erholungszeit der spannungsabhangigen Natriumkanédle vom geschlossenen,
inaktiven Zustand bis zum Ubergang in den geschlossenen, aber wieder
aktivierbaren Zustand bezeichnet. Hierfir wurden die Zellen nach einer langen
inaktivierenden Depolarisation (P;) fur eine zunehmend langere Zeitdauer
repolarisiert, sodass zunehmend mehr Kanéle fir eine erneute Depolarisation
verfugbar waren (s. Abb. 29.C). Der beim anschlielenden depolarisierenden

Testpuls (P2) gemessene Natriumstrom wurde demnach mit steigender
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Repolarisationszeit immer groRer. In Abb. 29.A ist der auf den Maximalstrom
bezogene relative Natriumstrom, gemessen nach dem zweiten Testpuls (Py), als
Funktion der steigenden Repolarisationszeit aufgetragen. Man sieht, dass sich der
Ina Mit zunehmender Repolarisationszeit immer mehr dem maximalen Gesamtstrom
annadhert, d.h. mit zunehmender Erholungszeit sind immer mehr Natriumkanale
wieder aktivierbar fur eine erneute Depolarisation. Die Kinetik dieser zunehmenden
Erholung wurde mittels Zwei-Phasen-Exponentialfunktion  n&herungsweise
beschrieben; zu den Fitting-Parametern s. Tab. 21. Wie bereits bezlglich der
intermediaren Inaktivierung ergaben sich auch im Hinblick auf die Erholung nach
Inaktivierung keine signifikanten Unterschiede zwischen der Indexpatientin (n = 16),
der asymptomatischen Mutationstragerin (n = 20) und der gesunden Kontrolle (n =
26). Die Amplitude A sowie die Wachstumskonstanten Kiast bzw. Kgow Uunterschieden
sich nicht signifikant voneinander (p > 0,05). Auch in der multiplen Varianzanalyse
mittels 2-Wege-ANOVA konnte keine Verschiebung einzelner Datenpunkte

festgestellt werden.
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0.2+ ——1000 ms —1-165 ms—-10 ms
20 mv
0.0- P, P,
A 0 20 40 60 80 100 120 140 160 C -120 mv "

t(P2-P¢) [ms]

Abb. 29 Unveréanderte Erholung nach Inaktivierung in hiPSC-CMs der Mutationstragerinnen. Zur Messung
der Erholung nach Inaktivierung wurden die Natriumkanéle durch eine lange initiale Depolarisation (P1) inaktiviert
(C); mit steigender Repolarisationszeit waren durch einen erneuten depolarisierenden Testpuls (P2) immer mehr
Kanédle wieder aktivierbar. Die Kinetik dieser zunehmenden Erholung wurde durch eine Zwei-Phasen-
Exponentialfunktion beschrieben (A). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Erholung nach
Inaktivierung zwischen den hiPSC-CMs der Mutationstragerinnen und der gesunden Kontrolle (Index: n=16;
Schwester: n=20; Kontrolle: n=26); p>0,05. B. Ausgewahlte Originalregistrierung einer Patch-Clamp-Messung der
Ina-Erholung nach Inaktivierung.
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Tab. 21 : Fitting-Parameter der Ina-Aktivierung und -Inaktivierung

Kontrolle n Schwester n Index n
Steady-State-Aktivierung
Vi [MV] -34,90 £ 0,93 -36,98 + 0,82 13 -32,28 + 0,53 8
Ko [MV] 8,16 £ 0,85 8,38 +£0,73 6,0 £ 0,47
Steady-State-Inaktivierung
Vi [MV] -72,32 £ 1,02 -73,67 £ 1,59 -70,37 + 1,07
Ko [MV] 5,41 23 5,41 18 541 14
Erholung nach Inaktivierung
A 0,77 £ 0,05 0,80 £ 0,07 0,79 £ 0,05
Kfast [MS] 0,29 + 0,03 26 0,25+ 0,03 20 0,34 £ 0,03 16
Kfast [MS] 0,01 £ 0,003 0,01 £ 0,002 0,01 £ 0,002
Intermediare Inaktivierung
A 0,28 + 0,04 0,29 = 0,05 0,25+ 0,03
K [S7] 0,72+0,21 18 0,77 £ 0,27 7 0,84 £ 0,20 9
Plateau 0,66 + 0,04 0,64 + 0,05 0,70 £ 0,03

Fitting-Parameter fir die Analyse der Ina-Aktivierung und -Inaktivierung in Kardiomyozyten aus induzierten
pluripotenten Stammzellen (hiPSC-CMs). Zur Beschreibung der Steady-State-(In-)Aktivierung wurde eine
Boltzmann’sche Sigmoidalfunktion verwendet: Y(V) = (-)1/(1+exp((V12-V)/k=)). Die Erholung nach Inaktivierung
wurde mittels einer Zwei-Phasen-Exponentialfunktion beschrieben: Y(t) = Atast*(1-eXp(-Krast*t)) + Asiow*(1-exp
(-Ksiow*t)); hier dargestellt: Asast; Asiow = 1 — Asast. Die Kinetik der intermediaren Inaktivierung wurde mithilfe einer
einfachen Exponentialfunktion nachempfunden: Y(t) = A*exp(-Kiv*t) + Plateau. Messbedingungen (Aktivierung):
[Na]o und [Na]i 5mM; Messbedingungen (Inaktivierung): [Na], 135mM, [Na]; 10mM; Messung bei RT.

3.3.4 Verringerter spater Natriumstrom nur in Zellen der ARVC-Patientin

Zu guter Letzt wurde die spate Komponente des spannungsabhangigen
Natriumstroms (Ina) untersucht. Ein vergroRRerter spéater Natriumstrom birgt ein
deutlich proarrhythmogenes Potential und spielt eine wichtige Rolle beispielsweise in
der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz (104, 105). Abb. 30.A zeigt die InaL-
Originalregistrierungen dreier reprasentativer Zellen. Interessanterweise wurde in
den Zellen der symptomatischen ARVC-Patientin ein signifikant verminderter spater
Natriumstrom im Vergleich zu den Zellen der Kontrolle gemessen (p = 0,034; s. Abb.
30.B). Zwischen Kontrolle und asymptomatischer Mutationstragerin konnte hingegen
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p = 0,75). Die Iy, -Integrale (50 -
500 ms) betrugen -106,2 + 10,30 (Kontrolle; n = 16) vs. -95,55 + 11,88 (Schwester; n
= 15) vs. -61,75 + 9,64 AmsF* (Indexpatientin; n = 9). Zur Auswertung wurden die

Ina,L-INtegrale zwischen 50 und 500 ms, normiert auf die Membrankapazitat, ermittelt.

Um auch hier auszuschlie3en, dass die Unterschiede des spaten Natriumstroms
durch eine versehentlich ungleiche Verteilung der Zellgrél3en innerhalb der drei
Zelllinien bedingt sein konnten, wurden im Folgenden die Membrankapazitaten (Cy)
der untersuchten Zellen als Mal3 fur die Zellgrol3e aufgetragen. Cy betrug jeweils
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35,80 £ 5,45 (Index; n = 9), 38,85 + 5,76 (Schwester; n = 15) bzw. 34,47 + 4,85 pF
(Kontrolle; n = 16). Abb. 31.A zeigt eine homogene Verteilung der ZellgroRen
zwischen den hiPSC-CMs der drei untersuchten Personen; ein signifikanter
Unterschied in Bezug auf die Membrankapazitdten konnte nicht nachgewiesen
werden (p > 0,05 beim Vergleich aller Zellgruppen). Mittels linearer Regression
konnte bei p = 0,73 (Kontrolle), p = 0,34 (Schwester) bzw. p = 0,47 (Index) ein
linearer Zusammenhang zwischen der Grol3e der untersuchten Zellen und der Hohe
der gemessenen Iy, -Werten ausgeschlossen werden (s. Abb. 31.B-D).
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Abb. 30 Reduzierter spater Natriumstrom (Inat) in den hiPSC-CMs der Indexpatientin. A. InaL-
Originalregistrierungen dreier exemplarischer Zellen aus den jeweiligen Zelllinien. B. InaL zeigte sich mit
-61,75+9,64AmsF* signifikant verringert in den Zellen der Indexpatientin (n=9), nicht jedoch der
asymptomatischen Schwester mit -95,55 + 11,88 AmsF* (n=15); *p=0,034 vs. Kontrolle (-106,2+10,30 AmsF'l;
n=16).

Membrankapazitaten (Cy,) Abb. 31 Kein Zusammenhang zwischen InaL
und ZellgroRBe. A. Die fur die Ina-Messungen
120 - verwendeten hiPSC-CMs der drei Zelllinien
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Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen der erstmals beschriebenen
Loss-of-Function-Mutation ¢.1664delT im PKP2-Gen auf die Kinetik des kardialen
Aktionspotentials sowie den spannungsabhangigen Natriumstrom untersucht. Als
Zellmodell dienten Kardiomyozyten aus induzierten pluripotenten Stammzellen
(hiPSC-CMs) einer ARVC-Patientin und ihrer bisher klinisch asymptomatischen
Schwester, beide Tragerinnen der genannten Mutation, sowie einer gesunden
weiblichen Kontrollperson. Es zeigten sich deutliche Veradnderungen im
elektrophysiologischen Verhalten der Zellen der ARVC-Patientin sowie relevante
Unterschiede zwischen den beiden Mutationstragerinnen. Die Erkenntnisse aus den
Ergebnissen dieser Arbeit sind somit nicht nur ein wichtiger Schritt auf dem weiteren
Weg hin zu einem gesteigerten Verstandnis der Pathophysiologie der ARVC. Sie
liefern dartber hinaus einen entscheidenden Beitrag zur Aufdeckung zellularer
Veranderungen, die festlegen, ob ein Mutationstrager klinische Symptome entwickelt

oder nicht.

4.1 Veranderungen der Funktion des Nay1.5

Es sind zahlreiche Wechselwirkungen zwischen dem desmosomalen Protein
Plakophilin-2 und benachbarten Glanzstreifen-Proteinen beschrieben. Ins Zentrum
des Interesses ist in den vergangenen Jahren die enge Kolokalisation mit dem
spannungsabhangigen Natriumkanal Nay1.5 gertickt (173). Veranderungen in der
Funktion des Nayl.5 sind mit zahlreichen kardialen Erkrankungen assoziiert und
stellen die Grundlage verschiedener Herzrhythmusstérungen dar (63, 102). Im
Rahmen der Pathogenese der ARVC gab es bereits wichtige Hinweise auf eine
Beteiligung des Nay1.5 (170-172). Insbesondere der haufigste Subtyp, ARVC Typ 9,
scheint als Folge verschiedener Mutationen im PKP2-Gen mit Veranderungen im
spannungsgesteuerten Natriumstrom einherzugehen. PKP2 beeinflusst sowohl direkt
als auch indirekt tber Ankyrin G bzw. Connexin43 die Funktion und bisweilen
Lokalisation des Nayl.5 (s. Kap. 1.5.2). In dieser Arbeit sollte mittels Whole-Cell-
Patch-Clamp-Technik zuné&chst der Einfluss der o.g. PKP2-Mutation auf den

Spitzennatriumstrom (Inamax) betrachtet werden. AuRerdem wurde zum ersten Mal
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das Offnungsverhalten der spannungsabhéngigen Natriumkanale an hiPSC-CMs

einer ARVC-Patientin untersucht.

4.1.1 Reduzierter Spitzennatriumstrom durch verzdgerte Steady-State-Aktivierung

Bereits in mehreren Arbeiten wurde eine Verringerung des Spitzennatriumstroms
(Inamax) @ls Folge von PKP2-Mutationen beschrieben. Durch eine Veranderung der
Lokalisation des Nayl1.5 bzw. dessen korrekter Verankerung an den Glanzstreifen
scheint eine gestdrte PKP2-Expression zu einem Funktionsverlust des Natriumkanals
mit insgesamt verringerter Aktivitat zu fuhren (170-172). In der vorliegenden Arbeit
konnte diese Reduktion des Spitzennatriumstroms als Folge eines PKP2-Verlusts
bestétigt werden. In Immunofluoreszenzfarbungen mit Anti-PKP2 konnte zunachst
die insgesamt reduzierte PKP2-Expression in den hiPSC-induzierten Kardiomyozyten
der Klinisch kranken Mutationstragerin festgestellt werden. Darlber hinaus zeigte
sich in Patch-Clamp-Messungen ein um knapp die Halfte verringerter Inamax in den
Kardiomyozyten der ARVC-Patientin. Der Spitzennatriumstrom gibt Auskunft Gber die
Gesamtdichte an Natriumstrom in der Zelle und ist somit ein MaRR fir die Anzahl
funktionstichtiger und korrekt lokalisierter Natriumkanale (58). Eine Reduktion des
Spitzennatriumstroms kann die Aufstrichgeschwindigkeit des Aktionspotentials
verzogern und in der Folge zu Stérungen der Erregungsweiterleitung zwischen
benachbarten Kardiomyozyten filhren (55, 88). Als mogliche Folge des durch den
PKP2-Verlust verringerten Spitzennatriumstroms konnte in neonatalen sowie adulten
Ratten-Kardiomyozyten bereits eine verlangsamte Ausbreitungsgeschwindigkeit
elektrischer Erregung beobachtet werden (170). Wie in Kap. 1.3.1 ausfuhrlich
erlautert, ist eine gestorte Erregungsleitung ein pradisponierender Faktor fur die
Entstehung kreisender Erregungen. Dies wéare also ein mdglicher Mechanismus der

Arrhythmogenese bei ARVC-Patienten.

In der vorliegenden Arbeit wurde zudem zum — nach aktueller Kenntnis — ersten Mal
das Offnungsverhalten des spannungsabhangigen Natriumkanals an hiPSC-CMs
einer ARVC-Patientin im Vergleich zu einer asymptomatischen Tragerin der gleichen
PKP2-Mutation untersucht; es wurden dabei die Parameter Steady-State-Aktivierung
und -Inaktivierung, intermediére Inaktivierung sowie Erholung nach Inaktivierung
betrachtet. Als wesentlicher Befund konnte eine verzbgerte Aktivierung der
spannungsabhangigen Natriumkanale in den hiPSC-CMs der ARVC-Patientin

beobachtet werden; die Kanale offneten erst bei einem RMP von ca. -45 mV,
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wahrend die der asymptomatischen Mutationstréagerin sowie der Kontrollperson
schon bei durchschnittlich -55 mV aktiviert wurden. Dies kann — zumindest teilweise
— die Verringerung des Gesamtnatriumstroms in den Kardiomyozyten der
Indexpatientin erklaren. Im Gegensatz dazu war die Steady-State-Inaktivierung kaum
verandert. Die allenfalls leichte Rechtsverschiebung in den hiPSC-CMs der ARVC-
Patientin ist mdoglicherweise Ausdruck einer versuchten Kompensation des
reduzierten Natriumstroms. Da die Kinetik der Steady-State-Inaktivierung im
Vergleich zur -Aktivierung nur leicht verandert ist, ergibt sich dariiber hinaus ein
insgesamt kleinerer window current in den hiPSC-CMs der ARVC-Patientin. Damit
gerat dessen Rolle als potentiell arrhythmogenes Substrat (s. Kap. 1.2.3) in den
Hintergrund. Bezlglich der intermediaren Inaktivierung sowie der Erholung nach
Inaktivierung konnten keine relevanten Veranderungen festgestellt werden. In den
wenigen bisher stattgefundenen Untersuchungen des Iys,-Gatings als Folge von
PKP2-Mutationen hatten sich im Tiermodell meist eine Linksverschiebung der
Steady-State-Inaktivierung, eine verstarkte intermediare Inaktivierung sowie eine
verzogerte Erholung nach Inaktivierung gezeigt (170, 171). In anderen Arbeiten
konnten wiederum, ahnlich wie in der vorliegenden Arbeit, keine Veranderungen des
Offnungsverhaltens festgestellt werden (172). Der verringerte Spitzennatriumstrom in
den Herzmuskelzellen der ARVC-Patientin mit PKP2-Mutation c.1664delT scheint
somit am ehesten durch eine verzogerte Aktivierung der spannungsabhangigen
Natriumkanédle bedingt zu sein. Darlber hinaus kommt auch eine gestorte
Expression bzw. Lokalisation der Kanéle als Ursache des reduzierten Natriumstroms
in Frage. Passend dazu lie3 sich in anderen Arbeiten bei ARVC-Patienten mit
desmosomalen Mutationen eine verringerte Lokalisation des Nayl.5 an den
Glanzstreifen feststellen (170, 176). In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten
Immunofluoreszenzfarbungen  konnte  diese  Expressionsminderung  oder
Umverteilung des Nay1.5 nicht bestatigt werden. Auch die Arbeitsgruppe um Cerrone
et al. fand keine Unterschiede in der Nayl.5-Expression als Folge einer Mutation im
PKP2-Gen trotz reduzierter Ins-Dichte (171, 172). Die Verringerung des
Natriumspitzenstroms als Folge der hier untersuchten PKP2-Mutation scheint also
weniger durch einen Expressionsverlust bzw. eine Verteilungsstérung der
spannungsgesteuerten Natriumkanale bedingt zu sein. Vielmehr kodnnte die
Verzégerung der Ing-Aktivierung fur die Abnahme des Gesamtnatriumstroms

verantwortlich sein. Eine Lokalisationsstorung des Nayl.5, z.B. im Sinne einer

79



mangelnden Verankerung an den Glanzstreifen, kann aufgrund der methodischen
Einschrankungen der hier durchgefihrten Immunofluoreszenzfarbungen (s. Kap.

4.5.2) trotzdem nicht endgultig ausgeschlossen werden.

4.1.2 VergroRRerter Spitzennatriumstrom - ein Kompensationsmechanismus?

Von besonderem Interesse war die Gegeniberstellung der Ergebnisse der Ina-
Messungen zwischen klinisch kranker ARVC-Patientin und ihrer asymptomatischen
Schwester, beide Tragerinnen der gleichen PKP2-Mutation. Uberraschenderweise
konnten in den Zellen der asymptomatischen Mutationstragerin ein vergrofRerter
Spitzennatriumstrom sowie eine beschleunigte Ina-Aktivierung gemessen werden,
nicht nur im Vergleich zur Patientin selbst, sondern sogar zur gesunden Kontrolle.
Dies ist der erste Nachweis einer gesteigerten Ina,-Dichte in Herzmuskelzellen einer
PKP2-Mutationstragerin. Da die Mutationstragerin keine Kklinischen Symptome
aufweist, scheint der vergrof3erte Natriumstrom (bislang) keine pathogenen Effekte
zu haben. Stattdessen dient er moglicherweise als Kompensationsmechanismus
einer gestorten Gap-Junction-Kommunikation. In FRAP-Messungen (Fluorescence
Recovery After Photobleaching), welche den (elektro-)chemischen Stoffaustausch
benachbarter Kardiomyozyten untersuchen, konnte néamlich in den hiPSC-CMs
beider Mutationstradgerinnen eine vergleichbare Reduktion der interzellularen
Kommunikation nachgewiesen werden (s. Abb. 32).

Die Integritat der Gap-Junction-Struktur ist essenziell fur eine physiologische
Weiterleitung elektrischer Impulse zwischen benachbarten Kardiomyozyten.
Mutationen im PKP2-Gen sind mit einem Verlust an Cx43, dem Hauptbestandteil der
Gap Junctions, assoziiert und fuhren Uber Gap-Junction-Remodeling zu einer
gestorten elektrischen Zell-Zell-Kkommunikation (134, 159, 162, 169). Jungere
Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass die Stérung der Erregungsausbreitung
aufgrund einer verminderten Gap-Junction-Expression alleine meist nicht ausreicht,
um zu gravierenden Veranderungen des elektrophysiologischen Gleichgewichts zu
fuhren (135, 193). Stattdessen kann eine ausreichend grofe Dichte an
spannungsgesteuertem Natriumstrom eine relevante Stérung der
Erregungsweiterleitung zunachst verhindern (194). Es wéare also denkbar, dass die
Stérung der Gap-Junction-Kommunikation in den hiPSC-CMs der Schwester als
Folge des PKP2-Verlusts alleine noch nicht ausreicht, um Arrhythmien zu induzieren.

Kommt jedoch noch ein reduzierter Spitzennatriumstrom hinzu, wie es bei der ARVC-
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Patientin der Fall ist, fuhrt dies moéglicherweise zur ausschlaggebenden Verzdgerung

der Erregungsausbreitung und somit zum Auftreten von Herzrhythmusstérungen.

Vor Bleichung Nach Bleichung Nach Erholungsphase

to =0 min teng = 5 min
B 3,01 C Erholung nach 5 min
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2,54 — Schwester o B

3_ 1

— Index

e
L 20
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Abb. 32 Gestorte Gap-Junction-Kommunikation in hiPSC-CMs der Mutationstragerinnen. In FRAP-
Messungen zur Untersuchung der elektrochemischen Zell-Zell-Kommunikation tber Gap Junctions zeigte sich
eine reduzierte Erholung des Fluoreszenz-Signals 5 Min. nach Bleichung in den hiPSC-induzierten
Kardiomyozyten der beiden PKP2-Mutationstragerinnen (Index und Schwester). Als Kontrolle, dass der Effekt
tatséchlich Gap-Junction-vermittelt ist, wurden die Experimente mit dem Connexin-Inhibitor Carbenoxolon (CBX)
wiederholt (Daten mit freundlicher Genehmigung von Karin P. Hammer).

Bestatigt sich dieser Unterschied in der Gesamtnatriumstromdichte bei weiteren
Mutationstragern, konnte dies moglicherweise zu diagnostischen Zwecken genutzt
werden. Bei Patienten mit Brugada-Syndrom (BrS), bei denen ein verringerter
Spitzennatriumstrom beobachtet wird, werden zur Demaskierung der Erkrankung
Klasse-I-Antiarrhythmika eingesetzt, die den spannungsabhangigen Natriumkanal
blockieren (195). Durch die dadurch ausgeltste zusatzliche Verringerung des
Natriumstroms kommt es zur Stérung der Erregungsleitung und zu charakteristischen

EKG-Veranderungen. Eine &hnliche pharmakologische Provokation ware auch bei
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Tragern einer mit der ARVC assoziierten Mutation denkbar. Im PKP2-heterozygoten
Mausmodell wurde ein verstarkter Effekt des Natriumkanalblockers Flecainid mit
Verzogerung der Erregungsleitung und Auslosung von Herzrhythmusstérungen
beobachtet (171). Man kénnte also spekulieren, dass Mutationstrager mit reduzierter
Ina-Dichte ahnlich wie BrS-Patienten auf die Gabe von Natriumkanalblockern mit
(verstarkten) EKG-Veranderungen bzw. Arrhythmien reagieren, wahrend ein protektiv
vergrofRerter Spitzennatriumstrom diese verhindern kdnnte. Dieser Test ware somit
eine Moglichkeit zur Risikostratifizierung von Mutationstragern. Die wenigen
Beschreibungen Uber den Einsatz von intraventsen Natriumkanalblockern bei
ARVC-Patienten warnen jedoch vor einem hohen Risiko fur z.T. lebensbedrohliche
Rhythmusereignisse (196). AufRRerdem beeinflussen Natriumkanalblocker wie
Flecainid auch andere lonenkanale wie den einwartsgleichrichtenden Kaliumkanal
Kir2.1 (197), der aufgrund seiner Lokalisation an den Glanzstreifen eine mdgliche
Rolle in der Pathogenese der ARVC spielen konnte (s. unten). Aus diesem Grund
bleibt abzuwarten, ob ein diagnostischer Einsatz von Natriumkanalblockern in

Zukunft fur den klinischen Alltag relevant werden kdnnte.

4.1.3 Untergeordnete Rolle des spaten Natriumstroms in der Pathogenese der ARVC

Die spate Komponente des Natriumstroms (Ina) ist Teil der depolarisierenden
Einwartsstrome wahren der Plateauphase des kardialen Aktionspotentials und tragt
Uber den langen, kontinuierlichen Einstrom von Natriumionen mehr zur intrazellularen
Natriumkonzentration bei als der kurze Spitzennatriumstrom (65). Ein vergrol3erter
InaL, dem ein entscheidendes proarrhythmogenes Potential zukommt, findet sich
beispielsweise als Folge von hereditaren SCN5A-Mutationen oder im Rahmen der
Herzinsuffizienz. Bei letzterer liegt dem gesteigerten persistierenden Natriumstrom
eine vermehrte Phosphorylierung des Nay1.5 durch die CaMKIl mit nachfolgender
verstarkter intermediarer Inaktivierung zugrunde (116).

Entgegen der pathophysiologischen Mechanismen der Herzinsuffizienz fand sich in
den hiPSC-CMs der ARVC-Patientin ein reduzierter spater Natriumstrom, passend
zum insgesamt verringerten Natriumstrom. In den Zellen der asymptomatischen
Mutationstragerin zeigten sich hingegen keine Veranderungen im Vergleich zur
gesunden Kontrolle. Dies ist das erste Mal, dass eine Abnahme des InaL In
Kardiomyozyten einer ARVC-Patientin beobachtet wurde. Bisher gibt es nur wenige

Untersuchungen des persistierenden Natriumstroms in dieser Patientengruppe,
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sodass vergleichende Aussagen schwierig sind. Insbesondere an hiPSC-CMs wurde
der InaL mittels Patch-Clamp-Technik kaum untersucht. In einer Arbeit von El-
Battrawy zeigte sich in hiPSC-induzierten Kardiomyozyten eines ARVC-Patienten mit
Mutation im DSG2-Gen neben einem reduzierten Spitzennatriumstrom ein
unveranderter spater Natriumstrom (198). Eine vermehrte Aktivitat der CaMKIl im
Rahmen der Pathogenese der ARVC, wie sie zuletzt von Van Opbergen et al. (199)
zur Diskussion gestellt wurde, kann demnach — zumindest in unserem Zellmodell —
bislang nicht bestétigt werden. Daflr spricht neben dem verringerten spaten
Natriumstrom auch die unveranderte intermediare Inaktivierung in den hiPSC-CMs
der Mutationstragerinnen. Stattdessen ware eher eine verminderte Interaktion
zwischen CaMKIl und Nayl.5 bei ARVC-Patienten zu diskutieren. Ursachlich konnte
ein gestorter Transport der beiden Glanzstreifen-Proteine durch Veranderung der
AnkG-Expression sein. Dem multifunktionalen Ankerprotein Ankyrin G wird eine
wichtige Rolle fur die Stérung der Glanzstreifenarchitektur im Rahmen der ARVC
zugeschrieben (s. Kap. 1.5.2). Im Mausmodell wurde bei Verlust von PKP2 eine
reduzierte Expression von AnkG beobachtet (125). Ein AnkG-Verlust fihrte
wiederum zu einem fehlerhaften Transport verschiedener Glanzstreifenproteine,
darunter der CaMKIll, an ihren Zielort (76, 175). In der Folge zeigte sich eine
Abnahme der CaMKIll-abhangigen Phosphorylierung des Nayl.5 mit verringertem
Spitzen- und unverandertem spaten Natriumstrom (175). Nach Stimulation mit
Isoproterenol konnte im Gegensatz zum Wildtyp keine Ina-Steigerung ausgelost
werden, was fur den verringerten regulatorischen Einfluss der CaMKIl spricht (175).
Wurde der Signalweg durch eine Mutation im Gen fur B4-Spectrin, einem wichtigem
Modulator von lonenkanal-Aggregationen und Proteinkomplexen, gestort, zeigte sich
bereits initial eine reduziert Iy, -Dichte (76). Man kdnnte also spekulieren, dass eine
gestorte AnkG-Aktivitat als Folge der hier untersuchten PKP2-Mutation zu einer
verringerten Phosphorylierung des Nay1.5 durch die CaMKIl fuhrt und dadurch die
Dichte des persistierenden Natriumstroms abnimmt. Diese Hypothese gilt es durch
weitere Untersuchungen zu Uberprifen. Wéhrend der Beitrag eines vergrof3erten Ina,.
zur kardialen Arrhythmogenese wissenschaftlich belegt ist, sind die Auswirkungen
eines reduzierten spaten Natriumstroms noch nicht abschlieBend geklart (s. (67)).
Insgesamt lasst sich aber sagen, dass der spaten Komponente des
spannungsabhangigen Natriumstroms im Rahmen der Arrhythmogenese bei ARVC-

Patienten hochstwahrscheinlich eine weniger entscheidende Rolle zukommt.
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4.2 Proarrhythmogene Veranderungen der Aktionspotentials-Kinetik

Neben den beschriebenen Veranderungen im spannungsgesteuerten Natriumstrom
konnten auch in Bezug auf das kardiale Aktionspotential wesentliche Unterschiede in
den hiPSC-induzierten Kardiomyozyten der ARVC-Patientin festgestellt werden.
Diese lassen sich nur teilweise durch die verringerte Iya-Dichte erklaren, sodass noch

weitere Mechanismen eine Rolle fur die Arrhythmogenese spielen missen.

4.2.1 Elektrische Instabilitat durch erhéhtes Ruhemembranpotential

Ein Mechanismus fir die Entstehung kardialer Arrhythmien ist die gesteigerte
spontane elektrische Aktivitat ventrikularer Kardiomyozyten (s. Kap. 1.3.2). Diese
entsteht unter anderem durch ein depolarisiertes bzw. instabiles
Ruhemembranpotential (RMP) (38). Die Besonderheit, die sich bei der Arbeit an
Kardiomyozyten aus induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPSC-CMs) ergibt, ist
deren bekannt depolarisiertes RMP sowie ihre spontane elektrische Aktivitéat. Dies
liegt darin begrindet, dass hiPSC-CMs auch nach langerer Reifung ein etwas
anderes lonenkanalmuster aufweisen als adulte humane Herzmuskelzellen. Unter
anderem findet sich bei Kardiomyozyten, die aus Stammzellen gewonnen wurden,
eine sehr geringe Expression des einwarts-gleichrichtenden Kaliumkanals Kir2.1 (k1)
(187), welcher wesentlich fur die Aufrechterhaltung eines stabilen RMP
verantwortlich ist. Eine weitere Ursache fir die elektrische Instabilitat von hiPSC-CMs
ist das erhdhte Expressionslevel von HCN-Kanalen (200, 201). Diese nichtselektiven
Kationenkanéle, auch funny channels genannt, fihren durch ihren unselektiven
Kationeneinstrom u.a. in adulten Schrittmacherzellen zu spontanen Depolarisationen
und tragen somit zu deren elektrischer Automatie bei (51). Aufgrund der langen
Reifungszeit von drei Monaten zeigten unsere aus hiPSCs gewonnenen
Kardiomyozyten ein erstaunlich adultes elektrophysiologisches Verhalten. Mit einer
mittleren Eigenfrequenz von 0,19 Hz war die Rate an spontanen Aktionspotentialen
sehr gering, aufRerdem wurden insgesamt wenig spontan schlagende Zellen
beobachtet. Insbesondere in den Kardiomyozyten der asymptomatischen
Mutationstragerin sowie der gesunden Kontrollperson konnten kaum spontane
Aktionspotentiale aufgezeichnet werden (8 % bzw. 11,5 % der jeweils untersuchten
Zellen). Dies ist u.a. durch das negative RMP begriindet: Die Kardiomyozyten der

beiden genannten Probandinnen wiesen namlich ein RMP von ca. -70 mV auf, was
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nicht allzu weit vom physiologischen RMP adulter ventrikularer Kardiomyozyten
entfernt liegt. Im Gegensatz dazu war das RMP der ARVC-Patientin mit
durchschnittlich -60 mV deutlich depolarisierter. Eine Verschiebung ins Positive bringt
das RMP naher an das Schwellenpotential fir die Offnung spannungsabhangiger
Natriumkanéale und somit fur die Auslosung eines Aktionspotentials. Die dadurch
beglnstigte spontane elektrische Aktivitat spiegelte sich auch in der erhdhten
Frequenz an spontanen Aktionspotentialen in den Zellen der ARVC-Patientin wider.
Interessanterweise zeigten bereits die Kardiomyozyten der Schwester der Patientin
eine gesteigerte intrinsische Frequenz im Vergleich zur Kontrolle, obwohl sich deren
RMP nicht von dem der Kontrolle unterschied. Aufgrund der geringen Zahl spontan
schlagender Zellen der Schwester sind diese Daten unter Vorbehalt zu betrachten; in
Messungen spontaner Ca?*-Transienten in unserer Arbeitsgruppe zeigte sich jedoch
ein ahnliches Bild mit signifikant gesteigerter Ruhefrequenz in den Zellen der ARVC-
Patientin sowie ihrer asymptomatischen Schwester, wenn auch nicht so ausgepragt
wie bei der Indexpatientin selbst (s. Abb. 33).

Abb. 33 Erhdhte Frequenz spontaner

Frequenz spontaner Ca?*-Transienten Ca’-Transienten in hiPSC-CMs der
Mutationstragerinnen. Bei der Messung

0.5- spontaner zytosolischer Ca**-Transienten
p<0,0001 mittels Konfokal-mikroskop zeigte sich

0.4- ‘ eine deutlich gesteigerte Ruhefrequenz in

e den hiPSC-CMs der ARVC-Patientin.
E p<0,0001 Aber auch in den Kardiomyozyten ihrer
= 0.31 asymptomatischen Schwester, Tragerin
'6 der gleichen PKP2-Mutation, war bereits
0.2 eine signifikant héhere Frequenz spon-
taner Ca2+-EntIadungen zu beobachten.

0.1- @F = 0,070,004 (Kontrolle; n=62) vs.
0,11+0,01 (Schwester; n=46) vs.

0.0- 0,28+0,01Hz (Index; n=81); p<0,0001

(Index vs. Schwester/Kontrolle) bzw.
K((r:n:ré)zll)e S((::\QIZSGI:;E d (LnS%x']) p=0,0445 (Schwester vs. Kontrolle)

(Daten freundlicherweise von Maria

Giglberger zur Verfigung gestellt).
Fur die Depolarisierung des RMP in den hiPSC-CMs der Indexpatientin kommen
verschiedene Ursachen infrage. Der Hauptstabilisator des RMP in adulten humanen
Kammermyokardzellen ist der einwarts-gleichrichtende Kaliumkanal Kir2.1. Er ist
hauptsachlich fur den repolarisierenden Kaliumausstrom (lx;) in der spéten
Repolarisationsphase verantwortlich. Eine verringerte Ig;-Dichte wird z.B. bei
Patienten mit Herzinsuffizienz beobachtet (99). Die daraus entstehende

Verschiebung des Membranpotentials in positivere Bereiche begiinstigt spontane
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Nachdepolarisationen (DADs), hauptsichlich uber einen NCX-gesteuerten Na'-
Einstrom (100). Im Rahmen der Pathogenese der ARVC wurde der Kir2.1 bisher
nicht diskutiert. Aufgrund der engen Nachbarschaft zu weiteren relevanten
Glanzstreifenproteinen wére ein genauerer Blick auf mdgliche Veranderungen des
Kaliumstroms aber sicherlich lohnend. Es konnte gezeigt werden, dass Nayl.5
bereits zu einem frihen Zeitpunkt seines Transports zur Plasmamembran einen
Proteinkomplex mit Kir2.1 bildet und die beiden lonenkanéle sich wechselseitig in
ihrer Lokalisation und Funktion beeinflussen (202). Ein gestorter Nayl.5-Tansport
geht mit einer veranderten Lokalisation des Kir2.1 einher (202, 203). Umgekehrt fihrt
ein Kir2.1-Verlust zu einem reduzierten Spitzennatriumstrom (202). Eine Loss-of-
Function-Mutation im PKP2-Gen koénnte also, moéglicherweise Uber Veranderungen
im Nayl.5, zu Stérungen in der Kir2.1-Funktion fuhren und tber eine reduzierte Iki-
Dichte das RMP beeinflussen. In Western Blots, durchgefuhrt in unserer
Arbeitsgruppe, zeigte sich das Kir2.1-Expressionslevel in den hiPSC-CMs der
Indexpatientin unverandert im Vergleich zu den anderen beiden Zelllinien. Diese rein
guantitativen Ergebnisse erlauben jedoch keine Aussage Uber die Lokalisation und
Funktion der Kaliumkanale. Zur weiteren Klarung waren elektrophysiologische

Messungen des Ik notig.

Ein Problem, das sich jedoch bei der Arbeit an Kardiomyozyten aus hiPSCs ergibt, ist
die beschriebene geringe Dichte an einwarts-gleichrichtendem Kaliumstrom (187,
204), weshalb Untersuchungen des Ix; an hiPSC-CMs mit Vorbehalt zu betrachten
sind. Es gibt zwar Hinweise, dass sich die Expression des dafir hauptséchlich
verantwortlichen Kaliumkanals Kir2.1 mit zunehmender Reifungszeit der hiPSC-CMs
stetig steigert und ab Tag 80 nach Abschluss der Differenzierung &hnliche
Expressionslevel wie in adulten humanen Kardiomyozyten erreicht werden (205). In
einer Arbeit von Doss et al. wird jedoch von einer vernachlassigbar geringen Iki-
Dichte auch nach 120-tagiger Reifung berichtet (204); stattdessen wird postuliert,
dass das RMP in hiPSC-CMs hauptséchlich vom Ik, abhangt. Da die nach dem in der
vorliegenden Arbeit befolgten Protokoll gewonnenen hiPSC-CMs nach dreimonatiger
Reifung ein stabiles, negatives RMP sowie eine geringe Eigenfrequenz spontaner
Aktionspotentiale zeigten, waren weitere Untersuchungen der repolarisierenden
Kaliumstrome mittels Patch-Clamp-Technik sicherlich einer néheren Betrachtung
wert. Bei zu geringer Ix;-Dichte gabe es dartiber hinaus auch noch die Mdglichkeit,

diese mittels verschiedener Methoden nachtraglich zu verstéarken (192, 206, 207).
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Ein weiterer Mechanismus fir die Depolarisation des RMPs ware eine verstarkte
Aktivitat des Na*-Ca®*-Austauschers (NCX). Der NCX ist hauptverantwortlich fiir den
diastolischen Ca®*-Abtransport im Herzen (208) und ein entscheidender Knotenpunkt
nicht nur der Natrium/Kalzium-Homoostase, sondern der elektromechanischen
Kopplung insgesamt. In Western Blots zeigte sich eine deutliche Steigerung des
Expressionslevels des kardialen NCX1, und zwar ausschlief3lich in den Zellen der
Indexpatientin (s. Abb. 34.A). Der NCX sorgt aufgrund seiner Stochiometrie (s. Kap.
1.3.2) fur einen depolarisierenden Natriumstrom in die Zelle, was — im Falle einer
verstarkten NCX-Aktivitat — wiederum das RMP ins Positive verschieben wirde
(120). Passend dazu war die diastolische Kalziumkonzentration signifikant reduziert
(s. Abb. 34.B). Bisher gab es noch keine Hinweise auf eine veranderte NCX-Aktivitat
bei Patienten mit ARVC. Die Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe liefern erste
Hinweise auf eine mdgliche Rolle des NCX im Rahmen dieser Erkrankung; diese

sind durch gezielte Untersuchung der NCX-Funktion bei weiteren ARVC-Patienten zu

untermauern.
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Abb. 34 Gesteigerte NCX-Aktivitat in hiPSC-CMs der ARVC-Patientin. A. Es zeigte sich eine deutlich
gesteigerte Expressionsdichte des kardialen Na‘*-Ca**-Austauschers (NCX1) nur in den hiPSC-CMs der
Indexpatientin, nicht in denen der asymptomatischen Tréagerin der gleichen PKP2-Mutation. B. Passend dazu
fand sich eine verringerte Expression der diastolischen Ca®"-Konzentration, die jedoch auch schon bei der
Schwester beginnend zu beobachten war (Daten freundlicherweise von Karin P. Hammer zur Verfigung gestellt).

4.2.2 APD-Verlangerung als Risikofaktor fir die  Entstehung von
Nachdepolarisationen

Neben einer Verschiebung des RMP sind Veranderungen der Aktionspotentialdauer
(APD) kritisch fur die Entstehung kardialer Arrhythmien. Interessanterweise fand sich
in den hiPSC-CMs der hier untersuchten ARVC-Patientin eine deutliche
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Verlangerung der Aktionspotentialdauer; die APD in den Kardiomyozyten der
asymptomatischen Schwester war im Gegensatz dazu unverdndert. Die APD wird in
ventrikularen Herzmuskelzellen hauptséchlich durch die lange Plateauphase (Phase
2) bestimmt. Bereits kleine Veranderungen im feinen Zusammenspiel an
lonenstromen wahrend dieser Phase konnen die APD beeinflussen und zu
arrhythmogenem Verhalten fihren. Wie bereits in Kap. 1.3.2 ausfihrlich beschrieben,
stellt eine Verlangerung der APD einen wichtigen Risikofaktor fiir die Entstehung von
frihen bzw. in der Folge auch spaten Nachdepolarisationen dar (38, 85, 97).
Aul3erdem ist eine APD-Verbreiterung ein Risikofaktor fur die Entstehung von APD-
Alternans (209). Passend dazu zeigten sich in den Herzmuskelzellen der
Indexpatientin eine gesteigerte Short-Term-Variabilitatt der APD50 sowie ein
moglicher Trend zur insgesamt gesteigerten APD-Variabilitat. Zum aktuellen
Kenntnisstand wurde eine APD-Verlangerung bisher nicht im Zusammenhang mit
einer Mutation im PKP2-Gen oder einem anderen mit der ARVC assoziierten Gen
beobachtet. In der elektrophysiologischen Untersuchung einer kleinen Kohorte von
ARVC-Patienten zeigte sich jedoch eine verzdgerte Repolarisation im Vergleich zu
Nicht-ARVC-Patienten (210). Dies kdnnte ein erster Hinweis darauf sein, dass eine
gestorte Repolarisation in der Arrhythmogenese von ARVC-Patienten eine Rolle
spielt. Im 12-Kanal-EKG der hier untersuchten ARVC-Patientin konnte keine
Verbreiterung der QRS-Komplexes bzw. der QT-Zeit als Folge der APD-
Verlangerung beobachtet werden (s. Abb. 3).

Als Ursache der verbreiterten APD kommen verschiedene Mechanismen infrage.
Ganz allgemein gesprochen fuhrt ein vergroRerter Einwartsstrom bzw. ein
verringerter Auswartsstrom wahrend der Plateauphase zur Verlangerung der APD
(42). Ein vergroRerter spater Natriumstrom (InaL), der beispielsweise fur die APD-
Verbreiterung bei Patienten mit Long-QT-Syndrom Typ 3 (LQTS3) verantwortlich
gemacht wird (61, 103), kann als Folge der hier betrachteten PKP2-Mutation nicht
beobachtet werden; stattdessen findet sich sogar ein geringerer Ina, in den hiPSC-
induzierten Herzmuskelzellen der ARVC-Patientin. Der zweite hauptsachliche
Einwartsstrom wahrend der Plateauphase ist lca Uber L-Typ-Ca**-Kanale (94). Auch
dieser zeigte sich in den hiPSC-CMs der hier untersuchten ARVC-Patientin reduziert®
und scheidet somit als Verursacher der APD-Verlangerung aus. Die Verbreiterung

der Plateauphase ist somit am ehesten durch einen reduzierten Kalium-

° Daten nicht gezeigt
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Auswartsstrom via Igs, Ik bzw. in der spaten Repolarisationsphase Ix; bedingt. Zur
Dichte der repolarisierenden Kaliumstrome gibt es bisher kaum Daten im
Zusammenhang mit der ARVC. In einer umfassenden Untersuchung des
elektrophysiologischen Verhaltens von hiPSC-CMs mit DSG2-Mutation konnte ein
vergroRerter Ik, bei unverandertem lxs aufgezeichnet werden; die Dichte des Ik;
wurde nicht gemessen (198). Ein reduzierter lgx;, welcher auch fur das hier
beobachtete positive Ruhemembranpotential infrage kommt, wirde zu einer
Verringerung repolarisierender Strome am Ende der Plateauphase und somit zur
Verzogerung der Repolarisation fihren (42). Dieser Mechanismus spielt u.a. eine
Rolle in der Pathogenese des Andersen-Tawil-Syndroms bzw. LQTS7: Die in diesen
Patienten beobachtete APD-Verlangerung ist durch eine Mutation im KCNJ2-Gen
bedingt, das fur den einwarts-gleichrichtenden Kaliumkanal Kir2.1 kodiert (211). Eine
mdogliche Rolle des Kir2.1 in der Pathogenese der ARVC wurde in Kap. 4.2.1 bereits
diskutiert. Fiir die Verbreiterung der APD kommt zu guter Letzt erneut der Na*-Ca?*-
Austauscher (NCX) in Frage, dessen Expressionslevel in den Herzmuskelzellen der
Indexpatientin deutlich erhéht waren. Eine veranderte Aktivitat des NCX kann die
APD maldgeblich beeinflussen; ein verringerter NCX-vermittelter Kalziumausstrom
fuhrt zur APD-Verkirzung (212). Folglich wirde eine vermehrte NCX-Aktivitat — mit
gesteigertem Kalzium-Auswarts- bzw. Natrium-Einwértsstrom — nicht nur das RMP
depolarisieren, sondern dartber hinaus auch die APD verlangern. Dem NCX kdnnte
somit eine entscheidende Rolle fir die hier beobachteten Veranderungen des
Aktionspotentials zukommen. Zur Klarung waren elektrophysiologische Messungen

des Incx notig.

Eine Verlangerung der Repolarisationsphase hat eine Reaktivierung von L-Typ-
Kalzium-Kanélen zur Folge, deren depolarisierender Ca®*-Einstrom die Auslésung
friher Nachdepolarisationen (EADs) begunstigt (94). Bei den in dieser Arbeit
durchgefiihrten AP-Messungen konnten keine EADs oder DADs beobachtet werden.
In den Messungen stimulierter Kalziumtransienten zeigte sich jedoch ein deutlich
arrhythmogenes Verhalten der hiPSC-induzierten Kardiomyozyten der ARVC-
Patientin. Interessanterweise traten jedoch bereits in den hiPSC-CMs der klinisch
asymptomatischen Mutationstragerin vermehrt Arrhythmien auf, wenn auch nicht so

ausgepragt wie bei der Patientin selbst™°.

1% baten nicht gezeigt (M. Giglberger)
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4.2.3 Rolle des spannungsabhangigen Natriumstroms

In dieser Arbeit sollte der Schwerpunkt auf den Auswirkungen der untersuchten
PKP2-Mutation auf den spannungsabhangigen Natriumstrom liegen. Die reduzierte
Dichte des Gesamt- sowie des spaten Natriumstroms in den hiPSC-CMs der ARVC-
Patientin erklaren jedoch nur einen Teil der beobachteten Veranderungen des
kardialen Aktionspotentials. Als mogliche Folge des insgesamt verringerten
Natriumstroms war die Aktionspotentialamplitude (APA) um circa 10 mV verringert;
dies konnte jedoch auch durch das depolarisierte RMP bedingt sein. AuRerdem fand
sich eine Tendenz zu einer verzdgerten Aufstrichgeschwindigkeit, wenn auch nicht
statistisch signifikant und weniger stark ausgepragt als zuvor im Tiermodell
beobachtet (170-172). Beide Phanomene, die reduzierte APA sowie die
verlangsamte Aufstrichgeschwindigkeit, konnen eine Storung der
Erregungsweiterleitung zur Folge haben, wie sie bei ARVC-Patienten diskutiert wird
(s. Kap. 4.1.1). Eine vermehrte Variabilitit der AP-Aufstrichgeschwindigkeit als
potentieller Hinweis auf ein Vnax-Alternans konnte nicht festgestellt werden. Ein Viax-
Alternans und in der Folge eine alternierende Reizleitungsgeschwindigkeit stellen
wichtige proarrhythmische Veranderungen im Rahmen verschiedener kardialer
Erkrankungen dar und treten vermehrt bei héheren Herzfrequenzen auf (213). Das
Auftreten von Vpax-Alternans hangt vor allem von der Iya-Erholung nach Inaktivierung
ab (214). Diese zeigte sich jedoch bei den hier untersuchten hiPSC-CMs

unverandert.

Neben den soeben genannten AP-Veranderungen, die auf die reduzierte Ina-Dichte
zurlckzufihren sein kénnten, ergab die Auswertung der Aktionspotentiale jedoch
noch weitere wesentliche Befunde. Die Verlangerung der Aktionspotentialdauer
sowie das depolarisierte Ruhemembranpotential sind nicht durch die Veranderungen
des Natriumstroms erklarbar. Diese Ergebnisse implizieren, dass noch andere
lonenkanéle oder Transportproteine in der Arrhythmogenese bei ARVC-Patienten
beteiligt sein missen, wie sie u.a. in den vorangegangenen Kapiteln diskutiert

worden sind.

4.3 Gegeniberstellung der Ergebnisse der beiden Mutationstragerinnen

Die Risikostratifizierung Familienangehoriger von ARVC-Patienten, die eine mit der

Erkrankung assoziierte Mutation tragen, stellt nach wie vor eine grolie
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Herausforderung dar. Mithilfe moderner Methoden wie dem Next Generation
Sequencing (NGS) ist ein genetisches Screening von Verwandten von ARVC-
Patienten mit Uberschaubarem Aufwand moglich; das Problem ist vielmehr die
Interpretation der Ergebnisse dieser Untersuchungen und die Frage, welche
prophylaktischen bzw. therapeutischen Konsequenzen sich daraus ergeben. Wie
bereits in Kap. 1.5.1 beschrieben, wird die ARVC mit reduzierter Penetranz und
aulerst variabler Expressivitat vererbt. Das Spektrum reicht von plétzlichem Herztod
im frGhen Jugendalter bis hin zu lebenslanger Symptomfreiheit — bei identischer
(desmosomaler) Mutation (215). Insgesamt entwickeln nur ca. 30 — 40% der
betroffenen Personen, die eine Mutation in einem mit der ARVC assoziierten Gen
tragen, eine charakteristische Symptomatik (33, 216), hinzu kommen atypische
Verlaufe und Erstdiagnosen im fortgeschrittenen Lebensalter (217, 218). Aus diesem
Grund ist es von grof3er Bedeutung, molekulare Pathomechanismen aufzudecken,
die dieser heterogenen Auspragung des klinischen Phanotyps zugrunde liegen. Auf
lange Sicht kénnen dadurch diagnostische Methoden entwickelt werden, die den
weiteren klinischen Verlauf und insbesondere das Risiko fur Rhythmusereignisse

besser voraussagen.

Die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe leisten hierzu einen wichtigen Beitrag, indem
sie Veranderungen auf zellularer Ebene aufdecken, die in Zusammenhang mit zwei
unterschiedlichen Phanotypen infolge der gleichen Mutation gestellt werden kdnnen.
Dazu wurden funktionelle Messungen an hiPSC-CMs einer symptomatischen und
einer asymptomatischen Trégerin der gleichen PKP2-Mutation durchgefuhrt und die

Ergebnisse gegentbergestellt.

4.3.1 Unterschiede zwischen den Mutationstragerinnen: Zusammenfassung

Bei der elektrophysiologischen Untersuchung der hiPSC-CMs mittels Whole-Cell-
Patch-Clamp-Technik zeigten sich wesentliche Unterschiede zwischen den beiden
Mutationstragerinnen. Wahrend sich die Aktionspotential-Kinetik der Kardiomyozyten
der asymptomatischen Mutationstragerin nicht von denen der gesunden Probandin
unterschied, konnten in den Zellen der ARVC-Patientin ein depolarisiertes RMP, eine
verringerte  AP-Amplitude sowie eine deutlich verlangerte Dauer des
Aktionspotentials festgestellt werden. D.h. es finden sich in den Kardiomyozyten der
klinisch  kranken Mutationstragerin  proarrhythmogene Veranderungen des

Aktionspotentials, die sich bei der asymptomatischen Schwester nicht nachweisen
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lassen — obwohl beide die gleiche PKP2-Mutation tragen. In der Messung des
spannungsabhangigen Natriumstroms zeigte sich der Iyamax In den Herzmuskelzellen
der ARVC-Patientin wie erwartet verringert, wohingegen er in den Zellen der
asymptomatischen Schwester sogar vergrof3ert war. Wie in Kap. 4.1.2 bereits
diskutiert, dient die vergrof3erte Ina-Dichte moglicherweise als Schutzmechanismus
zur Kompensation einer gestorten Gap-Junction-Kopplung, wie sie bei beiden
Mutationstragerinnen zu finden ist. Liegt die gestorte elektrische Kommunikation tber
Gap Junctions in Kombination mit einem reduzierten Spitzennatriumstrom vor, wie im
Fall der ARVC-Patientin, kommt es zur relevanten Verzdogerung der
Erregungsweiterleitung und zur Entstehung von Arrhythmien. Da beide Schwestern
die gleiche Mutation im PKP2-Gen tragen, kann diese also nicht die alleinige

Ursache fur die Auspragung des ARVC-typischen Phanotyps sein.

4.3.2 Ursachen des unterschiedlich ausgepragten Phanotyps

Als Ursachen fir die heterogenen klinischen Auspragungen und Verlaufe bei ARVC-
Patienten bzw. asymptomatischen Mutationstragern werden zum einen modulierende
Faktoren wie Alter, Geschlecht oder sportliche Aktivitat diskutiert (219). Beide der
hier untersuchten Mutationstrager sind fast gleich alt und weiblichen Geschlechts;
aul3erdem haben beide nach anamnestischen Angaben intensiv Sport betrieben.
Zum anderen gibt es starke Hinweise auf genetische Einflussfaktoren, die fur die
Auspragung des ARVC-Phanotyps eine Rolle spielen. Dazu zahlen Phanomene wie
die kombinierte Heterozygotie (220), d.h. das Vorliegen von zwei unterschiedlichen
Varianten eines Gens auf den zugehorigen Allelen, oder Zweitmutationen, auch
Second-Hit-Mutationen genannt. In 4 — 11% der ARVC-Patienten findet sich namlich
mehr als eine Mutation im betroffenen Gen bzw. in weiteren mit der Erkrankung
assoziierten Genen (220-223). Diese Patienten prasentieren sich meist mit
schwereren Symptomen und einem hoéheren Risiko, einen pl6tzlichen Herztod zu
erleiden (224, 225). In diese Auswertungen sind stets nur die typischen ,ARVC-
Gene”“ eingeschlossen (s. Kap. 1.5.1). In einer grof3en Kohorte konnte jedoch bei
mehr als einem Drittel der ARVC-Patienten keine (potentiell) ursédchliche Mutation
nachgewiesen werden (226). Das bedeutet, dass andere Einflussfaktoren oder
weitere Krankheits-modulierende Gene daran beteiligt sein muissen, dass es

letztendlich zur Ausbildung der ARVC-typischen Symptomatik kommt.
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Zur Aufdeckung mdglicher Zweitmutationen wurden PBMCs der Indexatientin, ihrer
asymptomatischen Schwester sowie von drei weiteren Familienmitgliedern einer
DNA-Sequenzierung mittels Whole Exome Sequencing (WES)'' unterzogen. Von
den gescreenten Personen, die alle die gleiche Mutation im PKP2-Gen tragen,
fanden sich bei allen unterschiedlich stark ausgepragte Auffalligkeiten in der
Echokardiographie und z.T. Veranderungen im 12-Kanal-Ruhe-EKG, mit Ausnahme
der Schwester der Patientin. Im WES konnten tatsachlich bei fast allen untersuchten
Personen verschiedene Varianten im ANK3-Gen (exonl7:c.A2209T:p.T737S)
festgestellt werden, welches fur das Glanzstreifenprotein Ankyrin G kodiert — aul3er
bei der bis zum heutigen Zeitpunkt klinisch asymptomatischen Schwester. Passend
dazu fand sich in den Immunofluoreszenz-Messungen der hiPSC-CMs der
Indexpatientin eine deutlich reduzierte AnkG-Expression, wohingegen das AnkG-
Signal in den Zellen der Schwester unverandert war. Dem Anker- und
Regulatorprotein  AnkG wird, wie in Kap. 1.5.2 ausfihrlich dargelegt, eine
entscheidende Rolle fur die Integritat der Glanzstreifenarchitektur zugeschrieben. Ein
AnkG-Verlust fuhrt u.a. zum Gap-Junction-Remodeling und zur fehlerhaften
Lokalisation der benachbarten Glanzstreifenproteine PKP2, Nayl.5 und CamKIll
(125, 175). AuRBerdem gehen Mutationen im ANK3-Gen mit einem reduzierten
Spitzennatriumstrom und einer verlangsamten Aufstrichgeschwindigkeit des
Aktionspotentials einher (79, 80, 175). Den hier beobachteten ANK3-Varianten wird,
wenn sie isoliert vorliegen, keine Pathogenitat zugeschrieben. Es ware jedoch
denkbar, dass diese Varianten in Kombination mit der hier untersuchten Loss-of-
Function-Mutation c¢.1664delT im PKP2-Gen zur Auspragung des klinischen
Phanotyps der ARVC fuhren, wahrend die PKP2-Mutation fir sich alleine noch keine
ausreichende Storung der Glanzstreifen-Integritait und in der Folge des
elektrophysiologischen Gleichgewichts bewirkt. Insbesondere fir die beobachteten
Unterschiede im spannungsgesteuerten Natriumstrom zwischen den beiden
Schwestern konnte die zusétzliche ANK3-Mutation der ARVC-Patientin den
entscheidenden Faktor darstellen. Sie wirde neben dem verringerten
Spitzennatriumstrom in den hiPSC-CMs der ARVC-Patientin namlich auch den
reduzierten spaten Natriumstrom erklaren, moglicherweise tUber den Mechanismus
einer verminderten Nayl1.5-Phosphorylierung durch die CaMKII (s. Kap. 4.1.3). Das
Fehlen einer zusatzlichen ANK3-Mutation bzw. -Variante konnte also die Erklarung

" Daten nicht gezeigt
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fur den bisher asymptomatischen klinischen Verlauf der Schwester der Indexpatientin
sein. Dazu mussten die Folgen der in den anderen Familienangehdrigen
vorliegenden ANKS3-Varianten in separaten Zellmodellen untersucht werden.
Aullerdem ware ein Screening einer grolB3eren Kohorte an ARVC-Patienten auf

Varianten im ANK3-Gen notig.

4.4 Kardiomyozyten aus hiPSCs als patientenspezifisches Zellmodell

4.4.1 hiPSC-induzierte Kardiomyozyten zur Risikostratifizierung von Mutationstragern

Die Risikostratifizierung bleibt nach wie vor eines der fihrenden Probleme im
klinischen Management von ARVC-Patienten und deren Verwandten. Deshalb wére
es von hoher klinischer Relevanz, Zellmodelle zu finden, anhand derer man
Aussagen Uber den Zusammenhang zwischen einer vorliegenden Mutation und der
klinischen Auspragung der Erkrankung — kurz: dber die Genotyp-Phanotyp-
Korrelation — treffen konnte. Eine fir die Patienten wenig invasive und
patientenspezifische Methode stellt die Arbeit an Kardiomyozyten aus induzierten
pluripotenten Stammzellen (hiPSC-CMs) dar. Bereits fur andere erbliche
Erkrankungen wie dem Long-QT-Syndrom konnten im hiPSC-CM-Modell deutliche
Unterschiede auf zellularer Ebene zwischen klinisch kranken Patienten und
asymptomatischen Mutationstragern nachgewiesen werden (183, 227). Nach
unserem Wissen ist die vorliegende Arbeit die erste umfassende Analyse des
elektrophysiologischen Verhaltens von hiPSC-CMs einer symptomatischen ARVC-
Patientin im Vergleich zu einer gesunden Mutationstragerin. Obwohl der hohe
zeitliche und finanzielle Aufwand aktuell noch einen berechtigten Einwand gegen
einen routinemafigen Einsatz dieser Methode darstellt, kann sie einen
entscheidenden Beitrag zur Aufdeckung molekularer Pathomechanismen leisten.
Mithilfe des in dieser Arbeit befolgten Protokolls zur Induktion und Differenzierung
pluripotenter Stammzellen aus patienteneigenen PBMCs konnten erstaunlich reife
Kardiomyozyten gewonnen werden. Diese lieferten ein  brauchbares,

patientenspezifisches Zellmodell fir weitere funktionelle Untersuchungen.

4.4.2 Fortgeschrittene Reife der gewonnenen Kardiomyozyten

Nach erfolgreicher Differenzierung der induzierten pluripotenten Stammzellen und

anschlieBender dreimonatiger Reifung konnten Herzmuskelzellen mit einer
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fortgeschritten organisierten Ultrastruktur und einem fir hiPSC-CMs reifen
elektrophysiologischen  Verhalten gewonnen werden. In den mit dem
Kardiomyozyten-spezifischen Marker cTnT gefarbten Kardiomyozyten aller drei
Zelllinien zeigte sich eine parallele Anordnung der Myofibrillen mit typischer
Querstreifung. Mit 71 % der Kardiomyozyten vom ventrikularen, 15,1 % vom atrialen
sowie 14 % vom nodalen Typ war die Verteilung der Zelltypen, eingeteilt anhand der
Morphologie ihres Aktionspotentials, vergleichbar mit den Ergebnissen aus anderen
Arbeitsgruppen (181-183, 185). Die langsame Eigenfrequenz der Kardiomyozyten im
Vergleich zu anderen Arbeiten (s. (187)) spricht fur das reife elektrophysiologische
Verhalten der gewonnenen Kardiomyozyten. Mit einem RMP von -71,00 mV
(Kontrolle) befanden sich die gewonnenen Kardiomyozyten im Durchschnitt
stimulierter ventrikularer hiPSC-CMs (187). Hervorzuheben ist die lange
Aktionspotentialdauer, die vergleichbar mit der von adulten humanen
Ventrikelkardiomyozyten ist. Bei Betrachtung der gemessenen APD-Werte zeigt sich
daruber hinaus eine Verkirzung der APD mit zunehmender Stimulationsfrequenz.
Diese frequenzabhéngige AP-Verklirzung ist auch in adulten humanen
Herzmuskelzellen zu beobachten. Sie wird zum einen durch den zunehmenden
langsam gleichrichtenden Kaliumstrom (lks) verursacht (189), zum anderen durch
eine Steigerung des Natrium-Kalzium-Austauschs Uber den NCX (188). Dies lasst
vermuten, dass die hiPSC-CMs nach der dreimonatigen Reifungszeit eine
ausgepragte Igs-Dichte besitzen sowie einen funktionstiichtigen NCX exprimieren
(181). Die hier gemessene Gesamtdichte an spannungsabhangigem Natriumstrom
(Iva) war geringer als in den meisten anderen Arbeiten an hiPSC-CMs (184, 187,
228). Dies ist jedoch durch die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Lésungen der
Ina,max-Messungen erklarbar: Da der gefundene Iy, unerwartet grof3 war, konnte mit
dem normalerweise bei embryonalen bzw. induzierten pluripotenten Stammzellen
eingesetzten Protokoll keine ausreichende Spannungskontrolle erreicht werden.
Stattdessen wurden Bad- bzw. Pipettenldsungen verwendet, die auch bei
Messungen an adulten humanen Kardiomyozyten eingesetzt werden (s. Kap. 2.4.2).
Auch das spricht fur die fortgeschrittene Reife des elektrophysiologischen Verhaltens

der hiPSC-CMs nach dreimonatiger Zellkultur.
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4.5 Limitationen der vorliegenden Arbeit

4.5.1 Methodische Einschrankungen des hiPSC-Modells

Trotz der vielversprechenden Vorzige des hiPSC-CM-Zellmodells sollen einige

relevante Limitationen dieser Methode nicht unerwahnt bleiben.

Ein Einwand, der im Zuge der Arbeit an hiPSC-induzierten Kardiomyozyten oft
genannt wird, ist ihr im Vergleich zu adulten ventrikularen Kardiomyozyten unreifer
(elektrischer) Phanotyp (229). Nach durchlaufener Differenzierung besitzen die
hiPSC-CMs zunéchst ein vergleichsweise depolarisiertes RMP sowie eine verringerte
AP-Aufstrichgeschwindigkeit, ahnlich wie bei embryonalen Stammzellen (230). Es
werden zudem ein abweichendes lonenkanalmuster mit geringer Dichte an einwarts-
gleichrichtendem Kaliumstrom (Ix;) sowie ein verénderter Ca?*-Haushalt beschrieben
(200, 231). Dies schrankt die Ubertragbarkeit auf adulte humane Herzmuskelzellen
natirlich ein. Um mdglichst reife Herzmuskelzellen zu gewinnen, hat sich unsere
Arbeitsgruppe deshalb fur die lange Reifungszeit von drei Monaten entschieden. Es
konnte in anderen Arbeiten gezeigt werden, dass die hiPSC-CMs mit zunehmender
Zeit in Kultur einen immer reiferen Phanotyp entwickeln und sich adulten
Kardiomyozyten annahern (205, 231).

Ein weiteres Problem des hiPSC-CM-Zellmodells stellt die Aufreinigung der
gewonnenen Kardiomyozyten dar. Mit den aktuell verfigbaren technischen
Maoglichkeiten kdnnen bisher keine reinen Kulturen an Kardiomyozyten erzeugt
werden. Obwohl mit dem hier verwendeten Protokoll nach Selektionierung mit einem
speziellen Laktatmedium bemerkenswerte Kardiomyozyten-Reinheiten von > 90%

erreicht werden kdnnen (181), verbleibt ein kleiner Prozentsatz an anderen Zellarten.

Trotz dieser Einschrankungen eignet sich dieses Zellmodell, Korrelate kardialer
Erkrankungen auf zellularer Ebene nachzuweisen und das elektrophysiologische
Verhalten patientenspezifischer Kardiomyozyten zu untersuchen. Aul3erdem muss
man betonen, dass es sich beim hiPSC-CM-Modell immer noch um eine sehr junge
Methode handelt. Zahlreiche methodische Arbeiten haben die Qualitat der
gewonnenen Kardiomyozyten in den vergangenen Jahren stetig verbessert (s.
(232)), sodass auch in Zukunft eine gesteigerte Qualitat der hiPSC-CM-Kulturen zu

erwarten ist.
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4.5.2 Immunofluoreszenzfarbungen

Zur Untersuchung der Auswirkungen der PKP2-Mutation auf die Expression
relevanter Glanzstreifen-Proteine wurden Immunofluoreszenzfarbungen
durchgefuihrt. Auch vor diesen Experimenten wurde, wie vor den restlichen
funktionellen Messungen, eine Reifungszeit von drei Monaten abgewartet. Die
ermittelte Lokalisation der untersuchten Proteine ist mit einem gewissen Vorbehalt zu
betrachten, da das Proteinexpressionsmuster von hiPSC-induzierten Kardiomyozyten
auf der einen Seite nicht ganzlich mit dem adulter isolierter Herzmuskelzellen
vergleichbar ist und sich auf der anderen Seite im Laufe der Reifungszeit
kontinuierlich verandert (231, 233). Hinzu kommt, dass die gewonnenen hiPSC-CMs
auch nach der langen Reifungszeit nicht die gleiche Morphologie wie adulte
Kardiomyozyten aufweisen; aufgrund der eher rundlichen Zellform war eine
Aufteilung der Zellmembran in die Komponenten laterale Membran bzw.
Glanzstreifen nicht méglich. Dies stellt eine Limitation dieses Zellmodells dar, handelt
es sich bei der ARVC doch um eine Erkrankung dieser besonderen kardialen Zell-
Zell-Kontakte.

4.5.3 Patch-Clamp-Messungen

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Patch-Clamp-Messungen erfolgten an
Einzelzellen, die keinen Kontakt zu benachbarten Zellen hatten. Es ergaben sich
erste Hinweise auf proarrhythmogene Veranderungen auf Einzelzell-Ebene. Die
Arrhythmien im Rahmen der ARVC entstehen jedoch in vivo in einem
dreidimensionalen System, was die Ubertragbarkeit der Ergebnisse limitiert. Dieses
Problem stellt sich grundsétzlich bei allen Arbeiten am Zellmodell. Gerade bei der
Untersuchung der Pathomechanismen der ARVC, die ja die interzellulare
Kommunikation  betreffen, waren jedoch  Messungen  zumindest im
zweidimensionalen Zellverbund interessant. Beispielsweise koénnte man die
Erregungsausbreitung, die mafigeblich von der Kinetik des schnellen Natriumstroms
sowie der Gap-Junction-Kopplung abhangt, mittels Multielektrodenarray (MEA)

untersuchen.

Ein weiteres Problem, das insbesondere fiir die Natriumstrommessungen relevant ist,
stellt die Heterogenitdt der gewonnenen Kardiomyozyten-Typen dar. Neben
ventrikular-ahnlichen Zellen differenzieren sich die induzierten pluripotenten

Stammzellen auch in Kardiomyozyten vom atrialen bzw. nodalen Typ, die sich
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morphologisch nicht voneinander unterscheiden lassen. Diese Zellen sind jedoch
bekanntermalRen durch eine unterschiedliche Expression und Aktivitat von
lonenkanélen charakterisiert (41). Obwohl Zellen vom ventrikularen Typ mit
durchschnittlich 77,6% die deutliche Mehrheit der Zellen darstellten und die
Verteilung auf die unterschiedlichen Zelltypen fir alle drei Zelllinien vergleichbar war,

kann eine Verzerrung der Ergebnisse nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

Zu guter Letzt erfolgten die Messungen nach dem hier verwendeten Protokoll bei
Raumtemperatur. Eine Abweichung von der physiologischen Temperatur von 37°C
beeinflusst u.a. die Aktionspotentials-Parameter RMP, APD und
Aufstrichgeschwindigkeit. Da bei allen drei Zelllinien jedoch das gleiche Protokoll
verwendet wurde, sollten temperaturbedingte Veranderungen der Elektrophysiologie
alle Zellen in gleichem Male betreffen. Auch eine mégliche Verzerrung durch eine
unbewusste Selektionierung nicht-schlagender Zellen, deren RMP in der Regel
niedriger ist (228), musste bei allen drei Zellgruppen gleich stark ausgepragt und

somit nicht relevant sein.

4.5.4 Patientenrekrutierung

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Familienmitglieder einer groRen ARVC-
Familie untersucht. Aufgrund der geringen Zahl an untersuchten Mutationstragern
sind die hier gezeigten Ergebnisse zunachst rein deskriptiver Natur. Die ermittelten
Daten geben erste Hinweise auf die proarrhythmogenen Verédnderungen als Folge
der PKP2-Mutation c¢.1664delT. AulRerdem zeigen sich bereits entscheidende
Unterschiede zwischen der Klinisch erkrankten und der asymptomatischen
Mutationstragerin. Neben der in dieser Arbeit untersuchten ARVC-Patientin leiden
jedoch noch weitere Verwandte an unterschiedlich stark ausgepragten Symptomen.
Zur Bestéatigung der zellularen Auswirkungen der vorherrschenden Mutation sowie
zur weiteren Untersuchung der heterogenen Auspragung des klinischen Phéanotyps
ware die Wiederholung der hier durchgefuhrten Experimente an hiPSC-CMs weiterer

Familienangehoriger interessant und sinnvoll.

Zur Gegentuberstellung einer klinisch kranken ARVC-Patientin und einer
asymptomatischen Tragerin der gleichen Mutation wurden hiPSC-induzierte
Kardiomyozyten von zwei vergleichbaren Verwandten 1. Grades untersucht. Beide
Schwestern tragen die identische Mutation im PKP2-Gen, sind fast gleich alt und

haben beide nach anamnestischen Angaben intensiv Sport betrieben. Es kann
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trotzdem nicht ausgeschlossen werden, dass modulierende Faktoren wie eine
abweichende Intensitat der sportlichen Aktivitat, inflammatorische Erkrankungen wie
eine durchgemachte Myokarditis oder Unterschiede im Lebensstil die Auspragung
des klinischen Phéanotyps bzw. die Geschwindigkeit des klinischen Verlaufs
beeinflusst haben. AuRerdem ist die vorliegende Arbeit eine Momentaufnahme des
aktuellen klinischen Zustands der beiden Mutationstragerinnen; es ist demnach nicht
absehbar, ob die Schwester in der Zukunft nicht auch Symptome entwickeln wird.
Eine Beobachtung des weiteren klinischen Verlaufs ist vorgesehen; die Familie
befindet sich in enger Betreuung durch die Klinik und Poliklinik fir Innere Medizin Il

des Universitatsklinikums Regensburg.

Zu guter Letzt wurde in dieser Arbeit nur eine von zahlreichen mit der ARVC
assoziierten Mutationen untersucht. Aufgrund der Vielzahl unterschiedlicher
Mutationen in Genen fur desmosomale Bestandteile und weiteren kardialen
Proteinen ist ein umfassendes Verstandnis der Pathophysiologie dieser Erkrankung
nur in Zusammenschau mit Untersuchungen aller beteiligten Mutationen maoglich.
Nichtsdestotrotz bedeuten die hier gefundenen Ergebnisse einen wichtigen Schritt in
Richtung eines verbesserten Verstandnisses der Pathogenese der ARVC.
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Zusammenfassung

Die Arrhythmogene Rechtsventrikulare Kardiomyopathie (ARVC) stellt eine h&ufige
Ursache fur pl6tzlichen Herztod in der jungen, sportlichen Bevdlkerung dar. Aufgrund
des nach wie vor eingeschréankten Verstandnisses uber die Pathogenese dieser
Erkrankung sind die diagnostischen und therapeutischen Méglichkeiten derzeit noch
deutlich limitiert. Insbesondere die Entstehung der lebensbedrohlichen Arrhythmien
ist nur unzureichend verstanden. Die wissenschaftlichen Ergebnisse der
vergangenen Jahrzehnte haben zur Annahme gefihrt, dass es sich bei der ARVC
um eine genetisch determinierte Erkrankung der Glanzstreifen, also der speziellen
kardialen Zell-Zell-Kontakte, handelt. Der haufigste Subtyp der Erkrankung, ARVC
Typ 9, ist mit verschiedenen Mutationen im PKP2-Gen assoziiert, das fur das
desmosomale Protein Plakophilin-2 kodiert. Plakophilin-2 (PKP2) kommt nicht nur
eine wichtige Rolle in der mechanischen Verbindung benachbarter Herzmuskelzellen
zu, es interagiert dariber hinaus mit verschiedenen benachbarten Glanzstreifen-
Proteinen. Eine dieser Interaktionen, die in den vergangenen Jahren ins
wissenschaftliche  Interesse geruckt ist, ist die Beeinflussung des
spannungsabhangigen Natriumkanals Nay1.5. Dieser ist in Kammerkardiomyozyten
fur die schnelle Aufstrichphase des Aktionspotentials verantwortlich und beeinflusst
dadurch wesentlich die Ausbreitungsgeschwindigkeit elektrischer Erregungen im
Herzen. Veranderungen im spannungsgesteuerten Natriumstrom sind mit vielen
kardialen Pathologien vergesellschaftet, darunter hereditaren
Herzrhythmusstérungen wie dem Brugada- oder Long-QT-Syndrom, aber auch der
Herzinsuffizienz. Bereits im Tiermodell hatten sich als Folge einer gestorten PKP2-
Expression eine verringerte Natriumstromdichte sowie eine verlangsamte
Aufstrichgeschwindigkeit des Aktionspotentials gezeigt — ein erster Hinweis darauf,
dass Veranderungen des spannungsabhdngigen Natriumstroms eine Rolle in der

Arrhythmogenese von ARVC-Patienten spielen konnten.

Ein Problem im klinischen Management der Erkrankung stellt die Risikostratifizierung
von Tragern einer mit der ARVC assoziierten Mutation dar. Wahrend einige
Mutationstrager bereits im frihen Jugendalter einen plétzlichen Herztod erleiden,

entwickeln andere nie Symptome.
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Aus diesem Grund sollte in der vorliegenden Arbeit das elektrophysiologische
Verhalten von Kardiomyozyten aus induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPSC-
CMs) zwischen einer ARVC-Patientin und ihrer bislang klinisch asymptomatischen
Schwester, beide Tragerinnen der gleichen PKP2-Mutation, verglichen werden.
Mittels Patch-Clamp-Technik wurde der Frage nachgegangen, welche Auswirkungen
die erstmals beschriebene Loss-of-Function-Mutation c.1664delT auf die Dichte und
Kinetik des spannungsgesteuerten Natriumstroms (Inao) sowie auf das kardiale
Aktionspotential hat. In den Herzmuskelzellen der ARVC-Patientin zeigten sich eine
Reduktion des Spitzennatriumstroms durch verzogerte Aktivierung der Natriumkanéle
sowie ein verminderter spater Natriumstrom. Daneben wurden deutliche
Veranderungen der Aktionspotential-Kinetik festgestellt, die sich nur teilweise durch
die Veranderungen im Natriumstrom erklaren lassen. Mit verringerter Amplitude
sowie leicht verzogerter Aufstrichgeschwindigkeit des Aktionspotentials sind erste
Hinweise auf eine Ina-bedingte Stérung der Erregungsleitung gegeben. Daneben
fanden sich aber auch ein depolarisiertes Ruhemembranpotential sowie eine deutlich
verlangerte Aktionspotentialdauer in den hiPSC-CMs der Patientin. Fir die
Entstehung dieser kritischen proarrhythmogenen Veranderungen missen noch
andere Mechanismen eine Rolle spielen. Der einwarts-gleichrichtende Kaliumkanal
Kir2.1 oder der Na*-Ca®*-Austauscher (NCX) sind dafiir denkbare Strukturen, deren

nahere Untersuchung lohnend ware.

Interessanterweise unterschied sich die Schwester der Patientin in Bezug auf das
Aktionspotential nicht von der gesunden Kontrolle, obwohl sie die gleiche Mutation im
PKP2-Gen tragt. Der einzige Unterschied, der sich bei den elektrophysiologischen
Messungen zwischen den beiden Mutationstragerinnen ergab, war der deutlich
vergrol3erte Natriumstrom in den hiPSC-CMs der Schwester — auch und sogar im
Vergleich zur Kontrolle. Er dient womdglich als Kompensationsmechanismus einer
gestorten elektrischen Zell-Zell-Kommunikation Gber Gap Junctions; diese ist namlich
in den Kardiomyozyten der Indexpatientin und der Schwester gleichermal3en
verringert. Eine gestorte Gap-Junction-Kommunikation kann die Erregungsleitung
wesentlich beeinflussen. Wéhrend sich also bei der Indexpatientin proarrhythmogene
Veranderungen im spannungsgesteuerten Natriumstrom und Aktionspotential finden,
dient der vergrof3erte Natriumstrom in den Herzmuskelzellen der asymptomatischen
Mutationstragerin - womdoglich als Schutzmechanismus fir die Entstehung

lebendbedrohlicher Herzrhythmusstérungen. Als Ursache fir diese Unterschiede auf
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zellularer Ebene kommt eine parallel vorliegende Zweitmutation in Frage. Wéhrend
die ARVC-Patientin sowie weitere erkrankte Familienmitglieder neben der PKP2-
Mutation eine Variante im ANK3-Gen tragen, findet sich bei der asymptomatischen
Mutationstragerin -~ Wildtyp-ANK3.  ANK3 kodiert fir das regulatorische
Glanzstreifenprotein Ankyrin G (AnkG), dem eine wichtige Rolle in der Pathogenese

der ARVC zugeschrieben wird.

Zusammenfassend kann man also sagen, dass sich deutliche Unterschiede im
elektrophysiologischen Verhalten der Herzmuskelzellen zwischen der ARVC-
Patientin und ihrer asymptomatischen Schwester erkennen lassen, die mit dem
klinischen Phéanotyp korrelieren. Die Untersuchung an Kardiomyozyten aus
induzierten pluripotenten Stammzellen ist eine geeignete Methode, um diese
individuellen Unterschiede auf zellularer Ebene naher zu erforschen. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit leisten also einen wichtigen Beitrag nicht nur zu einem
gesteigerten Verstandnis der Pathogenese der ARVC, sondern vor allem zu einer

langfristig verbesserten Risikostratifizierung von Mutationstragern.
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Anhang

6.1 Charakterisierung der induzierten pluripotenten Stammzellen

6.1.1 Karyotypisierung

Zum Ausschluss von Chromosomendefekten wurden induzierte pluripotente
Stammzellen (hiPSCs) aller drei Zelllinien einer klassischen Karyotypisierung
unterzogen. Bei dieser Methode erfolgt eine lichtmikroskopische Darstellung des
Chromosomensatzes einer Zelle im sogenannten Karyogramm. Um die
Chromosomen gut sichtbar zu machen, werden die teilungsaktiven Zellen durch den
Mitose-Hemmer Colchicin in der Metaphase der Mitose fixiert. In dieser Phase der
Mitose sind die Chromosomen am starksten kondensiert und lassen sich anhand
ihrer GroRe und Form sortieren. Diese Diagnostik wurde dankenswerterweise vom
Zentrum fur Humangenetik Regensburg unter der Leitung von Frau PD Dr. med. Ute
Hehr ibernommen. Bei der Chromosomenanalyse zeigte sich bei allen drei Zelllinien
ein unauffalliger  weiblicher Karyotyp (46, XX) ohne sichtbare

Chromosomenaberrationen (s. Abb. 35).
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Abb. 35 Karyotypisierung der hiPSCs. Unauffallige Karyogramme (46, XX) der induzierten pluripotenten
Stammzellen (hiPSCs) der Indexpatientin (A), der asymptomatischen Schwester der Patientin (B) sowie der
gesunden Kontrollperson (C). Diagnostik durch PD Dr. med. Ute Hehr, Zentrum fiir Humangenetik Regensburg.

6.1.2 Nachweis embryonaler Marker

Dariiber hinaus sollte nachgewiesen werden, dass es sich bei den Ausgangszellen
fur die Differenzierung zu Kardiomyozyten tatsachlich um (induzierte pluripotente)
Stammzellen handelt. Dafir wurde die Expression embryonaler Marker mittels
Immunofluoreszenzfarbungen und Durchflusszytometrie untersucht. Die
Durchflusszytometrie ist eine Methode =zur qualitativen und quantitativen

Untersuchung von Zelleigenschaften einer grof3en Zellpopulation. Das Prinzip dieser
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Untersuchung beruht auf der Aussendung von optischen Signalen seitens
fluoreszenzmarkierter Zellen beim Auftreffen auf einen Laserstrahl. Die mit einem
Antikdrper gegen bestimmte zellulare Bestandteile beladenen Zellen kénnen anhand
ihres Signalverhaltens sortiert und analysiert werden. In dieser Arbeit wurde diese
Methode fur den Nachweis typischer embryonaler Marker in hiPSCs verwendet.
Hierfir wurden die Stammzellen mit 1ml/well Accutase (Sigma) fur 5 Minuten bei
37°C mittels Shake-Off-Verfahren von der Matrigel™-Beschichtung geldst. Im
Anschluss daran wurden sie in 2 ml DMEM/F12 + 10% FBS uberfihrt und fur 5
Minuten mit 1200 Upm bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Nach Resuspension
des Zellpellets im eben genannten Medium und Filtration durch einen 70um-
Membranfilter (Greiner Bio-One) erfolgte die Bestimmung der Zellzahl mittels einer
Neubauer-Zahlkammer. Je 200.000 Zellen auf 100 pl Medium wurden auf ein Well
einer 96-Well-Platte Uberfiihrt. Nach dem Ausplattieren erfolgten zwei weitere
Zentrifugationsschritte (1200 Upm, 5 min, RT). Daran schloss sich dann die
eigentliche Farbung gewilnschter Zellstrukturen an. Es wurden folgende primére
Antikdrper (AK) verwendet: mouse anti-TRA-1-81 (Alexa Fluor 647), mouse anti-
SSEA-1 (FITC) sowie der jeweils zugehdrige IgM-Isotyp (Human Pluripotent Stem
Cell Sorting Kit and Analysis Kit, BD Biosciences). Die AK wurden im Verhaltnis 1:11
mit PBS verdinnt und direkt auf die ausplattierten Zellen gegeben. Zur Darstellung
des intrazellularen Markers Oct3/4 wurde der Antikdrper mouse anti-Oct3/4 (PE) im
Verhaltnis 1:10 bzw. der zugehérige IgM-Isotyp im Verhdltnis 1:11 eingesetzt. Die
Zellen wurden zunachst mit 200 pl Cytofix/Cytoperm™ (BD Biosciences) fiir 20
Minuten bei 4°C lichtgeschutzt fixiert. Nach nachfolgender zweimaliger Zentrifugation
(1200 Upm, 5 min, RT) wurde der fluoreszenzkonjugierte Antikdrper hinzugegeben
und Uber Nacht lichtgeschitzt bei 4°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die

Zellen mittels Durchflusszytometer analysiert.

Abb. 36 zeigt die Expression der untersuchten Proteine zum Pluripotenznachweis
von hiPSCs der drei Zelllinien Index, Schwester und Kontrolle. Es konnte in den
hiPSCs aller drei Zelllinien eine fir embryonale Stammzellen typische Expression
des intrazellularen Markers OCT-3/4 sowie des Oberflachen-Proteins TRA-1-81
nachgewiesen werden. AulR3erdem lie3 sich das membranstandige Protein SSEA-1,

ein Marker fir die Differenzierung von Zellen, nicht anfarben.
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Abb. 36 Nachweis charakteristischer Stammzell-Marker in hiPSCs. Mittels Immunofluoreszenz und
Durchflusszytometrie (FACS) konnte die Expression der embryonalen Marker OCT-3/4 und TRA-1-81 in hiPSCs
aller drei untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden; SSEA-1, ein Marker fir die Zelldifferenzierung, zeigte
sich in beiden Methoden negativ. Untersuchte Zelllinien: Kontrolle (A), Schwester (B), Index (C). Messungen
durchgeflhrt von Teresa Stauber.
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6.1.3 Bestatigung der Pluripotenz

Um den Erfolg der Reprogrammierung zu bestatigen, wurden die gewonnenen
hiPSCs im Hinblick auf ihre Pluripotenz sowie die Expression embryonaler Marker

untersucht.

Zum Nachweis der Pluripotenz der hiPSCs wurde das Genom aller drei Zelllinien
mittels Next Generation Sequencing (NGS) sequenziert und im Hinblick auf
ausgewahlte Pluripotenz-Marker analysiert. Das NGS ist eine Kombination der
.Klassischen® DNA-Sequenzierung nach Sanger mit moderner Bioinformatik und
erlaubt es, ein komplettes Genom innerhalb eines Tages mit sehr hoher Auflésung zu
entschlisseln. Um diese Analysen durchzufiihren, musste zunachst genetisches
Material von hiPSCs aller drei Zelllinien gewonnen werden. Fur die hierfur
durchgefilhrte RNA-Isolation wurde das RNeasy®-Mini-Kit (QUIAGEN®) nach
Angaben des Herstellers verwendet. Die Qualitat der RNA-Proben wurde mithilfe des
NanoDrop 2000 Spektrometers (PEQLAB®) analysiert. Die anschlieRende DNA-
Sequenzierung und Pluripotenzanalyse wurden von der Abteilung fur
Neuropathologie des Universitatsklinikums Regensburg unter der Leitung von Prof.
Dr. Markus J. Riemenschneider durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte mithilfe des
Bioinformatik-Assay PluriTest®, einer vom Institut fir Neuropathologie Regensburg
entwickelten Methode zur Beurteilung der Pluripotenz und somit der Qualitat von
hiPSCs (234). Abb. 37 bestatigt die erhaltene Pluripotenz fiir die hiPSCs aller drei

Zelllinien.
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6.2 Abklrzungsverzeichnis

AK
AnkG
ANK3
AP

APA
APD
ARVC/D

BrS
CaMKIl
Cwm
c-MYC
cTnT
Cx43
DAD
ddH,0
DNA
DSC2
DSG2
DSP
EAD
EGTA
EKG
Ewm
Erev
ER
ESC
(D)F
FACS

Antikorper

Ankyrin G

Gen kodierend fur Ankyrin G
Aktionspotential
Aktionspotential-Amplitude
Aktionspotentialdauer

Arrhythmogene Rechtsventrikulare Kardiomyopathie /
Dysplasie

Brugada-Syndrom

Calcium/Calmodulin-abhéngige Kinase Il
Membrankapazitat

Myelocytomatose-Onkogen

kardiales Troponin T

Connexin43

spate Nachdepolarisation (Delayed After-Depolarization)
doppelt-destilliertes Wasser

Desoxyribonukleinséaure

Desmocollin-2

Desmoglein-2

Desmoplakin

frihe Nachdepolarisation (Early After-Depolarization)
Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-tetraessigsaure
Elektrokardiogramm

Membranpotential

Umkehrpotential; Potential der halbmaximalen Aktivierung
Endoplasmatisches Retikulum

Embryonale Stammzellen

Frequenz

Fluorescence Activated Cell Sorting
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FBS
FRAP
HCN-Kanéale

hERG

hiPSCs

hiPSC-CMs

ICD
lca,L

It

k1
lur / Tkr /! Iks
lim

INa
INa,L
INa,max
lo
JUP2
KD
KLF4
Kir2.1

Kv(1.4/2.1/4.2)

LQTS
LTV
LVEDD
Max AV/At
min

MRT

Fetal Bovine Serum
Fluorescence Recovery After Photobleaching

unselektive Kationenkanéle, sog. ,funny channels®
(Hyperpolarization-activated Cyclic Nucleotide-gated channels)

auswarts gleichrichtender Kaliumkanal
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