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1. Einleitung
1.1 Vorhofflimmern
1.1.1  Allgemeines

Vorhofflimmern (VHF) ist die héufigste kardiale Arrhythmie des Menschen und betrifft ca. 0,5%
der Weltbevolkerung (Lippi et al., 2021). In Europa sind derzeit etwa 10 Millionen Menschen an
VHF erkrankt (Timmis et al., 2020). Aufgrund von demografischen Verdnderungen und der
steigenden Lebenserwartung nimmt die Privalenz von VHF stetig zu, sodass im Jahr 2040 mit
einer Anzahl von 16 Millionen VHF-Patienten in Europa gerechnet wird (Krijthe et al., 2013).
Insgesamt erkranken Ménner haufiger an VHF als Frauen und die Erkrankungswahrscheinlichkeit
steigt mit zunechmendem Alter (Magnussen et al., 2017). VHF-Patienten weisen eine hohere
kardiovaskuldre Morbiditit und Mortalitét auf als die Allgemeinbevolkerung. Sie erleiden héufig
Schlaganfille, Organinfarkte und haben ein erhohtes Demenzrisiko (Kalantarian & Ruskin, 2013;
Kwok et al.,, 2011). Die medizinische Versorgung von VHF-Patienten stellt eine grofBe
wirtschaftliche Belastung fiir das Gesundheitssystem dar. Die Hospitalisierungsrate von VHF-
Patienten betrigt ca. 25% pro Jahr. Dies entspricht einem Anteil von ca. 50% der entstehenden
Gesamtkosten von VHF fiir das Gesundheitssystem (Blomstrom Lundqvist et al., 2011). Insofern
ist die Weiterentwicklung therapeutischer Moglichkeiten auch von groBer wirtschaftlicher

Bedeutung.

1.1.2  Pathophysiologie und Therapie von VHF

Bei Patienten mit VHF lauft die elektrische Erregung des Vorhofs unabhéngig vom Sinusknoten
ab. Dabei kommt es zu diffusen, unregelmifligen elektrischen Erregungen innerhalb des Vorhofs
mit einer Erregungsfrequenz von ca. 450-600 pro Minute. Diese Erregungen bewirken einen sehr
unregelméBigen und oftmals tachykarden Herzrhythmus (,,Tachyarrhythmia absoluta®). Dabei wird
die hohe Vorhoffrequenz nicht direkt auf die Kammerfrequenz iibertragen, weil die Refraktérzeit
des AV-Knotens bei ca. 300 ms liegt und damit eine direkte Ubertragung des Vorhofrhythmus auf
die Herzkammern verhindert (Dhingra et al., 1973). Jedoch kann es zu einer dauerhaft erhdhten
Herzfrequenz kommen, die zu Verénderungen an den Ventrikeln und sogar zu einer ventrikuldren
Kardiomyopathie fiihren kann (Qin et al., 2019). Die unkoordinierte Vorhoferregung verhindert
eine effektive Vorhofkontraktion. Bereiche der Vorhofe, in denen bereits ohne VHF schon niedrige
Flussgeschwindigkeiten (linkes und rechtes Herzohr) herrschen, sind daher prédisponiert fiir die
Entstehung von Thromben bei VHF. Aus diesem Grund erleiden VHF-Patienten héufig
Schlaganfille und andere Gefdlverschliisse, wie z.B. Mesenterialinfarkt oder aber auch
Lungenarterienembolie. VHF kann anhand der Dauer des Bestehens in paroxysmales,
persistierendes oder permanentes VHF unterteilt werden. Paroxysmales VHF konvertiert spontan

zurlick in den Sinusrhythmus (48 Stunden bis 7 Tage), persistierendes VHF hélt dagegen lidnger als
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7 Tage an und kann durch therapeutische Interventionen (z.B. Kardioversion) zuriick in den
Sinusrhythmus konvertiert werden. Im Gegensatz dazu ist es bei permanentem VHF nicht moglich,
den physiologischen Herzrhythmus wiederherzustellen. Somit wird das VHF in diesem Fall
akzeptiert und nur noch symptomatisch behandelt (Eckardt & Wasmer, 2017). Die
Wahrscheinlichkeit fiir eine erfolgreiche Konversion zum SR nimmt mit zunehmender Dauer des

Bestehens von VHF ab.

Die Therapie von VHF ergibt sich zum einen aus der Behandlung der Risikofaktoren, die bei VHF-
Patienten flir die erhdhte kardiovaskuldre Morbiditit und Mortalitit verantwortlich sind. Die
Patienten miissen aber auch mit antikoagulierenden Medikamenten behandelt werden, um die
Entstehung von Thromben effektiv zu verhindern. Ein weiteres wichtiges Therapieziel ist die
Frequenzkontrolle, bei der die Reduktion der Herzfrequenz im Vordergrund steht. Antikoagulation
und Frequenzkontrolle sind keine urséchliche Behandlung von VHF, sondern dienen nur der
Verringerung der Symptome bzw. zur Reduktion von Embolien. Die dritte Séule der Therapie ist
die Rhythmuskontrolle, die das Ziel hat, die physiologische Vorhoferregung und somit
Sinusrhythmus wiederherzustellen. Solche Therapieoptionen der Rhythmuskontrolle, welche die
Ursache von VHF direkt behandeln, sind jedoch auch mit Risiken verbunden. Ein Beispiel dafiir
sind Katheterablationen, bei denen durch gezielte Vernarbung des Gewebes Erregungsbahnen
unterbrochen werden. Haufig ist eine solche kausale Therapie nur dann mdglich, wenn strukturelle
Verdnderungen innerhalb des Vorhofs zur Entstehung von VHF beitragen. Dazu gehort u.a. der
Bereich um die Miindung der Pulmonalvenen im linken Vorhof, welche eine Prédilektionsstelle fiir
die Entstehung von VHF darstellt. Bei einem solchen Fall stellt die Katheterablation eine mogliche
Therapieoption zur Rhythmuskontrolle dar. Nach erfolgreich durchgefiihrter Katheterablation
bleibt jedoch ein gewisses Risiko fiir das Wiederauftreten von VHF. Innerhalb des ersten Jahres
nach Ablation zeigen bis zu 25% der Patienten erneute Vorhofarrhythmien (Wazni et al., 2021).
Insofern ist die Entdeckung und Weiterentwicklung kausaler Therapieoptionen von VHF ein

wichtiger Bestandteil der kardiovaskuldren Forschung.

Trotz intensivierter, evidenzbasierter Therapie bleibt die kardiovaskuldre Mortalitdt und
Hospitalisierungsrate bei Patienten mit VHF deutlich hdher als in der Normalbevolkerung (Bassand

etal., 2016; Ruddox et al., 2017).
1.1.3 Ursachen von VHF

Fiir die Entstehung von VHF gibt es unterschiedliche Ursachen, anhand derer die Erkrankung
atiologisch in primdres und sekundidres VHF eingeteilt werden kann. Priméres VHF tritt ohne
zugrundeliegende Erkrankung auf und wird deswegen auch als idiopathisches VHF bezeichnet.
Diese Patienten machen mit ca. 15% einen kleinen Anteil an der Gesamtheit aller Patienten aus.
Deutlich héufiger ist das sogenannte sekundire VHF. Dabei liegt hédufig eine strukturelle

Herzerkrankung als Ursache zugrunde. Zu diesen Ursachen zéhlen Erkrankungen wie chronische
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Herzinsuftizienz, koronare Herzkrankheit (KHK) oder Verdnderungen der Herzklappen (Eckardt &
Wasmer, 2017). Neben strukturellen Herzerkrankungen konnen auch weitere Erkrankungen
sekundédres VHF verursachen, wie z.B. Hyperthyreose, Elektrolytstorungen oder aber auch die

Einnahme toxischer Substanzen.

1.1.4 Genetische Faktoren von VHF

Familidres VHF bezeichnet das Auftreten von VHF ohne weitere Risikofaktoren bei mehreren
Personen innerhalb einer Familie. Diese familidrer Haufung ist selten und betrifft ca. 5% der VHF-
Patienten (Darbar et al., 2003). Haufig findet sich bei diesen Féllen keine eindeutig genetische

Ursache, sodass vermutlich polygen-multifaktorielle Ursachen zugrundliegen miissen.

Eindeutig identifizierte Ursachen fiir genetisch-bedingtes VHF sind Mutationen in Genen kardialer
Ionenkanéle. Dazu gehéren u.a. Mutationen in Kalium-lonenkanélen, wie z.B. Mutationen in
Untereinheiten (KCNH2, KCNE?2) des kardialen hERG-Kanals (,,human Ether-a-go-go Related
Gene™), welcher flir die spate Repolarisation im Vorhof verantwortlich ist (Tsai et al., 2008). Diese
Mutationen konnen sowohl mit einer Hyper- als auch Hypoaktivitit des jeweiligen Kanals
einhergehen. Weitere Beispiele flir monogene Ursachen fiir VHF sind Mutationen in KCNAS5 (Ikur,
Vorhofspezifischer Kaliumstrom; Yang et al., 2009) oder auch SCN5a (Navyl.5,
spannungsabhingiger Natriumkanal; Savio-Galimberti & Darbar, 2014) Diese Mutationen sind
sehr selten, sodass fiir die grofere Zahl von Patienten mit familidr gehduftem VHF weitere

Ursachen in Betracht gezogen werden miissen.

1.1.5 VHF in “Genome-wide association studies‘

In ,,Genome-wide association studies“ (GWAS) wurde der Zusammenhang zwischen
Erkrankungen und bestimmten DNA-Varianten (Desoxyribonukleinsdure) untersucht. In diesem
Zusammenhang gelang die Identifizierung einiger DNA-Varianten, die mit dem Auftreten von
VHF assoziiert sind (Abbildung 1.2). Besonders hédufig waren Einzelnukleotid-Polymorphismen
(SNP) in der Nihe des Gens fiir den ,,paired-like homeodomain transcription factor 2 (PITX2;
Christophersen et al., 2017). Die meisten dieser SNPs befinden sich in der DNA-Region 4q25, ca.

150 Kilobasenpaare ,,upstream® vom P/7X2-Promotor.
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Abbildung 1.1: DNA-Varianten und Vorhofflimmern.

Metaanalyse der ,,Genome-wide association studies” zeigt die Assoziation zwischen DNA-
Varianten in der Ndhe bestimmter Gene und Vorhofflimmern (VHF). Es wurden 22.346 VHF-
Patienten und 132.086 gesunde Probanden kombinierter Abstammung miteinander verglichen. Es
zeigte sich die hochste Signifikanz bei Varianten in der Nahe des PITX2-Gens. Signifikanzniveau
(gestrichelte Linie) bei p=5x107*. Abbildung entnommen aus Christophersen et al. 2017.

1.1.6 PITX2

PITX2 ist ein Transkriptionsfaktor, der wihrend der Embryonalentwicklung die Expression
wichtiger Entwicklungsgene reguliert. Das PITX2-Gen befindet sich auf Chromosom 4 und hat
eine Liange von 24701 bp. Insgesamt besteht das Gen aus sieben Exons, von denen jedoch nur die
Exons E3-E7 Protein-kodierende Informationen enthalten. Innerhalb des Gens befindet sich die
sogenannte Homoobox, welche fiir die Homdodomine kodiert. Diese Homdodoméne ermdglicht
die Bindung von Proteinen an DNA-Abschnitte und somit die Funktion als Transkriptionsfaktor.
Dabei bestimmen weitere Sequenzen innerhalb des PITX2-Proteins die Selektivitit der jeweiligen
Bindung. Wichtige Entwicklungsschritte, an denen PITX2 beteiligt ist, sind u.a. die Etablierung der
Links-Rechts-Korperachse, Herzentwicklung und Augenentwicklung (Hjalt und Semina, 2005).

Derzeit sind vier PITX2-Isoformen bekannt: PITX2a, -b, -c und -d. Diese werden jeweils durch
alternatives Spleilen generiert. Die Isoformen werden in den einzelnen Korperregionen
unterschiedlich stark exprimiert. Wahrend PITX2a und PITX2b besonders stark im Bereich des
Kopfes und Gesichts exprimiert werden, ist PITX2c die im Herzen dominante Isoform (Hjalt und
Semina, 2005). Die Isoform PITX2d besitzt weitestgehend regulatorische Funktionen, indem sie
die Wirkung der anderen Isoformen im jeweiligen Zielgewebe steuert (Cox et al., 2002). Wahrend
der Embryonalentwicklung nimmt PITX2 im gesamten Herzen wichtige Funktionen ein.
Mutationen des PITX2-Gens ist mit dem Auftreten von isolierten Ventrikel- oder

Vorhofseptumdefekten oder auch der Fallot-Tetralogie assoziiert (Sun et al., 2016).
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Interessanterweise ist PITX2 direkt an der Entwicklung der Pulmonalvenenmiindung im linken
Vorhof beteiligt. Diese Region stellt eine Prédilektionsstelle fiir die Entstehung von VHF dar
(Mommersteeg et al., 2007).

1.1.7 Geschichte der PITX2-Hypothese

Die bereits erwdahnten GWAS-Untersuchungen zeigten eine Assoziation zwischen DNA-Varianten
im Bereich des PITX2-Gens und dem Auftreten von VHF. Untersuchungen in weiteren Kohorten
mit VHF-Patienten bestitigten diese Befunde. Die dabei untersuchten SNPs rs2200733 und
rs13143308 traten bei VHF-Patienten bis zu fiinfmal héufiger auf, als bei gesunden Probanden
(Chinchilla et al., 2011). Die zentrale Frage bei Untersuchungen dieser Art war es, herauszufinden,

welchen Finfluss die SNPs auf die Entstehung von VHF haben.

Eine naheliegende Vermutung war, dass die SNPs Einfluss auf die Expression des in ihrer Néhe
liegenden PITX2-Gens nehmen. Tatsdchlich konnte gezeigt werden, dass VHF-Patienten allgemein
eine verringerte PITX2-mRNA-Expression zeigen (Chinchilla et al., 2011; Kirchhof et al., 2011).
Bei genauerer Betrachtung dieser Untersuchungen ergeben sich jedoch einige Fragen. Chinchilla et
al. (2011) untersuchten in ihrer Arbeit die PITX2-mRNA-Expression in humanen Gewebeproben
aus linken (n=5) und rechten Vorhoéfen (n=5) von Patienten mit VHF und Sinusrhythmus. Die
Auswertung dieser Untersuchung zeigte in 4 von 5 VHF-Gewebeproben eine geringere PITX2-
mRNA-Expression als in den Proben von Sinusrhythmus-Patienten. Dabei wird in dieser Arbeit
jedoch nicht erldutert, welches Gewebe eines Patienten mit Sinusrhythmus mit welchem Gewebe
eines VHF-Patienten verglichen wurde. Es scheint so, als sei diese Zuordnung willkiirlich erfolgt.
Es wurde auch nicht der Mittelwert der 4 VHF-Proben mit dem Mittelwert der Sinusrhythmus-
Proben verglichen. Die Arbeit von Kirchhof et al. (2011) zeigten ein &dhnliches Ergebnis bei der
Frage nach dem Zusammenhang zwischen verringerter PITX2-Expression und VHF. In der Arbeit
wird lediglich im Text erwéhnt, dass in humanen Proben aus dem linken Vorhof von VHF-
Patienten eine verringerte PITX2-mRNA-Expression beobachtet wurde (n=1). Die dazugehorigen
Daten werden jedoch nicht gezeigt. Insofern beruht die These, dass eine verringerte PITX2-
Expression mit VHF assoziiert sei, zum einen auf Experimenten mit einer nur sehr geringen n-
Zahl, die zusitzlich mit sehr fragwiirdigen statistischen Mitteln ausgewertet worden sind. Zum
anderen wird lediglich die PITX2-Expression auf mRNA-Ebene untersucht. Keine der beiden
Arbeiten untersuchte den Zusammenhang zwischen der PITX2-Proteinexpression (z.B. Western
Blot) und VHF. Ein weiterer Aspekt ist die Frage nach den SNPs in der Néhe des PITX2-Gens. Bei
der Analyse der mRNA sollte es moglich gewesen sein, die Patientenproben auf die mit VHF-

assoziierten SNPs zu untersuchen. Diese Untersuchung erfolgte jedoch nicht.

Aus den beschriebenen Ergebnissen resultiert die kontrovers diskutierte Annahme, dass die SNPs

im Bereich des PITX2-Gens zu verringerten PITX2-Konzentrationen fithren und diese fiir die
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Entstehung von VHF verantwortlich sind. Dem steht gegeniiber, dass in humanem Vorhofgewebe
von VHF-Patienten, die diese mit VHF-assoziierten SNPs in der Nidhe des PITX2-Gens trugen, die
PITX2-Expression (mMRNA) nicht reduziert war (Gore-Panter et al., 2014). Insofern bleibt es
unklar, ob die Assoziation der SNPs in der Ndhe von PITX2 mit VHF auf verringerte PITX2-
Konzentrationen im menschlichen Vorhof zuriickzufiihren ist. Im Gegensatz dazu konnte in einer
anderen Arbeit gezeigt werden, dass ein SNP (1s2595104) in der Néhe des PITX2-Gens die
Expression von PITX2c reguliert (Jiangchuan Ye et al., 2016). Dieser SNP kommt jedoch nicht in
ausreichender Héufigkeit vor, um die in den GWAS gezeigte starke Assoziation der SNPs mit VHF
allein auf diesen SNP zuriickzufiihren. Fiir weitere SNPs konnte dieser Effekt nicht gezeigt werden.

PITX2c (linker Vorhof)
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Abbildung 1.2: Links-atriale PITX2-Expression bei Vorhofflimmern und Sinusrhythmus.

PITX2-mRNA-Expression (Bestimmung mittels RT-qPCR) in Proben aus dem linken Vorhof von
Patienten im Sinusrhythmus (SR; n=4) im Vorhofflimmern (VHF; n=4). mRNA-Konzentration
wurde normalisiert zur Konzentration bei SR. Die Zuordnung zwischen VHF und der
dazugehorigen SR-Kontrolle erfolgte willkiirlich. ** p<0,01. Verinderte Abbildung nach
Chinchilla et al. (2011).

1.1.8 PITX2-Knockout im Tiermodell

Der Idee folgend, dass verringerte PITX2-Konzentrationen einen Effekt auf die kardiale
Elektrophysiologie haben kdnnten, sind Mausmodelle mit PITX2-Knockout etabliert worden.
Maiuse mit einem homozygoten PITX2-Knockout auf Keimbahnebene sind nicht liberlebensfahig
(Lin et al., 1999). Embryos dieser Méuse wiesen zahlreiche Fehlbildungen von Herz, Auge, der
ventralen und dorsalen Korperwand und des Schidels auf. Diese Befunde unterstreichen die
wichtigen Funktionen von PITX2 wihrend der Embryonalentwicklung (Gage et al., 1999). Aus
diesem Grund hat man Méuse mit heterozygotem PITX2-Knockout auf Keimbahnebene generiert.
Ganz im Gegensatz zu homozygoten PITX2-Knockout-Méusen zeigen heterozygote PITX2-

Knockout-Miuse keinerlei &uBlere morphologischen Unterschiede zu den isogenen Kontrollen
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(Kirchhof et al., 2011; Wang et al., 2010). Jedoch weisen heterozygote PITX2-Knockout-Méuse
funktionelle Verdnderungen in der kardialen Elektrophysiologie auf. Zwei voneinander
unabhéngige Studien beobachteten eine verkiirzte Aktionspotentialdauer (APD) der
Vorhofkardiomyozyten (Kirchhof et al., 2011; Nadadur et al., 2016; Abbildung 1.3B). Auflerdem
zeigen Aktionspotenziale (AP) der heterozygoten PITX2-Knockout-Méduse ein weniger negatives
Ruhemembranpotential (RMP) als die der Wildtyptiere (Chinchilla et al., 2011; Kirchhof et al.,
2011; Abbildung 1.3A). Dariiber hinaus sind heterozygote PITX2-Knockout-Méuse deutlich
anfilliger fiir das Auftreten von VHF, welches durch elektrische Stimulation induziert wird
(Kirchhof et al., 2011; Nadadur et al., 2016; Wang et al., 2010, 2014; Abbildung 1.2C). Jedoch
konnte bisher in keinem der PITX2-Knockout-Mausmodelle das spontane Auftreten von VHF

beobachtet werden.

A B
PacingCL: 80 ms 120 ms B WT m Pitx2c*-
| : | | e 1
o n -
Pitx2c* |“‘ “‘ ‘ \ 20 \%APDQO
| | Y : ! .
> I ‘ »i > f\ ’ \ E 15
E | H\\' |\ E [\ [\ § ]
100ms "|‘/—-H [ e N P g 10 \‘/ APD70
"| a) ! {‘ % & APDS0
wT { | I | 5 k&
[\ ‘ I i
\ \ \ I\
. \ 3 ,“
- ' \ Is I\ 0 100 120
= /" | N ) B MR . PacingCL (ms)
100ms
C
LA-MA,'P | ’ | | | | { (
’ l 'l"“'||||| | ‘ l l “nl-.,.
L | | | | ‘. iy | 1] 'l | ‘ | | l | |l I' 1 || |
‘l \ " v " \ ' \| \ ALl fL
el ”'r“/"",ﬂ‘fJ/‘w .' MH/"J'IQV' 4‘ ‘f*‘ " : o)

Abbildung 1.3: PITX2-Knockout Miuse zeigen verkiirzte atriale Aktionspotenziale.

Monophasische AP-Originale (A) bei festfrequenter Stimulation (CL=80 ms und CL=120 ms) und
Aktionspotenzialdauer (MittelwertetSEM; B) von heterozygoten PITX2-Knockout-Mdusen und
Wilttyp. Links-atriale ,,MAP*“ einer heterozygoten PITX2-Knockout-Maus (C) zeigt eine
induzierte atriale Arrhythmie (dhnlich zu Vorhofflimmern). Verdnderte Abbildung nach Kirchhof
etal. (2011).
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1.1.9 PITX2 und Genregulation

Neben der elektrophysiologischen Charakterisierung widmen sich Untersuchungen in PITX2-
Knockout-Modellen der Frage, ob PITX2 einen Einfluss auf die atriale Genexpression wichtiger
elektrophysiologischer Gene nimmt und somit zur Entstehung von VHF beitragen konnte. Es
konnte gezeigt werden, dass PITX2 Einfluss auf die Expression kardialer lonenkanéle und somit
auf die Morphologie kardialer AP hat. Chinchilla et al. (2011) zeigten, dass PITX2-Knockout-
Miuse eine geringere Expression von spannungsabhédngigen Natrium- (Navl.5) und
einwértsgleichrichtenden Kalium-lonenkandlen (KCNJ2, KCNJI2, KCNJ4) aufweisen als
Wildtyptiere. In einem weiteren heterozygoten PITX2-Knockout-Mausmodell (Syeda et al., 2016)
zeigte sich ebenfalls eine verringerte Expression von Kanilen der transienten Kalium-

Auswirtsstrome (KCNA6) und eines zwei Poren-Doménen-Kaliumkanals (KCNK3).

Neben einer solchen direkten Regulation der Genexpression scheint PITX2 zusammen mit weiteren
Proteinen in einem komplexen regulatorischen Transkriptionsnetzwerk zu wirken. So bildet PITX2
zusammen mit dem ,,T-box transcription factor 5 (Tbx5) ein komplexes Regulationsnetzwerk auf
der Basis eines inkohédrenten ,,Feed-Forward-Loop* (Nadadur et al. 2016). Heterozygote Tbx5-
Knockout-Miduse entwickeln spontanes VHF. Die Messung von AP in Vorhofkardiomyozyten
dieser Méuse zeigte im Gegensatz zu PITX2-Knockout-Méausen eine verldngerte APDgy und
zahlreiche spontane Depolarisationen (Nadadur et al., 2016). Im Vergleich dazu zeigten Méuse mit
heterozygotem Tbx5-Knockout und gleichzeitigem heterozygoten PITX2-Knockout kein spontanes
VHF. Aus diesem Grund wird angenommen, dass PITX2 und Tbx5 z.T. gegenléufigen Einfluss auf
die Proteinexpression von Genen haben, die flir die Regulation der atrialen Elektrophysiologie
verantwortlich sind, wie z.B. der Ryanodin-Rezeptor 2 (Ryr2), SERCA2 (Calcium ATPase des
Sarkoplasmatischen Retikulums) und Sarcolipin (S/n). Mdoglicherweise miissen die
Transkriptionsregulatoren Tbx5 und PITX2 in einem gesunden Gleichgewicht exprimiert werden

(Nadadur et al., 2016).

1.1.10 VHF und ,,Genetic Risc Scores*

Es gibt zahlreiche SNPs, die mit VHF assoziiert sind. Die erwéhnten DNA-Varianten konnten aber
nicht nur fiir das Entstehen, sondern auch fiir den Therapieerfolg von VHF eine Rolle spielen. Die
Katheterablation stellt eine wichtige Therapieoption bei VHF dar. Daher war es naheliegend zu
priifen, ob anhand der vorliegenden SNPs eines VHF-Patienten der Erfolg einer Katheterablation
vorhergesagt werden kann. Es konnte gezeigt werden, dass Patienten mit bestimmten SNPs im
Bereich des PITX2-Gens auf Chromosom 4 ein erhdhtes Risiko fiir das Wiederauftreten von VHF
nach Katheterablation aufweisen (Choe et al., 2019; He et al., 2018). Anhand der Analyse mehrerer
Risiko-SNPs lisst sich ein ,,Genetic Risk Score® (GRS) ermitteln, der das individuelle Risiko einer

nicht erfolgreichen Katheterablation von VHF-Patienten vorhersagen kann. VHF-Patienten mit
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dem groBten genetischen Risikoprofil haben ein um den Faktor 2,6 erhdhtes Risiko fiir das
Wiederauftreten von VHF nach durchgefiihrter Katheterablation (Choe et al., 2019). Ob sich die
Kosten der genetischen Analyse vieler VHF-Patienten gegeniiber dem klinischen Nutzen

rechtfertigen, muss weiter erforscht werden.
1.2 Humane induzierte pluripotente Stammzellen (hiPSC) als Herz-Modell

1.2.1 Entwicklung

Die Entdeckung der humanen induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPSC) gelang Takahashi
und Yamanaka im Jahr 2006. Durch Einbringen von Transkriptionsfaktoren in vollstindig
differenzierte Fibroblasten der Maus erfolgte die Reprogrammierung der Fibroblasten in ein
pluripotentes Zellstadium. Zu diesen Transkriptionsfaktoren gehdren Klif4, Oct4, Sox2 und c-Mye,
die mittels eines Retrovirus in die Zelle eingebracht wurden (Takahashi und Yamanaka, 2006).
Takahashi et al. (2007) gelang es kurze Zeit danach, auch humane Fibroblasten in ein pluripotentes
Zellstadium zu bringen. Neben Fibroblasten kann heutzutage auch in anderen Zelltypen
Pluripotenz induziert werden, sodass eine Hautbiopsie nicht mehr zwingend notwendig ist. Die
Methode der viralen Transduktion hat sich ebenfalls verédndert. Inzwischen werden die
notwendigen Transkriptionsfaktoren mit anderen Vektoren, wie z.B. Sendai-Viren, in die Zellen
gebracht. Somit wird sichergestellt, dass das verwendete Virus keine genomischen Verdnderungen
in den transduzierten Zellen verursacht (Fusaki et al., 2009). Aufgrund des pluripotenten
Zellstadiums teilen sich die hiPSC unendlich lang, sodass theoretisch eine unbegrenzte Anzahl
humaner Kardiomyozyten auf der Basis von hiPSC (hiPSC-CM) differenziert werden konnte.
Zusitzlich konnen auch Patienten-spezifische Zellen in ein pluripotentes Zellstadium
reprogrammiert werden, sodass hiPSC-CM mit der jeweiligen Patienten-DNA und somit Patienten-
spezifische Zelllinien generiert werden konnen. Fine weitere Moglichkeit bietet die
Genmodifikation von Kontrollzelllinien, sodass die Auswirkungen bestimmter DNA-
Verdnderungen in hiPSC-CM und ein direkter Zusammenhang zwischen Genotyp und Phénotyp

untersucht werden kann.

1.2.2 HiPSC-CM und 3D-Modelle zur Untersuchung kardialer Rhythmusstorungen

Humane iPSC lassen sich in verschiedene Gewebetypen differenzieren. Die Differenzierung zu
Kardiomyozyten (hiPSC-CM) ermdglicht die Erforschung genetischer Ursachen von
Herzrhythmusstérungen im  Allgemeinen, wohingegen sich die Differenzierung zu
Vorhotkardiomyozyten besonders fiir die Erforschung von VHF eignet. Neben der Untersuchung
von kardialen Erkrankungen bieten hiPSC ein Modell, um die Wirkung bestimmter Pharmaka an

menschlichem Gewebe zu testen (Karakikes et al., 2015; Mannhardt et al., 2020).
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Untersuchungen in kardialen Einzelzellen konnen nicht alle physiologischen Abldufe in
dreidimensionalem (3D) menschlichen Herzgewebe wiedergeben. Die Entwicklung von 3D-
Modellen auf Basis von hiPSC-CM ist daher essenziell, um ,,in-vitro* Untersuchungen unter
Physiologie-nahen Bedingungen durchfiilhren zu konnen. Es gibt verschiedene Ansétze zur
Herstellung von 3D-Modellen auf Basis des ,,Tissue engineering®. Hansen et al. (2010) zeigten,
dass ,.Engineered Heart Tissue® (EHT) auf Fibrin-Basis mit Kardiomyozyten im 3D-Format

kontrahiert und zukiinftig mit hiPSC zur Modellierung von Krankheiten verwendet werden kann.

Abbildung 1.4: ,,Engineered Heart Tissue*.

“Engineered Heart Tissue” (EHT) bestehend aus zu Kardiomyozyten differenzierten hiPSC
(hiPSC-CM) in einer Fibrin-Matrix. EHT auf Silikon-Posts (A) und EHT in einer 24-Well-
Kulturplatte (B). Veridnderte Abbildung nach Hansen et al. (2010).

3D-Modelle, basierend auf hiPSC-CM, haben verschiedene Vorteile gegeniiber zweidimensionalen
Modellen. Es konnte gezeigt werde, dass Krankheitsmodelle mit reduzierter Kontraktion nur im
3D-Format, aber nicht in 2D-Monolayer-Kulturen diesen Phénotyp zeigen (Hinson et al., 2015).
Zudem représentieren 3D-Modelle die Kontraktion und elektrophysiologischen Eigenschaften
vieler einzelner Zellen, sodass der Einfluss der Variabilitit zwischen den Einzelzellen drastisch an

Bedeutung verliert (Weinberger et al., 2017).

1.2.3 HiPSC-aCM als elektrophysiologisches Vorhofmodell

Untersuchungen von genetisch-bedingtem VHF basieren bislang auf der Verwendung von

Mausmodellen. Ein grundlegendes Problem dabei ist die nur begrenzt mogliche Ubertragbarkeit
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auf den Menschen, weil Tiermodelle nur sehr unzureichend die humane Kkardiale
Elektrophysiologie repréisentieren (Denayer, Stohrn und Van Roy, 2014). Eine Alternative ist die
Untersuchung von menschlichem Gewebe, welches beispielsweise wihrend herzchirurgischer
Operationen gewonnen werden kann. Dieses Gewebe stammt jedoch meistens von sehr kranken
Patienten und ist nur in sehr geringer Menge verfligbar. Die Verwendung und kardiale
Differenzierung von hiPSC erdffnet neue Moglichkeiten. Humane iPSC-CM konnten theoretisch
ohne Limitierung in Menge und Zeit benutzt werden. Bisherige elektrophysiologische
Untersuchungen in hiPSC-CM  zeigten 4dhnlich groe Ionenstrome und &hnliche
Aktionspotenzialformen wie in menschlichen Kardiomyozyten (Lemme et al., 2018; Lemoine et
al., 2017; Zhao et al., 2018). Es existieren allerdings entscheidende elektrophysiologische
Unterschiede zwischen Vorhof und Ventrikel. Ein Grofiteil der hiPSC-CM entspricht
elektrophysiologisch einem ventrikuléren Phénotyp (Lemoine et al., 2017). Daher ist die Vorhof-
spezifische Differenzierung von hiPSC eine wichtige Voraussetzung fiir die Etablierung eines auf
hiPSC-CM basierenden Vorhofmodells. Bisher wurde in zahlreichen Arbeiten gezeigt, dass
wihrend der mesodermalen Induktion die Differenzierung der hiPSC in Richtung atrial oder
ventrikuldr bestimmt werden kann. Durch die Zugabe von Retinolsdure (RA) wird die
Differenzierung entscheidend in Richtung atrial gelenkt (Cyganek et al., 2018; Devalla et al., 2015;
Lee et al., 2017; Lemme et al., 2018). Mit RA behandelte hiPSC-Kardiomyozyten (hiPSC-aCM)
im Format des EHT (RA-EHT) zeigten gegeniiber Standard-EHTs eine stirkere Expression von
Vorhof-selektiven Proteinen bei gleichzeitig geringerer Expression von ventrikulédren Markern
(Lemme et al. 2018). Neben der Genexpression zeigte sich auch in der AP-Form der RA-EHTs ein
Vorhof-dhnlicher Phénotyp. Im Gegensatz zu humanem Vorhofgewebe fehlte jedoch eine starke
initiale Repolarisation und ein Plateau negativer als 0 mV. Auch weitere Arbeiten mit hiPSC-aCM
konnten den typischen humanen atrialen Phénotyp nicht reproduzieren (Cyganek et al., 2018;
Devalla et al., 2015). Somit bleiben bei der Entwicklung eines elektrophysiologischen

Vorhofmodells einige Ziele offen.
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Abbildung 1.5: Retinolsidure induziert eine hohe Expression atrialer Markerproteine.

Western Blot (A) von aus hiPSC differenzierten Kardiomyozyten mit (RA-ML) und ohne (Ctrl-
ML) die Zugabe von Retinolsdure (RA). Real-Time qPCR (RT-qPCR) atrialer (MLC2A, PITX2)
und ventrikuldrer (MLC2V) Markerproteine (B). Verdnderte Abbildung nach Lemme et al. (2018).

1.3 CRISPR/Cas9 als Methode fiir die genetische Modifikation von hiPSC

»Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) und das CRISPR-
assoziierte Protein 9 (Cas9) bezeichnen eine molekularbiologische Methode, um DNA gezielt zu
verdandern. Dabei kdnnen sowohl groflere DNA-Abschnitte als auch einzelne Nukleotide verdndert
werden. Die CRISPR/Cas9-Methode wurde von Doudna und Charpentier (2014) etabliert, die fiir
diese Leistung im Jahr 2020 den Nobelpreis fiir Chemie erhielten. Neben der zunehmenden
Bedeutung in klinischen Bereichen ist die CRISPR/Cas9-Methode auch im Bereich der
Grundlagenforschung von groBer Bedeutung. CRISPR/Cas9 ermoglicht das hocheffiziente
Ausschalten bestimmter Gene in hiPSC (De Masi et al., 2020), sodass beispielweise individuelle
Modellzelllinien fiir kardiale Erkrankungen hergestellt werden kénnen. Zudem koénnen mit dieser
Methode krankheitsspezifische Mutationen in Patientenzelllinien entfernt werden, sodass

Riickschliisse auf die Effektivitit zukiinftiger Gentherapien gezogen werden kdnnen.

1.4 Fragestellung und Ziel dieser Arbeit

Der Zusammenhang zwischen dem Vorliegen genetischer Varianten in der Néhe des PITX2-Gens,
einer verringerten Expression des Transkriptionsfaktors PITX2 und dem Auftreten von VHF ist
umstritten (Chinchilla et al., 2011). Bisher ist es unklar, wie verringerte PITX2-Konzentrationen

VHF verursachen konnten. Dementsprechend stellt sich die Frage, ob es einen Zusammenhang
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zwischen verringerten oder fehlenden PITX2-Konzentrationen in Kardiomyozyten und dem
Auftreten von VHF gibt. Daher war es das Ziel dieser Arbeit, die Auswirkungen einer fehlenden
PITX2-Expression auf die Elektrophysiologie in hiPSC-basierten humanen atrialen
Kardiomyozyten (hiPSC-aCM) zu untersuchen und mogliche Hinweise auf zugrundeliegende
Mechanismen fiir das begiinstigte Auftreten von VHF zu finden. Dafiir wurde im ersten Schritt
mittels CRISPR/Cas9-Technologie der Protein-kodierende Teil des PITX2-Gens ausgeschaltet.
Danach erfolgte die atriale Differenzierung von PITX2-Knockout- (PITX27/) und isogener
Kontrollzelllinie. Nach erfolgreicher Differenzierung zu hiPSC-aCM wurde aus beiden Zelltypen
atriales EHT (aEHT) hergestellt. Nach erfolgreicher EHT-Herstellung erfolgte die funktionelle und
elektrophysiologische ,,in-vitro* Charakterisierung. Parallel erfolgte die Analyse der
Genexpression beider aEHT-Typen. Ein schematischer Uberblick zum Ablauf dieser Arbeit ist in
Abbildung 1.6 dargestellt.

PITX2:/- isogene Kontrolle
RA: Retinolsaure
) S |

- @y T W W

«e—™® piTx2/  lsosene

Kontrolle

Abbildung 1.6: Schematischer Ablauf der Arbeit.

Homozygoter PITX2-Knockout (PITX27/) in einer gesunden Kontrollzelllinie (isogene Kontrolle)
mittels CRISPR/Cas9. AnschlieBend erfolgte die atriale Differenzierung beider hiPS-Zelllinien
nach Spinner-Protokoll und die Zugabe von Retinolsdure (RA). Die entstandenen Kardiomyozyten
(hiPSC-aCM) wurden in aEHT (atrialem ,,Engineered Heart Tissue") kultiviert, anschlieBend
elektrophysiologisch charakterisiert (u.a. scharfe Mikroelektrode) und auf ihre Genexpression
untersucht.
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2. Materialien und Methoden

Ein detaillierter Uberblick der Materialien, Medien, Chemikalien und technischen Gerite, die in
dieser Arbeit verwendet worden sind, ist dem Anhang zu entnehmen. Die Durchfiihrung der

PITX2-Knockout-Experimente erfolgte nach Schulz et al. (2023).

Diese Arbeit folgt den ethischen Richtlinien der Deklaration von Helsinki. Alle durchgefiihrten
Methoden zur Etablierung der Zelllinien wurden durch die lokale Ethikkommission von Hamburg

genehmigt (Az PV4798, 28.10.2014).

2.1 Zellkultur der hiPSC

Zur Etablierung einer hauseigenen Kontrollzelllinie ERC001 wurde einer gesunden Probandin eine
Hautbiopsie entnommen. AnschlieBend erfolgte die Reprogrammierung und Pluripotenz-Induktion
der Fibroblasten mittels Sendai-Virus und ,,CytoTune Reprogramming Kit*“ (Life Technologies).
Die Expansion der Kontrollzelllinie ERC001 erfolgte nach Breckwoldt et al. (2017) durch Thomas
Schulze und Birgit Klampe (beide Mitarbeiter des Instituts fiir Experimentelle Pharmakologie und
Toxikologie, IEPT). Die Zellkultur erfolgte unter Hypoxie in Geltrex-behandelten (1:200 in
DMEM, 1 ml/ 10 cm?) 6-Well-Platten und T75-Flaschen. Das Passagieren der hiPSC erfolgte
mittels Accutase (Sigma-Aldrich, mit 1 pmol/l Y-27632).

2.2 Herstellung einer PITX2-Knockout-Zelllinie
2.2.1 Knockout Strategie

Das Ziel der Knockout-Strategie war es, den gesamten Protein-kodierenden Anteil des PITX2-
Gens auszuschneiden (Schulz et al., 2023). Eine Ubersicht zu den Exons des PITX2-Gens und den
Schnittstellen der Cas9-Enzyme ist in Abbildung 2.1 dargestellt. Die Planung des homozygoten
PITX2-Knockouts erfolgte mit Hilfe des offentlich zuginglichen Programms ,,CRISPOR.org*
(Concordet und Haeussler, 2018). Die Sequenzen beider ,,single guide RNAs* (sgRNA) sind im
Anhang aufgefiihrt (Tabelle S15). Die Auswahl der sgRNAs erfolgte anhand ihres mdoglichst
geringen Off-Target-Scores. Die zehn wahrscheinlichsten Off-Targets (OT) wurden fiir beide
sgRNAs bestimmt. Nach der Auswahl der sgRNAs erfolgte die Herstellung und Lieferung durch
IDT (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA).
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Abbildung 2.1: Strategie des PITX2-Knockouts.

Es sind die Exons E1-E7 des PITX2-Gens dargestellt. AusschlieBlich die Exons E3-E7 (blau)
kodieren fiir die Aminosiure-Sequenz des PITX2-Proteins, Exons E1 und E2 sind (weil}) nicht-
kodierende Exons. Die griinen Pfeile zeigen die Schnittstellen der CRISPR/Cas9-Enzyme
(sgRNAT1 und sgRNA?2). Abbildung veridndert nach Schulz et al. (2023).

2.2.2 Durchfiihrung des PITX2-Knockout-Experiments

Fiir die Durchfithrung des PITX2-Knockout-Experiments wurde die hauseigene Kontrollzelllinie
ERCO001 verwendet (Schulz et al., 2023). Diese diente gleichzeitig als isogene Kontrolle. Vor dem
Beginn der CRISPR/ Cas9-Behandlung erfolgte die Karyotypisierung (Nanostring, siche Kapitel
2.5.4) und Pluripotenz-Kontrolle (SSEA3-FACS, sieche Kapitel 2.5.6). Zusitzlich wurden die
sgRNA-Bindungsstellen vor Beginn des Knockout-Experiments sequenziert, um mogliche SNPs in
diesen Bereichen ausschliefen zu konnen. Nach Abschluss der Voruntersuchungen wurden die
Zellen im 6-Well-Format ausgesét und iiber mehrere Tage kultiviert. Am Tag des CRISPR/Cas9-
Experiments wurden die hiPSC fiir eine Stunde mit dem ROCK-Inhibitor Y-27632 (1 pmol/l)
vorbehandelt. Anschlieend erfolgte das zweimalige Waschen mit PBS und das Abldsen mittels
Accutase. Nach dem Zihlen wurde eine Zellanzahl von ca. 800.000 hiPSC (ERC001) fiir die
CRISPR-Cas9-Behandlung separiert und in eine Nukleofektionskiivette transferiert. Die
Nukleofektion erfolgte mit einem ,,Aaxa Nucleofector (Lonza, Basel, Schweiz). Die beiden
sgRNAs wurden auf die Zielkonzentration von 50 uM verdiinnt und anschliefend dem Zell-Mix
hinzugefiigt. Nach der Zugabe von 500 pl mTeSR Plus-Medium (STEMCELL Technologies) auf
die Zellen wurden diese auf eine 24-Well-Platte iiberfiihrt und {iber Nacht inkubiert (37°C, 5%
COs, 5% O3). Ab dem néchsten Tag wurde das Kultur-Medium (mTesR Plus) taglich gewechselt,
bis das ,,Well*“ ausreichend dicht bewachsen war. Als nichster Schritt wurden die Zellen im 6-
Well-Format als Einzelzellen ausgesdt, um Einzelzellkolonien zu erhalten. Nach ca. 7-9 Tagen
waren einzelne Kolonien gut voneinander abgrenzbar und es erfolgte das ,,Picken* einzelner

CRISPR-Klone.

2.2.3 Auswahl der Klone

Vor Beginn der Klon-Auswahl erfolgte die Vorbehandlung mit Y-27632 (1 pmol/l) fiir eine

Stunde. AnschlieBend erfolgte das Picken einzelner Kolonien unter dem Mikroskop (10x-
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VergroBerung). Jede ausgewihlte Kolonie wurde einem ,,Well* einer 48-Well-Platte zugeordnet
und entsprechend nummeriert. Fiir die Analyse des Genotyps der verschiedenen Kolonien wurden
identische 48-Well-Platten erstellt (,,copy plates): Die Zellen der ersten Platte wurden mittels
EDTA (Ethilendiamintetraessigsédure, SigmaAldrich) abgeldst und jedes Well separat bei -150°C
eingefroren. Die zweite Platte wurde fiir die DNA-Extraktion (DNeasy Blood and Tissue Kit,
Qiagen) genutzt. Nach abgeschlossener Genotyp-Analyse der gepickten Klone konnten somit die

homozygoten PITX2-Knockout-Klone zielgerichtet aufgetaut werden.

2.2.4  Analyse der Klone

Die Analyse der gepickten Klone erfolgte mittels PCR und nachfolgender DNA-Sequenzierung.
Dafiir wurde die neue Gen-Sequenz, welche nach der CRISPR/ Cas9-Modifikation entstehen
wiirde, mittels ,,SnapGene* (SnapGene, Version 5.1.2, GSLBiotech LLC, San Diego, CA, USA)
bestimmt. Anschliefend erfolgte das Design der internen und externen Primer-Paare nach
folgendem Prinzip: Die externen Primer wurden so gewihlt, dass sie die Rénder der
Knockoutregion genau abbilden und bei erfolgreichem Knockout ein PCR-Produkt ergeben
wiirden. Im Gegensatz dazu fungierten die internen Primer als Negativkontrolle, weil sich das
interne PCR-Produkt innerhalb der Knockoutregion befinden wiirde. Somit kidme es bei
erfolgreichem homozygoten Knockout zu keiner Amplifikation des internen PCR-Produkts. Das
Design der externen und internen Primer erfolgte mit Hilfe des Programms ,,PrimerBLAST* (Jian
Ye et al., 2012). Die entstandenen PCR-Produkte wurden fiir jeden Klon auf Agarose-Gel (1%)
aufgetragen und mit Hilfe des ChemiDocTM Touch Imaging System (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) detektiert.

Zur Bestitigung des homozygoten PITX2-Knockouts (PITX27/) erfolgte fiir jeden potenziell
homozygoten Klone die Sequenzierung des externen PCR-Produkts (DNA-Sequenzierung;
Eurofins Genomics Germany). Nach bestétigtem Knockout erfolgte die Auswahl des Klons ,,3B7
fiir die Master- und Working-Cell-Bank.

Fiir diesen Klon wurden alle OT mittels PCR und anschlieBender Sequenzierung analysiert. Alle
dafiir verwendeten Primer und weitere Informationen zum amplifizierten PCR-Produkt sind dem

Anhang (Tabelle S16 und S17) zu entnehmen.

2.2.5 Etablierung einer Master- und Working-Cell-Bank

Fiir den ausgewihlten PITX2/-hiPSC-Klon erfolgten Pluripotenz-Analyse (SSEA3-FACS) und
Karyotypisierung. AnschlieBend erfolgte die Umstellung des Zellmediums von mTeSR plus auf
FTDA (siche Anhang, Tabelle S4). Nach erfolgreicher Expansion von Klon 3B7 wurde dieser in
Kryo-Rohrchen fiir die Master- (8 mal 1 Mio. Zellen, Passage 34) und Working-Cell-Bank (10 mal
2 Mio. Zellen, Passage 36) bei -150 °C eingefroren.
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2.3 Atriale Differenzierung der hiPSC

Die genaue Zusammensetzung der Zellkulturmedien fiir die Differenzierungsschritte und
Informationen zu Wachstumsfaktoren und Zellkulturmaterialien sind dem Anhang zu entnehmen

(Tabelle S1-S10).

Die isogene Kontrollzelllinie ERC001 und die daraus hervorgegangene homozygote PITX2-
Knockout-Zelllinie (PITX27/) wurden nach einem am IEPT etablierten Protokoll (Lemme et al.,
2018) zu atrialen Kardiomyozyten differenziert. Der schematische Ablauf der
Differenzierungsschritte ist in Abbildung 2.2 dargestellt. Vor Beginn der Differenzierung erfolgte
die Expansion der hiPSC nach bekanntem Protokoll (Breckwoldt et al. 2017) in T75-Flaschen und
FTDA-Medium. Zu Beginn der Differenzierung wurden die hiPSC mit dem ROCK-Inhibitor Y-
27632 (1 umol/l) vorbehandelt. In einem ersten Schritt (,,Stage 0°) erfolgten das Ablosen der
Zellen durch den Entzug von Ca*'-Ionen mittels EDTA, die Bestimmung der Zellmenge, die
Zugabe des Stage 0-Mediums (siche Anhang, Tabelle S5) und der Transfer in Spinner-Flaschen
(30 Mio. Zellen pro 100 ml Stage 0-Medium). AnschlieBend wurden die hiPSC {iber Nacht unter
hypoxischen Bedingungen (37°C, 5% CO, 5% O3) in den Spinnerflaschen inkubiert. Unterhalb der
Spinner-Flasche befand sich ein Magnetrithrer, der eine kontinuierliche Zirkulation des
Riihrkolbens innerhalb der Spinnerflasche erzeugte, wodurch sich aus den hiPSC iiber Nacht
Embryoidkdrperchen (,,embryoid bodies®, EB) bildeten. Am nichsten Tag (Stage 1) wurde das
Stage 0-Medium ausgewaschen und mit Hilfe eines ,,Red-Tubes* das EB-Volumen abgeschitzt.
Danach wurden die EBs aus den Spinner-Flaschen in T175-Flaschen tiberfiihrt (200-250 ul EB-
Volumen pro T175-Flasche) und das Stage 1-Medium (siche Anhang, Tabelle S6) hinzugefiigt, um
die mesodermale Differenzierung zu starten. Fiir die mesodermale Induktion wurden dem Stage 1-
Medium BMP-4 (10 ng/ml), Activin A (3 ng/ml) und bFGF (5 ng/ml) hinzugefiigt. Ab diesem
Zeitpunkt fanden alle weiteren Differenzierungsschritte in T175-Flaschen und Suspensionskultur

statt. Wahrend der néchsten drei Tage erfolgte der tégliche Mediumwechsel.
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Abbildung 2.2: Schematischer Uberblick der atrialen Differenzierung.

Beschreibung von Arbeitsschritten, Zeitplan und Differenzierungsmedien. Fiir die Induktion des
atrialen Phénotyps zu Beginn der kardialen Differenzierung erfolgte die Zugabe von Retinolsdure
(RA). Veranderte Abbildung nach (Breckwoldt et al., 2017).

Am vierten Tag startete die kardiale Differenzierung. Dazu wurde das alte Stage 1-Medium
vollstindig abgesaugt, das EB-Volumen erneut bestimmt und anschlieBend die EBs in neuer
Volumenkonzentration (175-200 pl pro T175-Flasche) auf T175-Flaschen aufgeteilt. Dem neuen
Differenzierungsmedium ,,FDM* (sieche Anhang, Tabelle S7) wurde nach Lemme et al. (2018)
Retinolsdure (RA; 1 pmol/l) hinzugefiigt, um die kardiale Differenzierung in Richtung des atrialen
Phénotyps zu starten. Dabei war es besonders wichtig darauf zu achten, dass die RA-Ldsung nicht
steril-filtriert wurde. Durch die Steril-Filtration der RA-Losung ist in der Vergangenheit vermutlich
die gewiinschte Wirkung auf die atriale Differenzierung abgeschwécht worden (Schulz et al.,
2023). Zusétzlich wurde wihrend der RA-Zugabe das Licht im Labor und in der sterilen Werkbank

gedimmt, um eine Beschiddigung der lichtempfindlichen RA zu minimieren. AnschlieBend wurden
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die EBs nach der RA-Zugabe zwei Tage in Normoxie ohne Mediumwechsel inkubiert. An Tag acht
der Differenzierung erfolgte die Umstellung des Differenzierungsmediums auf Stage 2-Medium
(siche Anhang, Tabelle S8) mit Insulin (2% vol) und dem WNT-Signal-Inhibitor XAV939 (1
pmol/l; Breckwoldt et al., 2017). An den darauffolgenden vier Tagen wurde das Medium téglich
gewechselt. Am zwolften Tag erfolgte der letzte Wechsel des Differenzierungsmediums auf RDM
(siche Anhang, Tabelle S9). Wihrend der darauffolgenden Tage wurde Morphologie der EBs und
das Auftreten spontaner Kontraktionen téglich kontrolliert, um den bestmoglichen Zeitpunkt der
Dissoziation zu bestimmen. Zwischen Tag 18 und 28 wurden die EBs mit Kollagenase II (200 U/L,
Worthington, LS004176 in ,,Hank’s balanced salt solution minus Ca’"/ Mg%“, Gibco) enzymatisch
in einzelne Kardiomyozyten dissoziiert und anschlieBend die Zellanzahl bestimmt. Jeweils 5-20
Millionen hiPSC-aCM wurden in 1 ml , Freezing-Medium* (10% DMSO, 90% inaktiviertes
Fetales Kélberserum, FCS) aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -150 °C

eingefroren.

2.4 Atriales ,,Engineered Heart Tissue” (aEHT)
2.4.1 Herstellung der aEHTs

Fiir die Herstellung von aEHT wurden die dafiir bendtigten hiPSC-aCM aus der Tiefkiihltruhe
(-150°C) entnommen und im Wiarmebad bei 37 °C aufgetaut, bis nur noch ein kleines Eispellet zu
sehen war. Anschlieend erfolgte die langsame und schrittweise Zugabe von 10 ml DMEM mit 1%
Penicillin/Streptomycin (Gibco), um das toxische Freezing-Medium zu verdiinnen und den
osmotischen Stress auf die Zellen moglichst gering zu halten. Nach der Zugabe des Mediums
wurde die Anzahl vitaler Zellen bestimmt (Neubauer-Zahlkammer, Karl-Hecht KG, Sondheim vor
der Rhon, Deutschland; Tryptanblau, Biochrom) und die Zellsuspension bei 100 g fiir 10 Minuten
zentrifugiert (4 °C).

Nach der Zentrifugation wurden die hiPSC-CM im fiir den Master-Mix (MM) benétigten Volumen
NKM-Medium aufgenommen und die weiteren Bestandteile des MM (Tabelle 1.1) wurden
hinzugefiigt. Die Zusammensetzung des MM und die weiteren Schritte der EHT-Herstellung
erfolgten wie zuvor beschrieben (Breckwoldt et al., 2017; Hansen et al., 2010; Schaaf et al., 2011).
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Tabelle 1.1: Master-Mix zur Herstellung atrialer EHTs.

Die Zusammensetzung des Master-Mix (MM) zur Herstellung eines aEHT. Die Thrombin-Aliquots
wurden unabhéingig von den anderen Bestandteilen hergestellt und dienten spiter wihrend der
aEHT-Herstellung als Gefd3 zum Mischen des MM mit Thrombin. Bei Berechnung des bendtigten
MM-Volumens mussten zusétzlich 10% Pipettierfehler beriicksichtigt werden.

Bestandteil Menge fiir 1 EHT
Zellen (hiPSC-aCM) 0,8—1x10°
2xDMEM 5,6 ul

Y-27632 0,1 pl

Fibrinogen 2,5 ul

NKM 91,8 ul

Thrombin 3 pl (in Aliquots)

Die Ausbildung der aEHTs erfolgte in definierten Mulden, welche mittels Agarose (1%) und
,Polytetrafluorethylen-Spacer” (PTFE-Spacer, EHT Technologies) gebildet wurden. Dazu wurden
1,5 ml Agarose in jedes Well einer 24-Well-Platte gegeben und danach die ,,Spacer* eingesetzt.
Nach vollstindiger Aushéirtung der Agarose (10-15 min) wurden die ,,Spacer* vorsichtig entfernt
und ,,Silikon-Post-Racks* (Spezialanfertigung) eingesetzt. In jeder Mulde mit ,,Silikon-Posts*
wurde im Anschluss der MM nach dem folgendem Prinzip hinzufiigt: 100 ul MM wurden mit 3 pl
Thrombin in einem 200 pl-Eppendorf-Réhrchen vermischt und direkt danach ziigig in die Formen
pipettiert, um ein Verklumpen der Losung in der Pipettenspitze zu verhindern. Nach jeder Zugabe
wurde die 24-Well-Platte kreuzformig geschwenkt und leicht auf den Boden geklopft, um eine
optimale Verteilung des Thrombin-Fibrinogen-Mix in der Agarose-Form zu ermdglichen. Im
nichsten Schritt erfolgte die Inkubation fiir 1,5 h (37 °C, 7% CO., 40% O», 98% Feuchtigkeit), um
die EHT-spezifische Fibrin-Matrix zwischen den Posts auszubilden. Zehn Minuten vor Ende der
Inkubation wurden jedem ,,Well*“ 500 pl frisches EHT-Medium hinzugefiigt, um das Losen und
Herausnehmen der neu geformten aEHTs zu erleichtern. Danach erfolgte die Uberfithrung der

aEHTSs in eine neue 24-Well-Platte mit frischem EHT-Medium.

2.4.2 aEHT-Kultur

Die EHT-Kultur erfolgte nach Breckwoldt et al. (2017) mit dem Wechsel des EHT-Mediums (siche
Anhang, Tabelle S10) jeweils am Montag, Mittwoch und Freitag (Inkubation bei 37 °C, 7% COa,
40% O,, 98% Feuchtigkeit). Bei fortgeschrittenem ,,Remodeling® und sehr diinnem Durchmesser
der EHTs wurde dem EHT-Medium Tranexamséure (Stammldsung 80 mmol/l, Verdiinnung:
1:400, Sigma-Aldrich) hinzugesetzt. Zusitzlich erfolgte eine tédgliche Evaluation der EHT-
Morphologie und Farbe des Kulturmediums, um mogliche Kontaminationen frithzeitig zu

erkennen.
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2.5 Molekulargenetische Untersuchungen
2.5.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Alle PCR-Ansdtze zur Untersuchung der CRISPR/Cas9-behandelten Klone, zur ,,Off-Target“-
Analyse und zur Genotyp-Kontrolle vor jedem Differenzierungslauf wurden mit Ampli-Taq Gold
(Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt (Schulz et al., 2023). Die Extraktion der DNA erfolgte
mittels DNeasy-Kit (Qiagen) nach vorgegebenem Protokoll. AnschlieBend wurde die DNA-
Qualitit und -Konzentration mit Hilfe des ,,Nanodrop* (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Die
Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes (50 ul) ist beispielhaft im Anhang (Tabelle S18)
aufgefilhrt. AnschlieBend wurden die PCR-Produkte auf ein 1%-Agarose-Gel (mit
Ethidiumbromid, Sigma-Aldrich) aufgetragen, in der Gelkammer fiir ca. 30 Minuten bei 120 V
laufen gelassen und anschlieBend am ,,ChemiDoc Imaging System® (Bio-Rad Laboratories,

Feldkirchen, Deutschland) visualisiert.

Abbildung 2.3: Sequenzierungsprobe.

15 pl PCR-Produkt wurden inklusive eines der beiden Primer an Eurofins Genomics Germany
(Ebersberg, Deutschland) geschickt. Jedes der 1,5 ml ,,Eppendorf-Réhrchen wurde mit einem
Etikett inklusive der individuellen Probennummer beklebt, sodass das sequenzierte PCR-Produkt
eindeutig zugeordnet werden konnte.

2.5.2 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung der PCR-Produkte wurde ausschlieBlich durch das externe Unternehmen
Eurofins Genomics Germany (Ebersberg, Deutschland) durchgefiihrt. Dafiir wurden 15 pl des
PCR-Substrates und 15 pl des ,,Forward-Primers* in separaten 1,5 ml ,,Eppendorf-Réhrchen* an
Eurofins geschickt (Abbildung 2.3). Das Sequenzierungsergebnis konnte nach ca. einer Woche

unter der individuellen Probennummer auf der Eurofins-Internetseite runtergeladen werden.
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2.5.3 Analyse der Genexpression mit RT-qPCR

Die Quantifizierung der Genexpression in den PITX2-Knockout-Zellen und der isogenen Kontrolle
erfolgte mittels quantitativer ,real-time* PCR (RT-qPCR). Alle RT-qPCR-Experimente wurden
durch Frau Anna SteenpalBl (Mitarbeiterin des IEPT) durchgefiihrt (Schulz et al., 2023). Die dafiir
verwendeten aEHTs (eingefroren in Fliissigstickstoff und Lagerung bei -80 °C) wurden zuerst
aufgetaut und mit Proteinase K (Thermo Fisher Scientific) vorverdaut, um eine besser mRNA-
Ausbeute zu erzielen. AnschlieBend wurde die RNA mittels ,,RNeasy Kit“ (Qiagen) nach
vorgegebener Anleitung aus den vorverdauten aEHTs gewonnen. Die Synthese der
komplementdren DNA (cDNA) erfolgte mit 200 pg mRNA pro Ansatz und wurde mit dem ,,High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit*“ (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die Durchfiihrung
der RT-qPCR erfolgte mit dem Gerét ,,ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System* (Applied
Biosystems, Forster City, CA, USA) unter Verwendung des ,,Maxima SYBR Green/ROX* -Kits
(Thermo Fisher Scientific).

Jede qPCR wurde als dreifacher Ansatz durchgefiihrt und die Werte anschlieend gemittelt. Fiir
jeden Ansatz wurde eine Wasserprobe als Negativkontrolle benutzt. Fiir die Durchfiihrung der RT-
gPCR wurden folgende Parameter fiir einen Zyklus verwendet: 2 min 50 °C, 10 min 95 °C, 15 s 95
°C und 1 min 60 °C, jeder Parameter fiir 40 Zyklen. Die ,,Cycle thresholds* (Ct-Werte) jedes
analysierten Gens wurden mit den Ct-Werten des ,,Housekeeping“-Gens GUSB (B-Glucuronidase)
normalisiert und anschlieBend die relative Genexpression mittels AACt-Methode bestimmt. Zur
Uberpriifung des atrialen Phinotyps erfolgte die Quantifizierung folgender Gene (Lemme et al
2018): atriale (MLC2A) und ventrikulidre Isoform (MLC2V) der regulatorischen Myosin-
Leichtkette. Zur Uberpriifung des Knockouts erfolgte auBerdem die Bestimmung der PITX2-
mRNA-Expression. Die Qualititskontrolle der atrialen Differenzierung erfolgte fiir PITX27/ - und
Kontrolle-Zelllinie nach jedem Differenzierungslauf. Die RT-qPCR fiir PITX2 wurde nach jeder
Differenzierung des Knockout-Klons durchgefiihrt. Die verwendeten qPCR-Primer sind in Tabelle
1.2 dargestellt.
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Tabelle 1.2: Primer und Primereigenschaften.

Primersequenzen, Schmelztemperatur (Tm), ProduktgroBe und Genlokus fiir die Gene Gusb,
MLC2A, MLC2V und PITX2. Die Auswahl der Primer fiir die RT-qPCR erfolgte nach Lemme et
al. (2018).

Primer Forward o Produktgrofie
£ Primer Reverse Tm (°C) (bp) CER
Chr2:
st AAACGATTGCAGGGTTTCAC | 57.21 . 116
CTCTCGTCGGTGACTGTTCA | 59.41 pEsosthy
CACCGTCTTCCTCACACTCTT | 59,66 Chr7:
MLC2A AGGCACTCAGGATGGCTTC | 59.39 7 44138614-
44141608
GATGTTCGCCGCCTTCCCCGC | 68,75 Chrl2:
MLC2V GCAGCGAGCCCCCTCCTAGT | 66,01 106 110909841
110921578
AGCCATTCTTGCATAGCTCG | 58.41 Chrd:
PITX2 GTGTGGACCAACCTTACGGA | 59,61 109 } }823‘(5)2‘1%'

2.5.4 Karyotypisierung

Die Karyotypisierung von PITX27/ und isogener Kontrolle erfolgte mittels Nanostring (nCounter
DNA CodeSet, HuV1 Karyotype CSO, NanoString Technologies) und wurde von Elisabeth
Krimer (Mitarbeiterin des IEPT) am Gerdt ,,nCounter SPRINT* (NanoString Technologies,
Seattle, WA, USA) durchgefiihrt (Schulz et al., 2023).

2.5.5 Western Blot

Fiir die Untersuchung der PITX2-Proteinexpression mittels Western Blot wurden ausschlielich
aEHTs verwendet, welche in Fliissigstickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert wurden. Als
Positivkontrolle zum PITX2-Nachweis diente menschliches linkes Vorhofgewebe (,,Herzohr®),
welches wihrend herzchirurgischer Eingriffe entnommen worden war. Zur Herstellung eines
Protein-Lysats wurden die aEHTs in 100 pl ,,Tissue Protein Extraction Reagent* (Thermo Fisher
Scientific) und ,,cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail“ (Roche Diagnostics)
aufgelost und 1x-Laemmli Puffer (Tris-Glycin-Puffer, siche Anhang Tabelle S3) hinzugefiigt.
Danach wurde der Lysat-Mix auf 95 °C flir 5 Minuten erhitzt und anschlieBend mit Hilfe von
Acrylamid/Bisacrylamid (12%, 29:1, BioRad Laboratories) aufgetrennt. Die Durchfiihrung der
Western Blots erfolgte mit Nitrozellulose- oder Polyvinyliden-Membranen, TBS-Tween (0,1%)
zum Waschen und 5% Magermilchpulver als ,,Blocking-Puffer. Nach dem Auftragen der

Proteinproben auf die Membran erfolgte die Zugabe der primédren Antikorper in TBS-Tween
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(0,1%), welche fiir ca. 12-24 Stunden inkubierten (4 °C). Ein weiterer Inkubationsschritt fiir ca. 1
Stunde erfolgte nach Zugabe des sekundéren Antikorpers. Die entsprechenden Banden wurden mit
dem ,,ChemiDoc Imaging System* (BioRad, Feldkirchen, Deutschland) dargestellt. Weitere
Informationen zu den verwendeten Antikdrpern sind dem Anhang zu entnehmen (Tabelle S19 und

S20, Schulz et al., 2023).

2.5.6 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Pluripotenzbestimmung der hiPSC vor Differenzierungsbeginn erfolgte mittels
Durchflusszytometrie (FACS; Schulz et al., 2023). Fiir die Pluripotenzkontrolle wurde die
Expression des ,,Stage specific embryonic antigen 3“ (SSEA-3) untersucht. Dafiir wurden ca.
500.000 hiPSC wihrend der klonalen Expansionsphase fiir die FACS-Untersuchung entnommen.
Die Zusammensetzung und Zugabe der FACS-Puffer, die Antikorper-Férbung und FACS-
Durchfiihrung erfolgte nach Breckwoldt et al. (2017). Alle FACS-Untersuchungen wurden am
»FACSCanto 11“-Gerdt (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) durchgefiihrt. Die Bestimmung der
SSEA-positiven hiPSCs erfolgte mit entsprechender Iso-Kontrolle.

2.5.7 RNA-Sequenzierung

Die Durchfilhrung der RNA-Sequenzierung erfolgte durch die ,,Core Facility Genomics“ in
Miinster (Medizinische Fakultit, Westfdlische Wilhelms-Universitit Miinster, Deutschland). Die
RNA wurde mittels RNeasy Mini Kit (Qiagen) aus gefrorenen aEHTs (Lagerung bei -80 °C)
isoliert. Es wurden jeweils 3 aEHTs aus verschiedenen Differenzierungslédufen (Batch) pro
Zelllinie untersucht (Batch 1-3 fiir isogene Kontrolle und PITX27/). Die Analyse der RNA-Qualitét
erfolgte mittels Agilent TapeStation 4200 (RIN value check). Nach der RNA-Polyadenylierung
(NEBNext Poly(A) magnetic isolation module (NEB)) erfolgte die Vorbereitung der RNA fiir den
Sequenzierungsanalyse mittels NEBNext Ultra II directional RNA Library Preparation (NEB).
Nach einer erneuten Bestimmung der RNA-Qualitdt (Agilent TapeStation 4200) erfolgte die
Messung der RNA-Konzentration (NEBNext Library Quant for Illumina, NEB) und anschlieend
wurde die Sequenzierung der dquimolaren RNA-Proben durchgefiihrt (,,Single Read Mode*, 72
Zyklen, NextSeq2000 System, [llumina; Schulz et al., 2023).

2.5.8 Massenspektrometrie

Die Bestimmung der RA-Konzentration in den RA-Stammldsungen fiir die atriale Differenzierung
erfolgte mittels Massenspektrometrie (LC-MS/MS) nach Morgenstern et al. (2021). Die RA-
Stammlosung und der interne Standard (all-trans Retinolsdure -D5, Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI, USA) wurden in DMSO gelost (1 mg/ml). Die Kalibrierungskurven wurden von 10 ng/ml bis
1000 ng/ml in 5 Stufen durchgefiihrt. 20 pl der RA-Stammldsung bzw. der Kalibrierungs-Losung
wurden in 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen gefiillt und 20 pl des internen Standards (1000 ng/ml)
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wurden hinzufiigt. Nach der Zugabe von 200 pl Acetonnitril erfolgte die Zentrifugation fiir 10
Minuten bei 13.000 rpm. Danach wurden 100 pl des Uberstands in eine 96-Well-Platte iiberfiihrt.
Die LC wurde nach folgendem Gradienten durchgefiihrt: 0,8 ml/min 25/75% (vol/vol%), A (0,1%
Ameisensdure) und B (Acetonnitril/Methanol, 50/50), auf 2/98% iiber einen Zeitraum von 170
Sekunden auf einer Luna™-Siule (5 pm C18 50x2,0 mm 100 A, Phenomenex, Aschaffenburg,
Deutschland). Die Analyse erfolgte mit einem Varian 1200 TSQ (,,positive electrospray ionisation
mode*, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Die Konzentrationen von RA-Stammldsung
und internem Standard wurden mit Hilfe des Maximum-Flachen-Verhéltnis von

Kalibrierungsldsung und Probe berechnet.

2.6 Pharmaka

Die Substanzen 4-Aminopyridin (4-AP) und Carbachol (CCh) wurden beide bei Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA) bestellt. Zur Herstellung der 4-AP-Stammlosung (1 mol/l, Lagerung bei 4 °C)
wurde die Substanz in Tyrode’s-Losung aufgeldst und anschlieBend wurde der pH-Wert auf 7,4 mit
Salzséure eingestellt. CCh wurde in DMSO (Dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich) geldst und die
CCh-Stammlosung (100 mmol/l) bei -20 °C gelagert. Alle Stammldsungen wurden vor den

Experimenten exakt auf die gewiinschte Zielkonzentration verdiinnt (Schulz et al. 2023).

2.7 Aktionspotenzialmessung

Eine Ubersicht der verwendeten elektrophysiologischen Geriite (Tabelle S12) und Laborsoftware
(Tabelle S21) ist dem Anhang zu entnehmen. Die AP-Messungen erfolgten nach Schulz et al.
2023.

2.7.1 Grundprinzip der Messung

Bei der AP-Messung wird eine scharfe Mikroelektrode in das Gewebe eingestochen. Dabei gelangt
das Ende der scharfen Glaspipette durch geringfligige Schéddigung der Zellmembran in den
Intrazellularraum. Die mit Kaliumchlorid (KCl, 2 mol/l) gefiillte Glaspipette ist iiber einen
Silberchlorid-Draht mit einem Verstérker elektrisch leitend verbunden, sodass Potenzialinderungen
abgeleitet werden konnen. Um die Potenzialdnderungen quantifizieren zu koénnen, wird an die
Elektrode eine solch grofle elektrische Spannung angelegt, dass kein Strom flieBen kann. Diese
Anordnung folgt dem Prinzip der Stromklemme (Sonderfall: I=0). Somit kann tiber die angelegte
Spannung die intrazelluldre Potenzialdnderung bestimmt werden (Hodgkin und Huxlex, 1939). Die
gemessenen sehr kleinen Spannungen werden iiber einen unmittelbar mit der Mikroelektrode
verbundenen Vorverstirker an einen weiteren Verstirker weitergeleitet. AnschlieBend wird das
Signal mit einer Abtastrate von 10 KHz digitalisiert und mittels einer Analyse-Software

aufgezeichnet.

33



Abbildung 2.4: Elektrophysiologischer Messstand.

Ein Faraday-Kéfig umgibt den Aufbau der elektrophysiologischen Gerdte, um schwankende
elektromagnetische Einfliisse auf die AP-Messungen abzuschirmen. Neben dem Versuchsaufbau
befindet sich ein Computer mit einer Analyse-Software, sodass gemessene AP aufgezeichnet und
umgehend ausgewertet werden konnen.

2.7.2 Messkammer

Zur AP-Messung wurden die aEHTs mit kleinen Nadeln am Boden der Silikon-Messkammer
(Lohmann Research, Dortmund, Deutschland; Abbildung 2.6) fixiert. Dabei war es hilfreich, das
EHT in ,aufrechter Position in der Kammer zu fixieren, um das Einstechen mit der
Mikroelektrode zu erleichtern. Die Spitze der Mikroelektrode lésst sich selbst durch das Mikroskop
kaum erkennen. Bei einem ,aufrecht™ positionierten aEHT ist jedoch das Risiko, am Gewebe
vorbeizustechen, deutlich geringer, da die schrig nach hinten stehende Pipettenspitze beim
Absenken scheinbar nach oben gleitet. Innerhalb der Kammer befand sich eine eingeklebte
Grundelektrode aus gepresstem Graphit. Bei sehr starken Kontraktionen der aEHTs wurden
zusétzliche Nadeln zur Fixierung verwendet. Dadurch konnten Kontraktionsartefakte wéhrend der
AP-Messung auf ein Minimum reduziert werden. Von der rechten Unterseite aus wurde der
Kammer kontinuierlich Tyrode’s-Losung zugefiihrt und iiber eine Absaugung am Oberrand der

Kammer wieder entnommen.
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2.7.3 Badlosung, Wasserbad, Schlauchsystem und Rollenpumpe

Unterhalb der Messkammer wurde iiber eine Heizung (37 °C; Lohmann Research Equipment LTR-
2 P.I.D. Temperature Controller, Dortmund, Deutschland; Abbildung 2.5) ein Wasserbad konstant
auf 37 °C erwédrmt. Durch dieses Wasserbad konnte die Temperatur der Tyrode’s -Losung (siche
Anhang, Tabelle S3), welche dem Gewebe zugefiihrt wurde, konstant auf einer bestimmten
Temperatur gehalten werden. Somit wurden Einfliisse einer schwankenden Temperatur auf die AP-

Form verringert.

Abbildung 2.5: Elektrophysiologische Ger:iite 1.

Die Heizkammer (A) erwdrmt das Wasserbad unterhalb der Messkammer. Durch das erwérmte
Wasserbad pumpt die Rollenpumpe (B) die Badlosung in die Messkammer. Somit werden
schwankende Temperatureinfliisse auf die AP-Messung minimiert.

Fiir den Pumpvorgang wurde eine Rollenpumpe (Ismatec Rolling Pump, Wertheim, Deutschland;
Abbildung 2.5) verwendet. Die abgesaugte Badlosung wurde entweder in das Reservoir
zurlickgeleitet oder konnte in ein weiteres Gefdl entsorgt werden, um das Préparat evtl.
auszuwaschen. Der pH-Wert der Badlosung wurde iiber den Bikarbonat-Puffer der Tyrode's-

Lo6sung und Begasung mit Carbogen (Gasgemisch: 5% CO,, 95% O,) konstant gehalten.
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Abbildung 2.6: Elektrophysiologische Ger:iite II.

Innerhalb der Messkammer (A) befindet sich das aEHT und ist mit Nadeln fixiert. Direkt tiber der
Messkammer steckt die scharfe Mikroelektrode im Elektrodenhalter und ist iiber den chlorierten
Silberdraht mit dem Vorverstiarker verbunden. Das aEHT wird mit Nadeln moglichst senkrecht
innerhalb der Messkammer am oberen und unteren aEHT-Pol fixiert (B). Die scharfe
Mikroelektrode wird iiber einen Mikromanipulator (C) und einen Grobtrieb (D) gesteuert.

2.7.4 Vorverstirker, Verstarker und Analog-Digital-Wandler

Das abgeleitete Signal aus der scharfen Mikroelektrode wurde {iber einen drehbaren Winkelstecker
zuerst zu einem Vorverstirker (npi Electronic, Tamm, Deutschland) weitergeleitet, der das Signal
soweit verstarkte, dass es bis zum eigentlichen Verstiarker (BA 1S/BA-01X, npi Electronic, Tamm,
Deutschland) weitergeleitet werden konnte. Beide Verstérker sind in Abbildung 2.7 dargestellt.
Uber einen kleinen Schalter am Verstirker konnte auferdem ein sogenannter ,,Buzz“-Stimulus an
das Gewebe appliziert werden, der die Zellmembran aufriss und somit elektrischen Kontakt zum
Gewebe herstellen konnte. Der Buzzer wurde auch gelegentlich wihrend der Aufzeichnung

benutzt, um die Qualitét der Signale zu verbessern. Vom Hauptverstirker aus wurde das Signal
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dann an den Analog-Digital-Wandler (AD-Wandler; ADInstruments Model ML 826 Powerlab
2/26, Dunedin, Neuseeland) weitergeleitet, um die aufgezeichneten Potenzialdnderungen iiber die

Analyse-Software am Computer auswerten zu konnen.

A B

Abbildung 2.7: Elektrophysiologische Ger:iite II1.

Das Signal der scharfen Mikroelektrode wird von Vorverstirker (B) und Verstirker (C, oben)
verstiarkt. Der Analog-Digital-Wandler (A) wandelt das analoge in ein digitales Signal um, sodass
mit Hilfe der Analyse-Software Signale ausgewertet werden konnen. Uber den UHS20-Stimulator
(C, unten) konnte die Zeitfolge der Impulsabgabe des SD-9-Stimulator (D) gesteuert werden.

Die Mikroelektrode wurde mit 2 mol/l KCI-Losung befiillt und in den Elektrodenhalter geklemmt.
In der Pipette tauchte ein am Elektrodenhalter befestigter Silberchlorid-Draht ein, sodass Kontakt
zwischen der KCI-Losung und dem Vorverstérker hergestellt wurde. Zum Anbringen der Pipette in
die Halterung konnte diese um ca. 45° nach vorne gekippt werden. Nach erfolgreicher Befestigung
der Pipette wurde diese senkrecht, leicht nach hinten geneigt, mit dem kompletten Vorverstirker
nach unten bewegt. Fiir die genaue Positionierung der Pipette in der Kammer standen zwei
verschiedene Steuerungen zur Verfiigung, mit denen die Pipette jeweils in allen drei Achsen
gesteuert werden konnte. Der Zahnrad-vermittelte Grobtrieb (MM-3, Narishige Group, Tokyo,
Japan; Abbildung 2.6D) wurde fiir groBere Bewegungen der Pipette genutzt, wohingegen der
hydraulische Feintrieb (MMO-203, Narishige Group, Tokyo, Japan; Abbildung 2.6C) dann
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benutzt wurde, wenn sich die Pipettenspitze direkt am Gewebe befand. Mit Hilfe des Feintriebs
konnte direkt an der Gewebegrenze die Pipettenposition so verdndert werden, dass sich die

entsprechenden Signale optimal ableiten lieen.

2.7.5 Messtisch und Faraday'scher Kéfig

Fiir optimale Messbedingungen mussten stdrende elektromagnetische Signale sorgfiltig durch
einen Faraday-Kifig (eigene Fertigung aus Aluminium; Abbildung 2.4) abgeschirmt werden.
Innerhalb des Kifigs stand ein pneumatisch-geddmpfter Tisch (Abbildung 2.4), welcher mit
Stickstoff-gefiillten Polstern betrieben wurde. Somit konnten stérende Finfliisse durch Vibrationen
auf die AP-Messung, wie z.B. Erschiitterungen oder Bewegungen durch den Untersucher,
minimiert werden. Auf dem Tisch stand ein Mikroskop (Olympus SZ61 SZ-STB1 Zoom Stereo
Microscope, Tokyo, Japan; Abbildung 2.4), sodass die Position von aEHT und Pipette exakt

kontrolliert werden konnte.

2.7.6 Stimulationselektrode

Atriale EHTs schlagen spontan. Bei Bedarf wurden die aEHTs schneller als ihre Spontanfrequenz
mittels Feldstimulation gereizt, sodass diese in einer bestimmten Frequenz kontrahierten. Somit
konnte der Finfluss unterschiedlicher Schlagfrequenzen auf die elektrophysiologischen Parameter
(bes. Aktionspotenzialdauer) reduziert werden. Ein SD9-Stimulator (Grass Technologies Product
Group, Middleton, Wisconsin, USA) wurde zur exakten Anpassung von Dauer, Spannung und
Polaritdt (normal oder ,reverse®) der Reizpulse verwendet. Die exakte zeitliche Anordnung der
Pulse erfolgte iiber einen UHS20-Stimulator (Biotronik, Berlin, Deutschland), wodurch Protokolle
zur vorzeitigen Stimulation (Bestimmung der Refraktirzeit) angewendet werden konnten. Die
beiden Stimulatoren und die selbst gefertigte Stimulationsgabel sind in Abbildung 2.7C,
Abbildung 2.7D und Abbildung 2.6A dargestellt.

2.7.7 Herstellung und Priparation der Glaspipetten

Die Glaspipetten wurden aus filamentierten Borosilikat-Glaskapillaren (KOLG1103227,
Hilgenberg, Malsfeld, Deutschland; Abbildung 2.8) selbst gefertigt. Die Glaskapillaren hatten
einen Innendurchmesser von 0,87 mm und einen Aullendurchmesser von 1,5 mm. Zunichst wurden
mit Hilfe eines Glasschneiders kurze Glaskapillaren (ca. 15 cm) zugeschnitten. AnschlieBend
wurden durch einen ,,Elektroden-Puller” (Zeitz DMZ-Universal Puller, Miinchen, Deutschland;
Abbildung 2.8) aus jeweils einer Glaskapillare zwei scharfe Mikroelektroden gefertigt. Dabei
konnten die Eigenschaften der Pipettenspitzen (Form, Linge, Widerstand) durch Anderung des

Puller-Protokolls individuell angepasst werden.
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" CAUTION!
Change filament

Abbildung 2.8: Herstellung der scharfen Mikroelektroden. Die scharfen Mikroelektroden
wurden durch einen Elektroden-Puller (A) aus Borosilikat-Glaskapillaren (B) gefertigt.

2.8 Ablauf der Messungen
2.8.1 Einschlusskriterien eines Aktionspotenzials

Fiir die Analyse der AP wurden ausschlieBlich AP mit einer Aktionspotenzialamplitude (APA) von
iber 75 mV eingeschlossen. Innerhalb eines aEHT wurde nur ein Aktionspotenzial an einem
einzigen FEinstichort aufgezeichnet, sodass nicht mehrere verschiedene Aktionspotenziale aus

einem aEHT in die Gesamtauswertung eingingen.

2.8.2  Kontrollmessungen

Zunédchst wurden alle aEHTs spontan-schlagend gemessen. Sobald ein stabiles AP gemessen
werden konnte, wurden anschlieBend mindestens 30 Minuten APs aufgezeichnet, sodass
sichergestellt werden konnte, dass es sich um stabile Ableitungsbedingungen handelte. Zur Analyse

der Kontrollwerte wurden die jeweils letzten 100 APs vor Zugabe einer Substanz herangezogen.

2.8.3 Zugabe von Pharmaka

Vor Beginn der Experimente wurde das Volumen bestimmt, welches sich in den Schlduchen und
der Kammer befand (5,2 ml). Dieses Volumen wurde beim Ansetzen der gewiinschten
Substanzkonzentration stets berilicksichtigt. Zusétzlich lief die Pumpe bei konstanter
Pumpgeschwindigkeit, sodass die Zeit, die die Rollenpumpe bendtigt, um die Substanz-Losung
vom Ausgangsgefill in die Messkammer zu pumpen, bestimmt werden konnte (2 min). Somit
wurde der Zeitpunkt der Substanzzugabe zum aEHT bei jedem Experiment im digitalen Logbuch

vermerkt.

2.8.4  4-Aminopyridin-Protokoll

4-AP wurde ausschlieBlich in einer Konzentration von 50 pumol/l verwendet. Diese relativ niedrige

Konzentration sollte vorwiegend den Ik.r blockieren (Wettwer et al., 2004). Die verwendete 4-AP-
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Losung wurde am Tag des Experiments aus einer Stamm-Losung hergestellt. Nach Zugabe von 4-
AP wurden die APs kontinuierlich aufgezeichnet. Der Zeitpunkt der Auswertung war genau 15
Minuten nach Gabe von 4-AP und zur Auswertung wurden 100 zusammenhéngende APs mit
einbezogen. Vor Beginn der 4-AP-Gabe war es besonders wichtig darauf zu achten, dass die EHTs
ausreichend in der Messkammer mit Nadeln fixiert waren, weil die Stirke der aEHT-Kontraktionen
aufgrund des durch 4-AP vermittelten Effekts zunahm, sodass es leicht zu storenden

Kontraktionsartefakten kommen konnte.

2.8.5 Carbachol-Protokoll

CCh wurde in zwei unterschiedlichen Konzentrationen verwendet (10 pumol/l und 100 pmol/l),
welche am Tag des jeweiligen Experiments frisch aus einer Stamm-Losung hergestellt wurden.
Experimente mit 100 pmol/l CCh wurden ausschlieflich an isogenen Kontrollen durchgefiihrt,
wohingegen 10 pmol/l CCh an beiden aEHT-Typen angewendet wurden. Der Carbachol-Effekt ist
transient, d.h. er veréndert sich rasch iiber die Zeit. Deshalb erfolgte die Auswertung zu einem
genau festgelegten Zeitpunkt nach CCh-Zugabe (1,5 Minuten). Daher wurden fiir die Auswertung
des CCh-Effekts nur 20 aufeinander folgende APs verwendet.

2.8.6 Einfrieren und Aufbewahrung der EHTs

Nach vollendeter AP-Messung wurden die aEHTs ca. 30 Minuten mit reiner Tyrode’s-Losung
ausgewaschen und anschlieBend in einem 2 ml Eppendorf-Réhrchen in Fliissigstickstoff
schockgefroren. Fiir nachfolgende Protein- oder Expressionsanalysen wurden die EHTs danach bei

-80 °C gelagert.

2.9 Patch-Clamp

Samtliche in dieser Arbeit gezeigten Patch-Clamp-Versuche wurden von Frau Anna Steenpall
(Mitarbeiterin des IEPT) durchgefiihrt und ausgewertet. Calcium- und Kaliumstrome in den aEHTs
wurden mittels Patch-Clamp-Technik untersucht. Alle Messungen wurden bei 37 °C in isolierten
Zellen (,,whole-cell configuration*) mit einem Axopatch 200B Verstirker (Axon Instruments,
Foster City, CA, USA; Abbildung 2.9B) durchgefiihrt. Fiir die Datenaufzeichnung und -analyse
wurde die ISO 2 Software (MFK, Niedernhausen, Deutschland) genutzt. Die Pipetten wurden aus
Borosilikat-Glaskapillaren (KOLG1103227, Hilgenberg, Malsfeld, Deutschland; Abbildung 2.8)
gefertigt. Diese wurden zuerst mit Hilfe eines Glasschneiders in kleinere Einzelkapillaren zerlegt
und anschliefend mit einem ,,Puller (Zeitz DMZ-Universal Puller, Miinchen, Deutschland;
Abbildung 2.8) durch Hitze poliert (,,Heat-polished protocol®). Der Pipettenwiderstand betrug
zwischen 2,5 und 5 MQ und der ,,seal“-Widerstand zwischen 3-6 GQ. Die Zellkapazitit (Cpm)
berechnete sich aus dem Stromintegral wéhrend eines depolarisierenden Impulses (1V/s) von -40
bis -35 mV. Die Aktivierung der Calciumstrome erfolgte mit Testimpulsen (0,5 Hz) von -80 auf
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+10 mV und die extrazelluldre Calcium-Konzentration betrug ca. 2 mmol/l. Wihrend der
Messungen befanden sich die Zellen in einer Messkammer, die kontinuierlich mit einer Natrium-
freien Badlosung durchflossen wurde (Tetraethylammoniumchlorid 120 mmol/l, CsCl 10 mmol/l,
HEPES 10 mmol/l, CaCl, 2 mmol/l, MgCl, 1 mmol/l, Glukose 20 mmol/l; pH=7,4). Um eine
Storung der Messungen durch andere Strome zu verhindern, wurde die Zusammensetzung der
Badlosung so verdndert, dass K'-lonen durch Cs'-lonen und Na'-lIonen durch
Tetraethylammoniumchlorid ersetzt wurden. Der Ic.r wurde als Nifedipin (10 pM)-sensitiver

Anteil des Calciumstroms bestimmt.

Die Pipetten-Losung  setzte sich aus den folgenden  Substanzen zusammen:
Caesiummethanesulfonat 90 mmol/l, CsCI 20 mmol/l, HEPES 10 mmol/l, Mg-ATP 4 mmol/l, Tris-
GTP 0,4 mmol/l, EGTA 10 mmol/l und CaCl, 3 mmol/l (pH=7,2). Uber ein invertiertes Mikroskop
(Olympus, Shinjuku, Tokio, Japan) konnten einzelne Zellen innerhalb der Kammer gezielt
angesteuert werden. Die Steuerung der Pipetten erfolgte iiber Mikromanipulatoren (MMO-203,
Narishige Group, Tokyo, Japan; Abbildung 2.6C).
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Abbildung 2.9: Aufbau der Patch-Clamp-Experimente.

Ein invertiertes Mikroskop (A) ermoéglicht das gezielte Ansteuern und Messungen in ganzen
Zellen. Ein Axopatch 200B-Verstirker (B) vergroBert gemessene Signale, sodass diese
aufgezeichnet und ausgewertet werden kdnnen.

Fiir die Messung von Ik ach und Ik setzte sich die Badlosung wie folgt zusammen: DL-Aspartat
Kaliumsalz 80 mmol/l, KCI 40 mmol/l, NaCl 8 mmol/l, HEPES 10 mmol/l, Mg-ATP 5 mmol/l,
Tris-GTP 0,1 mmol/l, EGTA 5 mmol/l und CaCl,; pH=7,4). Stérende Calcium-Stréme wurden
durch Nifedipin (10 pmol/l, selektiver L-Typ Calcium-Kanalblocker) unterdriickt. Strome bei -100
mV wurden dabei als einwértsgerichtete Strome definiert. Fiir die Aktivierung von Ik ach wurde der

muskarinerge Agonist CCh (2 umol/l) verwendet.
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2.10 Datenanalyse und Statistische Auswertung

Die Auswertung der AP-Messungen wurde mit der Lab-Chart Software (Version 5, Spechbach,
Deutschland) durchgefiihrt. Fiir die spitere Auswertung wurden wichtige Zeitpunkte des Versuchs
mit Kommentaren in der Versuchsdatei beschriftet. Die Software wertete nach vorher festgelegten
Kiriterien Aktionspotenziale aus (APA Mindesthhe >60 mV, minimale Dauer des Signals bei der
Halfte der APA >11 ms). Zur Charakterisierung der AP wurden folgende Parameter bestimmt:
Ruhemembranpotenzial (RMP), Aktionspotenzialamplitude (APA), maximale
Aufstrichgeschwindigkeit (dV/dtmax), Aktionspotenzialdauer bei 10-90% Repolarisation (APDjy,
APDyy, APD3¢, APD4o, APDso, APDgo, APD70, APDgo, APDy), Plateauspannung (Vopiaweau; fiir die
Definition der Vpiaeaw siche Abbildung S1 im Anhang) und Zykluslange (CL). Schlagfrequenz
bzw. Frequenz der aEHT-Kontraktionen wurden aus der entsprechenden CL berechnet. Das
maximale diastolische Potenzial (MDP) wurde manuell mit Hilfe der ,,Data Pad““-Funktion der Lab
Chart Software ausgewertet.

Alle ausgewerteten Parameter wurden anschlieBend mit Microsoft Excel weiterbearbeitet. Die
graphische Auswertung und Darstellung wurde mit GraphPad Prism (Version 6, San Diego,
Kalifornien, USA) durchgefiihrt. Fiir den Vergleich der Datengruppen wurden entweder ein
ungepaarter bzw. gepaarter t-Test oder eine ,,nested“-Analyse (Eisner, 2021) durchgefiihrt. Dabei

wurde eine statistische Signifikanz ab einem p<0,05 angenommen.
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3. Ergebnisse
3.1 Erfolgreicher PITX2-Knockout in hiPSC
3.1.1 Erfolgreiches Ausschneiden der Protein-kodierenden DNA-Sequenz

Der PITX2-Knockout in hiPSC mittels CRISPR/Cas9 wurde nach dem im Kapitel 2.2.2
beschriebenen Protokoll durchgefiihrt. Nach Beendigung der CRISPR/Cas9-Experimente wurden
die als homozygot eingestuften Klone fiir die DNA-Sequenzierung zu Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland) geschickt. Zusétzlich erfolgte die Kontrolle des Knockouts mittels RNA-
Sequenzierung. Das Ergebnis der RNA-Sequenzierung von 3 PITX2/-aEHTs und 3 isogenen
Kontroll-aEHTs ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Die PITX2/-aEHTs zeigten eine fehlende
PITX2-mRNA-Transkription im Bereich der Knockoutregion. Im Gegensatz dazu wurde die
PITX2-mRNA der isogenen Kontroll-aEHTs regelrecht exprimiert.
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Abbildung 3.1: Fehlende PITX2-mRNA-Expression in PITX2/-aEHT.

Untersuchung der Expression der PITX2-mRNA in PITX27/"- und isogenen Kontroll-aEHTs mittels
RNA-Sequenzierung. Im oberen Teil der Abbildung ist eine Ubersicht der Abschnitte des
Chromosom 4 dargestellt. Unterhalb davon ist die Anzahl der Transkripte (,,Reads®) der PITX2-
mRNA fiir 3 Kontroll- und 3 PITX27/-Proben gezeigt. Die fiir die RNA-Sequenzierung verwendete
RNA wurde aus intakten aEHTs isoliert. Im unteren Abschnitt sind die Exons des PITX2-Gens und
die Schnittstellen der CRISPR/Cas9-Enzyme (rot; sgRNA1 und sgRNA?2) dargestellt. Abbildung
entnommen aus Schulz et al. (2023).
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3.1.2  PITX27/-hiPSC zeigen einen unauffilligen Karyotyp und erhaltene Pluripotenz

Die Untersuchung des Karyotyps wurde mittels Nanostring untersucht. Das Ergebnis der

Karyotypisierung zeigte einen unauffilligen Befund fiir beide Zelllinien (Abbidung 3.2).
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Abbildung 3.2: Karyotyp von PITX2/ und isogener Kontrolle.

Dargestellt ist die jeweilige Anzahl der Kopien bestimmter Allele fiir die Chromosomen der
isogenen Kontrolle (oben) und PITX2/" (unten) dargestellt. Beide Chromosomenanalysen zeigen
einen unauffilligen Karyotyp. Man beachte die erwarteten zwei Kopien in allen Féllen inklusive
der Allele des X-Chromosoms (weiblicher Spender) sowie das Fehlen der Allele des Y-
Chromosoms. Die Nanostring-Analyse wurde mit hiPSC-DNA durchgefiihrt. Abbildung veréndert
nach Schulz et al. (2023).

Vor Beginn der atrialen Differenzierung wurden die PITX27/"- und isogenen Kontroll-hiPSC mittels
SSEA3-FACS auf das Vorhandensein des pluripotenten Phianotyps untersucht. Dabei waren 97,5%
der PITX27/ - und 98,9% der isogenen Kontroll-hiPSC positiv fiir SSEA3 (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: PITX2/-hiPSC zeigen pluripotenten Phéinotyp.

Die Expression des “Stage-specific embryonic antigen 3” (SSEA3) wurde mittels FACS-Analyse
in hiPSC (500.000 pro Gruppe) von isogener Kontrolle (A) und PITX27/ (B) untersucht. Die
Messung der SSEA3"-Zellen fand mit entsprechender Iso-Kontrolle statt. Fiir die Messung wurden

pro Gruppe ca. 500.000 hiPSC entnommen und fiir die Iso-Kontrolle und SSEA3-Messung
aufgeteilt.

3.2 Erfolgreiche atriale Differenzierung der PITX2/-hiPSC
3.2.1 PITX2/-hiPSC zeigen normales Zellwachstum

Die PITX2/- und Kontroll-hiPSC wurden vor jedem Differenzierungslauf klonal expandiert.
Dabei zeigte sich in der 2D-Stammzellkultur kein morphologischer Unterschied zwischen beiden
Zelllinien (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: PITX27/ hiPSC zeigen keine auffillige Morphologie.

Foto-Aufnahmen der hiPSC von isogener Kontrolle (A) und PITX2/-Klon (B) wihrend der
klonalen Expansionsphase (10x-Vergroflerung). Die hiPSC befanden sich in Geltrex-beschichteten
T75-Flaschen. Beide hiPSC-Gruppen wurden zwei Tage vor der Aufnahme in gleicher Zellanzahl
(6,5 Mio. Zellen pro T75-Flasche) ausgesiit.
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3.2.2 PITX2/-EBs beginnen spiter zu kontrahieren

Insgesamt wurden drei atriale Differenzierungsldufe von PITX2/" und vier Differenzierungsldufe
von isogenen Kontroll-hiPSC durchgefiihrt. Wiahrend der Differenzierung zeigten sich keine
morphologischen Unterschiede zwischen den EBs beider Zelllinien (Abbildung 3.5). Jedoch
fingen die PITX2/-EBs ca. 5 Tage (17+0,6 vs. 124+0,6 Tage, n=3 vs. n=4, PITX2/ vs. isogene
Kontrolle; p<0,05, ungepaarter t-Test) spéter an zu schlagen.
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Abbildung 3.5: PITX2-Knockout hat keinen Einfluss auf die EB-Morphologie.

Embryoidkorperchen (EB) von isogener Kontrolle (A) und PITX2/ (B) jeweils in Stage 1 der
atrialen Differenzierung.

3.2.3 PITX27/-hiPSC-aCM exprimieren Vorhof-spezifische Proteine

Die Auswertung der RT-qPCR zeigte fiir PITX2/ und isogene Kontrolle eine hohe Expression
eines praferentiell im Vorhof exprimierten Proteins (MLC2A) und eine geringe Expression eines
ventrikuldren Markers (MLC2V). Dabei war das Verhéltnis von MLC2A zu MLC2V 1376:1
(isogene Kontrolle) und 2019:1 (PITX27/°). Die qPCR-Daten sind in Abbildung 3.6 dargestellt.

3.2.1 Fehlende PITX2-Expression auf mRNA- und Protein-Ebene in PITX2/

Nach erfolgreich durchgefiihrter atrialer Differenzierung wurde die PITX2-Expression auf mRNA-
Ebene in PITX2/- und isogenen Kontroll-hiPSC-aCM mittels RT-qPCR untersucht. Die
Kotrollgruppe zeigte eine deutlich nachweisbare PITX2-mRNA-Expression, wohingegen in der
PITX2/-Gruppe keine PITX2-mRNA nachweisbar war (Abbildung 3.7).

Auch die Analyse der Proteinexpression mittels Western Blot zeigte eine fehlende PITX2-

Expression in PITX2/-aEHT. Im Gegensatz dazu konnte in Kontroll-aEHT eine &hnliche
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Expression des PITX2-Proteins wie in humanem linken Vorhofgewebe nachgewiesen werden

(Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.6: Kein Unterschied in der Expression von MLC2A und MLC2V zwischen
PITX27/ und isogener Kontrolle.

Genexpression mittels RT-qPCR eines atrialen (MLC2A) sowie eines ventrikuliren (MLC2V)
Proteins in hiPSC-aCM von isogener Kontrolle (schwarz) sowie PITX2/ (rot). Die Ct-Werte der
untersuchten Gene wurden zum Ct-Wert des ,,Housekeeping-Gens“ (GUSB) normalisiert.
Abbildung verdndert nach Schulz et al. (2023).
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Abbildung 3.7: Keine PITX2-mRNA-Expression in PITX2/-hiPSC-aCM.

PITX2-mRNA-Expression von isogener Kontrolle (schwarz) und PITX2/" (rot). Die Ct-Werte von
PITX2 wurden zu den Ct-Werten des ,,Housekeeping-Gens™ (Gusb) normalisiert. Abbildung
verdndert nach Schulz et al. (2023).

47



PITX2

Normalisierte Einheiten
(zu GUSB)
N
]

Isogene Kontrolle  PITX27/

Abbildung 3.8: Fehlendes PITX2-Protein in PITX2/-aEHT.

Die PITX2-Proteinexpression wurde mittels Western Blot (WB) untersucht. Fiir die Durchfiihrung
des WB wurde Proteinlysat aus gefrorenen aEHTs von PITX27/ und Kontrolle gewonnen. Als
Positivkontrolle diente humanes Vorhofgewebe (linker Vorhof, LA). Die primédren und sekundéren
Antikorper sind in Tabelle S19 und S20 aufgelistet. Die WBs wurden auf 10% SDS-PAGE Gel
durchgefiihrt. Abbildung verdndert nach Schulz et al. (2023).

3.3 Verringerte Kraft in PITX2/-aEHT
3.3.1 Erfolgreiche Herstellung von PITX2/-aEHT

Atriale EHTs der PITX2/- und isogenen Kontroll-Gruppe wurden nach dem beschriebenen
Protokoll gefertigt (Kapitel 2.4.1). Jedes aEHT wurde téglich auf Morphologie und Kontraktionen
untersucht. Dabei zeigten sich keine groben morphologischen Unterschiede zwischen beiden

Gruppen.

3.3.1 PITX2/-aEHTs beginnen spéter zu kontrahieren

Ahnlich wie die EBs fingen auch die PITX27/-aEHTs ca. 4 Tage spiter an zu kontrahieren als die
isogene Kontrollgruppe (16+1 vs. 12+1 Tage, n=28/3 vs. n=28/4, PITX27/" vs. isogene Kontrolle;
p<0,05, ungepaarter t-Test). Nach 33 Tagen Kultur zeigte sich jedoch kein Unterschied in der
Schlagfrequenz (137+4,6 vs. 143+8,3 min”, n=19/3 vs. n=12/4, PITX27/ vs. isogene Kontrolle;
Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.9: aEHT-Morphologie von PITX2-Knockout und Kontrolle.

Isogene Kontroll- (A) und PITX2/-aEHT (B) jeweils 7 Tage nach der Herstellung. Die aEHTs
hingen zwischen zwei ,,Silikon-Posts®. Beide Aufnahmen erfolgten mit einem video-optischen
Analysesystem (EHT Technologies).

2004

= (o] @
2 83 %
£ 150+
‘E’ | o|o
[}]
q?.’- 100- :.
-g, (o)
s
S 50
(/2]
o 12/4 18/3

Isogene Kontrolle PITX2/

Abbildung 3.10: Kein Unterschied in der spontanen Schlagfrequenz zwischen PITX2/ und
isogener Kontrolle.

Spontane Schlagfrequenz (MittelwertetSEM) nach 33 Tagen aEHT-Kultur von isogener Kontrolle
(schwarz; 143+8,3, n=12/4) und PITX2/ (rot; 137+4,6, n=18/3). Die Analyse der Schlagfrequenz
erfolgte bei der AP-Messung in Tyrode’s-Losung mittels scharfer Mikroelektrode (37 °C). N/N
entspricht der Anzahl aEHTs/Anzahl der Differenzierungen.
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Die Kraft der EHTs wurde bis zum Beginn der Aktionspotenzialmessungen aufgezeichnet und
analysiert. Dabei zeigte sich nach 30 Tagen eine 59,5% geringere Kraft in den PITX2/ aEHT
(0,053+0,015 vs. 0,131£0,017 mN, n=28/3 vs. n=28/4, PITX27/ vs. isogene Kontrolle; p<0,05,
nested t-Test). Der Zeitverlauf der Kraftentwicklung ab Tag 1 ist in Abbildung 3.11 dargestellt.
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Abbildung 3.11: Geringere Kraftentwicklung in PITX27/.

Mittelwerte:tSEM der Kontraktionskraft in PITX2/ (n=28/3) und Kontroll-aEHTs (n=28/4) von
Tag 1-35. Die Kraftmessungen erfolgten jeweils 2-3 h nach Wechsel des EHT-Kulturmediums.

N/N entspricht der Anzahl aEHTs/Anzahl der Differenzierungen. Abbildung verédndert nach Schulz
et al. (2023).
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Abbildung 3.12: PITX2/-aEHTS relaxieren langsamer.

MittelwertexSEM der Zeit bis 80% Relaxation (RTso) von Tag 1-33 fiir PITX27/ (rot, n=28/3) und
Kontroll-aEHT (schwarz, n=28/4) dargestellt. N/N entspricht der Anzahl aEHTs/Anzahl der
Differenzierungen. Abbildung veréndert nach Schulz et al. (2023).
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3.3.1 PITX2/-aEHTs relaxieren langsamer

Die Zeit bis 80% Relaxation (RTso) war nach 33 Tagen in PITX2"/" langer als in der Kontrollgruppe
(0,22+0,01 vs. 0,13+0,03 s, n=28/3 vs. n=28/4, PITX2/" vs. isogene Kontrolle; p<0,05, nested t-
Test). Der Verlauf der RTso ab Tag sieben ist in Abbildung 3.12 dargestellt.

3.4 PITX2/-aEHTSs zeigen ein verindertes AP

Insgesamt wurden in 18 PITX2/-aEHTs (aus 3 aEHT-Generationen) und 12 Kontroll-aEHTs (aus
4 aEHT-Generationen) AP gemessen.

3.4.1 Negativeres MDP sowie hohere APA und hohere dV/dtmax in PITX27/-aEHTs

Das MDP war in PITX2/-aEHT stérker negativ (-78,3+0,7 vs. -69,7£0,6 mV, n=18/3 vs. n=12/4,
PITX2/ vs. isogene Kontrolle; p<0,05, nested t-Test) als in der isogenen Kontrolle. Dariiber
hinaus war sowohl die APA (104,6+1,3 vs. 86,6 £2,3 mV, n=18/3 vs. n=12/4, PITX27/ vs. isogene
Kontrolle; p<0,05, nested t-Test) als auch die dV/dtmax (237,1£20,1 vs. 132,3+19,8 V/s, n=18/3 vs.
n=12/4,

PITX27/ vs. isogene Kontrolle; p<0,05, nested t-Test) groBer in PITX2/-aEHT. Die genannten
Parameter sind in Abbildung 3.13 dargestellt.
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Abbildung 3.13: Auswirkungen des PITX2-Knockouts auf MDP, APA und dV/dtmax.

Individuelle Datenpunkte sowie MittelwertexSEM fiir maximales diastolisches Potenzial (MDP;
A), Aktionspotenzialamplitude (APA; B) und maximale Aufstrichgeschwindigkeit (dV/dtmax; C)
von PITX2/-(rot) und isogenen Kontroll-aEHTs (schwarz). N/N entspricht der Anzahl
aEHTs/Anzahl der Differenzierungen. * p<0.05, nested t-Test. Abbildung verandert nach Schulz et
al. (2023).

3.4.2 PITX2/-aEHTs zeigen triangulierte AP

AP-Originale von PITX27/ und isogener Kontrolle sind in Abbildung 3.14 dargestellt. Die
Schlagfrequenz der EHT-Gruppen zeigte keinen signifikanten Unterschied (siche Kapitel 3.3.2),
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sodass die APD ohne externe festfrequente Stimulation verglichen werden konnte. Das AP der
isogenen Kontrollen zeigte die fiir den menschlichen Vorhof charakteristische starke initiale
Repolarisation, auf die ein Plateau von deutlich unter 0 mV folgt. Demgegeniiber zeigten die AP

der PITX2/-aEHTs eine monotone Repolarisation, die zu einer triangulierten Form fiihrte.

Die APDy war in PITX27/-aEHT deutlich langer (45,5+3,6 vs. 10,6£2,4 ms, n=18/3 vs. n=12/4,
PITX2/ vs. isogene Kontrolle; p<0,05, nested t-Test). Im Gegensatz dazu war die APDy in
PITX27/-aEHTs tendenziell eher kiirzer (144+3,1) als in den Kontrollen (156,8+8,5), jedoch ohne
signifikanten Unterschied. Beide Parameter sind in Abbildung 3.15 dargestellt.

PITX27/-
Isogene Kontrolle
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100 ms

Abbildung 3.14: Trianguliertes Aktionspotenzial in PITX2/-aEHTs.

Originale-AP von einem PITX27/- (rot) und einem Kontroll-aEHT (schwarz). Die Messungen
wurden in 33 Tage alten aEHTs unter spontanen Eigenkontraktionen durchgefiihrt (Tyrode’s-
Losung, 37 °C). Abbildung verdndert nach Schulz et al. (2023).

3.4.1 Einfluss des PITX2-Knockouts auf den Block Vorhof-selektiver K*-Kaniile

Im menschlichen Vorhof wird die AP-Form v.a. bestimmt durch den ,ultrarapidly activating*
Kaliumstrom (Iker) und den transienten Auswértsstrom (I,), die auch als transiente
Kaliumauswirtsstrome bezeichnet werden. Um den Beitrag des Ixu zum AP zu bestimmen, wurde
der Blocker 4-AP in einer Konzentration verwendet, die selektiv Ik, blockiert (50 pmol/l;
Wettwer et al., 2004). Es wurden mit 4-AP 18 Versuche (aus 3 EHT-Generationen) in PITX27/ -
und 12 Versuche (aus 4 EHT-Generationen) in isogenen Kontroll-aEHTs durchgefiihrt. Um den 4-
AP-Effekt zu quantifizieren, wurde pro Parameter fiir beide Gruppen die Differenz aus dem Effekt
mit 4-AP und dem Ausgangswert (Kontrollwert) berechnet (z.B. AAPDy). 4-AP hatte in beiden
aEHT-Gruppen keinen Einfluss auf die Schlagfrequenz.
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Abbildung 3.15: Effekt des PITX2-Knockouts auf die APD.

Individuelle Datenpunkte sowie MittelwertetSEM fiir Aktionspotenzialdauer bis 20%
Repolarisation (APD2y; A) und Aktionspotenzialdauer bei 90% Repolarisation (APDgo; B) fiir
PITX27/ (rot) und isogene Kontrollen (schwarz). Die AP-Messungen erfolgten in aEHTs
(Tyrode’s-Losung, 37°C) unter spontanen FEigenkontraktionen. N/N entspricht der Anzahl
aEHTs/Anzahl der Differenzierungen. * p<0.05, nested t-Test. Abbildung verandert nach Schulz et
al. (2023).

In den Kontroll-aEHTs bewirkte 4-AP eine drastische Verdnderung der AP-Form (Abbildung
3.16A). Die initiale Repolarisation wurde deutlich verlangsamt und das Plateau um fast 20 mV zu
positiveren Werten verschoben. Letzteres zeigte sich v.a. durch eine Zunahme der Vpiaweau (VOn -
19,4433 auf 2,4£10,4 mV, n=12/4; p<0,05, gepaarter t-Test; Abbildung 3.16E). Des Weiteren
bewirkte 4-AP eine Verlingerung der APDy (von 10,244,4 auf 31,749,3 ms, n=12/4; p<0,05,
gepaarter t-Test; Abbildung 3.16C) und eine Verkiirzung der APDgy (von 157,8433,8 auf
127,5+4,3 ms, n=12/4; p<0,05, gepaarter t-Test; Abbildung 3.16D).

Im Vergleich dazu hatte 4-AP in den PITX2/-aEHTs nur einen geringen Einfluss auf die AP-Form
(Abbildung 3.16B). 4-AP bewirkte in PITX2/-aEHT ebenfalls eine Verlédngerung der APD,o (von
49,5+7,9 auf 69,7£5,9 ms, n=18/3, p<0,05, gepaarter t-Test; Abbildung 3.16C), allerdings
ausgehend von deutlich grofleren Ausgangswerten. Die relative Verldngerung der APD»o war damit
in PITX2/-aEHT deutlich geringer (relative Verldngerung um 167+£55% der Kontrollwerte vs.
338+157% in isogener Kontrolle; p<0,05, nested t-Test) als in den isogenen Kontrollen. Ahnlich
wie in den isogenen Kontrollen verschob 4-AP die Vpiawean in PITX27/-aEHTs zu stérker positiven
Werten (von 4,8+1,3 auf 10,5+1,1 mV, n=18/3; p<0,05, gepaarter t-Test; Abbildung 3.16E).
Dieser Effekt war jedoch in PITX2/-aEHTs deutlich geringer ausgeprigt (AVpiateau: 5,2%1,1 vs.
21,6+3,5 mV, n=18/3 vs. n=12/4, PITX2/ vs. isogene Kontrolle; p<0,05, nested t-Test). Vollig
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gegenteilig zu den isogenen Kontrollen verldngerte 4-AP in PITX2/-aEHT die APDy (von
158,8+23,3 auf 169,5+18,2 ms, n=18/3; p<0,05, gepaarter t-Test; Abbildung 3.16D).
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Abbildung 3.16: Effekte von 4-AP auf AP-Parameter in PITX27/ und Kontrolle.

AP-Originale vor und nach 4-Aminopyridin-Gabe (50 uM, 4-AP) in einem Kontroll- (A) sowie
einem PITX2/-aEHT (B). Individuelle Datenpunkte und Mittelwerte=SEM fiir die durch 4-AP
induzierten Verdnderungen (A-Wert) sind fiir die Aktionspotenzialdauer bis 20% (APD2o; C) und
bis 90% Repolarisation (APDg; D) und die Plateauspannung (Vpuea; E) dargestellt. N/N
entspricht der Anzahl aEHTs/Anzahl der Differenzierungen. * p<0.05, nested t-Test. Abbildung
verdndert nach Schulz et al. (2023).

3.4.2 Aktivierung muskarinerger Rezeptoren verkiirzt APD ohne Hyperpolarisation des
MDP in PITX2/-aEHTs

Fiir die Aktivierung muskarinerger Rezeptoren wurde der synthetische Agonist Carbachol (CCh)
verwendet. Insgesamt wurden 16 Versuche (aus 3 aEHT-Generationen) in der PITX2/-Gruppe und
10 Versuche (aus 4 aEHT Generationen) in der isogenen Kontrollgruppe durchgefiihrt. Um den
CCh-Effekt zu quantifizieren, wurde fiir jeden untersuchten Parameter die Differenz aus dem

Effekt mit CCh und dem Ausgangswert (Kontrollwert) berechnet (z.B. AAPDyy).
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Der Einfluss von CCh auf die AP-Form ist exemplarisch in Abbildung 3.17A fiir isogene
Kontroll-aEHTs und in Abbildung 3.17B fiir PITX2/-aEHTs dargestellt. In isogenen Kontroll-
aEHTs bewirkte CCh wie erwartet eine Verkiirzung der APDgy (von 156.6+11 auf 82.7+1 ms,
n=10/4; p<0,05, gepaarter t-Test; Abbildung 3.17C) und eine Verschiebung des MDP zu stérker
negativen Werten (von -70+0.6 auf -82.842.2 mV, n=10/4; p<0,05, gepaarter t-Test; Abbildung
3.17D).

In PITX2/-aEHTs bewirkt CCh ebenfalls eine Verkiirzung der APDgy (von 152.4+13.1 auf
101.8+16 ms, n=14/3; p<0,05, gepaarter t-Test; Abbildung 3.17D), jedoch zeigte sich keine
Hyperpolarisation des MDP.

CCh bewirkte in PITX2/- (von 137,1+4.6 auf 77,1+3,9 min", n=14/3; p<0,05, gepaarter t-Test;
Abbildung 3.17E) und Kontroll-aEHT (von 148,1+14,9 auf 81,8+12,9 min’!, n=10/4; p<0,05,
gepaarter t-Test; Abbildung 3.17E) eine drastische Reduktion der Schlagfrequenz (BR).
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Abbildung 3.17: CCh-Effekte auf PITX2/ und Kontrolle.

Effekte von Carbachol (CCh) auf die AP-Form von isogener Kontrolle (A) und PITX27/ (B).
Individuelle Datenpunkte und MittelwertetSEM fiir die Differenz (A-Wert) aus Werten in
Gegenwart von CCh und Ausgangswert sind fiir die Aktionspotenzialdauer bis 90% Repolarisation
(APDgp; C), maximal diastolisches Potenzial (MDP; D) und die Schlagfrequenz (BR; E)
dargestellt. N/N entspricht der Anzahl aEHTs/Anzahl der Differenzierungen. * p<0.05, nested t-
Test. Abbildung veréndert nach Schulz et al. (2023).
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3.5 Verringerter Ca**-Strom in PITX27/

Im menschlichen Vorhof ist bei VHF die Kontraktionskraft verringert. Diese Verringerung der
Kontraktionskraft ist mit einer Verringerung des Calciumstroms assoziiert. Um zu tiberpriifen, ob
die Verringerung der Kontraktionskraft der PITX2/-aEHTs ebenfalls mit einer Verringerung des
Calciumstroms einhergeht, wurden von Frau Anna SteenpaB (Mitarbeiterin des IEPT) Patch-
Clamp-Messungen in hiPSC-aCM von PITX27/ und isogener Kontrolle durchgefiihrt. Dabei waren
PITX2/-aCM kleiner als die Kontrollen (ZellgroBe, gemessen als Kapazitit der Zellmembran
(Cm); 25,74£8,1 vs. 37,4£17 pF, n=139/3 vs. n=143/3, PITX27/ vs. isogene Kontrolle; p<0,05,
nested t-Test). Die Stromstérke des L-Typ-Calciumstroms (Ica1) war geringer in den PITX27/-aCM
als in den isogenen Kontroll-aCM (2,2+1,4 vs. 3,64+2,3 pA/pF, n=37/3 vs. n=33/3, PITX27/ vs.
isogene Kontrolle; p<0,05, nested t-Test). Die Ergebnisse der Patch-Clamp-Messungen sind in
Abbildung 3.18 gezeigt.

A B
*
-60 -50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50 60 124
L L L L L L L L Vm (mv) -
‘S 104 %
3
;E’ 8 ds 37/4
o )
o 64
T (o]
®
-
S8

@ PITX2/ (n=37/3) 333

Im (pA/pF) O Isogene Kontrolle (n=33/4) Isogene Kontrolle PITX27

Abbildung 3.18: Verringerter Ic,.in PITX27/.

Stromdichte (I) des Icar in Abhéngigkeit der Testpulsspannung (Vi) (A) fiir isogene Kontrolle
und PITX2/" (MittelwerteSEM). Individuelle Datenpunkte und MittelwerteSEM (B) des Icar
(bestimmt bei einer Testspulsspannung von +10 mV). N/N entspricht der Anzahl aEHTs/Anzahl
der Differenzierungen. * p<0.05, nested t-Test nach log-Transformation der Daten. Abbildung
verdndert nach Schulz et al. (2023).

3.6 Stirker negatives MDP in PITX27/ ist nicht mit groflerem Ix; assoziiert

Fiir die Ausbildung und Stabilisierung des RMP ist der einwirtsgleichrichtende Kaliumstrom Ik,
von entscheidender Bedeutung. Daher wurde der Ik, in PITX27/ und isogener Kontrolle mittels
Patch-Clamp untersucht. Uberraschenderweise war der Ix; in PITX27/ nicht groBer als in den
isogenen Kontrollen (Abbildung 3.19). Um abzuschédtzen, wie viel mehr Ix; nétig wére, um den
beobachteten Unterschied im MDP von 9 mV zu erkldren, wurde eine Computer-basierte

Modellierung fiir AP im humanen Vorhof durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass ein ca. vierfach

56



hoherer Ix; nétig wire, falls die Unterschiede im MDP auf Unterschieden im Ix; beruhen sollten

(Abbildung 4.5).
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Abbildung 3.19: Kein Unterschied im Ik zwischen PITX2/ und isogener Kontrolle.

Originalstromspuren in isogener Kontrolle (A) und PITX27/" (B) jeweils vor (Control) und nach
Carbachol-Gabe (2 pM; CCh). Individuelle Datenpunkte und Mittelwerte=SEM fiir Ik; bei -100
mV jeweils vor (B=Basal) und nach CCh-Gabe. N/N entspricht der Anzahl aEHTs/Anzahl der
Differenzierungen. Abbildung wurde entnommen aus Schulz et al. (2023).

3.7 Expressionsanalyse mittels RNA-Sequenzierung

Bei der Expressionsanalyse mittels RNA-Sequenzierungen konnten 2234 Transkripte bestimmt
werden, die im Vergleich zwischen PITX27/ und isogener Kontrolle signifikant unterschiedlich
exprimiert wurden (842 Transkripte vermehrt, 1349 Transkripte vermindert exprimiert in PITX27/;
Abbildung 3.19A). Eine Auswahl an 29 Genen, die fiir lonenkanéle und Transporter kodieren und
zur Entstehung des atrialen AP beitragen, ist in Abbildung 3.19B dargestellt. Passend zum
verminderten Ic,r in den PITX27/-aCM und der verringerten Kontraktionskraft der PITX2/-
aEHTs zeigte sich eine verringerte Expression von Genen der Calcium-Homoostase, wie
CACNAIC (Icap), ATP242 (SERCA2), ATP2B2 (membranstindige Ca?'-ATPase), RYR2
(Ryanodinrezeptor) und SLC841 (Na'-Ca?'-Austauscher). Eine Untereinheit des Ix; (KCNJ4) war
verstdrkt exprimiert im PITX2/, wohingegen alle anderen Untereinheiten (KCNJI2, KCNJI4,
KCNJ2) nicht unterschiedlich exprimiert wurden. Die dritte isogene Kontrollprobe (Iso-CTR C)

musste aufgrund einer mangelhaften Sequenzierungsqualitit ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.20: Unterschiedlich exprimierte Gene in PITX27/.

Heatmap aller in der RNA-Sequenzierung signifikant (p<0.05) unterschiedlich exprimierten Gene
(A) in aEHTs von isogener Kontrolle (IsoCTR; n=2) vs. PITX27/" (n=3). Die Heatmap-Anordnung
erfolgte nach ,,Spearman Rank Order®. Relative RNA-Expression (Mittelwerte+tSEM) bestimmter
atrialer lonenkanile (B) in PITX2/" (n=3) im Vergleich zu isogener Kontrolle (n=2). Iso-CTR C
wurde aufgrund einer mangelhaften Sequenzierungsqualitit ausgeschlossen. * adjustierter p-
Wert<0.05. Abbildung verandert nach Schulz et al. (2023).
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4. Diskussion
4.1 Atriales EHT: ein Modell fiir die Elektrophysiologie des menschlichen Vorhofs
4.1.1 Verbesserter atrialer Phénotyp der aEHTs

Die Grundlage fiir die Arbeit mit hiPSC-aCM bildet die Zugabe von RA wihrend der kardialen
Differenzierung, wodurch es zur vermehrten Expression von Vorhof-spezifischen Proteinen kommt
(Cyganek et al., 2018; Devalla et al., 2015; Lee et al., 2017; Lemme et al., 2018). Bis heute wurden
einige Studien durchgefiihrt, die es zum Ziel hatten, ein elektrophysiologisches Vorhofmodell auf
hiPSC-Basis zu etablieren. Fiir elektrophysiologische Experimente ist jedoch neben der Vorhof-
spezifischen Genexpression der hiPSC-aCM besonders die AP-Form von entscheidender
Bedeutung. Trotz der hohen Expression Vorhof-spezifischer Proteine konnten die bisherigen
hiPSC-basierten Vorhofmodelle nicht alle der fiir den menschlichen Vorhof typischen
Charakteristika reproduzieren. Humane atriale AP zeigen eine typische ,,Spike and Dome*-
Konfiguration bestehend aus einer sehr starken initialen Repolarisation, auf die eine Plateau-Phase
folgt. Die starke initiale Repolarisation ist Folge des grofen Beitrags des Vorhof-spezifischen
Stroms k.. Keines der bisherigen hiPSC-Vorhofmodelle (Cyganek et al., 2018; Devalla et al.,
2015; Lee et al., 2017; Lemme et al., 2018) zeigte die typische initiale, schnelle Repolarisation mit
einem darauffolgenden Plateau deutlich stirker negativ als 0 mV (Wettwer et al., 2004). Bei
Experimenten mit RA-behandeltem EHT (RA-EHT) zeigte sich eine fehlende initiale, schnelle
Repolarisation und eine Vpiaeaw von ca. 0 mV. Eine Ursache hierfiir ist wohl, dass die Stirke des Ixur
in hiPSC-aCM deutlich geringer ist als in menschlichem Vorhofgewebe (Verkerk et al. 2020). Im
Unterschied zu den bisherigen Vorhof-&hnlichen EHTs zeigten isogene Kontroll-aEHTs der
vorliegenden Arbeit wichtige elektrophysiologische Charakteristika des menschlichen Vorhofs
(Schulz et al., 2023). Neben der starken frithen Repolarisation (APDyo: 8,6+2,4 ms) zeigten die
aEHTs eine Vpiawau von deutlich negativer als 0 mV (-19.2+6.7). Insofern stellen die isogenen
Kontroll-aEHTs dieser Arbeit eine Verbesserung des elektrophysiologischen Phénotyps unter
Kontrollbedingungen dar.
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Abbildung 4.1: Effekt des Ixur-Blocks auf die AP-Form von menschlichem Vorhofgewebe,
RA-EHT und aEHT.

Effekte des Iku-Blocks mit 4-Aminopyridin (4-AP, 50 uM) auf die Aktionspotenziale (AP) von
menschlichem Gewebe aus dem rechten Vorhof (RAA; A), frilher mit Retinolsdure (RA)
behandeltem EHT (RA-EHT; B) und aktuellem aEHT (C). Abbildungen A und B sind verdndert
nach Lemme et al. (2018).

Im menschlichen Vorhof hat der Block von Ik, starke Effekte. Die APD» wird durch die Zugabe
von 4-AP um ein Vielfaches verléngert und die Vpiaeaw um ca. 20 mV in Richtung starker positive
Werte verschoben (Wettwer et al. 2004). Diese Verschiebung bewirkt eine Verédnderung der spiten
Repolarisation des Vorhof-AP. Der schnell aktivierende Anteil des ,,Delayed Rectifier (Ix,) wird
bei stirker positiven Werten der Vppea stérker aktiviert und bewirkt eine schnellere spéte
Repolarisation. Diese schnellere Repolarisation resultiert in einer Abnahme der APDgy (Wettwer et
al. 2004, Lemme et al. 2018; Abbildung 4.1A). Somit hat der Block von Ik, im menschlichen
Vorhof gegenldufige Auswirkungen auf die APD»y und APDy. In einer ersten Arbeit aus dem IEPT
fiihrte der Block von Ik, mittels 4-AP in RA-EHTs (Differenzierung mit steril-filtrierter RA) nur
zu einem kleinen Effekt auf die Vpiawan und nur zu einer geringfiligigen Verldngerung der APD2g
(Lemme et al. 2018; Abbildung 4.1B). Die Untersuchungen in dieser Arbeit zeigten im Vergleich
dazu in aEHT (Differenzierung mit unfiltrierter RA) einen dhnlichen Effekt des Iku-Blocks wie in
menschlichem Vorhofgewebe. Es zeigte sich eine starke Zunahme der APD,o, eine Verschiebung
der Vpieaw um ca. 20 mV in Richtung stirker positive Werte und eine Abnahme der APDgg
(Abbildung 4.1C). Die isogenen Kontroll-aEHTs dieser Arbeit erfiillten zwei wichtige
Anforderungen an ein elektrophysiologisches Vorhofmodell: Zum einen besitzen aEHTs ein
Vorhof-dhnliches AP mit der starken initialen Repolarisation und einem darauffolgenden Plateau.
Zum anderen bewirkt der Block von k. die genannten Vorhof-spezifischen Effekte (Schulz et al.,

2023).

Eine weitere wichtige Voraussetzung eines Vorhofmodells ist die Verkiirzung der APD und die
Hyperpolarisation des RMP durch die Stimulation muskarinerger Rezeptoren. Beide Effekte
werden tiber den Vorhof-spezifischen Strom Ik ach vermittelt. Untersuchungen in RA-EHTs zeigen,

dass die Aktivierung muskarinerger Rezeptoren eine Verkiirzung der APDgo (20%) bewirkt. Jedoch
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ist diese im Vergleich zu humanem Vorhofgewebe deutlich geringer ausgepriagt (Lemme et al.
2018;
Abbildung 4.2A und B). Die isogenen Kontroll-aEHTs dieser Arbeit zeigten eine drastische
Verkiirzung der APDyy (50%), sodass die fiir den menschlichen Vorhof typische Verkiirzung der
APDy, bei Aktivierung von Ik ach gut reproduziert werden konnte (Abbildung 4.2C; Schulz et al.
2023).
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Abbildung 4.2: Muskarinerge Effekte auf AP von menschlichem Vorhofgewebe, RA-EHT
und aEHT.

Effekte von Carbachol (CCh, 10 uM) auf die Aktionspotenziale (AP) von menschlichem Gewebe
aus dem rechten Vorhof (RAA; A), fritherem mit Retinolsdure (RA) behandeltem EHT (RA-EHT;
B) und aktuellem aEHT (C). Abbildungen A und B sind verdndert nach Lemme et al. (2018).
Abbildung C veridndert nach Schulz et al. (2023).

4.1.2 Ursache des verbesserten atrialen Phénotyps

Was ist der Grund fiir die verbesserte atriale Differenzierung? Fiir die atriale Differenzierung in
dieser Arbeit wurde ein verdndertes Protokoll zur Herstellung der RA-Losung verwendet. Bisher
wurde die RA als Pulver zuerst in DMSO geldst und danach fiir die Anwendung in der
Stammzellkultur steril filtriert. Nach erfolgter Filtration zeigte sich eine verénderte Farbe der RA-
Losung. Vor der Filtration erschien die RA griin-gelb, wohingegen die Losung nach Filtration
farblos war. Die in dieser Arbeit verwendete RA-LOsung wurde unter sterilen Bedingungen in
DMSO geldst, ohne nachfolgende sterile Filtration. Dabei blieb die griin-gelbe Farbe der RA-
Losung erhalten. Aufgrund des verbesserten atrialen Phéanotyps der aEHTs vermuteten wir, dass es
wiahrend des Filtrierens zu einer Verdnderung der RA-Losung kommt, wodurch die atriale
Differenzierung negativ beeinflusst wird. Massenspektrometrische Messungen bestdtigten diese
Annahme (siche Kapitel 2.5.8). Die RA-Konzentration in der steril-filtrierten Losung (Lemme et
al., 2018) war bis zu 1000-fach geringer als in der nicht-filtrierten RA-L&sung (Daten nicht

aufgefiihrt; Schulz et al., 2023). Insofern ist die Annahme gerechtfertigt, dass die Verbesserung des
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atrialen Phénotyps bei gleicher verwendeter Zelllinie im gleichen Labor auf die verénderte
Zubereitung der RA-Losung zuriickzufithren ist. Zukiinftige Versuche sollten diese Hypothese

durch einen direkten Vergleich der RA Konzentrationen iiberpriifen.

Zusammenfassend représentierten die isogenen Kontroll-aEHTs wichtige elektrophysiologische
Eigenschaften des menschlichen Vorhofs und eignen sich daher als elektrophysiologisches

Vorhofmodell (Schulz et al., 2023).

4.2 Vollstindiger Knockout des PITX2-Gens ist moglich in hiPSC

PITX2 ist ein Transkriptionsfaktor, der wihrend der Embryonalentwicklung entscheidend zur
Entwicklung von Herz, Augen und Rumpf beitrdgt. Bisherige Untersuchungen eines homozygoten
PITX2-Knockouts auf Keimbahnebene im Mausmodell zeigten, dass diese Knockout-Méuse nicht
iiberlebensfahig sind (Lin et al., 1999). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass es zum einen moglich
ist, PITX2/-hiPSC zu kultivieren. Zum anderen bestand kein morphologischer Unterschied
zwischen PITX2/- und isogenen Kontroll-hiPSC. Im néchsten Schritt konnte gezeigt werden, dass
PITX2/-hiPSC atrial differenziert werden konnen. Die Analyse der Genexpression zeigt sowohl
fiir PITX27/ -, als auch fiir die isogenen Kontrollzellen einen atrialen Phinotyp. Somit haben hiPSC-
aCM nicht nur den Vorteil gegeniiber konventionellen Mausmodellen, dass es sich um humane
Zellen handelt. Vielmehr ist es moglich, den Transkriptionsfaktor PITX2 homozygot auf DNA-
Ebene auszuschalten. Insofern sollten hiPSC-aCM ein niitzliches Modell darstellen, um die
Auswirkungen verringerter PITX2-Konzentrationen in humanem Gewebe untersuchen zu kénnen

(Schulz et al., 2023).

4.3 Verringerter Ic,. und verringerte Kraft in PITX2/ und persistierendem VHF

Bei persistierendem VHF ist die Kontraktionskraft (Christ et al., 2014; Schotten et al., 2001) und
der Icar (Christ et al., 2004; Christ et al., 2014; Van Wagoner et al., 1999) im Vorhof verringert.
Dabei ist es unklar, ob der verringerte Calciumstrom und die verringerte Kontraktionskraft Ursache
und/oder Folge von VHF sind. Untersuchungen im Mausmodell mit PITX2-Knockout zeigen, dass
der Ic,r im linken Vorhof ebenfalls verringert ist (Lonzano-Velasco et al.; Abbildung 4.3B).
Jedoch fehlen bis heute Messungen der Kontraktionskraft unter verringerten PITX2-
Konzentrationen (Schulz et al., 2023).

In PITX2/-aEHT war der Ic.. ebenfalls verringert, sodass die Ergebnisse des Mausmodells in
dieser Arbeit mit hiPSC-aCM bestétigt wurden. Ebenso war die Kontraktionskraft in PITX2/-
aEHT verringert. Aufgrund dieser Beobachtungen besteht Grund zu der Annahme, dass verringerte
PITX2-Konzentrationen zu einer Verringerung des Ic,. fiithrten, die in der Abnahme der
Kontraktionskraft resultierte. Zudem wurde die Untereinheit CACNAIC des L-Typ Calcium-
Kanals (LTCC) in PITX2/-aEHT verringert exprimiert. Somit hat der Transkriptionsfaktor PITX2
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vermutlich einen entscheidenden Einfluss auf die regelrechte Expression und Funktion des LTCC
(Schulz et al., 2023). Auch in persistierendem VHF zeigt sich ein verringerter Ic, und die
verringerte Kontraktionskraft. Deshalb lésst sich zusammenfassend sagen, dass bei Fehlen des
Transkriptionsfaktors PITX2 in aEHT wesentliche funktionelle Merkmale auftraten, wie sie bei
persistierendem VHF vorliegen. Allerdings kam es in PITX27/-aEHT zu diesen Verdnderungen in
der Abwesenheit von schnellen elektrischen Erregungen, was fiir einen primédren Effekt der PI7X2-

Deletion spricht.
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Abbildung 4.3: Verringerter Ic.,. bei verringerten PITX2-Konzentrationen.

Stromstérke (I) in Abhéngigkeit der Spannung (V) des L-Typ-Calciumstroms (Ic.L) im Vergleich
zwischen Kontrolle (schwarz) und verringerten PITX2-Konzentrationen (A: rot, B: grau) in aEHT
(A) und humanen Vorhofmyozyten (B). Abbildung A wurde verdndert nach Schulz et al. (2023).
Abbildung B wurde entnommen aus Lozano-Velasco et al. (2016).

4.4 Effekt des PITX2-Knockouts auf die Frequenzabhingigkeit der APD bleibt unklar

Die APDyo, gemessen bei 1 Hz, ist bei persistierendem VHF verkiirzt (Franz et al., 1997). Dariiber
hinaus ist aber auch die Anpassung der APD an hohere Frequenzen bei persistierendem VHF
weitgehend verloren, sodass die Verkiirzung der APDoy nur bei niedrigen Stimulationsfrequenzen
(1-2 Hz) nachweisbar ist (Franz et al., 1997). Miuse mit PITX2-Knockout zeigten ebenfalls eine
verringerte APD, jedoch ausschlieBlich bei sehr hohen Stimulationsfrequenzen (Kirchhof et al.,
2011). In dieser Arbeit sahen wir keinen signifikanten Unterschied in der APDgg zwischen PITX27/
und isogener Kontrolle. Es zeigte sich lediglich eine Tendenz hin zu einer kiirzeren APDyy in
PITX2/ aEHT, jedoch ohne das Signifikanzniveau zu erreichen. Bei der Messung der APD in
aEHT ergab sich das Problem, dass aEHTs mit einer spontanen Eigenfrequenz von ca. 140
Schldgen pro Minute schlagen. Bei solch hohen Frequenzen nimmt die atriale APD im SR bereits
stark ab, sodass mogliche Unterschiede der APD bei niedriger Frequenz nicht gemessen werden
konnten. Mit Ivabradin kann die spontane Schlagfrequenz ventrikuldrer EHTs sehr effektiv weit
unter 60 bpm reduziert werden. Die gleiche Intervention ist unwirksam bei aEHT. Stimulation von
Muskarinrezeptoren verlangsamt die Schlagfrequenz von aEHT, hat aber drastische Effekte auf die

APD und eignete sich daher nicht bei der Untersuchung der APD. Aus diesem Grund bleibt es
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unklar, ob PITX2/-aEHT eine verkiirzte APD bei langsameren Frequenzen aufweist. Zukiinftige
Versuche konnten den Effekt einer Temperaturabsenkung auf die spontane Schlagfrequenz und

APDy der aEHTs iiberpriifen.

4.5 Verlangsamte friihe Repolarisation in PITX27/ dhnelt elektrischem ,,Remodeling* bei
persistierendem VHF

Zu den wichtigen Charakteristika des elektrischen ,,Remodeling* bei persistierendem VHF gehort
nicht nur die Verkiirzung der APDyy, sondern auch die Verldngerung der APDy. Die verldngerte
APDy resultiert aus einer abgeschwéchten initialen Repolarisation und fiihrt {iber eine monotone
Repolarisation zu einer triangulierten Form des AP (Abbildung 4.4). Die PITX2/-aEHTs zeigten
ebenfalls eine verlédngerte APDy und eine triangulierte AP-Form. Grund fiir die abgeschwichte
initiale Repolarisation bei VHF ist eine verringerte Aktivitit von I, und Ik.. Die Verlédngerung der
APDy bei VHF ist im Gegensatz zur Verkiirzung der APDgy auch bei hohen
Stimulationsfrequenzen erhalten (Ford et al., 2016). Die triangulierte AP-Form, die verléngerte
APDy und verkiirzte APDyy sind charakteristisch fiir Gewebe von VHF-Patienten, bei denen es
dauerhaft im Vorhof zu schnellen elektrischen Erregungen kommt. Dabei ist unklar, ob die
elektrophysiologischen Verdnderungen Ursache und/oder Folge von VHF sind (Schulz et al.,
2023).
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Abbildung 4.4: AP-Form in Sinusrhythmus und Vorhofflimmern.

AP-Originale gemessen in humanen Gewebeproben von Patienten mit Sinusrhythmus (SR; A) und
Vorhofflimmern (,,atrial fibrillation“, AF; B). Abbildung entnommen aus Ravens et al. (2015).

Die kontrovers diskutierte Assoziation zwischen verringerten PITX2-Konzentrationen und dem
Auftreten von VHF ldsst vermuten, dass verringerte PITX2-Konzentrationen zur Entstehung von
VHF beitragen konnten. In dieser Arbeit sahen wir, dhnlich wie bei VHF, eine Verldngerung der
APDy in PITX2/-aEHT. Zudem war das AP der PITX2/-aEHTs im Vergleich zur isogenen
Kontrolle deutlich trianguliert. Somit zeigten PITX2/-aEHTs zwei wichtige Merkmale des

elektrischen ,,Remodeling“ bei VHF, ohne dass es zu schnellen elektrischen Erregungen
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gekommen wiére. Daraus resultiert die Annahme, dass verringerte PITX2-Konzentrationen im
menschlichen Vorhof zu VHF-éhnlichen elektrophysiologischen Veranderungen fiihren kénnten

und damit die Entstehung von VHF begiinstigen konnten.

Erblich bedingtes VHF ist sehr selten. Zu den moglichen genetischen Ursachen fiir VHF gehoren
u.a. KCNAS5-Mutationen, welche zu einer verringerten Aktivitdt des Ik, fithren (Olson et al., 2006;
Christophersen et al., 2013). Somit erhoht die verringerte Aktivitit des Ik, das Risiko fiir das
Auftreten von VHF. Die Quantifizierung des Iku.-Stroms in isogener Kontrolle und PITX2/" mittels
Patch-Clamp war kein Teil dieser Arbeit, sondern ist Gegenstand aktueller Untersuchungen im
IEPT. Deshalb kdnnen wir nur annehmen, dass die verldngerte APDy in PITX27/-aEHT auf eine
Verringerung des Iku zuriickzufilhren ist. Die Assoziation zwischen verringerten PITX2-
Konzentrationen und VHF tritt jedoch um ein Vielfaches héufiger auf als Mutationen im KCNA5-
Gen. Daher ist es schwer, das Risiko beider Faktoren miteinander zu vergleichen. Die verringerte
initiale Repolarisation konnte jedoch das Risiko fiir das Auftreten von VHF bei Patienten mit

verringerten PITX2-Konzentrationen wesentlich erhdhen (Schulz et al, 2023).

4.6 Mogliche Erkliarungen fiir das stirker negative MDP in PITX27/

AP-Messungen in PITX2-Knockout-Méusen zeigen ein weniger negatives RMP. Diese
Verschiebung des RMP zu positiveren Werten lésst eine groere Wirkung von Natriumkanal-
Blockern bei verringerten PITX2-Konzentrationen erwarten (Holmes et al., 2021; Syeda et al.,
2016). Gegenteilig verhdlt es sich bei Vorhofgewebe von VHF-Patienten. Hier zeigt sich ein
starker negatives RMP (Ravens et al., 2015). Als Ursache hierfiir kommt die bei persistierendem
VHF erhohte Aktivitit des Ik: in Betracht (Dobrev et al., 2001). In PITX2/-aEHT war das MDP
deutlich stdrker negativ als in Kontroll-aEHT (ca. 9 mV). Eine erhohte Aktivitit von Ik; als
Ursache fiir das stirker negative MDP in PITX27/ konnte in dieser Arbeit allerdings nicht gezeigt
werden. Die RNA-Sequenzierung zeigte keine ausreichend verdnderte Expression von
Untereinheiten des Iki, die eine drastische Zunahme der Ik;-Aktivitdt erkldren konnte. Zudem

zeigte sich auch kein quantitativer Unterschied in der Stérke des Ik, in Patch-Clamp-Messungen.

Computersimulationen, die von Dr. Koivuméki (Tampere University, Tampere, Finnland)
durchgefiihrt wurden, zeigen, dass der Ik;-Strom auf das Vierfache ansteigen miisste, um einen
Unterschied im MDP von ca. 8§ mV allein auf den Ix; zuriickfithren zu konnen (Abbildung 4.5).
Eine solch drastische Zunahme sollte in Patch-Clamp-Untersuchungen auffallen. Aulerdem sollte
eine solche Zunahme des Ix; auch eine sehr deutliche Verkiirzung der APD nach sich ziehen.
Daher wiirden wir andere urséchliche Mechanismen fiir das negativere MDP vermuten (Schulz et
al, 2023). Eine Mdglichkeit konnte die Expression eines Herz-unspezifischen lonenkanals sein.
PITX2 ist ein Transkriptionsfaktor, der entscheidend zur regelrechten kardialen Entwicklung

beitrdgt. Insofern wire eine verringerte Effizienz der atrialen Differenzierung aufgrund der
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vollstdndigen PITX2-Defizienz in PITX27/-hiPSC durchaus denkbar. Somit kdnnten auch Herz-
unspezifische Ionenkanéle in hiPSC-aCM exprimiert werden und zur Entstehung von kardial-
untypischen Stromen beitragen. Gegen diese Vermutung spricht zum einen eine fehlende
Expression derartiger Strome in der RNA-Sequenzierung. Zum anderen zeigten die PITX2/-
aEHTs in der qPCR eine sehr hohe Expression atrialer Markerproteine. Insofern konnten neben der
beeintrichtigten Differenzierung auch grundlegende biophysikalische Unterschiede in PITX27/-
aEHT als mogliche Erklirung in Frage kommen. Denkbar wire eine Verdnderung der
Ionenselektivitét einzelner kardialer Kanéle, sodass es aufgrund der verdnderten Leitfiahigkeit auch

zur Veridnderung des MDP kommen konnte.
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Abbildung 4.5: Simulierter Effekt eines verstirkten Iki;-Stroms und Ik ach-Aktivierung auf
das MDP.

Computersimulation eines 4-fach erhohten Iki-Stroms zeigt ein stirker negatives maximales
diastolisches Potenzial (MDP) von -8,6 mV (A). Bei bereits 4-fach erhohtem Ix; bewirkt die
Aktivierung des durch Acetylcholin aktivierbaren Kaliumstroms (Ix.acn) nur eine geringfiigige
Hyperpolarisation des MDP um -0,2 mV (B, rote Linien), wohingegen unter Kontrollbedingungen
die Aktivierung von Ik acn eine Hyperpolarisation des MDP um -4,3 mV bewirkt (B, schwarze
Linien). Abbildung entnommen aus Schulz et al. (2023).
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4.7 Limitationen

In dieser Arbeit wurden hiPSC genutzt, um daraus hiPSC-aCM zu differenzieren. Wéhrend des
Differenzierungsvorgangs kann es durch &uflere Einfliisse dazu kommen, dass vereinzelt Zellen
von der kardialen Differenzierung abweichen oder ganze Differenzierungsldufe keinen
ausreichenden kardialen Differenzierungsgrad erreichen. Durch die wiederholte Auswertung
mehrerer Differenzierungsldufe von PITX2/ und isogener Kontrolle wurde versucht, dieses

Problem zu minimieren.

Atriale EHTs wurden nach einem festgelegten und standardisierten Protokoll hergestellt. Dabei
wurde darauf geachtet, dass alle dafiir bendtigten Substanzen frisch zubereitet waren. Um den
Einfluss der aEHT-Herstellung auf die kontraktilen Eigenschaften und elektrophysiologischen
Parameter moglichst gering zu halten, wurden fiir jedes aEHT-,,Batch* immer isogene Kontrolle

und PITX2/" am selben Tag hergestellt.

Die AP-Messung mit der scharfen Mikroelektrode ist eine Methode, die sehr anfillig fiir
Storfaktoren ist. Die Herstellung der Glaspipetten erfolgte stets an demselben Gerét, sodass
Unterschiede der Herstellung weitgehend ausgeschlossen werden konnten. Das fiir die Herstellung
benoétigte Filament des ,,Elektroden-Pullers” wurde nach einem festgelegten Protokoll alle 6
Wochen ausgetauscht und die Programmeinstellungen des ,,Elektroden-Pullers® anschlieBend
kontrolliert. Alle AP-Messungen wurden mit Tyrode’s-Losung durchgefiihrt, die am Tag des
Experiments frisch angesetzt wurde. Um den Einfluss von Substanzresten in der Messkammer auf
die AP-Messungen zu verringern, wurde vor und nach jedem Experiment die Kammer fiir 30
Minuten ausgespiilt. AP-Parameter sind sehr anfillig fiir duBere Storfaktoren, wie z.B. Temperatur
oder pH-Wert. Aus diesem Grund wurde das Wérmebad bereits vor Beginn der AP-Messungen auf
die bendtigte Betriebstemperatur vorgewédrmt. Bei der Auswertung der AP-Parameter wurden bei
jedem Versuch mindestens 30 AP in die Auswertung miteinbezogen, um den Einfluss einzelner AP

auf die Gesamtauswertung zu verringern.

Die AP-Messungen in aEHTs von isogener Kontrolle und PITX27/" erfolgten erst nach 30 Tagen
EHT-Kultur und Video-optischer Kontraktilitits-Analyse, damit die aEHTs einen ausreichenden
Reifungsgrad fiir die elektrophysiologischen Untersuchungen aufwiesen. Alle gemessenen aEHTs
hatten ein Alter zwischen 30-38 Tagen. Ein weiterer Aspekt ist die hohe Figenfrequenz der aEHTs.
Bisherige Versuche zur Verringerung der Frequenz schlugen fehl. Somit war die Untersuchung der
APD nur begrenzt moglich und es bleibt unklar, ob eine vollstindige PITX2-Defizienz
Auswirkungen auf die APD in aEHT hat.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen der vollstindigen PITX2-Defizienz in aEHT zu
untersuchen. Bei der fraglichen Assoziation zwischen VHF und verringerten PITX2 spielen jedoch
verringerte PITX2-Konzentrationen eine Rolle, sodass eine Restaktivitit von PITX2 bestehen

bleibt. Insofern sind die Ergebnisse dieser Arbeit nur begrenzt auf das Szenario bei VHF
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iibertragbar. Ein Defekt des PITX2-Proteins in Patienten hat deutlich drastischere Auswirkungen
(komplexe Herzfehler, Skelettanomalien, etc.) als die Entstehung von VHF, sodass die klinische

Aussagekraft dieser Arbeit sehr begrenzt ist.

In den GWAS zeigte sich eine starke Assoziation zwischen SNPs in der Nihe des PITX2-Gens und
VHF. Die Frage, inwiefern die SNPs zur Entstehung von VHF beitragen und welche Mechanismen
der Entstehung zugrunde liegen, bleibt weiterhin ungeklirt. Die Beantwortung dieser Frage war
nicht das Ziel dieser Arbeit. Stattdessen konnte gezeigt werden, dass fehlende PITX2-
Konzentrationen elektrophysiologische Verdnderungen bewirken konnen, die dhnlich zu den

Verdnderungen bei persistierendem VHF sind und die zur Entstehung von VHF beitragen konnten.

5. Ausblick

Das elektrische ,,Remodeling™ bei Patienten mit VHF wird oft auf die schnelle elektrische
Aktivierung des Vorhofmyokards zuriickgefiihrt. Dabei ist unklar, ob diese elektrophysiologischen
Verdnderungen die Ursache und/oder Folge von VHF sind. In dieser Arbeit werden wichtige
elektrophysiologische Merkmale von persistiecrendem VHF in Abwesenheit von schneller
elektrischer ~ Aktivierung prdsentiert. Dabei scheint ein vollstindiges Fehlen des
Transkriptionsfaktors PITX2 in aEHT ein &hnliches elektrisches ,,Remodeling” wie bei VHF zu
verursachen. Die Ergebnisse dieser Arbeit untermauern die These, dass verringerte PITX2-
Konzentrationen zum elektrischen ,,Remodeling® bei VHF beitragen und sogar das Auftreten von
VHF begiinstigen konnten. Es bleibt unklar, inwiefern ein vollstdndiges Fehlen von PITX2 klinisch
relevant ist, denn bei VHF-Patienten bleibt eine bestimmte Restaktivitdt von PITX2 bestehen. Die
Untersuchung der Genvarianten in der Ndhe des PITX2-Gens wére ein wichtiger néchster Schritt.
Dabei gilt es herauszufinden, inwiefern diese SNPs moglicherweise Einfluss auf Gene in direkter
Nachbarschaft von PITX2 nehmen konnten. Dazu zéhlen u.a. die beiden Gene ENPEP und
PANCR, die zusammen mit PITX2 ein komplexes regulatorisches Netzwerk bilden konnten und bei
einem moglichen Ungleichgewicht zur Entstehung von VHF beitragen konnten. Stérungen dieses
Netzwerkes konnten u.a. in hiPSC-aCM-basierten Knockout-Modellen oder in der PITX2/-

Zelllinie dieser Arbeit modelliert werden.

Ein weiterer Ansatz konnte dabei die Herstellung einer spezifischen hiPSC-Linie sein, die von
einem Patienten/Probanden ohne VHF stammt, dessen Genom genau die SNPs in der Ndhe des
PITX2-Gens aufweist. Mittels CRISPR/Cas9 konnte eine dazugehorige isogene hiPS-
Kontrollzellinie hergestellt werden. Elektrophysiologische Untersuchungen dieser hiPSC-Linien im

aEHT-Format sollten zeigen konnen, ob die Genvarianten zur Entstehung von VHF beitragen.
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6. Zusammenfassung der Dissertation
6.1 Deutsche Zusammenfassung

Hintergrund: Vorhofflimmern (VHF) ist die hdufigste kardiale Arrhythmie des Menschen.
Aufgrund der hohen kardiovaskuldren Morbiditdit und Mortalitéit von Patienten mit VHF ist
besonders die Entstehung von VHF Gegenstand aktueller Forschung. Neben urséchlichen
kardiovaskuldren Erkrankungen spielen auch genetische Faktoren bei der Entstehung von VHF
eine entscheidende Rolle. In den ,,Genome-wide association studies” zeigt sich eine starke
Assoziation zwischen Genvarianten in der Ndhe des PITX2-Gens (,,Paired-like homeodomain
transcription factor 2°) und VHF. Verringerte PITX2-Konzentrationen im linken Vorhof werden
als Ursache fiir diese Assoziation angenommen. Bis heute bleibt es jedoch unklar, wie verringerte
PITX2-Konzentrationen zur Entstehung von VHF beitragen konnen. In dieser Arbeit sollen die
Auswirkungen einer vollstdndigen PITX2-Deletion in humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen (hiPSC), in aus hiPSC differenzierten atrialen Kardiomyozyten (hiPSC-aCM) und

atrialem ,,Engineered Heart Tissue* (aEHT) untersucht werden.

Methoden: Der Protein-kodierende Anteil des PITX2-Gens wurde mittels CRISPR/Cas9 aus einer
gesunden Kontrollzelllinie entfernt, sodass eine PITX2-defiziente hiPSC-Linie (PITX27/") entstand.
Die Kontrollzelllinie (isogene Kontrolle) und die PITX2/-hiPSC wurden durch ein Retinolséure
(RA)-enthaltendes Differenzierungsprotokoll zu hiPSC-aCM differenziert und in aEHT kultiviert.
Es erfolgte die Messung von Kraft, Kontraktilitdt und Aktionspotenzialen (AP) in aEHT und Patch-
Clamp in einzelnen hiPSC-aCM. Die Expressionsanalyse wurde mittels quantitativer PCR (qPCR)
und RNA-Sequenzierung durchgefiihrt.

Ergebnisse: PITX2/-aEHTs zeigten eine geringere Kontraktionskraft und eine verringerte
Expression (CACNA1C) und Stromdichte des L-Typ-Calciumstroms (LTCC, Ica). Dariiber hinaus
zeigten PITX2/-aEHTs eine schwiéchere friihe Repolarisation und ein stdrker negatives maximales
diastolisches Potenzial (MDP). Die isogenen Kontroll-aEHTs zeigten eine starke initiale
Repolarisation gefolgt von einer stark ausgepriagten Plateauphase. Dariiber hinaus zeigten sie eine
dhnliche Antwort auf den Block des Vorhof-spezifischen Kanals Ik, (mit 4-Aminopyridin) und

dhnliche muskarinerge Effekte (mit Carbachol) wie intaktes humanes Vorhofgewebe.

Schlussfolgerung: Isogene Kontroll-aEHTs zeigen wichtige elektrophysiologische Charakteristika
des menschlichen Vorhofs und stellen eine Verbesserung bei der Entwicklung von
elektrophysiologischen Vorhofmodellen dar. Atriale EHTs mit vollstdndiger PITX2-Defizienz
zeigen elektrophysiologische Verdnderungen, die sehr dhnlich sind zum elektrischen ,,Remodeling*
bei  persistierendem  VHF. Somit  kdnnten  verringerte ~ PITX2-Konzentrationen
elektrophysiologische Verdnderungen verursachen, die dhnlich sind zu denen bei persistierendem

VHF, jedoch in Abwesenheit von schneller elektrischer Aktivierung.
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6.1 Englische Zusammenfassung

Background: Atrial fibrillation (AF) is the most common cardiac arrhythmia. AF patients often
suffer from high cardiovascular morbidity and mortality and therefore the origin for the occurrence
of AF is a big field of cardiovascular research. Besides cardiac diseases, there are genetic causes
predisposing to AF. The Genome-wide association studies (GWAS) show a strong association of
gene variants next to the gene of the transcription factor PITX2 (paired-like homeodomain
transcription factor 2) and AF. Moreover, a significant number of AF-patients show low PITX2-
levels in the left atria. However, the question of the connection between low PITX2-levels and AF
remains unclear. This study investigates the electrophysiological impacts of complete PITX2
ablation in human induced pluripotent stem cells (hiPSC), hiPSC-derived atrial cardiomyocytes

(hiPSC-aCM) and atrial engineered heart tissue (aEHT).

Methods: For this reason, the PITX2 gene was deleted by CRISPR/Cas9 treatment in a healthy
control cell line (isogenic control) to generate a homozygous PITX2-deficient hiPSC line
(PITX27/7). The isogenic control and PITX2/" hiPSC were differentiated into hiPSC-aCM by
treatment with retinoic acid (RA) and were cultured in aEHT. Force and contractility parameters
were monitored, action potential (AP) recordings and ion current measurements were performed in

aEHT. Expression analysis was performed by RNA sequencing

Results: PITX2/-aEHT showed lower force which was associated with lower expression of L-type
calcium channel (LTCC, subunit CACNAIC) and lower Ic,r density. Early repolarisation was
weaker and maximum diastolic potential (MDP) was more negative in PITX2/". The isogenic
control aEHTs showed atrial-like AP shape consisting of strong early repolarisation followed by a
plateau below 0 mV. Additionally, isogenic control aEHT showed similar response to the block of
Ikur (by 4-aminopyridine) and similar muscarinic effects (by carbachol) as seen in human atrial

tissue.

Conclusions: In summary, isogenic control aEHT represents important electrophysiological
characteristics of the human atrium. Atrial EHT with complete PITX2 deletion shows similar
characteristics to the electrical remodeling in AF but in the absence of fast beating. This study
gives evidence for an association of low (complete missing) PITX2 levels and electrophysiological

characteristics similar to AF remodeling which may enhance the risk for the occurrence AF.
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8. Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

ACh Acetylcholin

AF ,,Atrial fibrillation”, Vorhofflimmern

aEHT atriales ,,Engineered Heart Tissue”

AP Aktionspotenzial

APA Aktionspotenzialamplitude

APD Aktionspotenzialdauer

bFGF ,,Basic Fibroblast Growth Factor”

BMP-4 ,Bone-morphogenetic Protein 4”

cDNA komplementire DNA

Ct ,»Threshold Cycle”

cTnT kardiales Troponin T

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dV/dtmax maximale Aufstrichgeschwindigkeit

EB ,Embryoid Body”

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

EHT »Engineered Heart Tissue”

FACS Durchflusszytometrie

FCS Fetales Kélberserum

FTDA bFGF, TGF-B1, Dorsomorphin und Activin a
basiertes Stammzellkultur-Medium

Gusb B-Glucuronidase

GRS ,,aenomic Risk Score”

GWAS »Gaenome-wide Association Study”

h Stunde

hiPSC Humane induzierte pluripotente Stammzellen

hiPSC-CM aus hiPSC differenzierte Kardiomyozyten

hiPSC-aCM atrial-differenzierte hiPSC-CM

hERG human Ether-a-go-go Related Gene

Hz Hertz
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IEPT Institut fiir Experimentelle Pharmakologie und
Toxikologie

Ica Calcium-Strom

Ik Kalium-Strom

Ik ach durch Acetylcholin aktivierbarer Kaliumkanal

Ikur sehr schnell aktivierender, einwértsgerichteter
Kaliumstrom

iPSC induzierte pluripotente Stammzellen

LA Linker Vorhof

LV Linker Ventrikel

LTCC L-Typ Calciumkanal

MDP Maximales diastolisches Potenzial

min Minute

ml Milliliter

MLC2A regulatorische Myosinleichkette, atriale Isoform

MLC2V regulatorische Myosinleichkette, ventrikulére
Isoform

mm Millimeter

mN Millinewton

mRNA »Messenger’-RNA

NaOH Natriumhydroxid

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PITX2 »Paired-like Homeodomain Transcription Factor 2”

PTFE Polytetrafluorethylen

PV Pulmonalvenen

RT-qPCR/ gPCR

Quantitative “real time” PCR

RA Retinolsédure

RMP Ruhemembranpotenzial

RNA Ribonukleinséure

RT Raumtemperatur

SEM Standardfehler

SNP Einzelnukleotid-Polymorphismus
SR Sinusrhythmus

TBS ,» L ris-buffered saline” (Salzpuffer)
TGF-B1 ,» I ransforming Growth Factor 31
Tm Schmelzpunkt
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Unit

UKE Universitétsklinikum Hamburg-Eppendorf
v Volt

Vplateau Plateauspannung

WB Western Blot

°C Grad Celsius

pl Mikroliter

ug Mikrogramm

% vol Volumenprozent

8.2 Materialien, Substanzen und Losungen

Tabelle S1: Verwendete Substanzen und Hersteller

Alphabetisch geordnete Substanzliste mit Hersteller-Angabe und Produktnummer.

Substanz

Hersteller, Produktnummer

4-Aminopyridin

Sigma-Aldrich, 275875

Accutase Zelldissoziationsreagenz

Sigma-Aldrich, A6964

Activin A

R&D Systems, 338-AC

Agarose

Invitrogen, 15510-027

all-trans Retinolsdure-D5

Cayman Chemical

Aprotinin Sigma-Aldrich, A1153
bFGF PeproTech, 100-18B

B27 + Insulin Gibco, 17504-044

BMP4 R&D Systems, 314-BP
BTS TCI, B3082-25G
Carbachol Sigma Aldrich, Y0000113
Collagnesae II Worthington, LS004176

cOmplete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor

Roche, 11836153001

DMEM

Biochrom, F0415

DMSO Sigma-Aldrich, D4540
DNAse Sigma-Aldrich, D8764
Dorsomorphin Tocris, 3093

DPBS Gibco, 14040-133
EDTA Roth, 8043.2

Ethanol (unverdiinnt)

Chemsolute, 2246.1000
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Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, E1510

Fetales Kélberserum

Biochrom, S0615

Fibrinogen

Sigma-Aldrich, F8630

Geltrex

Gibco, A1413302

GeneRuler 100 bp DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific, SM(0243

HBSS (ohne Ca?*, Mg*")

Gibco, 14175-053

HEPES

Roth, 9105.4

Humanes Serumalbumin

Biological Industries, 05-720-1B

Humanes rekombinantes Insulin

Sigma-Aldrich, 19278

Ivabradin Sigma-Aldrich, SML0281
Kaliumchlorid (KCI) Merck, 1.04936

L-Glutamin Gibco, 25030-081

Lipid-Mix Sigma-Aldrich, L5146

Matrigel Corning, 354234

Maxima SYBR Green/ROX Thermo Scientific, K0243
Milchpulver Roth, T145.2

mTeSR Plus STEMCELL Technologies, 100-0276
Natriumazid Sigma-Aldrich, 71290
Natriumchlorid (NaCl) JT Baker, 7647-14-5

Penicillin/Streptomycin

Gibco, 15140

Phosphoascorbat

Sigma-Aldrich, 49752

Proteinase K

Thermo Scientific, 17916

Retinolsdure (RA) Sigma-Aldrich, R2625

RPMI 1640 Gibco, 21875

Saponin Sigma-Aldrich, 47036

Selen Sigma, S5261

TGF-B1 Peprotech, 100-21

Thrombin Sigma-Aldrich, T7513; Biopur, BP11-10-1104
Transferrin Sigma-Aldrich, T8158

Tryptanblau Biochrom, L 6323

XAV-939 Tocris, 3748

Y-27632 Biaftin, PKI-Y27632-010
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Tabelle S2: Zellkultur-Materialien

Alphabetisch geordnete Verbrauchsmaterialien fiir die hiSPC- und aEHT-Kultur inklusive

Hersteller-Angabe und Produktnummer.

Produkt

Hersteller, Produktnummer

Aspirationspipette 2 ml

Sarstedt, 86.1252.011

FACS-Rohrchen

Sarstedt, 55.1579

Neubauer-Zihlkammer

Karl-Hecht KG

Nuclefektions-Kiivette

Lonza, AXP-1003

Pipettenspitzen (mit/ ohne Filter) Sarstedt
Reaktions-Rohrchen (,,Falcon®) 15/ 50 ml Sarstedt
Reaktions-Rohrchen ,,Safe Lock™ 0,2-2 ml Eppendorf

»Red-Cap* Zellkultur-R6hrchen

Sarstedt, 62.554.100

»Silikon-Post Racks* (EHT)

Spezialanfertigung

Serologische Pipetten 1/ 2/ 5/ 10/ 25/ 50 ml

Sarstedt

Spinner-Flaschen 500/ 1000 ml

Integra Biosciences, 182101/ 182051

Teflon Spacer (EHT-Herstellung)

EHT Technologies, C0002

Zellkultur-Flasche T75

Sarstedt, 83.3911.002

Zellkultur-Flasche T175 (Suspensionskultur)

Sarstedt, 83.3912.500

Zellkultur-Platte 6/ 12/ 24/ 48 ,,Well*

ThermoFisher Scientific

500 ml Vakuum-Filter (,,Filtermax‘)

TPP, 99500

Tabelle S3: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen

Alphabetische Anordnung der verwendeten Puffer und Losungen inklusive Hersteller-Angabe und

Produktnummer.

Puffer und Losungen

Hersteller, Produktnummer

Aprotinin

33 mg/ml Aprotinin

(gelost in sterilem Wasser)

Block-Losung

TBS 0,05 mol/l
1% BSA

1% FCS

0,5% Triton X-100

»Blotting*“-Puffer (5x)

125 mmol/l Trizma base
950 mmol/l Glycin

destilliertes Wasser
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»Blotting*“~-Puffer (1x)

20% vol 5x ,,Blotting““-Puffer
20% vol Methanol
60% vol destilliertes Wasser

BTS-Losung

BTS (in DMSO gelost)

Dissoziations-Puffer

HBSS (ohne Ca?**, Mg*")
200 U/ml Kollagenase 11

1 mmol/l HEPES (pH 7,4)
30 umol/l BTS

10 umol/1 Y-27632

DNase-Ldsung

100 mg DNase II (gelost in 50 ml

PBS)
EDTA 0,5 mmol/l EDTA in PBS
PBS
5% FCS
FACS-Pufter
0,5% vol Saponin

0,05% vol Natriumazid

Fibrinogen

200 g/1 Fibrinogen (gelost in 0,9%
NaCl-Losung)

33 g/l Aprotinin (Endkonzenration
100 pg/ml)

HEPES Stammlosung

1 mol/l HEPES in PBS (pH 7,4)

Tris-Glycin-Puffer (1x)

0,2 g SDS

1 mg Bromphenolblau

1 g Glycerin

0,2 ml Tris (0,5 mol/l, pH 6,8)
0,155 g DTT (Dithiothreitol)

destilliertes Wasser

Polyvinylalkohol (50x)

20 g Polyvinylalkohol (geldst in 100
ml destilliertes Wasser)

Thrombin

100 U/ml Thrombin (geldst in 60%
vol PBS und 40% sterilem Wasser)

Transferrin-Selen

100 mg Transferrin (geldst in 2 ml

Natriumselenit, 382 pumol/l)

Tris 0,5 mol/I (pH 6,8)

60,6 g ,, Trizma Base*
1 1 destilliertes Wasser

Tris 1,5 mol/I (pH 8,8)

181,8 g ,, Trizma Base*
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1 1 destilliertes Wasser

Tyrode’s -Losung

120 mmol/l NaCl

5,4 mmol/l KCL

1 mmol/l MgCl, x 6H.O
22,6 mmol/l NaHCO;

5 mmol/l Glucose
0,1-10 mmol/1 CaCl,
0,4 mmol/l NaH,PO4
0,05 mmol/l Na;EDTA
destilliertes Wasser

8.3 Kultur- und Differenzierungsmedien

Tabelle S4: Stammzell-Kulturmedium (FTDA)

Zusammensetzung des FTDA-Mediums fiir die Kultur der Stammzellen (hiPSC). Das Medium

wurde wochentlich in der bendtigten Menge frisch angesetzt. Der Mediumwechsel erfolgte 1-2 mal
taglich in Abhédngigkeit von der Zelldichte.

Bestandteil Menge/ Zielkonzentration
DMEM/F-12 (ohne Glutamin) 500 ml
L-Glutamin 2 mmol/l
Lipid Mix 1:1000
Transferrin 5 mg/l
Selen ng/l
Humanes Serumalbumin (HSA) 0,1% vol
Humanes rekombinantes Insulin 5 pg/ml
Activin A 2,5 ng/ml
bFGF 30 ng/ml
Dorsomorphin 50 nmol/l
TGF-B1 0,5 ng/ml
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Tabelle S5: Stage 0-Medium

Die Herstellung des Stage 0-Mediums erfolgte an Tag 0 der Differenzierung auf Basis des

Stammzell-Kulturmediums FTDA.

Bestandteil Menge/ Zielkonzentration
FTDA

Polyvinylalkohol 4 mg/ml

Y-27632 10 pmol/l

Tabelle S6: Stage 1-Medium

Zusammensetzung des Stage 1-Mediums fiir die mesodermale Induktion der humanen induzierten

pluripotenten Stammzellen (hiPSC).

Bestandteil Menge/ Zielkonzentration
RPMI 1640

Polyvinylalkohol 4 mg/ml
HEPES 10 pmol/l
HSA 0,05% vol
Phosphoascorbat 250 pmol/1
L-Transferrin 5 mg/l
Selen 5 ng/l
Lipid-Mix 1:1000
Y-27632 10 pmol/l
Activin A 3 ng/ml
BMP-4 10 ng/ml
bFGF 5 ng/ml
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Tabelle S7: FDM-Medium

Zusammensetzung des FDM-Mediums (I. Kardiales Differenzierungsmedium).

Bestandteil Menge/ Zielkonzentration
RPMI 1640

HEPES 10 mmol/1 (pH 7,4)
HSA 0,05% vol
Phosphoascorbat 250 pmol/1
L-Transferrin 5 mg/l

Selen 5 ng/l

Lipid-Mix 1:1000

Y-27632 10 pmol/l
XAV-939 1 pmol/l
Penicillin/Streptomycin 0,5% vol
Retinolsédure 1 pmol/l

Tabelle S8: Stage 2-Medium

Zusammensetzung des Stage 2-Mediums (II. Kardiales Differenzierungsmedium).

Bestandteil Menge/ Zielkonzentration
RPMI 1640

HEPES 10 mmol/1 (pH 7,4)

B27 mit Insulin 2% vol

Y-27632 10 pmol/l

XAV-939 1 pmol/l
Penicillin/Streptomycin 0,5% vol

1-Thioglycerol 500 pmol/1
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Tabelle S9: RDM-Medium

Zusammensetzung des RDM-Mediums (III. Kardiales Differenzierungsmedium).

Bestandteil Menge/ Zielkonzentration
RPMI 1640

HEPES 10 mmol/1 (pH 7,4)

B27 mit Insulin 2% vol

Y-27632 10 pmol/l
Penicillin/Streptomycin 0,5% vol

1-Thioglycerol 500 pmol/1

Tabelle S10: EHT-Kulturmedium

Die Herstellung des EHT-Kulturmediums erfolgte jeweils am Tag des Mediumwechsels. Die

aEHTs wurden Montags, Mittwochs und Freitags gefiittert.

Bestandteil Menge/ Zielkonzentration
DMEM

Penicillin/Streptomycin 1% vol

Pferdeserum 10% vol

Aprotinin 33 pg/ml

Humanes rekombinantes Insulin 10 pg/ml

Tabelle S11: Medium fiir die aEHT-Herstellung
Zusammensetzung des Mediums flir die EHT-Herstellung. Das Medium wurde am Tag der aEHT-

Herstellung frisch angesetzt.

Bestandteil Menge/ Zielkonzentration
DMEM

Penicillin/Streptomycin 1% vol

Hitze-inaktiviertes fetales Kélberserum | 10% vol

L-Glutamin 2 mmol/l
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8.4 Elektrophysiologische Gerite

Tabelle S12: Elektrophysiologische Gerite und deren Hersteller

Alphabetisch geordnete Geréte (inkl. Hersteller), die fiir die AP-Messungen verwendet

worden sind.

Produkt

Hersteller

Analog-Digital-Wandler

ADInstruments Model ML 826 Powerlab
2/26, Dunedin, Neuseeland

Faraday-Kifig

Selbst gebaut

Feintrieb (Mikromanipulator)

MMO-203, Narishige Group, Tokyo, Japan

Glaselektrode/ scharfe Mikroelektrode

HILG1103227, Hilgenberg, Malsfeld,
Deutschland

Grobtrieb (Makromanipulator)

MMO-3, Narishige Group, Tokyo, Japan

Lohmann Research Equipment LTR-2

Heizung P.I.D. Temperature Controller, Dortmund,

Deutschland

Olympus SZ61 SZSTB1 Zoom Stereo
Mikroskop )

Microscope, Tokyo, Japan

Ismatec Rolling Pump, Wertheim,
Rollenpumpe

Deutschland

Silikon-Messkammer

Lohmann Research, Dortmund,

Deutschland

Stimulator 1

SD9 Stimulator Grass Product Group, West
Warwick, USA

Stimulator 2

UHS20 Biotronik, Berlin, Deutschland

Universal Puller

Zeitz DMZ-Universal Puller, Miinchen,
Deutschland

Verstarker

BA 1S/BA-01X, npi electronic, Tamm,
Deutschland

Vorverstarker

npi electronic, Tamm, Deutschland
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8.5 Kits

Tabelle S13: Ubersicht der verwendeten Kits

Die verwendeten Kits, deren Hersteller und Produktnummer. Die Anwendungen der Kits erfolgte
nach dem angegebenen Hersteller-Protokoll.

Kit Hersteller, Produktnummer
AmpliTaq Gold 360 DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific, 4398813
CytoTune Reprogramming Kit Life Technologies, A16517
DNeasy Blood and Tissue Kit QUIAGEN, 69506

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit | Applies Biosystems, 4368813

nCounter DNA CodeSet, HuV1 Karyotype CSO | NanoString Technologies,

RNeasy Plus Mini Kit QUIAGEN, 74134

8.6 CRISPR/Cas9-Experimente

Tabelle S14: Sequenzen der sgRNA1 und sgRNA2

Die Sequenzen der sgRNA1 und sgRNA2 wurden mit Hilfe des CRISPOR-Programms geplant.
Die Herstellung der CRISPR/Cas9-Enzyme erfolgte durch IDT (Integrated DNA Technologies,
Coralville, lowa, USA). Tabelle verdandert nach Schulz et al. (2023).

sgRNA Sequenz
sgRNAI GTTTACCGAGCTCCAACTAA
sgRNA2 TTGTACGAAATGTTATACAC

Tabelle S15: Primer-Sequenzen fiir die Genotypisierung

Primer-Sequenzen fiir die Genotypisierungs-PCR mit externen Primern. Das dazugehorige PCR-
Produkt wurde im Anschluss an die PCR mittels Sanger-Sequenzierung (Eurofins Genomics
Germany) analysiert. Tabelle verdndert nach Schulz et al. (2023).

Primer Sequenz
Forward TCTAACCTCTCAACCCCTGAGTTC
Reverse AATGGCCGGGTTAGTATCTCTAGG
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Tabelle S16: Off-Target-Analyse der sgRNA1

Off-Target-Score und die zugehorige Off-Target-Sequenz sind nach absteigender
Wahrscheinlichkeit gezeigt. Fiir jedes Off-Target sind die Sequenzen der verwendeten Primer-
Paare und die GrofBe des amplifizierten PCR-Produkts angegeben. Tabelle verdndert nach Schulz et
al. (2023).

Off- PCR
Primer Forward/

Target- | OT-Sequenz Produkt-
Primer Reverse

Score grofie
CTGCTGCCCGCTTAACTTTC

1 AATTACAGATCTCCAACTAA 817
CGCTGCACTCATTTCCTTGG
CTAGCAGGTGGGCAGATGAG

2 TTTGACTGAGCCCCAACTAA 987
GGTTCCCCAGTGAGAGTGTG
GGTTGTAGCCCTGCCAATTTT

3 TTCTACCCAGCTCCAACTTA 778
TAAGCCATAGGACCAGATAACACC
CCCAGCCAGGGTACAACATT

4 GCTTGCCCAGCTTCAACTAA 894
CCTCTCCAGTAGCTGGGTCT
TAGCTGGGTCTCCATGTTGG

5 GTCTTCCCAGCTACAACTAA 855

AGGAGGAGGCTCAGGAGAAA

AATAGACACCTCCAAGGTCTGC
6 TTATACAGAGCTTCAACTAA 985
GAGGCCAGGAAAGGTAGTGAG

GCAGGACCTAGACCAAACCC
7 GTTGACCAAGC-CCAACTAA 818
GGGCCAAACATCAGCAAAGG

TTAACCCTTCAAGGCATCAAAGACT
8 CTTTCCAGAGCTCCAACTTA 976
TGTCAAAGCACTGCCTACATATTGA

TTTGCCTCAGTTCTAAATTAACCCT

9 CTTTCCAGAGCTCCAACTTA 994
GTGCAAAGCACTGCCTACATA
GGCGTCGTTCTACCCAAAGA

10 TATTACCTACCTCCAACTAA 1000
CGGCTCATTGGAGTTGTCCT
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Tabelle S17: Off-Target-Analyse der sgRNA2

Off-Target-Score und die zugehorige Off-Target-Sequenz sind nach absteigender
Wahrscheinlichkeit gezeigt. Fiir jedes Off-Target sind die Sequenzen der verwendeten Primer-
Paare und die GrofBe des amplifizierten PCR-Produkts angegeben. Tabelle verdndert nach Schulz et
al. (2023).

Off- PCR
Primer Forward/

Target- | OT-Sequenz Produkt-
Primer Reverse

Score grofie
AAGGAAGGAAACTGGAGGAACATT

1 TTGAACAAAAAGTTATACAC 998
AAAGACAACCGTCAGCTCTCAA
CACTTCATCACCAGGGCTGT

2 TTGTGCTGAGTGTTATACAC 931
CAGCCAGGTGTTGGGATGAT
ACCTTCCAGCTGTGTAAGCC

3 GTTTACAAAATGTTATACAC 783
CATGTTGGTCAGGCTGGTCT
TGAAGGGATGTAAGCCCAGTG

4 TTGTACAAAAAGTTATACAA 844
TGAAGGTTATTGTGCCAAGTATGC
TCCCATAGCGTAACGTGCTC

5 TTGGA-GAAATGTTATACTC 945
AGCCTCTGCCTTCACACTTC
TACCCTGTGTGTAGTGGACAGT

6 CTGTACATATGTTATACAC 641
AATGGAGCTAACAGTCTGGCAAA
CCAGTGGGCATGGAGTTTCT

7 TTGAAAAATGTTATACAC 812
TGGAGACAGAGAGGGTCTGG
ACTAGGTGCCAGTGGTTAGC

8 TTGTTTGGAAAGTTATACAC 900
ACTTCTTGAGGGGTGGGGTA
TGTACTTCCAAAGCGATTCCTAC

9 TTGTAC-TAATGTTATACAA 1094
AGGCCGTTCAGACCATCATA
GCAACTACCTAACAGTAGAAGTCTG

10 TTGTAC-TAATGTTATACAA 1008
AGTAGCAGTGGAAACTCATGGA
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Tabelle S18: 50 pl PCR-Ansatz

Die Zusammensetzung eines 50 pl-PCR-Ansatzes besteht aus den aufgefiihrten Komponenten. Die
benoétigte Menge an DNA ist abhéngig von der DNA-Konzentration.

Substanz Menge (ul)
10x PCR Gold Buffer 5

MgCl, 3

dNTP (10 mM) 1

Primer Forward (10 mM) 1

Primer Reverse (10 mM) 1

DNA 50 ng/pl 2,5
AmpliTaq Polymerase 0,5

H.O 36

8.7 Western Blot

Tabelle S19: Primérantikorper

Western Blot-Primédrantikorper mit Hersteller, Produktnummer und Anwendungshinweisen.
Tabelle verdndert nach Schulz et al. (2023).

Antikorper Hersteller, Produktnummer Anwendung Informationen
_ . Kaninchen,
Anti-PITX2 Invitrogen, PA5-11479 WB (1:250)
Polyklonales IgG
Maus,
Anti-a-Actinin2 Sigma-Aldrich, A7811 WB (1:10000) Monoklonales IgM,
Klon EA-53

Tabelle S20: Sekundirantikorper

Western Blot-Sekundérantikorper mit Hersteller, Produktnummer und Anwendungshinweisen.
Tabelle verdndert nach Schulz et al. (2023).

Antikorper

Hersteller, Produktnummer

Anwendung

Anti-Kaninchen IgG

,Peroxidase-conjugated

Sigma Aldrich, A0545

WB (1:10000)

Anti-Maus IgG

,Peroxidase-conjugated

Sigma Aldrich, A9044

WB (1:5000)
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8.8 Labor-Software

Tabelle S21: Ubersicht der verwendeten Laborsoftware

Alphabetische Reihenfolge der verwendeten Software und Angabe des Herstellers.

Software Hersteller

CTMV Proprietary Software
FACSDiva BD Bioscience
GraphPad Prism 6.0/ 8.0 GraphPad Software
LabChart Version 5 ADInstruments
SnapGene SnapGene
SnapGene Viewer SnapGene

SDS (Version 2.4.1.) Applied Biosystems

8.9 Plateau-Spannung

-40 mV 30%

+ 5ms

APDy,

Abbildung S1: Definition der Plateau-Spannung

Die Plateauspannung ist definiert als der Mittelwert der Spannung bei 30% der APD90+5 ms.

Abbildung entnommen aus Schulz et al. (2023).
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