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1. Zusammenfassung

Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen gelten weltweit aks liiufigste Todesursache. Ziel der Herz-
Kreislaufforschung ist es, pathologische Veréandgem des Herzens effektiver behandeln zu
kénnen und riskante Nebenwirkungen von Medikamentemermeiden. Dafir werden rele-

vante Modellsysteme des menschlichen Herzens lgtndé Speziesunterschiede die Reakti-

on der Herzzellen auf anti- und proarrhythmischigdi@n stark beeinflussen kénnen.

Mit dieser Arbeit wird ein neues Modell zur Evaluiag von kardioaktiven Substanzen auf
die elektrophysiologischen Eigenschaften humanezzédien vorgestellt. Therapeutisch ent-
ferntes Herzgewebe aus dem linken Ventrikel wurdeukzt, um 30Qum dicke Gewebe-
schnitte unter kardioplegischen Bedingungen heellest Mittels einer Vitalitatsfarbung
konnte festgestellt werden, dass durch die Gewigrder Schnitte nur ein bis zwei Zell-
schichten an den Schnittréandern beschadigt wudbiesn)nnere der Schnitte aber intakt blieb.
Intrazellular abgeleitete Aktionspotentiale zeigtdass die ventrikularen Kardiomyozyten in
ihrer Funktion nicht beeintrachtigt wurden und eRezleitungsgeschwindigkeit im Gewebe
von 0,35 m/s spiegelte ein intaktes und funktiesebynzytium der erregbaren Zellen wider.
Die Form der Aktionspotentiale konnte durch physgidche und pharmakologische Einfllisse
verandert werden. Unter anderem konnte die Offerschieinlichkeit ATP-abhangige Kali-
umkanale durch Rilmakalim erhdéht werden. Diese Kasgielen eine wichtige Rolle in der
Reaktion des Herzens auf ischdmische Bedingunganh Alie proarrhythmische Wirkung
einer Blockade des repolarisierenden KaliumkanBR@& wurde mit Dofetilid nachgewiesen.
Diese Blockade kann tddlich verlaufende Arrhythmuemursachen und fiihrte schon mehr-
fach dazu, dass Medikamenten die Zulassung entaegete.

Nachdem die Funktionalitat der akut hergestelltemzigewebeschnitte nachgewiesen wurde,
konnte eine Kultivierbarkeit Gber einen Zeitraunmvais zu vier Wochen etabliert werden.
Die Kultivierung auf einer Filtermembran fihrte aminer Abnahme der Reizleitungsge-
schwindigkeit und zu einer leichten Veranderunden Aktionspotentialform. Diese Formén-
derung beruht méglicherweise auf einer verandei@ziumkanalaktivitat, da die Reaktion
der Zellen auf eine Blockade mit Nifedipin, einenalKum-Antagonisten, abnahm. Die
MRNA-Expression der bedeutsamsten lonenkandle siehl, es waren allerdings strukturel-

le Anderungen im Gewebe zu erkennen.
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Trotz der veranderten Aktionspotentialform reagiertie Kardiomyozyten auf Rilmakalim
und Dofetilid gleichbleibend stark tber die gesakKéturdauer. Dies belegt eine funktionel-
le Stabilitat der lonenkanéle der Kardiomyozyteeridinen langen Zeitraum. Somit kdnnen
Langzeiteffekte von lonenkanal-modulierenden Sutzsta an diesen kultivierten Gewebe-
schnitten untersucht werden. Mit Pentamidin wurite kéinisch eingesetztes Antiprotozoi-
kum getestet, das in mehreren Fallen zum Auftretenventrikularen Arrhythmien fuhrte. In
den akut hergestellten humanen Gewebeschnittenevkaith Effekt auf das Aktionspotential
festgestellt. Nach einer Kulturdauer von 7 TagenhRentamidin zeigten die Kardiomyozyten

starke proarrhythmogene Aktivitdten im Vergleicl Kontrollgruppe.

Somit wurde ein neues kardiales Modellsystem ekwlic das durch die Multizellularitét,

den humanen Ursprung und die Langzeitstabilitdt orenkanélen viele Vorteile bestehen-
der Modellsysteme in sich vereint. Die organotypet Herzgewebeschnitte eignen sich ins-
besondere fur Studien zur Untersuchung neuer Sutestaauf die elektrophysiologischen

Eigenschaften humanen Myokards.
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2 Einleitung

In den Industrienationen sind Herz-Kreislauferknamyen die haufigste Todesursache. So
starben im Jahr 2004 weltweit ca. 7,2 Millionen Memen an den Folgen der Koronaren
Herzkrankheit, die damit die haufigste Todesursatdmstellt (WHO, 2008). In Deutschland
waren kardiovaskulare Erkrankungen der Grund fu@b6Eller Todesféalle im Jahr 2007, der
Hauptanteil davon verstarb am Herzinfarkt (Stacdtes Bundesamt, 2009). Um diese Herz-
Kreislauf-Erkrankungen effektiv und sicher behandal konnen, besteht ein hoher Bedarf an
neuen Strategien und Medikamenten. Das Herz ume gaithologischen Veranderungen bil-
den ein zentrales Zielobjekt dieser Strategiensind deswegen Gegenstand intensiver medi-
zinischer und biologischer Forschung.

Direkte Erkrankungen des Herzens sind oft auf ®f@ginderung der elektrophysiologischen
Eigenschaften des Erregungssystems zurickzuflilmeiRolgenden werden diese kurz darge-
stellt, auBerdem wird ein Uberblick tiber kardialeddlle in der Medikamentenentwicklung

gegeben.

2.1 Erregungsausbreitung im Herzen

Das Herz ist eine Pumpe, die dafur sorgt, dassZallen des Korpers mit geniigend Nahr-
stoffen und Sauerstoff versorgt werden. Es bildehitd die Grundlage fur jede metabolische
Aktivitdt des Organismus. Diese Pumpe besteht m littheren S&ugetieren aus vier Kam-
mern (Abb. 1), wobei die linke Herzhalfte den Kdkpeislauf versorgt und die rechte Herz-
halfte mit dem Lungenkreislauf verbunden ist.

Fur die Versorgung der beiden Blutkreislaufe, wargleden Kammern Unterdriicke erzeugt,
um das Blut aus den Venen anzusaugen und Uberdnickes in die groRen arteriellen Ge-
falke auszuwerfen. Dieses Pumpen der Kammern wiah d{ontraktionen der Herzmuskula-

tur ermoglicht, die sich rhythmisch zusammenziehd welaxiert. Der Rhythmus und die

Kraftamplitude dieser Kontraktionen werden durokk&ische Aktivitaten in den Herzzellen

(Aktionspotentiale) und ihre Ausbreitung reguliddie elektrische Gesamtaktivitat des Her-
zens kann mit einem Elektrokardiogramm (EKG) auéggmet werden und vereint die Akti-

vitaten der Einzelkomponenten (Abb. 1).
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Abbildung 1: Elektrische Aktivitdt des Herzens. Im oberen Teil sind die verschiedenen elektrisctivak
Strukturen des Herzens dargestellt und durch ilarattieristisches Aktionspotential beschrieben. hteren
Teil ist eine typische EKG-Aufnahme dargestellt ulad letzte Signal zeitlich synchron zu den Aktmtentia-
len aufgezeichnet (modifiziert nach Nerbonne ¢t24105).

Da die Kardiomyozyten lUber sogenannte ,gap junstiaektrisch miteinander gekoppelt
sind, bilden die beiden Vorhofe, bzw. die beidemtvigel jeweils ein Synzytium von erreg-
baren Zellen. Wenn dementsprechend eine Herzzatheilgert ist und ein Aktionspotential
entsteht, wird dieses an angrenzende Zellen Uerirand es kommt zu einer Kontraktion
des gesamten Gewebekomplexes.

Der Erregungsursprung dieser elektrischen Aktigidliegt im Sinusknoten, der im oberen
Teil des rechten Vorhofs lokalisiert ist (Abb. Dieser primare Schrittmacher des Herzens
bestimmt den Zeitpunkt und die Frequenz der Errggnnim Sinusknoten befinden sich spe-
zialisierte Kardiomyozyten, die keine stabile Ruinege in ihrer elektrischen Aktivitat haben
und dadurch spontane Aktionspotentiale ausloseohAlie anderen Teile des Erregungssys-
tems haben die Fahigkeit, spontan aktiv zu wergigigch sind sie langsamer in ihrer Fre-
quenz, sodass der Sinusknoten zumeist der bestidariehythmusgeber ist (Boyett, 2009).
Vom Sinusknoten breitet sich das elektrische Sigrdr beide Vorhdfe aus, sodass diese
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kontrahieren konnen. Der Erregungsverlauf der Vimhét im EKG durch die P-Welle be-
schrieben (Abb. 1).

Der atrioventrikularen Knoten (AV-Knoten) stelltedeinzige elektrische Verbindung zwi-
schen Vorhofen und Kammern dar und verlangsamEd®gungsausbreitung. Auch der AV-
Knoten hat ein Schrittmacherpotential, die Frequiehallerdings langsamer als die des Si-
nusknotens, sodass er als sekundarer Schrittméezeichnet wird. Der Abstand von P-
Welle bis zum Beginn der negativen Q-Zacke im EKGein Ausdruck der atrioventrikul&ren
Leitungszeit und gibt den Stimulationsbeginn deuptkammern vor.

Darauf folgend wird die Erregung Uber den rechtea den linken Tawara-Schenkel des His-
Bindels und die angrenzenden Purkinjefasern zuzdpére getragen, von wo aus sie in die
verbliebene Kammermuskulatur Gbergeht (Abb. 1)sBieAblauf ist sehr schnell, sodass in-
nerhalb von weniger als 100 ms beide Ventrikelstahdig erregt sind. Dadurch kénnen sich
die Kammern synchron und effektiv zusammenziehendas Blut auszuwerfen. Es befinden
sich zwar tertidre Schrittmacherzellen im ventrdkah Gewebe, die vor allem im His-Bindel
und den angrenzenden Purkinjefasern lokalisied, siirese haben aber eine noch langsamere
Frequenz als der AV-Knoten, sodass sie unter n@mphysiologischen Umstanden keine
Rolle spielen. Der QRS-Komplex im EKG beschreil# dentrikulare Erregung, wobei die
Aufstiegssteilheit der R-Zacke die Schnelligkeit gentrikularen Reizlibertragung darstellt.
Die ST-Strecke zeigt die Erregungrickbildung in 8emtrikeln an und die QT-Zeit steht fur
die gesamte intraventrikulare Erregungszeit (Gital.e 2002). Da die QT-Zeit abhangig ist
von der Schlagfrequenz des Herzens, wird meistdialie Frequenz korrigierte Form ange-
geben (QT, ,corrected QT*; Drew et al., 2005).

2.2 lonenkanale und ihre Eigenschaften

Die verschiedenen Herzzellen besitzen unterschiggllonenkanéle, deren Aktivitat fur die
elektrischen Eigenschaften und die Form der Akpotantiale der jeweiligen Kardiomyozyte
eine wesentliche Bedeutung hat.

lonenkanale sind Proteine, die lonen den Ubergdiey &ine biologische Membran entlang
ihres elektrochemischen Gradienten erlauben. S3ézea eine Porenregion, die von einer
oder mehreren-Untereinheiten gebildet wird und die Membran dspamnt. Zusatzlich gibt

es regulatorische, akzessorische Untereinheitemdidem porenbildenden Protein assoziiert
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sind und die Eigenschaften des lonenkanals moeliéni. Diea-Untereinheiten bilden durch
homologe oder heterologe Zusammenlagerung von aeexi mehr Untereinheiten funktions-
fahige Poren, die selektiv fur eine oder mehreneiharten sein kbnnen.

Es gibt Hunderte verschiedene lonenkandle, dieisidirer Selektivitat, ihren physikalischen
Eigenschaften, ihrer Lokalisation und ihrem Aktraegsmechanismus unterscheiden. Fir die
Aktionspotentiale des Herzens sind drei lonenauet die damit verbundenen lonenkanal-
familien von besonderer Bedeutung. An der Initiatttes Aktionspotentials sind hauptsach-
lich spannungsabhé&ngige Natriumkanéle beteiligtXN2iese bestehen, genau wie die span-
nungsabhangigen Kalziumkanéle ({aaus einera-Untereinheit, die aus vier homologen
Doméanen besteht, welche miteinander Uber zytoplascha Aminosaureketten verbunden
sind. Eine Untereinheit ist aus sechs transmembean8egmenten aufgebaut, wobei zwi-
schen Segment funf und Segment sechs die Poredgehilrd. Die Spannungsabhéangigkeit
wird Uber positiv geladene Aminosauren in Segmegewahrleistet, das bei einem bestimm-
ten Membranpotential seine Konformation verandedraufhin die Pore geotffnet wird. So-
wohl getffnete Natrium- als auch offene KalziumKarf@hren unter physiologischen Bedin-
gungen zu einem Einstrom der jeweiligen lonen, idardrazellulare Konzentration von Nat-
rium und Kalzium deutlich geringer ist als aul3ebhder Zelle.

Neben spannungsabhangigen Natrium- und Kalziumkanbllden die Kaliumkanéle die
wichtigsten lonenkandale im Herzen. Kaliumkanéaleném sehr unterschiedliche Eigenschaf-
ten haben und werden deshalb in mehrere Familigerteiit. Eine grof3e Gruppe bilden die
spannungsabhangigen Kaliumkanalg)(Klie auch aus vier homologerJntereinheiten auf-
gebaut sind, die jedoch nicht miteinander verbundigerd. Bei einer Depolarisation der
Membran werden diese Kanéle gedffnet und Kaliurssele Konzentration unter physiologi-
schen Bedingungen im Zytosol hoher ist als aul3erthkal Membran, stromt aus der Zelle aus,
sodass das Potential repolarisiert. Eine weitedeltende Gruppe der Kaliumkandale im Her-
zen bilden die sogenannten Einwartsgleichrichtey),(iie spannungsunabhangig aktiviert
werden konnen und beispielsweise die ErhaltungRigseemembranpotentials, eine parasym-
pathische Aktivierbarkeit oder die Reaktion auf Eemangel steuern kénnen. Die
Untereinheiten der Einwartsgleichrichter lagerrhsébenfalls als Tetramere zusammen, ha-
ben allerdings nur zwei statt sechs Transmembraadem die alle an der Porenbildung be-
teiligt sind.

Weitere lonenkanéle sind im Herzen nachgewieseelespin der Ausbildung des Aktionspo-
tentials aber eine untergeordnete Rolle. Fir Ubletsarbeiten zu diesem Thema siehe auch:
Terlau et al., 1998; Wettwer et al., 2003 und Nartzoet al., 2005.
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2.3 Elektrophysiologische Eigenschaften der Kardiomyeazy

Um die unterschiedlichen Funktionen der einzelnewé&bestrukturen im Myokard zu erfll-
len, miussen die Kardiomyozyten spezialisierte ebglktysiologische Eigenschaften besitzen.
In Abbildung 1 kann man den zeitlichen Verlauf derzelnen Aktionspotentiale in Kombina-
tion mit dem Ablauf des EKGs erkennen.

Fur die Weiterleitung einer elektrischen Erregunigssen sich die Zellen zunachst in einem
elektrisch ruhenden Zustand befinden. In diesentafds den man Ruhemembranpotential
nennt, liegt eine Spannung zwischen dem Extrazetaim und dem Zytosol an, die auf-
grund der lonenverteilung Gber die Membran undsdiektive Permeabilitat fir verschiedene
lonen entsteht. Diese Spannung betragt im InneeerHdrzzelle ungefahr -80 mV, ein Wert
der im physiologischen Zustand dem Gleichgewichtamal von Kalium sehr nahe kommt.
Das ist darin begriindet, dass die Zellmembran Baaptich fir Kalium durchlassig ist, und
weniger fur die anderen entscheidenden lonen Natuod Kalzium. In den meisten Herzzel-
len sind daflr die Einwartsgleichrichter (,inwarelctifier”) des K.2.x-Typs verantwortlich,
die den k;-Strom bilden und in der Ruhephase (Phase 4) getdéind (Abb. 2; Nerbonne et
al., 2005). AuRerdem hélt die Natrium-Kalium-ATPasger Verbrauch von Energie den lo-
nengradienten fur Natrium und Kalium aufrecht, mdérei Natriumionen aus der Zelle hin-
aus und zwei Kaliumionen in die Zelle hineingepumwetrden (Hilgemann et al., 2006). Im
Zeitraum einer nicht vorhandenen Erregung gibtvaschen T-Welle (Erregungsrickbildung
der Ventrikel) und P-Welle (Erregungsausbreitung \daerhofe) im EKG eine Plateauphase,
die der Diastole entspricht und in der das Blut@ers Venen nachstrémen kann.

Die Schrittmacher-Zellen im Sinusknoten und im Avidfen bilden eine Ausnahme unter
den Kardiomyozyten, denn sie haben kein stabildseRembranpotential (Abb. 1). Das ist
darin begrundet, dass sie deutlich wenigg2.K und zusatzlich Hyperpolarisations-aktivierte
Kanale exprimieren, die sowohl Natrium- als auclidfaionen passieren lassen (DiFrances-
co, 2010). Durch diese lonenselektivitat liegt @dsichgewichtspotential dieser Kanéle bei
ungefahr -15 mV. Sie werden aktiviert, sobald dasmdranpotential unter -45 mV absinkt
und es fliel3t der sogenannte ,funny“-Strognder eine diastolische Depolarisation zur Folge
hat. Dies fiihrt zu einer Uberschreitung des Sclempibtentials dieser Zellen, sodass ein
spontanes Aktionspotential ausgeltdst wird (DiFranog2010).

In Abbildung 2 sind Simulationen des menschlicherhéf-Aktionspotentials und des ven-

trikularen Aktionspotentials dargestellt und diggaindeliegenden lonenstrome aufgezeich-
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net. Nach einer extern ausgeldsten Depolarisatiod &n Schwellenpotential erreicht, das
nicht auf einen genauen Wert festzulegen ist und spannungsabhangige Offnung des Nat-
riumkanals Ngl.5 auslost (Abriel, 2010). Diese Offnung bewirkiem schnellen Einstrom
von Natriumionen in die Zelle, sodass das Membrtemi@l weiter in Richtung des Gleich-

gewichtspotentials von Natrium depolarisiert (Ph@se

Ventrikulares Aktionspotential Atriales Aktionspotential

Phase 0

Phase 4 _—
100 ms 100 ms

e r INa r
ICa,L - - S lCa,L
ITO:[ lto‘f
ITO.S A |to‘s
IKS - |Ks
e m lkr
ur o —
|K,.slouﬂ — lK,S\ow1
Ik slow2 - : Ik slow2
! |
ss .
ki E— A—— k|
lkaTP — A—— lkaTp

Abbildung 2: Typische Aktionspotentiale aus humanenVorhof und Ventrikel mit den beteiligten lonen-
stromen. Im oberen Teil der Abbildung sind die Aktionspoialg als Verlauf der Spannung gegen die Zeit
dargestellt. Darunter sind die jeweils aktiven lostedme als relativer Strom gegen die Zeit dardesizas
Aktionspotential ist in 4 Phasen eingeteilt, in elerjeweils unterschiedliche lonenkanéle aktiv skPldase O ist
gekennzeichnet durch die schnelle Aktivierung eidagium-Einstroms. Nach einer kurzen schnellendkep
sation (Phase 1) folgt Phase 2, ein Plateau, dah dwsstromende Kaliumionen und einstromende é@liz-
nen im Gleichgewicht gehalten wird. Das Ende detiohkpotentials bilden schnelle Kaliumstrome (Phapse
und das darauffolgende Ruhemembranpotential (PHagdrd aufgrund des aktiven Kaliumstroms hufrecht
erhalten (Nerbonne et al., 2005).
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Wahrend dieser Natriumkanal zeitabhangig inaktiyaerden spannungsabhangige Kalium-
kanéle getffnet, die zu einer kurzen ersten Repal@mnsphase fiihren (Phase 1). An diesem
lo-Strom (,fast recovering transient outward currgnst hauptséchlich ein Komplex aus
K\4.2/4.3- und KChiP-Untereinheiten beteiligt (Niviz810). Es gibt auch eine langsam reak-
tivierende Komponente dieses Stromss, Idie durch die porenbildende Untereinhejil 4
gebildet wird und nur im Ventrikelgewebe aktiv {gtob. 2). Unterschiede imoltragen teil-
weise auch dazu bei, dass sich die Aktionspotentraterhalb der ventrikularen Wand so
stark voneinander unterscheiden (Antzelevitch et2001 und 2007). Eine entscheidende
Rolle spielt dabei wahrscheinlich die unterschidddi Expression der regulatorischpn
Untereinheit KChiP, die im Endokard, wo ein nurigger k, gemessen werden kann, auch
geringer exprimiert wird (Soltysinska et al., 2008ufgrund dessen ist die Phase 1 im Epi-
kard deutlich ausgepragter als im Endokard (Abb. 1)

Nach dieser kurzen ersten Repolarisationsphasantedje Phase 2, in der sich ausstromende
Kaliumionen und einstromende Kalziumionen das Glgéwicht halten. Die Kalziumstréme
werden hauptsachlich tUber L-Typ-Kalziumkanale geteind haben im humanen Ventrikel
eine langere Offnungszeit als im Vorhof (Benitalalet 2010). Dadurch und durch die Unter-
schiede in den repolarisierenden Kaliumstromenefimdan in den Kardiomyozyten des Vor-
hofs eine kirzere Plateauphase im Vergleich zuntrikeh Der Kalziumeinstrom ist der ent-
scheidende Ausloser fur die Kontraktion der Kardromyten, da er in den Zellen eine Frei-
setzung von weiterem Kalzium aus dem sarkoplasategis Retikulum tber den Ryanodin-
Rezeptor auslost (Bers, 2002). Diese hohe Kalziurpdotration in der Zelle fuhrt zu einer
Aktivierung des Troponin C, welches an den kontlaktApparat assoziiert ist und zu einem
Zusammenziehen des Aktin-Myosin-Komplexes fuihrtciNder Kontraktion wird das intra-
zellulare Kalzium dber eine Kalzium-ATPase (SERCAZArick in das sarkoplasmatische
Retikulum und Uber den Natrium-Kalzium-Austauscherick in den extrazellularen Raum
gepumpt (Bers, 2002).

Wahrend der Kontraktionsphase werden auch die L-Kagiumkanale bereits wieder ge-
schlossen und die Wirkung der verzogerten Gleibkeic(,delayed rectifier”) wird starker
(Phase 3). Der daraus resultiereng&trom ist fur die endgultige Repolarisation vevaot-
lich. Es gibt auch hier zwei Hauptkomponenten, ten(,slowly activating”) und denu}
(,rapidly activating“). Beide Strome sind starkem Mentrikel als im Vorhof ausgepragt, da-
gegen gibt es einen weiteren Strom, der spezifigcliden Vorhof zu sein scheint und sehr
schnell aktiviert (., ,ultra-rapidly activating”). Dieser Strom konnteir schnelleren Repo-
larisation in den atrialen Kardiomyozyten im Veigkezu den ventrikularen Zellen beitragen
(Nerbonne et al., 2005). Die sowohl im Vorhof algtaim Ventrikel vorkommenden ATP-
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abhangigen Kaliumkanéle sind im Normalzustand ngetiffnet und werden erst bei ATP-
Mangel in der Zelle aktiviert (Nichols, 2006).

Einige der beschriebenen Strom-Komponenten, diddreiFormgebung des Aktionspotentials
eine Rolle spielen, kommen in dieser Form und Ronkaur in humanem Herzgewebe vor.
Die Aktionspotentiale anderer Spezies haben autywnterschiedlicher Anforderungen auch
andere Formen (Polder et al., 2005). Die Grol3eselieres spielt dabei eine entscheidende
Rolle, kleine Saugetiere haben eine schnellerea§tilelquenz und missen deswegen kiirzere
Aktionspotentiale haben als grol3ere Saugetiere dsl@y al., 1994). Die Ungleichheiten in
den Aktionspotentialen sind auf Unterschiede inkbgoression und der Aktivitat von lonen-
kanélen zurlckzufiihren und bedeuten auch, daspidisiseise Mause auf pro- und anti-
arrhythmogene Faktoren anders reagieren als Mens@gh@ng et al., 1996; Zicha et al.,
2003; Patel et al., 2005; Tanaka et al., 2009).

Das Aktionspotential und seine Regulation sowie Klienmunikation zwischen den Zellen
der einzelnen Komponenten des Erregungssystengsnistomplexes Zusammenspiel vieler
Faktoren, die bisher nur partiell identifiziert wlen. Um die Physiologie und Pathologie die-
ses Systems ausreichend beschreiben und beeimflasskonnen, bedarf es noch weiterer

experimenteller Hinweise und klinischer Verifiziagen.

2.4 Kardiale Medikamentenentwicklung und Sicherheitsptakologie

Medikamentenentwicklung

Viele der kardiovaskularen Erkrankungen kann marzeienoch nicht effizient und ohne
komplizierte Nebenwirkungen behandeln. Deshalb vaeiodh im kardiovaskularen Bereich
weiter an neuen Wirkprinzipien geforscht, die darmzur Marktreife entwickelt werden sol-
len. Die Entwicklung eines neuen Medikamentes kogta den ersten Schritten bis zur Zu-
lassung im Durchschnitt mindestens 400 Millionen@lar, inklusive eingerechneter Op-
portunitatskosten sogar das Doppelte (DiMasi e2803; Adams et al., 2010).

Um eine Substanz als neues Medikament zuzulassessem préklinische und klinische Pha-
sen der Entwicklung durchlaufen werden. Zunachginoe man mit der Suche nach einem
passenden Wirkstoff. Daftir werden haufig Hochduathgerfahren genutzt, um den Effekt
auf die Zielstruktur, meist Proteine, zu analysierlithilfe dieser Hochdurchsatzverfahren

kann man Leitstrukturen ermitteln, die aus Subdidnintheken mit mehreren Millionen
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Substanzen isoliert werden. Diese Leitstrukturerdes danach auf ihre Spezifitat, Wirkstar-
ke und molekulare Eigenschaften optimiert und esteinen Substanzkandidaten. Diese mus-
sen in den darauffolgenden Studien auf Wirksamkedt Toxizitat Uberprift werden, bevor
sie fur die klinischen Phasen zugelassen werdess@a2004).

Préaklinische Herzmodelle

Fur die Untersuchung der potentiellen Wirksamkaiee Substanz stehen je nach Fragestel-
lung verschiedenm vitro undin vivo-Methoden zur Verfiigung. Dabei werden meist Zelkul
turen genutzt und in spateren Studien Tierversyblagtel et al., 2008; Suzuki et al., 2009;
Van Deuren et al., 2009). Vor allem im Bereich k@mdialen Forschung haben beide Modelle
beachtenswerte Einschrankungen (Horrobin, 2003).

Die Funktion der Kardiomyozyten ist abhangig vom de umgebenden Struktur und den
benachbarten Zellen. Die Kardiomyozyten bilden wgitender ein Synzytium, das vitro
nicht realistisch nachgestellt werden kann. Zudé@rh es Hinweise darauf, dass nicht nur die
Kardiomyozyten untereinander kommunizieren, sondeich mit den sie umgebenden Zellen
in elektrischem Kontakt stehen (Kohl et al., 20@h immer mehr an Bedeutung zunehmen-
des Beispiel sind die Fibroblasten, deren Funkaioch fur die Erregungsleitung eine wesent-
liche Rolle zu spielen scheint (Gaudesius et &l032 Camelliti et al., 2004; Rohr, 2009; Yue
et al., 2010). Alles in allem spiegeln die Zellkwitund Einzelzell-Modelle nur wenige As-
pekte der Situatiom vivowider und fur eine klare Interpretation der Ergeba miissen viele
Annahmen gemacht werden (Horrobin, 2003). Aufgrded methodischen Vorteile werden
allerdings auch weiterhin isolierte Kardiomyozyt@md Zelllinien im Bereich der kardialen
Arzneimittelentwicklung und Wirksamkeitsprufung gesetzt (Nattel et al., 2008).
Fortfihrende Studien, um die Wirksamkeit und ph&okaetische Eigenschaften zu unter-
suchen beruhen in der Regel auf Tierversuchemmdist an kleinen Saugetieren durchgefuhrt
werden. Fur die Wirksamkeitsprifung ist es allegdiwichtig, dass die betroffenen Zielstruk-
turen den Strukturen im Menschen ahnlich sind. di@rEntwicklung von Antiarrhythmika
beispielsweise ist es schwierig, Vorhersagen farWlirkung im Patienten zu treffen, da die
Speziesunterschiede in der lonenkanalausstattumgysa? sind (Zicha et al., 2003).

Fur Wirksamkeitsstudien mit kardialen Zielproteir@enotigt man idealerweise ein Modell,
das komplex genug ist, um die interzellularen Webhiskungen widerzuspiegeln und den
humanen Eigenschaften sehr nahe kommt. Aul3erddterseine hohe Anzahl von Experi-

menten durchfuhrbar sein, um in kurzer Zeit viedgliBgungen testen zu kénnen.
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Sicherheitspharmakologie kardialer Nebenwirkungen

Ein zweiter wichtiger Bestandteil der praklinischehase sind die sicherheitspharmakologi-
schen Untersuchungen. Dafir werden die EffekteSidrstanz auf die Funktionen lebens-
wichtiger Organsysteme untersucht. Fir den Berdieh kardiovaskularen Systems ist seit
2005 vorgeschrieben, dass jedes potentielle Medkaawf seine proarrhythmische Wirkung
getestet werden muss (ICHS7B, 2005). Diese Ricathier ICH (,International Conference
on Harmonisation of Technical Requirements for Begiion of Pharmaceuticals for Human
Use”) wurde erarbeitet, weil man wiederholt Medilarten die Zulassung entziehen musste,
die zu sogenanntemorsade de PointeArrhythmien und damit verbundenen Todesféllen
fuhrten (Redfern et al., 2003). Neben Antiarrhytkanidie per se einen Effekt auf die Elekt-
rophysiologie des Herzens haben, kdnnen auch Swestaanderer Wirkstoffgruppen diese
Art der ventrikularen Tachykardie auslosen, danudtetihistaminika, Antibiotika und An-
tipsychotika (Redfern et al., 2003).

Die Torsade de Pointe&rrhythmien haben ihren Ausléser meist in einevdibde des soge-
nannten hERG-Kalium-Kanals, die dazu fuhrt, dassR#polarisationsphase im ventrikularen
Aktionspotential stark verlangert wird und die &Zeit im EKG ansteigt (Fenichel et al.,
2004; Sanguinetti et al., 2006; Perrin et al., 3008ese Verlangerung fuhrt zu einer Anhau-
fung von Kalzium-lonen und dadurch zu einer h6h&t&ahrscheinlichkeit, dass frihe Nach-
depolarisationen ausgelost werden (Lankipalli t28105). Zusatzlich gibt es Unterschiede in
der Reaktion der verschiedenen VentrikelwandscaichYyan et al., 1998; Antzelevitch,
2008). Dabei scheinen die sogenannten M-Zellen emscheidende Rolle zu spielen, eine
Population der ventrikularen Kardiomyozyten die esutokardial lokalisiert ist und aufgrund
elektrophysiologischer Unterschiede von den andéifégrenziert werden kann (Antzelevitch
et al.,, 1991). Diese M-Zellen reagieren starker laublockierende Substanzen als die epi-
und endokardialen Zellen, sodass dadurch die UWitiede in den Aktionspotentiallangen
verstarkt werden (Yan et al., 1998). Diese transteuDispersion zusammen mit dem Auslo-
sen von frihen Nachdepolarisationen scheinen dimder fir das Entstehen vdiorsade de
PointesArrhythmien zu sein (Antzelevitch, 2001; Fenicbkehl., 2004).

In der Richtlinie der ICH ist es zunachst vorgesstben, die blockierende Wirkung einer Sub-
stanz auf den hERG-Kanal zu untersuchen (ICHS7B5RMDaflr werden artifizielle Syste-
me benutzt, in denen der hERG als einzelner lonmaikexprimiert wird, um dessen Inhibiti-

on unabhangig von anderen Strémen untersuchenrmekd Durch diese artifiziellen Syste-
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me entstehen methodische Probleme, die nichten &l&llen behoben werden kénnen und oft
vernachlassigt werden (Witchel et al., 2002). Zzigit ist die Situation in komplexeren Sys-
temen eine andere, da verschiedene regulatorisctei®e beschrieben wurden, die die Ei-
genschaften dieses lonenkanals entscheidend hessiefl (Nerbonne et al., 2005; Thomas et
al., 2006). In diesen Systemen fehlt auBerdem diglighkeit, die Interaktionen zwischen
den Zellen zu beurteilen und die Wirkung der Sutxea auf andere lonenkanale zu untersu-
chen (Martin et al., 2004). Die Aussage Uber eilBRB-Blockade allein reicht dementspre-
chend nicht aus, um eine proarrhythmische Wirkumigdem Einzelfall vorherzusagen.
Deswegen ist weiterhin vorgeschrieben, dass didaNgerung der QFZeit in EKG-
Messungen am Tier durchgefuhrt werden (De Clercd.eR002; ICHS7B, 2005). Aber auch
mit diesen Messungen kdnnen Substanzen falsch tetwegrden, wie beispielsweise Amio-
daron, das trotz QiZeit-verlangernden Effektes keine proarrhythmis@liiekung entfaltet
(Fenichel et al., 2004; Belardinelli et al., 200Shwohl in den EKG-Messungen als auch in
den Einzelzell-Assays konnen bestimmte proarrhygbmiwirkende Effekte nicht erfasst
werden. So kann beispielsweise eine Natriumkanellialde ebenso wie eine hERG-Blockade
zu ventrikul&ren Arrhythmien fihren (Lazzara, 1996) Einflisse auf das Reizleitungssys-
tem fordern die Entstehung von kreisenden Erregur(§¢orkman et al., 2008; Jie et al.,
2010). Diese beiden und andere potentiell prodnrhigchen Mechanismen kdnnen mit den
vorgeschriebenen Untersuchungen nicht aufgeklartdeme Deshalb wurden in den letzten
Jahren verschiedene Modelle beschrieben, um dakoRien Arrhythmienin vitro besser
abschatzen zu kénnen. Vergleiche dieser Modellsystindet man in diversen Ubersichtsar-
beiten (Chen at al., 2005; Lawrence et al., 20G&cRi et al., 2009; Lee et al., 2010).

Das Modell, welches die proarrhythmische Wirkung Wirkstoffen am umfassendsten vor-
auszusagen scheint, ist die sogenannte ventrikyléeelge“-Praparation. Daftr wird ein
transmurales Segment aus der Ventrikelwand oderSigmum entfernt und arteriell perfun-
diert (Yan et al., 1996; Wang et al., 2008; Sicairal., 2010). Gleichzeitig kdnnen extrazel-
lulare (,Pseudo-EKG*) und intrazellulare Ableitumgaus allen drei Regionen der ventrikula-
ren Wand aufgenommen werden, sodass die WirkungSudstanzen auf die transmurale
Dispersion dargestellt werden kénnen. Dieses Systende fur verschiedene Spezies etab-
liert und auch mit humanem Ventrikel konnten Expemte durchgefiihrt werden (Sicouri et
al., 2010; Glukhov et al., 2010). Die einzigen Niadk dieser Methode sind die geringe Ver-
fugbarkeit an Proben und der komplizierte Aufbagass es nur wenige Labore gibt, die die-
se Methodik beherrschen. Durch das Messen von Adiatentialen ist aul3erdem das Ausle-
sen weiterer Parameter maoglich, die die Arrhythmdgé der Substanz beschreiben und zu-

sammengefasst sind in der sogenannten TRIlaD (Tuiangjerung, ,Reverse use-
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dependence®, Instabilitat, Dispersion; Raschi et 2009). All diese Faktoren beschreiben
Veranderungen im Aktionspotential, die proarrhytbehi wirken, aber tGber die vorgeschrie-
benen Methoden nicht gemessen werden konnen (Hbadegt al., 2005). Aktionspotenti-

almessungen an Praparaten, die dem menschlichekauy@hneln, sind dementsprechend
stark zu befurworten, um den Einfluss neuer Sulastamauf die Elektrophysiologie des Her-

zens einschatzen zu kénnen.

2.5 Kultivierung von Kardiomyozyten

Es gibt proarrhythmische Substanzen, die die hER@«fonalitat beeinflussen, ohne diesen
Kanal direkt zu blockieren (Ficker et al., 2003;nbis et al., 2007; Su et al., 2011). Sie ver-
hindern den Einbau dieses lonenkanals in die Zaetlbran, sodass deg; Ireduziert und da-
durch das Aktionspotential verlangert wird. DieB#fekt wird in keiner der oben angespro-
chenen préaklinischen Testsysteme untersucht, khan ebensolche Folgen haben, wie eine
direkte lonenkanalblockade. Eine Wirkung dieserstatizen kann nur in langfristigen elekt-
rophysiologischen Modellsystemen festgestellt wnigeklart werden.

Bisherige Modelle, um die elektrophysiologischegdfischaften der Herzzellen Gber einen
langeren Zeitverlauf zu untersuchen und zu beeiséin, beruhen entweder auf artifiziellen
Zelllinien wie beispielsweise HL-1-Zellen (Clayconeb al., 1998; White et al., 2004) oder
auf embryonalen Stammzellen (Hansen et al., 20idk & al., 2010; Liang et al., 2010). Um
einzelne lonenkanale zu untersuchen, wird weitedhen Moglichkeit der Transfektion in
nicht-kardiale Zellen genutzt (Rajamani et al., 0Bu et al., 2011).

Die elektrophysiologischen Eigenschaften der aahfzellen basierenden Modellsysteme
entsprechen nur partiell den Eigenschaften derithershzierten adulten Herzzellen (Ravens,
2006; ltzhaki et al., 2006). Deshalb kann ein y@iimogener Effekt einer Testsubstanz nur
unter Vorbehalt auf das adulte Gewebe Ubertragedeme

Die vorhandenen Zelllinien stammen derzeit entweaer embryonalem Rattenventrikel ab
oder wurden viral immortalisiert (Kimes et al., B9Tlaycomb et al., 1998). Diese Zelllinien
sind in ihren elektrophysiologischen Eigenschafésher nur unzureichend charakterisiert
und entscheiden sich deutlich von einem funktiemden kardialen Synzytium (Mejia-
Alvarez et al., 1994; Wang et al., 1999; Whitelet2004).

Eine weitere Moglichkeit der Untersuchung von Lagitgffekten waren primare Kardiomyo-

zyten. Isoliert man adulte Herzzellen und kultividrese unter Zellkulturbedingungen, dann
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dedifferenzieren sie allerdings innerhalb der er§tage (Mitcheson et al., 1998; Banyasz et
al, 2008). Sie verlieren sowohl ihre Kontraktiligs auch ihre typische Form (Nakamura et
al., 2008; Viero et al., 2008; Hammer at al., 20T0g Veranderungen in den lonenkanalei-
genschaften sind nur partiell beschreiben, ab&mueden starke Unterschiede im Ruhememb-
ranpotential als auch in den Aktionspotentialengestellt (Mitcheson et al., 1996 und 1998).
Einige essentielle lonenstrome sind in den kultteile Kardiomyozyten verandert, darunter
der des Natrium-Kalzium-Austauschers (Pabbathi.ef@02), der des L-Typ-Kalziumkanals

und der ki1 (Mitcheson et al., 1998; Banyasz et al., 2008).

Es konnten bisher keine Bedingungen etabliert werde einen elektrophysiologisch stabi-

len Zustand von humanen adulten Kardiomyozyten ultUf garantieren und dadurch die

langfristige Beeinflussung von lonenkanélewitro ermoglichen.

2.6 Ziel der Arbeit

Da elektrophysiologisch relevante Langzeitmodeds dumanen Myokards bisher nicht exis-
tieren, konnen langfristige Effekte neuer pharmagmcher Substanzen auf die lonenkandle
nur artifiziell untersucht werden. Dadurch kdnneichtige Risikomechanismen fur die Ent-
wicklung von ventrikuldren Arrhythmien, wie beisis\eise eine Transportblockade des
hERG-Kanals, Ubersehen werden.

Um relevantein vitro-Tests fur die Wirkungen neuer Substanzen auf hemaviyokard
durchzufiihren, wére ein multizellulares Praparabhsehenswert, welches man tber mehrere
Tage, bzw. Wochen elektrophysiologisch untersudkeem und das Eigenschaften hat, die

dem humanen Herzgewebe entsprechen.

Ziel der Arbeit war es, ein alternatives Testsystandie Untersuchung herzwirksamer Me-
dikamente an humanem Myokard zu etablieren undrelatkysiologisch zu beschreiben.

Zunachst sollten Gewebeschnitte aus humanen adu#éatrikelproben hergestellt und ihre

Vitalitdt nachgewiesen werden. Mithilfe von intrakren Potentialableitungen sollten die
elektrophysiologischen Eigenschaften beschriebeplmarmakologisch beeinflusst werden.
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Bei erfolgreicher Etablierung des akut hergesteliBewebeschnitts war es ein weiteres Ziel,
diese Schnitte Uber einen Zeitraum von bis zuWechen zu kultivieren und ihre Vitalitat zu
bestimmen. Auch an diesen Gewebeschnitten sollteiiodspotentiale abgeleitet und die
pharmakologische Beeinflussung spezifischer lonealeauntersucht werden. Um eine mog-
liche Anwendung dieser neuen Technik zu demonstriesollte ein langfristiger Einfluss

einer proarrhythmogenen Substanz in humanem Myakacgewiesen werden.
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3 Materialien

3.1 Verwendete Gerate

AD/DA-Wandler: EPC 9, HEKA, Lambrecht/Pfalz
Analysenwaage: MasterPro, Sartorius, Gottingen

AE 100, Mettler-Toledo, Greifensee, CH
Autoklaviergerat: Typ 3870 ELV, Systec, Wettenberg
Brutschrank: Typ CB 210, Binder, Tuttlingen
cDNA-Synthese: TGradient-Cycler, Biometra, Géténg
Chloriergerat: ACLO1, npi, Tamm
Elektronikrihrer: Combimag RCT, IKA, Staufen
Fluoreszenzlampe: EL-6000, Leica, Wetzlar
Gel-Elektrophorese-System: SUB-CELL System, BioRaidnchen
Gewebeschnitthalter: Slice Anchor, HarvardAppaakbplliston, US
Heizblock: Thermomixer Comfort, Eppendorf, Handpur
Homogenisator: Pellet Pestle Motor, Kontes, US

Teflon-Aufsatz, NeoLab, Heidelberg

Infusor: TSE-Systems, Bad Homburg

Kameras: CellCam s/w, Phase, Libeck

Kryotom: CM 3050, Leica, Wetzlar

Kihlsystem: ~Minichiller, Lauda, Lauda-K&nigshef
Lampe: KL 5120, Kruss, Hamburg

Lotkolben: WSD50, Weller, Sparks, US
Mikromanipulator: PatchStar, Scientifica, UckfigldK
Mikroskope: Laser Scanning M.: TCS SP5, Leicajal¢e

Aufrechtes M.: Axio Examiner, Zeiss, Jena

Binokulares M.: Steni 2000, Zeiss, Jena
Organbad, Konfiguration 1. Typ Mayflower, Hugo-SsdHektronik, March-Hugstetten
Organbad, Konfiguration 2: Eigenbau, Feinwerkdthativersitat zu Lubeck
Oszilloskop: TDS340A, Tektronix, Beaverton, ORS U
PCR-Geraét: 7000 Sequence Detection System, Applie
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Perfusionsregler:
Peristaltische Pumpe:
pH-Meter:

Photometer:

Pinzetten, Scheren:

Pipetten:

Pipettenziehgerat:

Pipettierhilfe:

RNA-Extraktion:

Schttler:

Sterilisator:

Sterilwerkbank:

Stimulationselektrode:

Stimulator:

Temperaturregelung:

Verstarker:

Vibratom:

Wasserbader:

Zentrifugen:

Biosystems, Carlsbad, CA, US
MPCU, Lorenz Messgerate, Katiegthindau
Schlauchpumpe 5260, EppEttamburg
pMX 3000, WTW, Weilheim
Typ Fluostar Optima, BMG Labtech ,e@furg
Smart Spec 3000, Bio-RAD, Minchen
Typ UVICON 932, Kontron Instr., Rossdorf
Fine Science Tools, Fostgr CA, US
Carl Roth, Karlsruhe
Finnpipette, Thermo Fisher, Waltham, NI&,
Eppendorf, Hamburg
P-2000, Sutter Instr., Novaw, US
Typ Pipetus, Hirschmann Laborger&ieerstadt
ABI PRISM 6100, Applied Biosystems
Carlsbad, CA, US
MS1 Minishaker, IKA, Staufen
Typ 2712, Koéttermann, Uetze/Hanigse
LaminAir Typ HBB 2448, Heraeus,t€@sde
Mini Coaxiale Stimulatioreddérode, Harvard
Apparatus, Holliston, US
Typ T, Hugo Sachs Elektronik, Marchgsdtetten
Typ S, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten
Temperaturregler: eTron M, @OJFulda
Heizfolien, Conrad, Hirschau
Netzteil: LSP 1403, Voltcraft, Conrad, Hirschau
SEC 05-L, npi, Tamm
VT 1200S, Leica, Wetzlar
DC1, Haake Fisons, Karlsruhe
Thermomix 1420, B. Braun, Melsungen
C 412, Jouan, Unterhaching
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3.2 Verbrauchsmaterialien

Baumwolltiicher:
Deckglaser:
Einmal-Klvetten:
Falcon-Rd6hrchen:
Kandlen:
Kapillaren:
Kultureinsatze:

Lotzinn:

Netz (Schnittfanger):

Objekttrager:
Organhaken:
Petrischalen:

Pipettenspitzen:

Platindraht:

Rasierklingen:

Reaktionsgefalie (Eppis)

Sekundenkleber:

Zupfbox POP-UP, Kimberley-Clarlallas, US

guadratisch 20 x 20 mm, Carl Roth]dfahe

K-Kivetten, Eppendorf, Hamburg

CellstarTubes 15&50 mL, Greinier Bne, Kremsmunster, AT
35 oder 70 mm, Carl Roth, Karlsruhe

GB100F-10, Science Products, Hofheim

PICMORGH50 Cell Culture Inserts]lidore, Billerica, MA, US
Fluitin, Kippers-Metallwerk, Bonn

Nylon-Netz 16@n, Millipore, Billerica, MA, US
Menzel-Glaser, Braunschweig

Vessel Holder 0,3 mm, Harvard Appatdtolliston, US

35 oder 65 mm, Greiner Bio Onentgéminster, AT

Greiner Bio One, Kremsmunster, AT
Serologische Pipetten, Greiner Bio One, Kremsnainsil
Ptlr 10%, 0,1 mm, Heraeus, Hanau

Wilkinson Sword, Solingen

Sarstedt, Numbrecht
Super Bond Gel, Kent, Willich

Silber/Silberchlorid-Pellets: E210, Warner Instrumise Hamden, CT, US

Silberdraht:
Sterilfilter:
Zellkulturplatten:

PTFE-isoliert, Advent Research Mater Oxford, UK
Express PLUS-Membran, 250mL, Miltige, Billerica, US
6- oder 24-Well, Greiner Bio rKremsmiunster, AT
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3.3 Chemikalien

2,3-Butandion-Monoxim:  Sigma-Aldrich, St. Louis, MOS
Agarose: Low Melt, Carl Roth, Karlsruhe

RotiGarose, Carl Roth, Karlsruhe

cDNA-Synthese-Kit: Cloned AMV First Strand Synttsednvitrogen, Carlsbad, US
Coomassie Brilliant Blue:  Sigma-Aldrich, St. LouMQ, US
Diethylether: Carl Roth, Karlsruhe
Dimethylsulfoxid: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US
Dofetilid: Bosche Scientific, New Brunswick, US
Fixable FarRed: Invitrogen, Carlsbad, US

Gigasept: Schilke & Mayr, Norderstedt
Glukose-Monohydrat: Carl Roth, Karlsruhe

Glycerol: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US
HEPES: Serva Electrophoresis, Heidelberg
HMR1098: Sanofi-Aventis, Frankfurt
Isoproterenol: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US
ITS Liquid Media Suppl.:  Sigma-Aldrich, St. LouldO, US
Kaliumchlorid: Merck, Darmstadt

Kalziumchlorid: Merck, Darmstadt

Lidocain: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US
Magnesiumchlorid: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US
Medium 199: PAA Laboratories, Pasching, AT
MTT: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US
Natriumchlorid: Carl Roth, Karlsruhe

Natriumhydrogenkarbonat: Merck, Darmstadt

Natriumhydrogenphosphat: Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid: Merck, Darmstadt

Nifedipin: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US

Ortho-Phosphorsaure (80%) Sigma-Aldrich, St. LoM&), US

Paraformaldehyd: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US

PCR-Kit: SYBR green qPCR Supermix w. Rox, Inviea, Carlsbad, US

Penicillin/Streptomycin: PAA Laboratories, PaschiAg
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Sigma-Aldrich, St. Louis, M@5
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US

Pentamidin-Isethionat:
Phenylephrin:
Propidiumiodid:

RBS 50: Carl Roth, Karlsruhe

Rilmakalim: Hoechst/Sanofi-Aventis, Frankfurt

RNA-Isolations-Kit: RNA-Purification-Kit, AppliedBiosystems, Carlsbad, CA, US
SYTOO9: Invitrogen, Carlsbad, US

Tissue-Tek O.C.T.
Wasserbad-Reinigung:

Gentaur, Brussel, BE
BAD Stabil, NeoLab, Heidelberg

3.4 Puffer und Medien

Schneidepuffer Messpuffer
Natriumchlorid 136 mM 136 mM
Kaliumchlorid 54 mM 54 mM
Kalziumchlorid 0,9 mM 1,8 mM
Magnesiumchlorid 1mM 1 mM
Natriumhydrogenphosphat 0,33 mM 0,33 mM
Glukose-Monohydrat 10 mM 10 mM
2,3-Butandion-Monoxim 30 mM 0 mM
HEPES 5mM 0mM
Natriumhydrogenkarbonat 0mM 23 mM
Kulturmedium Medium 199

Penicillin/Streptomycin 1%

ITS-Zusatz: Insulin 10 mg/L

Transferrin 5.5 mg/L

Selen 5 pg/L

21



4. Methoden

4 Methoden

4.1 Herstellung von Herzgewebeschnitten

Um vitale Herzgewebeschnitte aus intaktem Myokandstellen, musste die jeweilige, aus ver-
schiedenen Spezies stammende Probe bis zur Prépargiglichst schnell gekuhlt und in einer
kardioplegischen L6sung aufbewahrt werden. Derdiéiiagerung und das Schneiden eingesetz-
te Puffer (Schneidepuffer) enthielt 2,3-Butandiommam (BDM), eine Substanz, die unter ande-
rem die ATPase-Aktivitdt des Myosins inhibiert udéssen Kalzium-Sensitivitat erniedrigt.
Durch diese und andere Mechanismen wird die Kotitakuind dadurch irreversible Schadigung
verhindert (Xiao et al., 1995). Eine vermindertenKentration von Kalzium-lonen (0,9 mM) im
Schneidepuffer soll die Uberladung der Zellen maiAum verhindern, allerdings auch Rekalzifi-
zierungsschaden verhindern, die nach einem koreplétalzium-Entzug auftreten kénnen (Piper,
2000).

4.1.1 Herzen kleiner Sauger

Fur die Herzentnahme wurden die Tiere mit Inhatei@rkotika (Diethylether oder Isofluran)
betaubt und anschliel3end dekapitiert (Ratten) ddech zervikale Dislokation (Mause) getotet.
Kurz danach wurde das noch schlagende Herz entnaramek sofort in mit Sauerstoff vorbegas-
ten und auf 4 °C abgekuhlten Schneidepuffer gelegt.

Im Puffer wurden die Vorhodfe mit einer Schere alageit und im Fall des Rattenherzens der
rechte Ventrikel entfernt. Danach wurden die Herirerine mit 37 °C warmer flissiger Low-
Melt-Agarose gefullten Petrischale gelegt und duwralsichtiges Zusammendricken des Ventri-
kels mithilfe einer stumpfen Pinzette mit Agarosdifjt. Die Ausrichtung der Herzen wurde da-
bei so gewahlt, dass die Herzspitze nach obenhjetigvar (Abb. 3), um ein Herauslosen des
Gewebes aus der Agarose wahrend des Schneidensrlzindern. Die nachfolgenden Schritte
sind in Absatz 4.1.4 beschrieben.
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4.1.2 Herzen grol3er Sauger

Die Herzen der groRen Sauger (Schwein, Rind, Ziegeylen entnommen, kurz nachdem das
Tier getotet wurde. Die Tétungsart und Pramedikatiaterschied sich je nach vorher durchge-
fuhrter Operation oder Schlachtmethode. Die linlentvikelwand der Herzen wurde schnellst-
maoglich in maximal 1 crhgroRe Stiicke zerteilt (Abb. 3), die dann in eiteséhe mit gekiihltem

und vorbegastem Schneidepuffer gelegt wurden. Macoh Transport wurden die Gewebestiicke
in 37 °C warmer Low-Melt-Agarose eingebettet. Daelnfolgenden Schritte sind in Absatz 4.1.4

beschrieben.

4.1.3 Humanes Herzgewebe

Humanes Herzgewebe wurde nur mit dem schriftlickanwerstandnis der Patienten fur Ver-
suchszwecke eingesetzt. Die Patienten wurden défgelnd den Ethikantragen fur diese Studie

wurde von den lokalen Ethikkommissionen aus Luhewk Hamburg zugestimmit.

Es wurden zwei Quellen von humanem Herzgewebe gerdim einen wurde hypertrophiertes
Endokardium aus dem linken Ventrikel eingesetzs, idaRahmen eines therapeutischen herzchi-
rurgischen Eingriffs, der sogenannten Morrow-Myeki, in der Nahe der Herzklappe entfernt
wird (Morrow et al., 1975, Abb.3). Dieses Gewebeadeunach dem Entfernen wahrend der Ope-
ration in Ringer-L6sung gelegt und schnellstmogket Eis ins Labor transportiert. Der Trans-
port erfolgte in der Regel innerhalb von 2 h nacitinehme. Nachdem die Probe von Fett- oder
Bindegewebsresten befreit wurde, konnte sie in@iarmer Low-Melt-Agarose mit der endo-
kardialen Seite nach unten eingebettet werden.

Die zweite Quelle fir humanes Ventrikelgewebe waggplantierte Herzen, die wahrend einer
Herz- oder Herz-Lungen-Transplantation aus dem Bngdr-Korper entfernt werden. In Zu-
sammenarbeit mit der Klinik fur Herzchirurgie desitérsitatsklinikums Hamburg-Eppendorf,
namentlich Herrn Dr. Tobias Deuse, wurden Teile ldgen Ventrikelwand in maximal 1 ¢
grol3e Stlicke zerteilt, in Schneidepuffer gelegt beid4 °C gelagert. Innerhalb von zumeist 6 h
wurde das Gewebe aus Hamburg nach Lubeck transpartid mit der endokardialen Seite nach
unten in 37 °C warmer Low-Melt-Agarose eingebeiieé nachfolgenden Schritte sind in Absatz
4.1.4. beschrieben.
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Humanes Explantat

Morrow-Myektomie Herzen groRer Sauger Herzen kleiner Sauger

Gewebekultur

Intrazellulare Ableitungen

Abbildung 4: Schematischer Ablauf der Schnittherstéung, Kultivierung und funktionellen Messung. Ventri-
kulares Myokardium aus verschiedenen Quellen (Fotmnanes Endokard aus einer Morrow-Myektomie) wurde

mithilfe eines Vibratoms unter sterilen Bedingunger800 um dicke Gewebeschnitte zerteilt. Danach wurden die
Schnitte entweder auf einer Filtermembran kultiveater in einem Organbad funktionell gemessen.

24



4. Methoden

4.1.4 Das Schneiden des Herzgewebes

Mit dem in Agarose eingebettetem Herzgewebe wuidalfe Proben gleich verfahren. Die Aga-
rose wurde auf Eis ausgehartet und ein Block niiglgines Skalpells um das Gewebe herum aus-
geschnitten. Dieser Block wurde mit handelsublict&skundenkleber (Cyanacrylat) auf den vor-
gekuhlten Probenteller des Vibratoms geklebt. Drebénteller wurde in der Probenwanne befes-
tigt, die vorher mit Schneidepuffer beflllt wurdeglche fortwahrend gekihlt und mit Sauerstoff
begast wurde. Das Schneiden erfolgte mit einer édaiidlichen Rasierklinge, die vor Benutzung
grindlich mit 70 %igem Ethanol gereinigt wurde, @h oder Wachsreste zu entfernen. Nach
Befestigen der Klinge im Klingenhalter wurde diesfankung der Klinge in Z-Achsen-Richtung
gemessen und auf ,0“ justiert (Vibroch&}kum eine Schadigung des Gewebes durch eine még-
liche Schragstellung der Klinge zu vermeiden. Dieseie Mdoglichkeit der Klingenjustierung
steigerte in Studien anderer Arbeitsgruppen duncé Elinderung der vertikalen Vibration bereits
die Qualitat von Leber- und Hirnschnitten (Geigeale 2002; Zimmermann et al., 2009).

Mit einer Auslenkung der Klinge von 1 mm in X-Riahg, einer Frequenz von ca. 85 Hz und
einer Vorschubgeschwindigkeit von 0,07 mm/s wurd@dum dicke Gewebeschnitte angefertigt.
Diese Werte beruhen teilweise auf den Erfahrungesn Herstellers und wurden teilweise opti-
miert. Die Gewebeschnitte wurden mithilfe einedsiglebauten Schnittfangers aus der Wanne
geholt und auf Eis in begastem Schneidepuffer fimdestens 30 min gelagert, bevor sie weiter-

verwendet wurden.

4.2 Kultivierung von Herzgewebeschnitten

Die Gewebeschnitte werden nach der Ruhezeit vdigiahit dem Schnittfanger aus dem Puffer
genommen. Uberschussige Pufferlosung wurde mitreifiech durch das Netz des Schnittfangers
abgesaugt. Der Schnitt wurde danach auf einendrak sterilen Kulturfilter aufgebracht. Daftr
wurde der Schnittfanger umgedreht und der Scheitht auf die Filtermembran aufgedriickt. Der
trockene Filter saugte durch die entstandenen lagkréfte die restliche Flussigkeit und das Ge-
webe an, wodurch der Schnitt flach und gleichm@igdem Filter lag. Dieser Filter wurde dann
mit einer sterilen Pinzette in ein Well einer 6-WRllatte gehoben, in das ca. 15 min vorher 1 mL
eines Kulturmediums pipettiert wurde. Die Zeit zotien Befillen des Wells mit Medium und
Einlegen des Filters wurde die 6-Well-Platte in @uotschrank gestellt, um das Medium auf die
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eingestellte Temperatur und den resultierenden pt\AU adaptieren. Beim Einlegen des Filters
in das Kulturmedium saugte sich dieser voll, wadder keine Flussigkeit auf die Oberflache des
Filters gelangte. Dabei wurden Luftblasen unter déter vermieden. Die 6-Well-Platte wurde in

einen Brutschrank mit 37°C Temperatur und 5%, @@ Gasanteil gestellt. Das Medium wurde
taglich gewechselt, wobei dafur der Filter mit déarauf liegenden Gewebeschnitt mithilfe einer

Pinzette in eine frisch mit 1 mL Medium vorpipettee6-Well-Platte gehoben wurde.

4.3 MTT - Vitalitdtsmessung

Das Uberleben der Gewebeschnitte wurde mithilfessemzymatischen Vitalitatstests untersucht.
Dafur wurde 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphg+2H-tetrazolium Bromid, kurz MTT ver-
wendet. Dieser gelbe |6sliche Farbstoff wird in dedlen aufgenommen und durch reduzierende
Enzyme in einen violetten unléslichen Farbstoff emgndelt (Mosmann, 1983). Da diese Enzy-
me abhangig sind von Reduktionsaquivalenten wispielsweise NADH, spiegelt die Umset-
zung des Farbstoffes die Glykolyserate der Zelldew({Berridge et al., 1993).

Nach der Préparation oder der Kultur wurden die &@mschnitte fir zweimal 15 min bei 37 °C
mit Messpuffer gewaschen und danach fir 30 minOysitmg/L MTT-Reagenz im Brutschrank
inkubiert. Nach einem funfminidtigem Waschschrittrden die Gewebeschnitte fir 30 min in
reinem DMSO bei 37 °C unter standigem Schuttelulimdrt und dadurch der umgesetzte Farb-
stoff herausgeldst. Die Extinktion des Uberstandasde bei 555 nm im Spektrophotometer ge-
messen und die Schnitte wurden bis zur weiteremneitung bei -20 °C gelagert. Eine Normie-
rung erfolgte auf die Proteinmenge des Gewebegebnitie nach der Bradford-Methode be-
stimmt wurde (Bradford, 1976). Daflur wurden die @beschnitte zun&chst fir 30 min in 0,5 M
Natronlauge bei 95 °C aufgelost. Danach folgte @leeatralisation mit 80%iger Phosphorsaure
durch eine 1:1-Verdinnung. Diese Losung wurde mih drarbstoff Coomassie Brilliant Blue G-
250 versetzt, der proteinabhangig sein Absorptieasmum von 465 nm nach 595 nm ver-
schiebt. Die Absorption ist ein Mal3 fur die Proteenge in der Probe (Rehm, 2002).
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4.4 Vitalitatsfarbung

Fur eine Analyse der Schadigung, die nach dem $iémeles Gewebes auftritt wurde eine Vita-
litatsfarbung durchgefiihrt. Dazu wurden die Schrfiitr 30 min in Schneidepuffer ohne BDM bei
4 °C gewaschen, um das BDM aus den Schnitten rmeraaschen. Das BDM wiurde sich stérend
auswirken, da es strukturell einer Aminosaure &hmedl flr die Farbung ein Protein-bindender
Farbstoff benutzt wurde (FarR8d FarRed ist nicht membrangéngig, bindet dementsprechend
bei intakten Zellen lediglich an die Proteine detl@embran. Zerstorte Zellen werden komplett
durchgefarbt, da der Farbstoff ins Innere gelamgt an die zytosolischen Proteine bindet (Perfet-
to et al., 2006). Die Gewebeschnitte wurden fun80 mit FarRef (1:1000 verdiinnt) bei 4 °C

in mit Sauerstoff begastem Schneidepuffer inkubiBdrallel dazu wurde Propidiumiodid,§
umol/L) in die Farbelésung gegeben und ebenfalls fir 30 inkubiert. Propidiumiodid ist ein
DNA-bindender Farbstoff, der nicht membrangangig asso die Zellkerne geschadigter Zellen
anfarbt (Crissman et al., 1976). Nach der Farbuagden die Schnitte fur zweimal 5 min gewa-
schen (Schneidepuffer ohne BDM, 4 °C) und dannnere Kryostat bei -18 °C in Kryomedium
eingebettet. Die Ausrichtung der Schnitte erfolgpehkant, sodass man durch das Kryoschneiden
einen Querschnitt des Gewebes erzeugte. Die 16 ipkerdKryoschnitte wurden mit Glycerol
bedeckt, das 5 pmol/L Syt8@nthielt, um den Schnitt vor dem Austrocknen zwdieen und die
Zellkerne der intakten Zellen gegenzufarben (Wladkoet al., 2008). Diese Schnitte wurden

unter einem konfokalen Mikroskop ausgewertet.

4.5 Herstellung von Paraffinschnitten und deren Fagbun

Um die zellulare und subzellulare Struktur der Gesgehnitte strukturell zu untersuchen, wurden
sie zunachst mit 4 % Formaldehyd in Messpufferchir2 h bei Raumtemperatur fixiert und in 0,4
%iger Formaldehyd-Ldsung bei 4 °C gelagert. Allgémden Durchfiihrungen dieser Methode
wurden freundlicherweise von Mitarbeitern des Inssi fir Pathologie der Universitat zu Lubeck
durchgefuhrt. Nach einer Entwéasserung mithilfe eiaefsteigenden Alkoholreihe konnte das
Gewebe paraffiniert und fur das Schneiden ausgetieterden. Nach dem Anfertigen von 4 um
dicken Schnitten mit einem Mikrotom wurden diesardanit Hamatoxylin und Eosin gefarbt,

wobei das Hamatoxylin vor allem saure Strukturerg #ellkern und raues endoplasmatisches
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Retikulum und das Eosin vor allem basische Strektuvie das Zytosol anfarbt. Die angefertigten

Préaparate wurden nachfolgend unter einem Mikrodlapachtet und ausgewertet.

4.6 Intrazellulare Membranpotentialableitungen

4.6.1 Das Messprinzip

Die elektrische Aktivitat der Kardiomyozyten innath der angefertigten Gewebeschnitte wurde
mittels Aktionspotentialmessungen erfasst. Potentidie zwischen extrazellularer Lésung und
intrazellularem Zytoplasma anliegen, konnen elsktrigemessen werden. Dazu bringt man eine
Elektrode in das innere Zellmilieu und misst di@@mpng gegen eine Referenzelektrode, die sich
in der umgebenden Flissigkeit befindet.

Um die Potentiale tUber die Zellmembran zu messengden mit einem Pipettenziehgerat Glaska-
pillaren gezogen, die an der Spitze unter einemrdileter breit waren und, wenn sie mit 2 M
Kaliumchlorid gefillt und im Messpuffer eingetauckiiren, einen Widerstand von 10-500M
hatten. Die Glaskapillaren wurden auf einen Eledérthalter gesteckt, an dem vorher ein chlo-
rierter Silberdraht befestigt wurde. Der Silberdrafird chloriert, um leicht I6sliche Ladungstra-
ger erzeugen zu kénnen und weil reines Silber thixauf Zellen wirken kann. Die Ladungsuber-
tragung wahrend der Messung des Potentials erolgallem tber diese Chlorid-lonen und die
unterschiedliche Konzentrationen an Chlorid-lonesszhen der extrazellularen Lésung und dem
Inneren der Pipette erzeugen ein sogenanntes jdnriebtential“, das elektronisch vor der Mes-
sung ausgeglichen wird (,Offset“-Regelung). Als &ehzelektrode diente ein Sil-
ber/Silberchlorid-Pellet, das in die perfundiertisung gehangt wurde.

Der Silber/Silberchlorid-Draht der Messelektrode iger eine Vorverstarkung mit einem
Gleichspannungs-Verstéarker verbunden, der einerrh@ingangswiderstand besitzt, um einen
Stromfluss Uber die Elektrode zu vermeiden. Dienaliimen erfolgten im sogenannten Briicken-
modus des Verstarkers, bei dem im Verstarker efinMNuwil“ gestellter Strom konstant gehalten
und dadurch das aktuell anliegende Potential gesnessgrd. Uber einen ,Briickenausgleich*
kénnen Spannungsunterschiede, die bei einem Stresfiber die Pipette aufgrund ihrer Kapazi-
tat entstehen, kompensiert werden, sodass dasl Siyma Artefakt gemessen werden kann (Axon
CNS Guide, 2006). Am Verstarker kann tber einerBimjektion der Widerstand der Pipette
bestimmt werden, sodass man kontrollieren kanrdielPipette intakt und die Offnung klein ge-

nug ist, um bei einem Anstechversuch die Zelle tngchstark zu schadigen, dass ihre Funktion
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gestort wird. Das verstéarkte Gleichspannungs-Signatle gleichzeitig zu einem Oszilloskop zur
optischen Kontrolle, zu einem Audio-Monitor im V&nker zur akustischen Kontrolle und zum
Analog-Digital-Wandler geleitet, sodass es aufgemem werden konnte. Der Analog-Digital-
Wandler Ubertragt die Daten auf einen PC, wo stedem Programm Pulse (Version 8.8, HEKA,
Lambrecht) aufgenommen wurden. Die Auswertung deioAspotentialparameter erfolgte mit
dem Programm Chart 5 der Firma ADInstruments (Qidbire, GroRRbritannien), die Abbildun-
gen einzelner Aktionspotentiale wurden mit IgorRxersion 5, Wavemetrics, Lake Oswego,
USA) erstellt.

4.6.2 Die Messbedingungen

Bei den Messungen der Aktionspotentiale erfolgeeHltung der Schnitte in zwei verschiedenen
Messkonfigurationen. Es konnte kein Unterschied Messergebnisse in Abhangigkeit von den
verschiedenen Konfigurationen festgestellt werdg®i.beiden wurden die Gewebeschnitte mit 4
mL/min Messpuffer perfundiert, der vor Eintritt the Messkammer auf 37 °C vorgewarmt und
mit Karbogen (95 % & 5 % CQ) begast wurde. Dadurch konnten annahrend physsulog
Bedingungen geschaffen werden.

Die ersten Experimente wurden in dem Organbad Muef® der Firma HSE durchgefiihrt (Abb.
4A) und die perfundierte Loésung Uber ein Wassedagirmt (Konfiguration 1). Das Experiment
wurde unter optischer Kontrolle mit einem Stereawskop durchgefiihrt. Der Gewebeschnitt
wurde in Faserrichtung mit Sekundenkleber an zwigjel geklebt (Abb. 4A) und in die Haken
der Kammer eingehangt.

In der zweiten Messkonfiguration wurde der Gewebest auf den Boden einer selbst kon-
struierten Messkammer gelegt (Abb. 4B) und durcteriBlgel mit eingespannten Nylonfaden
auf dem Boden gehalten. Das Mikroskop an der zwdilesskonfiguration war ein aufrechtes
Mikroskop mit Eintauchobjektiven und die perfundéet.6sung wurde lber die Beheizung des

Mikroskoptisches erwarmt (Konfiguration 2).
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Abbildung 4: Dargestellt sind Schemata der Kammern der beidesskbnfigurationen (A: Konfiguration 1, B:
Konfiguration 2). Stim-EL: Stimulationselektrode ebs-EL: Messelektrode.

Der Zufluss bei beiden Aufbauten erfolgte Schwdtkyasteuert und der Abfluss tber eine Rol-
lenpumpe. Die Mikropipette zur Messung der Spanaéanderungen wurde Uber einen elektro-
nisch steuerbaren Mikromanipulator zur Zelle gefiidiittels einer Stimulationselektrode wurden
die Gewebeschnitte elektrisch stimuliert. Diese Kestmulation erfolgte mithilfe eines elektri-
schen Stimulators entweder tber eine Coaxial-Edektroder einen mit Kunststoff, Glas und ei-
nem Silikongemisch isolierten Platin-Iridium-Dragidurchmesser: 0,1 mm). Die Stimulations-
elektrode wurde auf das Gewebe aufgesetzt, soagadgekten Kontakt zu den erregbaren Zellen
hatte. Die angelegte Spannung wurde so gewahlg eiag Kontraktion des Gewebes und ein
Signal in der gemessenen Zelle zu sehen war, dsel&uwer war jeweils 1 ms lang. Die Gewebe-
schnitte wurden in der Regel fir eine halbe Sturatstimuliert, in der auch die angelegte Span-
nung noch angepasst wurde. Ein Experiment wurdebegonnen, wenn das mit der Messelekt-
rode aufgenommene Aktionspotential iber mindesteha Minuten eine stabil Form aufwies.
Eine Behandlung mit kardiowirksamen Substanzenlgidomithilfe eines Infusors, der eine
Stammldsung der Substanz in den Zulauf der Messkanmfundierte. Die endgultige Konzent-
ration der Substanz wurde Uber die Infusionsgesutiigkeit festgelegt. Die Substanzen wurden
entweder in Messpuffer oder in DMSO geldst, wokiei DMSO-Konzentration im Bad 0,1 %
nicht Gberschritt. Nach einem Experiment wurden@isvebeschnitte entsorgt.
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4.6.3 Frequenzabhangigkeiten und Refraktarzeit

Die elektrischen Eigenschaften des myokardialen ébes und seiner Zellen sind abhangig von
der Haufigkeit, mit der eine Erregung stattfindatdulie Aktionspotentialform andert sich deut-
lich durch eine Anderung in der StimulationsfrequieDiese Reaktionen konnen unterschieden
werden in drei Kategorien. Zunéchst reagieren e@iéed innerhalb einer Erregungswiederholung,
die Anderungen liegen im Millisekunden- bis Sekumtzkreich und sind abhangig von den lonen-
kanaleigenschaften der Kardiomyozyten. Bei einegd#i anhaltenden Verdnderung der Stimula-
tionsfrequenz kommt es zu einer Anpassung der Agpotentialform im Minuten-Bereich, die
abhangig von lonenkanaleigenschaften und intrdzedio Signalketten sein kann. Bleibt die Fre-
guenz Uber Stunden und Tage verandert, treten der@nExpressionsmuster verschiedener kar-
dialer Proteine auf, und die Zelle beginnt, sichglsistig an diese Anderung im Metabolismus
anzupassen (Goette et al., 2008; Eisner, 2009).

Die Reaktionen der Zellen auf eine Frequenzéandekongten fir den Sekunden- und Minuten-
bereich getestet werden. Um eine Abhangigkeit d@roAspotentialform von dem Abstand zwi-
schen zwei Stimuli zu zeigen, wurde eine sogenaefgktrische Ruckbildungskurve (ERC,
.electrical restitution curve*) aufgezeichnet. Dirdparationen wurden mit einer konstanten
Grundfrequenz stimuliert. Ein zweiter Stimulus weigesetzt in einem Abstand von 4000 ms, der
in Schritten von 500 ms auf 1000 ms verkurzt wubgnach wurde der Abstand von 1000 ms in
Schritten von 100 ms auf 500 ms verkirzt, und s@tilch von 500 ms in Schritten von 10 ms bis
zum Erreichen der relativen Refraktarzeit. Dadkehnte sowohl die Refraktarzeit bestimmt als
auch eine ERC fiur verschiedene Aktionspotentiatpatar erstellt werden.

Fir eine Beeinflussung der Aktionspotentialformaiueinen mittelfristigen Wechsel der Stimula-
tionsfrequenz wurden die Gewebeschnitte jeweil$asge stimuliert, bis die Aktionspotentiale
stabil in ihrer Form wurden, wobei je Schritt 5 Mian ausreichten, bis auf die 0,25 Hz — Phase,

die fur 10 Minuten andauerte.
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4.6.4 Bestimmung der Reizleitungsgeschwindigkeit

Wird das Gewebe elektrisch stimuliert und befinsieh die Messelektrode in der Losung, dann
wird ein so genanntes Stimulationsartefakt aufggnemund erscheint als kurzer Peak im Span-
nungssignal. Die Zeit zwischen diesem Peak und Beginn des Aktionspotentials bezeichnet
man als Latenz und sie ist abh&ngig von dem Abstanschen Mess- und Stimulationselektrode
und der Geschwindigkeit, mit der der elektrischézRavischen den Zellen weitergegeben wird.
Den Abstand zwischen den Elektroden kann man masgsgladurch die Reizleitungsgeschwin-

digkeit im Gewebe errechnen.

4.7 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die quantitative PCR kann anhand der mRNA-Mengesghifiss dariiber geben, wie hoch die
Genexpression eines bestimmten Gens ist und wuedealafiir verwendet um potentielle Ande-
rungen im Expressionsmuster wichtiger kardialer Rdarund lonenkanale im Kulturverlauf zu

untersuchen.

4.7.1 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Die Gewebeschnitte wurden zu einem bestimmten deltipder Kultur bei -80 °C eingefroren.
Lysiert wurden die Zellen durch einen Hand-Homosgatar mit Teflon-Aufsatz in Lyse-Puffer.
Nachdem die RNA durch eine Proteinase K-Behandlumdyeine Phenol-Chloroform-Extraktion
aufgereinigt wurde, konnte sie an einer ABI PRISM® Nucleic Acid PrepStation gemald der
Anleitung des Herstellers isoliert werden. Die RIKAnzentration der Probe wurde mithilfe von
photometrischen Messungen bei 260 nm und bei 280estimmt und spater fir die Normalisie-
rung der Expressionsmengen genutzt. Die cDNA-Swetherfolgte mithilfe des Cloned AMV
First-Strand Synthesis Systems fir RT-PCR von flogin. Dieses Kit benutzt das aus dem Avi-
an Myeloblastosis Virus isolierte Enzym AMV ReverBaanskriptase, deren Eigenschaft einer
RNA-abhéngigen DNA-Polymerase die cDNA-Synthesedgiioht. Mithilfe eines Oligo(dT)-
Primers, der sich an die Poly(A)-Kette am 3'-End@e thRNA anlagert, verlangert dieses Enzym
diesen Primer bis ein vollstandiges DNA-Transkeptstanden ist. Aus dieser einzelstrangigen
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DNA wird mithilfe des gleichen Enzyms ein dazu kdempentérer DNA-Strang synthetisiert,
sodass Doppelstrang-DNA entsteht. Diese cDNA wdaten bei -20 °C gelagert.

4.7.2 Quantitative ,real-time“ Reverse Transkriptions-PCR

Man bendtigt fur die PCR zwei spezifische Primenzie Oligonukleotide, die zu jeweils einem
Strang der doppelstréangigen Ausgangs-DNA (cDNAXan entgegengesetzten Enden komple-
mentér sind. Weiterhin braucht man eine thermolgtabNA-Polymerase, Nukleotide (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP), Puffer und Kfglonen, die als Kofaktor fiir die DNA-Polymerase riéa.

Die PCR-Reaktion lauft in drei Schritten ab. Zurgicheginnt man mit der Denaturierung bei
95°C. Hierbei wird der Ausgangs-Doppelstrang in iziemzelstrange aufgespalten. Das darauf
folgende ,Annealing” findet bei 55°C statt. Dabaibhidisieren die Einzelstrange mit den im
Uberschuss vorhandenen Primern. Nun werden dieePruerlangert, so dass ein Duplikat des
vorherigen Komplementérstrangs entsteht und digg&ungs-DNA verdoppelt wird. Dieses Proto-
koll lauft in vielen Zyklen hintereinander ab, sasd der gewtinschte Sequenzabschnitts exponen-
tiell amplifiziert wird (Mdlhardt, 2003). Mithilfeeines in DNA interkalierenden Farbstoffes, in
diesem Fall SYBR green 1 kann man in ,Echtzeit* Araplifizierung der Ausgangs-DNA mit-
verfolgen. SYBR green | ist aufgrund der Senséitvitnd Spezifitat gut fir diese Art der Anwen-
dung geeignet (Morrison et al., 1998). Die Fluoeegzdes Farbstoffs wird durch eine Halogen-
lampe angeregt und das emittierte Licht Uber eBgektographen zu einer CCD-Kamera geleitet.
Den Richtwert (threshold), ein festgelegter Fluneszwert, legt man in die exponentielle Phase
der Amplifizierung. Die einzelnen Proben bendétigererschiedlich viele Zyklen, um diese Fluo-
reszenz zu erreichen, die einer bestimmten Kopldrematspricht und gegen eine Standardreihe
bekannter Konzentrationen abgeglichen wird. Fiiseli¢ersuche wurde das Platinti8YBR®
green gPCR Supermix with Rox Kit benutzt und didRFReaktion wurde in dem 7000 Sequence

Detection System von AppliedBiosystems durchgefuhrt
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4.7.3 Primerdesign und -Optimierung

Um die Primersequenzen fir bestimmte Gene zu e@mitbenttigt man zunadchst die Sequenzen
der mRNA, bzw. der cDNA dieser Gene. Diese enthalte Gegensatz zur genomischen DNA
keine Introns mehr. Die Sequenzen wurden auf derrietseite www.ncbi.nih.gov in Form von
GenBank-Dateien gefunden und eingelesen. Mithife Frogramms PrimerExpress von Applied
Biosystems wurden Primer ausgewahlt, die zwischemurdd 25 Nukleotide lang sind und ein
Amplikon erzeugen, das eine Lange von 100-150 Besen hat. Um zu prifen, ob die ermittel-
ten Oligonukleotide spezifisch fur die jeweiligeer@ sind, wurden die Primersequenzen auf der
Internetseite www.ncbi.nih.gov/BLAST eingegeben unid der Genbank verglichen, um uner-
winschte Homologien auszuschlie3en. Alle ermittelted unten aufgeflhrten Primer wurden

von der Firma Invitrogen bezogen (Tab. 1).

Um die Primer zu optimieren, wurde eine PCR mitmegarschiedenen Primerkonzentrationen
und derselben cDNA durchgefuhrt. Um danach festilest welche Konzentration optimal ist,
wurde eine Gelelektrophorese mit den verschieddtr@adukten durchgefuhrt. Dafir benutzte
man ein 2%iges Agarose-Gel, das mit 10mg/mL desrBizenz-Farbstoffes Ethidium-Bromid
versetzt wurde, sodass die DNA angefarbt wurde.mhiteeinem Ladepuffer gemischten Proben
wurden parallel zu einem Marker auf das Gel aufggn, sodass man die Grél3e der gelaufenen
DNA-Fragmente abschatzen kann. Uber die Gele wiind20 min bei 400 mA je nach GelgroRe
eine Spannung von 140 bis 240 Volt angelegt, unPdiden optimal aufzutrennen. Danach wur-
den sie mit einer CCD-Kamera unter UV-Bestrahlueg 312 nm fotografiert und ausgewertet,
um die optimale Primerpaarkonzentration zu bestimme

Wurden die optimalen Primerbedingungen gefundenkamte die Konzentration des PCR-
Produktes dieses Ansatzes gemessen werden, indemt ¥gasser verdinnt photometrisch ge-
messen wurde. Mithilfe der Konzentration konnte rearen Standard fir diesen Primer herstel-
len, aus dem eine Standardreihe fir die jeweilmgygmtitativen ,real-time* PCRs hergestellt wur-
de.
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_ _ Lange des
Gen Accession number| Sequenz (sense/antisense) _
Amplikons

TGGATGCAGGCCTTGTTTTAG
hABCC9 NM_005691 102
ACCAAAGTGGAAAAGAGGCCAT

AAAGGCTACCTGGATTGGATCA
hCACNA1C | NM_001129846 132
CGTTTTCGGTGTTGACGGA

GCCAGCAAGTTCACAAGCATC
hKCND3 NM_172198 100
TTCCCTGCAATCGTCTTAGGC

AAGGACAAGTATGTGACGGCG
hKCNH2 NM_172057 114
GCATGACGCAGATGGAGAAGA

CACACCTGCTCGTCCCATTTA
hKCNIP NM_014591 118
GAAGAGCCCAAAATGCAAAGC

AAGAAAGGCAACTGCAACGTG
hKCNJ11 NM_000525 108
TGAGCAATGTGTGTGGCCA

CAAAACTGAGCCATCCAGCAT
hKCNJ2 NM_000891 112
TGTGGCATCTTCCCTAAGGTG

ACATGCTCATCATGTGCACCA
hSCNS5A NM_001160161 106
GGTGTAAATGGCGGTGAAGGT

GCTGCCCTCCTGTTTCGATTA
hSLC8A NM_001112801 106
TGAAACACGCCCAGCCATT

Tabelle 1: Primersequenzen.In dieser Tabelle sind die verwendeten Primerdiér,real-time* reverse Transkripta-
se PCR aufgefuihrt, zusammen mit der Lange des Aomiund der Accession Nummer.
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4.8 Statistik

FUr eine Auswertung der untersuchten Aktionspodpdrameter wurde wie folgt vorgegangen:
Je Gewebeschnitt wurden mindestens drei Zellen gggneund die Aktionspotentiale, vorausge-
setzt sie waren stabil in ihrer Form, fur mindest&nMinuten aufgenommen. Diese Aufnahmen
wurden mit dem Programm Chart 5 ausgewertet uizetlje der Mittelwert aus 100 aufeinander-
folgenden Aktionspotentialen berechnet. Es wuraeMittelwert aus den Aktionspotentialpara-
metern der Zellen gebildet, der dann wiederum a¢st\Wir ein ,n* stand, das die Eigenschaften
eines Praparates zu diesem Zeitpunkt widerspiedeieeWerte unterschiedlicher Praparate wur-
den zusammengefasst und zusammen mit dem Standardfér alle Kulturzeitpunkte darge-
stellt. Dann wurde mithilfe eines 1-Way-ANOVA-Tediberpruft, ob signifikante Unterschiede
im Lauf der Kultur fir die einzelnen Parameter atrfgten sind, das Signifikanzniveau wurde
dabei aufa = 0,05 festgelegt. Wurden nur zwei Gruppen mitedea verglichen, erfolgte ein ein-
facher t-Test, ebenfalls mit einem Signifikanzniveana = 0,05.

Fur die Auswertung der pharmakologischen ReaktiademKardiomyozyten in Kultur wurde je
Praparation eine Zelle eines Gewebeschnittes amebestimmten Kulturzeitpunkt vor, wahrend
und nach Behandlung mit einer pharmakologischerstdnb gemessen. Es wurde der Mittelwert
von jeweils 100 Aktionspotentialen vor der Behandlwnd von 100 Aktionspotentialen in der
stabilen Phase der Reaktion gebildet. Die Reaktiorde durch eine Normierung auf den Wert
vor Behandlung quantifiziert. Die Mittelwerte denzelnen Praparationen wurden zusammen mit
dem Standardfehler Gber den Kulturzeitraum dargeste

Fur die PCR-Daten wurden alle bereits auf den RNgh& der Probe normierten Expressions-
mengen der einzelnen Praparate noch einmal auMdéziwert aller Werte am Tag O der Kultur
normiert und in % angegeben. Fir eine Uberprifueg Einflusses der Kultur auf das Expressi-
onsmuster wurde auch hier ein 1-Way-ANOVA angewenilée statistischen Berechnungen und

Darstellungen erfolgten mit dem Programm Prism $\ter 5.03, GraphPad Software).
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5 Ergebnisse

5.1 Akute myokardiale Gewebeschnitte

5.1.1 Die Etablierung der Gewebeschnitttechnik

Funktionelle Gewebeschnitte sind bereits seit &inten etablierte Modellsysteme flr unter-
schiedliche Untersuchungen verschiedener Gewebe@tarish et al., 1995). Vor allem im Be-
reich der neuronalen Forschung haben sich akutekultidierte Hirnschnitte, insbesondere aus
der neonatalen Maus, bewahrt (Hajos et al., 2008hd@hs et al., 2010). Aus diesem Grund gibt
es weit entwickelte Gerate und Protokolle fur dienschnittpraparation, die eine wesentliche
Grundlage fir eine Etablierung humaner Herzschnitteen. Weitere Vorarbeiten wurden von der
Gruppe um Pillekamp geleistet, die in mehreren Agbezeigen konnten, dass aus neonatalen und
adulten Mauseherzen funktionell aktive Gewebesthhiergestellt werden kdnnen (Pillekamp et
al., 2005 und 2007; Halbach et al., 2006). Die ¢kolle dieser Arbeitsgruppe wurden zunéachst
ubernommen, wobei festgestellt wurde, dass diddased Studie eingesetzten Gewebeschnitte in
ihrer Vitalitat und Funktionalitét heterogen waréra in den von Pillekamp und Kollegen ver-
wendeten Protokollen Kalzium-frei geschnitten wufdidlekamp et al., 2005), war eine Hypothe-
se fur die mechanistische Ursache dieser Heterggedass die Zellen bei erneutem Kalzium-
Kontakt mit Kalzium tberladen wurden. Es ist besdben, dass dieser Prozess zu einer irrever-
siblen Schadigung des kontraktilen Apparates undreierminderten Funktion der Kardiomyozy-
ten fuhren kann (Piper et al., 1992 und 2000). Aachschrittweise vollzogener Rekalzifizie-
rungsprozess des Schneidepuffers brachte nur éeMbtbesserungen (nicht gezeigt). Es stellte
sich heraus, dass eine Kalzium-Konzentration vOmtlyl Verbesserungen in der Funktionalitat,
Vitalitdt (Brandenburger, unveroffentlicht) und demstecheffizienz bei intrazellularen Ableitun-
gen brachten (Abb. 5 A). Eine Praparation mit eirdBEPES-Puffer statt mit einer Bikarbonat-
gepufferten Losung fiihrte zu einer Erh6hung in Alesbeute stabiler Zellen (Abb. 5 B). Unge-
fahr die Halfte aller angestochenen Zellen warennfindestens 100 Aktionspotentiale stabil
messbar, wenn die Gewebeschnitte mit HEPES gepufieden, wéhrend es nur ungefahr ein
Drittel war, wenn der Schneidepuffer mit Bikarboaaigesetzt wurde. Durch diese Optimierun-
gen in der Praparation der Gewebeschnitte ist egelungen, die Ausbeute und die Stabilitat der
untersuchten Kardiomyozyten zu erh6hen.
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1.004 0.6+

0.754

stabile Zellen/Anstechversuch
Anteil stabil messbarer Zellen

0mM Ca 0,9 mM Ca ' Bikarbonat

Abbildung 5: Optimierung der Schneidebedingungen. Der Zusatz von 0,9 mM Kalzium in den Schneidepuffer
erhoéhte den Anteil von stabil messbaren ZellenAmstechversuch (A), n=6 Schnitte aus unabhangigensiithen

je Bedingung, MW+SEM. Die Pufferung mit HEPES undichzeitige Sauerstoffbegasung erhéhte den Astabil
messbarer Zellen am Gesamt-Zell-Anteil im Vergleicheiner Pufferung mit Bikarbonat und BegasungHaitbo-
gen (B), dargestellt ist der Gesamtwert aus 5-®hi@agigen Praparationen je Bedingung.

5.1.2 Die Vitalitdt der murinen und humanen Gewebesahnitt

Wahrend der Praparation der Gewebeschnitte istehdlas Schneiden wahrscheinlich, dass ein
gewisser Anteil der Zellen geschadigt oder zerstind. Um den Einfluss dieser Schadigung auf
die Zellen zu untersuchen, wurden die Schnitte\ftdlitatsfarbstoffen gefarbt. FarRed ist nicht
Zellmembran-géangig und farbt die Proteine an, sodaiskte Zellen nur an der Membran und
geschadigte Zellen komplett gefarbt werden. Propnibdid farbt die Zellkerne geschadigter Zel-
len an und Syto9, als Kontrolle, farbt auch didk&he der intakten Zellen.

In Abbildung 6 A (muriner Schnitt) und 6 D (humar&shnitt) kann man erkennen, dass nur die
Rander der Schnitte mit FarRed gefarbt wurden, réhrman im Schnittinneren keine Zellen
findet, die mit diesem Farbstoff geflllt sind. Alliitngs kann man bei einer Erhéhung der Sensiti-
vitat die Membranen erkennen, die aufgrund der Bigddes Farbstoffes an Membranproteine
gefarbt wurden (9 B und E). Das schliel3t eine utigende Diffusion von FarRed in den Schnitt
aus. Auch die Farbung mit Propidiumiodid zeigtesdg&Ergebnis. Sowohl im murinen Gewebe-
schnitt (Abb. 9 C) als auch im humanen Gewebesc{@ib. 9 F) wurden nur die Zellkerne der
randstandigen Zellen gefarbt, sodass man letztdndivon ausgehen kann, dass die akut herge-
stellten Herzgewebeschnitte den Schneideprozesgmifdten Teil Uberlebt haben und nur ein bis

zwei Zellschichten an den Schnittrandern zerstérhen.
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Abbildung 6: Vitalitatsfarbung akut hergestellter Herzgewebeschnitte.Eine Farbung muriner (A-C) und huma-
ner (D-F) Gewebeschnitte mit FarRed und Propidigmiczeigte, dass die Schnitte nur im Randbereiaktae
wurden, wahrend das Innere erhalten blieb. A, D:FarRed, Kerngegenfarbung mit griin: Syto9. BrdE: FarRed
mit erhdhter Sensitivitat aufgenommen, weil3: FarRedesattigten Aufnahmebereich. C, F: cyan: Priopigbdid-
positiv gefarbte Zellkerne. Der Balken entspricB0 ium.

5.1.3 Die elektrophysiologische Aktivitat von Herzzellearschiedener Spezies

Es konnten akute Herzgewebeschnitte aus den Velmtrilerschiedener grof3er und kleiner Sau-
getiere hergestellt werden. Die Schnitte wurderktionell getestet und mittels intrazellul&rer
Ableitungen konnten Aktionspotentiale aufgenommendsn.

Wie man in Abbildung 7 erkennen kann unterschiesleh die Kardiomyozyten in ihren elektro-
physiologischen Eigenschaften deutlich. Die Aktmotentiale von Mausen oder Ratten waren
kurz im Vergleich zu denen von grol3en Saugern uiedem eine stark ausgepragte zweite Phase
auf, wahrend im Endokard des Menschen und in detrikelzelle des Rindes diese Phase nicht
zu erkennen war. Die Aktionspotentiale von Ziegd @thwein waren etwas kirzer als das des
Menschen aber deutlich langer als von Maus undeREihe kurze zweite Phase war vorhanden,
wenn auch nicht so deutlich wie bei der Ventrikiidzder Maus. Das Ruhemembranpotential der

gemessenen Zellen war nicht abhangig von der Spani@ lag bei allen Versuchen zwischen -70
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und -80 mV. Auch die Aktionspotentialamplitude lagi allen Spezies in derselben Gréf3enord-

nung von 100-120 mV. Aus allen getesteten Speziestien funktionelle Herzzellen gemessen

werden.
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Abbildung 7: Aktionspotentiale aus Herzgewebeschriién unterschiedlicher SpeziesDargestellt sind exemplari-
sche Aktionspotentiale, abgeleitet aus Gewebegehnities Ventrikels von Mensch (A), Rind (B), Zief@),
Schwein (D), Maus (E) und Ratte (F). Stimuliert dem alle Schnitte mit einer Frequenz von 1 Hz. Meachte die
unterschiedliche Zeit-Skalierung.
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5.1.4 Frequenzabhangigkeit des humanen und des muringon&gotentials

Die Lange des Aktionspotentials bestimmt die Re#deit und ist deshalb entscheidend fur die
Wiedererregbarkeit des Herzgewebes. Aus diesemd3nuss sich die Form des Aktionspotenti-

als an die Stimulationsfrequenz anpassen. Diesé&idigkeit konnte fir unterschiedliche Spezies
bereits in anderen Praparaten gezeigt werden (&ta&él 2005; Eisner et al., 2009).

Bei unseren Messungen an den Gewebeschnitten ssgtsowohl fur die murinen als auch fur

die humanen Préparate eine Abhangigkeit der Akpotentialdauer von der Stimulationsfre-

quenz. Bei den humanen und auch bei den murinegidgtayozyten verkirzte sich die Lange des
Aktionspotentials mit steigender Stimulationsfreggieaber nur bei den murinen Herzzellen ver-
langerte sich die erste Repolarisationsphase déwmmsotentials bei schnelleren Frequenzen
(Abb. 8).
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Abbildung 8: Frequenzabhangigkeit des humanen und orinen Aktionspotentials. Dargestellt sind exemplari-
sche Aktionspotentiale aus einem humanen Gewebiis¢hnund einem murinen Gewebeschnitt (B) beisofrie-
denen Stimulationsfrequenzen. Humane Kardiomyozsg¢eagieren auf eine Erhdhung der Stimulationsfragumit
einer Verkirzung des Aktionspotentials (A), muniremtrikuldre Aktionspotentiale werden auch kirzerdchnelle-
rer Stimulation, die erste Repolarisationsphased waifilerdings langer (B).
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5.1.5 Pharmakologische Beeinflussung verschiedener Idriene in humanen

Gewebeschnitten

Um die Beteiligung bestimmter lonenstréme am meliidwn endokardialen Aktionspotential im
Gewebeschnitt nachzuweisen wurden verschiedenddBizies verwendet, die einzelne lonenka-
nale blockieren oder aktivieren.

Eine Blockade des hERG-Kanals miu¥ Dofetilid fihrte zu einer Verlangerung des vekuita-

ren Aktionspotentials (Abb. 9 A, B). Erniedrigt mdie Stimulationsfrequenz auf 0,1 Hz, dann
potenziert sich der Effekt von Dofetilid auf dierige des Aktionspotentials und es entwickeln
sich frihe Nachdepolarisationen (Abb. 9 A, B). Auditere Parameter des Aktionspotentials hat
Dofetilid in den getesteten Konzentrationen keinekihg. Gibt man dieselbe Substanz zu einem
Gewebeschnitt aus dem Mauseventrikel, sieht mamekéeranderung im APJ9 (80+12 ms vs.

73£4 ms, n=3).

A B
50 2000
*%%
1500+
0 7y
> £
IS S 10004
()
-50 1Hz 0,1Hz %
Kontrolle Dofetilid 500
-100 = I | | o-
0.0 05 1.0 15 Kontrolle 1Hz 0,1 Hz
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Abbildung 9: Reaktion der humanen Kardiomyozyten ad hERG-Blockade. A: Beispiel einer typischen Mes-
sung. B: statistische Auswertung des ARDie Aktionspotentiale verlangern sich um ungefa@r% im Vergleich
zur Kontrolle, wenn man die Gewebeschnitte mitM Dofetilid behandelt (A, B). Erniedrigt man dieir@tlations-
frequenz von 1 Hz auf 0,1 Hz, kommt es zu einetldden Potenzierung des Effekts (A, B). MW+SEM,3a%0
Versuche unabhangiger Praparationen, *** stehefiien p-Wert < 0,001.
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Aktiviert man ATP-abhangige Kaliumkanale mijul Rilmakalim, dann verkirzt sich das Akti-
onspotential signifikant auf ca. 20 % des ursprichgih APDRy-Wertes (Abb. 10 A, B). Gibt man
zusatzlich 1quM HMR1098, einen Inhibitor des sarkolemmalen ATPaigigen Kaliumkanals,
dann wird dieser Effekt zum Teil wieder aufgeholishallerdings nicht komplett reversibel.
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—— ] e —
-100 [ [ [ [ [ 1 0 T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 Kontrolle Rilmakalim Rilmakalim
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Abbildung 10: Beeinflussung der ATP-abhéngigen Kalimkanale am humanen GewebeschnittA: Beispiel
einer typischen Messung. B: statistische Auswertiig APQ,. Behandelt man die Gewebeschnitte mjtM. Ril-
makalim, dann verkirzt sich das Aktionspotentighgfikant (A, B). Gibt man zusétzlich den Inhibitdes sarko-
lemmalen ATP-abhéngigen Kaliumkanals HMR1098, davird diese Verkirzung partiell reversibel (A, B).
MW+SEM, n=6 Versuche unabhéangiger Préparationesteht fir einen p-Wert < 0,05, *** fiir einen p-Wett
0,001.

Weitere Substanzen wurden nur exemplarisch getestekonnten deshalb nicht statistisch aus-
gewertet werden. Eing-adrenerge Stimulation mitdM Isoproterenol fuhrte durch die Zunahme
des intrazellularen Calcium-Spiegels zu einer Ednghder Plateau-Phase des Aktionspotentials
(Abb. 11 A). Dagegen fihrte eineadrenerge Stimulation mit 10M Phenylephrin zu keiner
sichtbaren Veranderung der Aktionspotentialformi{Abl B).
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Abbildung 11: Aktivierung adrenerger Rezeptoren amhumanen Aktionspotential. Behandelt man die Gewebe-
schnitte mit 1uM Isoproterenol und stimuliert dadurch dieadrenergen Rezeptoren, dann erhoht sich das Rlatea
des Aktionspotentials deutlich (A). Gibt man dentigdtor dero-adrenergen Rezeptoren Phenylephrin (M),
dann kann man keine deutlichen Effekte auf dasofgpotential feststellen (B).
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Die Gabe von Lidocain, einem Inhibitor des NatriGtnems in der ersten Phase des Aktionspo-
tentials fihrte zu einer Konzentrations-abhangigeduktion der Aufstrichgeschwindigkeit (Abb.
12 A) und einer Verlangerung der Latenz zwischemdationsartefakt und Beginn des Aktions-
potentials um (Abb. 12 B), ein Indiz daflrr, dass Reizweiterleitung gehemmt wird.
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Abbildung 12: Blockade des Natriumstroms mit Lidocan an einer humanen Kardiomyozyte im akuten Gewe-
beschnitt. A: Dargestellt ist die erste Phase des Aktionspotentiman erkennt das Stimulationsartefakt zu Beginn
der Aufnahme und die Phase 1 des Aktionspotential&® sieht man die maximale Aufstrichgeschwindigjldes
Aktionspotentials, im Verlauf eines ExperimenteghBndelt man die Gewebeschnitte mit 8@ Lidocain, dann
wird die Reizweiterleitung gehemmt, zu erkennendan Verlangerung der Latenz zwischen Stimulationzfakt

und Beginn des Aktionspotentials (A). Die maximalgstrichgeschwindigkeit wird abhangig von der Kenration
reduziert (B).

44



5. Ergebnisse

5.1.6 Geschlechtsabhangigkeit des humanen Aktionspolentia

Frauen leiden haufiger an dem erworbenen Long-Qid&yn, eine durch aul3ere Faktoren verur-
sachte Verlangerung der @Zeit im EKG, aul3erdem ist die basale £ZEit langer als die von
Mannern (Ebert et al., 1998; Jonsson et al., 2E®)wird vermutet, dass sie aufgrund dieser Un-
terschiede auch eine hohere Inzidenz fur das Aefireon ventrikularen Arrhythmien haben. Im
Modell der humanen Gewebeschnitte konnte gezeigileme dass die Aktionspotentiale des Ge-
webes, das aus weiblichen Herzen stammt, signfifilkenger sind als die Aktionspotentiale die in
mannlichem Gewebe gemessen wurden (§PE25+15 vs. 368113 ms, Abb. 13 A). Interessan-
terweise reagierten die Zellen nicht unterschiédéaf eine hERG-Blockade mit @M Dofetilid
(Abb. 13 B).
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Abbildung 13: Geschlechtsabhéngiger Unterschied deAktionspotentialdauer und hERG-Reaktivitat. Darge-

stellt sind die Mittelwerte des ARPder Aktionspotentiale (A) beziehungsweise die Andg des APR, nach Be-
handlung mit Dofetilid relativ zum Wert vor dem Eetpnent (B). In den Ventrikelschnitten von Fraueaorden

signifikant langere Aktionspotentiale gemesseniral&sewebe von Méannern (A, n=5-6 Gewebeschnitte baadi-

ger Praparationen je Gruppe). Dagegen war die Realter Zellen auf JuM Dofetilid nicht unterschiedlich (B,
n=2-4 Gewebeschnitte unabhangiger Praparationénygpe). MW+SEM, ** steht fiir einen p-Wert < 0,01.
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5.2 Kultivierte humane Gewebeschnitte

Nachdem gezeigt wurde, dass die humanen Herzgeelebts vital und elektrophysiologisch
aktiv sind, sollte als nachster Schritt eine Kuétiarkeit getestet werden, um dieses Modellsys-
tem auch fir elektrophysiologische Langzeituntensagen nutzen zu kénnen. Fiur die Methode
der Kultivierung wurde ein einfaches System vervegndvelches aus der Hirnschnittkultur be-
kannt ist und auf einer optimalen Versorgung dewébes mit Sauerstoff beruht (Stoppini et al.,
1991). Es wurde ein Basalmedium genutzt, das inkdediomyozytenkultur haufig verwendet
wird, wenn man auf Serum verzichten méchte (Morglaal., 1950; Banyasz et al., 2008). Zusatz-
lich wurden Insulin, Transferrin und Selen zugegelagei Substanzen, die in dieser Kombination
Verbesserungen im Strukturerhalt kultivierter Kardyozyten bewirkten (Viero et al., 2008).

Es wurden Qualitatskriterien fur die Form der AkBpotentiale verwendet, damit man Uberle-
bende differenzierte Kardiomyozyten von anderemefieh der Kultur unterscheiden konnte. Das
Ruhemembranpotential von ungefahr -80 mV und etheale Aufstrichgeschwindigkeit sind die
deutlichsten Unterschiede der differenzierten Haltem zu anderen Zellarten, beziehungsweise

undifferenzierten Myozyten (Gaudesius et al., 2008gt al., 2003).

5.2.1 Erfolg der Kultivierung

Legt man eine Grenze fir die Verwendung von Kargomyten fur elektrophysiologische Mes-
sungen an (Ruhemembranpotentiab0 mV, Aufstrichgeschwindigkeit 10 V/s), dann erhéalt
man eine Ausbeute von 89 % flUr die Gewebeschnitteakuten Praparationen, wahrend man
nach 28 Tagen in Kultur noch 67 % der Gewebes&hal@ktrophysiologisch untersuchen konnte.
Im Vergleich zur Kontraktilitat ist das eine hoheasbeute fir die Funktionalitdt humaner Ge-

webeschnitte nach 28 Tagen in Kultur (Brandenbunggrerdffentlicht).
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5.2.2 Vitalitat

Zunachst wurde die Vitalitdt mithilfe eines enzyrselten Aktivitatstests untersucht, um zu
bestimmen wie grol3 der Teil der Gewebeschnittedist,die Kultur Gberlebt hat. Es stellte sich
heraus, dass die Vitalitdt, bezogen auf die Proteilge, nach 4 Wochen in Kultur nicht abge-

nommen hat (Abb. 14).
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Abbildung 14: Vergleich der Vitalitat von Ventrikel schnitten akut

und in Kultur. Dargestellt ist das Ergebnis des MTT-Tests. Nach 4
Wochen in Kultur hat die Vitalitat der Herzschnijtigemessen mit
dem MTT-Test, nicht abgenommen. n=14 Gewebeschaitse5 un-
abhangigen Préparationen je Gruppe

5.2.3 Erregungsausbreitung und Struktur

Um die Gewebeschnitte auch nach der Kultivierunghnoit einem punktuellen Reiz stimulieren

zu kbnnen, muss es ein intaktes Synzytium ausleareg Zellen geben, das den Reiz weiterleitet.
Durch den Abstand zwischen Stimulations- und Mes$elde und der Latenz zwischen Stimula-
tionsartefakt und Aktionspotentialbeginn konnte eeiReizleitungsgeschwindigkeit gemessen
werden, die fur die akut gemessenen Gewebescling&et:0,04 m/s betrug (n=10 Zellen aus 4
Praparationen, Abb. 15 B). Nach 4 Wochen in Kukannte trotz veranderter Gewebsstruktur
wieder eine Erregungsausbreitung bestimmt werdienalterdings signifikant abnahm (0,2+0,03

m/s, n=12 Zellen aus 3 Préparationen). Die Struttémrkultivierten Gewebeschnitte erschien auf-
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gelockerter und nur ca. 10-20 % der Gewebsflachgtere eine typische Muskelquerstreifung
(Abb. 15 A).

0.59

akut 28 Tage in Kultur ' akut 28 Tage in Kultur

Reizleitungsgeschwindigkeit [m/s]

Abbildung 15: Erregungsausbreitung und Struktur nach Kultur. In A sind histologische HE-gefarbte Schnitte
der Herzschnitte zu sehen. In B ist die Reizleisgagchwindigkeit in den Gewebeschnitten dargeskilit Struktur
der Gewebeschnitte erscheint aufgelockerter undgnii®Beren Abstédnden zwischen den Zellen (A). Qubrgjéte
Zellen sind auch nach 4 Wochen in Kultur noch Zeenen. Die Erregungsausbreitung ist nach 28 Taiggifikant
erniedrigt (B). MW+SEM, n=10-12 Zellen aus 3-4 uhahgigen Praparationen. Die weil3e Linie entspraher
Lange von 5@um.

5.2.4 Expression der wichtigsten lonenkanale und —Tramepo

Eine wesentliche Grundlage fur die Ausbildung dasdialen Aktionspotentials ist die geregelte
Aktivitdt verschiedener lonenkandle. Um zu Ubergniifob die Expression dieser lonenkanale
durch die Kultur beeinflusst wird, wurden mRNA-Speéin den akuten und kultivierten Gewebe-
schnitten bestimmit.

Der wichtigste Kanal im humanen Ventrikel fur diesste Phase des Aktionspotentials ist der
Na,1.5, ein spannungsabhangiger Natrium-Kanal. Dieré&sgpon der mRNA dieses Kanals wur-
de im Vergleich zu den akut hergestellten Gewelretieh trotz eines Abfalls in der ersten Phase
durch die Kultur nicht signifikant verandert. DeatNum-Kalzium-Austauscher und der wichtigs-
te ventrikulare Kalzium-Kanal G&.2 blieben unbeeinflusst in den Zellen der kudtiten Gewe-
beschnitte erhalten. Auch die Expression des fi& Rahemembranpotential verantwortlichen
Ki2.1-Gens blieb konstant Uber den gesamten Kultuazen. Die beiden Komponenten des re-
polarisierenden Kalium-Stromg,1K,4.3 und KChIP, wurden in der Kultur etwas mehr bze-
niger exprimiert, blieben statistisch aber unvegih{Abb. 16).

Den Hauptanteil des schnell repolarisierenden Katwoms k. im humanen Ventrikel tragt der
hERG-Kanal, dessen Expression durch die Kultur tnideinflusst wurde. Ebenso die beiden
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Hauptkomponenten des kardialen ATP-abhéngigen Kédamals k6.2 und SUR2A waren wah-
rend des gesamten Kulturzeitraums nicht andersireigt als im akuten Gewebeschnitt (Abb.
16).
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Abbildung 16: Expressionslevel wichtiger lonenkand und AustauscherDargestellt sind die mMRNA-Spiegel der
einzelnen Gene, gemessen mit quantitativer PCRmblligiert wurde zunéchst auf den Gesamt-RNA-Getlait
jeweiligen Probe und dann auf den Mittelwert dem&leeproben am Tag 0. MW+SEM, n=6-8 Proben unablhéngi
Préjarationen
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5.2.5 Aktionspotentiale

Eine maf3gebliche Eigenschaft des Herzgewebes iist stektrophysiologische Aktivitat. Die
Form der Aktionspotentiale wurde als wesentlicharabheter fur die Funktionalitat der Zellen
angesehen. Deshalb wurden die Kulturbedingungerpsmiert, dass die Kardiomyozyten auch
nach langerer Zeit noch elektrisch stimulierbaeldin. Die Eigenschaften der Zellen wurden zu-

nachst auf die Aktionspotentialform hin untersucht.
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Abbildung 17: Elektrophysiologische Parameter in Kdtur. A: Beispielhafte Aktionspotentiale von akuten und
kultivierten Schnitte. B: Das Ruhemembranpotenitzr den Kulturverlauf. C: APLg, Uber den Kulturverlauf. D:
Amplitude und maximale Aufstrichgeschwindigkeit d&ttionspotentiale Uber den Kulturverlauf. Die Addaspo-
tentialform der kultivierten Kardiomyozyten verandgich nur in der Lange des Plateaus im Vergleicklen akuten
Gewebeschnitten (A, C). Exemplarische Aktionspaédmtsind in A dargestellt, ein Zeitverlauf der Atspotenti-
alparameter wird in B, C und D gezeigt. Dargestaiil die MittelwertexSEM der Zellen aus n=5-9 umatgigen
Gewebeschnitten pro Zeitpunkt. Die Gewebeschnigtiensien aus 10 verschiedenen Préparationen. * siaifitisch
signifikant mit p< 0,05.
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Das durchschnittlich gemessene Ruhemembranpotéetialg bei Herzzellen aus akut hergestell-
ten Herzgewebeschnitten -77+2 mV, blieb wahrendgissamten Kulturverlaufes stabil und lag
nach 4 Wochen in Kultur bei -77£3 mV (Abb. 17 Bk die Aktionspotentialdauer veranderte
sich nicht im Lauf der Kultur (Abb. 17 C, ARPakut: 384+20, nach 28 Tagen: 364+30 ms). Da-
gegen gab es einen partiellen Verlust des Platedausignifikant durch die Kultur verursacht und
durch das APR) beschrieben wurde (Abb. 17 A und C). Nach 28 Tagefultur war dieser Pa-
rameter auf 81+18 ms gesunken, wahrend er akdt b64+10 ms betrug. Die Aktionspotential-
amplitude und die Aufstrichgeschwindigkeit nahmanerhalb der ersten Woche in Kultur ab,
danach allerdings wieder zu und waren nach 4 Wouoh&ultur nicht signifikant unterschiedlich
zu den Parametern akut hergestellter Schnitte (ABD; Amplitude: 105+4 mV akut und 95+3
mV nach 28 Tagen; Aufstrichgeschwindigkeit: 149x26 akut und 110+14 V/s nach 28 Tagen).
Auffallig ist weiterhin ein Auftreten einer schneti ersten Repolarisationsphase bei einigen kulti-
vierten Gewebeschnitten, die man bei akut gemessiaediomyozyten nicht findet (Abb. 17
A).

5.2.6 Elektrische Restitutionskurven und Refraktarzeit

Die Wirkung einer veréanderten Stimulationsfrequant das Aktionspotential einer Herzzelle ist
ein physiologischer Parameter, der fir die Erreggiades Gewebes auch bei schnell aufeinan-
derfolgenden Schlagen wichtig ist. Um dieses adaptierhalten der elektrischen Parameter
quantitativ zu erfassen, wurden Experimente migmirdynamischen Restitutionsprotokoll durch-
gefuhrt. Diesem Protokoll folgend wurde der Abstawdschen zwei Schlagen kontinuierlich
verkurzt, bis die absolute Refraktérzeit erreichtae. Die Refraktéarzeit bei den Zellen der akuten
Gewebeschnitte betrug 440+20 ms (n=15 Zellen ausahangigen Praparationen) und veran-
derte sich wahrend der Kultur nicht (nach 28 Talatiur: 414+32 ms, n=9 Zellen aus 5 unab-
hangigen Préaparationen).

Dagegen war die Reaktion der Zellen auf eine Vexitig der Stimulationsperiode (S2-S1) stark
unterschiedlich zwischen akuten Gewebeschnittendem&n aus Kultur. Bei den Herzzellen der
akuten Schnitte wurde das Aktionspotential kongriigh kirzer, je kiirzer der Abstand zwischen
erstem und zweitem Stimulus wurde (Abb. 18 A undA)ch das Plateau verkirzte sich in glei-
chem Mal3 wie die Lange des Aktionspotentials, zost@langsam und je naher der Abstand der
Refraktarzeit kam, desto starker wurde die Verkigz(Abb. 18 A, C und D). Nach 4 Wochen in
Kultur allerdings wurden die Aktionspotentiale zahét langer, je kirzer der Abstand zwischen

den Stimuli wurde. Insbesondere bildete sich eatelu, das im Vergleich zu den akuten bei den
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kultivierten stark reduziert war (Abb. 18 B und Ay A). Dieses Plateau nahm zu bis zu einem
Abstand von ungefahr 500 ms zu. Danach folgte sbdiehPlateauform (Abb. 18 C) als auch die
Aktionspotentiallange (Abb. 18 D) demselben Verbaig die akuten Schnitte, sie verkirzten sich

starker, je ndher der zweite Stimulus der Refrakifikam.
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Abbildung 18: Restitution des Aktionspotentials aka und nach Kultur. Verkirzt man kontinuierlich die Zeit
zwischen zwei aufeinanderfolgenden Stimuli, danmkanan die Refraktérzeit messen. Davor kann mawlbliein-
gigkeit der Aktionspotentialparameter von der Zamitischen zwei Aktionspotentialen (S2-S1) bestimmanA ist
ein Beispiel am akut hergestellten Schnitt mit ginsbstand S2-S1 von 500 ms gezeigt. In B ist dassgzeigt am
4 Wochen alten Gewebeschnitt. Man kann die Entsighaines Plateaus erkennen, die abhangig ist voizeie
zwischen zwei Stimuli (C, gezeigt am ARP Im Unterschied zum akuten Schnitt wird das Akspotential zu-
nachst langer, bevor es kurz vor Erreichen deraRgfrzeit wieder kirzer wird (D, ARE). Beim akut hergestellten
Schnitt wird das Aktionspotential kontinuierlich rizér, je kirzer der Abstand zwischen zwei Stimuirdw
MW+SEM, n=7-10 Zellen aus je 4-7 unabhéangigen Ptjzmen.
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5.2.7 Pharmakologische Beeinflussung von lonenstromen

Neben der Aktionspotentialform ist das pharmakaolge Verhalten der kultivierten Herzgewe-
beschnitte ein wichtiger Parameter zur Bestimmiuangriphysiologisch relevanten Funktionalitat.
Deshalb wurden zwei grundlegende Reaktionen desgdsrausgeldst. Zunachst wurde mith
Dofetilid der hERG-Kanal geblockt, um eine der lgsten kardialen Nebenwirkungen von Me-
dikamenten zu simulieren. Hatte diese Reaktion siabile Phase erreicht, wurden die Gewebe-
schnitte mit 1uM Rilmakalim behandelt. Rilmakalim 6ffnet ATP-ablggge Kaliumkanale und
imitiert dadurch die Reaktion der Kardiomyozyterf &auerstoff- und daraus resultierenden
ATP-Mangel. Der Verlauf eines Beispiel-Experimenisin Abbildung 19 C gezeigt. Es wurde
kein Unterschied in der Reaktivitat auf Rilmakahestgestellt zwischen den Zellen die mit Dofe-
tilid vorbehandelt waren und denen die nur Rilmekausgesetzt waren (nicht gezeigt).
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Abbildung 19: Die Wirkung von Rilmakalim im Kulturv erlauf. A/B: beispielhafte Aktionspotentiale vor und
nach Behandlung mit Rilmakalim. C: Verlauf des ARW@ahrend eines exemplarischen Experimentes. D:Rilie
makalimwirkung auf das AP im Kulturverlauf. Die Behandlung mit IM Rilmakalim verursachte im gesamten
Kulturverlauf eine Reduktion des ARfauf ca. 15-25 % des urspriinglichen Wertes (D). landl B sind beispiel-
hafte Aktionspotentiale gezeigt. In C sieht man demlauf des APIy, eines Experimentes, in dem zunéchst mit
Dofetilid und danach mit Rilmakalim behandelt wurtdBV+SEM, n=4-8 Versuche unabhangiger Praparationen
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Die Reaktion der Kardiomyozyten auf Rilmakalim bligber den gesamten Kulturverlauf erhal-
ten und die Aktionspotentiallange wurde stark vezkigAbb. 19 A, B und D). Trotz einer leicht
veranderten Aktionspotentialform wurde das ARPBuch nach 4 Wochen in Kultur noch um un-
gefahr 75 % kdrzer.
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Abbildung 20: HERG-Blockade im Kulturverlauf. A/B: Beispielhafte Aktionspotentiale vor und nadhes Be-
handlung mit Dofetilid. C: Dosisabhangigkeit dedekfes von Dofetilid auf das ARPakut und nach 7 tagen in
Kultur. D: Dofetilid-Effekt im Kulturverlauf. Der Eekt von 1uM Dofetilid auf das Aktionspotential der ventrikula
ren Herzgewebeschnitte bleibt Uber den gesamtetuikallauf gleich stark (D, MW+SEM, n=4-8 Versuchrab-
hangiger Préaparationen). In A und B sind jeweil$sBiel-Experimente des Anfangs- und Endpunkteskidtur
gezeigt. In C sieht man, dass die Gewebeschnitle Aa agen in Kultur sensitiver auf eine hERG-Blmaé reagie-
ren. MW=SEM, n=3-4 Versuche unabhangiger Praparatio

Nach einer Blockade des hERG-Kanals durch Dofewidangerte sich das ARBPum ungefahr
50 % (Abb. 20 A). Dieser Effekt blieb Uber den gesan Kulturverlauf gleich stark erhalten
(Abb. 20 D). Die Konzentrationsabhéngigkeit deskiés allerdings &nderte sich nach in Kultur
(Abb. 20 C, akut: E€= 230 nM, nach 7 Tagen in Kultur: & 90 nM). Die Kardiomyozyten
der kultivierten Gewebeschnitte reagierten deutiensitiver auf eine hERG-Blockade als die

Kardiomyozyten in akut hergestellten Gewebeschmitte
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Abbildung 21: Kaliziumkanal-Blockade akut und in Kultur. A: Exemplarische Aktionspotentiale eines akuten
Gewebeschnitts vor und nach Behandlung mit Nifedii: Statistische Auswertung der Wirkung von Nifed

auf das APIy,. Die L-Typ-Kalziumkanale wurden mit 1@V Nifedipin blockiert. In den akuten Gewebeschmitte
hatte das eine signifikante Verkirzung des AfAnr Folge (A, B), in den kultivierten Gewebescteritwar dieser
Effekt nicht mehr vorhanden (B). MW+SEM, n=5 Expeente aus unabhangigen Praparationen je Gruppe. **
heift p < 0,01.

Um die Veranderung der Aktionspotentialform in Kumlhaher zu charakterisieren wurde der im
Ventrikel vor allem fur das Plateau verantwortlidaliziumstrom ¢, durch 10uM Nifedipin

inhibiert. In den akut hergestellten Gewebeschmittezeugte die Blockade eine signifikante Ver-
kirzung des Aktionspotentials (Abb. 21 A und B).cN&8 Tagen in Kultur hatte dieselbe Be-
handlung nur noch eine geringftigige nicht signifiteaVeranderung in der Aktionspotentiallange

zur Folge (Abb. 21 B).
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5.2.8 Vergleich zwischen explantiertem und Morrow-Gewebe

Die bisher gezeigten Ergebnisse wurden mit endakiard Gewebe erzielt, das wéahrend einer
Morrow-Myektomie aus dem Patienten entfernt wuddéerdings ist die Menge an Gewebe und
die Haufigkeit der Operationen zu gering, um diemckelten Methoden auf aufwendigere Fra-
gestellungen anzuwenden. Um die Ausbeute an Gewaletiéen und die Verfugbarkeit von hu-
manem Herzgewebe zu erhdhen, wurde in Zusammenaniiedler Herzchirurgie des Universi-
tatsklinikums Hamburg linksventrikulares Myokardiuans explantierten Herzen eingesetzt, um

Gewebeschnitte herzustellen und zu kultivieren.
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Abbildung 22: Uberlebensrate von Gewebeschnitten @auMorrow- und explantiertem Gewebe.Fir eine Be-
stimmung der Funktionalitdt wurde die Form der Aktpotentiale ausgewertet. War das Ruhemembrarnjabten
negativer als -60 mV und die maximale Aufstrichdwgiadigkeit gro3er als 10 V/s, dann galten die Geeeehnitte
als funktional. Sowohl bei explantiertem Gewebe alsh bei Schnitten aus Morrow-Gewebe waren in diieh
Fallen akute Messungen mdglich, nach Kultivierunthielten noch zwei Drittel der Schnitte aus Morr@swebe
(n=9) und fast die Hélfte der Schnitte aus exjdargm Gewebe (n=7) funktionale Kardiomyozyten.

Die akuten Gewebeschnitte aus explantiertem Herelgewaaben in allen Fallen zur Messung von
funktionellen Zellen gefihrt, wenn man bestimmteal@atskriterien fir die Form der Aktionspo-
tentiale zugrunde legt (Ruhemembranpotential <m&0und maximale Aufstrichgeschwindigkeit

> 10 V/s, Abb. 22 B). Ungefahr die Hélfte aller kulerten Praparate haben nach 4 Wochen noch
dieselben Qualitatskriterien erfillt, wie zu Begisher Kultur. Der Anteil, der 28 Tage tberlebt hat
war fir die Gewebeschnitte aus Morrow-Gewebe etviaier (Abb. 22).

In Abbildung 23 sind die einzelnen Aktionspotergatameter im Verlauf der Kultivierung flr
explantiertes Gewebe im Vergleich zum Morrow-Gewgéeeigt. Aul3erdem sieht man zwei Bei-
spiele fir Aktionspotentiale nach 28 Tagen in Ku(tbb. 23 A). Initial, direkt nach der Herstel-
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lung der Gewebeschnitte, waren sich die Aktionsutake in ihrer Form und den einzelnen Pa-

rametern gleich. Im Kulturverlauf gab es leichteésachiede.
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Abbildung 23: Vergleich von Aktionspotentialparametrn der kultivierten Gewebeschnitte aus explantiegm
Gewebe mit denen aus Morrow-GewebeA: Vergleich typischer Aktionspotentialverlaufe véaltivierten Herz-
schnitten aus dem Morrow-Gewebe und von explaetieHerzen. Vergleichende Kulturverlaufe von Ruheimem
ranpotential (B), APk, (C), APDy (D), Amplitude (E) und Aufstrichgeschwindigkeit)(lDie Aktionspotentialform
der kultivierten Kardiomyozyten ist weitgehend ghei wenn man explantiertes und Morrow-Gewebe vargle
Einen Unterschied gibt es nur in der Plateau-PHase\ktionspotentiale in der zweiten Phase der wulber Ver-
lust des Plateaus und damit einhergehend die Eigied) des APLy ist bei den Schnitten aus explantiertem Gewe-
be nicht so stark wie bei den Schnitten aus Mor@awebe. Dargestellt sind die Mittelwerte+tSEM deliefeaus
n=5-9 unabhangigen Gewebeschnitten pro Zeitpuni¥ifirrow-Gewebe und n=2-6 fur explantiertes Gewebe.
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5. Ergebnisse

Das Ruhemembranpotential, die Amplitude und das #BIDd fur beide Arten von Gewebe ahn-
lich stabil Uber den gesamten Kulturzeitraum hinglgb. 23 B, D und E). Die maximale Auf-
strichgeschwindigkeit des Aktionspotentials erseheei explantiertem Herzgewebe etwas hete-
rogener im Verlauf der Kultur zu sein als bei Helrgstten aus Morrow-Gewebe (Abb. 23 F). Ein
Grund daflir konnte die geringere Anzahl an Prajmaran sein, die fir das explantierte Gewebe
in die Statistik mit eingeflossen sind (n=5-9 vs2+6). Ein weiterer Unterschied liegt in der Ver-
anderung des APRin der Kultur (Abb. 23 C). Wie zuvor schon besebgn, verlieren die Akti-
onspotentiale der Kardiomyozyten aus Morrow-Gewaté&/erlauf der Kultur kontinuierlich an
Plateau, gezeigt am ABP Bei den Schnitten aus explantiertem Gewebe fiegedt Parameter
ebenfalls innerhalb der ersten ein bis zwei Wocalennahm allerdings ab der zweiten Woche
wieder zu und war nach 4 Wochen in Kultur auf eingeutlich hoheren Niveau als bei den
Schnitten aus Morrow-Gewebe (Abb. 23 C). Diesenretsuhied in der Plateau-Phase sieht man
verdeutlicht an den beiden dargestellten Aktionspibalen (Abb. 23 A).
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Abbildung 24: Uberreaktion der Kardiomyozyten auf eéne Behandlung mit Dofetilid. A: Anzahl der Proben, die
auf Dofetilid mit einem extrem langen Aktionspoiahteagierten. B: Aktionspotential einer Zellee dhit flimmer-
haften Nachdepolarisationen auf Dofetilid reagiene2/6 Fallen kam es bei Gewebeschnitten ausaexpttem
Gewebe dazu, dass sich das Aktionspotential enerfdngerte, wéahrend es bei Schnitten aus Morrowebewur
in einem von 12 Fallen auftrat (A). In B ist eini§sel aus explantiertem Gewebe gezeigt. Bei digsedie kam es
zusatzlich zu einer Bildung von salvenartigen Nagladarisationen, die bis zu einer Minute andauermken.

Um die Eigenschaften des explantierten Gewebeslenén des Morrow-Gewebes weiter zu ver-
gleichen, wurden zunachst die akut hergestellteweBeschnitte unter Messung der Aktionspo-
tentiale mit Dofetilid behandelt. Dabei kam es &eiem Drittel der Experimente zu einer Uberre-
aktion der Zellen nach hERG-Blockade bei den Stdmiaus explantierten Herzen, wahrend nur
eine von zwolf Zellen aus Morrow-Gewebe diese Reakteigten (Abb. 24 A). Die Aktionspo-

tentiale verlangerten sich enorm und die Zellenewaricht mehr mit 1 Hz stimulierbar (Abb. 24
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5. Ergebnisse

B). In einem der Falle kam es dabei zur Bildung weehreren Nachdepolarisationen, die Uber
eine Minute andauerten (Abb. 24 B).

Diese Reaktion trat nach einer Kultivierung der 18t nicht mehr auf, auch bei Gewebeschnit-
ten derselben Gewebeprobe. Die Reaktion auM1Dofetilid blieb auch bei den Schnitten aus
explantiertem Gewebe wahrend des gesamten Kulttaaeis stabil (Abb. 25), war allerdings
etwas geringer in der Starke im Vergleich zu S¢eniaus Morrow-Gewebe. Die Reaktion auf
die Behandlung mit &M Rilmakalim nach Kultivierung war vergleichbar aghen Schnitten aus
Morrow-Gewebe und explantiertem Gewebe.
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Abbildung 25: Vergleich der Reaktion auf Dofetilidund Rilmakalim im Kulturverlauf der Gewebeschnitte aus
explantiertem und aus Morrow-Gewebe.Dargestellt sind die relativen Veranderung des gPiach Dofetilid-
Behandlung (A) und Rilmakalim-Gabe (B) im Kulturlaarf fir beide humanen Gewebequellen. Die Realdianl
uM Dofetilid war etwas schwécher bei Schnitten axslantiertem Gewebe, blieb aber ebenso stabil itukwvie
bei Schnitten aus Morrow-Gewebe. Die Reaktion auMLRilmakalim verhielt sich &hnlich wie bei den Siten
aus Morrow-Gewebe. Dargestellt sind die MittelweBEM der Zellen aus n=4-8 unabhangigen Gewebegehnit
pro Zeitpunkt fur Morrow-Gewebe und n=1-4 fur exglartes Gewebe.
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5. Ergebnisse

5.3 Beeinflussung des humanen Aktionspotentials dusstidPnidin

Pentamidin ist ein Antiprotozoikum, das in der Kdimei verschiedenen parasitaren Infektionen,
die vor allem bei immungeschwachten Patienten eteft; eingesetzt wird. Es kann schwere kar-
diale Nebenwirkungen auslésen, beschrieben istr @amederem das Auftreten von ventrikuléaren
Arrhythmien (Owens, 2004). Klinisch findet man lg@sen Patienten eine verlangerte-Zeit
und eine Erhohung der Amplitude der U-Welle im EK@ani et al., 1993; Owens, 2004). Als
mogliche Ursache fir diese Symptome wurde einentéecbe Blockade der Proteinreifung des
hERG-Kanals beschrieben (Cordes et al., 2005; Kenyet al., 2005).

Um die Wirkung von Pentamidin auf humane Kardionyerm im Gewebeverband zu untersu-
chen, wurde die Substanz zunachst kumulativ in vEechiedenen Konzentrationen auf die Ge-
webeschnitte gegeben und das Aktionspotential gggnesn Abbildung 26 kann man erkennen,
dass Pentamidin keinen Effekt auf die Form und kadgs Aktionspotentials nach akuter Be-
handlung hatte. Als Positiv-Kontrolle flr eine hE®ckade diente dabei Dofetilid, das eine

signifikante Verlangerung des ABfxur Folge hatte (Abb. 26 A und B).
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Abbildung 26: Wirkung von Pentamidin auf das humaneAktionspotential. In A sind Aktionspotentiale eines
exemplarischen Experimentes mit akuter PentamidihaBdlung und nachfolgender Dofetilid-Gabe gezdgt.
statistische Auswertung des ARDDie Behandlung mit drei verschiedenen Konzergreh Pentamidin hatte kei-
nen Effekt auf die Aktionspotentialform (A) und d&BDg blieb unbeeinflusst Reaktion (B). MW+SEM, n=3 Ver-
suche aus unabhangigen Gewebeschnitten

Wenn man die Herzgewebeschnitte Gber 7 Tage lahdg pé (n=3) oder 1QuM (n=1) Pentami-
din behandelte, dann kam es in allen Féallen zu eieetlichen Verlangerung des Aktionspotenti-
als und in 3 von 4 Fallen zu einer VerschiebungRl#semembranpotentials in den positiven Be-

reich im Vergleich zur Kontrollgruppe. Au3erdem emrdie Zellen anfalliger bei mechanischer
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Stimulation, in 3 von 4 Fallen kam es nach dem Engén der Messpipette in die Zelle zu Spon-
tanaktivitaten (Abb. 27 A). Die Aktionspotentialearen in 2 von 4 Fallen so lang, dass man nur
mit einer Frequenz von 0,1 Hz stimulieren konntd dann zusatzlich frihe und spate Nachdepo-
larisationen ausloste (Abb. 27 B).

A B
50 50 .
—— Pentamidin 1uM
—— Kontrolle
0 0
>
E £
-50 -50
-100 T T T T T T -100 T T T T T 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 0 1 2 3 4 5
min s

Abbildung 27: Wirkung von Pentamidin auf das humaneAktionspotential nach 7 Tagen in Kultur. A: Auf-
zeichnung spontan aufgetretener Aktionspotentimlesemit Pentamidin behandelten Schnittes. B: EXerngghe
Aktionspotentiale nach elektrischer Stimulatione Behandlung mit 1M (n=3), bzw. 10uM (n=1) Pentamidin
hatte eine Verlangerung der Aktionspotentiallargje das Auftreten von Spontanaktivitat (A) und eirfenstieg des
Ruhemembranpotentials (B) im Vergleich zu 7 Tagéwarten Kontrollschnitten zur Folge. In 2 vorFéllen traten
frihe und spéte Nachdepolarisationen auf (B).

Um eine Wirkung von Pentamidin auf die Expressietevanter lonenkanéle zu untersuchen,
wurden die mRNA-Mengen von;&.1 und hERG nach Behandlung mit Pentamidin uncbisu
Sowohl 1uM (n=3) als auch 1@M (n=2) hatten keine Wirkung auf die Expression \y2.1
(Abb. 28 A). Die hERG-Expression scheint nach eBehandlung mit 1M etwas zu steigen,
allerdings reichen die Versuchszahlen noch nickf am eine statistisch gesicherte Aussage tref-
fen zu kdnnen (Abb. 28 B).
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Abbildung 28: Wirkung von Pentamidin auf die Expression von lonenkanalen nach 7 Tagen in KulturDarge-
stellt sind die relativen Expressionen der KCNJ2NAR(A) und der KCNH2-mRNA (B) nach Behandlung mit
Pentamidin in Kultur im Vergleich zur Kontrolle. ®Behandlung mit LM (n=3), bzw. 10uM (n=2) Pentamidin
hatte keinen Effekt auf die mRNA-Expression vgrRKL (A). Nach 1QuM Pentamidin scheint es eine Steigerung der
hERG-Expression zu geben.
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6 Diskussion

Herz-Kreislauferkrankungen sind die weltweit hasfeg todlich verlaufende Erkrankung, der
Herzinfarkt aufgrund ischamischer Attacken und Athimien zumeist die letztendliche Todesur-
sache (WHO, 2008). Neue Substanzen werden entwickeldiese Erkrankungen zu therapieren,
und bevor diese am Menschen erprobt werden komness eine moglichst gute Vorhersage uber
die Effekte auf den menschlichen Organismus gemaelden konnen.

Um relevante Aussagen Uber die Wirkung einer Sabassaf das menschliche Herz zu treffen,
werden neue Modelle bendtigt, die die Vorteile bisher vorhandenen Systeme in sich vereinen.
Kardiomyozyten exprimieren je nach Differenzierugrgsl und abhangig von der Spezies ver-
schiedene lonenkanal-Untereinheiten, deshalb spiege wenige Modelle die Zellaktivitat im
Menschen wider (Kaab et al., 2003; Barandi et2010; Glukhov et al., 2010). Akut isolierte
Herzzellen aus dem Menschen haben zwar die richdigenkanalausstattung, die Interaktion mit
benachbarten Zellen und der extrazellularen Majgkt allerdings verloren (Thum et al., 2000;
Kohl et al., 2005). Aul3erdem werden diese Zellehgpaltenden Enzymen behandelt, eine Pro-
zedur die auch zur Schadigung der Membraneigenschfithren kann (Cerbai et al., 2000). Ein
dritter Nachteil aktueller Modellsysteme ist didlende Moglichkeit, die Wirkung von Medika-
menten Uber einen chronischen Zeitraum zu betrachkia relevantem vitro Modellsystem soll-

te dementsprechend eine dem adulten humanen Mydlkanicche lonenkanalausstattung haben,
in einem multizellularen Verband eingebettet seid musatzlich Langzeituntersuchungen ermog-

lichen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeassdfunktionelle Gewebeschnitte aus dem
adulten humanen Endokard hergestellt wurden, dellekirophysiologische Aktivitat Uber einen

Zeitraum von bis zu 4 Wochen weitgehend erhalterdere konnte. Diese organotypischen Herz-
schnitte stellen ein ideales Modellsystem dar, lmomische Effekte von Medikamenten auf die

elektrophysiologischen Eigenschaften des humanevkiigs zu untersuchen.
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6.1 Akute Gewebeschnitte

Die Herstellung der Gewebeschnitte

Die Herstellung von dinnen Schnittpraparaten istviérschiedene Gewebe schon einige Jahr-
zehnte etabliert und wird hauptsachlich fur Todigstudien an der Leber und pathophysiologi-
schen und pharmakologischen Untersuchungen amaamikervensystem verwendet (Parrish et
al., 1995; Gahwiler et al., 2001; Vickers et aD02; Hajos et al., 2009). Akute Gewebeschnitte
aus dem Herzen wurden fur kleine Sauger erst ineteten Jahren endguiltig etabliert, nachdem
es bereits Anfang der 90er einen Versuch gab, Wetgchnitte aus der Ratte elektrophysiolo-

gisch zu beschreiben (Burnashev et al., 1990;Kaithg et al., 2005; Halbach et al., 2006; Bussek
et al., 2009). Humane Gewebeschnitte wurden bizlvar hergestellt, aber elektrophysiologisch

nur partiell beschrieben (Gotte et al., 2008; Bkstel., 2009; Habeler et al., 2009a).

Bei der Praparation von akut isoliertem Herzgeweslnss man spezielle Eigenschaften der Kar-
diomyozyten beriicksichtigen. Durch das ZerstoranZzadlen wahrend der mechanischen Isolati-
on kommt es zu einer Steigerung der intrazellul&alziumkonzentration und zu einer Kontrak-
tion der angrenzenden Zellen. Ein Grofteil derefellvird dadurch irreversibel geschadigt, so-
dass die Aktivitat des Gewebes stark eingeschrghktUm diese Nachwirkungen zu vermeiden
wurden spezielle SchutzmalRnahmen angewendet. Zstn@cinde die Praparation in kalter L6-
sung durchgefuhrt, sodass eventuelle Schadigurigenean verlangsamt wurden. Dann wurde
dem Schneidepuffer 2,3-Butandion Monoxim (BDM) zsgjet, eine Substanz die verhindert,
dass sich die Kardiomyozyten zusammenziehen umdh ikontraktilen Apparat irreversibel scha-
digen, indem unter anderem die ATPase-Aktivitat ¥®sins inhibiert wird (Mulieri et al.,
1989; Sellin et al., 1994; Zhou et al., 2000; Relep et al., 2005). Diese Schutzmalinahmen wur-
den bereits erfolgreich fir die Herstellung aku@@webeschnitte aus dem neonatalen und adul-
tem Mauseventrikel verwendet (Pillekamp et al.,200d 2007; Halbach et al., 2007). Aul3erdem
wird BDM fur optische Untersuchungen an elektropbipgiisch aktiven Gewebemodellen be-
nutzt (Caldwell et al., 2005; Kong et al., 2007).

Um das Uberladen der Zellen mit Kalzium zu vermejdeurde die Kalziumkonzentration auf
0,9 mM reduziert. Fur die Isolation von Einzelzellgibt es Protokolle, in denen das Kalzium
komplett entzogen wird, und auch Pillekamp und &gdin stellten auf diese Weise Herzschnitte
her (Piper et al., 1992; Pillekamp et al., 2009)erlings hatte eine kalziumfreie Praparation in
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unseren Experimenten eine schlechtere Funktiohal#éd Gewebeschnitte zur Folge (Abb. 5).

Letztendlich wurde das Gewebe fir das Schneidégarose eingebettet, um ein Zerreil3en wah-
rend des Schneidens zu vermeiden. Zusammen miamgeren protektiven MaRnahmen fuhrte
diese Art der Praparation dazu, dass nur 1-2 Zetlsten im jeweiligen Randbereich geschadigt

wurden und das Zentrum des Gewebeschnitts vitbbli

Soeziesunter schiede

Herzzellen unterschiedlicher Herkunft haben unteesttiche elektrophysiologische Eigenschaf-
ten. Angepasst sind sie auf die Grol3e des Orgasissain Geschlecht und sein Alter, die Fre-
quenz des Herzschlags und die generelle metabeli&ktivitat, sowie die Lokalisation innerhalb
des Herzens (Antzelevitch et al., 2001; Lu et 802 Nerbonne et al., 2005; Waldeyer et al.,
2009).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mandam Herzen verschiedener Spezies funktio-
nell aktive Gewebeschnitte herstellen kann (Abb Afhand der aufgenommenen Aktionspoten-
tiale kann man die Unterschiede zwischen den Speaieler ventrikularen Aktivitat erkennen.
Kleine Nagetiere wie Ratte und Maus haben deuliatzere Aktionspotentiale und eine Form,
die stark von einer schnellen Repolarisation gdpgegigHumane und auch Ventrikelzellen groRRer
Saugetiere haben eine ausgepragte Plateau-Phaze, €inem langen Aktionspotential und einer
zunachst langsamen Repolarisation fuhrt. In Am@étuAufstrichgeschwindigkeit und Ruhe-
membranpotential scheint es keine bedeutenden dd¢hiede zwischen den Spezies zu geben.
Der Grund fur die verschiedenen Aktionspotentiaifen ist in der unterschiedlichen Aktivitat
und Expression von lonenkanélen zu finden. Es ditersuchungen, die zeigen, dass sowohl
Kalziumkandle als auch Kaliumkanéle speziesabh&aidig sind (Varro et al., 1993; Wang et al.,
1996; Tanaka et al., 2009). In der Maus und auateimRatte ist derotStrom stark ausgepragt,
der fir die schnelle erste Repolarisationsphasanteortlich ist, im humanen Endokard scheint
dieser Strom nur eine untergeordnete Rolle zueapi@Rosati et al., 2001; Patel et al., 2005). Die
Unterschiede in der Plateau-Phase sind zusatziliothddie zugrundeliegenden Kalzium-Stréme
zu erklaren. Sowohl die L-Typ Kalzium-Kanéle alsclauder Natrium-Kalzium-Austauscher
(NCX) scheinen speziesspezifische UnterschiedeeinAdttivitat zu haben (Tanaka et al., 2009).
Der Ik-Strom scheint in der adulten Maus keine Rollegelen, ist aber im Menschen ein wich-
tiger Faktor der ventrikul&ren Repolarisation (Wanh@l., 1996; Redfern et al., 2003).

Da die angesprochenen lonenstrome teilweise fregindrdngig aktiv sind, konnte man auch in
diesem Zusammenhang Differenzen in den Gewebetamitkennen (Abb. 8). Das humane Ak-
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tionspotential verkurzt sich, wenn man schnellengliert, zeigt aber sonst keine Unterschiede in

der Aktionspotentialform. Bei der Maus konnte mars&zlich zu einer Verkirzung bei hohen
Frequenzen eine Verlangerung in der ersten Repatansphase erkennen. Dies kdnnte an einem
verandertenyd-Strom bei kiirzeren Absténden liegen, wie PatelKioidlegen mutmalfiten (Patel et
al., 2005).

Ein weiterer Unterschied zwischen den Spezies whkiniglich in einer Studie dargestellt, in der
der Zeitverlauf eines Myokardinfarkts in verschieele Spezies untersucht wurde (Hedstrom et
al., 2009). Darin konnte gezeigt werden, dass dverlauf einer Infarkt-Progression im Men-
schen signifikant langsamer ist als im Schweinjen Ratte und im Hund. Diese Ergebnisse zei-
gen zusatzlich zu den elektrophysiologischen Unleeslen, dass man bei der Betrachtung von
molekularen und zellularen Mechanismen die Unglestten zwischen den Spezies unbedingt
bertucksichtigen muss.

Diese Unterschiede in den lonankanalfunktionenezeiglass fur klinisch relevante pharmakolo-
gische Untersuchungen Praparate benttigt werdendalk menschliche Myokard in seinen we-

sentlichen Eigenschaften widerspiegeln.

Geschlechtsunter schiede

Neben den Speziesunterschieden konnten Geschletdrsthiede fir die Aktionspotentiale in
den Kardiomyozyten des Morrow-Gewebes festgestaiden (Abb. 13). Die Aktionspotentiale
der weiblichen Patienten waren signifikant langerdie der mannlichen. Dies konnte durch ge-
schlechtsspezifische Expressionsmuster der longikamd —Austauscher erklart werden, die
kirzlich in den Ventrikelwanden von nicht pathokxfien Spenderherzen beschrieben wurden
(Gaborit et al., 2010). So waren sowohl der hER@G&als auch der flr den langsamen Anteil
am k,-Strom verantwortliche K..4 und der an dem repolarisierendenStrom beteiligten minK-
Kanal in weiblichem endokardialem linkem Ventriketniger stark exprimiert als in méannlichem
Gewebe. In Kardiomyozyten aus dem Meerschwein @md idaninchen konnten sowohl geringe-
re li- als auch geringerg+Strome fur weibliche Zellen nachgewiesen werden €t al., 1998;
James et al., 2004 und 2007).

Diese Unterschiede kommen maglicherweise durchrsetteedliche Effekte der Geschlechtshor-
mone auf die Kardiomyozyten zustande. Prapubemief man keine Unterschiede zwischen
weiblichen und mannlichen Kardiomyozyten, nach @eschlechtsreife kann man eine Verkiir-
zung der QF-Zeit in Mannern beobachten (Rautaharju et al.,2199ber die Regulation der

Transkription konnten Effekte von Testosteron aer d-Typ und den T-Typ Kalziumkanal, so-
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wie auf die Kaliumkanale 4.3 und K2.1 beschrieben werden (Michels et al., 2006; Feligl.,

2006; Er et al., 2007). Akute Effekte auf verscheiegl Kalzium- und Kaliumkanale konnten so-

wohl fir Testosteron als auch fur Ostrogen in Kamjozyten der Ratte und des Meerschwein-
chens gezeigt werden (Tanabe et al., 1999; Nakaginad., 1999; Bai et al., 2005; Kurokawa et
al., 2008). Diese Unterschiede in der lonenkandlviit und -Expression zwischen Mannern
und Frauen fuhren zu einer erhdhten Anfalligkeih \lerauen fur eine sogenanrifersade de
Pointes-Arrhythmie und ein verstarktes Ansprechen agHblockierende Substanzen (Makkar et
al., 1993; Ebert et al., 1998; Priori et al., 2008)unserem Modell konnte zwar die Verlangerung
der Aktionspotentialdauer, aber keine unterschobdli Reaktion auf hERG-Inhibition gezeigt
werden. Das liegt moglicherweise an der Lokalisaties untersuchten Gewebes, da Endokard
anders auf QFZeit-verlangernde Substanzen reagiert als dieelithicht des linken Ventrikels
und das Epikard (Wu et al., 2005; Antzelevitch, 20@ulRerdem sind die Geschlechtsunterschie-
de in der lonenkanalexpression in humanem Ventakeh abhangig davon, welchen Myokard-
Bereich man untersucht (Gaborit et al., 2010). rililegs war die Zahl der Experimente an den

Gewebeschnitten zu gering, um eine definitive Agesau treffen.

Phar makol ogische Unter suchungen

Neben den physiologischen Einflissen auf das Herzlge war es Ziel dieser Arbeit, die Eignung
der Gewebeschnitte fur potentielle Medikamentenstudu untersuchen. Zunéachst wurden Anti-
arrhythmika verschiedener Klassen getestet. DasskiB-Antiarrhythmikum Lidocain fuhrte zu
einer Verlangsamung der Erregungsleitung zwischemufations- und Ableitungs-Elektrode
sowie zu einer Erniedrigung der maximalen Aufsgeschwindigkeit des Aktionspotentials
(Abb. 12). Beide Effekte kann man durch eine Blagkaon spannungsabhangigen Natriumkana-
len erklaren, da die Natriumkanale im Herzen im ¥wdschen fur die Reizentstehung und die
schnelle Depolarisation in der Anfangsphase desoA&potentials zustandig sind (Abriel et al.,
2010).

Die antiarrhythmische Wirkung von Klasse-llI-Antiaythmika beruht darauf, dass Kaliumkanale
inhibiert werden, die in der Repolarisationsphddes aind. Dadurch kommt es zu einer Verlan-
gerung des Aktionspotentials und einer damit vedemen Erhéhung der Refraktarzeit. In den
vorgestellten Experimenten wurde Dofetilid verwandias bei Vorhoffimmern in den USA als
Medikament zugelassen ist und lber eine Blockagdeh&8#RG-Kanals wirkt (Burashnikov et al.,
2010). Dofetilid fuhrte bei unseren Messungen katragionsabhéngig zu einer deutlichen Ver-
langerung des Aktionspotentials in den Ventriketsitan (Abb. 9). Diese Reaktion wurde durch
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eine Erniedrigung der Stimulationsfrequenz nochepoert, ein Effekt der als ,reverse use-

dependence” beschrieben wird (Hondeghem et alQ;18@kiewicz et al., 1993; So et al., 2006)
und moglicherweise darauf zuriickzufuhren ist, dgee langsame Aktivierung und Deaktivie-
rung des ds-Stroms die Wirkung einer hERG-Blockade frequenzalgiig beeinflusst (So et al.,
2006; Tsujimae et al., 2007). Bei einer Stimulagfoequenz von 0,1 Hz entstanden in den Gewe-
beschnitten zum Teil frihe Nachdepolarisationerarfye afterdepolarisations”, EADs). Diese
kénnen im Herzen zu tddlich verlaufenden ventriketédTachykardien fihren und sind der Grund
fur das proarrhythmische Potential der Klasse-Hik4thmika. Fur Dofetilid wurden in verschie-
denenin vitro-Modellen das Auftreten von EADs ufdrsade de Pointes-Arrhythmien beschrie-
ben (Barrett et al., 2001; Farkas et al., 2010;&val., 2005). Eine erh6hte Inzidenz an dem dar-
auf folgenden Kammerflimmern wéhrend einer Behamgllmit Dofetilid wurde auch an Patien-
ten festgestellt (Torp-Pedersen et al., 1999; Kebat., 2000). Aufgrund dieser Nebenwirkungen
ist Dofetilid in den meisten Landern nicht als Aamthythmikum zugelassen und darf in den USA
nur unter standiger EKG-Uberwachung gegeben weffiéadman et al., 2006).

Eine weitere Klasse der Antiarrhythmika sind didzfiam-Antagonisten (Klasse Il nach Vaug-
han-Williams, 1992). In den beschriebenen Versucherde Nifedipin als Blocker der L-Typ-
Kalziumkandale eingesetzt (Triggle, 2006). Nifedifirnrt Gber einen reduzierten Einstrom von
Kalziumionen aus dem extrazellularen Raum in dassf} zu einer verkirzten Plateauphase des
Aktionspotentials und dadurch einer Verkirzung AkSonspotentials, was sich auch in unseren
Experimenten zeigte (Abb. 21). Nifedipin wird hasdathlich als Antihypertensivum eingesetzt,
da es durch einen verminderten Kalziumspiegel mEedothelzellen zu einer gefal3erweiternden
Wirkung fuhrt (Karow et al., 2007).

Eine Stimulation dep-adrenergen Rezeptoren in den Ventrikelzellen desddhen flhrte zu
einer Erh6hung der Plateauphase, aber nicht zu ¥@&nderung der Aktionspotentialdauer in
akuten Gewebeschnitten (Abb. 11). Dieser Effekdetauf zurtickzufiihren, dass eine Aktivie-
rung derp-adrenergen Rezeptoren Uber G-Proteine zu einégthbng des cAMP-Spiegels in der
Zelle und Uber die darauffolgende Aktivierung destBinkinase A zu einer Phosphorylierung des
L-Typ Kalziumkanals fuhrt, wodurch die Amplitudesd&alzium-Stroms steigt (Redpath et al.,
2006; Workman, 2010). Eine Gegenregulation im Hakbauf die Aktionspotentialdauer entsteht
durch eine Erhéhung sowohl deg-lals auch des/-Stroms, wodurch sich die Aktionspotential-
dauer effektiv nicht andert (Heath at al., 2000ldées et al., 2003). Eine-adrenerge Stimulation
dagegen fuhrte in den Gewebeschnitten zu keingindarung in der Form des Aktionspotentials.
Burashnikov und Kollegen untersuchten Effekte vdrer®lephrin, einenu-adrenergen Ago-
nisten, auf verschiedene Zelltypen des linken Huedtikels und stellten fest, dass die Wirkung
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stark von der Lokalisation der Zellen abhéngigiisl Phenylephrin auf epi- und endokardiale nur

kleine Effekte hatte (Burashnikov et al., 1999). dd@ Gewebeschnitte aus dem humanen Endo-

kard stammen, konnten diese Ergebnisse bestatigewe

Ein weiterer wichtiger Mechanismus im Herzen b#tmfie Reaktion der Kardiomyozyten auf
Energiemangel. Sind nicht gentigend Nahrstoffe mZgdle vorhanden, oder liegt zu wenig Sau-
erstoff vor, dann sinkt der ATP-Spiegel im Zellinexe rapide ab und ATP-abhangige Kaliumka-
nale werden gedffnet (Noma, 1983; Gogelein at 2991 Flagg et al., 2010). Diese lonenkandle
sind bei hohen ATP-Konzentrationen geschlossenbestehen aus 4 porenbildenden und 4 regu-
latorischen Untereinheiten (Mannhold, 2004). In demtrikularen Kardiomyozyten sind das
hauptséachlich K6.2- und SUR2A-Proteine, wobei auch&1-Stréme und SUR1- sowie SUR2B-
MRNA im Ventrikel nachgewiesen wurden (Inagakilefl895 und 1996; Yokoshiki et al., 1999).
Die Offnung der ATP-abhangigen Kaliumkanale haeeuerkiirzung des Aktionspotentials zur
Folge, woraufhin die Kontraktilitdt der Zellen n#&s$st, weil verhindert wird, dass sich die Zellen
mit Kalzium beladen (Zingman et al., 2007). AufstieNeise wird einem kompletten Verlust der
kardialen Funktionalitat auch unter energiearmediigingen vorgebeugt und ein Gleichgewicht
zwischen Energie-Angebot und -Bedarf aufrecht ¢éghalAuRerdem scheinen diese Kanéle ent-
scheidend an dem Phanomen der ischdmischen unehgk@logischen Prakonditionierung betei-
ligt zu sein (Suzuki et al., 2002; Gumina et a0032).

Um diese Mechanismen an den humanen Gewebeschrnittsimulieren, wurden die Zellen mit
Rilmakalim behandelt, einer Substanz die zu eirfém(dg der ATP-abhangigen Kaliumkanéle in
den Kardiomyozyten fuhrt (Linz, 1992; Riccioppo Bel997; Mannhold, 2004). Dadurch wur-
den, in Ubereinstimmung mit bisherigen Untersuclamaglie Aktionspotentiale deutlich verkiirzt
(Abb. 10). Eine zusatzliche Gabe von HMR1098 fulkdeeine partiellen Umkehrung des Effek-
tes und die Aktionspotentialdauer stieg wiederH#iMR1098 ist ein Sulfonylharnstoff, der spezi-
fisch sarkolemmale kp-Kanale inhibiert und deshalb nur auf die kardiakehP-abhangigen
Kaliumkanéle und weniger potent auf die pankreh&sacoder die der glatten Muskelzellen wirkt
(Gogelein et al. 1998). Die partielle Aufhebung ¥erkirzung des Aktionspotentials ausgeldst
durch Rilmakalim passt zu vorangegangenen Studierghnliche Effekte in Papillarmuskeln des
Meerschweinchens und in isolierten humanen Kardazyten zeigen konnten (Goégelein et al.,
1998; Kaab et al., 2003). Die nicht komplette Imgibng der Krp-Kandle durch Sulfonyl-
harnstoffe, bzw. HMR1098 kdnnte darauf zurickzubithsein, dass diese Substanzen partiell ihre
Potenz gegenuber Kanalen verlieren, die durch mbsabe Inhibierung aktiviert wurden (Krau-
se et al., 1995; Findlay, 1993).
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Durch unsere Experimente konnte zum ersten Mal ¥i&ung von HMR1098 auf die ATP-

abhangigen Kaliumkanale im multizellularen ventldten Praparat des Menschen gezeigt wer-
den. Eine Blockade der kardialem#&-Kanale mit HMR1098 konnte die starke Inhomogenitat
der Refraktarzeiten zwischen ischdmischen und ‘mschi&imischen Gewebe herabsetzen, die all-
gemein als ein Substrat fur ventrikulare Arrhythmien Falle eines Herzinfarkts angesehen wird
(Lugman et al., 2007). Durch die Spezifitit von HMIR8 konnte eine Nebenwirkung auf die

K atr-Kanale anderer Gewebe verhindert werden.

Vergleich mit anderen Modellen

Es gibt bereits multizellulare Modelle aus humaréemtrikel, diese sind aber aufwendig in der
Préaparation (Glukhov et al., 2010) oder man kanmeiueinziges Experiment aus einem Praparat
durchfihren (Mulieri at al., 1989; Barandi et &010). Aus einem Morrow-Gewebestiick kann
man bis zu 20 Schnitte anfertigen und dadurch disb&ute an potentiell moglichen Experimen-
ten deutlich erhéhen. AuRerdem ist die Versorgueg 800um dicken Gewebes im Organbad
stabiler und einfacher in der Handhabung als bereventrikularen ,Wedge“-Praparation, bzw.
isoliertem Papillarmuskel (Glukhov et al., 2010;r&=di et al., 2010). Eine Modellierung der
Sauerstoffdiffusion fir aktive Muskelpraparate tejglass der Radius der Papillarmuskeln der
Ratte und der Maus, abhéngig von der Kontrakti@ogfenz, in vielen Studien dicker ist, als die
Sauerstoffdiffusionsstrecke (Barclay, 2005). BeeeiFrequenz von 4 Hz und 35 °C im Organbad
liegt die maximale Diffusionsstrecke fur Sauerstodf unter 40Qum. Fir humane Praparate wur-
den diese Berechnungen nicht durchgefihrt, allgedikann man von einem ahnlichen Zusam-
menhang ausgehen. Der Durchmesser der Gewebescholite dementsprechend dinn genug
sein, um die Kardiomyozyten mit Sauerstoff zu vegea, bei dickeren Papillarmuskelpraparatio-
nen, die diese Grenze deutlich Uberschreiten kgriiamte die Sauerstoffversorgung allerdings
problematisch werden (Mulieri et al., 1989; Bar¢l2905).

Zusammenfassend sind die akut hergestellten, katéren humanen Myokardschnitte ein ideales
Modell, um die Wirkungen von Antiarrhythmika undedkardialen Nebenwirkungen von neuen
Substanzen am relevanten Gewebe zu untersuchder Medikamentenentwicklung wirden sie
sich fur die Sicherheitspharmakologie eignen, die &/irkung aller neu eingebrachten Wirkstof-
fe auf den hERG-Kanal und die Aktionspotentialdaw@schreibt (ICHS7B, 2005). Als zweites

bieten sich die Gewebeschnitte als Alternative ishdrigen Modellen in der Uberpriifung neuer
Wirkprinzipien und zur Untersuchung pathophysiaosatper Einflisse am humanen Myokard an.
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6.2 Kultivierte Gewebeschnitte

Vorhandene Langzeitmodelle

Um in praklinischen Modellen Langzeiteffekte vorthmghysiologischen Einflissen oder Medi-
kamenten auf die Funktionalitat des Herzens zursmthen, verwendet man bisher entweder
Tiermodelle oder Zellkulturen. Beides sind im Veigh zum Patienten nur artifizielle Systeme,
die fur die Ubertragbarkeit auf den Menschen dizésichteile haben (Horrobin, 2003). In den
letzten Jahren gibt es einige Ansétze, pharmakstbgi Testsysteme zu entwickeln, die Uber l&n-
gere Zeit funktionell aktiv sind. Die Kultivierungpn isolierten humanen Kardiomyozyten flhrte
trotz optimierter Bedingungen zu einer Dedifferemang der Zellen und einem Verlust von herz-
spezifischen Eigenschaften (Banyasz et al., 2088peler und andere haben gezeigt, dass man
fotale humane Ventrikelschnitte und neonatale Hémziste aus der Ratte Uber 60 Tage in Kultur
halten kann, wobei diese kontinuierlich spontanaktintrahierten (Habeler et al., 2009a). Neben
einer Anwendung in der Untersuchung von Stammaelfplantationen sehen sie auch einen
maoglichen Nutzen in der Medikamentenentwicklung whektrophysiologischen Beschreibung
von Substanzwirkungen, haben ihre Praparate efgdkgsiologisch bisher jedoch nicht n&her cha-
rakterisiert (Habeler et al., 2009a und 2009b). iterer Ansatz stammt von Hansen und Kolle-
gen, die ein Modell einfiihrten, das auf kinstligndestelltem Herzgewebe aus neonatalen Herz-
zellen von der Ratte basiert (Hansen et al., 208i@).entwickelten eine miniaturisierte Gewebe-
form, die Uber mehrere Wochen stabil kontrahiektedere Gruppen zeigen, dass man aus embry-
onalen und induzierten Stammzellen gewebeartigeG8bHde (,Embryoid Bodies") ziichten
kann, die ein gekoppeltes Herzgewebe-ahnlichesy@iynz darstellen und auf pharmakologische
Beeinflussung von lonenstrémen reagieren (Zwi-Oargs al., 2010; Zhang et al., 2009; Reppel
et al., 2007; Liang et al., 2010). Auch wenn di€savebe zum Teil aus humanen Stammzellen
generiert werden kdnnen, haben sie doch deutlitdi@rephysiologische Unterschiede im Ver-
gleich zu humanen adulten Kardiomyozyten. Das lemsist darauf, dass in den gezlchteten
Gewebeverbanden Zellen unterschiedlicher Diffemmzig und unterschiedlicher Ausrichtung zu
finden sind (Ravens, 2006; Asp et al., 2010). ManrkKardiomyozyten nachweisen, die undiffe-
renziert sind, welche die einer embryonalen Vorloafer Ventrikelzelle dhneln und Zellen, die
eine Schrittmacherfunktion besitzen (Maltsev et194; He et al., 2003).

Bisher ist es noch nicht gelungen, adulte Kardiomgyen im Gewebeverband lber langere Zeit in
Kultur zu halten, sodass sie elektrophysiologiddivdleiben.
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Aktionspotentiale in Kultur

Um mit humanen ausdifferenzierten Kardiomyozytes &éstsystem Uber einen langfristigen
Zeitraum arbeiten zu kdnnen, wurden verschiededtuKedingungen fir ventrikulare Gewebe-
schnitte von Brandenburger getestet und letztemdiid humanes Gewebe angewendet (Branden-
burger, unveroffentlicht). In der hier vorliegend@&rbeit konnte gezeigt werden, dass die Gewe-
beschnitte aus dem humanen Herzen tber 4 Wochawidwdar waren und die Kardiomyozyten
in dem Gewebe weiterhin elektrophysiologisch aldikeben. Die Form der Aktionspotentiale
veranderte sich nur geringflgig im Vergleich zu ddwt gemessenen Signalen (Abb. 17). Der
einzig signifikant veranderte Parameter war das AP&in Zeichen fur das Verschwinden der
Plateauphase im Lauf des Kulturzeitraums. Fur dae&u im ventrikularen Aktionspotential sind
im Wesentlichen repolarisierende Kaliumkanale untiyp Kalziumkanéle verantwortlich (Beni-
tah et al., 2010). In Ubereinstimmung mit dem Vevgiaden des Plateaus nahm auch die Reakti-
on auf den Inhibitor der L-Typ Kalziumkanéle, Nifpith, nach 28 Tagen in Kultur ab (Abb. 21).
Allerdings war die veranderte Form nur fur die Stiationsfrequenz von 1 Hz der Fall. Verkirzte
man kontinuierlich den Abstand zwischen zwei Ak$ipatentialen, dann entstand im zweiten
Aktionspotential eine Plateauphase (Abb. 18). Doeenf dieses zweiten Aktionspotentials ent-
sprach in allen Eigenschaften der eines akut geamessAktionspotentials. Tragt man die Akti-
onspotentialdauer, bzw. das ARRPgegen den Abstand zum vorangegangenen Aktionsjmdte
auf und stellt das graphisch dar, dann erhalt ma& sogenannte elektrische Restitutionskurve
(ERC, ,electrical restitution curve®). Die Steillheén der Anfangsphase dieser Kurve kann einen
Hinweis auf die Stabilitat und Arrhythmogenitat sks Gewebes geben (Rosenbaum et al., 1991;
Taggart et al., 2008). Fur die akut gemessenensdenitite war die Form dieser Kurve steil bei
geringem Abstand zum vorherigen Aktionspotentiad wurde flacher, als die Abstande groR3er
wurden. Insgesamt wurde das Aktionspotential 13ngegrol3er der Abstand zum vorherigen Ak-
tionspotential war. Diese Form der Kurve ist typigdr humanen Ventrikel (Nash et al., 2006),
veranderte sich aber in Kultur. Die Lange des Aldmotentials nahm bei kiirzer werdenden Ab-
standen bis ungeféahr 500 ms zu und wurde erst wader kirzer und die Kurve verlief im initi-
alen Bereich genauso steil wie bei den akut gemegss&ewebeschnitten. Diese Ergebnisse zei-
gen, dass die frequenzabhangige Aktivitat der lkaeale verandert ist. Da angenommen wird,
dass diese Abhangigkeit der Aktionspotentialformmgisachlich auf L-Typ Kalziumstréme und
den Natrium-Kalzium-Austauscher zurtckzufiihrenksfan man davon ausgehen, dass die Akti-
vitat dieser lonenstrome durch die Kulturbedingumgeréndert wurde (Carmeliet, 2006; Eisner
et al., 2009). Die benutzten intrazellularen Ahlegen lassen jedoch nur eingeschrankte Aussa-
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gen Uber die Eigenschaften einzelner lonenstrom&uammen mit den Expressionsdaten konn-

te aber auch durch dieses Ergebnis gezeigt weddss, die lonenkanale auch nach langerer Kul-
tivierung der Zellen vorhanden sind, nur méglicheise andere Eigenschaften haben.

Im Vergleich mit bisherigen Verdoffentlichungen, dardiomyozytenkulturen beschrieben haben
und diese elektrophysiologisch charakterisiertstindlie elektrische Aktivitat der Herzzellen in den
Gewebeschnitten unserer Untersuchungen noch adBatbich gut erhalten. Man hat in isolierten
und kultivierten Kardiomyozyten verschiedene longime untersucht und fand abhé&ngig von
den Kulturbedingungen und der verwendeten Spez@éseichende Regulationen der einzelnen
lonenstrome und der Aktionspotentialform (Mitchesdral., 1998). So konnten Effekte auf den
L-Typ Kalziumkanal in Vorhofzellen aus dem Menschmd Ventrikelzellen aus dem Kaninchen
nachgewiesen werden (Mitcheson et al., 1996; Beaarét al., 1997). Auch einige Kaliumkanéle
waren in diesen Studien verandert, sobald man dreligsmyozyten kultiviert hat. Deg,Inimmt

in allen beschriebenen Versuchen ab (Schackow,et335; Feng et al., 1996; Mitcheson et al.,
1996), die Kaliumstromexl, und ki waren nur in einigen Studien verandert (Benardsaai.,
1997; Mitcheson et al., 1996 und 1998). Ahnlich W& den humanen endokardialen Gewebe-
schnitten, haben Benardeau und Kollegen nach 7nTiage€ultur bei humanen Vorhofzellen auch
einen Verlust der Plateauphase feststellen konaléerdings waren diese Zellen schon deutlich
dedifferenzierter, da das gemessene Ruhemembratipbtder kultivierten Zellen nur noch bei -
30 mV lag und Aktionspotentiale erst ausgeltst werkdonnten, nachdem das intrazellulare Po-
tential auf -80 mV geklemmt wurde (Benardeau ¢t1#197).

Schackow und Kollegen stellten deutlich stabildekteophysiologische Eigenschaften der Kar-
diomyozyten fest, wenn man diese in 3D-Alginat-NMa&ts einwachsen lie3 (Schackow et al.,
1995). Das spricht, zusammen mit dem Befund, dasskeokultur mit Fibroblasten dem struktu-
rellen Erhalt der Kardiomyozyten férderlich istfigla dass die Zellen eine Umgebung bendtigen,
die dem physiologischen Zustand ahnlich ist (Niaktohl. 2008). Zuséatzlich konnten verschiede-
ne Gruppen zeigen, dass eine elektrische Stimuolatiérend der Kulturdauer (,Pacing®), die
mechanischen und strukturellen Eigenschaften dezzdlien signifikant verbesserten (Radisic et
al., 2004; Tandon et al., 2009). Auch die Veréandgrder elektrophysiologischen Eigenschaften
von Kardiomyozyten wahrend der Kultivierung schelatch kontinuierliche elektrische Stimula-
tion verhinderbar zu sein (Yang et al., 2005; Sghet al., 2006). Moglicherweise wirde eine
Erweiterung der Kulturbedingungen mittels elektnisic Stimulation auch die elektrophysiologi-

schen Anderungen in den Kardiomyozyten der Gewélnétse riickgangig machen.
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Expressionen und Struktur

Stabile  mRNA-Spiegel in den kultivierten Gewebesittn konnten fur den L-Typ-
Kalziumkanal, den Natrium-Kalzium-Austauscher, depannungsabhangigen Natriumkanal
Na/1.5, die Einwartsgleichrichter 2.1 und K6.2, die regulatorische Untereinheit degri<
Kanals SUR2A und den schnellen verzégerten Glabter hERG gezeigt werden (Abb. 16).
Unterschiede in der Kultur gab es fir den spanmalmtggngigen Kaliumkanal K.3, der in der
Kultur erhéhte mRNA-Spiegel aufwies und dessen leggtische Untereinheit, KChiP geringere
MRNA-Spiegel aufwies. Eine erhthte Expression dgsXkonnte das haufige Auftreten einer
ersten schnellen Repolarisationsphase erklarennuaias kultivierten Gewebeschnitten zu beo-
bachten war, nicht aber bei akuten Messungen. Diaseal ist im humanen Ventrikel hauptsach-
lich am [,-Strom beteiligt, der eine solche FormanderungFige hat und im Endokard des
Menschen nur geringen Anteil an der Gesamt-Resaiton hat (Rosati et al., 2001; Patel et al.,
2005).

Neben diesen Veranderungen wurde eine Abnahme eleleRungsgeschwindigkeit festgestellt,
die fur die akut gemessenen Gewebeschnitte beiféaimg®@,35 m/s lag (Abb. 15). Das entspricht
den Geschwindigkeiten, die in anderen ventrikuldrenitro-Praparationen, auch in humanem
Ventrikel, gemessen wurden (Bussek et al., 200@nset al., 2010; Glukhov et al., 2010). Nach
28 Tagen in Kultur nahm diese Geschwindigkeit digant ab. Da die Expression des wichtigsten
Proteins fur die ventrikulare Zellkopplung, Conmexi3, in der mRNA-Expression stabil bleibt
(Brandenburger, unveroffentlicht) kann man annehrdess es strukturelle Verdnderungen sind,
die die interzellulare Kommunikation verlangsam@fie Matthias Brandenburger in seiner Dis-
sertation beschreibt, veréndert sich die Strukarr @ewebeschnitte in Kultur deutlich und auch
die Kontraktilitat des Gewebes nimmt stark ab (Blewburger, unveréffentlicht). Die Integritat
des Gewebes verandert sich und die Abstande zwistdre Zellen werden grol3er, aul3erdem ver-
liert ein grof3er Anteil der Schnitte die fur Kardigozyten spezifische Querstreifung, ein Hinweis
auf eine mogliche Umdifferenzierung. Diese Verdndgen in den Eigenschaften des Gewebes
konnten die Verlangsamung in der Reizleitung duisherklaren, wobei hervorzuheben ist, dass
die Gewebeschnitte auch nach vier Wochen in Kaiarfunktionell aktives Synzytium darstellen

und deshalb fur Fragestellungen an multizellulaép&rate geeignet sind.
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Phar makol ogische Unter suchungen

Trotz der beschriebenen Veranderungen in den elgkysiologischen Eigenschaften konnten wir
feststellen, dass bei den kultivierten SchnittenRigaktion auf eine Offnung der ATP-abhangigen
Kaliumkanéle mit Rilmakalim in gleicher Weise Uloksn gesamten Kulturzeitraum erhalten blieb
(Abb. 19). Dieses Ergebnis bestétigt die Expresslaten, die zeigen dass die mRNA-Spiegel der
beiden wichtigsten Untereinheiten des kardialgm-KKanals stabil blieben. Damit ist das Gewe-
beschnittmodell wahrscheinlich dafur geeignet, famgd kurzfristige Effekte auf den metaboli-
schen Zustand der Zellen zu untersuchen und audldi@¢rophysiologische Funktionalitat darzu-
stellen. Man kann beispielsweise die Reaktion aélirstoff- und/oder Sauerstoffentzug untersu-
chen und die Reperfusion in der Kultur simulieréme Narbenbildung und ein kardialer Umbau
lieRe sich an den Gewebeschnitten in Kultur idedénsuchen, da wichtige Verdnderungen der
Kardiomyozyten nach einem Infarkt die elektrophimyschen Eigenschaften betreffen (Janse,
2004; Aiba et al., 2010).

Auch die Expression der wichtigsten Untereinheg HERG-Kanals blieb in Kultur konstant und
die vorhandene Aktivitat dieses Kanals zeigte srcder Reaktion auf Dofetilid (Abb. 20). Mit
einer Konzentration von M erreichte man die komplette Wirkung und der Effelf das Akti-
onspotential blieb gleich tber den gesamten Kudtidawuf. Allerdings veréanderte sich die Sensiti-
vitat der Reaktion. Der Eg lag bei akut gemessenen Gewebeschnitten deuttiberhals bei
Gewebeschnitten, die in Kultur waren. Dersg@ach 7 Tagen in Kultur lag bei 90 nM, ein Wert
der den bisher fur Dofetilid beschriebenen Konzgmnen sehr nahe kommt (Jurkiewicz et al.,
1993; Kiehn et al., 1996; Redfern et al., 2003; &/al., 2005). Dass der ggJur die akuten Ge-
webeschnitte ungeféahr dreimal héher liegt, ist nobgrweise darin begriindet, dass in dem Ge-
webe Substanzen verblieben sind, die als MedikatoRatienten eine hERG-blockierende Wir-
kung haben. Die Praparation und die initiale P&sfusm Organbad wuirde nicht zwingend aus-
reichen, um eine solche Restwirkung auszuwasclediedhERG-Blockade der meisten Substan-
zen nur sehr langsam reversibel ist (Wu et al.52@ene Beobachtungen). In der Kultur aller-
dings wirde sich eine solche Restwirkung durch tdghchen Mediumwechsel und die vergan-
gene Zeitspanne herauswaschen. Um herauszufinbdetie GSensitivitat nach langeren Zeiten in
Kultur noch starker steigt, misste man weitere ®¥girkungs-Experimente an spateren Zeit-
punkten durchfiihren.

Mit der beschriebenen Kulturmethode ist es zuneardal gelungen, humane adulte Kardiomy-
ozyten Uber einen langeren Zeitraum funktionelivakt erhalten. Die elektrophysiologischen
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Eigenschaften bleiben in den grundlegenden Parametbalten und wichtige pharmakologische

Reaktionen der Zellen sind stabil Gber den gesaktdturzeitraum.

Explantierte Herzen

Da die Verfugbarkeit von humanem ventrikularem Gasv&ir groRere Studien nicht ausreicht,
wenn man nur mit Gewebe aus Morrow-Myektomien aebeiwurden zusatzlich Gewebeschnitte
aus der linken Ventrikelwand explantierter Herzengestellt. Trotz der langeren Lagerzeit und
der groReren Dimension der Gewebsstlicke, konnteedem Praparat Zellen gemessen werden,
die in den elektrophysiologischen Eigenschaften iderdiomyozyten aus dem Morrow-Gewebe
entsprachen. Im Gegensatz zu dem Gewebe aus Mdfg@ktomien, bei denen man maximal 20
Schnitte aus einem Praparat herstellen konntegw/aei explantiertem Gewebe mdglich, 100 und
mehr Ventrikelschnitte an einem Tag herzustelleabev diese Zahl bei Verwendung mehrerer
Vibratome noch zu erhdhen ist.

Der einzige funktionelle Unterschied zwischen deawébeschnitten war die Anfalligkeit fur ex-
treme Verlangerungen des Aktionspotentials nach GiBiRockade. Ein Drittel der getesteten
Gewebeschnitte aus explantierten Herzen reagiemtesimer Verlangerung uber eine Sekunde
nach Dofetilid-Gabe, wobei es beim Morrow-Gewebe i % waren (Abb. 24). Erstaunlicher-
weise war dieser Effekt in Kultur nicht wiederhalpdie Praparate, die akut auf die beschriebene
Weise reagierten, zeigten schon nach einem Taglitukkeine abnormen Effekte nach Dofetilid-
Gabe mehr. Die Reaktion der Schnitte aus explaetreGewebe spiegelt zum einen die umfas-
sendere Pramedikation der Patienten und zum andergroarrhythmische pathologische Situa-
tion des Gewebes wider (Pak et al., 1997; Jan$®}; 28ba et al., 2010). Allerdings konnte im
Vergleich zum Morrow-Gewebe keine verlangerte Akspotentialdauer festgestellt werden, eine
Eigenschaft, die typischerweise in geschadigtem Kdya auftritt, wenn man dieses mit Kontroll-
gewebe vergleicht (Pak et al., 1997; Akar et &03). Diese Verlangerung der Aktionspotential-
dauer in humanen Préparationen scheint vor allesnegikardiale Aktionspotential zu betreffen.
In ventrikularen ,Wedge“-Praparationen konnte ggtzeierden, dass der physiologische Gradient
der Aktionspotentialdauer zwischen epikardialen @mdlokardialen Aktionspotentialen in ge-
schadigtem linken Ventrikel nicht mehr vorhandan@ukhov et al., 2010). Dieser Effekt steht
im Gegensatz zu Tiermodellen von geschadigtem Hefakar et al., 2003), bestatigt aber die
Ergebnisse von Taggart und Kollegen, die einenugéder transmuralen Heterogenitat der elekt-
rischen Aktivitdt im Patienten unter ischdmischeadiBgungen beschrieben (Taggart et al.,
2001). Das heifl3t, dass sich die Aktionspotentigianur im epikardialen Bereich entscheidend

verlangert. Das wiurde erklaren, warum man keineetdohiede in den elektrophysiologischen
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Parametern zwischen den Kardiomyozyten aus demkamdialen Morrow-Gewebe und explan-

tiertem Gewebe messen konnte.

Die Kultivierung der Gewebeschnitte aus explargiettierzen war ebenso erfolgreich wie fur das
Morrow-Gewebe (Abb. 23). Die Parameter der Aktiarieptiale blieben stabil in der Kultur und
die explantierten Gewebeschnitte hatten einen etyeasmgeren Verlust der Plateauphase. Die
Reaktion auf Rilmakalim blieb ebenso konstant idsr gesamten Kulturzeitraum, genau wie die
Reaktion auf Dofetilid (Abb. 25).

Zusammenfassend bieten die Gewebeschnitte ausialeen Mentrikel explantierter Herzen eine
Erhéhung der Verfligbarkeit humaner Proben, sowneedektrophysiologisch funktionierendes
Langzeit-Modell. Als akutes Modell bieten diese St sich an, um die pathophysiologische
Situation in den einzelnen Ventrikelschichten ztetsuchen und mégliche arrhythmogene Sub-

strate zu identifizieren.

6.3 Kultivierte Gewebeschnitte als sicherheitspharn@kisches Langzeitmodell

Die haufigste kardiale Nebenwirkung von Medikamani die Verlangerung der QEeit im
EKG (Redfern et al., 2003). Diese Verlangerung tymtoarrhythmisch und kann zu tédlich ver-
laufendenTorsade de Pointes-Arrhythmien fihren. Dies ist eine Eigenschatt, dele Antibiotika

und Antihistaminika sowie psychiatrischen Medikabedpesitzen und das fuhrte in den 90er Jah-
ren zur Entfernung mehrerer Medikamente vom MaWbdsley, 1996; Rampe et al., 1997;
Glassman et al., 2001).

Daraufhin bildete sich ein internationales Komitdas eine Richtlinie zur Sicherheit von neu
entwickelten Substanzen beschloss. Diese ICHS7BHRI® beschreibt die préaklinischen Vor-
aussetzungen fur die Zulassung von neuen Medikandit Patientenstudien. Es werden sicher-
heitspharmakologische Modelle bewertet, die dak&isestimmen sollen, eine Verlangerung der
QTc-Zeit und einelTorsade de Pointes-Arrhythmie auszulésen. Da die meisten Medikamemte
diesen Nebenwirkungen eine direkte Blockade desGiERnals auslésen, werden die neu entwi-
ckelten Substanzen auf ihre inhibitorische Wirkutigses Kanals untersucht. Fur diese Tests
werden mit hERG-RNA injizierteXenopus-Oozyten oder transfizierte HEK-Zellen benutzt, bei
denen die entstehenden Strome in AnwesenheitAdalgesenheit der zu testenden Substanz ge-
messen werden (Redfern et al., 2003; Chen etQ5;2Vible et al., 2005). Eine chronische Wir-
kung auf das Herzgewebe und die lonenkanéale wibeid#erzeit jedoch nicht untersucht.

Eine Stérung der hERG-AKktivitat hangt nicht zwindenveise von einer direkten Blockade die-

ses Kanals ab. In den letzten Jahren wurden eBidpstanzen beschrieben, die verhindern, dass
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der hERG-Kanal aus dem endoplasmatischen Retikalnrdie Zelloberflache gelangt und da-

durch nicht aktiv ist, sodass eine Verlangerung@esZeit ausgeldst wird (Ficker et al., 2004;
Kuryshev et al., 2005; Wible et al., 2005; Rajametral., 2006). Die Wirkung dieser Substanzen
kann in akuten Testmodellen nicht erfasst werdesshalb bieten sich die organotypischen hu-
manen Gewebeschnitte als Modell an, um eine Wirleorgsicherheitspharmakologisch interes-
santen Substanzen Uber einen chronischen Zeitraumessen. Als Beispiel einer solchen Sub-
stanz wurde Pentamidin gewahlt. Pentamidin istagitimikrobielles Medikament, das beispiels-
weise bei einer Infektion mRneumocystis carinii verordnet wird (Schneider et al., 1972; Pearson
et al., 1985; Lee et al., 2010). Seit mehr als z¥edirzehnten wird immer wieder von Patienten
berichtet, die nach Behandlung mit Pentamidin veultire Arrhythmien erleiden und viele Pati-
enten zeigen eine verlangerte £Zkit (Owens, 2004). Die molekularen Ursachen fésd klini-
schen Effekte waren bis vor einigen Jahren unbdkddie Arbeitsgruppen von Cordes sowie
Kuryshev und Kollegen konnten unabh&ngig voneinazadayen, dass Pentamidin in therapeuti-
schen Konzentrationen den hERG-Kanal nicht inhipiaber den Einbau des Proteins in die
Zellmembran verhindert und dadurch eine Redukties mERG-Stroms verursacht (Cordes et al.,
2005; Kuryshev et al., 2005). Dieser Effekt ist mgigerweise mit einer Interaktion des Hitze-
schockproteins 70 oder 90 (Hsp 70/90) verbundendgidse entscheidend an der Faltung des
hERG-Kanals beteiligt sind (Ficker et al., 2003).

Um die Wirkung dieser Substanz in humanem Gewehengersuchen wurden in unseren Unter-
suchungen ventrikuldre Herzschnitte akut und UbEage in Kultur mit Pentamidin behandelt. Es
stellte sich heraus, dass Pentamidin in drei vegdenen Konzentrationen akut keine Wirkung
auf die Aktionspotentialform hatte (Abb. 26). Dieaidiomyozyten in den Gewebeschnitten, die
mit Pentamidin behandelt wurden, hatten ein pamiés Ruhemembranpotential und ein deutlich
verlangertes Aktionspotential (Abb. 27). AuRerdeeigien sie Spontanaktivitdt nach mechani-
scher Stimulation und entwickelten Nachdepolamsen. Diese Eigenschaften sind stark
arrhythmogen und bestatigen die klinischen Beohexgen. Eine Blockade des hERG-Einbaus in
die Membran erklart zwar die verlangerte Aktiongpdialdauer, aber nicht das positivere Ruhe-
membranpotential. Moglicherweise ist an diesem WEffeoch ein weiterer lonenkanal beteiligt.
De Boer und Kollegen konnten kirzlich zeigen, dasstamidin mit intrazellularen Doméanen der
Kir2.x-Kaliumkandle interagiert (De Boer et al., 201AuRerdem konnten sie eine signifikante
Abnahme deskh-Stroms nach Kultivierung mit Pentamidin beobachtereser Mechanismus
konnte durchaus fir die Zunahme des Ruhemembrart@dteund die damit verbundene pro-
arrhythmische Wirkung verantwortlich sein. Um di&dtekte weiter aufzuklaren, misste man die
humanen Kardiomyozyten aus den kultivierten Gewglr@gten isolieren und dann die entspre-
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chenden Strome messen. Man kdnnte aul3erdem vetsobientrazellulare Transportwege fur

Membranproteine inhibieren und die Wirkung auf loi¢roffenen Kanéale untersuchen.

6.4 Zusammenfassung und Ausblick

Mit der Etablierung einer Methode zur Herstellungrfaner funktioneller Gewebeschnitte ist es
gelungen, ein alternatives Modell zu bisherigentirellularen Praparationen aus dem humanen

Ventrikel mit einer hbheren Ausbeute zu generieren.

Man kann die Schnitte in akuten Messungen fiir dietsuchung verschiedener pharmakologi-
scher und physiologischer Einfliisse einsetzen. @@emetrie der Gewebeschnitte ist ideal, um
als Pseudo-2D-Modell die Einflisse von inter- unttaizellularen Schnittstellen zu untersuchen
und in silico-Modellierungen zu Uberprifen. Beispielsweise ist Bunktion der Fibroblasten in
der Erregungsausbreitung im Myokard noch weitgehamgkklart, aber dass sie das Synzytium
der Kardiomyozyten beeinflussen kdnnen, konnteitsegezeigt werden (Camelitti et al., 2004;
Pedrotty et al., 2009; Yue et al., 2010). Aul3erdégmnte man mithilfe von funktionellen Farb-
stoffen wie Fura-2 oder di-4-ANEPPS die Heterog#ait in der ventrikularen Wand von gescha-
digten Herzen untersuchen und dafir explantiertewebe unterschiedlicher Pathogenitat ver-
wenden. Solche pathogenen Substrate kdnnte manasuden relativ unbeschadigten Gewebe-
schnitten entstehen lassen, indem man ischamisetlimddingen erzeugt oder nur Teile des Ge-
webes irreversibel schadigt, sodass kreisende lrgem entstehen kdnnen. Aul3erdem kann man
die verschiedenen Einflisse untersuchen, die imefiekt zu einerTorsade de Pointes-
Arrhythmie fuhren und dadurch schitzende Mechanisidentifizieren. Eine weitere Moglich-
keit, die elektrischen Gewebeeigenschaften in denamen Herzgewebeschnitten zu untersuchen
bieten die Mikroelektroden-Arrays (MEAs). Mithiligner Anordnung von bis zu 256 Elektroden
kann man extrazellulare Feldpotentiale ableiten dadurch lokale Unterschiede und Reizlei-
tungseigenschaften des ventrikularen Gewebes ucteza (Meyer et al., 2010). Damit bieten die
MEAs eine zusatzliche Methodik, mit der man progitimogene Effekte in Herzschnitten unter-

suchen konnte.
Die kultivierten Gewebeschnitte kann man, wie ansaise schon gezeigt, fur sicherheitsphar-

makologische Fragestellungen verwenden, wenn mamisiche Effekte auf die Elektrophysiolo-

gie des humanen Ventrikels untersuchen mochte. Aiwarbei ist gerade das Zusammenspiel ver-
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schiedener lonenkanale von entscheidender Bedewtwigs, das man mit den derzeit eingesetz-

ten Methoden wie beispielsweise transfizierten &rallkulturen nicht untersuchen kann.

Eine weitere, bisher nicht vorhandene Mdglichksitdie Untersuchung bestimmter regulatori-
scher Proteine und ihren Einfluss auf die lonenkdtiaitat bei pathologischen Verdnderungen
des humanen Myokards. Mittels zellbiologischer mmolekularbiologischer Techniken wie die
Transfektion mit viralen Vektoren oder das Verwangen siRNA kdonnte man bestimmte Fakto-
ren hemmen oder aktivieren. Fir Gewebeschnittedaos Hirn sind solche Methoden bereits er-
folgreich etabliert worden (Hsin et al., 2010; Fostt al., 2010). Ein multizellulares Modell fur
diese Fragestellungen gab es bisher noch nictdrikatdialen Forschung.

Mit den organotypischen humanen Ventrikelschnitkemde eine Plattform geschaffen, die man
in den verschiedenen Bereichen der kardialen Phaniogie und Physiologie anwenden kann.
Zum ersten Mal sind Langzeitstudien an humanemtaaiuHerzgewebe mdglich, und man ist in
der Lage, elektrophysiologische Einfliisse auf dadiomyozyten und ihre Kommunikation mit
der extrazellularen Umgebung und anderen Zellemzersuchen.
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8. Anhang

Abklrzungsverzeichnis

ABCC9
AD/DA-Wandler
ANOVA
AP

APA
APDy
APDygg
AV-Knoten
BDM

BSA
cAMP

Ca

cDNA
dATP
dCTP
dGTP
DMSO
DNA

dTTP

EAD

ECso

EKG

ERC

HE
HEK-Zelllinie
HEPES
hERG

lcaL

lcaT
ICHS7B

ATP-bindende Kassette, Sub-Familie C Typ 9
Analog-Digital/Digital-Analog-Wandt

Analyse der Varianz

Aktionspotential

Aktionspotentialamplitude

Zeitpunkt der 20%igen Repolarisation des Aitjpotentials
Zeitpunkt der 90%igen Repolarisation des Aitjpotentials
atrioventrikularer Knoten

2,3-Butandion-Monoxim

bovines Serumalbumin

zyklisches Adenosin-Mono-Phosphat
spannungsabhangiger Kalziumkanal

komplementare DNA

Desoxy-Adenosin-Tri-Phosphat
Desoxy-Cytosin-Tri-Phosphat
Desoxy-Guanin-Tri-Phosphat

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure
Desoxy-Thymidin-Tri-Phosphat

frihe Nachdepolarisation (,early afterdegrtdation®)
mittlere effektive Konzentration

Elektrokardiogramm

elektrische Restitutionskurve

Hamatoxylin & Eosin

humane embryonale Nieren-(,kidngyZelllinie
4-(2-Kdroxyehyl)-1-piperazinghansilfonsaure

humanes “ether-a-go-go”-verwandtes (“eeljt Genprodukt
Kalziumstrom des L-Typs

Kalziumstrom des T-Typs

International Conference on Harmonisatabiechnical
Requirements for Registration of Pharmacelstita Human
Use, Richtlinie S7B

97



8. Anhang

IkaTP
lkr

lks

Ikur

INa

lto

ITS
KChiP
Kir

Ky
M199
max. dV/dt
MEA
MRNA
MTT
NADH
Na,
NCX
pH

Pl
gPCR
QT.-Zeit

RMP
RNA
RT-PCR
SERCA
SIRNA
SUR2A
TdP

uv
WHO

repolarisierender Kaliumstrom

ATP-abhéangiger Kaliumstrom

schnell (,rapid“) aktivierende Komponente dies
langsam (,slow") aktivierende Komponente des |

sehr schnell (,ultra-rapid“) aktivierende Koomente des«!
Natriumstrom

transienter Auswarts-(,,outward“)-Kaliumstrom
Insulin/Transferrin/Selen

K-Kanal (“Channel”) interagierendes Protein
einwartsgleichgerichteter (,inward rectifieKpliumkanal
spannungsabhangiger Kaliumkanal

Medium 199

maximale Aufstrichgeschwindigkeit dddionspotentials
Mikroelektroden-Array

messenger RNA
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenytr@zoliumbromid
reduzierte Form des Nicotinsaureamid-AdeDinukleotids
spannungsabhangiger Natriumkanal
Natrium-Kalzium-Austauscher

potentium hydrogenii

Propidiumiodid

guantitative PCR

auf die Schlagfrequenz korrigierte Zeitigehen Q-Zacke
und T-Welle im EKG

Ruhemembranpotential

Ribonukleinsaure

reverse Transkriptions Polymerase-Ketigktion
sarko-/endoplasmatische Retikulum Kalz&ifiRrase
kleine eingreifende (,small interferingRNA
Sulfonylharnstoffrezeptor Typ 2A

Torsade des Pointes

ultraviolett

Weltgesundheitsorganisation
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