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1. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung von nicht-ionisierender elektromagnetischer Strahlung
auf die elektrophysiologischen Eigenschaften neuronaler und kardialer Zellnetzwerke
untersucht. Die Zellkulturen wurden hierfiir auf Mikroelektroden-Arrays (MEAs) kultiviert,
wodurch nicht-invasive extrazelluldre Ableitungen der Zellnetzwerke iiber einen mehrwochigen
Zeitraum moglich waren.

In den Versuchen wurde die Auswirkung des Digitalfunk-Standards Terrestrial Trunked Radio
(TETRA) in Kurz- und Langzeit-Experimenten auf neuronale und kardiale in vitro Netzwerke
untersucht. Ferner wurde die direkte Auswirkung photothermischer Stimulation auf die
elektrischen Eigenschaften von Netzwerken aus Kardiomyozyten untersucht.

Die Messungen und Analysen der TETRA-bestrahlten neuronalen und kardialen Kulturen
zeigten ein einheitliches Bild, aus dem hervorgeht, dass unter den gegeben Bedingungen die
TETRA-Bestrahlung keinerlei Auswirkung auf die {iberpriiften elektrophysiologischen
Parameter der verwendeten Zellkulturen hatte.

Weder Spike- und Burstrate, noch Burstdauer oder der Parameter der Netzwerk-Synchronitat
waren nach der TETRA-Kurzzeit-Bestrahlung bei den neuronalen Netzwerken statistisch
signifikant verdndert. Das Gleiche gilt fiir TETRA-Langzeitversuche mit den neuronalen
Netzwerken, bei denen tiber mehrere Wochen alle 2 Stunden fiir 15 Minuten die TETRA-
Bestrahlung erfolgte. Auch hier zeigten die bereits genannten Parameter keine statistisch
signifikanten Anderungen durch die Bestrahlung.

In den gleichartig durchgefithrten TETRA-Kurzzeit-Versuchen, bei denen Netzwerke aus
Kardiomyozyten fiir 15 Minuten mit TETRA bestrahlt wurden, konnten ebenfalls keine
Auswirkungen auf die Kulturen festgestellt werden. Die untersuchten elektrophysiologischen
Parameter der Schlagfrequenz und der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale,
zeigten keinerlei statistisch signifikante Anderungen durch die TETRA-Bestrahlung.

Im Rahmen der kontroversen Debatte, ob diese nicht-ionisierende Strahlung einen Einfluss auf
neuronale und kardiale Zellen hat, argumentieren die hier systematisch gewonnenen Daten
gegen einen solchen Effekt.

Die Exposition mit TETRA-Strahlung hatte zu keinen statistisch signifikanten Verdnderungen
der elektrophysiologischen Eigenschaften der Zellen durch thermische oder nicht-thermische
Effekte der Strahlung gefiihrt.

Es ist nicht auszuschlief3en, dass mogliche Effekte wihrend der TETRA-Bestrahlung auftraten.
In diesem Falle wéren diese Effekte jedoch vollkommen reversibel gewesen und hétten daher
keine nachhaltigen Verdnderungen auf die Funktion der untersuchten Zellen gehabt. Aufgrund

der Dimensionierung des Expositionssetups bzw. des Messkopfes fiir die extrazellularen
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Ableitungen, konnten keine Messungen wahrend der TETRA-Bestrahlung durchgefiihrt werden.
Insgesamt unterstreichen die vorliegenden Messungen und Analysen, dass der Digitalfunk-
standard TETRA keine Auswirkung auf die Funktion von Netzwerken aus kortikalen Neuronen
und humanen Kardiomyozyten hat.

Dariiber hinaus wurden Netzwerke von Kardiomyozyten hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit
gegeniiber photothermischer Stimulation untersucht. Dazu wurden die Zellnetzwerke in An-
oder Abwesenheit von Gold-Nanostidbchen (Gold-Nanorods, GNRs) mit nahem Infrarot (NIR)
bestrahlt, was zu einem hohen Wairmeeintrag bei den Zellen fiihrte, welcher durch die
Ausnutzung der Oberflichenplasmonresonanz der GNRs noch weiter verstarkt wurde.

Die Ableitung der elektrischen Potentialinderungen der Zellnetzwerke zeigte, dass die alleinige
Bestrahlung mit NIR eine massive Erhohung der Schlagrate und eine Verringerung der
Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale hervorruft.

Die kombinierte Behandlung mit NIR und GNRs und der damit hohere lokale Warmeeintrag
bewirkte komplexere Reaktionen der Zellnetzwerke. Hinsichtlich der gezeigten
unterschiedlichen Verdnderungen der Schlagrate lief3en sich die Zellkulturen in zwei
Populationen unterteilen. Wahrend bei einer Population mit dem Einsetzen der Bestrahlung die
Schlagrate unmittelbar abnahm, bis hin zu einer Inhibierung der Feldpotentiale, reagierten die
Kulturen der zweiten Population mit einem massiven Anstieg der Schlagrate.

Dieses gegenldufige Verhalten konnte hinsichtlich der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feld-
potentiale nicht beobachtet werden. Hier zeigten beide Populationen eine Verringerung der
Signal-Propagation iiber das Netzwerk, welche jedoch wesentlich stidrker bei der Population
ausfiel, die auch schon bei der Schlagrate eine massive Verringerung zeigte.

Die Frage nach der Ursache fiir die unterschiedlichen Reaktionen der zwei Populationen bzgl.
ihrer Schlagrate kann nicht exakt beantwortet werden. Sie konnte jedoch mit einer
Kardiomyozyten Polylayer-Bildung in Verbindung gebracht werden, durch die moglicherweise
die elektrodennahe unterste Kardiomyozyten-Schicht einen zeitlich verzégerten und auch
geringeren Temperatureintrag erfahren hat.

In weiteren Experimenten konnte festgestellt werden, dass durch die Zugabe von Fluoxetin, ein
Blocker des temperaturabhidngigen K*-Auswartsgleichrichters TREK-1, sowohl der massive
Einbruch der Schlagrate, als auch die Inhibierung der Feldpotentiale verhindert werden konnte.
Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die Aktivitdat der TREK-1 Kanéle entscheidend
durch die induzierten Temperaturdnderungen moduliert wird und héchstwahrscheinlich einen
groBeren Einfluss auf die elektrische Erregbarkeit von Kardiomyozyten hat. Jedoch sind auch
weitere, komplexere Wirkmechanismen von Fluoxetin auf die Zellnetzwerke denkbar.

Diese gezielte und direkte Regulation der Schlagrate, wie auch der Ausbreitungs-

geschwindigkeit der Feldpotentiale, zeigt das groRe medizinische Potential der
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photothermischen Stimulation von Kardiomyozyten. So ist generell mit dem hier gezeigten
Ansatz auch eine biomedizinische Anwendung denkbar, welche eine Alternative zur

elektrischen Stimulation von Kardiomyozyten iiber Elektroden darstellen konnte.
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2. Abstract

In this thesis the impact of non-ionizing electromagnetic radiation on the electrophysiological
properties of neuronal and cardiac cell networks was investigated. Cells were cultured on
microelectrode arrays (MEA) for non-invasive extracellular recordings for a period of up to
several weeks.

In experiments the impact of the Terrestrial Trunked Radio (TETRA) — a standard in
professional mobile radio — on neuronal and cardiac in vitro networks was investigated in short-
and long-term experiments. Furthermore, the direct impact of photothermal stimulation on the
electrical properties of cardiomyocyte networks was examined.

The measurements and analyses of TETRA-irradiated neuronal and cardiac cultures presents a
uniform picture which shows that under given conditions TETRA-irradiation has no effect on
the examined electrophysiological parameters of the cell cultures used.

Neither the parameters of spike rate, burst rate, burst duration nor the parameter of network
synchrony showed any statistically significant changes in neuronal networks after TETRA short-
term irradiation. Same applies to TETRA long-term experiments with neuronal networks, in
which TETRA-irradiation was performed every 2 hours for 15 minutes for a period of several
weeks. Again, the parameters already mentioned did not show any statistically significant
changes due to irradiation.

In similar TETRA short-term experiments in which networks of cardiomyocytes were irradiated
with TETRA for 15 minutes, no effects on the cultures were observed either. The investigated
electrophysiological parameters of the beat frequency and the conduction velocity of the field
potentials did not show any statistically significant changes due to TETRA-irradiation.

In the controversial debate on whether this non-ionising radiation has an effect on neuronal
and cardiac cells, the data systematically obtained here argues against such an effect.
Exposure to TETRA-radiation did not lead to statistically significant changes in the
electrophysiological properties of the cells due to thermal or non-thermal effects of the
radiation.

It cannot be excluded completely that possible effects occurred during TETRA-irradiation.
However these effects would have been completely reversible and would not have caused any
lasting changes on the functions of the investigated cells. Due to the size of the recording and
exposure setup no measurements could be performed during TETRA-irradiation.

Overall, the available measurements and analyses underline that the standard in professional
mobile radio TETRA has no effect on the functions of cortical rat neurons and human
cardiomyocyte networks.

In addition, cardiomyocyte networks were investigated with respect to their sensitivity to
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photothermal stimulation. The cell networks were irradiated with near infrared (NIR) in the
presence or absence of gold nanorods (GNRs), resulting in local heating of the cells, which was
further enhanced by the use of the surface plasmon resonance of the GNRs. The extracellular
recordings of the electrical potential changes of cardiomyocyte networks showed that a single
irradiation with NIR causes a massive increase of the beat rate and a decrease in conduction
velocity of the field potentials.

The combined NIR and GNRs treatment and thus the higher local heat input causes complex
reactions of the cells. With regard to the different changes in the beat rate, the cell cultures
were subdivided into two populations. While in one population the beat rate decreases
immediately with the onset of irradiation, up to inhibition of field potentials, the cultures of the
second population responded with a massive increase in the beat rate.

This opposing behaviour could not be observed in terms of conduction velocity of the field
potentials. Here, both populations showed a reduction in signal propagation across the network.
However, this was much stronger in the population which already showed a massive reduction
in the beat rate. The question behind the different reactions of the two populations with respect
to their beat rate cannot be answered exactly. However, it could be associated with
cardiomyocyte polylayer formation. The lowermost cardiomyocyte layer near the electrodes
may have received a delayed and also lower temperature input.

Further experiments showed that the application of fluoxetine, a blocker of the temperature-
dependent K* outward rectifier TREK-1, prevented the massive decrease of the beat rate as well
as the inhibition of the field potentials. These results suggest that the activity of the TREK-1
channels are modulated by induced temperature changes and most likely has a major impact
on cardiomyocyte electrical excitability. However, other more complex mechanisms of
fluoxetine action on the cell networks are also imaginable.

This targeted and direct regulation of the beat rate as well as the conduction velocity of the
field potentials shows that there is great medical potential for photothermal stimulation of
cardiomyocytes. Thus, a biomedical application is generally conceivable with the approach
shown here, which could represent an alternative to the electrical stimulation of cardiomyocytes

via electrodes.
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3. Allgemeine Einleitung

3.1. Substrat-integrierte Mikroelektroden Arrays

Eine der klassischen Methoden in der Elektrophysiologie ist die Methode der Substrat-
integrierten Mikroelektroden Arrays (MEAs), mit der eine extrazelluldre Ableitung elektro-
chemischer Signale von Zellnetzwerken moglich ist. Hierzu sind planare Elektroden in ein
Substrat eingebettet, dem sogenannten Elektrodenfeld, auf dem Zellnetzwerke kultiviert
werden konnen [Spira et al., 2013; Taketani et al., 2006].

Mit dieser Methode ist es seit 1972 moglich Feldpotentiale von Kardiomyozyten abzuleiten,
nachfolgend konnten auch neuronale Aktionspotentiale abgeleitet werden, die eine geringere
AmplitudengroRe aufweisen [Gross et al., 1977; Pine, 1980; Thomas et al., 1972].

Der groRBe Vorteil von Substrat-integrierten MEAs ist, dass nicht invasive und simultane
extrazellulire Langzeitableitungen von Aktions- und Feldpotentialen von Zellnetzwerken
durchgefiihrt werden konnen. Das weltweit wohl verbreitetste System ist das MEA1060 System
der Multi Channel Systems GmbH aus Deutschland, welches auch fiir die extrazellularen
Ableitung im Rahmen dieser Dissertation verwendet wurde. Ein 60-Kanal-Verstédrker ermoglicht
die simultanen Ableitungen von Aktions- oder Feldpotentialen an den Elektroden und bietet
eine Temperaturregelung fiir die auf den MEA-Chips kultivierten Zellen [Gross et al., 1977;
Spira et al., 2013; Taketani et al., 2006].

Parallel zu dieser elektrophysiologischen Methode ist die ebenfalls stark verbreitete Patch-
Clamp-Technik zu nennen, die erstmals 1976 durch Erwin Neher und Bert Sakmann
beschrieben wurde [Neher et al., 1976].

Diese Messtechnik erlaubt es unter anderem Ionenstrome durch einzelne Ionenkanile zu
messen, als auch den zeitlichen Verlauf von intrazellulir gemessenen Membranpotentialen
einzelner Zellen zu detektieren. Im Vergleich zur Methode der MEAs kommt es bei der Patch-
Clamp-Technik in den meisten Féllen, abhdngig von der Messkonfiguration, zur Zerstorung der
Zellmembran und somit zu Verdnderung des intrazelluldiren Milieus. Weitere elektro-
physiologische Methoden, die hier nicht weiter erortert werden, sind die Techniken Voltage-
Clamp, Elektroenzephalografie (EEG) und Elektrokardiogramm (EKG) [Bear et al., 2015; Liittge
et al., 2010; Molleman, 2002].

Die am besten geeignete Methode um neuronale und kardiale Zellnetzwerke beziiglich ihrer
elektrophysiologischen Eigenschaften iiber einen ldngeren Zeitraum nicht invasiv zu
untersuchen ist die MEA-Technik [Spira et al., 2013].

In der Regel wird auf MEA-Chips mit dissoziierten Zellen gearbeitet, die sich auf dem
Elektrodenfeld vernetzen, alternativ werden auch die elektrischen Signale von Gewebeschnitten

oder Sphéroiden auf den Chips abgeleitet [Daus et al., 2011; Jimbo et al., 2000a; Jimbo et al.,
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2000b; Oka et al., 1999].

Wegen des Interesses an elektrischer Aktivitat von Zellnetzwerken ist diese Technik auch die
Methode der Wahl fiir alle elektrophysiologischen Versuche im Rahmen dieser Doktorarbeit.
Die in dieser Arbeit verwendeten MEA-Chips bestanden aus Slotglas, welches bis auf die
Titannitrid-Elektroden ganzflachig mit Siliziumnitrit beschichtet war, wobei die Referenz-
elektrode vom Elektrodenfeld separiert war. Die rdumliche Distanz der Referenzelektrode zu
den restlichen Elektroden, auf denen die Zellen kultiviert wurden war notwendig, um iiber das
Elektrolyt (Zellmedium) das Bezugspotential fiir die Ableitungen zu bilden und somit Aktions-
oder Feldpotentiale messen zu konnen [Multi Channel Systems MCS GmbH, 2018].
Entscheidend fiir ein gutes Signal-Rausch-Verhiltnis ist die Kopplung zwischen dem
Zellnetzwerk und dem Elektrodenfeld. Der Spalt zwischen dem Soma der Zelle und Elektrode
muss moglichst gering gehalten werden (Abbildung 1). Durch chemische Hydrophilisierung

und Beschichtung mit extrazelluliren Matrix-Proteinen gelingt die notwendige

C

Rnicht-gekoppelte Membran nicht-gekoppelte Membran

C

gekoppelte Membran

R

gekoppelte Membran

RAbdichtung

cEIek‘trode

> Verstarker

REIektrode

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Kopplung zwischen Neuron und einer substrat-integrierten Elektrode.
Das Soma des Neurons (blau) befindet sich tGber der Messelektrode (gelb) welche in das Substrat (grau) integriert
und an einen Verstarker (griin) gekoppelt ist. Der Spalt zwischen Elektrode und Neuron ist mit Zellkulturmedium
gefillt. Die Plasmamembran der Zelle ist unterteilt in den der Elektrode direkt gegeniiberliegenden Teil (gekoppelte
Membran, hellblau), welche den Membran-Widerstand, sowie die Membran-Kapazitat prasentiert, und in den der
Elektrode nicht direkt gegentiberliegenden Teil (nicht-gekoppelte Membran, dunkelblau), welcher den nicht-
gekoppelten Membran-Widerstand und die nicht-gekoppelte Membran-Kapazitat reprasentiert. Modifizierte
Abbildung nach Spira et a/, 2013.
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optimale Kopplung zwischen Zellen und dem Elektrodenfeld der MEA-Chips [Multi Channel
Systems MCS GmbH, 2018; Spira et al., 2013; Taketani et al., 2006].

Der neueste Stand der Entwicklung sind Mikroelektroden-Array-Systeme auf Basis der CMOS-
Technologie. Dabei werden Zellkulturen auf Transistoren kultiviert, die es ermdglichen die
elektrischen Signale der Zellen mit mehreren tausend Aufzeichnungselektroden abzuleiten.
Dies bietet eine wesentlich hohere rdumliche Auflosung der Zellsignale [Fromherz et al., 1991;

Rettinger et al., 2018; Stutzki et al., 2014].

3.2. lonisierende und nicht-ionisierende elektromagnetische Strahlung

Als elektromagnetische Strahlung wird in der Physik eine Form der Energieausbreitung
beschrieben. Die Strahlung hat hierbei einen Wellen- als auch einen Teilchencharakter,
bezeichnet als Welle-Teilchen-Dualismus. Je kleiner die Wellenldnge bzw. je groller die
Frequenz, desto mehr {iberwiegt der Teilchencharakter (Abbildung 2). Umgekehrt gilt, je
groller die Wellenldnge bzw. je kleiner die Frequenz, desto mehr iiberwiegt der
Wellencharakter [Krieger, 2017; Tipler et al., 2015].

Die Unterteilung in ionisierende und nicht-ionisierende Strahlung erfolgt anhand der Energie
der Strahlung, ist die Energie >12 eV, ist sie ionisierend. Die Energie ist dabei so grol3, dass
Elektronen aus Atomen oder Molekiilen geschlagen werden, wodurch positiv geladene Ionen
oder Molekiile zuriick bleiben [Glaser, 2012; Pfiitzner, 2012; Tipler et al., 2015].

Bei nicht-ionisierender Strahlung, wozu das Frequenzspektrum von Mobilfunksignalen
(RF-EMF) und nahem Infrarotlicht gehort, erfolgt keine direkte Schadigung der DNA oder

anderer Molekiile. Diese Strahlung ist nicht ausreichend energiereich um Elektronen aus ihren

TETRA Nahes Infrarot

| Sichtbares Licht 380 nm bis 750 nm

I 7 ——
1km im 1mm 1uym / 1nm __—Apm

Wellenldnge inm 10° 10° 10 10* 10° 10% 102 10° 104 10° 10%/ 107 10 10°-10% 10% 10% 10%

T N I I A NN (N A e S NN NN HN N
P | \ \ \ \ 1] T 1 Ty T 1

Frequenz in Hz | 105 10° 107 108 10° 10 10| 102 10% 10%|10% 10%| 107 10 10 10® 102 |
| 1 MHz 1GHz | 1THz [ 1PH: 1EHz 17Hz |

| | Terahertz- | Infrarot- | ; i | |

Radiowellen | Mikrowellen | strahlung istrahlungiLichtiUv-A/B/Ci Réntgenstrahlung {Gammastrahlung

o«

Abbildung 2: Elektromagnetisches Spektrum von Radiowellen bis zur Gammastrahlung. Im Bereich der UV-C
Strahlung erfolgt die Unterteilung des elektromagnetischen Spektrums in ionisierende und nicht-ionisierende
Strahlung. Der Frequenz-/Wellenldngenbereich von Radiowellen wie z.B. des Mobilfunkstandards Terrestrial Trunked
Radio (TETRA) liegt im nicht-ionisierenden Bereich des elektromagnetischen Spektrums. Gleiches gilt fir nahes
Infrarot Licht [Glaser, 2012; Pfltzner, 2012; Tipler et a/, 2015]. Modifizierte Abbildung nach Glaser, 2012.
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Schalen herauszuschlagen. Auch fiihrt sie nicht zur indirekten Schiadigung von biologischen
Materialien durch freie Radikale; die hierfiir notwendige Energie ist nicht ausreichend [Lerchl
et al., 2015; Sheppard et al., 2008].

Die unbestrittene und moglicherweise einzige Wechselwirkung von nicht-ionisierender
Strahlung im Frequenzbereich von RF-EMF, ist die der dielektrischen Erwdrmung von Zellen,
Gewebe und Organismen. Dieses Phdnomen wird als thermischer Effekt bezeichnet [Apollonio
et al., 2013; Independent Advisory Group on Non-ionising Radiation, 2012; International
Commission on Non-Ionizing Radiation Protection, 1998; Sheppard et al., 2008].

Das Auftreten von nicht-thermischen Effekten als Reaktion auf RF-EMF wird jedoch kontrovers
diskutiert. Obgleich solche Effekte in der Literatur erwdhnt werden ist bisher kein physikalischer
Mechanismus bekannt, der die beobachteten Effekte mit Sicherheit erkldren konnte
[Juutilainen et al., 2011; Manna et al., 2016; Sheppard et al., 2008; Simko et al., 2016; Valentini
et al., 2007].

3.3. Nutzung von elektromagnetischen Frequenzbereichen

Die Nutzung von elektromagnetischen Wellen zur Kommunikation, Navigation, Identifikation
und Ortung ist aus dem téglichen Leben nicht mehr wegzudenken und wird durch verschiedene
Frequenzbereiche realisiert. Die Unterteilung in entsprechende Frequenzbander erfolgte durch
die International Telecommunication Union (ITU) (Tabelle 1) und wurde um den Frequenz- und
Wellenldngenbereich von Infrarotstrahlung nachfolgend erganzt [Gustrau, 2013; International
Telecommunication Union, 2015; Pfiitzner, 2012; Schiller, 2003].

Die Anwendungsbereiche der Frequenzbadnder unterscheiden sich deutlich, so werden z.B.
Langstwellen (VLF) international bei der U-Boot-Kommunikation eingesetzt, da sie sich im
Wasser fortpflanzen und der Erdkriimmung folgen. Das Frequenzband von Dezimeterwellen
(UHF) wird hauptsachlich fiir den Mobilfunk verwendet, so liegen unter anderem die
Frequenzbereiche der Mobilfunkstandards von GSM (Global System for Mobile
Communications), UMTS (Universal Mobile Telecommunications System) und TETRA in diesem
Band (Tabelle 2). Ebenso liegen die Frequenzen des digitalen Antennenfernsehen in diesem
Bereich [Gustrau, 2013; Schiller, 2003].

Die Zuordnung der internationalen Mobilfunkstandards auf Frequenzbereiche unterliegt
nationalen Regelungen und variiert hierdurch im internationalen Vergleich. Die ITU versucht
hierbei eine Harmonisierung der weltweit genutzten Frequenzbereichen zu erzielen [Schiller,

2003].
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Tabelle 1: Elektromagnetische Frequenzbander nach ITU. Fir eine eindeutige Zuordnung erfolgte durch die
International Telecommunication Union (ITU) eine Einteilung in verschiedene Frequenzbander, welche in dieser
Tabelle um den Frequenz- und Wellenldngenbereich von Infrarotstrahlung ergdnzt wurde [Gustrau, 2013;
International Telecommunication Union, 2015; Pfltzner, 2012; Schiller, 2003].

3 - 30kHz 100 — 10 km VLF - Very Low Frequency Langstwellen
30 - 300 kHz 10 -1 km LF - Low Frequency Langwellen
0,3 - 3MHz 1000 - 100 m MF — Medium Frequency Mittelwellen
3 -30 MHz 100-10m HF - High Frequency Kurzwellen
30 - 300 MHz 10-1m VHF - Very High Frequency Ultrakurzwellen
0,3 - 3 GHz 10-1dm UHF - Ultra High Frequency Dezimeterwellen
3 -30 GHz 10-1cm SHF - Super High Frequency Zentimeterwellen
30 - 300 GHz 10 -1 mm EHF - Extremely High Frequency Millimeterwellen
0,3 — 385 THz 1000 - 0,78 um IR - Infrared Radiation Infrarotstrahlung

Tabelle 2: Frequenzbdnder bekannter Mobilfunkstandards. Die Frequenzbereiche der aufgefiihrten Mobilfunk-
standards befinden sich in Deutschland alle im Bereich von Dezimeterwellen (UHF) und kénnen im internationalen
Vergleich variieren [European Telecommunications Standards Institute, 2002; European Telecommunications
Standards Institute, 2005; European Telecommunications Standards Institute, 2006; Gustrau, 2013].

TETRA Terrestrial Trunked Radio 380 — 395 MHz
GSM 900 Global System for Mobile Communication 880 — 960 MHz
GSM 1800 Global System for Mobile Communication 1710 - 1880 MHz

UMTS Universal Mobile Telecommunications System 1920 - 2170 MHz

3.4. Aktionspotentiale von Neuronen

Neuronale Zellen kommunizieren durch charakteristische temporédre Verdnderungen des
Membranpotentials, hervorgerufen durch Anderungen der Membranleitfahigkeit fiir einzelne
Ionen-Spezies. Diese transienten Potentialdnderungen werden als Aktionspotentiale (APs) oder
Spikes bezeichnet. Bei einem AP erfolgt eine kurzzeitige Ladungsumkehr zwischen Intra- und
Extrazellularraum durch Offnen und SchlieRen von spannungsabhingigen Ionenkanilen. Nach
Inaktivierung der Kandle stellt sich in den Zellen wieder das Ruhepotential ein. Das
Ruhepotential von neuronalen Zellen liegt bei ca. -80mV (Tabelle 3) und wird durch aktiven
und passiven Ionen-Transport aufrechterhalten. Dies erfolgt zum einen durch die selektive
Hintergrundleitfihigkeit der Membran fiir Kalium-lonen und durch die Natrium-Kalium-

Pumpe, die unter ATP-Verbrauch entgegen des Konzentrationsgradienten 3 Natrium-Ionen aus
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der Zelle und 2 Kalium-Ionen in die Zelle transportiert [Bear et al., 2015; Campbell et al., 2015;
Klinke et al., 2005].

Damit ein AP ausgelost werden kann, muss ein Schwellenpotential am Axonhiigel eines
Neurons iiberschritten werden. Dies kann durch Aufsummierung exzitatorischer APs erfolgen,
oder auch spontan eintreten wie bei neuronalen Schrittmacherzellen. Durch diese
Potentialverinderung erfolgt die Offnung von spannungsgesteuerten Natriumkanilen und es
kommt zur vollstindigen Depolarisation der Zelle durch einen schnellen Natrium-Ionen-

Einstrom (Abbildung 3).

Tabelle 3: Intra- und extrazelluldre lonenkonzentration eines Neurons. Neben der Intra- und extrazelluldren
lonenkonzentration ist zusatzlich das Konzentrationsverhéltnis und das Gleichgewichtspotential angegeben
[Bear et al., 2015].

K+t 5 mM 100 mM 1:20 -80 mV
Na* 150 mM 15 mM 10:1 62 mV
Ca?* 2 mM 0,0002 mM 10.000:1 123 mV

Cl 150 mM 13 mM 11,5:1 -65 mV
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Abbildung 3: Schematischer Aktionspotentialverlauf eines Neurons. Bei einem neuronalen Aktionspotential erfolgt
zundchst eine schnelle Depolarisation der Zelle, gefolgt von einer Repolarisation, die in eine Hyperpolarisation

Ubergeht. Final kommt es zur Wiederherstellung des Ruhepotentials des Neurons. Modifizierte Abbildung nach
Klinke et a/., 2005.

Das nachfolgende SchlieRen der Natriumkanile und das spannungsabhiingige Offnen der
Kaliumkanadle initiiert die Repolarisation, bei der es zu einem Ausstrom von Kalium-Ionen

kommt. Dies wiederum fiihrt zur Hyperpolarisation der Zelle. Hierbei nimmt das Membran-
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potential negativere Werte an als beim Ruhepotential. Durch die Natrium-Kalium-Pumpe und
selektive Hintergrundleitfahigkeit der Membran fiir Kalium-Ionen erfolgt die Wiederherstellung
des Ruhepotentials, welches in etwa auf dem Niveau des Gleichgewichtspotentials fiir Kalium-
Ionen liegt (Tabelle 3). Nach der Generierung eines APs bzw. von Spikes ist das Neuron fiir
einen Zeitraum von wenigen Millisekunden nicht erregbar, da sich die Natrium-Kanéle in einem
inaktiven Zustand befinden. Dieser Zeitraum wird als absolute Refraktirzeit bezeichnet. Direkt
nach diesem Zeitraum ist ein Teil der Natriumkanile durch einen hoheren exzitatorischen Reiz
wieder aktivierbar, dieser Zustand wird als relative Refraktirzeit bezeichnet. Kommt es zu
einem langanhaltenden exzitatorischen Stimulus, erfolgt eine hochfrequente Abfolge von
Spikes, die als Burst bezeichnet werden. Aufgrund der komplexen neuronalen Verkniipfungen
und ihrer zeitlichen und rdumlichen Summation erfolgen mitunter Synchrone-Burst-Events im
neuronalen Netzwerk [Bear et al., 2015; Campbell et al., 2015; Klinke et al., 2005].

Je nachdem ob ein AP intra- oder extrazelluldr abgeleitet wird erfolgt ein anderer
Potentialverlauf (Abbildung 4). Bei intrazelluldren Ableitungen, z.B. unter Anwendung der
Patch-Clamp-Technik, erfolgt die Messung des Membranpotentials wihrend eines AP. Dies
bedeutet, dass die Ladungsdifferenz zwischen Extra- und Intrazellularraum iiber die Zeit
detektiert wird. Erfolgt die Ableitung extrazellulér, wie es z.B. bei der Verwendung der Technik
der MEAs der Fall ist, erfolgt die Messung des Potentialunterschieds zwischen einer Soma nahen
Elektrode und einer Referenzelektrode im Medium ohne Zellkontakt [Bear et al., 2015; Spira
etal., 2013].

20mv
0mV
-20 mV
40 mV
-60 mV
-80 mV

Dentriden

Intrazelluldre Ableitung

40 pv
20 pv
0 pv
Prasynaptische Endigungen -20 v
-40 pv

-60 pv

-80 pv

Extrazellulare Ableitung

Abbildung 4: Extra- und intrazelluldr gemessener Potentialverlauf eines neuronalen Aktionspotentials. Erfolgt die
Ableitung eines Aktionspotentials intrazellular, ergibt sich eine Detektion der Ladungsdifferenz zwischen Extra- und
Intrazellularraum. Wird ein Aktionspotential extrazelluldr abgeleitet, erfolgt eine Detektion der Ladungsdifferenz
zwischen der Soma-nahen extrazelluldren Elektrode und einer Referenzelektrode im Medium. Hieraus ergeben sich
unterschiedliche Potentialverlaufe. Modifizierte Abbildung nach Bear et a/, 2015 und Spira et al.,, 2013.
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3.5. Aktionspotentiale von Kardiomyozyten

Bei Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) unterscheidet man in zwei verschiedene
Aktionspotentialtypen. Ein Typ wird durch ventrikuldre Aktionspotentiale (APs) von
Kardiomyozyten aus der Arbeitsmuskulatur des Herzens generiert. Die Depolarisation dieser
APs wird von einem schnellen Natrium-Ionen-Einstrom getrieben (Abbildung 5A), in ihrer
Gesamtheit bewirken sie die Kontraktion des Herzens. Der zweite Typ von APs wird von
Schrittmacher Kardiomyozyten aus dem Sinusknoten des Herzens generiert. Deren
Depolarisation wird durch einen Calcium-Ionen-Einstrom bedingt, was wiederum den

Herzschlag initiiert (Abbildung 5B) [Klinke et al., 2005].

A Abgeleitetes Aktionspotential einer B Abgeleitetes Aktionspotential einer

ventrikuldren Herzmuskelzelle Schrittmacher-Herzmuskelzelle
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Abbildung 5: Schematische Darstellung von Kardiomyozyten-Aktionspotentialverlaufen. Bei Kardiomyozyten wird
in ventrikuldre Aktionspotentiale (A) und Schrittmacher-Aktionspotentiale (B) unterschieden. Die Depolarisation von
Schrittmacher-Kardiomyozyten ist von der Leitfahigkeit fur Calcium-lonen (gca) getrieben. Hingegen ist die
Depolarisation von ventrikuldren Kardiomyozyten priméar von der hohe Leitfahigkeit flr Natrium-lonen abhéngig

(nicht gezeigt); die Leitfahigkeit fir Calcium-lonen (gca) generiert die Plateauphase des Aktionspotentials.
Modifizierte Abbildung nach Klinke et a/, 2005.

Weitere Unterschiede zwischen den Zelltypen sind, dass die Kardiomyozyten der
Arbeitsmuskulatur im Vergleich zu den Kardiomyozyten des Sinusknoten einen geringeren
Zelldurchmesser haben, eine gréRere Anzahl von Sarkosomen (Mitochondrien) besitzen und
bis zu zwei Nuklei aufweisen. Beide Kardiomyozytentypen sind mit ihren Nachbarzellen durch
Gap Junctions (Connexine) verbunden, die einen schnellen Austausch von Ionen und kleinen
Molekiilen erméglichen und der AP-Fortpflanzung dienen [Klinke et al., 2005].

Die Generierung eines APs in den Kardiomyozyten des Arbeitsmyokard erfolgt in dem das
Schwellenpotential, das bei ca. -65mV liegt, iiberschritten wird. Durch das spannungs-
abhingige Offnen von Natriumkanilen und der hohen elektrochemischen Triebkraft

(Natriumionenkonzentration: extrazellular 145 mmol/l, intrazelluldir 12 mmol/l, negatives
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Membranpotenzial intrazelluldr) kommt es zu einem schnellen Natrium-Einstrom und somit zu
einer Depolarisation der Zelle bis auf ein Membranpotential von ca. +40 mV (Abbildung 6)
[Klinke et al., 2005].

In diesem Spannungsbereich kommt es zur Inaktivierung der Natriumkanéle. Der folgende
Ubergang in die Plateauphase wird von einem langsamen Calcium-Ionen-Einstrom dominiert.
Dieser beruht auf einer erheblichen chemischen Triebkraft, die durch den grol3en
Konzentrationsgradienten fiir Calcium begiinstigt wird (Abbildung 6). Das nachfolgende Offnen
der spannungsabhidngigen Kaliumkanéle bewirkt das Ausstromen von Kalium-lonen, was
wiederum die Repolarisation der Zelle bedingt. Die urspriingliche Ionenkonzentration wird
durch Membranpumpen wiederhergestellt. Die oben genannte Natrium-Kalium-Pumpe
transportiert unter ATP-Verbrauch entgegen des jeweiligen Konzentrationsgradienten 3
Natrium-Ionen aus der Zelle und 2 Kalium-Ionen in die Zelle. Die Pumpe bewirkt somit indirekt
die Aktivierung des Natrium-Kalium-Antiporter, der ein Calcium-lon entgegen seines
Konzentrationsgradienten aus der Zelle transportiert und im Austausch dafiir 3 Natrium-Ionen
in die Zelle transportiert. Auch die Calcium-ATPase tragt mit ihrem Abtransport von Calcium
aus dem Sarkoplasma zur Herstellung der urspriinglichen Ionenkonzentration bei [Klinke et al.,

2005; Schmidt et al., 2005].
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Abbildung 6: Das Aktionspotential von Kardiomyozyten des Arbeitsmyokards. Die Abfolge eines Aktionspotentials
von ventrikuldren Kardiomyozyten kann in 3 Phasen untergliedert werden, die 3 verschiedenen lonen-Leitfahigkeiten
zuzuordnen sind: Schnelle Depolarisation (Natrium-lonen), langanhaltende Plateauphase (Calcium-lonen) und
Repolarisation (Kalium-lonen). Die chemische Triebkraft fir die einzelnen lonen-Spezies ergibt sich dabei aus den
jeweiligen lonen-Konzentrationen. Modifizierte Abbildung nach Klinke et a/, 2005.
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Die Initilerung der Kardiomyozyten-Kontraktion und somit auch die Kontraktion des Herzens,
erfolgt durch den Calcium-Ionen-Einstrom iiber die Membran und deren Einstiilpungen — den
Transversaltubuli (T-Tubuli) — in das Sarkoplasma. Diese geometrische Anordnung bewirkt eine
schnelle Ubertragung der Depolarisation auf das sarkoplasmatische Retikulum (SR)
(Abbildung 7). Die resultierende Anhebung der intrazelluldren Calcium-Ionen-Konzentration
induziert die Offnung von Ryanodin-Rezeptoren in der SR-Membran, was zu einer zusétzlichen
Calcium-Ionen-Freisetzung aus dem im SR gespeicherten Calcium in das Sarkoplasma fiihrt.
Hierdurch erfolgt die Initiilerung der Kontraktion der Kardiomyozyten. Durch die Bindung der
Calcium-Ionen an Troponin C der Myofilamente kommt es zu einer Konformationsdnderung des
Tropomyosins. In Folge werden die Bindungsstellen des Aktins fiir die Myosinkopfe frei, die
sich durch ATP-Hydrolyse an das Aktin anheften. Dies wird als Querbriickenbildung bezeichnet
und fithrt zum Ineinandergleiten der Aktin- und Myosinfilamente, was final zur Kontraktion

fiihrt. Durch den Natrium-Calcium-Antiporter und die Calcium-ATPase wird die urspriingliche

Calcium-Konzentration im Sarkoplasma wiederhergestellt und die Kontraktion beendet

[Klinke et al., 2005].

N

3Na*/Ca?*-Antiporter

Ca’*-ATPase

Abbildung 7: Elektromechanische Koppelung bei Kardiomyozyten. Wé&hrend eines APs diffundieren Ca?*-lonen
durch Dihydropyridin-Rezeptoren (DHPR = L-Typ-Ca?*-Kanale), sitzend in der T-Tubuli-Membran in das Sarkoplasma,
dieser Ubergang wird als Diade bezeichnet. Die nachfolgende Bindung von Ca2*-lonen an die Ryanodin-Rezeptoren
(RyR), sitzend in der SR-Membran, bewirkt die zusatzliche Freisetzung von Ca2*-lonen aus dem SR in das Sarkoplasma.
Durch die stark erhohte Ca?*-lonen-Konzentration und deren Bindung an Troponin C der Myofilamente und die
daraus resultierende Konformationsanderung erfolgt final das Ineinandergleiten der Aktin- und Myosinfilamente
und somit die Kontraktion der Kardiomyozyten. Durch Ca2*-ATPasen und die 3Na*/CaZ*-Antiporter erfolgt die
Herstellung der urspriinglichen Calciumkonzentration im Sarkoplasma und die Kontraktion ist beendet. Modifizierte
Abbildung nach Klinke et a/,, 2005.
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Anders als die Kardiomyozyten des Arbeitsmyokards generieren die Schrittmacher-Kardio-
myozyten aus dem Sinuskonten autonom Aktionspotentiale und leiten sie von Zelle zu Zelle an
den Arbeitsmyokard weiter, was final wiederum zur Kontraktion des Herzens fiihrt. Die
Schrittmacher Zellen verfiigen iiber kein stabiles Ruhemembranpotential, sie depolarisieren
spontan und bilden damit autonom Aktionspotentiale. Eine Schliisselrolle hierbei spielen einige
Mitglieder aus der Familie der HCN-Kandile (Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated
channel). Diese einwirts gleichrichtenden Kanidle werden wéhrend der Hyperpolarisation
aktiviert, was zu einem Einwartsstrom, dem sogenannten funny Strom (If), von Na*- und K*-
Ionen in die Zellen fiihrt. Die Depolarisation, die durch den Na*-Einstrom bedingt wird, bewirkt
das Uberschreiten des Schwellenwerts der Membran der Schrittmacherzellen und initiiert das
darauf folgende AP (Abbildung 8). Die HCN-Kanile bestimmen somit entscheidend den
Zeitraum zwischen zwei APs und somit die Schlagrate des Herzens [Accili et al., 2002; Klinke

et al., 2005].
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Abbildung 8 Aktionspotentiale von Schrittmacher-Kardiomyozyten. Schrittmacher Kardiomyozyten generieren
autonom Aktionspotentiale und besitzen kein Ruhemembranpotential (blau). Wéhrend der Phase der diastolischen
Depolarisation des Herzschlags, bei der sich die Kardiomyozyten in der Hyperpolarisation befinden, 6ffnen die HCN-
Kanale. Dies bewirkt einen Na*/K*lonen-Einstrom und initiiert ein neues Aktionspotential. Durch Bindung von
zyklischen Nukleotiden und Flavonoiden an die Zyklonukleotid-Bindestelle der HCN-Kandle kommt es zur
Verschiebung der Offenwahrscheinlichkeit der Kanéale. Hierdurch 6ffnen sie bei weniger negativen Membran-
spannungen, dies steigert die Frequenz der Aktionspotentiale, was zu einer erhohten Herzschlagrate fihrt (orange).
Modifizierte Abbildung nach Postea et a/, 2011.

Durch ihre Zyklonukleotid-Bindestelle auf der cytosolischen Seite des Kanalproteins konnen sie
durch Signalmolekiile wie zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) oder zyklisches
Guanosinmonophosphat cGMP moduliert werden. Dabei fiihrt eine Zunahme in der
Konzentration von cAMP in der Zelle als Resultat einer Signalkaskade zu einer Verdanderung in
der Spannungsabhingigkeit des Kanals. Die Offenwahrscheinlichkeit der HCN-Kanéle

verschiebt sich in Anwesenheit von cAMP zu niedrigeren Spannungen, wodurch die Kanéle
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bereits bei weniger negativen Membranspannungen 6ffnen. Dadurch steigt die Frequenz der
APs an, was wiederum zu einer erhohten Herzfrequenz fiihrt (Abbildung 8). Aus
pharmakologischen Studien ist bekannt, dass auch ein Flavonoid wie Fisetin einen cAMP
dhnlichen Effekt hervorruft und die Aktivitdt von HCN- Kanélen moduliert [Postea et al., 2011;
Romanelli et al., 2016; Wahl-Schott et al., 2009].
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4. Material und Methoden

4.1. Materialienliste

In folgendem Kapitel werden die verwendeten Gerite, Chemikalien, Proteine, Medien, Zusétze,
Verbrauchmaterialien, Zellkulturen, sowie die eingesetzte Software aufgelistet.

Tabelle 4: Verwendete Gerate und Sensoren.

Gerite / Sensoren Hersteller

COz-Inkubator C-150 Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland
CO2-Inkubator BC-190 SalvisLab, Renggli AG, Rotkreuz, Schweiz
Fluoreszenzmikroskop, Eclipse Ti Nikon GmbH, Diisseldorf, Deutschland
Laborzentrifuge, Heraeus Labofuge 400R Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
Laser Dioden /Iigr:gg;atur Controller Thorlabs Inc., Newton, USA
Leistungsmessgerdt PM100USB Thorlabs Inc., Newton, USA
Mini-Zentrifuge Rotilabo Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Reinstwasseranlage, Purelab flex 3 ELGA, Veolia Environnement S.A, Paris, Frankreich
Spektrumanalysator Rigol DSA815- Batronix GmbH & Co. KG, Preetz, Deutschland
Temperatur-Logger Opsens Inc., Quebec, Kanada
Thermischer Leistungssensor S302C Thorlabs Inc., Newton, USA
Vorverstarker MEA1060 Multi Channel Systems MCS GmbH, Reutlingen, Deutschland

Tabelle 5: Verwendete Verbrauchmaterialien.

Verbrauchsmaterial Hersteller

Gold-Nanostdbchen: C12-10-808-5KAPEG-50 Nanopartz Inc. Barberry, USA
MEA-Chips 60MEA200/30iR-TiN-Gr Multi Channel Systems MCS GmbH, Reutlingen, Deutschland

Petrischalen @ 35 mm Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland
Petrischalen @ 60 mm Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland
Pipettenspitzen 10 ul Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Pipettenspitzen 100 ul Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Pipettenspitzen 1000 ul Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Reaktionsgefa® 1,5 ml Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland
Reaktionsgefa® 15 ml Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland
Reaktionsgefafd 50 ml Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland
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Tabelle 6: Verwendete Chemikalien, Enzyme, Proteine, Medien und Zusétze.

Chemikalien, Enzyme, Proteine, Medien,

Zusiatze

B27™ Supplement
Borax
Borsdure
Cardiomyocytes Maintenance-Medium™
Cardiomyocytes Plating-Medium ™
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol (70 %)
Fibronektin human Protein
GlutaMAX™ Supplement (L-Glutamine)
Laminin
Neurobasal™ Medium
PBS
Penicillin-Streptomycin

Polyethylenimin

Tabelle 7: Verwendete Software.

Hersteller
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Cellular Dynamics International Inc. - a FUJIFILM Company,
Madison, USA

Cellular Dynamics International Inc. - a FUJIFILM Company,
Madison, USA

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA

Software Hersteller

Comsol Multiphysics™ 3.5a,
DrCell, MATLAB Add-on
EndNote™ X9
ImageJ 1.52h
LabView™ 13.0.1
MATLAB™ R2016a
MS Excel™ 2016
MS Word™ 2016
NIS Elements™ 4.51.01
SPSS Statistics® Version 25

Veusz 3.0.1

Comsol Multiphysics GmbH, Géttingen, Deutschland

BioMEMS Lab, Hochschule fiir angewandte
Wissenschaften Aschaffenburg, Deutschland

Clarivate Analytics, Thomson Reuters Corp., Toronto, Canada
Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, USA
National Instruments, Austin, TX, USA
The MathWorks Corporation, Natick, USA
Microsoft Corporation, Redmond, USA
Microsoft Corporation, Redmond, USA
Nikon GmbH, Diisseldorf, Deutschland

IBM, Corporation, Armonk, USA

Dr. Jeremy Sanders, Max-Planck-Institut fiir
extraterrestrische Physik, Garching, Deutschland
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Tabelle 8: Verwendete Zellkulturen.

Zellkulturen Hersteller

Primére kortikale Rattenneurone Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Cellular Dynamics International Inc. - a FUJIFILM Company,

n® . .
iCell® Cardiomyocytes (hiPSC) Madison, USA

Tabelle 9: Verwendete Lésungen und Puffer.

Losungen und Puffer Zusammensetzung

3,1 g Borséaure, 4,75 g Borax, in 1 1 autoklaviertem DI-H20
durch erwirmen l6sen, pH mit HCI auf 8,4 einstellen
Herstellung einer 50 ug/ml Fibronektin-Losung
mit autoklavierten DI-H20

Borsaurepuffer
Fibronektin-Lésung
Polyethylenimin-Losung 0,1% PEI in Borsaurepuffer gelost

Tergazym-Losung 5 g Tergazym in 500 ml autoklaviertem DI-H20 gelost

Tabelle 10: Verwendete Temperatursensoren und Dioden.

Temperatursensoren, Dioden Hersteller

Temperatursensor
Modell OTG-F-10-62ST-1.5PTFE-XN-25PI-L
Opsens Inc., Quebec, Kanada
Reaktionszeit: 5 ms; Auflésung: 0,05°C;
Temperaturgenauigkeit: +=0,3°C

Temperatursensor
Modell OTG-A-10-62ST-1.5PTFE-XN-4PIT-L
Opsens Inc., Quebec, Kanada
Reaktionszeit: 0,5 s; Auflésung: 0,1°C;
Temperaturgenauigkeit: =0,3°C

Laser-Diode LD830-ME2W

Ausgangsleistung: 2W; Wellenldnge: 829 nm i s e, NS, W

4.2. Reinigung der MEA-Chips

MEA-Chips kénnen mehrfach verwendet werden und miissen somit nach benutzen gereinigt
und sterilisiert werden. Dies erfolgte nach folgendem Schema. Zunichst wurde die Kavitit der
MEA-Chips zur chemischen Desinfektion mit 70%igem Ethanol (EtOH) gefiillt und fiir 30 min
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Das EtOH wurde anschliel3end abgezogen und 1-mal mit
deionisiertem Wasser (DI-H.O) gewaschen. AnschlieRenden wurde zum Verdau von Zellresten
eine 1%ige Tergazym-Losung in die Kavitdt gegeben und iiber Nacht bei RT inkubiert. Am
Folgetag wurde die Tergazym-Losung abgezogen und 3-mal mit DI-H,O gewaschen.
Nachfolgend wurden die Chips entweder bei 121°C fiir 30 min autoklaviert oder einer
Sterilisation mit EtOH und UV-Licht unterzogen. Bei letzterem wurden die Chips ganzflachig

mit 70%igem EtOH gewaschen und EtOH in die Kavitdt gegeben und fiir 30 min bei RT
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inkubiert. Anschliel3end wurden die Chips 3-mal mit autoklaviertem DI-H,O gewaschen und fiir

45 min zur weiteren Sterilisation UV-Licht ausgesetzt.

4.3. Aussaat und Kultivierung kortikaler Rattenneurone

Fiir die Versuche mit neuronalen Zellen wurden kryokonservierte, dissoziierte, primére
kortikale Rattenneurone (E18) des Stamms Sprague Dawley von Thermo Fisher Scientific
(Tabelle 8) verwendet und dem Protokoll entsprechend auf MEA-Chips kultiviert
(Abbildung 9) [Thermo Fisher Scientific Corporation, 2014]. Die MEA-Chips (Tabelle 5)
wurden vor der Zellaussaat gereinigt (Kapitel 4.2) und anschlie@end mit Polyethylenimin (PEI)
beschichtet (0,1%ige Losung) (Tabelle 9). Hierfiir wurde die Kavitdt der MEA-Chips mit der
PEI-Losung befiillt und 1 h bei RT inkubiert. Danach erfolgten drei Waschschritte mit auto-
klaviertem DI-H,O und die Trocknung der Chips iiber Nacht. Am nachsten Tag, dem Tag der
Zellaussaat, wurde morgens das Elektrodenfeld der MEA-Chips mit 125 ul Laminin (Tabelle 6)
beschichtet (20 ug/ml Laminin) und fiir 1 h im Zellinkubator bei 37°C inkubiert. Direkt vor der
Zellaussaat (125.000 Zellen pro MEA-Chip) wurde jeweils das Laminin von den MEA-Chips
abgezogen, um ein Austrocknen der Proteine zu verhindern. Die kortikalen Rattenneuronen
wurden in einem Volumen von 125 ul ausgesit und fiir 4 h bei 37°C und 5% CO- inkubiert.

Nachfolgend wurde die Kavitat vorsichtig mit Neurobasal Medium (Tabelle 6) gefiillt [Thermo

Fisher Scientific Corporation, 2014].

Abbildung 9: Mikroskopische Aufnahmen kortikaler Rattenneurone. (A) Die kortikalen Rattenneuronen wurden
zur Ableitung der Aktionspotentiale auf dem Elektrodenfeld der MEA-Chips kultiviert. Die extrazelluldren
Ableitungen erfolgten an den 59 Elektroden. Der Elektrodendurchmesser betragt 30 um und der Abstand zwischen
den Elektroden betragt 200 um. Die hier exemplarisch gezeigte Aufnahme stammt von einer Kultur an Tag 18 in vitro
(days in vitro, DIV). Der GroBenstandard betragt 200 pm. Die Abbildung stammt aus Koéhler et a/, 2018. (B) Die
Fluoreszenzaufnahme zeigt die vernetzten kortikalen Rattenneurone an DIV 16. Die MAP2-Antikérperfarbung
verdeutlicht den Dendritenverlauf und das Perikaryon (rot). Durch die DAPI-Farbung wurden die Zellkerne markiert
(blau). Der GroBenstandard betragt 20 pm.
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4.4. Aussaat und Kultivierung humaner Kardiomyozyten

Bei den Versuchen mit humanen Kardiomyozyten wurden kryokonservierte Zellen von Cellular
Dynamics International (CDI) verwendet, die aus humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen (hiPSC) von CDI differenziert wurden (Tabelle 8). Der grol3e Vorteil dieser Zellen
im Vergleich zu embryonalen Stammzellen (ESC) ist, dass sie zu keinen ethischen Kontroversen
fiihren und dass sie aus Patienten-eigenen somatischen Zellen erzeugt werden kénnen und
somit phinotypisch sind [Nishikawa et al., 2008; Yu et al., 2007].

Erstmals wurden hiPSC aus somatischen Fibroblasten von Shinya Yamanaka generiert, wofiir
er den Nobelpreis im Jahr 2012 erhielt [Takahashi et al., 2007]. Dabei ist anzumerken, dass
hiPSC aufgrund ihres somatischen Ursprungs einen anderen epigenetischen Hintergrund
besitzen und ESCs nicht vollstdndig gleichen [Sullivan et al., 2010].

Vor der Zellaussaat wurden die MEA-Chips gereinigt (Kapitel 4.2) und beschichtet. Dabei wurde
10 wl einer Fibronektin-Losung (Tabelle 9) zur Beschichtung auf die Elektrodenfelder der MEA-
Chips pipettiert und die Chips in Petrischalen fiir 1 h bei 37°C und 5% CO; im Zellkulturschrank
inkubiert (Tabelle 5). Um einem Eintrocknen der verwendeten Proteine vorzubeugen, wurde
ein steriles Zellstofftuch mit autoklaviertem DI-H,O mit in die Petrischale gelegt und erst direkt
vor der Aussaat der Kardiomyozyten die Fibronektin-Losung wieder abzogen. Fiir die Aussaat
wurde das Vial mit den kryokonservierten humanen Kardiomyozyten aus dem Stickstofftank
geholt und fiir 3 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert, anschliel3end aus dem Wasserbad
genommen und mit 70%igem EtOH desinfiziert und nachfolgend in die Sterilbank iiberfiihrt.
Die Zellen wurden vorsichtig in ein 50 ml ReaktionsgefaR iiberfiihrt, das Vial vorsichtig mit 1 ml
vorgewarmtem Plating-Medium ausgespiilt und das Volumen tropfchenweise (1 Tropfen alle
5s) in das Reaktionsgefd® zu den Zellen gegeben. Wahrend dieser Zugabe wurde das
Reaktionsgefif vorsichtig geschwenkt. Weitere 8 ml Plating-Medium wurden langsam
tropfenweise hinzugegeben und das Reaktionsgefald weiter vorsichtig geschwenkt und final
3-mal vorsichtig invertiert. Nachfolgend wurde die Zellzahl bestimmt und die Aussaatdichte auf
8.000.000 Zellen/ml eingestellt. 10 ul der Zellsuspension (80.000 Zellen) wurden auf das
Elektrodenfeld gegeben und fiir 1,5 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert (Abbildung 10). Nach der
Inkubation wurde vorsichtig Maintenance-Medium in die Kavitdt zu den Zellen hinzugegeben.
Der erste vollstdndige Medienwechsel erfolgte an Tag 3 in vitro (days in vitro, DIV), nachfolgend
alle 2 Tage [Cellular Dynamics International, 2016].

Im Falle der extrazelluliren Ableitungen bei den TETRA-Expositionsversuchen (Kapitel 4.6)
erfolgte ein Medienwechsel 2h vor der jeweiligen Versuchsdurchfiihrung. Bei den photo-

thermischen Stimulationsversuchen erfolgte der Wechsel des Zellmediums mindestens 3 h vor
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den ersten extrazelluliren Ableitungen. Dabei war zum Teil das Medium mit Gold-

Nanostdbchen versetzt (Kapitel 4.7).

Abbildung 10: Mikroskopische Aufnahme humaner Kardiomyozyten. (A) Die humanen Kardiomyozyten wurden
zur extrazelluldren Ableitung der Aktionspotentiale auf dem Elektrodenfeld der MEA-Chips kultiviert. Die
Ableitungen erfolgten an den 59 Elektroden. Der Elektrodendurchmesser betrugt 30 um und der Abstand zwischen
den Elektroden betrugt 200 um. Die hier exemplarisch gezeigte Aufnahme stammt von einer Kultur an DIV 12. Der
GroBenstandard betragt 200 pm. (B) Fir alle elektrophysiologischen Experimente wurden MEA-Chip des Typs
60MEA200/30iR-TiN-Gr verwendet, wie hier exemplarisch gezeigt.

4.5. Elektrophysiologische Ableitungen

Fiir die Ableitung der extrazelluliren Aktions-/Feldpotentiale der neuronalen und kardialen
Zellkulturen wurde die nicht-invasive Methode der MEAs verwendet. Die Zellen wurden dabei
auf MEA-Chips des Typs 60MEA200/30iR-TiN-Gr kultiviert (Tabelle 5). Zur Ableitung der
Zellsignale wurde das MEA1060-System verwendet (Tabelle 4, Kapitel 3.1). Die Daten-
aufzeichnung erfolgte mit der Software LabView 13.0.1 (Tabelle 7) bei einer Sampling Rate
von 8 kHz.

Bei den TETRA-Expositionsversuchen erfolgten die extrazelluldren Ableitungen der neuronalen
Netzwerke zwischen DIV 14 bis 34. Die extrazelluliren Ableitungen der humanen Kardio-
myozyten Netzwerke erfolgte fiir die TETRA-Expositionsversuche zwischen DIV 4 und DIV 20
(Kapitel 4.6). Bei den photothermischen Stimulationsversuchen erfolgte die extrazelluldren

Ableitungen zwischen DIV 4 und DIV 13 (Kapitel 4.7).

4.6. TETRA-Expositionsbedingungen

Das durch Oster et al. 2016 charakterisierte Expositionssetup ermoglicht eine homogene
Exposition aller Proben [Oster et al., 2016]. Die Signalgenerierung erfolgte mit einer mobilen
TETRA-Basisstation (TETRA-TMO 2022-A) des industriellen Kooperationspartners, der KaiTec
GmbH [KaiTec GmbH, 2018].
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Die TETRA-Basisstation erzeugt eine Tragerfrequenz von 395 MHz mit spezifischen
Absorptionsraten (SARs) von 1,17 W/kg, 2,21 W/kg und 2,66 W/kg (Kapitel 5.3.1). Die
generierte Tragerfrequenz entspricht einer Wellenldnge (1) von 75,89 cm, welche das Produkt

der Division von Lichtgeschwindigkeit (c) und der Frequenz (f) ist (Gleichung 1).

_ ¢ _ 299792458 m/s_ .
A= f~ 395.000.000 Hz 0,758 m (Gleichung 1)

Bei den neuronalen und kardialen TETRA-Expositionsversuchen und den Experimenten zur
Bestimmung des maximalen Temperaturanstiegs wahrend der TETRA-Exposition (5.3.2),
erfolgte die Pulsung (17,64 MHz) und Modulation (1/4DQPSK) der Tragerfrequenz fiir die drei
Leistungslevel mit den SARs von 1,17 W/kg, 2,21 W/kg und 2,66 W/kg. In den Abbildungen
angegeben mit: 395 MHz, der jeweiligen SAR: 17,64 Hz gepulst, m/4DQPSK moduliert (n).

Bei den TETRA-Kurzzeit-Expositionsexperimenten erfolgte eine 15-miniitige Exposition der
Zellkulturen in der Stripline. Die Sham-Expositionen erfolgten an gleicher Position mit
ausgeschalteter mobiler Basisstation. Die extrazelluldren Ableitungen der Zellkulturen erfolgten
dabei unmittelbar vor und nach der Exposition. Die Zellkulturen der mehrwdéchigen TETRA-
Langzeit-Expositionsexperimente wurden mit Beginn der Zellaussaat alle 2 Stunden fiir 15
Minuten befeldet. Mit dem autonomen Einsetzen von Aktionspotentialen wurden fiir die
nachfolgenden 18 Tage extrazelluldre Ableitungen der Zellkulturen durchgefiihrt. Die Sham-
Exposition erfolgte in einem Faraday’schen Kifig im gleichen Zellinkubator, die Zellkulturen
der Kontrolle wurden in einem separaten Zellinkubator unter gleichen Temperatur- und CO-

Bedingungen kultiviert.

4.7. Bedingungen der photothermischen Stimulation

Die photothermischen Stimulationen der humanen Kardiomyozyten erfolgten durch alleinige
NIR-Bestrahlung oder durch die kombinierte Behandlung mit Gold-Nanorods (Gold-
Nanostdbchen, GNRs) und NIR. Die Zellenkulturen wurden dabei wie zuvor beschrieben auf
MEA-Chip kultiviert (Kapitel 4.4). Vor der kombinierten Behandlung mit NIR/GNR wurde das
gesamte Zellmedium abgezogen und die Kavitit der MEA-Chips mit 1,5ml GNR-
angereichertem Zellmedium (GNR-Konzentration 10 ug/ml) aufgefiillt. Die photothermischen
Stimulationen gepaart mit den extrazelluldren Ableitungen der Kardiomyozyten erfolgten in
einem Zeitfenster von 3 bis 9 Stunden nach der Behandlung mit GNRs, um ein ausreichendes
Absetzen der GNRs auf den Plasmamembranen der Zellen sicherzustellen. Die mit der NIR-
Laser-Diode (Tabelle 10) bestrahlte Flache lag bei 14 mm? und wurde mit einer Wellenldnge

von 829 nm exponiert und war auf das 1,96 mm? grofRe Elektrodenfeld fokussiert, auf dem die
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Kardiomyozyten im Zentrum der MEA-Chips kultiviert wurden (Abbildung 11). Die maximale
Fldchenleistungsdichte betrug 42,57 mW/mm? und wurde ungepulst angewendet. Die
verwendeten GNRs der Firma Nanopartz (Tabelle 5) waren mit Aminogruppen-terminiertem
Polyethylenglycol (NH?-PEG) funktionalisiert und ermdglichten somit durch die kationische
Ladungsdichte an ihrer Oberfliche eine gute Bindung an die Plasmamembran der
Kardiomyozyten. Der Durchmesser der GNRs betrug 10 nm, die Linge lag bei 41 nm. Die fiir

die Versuche genutzte maximale transversale Resonanzwellenldnge der GNRs lag bei 808 nm.

A B \-/ NIR-Strahlung

/_/ \_/ Titannitrid-Mikroelektrode
NIR-Laser-Diode ~—

\-/ GNR
Kardiomyozyte

MEA-Chip / Siliziumnitrit-Isolationsschicht
- - i Slotglas

Abbildung 11: Schematische Darstellung des NIR-Bestrahlungssetups. (A) Die auf das Elektrodenfeld des MEA-
Chips fokussierte Laser-Diode emittierte nahe Infrarotstrahlung mit einer Wellenldnge von 829 nm. Die dabei
abgedeckte Flache betrug 14 mm?, die des Elektrodenfelds 1,96 mm2. (B) Die verwendeten GNRs waren mit
Aminogruppen-terminiertem Polyethylenglycol (NH%-PEG) funktionalisiert und wiesen so eine duBlere kationische
Ladungsverteilung auf. lhr longitudinales Absorptionsmaxima lag bei 808 nm. Die Dimensionierung der GNRs lag bei
41 nm in der Ldnge und 10 nm in der Breite. Die verwendeten MEA-Chips bestanden aus transparenten Titannitrit-
Mikroelektroden, die Isolationsschicht bestand aus Siliziumnitrit.

4.8. Datenanalyse

Die Analyse der neuronalen und kardialen Messdaten, welche aus den extrazelluldren
Ableitungen gewonnen wurden, erfolgte jeweils mit DrCell, einer auf Matlab basierenden
Software [Nick et al., 2013]. Im Falle einer Storkopplung (50 Hz Rauschen des Stromnetzes)
wahrend der Aufnahme von extrazelluliren Ableitungen, war es nachfolgend unter
Verwendung eines Hochpassfilters der Software moglich das Rauschen zu eliminieren.

Bei der Analyse von neuronalen Daten wurden Spikes und Bursts, sowie die Burstdauer durch
in die Software implementierte Algorithmen detektiert [Baker et al., 2006; Nick et al., 2013].
Ein Burst ist demnach definiert als eine Abfolge von mindestens 3 Spikes mit einem maximalen
Interspikeintervall von 100ms. Um die Synchronitit von neuronalen Zellnetzwerken
quantifizieren zu koénnen, wurde ein ebenfalls in DrCell implementierter Algorithmus
verwendet. Hierbei wurden zunéchst die Spike-Trains der einzelnen Elektroden transformiert,
in dem die Spikezeitpunkte in ein Raster bestehend aus Zeitfenstern von 40 ms (bin size)
eingeordnet und die Anzahl der Spikes pro Zeitfenster summiert wurden. Anschlief3end erfolgte

die ebenfalls implementierte Berechnung der Kreuzkorrelationen zwischen allen Spike-Train-
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Paaren, sowie die Berechnung des hiervon gebildeten Mittelwertes, welcher als finaler
Synchronititswert ausgegeben wurde [Jimbo et al., 2000b]. Bei der Analyse der kardialen
Daten bietet DrCell ebenso implementierte Algorithmen mit denen die Schlagrate und die
Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale iiber das Zellnetzwerk bestimmt wurden [Nick

et al., 2013].

4.9. Test auf Normalverteilung und statistische Signifikanz

Die zu analysierenden Daten wurden durch Anwendung des Shapiro-Wilk-Tests auf
Normalverteilung {iiberpriift. Der Shapiro-Wilk-Test ist gut geeignet fiir kleine Stichproben-
anzahlen. Die Nullhypothese HO nimmt an, dass eine Normalverteilung der Daten vorliegt,
wenn der Signifikanzwert p > 0,05 [Shapiro et al., 1965].

Zur Uberpriifung auf statistische Signifikanz wurde der studentische t-Test und die
einfaktorielle Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA) verwendet. Hierfiir miissen die zu
vergleichenden Daten normalverteilt vorliegen. Bei einem Vergleich von zwei Versuchsgruppen,
erfolgte die Uberpriifung mit dem Zweistichproben-t-Test. Der Vergleich innerhalb einer
Versuchsgruppe erfolgte mit dem gepaarten-t-Test. Dabei wird jeweils untersucht, ob sich die
Mittelwerte statistisch signifikant voneinander unterscheiden. Der ANOVA-Test erlaubt
hingegen den Vergleich der Mittelwerte mehrerer Versuchsgruppen mit einer geringeren
Fehlerwahrscheinlichkeit im Vergleich zu einem mehrfach durchfiihrten t-Test und wurde zur
Uberpriifung auf statistische Signifikanz bei Experimenten mit drei oder mehr Versuchsgruppen
verwendet. Dabei identifiziert der ANOVA-Test ob generell ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen vorliegt, trifft dabei jedoch keine Aussage zwischen welchen
Gruppen dies der Fall ist. Deshalb wurde zur genauen Bestimmung der statistischen Signifikanz
der konservative Scheffé Post-hoc-Test verwendet, welcher auch fiir ungleiche Stichproben-
umfinge geeignet ist. In den Abbildungen sind die Signifikanzniveaus wie nachfolgend
beschrieben gekennzeichnet: p <0,05 signifikant; p<0,01 sehr signifikant; p <0,001 hoch

signifikant.

4.10. Numerische Simulation

Die numerischen Simulationen der SARs, erfolgten auf der Grundlage des Modells von
M. Eng. Stefan Oster, Dr. Michael Goldhammer und M. Eng. Christian Erbes unter Verwendung
der Software zur Simulation physikalischer Vorgdnge Comsol Multiphysics (Tabelle 7). Das
numerische Aquivalent des realen Expositionssetups mit Inkubator und Stripline
(Streifenleitung) ist im Modell geometrisch nachgebildet. Die metallischen Strukturen des

Expositionssetups waren dabei als perfekte elektrische Leiter ausgewiesen und der
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Wellenwiderstand der homogenen Hochfrequenzleitung auf 50 Q determiniert. Unter
Verwendung der Finite-Elemente-Methode (FEM) wurden die SARs unter Anpassung der
Frequenz und Spannung bestimmt. Die Simulation wurde mit 600.000 Gitter-Elementen
realisiert, was einem Freiheitsgrad von 4 Millionen entsprach [Erbes, 2011; Goldhammer, 2009;

Oster, 2014; Oster et al., 2016].
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5. TETRA-Bestrahlung von in vitro Netzwerken aus kortikalen Rattenneuronen und
humanen Kardiomyozyten

5.1. Motivation und Zielsetzung

Seit der weltweit voranschreitenden Digitalisierung, wéchst die globale Infrastruktur von
mobilen Kommunikationssystemen und die Anzahl der verwendeten Endgerite in einem
rasanten Tempo. Der Datentransfer von mobilen Endgerdten steigt dabei stetig, was
unwillkiirlich mit einer zunehmenden elektromagnetischen Exposition von Mensch und Umwelt
verkniipft ist [Cisco Systems Inc., 2017; International Telecommunication Union, 2016; Lin,
2016; Rennhoff et al., 2016; Valentini et al., 2007].

Die Diskussion iiber mogliche gesundheitliche Auswirkungen der elektromagnetischen
Exposition von Mobilfunk auf den Menschen und seine Umwelt hat dabei seit Dekaden eine
hohe Relevanz und ist nach wie vor noch nicht abschlielfend geklart [Ahlbom et al., 2003;
Apollonio et al., 2013; Frey, 1961].

Dies gilt auch fiir den europaweit implementierten digitalen Biindelfunkdienst fiir Behorden
und Organisationen mit Sicherheitsaufgaben Terrestrial Trunked Radio (TETRA). Durch den
neuen Frequenzbereich und die niederfrequente Signalpulsung, gab es Bedenken iiber mogliche
Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit seitens der Bevolkerung und den beruflichen
Nutzergruppen. Die Anzahl von Berichten {iber mdégliche nachteilige Auswirkungen auf die
menschliche Gesundheit stieg mit der schrittweisen Errichtung der TETRA-Netzinfrastruktur
und der zunehmenden Verwendung der mobilen TETRA-Endgerdte [Wallace et al., 2010;
Wallace et al., 2012].

Die bisher veroffentlichen Publikationen zu moglichen gesundheitlichen Auswirkungen durch
TETRA sind in ihrer Gesamtheit stark widerspriichlich und nicht konsistent. Dies macht weitere
Untersuchungen zu einer spannenden und notwendigen Aufgabe. Die grol3e Mehrheit der
bisher durchgefiihrten Studien erfolgte direkt am Menschen, was die Gefahr einer
Einflussnahme durch dulerliche Faktoren birgt. Hierbei sind unter anderem unterschiedliche
Erwartungshaltungen der Probanden und psychologische Effekte wie z.B. der Placebo-Effekt zu
nennen [Di Blasi et al., 2001; Finniss et al., 2010; Price et al., 2008].

Durch in vitro Versuche wiirden sich die Versuchsbedingungen besser kontrollieren lassen,
weshalb sie im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendet wurden, um die Auswirkungen von
TETRA-Strahlung auf die elektrophysiologischen Eigenschaften neuronaler und kardialer
Zellnetzwerke zu untersuchen. Dies soll dariiber hinaus dazu beitragen den generellen Einfluss
von nicht-ionisierenden elektromagnetischen Feldern auf neuronale und kardiale Systeme

weiter zu klaren.
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5.2. Einleitung
5.2.1. Der digitale Blindelfunkstandard Terrestrial Trunked Radio

Der digitale Biindelfunk Standard TETRA wurde 1995 vom Europdischen Institut fiir
Telekommunikationsnormen (ETSI) standardisiert und ist seit seiner Einfiihrung am 20. Juni
2007 der digitale Funkstandard in Deutschland. Bezeichnet wird er als Digitalfunk der
Behorden und Organisationen mit Sicherheitsaufgaben (BOS). Seine Nutzer sind z.B. die
Bundes- und Landespolizei, die Feuerwehren, die Rettungsdienste, die Katastrophen- und
Zivilschutzbehorden des Bundes und der Lander und das Technische Hilfswerk. Der TETRA-
Standard dient dabei als wuniverselles Sprach- und Datenfunksystem, welches die
Kommunikation all seiner Nutzer bundesweit vereint und vereinheitlicht. Der wesentliche
Unterschied im Vergleich zu kommerziellen Mobilfunkstandards ist die Verschliisselung der
Kommunikation und die Moéglichkeit der Gruppenkommunikation. Dabei werden Funkspriiche
an alle Mitglieder einer definierten Gruppe gesendet. Dies erleichtert vor allem die
Kommunikation bei komplexen Einsatzszenarien, wenn zum Beispiel verschiedene BOS
Nutzergruppen, wie Polizei, Feuerwehr und der Rettungsdienst beteiligt sind [Bundesanstalt
fir den Digitalfunk der Behorden und Organisationen mit Sicherheitsaufgaben, 2008;
Bundesanstalt fiir den Digitalfunk der Behorden und Organisationen mit Sicherheitsaufgaben,
2018b].

Bundesweit sind bisher 4.590 Basisstationen errichtet worden, die eine Netzabdeckung von
99% des Bundesgebietes gewaihrleisten; dabei sind 770.000 Teilnehmer registriert (Stand
Januar 2018) [Bundesanstalt fiir den Digitalfunk der Behorden und Organisationen mit
Sicherheitsaufgaben, 2018a].

TETRA bietet generell die Moglichkeit zweier verschiedener Betriebsarten. Die Kommunikation
iiber die bundesweite Netzarchitektur bezeichnet als Trunked Mode Operation (TMO) und die
Kommunikation direkt von mobilem Endgerdt zu mobilem Endgerat, bezeichnet als Direct
Mode Operation (DMO). Die DMO-Kommunikation erfolgt vor allem dann, wenn im Innen-
oder AulBeneinsatz keine Verbindung zur Netzarchitektur besteht. Der Frequenzbereich fiir die
TMO-Kommunikation (Abbildung 12) liegt fiir den Uplink, also fiir die Sprach- und
Dateniibermittlung der Endgerédte zu den Basisstationen bei 380 bis 385 MHz, und fiir den
Downlink bei 390 bis 395 MHz, bei dem die Sprach- und Datentibermittlung von den
Basisstationen zu den Endgerdten stattfindet. Dabei erfolgt eine m/4DQPSK-Modulation
(Differential Quaternary Phase-Shift Keying) und Pulsung des Signals durch das Zeitmultiplex-
verfahren (Time-Division-Multiple Access, TDMA), bei dem 4 Zeitschlitze mit einer Dauer von
14,74 ms zur Verfiigung stehen, die in einem TDMA-Rahmen von 56,67 ms zusammengefasst

werden. Wird ein Zeitschlitz durch einen Nutzer belegt und die 3 anderen bleiben frei,
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Abbildung 12: TETRA-TMO-Frequenzen. In Deutschland liegt der Frequenzbereich fir den Digitalfunk fiir Behdrden
und Organisationen mit Sicherheitsaufgaben (BOS) der liber die TETRA-Netzinfrastruktur erfolgt fiir den Downlink
bei 390 bis 395 MHz, was dem Datentransfer von Basisstationen zu mobilen Endgerdten entspricht. Der
Frequenzbereich des Uplinks liegt bei 380 bis 385 MHz, was dem Datentransfer von den mobilen Endgeraten zur den
Basisstationen dient.

kommt es zu einer niederfrequenten Pulsung des Signals mit 17,64 Hz (1000 ms / 56,67 ms)
(Abbildung 13) [Bundesanstalt fiir den Digitalfunk der Behorden und Organisationen mit
Sicherheitsaufgaben, 2018b; European Telecommunications Standards Institute, 2002;
European Telecommunications Standards Institute, 2005; European Telecommunications

Standards Institute, 2006; Stavroulakis, 2007].

2. Zeitschlitz / frei
3. Zeitschlitz / frei
4, Zeitschlitz / frei
2. leitschlitz [ frei
3. Zeitschlitz / frei
4, eitschlitz / frei

56,67 ms o
TDMARahmen |

Zeitin ms

[
|‘

Abbildung 13: TETRA-Zeitmultiplexverfahren. Durch das Zeitmultiplexverfahren (7ime-Division-Multiple Access,
TDMA) von TETRA stehen 4 Zeitschlitze mit einer Dauer von jeweils 14,17 ms pro TDMA-Rahmen (56,67 ms) zur
Verfligung. Kommt es zu einer Belegung des 1. Zeitschlitzes und die 3 nachfolgenden bleiben unbelegt, kommt es
zu einer Pulsfrequenz von 17,64 Hz [Stavroulakis, 2007]. Modifizierte Abbildung nach Kohler et a/, 2018.

Insgesamt 16 europdische Staaten (Belgien, Ddnemark, Estland, Finnland, Grof3britannien,
Ungarn, Island, Litauen, die Niederlande, Portugal, Schweden, Irland, Bulgarien, Montenegro,

Norwegen und Deutschland) verfiigen iiber ein Digitalfunknetz basierend auf dem TETRA-
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Standard. Weitere européische Staaten bauen landesweite TETRA-Netze auf [Bundesanstalt fiir

den Digitalfunk der Behorden und Organisationen mit Sicherheitsaufgaben, 2018b].

5.2.2. Beschriebene biologische Effekte des Mobilfunks am Beispiel von TETRA

Mit der Erfindung der Funktelegraphie, wofiir beide 1909 den Nobelpreis fiir Physik erhielten,
lieferten die beiden Européer Karl Ferdinand Braun und Guglielmo Marconi den Startschuss fiir
den heutigen Mobilfunk [Braun, 1909; Marconi, 1922].

Parallel zur rasant voranschreitenden Digitalisierung steigt auch seit Jahrzehnten die
elektromagnetische Exposition von Mensch und Umwelt durch den digitalen Mobilfunk [Cisco
Systems Inc., 2017; International Telecommunication Union, 2016; Lin, 2016; Rennhoff et al.,
2016; Valentini et al., 2007].

Dabei ist unbestritten, dass die elektromagnetische Exposition im Wellenldngenbereich des
Mobilfunks zum nicht-ionisierenden Teil des elektromagnetischen Spektrums gehort. Es kommt
somit zu keiner direkten Schadigung der DNA und auch zu keiner indirekten Schadigung der
DNA durch freie Radikale, da die Quantenenergie in diesem Wellenldngenbereich nicht grof3
genug ist, um Elektronen von Atomen oder Molekiilen auszuschlagen [Sheppard et al., 2008].
Die moglicherweise einzige Interaktion zwischen nicht-ionisierenden elektromagnetischen
Feldern (EMF) und biologischen Zellen und Geweben basiert auf dem Mechanismus der
dielektrischen Erwdrmung und wird als thermischer Effekt deklariert. Bei diesem
wissenschaftlich gesicherten Effekt kommt es, unter Einwirkung von Strahlung wie sie im
Mobilfunk benutzt wird, zu einer Temperaturerhohung in Zellen und Gewebe [Apollonio et al.,
2013; Independent Advisory Group on Non-ionising Radiation, 2012; International Commission
on Non-Ionizing Radiation Protection, 1998; Sheppard et al., 2008].

Das mogliche Auftreten von nicht-thermischen Effekten wird hingegen kontrovers diskutiert.
Zu den nicht-thermischen Effekten auf Zellen und Gewebe in Folge einer Mobilfunk Exposition
werden alle diejenigen Effekte gezidhlt, die nicht auf thermische Effekte zuriick zu fiihren sind.
Bislang ist jedoch kein Mechanismus bekannt der diese Effekte, die in der Literatur beschrieben
sind, mit Sicherheit erklart [Apollonio et al., 2013; Juutilainen et al., 2011; Manna et al., 2016;
Sheppard et al., 2008; Simko et al., 2016; Valentini et al., 2007].

Dennoch wurden durch die International Agency for Research on Cancer der
Weltgesundheitsorganisation (WHO), elektromagnetische Felder im Bereich der Mobilfunk-
frequenzen als moglicherweise krebserzeugend fiir den Menschen beurteilt (Group 2B, Possibly
carcinogenic to humans) [Baan et al., 2011; International Agency for Research on Cancer - World
Health Organization, 2013].

Bei der Einfiihrung eines neuen Frequenzbereichs mit einer niederfrequenten Signalpulsung im
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Rahmen des europaweit implementierten digitalen Biindelfunkdienstes fiir Behorden und
Organisationen mit Sicherheitsaufgaben TETRA, gab es massive Bedenken {iber eine mogliche
Auswirkungen von TETRA auf die menschliche Gesundheit seitens der Bevolkerung und den
beruflichen Nutzergruppen. Die Anzahl von Berichten i{iber mogliche nachteilige Auswirkungen
auf die menschliche Gesundheit stieg mit der schrittweisen Errichtung der TETRA-
Netzinfrastruktur und der zunehmenden Verwendung der mobilen TETRA-Endgerite [Wallace
et al., 2010; Wallace et al., 2012]. Schon in fritheren Studien wurde berichtet, dass gepulste
Signale im Bereich von 16 Hz den Ca?*-Ionen-Efflux in neuronalen Zellen beeinflusst [Bawin et
al., 1976; Blackman et al., 1980]. Nachfolgende Veroffentlichungen konnten die Effekte nicht
bestatigen [Merritt et al., 1982; Shelton et al., 1981]. Die erzielten Ergebnisse dieser
Publikationen wurden kontrovers diskutiert und gaben weiter Anlass zur Sorge, da TETRA mit
einer vergleichbaren Pulsfrequenz von 17,64 Hz arbeitet [Blackwell et al., 1986; Myers et al.,
1981; National Radiological Protection Board, 2001]. Es erfolgten weitere Untersuchungen, die
den Einfluss der TETRA-spezifischen Exposition auf den Calcium-Efflux bei Ratten-
Kardiomyozyten und -Neuronen erforschten. Auch in diesen Studien konnten keine Wirkungen
beobachtet werden [Green et al., 2005]. Nachfolgende Studien untersuchten ebenfalls den
moglichen Einfluss einer TETRA-Exposition auf den Menschen und seine Gesundheit. In diesem
Rahmen konnte gezeigt werden, dass es keine Hinweise fiir Kurzzeiteffekte von mobilen
TETRA-Endgeriten auf die kognitive Leistung und das Wohlbefinden bei Menschen gibt und
dass die TETRA-Exposition ebenso keinen Effekt auf die langsam verdnderlichen kortikalen
Potentialschwankungen (slow cortical potentials) hat [Eggert et al., 2015; Sauter et al., 2015].
Weiter konnte festgestellt werden, dass TETRA-Mobiltelefone die Herzfrequenz und den
Blutdruck nicht beeinflussen und dass eine TETRA-Kurzzeit-Exposition durch mobile Endgeréte
die Gehirnleistung des Menschen nicht beeinflusst. Es wurde auch kein Beleg fiir subjektive
Symptome durch die Exposition gefunden [Barker et al.,, 2007; Riddervold et al., 2010].
Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass TETRA-Basisstationssignale keine Wirkung auf die
Herzfrequenz, den Blutdruck, die kognitive Leistung und die Hautleitfahigkeit von
elektrosensiblen Personen und Kontrollteilnehmern zweier Studien hatte [Wallace et al., 2010;
Wallace et al., 2012].

Auch eine erst kiirzlich veroffentlichte epidemiologische Studie an britischen Polizeibeamten
fand keinen Beleg, dass die Verwendung von TETRA mit einem Krebsrisiko verbunden ist [Gao
et al., 2018].

Gegensatzlich hierzu wurde jedoch auch festgestellt, dass es zu einer Zunahme von
Kopfschmerzen bei Versuchsteilnehmern kam, die einer TETRA &hnlichen Strahlung ausgesetzt

waren, bei der eine ungepulste Befeldung nur mit der Tragerfrequenz erfolgte. Wurde die
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Tragerfrequenz zusétzlich mit 16 Hz gepulst, konnte paradoxerweise kein Effekt beobachtet
werden [Nieto-Hernandez et al., 2011].

Bei Elektrokardiogramm (EKG) und Elektroenzephalogramm (EEG) Untersuchungen an
britischen Polizeibeamten wurde festgestellt, dass Signale von mobilen TETRA-Endgeréten die
Herzfrequenz und neurophysiologische Parameter der Beamten beeinflusst hat [Burgess et al.,
2016]. In diesem Zusammenhang ist jedoch anzumerken, dass die TETRA-Exposition
moglicherweise zu Artefakten in EEG-Signalen fithren kann [Fouquet et al., 2013].

Aus dem bisher dargelegten geht hervor, dass die beschriebenen Studien in ihrer Gesamtheit
widerspriichliche Resultate aufweisen und nicht konsistent sind, was hierzu weitere

Untersuchungen erforderlich machte.

5.2.3. Expositionsgrenzwerte fiir den Mobilfunk

Fiir die elektromagnetische Exposition im Bereich der Mobilfunkfrequenzen gibt es keinen
global giiltigen Grenzwert, aber Grenzwertempfehlungen in Form einer Richtlinie der
Internationalen Kommission fiir den Schutz vor nicht-ionisierender Strahlung (International
Commission on Non-Ionizing Radiation Protection, ICNIRP) aus dem Jahr 1998 [International
Commission on Non-Ionizing Radiation Protection, 1998].

Als Mal fiir die Absorption der elektromagnetischen Strahlung dient dabei die SAR, welche in
Watt (W) pro Masse in Kilogramm (kg) angegeben wird. Die ICNIRP verwendet die SAR um
eine Unterteilung in Grenzwerte vorzunehmen. Dabei wird unterschieden in beruflich
exponierte Personen und in die Gruppe der Allgemeinbevolkerung. Eine weitere Unterteilung
erfolgt in Ganzkorper-Befeldung bzw. Teilkorper-Befeldung von Kopf/Rumpf und Gliedmalfen
(Tabelle 11). Die Grenzwerte fiir die Exposition der allgemeinen Bevolkerung sind mit einem
Faktor von 5 wesentlich niedriger als fiir die beruflichen Personengruppen [International

Commission on Non-Ionizing Radiation Protection, 1998].

Tabelle 11: Grenzwerte fiir den Frequenzbereich von 10 MHz - 10 GHz. Die Grenzwerte der Internationalen
Kommission fiir den Schutz vor nicht-ionisierender Strahlung (/nternational Commission on Non-lonizing Radiation
Protection, ICNIRP) werden zundachst in eine berufsbedingte Expositionsgruppe und in eine Expositionsgruppe der
Bevolkerung unterteilt. Nachfolgend wird unterschieden in Ganzkdrper, Kopf/Rumpf und GliedmaBen Exposition.
Die Grenzwerte fur die berufliche Exposition sind im Vergleich zu den Grenzwerten fiir die Exposition der
Bevolkerung weniger strikt [International Commission on Non-lonizing Radiation Protection, 1998].

Beruflich 0,4 W/kg 10 W/kg 20 W/kg

Bevolkerung 0,08 W/kg 2 W/kg 4 W/kg
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Die Empfehlungen der ICNIRP wurden zum Teil in nationale Empfehlungen oder
rechtsverbindliche Regelungen iibertragen. So hat die Européische Union (EU) in der Richtlinie
2013/35/EU des Europadischen Parlaments und des Europdischen Rates generelle
Expositionsgrenzwerte fiir die Bevolkerung festgelegt, die auf den Grenzwertempfehlungen der
ICNIRP fiir die berufliche Exposition beruhen [The European Parliament and of the Council,
2013]. Die Grenzwerte in Deutschland haben sich an den Grenzwertempfehlungen der ICNIRP
orientiert [Bundesministerium der Justiz und fiir Verbraucherschutz, 2013; International

Commission on Non-Ionizing Radiation Protection, 1998].

5.2.4. Inkubator-basierter offener TEM-Wellenleiter

Eine Streifenleitung (Stripline) — welche in den TETRA-Experimenten zur Bestrahlung der
Zellen verwendet wurde — ist ein offener Wellenleiter fiir transversale elektromagnetische
Wellen. Sie besteht aus Septum und einer Masseplatte, zwischen denen sich die TEM-Wellen
ausbreiten. Dabei umlauft das magnetische Feld (H) das Septum und das elektrische Feld (E)

erstreckt sich vom Septum zur Massenplatte (Abbildung 14) [Gustrau, 2013].

A 221 mm B

87,5mm - -

t, \

Masseplatte Septum

(T 25

X

Abbildung 14: Schematisch dargestellte Feldverteilung und Streifenleitungsgeometrie. (A) Die Abbildung zeigt die
geometrische Form und Dimension der verwendeten Streifenleitung. (B) Die gezeigte Feldverteilung in der
Querschnittsebene der Streifenleitung zeigt, dass das magnetische Feld (H) das Septum umlauft und sich das
elektrische Feld (£) im Dielektrikum vom Septum zur Massenplatte erstreckt. Modifizierte Abbildungen nach (A)
Oster et al,, 2016, (B) Gustrau, 2013.

Die Verwendung einer Stripline zur Exposition von Zellkulturen hat den grof3en Vorteil, dass
alle verwendeten Zellkulturen homogen bestrahlt und somit die Versuchsbedingungen gleich
gehalten werden. Fiir die TETRA-Expositions-Experimente mit Zellkulturen wurde die
Streifenleitung zentral in einem CO--Inkubator fiir Zellkulturen installiert. Der Abstand von

Septum und Masseplatte betrug 25 mm (Abbildung 14A). Die charakteristische Impedanz der
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Streifenleitung wurde mittels Hohen- und Breite-Verhaltnis auf 50 Q determiniert [Erbes,
2011; Goldhammer, 2009; Oster, 2014; Oster et al., 2016]. Um Interferenzen durch
Reflexionen zu vermeiden wurde ein Abschlusswiderstand von ebenfalls 50 Q0 verwendet

[Gustrau, 2013; Oster et al., 2016].

5.2.5. Dielektrische Erwdarmung

Durch Radiowellen wie sie im Mobilfunk verwendet werden kommt es zur Erwdrmung von
Zellen, Gewebe und Organismen. Polare Molekiile wie z.B. Wasser-Molekiile richten sich dabei
am elektromagnetischen Feld aus, wobei sie oszillieren (Abbildung 15). Durch die molekulare
Reibung kommt es zu einem Warmeeintrag. Dabei gilt, je hoher die Frequenz, desto grof3er ist
der hervorgerufene Warmeeintrag durch die gesteigerte Oszillation der Molekiile. Dies gilt
jedoch nur bis zu einem gewissen Punkt, denn wenn die Frequenz zu hoch ist, konnen die
polaren Molekiile aufgrund ihrer Tragheit den Feldwechseln nicht mehr folgen und es findet
kein Warmeeintrag mehr statt [Apollonio et al., 2013; Independent Advisory Group on Non-
ionising Radiation, 2012; International Commission on Non-Ionizing Radiation Protection,

1998; Persch, 1997; Pfeifer, 2007; Sheppard et al., 2008].

Abbildung 15: Dielektrische Erwdarmung durch Radiowellen. Polare Molekiile wie Wasser (H20) kénnen durch
Radiowellen wie sie im Mobilfunk eingesetzt werden zur Oszillation angeregt werden. Dabei entsteht molekulare
Reibung und es kommt zu einem Warmeintrag in Zellen oder Gewebe [Apollonio et a/, 2013; Independent Advisory
Group on Non-ionising Radiation, 2012; International Commission on Non-lonizing Radiation Protection, 1998;
Persch, 1997; Pfeifer, 2007; Sheppard et a/, 2008].

5.3. Ergebnisse zur TETRA-Bestrahlung von neuronalen und kardialen in vitro
Netzwerken

5.3.1. Bestimmung der spezifischen Absorptionsraten fiir Zellversuche

Die SAR wird im Bereich der nicht ionisierenden elektromagnetischen Strahlung als Referenz-
Maleinheit verwendet. Um die SAR fiir die drei verwendeten Expositionslevel der mobilen
TETRA-Basisstation verifizieren zu konnen, wurden zunichst numerische Simulationen
durchgefiihrt und nachfolgend anhand des Temperaturanstiegs wahrend den Befeldungen, die
SARs bestimmt.

Um die numerischen Simulationen durchfiihren zu konnen, war es zuvor notwendig die

Leistungspegel fiir die drei Expositionslevel zu bestimmen. Der Leistungspegel gibt in der
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Elektrotechnik die Leistung in der logarithmischen Einheit Dezibel Milliwatt (dBm) an. Hierfiir
wurde so wie bei den Zellversuchen die mobile Basisstation {iber ein geschirmtes Koaxialkabel
zur Einspeisung des Signals mit der Streifenleitung verbunden.

Durch den nachfolgend an die Streifenleitung angeschlossenen Spektrumanalysator wurden die
Leistungspegel der 3 Leistungslevel der mobilen Basisstation bestimmt. In aufsteigender
Reihenfolge ergaben sich dabei folgende Werte: 39,24 dBm (Abbildung 16A), 42,23 dBm
(Abbildung 16B) und 43,03 dBm (Abbildung 16C).
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Abbildung 16: Bestimmung des Leistungspegels und numerische Simulation der spezifischen Absorptionsrate. Zur
numerischen Bestimmung der SARs (D,E,F) der drei Expositionslevel, wurden zuvor die notwendigen Leistungspegel
mittels Spektrumanalysators gemessen (A,B,C). Die Leistungspegel der drei Expositionslevel betragen 39,24 dBm (A),
42,23 dBm (B) und 43,03 dBm (C). Die aus den numerischen Simulationen resultierenden SARs im Zentrum des
Mikroelektroden-Array-Chips wurden 1 um tGber dem Chipboden auf Zellhohe bestimmt und betragen 1,01 W/kg (D),
2,05 W/kg (E) und 2,46 W/kg (F). Die Position, an der die SAR bestimmt wurde ist mit einem schwarzen Kreis im
Zentrum des MEA-Chips markiert.
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Aus den 3 Leistungspegeln ergibt sich die daraus resultierende Leistung (Gleichung 2) und die
angelegte Spannung (Gleichung 3) (Tabelle 12), anhand der die numerische Simulationen zur

Bestimmung der SARs durchgefiihrt wurden.

Lp(dB .
P(mw) =10 p(m_m) X 1mw (Gleichung 2)
U=+VPXR (Gleichung 3)

Die Leistung in Milliwatt, ergibt sich als Zehnerpotenz zum Exponenten eines Zehntels des
Leistungspegels (Lp) in Dezibel Milliwatt (Gleichung 2). Die Spannung (V) ist das Produkt der
Wurzel aus der Leistung (P) und dem Widerstand (R) (Gleichung 3).

Tabelle 12: Bestimmung der spezifischen Absorptionsraten durch numerische Simulationen. Die Leistungspegel
der elektromagnetischen Exposition wurden mit dem Spektrumanalysator Rigol DSA815 der Firma Batronix
bestimmt.

39,24 dBm 8.394,60 mW 20,48V 1,01 W/kg
42,23 dBm 16.710,91 mW 28,91V 2,05 W/kg
43,03 dBm 20.090,93 mW 31,69V 2,46 W/kg

Die numerischen Simulationen der SARs der drei Leistungslevel erfolgten auf Basis des Modells
von Dr. Michael Goldhammer, M. Eng. Stefan Oster und M. Eng. Christian Erbes unter
Verwendung der Software Comsol Multiphysics (Tabelle 7). Dabei ist das numerische Aquivalent
des Expositionssetups mit Inkubator und Stripline im Modell nachgebildet. Durch Verwendung
der Finite-Elemente-Methode (FEM) wurden die SARs anhand der Frequenz von 395 MHz und
den verwendeten Spannungen von 20,48V, 28,91V und 31,69 V (Tabelle 12) bestimmt. Die
Simulation wurde mit 600.000 Gitter-Elementen realisiert, was einem Freiheitsgrad von 4
Millionen entspricht [Erbes, 2011; Goldhammer, 2009; Oster, 2014; Oster et al., 2016].

Die daraus resultierenden SARs, wurden auf einer Zellhohe von 1 um im Zentrum des MEA-
Chips bestimmt und betragen 1,01 W/kg (Abbildung 16D), 2,05 W/kg (Abbildung 16E) und
2,46 W/kg (Abbildung 16F) (Tabelle 12).

Zur genauen Bestimmung der SARs wurden nach den numerischen Simulationen
Temperaturmessungen durchgefiihrt (Abbildung 17). Die Berechnung der SARs fiir die drei

Leistungslevel erfolgte unter Verwendung von Gleichung 4. Dabei ist die SAR das Produkt der
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spezifischen Warmekapazitét (ci) des Zellmediums (c; = 4186 J/kg K) und der Ableitung der
Temperatur des Zellmediums auf Elektrodenh6he nach der Zeit [Kiihn et al., 2006; Merla et al.,
2011; Oster et al., 2016].

AT
SAR = ¢; X i (Gleichung 4)

Anhand der Steigung — Ableitung der Temperatur nach der Zeit — wurden die SARs bestimmt.
Da die Steigung zu Beginn jeder Exposition ihr Maximum hat und nachfolgend abnimmt, wurde
fiir jedes Leistungslevel die Steigung innerhalb der ersten zwei Minuten der Exposition anhand
eines linearen Fits bestimmt (Abbildung 17). Die Steigungen der drei Expositionslevel betragt
bei 39,24 dBm 0,00028032, bei 42,23 dBm 0,00052837 und bei 43,03 dBm 0,00063601.
Daraus ergaben sich SARs fiir die drei Leistungslevel von 1,17 W/kg, 2,21 W/kg und 2,66 W/kg
(Tabelle 13).
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Abbildung 17: Temperaturmessung zur Bestimmung der spezifischen Absorptionsraten der TETRA-Exposition.
Nach einer Vorlaufzeit von 120 s erfolgte jeweils die TETRA-Exposition der drei Leistungslevel Gber einen Zeitraum
von 300 s, gefolgt von einem Nachlauf ohne Exposition von 120 s. Zur spateren Bestimmung der SARs, erfolgte
jeweils ein linearer Fit der ersten zwei Minuten der verschiedenen Expositionslevel, die aus den gemessenen
Leistungspegeln 39,24 dBm, 42,23 dBm und 43,03 dBm hervorgingen. Aus den daraus resultierenden Steigungen,
erfolgte die Quantifizierung der verschiedenen SARs unter Verwendung von Gleichung 4. Die jeweiligen Steigungen
betragen 0,00028 bei 39,24 dBm, 0,00052 bei 42,23 dBm und 0,00063 bei 43,03 dBm. Die Mittelwerte der drei
Leistungslevel wurden aus der Anzahl der jeweils durchgefiihrten Temperaturmessungen gebildet. Zuvor wurden die
einzelnen Messdaten durch Anwendung der Methode des gleitenden Mittelwertes geglattet. Dabei erfolgte die
Bildung des arithmetischen Mittelwertes durch die Auswahl der einzelnen Datenpunkte und ihrer direkt
benachbarten Datenpunkte, in der Summe jeweils 3 Datenpunkte. Die Abtastrate lag bei 1 Hz. Die Temperatur-
verdnderung wurde unter Verwendung des Temperatursensors OTG-F-10-62ST-1.5PTFE-XN-25PI-L unmittelbar Gber
dem Elektrodenfeld gemessen.
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Tabelle 13: Berechnung der spezifischen Absorptionsrate anhand des Temperaturanstiegs wahrend der TETRA-
Exposition. Das Produkt der spezifischen Warmekapazitat des Zellmediums (ci = 4186 J/kg K) und die Ableitung der
Temperatur Uber 2 Minuten (Steigung) ergibt die SAR des jeweiligen Leistungspegels.

39,24 dBm 0,00028032 1,17 W/kg
42,23 dBm 0,00052837 2,21 W/kg
43,03 dBm 0,00063601 2,66 W/kg

Die SARs, die aus den numerischen Simulationen hervorgehen, liegen nahe den Werten aus
den Temperaturmessungen, unterschieden sich jedoch geringfiigig (Tabelle 14). Dabei dienten
die Daten aus den numerischen Simulationen im Vorfeld zur Abschiatzung der erreichbaren
SARs und dienen der Verifizierung der SARs aus den real gemessenen Temperaturanstiegen
durch die TETRA-Exposition. Folglich wurden bei den nachfolgenden TETRA-Expositions-
experimenten die SARs aus den Temperaturmessungen zur Deklaration berticksichtigt.

Es ist dabei wichtig zu erwdhnen, dass die hier bestimmten SARs nicht direkt mit den SARs von
mobilen Endgerédten und von Mobilfunkstandards zu vergleichen sind. Bei den letztgenannten
erfolgt anhand von Modellen eine Mittelung der SARs {iber 10 g Ersatzgewebe. Die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrten Bestimmungen der SARs erfolgten hingegen auf einer zelluldren
Ebene und richtet sich in ihrer Berechnung nach Merla et al. 2011 und Oster et al. 2016 [Merla
et al., 2011; Oster et al., 2016; Schmid et al., 2015].

Tabelle 14: Vergleich der spezifischen Absorptionsraten aus Temperaturmessungen und numerischen
Simulationen. Die Deklaration der TETRA-Expositionsexperimente erfolgt anhand der SARs die durch die realen
Temperaturmessungen ermittelt und durch die SARs der numerischen Simulation verifiziert wurden.

1,17 W/kg 1,01 W/kg
2,21 W/kg 2,05 W/kg
2,66 W/kg 2,46 W/kg

5.3.2. Bestimmung des Temperaturanstiegs wahrend der TETRA-Exposition

Um den maximalen Temperaturanstieg wahrend der TETRA-Exposition zu quantifizieren,
wurden Temperaturmessungen fiir den Expositionszeitraum von 15 Minuten in der Stripline
durchgefiihrt (Abbildung 18). Dies ist wichtig um in nachfolgenden Zellexperimenten den
Einfluss eines Temperaturanstieges (thermischer Effekt) auf die Zellkulturen beurteilen zu
konnen. Die TETRA-Exposition in diesen und nachfolgenden Versuchen erfolgte mit einer

Tragerfrequenz von 395 MHz bei SARs von 1,17 W/kg, 2,21 W/kg und 2,66 W/kg, die
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1/4DQPSK moduliert und mit 17,64 MHz gepulst wurden.

Aus den Temperaturmessungen geht hervor, dass nach 15-miniitiger Exposition fiir das
geringste Leistungslevel mit einer SAR von 1,17 W/kg ein Anstieg der Temperatur um 0,047°C
(Abbildung 18, gelb) erfolgte. Fiir das mittlere Leistungslevel mit einer SAR von 2,21 W/kg lag
der Temperaturanstieg bei 0,089°C (Abbildung 18, orange), beim grof3ten Leistungslevel mit
einer SAR 2,66 W/kg ergab sich eine Erhohung von 0,124°C (Abbildung 18, rot) (Tabelle 15).
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Abbildung 18: Bestimmung des maximalen Temperaturanstieges wahrend der TETRA-Exposition. Vor der
jeweiligen 15-minltigen TETRA-Exposition mit unterschiedlichen SARs (Legende), erfolgte ein 5-minltiger Vorlauf
ohne Befeldung. Fir die SAR von 1,17 W/kg erfolgte ein maximaler Temperaturanstieg um 0,047°C, bei einer SAR
von 2,21 W/kg von 0,089°C und bei einer SAR von 2,66 W/kg ein Anstieg um 0,124°C. Die Mittelwerte der drei
Leistungslevel wurden aus der Anzahl der jeweils durchgefiihrten Temperaturmessungen gebildet. Die Abtastrate
lag bei 1 Hz. Die Temperaturverdnderung wurde unter Verwendung des Temperatursensors OTG-F-10-62ST-1.5PTFE-
XN-25PI-L unmittelbar Gber dem Elektrodenfeld gemessen.

Tabelle 15: Temperaturanstiege durch die TETRA-Exposition. Durch eine 15-minltige TETRA-Exposition kam es fir
die drei Leistungslevel zu verschiedenen maximalen Temperaturanstiegen.

Leistungslevel Expositionsbedingungen Temperaturanstieg

Niedrigstes 395 MHz, 1,17 W/kg: 17,64 Hz gepulst, 1/4DQPSK moduliert 0,047°C
Mittleres 395 MHz, 2,21 W/kg: 17,64 Hz gepulst, 1/4DQPSK moduliert 0,089°C
Hochstes 395 MHz, 2,66 W/kg: 17,64 Hz gepulst, 1/4DQPSK moduliert 0,124°C
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5.3.3. Thermische Effekte auf kortikale Neurone

Um die Auswirkung thermischer Effekte durch die TETRA-Exposition auf kortikale neuronale
Netzwerke beurteilen zu konnen, wurden separate Temperatur-Expositionsexperimente
durchgefiihrt, bei denen in Anwesenheit von Zellen die Temperatur schrittweise pro Minute um
0,1°C von 37°C auf 37,5°C erhoht wurde. Hierbei wurde die Auswirkung des Temperatur-
anstiegs auf die Spike- und Burstrate, sowie auf die Burstdauer und Netzwerksynchronitét
untersucht. Dabei konnte beobachtet werden, dass es zu einem temperaturbedingten
konstanten Anstieg der Spikerate, als auch der Burstrate kam (Abbildung 19A,B). Die Spikerate
erreichte nach einer Erh6hung der Temperatur um 0,1°C einen Anstieg um 15,62 Prozentpunkte

und nach der maximalen Temperaturerhohung von 0,5°C einen Anstieg um
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Abbildung 19: Thermische Effekte auf neuronale Netzwerke durch moderate Temperaturerh6hungen. (A, B) Die
minutliche Temperaturerhdhung von 37°C auf 37,5°C in Schritten von 0,1°C fiihrte zu einem Anstieg der Spike- und
Burstrate, welcher jedoch statistisch nicht signifikant war. Die jeweiligen Kontrollen, die keiner Temperatur-
Exposition ausgesetzt waren, zeigten im Vergleich einen stabilen Verlauf Uber die Zeit. (C, D) Die Parameter der
Burstdauer und der Netzwerksynchronitdt zeigten keine temperaturabhéngigen Verdnderungen uber die Zeit,
sondern liegen auf dem gleichen Niveau mit der jeweiligen Kontrolle. Die zwei Versuchsgruppen zeigten in den 4
untersuchten Parametern keine statistisch signifikanten Verdnderungen innerhalb und zwischen den jeweiligen
Versuchsgruppen. Die Mittelwerte *SEM wurden aus der Anzahl der verwendeten MEA-Chips (n) jeder
Versuchsgruppe berechnet. Die statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem, heteroskedastischem t-Test
Uberprift. Abbildungen mit angepasstem Farbschema aus [Kohler et al,, 2018].
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81,61 Prozentpunkte. Die Burstrate stieg nach einer Temperaturerh6hung von 0,1°C um 7,99
Prozentpunkte und erreicht ihr Maximum nach der Temperaturerh6hung um 0,5°C mit einer
Steigerung von 65,58 Prozentpunkten verglichen mit dem Anfangswert. Die jeweiligen
Kontrollen, die keiner Temperatur-Exposition ausgesetzt waren, zeigten einen stabilen Verlauf
der Spike- und Burstrate {iber den gesamten Versuchszeitraum.

Die Parameter der Burstdauer und der Netzwerksynchronitat wurden durch den schrittweisen
Temperaturanstieg nicht beeinflusst, es waren keine Auswirkungen auf die Zellnetzwerke zu
beobachten. Beide Parameter befanden sich auf dem gleichen Niveau mit der jeweiligen
Kontrolle (Abbildung 19C,D). Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die kortikalen
Netzwerke als Reaktion auf eine moderat steigende Temperatur-Exposition in zwei der vier
elektrophysiologischen Parameter Verdnderungen zeigten. Bei der Spikerate als auch bei der
Burstrate kam es zu einem unmittelbaren und kontinuierlichen Anstieg als Reaktion auf die
schrittweise Temperaturerhohung. Bereits ein Temperaturanstieg um nur 0,1°C zeigte eine
Auswirkung auf die Spike- und die Burstrate. Beide Raten verdnderten sich mit einem klaren
Trend unter Einfluss der Temperaturerhohung, die temperaturbedingten Verdnderungen sind

jedoch statistisch nicht signifikant.

5.3.4. Auswirkung von TETRA-Bestrahlung auf kortikale Neurone

Um die Auswirkung von TETRA-Exposition auf die elektrophysiologischen Eigenschaften
kortikaler Zellnetzwerke zu untersuchen, wurden Kurz- und Langzeitexperimente
durchgefiihrt. Die TETRA-Exposition erfolgte dabei mit einer Tragerfrequenz von 395 MHz,
welche m/4DQPSK-moduliert und mit 17,64 Hz gepulst wurde. Als erstes wird auf die
Ergebnisse der TETRA-Kurzzeit-Exposition eingegangen, nachfolgend auf die Ergebnisse der
TETRA-Langzeit-Exposition.

Die TETRA-Kurzzeit-Exposition der neuronalen Netzwerke erfolgte iiber einen Zeitraum von
15 Minuten, es wurde mit zwei verschiedenen SARs von 1,17 W/kg und 2,21 W/kg befeldet,
und jeweils vor und nach der Exposition extrazelluldre Ableitungen durchfiihrt.

Dabei hat die TETRA-Exposition zu keinen statistisch signifikanten Verdnderungen der
Spikeraten bei Expositionen mit einer SAR von 1,17 W/kg und 2,21 W/kg gefiihrt. Alle drei
Versuchsgruppen zeigten das gleiche Niveau (Abbildung 20A). Dies verdeutlichen auch die
exemplarisch gezeigten extrazelluldren Ableitungen der kortikalen Neurone eines MEA-Chips
(Abbildung 21). Die Messungen vor und nach der TETRA-Befeldung mit einer SAR von
2,21 W/kg zeigten typische Aktionspotentialverlaufe der Neurone mit keinen auffilligen

Anderungen. Die Amplituden der Messung variierten zwischen 40 uV und -60 V.
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Abbildung 20: TETRA-Kurzzeit-Exposition hat keine Auswirkung auf die elektrophysiologischen Eigenschaften von
neuronalen Netzwerken. Neuronale Zellnetzwerke wurden mit einer SAR von 1,17 W/kg und 2,21 W/kg fur 15
Minuten befeldet. Jeweils direkt vor und nach der Exposition wurden extrazelluldre Ableitung der Netzwerke
durchfiihrt. Dabei hatte die TETRA-Kurzzeit-Exposition keine Auswirkung auf die 4 untersuchten elektro-
physiologischen Parameter. (A, B) Die Spikerate, als auch die Burstrate der mit TETRA befeldeten Zellen zeigten keine
statistisch signifikanten Veréanderungen vor und nach der Exposition. (C) Aus der Analyse des Parameters flr die
absolute Burstdauer, ergab sich fiir alle drei Versuchsgruppen eine geringfligige Zunahme im Vergleich vor und nach
der Exposition, welche jedoch statistisch nicht signifikant ist. (D) Der Parameter der Netzwerksynchronitat zeigt, dass
alle Versuchsgruppen vor und nach den jeweiligen Expositionen Werte auf gleichem Niveau haben, die keine
statistisch signifikanten Veranderungen darstellen. Die Mittelwerte +SEM wurden aus der Anzahl der verwendeten
MEA-Chips (n) jeder Versuchsgruppe berechnet. Die statistische Signifikanz wurde mittels ANOVA-Tests Gberprift.
Abbildungen mit angepasstem Farbschema aus [K&hler et a/, 2018].

Die Analysen der Burstraten zeigten ebenfalls keine statistisch signifikanten Verdnderungen
durch die TETRA-Exposition. Jedoch sind hier etwas grollere Variationen bei den zwei
exponierten Gruppen zu sehen. Die Gruppe der Sham-Exposition zeigte ein absolut konstantes
Niveau nach der TETRA-Exposition (Abbildung 20B).

Bei dem Parameter der absoluten Burstdauer ergab sich fiir alle drei Versuchsgruppen, d.h. fiir
die Sham exponierten als auch die mit einer SAR von 1,17 W/kg und 2,21 W/kg exponierten
Zellen, eine geringfiigige Verlangerung der Burstdauer je Versuchsgruppe, fiir die Zeitpunkte
nach der Exposition im Vergleich zu vor der Exposition (Abbildung 20C). Dabei sind auch hier
die Verdnderungen nicht statistisch signifikant. Die Burstdauer aller Versuchsgruppen variieren

hierbei zwischen 0,15 s und 0,18 s.
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Die Analyse der Netzwerksynchronitit zeigte, dass die Werte aller Versuchsgruppen vor und
nach der jeweiligen Exposition auf einem gleichen Niveau lagen und keine statistisch
signifikanten Veranderungen aufweisen (Abbildung 20D).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die TETRA-Kurzzeit-Exposition mit einer SAR von
1,17 W/kg und 2,21 W/kg zu keinen statistisch signifikanten Anderungen innerhalb und
zwischen den jeweiligen Versuchsgruppen bei den untersuchten Parameter Spike- und

Burstrate, Burstduration und Netzwerksynchronitét fithrte.
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Abbildung 21: Extrazelluldr abgeleitete kortikale Neurone zeigen typische Aktionspotentialverldufe vor und nach
der TETRA-Kurzzeitexposition. Die exemplarisch gezeigten extrazelluldren Ableitungen von neuronalen Zellkulturen
wurden jeweils unmittelbar vor und nach einer 15-minitigen TETRA-Exposition fiir einen Zeitraum von 60 Sekunden
aufgezeichnet. (A,B) Die Messung vor der Exposition zeigt typische extrazelluldre Aktionspotentialverlaufe. (C,D)
Gleiches gilt fiir die Messung nach der TETRA-Exposition. Die TETRA-Exposition erfolgte mit einer Tréagerfrequenz von
395 MHz und einer SAR von 2,21 W/kg. Das Signal wurde mit 17,64 Hz gepulst und t/4DQPSK-moduliert. Die extra-
zelluldren Ableitungen erfolgten an DIV 26, die gezeigten Messungen stammen von einer Elektrode eines MEA-Chips.
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Neben den Experimenten zur TETRA-Kurzeit-Exposition war es von grof3er Bedeutung zu
untersuchen, ob es bei den neuronalen Netzwerken zu Langzeit-Effekten durch die TETRA-
Befeldung kommt. Bei den Langzeit-Experimenten erfolgte die TETRA-Exposition mit einer SAR
von 1,17 W/kg alle 2 Stunden fiir 15 Minuten iiber den gesamten Versuchszeitraum. Hierbei
wurde die niedrigste SAR von 1,17 W/kg gewdhlt, bei der es zu einer maximalen
Temperaturerhohung von 0,047°C kommt. Dieses Protokoll wurde gewéhlt um den Einfluss
thermischer Effekte méglichste gering zu halten und eine mégliche Uberlagerung von nicht-
thermischen Effekten zu verhindern (Kapitel 5.3.3). Die extrazelluldren Ableitungen der
neuronalen Netzwerke erfolgte {iber einen Zeitraum von 18 Tagen zu unterschiedlichen
Tageszeiten jeweils zwischen den Expositionszeitraumen.

Der Verlauf der Spikerate der TETRA-Versuchsgruppe, als auch der Verlauf der Kontroll- und
Sham-Gruppe zeigte vom ersten bis zum 7. Tag ihrer elektrischen Aktivitdt einen Anstieg um
das Dreifache von 100% auf 283,42% (Kontrolle), 299,73% (Sham), 308,07% (TETRA)
(Abbildung 22A). An Tag 8 erfolgte ein Abfall der Kontroll- und Sham-Versuchsgruppen auf
220,18% in der Kontrolle bzw. auf 237,26% in der Sham-Gruppe. Die TETRA-Versuchsgruppe
blieb stabil bei 317,26%. Nachfolgend stieg die Spikerate aller Versuchsgruppen weiter an, um
anschliel3end in eine Plateauphase tiberzugehen, bevor es zum Ende der Versuchsdauer zu einer
Abnahme kam. Alle Versuchsgruppen zeigten das gleiche Niveau der Spikerate {iber die Zeit.
Zur genaueren Verdeutlichung wurden die jeweiligen Spikeraten in einer Korrelationsanalyse
gegeneinander aufgetragen, um die lineare Abhdngigkeit zu quantifizieren. Dabei wurde der
lineare Zusammenhang der verschiedenen Versuchsgruppen ersichtlich und verifiziert
(Abbildung 22B,C,D).

Der Verlauf der Burstrate ist vergleichbar mit dem der Spikerate, jedoch fiel der Anstieg der
Burstrate etwas geringer aus (Abbildung 23A). So erfolgte ausgehend von Tag 1 elektrischer
Aktivitdat bis Tag 7 ein Anstieg der Burstrate bei allen drei Versuchsgruppen auf 218,07%
(Kontrolle), 285,81% (Sham) und 241,04% (TETRA-Exposition). An Tag 8 wurde ein Abfall
der Burstrate der Kontroll- und Sham-Gruppe auf 185,33% (Kontrolle) und 189,69% (Sham)
beobachtet. Die TETRA-Expositionsgruppe blieb hingegen weiter stabil und lag an Tag 8 bei
241,56%. Ausgehend von Tag 9 zu Tag 18 stieg bei allen drei Gruppen die Burstrate weiter an,
bildete ein Plateau und zeigte darauf einen abnehmenden Trend. Die Korrelationsanalysen
zeigten analog zu den Spikeraten auch bei den Burstraten einen linearen Zusammenhang. Die
Daten belegen, dass die Burstraten das gleiche Niveau haben (Abbildung 23B,C,D).

Die Resultate zur Burstdauer zeigten bei der Kontroll-, Sham- und bei der TETRA-exponierten
Gruppe eine geringe aber stetige Zunahme {iber die Zeit, auf gleichem Niveau (Abbildung 24A).

Die Werte variierten dabei insgesamt zwischen 0,12 s an Tag 1 der elektrischen Aktivitit bis
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0,31s an Tag 14 der elektrischen Aktivitit. Durch die Korrelationsanalysen wurden die
Ergebnisse verdeutlicht und bestétigt (Abbildung 24B,C,D).

Der Parameter der neuronalen Netzwerksynchronitit zeigte ebenfalls {iber die Zeit eine
kontinuierliche Zunahme der Synchronitét bei allen Versuchsgruppen, mit einem zum Ende der
Versuchsdauer leicht abnehmenden Trend (Abbildung 25A). Die Werte der Versuchsgruppen
variierten dabei zwischen 100% und 210,01%. Dabei bestétigen die Korrelationsanalysen die
Resultate und zeigen den linearen Zusammenhang zwischen den Versuchsgruppen
(Abbildung 25B,C,D).

In der Summe verdeutlichen die Ergebnisse, dass die kortikalen Netzwerke bei allen drei
Versuchsgruppen keine statistisch signifikanten Verdanderungen innerhalb der Versuchsgruppen
und zwischen den Versuchsgruppen zeigen, dies gilt fiir alle 4 elektrophysiologischen
Parameter.

Auch die jeweils exemplarisch gezeigten extrazelluliren Ableitungen von neuronalen
Netzwerken aus der Kontroll, Sham- und TETRA-Versuchsgruppe, zeigten typische
Aktionspotentialverlaufe  mit keinen auffilligen Verdnderungen zwischen den
unterschiedlichen Behandlungen (Abbildung 26). Die gezeigten Ableitungen stammen jeweils
von einer Elektrode eines exemplarischen MEA-Chips und erfolgten an Tag 7 der elektrischen
Aktivitit. Die gemessenen Amplituden lagen dabei zwischen 115 xV und -180 uV und variierten

je nach neuronalem Netzwerk und MEA-Chip.
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Il Kontrolle (n=8) [__] Sham (n=10) [ 395MHz, 1,17 W/kg: 17,64 Hz gepulst, T/4DQPSK moduliert (n=8)
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Abbildung 22: TETRA-Langzeit-Exposition hat keine Auswirkung auf die Spikerate von neuronalen Netzwerken.
(A) Es konnten Uber den Versuchszeitraum keine statistisch signifikanten Veranderungen der Spikeraten der drei
Versuchsgruppen festgestellt werden. Jede Versuchsgruppe zeigt Schwankungen liber den gesamten Versuchs-
zeitraum. Die Spikerate der Kontroll-, Sham- und der TETRA-exponierten Versuchsgruppe (SAR 1,17 W/kg) zeigen zu
Beginn jeweils einen Anstieg, welcher in eine Plateauphase Ubergeht bevor er zum Ende der Versuchsdauer wieder
leicht abnimmt. Die drei Versuchsgruppen zeigen keine statistisch signifikanten Veranderungen innerhalb der
jeweiligen Versuchsgruppe und keine statistisch signifikanten Unterschiede untereinander. Die TETRA-Exposition
erfolgte alle 2 Stunden fiir 15 Minuten. Die Mittelwerte SEM wurden aus der Anzahl der verwendeten MEA-Chips
(n) jeder Versuchsgruppe berechnet. Die statistische Signifikanz wurde mittels ANOVA-Tests tberprift. Abbildung A
mit angepasstem Farbschema aus Kéhler et a/. 2018. (B,C,D) Die drei Korrelationsanalysen bei denen ein paarweiser
Vergleich der drei Versuchsgruppen erfolgte, bei dem die jeweiligen Spikeraten des Versuchszeitraums
gegeneinander aufgetragen wurden, zeigen jeweils eine starke Korrelationen. Die Korrelationskoeffizienten
betragen: 0,88 (B), 0,86 (C), 0,90 (D).
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Il Kontrolle (n=8) [_] Sham (n=10) 1 395MHz, 1,17 W/kg: 17,64 Hz gepulst, m/4DQPSK moduliert (n=8)
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Abbildung 23: TETRA-Langzeit-Exposition hat keinen Effekt auf die Burstrate von neuronalen Netzwerken. (A) Die
Burstraten der Kontroll, Sham- und der TETRA-exponierten Versuchsgruppe (SAR 1,17 W/kg) zeigen zu Beginn
jeweils einen Anstieg, welcher in eine Plateauphase Ubergeht und zum Ende der Versuchsdauer wieder leicht
abnimmt. Jede Versuchsgruppe zeigt Schwankungen Uber den gesamten Versuchszeitraum. Die drei
Versuchsgruppen zeigen keine statistisch signifikanten Veranderungen innerhalb der jeweiligen Versuchsgruppe und
keine statistisch signifikanten Unterschiede untereinander. Die TETRA-Exposition erfolgte alle 2 Stunden fir 15
Minuten. Die Mittelwerte #SEM wurden aus der Anzahl der verwendeten MEA-Chips (n) jeder Versuchsgruppe
berechnet. Die statistische Signifikanz wurde mittels ANOVA-Tests Uberpriift. Abbildung A mit angepasstem
Farbschema aus Kohler et a/, 2018. (B,C,D) Die drei Korrelationsanalysen bei denen ein paarweiser Vergleich der drei
Versuchsgruppen erfolgte, bei dem die jeweiligen Burstraten des Versuchszeitraums gegeneinander aufgetragen
wurden, zeigen jeweils eine starke Korrelationen. Die Korrelationskoeffizienten betragen: 0,88 (B), 0,81 (C), 0,86

(D).
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Abbildung 24: TETRA-Langzeit-Exposition hat keinen Effekt auf die Burstdauer von neuronalen Netzwerken. (A)
Die Burstdauer aller Versuchsgruppen steigt Gber den gesamten Versuchszeitraum mit Schwankungen an. Alle
Versuchs-gruppen zeigen keine statistisch signifikanten Veranderungen innerhalb der jeweiligen Gruppe und keine
statistisch signifikanten Unterschiede untereinander. Die TETRA-Exposition erfolgte alle 2 Stunden fir 15 Minuten.
Die Mittelwerte +SEM wurden aus der Anzahl der verwendeten MEA-Chips (n) jeder Versuchsgruppe berechnet.
Abbildung A mit angepasstem Farbschema aus Kohler et a/,, 2018. Die statistische Signifikanz wurde mittels ANOVA-
Tests Uberpriift. (B,C,D) Die drei Korrelationsanalysen bei denen ein paarweiser Vergleich der drei Versuchsgruppen
erfolgte, bei dem die jeweiligen Burstdauern des Versuchszeitraums gegeneinander aufgetragen wurden, zeigen
verschieden starke Korrelationen. (C) Die Korrelationsanalysen des Vergleichs der TETRA-Expositionsgruppe mit der
Kontrollgruppe zeigt eine starke lineare Korrelation. (D) Der Vergleich der TETRA-Expositionsgruppe mit der Sham-
Gruppe zeigt, dass die Daten entlang der Winkelhalbierenden gruppiert sind. Auch wenn die nummerische Analyse
nur eine schwache lineare Korrelation aufweist, zeigen die Daten kein Anzeichen dafiir, dass die Befeldung einen
Einfluss auf die Burstdauer hat. (B) Das Gleiche gilt fir den Vergleich der Kontrollgruppe mit der Sham-
Expositionsgruppe. Die Korrelationskoeffizienten betragen: 0,41 (B), 0,70 (C), 0,21 (D).
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Abbildung 25: TETRA-Langzeit-Exposition hat keinen Effekt auf die Synchronitdt von neuronalen Netzwerken. (A)
Bei allen vier Versuchsgruppen zeigt die Netzwerksynchronitat einen kontinuierlichen Anstieg tber die Zeit, welcher
zum Ende der Versuchsdauer leicht abnimmt. Alle Versuchsgruppen zeigen keine statistisch signifikanten
Veranderungen innerhalb der jeweiligen Gruppe und keine statistisch signifikanten Unterschiede untereinander. Die
TETRA-Exposition erfolgte alle 2 Stunden fiir 15 Minuten. Die Mittelwerte £SEM wurden aus der Anzahl der ver-
wendeten MEA-Chips (n) jeder Versuchsgruppe berechnet. Die statistische Signifikanz wurde mittels ANOVA-Tests
Uberprift. Abbildung A mit angepasstem Farbschema aus Kohler et al. 2018. (B,C,D) Die drei Korrelationsanalysen
bei denen ein paarweiser Vergleich der drei Versuchsgruppen erfolgte, bei dem die jeweiligen Werte der Synchronitat
des Versuchszeitraums gegeneinander aufgetragen wurden, zeigen jeweils eine moderate lineare Korrelationen. Der
Vergleich der Kontrollgruppe mit der Sham-Expositionsgruppe zeigte dabei, dass die Daten geringfiigig unterhalb
der Winkelhalbierenden liegen. Die Korrelationskoeffizienten betragen: 0,51 (B), 0,59 (C), 0,57 (D).
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Abbildung 26: Kortikale
Neurone zeigen typische
Aktionspotentialverlaufe in
TETRA-Langzeitversuchen. Die
exemplarisch gezeigten extra-
zelluldren  Ableitungen  der
neuronalen Zellkulturen
erfolgten an DIV 22. (A,B) Die
Messung der Kontrollgruppe
zeigt typische Aktions-
potentialverlaufe. (C,D) Gleiches
gilt fir die Ableitung der
Neurone der Sham-Versuchs-
gruppe und (E,F) der mit TETRA
befeldeten Kulturen. Die drei
Versuchsgruppen befinden sich
auf dem gleichen Niveau. Die
TETRA-Exposition erfolgte mit
einer Tragerfrequenz von 395
MHz und einer SAR von 1,17
W/kg. Das Signal wurde mit
17,64 Hz gepulst und
m/4DQPSK-moduliert.
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5.3.5. Thermische-Effekte auf humane Kardiomyozyten

Um die Folgen thermischer Effekte durch die TETRA-Exposition auf humane kardiale
Netzwerke beurteilen zu koénnen, wurden separate Temperatur-Expositionsexperimente
durchgefiihrt, welche analog zu den Temperatur-Expositionsexperimenten der neuronalen
Netzwerke erfolgten (Kapitel 5.3.3). Dabei wurde die Temperatur schrittweise um 0,1°C pro
Minute von 37°C auf 37,5°C erhoht, mit dem Ziel mogliche Auswirkungen der moderaten
Temperaturerhohung auf die Schlagfrequenz und die Ausbreitungsgeschwindigkeit der
kardialen Feldpotentiale zu untersuchen.

Es konnte festgestellt werden, dass eine Temperaturerhohung um 0,5°C von 37°C auf 37,5°C,
keine Auswirkung auf die Schlagfrequenz der Kardiomyozyten-Netzwerke hat (Abbildung 27A).
Die Schlagfrequenz blieb {iber den gesamten Versuchszeitraum stabil und war auf einem Niveau
mit der Schlagfrequenz der Kontrolle, bei der die Temperatur konstant bei 37°C lag.

Die Analyse der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale iiber das kardiale Netzwerk,
zeigte ebenfalls keine Beeinflussung der kardialen Netzwerke durch die moderate Temperatur-
erh6hung und ist vergleichbar mit den Werten der Kontrolle (Abbildung 27B). Beide
Versuchsgruppen zeigten {iber den gesamten Versuchszeitraum eine Ausbreitungs-
geschwindigkeit auf einem stabilen und vergleichbaren Niveau.

Es konnten bei beiden Versuchsparametern keine thermischen Effekte durch den moderaten
Temperaturanstieg auf die humanen Kardiomyozyten-Netzwerke festgestellt werden. Die

Kardiomyozyten erwiesen sich als robust gegeniiber einem Temperaturanstieg von 37°C auf
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Abbildung 27: Moderate Temperaturerhohungen induzieren keine thermischen Effekte bei kardialen
Netzwerken. (A) Die moderate Temperaturerhdhung von 37°C auf 37,5°C in Schritten von 0,1°C pro Minute fuhrt
zu keinem Anstieg der Schlagfrequenz Uber den gesamten Versuchszeitraum und ist auf einem Niveau mit der
Schlagfrequenz der Kontrolle. (B) Auch die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale tUber das Netzwerk
bleibt bei der Versuchsgruppe, die einer ansteigenden Temperatur ausgesetzt ist, Uber den Versuchszeitraum
konstant und ist vergleichbar mit den Werten der Kontrolle. Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede
innerhalb und zwischen den Versuchsgruppen festgestellt werden. Die Mittelwerte +SEM wurden aus der Anzahl der
verwendeten MEA-Chips (n) jeder Versuchsgruppe berechnet. Die statistische Signifikanz wurde mittels
zweiseitigem, heteroskedastischem t-Test Uberpruft.
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37,5°C. Es kam zu keinen statistisch signifikanten Verdnderungen der Schlagfrequenzen und
Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Feldpotentiale innerhalb und zwischen den beiden

Versuchsgruppen.

5.3.6. Auswirkung von TETRA-Bestrahlung auf humane Kardiomyozyten

Die TETRA-Kurzzeit-Exposition der humanen kardialen Netzwerke erfolgte analog zu den
TETRA-Expositionsversuchen mit den neuronalen Netzwerken. Dabei erfolgte eine 15-minditige
TETRA-Exposition mit einer Tragerfrequenz von 395 MHz und SARs von 1,17 W/kg, 2,21 W/kg
und 2,66 W/kg. Das Signal wurde m/4DQPSK-moduliert und mit 17,64 Hz gepulst. Die
extrazelluldren Ableitungen erfolgten jeweils direkt vor und nach der Exposition.

Die Analysen der TETRA-Kurzzeit-Exposition zeigten keine statistisch signifikanten
Verdnderungen der Schlagfrequenz bei allen Expositionslevel (Abbildung 28A). Dabei blieben
die Versuchsgruppen, die mit einer SAR von 1,17 W/kg und 2,21 W/kg befeldet wurden, auf
einem stabilen Niveau. Die Sham-Versuchsgruppe und die mit einer SAR von 2,66 W/kg
exponierte Versuchsgruppe, zeigten eine geringfiigige Verringerung ihrer Schlagraten. Dabei
erfolgte bei der Sham-Versuchsgruppe eine minimale Verringerung der Schlagfrequenz von
1,04 Hz auf 0,96 Hz und bei der mit einer SAR von 2,66 W/kg befeldeten Versuchsgruppe eine
Verringerung von 1,08 Hz auf 1,05 Hz.

Die Analysen der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale iiber das Netzwerk, zeigten
bei allen drei TETRA-Expositionslevel ebenfalls keine statistisch signifikanten Verdnderungen
(Abbildung 28B). Die mit einer SAR von 1,17 W/kg und 2,21 W/kg befeldeten Versuchsgruppen
zeigten eine stabile Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale vor und nach der TETRA-
Kurzzeit-Exposition. Bei der mit einer SAR von 2,66 W/kg befeldeten Versuchsgruppe erfolgte
eine minimale Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit um 24,71 mm/s von
177,91 mm/s auf 153,20 mm/s. Auch die Versuchsgruppe der Sham-Exposition zeigte eine
geringfiigige Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit um 17,88 mm/s von 204,43 mm/s
auf 187,05 mm/s.

Dieses einheitliche Bild wird zusatzlich durch die exemplarisch gezeigten Feldpotential
Propagationen vor und nach einer TETRA-Exposition mit einer SAR von 2,66 W/kg verdeutlicht
(Abbildung 28C,D). Die mittlere Ausbreitungsgeschwindigkeit lag vor der Exposition bei
172,41 mm/s und nach der Exposition bei 171,71 mm/s. Die TETRA-Exposition hat demnach
keinen erkennbaren Effekt auf diesen elektrophysiologischen Parameter.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die TETRA-Kurzzeit-Exposition der Kardiomyozyten-
Netzwerke mit einer SAR von 1,17 W/kg und 2,21 W/kg zu keinen statistisch signifikanten

Anderungen der untersuchten Parameter der Schlagfrequenz und der Ausbreitungs-
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geschwindigkeit der Feldpotentiale fiihrt, dies weder innerhalb der Versuchsgruppe, noch im
Vergleich zwischen den Versuchsgruppen. Dies wird auch durch die exemplarisch gezeigten
extrazelluldren Ableitungen der Kardiomyozyten vor und nach der TETRA-Exposition mit einer
SAR von 2,66 W/kg verdeutlicht (Abbildung 29). Die Feldpotentiale waren vor und nach der
TETRA-Exposition stabil und zeigten typische Amplituden der Feldpotentiale zwischen 522 uV
und -325 uV.

=3 Sham (n=8) 395 MHz, 2,21 Wikg: 17,64 Hz gepulst, midDQPSK moduliert (n=12)
0 395 MHz, 1,17 Wikg: 17,64 Hz gepulst, m/4DQPSK duliert (n=13) Il 395 MHz, 2,66 Wikg: 17,64 Hz gepulst, m/4DQPSK moduliert (n=5)
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Abbildung 28: TETRA-Kurzzeit-Exposition hat keine Auswirkung auf die elektrophysiologischen Eigenschaften von
humanen Kardiomyozyten-Netzwerken. Zellnetzwerke aus Kardiomyozyten wurden mit einer SAR von 1,17 W/kg,
2,21 W/kg und 2,66 W/kg fiir 15 Minuten befeldet. Jeweils direkt vor und nach der Exposition wurden extrazelluldre
Ableitungen der Netzwerke durchfiihrt. Es konnten keine statistisch signifikanten Veranderungen der jeweiligen
Schlagfrequenzen und Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Feldpotentiale festgestellt werden. (A) Die Schlag-
frequenzen der mit TETRA befeldeten Versuchsgruppe mit einer SAR von 2,66 W/kg und die der Sham-Exposition
zeigen eine minimale Verringerung der Schlagfrequenz. Die Schlagfrequenz der mit TETRA befeldeten Versuchs-
gruppen mit einer SAR 1,17 W/kg und 2,21 W/kg zeigen jeweils ein stabiles Niveau. (B) Die Resultate der
Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale zeigen fir die zwei mit TETRA befeldeten Versuchsgruppen mit
einer SAR von 1,17 W/kg, 2,21 W/kg ein stabiles Niveau der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale vor und
nach der TETRA-Exposition. Die Versuchsgruppe der Sham-Exposition und die der TETRA-Exposition mit einer SAR
von 2,66 W/kg zeigt eine geringfligige Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit nach der jeweiligen
Exposition. Die Mittelwerte £SEM wurden aus der Anzahl der verwendeten MEA-Chips (n) jeder Versuchsgruppe
berechnet. Die statistische Signifikanz wurde mittels ANOVA-Tests Uberprift. (C,D) Die beiden exemplarisch
gezeigten Feldpotential Propagationen vor und nach einer TETRA-Exposition mit einer SAR von 2,66 W/kg
verdeutlichen das gleiche Niveau der Messungen. Die mittlere Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale lag
vor der Exposition bei 172,41 mm/s und nach der Exposition bei 171,71 mm/s.
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Abbildung 29: Extrazelluldr abgeleitete humane Kardiomyozyten zeigen typische Feldpotentialverlaufe vor und
nach der TETRA-Kurzzeit-Exposition. Die exemplarisch gezeigten extrazelluldren Ableitungen von humanen
Kardiomyozyten wurden jeweils unmittelbar vor und nach einer 15-miniitigen TETRA-Exposition flir einen Zeitraum
von 60 Sekunden aufgezeichnet. (A,B) Die Messung unmittelbar vor der TETRA-Exposition zeigt typische
extrazelluldre Feldpotentialverldufe. (C,D) Gleiches gilt fur die Messung nach der TETRA-Exposition. Die TETRA-
Exposition erfolgte mit einer Trédgerfrequenz von 395 MHz und einer SAR von 2,66 W/kg. Das Signal wurde mit
17,64 Hz gepulst und /4DQPSK-moduliert. Die extrazelluldren Ableitungen erfolgten an DIV 7.
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6. Photothermische Stimulation von in vitro Netzwerken aus humanen
Kardiomyozyten

6.1. Motivation und Zielsetzung

Die elektrische Stimulation des Herzens, bzw. seiner zur Kontraktion befahigten Zellen den
Kardiomyozyten, wird in der Medizin seit Jahrzehnten in Form von Herzschrittmachern und
Defibrillatoren angewandt und ist etabliert. Die gezielte elektrische Stimulation {ber
implantierte Elektroden sicherte dabei in vielen Fillen das Uberleben von Patienten und
verbesserte dariiber hinaus deren Lebenserwartung und Lebensqualitit, verglichen mit nicht
behandelten Personen [Boudoulas et al., 2015; Bradshaw et al., 2015; Lamas et al., 1998; Lemke
et al., 1989; Linde et al., 2003].

Durch die Verwendung von neuen Technologien in der biomedizinischen Wissenschaft konnen
immer wieder neue potentielle Behandlungsmoglichkeiten fiir Patienten aufgezeigt und
nutzbar gemacht werden. So haben mehrere Publikationen gezeigt, dass durch die kombinierte
Anwendung von Gold-Nanotransducern (Gold-Nanowandler) und naher Infrarotstrahlung,
neuronale Netzwerke so stimuliert werden konnen, dass ihre Aktivitit in Form von
Aktionspotentialen gezielt erhoht oder verringert werden kann. Ein moglicher biomedizinischer
Einsatz dieser photothermischen Stimulation kann moglicherweise bei Erkrankungen wie
Epilepsie und Parkinson erfolgen [Eom et al., 2014; Genchi et al., 2017; Yoo et al., 2014].

Es ist dabei naheliegend die Moglichkeiten der photothermischen Stimulation auch bei weiteren
elektrisch erregbaren Zellen wie Kardiomyozyten anzuwenden und zu erproben. Die Motivation
im Rahmen dieser Dissertation war es eine Alternative zur weit verbreiteten invasiven Technik
der elektrischen Stimulation von Kardiomyozyten zu entwickeln. Dies auf Grundlage von
photothermischer Stimulation, durch die kombinierte Anwendung von NIR-Bestrahlung und
Behandlung mit Gold-Nanotransducern in Form von Gold-Nanostdbchen (Gold-Nanorods,
GNRs). Das Ziel ist es mit den Analysen und Resultaten dieser Arbeit, das Potential und die
Moglichkeiten dieser Technik an in vitro Netzwerken aus humanen Kardiomyozyten
aufzuzeigen und damit einen Ausblick fiir eine weniger invasive Behandlungsmoglichkeit neben
der herkommlichen elektrischen Stimulation durch Elektroden zu geben. So wéren auch
medizinische Anwendungen bei Krankheitsbildern wie Bradykardie, Tachykardie oder bei der

Behandlung von Arrhythmien des Herzens denkbar.
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6.2. Einleitung
6.2.1. Nahe Infrarotstrahlung

Die um 1800 von Friedrich Wilhelm Herschel entdeckte elektromagnetische Infrarotstrahlung
wird in drei Spektralbereiche unterteilt, nimlich nahe (NIR), mittlere (MIR) und ferne (FIR)
Infrarotstrahlung (Tabelle 16). Die ferne Infrarotstrahlung hat einen Wellenlangenbereich von
50 um bis 1000 um, der Bereich der mittleren Infrarotstrahlung umfasst den Wellenldngen-
bereich von 3 um bis 50 um. Die hier verwendete nahe Infrarotstrahlung hat einen Wellen-
langenbereich von 0,78 um bis 3 um und ist nochmal unterteilbar in den Infrarot A (0,78 um -
1,4 um) und Infrarot B (1,4 um — 3 um) Bereich. Der Infrarot C-Bereich (3 um — 1000 pum)
umfasst hingegen die mittlere und ferne Infrarotstrahlung. Die Eindringtiefe der emittierten
elektromagnetischen NIR-Strahlung liegt am Beispiel von Hautgewebe bei ca. 3mm und
erreicht somit die Subcutis [Avci et al., 2013; Barolet, 2008; Lyu et al., 2016; Ruggiero et al.,
2016; Wilson et al., 1986].

Diese Eindringtiefe, die je nach genutzter Wellenldnge und Gewebetyp variiert, ermoglicht in
kombinierter Anwendung mit GNRs eine gezielte lokale photothermische Erhitzung von Zellen
und Gewebe was ein grofdes Potential fiir ein breites Spektrum an medizinischen Anwendungen

bietet (Kapitel 6.2.2) [Avci et al., 2013; Genchi et al., 2017; Pérez-Juste et al., 2005].

Tabelle 16: Spektralbereiche der Infrarotstrahlung. Die Infrarotstrahlung wird in nahes, mittleres und fernes Infrarot
unterteilt. Wobei nahes Infrarot nochmals in die Spektralbereiche Infrarot A und B unterteilt wird. Hingegen kann
das mittlere und ferne Infrarot als Infrarot C zusammengefasst werden [Glaser, 2012; Pfitzner, 2012].

IR-A 0,78 — 1,4 um
Nahes Infrarot NIR
IR-B 1,4 -3 um
Mittleres Infrarot MIR IR-C 3 -50 um
Fernes Infrarot FIR IR-C 50 - 1000 um

Die alleinige Verwendung von NIR-Strahlung wird schon jetzt in der Medizin angewendet.
Medizinische Behandlungsansitze, bei denen man sich die NIR-Strahlung — beschrieben als
Low-Level-Lasertherapie (LLLT) — zunutze machen méchte, sind z.B. eine verbesserte Wund-
heilung und eine Verbesserung in der Schmerztherapie [Eells et al., 2004; Hamblin et al., 2006;
Whelan et al., 2001].

Die medizinische Wirkung von alleiniger NIR-Strahlung wird jedoch rege und kontrovers
diskutiert. Die mogliche Wirkungsweise ist dabei wissenschaftlich nicht gesichert, parallel
zeigen diverse Publikationen kein positives therapeutisches Ergebnis [Chen et al., 2011; Chung

et al., 2012; Hamblin et al., 2006].
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Bei der medizinischen Anwendung von NIR wird angenommen, dass die Strahlung
biochemische und zellulédre Effekte hervorruft. Der Fokus liegt hierbei auf den Mitochondrien,
wo z.B. mogliche Auswirkung auf die Enzymaktivitédt, die Adenosintriphosphat-Synthese, das
mitochondriale Membranpotential und die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
angenommen werden [Amat et al., 2006; Konig, 2016].

Die allgemeine Annahme ist, dass Enzyme aus der Superfamilie der Hidm-Kupfer-Oxidasen
(Bsp. Cytochrom-C-Oxidase) NIR-Strahlung absorbieren und so die Enzymaktivitét steigern. Die
Folge davon ist eine zentrale Wirkung auf die Atmungskette der Mitochondrien, was wiederum
iiber eine Steigerung des mitochondrialen Membranpotentials die Adenosintriphosphat-
Synthese begiinstigt, aber auch zur Entstehung von ROS fiihrt [Amat et al., 2006; Karu, 2008;
Karu, 2010; Konig, 2016; Pastore, 2000; Zastrow et al., 2009].

Wihrend die Wirkungen von NIR Strahlung auf Enzyme noch nicht vollstdndig verstanden ist
und wissenschaftlich kontrovers diskutiert wird, gilt die Wirkung von NIR-Strahlung als Ursache
fiir lokale Temperaturerhohungen als sicher [Barolet et al., 2016; Eliasson et al., 2015;
Skjoldebrand, 2001; Zastrow et al., 2009].

Durch Absorption der Strahlung werden die Molekiilschwingungen (Molekiilvibrationen/-
rotationen), also die periodischen Bewegungen der benachbarten Atome in Molekiilen

verandert, wodurch Hitze entsteht [Eliasson et al., 2015; Skjoldebrand, 2001].

6.2.2. Oberflachenplasmonresonanz von Gold-Nanopartikeln und ihre Anwendung

In der Medizin gewinnen Nanomaterialien aus Gold, wie z.B. GNRs in Verbindung mit naher
Infrarotstrahlung zunehmend an Bedeutung. Sie bieten neue und effektive Werkzeuge fiir die
potentielle Behandlung diverser Krankheitsbilder. Hierfiir macht man sich die besonderen
physikalischen, chemischen und optischen Eigenschaften der GNRs zunutze. Anwendungs-
gebiete sind dabei unter anderem die Stimulation von elektrisch erregbaren Zellen wie
Neuronen, gezielter Medikamententransport und -abgabe im Korper, sowie die Zerstorung von
Tumorgewebe mit GNRs welche mit Antikorpern konjugiert sind. In der Krebstherapie
ermoglicht die Verwendungen von GNRs in Kombination mit NIR eine gezielte Zerstorung
durch lokale photothermische Erhitzung [Genchi et al., 2017; Huang et al., 2006; Pérez-Juste
et al., 2005].

Bei den genannten potentiellen Anwendungsgebieten ist jeweils die Resonanzabsorption der
GNRs von zentraler Bedeutung, eine optische Eigenschaft, die zur gezielten lokalen Erhitzung
genutzt werden kann. Durch die Oberflachenplasmonresonanz der GNRs erfolgt dabei eine

Umwandlung der NIR-Strahlungsenergie in einen lokalen Warmeeintrag. Die elektro-
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magnetische NIR-Strahlung versetzt bei diesem Prozess die Valenzelektronen der GNRs in eine
kohérente Oszillation. Durch diese sogenannte Oberflichenplasmonresonanz entsteht lokale
Warme (Abbildung 30) [Baffou et al., 2013; Huang et al., 2009].

Dabei ist die Polarisierbarkeit eines bestimmten Nanopartikels abhidngig von verschiedenen
Faktoren mit jeweils unterschiedlich starker Wirkung. Entscheidende Faktoren sind die
Geometrie, die Materialzusammensetzung und die Oberflachenbeschichtung. Im Vergleich zu
sphérisch plasmonischen Nanopartikeln die genau eine Resonanzwellenldnge aufweisen die
vom Radius des Teilchens abhéngt, haben GNRs aufgrund ihrer geometrischen Stidbchenform
zwei Resonanzwellenldngen, eine transversale und eine longitudinale (Abbildung 30). Kleine
Gold-Nanopartikel (~40 nm) ermoglichen im Vergleich zu groferen eine hohere Resonanz-
absorption, bei einer gleichzeitigen geringeren Streuung der NIR-Strahlung [Halas, 2005; Hu
et al., 2006; Jain et al., 2006].

Fiir eine Adhédsion der GNRs an die Plasmamembran der Kardiomyozyten, werden
funktionalisierte GNRs verwendet, welche eine kationische Landungsverteilung an ihrer
Oberflidche aufweisen. Haufig werden hierfiir Thiol-Polyethylenglycol-Amine (HS-PEG-NH?)
verwendet, welche kovalent an die GNRs binden. Diese Funktionalisierung zeichnet sich durch
eine hohe Stabilitdt der Verbindung und durch eine hohe Biokompatibilitdt aus. Aufgrund der
gewebedurchdringenden, aber nicht-ionisierenden Eigenschaft der NIR-Strahlung, bietet sich
der Einsatz von GNRs im Gewebe an [Atcha et al., 2014; Avci et al., 2013; Huang et al., 2009;
Liu et al., 2011; Lyu et al., 2016; Yoo et al., 2014].

A B
Elektrisches Feld Elektrisches Feld
— —
Elektronen-Wolke /
Elektronen-Wolke
Transversale Elektronen Oszillation Longitudinale Elektronen Oszillation

Abbildung 30: Schematische Darstellung oszillierender Elektronen-Wolken von Gold-Nanostdbchen. Das
elektrische Feld (E) der nahen Infrarotstrahlung induziert eine kohéarente Oszillation der Valenzelektronen der GNRs,
bezeichnet als Oberfldichenplasmonresonanz. GNRs haben im Vergleich zu sphéarischen Nanopartikeln aufgrund ihrer
geometrischen Form zwei Resonanzwellenldngen, eine transversale (A) und eine longitudinale (B). Modifizierte
Abbildung nach Huang et a/.,2009.
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6.2.3. Die inhibierende Wirkung von Fluoxetin auf TREK-1 und weitere
Membranproteine

Das zur Klasse der selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRI) zdhlende Fluoxetin,
ist ein in Deutschland verschreibungspflichtiges Antidepressivum, was global zur Behandlung
von Depressionen eingesetzt wird. Nach der Patentierung durch Eli Lilly and Company und der
Zulassung im Jahr 1987 durch die Food and Drug Administration (FDA), erfolgte die
Markteinfiihren unter dem Handelsname Prozac® im Jahr 1988 in den USA. Nachfolgend
erfolgte die Zulassung in vielen weiteren Landern, so auch in Deutschland unter dem Namen
Fluctin®. Seit dem Patentauslauf werden diverse Generika anderer Pharmahersteller vertrieben
[Francisco et al., 2009; Mayer, 2011].

Das breite Indikationsspektrum des Medikaments fiir die Behandlungen von Krankheitsbildern
wie z.B. Zwangs- und Essstorungen, Panikattacken und Bulimie haben es zu einem der weltweit
meistverordneten und somit meistverkauften Medikamenten gemacht [Spinks et al., 2002;
Wong et al., 1995].

Fluoxetin ist ein chirales Molekiil, was in der therapeutischen Anwendung als Racemat
eingesetzt wird. Dabei bindet das (S)-Enantiomer mit einer grof3eren Affinitat an den Serotonin-

Transporter als das (R)-Enantiomer (Abbildung 31) [Gompf, 2015; Wong et al., 1985].

CFa

Abbildung 31: Strukturformel des Antidepressivums Fluoxetin. Das Medikament Fluoxetin ist ein chirales Molekdil.
Das ($)-Enantiomer (A) hat dabei eine etwas gréBere Affinitdt an den Serotonin-Rezeptor zu binden und diesen zu
blockieren, als das (R)-Enantiomer (B) [Gompf, 2015; Wong et a/, 1985].

Die Hauptwirkungsweise von Fluoxetin bei der Behandlung von Depressionen besteht in der
Inhibierung des Serotonin-Transporters (SERT, 5-HTT), welcher ungeblockt den Neuro-
transmitter Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) aktiv aus dem synaptischen Spalt zuriick in
die Prasynapse transportiert. Durch die Inhibierung der SERTs kommt es zu einem verldngerten
Verbleib von Serotonin im synaptischen Spalt, was die Bindungsmoglichkeit von Serotonin an
die Familie der Serotonin-Rezeptoren (5-HT; — 5-HT7) der Postsynapse verldngert. Dies hat je
nach Rezeptor-Subtyp eine exzitatorische oder inhibitorische neuronale Wirkung. [Hess, 2011;

Hoyer et al., 2002; Ni et al., 1997; Rudnick, 2006].
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Der selektive Riicktransport von Serotonin in die Prasynapse ist ein komplexer Prozess, wobei
ein Symport an einen Antiport gekoppelt ist. Die extrazellulare Bindung von Na*, Cl' ,K* und
Serotonin an SERT — Monomer aus 12 Transmembrandoménen — induziert eine Konformations-
anderung, bei dem der Symport und die Dissoziation ins Zytoplasma der Prasynapse erfolgt.
Der gekoppelte Antiport transportiert das gebundene Kalium-Ion entgegen seines elektro-
chemischen Gradienten in den Extrazellularraum wo es dissoziiert und SERT in die
urspriingliche Konformation zuriickkehrt [Rudnick, 1998; Rudnick, 2006].

Parallel zur Inhibierung der SERTs durch Fluoxetin, erfolgt die Inhibierung der Serotonin-
Rezeptoren des Subtyps 5HTc. Im ungeblockten Zustand, wenn Serotonin an die
S5HT.c-Rezeptoren bindet, erfolgt eine Hemmung der Dopamin- und Noradrenalin-Freisetzung.
Aus dieser komplexen Anderung der Neurotransmitterdynamik ldsst sich die Wirkung von
Fluoxetin auf das Essverhalten, welches zu Beginn angesprochen wurde, erklaren [Alex et al.,
2005; Gobert et al., 1999; Ni et al., 1997].

Neben der Inhibierung dieser Transportprozesse inhibiert Fluoxetin weitere Proteine wie den
K*-Auswartsgleichrichter TREK-1 (TWIK-related potassium channel-1, Kop;2.1) der zur Familie
der Kaliumkanile mit 2 Porendoméanen gehort. Das Gen KCNK2 kodiert fiir unterschiedliche
Isoformen des Kanals, dessen splicing Varianten durch Aneinanderlagerung von zwei
Monomeren eine funktionale Kanalpore bilden (Homo- oder Heterodimer) (Abbildung 32). Die
Kalium-Leckstrome des Kanals haben einen direkten Einfluss auf das Ruhemembranpotential
und somit auf die Erregbarkeit von Neuronen und Kardiomyozyten. Dabei ist TREK-1 vielseitig
modulierbar durch: Spannungsdnderungen, Hitze, Druck, Verdanderung des pH, Lipide, Second
Messenger aber auch Pharmaka wie Fluoxetin [Bockenhauer et al., 2001; Goonetilleke et al.,

2012; Honoré, 2007; Rinné et al., 2014].

NH, COOH

Abbildung 32: Schematische Darstellung einer TREK-1 Untereinheit. Der divers modulierbare K*-Auswarts-
gleichrichter TREK-1 gehort zur Familie der Kaliumkanéle mit 2 Porendoménen (P1, P2). Die funktionale lonen-
leitende Kanalpore wird durch eine Zusammenlagerung von zwei Untereinheiten gebildet. Das spannungsabhangige
Gatingist Uber den C-Terminus steuerbar (COOH). Modifizierte Abbildung nach Honoré et a/, 2007.
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Der Kanal wird im Gehirn, im Darm und im Herz exprimiert und spielt durch seine komplexe
Modulierbarkeit in einer Reihe von Krankheitsbildern wie Depression, Epilepsie, Schmerzen
und Ischidmie eine Rolle. Auch in der Anésthesie ist der Kanal ein Ziel von Medikamenten
[Alloui et al., 2006; Decher et al., 2017a; Decher et al., 2017b; Fink et al., 1996; Goonetilleke
et al., 2012; Heurteaux et al., 2004; Heurteaux et al., 2006; Kisselbach et al., 2014; Medhurst
et al., 2001; Patel et al., 1999; Schmidt et al., 2014; Talley et al., 2001].

Dariiber hinaus wird TREK-1 in neueren Veroffentlichungen eine entscheidende Rolle bei der
Herzrhythmuskontrolle und bei der Bildung von Arrhythmien zugewiesen [Decher et al., 2017a;
Goonetilleke et al., 2012; Lugenbiel et al., 2017].

TREK-1 zeigt ein spannungs- und zeitabhéngiges Gating, besitzt aber anders als spannungs-
abhéngige Kv-Kanéle keinen Spannungssensor in Form einer positiv geladenen Transmembran-
doméne. In mehreren Veroffentlichungen wurde beschrieben, dass die C-terminale Doméne
einen Einfluss auf das spannungs- und zeitabhingige Gating des Kanals hat. Im Mittelpunkt
steht hierbei die Phosphorylierung des C-terminal lokalisierten Serin333 durch die
Proteinkinase A. Dariiber hinaus wird von einem weiteren Mechanismus ausgegangen, der die
Spannungsabhéngigkeit beeinflusst [Bockenhauer et al., 2001; Honoré, 2007; Maingret et al.,
2002].

Wichtig fiir die vorliegende Arbeit ist, dass die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals auch durch
Temperaturerhohungen gesteigert werden kann, was zwangslaufig zu einem erhohten
Kaliumausstrom fiihrt und somit einer neuronalen oder kardialen Erregbarkeit entgegenwirkt.
Die grofdten Effekte wurden bei einer Temperaturerhohung auf 42°C beobachtet. Die
Temperaturabhingigkeit des Kanals scheint nicht alleine eine Funktion des Kanalproteins zu
sein, sondern bedarf der Intaktheit der Zelle in der er funktioniert. Es wird angenommen, dass
die Interaktion des Kanalproteins mit dem Zytoskelett fiir die Temperaturempfindlichkeit
mitverantwortlich ist [Kang et al., 2005; Lauritzen et al., 2005; Maingret et al., 2000].

Der Kanal ist auch durch mechanische Stimulation oder Verdnderungen des intra- oder
extrazelluldren Drucks modulierbar. So wird durch einen extrazelluldren Unterdruck oder einen
intrazelluliren Uberdruck die Offnung des Kanals begiinstigt. Deshalb fithrt auch die
Kontraktion von Kardiomyozyten, welche unmittelbar nach der Generierung des Aktions-
potentials erfolgt, zu einer vermehrten Offenwahrscheinlichkeit des Kanals. Auch die Dicke und
Zusammensetzung der Plasmamembran spielt bei der Regulation der Kanalaktivitit eine Rolle
und tragt zur Modulation bei. So wurde gezeigt, dass TREK-1 durch die Lipidumgebung in Form
von mehrfach ungesittigten Fettsduren oder Lysophospholipide modulierbar ist. Als ein
weiterer relevanter Faktor fiir die Modulation der Kanalaktivitdt wurde der cytoplasmatische

pH identifiziert. Eine Verringerung des intrazelluliren pH-Wertes bewirkt eine Erh6hung der
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Offenwahrscheinlichkeit von TREK-1 [Decher et al., 2017a; Fink et al., 1996; Honoré et al.,
2002; Lesage et al., 2000; Maingret et al., 1999; Patel et al., 1998].

Neben der direkten Modulation des TREK-1 Kanals durch chemische und physikalische
Faktoren muss an dieser Stelle auch noch die Regulation durch G-Protein-gekoppelte
Membranrezeptoren genannt werden. Je nach Rezeptortyp bewirken diese Proteine eine
Inhibierung oder eine Aktivierung von TREK-1, die iiber unterschiedliche Second Messenger-
Pfade vermittelt wird [Fink et al., 1996; Honoré, 2007].

Von pharmakologischer Seite kann TREK-1 durch Fluoxetin inhibiert werden, was im Rahmen
dieser Arbeit erfolgt ist. Die Wirkungsweise von Fluoxetin ist nicht spannungsabhéngig, weshalb
davon auszugehen ist, dass der Block aul3erhalb der Kanalpore erfolgt [Honoré, 2007; Kennard

et al., 2005].
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6.3. Ergebnisse zur photothermischen Stimulation von humanen Kardiomyozyten

6.3.1. Bestimmung der Flachenleistungsdichte der NIR-Laser-Diode

Vor der Durchfithrung der photothermischen Stimulation der Zellnetzwerke, erfolgte die
Bestimmung der maximalen Flachenleistungsdichte der NIR-Strahlung, welche auf die
humanen Kardiomyozyten und die GNRs wirkt.

Dabei wurde {iber den Laser-Dioden-Controller der Eingangsstrom der Laser-Diode von O bis
2000 mA in Schritten von 100 mA erhoht (Abbildung 33). Die Detektion der Leistung erfolgte
durch den Sensor S302C der Firma Thorlabs und die Ausgabe der gemessenen Werte mit dem
Leistungsmessgerdt PM100USB der gleichen Firma (Tabelle 4). Bei einem Eingangsstrom von
2000 mA lag die maximale Leistung der Laser-Diode LD830-ME2W, der Firma Thorlabs Inc.
(Tabelle 10) bei 596 mW. Dieser Wert bezieht sich auf eine Expositionsfliche von 14 mm?.
Nachfolgend wurde die Flachenleistungsdichte unter Verwendung von Gleichung 5 bestimmt,
sie ergibt sich aus dem Quotienten der Leistung (P) und der exponierten Flache (A). Bei allen
weiteren Versuchen mit photothermischer Stimulation wurde die maximale Flachen-

leistungsdichte von 42,57 mW/mm? angewendet.
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Abbildung 33: Bestimmung der maximalen Bestrahlungsleistung der NIR-Laser-Diode. Der Graph zeigt die Werte
der Flachenleistungsdichte (mW/mm?2) der NIR-Diode in Relation zum Eingangsstrom (mA) des Laserdioden-
Controllers. Die Bestimmung der Flachenleistungsdichte anhand von Gleichung 5 ermdglichte die gewiinschte Wahl
der Bestrahlungsleistung durch Einstellen des Eingangsstroms iber den Laserdioden-Controller. Die maximale
Stromstarke lag bei 2000 mA und fihrt zu einer Flachenleistungsdichte von 42,57 mW/mm?2. Die emittierte
Wellenldnge der Laser-Diode betrug 829 nm.
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6.3.2. Bestimmung des Temperaturanstieges im Medium durch photothermische
Stimulation

Um den Temperaturanstieg im Zellmedium im Bereich des Elektrodenfeldes auf Zellhohe
quantifizieren zu konnen erfolgten Temperaturmessungen {iber einen Zeitraum von 4 Minuten.
Dabei gab es zwei verschiedene Versuchsbedingungen, bei denen zum einen die Auswirkung
ausschlief3lich von NIR-Bestrahlung und zum anderen die Auswirkung von NIR-Bestrahlung
kombiniert mit einer GNR-Behandlung (10 ug/ml) untersucht wurde. Bei der ausschliel3lichen
Verwendung von NIR-Strahlung erfolgte bereits nach einer Expositionszeit von 5 Sekunden ein
Temperaturanstieg um 2,32°C, die Temperatur-Sattigung erfolgte nach ca. 60 Sekunden, wobei
der maximale Temperaturanstieg bei 4,60°C lag (Abbildung 34).

Die kombinierte Anwendung von NIR-Strahlung und GNR-Behandlung erzielte nach
5 Sekunden NIR-Exposition einen Anstieg der Temperatur um 4,64°C, die Sittigung der
Temperatur erfolgte nach ca. 120 Sekunden NIR-Exposition. Der maximale Temperaturanstieg
lag bei 10,18°C. Bei beiden Versuchsbedingungen erfolgte eine rasche Abkiihlung des Mediums

nach Abschalten des Stimulus innerhalb von 160 Sekunden.
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Abbildung 34: Bestimmung des Temperaturanstiegs im Zellmedium wahrend der NIR-Exposition. Die Abbildung
zeigt die Veranderung der Temperatur des Zellmediums tber die Zeit. Es wurde dabei die Auswirkung alleiniger NIR-
Bestrahlung und NIR-Bestrahlung kombiniert mit der Behandlung von GNR (10 pug/ml) auf die Temperatur des
Mediums untersucht. Die Ausgangstemperatur lag dabei jeweils bei 37°C. Bei ausschlieBlicher NIR-Bestrahlung (grin),
erfolgte eine Sattigung der Temperatur nach ungefdhr 120 Sekunden (NIR-Bestrahlungszeit 60 s). Der maximale
Temperaturanstieg betrdgt dabei 4,60°C. Die Sattigung der Temperatur bei NIR-Bestrahlung kombiniert mit der GNR-
Behandlung (blau), erfolgt nach ungefdhr 180 Sekunden (NIR-Bestrahlungszeit 120 s). Der maximale Temperatur-
anstieg betrdgt 10,18°C. Die kombinierte Behandlung bewirkt einen 2,2-fachen Anstieg der maximalen Temperatur
im Vergleich zur ausschlieBlichen Behandlung mit NIR-Strahlung. Fir die Messungen wurde die Kavitadt eines MEA-
Chips (60MEA200/30iR-TiN-Gr) mit 1,5 ml Zellkulturmedium befiillt. Die emittierte Wellenldnge der Laser-Diode lag
bei 829 nm, die Flachenleistungsdichte betrug 42,57 mW/mm?2. Die Temperaturveranderung wurde unter
Verwendung des Temperatursensors OTG-A-10-62ST-1.5PTFE-XN-4PIT-L unmittelbar Uber dem Elektrodenfeld
gemessen.
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6.3.3. Auswirkung photothermischer Stimulation auf humane Kardiomyozyten

Die Resultate der photothermischen Stimulation humaner Kardiomyozyten zeigen, dass bereits
durch die ausschlielfliche Bestrahlung mit NIR ein Anstieg der Schlagrate erfolgte
(Abbildung 35B,C). Nach 2-miniitiger NIR-Exposition wurde ein maximaler Anstieg der
Schlagrate um 25,39 Prozentpunkte erreicht. 2 Minuten nach Ende der NIR-Bestrahlung
erreichte die Schlagrate wieder den Ausgangswert von vor der Exposition. Es konnten dabei
keine statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich mit allen weiteren Versuchsgruppen
festgestellt werden.

Bei kombinierter Anwendung von NIR-Bestrahlung und der Behandlung mit GNRs, war ein
gegensatzliches elektrophysiologisches Verhalten deutlich zu erkennen, was sich in zwei Muster
unterteilen lief3 (Abbildung 35A,B,C). Dabei reagierten 11 von 18 Kulturen bei kombinierter
Exposition mit einer statistisch hoch signifikanten Verringerung der Schlagrate. Gegensatzlich
hierzu verhielten sich 7 der 18 Kulturen, sie reagierten auf die gleiche Behandlung mit einer
Erhohung der Schlagrate, welche auch ebenfalls statistisch hoch signifikant war. Auf Grund
dieser Gegensétzlichkeit erfolgte die Unterteilung in zwei Populationen, mit einer separaten
Analyse (Abbildung 35A). Zur Population 1 wurden Kulturen gerechnet, die bei kombinierter
NIR- und GNR-Behandlung eine Verringerung der Schlagrate zeigten. Dabei musste die
Schlagrate iiber den Zeitraum der 3-miniitigen Bestrahlung entweder 3-mal unter die 100%
Schwelle fallen oder mindestens 1-mal einen Wert von < 5% angenommen haben. War dies
nicht der Fall, erfolgte die Zuordnung zur Population zwei, bei der alle Zellkulturen {iber den
Bestrahlungszeitraum Werte von >100% angenommen haben.

Die Analyse der Schlagrate fiir die mit NIR und GNR behandelte Population 1 zeigte eine
unmittelbare und massive Verringerung der Schlagrate iiber den gesamten Zeitraum der NIR-
Bestrahlung (Abbildung 35B,C). Die maximale Verringerung der Schlagrate um 93,21 Prozent-
punkte auf einen Wert von 6,79 % erfolgte nach 3 Minuten NIR-Exposition. Diese Verringerung
ist im Vergleich mit allen weiteren Versuchsgruppen statistisch hoch signifikant. Zwei Minuten
nach Ende der NIR-Bestrahlung erreichte die Schlagrate das gleiche Niveau wie vor der
Behandlung. Eine genauere Analyse der Abnahme der Schlagrate zeigt, dass die Verringerung
der Schlagrate mit dem Auftreten von Arrhythmien, als auch mit einer Verringerung der
Amplitudengrof3e einhergeht (Abbildung 36). Bei weiterer Bestrahlung reagierte das gesamte
Netzwerk aus Kardiomyozyten mit einer reversiblen Inhibierung der Feldpotentiale. Nach
Beenden der NIR-Bestrahlung erholte sich die elektrische Charakteristik des Zellnetzwerkes und
zeigt Schlagraten die in ihrer Frequenz wie auch in der Amplitudengrof3e der Feldpotentiale
das gleiche Niveau erreichten wie vor der NIR-Exposition.

Gegensatzlich zur 1. Population verhielt sich die Schlagrate der 2. Population der mit NIR und
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Abbildung 35: Photothermische Stimulation hat eine direkte Auswirkung auf die Schlagrate von humanen
Kardiomyozyten. Die photothermische Stimulation durch ausschlieBliche NIR-Bestrahlung bewirkt einen geringen
Anstieg der Schlagrate Uber den Expositionszeitraum von 3 Minuten. Die kombinierte Behandlung der
Kardiomyozyten mit NIR und GNRs zeigt eine Unterteilbarkeit in zwei Populationen, die sich gegensatzlich verhalten.
Population 1 zeigt unter NIR-Bestrahlung eine massive Verringerung der Schlagrate. Gegenséatzlich hierzu zeigt
Population 2 eine starke Zunahme der Schlagrate. Die alleinig mit Fluoxetin behandelte Versuchsgruppe, bei der
keine NIR-Bestrahlung erfolgte, zeigt mit der Zugabe von Fluoxetin eine stetige Zunahme der Schlagrate. Die
Versuchsgruppe bei der eine kombinierte Behandlung mit Fluoxetin, NIR, GNRs erfolgte, zeigt liber den gesamten
Zeitraum der NIR-Bestrahlung eine stark erhéhte Schlagrate. Die Kontrollgruppe zeigt ein konstantes Niveau tber
den gesamten Versuchszeitraum. Die Mittelwerte xSEM wurden aus der Anzahl der verwendeten MEA-Chips (n)
jeder Versuchsgruppe berechnet. Die statistische Signifikanz zwischen den Versuchsgruppen wurde mittels ANOVA-
Tests Uberprift. Das Niveau der statistischen Signifikanz wurde durch Verwendung des Scheffé Post-hoc-Tests
Uberprift. Signifikanzniveaus: p < 0,05 signifikant; p < 0,01 sehr signifikant; p < 0,001 hoch signifikant. Angaben zum
Niveau der statistischen Signifikanz innerhalb der Versuchsgruppen waren ebenfalls signifikant bis hoch signifikant,
werden aber nicht aufgefihrt.
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Feldpotentiale. Nach der NIR-Bestrahlung erreichen die Amplituden das gleiche Niveau wie vor der NIR-Exposition.



GNR behandelten Kardiomyozyten. Hier erfolgte unmittelbar mit dem Einsetzten der NIR-
Bestrahlung eine zeitgleiche massive Zunahme der Schlagrate {iber den gesamten Zeitraum der
NIR-Bestrahlung (Abbildung 35B,C). Der maximale Anstieg der Schlagrate um 81,40
Prozentpunkte auf einen Wert von 181,40 % erfolgte nach 2 Minuten NIR-Bestrahlung. Auch in
diesem Fall war der Effekt reversibel, schon 2 Minuten nach Beendigung der Bestrahlung
erreichte das Netzwerk wieder das gleiche Niveau wie vor Beginn der Bestrahlung. Im direkten
Vergleich mit den weiteren Versuchsgruppen, ausgenommen die Gruppe, welche kombiniert
mit Fluoxetin, NIR und GNRs behandelt wurde, ist die Zunahme der Schlagrate unter Einfluss
von kombinierter NIR/GNR Behandlung statistisch hoch signifikant.

Die Analyse der Schlagrate von Kardiomyozyten bei denen die Kulturen ausschlieflich mit
Fluoxetin in einer Konzentration von 10 uM behandelt wurden, zeigte eine verzégerte Reaktion
auf die Fluoxetin Behandlung (Abbildung 35B,C). Erst in der 5. Minute ergab sich ein geringer
und andauernder Anstieg in der Schlagrate, welcher in der 6. Minute ein Maximum von
123,75% erreichte. Dieser Effekt ist jedoch im Vergleich mit der Kontrollgruppe statistisch nicht
signifikant.

Die Versuchsgruppe bei der eine kombinierte Behandlung mit Fluoxetin, NIR und GNRs
erfolgte, zeigte in der Analyse einen direkten Anstieg der Schlagrate nach Fluoxetin Zugabe und
gleichzeitiger NIR-Behandlung (Abbildung 35B,C). Die grofste Zunahme der Schlagrate erfolgte
in Minute 4, mit einem Anstieg um 43,48 Prozentpunkte auf einen Wert von 143,48%. Im
Vergleich mit der Kontrollgruppe ist dieser Wert statistisch hoch signifikant. Nach Beendigung
der NIR-Bestrahlung erfolgte eine direkte Anndherung auf das Werteniveau vor der NIR-
Bestrahlung.

Die Analyse der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale zeigte ein anderes Bild. In
keiner der Versuchsgruppen konnte ein Anstieg in der Ausbreitungsgeschwindigkeit registriert
werden. Wenn eine Verdnderung erfolgte, dann eine Verringerung der Signal-Propagation.

Bei der ausschlieflichen Behandlung mit NIR, erfolgte eine reversible Herabsetzung der
Ausbreitungsgeschwindigkeit wihrend der Bestrahlung, welche jedoch statistisch nicht
signifikant war (Abbildung 37A,B). Die maximale Verringerung der Ausbreitungs-
geschwindigkeit lag bei 17,18 Prozentpunkten und einem Wert von 82,82% in der dritten
Minute der NIR-Bestrahlung.

Bei Analyse der Ausbreitungsgeschwindigkeit von Feldpotentialen im Zellnetzwerk unter
Einfluss von kombinierter NIR/GNRs Behandlung wurden wiederum die oben definierten zwei
Populationen getrennt betrachtet. Population 1 zeigte in Folge der Behandlung eine statistisch
hoch signifikante und reversible Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit im Vergleich
zu allen weiteren Versuchsgruppen in der 2. und 3. Minute der NIR-Bestrahlung (Abbildung

37A,B). Die maximale Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale
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Abbildung 37: Photothermische Stimulation bewirkt eine Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit von
Feldpotentialen bei humanen Kardiomyozyten. Die photothermische Stimulation durch ausschlieBliche NIR-
Bestrahlung bewirkt eine geringe und reversible Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale
Uber den NIR-Bestrahlungszeitraum. Bei der kombinierten Behandlung mit NIR und GNRs, wurde die anhand der
Schlagratenentwicklung festgelegte Aufteilung in zwei Populationen beibehalten (Abbildung 35A). Population 1
zeigt unter NIR-Bestrahlung eine massive, aber reversible Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit der
Feldpotentiale. Die 2. Population verhalt sich hierzu analog, zeigt jedoch eine deutlich abgeschwéachte Verringerung
der Ausbreitungsgeschwindigkeit, welche reversibel ist. Die alleinig mit Fluoxetin behandelte Versuchsgruppe, bei
der keine NIR-Bestrahlung erfolgte, zeigt ein konstantes Niveau Uber die gesamte Messreihe und liegt damit auf
einem Niveau mit der Kontrollgruppe. Die Versuchsgruppe bei der eine kombinierte Behandlung mit Fluoxetin, NIR
und GNRs erfolgte, zeigt wahrend der NIR-Bestrahlung eine geringe Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit,
welche reversibel ist. Die Kontrollgruppe zeigt ein konstantes Niveau liber den gesamten Versuchszeitraum. Die
Mittelwerte +SEM wurden aus der Anzahl der verwendeten MEA-Chips (n) jeder Versuchsgruppe berechnet. Die
statistische Signifikanz zwischen den Versuchsgruppen wurde mittels ANOVA-Tests Uberprift. Das Niveau der
statistischen Signifikanz wurde durch Verwendung des Scheffé Post-hoc-Tests Uberprift. Signifikanzniveaus: p < 0,05
signifikant; p < 0,01 sehr signifikant; p < 0,001 hoch signifikant. Angaben zum Niveau der statistischen Signifikanz
innerhalb der Versuchsgruppen waren ebenfalls signifikant bis hoch signifikant, werden aber nicht aufgefihrt.
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erfolgte in der 3. Minute der NIR-Exposition und lag bei einem Wert von 12,84 %. Auch in der
1. Minute nach Ende der NIR-Exposition ist die wieder angestiegene Ausbreitungs-
geschwindigkeit im Vergleich mit den weiteren Versuchsgruppen hoch signifikant. In der
7. Minute hat sich die Ausbreitungsgeschwindigkeit mit einem Wert von 80,38 % schon an das
Niveau, das vor Behandlung gemessen wurde angenéhert.

Die 2. Population zeigte ebenso wie die 1. Population eine reversible Verringerung der
Ausbreitungsgeschwindigkeit, welche jedoch wesentlich geringer ausfiel (Abbildung 37A,B).
Dabei variierten die Werte geringfiigig iber den gesamten Zeitraum der NIR-Bestrahlung und
lagen auf einem stabilen Niveau zwischen 85,22 % und 79,66 %.

Die ausschlieBliche Behandlung mit Fluoxetin hatte keine Auswirkung auf die Ausbreitungs-
geschwindigkeit und lag iiber dem gesamten Versuchszeitraum auf einem konstanten Niveau,
welches mit dem Niveau der Kontrollgruppe gleichzusetzten war (Abbildung 37A,B).

Die kombinierte Behandlung mit Fluoxetin, GNRs und NIR bewirkte eine reversible
Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit der humanen Kardiomyozyten-Netzwerke
wahrend der NIR-Bestrahlung (Abbildung 37A,B). Die Werte lagen wéhrend der 3-miniitigen
Exposition zwischen denen von Population 1 und Population 2, welche mit NIR und GNRs
behandelt wurden. Der maximale Riickgang der Ausbreitungsgeschwindigkeit erfolgte unter
diesen Bedingungen in der dritten Minute der NIR-Bestrahlung und lag bei 31,95 Prozent-
punkten und ist im Vergleich mit der stabilen Kontrollgruppe statistisch sehr signifikant.
Insgesamt konnte festgestellt werden, dass durch photothermische Stimulation die Schlagrate,
ebenso wie die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale von Kardiomyozyten-
Netzwerken statistisch signifikant moduliert werden konnten. Die Verwendung von Fluoxetin
konnte dabei einer massiven Verringerung der Schlagrate und einer Inhibierung der Feld-

potentiale durch photothermische Stimulation entgegenwirken.
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7. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von nicht-ionisierender elektromagnetsicher
Strahlung auf in vitro Zellnetzwerke untersucht. Diese Art von Untersuchung ist von besonderer
Bedeutung, da durch die fortschreitende globale Digitalisierung die Exposition der Bevolkerung
durch nicht-ionisierende elektromagnetische Strahlung in Form von Mobilfunksignalen weiter
zunimmt, ohne dass ihre Wirkung auf die menschliche Gesundheit vollstandig geklart ist [Cisco
Systems Inc., 2017; Khoueiry et al., 2018; Lin, 2016; Rennhoff et al., 2016; Valentini et al.,
2007].

Die Anzahl der mobilen Endgerite und deren Nutzungszeiten steigen dabei seit Jahrzehnten
stetig. Dies fiihrt unwillkiirlich zum Ausbau der Netzinfrastruktur und somit zu einer dichteren
Verteilung der Basisstationen, damit man dem grofen Bedarf an mobiler Kommunikation
gerecht werden kann. Dies fiihrt zur Besorgnis und Verunsicherung in der Bevolkerung und bei
den beruflichen Nutzergruppen von mobilen Kommunikationssystemen, wie auch im Falle von
TETRA, dem Digitalfunk fiir Behérden und Organisationen mit Sicherheitsaufgaben [Eggert,
2016; Lauff et al., 2014; Wallace et al., 2010; Wallace et al., 2012].

Die widerspriichliche Datenlage aus der Gesamtheit der bisherigen Publikationen in diesem
Forschungsbereich tragt zur allgemeinen Verunsicherung bei. Die wissenschaftliche Diskussion
iiber die moglichen Auswirkungen der elektromagnetischen Strahlung des Mobilfunks auf die
menschliche Gesundheit wird weiter rege diskutiert und ist nach wie vor nicht abschlief3end
geklart [Ahlbom et al., 2003; Apollonio et al., 2013].

Aufgrund dieser unklaren Datenlage beschloss die International Agency for Research on Cancer
der WHO im Jahr 2011 elektromagnetische Felder im Frequenzbereich des Mobilfunks als
moglicherweise krebserzeugend fiir den Menschen einzustufen (Group 2B, Possibly carcinogenic
to humans) [Baan et al., 2011; International Agency for Research on Cancer - World Health
Organization, 2013].

Dies verdeutlicht die Notwendigkeit und die Dringlichkeit von weiteren Untersuchungen zur
Auswirkung von nicht-ionisierender elektromagnetsicher Strahlung im Frequenzbereich des
Mobilfunks auf zelluldre Prozesse. Und genau diese Frage steht im Zentrum dieser Arbeit.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde systematisch untersucht, ob elektromagnetische Bestrahlung
mit dem digitalen Biindelfunkdienstes TETRA zu elektrophysiologischen Effekten bei
neuronalen und kardialen in vitro Zellnetzwerken fiihren kann. Diese Fragestellung ist von
besonderem Interesse, da auch die TETRA-Strahlung in der Diskussion steht mogliche
Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit zu haben. Die Ergebnisse der bisher
durchgefiihrten Studien werden rege diskutiert und zeichnen kein einheitliches Bild zur

moglichen Auswirkung der TETRA-Strahlungen auf die menschliche Gesundheit [Barker et al.,
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2007; Burgess et al., 2016; Eggert et al., 2015; Green et al., 2005; Nieto-Hernandez et al., 2011;
Riddervold et al., 2010; Sauter et al., 2015; Wallace et al., 2010; Wallace et al., 2012].

Der Fokus der bisher durchgefiihrten Studien lag haufig auf dem Gehirn und dem Herzen, also
auf elektrisch stimulierbaren Organen und deren Zellen. Da bis dato keine elektro-
physiologischen in vitro Untersuchungen erfolgt sind, bei denen mogliche Auswirkungen der
TETRA-Strahlung unmittelbar auf neuronale und kardiale in vitro Netzwerke systematisch
untersucht wurden, fand ich es erforderlich und zugleich spannend solche Versuche
durchzufiihren. Im Vergleich zu den vorherigen Untersuchungen, die grof3tenteils an ganzen
Organismen durchgefithrt wurden und zu widerspriichlichen Ergebnissen kamen, ist die
Verwendung von invitro Modellsystemen hilfreich, um mogliche Umwelt- oder System-
einwirkungen zu reduzieren und somit eine klarere Analyse zu ermoéglichen.

Im Zentrum der Untersuchungen in dieser Arbeit lag die Tragerfrequenz von 395 MHz von
TETRA-Basisstationen. Die emittierte Strahlung von Basisstationen betrifft dabei nicht nur die
Berufsgruppen die TETRA verwenden, wie z.B. die Polizei und Feuerwehr, sondern die gesamte
Bevolkerung, was die besondere Relevanz der Studie unterstreicht. Die Auswirkung der Signale
von mobilen TETRA-Endgeraten, welche hauptsédchlich die beruflichen Nutzergruppen betrifft,
wurden in dieser Arbeit nicht untersucht. In den TETRA-Zellversuchen wurde die
Trégerfrequenz von 395 MHz, TETRA-typisch mit 17,64 Hz gepulst. Diese Signalpulsung wurde
in mehreren Publikationen mit Auswirkung auf die menschliche Gesundheit in Verbindung
gebracht [Bawin et al., 1976; Blackman et al., 1980; Blackwell et al., 1986; Green et al., 2005;
Merritt et al., 1982; Myers et al., 1981; National Radiological Protection Board, 2001; Shelton
et al., 1981; Wallace et al., 2010; Wallace et al., 2012].

Vor den eigentlichen Zellexperimenten mussten zunichst die SARs der drei Leistungslevel
durch numerische Simulationen und Temperaturmessungen bestimmt werden, welche durch
die mobile TETRA-Basisstation generiert wurden. Dies war wichtig da die SARs in den Zell-
versuchen als zu vergleichende Mal%einheiten dienen.

Die Ergebnisse der numerischen Simulationen dienten zur Abschédtzung der zu erreichenden
SARs und ergaben fiir die drei Leistungslevel SARs von 1,01 W/kg, 2,05 W/kg und 2,46 W/kg,
welche im Zentrum des MEA-Chips auf Zellhéhe bestimmt wurden (Tabelle 5,
Abbildung 16D-F). Die Resultate aus Temperaturmessungen wahrend der TETRA-
Bestrahlungen, ergaben geringfiigig hohere SARs von 1,17 W/kg, 2,21 W/kg und 2,66 W/kg
(Abbildung 17, Tabelle 13). Die Deklaration der SARs fiir die Zellversuche erfolgte anhand der
Ergebnisse aus den Temperaturmessungen, welche durch die real gemessenen Werte eine
exaktere Bestimmung der SARs ermoglichten (Tabelle 14).

Es ist dabei wichtig zu erwdhnen, dass die hier bestimmten SARs nicht direkt mit den SARs von
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mobilen Endgerédten und von Mobilfunkstandards zu vergleichen sind. Bei den letztgenannten
erfolgt anhand von Modellen eine Mittelung der SAR iiber 10 g Ersatzgewebe. Die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrten Bestimmungen der SARs, erfolgte hingegen auf einer zelluldren
Ebene und richtete sich in ihrer Berechnung nach Merla et al. 2011 und Oster et al. 2016 [Merla
et al., 2011; Oster et al., 2016; Schmid et al., 2015].

Um die Auswirkung des Temperaturanstieges auf die neuronalen und kardialen Zellnetzwerke
separat von der TETRA-Bestrahlung untersuchen zu konnen, wurden Messungen zur
Quantifizierung des maximalen Temperaturanstiegs wahrend der jeweiligen TETRA-Exposition
durchgefiihrt und nachfolgend in weiteren Versuchen der alleinige Einfluss von moderaten
Temperaturerhohungen auf die Zellnetzwerke untersucht.

Die Quantifizierung des maximalen Temperaturanstiegs wiahrend den 15-miniitigen TETRA-
Befeldungen mit einer Tragerfrequenz von 395 MHz und SARs von 1,17 W/kg, 2,21 W/kg,
2,66 W/kg, welche mit 17,64 MHz gepulst und mit m/4DQPSK moduliert wurden, ergaben eine
Temperaturerhohung fiir das geringste Leistungslevel von 0,047°C, fiir das mittlere
Leistungslevel von 0,089°C und fiir das grofdte Leistungslevel von 0,124°C (Tabelle 15,
Abbildung 18). Die gemessenen Temperaturanstiege beruhen dabei auf dem Mechanismus der
dielektrischen Erwdrmung (Kapitel 5.2.5). Dabei kommt es zu molekularen Reibungen durch
oszillierende polare Molekiile wie z.B. Wasser-Molekiilen, die sich am alternierenden
elektromagnetischen Feld ausrichten und zum Wérmeeintrag durch die TETRA-Bestrahlung
fiihren [Apollonio et al., 2013; Independent Advisory Group on Non-ionising Radiation, 2012;
International Commission on Non-Ionizing Radiation Protection, 1998; Persch, 1997; Pfeifer,
2007; Sheppard et al., 2008].

Durch die erfolgten Temperatur-Expositionsversuche wurde schlieRlich die alleinige
Auswirkung von moderaten Temperaturerhhungen auf die neuronalen und kardialen
Zellnetzwerke untersucht (Kapitel 5.3.3, Kapitel 5.3.5). Die Temperatur wurde dabei in
Schritten von 0,1°C minutenweise von 37°C bis auf finale 37,5°C erhoht, um zu tiberpriifen, ob
es zu thermischen Effekten bei den Kulturen kommt. Ist dies der Fall, muss eine entsprechende
Temperaturgrenze definiert werden, um in den TETRA-Zellversuchen auch mogliche nicht-
thermische Effekte untersuchen zu konnen. Dabei ist zu erwéhnen, je hoher der Energieeintrag
durch die dielektrische Erwdrmung ist, desto groller ist der Temperaturanstieg in den
Zellnetzwerken. Hierbei kann es moglicherweise zu einer Uberlagerung von méglichen nicht-
thermischen Effekten, durch thermische Effekte kommen.

Die Temperatur-Expositionsversuche mit den neuronalen Netzwerken (Kapitel 5.3.3) zeigen,
dass ein moderater Temperaturanstieg zu einer relativ konstanten Erhohung der Spike- und

Burstrate iiber die Zeit fiihrt, welche jedoch im Vergleich mit dem konstanten Niveau der
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unbehandelten Kontrolle statistisch nicht signifikant ist (Abbildung 19 A,B). Trotzdem ist
eindeutig zu erkennen, dass die moderate Temperaturerh6hung im physiologischen
Temperaturbereich, zu einer Steigerung der neuronalen Aktivitét fiihrt und dies bereits ab einer
Erh6ohung um 0,1°C. Somit ist festzustellen, dass ab einer Temperaturerh6hung von AT >0,1°C
im physiologischen Temperaturbereich, thermische Effekte bei neuronalen Netzwerken zu
erwarten sind. Damit war es erforderlich fiir die TETRA-Bestrahlungsversuche mit den
neuronalen Netzwerken einen Grenzwert von AT > 0,1°C zu deklarieren, um thermische Effekte
ausschlieen und alleinig auf nicht-thermische Effekte untersuchen zu kénnen. Die Konsequenz
daraus war, dass bei den neuronalen TETRA-Bestrahlungsversuchen mit den zwei
Leistungslevel bzw. SARs von 1,17 W/kg und 2,21 W/kg gearbeitet wurde, welche beide bei
einer 15-miniitigen TETRA-Exposition der Kulturen unter dem gesetzten Temperaturgrenzwert
blieben. Das grof3te Leistungslevel von 2,66 W/kg wurde in diesen Versuchen nicht verwendet.
Der gesetzte Grenzwert wurde bereits durch Schuderer et al. 2004 postuliert [Schuderer et al.,
2004].

Bei den untersuchten Parametern der Burstdauer und der Netzwerksynchronitdt konnten keine
thermischen Effekte festgestellt werde, alle Werte sind auf einem Niveau mit den jeweiligen
Kontrollen (Abbildung 19 C,D). Die Robustheit der Zellnetzwerke gegeniiber moderaten
Temperaturerh6hungen bei den Parametern der Burstdauer und der Netzwerksynchronitat,
macht diese Parameter ideal fiir Untersuchungen von nicht-thermischen Effekten, bei denen
SARs verwendetet werden konnen die Temperaturerhohungen von mehr als 0,1°C induzieren.
Um bei den neuronalen TETRA-Expositionsversuchen mogliche nicht-thermische Effekte
analysieren zu konnen, wurden hierfiir das niedrigste und das mittlere Leistungslevel
verwendet, bei denen es zu einer maximalen Temperaturerh6hung von 0,047°C und 0,089°C
kommt und somit der Grenzwert von AT>0,1°C nicht iberschritten wird (Tabelle 15).
Interessanterweise verhalten sich die Kardiomyozyten-Netzwerke im Vergleich zu den
neuronalen Netzwerken robust gegeniiber moderaten Temperaturerhéhungen (Kapitel 5.3.5).
Es konnten bei den beiden untersuchten Parametern der Schlagfrequenz und der Ausbreitungs-
geschwindigkeit der Feldpotentiale keine thermischen Effekte beobachtet werden (Abbildung
27A,B). Die moderate Temperatur-Exposition fithrte zu keinen statistisch signifikanten
Verdnderungen innerhalb und zwischen den Versuchsgruppen. Eine Deklaration eines
Grenzwertes flir thermische Effekte war somit nicht erforderlich. Daraus ergab sich, dass bei
den TETRA-Expositionsversuchen der Kardiomyozyten mit allen drei Leistungslevel befeldet
werden konnte (Tabelle 15).

In den nachfolgend diskutierten TETRA-Expositionsexperimenten, bei denen die Auswirkung

der TETRA-Strahlung auf in vitro Netzwerke aus kortikalen Neuronen und humanen
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Kardiomyozyten untersucht wurde, konnten keinerlei statistisch signifikante Anderungen der
elektrophysiologischen Eigenschaften festgestellt werden. Dies gilt fiir die Versuche der TETRA-
Kurzzeit-Exposition, wie auch fiir Versuche der TETRA-Langzeit-Exposition (Kapitel 5.3.4,
Kapitel 5.3.6). Es wurden keine thermischen oder nicht-thermischen Effekte durch die TETRA-
Exposition festgestellt. Auf der Basis dieser Ergebnisse unter den beschriebenen Bedingungen
kann kein Gefahrenpotential durch die Bestrahlung abgeleitet werden.

Bei den Experimenten mit den neuronalen Netzwerken sollte untersucht werden, ob die TETRA-
Strahlung einen Einfluss auf Parameter wie die Spike- und Burst-Rate, die Burst-Dauer oder die
Netzwerksynchronitdt hat. Dabei handelt es sich um gingige Parameter fiir die Analyse
neuronaler in vitro Netzwerke [Chiappalone et al., 2006; Jimbo et al., 2000b; Mack et al., 2014;
Selinger et al., 2004].

Der Expositionszeitraum bei den Kurzeit-Expositionsexperimenten lag bei einmaligen 15
Minuten. Dabei wurde die festgelegte Grenzwerttemperatur fiir thermische Effekte von
AT>0,1°C nie tiiberschritten, da mit dem niedrigsten (SAR 1,17 W/kg) und mittleren
Leistungslevel (SAR 2,21 W/kg) befeldet wurde (Tabelle 15).

Bei der Analyse der Spike- und der Burstrate konnten Kkeine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Sham- und den TETRA-befeldeten Proben nachgewiesen werden
(Abbildung 20A,B). Die marginale Abnahme der Spikerate und der Burstrate bei einer SAR von
1,17 W/kg unterliegt generellen Schwankungen der Aktivitdt der Zellnetzwerke. Gleiches gilt
fiir die Ergebnisse aus den Experimenten bei denen die Netzwerke einer SAR von 2,21 W/kg
ausgesetzt waren. Der geringfligige Anstieg der Spikerate und der etwas groldere Anstieg der
Burstrate liegt ebenfalls innerhalb des Schwankungsbereiches bei diesen Messungen und hat
das gleiche Niveau wie die Gruppe der Sham-Exposition (Abbildung 20A,B). Das stabile Niveau
der neuronalen Netzwerke vor und nach der TETRA-Exposition wird ebenfalls gut anhand der
exemplarisch gezeigten extrazelluldren Ableitung einzelner APs verdeutlicht (Abbildung 21).
Beide Messungen zeigen typische neuronale Aktionspotentialverldufe, bei denen keine
auffélligen Verdnderungen festzustellen sind.

Bei der Analyse der Burstdauer, zeigen alle drei Versuchsgruppen, d.h. sowohl die Sham-
Gruppe als auch die beiden mit TETRA befeldeten Gruppen, einen geringfiigigen aber nicht
statistisch signifikanten Anstieg nach der jeweiligen Exposition (Abbildung 20C). Die
Burstdauer variiert hierbei zwischen Werten von 0,15 s im Minimum und 0,18 s im Maximum.
Diese Werte entsprechen typischen Messwerten, wie sie auch in Kontrollmessungen in anderen
Publikationen beschrieben wurden [Chiappalone et al., 2006; Martinoia et al., 2004].

Der Parameter der Netzwerksynchronitdt, zeigt von allen vergleichenden Analysen die

stabilsten Werte. Alle 3 Versuchsgruppen befinden sich nach der jeweiligen Exposition auf dem
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gleichen Niveau wie vor der Befeldung, auch hier kann keine statistisch signifikante
Verdnderung in Folge der TETRA-Bestrahlung beobachtet werden (Abbildung 20D).

Im Gegensatz hierzu haben die Ergebnisse von Moretti et al. 2013 gezeigt, dass es in kortikalen
Rattenneuronen wahrend einer 3-miniitigen Exposition mit Signalen des Global System of
Mobile (GSM) zu einer reversiblen Abnahme der Spike- und Burstrate kam [Moretti et al.,
2013]. Die Versuche erfolgten mit einer Tragerfrequenz von 1800 MHz und einer Pulsung von
217 Hz mit einer SAR von 4,6 W/kg (zuvor angegeben mit 3,2 W/kg, korrigiert in Khoueiry et
al., 2018). Die Autoren von Moretti et al., 2013 vermuten, dass die GSM-Exposition einen
unmittelbaren Effekt auf die elektrophysiologischen Eigenschaften der neuronalen Netzwerke
hat. Dabei kann nicht davon ausgegangen werden, dass die Verringerung der Spike- und
Burstrate auf thermische Effekte zuriickzufiihren ist. Zum einen wird bei dem von Moretti et al.
2013 verwendeten Protokoll der Temperaturgrenzwert fiir thermische Effekte von AT > 0,1°C
nicht {iberschritten und zum anderen, fiithren thermische Effekte unter physiologischen
Bedingungen zu einer Zunahme der Spike- und Burstrate, wie in der vorliegenden Arbeit bereits
gezeigt wurde (Kapitel 5.3.3).

Zu dhnlichen Ergebnissen wie Moretti und Co-Autoren, kamen auch Khoueiry et al. 2018. Bei
ihren Experimenten wurde die SAR von 4,6 W/kg beibehalten, aber der GSM-Expositions-
zeitraum der neuronalen Netzwerke von 3 auf 15 Minuten verldngert, zudem wurden zwei
unterschiedliche Expositionsszenarios angewendet [Khoueiry et al., 2018]. Dabei erfolgte zum
einen die alleinige Exposition mit der GSM-Tragerfrequenz von 1800 MHz und zum anderen
wie in Morettietal. 2013 die Exposition mit der Tragerfrequenz von 1800 MHz und einer
Pulsung von 217 MHz. Bei beiden Expositionsszenarien zeigte sich eine nicht reversible
Verringerung der Burstrate, ein Effekt der mit dem ldngeren Expositionszeitraum von 15
Minuten begriindet wurde. Dabei ist zu erwdhnen, dass auch die Sham-Versuchsgruppe eine
Verringerung der Burstrate iiber die Zeit zeigt, welche jedoch geringer ausfillt. Eine mogliche
Erklarung fir die Verringerung der Burstraten wurde nicht genannt. Durch die GSM-Exposition
erfolgte im Versuchszeitraum ein Temperaturanstieg der den Grenzwert von AT > 0,1°C
tiberschritt. Ein Anstieg der Burstrate wire somit zu erwarten gewesen (thermischer-Effekt), es
erfolgte aber eine Verringerung, welche mit einer Uberlagerung der thermischen Effekte durch
nicht-thermische Effekte erklart wurde. Bis dato gibt es keinen Mechanismus der nicht-
thermische Effekte gesichert erkldren kann, weder seitens der Autoren von Moretti et al. 2013
und Khoueiry et al., 2018 noch von anderer Seite [Apollonio et al., 2013; Juutilainen et al.,
2011; Khoueiry et al., 2018; Manna et al., 2016; Moretti et al., 2013; Sheppard et al., 2008;
Simko et al., 2016; Valentini et al., 2007].

In den Studien von Moretti et al. 2013 und Khoueiry et al. 2018 wurde angegeben, dass es durch
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die GSM-Exposition zu Artefakten in den extrazelluliren Messungen kam, welche durch
Filterung eliminiert wurden. Ahnliche Angaben wurden zu EEG-Aufzeichnungen gemacht, bei
denen mit TETRA befeldet wurde [Fouquet et al., 2013].

Bei der Gegeniiberstellung der Ergebnisse der TETRA-Exposition mit denen von Moretti et al.
2013 und Khoueiryetal. 2018 ist anzumerken, dass es sich um nicht direkt vergleichbare
Messergebnisse handelt. In beiden GSM-Expositionsversuchen wurde eine hoéhere SAR
verwendet, sowie eine um das 4,5-fache hohere Trigerfrequenz und eine 12-fach hohere
Signalpulsung, was folglich zu anderen Ergebnissen fiihren kann. Der grof3te Unterschied ist
jedoch, dass wahrend der GSM-Exposition extrazelluldre Ableitungen durchgefiihrt wurden,
was bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten TETRA-Versuchen nicht moglich war. Dies ist bis
Dato aus Dimensionierungsgriinden des Expositionssetups bzw. des Messkopfes (Verstarkers)
fiir die extrazellularen Ableitungen nicht moglich. Es kann somit in der hier vorliegenden Arbeit
nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dass es wéhrend der TETRA-Exposition zu
reversiblen nicht-thermischen Effekten bei den neuronalen in vitro Netzwerken gekommen ist.
Dies sollte moglichst in nachfolgenden Arbeiten {iberpriift werden. Jedoch ist klar festzustellen,
sollte es wahrend der TETRA-Kurzzeit-Exposition zu nicht-thermischen Effekten gekommen
sein, haben diese zu keinen nachfolgenden Verdnderungen der vier untersuchten elektro-
physiologischen Parameter gefiihrt (Abbildung 20).

Bei den Untersuchungen der TETRA-Langzeit-Expositionsexperimenten wurden ebenfalls keine
statistisch signifikanten Verdnderungen der elektrophysiologischen Parameter Spike- und Burst-
Rate, Burst-Dauer und Netzwerksynchronitét festgestellt. Es erfolgten auch keine thermischen
und nicht-thermischen Effekte durch die TETRA-Langzeit-Exposition (Kapitel 5.3.4). Die
Experimente wurden mit dem niedrigsten Leistungslevel, bei dem es wahrend der Exposition
zu einem Temperatureintrag von 0,047°C kommt durchgefiihrt (Tabelle 15). Dieses Leistungs-
level wurde verwendet, um mit grofdtmoglicher Sicherheit nicht-thermische Effekte
untersuchen zu konnen.

Die Analysen der Spike- und Burstrate, zeigen iiber einen Versuchszeitraum von 18 Tage nahezu
analoge Resultate und werden daher zusammen diskutiert. Mit Beginn der elektrischen
Aktivitat der Netzwerke bis hin zu Tag 7 der elektrischen Aktivitat, erfolgt ein kontinuierlicher
Anstieg sowohl in der TETRA-exponierten Gruppe, als auch in der Kontroll- und Sham-Gruppe
(Abbildung 22A, Abbildung 23A). Der Anstieg der Spike- und Burstrate ist mit Entwicklungs-
und Reifeprozessen der kortikalen Neurone in ihrem Netzwerk zu begriinden, was unter
anderem in einer zunehmenden Anzahl von Synapsen pro Neuron resultiert [Chiappalone et
al., 2006; Ichikawa et al., 1993]. An Tag 8 elektrischer Aktivitat erfolgt ein Abfall der Spike-
und Burstrate in der Kontroll- und Sham-Versuchsgruppe, die TETRA-Versuchsgruppe bleibt
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hingegen stabil. Ab Tag 9 steigen Spike- und Burstrate aller Versuchsgruppen weiter an und
gehen in eine Plateauphase iiber, bevor sie zum Ende der Versuchsdauer einen abnehmenden
Trend zeigen. Die jeweilige Abnahme ist auf mégliche degenerative Prozesse der neuronalen
in vitro Netzwerke zuriickzufithren und kann sich unter anderem in einer Reduktion von
Neuriten und Synapsen duf3ern [Chiappalone et al., 2006; Ichikawa et al., 1993]. Da die
neuronale Netzwerkentwicklung eine grol’e Varianz von Chip zu Chip aufweist, es also
innerhalb der gleichbehandelten Versuchsgruppen zu Unterschieden kommt, ist es im
Besonderen bei Langzeitversuchen wie diesem zu beobachten, dass es zu Schwankungen {iiber
den gesamten Versuchszeitraum kommt [Merla et al., 2011]. Gleichwohl zeigen die Resultate
der Korrelationsanalysen der Spike- und Burstraten, dass im Vergleich zwischen den Versuchs-
gruppen ein linearer Zusammenhang vorliegt (Abbildung 22B,C,D, Abbildung 23B,C,D).
Nichtsdestotrotz kann moglicherweise eine Erhohung der Probenanzahl, also eine grol3ere
Menge verwendeter MEA-Chips ein noch gleichmélligeres Bild zeichnen. Dabei zeigen die
exemplarischen extrazelluliren Ableitungen der jeweiligen Versuchsgruppen die gegebenen
natiirlichen Varianzen der Netzwerke mit ihren autonomen und typischen Aktions-
potentialverlaufen (Abbildung 26), welche auf dem gleichen Niveau liegen wie Kontroll-
messungen aus anderen Publikationen [Jimbo et al., 2000a; Khoueiry et al., 2018; Moretti et
al., 2013]. Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen und innerhalb der
Kontroll-, Sham- und TETRA-exponierter Gruppe festgestellt werden (Abbildung 22A,
Abbildung 23A).

Die Analyse der Burstdauer der drei Versuchsgruppen zeigt eine geringe aber stetige Zunahme
dieses Parameters iiber die Zeit, mit keinen statistisch signifikanten Verdnderungen innerhalb
und zwischen den Versuchsgruppen (Abbildung 24A). Dabei variieren die Werte der
Versuchsgruppen iiber den Versuchszeitraum zwischen 0,12 s und 0,31 s. Auch in diesem Fall
kommt es zu Schwankungen, die auf Entwicklungs- und degenerative Prozesse zuriickzufiihren
sind. Dabei sind die Werte der Burstdauer auf einem Niveau mit iiblichen Werten aus anderen
Publikationen [Chiappalone et al., 2006; Martinoia et al., 2004]. Die ergdnzend gezeigten
nummerischen Analysen zur Korrelation, zeigen auch hier einen linearen Zusammenhang
zwischen den Versuchsgruppen und dass somit kein Einfluss durch die TETRA-Strahlung
festzustellen ist (Abbildung 24B,C,D).

Die Analyse der Netzwerksynchronitét, zeigt bei den Langzeitmessungen eine kontinuierliche
Zunahme der Synchronitit in allen Versuchsgruppen {iiber die Zeit, mit einem final
abnehmenden Trend (Abbildung 25A). Zu keinem Zeitpunkt konnten statistisch signifikante
Unterschiede in der Netzwerksynchronitit innerhalb und zwischen den Gruppen festgestellt

werden. Diese Ergebnisse werden durch die Korrelationsanalysen weiter verdeutlicht. Alle drei
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Versuchsgruppen zeigen eine moderate lineare Korrelation und somit ihr gleiches Niveau.

In der Summe zeigen diese Daten, dass die TETRA-Befeldung auch {iber einen langen Zeitraum
keinen nennenswerten Effekt auf die Kinetik von Membranerregung in neuronalen Netzwerken
hat, die iiber die inhdrenten Schwankungen des Systems hinausgehen.

Dariiber hinaus gilt fiir alle untersuchten Parameter, dass nicht mit Sicherheit ausgeschlossen
werden kann, dass es wihrend der TETRA-Exposition zu reversiblen nicht-thermischen Effekten
bei den neuronalen in vitro Netzwerken gekommen ist. Aus den Daten wird jedoch auch Kklar,
dass etwaige nicht-thermische Effekte keinerlei anhaltende Auswirkung auf die vier
untersuchten elektrophysiologischen Parameter mit sich gebracht haben.

Wie bereits angesprochen, wurde parallel zu den neuronalen TETRA-Expositionsversuchen
Experimente mit humanen Kardiomyozyten durchgefiihrt. Dabei wurde untersucht, ob die
TETRA-Strahlung zu Effekten bei den Kardiomyozyten-Netzwerken fiihrt. Untersucht wurden
hierbei die Parameter der Schlagfrequenz und der Ausbreitungsgeschwindigkeit der
Feldpotentiale.

Wie in den Temperatur-Expositionsversuchen (Kapitel 5.3.5) gezeigt werden konnte, sind die
humanen Kardiomyozyten robust gegeniiber moderaten Temperaturverdnderungen. Somit
konnten in den TETRA-Kurzzeit-Expositionsversuchen alle drei Leistungslevel (SAR 1,17 W/kg,
2,21 W/kg, 2,66 W/kg) angewandt werden ohne dass dadurch thermische Effekte induziert
werden (Tabelle 15).

In den TETRA-Kurzzeit-Experimenten konnten dabei keine statistisch signifikanten Anderungen
innerhalb und zwischen den Versuchsgruppen der zwei untersuchten elektrophysiologischen
Parameter durch thermische oder nicht-thermische Effekte der TETRA-Bestrahlung festgestellt
werden.

Die Analyse der Schlagfrequenz der drei mit TETRA exponierten Versuchsgruppen und der
Sham-Gruppe zeigte keine statistisch signifikanten Verdnderungen durch die jeweilige
Exposition (Abbildung 28A). Die Werte vor der TETRA-Exposition sind auf dem gleichen Niveau
wie nach der jeweiligen Exposition. Die geringfiigigen Unterschiede zwischen den jeweiligen
Schlagfrequenzen ergeben sich aus Unterschieden innerhalb der jeweiligen Netzwerke, welche
von Chip zu Chip variieren. Eine Erh6hung der Probenanzahl (n), also eine gréere Anzahl der
verwendeten MEA-Chips kénnte wie im zuvor erwdhnten Fall der neuronalen Netzwerke den
inhdrenten Schwankungen entgegenwirken und ein gleichméf3igeres Bild zeichnen.

Die Werte der Schlagfrequenzen der Versuchsgruppen sind auf dem gleichen Niveau mit Werten
von unbehandelten Zellen bzw. Kontrollmessungen aus anderen Publikationen [Mandel et al.,
2012; Paci et al., 2015].

Das stabile Niveau der Schlagfrequenz vor und nach der TETRA-Exposition verdeutlichen auch
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die exemplarisch gezeigten extrazellularen Ableitungen der humanen Kardiomyozyten die einer
Kurzzeit-Exposition des groldten Leistungslevel ausgesetzt waren (Abbildung 26). Die
gemessenen Feldpotentiale sind vor und nach der TETRA-Exposition stabil und zeigen den
typische Amplitudenverlauf, der im Minimum und Maximum zwischen 522 uV und -325 uV
liegt.

Die Ergebnisse der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale, zeigen ebenfalls keine
statistisch signifikanten Verdnderungen innerhalb und zwischen den Versuchsgruppen
(Abbildung 28B). Die mit SARs von 1,17 W/kg und 2,21 W/kg befeldeten Versuchsgruppen
bleiben nach der Exposition stabil in der Ausbreitungsgeschwindigkeit. Die mit einer SAR von
2,66 W/kg befeldete Versuchsgruppe und die Sham-Gruppe zeigen eine minimale nicht
statistisch signifikante Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit, was jedoch nicht
generell zu beobachten war, genauer verdeutlicht durch die exemplarisch gezeigten
Feldpotential Propagationen (Abbildung 28C,D). Die Werte aller Versuchsgruppen liegen in der
Norm und entsprechen einem Wertebereich wie er auch in anderen Publikationen angegeben
ist [Herron et al., 2016].

Wie bereits bei den neuronalen Experimenten besprochen wurde, so gilt auch hier, dass
mogliche reversible Veranderung der Schlagfrequenz und der Ausbreitungsgeschwindigkeit
wahrend der TETRA-Exposition nicht ausgeschlossen werden konnen. Es ist jedoch
festzustellen, dass diese moglichen reversiblen Verdnderungen zu keinen nachfolgenden
Verdnderungen der untersuchten elektrophysiologischen Parametern fiihren.

Die TETRA-Zellexpositionsexperimente der neuronalen und kardialen Netzwerke zeigen in der
Summe konsistente Ergebnisse. Die Exposition mit Signalen der mobilen TETRA-Basisstation,
mit einer Tragerfrequenz von 395 MHz, der TETRA-typischen niederfrequenten Pulsung mit
17,64 Hz Pulsung und die Verwendung der m/4DQPSK Modulation fithrten zu keinen
thermischen und nicht-thermischen Effekten.

Sollte es wahrend der TETRA-Exposition zu moglichen Effekten gekommen sein, waren diese
reversible und bewirkten keine nachfolgenden Verdnderungen der untersuchten elektro-
physiologischen Parametern. Nichtsdestotrotz wére es auf3erordentlich interessant solche
Untersuchungen in nachfolgenden Projekten durchzufithren. Dies war bisher aufgrund der
Dimensionierung der Stripline bzw. des Messkopfes (Verstiarkers) fiir die extrazelluldren
Ableitungen nicht méglich. Nach entsprechenden Anpassungen und Verdnderungen des Setups,
miissten neue numerische Simulationen und Temperaturmessungen zur Bestimmung der SARs
durchgefiihrt werden.

Dariiber hinaus ist es wichtig zu erwidhnen, dass die in dieser Arbeit verwendeten SARs direkt

auf die Zellen wirken und nicht vergleichbar sind mit den gemittelten SARs von mobilen
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Endgerédten und den jeweiligen Mobilfunkstandards. Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten
TETRA-Expositionen, erfolgte eine homogene Bestrahlung, welche unmittelbar auf die
neuronalen und kardialen Zellnetzwerke wirken konnte. In der Realitdt herrscht aber ein
Gradient. Zellen an der Korperoberflache sind dabei einer grof3eren Exposition ausgesetzt, als
Zellen die weiter im Koperinneren liegen, so wie es bei neuronalen Zellen der Kortex und

Kardiomyozyten des Herzens der Fall ist [Schmid et al., 2015].

Das zweite Thema dieser Arbeit behandelt auch die Auswirkung von nicht ionisierender
elektromagnetischer Strahlung auf die elektrophysiologischen Eigenschaften von Zell-
netzwerken. Dies jedoch mit einer anderen Frequenz bzw. Wellenldnge, bei der das Ziel die
photothermische Stimulation von Netzwerken aus humanen Kardiomyozyten war.

Bei diesem Ansatz erfolgte zum einen, eine rein elektromagnetische Stimulation in Form von
NIR und zum anderen die kombinierte Anwendung von NIR-Strahlung und GNRs. Beides
bewirkt eine Temperaturerh6hung in den Zellnetzwerken aus Kardiomyozyten, welche in
separaten Versuchen im Vorfeld quantifiziert wurde und im nachfolgenden Abschnitt diskutiert
wird. Ziel der photothermischen Stimulationsversuche war die Entwicklung einer nicht
invasiven Methode zur Modulation der Schlagrate von Kardiomyozyten. Dabei sollten
Steigerungen und Verringerungen, sowie Inhibierungen der Feldpotentiale erzielt werden.

Vor den eigentlichen Versuchen mit Zellen, wurde zunéchst die Leistung der NIR-Bestrahlung
bestimmt. Hierbei fungiert die Flachenleistungsdichte als vergleichende Maleinheiten. Die
Quantifizierung der oben genannten maximalen NIR-Flachenleistungsdichte, welche im
Ergebnisteil in Kapitel 6.3.1 beschrieben ist, ergab einen Wert von 42,57 mW/mm?
(Abbildung 33). Der fokussierte Strahl der Laser-Diode bestrahlte dabei das Elektrodenfeld der
MEA-Chips, auf dem die Kardiomyozyten kultiviert wurden. Bei allen photothermischen
Stimulationsversuchen wurde mit der maximalen NIR-Flachenleistungsdichte von
42,57 mW/mm? gearbeitet.

Neben der Flachenleistungsdichte wurde auch der Anstieg der Temperatur bestimmt, dem die
Zellkulturen durch ausschlief3liche NIR-Bestrahlung und durch kombinierte Anwendung von
NIR-Bestrahlung und GNR-Behandlung ausgesetzt sind. Die Quantifizierung des Temperatur-
anstieges erfolgte jeweils unmittelbar iiber dem Elektrodenfeld im Zellmedium. Daraus ergab
sich eine gute Anndherung an die Temperaturerhohungen, denen die Zellen tatsadchlich
ausgesetzt waren. Bei ausschliel3licher NIR-Bestrahlung trat die Sattigung der Temperatur nach
ca. einer Minute ein, erreichte eine maximale Temperaturerh6hung um 4,60°C und stieg auf
einen Wert von 41,60°C (Abbildung 34). Durch die Kombination von NIR-Bestrahlung und der

Verwendung von GNRs, konnte der maximale Temperaturanstieg um das 2,2-fache gesteigert
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werden und erméglichte so eine noch schnellere Anderung der Temperatur. Die Sittigung
erfolgte unter diesen Bedingungen nach ca. 120 Sekunden, dabei wurde eine maximale
Temperatur von 47,18°C erreicht (Abbildung 34). Nach Beendigung der NIR-Bestrahlung,
erfolgte eine rasche Abkiihlung des Mediums innerhalb von 160 Sekunden auf Werte im
physiologischen Temperaturbereich.

Die Analyse der untersuchten elektrophysiologischen Parameter der Schlagrate und der
Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale der Kardiomyozyten-Netzwerke, zeigte in den
hier durchgefithrten Versuchen eine starke Modulierbarkeit durch photothermische
Stimulation.

Die Schlagrate reagierte auf eine ausschlieRliche NIR-Bestrahlung mit einem reversiblen
Anstieg fiir den Zeitraum der NIR-Exposition (Abbildung 35B,C), welcher im Vergleich mit den
weiteren Versuchsgruppen nicht signifikant ist. Die Temperatur erreichte ab der 2. Minute der
NIR-Bestrahlung eine Erhohung um 4,60°C auf einen Wert von 41,60°C (Abbildung 34). In der
2. Minute nach NIR-Bestrahlung wurde das urspriingliche Temperaturniveau, welches zu
Beginn der Messreihe vorlag, wieder erreicht. Die Daten verdeutlichen, dass bereits durch
alleinige direkte elektromagnetische Stimulation in Form von NIR-Bestrahlung eine reversible
Erhohung der Schlagrate zu erreichen ist. Die Reaktion des Kardiomyozyten-Netzwerkes
erfolgte schon unmittelbar in der 1. Minute nach Beginn der Bestrahlung. Dieser Effekt erwies
sich als vollkommen reversibel. Nach der Einstellung der Bestrahlung erfolgt eine direkte
Reaktion der Netzwerke, wobei die Schlagrate rasch auf die registrierten Werte vor der
Bestrahlung zuriickkehrte.

Die schnelle und vollstdndige Riickkehr der Schalgrate nach Ende der Bestrahlung ist ein
wichtiger Hinweis darauf, dass die Behandlung keine irreversiblen Schiden in den Zellen
hervorruft. Solche irreversiblen Schiaden sind durchaus nicht von vornherein auszuschlielSen,
da unter diesen experimentellen Bedingungen Temperaturniveaus erreicht werden, die so hoch
sind, dass sie Denaturierungsprozessen in Proteinen und damit auch einen Funktionsverlust
hervorrufen konnten. Die Frage wie die Zellen solche irreversiblen Schidden durch
Denaturierung in den Proteinen vermeiden oder rasch reparieren, kann hier nicht geklart
werden. Aus der zellbiologischen Forschung ist jedoch bekannt, dass Zellen auf Hitzeschocks
mit einer vermehrten Bildung von speziellen Chaperonen, sogenannten heat-shock Proteinen,
reagieren, um einer Proteindenaturierung entgegenzuwirken. Neben dem Schutz vor
Denaturierung sind auch schnelle Reparaturprozesse infolge von Hitzeschocks bekannt. Zu
einem gewissen Mal} erfolgt nach einer Riickkehr zu physiologischen Temperaturbedingungen
aufgrund der intrinsischen Eigenschaft ihrer Primarstruktur, eine Renaturierung der Proteine

mit einem Wiedergewinn an Funktion [Campbell et al., 2015; Klinke et al., 2005].
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Der Anstieg der Schlagrate bei alleiniger NIR-Bestrahlung ist hochstwahrscheinlich von
mehreren Faktoren abhédngig und es liegt sehr wahrscheinlich ein komplexes Zusammenspiel
verschiedener biologischer Funktionen vor. Die genauen Mechanismen stehen wie auch bei der
photothermischen Stimulation von neuronalen Kulturen in der wissenschaftlichen Diskussion
[Duke et al., 2013; Jenkins et al., 2010; Shapiro et al., 2012].

Eine mogliche Erklarung des Anstieges der Schlagrate konnte auf die temperaturbedingte
Aktivitatserhohung von HCN-Kanilen zuriickzufiihren sein, welche in Kardiomyozyten
entscheidend die Schlagrate durch Verldngerung oder Verkiirzung der Hyperpolarisationsphase
regulieren. Bei einem Ansteigen der Temperatur zeigen HCN-Kanidle eine hohere
Offenwahrscheinlichkeit, was zu einem verstirkten Na*-Einstrom fithrt und somit eine
schnellere Depolarisation und Aktionspotentialabfolge bewirkt. Dariiber hinaus kommt es durch
die Temperaturerhohung zu einer allgemeinen beschleunigten Aktivierungskinetik, was zu
einem schnelleren Offnen der Kanile und somit zu einer Steigerung der Schlagrate fiihrt [Biel
et al., 2002; Glaser, 2012; Korogod et al., 2017; Nakamura et al., 2013].

Auch mogliche direkte Effekte des Temperaturanstiegs auf die Plasmamembran wurden in
verschiedenen Publikationen beschrieben, welche zunéchst eine Depolarisation der Membran
beglinstigen konnten. So konnte der Temperatureintrag der NIR-Bestrahlung zu Ionenkanal-
unabhingigen transienten Ionenstromen iiber die Membran gefiihrt haben [Shapiro et al.,
2012]. Auch eine mogliche Destabilisierung der Phospholipide der Plasmamembran kénnte zu
einer transienten Bildung von Nanoporen gefiihrt haben. Solche Phdnomene wurden bereits in
Oozyten-, HEK-Zellen- und Bilayer-Versuchen gezeigt [Beier et al., 2014]. Auch in einer
weiteren Publikation wurde &ahnliches beschrieben [Heimburg, 2010]. So konnte gezeigt
werden, dass Ionenstrome in Abhangigkeit von Temperatur und Lipidzusammensetzungen iiber
die Membran in Bilayer-Messungen entstehen. Die elektrische Leitfahigkeit der Membran wurde
auf die transiente Bildung von Lipidkandlen durch Membranfluktuationen zuriickgefiihrt
[Heimburg, 2010].

Wahrend die Zellkulturen auf eine einfache NIR Bestrahlung einheitlich reagieren, zeigen sie
bei der kombinierten NIR-Bestrahlung und Behandlung mit GNRs, zwei gegensétzliche
elektrophysiologische Verhaltensweisen. Letztere lassen sich in zwei Muster und somit in zwei
Populationen unterteilen (Abbildung 35A,B,C). Die 1. Population umfasst 11 der insgesamt 18
untersuchten Zellkulturen (61 %), welche auf die kombinierte Behandlung mit einer
Verringerung der Schlagrate reagierten. Die restlichen 7 Kulturen (39 %) wurden zur 2.
Population zugeordnet, da sie sich gegensitzlich dazu verhielten und mit einem Anstieg der
Schlagrate auf die kombinierte Behandlung reagierten (Abbildung 35A,B,C).

Die genauere Analyse der Schlagrate von Population 1 zeigt, dass es mit dem Einsetzen der

Seite 84



NIR-Bestrahlung zu einer unmittelbaren und massiven Verringerung der Schlagrate bereits in
der 1. Minute der NIR-Bestrahlung kommt, welche reversibel ist (Abbildung 35B,C). Im
weiteren Bestrahlungszeitraum verringerte sich die Schlagrate weiter bis hin zur Inhibierung
der Feldpotentiale. Diese starke Verringerung der Schlagrate ging mit dem Auftreten von
Arrhythmien und einer massiven Reduzierung der Amplituden einher (Abbildung 36). So rasch
wie die Schlagrate beim Einsetzen der Behandlung zum Erliegen kam, so schnell stieg die
elektrische Aktivitdt nach Ende der Behandlung auch wieder an. Schon in der 2. Minute nach
NIR-Bestrahlung erreichte die Schlagrate das gleiche Niveau wie vor der Exposition. Die rasche
und vollstdndige Regeneration der elektrischen Signale nach Beenden der Bestrahlung zeigt
wiederum, dass es auch in diesem Fall zu keiner nennenswerten Denaturierung der Proteine
kommt, obgleich die kombinierte NIR/GNR Exposition noch hohere Temperaturen und damit
ein erhohtes Potential zur Proteindenaturierung in sich birgt.

Die genaue Bestimmung der Ursache fiir die Verringerung der Schlagrate bzw. die Inhibierung
der Feldpotentiale ist in komplexen Zellnetzwerken schwierig, so auch hier bei den Netzwerken
aus humanen Kardiomyozyten. Die vorliegenden Messungen konnen keine Auskunft iiber die
genaue Beteiligung von einzelnen Membranproteinen, Lipiden oder Signalkaskaden geben. Um
zu verstehen, wie diese elektrische Reaktion durch die Funktion einzelner Membranproteine
erklart werden konnte, miisste die Aktivitat der einzelnen beteiligten Proteine wie z.B. die des
Kalium-Auswartsgleichrichter TREK-1 isoliert untersucht werden. Das konnte sowohl mit Patch
Clamp als auch in Bilayer-Messungen genauer untersucht werden.

Dariiber hinaus ist auch nicht davon auszugehen, dass eine einzelne Protein-Spezies wie z.B.
ein bestimmter Ionenkanal fiir die Verringerung der Schlagrate oder die Inhibierung der
Feldpotentiale verantwortlich ist. Vielmehr ist von einem komplexen zelluldren Zusammenspiel
auszugehen. Ist jedoch eine Temperaturerhéhung so stark, dass es zu einer Uberlagerung
der biologischen Effekte kommt, ist die Zuordnung auf alleinige physikalische Ursachen
moglich.

Auch wenn hier keine molekulare Erklarung fiir die beobachteten Phidnomene présentiert
werden kann, so besteht dennoch die Moglichkeit realistische Erklarungsansitze fiir die
Herabsetzung der Schlagrate und die Inhibierung der Feldpotentiale zu erortern.

Zum einen konnte der 2,2-fach hohere Temperaturanstieg durch die Verwendung der GNRs zu
einer vermehrten Bildung von Leckstromen iiber die Plasmamembran gefiihrt haben. Diese
Ionenstrome iiber die Membran konnten moglicherweise durch die bereits zuvor erwdhnten
und in verschiedenen Publikationen beschriebene transiente Bildung von Nanoporen/
Lipidkanilen entstanden sein [Beier et al., 2014; Heimburg, 2010; Shapiro et al., 2012].

Eine solche unspezifische und nicht-selektive Membranleitfahigkeit konnte zu einer starken
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Anndherung der intra- und extrazelluldren Ionenkonzentration gefiihrt haben, die durch aktiv
und passiv leitende Membranproteine nicht mehr ausreichend kompensiert werden kann. Dies
konnte durchaus dazu fiihren, dass die Zellen nicht mehr in der Lage wéren spontane Aktions-
bzw. Feldpotentiale auszulosen. Moglicherweise konnten auch damit die gezeigten
Arrhythmien und Verringerungen der Amplitudengré3e in einem Zusammenhang stehen.
Zum anderen ist es auch denkbar, dass die temperaturbedingte Erhéhung der Offen-
wahrscheinlichkeit des Kalium-Auswaértsgleichrichters TREK-1 einer Depolarisation der
Zellmembran entgegenwirkt. Auch die Generierung von Arrhythmien wird in der Literatur
mit TREK-1 in Verbindungen gebracht [Decher et al., 2017a; Urban et al., 2016; Yoo et al.,
2014].

Nach diesen Uberlegungen stellt sich nun die Frage, warum die 2. Population, bei der die
gleichen Aussaat-, Kultivierungs- und Bestrahlungsbedingungen vorlagen, eine gegensatzliche
Reaktion auf die photothermische Stimulation in kombinierter Behandlung mit GNRs zeigte
(Abbildung 35B,C).

Ein solch gegensitzliches Verhalten durch photothermische Stimulation, wurde auch in einer
Publikation anderer Autoren beschrieben, bei denen Versuche am peripheren Nervensystemen
erfolgten [Duke et al., 2013].

Der in dieser Arbeit berichtete massive Anstieg der Schlagrate ist moglicherweise mit einem
eventuell verminderten Temperatureintrag der elektrodennahen Kardiomyozyten-Schicht in
Verbindung zu bringen. Moglich wére, dass manche Kardiomyozyten-Zellnetzwerke Polylayer
bilden und somit die unterste Kardiomyozyten-Schicht, die unmittelbar an den Elektroden sitzt,
einen zeitlich verzogerten und vor allem einen geringeren Temperaturanstieg erfihrt. Denn
ausschlief8lich der oberste Kardiomyozyten-Layer erfihrt einen direkten und lokalen
Hitzeeintrag durch die Oberflachenplasmonresonanz der GNRs. Ein Grund fiir eine mogliche
Polylayer-Bildung konnte die Protein-Coating-Flache auf den MEA-Chips sein. Es wurde zwar
auf jedem Chip die gleiche Zellzahl ausgesit, jedoch kann die mit Fibronektin behandelte Flache
fiir die Zelladhé&sion im Zentrum der MEA-Chips variieren. Denn die Fibronektin-Losung verteilt
sich generell unterschiedlich stark auf der MEA-Oberflache, was die Zellanordnung beeinflussen
kann. Somit konnte der Anstieg der Schlagrate bei kombinierter NIR/GNR Behandlung, mit den
gleichen moglichen Erklarungsansidtzen wie bei der ausschliel(lichen NIR-Bestrahlung
begriindet werden.

In diesem Kontext konnte die temperaturbedingte vermehrte Offenwahrscheinlichkeit der HCN-
Kandle eine zeitlich verkiirzte Hyperpolarisation bewirken, was zu einem Anstieg der Schlagrate
fithren kann [Biel et al., 2002; Nakamura et al., 2013].

Zum anderen koénnte der Temperaturanstieg zu einer generell schnelleren Kinetik der
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Ionenkanile fithren, was somit zu einer allgemein hoheren Offenwahrscheinlichkeit fithrt und
eine schnellere Feldpotentialabfolge bewirken kann [Biel et al., 2002; Korogod et al., 2017
Nakamura et al., 2013].

Neben diesen Effekten die auf einer veridnderten Proteinaktivitit beruhen, konnten auch
mogliche direkte Effekte durch die photothermische Stimulation auf die Plasmamembran
wirken und eine Depolarisation der Membran begiinstigen [Beier et al., 2014; Shapiro et al.,
2012]. Dartiber hinaus ist zu erwdhnen, dass die extrazelluliren Ableitungen an verschieden
DIVs und bei unterschiedlichen GNR-Inkubationszeit erfolgten, welche zwischen 3 und 9
Stunden lag.

Auch wenn die komplexe Reaktion der Kardiomyozyten-Netzwerke auf die photothermische
Stimulation mit NIR/GNRs nicht im Detail verstanden ist, wurde dennoch der Einfluss von
TREK-1 auf die Netzwerkreaktionen untersucht, da in mehreren Publikationen eine aufféllige
Temperaturempfindlichkeit von TREK-1 beschrieben wurde. In den Veroffentlichungen wurde
gezeigt, dass der Kanal bei Temperaturen von 42°C eine wesentlich hohere Offen-
wahrscheinlichkeit besitzt und dadurch wesentlich hohere Kalium-Auswértsstrome generiert als
unter physiologischen Temperaturbedingungen von 37°C [Kang et al., 2005; Maingret et al.,
2000]. Dies verdeutlicht der hohe Temperaturkoeffizient Q10 von TREK-1 welcher bei 7 liegt.
Er ist ein Mag fiir die Anderungen der Reaktionsgeschwindigkeit bei einem Temperaturanstieg
um 10°C. Ionenkandle die als temperaturunabhéngig betrachtet werden, zeigen Q10-Werte im
Bereich von 1 bis 4 [Glaser, 2012; Honor€ et al., 2002; Maingret et al., 2002; Vennekens et al.,
2007].

Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang, dass die Autoren von Yoo et al., 2014 die
Auswirkung von photothermischer Stimulation auf neuronale Netzwerke untersucht haben.
Dabei wurde TREK-1 mit einer Verringerung der Spikerate und der Inhibierung von neuronalen
Aktionspotentialen in Verbindung gebracht. In der Publikation wurde gezeigt, dass durch
photothermische Stimulation mit NIR/GNR eine stufenweise und reversible Verringerung der
Spikerate bis hin zu einer Inhibierung der Aktionspotentiale erfolgen kann. Besonders spannend
war hierbei, dass durch die Behandlung mit Fluoxetin die photothermische Stimulation keine
Verringerung der Spikerate und auch keine Inhibierung der APs bewirken konnte. Dieses
Phdnomen wurde mit einer Blockierung von TREK-1 durch Fluoxetin in Verbindung gebracht.
Der damit verbundene Wegfall des Kalium-Ausstroms der blockierten TREK-1 Kanile, konnte
somit einer Depolarisation der Zelle nicht mehr entgegenwirken und es konnen trotz
photothermischer Stimulation weiter APs generiert werden [Yoo et al., 2014].

Diese Hypothese ist eventuell auch auf kardiale Netzwerke iibertragbar. Die Behandlung mit

Fluoxetin und die damit verbundene Blockierung von TREK-1 konnten moglicherweise auch bei
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Kardiomyozyten die photothermisch stimulierte Verringerung der Schlagrate wie auch die
Inhibierung der Feldpotentiale verhindern.

Die Analyse der Schlagrate bei ausschlie8licher Behandlung mit Fluoxetin zeigte einen geringen
Anstieg ab der 5. Minute der Messreihe. Der geringe Anstieg der Schlagrate war dabei nicht
reversibel und blieb auf einem leicht erh6hten Niveau bis zum Ende der Messreihe (Abbildung
35B,0).

Dieser Effekt konnte eventuell mit der Inhibierung von TREK-1 durch Fluoxetin erkldrt werden.
TREK-1 zeigt auch unter physiologischen Temperaturbedingungen von 37°C einen Kalium-
Auswartsstrom, der potentiell einer Depolarisation entgegenwirken konnte [Kang et al., 2005;
Maingret et al., 2000]. Ist der Kanal geblockt konnte somit die Phase der Hyperpolarisation
verkiirzt werden, was eine schnellere Depolarisation der Zelle und somit einen Anstieg der
Schlagrate bewirken konnte.

Die kombinierte Behandlung mit Fluoxetin, NIR und GNRs resultierte in einem starken und
direkten Anstieg der Schlagrate nach Zugabe von Fluoxetin und Einsetzten der NIR-Bestrahlung
(Abbildung 35B,C). Die Schlagrate blieb wahrend der 3-miniitigen NIR-Bestrahlung auf einem
konstant erhohten Niveau und verringerte sich nach Beendigung der NIR-Exposition nur
geringfiigig. Die Ausgangswerte vor Behandlungsbeginn konnten im Rahmen des 2-miniitigen
Nachlaufes noch nicht erreicht werden. Dabei ist auffillig, dass der Anstieg der Schlagrate
wahrend der NIR-Bestrahlung deutlich unter dem Niveau der Schlagrate von Population 2 liegt,
zugleich aber deutlich iiber dem Niveau der Schlagrate der Kontrollgruppe, der alleinig mit
Fluoxetin behandelten Versuchsgruppe und auch iiber dem der ausschlief3lich mit NIR-
bestrahlten Versuchsgruppe. Daraus konnte man schlielsen, dass die Fluoxetin-Behandlung
einer Verringerung der Schlagrate und einer Inhibierung der Feldpotentiale durch
photothermische Stimulation mit NIR/GNRs entgegenwirkt hat. Dabei konnte aber das hohe
Schlagraten-Niveau von Population 2 nicht mehr erreicht werden.

Dieses Phanomen alleinig mit der Fluoxetin bedingten Inhibierung von TREK-1 zu begriinden
ist hochstwahrscheinlich zu vereinfacht. Vielmehr ist von einer komplexeren Wirkungsweise
von Fluoxetin auf das Kardiomyozyten-Netzwerk auszugehen.

Wenn man jedoch in einem vereinfachten Erklarungsansatz die Daten in Zusammenhang mit
der Wirkung von Fluoxetin auf TREK-1 Kanéle zu erklaren versucht ergibt sich folgendes Bild:
Durch die Blockierung von TREK-1 durch Fluoxetin konnte es dazu kommen, dass diese
Kanéle einer Depolarisation nicht mehr entgegenwirken konnen und es zu einer
verkiirzten Hyperpolarisationszeit kommt, was wiederum einen Anstieg der Schlagrate
bewirken wiirde.

Durch den Temperaturanstieg ist ebenfalls von einer erhohten Offenwahrscheinlichkeit der
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HCN-Kanile auszugehen, wodurch es ebenfalls zu einer verringerten Hyperpolarisation
kommen konnte. Auch dies wiirde zu dem Anstieg der Schlagrate beitragen [Biel et al., 2002;
Nakamura et al., 2013].

Ferner ist aus einfachen thermodynamischen Uberlegungen auch eine temperaturbedingte
schnellere Ionenkanalkinetik zu nennen, die mit einer groeren Einzelkanalleitfahigkeit von
Ionenkanilen einhergeht und zu einer Erhohung der Schlagrate beitragen kénnte [Biel et al.,
2002; Korogod et al., 2017; Nakamura et al., 2013].

Neben diesen Temperatureffekten auf Proteine konnten die bereits genannten Effekte auf
Membranen ebenfalls eine Depolarisation und damit die erhohte Schlagrate begiinstigen [Beier
et al., 2014; Shapiro et al., 2012].

Vergleicht man diese Ergebnisse der photothermischen Stimulation von Kardiomyozyten mit
denen aus der Publikation von Yoo et al. 2014, bei der neuronale Netzwerke durch photo-
thermische Stimulationen (NIR, GNRs) inhibiert wurden ist festzustellen, dass die neuronalen
Zellen wesentlich empfindlicher auf diese Behandlung reagierten. Die neuronalen Netzwerke
zeigten schon innerhalb von wenigen Sekunden und bei einer 2,7-fach geringeren
Flachenleistungsdichte eine massive Verringerung der Spikerate, die bis zur Inhibierung der
APs fithrte [Yoo et al., 2014].

Die Netzwerke der Kardiomyozyten bendtigten in den hier gezeigten Versuchen jedoch mehr
als eine Minute fiir eine Inhibierung der Feldpotentiale und scheinen somit robuster gegeniiber
Temperaturverdnderungen zu sein als neuronale Netzwerke. Der gleiche Unterschied zwischen
neuronalen und kardialen Netzwerken hatte sich schon bei vorherigen Versuchen ergeben, in
denen die unterschiedlichen Netzwerke moderaten Temperaturverdnderungen von bis zu 0,5°C
ausgesetzt waren. Die Kardiomyozyten zeigten dabei keine Verdanderung der Schlagrate durch
die Temperaturerhohung (Kapitel 5.3.5). Die neuronalen Netzwerke reagierten hingegen mit
einem Anstieg der Spikerate (Kapitel 5.3.3).

Hierbei ist es wichtig zu erwédhnen, dass in der Publikation von Yoo et al., 2014 neben einem
anderen Zelltyp auch mit weiteren unterschiedlichen Parametern gearbeitet wurde. Hierbei
sind die andere Dimensionierung der GNRs, eine unterschiedliche Anregungswellenldnge der
Oberflachenplasmonresonanz, eine andere Wellenldnge der NIR-Strahlung, sowie eine
unterschiedliche Flachenleistungsdichte zu nennen. Was somit nur einen eingeschrankten
Vergleich ermoglichte [Yoo et al., 2014].

Neben dem elektrophysiologischen Parameter der Schlagrate, erfolgte auch die Analyse der
Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale, was einem typischen Netzwerkparameter von
Kardiomyozyten entspricht. Es zeigte sich, dass eine alleinige NIR-Bestrahlung zu einer

reversiblen Herabsetzung der Ausbreitungsgeschwindigkeit wahrend einer 3-miniitigen NIR-
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Bestrahlung fiihrt. Der Parameter erreicht in der zweiten und dritten Minute des
Bestrahlungszeitraums ein konstant niedriges Niveau (Abbildung 37A,B). Dieser Effekt war
reversibel, in den Minuten nach NIR-Bestrahlung erreichte die Ausbreitungsgeschwindigkeit
wieder den Ausgangswert, der vor der Behandlung gemessen wurde.

Uber eine molekulare Erklarung fiir die Verdnderung der Ausbreitungsgeschwindigkeit nach
NIR-Bestrahlung kann hier nur spekuliert werden. Die Verringerung der Ausbreitungs-
geschwindigkeit in Folge der ausschlief3lichen NIR-Bestrahlung konnte wahrscheinlich auf die
Funktion der Gap Junctions zuriickgefiihrt werden. Diese Zell-Zell-Verbindungen sind
mallgeblich an der Erregungsausbreitung iiber das Kardiomyozyten-Netzwerk beteiligt.
Vermutlich fiihrt der gesteigerte Ca?*-Einstrom, der durch den Anstieg der Schlagrate
begiinstigt wird, zu einer Entkopplung der Connexine aus denen sich die Gap Junctions
zusammensetzen. Dadurch ist mit einer verringerten gesamten Leitfahigkeit der Gap Junctions
zu rechnen, was wiederum eine Abnahme der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale
zur Folge haben konnte. Entscheidend in diesem Prozess ist das Binden von Calcium durch
Calmodulin, was eine C-terminale Bindung von Calmodulin an die Connexine ermdéglicht und
somit eine Entkopplung der Connexin-Semikanéle bewirkt [Beier et al., 2014; Firek et al., 1995;
Lazrak et al., 1993; Schmidt et al., 2005; Xu et al., 2012].

Die Unterteilung in zwei Populationen anhand ihrer gegensétzlich verdnderten Schlagraten bei
kombinierter NIR/GNRs-Behandlung, wurde auch bei der Auswertung der Ausbreitungs-
geschwindigkeit der Feldpotentiale beibehalten (Abbildung 37A).

Die Analyse der Ausbreitungsgeschwindigkeit von Population 1 zeigte in der ersten Minute der
NIR-Bestrahlung eine méfige Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit, welche sich im
weiteren Verlauf in der 2. und 3. Minute der NIR-Bestrahlung massiv verringerte (Abbildung
37A,B). Diese massive Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit ist mit der parallel hierzu
gezeigten massiven Verringerung der Schlagrate zu begriinden. Durch die Inhibierung der
einzelnen Schlagraten der Zellkulturen erfolgt zwangldufig auch die Inhibierung der
Ausbreitungsgeschwindigkeit der einzelnen Kulturen, was in der Summe betrachtet zu einer
massiven Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit fiihrt.

Die 2. Population verhielt sich nicht gegensétzlich zur 1. Population, wie es bei der Schlagrate
der Fall war. Auch diese Zellkulturen zeigten eine reversible Verringerung der
Ausbreitungsgeschwindigkeit durch photothermische Stimulation (NIR/GNRs), welche jedoch
wesentlich geringer ausfiel. Auch hier bewirkte moglicherweise der parallel erfolgte Anstieg der
Schlagrate einen vermehrten Ca?*-Einstrom, der wahrscheinlich zu einer Entkopplung der
Connexine fiihrte und damit die Leitfahigkeit der Gap Junctions verringerte [Firek et al., 1995;

Lazrak et al., 1993; Schmidt et al., 2005; Xu et al., 2012].
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Bei der ausschlieBlichen Behandlung mit Fluoxetin, konnte keine nennenswerte Veranderung
der Ausbreitungsgeschwindigkeit festgestellt werden (Abbildung 37A,B). Die Werte lagen hier
iiber den gesamten Versuchszeitraum auf einem konstanten Niveau, in einem Bereich, der dem
der Kontrolle entspricht.

Durch die kombinierte Behandlung mit Fluoxetin, GNRs und NIR konnte der massive Einbruch
der Ausbreitungsgeschwindigkeit, wie es bei Population 1 der Fall war, verhindert werden. Die
Werte der Ausbreitungsgeschwindigkeit liegen hier wéhrend der NIR-Bestrahlung zwischen
denen von Population 1 und Population 2. Nach Ende der Bestrahlung nahmen sie unmittelbar
das Werteniveau an, welches vor der Exposition registriert wurde. Diese nur geringe
Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit ist vermutlich ebenfalls mit der parallel
angestiegenen Schlagrate und dem daraus folgenden Ca?*-Einstrom und der Entkopplung der
Connexine zu erklaren [Firek et al., 1995; Lazrak et al., 1993; Schmidt et al., 2005; Xu et al.,
2012].

Generell ist nicht auszuschlief3en, dass die beobachteten Effekte auch ganz oder teilweise auf
eine Denaturierung von Proteinen durch photothermische Stimulation zuriickzufiihren sind.
Eine solche Erklarung scheint jedoch eher unwahrscheinlich, da alle funktionellen Reaktionen
der Netzwerke reversibel waren und schon Minuten nach Ende der Bestrahlung wieder zu dem
Kontrollniveau zuriickkehrten. Da auch Proteindenaturierungen in Zellen nicht so rasch
repariert werden ist eher davon auszugehen, dass die NIR Behandlung gezielt zelluldre Prozesse
moduliert [Campbell et al., 2015; Klinke et al., 2005].

In ihrer Gesamtheit zeigen diese Ergebnisse, dass durch photothermische Stimulation die
Schlagrate von humanen Kardiomyozyten-Netzwerken erhoht und verringert werden kann, bis
hin zur Inhibierung von Feldpotentialen. Welches jeweils mit einer Reduzierung der
Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale einhergeht.

Die alleinig angewandte NIR-Bestrahlung und die mit einer GNR-Behandlung kombinierte,
haben verschiedene Vor- und Nachteile. Erfolgt nur eine Bestrahlung mit NIR, ist zwar der
Temperatureintrag in die Zelle oder im Gewebe deutlich geringer, als bei der kombinierten
Anwendung mit GNRs, bietet aber den Vorteil das kein invasiver Eingriff erforderlich ist. Es
ergibt sich dabei eine Erwdrmung aller bestrahlten Zellen und dies bis zu einer Eindringtief von
3 mm [Avci et al., 2013; Barolet, 2008; Genchi et al., 2017].

In der Kombination mit GNRs erfolgt ebenfalls ein flachendeckender Temperaturanstieg,
welcher jedoch lokal im unmittelbaren Bereich um die GNRs aufgrund der Oberfldachen-
plasmonresonanz um das 2,2-fache grolder ist. Dadurch ergibt sich die Moglichkeit einer
gezielteren raiumlichen Behandlung. Im Vergleich zur ausschlieRlichen NIR-Behandlung, ist bei

der Verwendung von GNRs im Gewebe oder in Organen ein minimal invasiver Eingriff notig. In

Seite 91



diesem Zusammenhang steht die Frage der Toxizitdt von GNRs im Raum und kann nicht
eindeutig und abschliellend beantwortet werden. Die wissenschaftliche Datenlage ist nicht
eindeutig und eine mogliche Toxizitdt der GNRs steht noch in der wissenschaftlichen Diskussion
[Alkilany et al., 2010; Connor et al., 2005; Giljohann et al., 2010; Goodman et al., 2004].
Trotz alledem zeigen die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse das gro3e medizinische
Potential der photothermischen Stimulation von Kardiomyozyten. Besonders durch die
kombinierte Anwendung der NIR-Bestrahlung und der GNR-Behandlung sind zukiinftig
medizinische Anwendungen bei Krankheitsbildern wie Bradykardie, Tachykardie oder bei der
Behandlung von Arrhythmien des Herzens denkbar. Die photothermische Stimulation von
Kardiomyozyten konnte somit eine Alternative zur elektrischen Stimulation iiber Elektroden
darstellen.

In nachfolgenden Studien wire es interessant zu untersuchen, ob eine stufenweise Regulation
der Schlagrate, sowie der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Feldpotentiale bei Kardiomyozyten
durch photothermische Stimulation moglich ist. Ebenso ist es von besonderem Interesse exakt
zu klaren wie die unterschiedlichen Reaktionen von Population 1 und 2 auf die kombinierte
Anwendung von NIR-Bestrahlung und GNR-Behandlung zustande kommen. Zugleich ist es in
diesem Zusammenhang hochst interessant die vielfaltige Wirkungsweise von Fluoxetin genauer
zu untersuchen und ob neben der Inhibierung des Kalium-Auswaértsgleichrichters TREK-1 in

Kardiomyozyten weitere relevante Interaktionen mit Proteinen durch Fluoxetin erfolgen.
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