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|. Kurze Darstellung zu

1. Aufgabenstellung,

Strukturelle und elektrische Remodelingprozesse in den Vorhéfen tragen zur Entstehung und
Aufrechterhaltung von Vorhofflimmern bei. Veranderungen der Calciumhomdostase spielen
hierbei eine besondere Rolle, wie Daten von Patienten und von tierexperimentellen Studien
(z.B. unsere Vorarbeiten im Schweinemodell der Ischdmischen Herzinsuffizienz) zeigen. In
unseren Vorarbeiten konnten wir zeigen, dass Schweine mit Diabetes mellitus (INnsC94Y -
Modell) anfalliger fiir Vorhofflimmern sind als nicht-diabetische Schweine. Auffallig waren in
den Pilotversuchen zudem signifikant kiirzere atriale Refraktéarzeiten bei diabetischen
Schweinen.

Wir stellten fir das o0.g. Projekt daher die Hypothese auf, dass Veranderungen des Calcium-
Handlings zur Entstehung und Aufrechterhaltung von Vorhofflimmern im Schweinemodell
des Diabetes mellitus beitragen.

Um diese Hypothese zu priifen, sollten 3 Forschungsziele verfolgt werden:
1) Die elektrophysiologische Charakterisierung des Schweinemodells in vivo
2) die Untersuchung von Aktionspotentialen mittels Patch-Clamp-Untersuchung

3) die Untersuchung von Veranderungen des Calcium-Handlings mittels simultaner Patch-
Clamp- und Epifluoreszenzuntersuchung

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde,

Das DZHK ist eine Férdermalinahme der vom BMBF geftérderten Deutschen Zentren der
Gesundheitsforschung (DZG), deren Ziel die Erforschung der haufigsten Volkskrankheiten ist.
Im Fokus der Forschungsarbeiten des DZHK stehen eine verbesserte Pravention, Diagnostik
und Therapie der haufigsten kardiovaskuldren Erkrankungen, die gemeinsam auf eine
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optimale Versorgung der Patientinnen und Patienten zielen. Diese langfristig angelegte
Forderung starkt das hohe Innovationspotential der Gesundheitsforschung.

Das Projekt wurde im Rahmen der Saule B (,Praklinische Forschung®) des DZHKs
durchgefihrt, bei der die Finanzierung durch die flexiblen Mittel des DZHKs und nur bei
Beteiligung von mindestens zwei DZHK-Partnerstandorten erfolgt. Die entsprechenden
Vorgaben wurden beachtet und das Projekt in Kooperation mit Partnerstandort Minchen
bearbeitet.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens,
Das Arbeitsprogramm umfasste 3 Arbeitspakete:

WP1, In vivo Charakterisierung des Schweinemodells (Partner Miinchen): Wie in der
Vorhabenbeschreibung vorgesehen, wurden von unserem Partner in Miinchen insgesamt 20
Schweine untersucht, jeweils 10 Schweine ohne (Kontrolltiere) und 10 Schweine mit
Diabetes mellitus. Bereits kurz nach dem Absetzen implantierten wir Eventrecorder zur
kontinuierlichen Uberwachung des Herzrhythmus. Im Alter von ca. 6 Monaten erfolgte die
Elektrophysiologische Untersuchung in vivo inkl. Messung monophasischer
Aktionspotentiale. Am Versuchsende wurden die Herzen entnommen und Gewebeproben
nach Gottingen geschickt, um dort Kardiomyozyten zu isolieren und elektrophysiologisch
untersuchen zu kénnen (siehe WP2 und WP3).

WP2, Untersuchung der Aktionspotentiale einschl. Nachdepolarisationen (Partner
Gottingen): Wie in der Vorhabenbeschreibung dargelegt, wurden uns die 0.g. Gewebeproben
zur Verfligung gestellt. Aus diesen Gewebeproben isolierten wir atriale Kardiomyozyten und
fuhrte Messungen von Aktionspotentialen (mittels Current-Clamp-Technik) und zytosolischen
Calcium-Transienten (mittels Epifluoreszenzverfahren) durch.

WP3, Untersuchung des Calcium-Handlings durch simultane Messung der Membranstrome
und des zytosolischen Calciums: Wir fiihrten an den isolierten Kardiomyozyten simultane
Messungen der Calcium-Stréme (mittels Voltage-Clamp-Technik) und der Calcium-
Transienten durch.

Es gab keine Anderungen in der Planung und im Ablauf des Vorhabens.

4. wissenschaftlichem und technischem Stand, an den angeknpft wurde,
insbesondere Angabe bekannter Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte, die fur
die Durchfiihrung des Vorhabens benutzt wurden, Angabe der verwendeten
Fachliteratur sowie der benutzten Informations- und Dokumentationsdienste,

Patienten mit Diabetes mellitus haben ein etwa 28-40% erh6htes Risiko, Vorhofflimmern zu
entwickeln. Die spezifischen Mechanismen sind jedoch nur unzureichend bekannt. Auch beim
Diabetes mellitus scheinen jedoch sog. Remodelingprozesse eine entscheidende Bedeutung
zu spielen, etwa Verédnderungen der lonenstrome oder der Calciumhoméostase, die zu
gesteigerter Automatizitat und getriggerter Aktivitat sowie Verdnderungen der elektrischen
Leitung fihren kénnen. Bei Patienten mit Diabetes mellitus konnten Veranderungen der
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Aktionspotentialdauer, in Tiermodellen konnten Einflisse der diabetischen Stoffwechsellage
auf das kardiale Calciumhandling nachgewiesen werden.

Die Untersuchung von Patientenproben ist zweifelsfrei von besonderer Bedeutung, jedoch
sind insbesondere Tiermodelle weiterhin unverzichtbar, gerade um die komplexen
molekularen Mechanismen untersuchen zu koénnen, die Vorhofflimmern zugrundeliegen.
Aufgrund zahlreicher Ahnlichkeiten zum Menschen (u.a. ahnliche lonenkanalexpression im
Herzen, ahnliche Aktionspotentialdauer) erscheint das Schwein als ideale Spezies fur
elektrophysiologische Forschungen. Aus diesem Grund untersuchten wir ein genetisch-
verandertes Schweinemodell des Diabetes mellitus. In ersten Untersuchungen konnten wir
nachweisen, dass diabetische Schweine vermehrt zu Vorhofflimmern neigen und deutlich
verklrzte Refraktarzeiten im Vorhof aufweisen, wahrend hdmodynamische Parameter (Driicke
in Vorh6fen und Ventrikeln, etwa PCWP oder LVEDP), die Dimensionen des Herzens und
seine Funktion (u.a. Ejektionsfraktion) oder basale elektrische Eigenschaften des Herzens
(u.a. EKG-Parameter) unverandert waren. Die Ergebnisse erster Untersuchungen legten
daher ein primar elektrisches Remodeling als mdgliche Ursache fiir die vermehrte Neigung zu
Vorhofflimmern nahe, so dass wir im vorgelegten Projekt diese mdglichen Mechanismen
untersuchen wollten.

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen.

Eine Zusammenarbeit mit anderen Stellen erfolgte mit dem Klinikum der Universitat
Minchen, Medizinische Klinik und Poliklinik |, Partnerstandort Minchen.

Il. Eingehende Darstellung zu

1. der Verwendung der Zuwendung und den erzielten wissenschaftlich-techn.
Ergebnissen im Einzelnen, mit Gegenlberstellung zu den urspriinglichen Zielen,

WP1, In vivo Charakterisierung des Schweinemodells (Partner Miinchen): Es wurden
insgesamt 20 Schweine untersucht, 10 Schweine ohne (Kontrolltiere) und 10 Schweine mit
Diabetes mellitus. Zur elektrophysiologischen in vivo Charakterisierung implantierten unsere
Partner in Miinchen den Tieren Eventrecorder (etwa im Alter von 4 Wochen, Dauer der
Uberwachung ca. 5 Monate) und fiihrten Elektrophysiologische Untersuchungen
(Bestimmung elektrischer Leitungseigenschaften, Beurteilung der Induzierbarkeit von
Vorhofflimmern) durch. Am Ende der Untersuchung an Tag 30 erfolgte die Herzentnahme
und der Transfer von Gewebeproben nach Gdattingen.

Wir konnten die erhdhte Anfalligkeit fur Vorhofflimmern und die verkirzten atrialen
Refraktarzeiten bei diabetischen Schweinen bestatigen. Die weiteren untersuchten
Leitungseigenschaften zeigten sich hingegen weiterhin nicht verandert zwischen den
Gruppen. Zudem zeigte sich eine Verkirzung der P-Wellendauer im Oberflachen-EKG.

WP2, Untersuchung der Aktionspotentiale einschl. Nachdepolarisationen (Partner
Gottingen): Wie in der Vorhabenbeschreibung dargelegt, wurden uns Gewebeproben von
insgesamt 20 Schweinen zur Verfiigung gestellt. Aus diesen Gewebeproben isolierten wir
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atriale Kardiomyozyten und fiihrten Messungen von Aktionspotentialen (mittels Current-
Clamp-Technik) und zytosolischen Calcium-Transienten (mittels Epifluoreszenzverfahren)
durch.

Aus allen erhaltenen Proben konnten Kardiomyozyten guter Qualitat isoliert werden. Die
Untersuchungen zeigten eine Verlangerung der Aktionspotentialdauer bei 50% und 90%
Repolariation. Nachdepolarisationen traten nicht vermehrt auf.

WP3, Untersuchung des Calcium-Handlings durch simultane Messung der Membranstrome
und des zytosolischen Calciums (Partner Gottingen): Wir fihrten an den isolierten
Kardiomyozyten simultane Messungen der Calcium-Strome (mittels Voltage-Clamp-Technik)
und der Calcium-Transienten durch.

Der L-Typ Calciumstrom zeigte sich unverandert, wohingegen die induzierte
Calciumfreisetzung bei Tieren mit Diabetes mellitus erh6ht war. Die Calciumbeladung des
sarkoplasmatischen Retikulums wurde mittels Koffein bestimmt, zeigte sich zwischen den
Gruppen jedoch nicht signifikant verandert.

2. den wichtigsten Positionen des zahlenmafRigen Nachweises,
Die Foérderung umfasste Personalmittel in Hohe von 23.139 € und Sachmittel in H6he von
861 €.

Die Mittel wurden wie geplant eingesetzt.

3. der Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit,

Im Rahmen der praklinischen Forschung werden ausgezeichnete wissenschaftliche
Fahigkeiten, Fachkenntnisse und Infrastrukturen eines DZHK-Partners (i.e. beteiligte Shared
Expertise) bzw. eines nicht-DZHK-Partners zur Verfigung gestellt.

Partnerstandort Miinchen: Herr PD Dr. Sebastian Clau3 hat eine langjahrige Expertise auf
dem Gebiet der Elektrophysiologie, insbesondere der funktionellen Charakterisierung von
(transgenen) Tiermodellen (Maus und Schwein). Er etablierte das Schwein als ideale Spezies
fur elektrophysiologische Grundlagenforschung am Standort Minchen und fiihrte am Modell
des Diabetes mellitus notwendige Vorarbeiten durch. Durch Etablierung der notwendigen
Infrastruktur fur Grof3tierexperimente und die vorhandenen Fachkenntnisse zur Durchfiihrung
der in vivo Versuche am Schweinemodell konnte die Arbeitsgruppe die notwendige Anzahl
Schweine untersuchen und dem Partnerstandort Gottingen Gewebeproben zur Verfiigung
stellen.

Partnerstandort Géttingen: Herr Prof. Dr. Niels Voigt hat eine langjahrige Expertise auf dem
Gebiet der zellularen Elektrophysiologie und des Calcium-Handlings, insbesondere auch
hinsichtlich der Analyse von Expression und Phosphorylierung von Proteinen des Calcium-
Handlings. Er leistete wesentliche Vorarbeiten und entwickelte zusammen mit Herrn PD Dr.
Clauf3 die Hypothese des Forschungsvorhabens, fur das er auch die Shared Expertise
SE181 zur Verfligung stellte.
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Die durchgefiihrten Arbeiten waren notwendig und angemessen.

4. dem voraussichtlichen Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses
im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans mit Zeithorizont,

Die Projektergebnisse werden weiterverfolgt und zeithah in einem Manuskript
zusammengefasst, um diese in einer Fachzeitschrift zu publizieren.

Zudem stellen die erzielten Ergebnisse die Grundlage eines weiteren DZHK-Projekts auf dem
Gebiet der Arrhythmieforschung dar, das kirzlich zur Begutachtung eingereicht wurde.

5. dem wahrend der Durchfihrung des Vorhabens bekannt gewordenen Fortschritts
auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen,

Es sind von dritter Seite keine Ergebnisse bekannt geworden, die wesentlichen Einfluss auf
die Verwertung der Ergebnisse nehmen.

6. den erfolgten oder geplanten Verdffentlichungen des Ergebnisses.

Bislang sind aus dem Vorhaben noch keine Verdoffentlichungen hervorgegangen, es wird
jedoch darauf hingearbeitet.

Gottingen, den 27.09.23
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18. Kurzfassung
Derzeitiger Stand von Wissenschaft und Technik: Vorhofflimmern ist die haufigste und klinisch hochst relevante Rhythmusstérung. Patienten

mit Diabetes mellitus haben gegentiber der Allgemeinbevélkerung ein deutlich erhohtes Risiko, Vorhofflimmern zu entwickeln. Die
zugrundeliegende Pathophysiologie ist bislang nur unzureichend verstanden, jedoch scheinen Veranderungen des zelluldren Calcium-Handlings
eine bedeutende Rolle zu spielen.

Begriindung/Zielsetzung der Untersuchung: Untersuchung des zelluldren Calcium-Handlings in einem Schweinemodell fiir Diabetes mellitus.

Methoden: Elektrophysiologische in vivo-Charakterisierung von Schweinen (Eventrekorder, EPU, MAPs) mit anschl. Herzentnahme zur Isolation
atrialer Kardiomyozyten fir nachfolgende Messung von Aktionspotentialen, Calciumstrémen und Calciumtransienten.

Ergebnisse: Schweine mit Diabetes mellitus zeigten eine erhohte Anfalligkeit fiir Vorhofflimmern. Im EKG wiesen die Tiere eine verkiirzte P-
Wellendauer auf, die atrialen Refraktarzeiten waren signifikant reduziert. Sonstige Leitungseigenschaften zeigten sich unverdndert zu nicht-
diabetischen Schweinen. Auf zelluldrer Ebene konnten eine Verlangerung der Aktionspotenzialdauer (APD50 und APD90) nachgewiesen
werden. Zudem war die induzierte Calciumfreisetzung erhéht, wahrend der L-Typ-Calciumstrom oder die Calciumbeladung des SR unverdndert
waren.

Schlussfolgerung/Anwendungsmaéglichkeiten: Das Schweinemodell stellt sich als geeignetes Modell zur Untersuchung des zu

Vorhofflimmern fihrenden proarrhythmogenen Remodelings bei Diabetes mellitus dar. Die Verdanderungen auf zelluldrer Ebene bilden einen
moglichen Ansatzpunk zukinftiger Therapiekonzepte.
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