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Zusammenfassung

Als plotzlicher Herztod wird gemeinhin ein unerwarteter Tod durch kardiale Anomalien
bezeichnet, welcher innerhalb einer kurzen Zeitspanne (< 1 h) auftritt.

Eine Moglichkeit zur Verbesserung der Therapie von kardialen Arrhythmien kann eine
physikalische Theorie werden. Sie besagt, dass in einem elektrischen Feld nicht erregbare
Gebiete zur Depolarisierung des umliegenden Mediums verwendet werden konnen. Als
virtuelle Elektroden konnten solche Heterogenititen im erregbaren Medium neue Pulse
aussenden und damit die Dynamiken der spontanen Wellen beeinflussen. Dabei lédsst sich die
Anzahl der virtuellen Elektroden mittels der Feldstiarke kontrollieren. Bezieht man dies auf
das Herz konnen Teile des Gefdllsystems oder bereits vorhandene Infarktnarben in einem
elektrischen Feld als Ursprung neuer kontrollierter Wellenausbreitungen verwendet werden.
Dies wiirde gleichzeitig eventuell eine Reduzierung der benétigten Energie zur Defibrillation
bedeuten.

Um diese Theorie auch in einem biologischen System nachzuweisen, wurden hier
Zellkulturen aus neugeborenen Ratten gewonnen und in einem homogenen elektrischen Feld
gemessen. Es gelang die Abhingigkeit der benétigten minimalen Feldstirke vom
Durchmesser der angesprochenen Heterogenitdt aufzuzeigen und mit den theoretischen
Erwartungen zu vergleichen. Ebenfalls konnten mit Hilfe von virtuellen Elektroden
Spiralwellen beeinflusst werden. Die erhaltenen Ergebnisse sprechen fuir die Eignung der
Theorie zur Verwendung in der medizinischen Behandlung von Tachykardien und
Fibrillationen.

AuBlerdem konnte im Verlauf der Arbeit ein Versuchsaufbau etabliert werden, welcher es
ermoglicht sowohl die mechanische Aktivitdt, als auch die Daten der ionendynamischen
Prozesse aufzunehmen und zu analysieren. Hierfliir wurden die Techniken des
bewegunginduzierten Phasenkontrasts und der Fluoreszenzmarkierung kombiniert. Ferner ist
es mit dem neuen Setup moglich makroskopische Zellkulturuntersuchungen durchzufiihren
mit einer Abbildungsskala von mehreren Zentimetern.

Zur Veranschaulichung der Verwendungsmoglichkeiten und zur Charakterisierung der
Wellendynamiken wurden neben den Heterogenitdtenexperimenten ebenso die Einfliisse von
Parametern, wie Temperatur und pH-Wert, gemessen. Hier konnten die durch die Literatur

erwarteten Anderungen festgestellt werden.



1. Einleitung

Als eine der hiufigsten Todesursachen haben die Herz-Kreislauferkrankungen ihre traurige
Bedeutung in den Industrielindern. Schaut man auf den Bericht des Statistischen
Bundesamtes fiir 2007, machen diese Erkrankungen schon 43,4 % aller Todesfille in
Deutschland aus [102]. Als wichtigste spezifische Todesursachen werden hierbei die
chronische ischdmische Herzkrankheit und der akute Myokardinfarkt hervorgehoben.

Der Myokardinfarkt tritt meist fur den Patienten unerwartet und plotzlich auf, und ist die
Folge einer sich schnell ausbreitenden elektromechanischen Fehlfunktion des Herzens. Als
eine Therapie werden heute weltweit Herzschrittmacher eingesetzt. Durch periodische
elektrische Signale wird so das geschwichte Herzgewebe zu einem normalen Rhythmus
angeregt. Andererseits werden auch so genannte implantierbare Defibrillatoren (ICD)
eingesetzt. Die kleinen Pulsgeneratoren sollen bei zu schnellem Herzschlag regulierend
einwirken. Diese Pulse der ICD werden von den Patienten allerdings oftmals als schmerzhaft
empfunden und auch Angstzustinde konnen als Nebenwirkungen auftreten. Um andere
Therapiemoglichkeiten aufzutun, miissen aber die Entstehung und die Kontrolle der sich

daraus ergebenden Umsténde nidher untersucht werden.

1.1. Physiologie und Pathophysiologie des kardialen Systems

1.1.1. Das menschliche Herz und seine Erregungsleitung

Im Thorax, geschiitzt durch die Rippenbogen, befindet sich das Herz. In seiner Funktion als
,Pumpe des Lebens® hilt es den versorgenden Blutstrom im Korper aufrecht. Dabei zeigt es
sich als ein muskuldres Hohlorgan, welches aus vier separaten Kammern besteht. Man
unterscheidet zwischen den zwei Atrien (Vorhofe) und den beiden Ventrikeln (Herzkammern)
(siche Abb. 1).

Bildlich kann man sich das Herz als eine zweiteilige Pumpe vorstellen. Wiahrend die eine
Hiélfte das Blut in die Lungenarterie, und damit in den Lungenkreislauf pumpt, leitet die
zweite Hélfte den Blutstrom iiber die Aorta in den Korperkreislauf. Als Ventile fungieren

dabei die Herzklappen, welche einen Riickstrom des Blutes verhindern.
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Abb. 1: Aufbau des Herzens. Zu sehen ist eine schematische Darstellung des Herzens [92].

Doch wie kommt es zu diesen Pumpbewegungen? Ausgehend vom Sinusknoten im oberen
rechten Atrium wird die Kontraktion des Herzmuskels ausgelost. In ihrer Eigenschaft als
eigenstdndige, oszillierende Schrittmacher geben die Zellen des Sinusknotens
Erregungspotentiale an ihre Nachbarzellen ab, was die Kontraktion dieser Zellen zur Folge
hat. Zunéchst erfolgt die Erregungsleitung tiber den gesamten rechten Vorhof, um dann auf
den linken Vorhof iiberzugreifen. Mittels des atrioventrikuldren Knotens an der Grenze
zwischen Atrien und Ventrikeln wird das Potential {iber die His'schen Biindel und die
Purkinje-Fasern an die Herzspitze, den Apex, weitergeleitet. Von dort aus springt die
Erregung auf die Kammerwinde iiber, welche dann kontrahieren und dadurch das Blut nach
oben in die Arterien driicken. Die Kontraktion des Herzmuskels wird auch als Systole
bezeichnet, die Relaxation als Diastole [76]. In Abb. 2 A ist das Erregungsleitungssystem
schematisch zu sehen.

Aus der Tatsache heraus, dass die Erregungsleitung auf elektrischen Impulsen beruht, kann
man den Herzschlag mit Hilfe von externen Ableitungselektroden auch graphisch darstellen.
Die einzelnen Phasen eines solchen Elektrokardiogramms (EKG) sind in Abb. 2 B

dargestellt.
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Abb. 2: Erregungsausbreitung am menschlichen Herzen. Darstellung der Erregungsleitung am Herzen (A) und
einer EKG-Kurve mit den einzelnen Phasen (B) [41].

Das EKG setzt sich aus verschiedenen Phasen zusammen; beginnend mit der P-Phase, welche
die Anregung der Atrien darstellt, iiber die Q-Phase, in der sich die Weiterleitung tiber die
Herzscheidewand widerspiegelt. AnschlieBend folgen die R- und S-Phase, denen die
vollstandige Exzitation der Ventrikel zugrunde liegt. Abschlieend folgt mit der T-Phase die
Relaxation der Kammerwénde [76].

Anhand eines solchen Kardiogramms lassen sich ohne invasiven bzw. operativen Aufwand
Herzerkrankungen verschiedenster Natur ableiten. Neben dem EKG finden in der Medizin
auch andere, bildgebende Verfahren, wie z. B. die Echokardiographie, der intrakoronare
Ultraschall (ICUS) und die kardiale Rontgenthoraxaufnahme, in der Diagnostik Anwendung
[72].

1.1.2. Cardiomyocyten und die Erregungs-Kontraktions-Kopplung

1.1.2.1. Pforten von grofier Bedeutung — Calciumkaniile, Porter und Rezeptoren

Die kleinste Funktionseinheit des Herzens sind die Cardiomyocyten, oder auch
Herzmuskelzellen. Sie bestimmen letztendlich die Leistung des Herzens.
Wie bereits im vorherigen Abschnitt erwdhnt, beruht die kardiale Funktion auf elektrischen

Signalen. Auf Zellebene handelt es sich dabei um das Aktionspotential (AP), welches die



Anderung des Membranpotentials als Funktion der Zeit darstellt. Das Membranpotential
wiederum ist abhéngig von intra- und extrazelluldren Ionenkonzentrationen.

Um diese Gradienten zu steuern, verwendet die Zelle Ionenkanile, wobei es sich um
porenformige Proteine im Sarkolemma handelt. Man unterscheidet hier zwischen spannungs-
und Liganden abhidngigen lonenkanélen. Die verschiedenen Ionenstréme geben dem kardialen
AP seine charakteristische Form. Deshalb lassen sich die einzelnen Phasen des AP den
individuellen Tonenstromen zuordnen (siche Abb. 3) [17, 87, 88].

Die Membran der Herzmuskelzellen besitzt einen in der Ruhephase stindig gedffneten
Ionenkanal fir Kalium-Ionen (Ix:). Infolgedessen besitzen die Zellen ein Ruhepotential von
~ -80 mV. Eine Erhohung des Ruhepotentials um 10 mV reicht schon aus um
spannungsabhingige Natriumkanéle zu 6ffnen. Innerhalb weniger Millisekunden verursachen
die einstromenden Natrium-Ionen eine Depolarisation der Zelle auf ca. 20 mV, was den Ik«
schlieft. Gleichzeitig wird ein transienter Auswirtsstrom der Kaliumionen durch die
hochpermeable Membran aktiviert, was die Repolarisation der Zelle einleitet. Durch
einsetzende Calciumkanile wird das AP auf einem Plateau-Niveau gehalten. Nach dem
SchlieBen dieser Kanéle setzt sich die Repolarisation fort und das Ruhepotential wird wieder
erreicht. Im Gegensatz zu den Herzmuskelzellen, besitzen die Schrittmacherzellen des
Sinusknotens keine stidndig offenen Kaliumkandle, wodurch sich hier kein Ruhepotential
einstellen kann. Durch spontane diastolische Depolarisation wird das so genannte
Schrittmacherpotential initiiert. AuBerdem haben deren Calciumkanile eine kiirzere

Offnungszeit als die der Myocyten.

Abb. 3: Zeitlicher Verlauf der Aktionspotentiale und zelluldren Reaktionen. Dargestellt ist der Vergleich der

Signale von Membranpotential, Calcium und Kontraktion [5].



Fiir die Kontraktion der Cardiomyocyten sind besonders spannungsabhigige Calciumkanéle
von Bedeutung. Sie werden in die sechs Unterklassen L, T, N, P, Q und R eingeteilt, wovon
zwei fiir die Herzmuskelfunktion bedeutend sind. So finden wir den Ca*"-Kanal des L- und
des T-Typs bei Herzzellen. Kanile des L-Typs (Long - lang anhaltend) werden so genannt,
weil sie nach einem elektrischen Signal eine lang anhaltende Offnungsperiode generieren. Sie
sind der Knackpunkt der Erregungs-Kontraktions-Kopplung und der damit verbundenen
Calcium induzierten Calciumausschiittung (CICR). Die T-Kanéle (7iny - kleinporige Kanéile)
finden sich vor allem im Sinusknoten, wo sie das Schrittmacherpotential beeinflussen.

In der nichsten Nachbarschaft der L-Typ-Kandle befindet sich das sarkoplasmatische
Reticulum mit seinen Ryanodin-Rezeptoren (RyR). Anders als in der Skelettmuskulatur sind
die L-Kanile nicht direkt mit den Ryanodin-Rezeptoren verbunden. Die Offaung dieser
Kanidle wird hier schon durch niedrigste Konzentrationen an freiem Calcium im Cytosol
bewirkt. Als Resultat stromt das Calcium aus dem Reticulum und die intrazelluldre
Calciumkonzentration steigt. Das hat wiederum zur Folge, das weitere RyR gedffnet werden
und somit das Calcium schneller aus dem SR stromen kann. Dieser Vorgang wird auch
Calcium induzierte Calciumausschiittung genannt.

Um diesen Vorgang wieder riickgdngig zu machen stehen der Zelle verschiedene Tiiren zur
Verfligung. Zum einen wird das freie Ca®" mittels der sarko-endoplasmatischen Calcium-
ATPase (SERCA) wieder in das SR zuriickgefiihrt. Zum anderen wird ein Teil {iber Natrium-

Calcium-Antiporter und Calcium-ATPasen in der Zellmembran nach auB3en gefiihrt.

1.1.2.2. Elektrophysiologische Signale — Die Erregungs-Kontraktions-Kopplung

Fir die Kontraktion der Zellen bedarf es einer ganzen Reihe an Faktoren, welche zum
Grof}teil in der Erregungs-Kontraktions-Kopplung (Excitation-Contraction-Coupling, ECC)
zusammengefasst werden. Bei der ECC wird das Erregungssignal, die Anderung der
Membranspannung, in ein Kontrahieren der Zelle iibersetzt. Als Ubermittler fungiert hier der
weit verbreitete Second-Messenger Calcium (Ca®"). Die Anderung der Membranspannung
bewirkt eine Offnung der Calcium-Kanile des L-Typs. Dadurch gelangt extrazellulires Ca®"
in die Zelle, was an die Ryanodin-Rezeptoren (RyR) des sarkoplasmatischen Reticulums (SR)
bindet. Durch diese Bindung &ffnen sich die RyR und das Ca®" des SR stromt in das
Zelllumen. Hier trifft das freie Ca”" auf das Myofilamentprotein Troponin C (¢TnC). Durch
diese Verbindung wird ein Zusammenziehen der Myofilamente moglich. Das Resultat — die

Cardiomyocyte kontrahiert. Fiir eine Relaxation muss das Ca®" wieder vom ¢TnC geldst
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werden. Dafiir senkt die Zelle ihre intrazellulire Calciumkonzentration ([Ca®'];), indem sie
freies Ca”" dem SR zuriickfiihrt. AuBerdem wird ein Teil des [Ca®’]; mittels Natrium-
Calcium-Antiportern und ATPasen in der Sarkolemma nach auBlen gefiihrt. Als vierte
Moglichkeit zur Senkung der [Ca®']; stehen auBerdem die Calcium-Uniporter der
Mitochondrien parat [4, 20, 57].

Alles in allem benétigt die Kontraktion einer Cardiomyocyte ca. 500 ms, wobei drei Phasen
unterschieden werden konnen. Beginnend mit dem Aktionspotential, darauf folgend der so
genannte Calcium-Peak und abschlieend die Kontraktion (siche Abb. 3).

Solch eine Signalkaskade bietet allerdings auch viele Angriffspunkte flir eine mogliche
Storung. Bis dato sind noch nicht alle Storfaktoren bekannt, aber einige wurden entdeckt und
noch mehr werden vermutet. So werden Ryanodin-Rezeptoren als Verantwortliche fiir ein
SR-Leck angesehen. Dabei schlieft sich der SR-Calciumkanal nicht vollstindig, so dass
stindig Ca”" austreten kann. Dadurch wird die kritische [Ca®"]; fiir eine Kontraktion schon
wesentlich frither erreicht als unter normalen Umstdnden. D. h. diese Zelle kontrahiert in
kiirzeren Abstdnden als seine Nachbarzellen. Greift dieses Verhalten auf ein groBeres Areal
an Myocyten lber, kommt es zu einer Heterogenitit, welche die elektromechanische
Funktionsweise des Gewebes empfindlich storen kann. Bis hin zur Fibrillation.

Aber auch die L-Calciumkandle werden als Verursacher solcher UnregelméBigkeiten
vermutet. Ganz zu schweigen von den elektrischen Verbindungen der Zelle, den Gap
Junctions. Mutationen in ihren Bausteinen, den Connexinen, fiihren zu einer elektrischen
Heterogenitdt im Gewebe und damit zu einer unregelmifigen ECC [82].

Was als Ursache fiir Arrhythmien fungiert, kann aber andererseits auch als Ansatzpunkt flir
mogliche Therapien wirken. So beschéftigt sich die Arbeitsgruppe um Lehnart et al. [65, 66,
67] mit der Regulierung der RyR und ihrem klinischen Einsatz bei Herzpatienten. Zudem
lassen sich mit den heutigen Methoden der molekularen Medizin ebenfalls die nahen
Verwandten auf mogliche Risiken fiir eine Herzarrhythmie testen, was den Zeitpunkt eines
Therapiebeginns unter Umstédnden begiinstigt. Doch dafiir fehlt es im Augenblick noch an

validen klinischen Markern in der Diagnostik.



1.2. Kardiale Arrhythmien

1.2.1. Klassifizierung von Arrhythmien

Eine Arrhythmie stellt im Allgemeinen eine Abweichung der normalen periodischen Funktion
dar. Beim Herzen kann das eine Stérung zum einen der elektrischen Weiterleitung wiahrend
der Erregungsleitung und / oder in der Ionenkonzentration, bei der Erregungsbildung, sein.
Grundsitzlich unterscheidet man zwischen den atrialen und den ventrikuldren Arrhythmien.
Bei einem Auftreten von Arrhythmien in den Vorhofen ist die Gefahr eines Herztodes
vermindert, da das in den Atrien befindliche Blut auch dann noch durch die Herzklappen in
die Ventrikel gelangt und somit dem Kreislauf zugefiihrt wird. Anders ist das bei
ventrikuldren Normabweichungen. Den Herzkammern obliegt es, das Blut durch starke
Kontraktion in den Kreislauf zu pumpen. Bei den verschiedenen Arrhythmietypen wird aber
genau das verhindert. Es gelangt nur eine unzureichende Menge an Blut zu den
Korperorganen und damit kommt es schnell zu einer Unterversorgung des gesamten Korpers,
was im Tod des Organismus enden kann.

Abhingig von der Herzfrequenz wurden drei Kategorien manifestiert: Bradykardie,
Tachykardie und Fibrillation. Patienten mit einer Bradykardie leiden unter stark
verlangsamtem Herzschlag (< 60 Schldgen / min, ausgenommen Extremsportler wie z. B.
Apnoetaucher). Hiufig tritt diese Arrhythmie im Zusammenhang mit einer Schiddigung des
Sinusknotens, Hyperkalidmie, falschen Medikamentendosierungen und Unterkiihlung auf
[72]. Sie gilt als nicht-kritisch und gut therapierbar. Im Gegensatz dazu stehen die
Tachykardie und die Fibrillation. Dabei stellt die Tachykardie das Gegenstiick zur
Bradykardie dar. Sie dufert sich in einer stark angestiegenen Schlagfrequenz (> 120 Schldge /
min) und wird héufig als ,Herzrasen* bezeichnet. Allgemein werden Tachykardien in
supraventrikuldire und  ventrikuldire  Tachyarrhythmien unterschieden. Bei den
supraventrikuldren Arrhythmien handelt es sich um Vorhoftachykardien, welche oftmals als
Sinus- oder AV-Reentry-Tachykardie auftreten. Wie der Name schon vermuten lésst, zeigt
sich bei der Sinustachykardie ein schneller, aber gleichmifiger Rhythmus auf dem EKG. Es
zeigen sich komplette QRS-Komplexe, nur mit kiirzeren Zeitabstdnden. Die AV-Reentry-
Tachykardie beruht auf kreisenden Erregungen zwischen Vorhof und Kammer, wobei der
AV-Knoten auf diesen Kreisbahnen liegt. Sie tritt meist anfallsmiBig auf und kann ebenso
schnell auch wieder enden. Als Therapie stehen sowohl eine medikamentdse Behandlung mit

Betablockern, als auch die Verodung des auslosenden  Gewebes  durch



Hochfrequenzapplikationen oder Kryotechnik. AuBlerdem konnen Tachyarrhythmien nach
Vorhofflimmern entstehen.

Bei allen Vorhoftachykardien besteht die Gefahr, dass auch die Kammern zu einer erhohten
Schlagfrequenz angeregt werden und die Arrhythmie somit auf die Ventrikel tbergreift.
Kammertachykardien (= ventrikuldre Tachykardien, VT) kénnen in unauthérliche (incessant
ventricular Tachycardia, 1\VT), anhaltende (sustained ventricular Tachycardia, sVT) und
nicht-anhaltende VT (non-sustained VT, nsVT) eingeteilt werden. Der Unterschied zwischen
der sVT und der nsVT ist bei 30 s festgelegt worden. Im EKG macht sich eine VT als
verbreiterter QRS-Komplex bei mehr als 120 Schldgen / min bemerkbar. Zur Therapie wird
hier die Kardioversion mittels Defibrillatoren eingesetzt, mit anschlieBender stationdrer
Behandlung.

Als Sonderfall fur beide Tachykardiearten gilt die paroxymale Tachykardie. Sie tritt
anfallsweise auf und verursacht Herzschlagfrequenzen von 250-320 Schlidgen / min. Ohne
schnelle medizinische Hilfe kann diese Form zu einem kardiogenen Schock oder dem Tod
fithren.

Die Fibrillation als dritte groBe Arrhythmieklasse beschreibt die ungeordnete Anregung des
Herzmuskels, wonach dieser sich nicht richtig kontrahieren kann. Tritt diese Form in den
Ventrikeln auf (= ventrikuldre Fibrillation, VF, ugs. auch Kammerflimmern genannt) spricht
man auch von einer pulslosen Herzrhythmusstérung. Der Herzmuskel beginnt in Folge von
kreisenden Erregungswellen zu flimmern, was dazu fiihrt, dass die Pumpleistung abrupt
aufhort. Infolgedessen kommt es zu einem Kreislaufstillstand. Die Schlagfrequenz liegt dabei
bei > 320 Schldgen / min. Die sofortige Defibrillation mittels elektrischer Schocks hat sich

hier als Therapie durchgesetzt [72].

Sinusrhythmus VT VF
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Abb. 4: Beispiel fiir verschiedene Herzrhythmen. Elektrokardiogramm mit unterschiedlichen Rhythmen [46].

Die Gesamtlange des EKG betrégt 32 s.



1.2.2. Nichtlineare Dynamik bei Arrhythmien — Formen der Erregungswellen

Die Erregungsausbreitung im Herzen erfolgt in Form von Anregungswellen. So kann man
sich den normalen Herzrhythmus anhand eines Sees bildlich darstellen. An einer Stelle wird
ein Stein in den See geworfen und von dieser Stelle gehen nun kreisformige Wellen aus.
Befindet sich diese Stelle am Ufer, dann werden die Wellen nur in eine Richtung, in Richtung
des offenen Wassers, weiterwandern. Wohingegen die Wellen in Richtung Ufer aufgehalten
werden. Beim Herzen ist dieser Stein nun der Sinusknoten, welcher die Aktivitit ausldst. Das
aufhaltende Ufer wird durch die Refraktirzeit der Herzmuskelzellen reprisentiert. D. h. bei
einem normalen Sinusrhythmus kann die Erregungsausbreitung mit Hilfe einer ebenen Welle

dargestellt werden (siche Abb. 5).

0.50 sec

Abb. 5: Wellendarstellung unterschiedlicher Dynamiken; A) Sinusthythmus, B) VT, C) VF. Die Bilder wurden
anhand von Zellkulturen gewonnen (siche Kapitel 3.2.1). Der Skalierungsbalken in A entspricht 2 cm.

Eine Tachykardie oder gar Fibrillation sind Storungen dieser Wellendynamik. Dabei kann
eine Tachykardie dadurch entstehen, dass die ebene Welle auf eine Heterogenitédt im Gewebe
trifft. Die Welle wird unterbrochen und an den Enden der Wellenfronten konnen Spiralwellen
entstehen. Bei der Fibrillation brechen diese Wellen immer mehr auf und es bilden sich
weitere, ungeordnete Wellendynamiken aus. Vorstellbar ist das als chaotisches System an
Strukturen (siche Abb. 5), welches auch als raumzeitliches Chaos bezeichnet wird. Die
Wellen werden sowohl in ihrer rdumlichen Ausbreitung, als auch in ihrer Frequenz, also ihrer
zeitlichen Entwicklung, veridndert.

Doch wie kommt es zu solchen dynamischen Prozessen im Herzgewebe? Die Erregungswelle
am Herzen besteht aus verschiedenen Phasen, zum einen die Anregungsphase und zum
anderen die Refraktdrphase. Wihrend der Refraktédrzeit sind die Zellen nicht durch
extrazelluldre Signale erregbar. Im Normalfall kann sich die Welle also nur in eine Richtung
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fortpflanzen. Anders ist es, wenn die Welle auf ein Hindernis trifft. Entweder diese Hiirde
befindet sich komplett in der Refraktirzeit, was einen unidirektionalen Block zur Folge hétte,
oder die Ausbreitungsgeschwindigkeit dieses Areals ist im Vergleich zum umgebenden
Gewebe verlangsamt. Bei einem unidirektionalen Block kann es zu einem so genannten
zirkuldren Reentry kommen, d. h. die Erregungswelle lduft um das Hindernis herum und tritt
am eigenen Anfangspunkt wieder ein. Es kommt zur Ausbildung einer Spiralwelle. Diese
Spirale kann fest an dieser Heterogenitdit im Gewebe verankert sein (selbstunterhaltender
Reentry) oder aber die Spiralspitze wandert. Grund hierfiir ist wiederum die Refraktéirzeit der
umliegenden Zellen. Erreicht die Spiralwelle die Zellen, wenn sie gerade wieder erregbar
sind, so verkiirzt sich deren Ruhezeit. Dieser Prozess kann sich mehrere Male wiederholen, so
dass sich die Welle einen Pfad mit der schnellst moglichen Geschwindigkeit sucht.

Fiir den Ubergang der VT zur VF gibt es in der Literatur mindestens zwei Hypothesen [48,
81, 101]. Die multiple Wellen- oder Restitutionstheorie besagt, dass jede durch Wiedereintritt
erzeugte Welle lateral instabil ist. Durch die hohe Aktionspotententialdauer (APD) der
Dynamik und der vergleichsweise langsameren APD des Gewebes bricht die Struktur immer
wieder auf. Es entstehen multiple Wellendynamiken. Die Mother-Rotor-Theorie hingegen,
geht von einer stabilen rotierenden Anregung aus, welche erst in einiger Entfernung des
Spiralkerns aufbricht. Auch das wiederum durch die Ungleichheit der APD zwischen
Spiralwelle und umliegenden Gewebe [48, 119].

In beiden Féllen spielt die Weiterleitungsgeschwindigkeit eine groe Rolle. Basierend auf
elektrischen Verbindungen zwischen den Cardiomyocyten, den Gap Junctions, ist sie es,
welche die Dynamiken am Leben erhdlt. Kommt es zu Stérungen der
Leitungsgeschwindigkeit konnen tachykardiale Wellenstrukturen begiinstigt werden.
Ursachen solcher Stérungen konnen zum einen Mutationen der Gap Junction-Proteine, den

Connexinen, sein, oder aber auch Stérungen des lonenhaushaltes.
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1.2.3. Defibrillation — Elektrische Schocks, die Leben retten

Die heutige Behandlungsmethode fiir VT und VF ist die Verabreichung elektrischer Schocks.
Dabei applizieren automatische Defibrillatoren, wie man sie z. B. auf Flughdfen findet,
hochenergetische Pulse (bis zu 300 J, 1 kV, 30 A, 10 ms) am Patienten. Das der Defibrillation
zugrunde liegende Prinzip ist, dass die elektrische Aktivitit des Herzmuskels wieder in den
Ruhezustand gebracht wird und so sich ein neuer Sinusrhythmus einstellen kann. Doch durch
solche Defibrillationsschocks konnen signifikante Nebeneffekte aufireten. So kann
beispielsweise durch Elektroporation das Gewebe geschdadigt werden, wodurch
Narbenbildung und erneute Rhythmusstorungen begiinstigt werden.

An dieser Stelle sollten einmal die physikalischen Begriffe der Elektroden definiert werden.
Geht man nach der allgemeinen Definition ist ,,eine Elektrode [...] ein Elektronenleiter, der im
Zusammenspiel mit einer Gegenelektrode mit einem zwischen beiden Elektroden
befindlichen Medium in Wechselwirkung steht [45]. D. h. als Elektroden werden
mechanische Stromleiter gesehen, die mit ihrer Umgebung in Wechselwirkung stehen.

In verschiedenen Simulationen und Experimenten konnte gezeigt werden, dass sich
Spiralwellen, wie bei einer VT, auch durch gezielte Pulse einer einzelnen Elektrode in der
Néhe der Spiralspitze mit wesentlich geringerer Energie wegdréngen lassen [6]. Das Problem
hierbei ist allerdings, dass man im Herzen nicht dutzende von Elektroden einsetzen kann,
damit man jeden moglichen Entstehungsort von Arrhythmien abdeckt. Zum einen wiirde es
durch den Implantationsschritt ebenfalls zu einer Schidigung des Gewebes kommen, und zum
anderen wire die Ansteuerung der Elektroden im Patienten nur schwer zu bewerkstelligen.
Doch Pumir et al. haben anhand von Computermodellen gezeigt, dass es neben der Mehr-
Elektroden-Variante auch eine gewebeschonendere Methode gibt [84, 104, 105, 124]. Sie
fithren dabei den Begriff der virtuellen Elektrode ein. Virtuelle Elektroden (VE) bezeichnen
lokale Ereignisse in einem elektrischen Feld, von denen ohne direkte Verbindung zu einem
Elektronenleiter elektrische Aktivitdt ausgeht. Im vorliegenden Fall stellen solche VvE
Hindernisse mit stark verringerter oder blockierter Pulsleitung dar. D. h. man konnte in einem
elektrischen Feld anhand von anatomischen Heterogenititen (z. B. Blutgefil3e, Infarktnarben)
im Herzgewebe virtuelle Elektroden generieren. Diese Methode wiirde flir die Kardiologie
einen immensen Vorteil haben, da sie ganz ohne invasive Operationen auskommt und fiir
jeden Patienten individuell nutzbar ist. AuBlerdem wiren damit zur Terminierung von
Arrhythmien Energiepulse mit signifikant reduzierter Energie nétig, als dies bei den normalen

Defibrillations-Schocks erforderlich ist.
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Das Wirkungsprinzip der virtuellen Elektroden basiert auf lokalen Anderungen der
elektrischen Leitfihigkeit. Sie verursacht eine Umverteilung der intra- und extrazelluldren
Strome, was zu einer Anderung des Membranpotentials der Nachbarzellen fiihrt. Es wird also
eine Erregungswelle erzeugt, wenn der Schwellwert der umliegenden Zellen erreicht wird.

Die Anderung des Membranpotentials e an einer Heterogenitiit in einem elektrischen Feld E
ergibt sich aus der Gleichung fiir die Wellenausbreitung um das Ruhemembranpotential V.,

[83, 84]:

Vie——=0; e=V-V,_, [G1]

V' = induziertes Membranpotential A = Raumkonstante (0,35 mm).

Fir Heterogenitdten mit einem Radius R ergeben sich fiir das minimal benétigte Feld
folgende Gleichungen (oben fiir zweidimensionale Systeme, unten fiir dreidimensionale

Gewebe) [70]:

_ Vt — Vrest Kl,(R/ /7”) ~

E, . = I/R, R«l G2
2dim }b Kl (R/ﬂ,) [ ]
V-V 1+2a+2a*
E ) — ! rest G3
3dim ﬂ 1 +a [ ]
V, = Anregungsschwelle k; = Bessel-Funktion a=A/R

Daraus wird ersichtlich, dass das minimal benétigte elektrische Feld £ zur Generierung von
virtuellen Elektroden (VE) abhidngig vom Radius der Heterogenitéten ist. Es ldsst sich also die

Anzahl von vE mittels der Feldstirke kontrollieren. Dabei verhilt sich der Durchmesser
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umgekehrt zur Feldstirke, d. h. mit abnehmendem Durchmesser steigt die bendtigte
Feldstirke.

In Experimenten an einzelnen caninen Ventrikeln hat sich das Anti-Fibrillation Pacing (AFP)
nach Luther et al. als eine mogliche Methode zur Beendigung von VF erwiesen [70]. Um die
Theorie zu validieren werden derzeit Ganzherzversuche und Zellkulturexperimente
durchgefiihrt, welche die Robustheit des AFP bestdtigen sollen.

Ziel ist es die Strategie als Behandlungsmethode in die Kardiologie einzufiihren und die

Defibrillation damit schonender fiir den Patienten werden zu lassen.
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Abb. 6: Simulation einer Heterogenitét im elektrischen Feld mit kreisformiger Wellenausbreitung [P. Bitthin].

Rot stellt dabei das Aktionspotential dar und blau das Ruhepotential; der weile Kreis bezeichnet die

Heterogenitit.

1.2.3.1. Natiirliche Heterogenititen

Bei denen fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Begriff der Heterogenitdt handelt es sich
um strukturelle, physikalische Unterschiede in der Zellkultur bzw. im Gewebe. Dabei handelt
es sich um lokal begrenzte Gebiete, die durch eine stark verringerte oder vollstindig
blockierte Pulsweiterleitung charakterisiert werden. Anders gesagt stellen Heterogenitdten
ortliche elektrische Storungen homogenen Mediums dar.

Fiir die Rekrutierung von virtuellen Elektroden im Herzgewebe konnen nun zum einen die

natiirlichen, wie z. B. die BlutgefiBle, und zum anderen erworbenen Heterogenitdten, z. B.
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Infarktnarben, verwendet werden, welche nicht {iber eine elektrische Leitfihigkeit verfligen.
Das Herz verfligt iiber ein weit verzweigtes System an Blutgefif3en, wobei die beiden groflen
Herzkranzgefdfle, die Aorta coronariae sinistra und Aorta coronariae dextra, am ehesten
sichtbar sind auf der Herzoberfliche. Von ihnen zweigen sich eine Vielzahl an Gefifien ab.
Um moglichst alle Bereiche und Strukturen des Muskels zu versorgen, dndert sich wahrend
der Veridstelungen der Durchmesser der Gefie. D. h. im gesamten Herzen befinden sich
potentielle virtuelle Elektroden, deren Anzahl durch die Feldstirke des elektrischen Feldes
bestimmt werden kann (siche G2 und G3). Ebenso dndert sich die Orientierung der Adern,
wodurch auch ihr Durchmesser gesehen zur Feldrichtung beeinflusst wird. In Abb. 7 sind

zweil Beispiele fiir das arterielle Blutsystems am Herzen dargestellt, welche die Variabilitét

desselben verdeutlichen.

Abb. 7: Beispiele flir das Gefilsystem des Herzens. A) pCT-Aufnahme eines Kaninchenherzens. Dabei werden
die Gefifle mittels eines Kontrastmittels und Rontgenstrahlen sichtbar gemacht. B) Computermodel des

arteriellen Koronarsystems eines Schweineherzens [56].
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1.3. Kardiale Dynamik — Biologische und physikalische Forschungsansitze

Seit einiger Zeit hat sich die Sichtweise auf das Problem von der rein medizinischen Seite
auch auf die naturwissenschaftliche Betrachtungsweise verlegt. So wird das Augenmerk
neben symptomatischen Auslosern ebenfalls auf funktionelle Ursachen im Gesamtsystem
gelegt. Fir die Kontrolle der wellenformigen Ausbreitungen und die damit eventuell
verbundenen Therapieméglichkeiten gibt es bis dato allerdings zum groBten Teil nur
Computersimulationen und erste praktische Versuche im ex-vivo Experiment.

Daneben eignen sich die Zellkulturen auch fiir Untersuchungen von grundsitzlicheren
Fragestellungen. So haben sich unter anderem Glass et al. mit der Dynamikénderung durch
periodische Elektrostimulation beschiftigt. Ihre Beobachtungen reichten iiber verschiedene
allgemeine Eigenschaften von Erregungskinetiken zu nichtlinearen Oszillatoren, wie z. B
Phasenblock und -wiedereintritt. Durch diese und weitere Arbeiten war es moglich die
kardialen Zellkulturen als erregbares Medium zu klassifizieren und zu verifizieren [10, 11,
48].

Auflerdem werden Cardiomyocytenkulturen auch zur Kldarung von zellbiologischen
Fragestellungen herangezogen. Die elektrische Verbindung der Zellen durch Gap Junction-
Proteine und die damit verbundene Aktionspotentialweiterleitung sind Gegenstand vieler
Forschungsprojekte. Zudem tritt auch immer stirker die Beeinflussung der
Weiterleitungsgeschwindigkeit durch die Kopplung der schnellen Cardiomyocyten mit den
langsameren Myofibroblasten in den Vordergrund [128]. Daflir werden gemeinhin
Fluoreszenzfarbstoffe, welche das Transmembranpotential bzw. die intrazelluldre
Calciumkonzentration aufzeigen verwendet. Doch gerade diese Fluoreszenzmikroskopie hat
ihre Tiicken. Die Anderung des Signals durch die spektrale Shift liegt bei den meisten
verwendeten Farbstoffen unter 5 %, woraus in der Regel ein geringes Signal-Rausch-
Verhiltnis folgt. Die Mehrheit der Experimente ist auf eine mikroskopische Skala von einigen
Millimetern beschrénkt. Die Phasenkontrastmikroskopie ermoglicht es, Zellkontraktion ohne
die Zugabe von Farbstoffen zu messen und dies sogar auf einem makroskopischen Maf3stab
von einigen Zentimetern. Doch da die Kontraktion als letztes Glied der Erregungs-
Kontraktions-Kopplung auftritt, lassen sich kaum Riickschliisse auf die Dynamiken der
Membranspannung und des Calciums machen.

Neben diesen Methoden wird in der Literatur auch die Kontaktfluoreszenzmessung
beschrieben [31]. Hier werden die Fluoreszenzsignale mittels optischer Glasfasern direkt

unter dem Kulturgefil abgenommen. Das Signal-Rausch-Verhéltnis ist verglichen zur
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allgemeinen Fluoreszenzmikroskopie erheblich verbessert, doch ist die rdumliche Auflosung
durch die Abmessungen der optischen Fasern begrenzt. Aber warum ist der groBere Malistab
eigentlich so wichtig? Um Alternanzen, also Verschiebungen im Signal, zu detektieren
werden hdufig Einzelzelluntersuchungen gemacht. Allerdings siecht man dort nur den Einfluss
bestimmter Parameter auf eine Zelle oder ein paar wenige Zellverbinde. Um die
Auswirkungen auf die gesamte Dynamik innerhalb der Kultur zu beobachten und
charakterisieren zu konnen, muss ein grofleres Feld abgebildet werden. So lassen sich auch
Unterschiede in einzelnen Regionen, von denen man sonst nichts mitbekommen wiirde,

beobachten und dann gezielt mikroskopisch untersuchen.

1.4. Wellendynamiken in chemischen und biologischen Systemen

Das Phéanomen der Wellenausbreitung ist nicht allein auf die Physik beschrdnkt. Die Bildung
spontaner rdumlicher und zeitlicher Strukturen in biologischen und chemischen Systemen ist
schon haufig beobachtet worden. Es handelt sich dabei im Allgemeinen um Reaktions-
Diffusions-Systeme, in denen lokale Anderungen zu einer Wellenausbreitung fiihren.
Chemisch gesehen stellen solche Wellen Konzentrationsdnderungen dar, wie man sie z. B. bei
katalytischen Reaktionen findet. In der Biologie sind vor allem die Zellaggregation von
Amobenkolonien (Bsp. Dictyostelium discoideum), sowie die elektrische Signalweiterleitung
an Nervenzellen und Muskelfasern bekannt. Zudem ldsst sich auch in selbstorganisierten
Katalyserekationen, wie z. B. der Zuckerabbau wihrend der Glykolyse (hier der
Protoneniibergang zu NADH), eine dynamische Musterbildung finden.

Ein klassisches Experiment zur Veranschaulichung von chaotischen Systemen ist die
Belousov-Zhabotinsky-Reaktion (BZR) [121, 122]. Entdeckt wurde die Reaktion 1950/51 von
B. P. Belousov, welcher den Citratzyklus nachstellen wollte, indem er die Oxidation von
Zitronensdure durch Ceriumionen katalysierte. Als Ersatz fiir den enzymatischen Cofaktor
NAD" verwendete er eine schwefelsaure Bromatlosung. Die anfinglich gelbe Fliissigkeit
vollzog einen periodischen Wechsel zu farblos und zuriick. Diese oszillatorische Reaktion
kommt durch die Ceriumionen zustande, welche zunidchst die Zitronensdure oxidieren
(Umschlag zu farblos) und danach von den Bromationen wieder oxidiert werden (Umschlag
zu gelb). Erst mehrere Jahre spéter wurde die Bedeutung dieses Experiments anerkannt und
u.a. von. A. M. Zhabotinsky weitergedacht. Man fand so eine rdumlich kreisformige

Musterbildung (sieche Abb. 8). Die BZR wurde oft als Grundlagenexperiment flir dissipative
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Strukturen, die in der Chemie, Biologie (z. B. Lotka-Volterra-Modell), Physik und auch
Soziologie vorkommen, angesehen [44].

Als ein gutes, experimentelles System zur Beobachtung und Beschreibung von
Wellendynamiken hat sich der Schleimpilz Dictyostelium discoideum etabliert. Als Beispiel
fiir die zelluldre Selbstorganisation in rdumlicher Musterbildung durch biochemische Signale
wurde und wird der Organismus vielseitig untersucht. D. discoideum ist eine einzellige
Amobe, welche unter Nihrstoffmangel in die Aggregationsphase eintritt. Um die
Aggregationsphase einzuleiten wird von einigen dicht beieinander liegenden Zellen cAMP
(zyklisches Adenosin-Monophosphat) sekretiert. Zellen im ndheren Umfeld kénnen nun
mittels ihrer cAMP-Rezeptoren (cAR1) den Konzentrationsgradienten des chemotaktischen
Signals wahrnehmen und reagieren ihrerseits mit orientierten Zellbewegungen entlang des
Gradienten in Richtung ansteigender Konzentration und cAMP-Sekretion. Das extrazelluldre
cAMP, sowie das am Rezeptor gebundene cAMP werden durch eine Phosphodiesterase gelost
und zerstort, wodurch die Zellen fiir neue Impulse zugénglich sind [42, 75]. Mit Hilfe der
Dark-Field-Optik ist es moglich die so gebildeten Muster aufzuzeigen. Dabei lassen sich u. a.
spiralformige Strukturen erkennen, wie sie in Abb. 8 dargestellt sind. An der Spiralspitze
bildet sich dann ein Zellhaufen, welcher sich zu einem Fruchtkorper weiterbildet. Auch bei
der Differenzierung der einzelnen Organismen zum Fruchtkorper konnten wellenartige
Muster, wie z. B. so genannte Scroll-Waves, beobachtet werden. Dictyostelium discoideum
wird deshalb auch zur Erforschung der Zelldifferenzierung zu komplexen Organismen
herangezogen [26, 80, 115, 122].

Medizinisch interessant sind neben den Herzdynamiken auch die Vorginge an Neuronen.
1944 entdeckte Leao wihrend seiner Untersuchungen zur Epilepsie die ,spreading
depression. Er hatte entdeckt, dass spontan depolarisierende Neuronen Kaliumionen
abgeben, wodurch die benachbarten Zellen ebenfalls depolarisieren und die Erregeung weiter
propagiert wird. Leao fand heraus, das schon schwache mechanische oder elektrische Stimuli
zu einer lokalen Depression fithren koénnen, welche einige Minuten andauert und sich
kreisformig ausbreitet. Wie auch im Herzen, konnen diese Ausbreitungswellen durch
Heterogenitdten, wie z. B. Verletzungen, in ihrer Form beeinflusst werden. So konnten
Spiralwellen an Hindernissen beobachtet werden. Gouras et al. fanden dieses Phinomen der
,spreading depression® auch in der Retina [121].

Dies sind nur Beispiele fiir eine Vielzahl von musterbildenden Untersuchungsystemen.
Betrachtet man allein schon die ubiquitdre Verbreitung von Calcium als Botenstoff und seine

Oszillation in nahezu allen bisher untersuchten eukaryontischen Zellen. Biologische Systeme
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zeigen in der zeitlichen Ausrichtung ihrer Musterbildung eine grofe Variabilitdt. Dauern
angefangen bei Sekunden (z. B. Neuronen, Cardiomyocyten) bis hin zu Tagen sind bereits

beschrieben worden. Unter diesem Gesichtspunkt lassen sich auch periodische Ereignisse wie

Zellzyklen und Tagesrhythmen hinsichtlich der wellenformigen Musterbildung erforschen.

Abb. 8: Dark-Field-Aufnahmen von Wellendynamiken in chemischen und biologischen Systemen. In
A ist der zeitliche Verlauf einer Belousov-Zhabotinsky Reaktion dargestellt [121]. B zeigt eine

Aufnahme von aggregierenden Dictyostelium discoideum Amoben [122].
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2. Zielstellung

Obwohl das Phidnomen der Herzarrhythmie schon seit mehreren Jahrzehnten bekannt ist,
sterben noch immer weltweit jahrlich Hunderttausende von Patienten an eben diesen
Herzkrankheiten. ~Auf Grund dieser Tatsache und der Etablierung neuer
Untersuchungsmethoden hat die Forschung auf dem Gebiet der kardialen Dysfunktion in den
letzten hundert Jahren an Bedeutung gewonnen.

Weltweit werden heute Schrittmacher und Defibrillatoren implantiert, welche durch
elektrische Pulse in die Aktivitdt des Herzmuskels regulierend eingreifen. Doch werden diese
Pulse vom Patienten oftmals als schmerzhaft oder Angst erregend empfunden. Als Grund
dafiir wird dabei die hohe Energie der Defibrillationspulse angegeben. Um die Pulsenergie
auf ein niedrigeres Niveau zu reduzieren, haben Pumir et al. die Theorie der virtuellen
Elektroden etabliert, welche besagt, dass durch das Anlegen eines elektrischen Feldes
Heterogenitidten zu einer Signalausbreitung angeregt werden konnen [84]. In dieser
theoretischen Arbeit wurde die Abhédngigkeit der Feldstirke zum Durchmesser der
Inhomogenitdten postuliert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll der experimentelle
Nachweis dieser Theorie erbracht werden.

Entscheidend fiir die experimentelle Untersuchung von Arrhythmien sind Messverfahren, die
es erlauben, die raumzeitliche Dynamik des Herzens zu visualisieren. Um diese Wellen
sichtbar zu machen, konnen Fluoreszenzfarbstoffe, die das Transmembranpotential bzw. die
intrazelluldre Calciumkonzentration aufzeigen, verwendet werden. Gegenstand dieser Arbeit
ist neben der Messung der Fluoreszenzsignale von Membranspannung und Calcium auch die
Aufnahme der mechanischen Kontraktion im Zellkulturmodell ohne Verwendung von
Farbstoffen.

Mit Hilfe dieser Aufnahmen sollen unter anderem nachstehende Fragen geklart werden:

L. Welche Anderungen in den Wellendynamiken sind bei Feldstimulationen zu
beobachten?
IL. Lisst sich die von Pumir et al. aufgestellte These tiber die virtuellen Elektroden im

Zellkulturmodell nachweisen?
I1I. In wie weit spielt der Heterogenitdtendurchmesser eine Rolle bei der Rekrutierung

solcher Elektroden?
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IV.  Wie dndern sich die Arrhythmieformen raumzeitlich unter Einfluss verschiedener
Parameter (z. B. Temperatur)?

V. Haben hypothermische Einfliisse eine pro-arrhythmogene Eigenschaft?

Zur Beantwortung der obenstehenden Fragen, wird ein Messautbau entwickelt, welcher die
simultane Aufnahme von Membranspannung, intrazellulirem Calcium und Kontraktion
ermoOglicht. Dadurch sollen zudem folgende methodische Fragestellungen beantwortet

werden:
1. Ist es moglich gleichzeitig die Membranspannung, die Calciumdynamik und die
Kontraktionsinformation aufzunehmen?

2. Sind diese Messungen auf einem makroskopischen Maf3stab anwendbar?

Die so gewonnenen Daten werden in Hinblick auf die Verwendbarkeit in der medizinischen

Behandlung kardialer Arrhythmien diskutiert.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

Fir die vorliegende Arbeit wurden die unten aufgelisteten Materialien verwendet. Alle hier

verwendeten Geréte, Software und Chemikalien sind Trademarks der jeweiligen Firmen und

werden im Weiteren nicht mit Lizenzrechtlichen Sonderzeichen versehen.

Geriite fiir Optik:
Sonderbau bestehend aus:
MVX10
IX71 Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, BRD
Laser-Scanning-Mikroskop
FluoView FVI1000

Oszilloskop TDS 2024B Tektronix GmbH, K6ln, BRD

Retiga EXi cooled Mono 12bit

QImaging Corp., Canada
(CCD-Kamera) SImEHom

Cascade 128+
(CCD-Kamera)

Photometrics, Tucson, USA

MEA 1060-inv Multichannel Systems, Reutlingen, BRD
LED Luxeon Star Quadica Inc., Brantford, USA
Elektronikzubehor

Conrad Electronics, Hirschau, BRD
Halogenstiftsockellampe

Pike F-032B

Alliedvision Technologies, Stadtroda, BRD
(CCD-Kamera)

Phantom PH-607

Vision Research Inc., Wayne, USA
(CMOS-Kamera)

Laborschaltnetzgerat Voltcraft, Hirschau, BRD

22



X95 Profilsystem
Schienensystem FLS95
X95 Profilreiter
Gestellverbindungsreiter
zentrierender Linsenhalter
Makrobanksystem-
komponenten
Mikrobanksystem-
komponenten
Lochblenden mit o
I mm, 0.6 mm, 0.3 mm, 0.2 mm
Halogenlampengehéuse

Faltenbalg

LINOS Photonics GmbH & Co KG, Goéttingen, BRD

Schwingungsgeddmpfte
Labortische

TMC, Peabody, USA

Linsen
PCX 75x75 mm
PCX 75x150 mm
Filter Breitband
550 nm £ 40 nm
500 nm £ 40 nm
Griin Filter-Additive
Blau Filter-Additive
Filter Engbandpass
515 nm+ 5 nm
520 nm £ 5 nm
45° Dichroic Filter
Gelb
Blau
Griin
Longpass Filter
610 nm
One-Surface-Spiegel
Opalglasdiffuser

Edmund Optics, Karlsruhe, BRD
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Verlangerungsadapter fiir
C-Mount
Filterhalter
Spiegelmount
Montagestangen mit Gewinde
Gewindeadapter

Klemmen/Halter

Bildverstarkerset C9016-21L3

Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH,

Herrsching, BRD

50 mm Objektiv
11-110 mm Zoomobjektiv

Navitar, Rochester, USA

Bipolar operational Power

Supply/ Amplifier

Kepco Inc., Flushing, USA

20 MHz Function/Arbitrary

Waveform Generator

Agilent Technologies, Boblingen, BRD

Inkubatorkammer
MPI DS, Géttingen, BRD

Temperaturregler
Platinblech fiir Elektroden Heimerle & Meule GmbH, Pforzheim, BRD
Cascade Modular PC Cascade Computer, Gottingen, BRD

Gerite Zellkultur:

Analysenwaage

Sartorius, Goéttingen, BRD

HeraCell 150 Inkubator

Thermo Electron Corporation, Langenselbold, BRD

Tischkiihlzentrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg, BRD

Pipettierhilfe Pipetboy

Vakuumabsaugpumpe

Integra Biosciences GmbH, Fernwald, BRD

Mikorliterpipetten in
0.5-10 ul
10-100 pl
20-200 pl

100-1000 pl

Eppendorf, Hamburg, BRD

Sterilbank KS

Thermo Scientific, Langenselbold, BRD

Wasserbad geschlossen

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, BRD
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Software:

Matlab 2008 Mathworks Corp., USA
PVCam Roper Scientific
Multicamera © J. Schroder-Schetelig, MPI DS

PH607-Phantom User

Vision Research Inc., USA

SmartView

Alliedvision Technologies, Stadtroda, BRD

Quicktime Pro fiir Windows

Apple Computer, USA

EMAnalyser © A. Schlemmer, MPI DS
Imagel National Institutes of Health, USA
InkScape Draw Freely, www. inkscape.org
Chemikalien:
Zellkultur

DMEM/F12 (1:1) 1x (11039)
Fetal Bovine Serum (10270)
Penicillin/Streptomycin
10.000 U/ml (15140)
Dulbecco’s PBS 1x (14190)
Trypanblau 0.4 % (15250)

GIBCO/invitrogen GmbH, Karlsruhe, BRD

Collagenase Typ II (CLS-2)

Worthington Biochemical Corp., Lakewood, USA

Natrium-L-Ascorbat (A7631)
Norepinephrine (A0937)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, BRD

Ethanol absolut (8006) J.T. Baker, Deventer, NL
Carbogen (5 % CO2/95 % O5) Air Liquide Deutschland GmbH, Diisseldorf, BRD
DuPont™PerMX™ 3020
micro resist technology GmbH, Berlin, BRD
mr-Dev 600
Immunfluoreszenz

Anti-Calcium Channel
(Rabbit) (C1728)
Anti-alpha Actinin (Mouse)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, BRD
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Anti-Cx43 Antibody (Mouse)

Anti-Human Discoidin
Domain Receptor2 polycl.
(Rabbit) (PAK 5014)
Anti-Rabbit IgG:DyLight549
polyclonal (LST0036D549)

Linaris Biologische Produkte, Wertheim-Bettingen,
BRD

Anti-Mouse IgG-Cy3
conjugated (115-165-062)
Anti-Mouse IgG-FITC
conjugated (115-095-062)
IS Mounting Medium
(AKS38447)

dianova GmbH, Hamburg, BRD

Horse-Serum (Vectastain Elite

Biozol GmbH, Eching, BRD

Kit)
Paraformaldehyd Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, BRD
Roti-Histofix 4 % (P087.3)
Triton-X100 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD
Tween 20
Aqua dest. MPI fiir Experimentelle Medizin, G6ttingen

Fluoreszenzfarbstoffe
Di-4-Anepps (D1199)
Di-8-Anepps (D3167)

RH237 (S1109)

Fluo-4FF/AM (F23981)

Molecular Probes/invitrogen GmbH, Karlsruhe,

BRD

Fluo-3/AM (343242)
DMSO (317275)

Calbiochem/Merck KGaA, Darmstadt, BRD
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3.2. Methoden

3.2.1. Primiirzellkultur

Fiir die makro- und mikroskopischen Aufnahmen wurden Primérzellen von neonatalen Ratten
gewonnen. Dazu wurde zwei Tage alten Ratten der Wistar-Linie das Herz entnommen und
enzymatisch aufgearbeitet. Die Ventrikel wurden zerkleinert in ca. 1-3 mm’ groBe Stiicke.
Nach einem  Waschschritt in  DPBS  wurden die  Gewebestiicke einem
Vorkonditionierungsschritt unterzogen. Hierflir wurde das Gewebe in ein Falcon Tube mit
0,5 ml / Herz Collagenase II (300 U/ml, gelost in DPBS) tiberfiihrt und fiir 20 min auf Eis
inkubiert, dabei alle drei Minuten geschiittelt. AnschlieBend wurde der eigentliche Verdau
eingeleitet. Die Gewebestlicke wurden fiir 10 min bei 37 °C inkubiert und innerhalb der
Inkubationszeit mehrmals geschiittelt. Die Zell-/Gewebesuspension wurde fiir 2 min in Ruhe
bei RT stehen gelassen, das hat zur Folge, dass die groeren Gewebebrocken nach unten
absinken. Der Uberstand wurde verworfen und auf die verbliebenen Gewebestiicke wurden 3-
5 ml Collagenase II aufgefiillt. Die Inkubationszeit betrug hier 15 min bei 37 °C, wiederum
wurde wéhrend dieser Zeit die Suspension mehrmals geschiittelt. Fiir den anschlieBenden
Zentrifugationsschritt wurde die Enzymreaktion mit einem adédquaten Volumen an
Kulturmedium abgestoppt. Nach der Zentrifugation bei 1000 rpm fiir 5 min, wurde der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 2 ml Kulturmedium Tag 0-2 (Ansatz siche Tab. 1)
resuspendiert. Die Schritte Zentrifugation und Verdau wurden zweimal wiederholt.
AbschlieBend wurden die Zellsuspensionen gepoolt und mittels einer Neubauer-Zéhlkammer
gezéhlt. Eine Trypanblau-Fiarbung erméglichte gleichzeitig eine Vitalitdtsbestimmung.

Fiir die Kultur wurden folgende Zellzahlen verwendet:

- Petrischalen mit ¢ 5 cm 2%10° Zellen / ml

- Objekttrager (zugeschnitten auf 3,5 cm x 2,8 cm) 6*10° Zellen gesamt

Der Mediumwechsel erfolgte mit komplettem Kulturmedium in den ersten 3 Tagen alle 24 h,
ab Tag 3 mit Kulturmedium mit 6 % FBS. Ab Tag 4 wurde der Mediumwechsel auf alle 48 h
umgestellt. Zur Messung kamen jeweils Kulturen nach einer Kulturdauer von 6-8 Tagen,
soweit sie konfluent gewachsen und ausreichende Aktivitat aufzeigten.

Alle Praparationen erfolgten in Abstimmung mit den geltenden Richtlinien fiir die Tierttung

und wurden mit dem Tierhaus des Max-Planck-Instituts fiir Experimentelle Medizin
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abgesprochen. Die Tiere wurden nur zur Gewinnung von Cardiomyocyten verwendet und

danach den Bestimmungen gemil entsorgt.

Tab. 1: Zugabeschema fiir Kulturmedium Tag 0-2.

Chemikalie Zugabe
DMEM/F12
FBS 10 %
Pen./Strep. 1%
Norepinephrine 1 %

Tab. 2: Zugabeschema fiir Kulturmedium ab Tag 3.

Chemikalie Zugabe
DMEM/F12
FBS 6 %
Pen./Strep. 1 %
Norepinephrine 1 %

Um die Aktivitdt der Zellkulturen auch iiber einen ldngeren Kulturzeitraum zu gewéhrleisten,
wurde dem Medium Norepinephrine, auch Noradrenalin genannt, zugesetzt. Dieses natlirlich
vorkommende Hormon sorgt mit seiner Bindung an die [(-adrenergen Rezeptoren der

Cardiomyocyten fiir eine gleich bleibende Stimulation der Kontraktion.

Ansatz von Norepinephrine:
e 0,59 g Natrium-L-Ascorbat werden in 100 ml Aqua dest. gelost, entspricht einer
Losung von ¢ = 30 mM
e die Ascorbat-Losung kann bei 4 °C dunkel gelagert werden (fiir ca. 2 Monate)
e 80 mg Norepinephrine werden in 25 ml 30 mM Ascorbat-Losung aufgelost, entspricht
einer Stocklosung von ¢ = 10 mM

e anschlieBend durch einen 0,2 um Filter sterilfiltrieren
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e die Norepinephrine-Losung ist bei -20 °C fiir ca. 1 Monat haltbar

3.2.2. Erzeugung von kiinstlichen Heterogenititen

Fir die Experimente zur Untersuchung der Abhdngigkeit des elektrischen Feldes zum
Durchmesser der Heterogenitdten wurden mittels der Photolithographie Quadrate
unterschiedlicher Grofe erzeugt. Photolithographische Arbeitstechniken beruhen auf
lichtsensitiven Polymeren, den so genannten Photoresistenten. Mit Ihnen lassen sich
Strukturen im Mikro- und Nanometerbereich erzeugen, was zu ihrer verbreiteten Anwendung
in der Elektronik gefiihrt hat. Dabei wird zwischen Positiv- und Negativresisten
unterschieden. Ausschlaggebend fiir diese Einteilung ist der jeweilig ablaufende Prozess, bei
Negativresisten werden die belichteten Gebiete vernetzt und damit stabil verbunden,
wohingegen die unbelichteten Regionen mittels eines Entwicklers entfernt werden konnen.
Positivresiste wirken in umgekehrter Richtung.

Muster werden in der Photolithographie durch vorher angefertigte Masken auf die Resiste
gebracht. In dieser Arbeit wurden dafiir Muster, passend fiir die vorliegenden Objekttréger,
mittels der Bildbearbeitungssoftware InkScape angefertigt und ausgedruckt. Die so
entstandenen Ausdrucke wurden auf eine Transparentfolie libertragen und durch schwarze

Permanenttinte noch lichtundurchlédssiger gemacht.

Abb. 9: Beispiel fiir Lithographie-Maske. Dargestellt ist eine der fiir die Photolithographie verwendeten

Maskenvorlagen in OriginalgréBe.
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Zur Erzeugung der hier verwendeten Heterogenititen wurde ein Trockenfilmresist verwendet.
Von Vorteil ist, dass die Trockenfilmresiste bereits mit einer vorgefertigten Schichtdicke
ausgeliefert werden. AuBlerdem sind zum Aufbringen des Resists keine Spin Coater
notwendig, wie bei FliBigfilmresisten.

Fiir die Erstellung kiinstlicher Inhomogenitiaten wurde folgendes Protokoll verwendet:

e Reinigung des Substrats (hier: Objekttridger): Das Substrat sollte frei von Staub und
Partikeln sein.

e Laminierung: Um das Photoresist aufzubringen, wird der Trockenfilm bei ca. 75 °C
und einer Geschwindigkeit von 1 m/s auf das Substrat laminiert.

e Backen des Resistfilms: Die Objekttrager werden fiir 7 min bei 95-120 °C auf einer
Heizplatte gebacken.

e Belichtung: Nach Entfernung des einseitigen Schutzfilms wird eine vorher
angefertigte Maske auf das Substrat gelegt und mittels einer Plexi- oder Glasscheibe
fixiert. Die Objekttrager werden dann fiir 1 min mit UV-Licht (Apax = 365 nm)
belichtet.

e Backen: Um die Vernetzung durch die Belichtung noch zu verstdrken, werden die
Objekttriager bei min. 140 °C auf einer Heizplatte gebacken fiir 4 min

e Entwickeln: Mit Hilfe des Entwicklers mr-Dev 600 (Basierend auf PGMEA) wird das
unvernetzte Resist entfernt. Inkubation fiir 2 min bei RT.

e Spiilen: Zur Entfernung von Entwickler werden die Substrate mit 2-Propanol fiir 2 min
gespiilt.

e Trockenschritt: Durch Zentrifugation mit einer Mini-Zentrifuge werden die OTs
getrocknet

e Hart-Backen: Auf einer Heizplatte mit > 180 °C werden die OTs hartgebacken, was
eine bessere Stabilitdt auch bei spiter stindigem Fliissigkeitseinfluss gewéhrleisten

soll.
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Abb. 10: Schematische Darstellung des Photolithographie-Prozesses. Der Prozess ist aufgegliedert in
Laminierung (1), Backen (2), Belichtung mit UV-Licht (3), Verfestigung (4), Entwicklung der Strukturen (5),
zusétzliches Hartbacken (6) und Zellkultur (7).

Nach den photolithographischen Arbeitsschritten wurden die Schnitte in DPBS fiir min. 1 h
gewaschen und dann fur die Zellkultur zugeschnitten. AnschlieBend wurden die OT unter
UV-Licht sterilisiert und mit einer Fibronektinlosung beschichtet (ii. N. bei 37 °C).

Mit den hier verwendeten Materialien konnten Heterogenitdten mit einer minimalen
Kantenldnge von 0,25 mm erzeugt werden. Limitierend waren dabei zum einen die Auflésung
der angefertigten Masken und die Fokussierung der UV-Lampen.

Die Durchmesser der Heterogenititen wurden nach den Experimenten mittels

mikroskopischer Aufnahmen nachgemessen (siche Abb. 11).
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Abb. 11: Licht- und Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von photolithographisch erzeugten
Heterogenititen (siche Pfeile). A) Lichtmikroskopische Aufnahme einer Heterogenitdt in der Zellkultur,
Kulturdauer 7 d. B) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme vor der Kultivierung mit Zellen. Die
Heterogenititen wurden vor der Elektronenmikrokopie mit 15 um Gold besputtert. Die Skalierungsbalken sind

jeweils in den Bildern angegeben.
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3.2.3. Immunfluoreszenz

Vergleicht man die Anordnung der Cardiomyocyten im Ganzherz mit der in der Zellkultur,
dann stellt man schnell fest, dass die Zellen ihre Form und Ausrichtung éndern. Wihrend im
Organ die Cardiomyocyten rechteckig sind und die Konzentration der Gap Junction-Proteine
an den kurzen Seiten am stirksten ist, so sehen die Herzmuskelzellen in Kultur eher kiirzer
aus und die Connexine der Gap Junctions finden sich iiber der gesamten Zellmembran
gleichmiBig verteilt. Zudem sind die Zelltypen, z. B. Fibroblasten, Muskelzellen und Zellen
des Leitungssystems in der Zellkultur mehr miteinander vermischt als beim Organ.

Um die Verteilung der Connexine und Kanalproteine (z. B. der L-Typ Ca®’-Kanile) zu
veranschaulichen wurde die Methode der Immunfluoreszenz verwendet. Mit Hilfe dieser
Technik lieB sich auch das Verhiltnis zwischen Herzmuskelzellen und Myofibroblasten
visualisieren. So gibt es erste Hinweise, dass die vermehrte elektrische Kopplung zwischen
Cardiomyocyten und Myofibroblasten zu einer erhohten Wahrscheinlichkeit des Reentry fiihrt
[128].

Bei der Immunfluoreszenz handelt es sich um ein Verfahren aus der Immunhistochemie
(IHC), welches auf der Bindung von Antikérpern (AK) an ein bestimmtes Epitop beruht. Das
Epitop stellt hier ein Gebiet bzw. ein Kompartiment im Gewebe oder der Zelle dar, wo sich
das gesuchte Antigen befindet. Ziel ist es nun mittels spezifischer Antikorper diese Epitope zu
markieren und sichtbar zu machen. Dafiir wird das Antigen zundchst von einem so genannten
Primédrantikorper gebunden. Durch einen fluoreszenzmarkierten Sekundirantikorper, welcher
spezifisch fiir den Primérantikorper ist, konnen jetzt nur die Bereiche visualisiert werden, wo
auch der Primérantikdrper gebunden ist. Es lassen sich durch verschiedene Primér- und
Sekundirantikorper auch simultane Farbungen durchfithren. Heute findet diese Methodik zum
einen Anwendung in der Medizin, dort besonders in der Tumordiagnostik. Da sich hier die
betroffenen Gebiete sehr gut von den gesunden Gewebegebieten abgrenzen lassen.

In dieser Arbeit wurde der Primérantikorper Rabbit Anti-Human Discoidin Domain Receptor
2 (DDR2) zur lllustration der Verteilung von Cardiomyocyten versus Myofibroblasten
verwendet. Die Discoidin-Domain-Rezeptoren gehdren zu der Familie der Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen, welche durch Collagen aktiviert werden. Als solche sind sie in unserem Fall
spezifisch fiir die Myo- und Fibroblasten. Als Marker fiir Myocyten wurde der monoclonale
Primédrantikorper gegen das sarkomerische a-Aktinin gewidhlt. Das sarkomerische o-Aktinin

stellt die Verankerung der Aktinfilamente in den Z-Scheiben des Sarkomers dar.
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Um die Verteilung der Gap Junction sichtbar zu machen, wurde als Primérantikorper ein
gegen Connexin 43 (Cx 43) gerichteter monoklonaler AK angewendet. Die Connexine gelten
als Bausteine der Gap Junctions, wobei besonders Cx 43 als kardialer Marker gilt.

Zudem stand ein Anti-Calcium Kanal AK zur Verfligung, der gegen die a;p Untereinheit des
L-Typ Kanals gerichtet ist.

Als fluoreszenzmarkierte Sekundérantikérper wurden zu einem die DyLight-AK DyLight488,
DyLight549 und DyLight649, sowie FITC- und Cy3-markierte AK eingesetzt.

Die Immunférbung der Zellkulturen erfolgte anhand folgenden Protokolls:

1. Fixierung der Zellen:
- Medium entfernen > Spiilen mit DPBS fiir 1-2 min
- Inkubation mit 4 % PFA fiir 20 min
- 2x Spiilen mit DPBS fiir 1-2 min

- Lufttrocknen der Préparate fir min. 45 min

2. Permeabilisierung mit 0,1 % Triton-X100 in DPBS
- Inkubation fiir 20 min bei RT

3. Blockierung unspezifischer Reaktionen
- Inkubation mit 5 % Normalserum (hier: Pferdeserum) und 0,2 % Tween 20 in DPBS
fiir 30 min bei RT

4. 1. Primérantikdrper
- Inkubation mit Primérantikérper fiir 60 min bei RT
- 2x Spiilen mit DPBS fiir 1-2 min

5. 1. Sekundérantik6rper
- Inkubation mit Sekundérantikérper fiir 45 min bei RT und im Dunkeln
- 2x Spiilen mit DPBS fiir 1-2 min

6. 2. Primir-/Sekundéirantikorper
- fiir einen weiteren Primér-/Sekundérantikdrper die Schritte 3. und 4. wiederholen

- beide Inkubationsschritte im Dunkeln durchfithren
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7. Eindecken der Priparate
- mit Hilfe von Mounting Medium (Fa. Dianova) die Objekttrager mit einem
Deckglidschen abdecken
- fiir Langzeitaufbewahrung die Rander des Deckgldschen mit transparentem

Nagellack verschliefen.

Die so gefirbten Priaparate wurden bei 4 °C im Dunkeln bis zur mikroskopischen Auswertung
aufbewahrt. Fiir die Analyse wurde ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop (Fa. Olympus)
verwendet.

Fiir den Vergleich mit Geweben wurden Gefrierschnitte von neonatalen Rattenherzen (Alter
2 d) angefertigt. Dafur wurden die priparierten Herzen in DPBS zweimal gespiilt und
anschlieend mit Hilfe von Tissue Tek am Stempel eines Frigocut bei -20 °C fixiert (Reichert
Jung Frigocut 2800 (RJ-F2800)). AnschlieBend wurden Schnitte mit einer Dicke von 10 pm
geschnitten, wobei die Schnittebene horizontal zur Herzausrichtung Basis — Apex verlief.

Zur Visualisierung wurde ein konfokales Laser Scanning Mikroskop (FluoView FV1000, Fa.
Olympus) verwendet, wobei die Laserlinien mittels Anregungsfilter und dichroidischen
Spiegeln auf die jeweiligen Farbstoffe abgestimmt wurden. Die Bilder wurden jeweils mit

einer 60x Vergroferung aufgenommen.

3.2.4. Fluoreszenzmakroskopie und —mikroskopie

In der Literatur findet sich eine Methode der Wellendarstellung am Gewebe immer wieder:
die Fluoreszenzmikroskopie. Dabei ist immer wieder die Rede von potentiometrischen
Farbstoffen, wie den Di-Anepps- und Fluo-Farbstoffen. Grundsétzlich unterscheidet man bei
den Farbstoffen zwischen den Gruppen Slow- und Fast-Response. Zu der Gruppe der Slow-
Response gehoren z. B. die Carbocyanine, Oxonole und Rhodaminderivate. Es handelt sich
hier um kationische oder anionische, membranpermeable Farbstoffe, die auf die
diffusionsbedingte Potentialinderung reagieren [40]. Vorteil dieser Gruppe ist die hohe
Sensitivitdt und die damit verbundene hohe Signalintensitét. Leider reagieren diese Farbstoffe
aber aufgrund des Ionenumverteilungsprozesses nur sehr langsam, was sie fiir die
Aktionspotentialsignale, wie wir sie am Herzen erwarten nicht préadestiniert. Auf der anderen
Seite stehen die Fast-Response Farbstoffe, welche schon im Mikrosekundenbereich auf

Potentialdinderungen  reagieren. Sie sind wegen ihrer geladenen  Gruppen

35



membranundurchlidssig. Zu ihnen zdhlen unter anderem die Di-Anepps Farbstoffe und RH-
237. Bei der Bindung an die Zellmembran, richtet sich der Farbstoff senkrecht zur Membran
aus. Wegen dieser Ausrichtung ist es moglich, dass die durch das Anregungslicht ausgeloste
Ladungsneuverteilung parallel zum elektrischen Feld der Sarkolemma verlduft. Eine
Membranpotentialinderung bedingt damit eine spektrale Shift des Farbstoffs [69]. Diesen
spektralen Unterschied kann man dann mittels unterschiedlicher Emissionsfilter vom
Restlicht isolieren und sichtbar machen. Nachteil dieser Gruppe ist allerdings, dass ihre
Empfindlichkeit und damit ihre Signalinderung nur sehr gering ist. Sie liegt bei
makroskopischen Zellkulturexperimenten bei < 5 % [29]. Dementsprechend sind beide
Gruppen Limitationen unterworfen.

In dieser Arbeit wurden die Fluoreszenzfarbstoffe Di-4-ANEPPS, Di-8-ANEPPS und RH-237
(Fa. Molecular Probes) fiir die Darstellung des Membranpotentials verwendet. Zur
Visualisierung der Calcium-Dynamiken kamen Fluo-3/AM, Fluo-4FF/AM und Calcium
Green/AM (Fa. Invitrogen) zum Einsatz.

Die Fluoreszenztiarbung wurde mittels des folgenden Protokolls angefertigt:

e Farbstoff zu gewlinschter Endkonzentration mit Kulturmedium verdiinnen
e altes Kulturmedium abnehmen

e Farbstoff/Medium-Gemisch auf die Zellen geben

e Inkubation bei 37 °C, 5 % CO, fuir 25-30 min

e 1x Waschen der Zellen mit frischem Kulturmedium

e Ruhephase der Zellen bei 37 °C, 5 % CO; fiir 30 min

e Fluoreszenzmakro-/mikroskopie
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Fiir die Farbstoffe wurden untenstehende Endkonzentrationen verwendet:

e Di-4/8-Anepps 20 uM
e RH237 20 uM
e Fluo-3/AM 15 uM
e Fluo-4FF/AM 15 uM

Nach dem Experiment wurden die Objekttriager fixiert und fiir die Charakterisierung der

kiinstlichen Heterogenitdten vorbereitet.
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3.2.4.1. Optische Messaufbauten

Die Tatsache, dass die Cardiomyocyten in einer Monolayer-Kultur anndhernd durchsichtig fur
das menschliche Auge sind, macht die Aufgabe sie zu charakterisieren nicht gerade einfach.
Doch seit den 30er und 40er Jahren des vorigen Jahrhunderts, als Frits Zernicke seine
Entdeckung veroffentlichte, gibt es die Moglichkeit der Phasenkontrast-Mikroskopie [125].
Mit dieser Methode ist es moglich kontrastreiche Bilder von transparenten Proben, wie z. B.
Mikroorganismen oder Zellen, zu produzieren. Das Messprinzip beruht auf der Beobachtung,
dass Zellen einen anderen Brechungsindex als das umgebende Medium aufweisen. Fiir eine
Phasenkontrastinformation verschiebt man die Phase des Hintergrundlichtes mittels eines
optisch dichteren Elements (Phasenring), welches hinter der Brennebene des Objektivs liegt,
bis sich eine Interferenz zum Objektlicht einstellt. Dadurch wird das Objektlicht
abgeschwicht und die Objekte erscheinen dunkel auf einem hellen Hintergrund [77].

Dieses Verfahren ist im mikroskopischen Malistab bewihrt und besonders in der Biologie und
Medizin nicht mehr wegzudenken. Doch fiir makroskopische Untersuchungen, wobei das
Sichtfeld nicht nur einige hundert Mikrometer, sondern mehrere Zentimeter betrdgt, wird
Kontrastinformation hierbei immer geringer und schlechter. Hwang et al. [48, 50] haben sich
dafiir einer anderen Methode angenommen und sie als Propagation-induced Phase Contrast
bezeichnet. Sie bedienen sich hier an der interferometrischen Phasenkontrast-Optik, welche
auf einer Kohidrenzwellenldnge beruht. Dabei sind die Anforderungen an den optischen
Autbau gering, man benétigt nur eine partiell-kohédrente Lichtquelle und eine Lochblende zur
Reduzierung der numerischen Apertur. Mit Hilfe eines Linsensytems wird nun das Bildfeld
vergrofBert (siche Abb. 16, S.46). Da die Cardiomyocyten bei der Kontraktion ihre Linge
dndern, ist es moglich durch die Bildung von Differenzbildern auch ohne Farbstoffe die
Propagation von Errungswellen darzustellen.

Um die Daten auch aufzunehmen wurden Digitalkameras verwendet. Hier unterscheidet man
zwischen den CMOS- (Complementary Metal Oxide Semiconductor) und CCD- (Charged
Coupled Device) Kameras. Diese Kameras beruhen auf dem inneren fotoelektrischen Effekt.
Jede Fotodiode des Sensors ist zu einem Kondensator parallel geschaltet, der durch den
Fotostrom aufgeladen wird. Dabei ist die Spannung proportional zur Helligkeit. Die tiblichen
CMOS-Kameras zeigen hier allerdings eine geringere Lichtempfindlichkeit gegeniiber den
CCD-Kameras, weshalb diese bevorzugt in Experimenten mit wenig Emissionslicht

verwendet werden.
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Die in dieser Arbeit eingesetzten Kameras sind die CMOS-Kamera Phantom v7.1 (Fa. Vision
Research) mit einer maximalen Auflosung von 800 x 600 Pixeln und die CCD-Kameras Pike
F-032B (Fa. Allied Visiontechnologies) mit 640 x 480 Pixeln und die Cascade 128+ (Fa.
Photometrics) mit 128 x 128 Pixeln. Entscheidend ist neben den Auflosungen und
Lichtempfindlichkeiten auch die Aufnahmegeschwindigkeit der Kameras. Sie lag fir die
Kontraktionsaufnahmen bei 400 fps (Phantom v7.1) bzw. 378 fps (Pike F-032B). Fiir die
Fluoreszenzaufnahmen wurden Restlichtverstiarker bzw. Bildverstarker (C9016-21, Fa.
Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH) verwendet. Mit Thnen war es moglich, die
Lichtintensitdit der Fluoreszenzsignale um ein Vielfaches zu verstirken. Die
Aufnahmegeschwindigkeiten konnten dabei bei 378 fps (Bildausschnitt 320 x 240, Pike F-
032B) gehalten werden. Um die Lichtausbeute zu erhohen wurden die Aufnahmen auch
einem sogenannten Binning unterzogen. Daflir werden die Pixel der Bildsensoren in einem
vorgegebenen Verhéltnis zu einem einzelnen, groBen Pixel zusammengefasst.

Fiir die makroskopischen Aufnahmen wurden die Navitar-Objektive TV Zoom Lens 11-110

genutzt. Mit ihnen war es moglich, das Sichtfeld variabel darzustellen.

3.2.4.2. Feldstimulationen der Zellkulturen

Die Theorie des von Luther et al. [70] vorgeschlagenen AFP (Anti-Fibrillation Pacing) beruht
auf der Tatsache, dass sich in einem elektrischen Feld E Heterogenitdten zur
Wellenausbreitung anregen lassen. Um das Verhiltnis der Feldstidrke zum Durchmesser dieser
Inhomogenitidten quantitativ zu erfassen, wurden Feldstimulationen der Zellkulturen
durchgefiihrt. Das elektrische Feld wurde mittels Elektroden aus Feinplatinblech, mit einer
Liange von 30 mm, einer H6he von 10 mm und einer Breite von 0,5 mm, erzeugt. Hierfiir
wurden die Elektroden sich in einem Abstand von 4,1 cm (Makroskop) bzw. 3,2 cm
(Mikroskop) paralell gegeniibergestellt (siche Abb. 18 E). Fiir den makroskopischen Aufbau
standen vier Elektroden zur Verfligung, so dass zwei rechtwinklig zueinander stehende Felder
erzeugt werden konnten, was eine Induzierung von Spiraldynamiken ermdglichen sollte.
Dabei konnten die Elektrodenpaare alternierend durch eine Switchbox angesprochen werden.

Zur Erzeugung des Feldes wurden die Elektroden mit einem bipolaren Verstiarkers (BOP-
100M, 4 A, Fa. Kepco) verbunden. Mit Hilfe dieses Verstédrkers ist es moglich, Pulse mit
einer Spannung von bis zu 100 V zu erzeugen. Zur Generierung der Pulse wurde ein
Funktionsgenerator (20 MHz Funktions-/Arbitrarsignalgenerator, Fa. Agilent) verwendet. Um

die Feldstirken individuell einzustellen, wurde das Feld zwischen den Elektroden vermessen.
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Hierfiir wurden zwei Silberdrdhte mit einem Durchmesser von 0,3 mm in einem Abstand von
1 cm in das Feld gebracht. Die Spannung, welche zwischen den Driahten gemessen wurde, ist

auf Abb. 12 aufgezeigt.
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Abb. 12: Kalibrierungskurve des elektrischen Feldes innerhalb der makroskopischen Inkubatorkammer.
Dargestellt ist die gemessene Spannung der Referenzelektrode tiber die angelegte Spannung des elektrischen
Feldes. Zur Messung der Feldstirke E wurden zwei Silberdréhte (¢ = 0,3 mm) in einem Abstand von 1 cm

benutzt, daraus ergibt sich fiir E ein Wert in [V/cm)].

Bei den Feldexperimenten wurde die benétigte Pulsfrequenz aus der spontanen Aktivitit der
Zellen abgelesen. Dabei betrug die Frequenz der Pulse jeweils 10 % mehr als die der
Spontanaktivitédt. Die Pulsdauer lag jeweils bei 10 ms.

Die Daten wurden flir die Phasenkontrastaufnahmen mit einer Bildrate von 400 fps und einer
Belichtungszeit von 2,5 ms aufgenommen. Fiir die Fluoreszenzmessungen wurde eine

Bildrate von 378 fps und eine Belichtungszeit von 2,5 ms verwendet.
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3.2.4.4. Bildanalysemethoden

Die Kameras speicherten die Rohdaten als TIFF-Dateien mit 8-bit bzw. 16-bit Tiefe ab. Um
die Informationen sichtbar zu machen, wurden die Daten verschiedenen Analysemethoden
unterzogen. Zundchst wurden die Bilder gefiltert. Daflir wurde ein Kernel eingefiihrt. Dies ist
ein rdumlicher Filter, der je nach Wert und Orientierung aus den Daten eine Matrix ermittelt.
Mit Hilfe solcher Matrices wurde anschlieend ein kegelformiger Filter fiir jeden Bildpixel
berechnet. Dadurch wurde es moglich die zeitlichen und rdumlichen Koordinaten jedes
aktiven Pixels um den zentralen Bildpunkt zu berechnen.

Nach diesen Filterungen wurden Differenzbilder erzeugt. Dabei wurde tiber mehrere Bilder
gemittelt und die Mittelwerte zweier zeitlich getrennter Bildsequenzen von einander
subtrahiert. AnschlieBend wurde zu dem ein Niedrigfrequenzfilter (Low Pass Filter)
verwendet, wodurch alle Frequenzen liber einem festgelegten Wert aus dem Bild entfernt
werden. Hierdurch konnte das Hintergrundrauschen gemindert werden.

Fur die Aktivierungskarten wurden die Bildinformationen iiber eine grofere Anzahl an
Frames ausgewertet. Diese Plots zeigen den zeitlichen Verlauf der Aktivitédt auf, indem sie die
Intensitdtsdnderungen jedes Pixels nach ihrem zeitlichen Auftreten einordnen. Die Zeit wird
hier in Einheiten von Frames gemessen und farblich gekennzeichnet.

Das ebenfalls verwendete pseudo- EKG (pEKG) dient der graphischen Darstellung der
Aktivitdt. Hierflir wurde das Bild in horizontaler und vertikaler Richtung jeweils in zwei
Rechtecke aufgeteilt. Die Anderungen der Vierecke einer Richtung wurden dokumentiert und
gegen die Zeit aufgetragen.

Um das Aufbrechen der Wellen besser beschreiben und charakterisieren zu konnen, wurden
so genannte Phasen-Singularitdten (PS) gesucht. Zur Ermittlung dieser Singularitdten wurden
die Bilder einer Phasenmaske unterzogen, wobei jedem Pixel ein Wert zwischen - w und + &
zugeordnet wird (Hilbert-Transformation). Als PS werden nun die Orte bezeichnet, welche im
Vergleich zu den umliegenden Punkten eine nicht definierbare Phase aufweisen. Theoretisch
sollten diese Orte den Ausgangspunkt einer Wellenpropagation darstellen. In der Literatur
wird das gleichzeitige Auftreten von PS und Wellenaufbriichen genutzt um die Anderung der
Wellendynamik zu beschreiben [21, 68]. Um die PS statistisch besser beschreiben zu konnen,
wurden die durchschnittliche Lebenszeit und Geschwindigkeit berechnet. Dazu wurden in der
Nearest-Neighbour-Methode in einem Umfeld von 8 Pixeln um die Singularitdt nach
derselben PS gesucht. Dieses so genannte Tracking ermittelt also die Trajektorien der PS und

wurde flir jede Singularitdt und jeden Frame durchgefiihrt. Um ein Hintergrundrauschen

41



moglichst gering zu halten, wurden alle PS mit einer Lebenszeit von < 2 Frames aus der

Analyse ausgeschlossen.
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Abb. 13: Beispiel fiir die Darstellung von Phasen-Singularititen. Die Farbskala zeigt die Phase ¢. Rote und
griine Kreise markieren die Phasen-Singularititen und ihre Rotierrichtung im (rot) bzw. gegen (griin) den

Uhrzeigersinn.

Fir die Auswertung der Daten beziiglich der virtuellen Elektroden wurde das Verhéltnis der
aktivierten Fldche zur Gesamtfliche ermittelt. Hier liegt die bereits erwihnte
Aktivierungskarte zu Grunde. Ebenfalls aus der Aktivierungskarte ldsst sich die
Aktivierungskurve berechnen, welche die Dauer der kompletten Aktivierung darstellt. Thre
erste Ableitung ermoglicht einen direkten Vergleich des Einflusses der unterschiedlichen

Feldstirken auf die Zellaktivierung.
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4. Ergebnisse

4.1. Makroskopischer Versuchsaufbau

Um die Zellexperimente auch {iber lange Zeit mit stabilen Kulturbedingungen (37 °C,
5% CO,, gesittigte Atmosphire) durchfithren zu konnen, wurden Mini-Inkubatoren gebaut
[49]. Mit Thnen war es moglich die Umgebung eines groBen Inkubators, wie er in der
Zellkultur verwendet wird, in einem dem Experiment angepassten Mal3stab zu generieren. Fiir
die verschiedenen Experimentaufbauten wurden zwei unterschiedliche Mini-Inkubatoren
gebaut, welche an die jeweiligen Messmethoden angepasst wurden. In Abb. 14 A ist die
Inkubatorkammer fiir makroskopische Aufnahmen dargestellt. Sie verfligt tiber eine
Doppelverglasung am Probenboden, einer Temperaturregelung (Abb. 14 E) und einer
beheizbaren Deckelscheibe aus mit Indiumzinnoxid (ITO) beschichtetem Borosilikatglas, um
Kondensation tiber der Probe zu verhindern. Wahrend der gesamten Experimentldnge konnte
eine Temperaturkonstanz von = 0,2 °C erreicht werden. Durch das Wasserreservoir im
Heizbereich wird eine gesittigte Atmosphére gewihrleistet. Uber externe Anschliisse erfolgte
die Versorgung der Zellen mit einem Gasgemisch aus 5 % CO; und 95 % Sauerstoff
(Carbogen-Gas). Mit Hilfe von weiteren Kaniilen ist auch eine Perfusion der Proben in der
geschlossenen Kammer moglich, womit eine Kultur von Zellen tiber mehrere Tage
ermoglicht wird. Abb. 14 B zeigt die Kammer flir die mikroskopischen Untersuchungen. Sie
verfligt ebenfalls tiber dieselben Anschliisse fiir Gas und Perfusion, sowie iiber eine
Temperaturregelung und Deckelheizung. Im Gegensatz zur Makroskop-Kammer wurde sie
aber fiir die Fixierung auf einem Mikroskoptisch eines inversen Mikroskops, die
Phasenkontrastmikroskopie und den geringen Arbeitsabstand der einzelnen Objektive
angepasst. Durch die kompakte und niedrige Bauweise der Kammern sind sie einfach und

schnell einsetzbar.
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Wasserreservoir Heizbereich

Probenraum

(mit Heizspirale)

Gasanschluss Temperaturfiihler

Anschluss Deckelheizung

Abb. 14: Die Inkubatorkammern fiir den
mikroskopischen und makroskopischen Aufbau.
A) Schematische Darstellung der Makroskop-
Kammer; B) CAD-Zeichnung der Mikroskop-
Kammer; C-D) Aufnahmen der fertigen Mini-
Inkubatoren  auf dem  jeweiligen  Setup;

E) Temperaturregler.
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Abb. 15: Blockdiagramme der optischen Messaufbauten. A) makroskopischer und B) mikroskopischer Aufbau.
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und Restlichtverstarkern
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dichroiden Spiegeln und einem
Oberflachenspiegel

Abb. 16: Uberblick iiber die Komponenten des makroskopischen Aufbaus. Dargestellt sind alle optischen

Komponenten zur simultanen Messung von Membranspannung, Calcium und Kontraktion.

Fir den eigentlichen Messaufbau wurden die Methoden der bewegunginduzierten
Phasenkontrasts und der Fluoreszenzmakroskopie kombiniert. Abb. 16 =zeigt einen
schematischen Uberblick iiber die verwendeten optischen Komponenten.

In dieser Arbeit wurden Zellkulturexperimente sowohl auf einem Fluoreszenzmikroskop (IX
71 und MVX 10, Fa. Olympus), als auch auf einem selbstentwickelten makroskopischen
Autbau gemacht. In Abb. 18 A ist der mikroskopische Experimentaufbau gezeigt und in B
das makroskopische Setup. Zur Anregung der Fluoreszenz wurde beim Mikroskop mit einer
herkommlichen Beleuchtung, der X-Cite (Fa. EXFO) gearbeitet. Fiir das Makroskop standen
fiir einzelne Wellenldngen jeweils 10 LED mit 3 W zur Verfiigung. Als Leuchtmittel fiir den
Phasenkontrast wurde eine 5 W LED weill verwendet. Au3erdem wurde eine Lochblende mit
einem Durchmesser von 0,3 mm eingebaut.

Durch die Abstimmung von Emissionsfiltern und Anregungslicht wurde es moglich, die
Fluoreszenzsignale fiir Membranspannung und Calcium, sowie die Phasenkontrastsignale der
Kontraktion simultan zu messen. Damit konnte die zeitliche Reihenfolge dieser Signale in
Ubereinstimmung mit der nach der Erregungs-Kontraktionskopplung erwarteten Abfolge

visualisiert werden (siche Abb. 17).
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Abb. 17: Zeitreihenbeispiele fiir eine dreifache Messung. Zu sehen sind jeweils die Zeitreihen tiber einen Pixel
von drei simultanen Messungen. Schwarz beschreibt die Aktivitit der Membranpotentialmessung, blau steht fiir
die Calciummessung und rot fiir die Kontraktion. Beim Vergleich der Verldufe aller drei Zeitreihen ist zu
erkennen, dass die Maxima (d.h. Aufireten der Welle) zeitlich zueinander verschoben sind. Als erstes tritt das

Signal des Membranpotentials auf, gefolgt von Calcium und abschlieBend die Kontraktion.
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Lichtquelle (LED)
Lochblende

Linsensystem

Inkubatorkammer

Umlenkspiegel

CCD-Kamera (Pike F-032B)

Elektrode aus
Feinplatinblech

Anschluss Deckelheizung

Abb. 18: Aufbauten fur die optischen Experimente; A) Sonderbau mit der Kombination von Mikro- und
Makroskop (Fa. Olympus); B) Phasenkontrastaufbau (modifiziert nach Hwang et al.) in Kombination mit
Fluoreszenzaufbau, C) Phasenkontrastaufbau fiir Langzeitmessung der Temperatur- und Ischdmie-
Einwirkungen; D) Abdeckung der Makroskop-Inkubatorkammer. Im Bild zu sehen sind 4 Elektroden aus

Feinplatinblech (0,5 x 10 x 30 mm) fiir die Stimulationsversuche an Heterogenititen.

49



4.2. Granulare Strukturen innerhalb der Zellkultur und ihre Effekte auf die Bildanalyse

Die fur diese Arbeit préparierten Zellkulturen unterschieden sich stark von der
Gewebestruktur, wie man sie im Gesamtherz findet. Allgemein sind die Zellen ubiquitdr
vernetzt und ihre Ausrichtung differiert von Punkt zu Punkt. Besonders auffillig war die
Bildung von sternformigen Clustern, an denen mehrere Zellen zu einem Zellhaufen
aggregierten. Von diesen Clustern ausgehend konnte eine Weiterleitung der Aktivitdt entlang
von ldnglichen Zellstrukturen zu den ndchstgelegenen Clustern beobachtet werden. In den
Zwischenrdumen befanden sich zum grof3ten Teil inaktive Myocyten und Myofibroblasten,
sowie einige wenige ausdifferenzierende Cardiomyocyten und Fibroblasten. In Abb. 19 ist
eine mikroskopische Aufnahme eines verwendeten Objekttrigers (OT), sowie Detailansichten
von diesem OT gezeigt. Hier sind deutlich die Clusterformationen zu erkennen.

Diese Ausbildung von Zellanhdufungen hat einen direkten Einfluss auf die Bildanalyse. So
zeigt sich bei Aktivierungszeitanalysen, wie sie z. B. fur die Aktivierungskarten gebraucht
werden, der zeitliche Verlauf eher granular als ebenméafig.

Zudem stellen solche Zellcluster natiirliche Heterogenitidten mit bestimmten Durchmessern
dar (siche Abb. 20). Dies erkldrt auch, warum ab einer spezifischen Feldstirke E in den
Messreihen scheinbar der gesamte Zellrasen aktiviert wurde. Auf dem makroskopischen
Malstab, wie er hier verwendet wurde, lie sich die Vielzahl an rekrutierten natiirlichen
Heterogenitdten nicht mehr auflosen und der Eindruck der Aktivierung des gesamten
Zellrasens entstand.

Anhand solcher natiirlich gebildeter Heterogenititen lieBen sich ebenfalls Analysen
durchfiihren. Dafiir wurden die Aktivierungskarten herangezogen und die Zeit zur
vollstindigen Aktivierung einer Fldche ermittelt. Analysen hinsichtlich der zugrunde
liegenden Anzahl an angesprochenen Zellaggregaten und deren Durchmesser zeigten, dass
mit steigender Feldstdarke E auch die aktivierte Heterogenitidtenzahl ansteigt. Zudem werden
bei hoheren E zunehmend Heterogenitdten mit geringeren Radien angesprochen. Der
Vergleich der Aktivierungszeiten (siche Abb. 21) zeigt auBerdem eine Anderung im Anstieg
der Aktivierungszeiten mit groferen Feldstirken. Dies ldsst sich auf die Ansprechung einer
steigenden Zahl von Heterogenitdten zuriickfithren. Damit wére die Moglichkeit einer

Kontrolle der Anzahl von virtuellen Elektroden durch die Feldstérke gegeben.
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Abb. 19: Mikroskopische Aufnahme eines Objekttrigers und Detailausschnitt. In A ist eine

Ubersichtsaufnahme eines fiir die Messreihen verwendeten Objekttriigers. Zu sehen sind deutlich die kiinstlichen
Heterogenititen (weile Pfeile) mit einer Kantenldnge von 1,2 mm bzw. 0,4 mm. B) zeigt eine Detailaufnahme
aus A (siehe gelbes Quadrat) mit einer 0,4 mm Heterogenitit und den umliegenden Zellen. Die Unebenheiten
innerhalb der Heterogenitit resultieren aus Luftblasen im Polymer. C) ist wiederum eine Detailaufnahme aus A
und zeigt die Bildung clusterférmiger Zellanhdufungen (siehe rote Pfeile). D) zeigt eine 20x VergroBlerung einer
Zellkultur, wo die Clusterbildung am deutlichsten zu beobachten ist. Der Skalierungsbalken in B) und C) betrégt
400 pm, in D) 200 pm.
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Abb.  20: Uberlagerung einer mikroskopischen Detailaufnahme der Zellkultur im Phasenkontrast mit
Aktivierungskarte. Dargestellt ist eine Uberlagerung einer Zellkulturaufnahme mit der dazugehorigen
Aktivierungskarte bei einer Stimulation von E =2,8 V/ecm. Man erkennt, wie zunichst einzelne Gebiete (mit
Stern gekennzeichnet) aktiviert werden und sich die Erregung von dort ausbreitet. Ursache hiefiir sind natiirliche

Heterogenititen (durchschnittlicher Durchmesser 304 um).
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Abb. 21: Graphisches Beispiel der Aktivierungszeiten. Die Graphik zeigt die integrierte zeitliche Aktivierung
einer Fldache. Es handelt sich dabei um eine Zellprdparation, die verschiedenen Feldstdrken ausgesetzt wurde
(siche Legende). Man erkennt, dass mit zunehmender Feldstirke E sich der Anstieg der zur Aktivierung
bendétigten Zeit ebenfalls ansteigt. Die Angabe der Fldche ist in normalisierten Einheiten, wobei 1 einer Fldche

von 100 % der Gesamtfldche entspricht.
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4.3. Anderung der Wellendynamik durch Verwendung von Feldstimulation

Fir die Darstellung inwieweit die spontane Wellendynamik durch die Verwendung von
Feldstimulation beeinflusst wird, wurden Fluoreszenzaufnahmen mit Calcium sensitivem
Farbstoff durchgefiithrt. Die Zellkulturen befanden sich hierfir auf mit Fibronektin
beschichteten und fiir die Stimulation zugeschnittenen Objekttrigern. Wahrend der
Messungen wurden die Kulturbedingungen aufrechterhalten (37 °C, 5 % CO, und gesittigte
Atmosphdre).

Mit Hilfe der Plattenelektroden (siche Abb. 18 D) konnten elektrische Felder mit Feldstiarken
von 1 V/em bis 3,6 V/cm angelegt werden. Die Pulsdauer betrug 10 ms und es wurden 12
Pulse hintereinander gegeben. Die Pulsfrequenz lag dabei 10 % hoher als die spontane
Frequenz der Zellkultur.

In den Experimenten konnte eine deutliche Beeinflussung der Wellendynamik durch die
Abgabe von elektrischen Pulsen beobachtet werden. Wie in Abb. 22 zu sehen, konnte eine
spontane ebene Welle durch das Anlegen eines elektrischen Feldes verdrangt werden und eine
Spirale induziert werden, welche lokal fix war. Diese Dynamik konnte durch die Gabe
weiterer Pulse zusétzlich verdndert werden. So konnten die vom Spiralkern entfernten
Wellenstrukturen zum Aufbrechen stimuliert werden. In dem in Abb. 22 aufgezeigten
Experiment hielt diese Dynamik auch nach den Pulszyklen als spontane Aktivitét an.
Ahnliche Auswirkungen konnten auch in weiteren Experimenten gezeigt werden, wobei der
Ubergang von ebener Wellenfront hin zu Spiralen am héufigsten zu sehen war.

Die Filmdatei zu den in gezeigten Versuch befindet sich auf der beiliegenden CD.
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Abb. 22: Beeinflussung der spontanen Wellendynamik durch Feldstimulation. Dargestellt ist die Anderung der
spontanen Aktivitdt durch das Anlegen eines elektrischen Feldes. Die Feldstirke betrug 2,9 V/cm und es wurde
ein Zyklus von 12 Pulsen appliziert. In A ist die Spontanaktivitit in Form einer ebenen Welle zu sehen. B zeigt
die Applikation eines Pulses. In C und D ist die Spiraldynamik zu erkennen. E und F zeigen die
Wellenstrukturen nach dem Pulsen. Die Ausschnitte zeigen jeweils den kompletten Objekttrager, wobei die
Achsen in Pixeln angegeben sind (1 px = 0,013 c¢cm). Die zeitliche Einteilung ist in den Bildern ersichtlich
(Angabe in s). Die Grauwerte sind im Farbbalken codiert, dabei entspricht Weil3 einer Calciumausschiittung und

Schwarz dem Ruhezustand.
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4.4. Rekrutierung virtueller Elektroden an kiinstlichen Heterogenitéiten

4.4.1. Abhiingigkeit der Feldstirke E vom Radius R der Heterogenitéiten

Fir Aufnahme der Abhingigkeit der Feldstitke E vom Radius R wurden zum einen
Kontraktionsmessung, und zum anderen Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt. Beide
Messungen konnten an dem beschriebenen makroskopischen Aufbau (siehe Abschnitt 4.1.,
Abb. 18) durchgefiihrt werden. Die Zellen wurden auf zugeschnittenen und mit kiinstlichen
Heterogenitédten vorbereiteten Objekttragern kultiviert. Durch die erhohte Lage der Zellen auf
dem Objekttrager konnte sichergestellt werden, dass die Zellschicht sich innerhalb des
elektrischen Feldes befindet. Bei Zellkulturen auf dem Petrischalenboden wiirden die
Feldelektroden in die Schicht nur hineingedriickt werden und man konnte Randeffekte des
erzeugten Feldes nicht ausschlieBen.

Bei den Versuchen wurden elektrische Felder mit Feldstirken von 1 V/em bis 5 V/em
erzeugt. Die Pulsdauer betrug jeweils 10 ms.

Jeder Heterogenitédtenradius wurde mindestens in drei verschiedenen Priaparationen gemessen.
Die Versuche zeigten eine Abhéngigkeit der fiir die Emission einer Erregungswelle
notwendigen Feldstdrke E vom Radius R einer Heterogenitit, d. h. je kleiner eine
Inhomogenitét ist, umso groBer ist die benotigte Feldstirke um dort eine Aktivitdt zu
induzieren. Fiir Feldstirken tiber 4,3 V/cm konnte im Experiment mit kiinstlichen
Heterogenitéten keine lokale Depolarisation an einzelnen Inhomogenitdten gemessen werden,
da im Rahmen der experimentellen Auflosung nur eine simultane Depolarisation des
gesamten Zellrasens beobachtet werden konnte. Beim Vergleich zeigten die Messdaten vor
dem Hintergrund der Messgenauigkeit eine gute Ubereinstimmung mit der theoretischen
Abhdngigkeit der elektrischen Feldstitke vom Radius in zwei Dimensionen (siche
Gleichungen G2 und G3) (Abb. 26, Abb. 27). Ebenfalls war es moglich mit Literaturwerten
von Fast et al. [34] eine gute qualitative Ubereinstimmung aufzuzeigen (siche Abb. 27 ).
Auftillig bei der Aufnahme der Kontraktionsdaten war, dass bei einer Feldstdrke von iiber
4,3 V/cm der gesamte Zellrasen antwortete. Dann war es in den makroskopischen Aufnahmen
nicht mehr méglich einzelne Heterogenititen als Ursprung von Aktivitdt auszumachen.

Abb. 23 zeigt die Datenpunkte fir die Kontraktionsmessungen, sowie der
Fluoreszenzaufnahmen und ihre Lage beziiglich der theoretisch erwarteten Feldstiarken. Fiir
die Berechnung der Theoriewerte wurde eine Raumkonstante von A =0,035 cm und ein

Aktivierungsschwellenwert von 64 mV zu Grunde gelegt [34].

56



] T

— & -Calciumdaten
Kontraktionsdaten
Eewartel(zn)
Eerwartet(sD)
5 (— -
4 [ —
3
= 3 |
&
w
2 — —
1 (— -
0 | | | | | |
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16

R [em]

A =10.035 cm Threshold = 0.064 ¥

Abb. 23: Vergleich der experimentellen Daten mit Erwartungswerten. Dargestellt ist die Abhingigkeit der fiir
die Emission einer Erregungswelle von einer Heterogenitéit mit Radius R notwendigen Feldstérke E. In blau sind
die Messwerte fiir die Fluoreszenzaufnahmen mit dem Calcium sensitiven Farbstoff. Griin zeigt die gemessenen
Daten fiir die Kontraktionsaufnahmen. Den theoretischen Datenpunkten wurden die Gleichungen G2 und G3
zugrunde gelegt. Da fur jeden Heterogenitdtenradius 3-4 Messungen mit unterschiedlichen Zellpraparationen
durchgefiihrt wurden, beschreiben die Fehlerbalken jeweils die Standardabweichung iiber alle Messwerte an

diesem Punkt.
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Plattenelektroden

Abb. 24: Emission einer Erregungswelle an einer Heterogenitit. Dargestellt ist hier die Kontraktion, welche
durch Differenzbilderzeugung visualisiert wurde. A) Phasenkontrastaufnahme einer Zellkultur mit
unterschiedlichen kiinstlichen Heterogenitidten. Der Pfeil markiert die in C rekrutierte Heterogenitit. B)
Spontanaktivitit in der Kultur vor der Feldstimulation. C) Durch die Feldstimulation mit E = 2,8 V/cm kommt es
zur Emission einer Erregungswelle an der markierten Heterogenitit (roter Stern). Bei D handelt es sich um die
spontane Aktivitdt nach der Stimulation. Die grine Umrandung spiegelt jeweils die Lage des Objekttriagers
wieder. Der Pfeil und der Stern markieren die rekrutierte Heterogenitit. Der Skalierungsbalken betrdgt 1,5 cm.
Zur  Veranschaulichung der Wellenfronten wurden deren Konturen farblich nachgezeichnet

(rot = Spontanaktivitit, blau = gepulste Erregungswelle).
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Eine statistische Datenanalyse ist im Anhang zu sehen, welche die zur Berechnung der
Theoriekurve an die gefundenen Messwerte benotigten Parameter beschreibt. Demnach lisst sich
durch Anpassung der Raumkonstante A und des Aktivierungsschwellwertes eine theoretische
Datenkurve mit dem bestmoglichen Fit berechnen (siche Abb. 41). Fur die
Fluoreszenzaufnahmen wurde der Farbstoff Fluo 3/AM verwendet, welcher die Calciumdynamik
anzeigt. Verglichen mit der theoretisch berechneten Kurve, lassen sich Messpunkte eher der fiir
2D-Gewebe erwarteten Kurve anpassen (siche Abb. 23). Allgemein konnte eine gute
Ubereinstimmung ~ der ~ Messwerte  der  Calciumexperimente ~ mit  denen  der
Kontraktionsmessungen gefunden werden.

Doch mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes lieBen sich die kleineren Heterogenititen, mit einem
Radius von 0,2 — 0,375 mm, besser darstellen als mit den Kontraktionsdaten. In Abb. 25 ist ein

solches Signal als Funktion der Zeit t zu sehen.

|
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Abb. 25: Zeitlicher Verlauf einer induzierten Erregungswelle. Zu sehen ist eine induzierte Welle, ausgehend
von einer Heterogenitit (roter Stern). Der Durchmesser betrug 1,0 mm und die Feldstéirke lag bei E = 2,8 V/cm.
Die Aufnahmen wurden mittels Calcium sensitiven Fluoreszenzfarbstoffs gewonnen. Die Bilder sind zeitlich mit
einem zeitlichen Unterschied von 30 ms aufgenommen worden. Die Grauwerte geben den Zeitpunkt der
Aktivierung wieder, wobei hell (bis hin zu weil3) aktiviert bedeutet. Der Farbbalken reprisentiert die Intensitét

des Signals. Die Achsenbeschriftung ist jeweils in Pixel angegeben ([1 px = 250 pm]).

Fir den Vergleich der experimentellen Werte mit der Literatur, wurden sowohl die
Kontraktions-, als auch die Fluoreszenzergebnisse zusammengefasst und ausgewertet. Fiir
Literaturbeispiele wurden die Experimente von Fast et al. verwendet [34]. Dabei lieBen sich
die Daten sehr gut zu einer Kurve vereinbaren. Es konnte gezeigt werden, dass die so
gewonnene Reihe sehr gut an die theoretischen Werte nach Gleichung G2 gefittet werden
kann (siche Abb. 27). In Abb. 26 sind die zusammengefassten eigenen Ergebnisse im

Vergleich zu den Theoriewerten aufgezeigt.
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Abb. 26: Veranschaulichung der Datenwerte aller gemessenen Zellkulturen. Gemeinsame Graphik der
Theoriekurven und der Versuchswerte. Bei den Versuchswerten handelt es sich um die Zusammenfassung aller
Daten aus beiden Versuchsteilen (Fluoreszenz und Kontraktion). Die Fehlerbalken beschreiben hier die

Standardabweichung iiber alle Messdaten an diesem Punkt.
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Abb. 27: Graphische Darstellung der experimentellen Datenpunkte zusammen mit Literaturwerten [34], im
Vergleich zu den theoretisch erwarteten Werten nach den Gleichungen G2 und G3. Zur Berechnung der
theoretischen Kurven wurde eine Raumkonstante A mit 0,035 cm und ein Schwellwert mit 64 mV angenommen.

Die Fehlerbalken bezeichnen hier die Standardabweichung aller Messwerte an diesem Punkt.
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Um die Abhédngigkeit der Feldstdrke vom Radius noch besser darzustellen, wurden ebenfalls
Kulturen mit kiinstlichen Heterogenitdten unterschiedlicher Gréfe stimuliert. Hierfiir wurden
die Kontraktion und die Fluoreszenz gleichzeitig aufgenommen und ausgewertet. Es zeigte
sich, dass bei geringerer Feldstirke nur die gréoeren Inhomogenitéten angesprochen wurden.
Eine gleichzeitige Rekrutierung von grofen und kleinen Heterogenitéten wurde erst bei einer
hoheren Feldstirke beobachtet. Dies bestétigt die FErgebnisse der vorangegangenen
Messungen. In Abb. 28 ist eine Aktivierungskarte einer Messreihe zu sehen. Abb. 28 A zeigt

die Stimulation mit einer niedrigeren Feldstirke als Abb. 28 B.

Abb. 28: Beispiele fiir Stimulationen mit unterschiedlichen Feldstirken. Dargestellt sind Aktivierungskarten
von einer niedrigen (A) und einer hoheren Feldstirke (B). In A ist deutlich die Emission einer Erregungswelle an
einer Heterogenitdt (Durchmesser d = 1,0 mm) zu sehen. Bei der hoheren Feldstirke erkennt man, dass zwei
Heterogenititen (mit den Durchmessern d1 = 1,2 mm (weiler Stern) und d2 = 0,8 mm (weiler Quader)) zur
Emission einer Erregungswelle angeregt werden. Die Farbcodierung entspricht dem zeitlichen Verlauf der
Aktivierung und orientiert sich an den nebenstehenden Farbbalken, welche in frames angegeben sind
(1 fr. = 0,0025 s).
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4.4.2. Einsatz von Feldstimulation und virtueller Elektroden bei Spiralwellen

Neben der Ermittlung des Verhidltnisses zwischen Radius der Heterogenitdt und der
Feldstidrke wurden auch Experimente zur Wirksamkeit induzierter Wellen auf Spiralwellen
durchgefiihrt. Hierfir wurden Zellkulturen auf Objekttrdgern mit und ohne kiinstlichen
Inhomogenititen verwendet. Die tachykarde Arrhythmie, welche einer Spiralwelle entspricht,
trat entweder spontan auf oder wurde mittels vertikal zueinander verlaufenden Wellen
induziert. Die Pulsdauer betrug jeweils 10 ms. Die Anfangspulsfrequenz wurde 10 % hoher
als die Spiralfrequenz gewéhlt. Die Einstellung der Feldstarke erfolgte auf der Grundlage der
in Abschnitt 4.1.1 dargestellten Messungen.

Wihrend der Untersuchungen waren die Mini-Inkubatoren (sieche Abschnitt 4.1., Abb. 14)
auf 37 °C eingestellt und es erfolgte eine standige Carbogenzufuhr.

Spiralwellen traten bei den Zellkulturen mit einem Kulturalter von 6 bis 7 d oftmals als
Spontanaktivitdt auf. Langzeitexperimente mit Kulturen im Alter von 14 d zeigten allerdings,
dass sich die Spontanaktivitdt mit zunehmender Kulturdauer zu regelméfiger periodischer
Aktivitdt, in Form von ebenen Wellen, verschiebt.

Im Nachfolgenden sind exemplarisch die Aktivierungskarten und Differenzbilder von
einzelnen Versuchen aufgezeigt, wobei es sich um Kontraktionsaufnahmen handelt. Dies
bedeutet, dass dunkle (bis schwarze) Gebiete die Wellenfront aufzeigen und die hellen (bis
weile) Gebiete den Wellenriicken angeben. Abb. 29 zeigt die Aktivierungskarten einer
Spiralwelle (f = 1,2 Hz), welche mittels der Folge periodischer Pulse terminiert wurde. Durch
anfingliche Stimulation bei einer Feldstdrke von E = 3 V/cm und einer Pulsfrequenz von
fp=1,3 Hz konnte die spontane Spiralaktivitdt nicht beeinflusst werden. Die Pulswellen
inhibierten zwar die Ausbreitung der Aktivitit in eine Richtung, konnten aber nicht die
Kontrolle iibernehmen. Bei einer erhohten Pulsfrequenz (fp = 2 Hz) gelang es den Spiralkern
an den Rand des Objekttragers (OT) zu drangen und damit aus der Kultur zu verdriangen
(Abb. 30). Als spontane Aktivierung nach dem Puls konnten nahezu ebene Wellen von Rand
des OT beobachtet werden, welche eine Frequenz von 2 Hz aufwiesen. Fiir diesen Versuch
wurden keine kiinstlichen Heterogenitdten verwendet.

Damit liel sich zeigen, dass es moglich ist Tachykardie typische Spiralwellen mittels

Feldstimulation zu beeinflussen.
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Abb.  29: Aktivierungskarten und dazugehorigen Phasenkontrastaufnahmen von A) einer Spirale mit
fspiraie = 1,2 Hz; B) der gleichen Spirale und einem Puls bei fp,s = 2 Hz; C) Spontanaktivitit nach der Pulsfolge
bei fontan = 2 Hz. Die Farbaufteilung der Aktivierungskarten gliedert sich von blau fiir die frithe Aktivitdt tiber
grin zu rot fur die spite Aktivierung. Als Codierung wurde der Farbbalken angegeben in Frames
(1 fr.=0,008 s). Die Lage des Objekttrigers im Feld wird durch das grine Rechteck dargestellt. Der
Skalierungsbalken der Phasenaufnahme betrdgt jeweils 1,5 cm. Die Achsen der Aktivierungskarten geben

jeweils die GroBe des Bildes in Pixeln wider.
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Abb. 30: Differenzbilder zu Pulsexperimenten. Dargestellt sind die Differenzbilder zu den Aktivierungskarten
in Abb. 29. A) Spontanaktivitdt; B) bei Feldstdrke von 3 V/em und einer Pulsfrequenz von 1,3 Hz; C) bei einer
Pulsfrequenz von 2 Hz; D) Spontanaktivitit nach der Pulsfolge. Der Skalierungsbalken betrdgt jeweils 1,5 cm.
Das griine Rechteck bezeichnet jeweils die Lage des Objekttragers im Feld; der Skalierungsbalken stellt jeweils
1,5 cm dar. Die Bilder wurden mit einem zeitlichen Intervall von 0,20 s aufgenommen. Zur Veranschaulichung

wurden die Fronten in die ersten Aufnahmen der Zeitreihen eingezeichnet (spontan = rot, Puls = blau).
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Bei den Heterogenitidten-Versuchen wurde die Spirale mittels Aktivierungswellen ausgehend
von Inhomogenitidten verdringt. Dabei breiteten sich die induzierten Wellen kreisformig von
den rekrutierten virtuellen Elektroden aus und konnten so die Spirale in der Kultur
eliminieren.

Abb. 31 zeigt die Differenzbilder und die Aktivierungskarten der Spontanaktivitéit (A), der
Pulsfolge und der Spontanaktivitit nach der Pulsfolge (B-C). Die dazugehorigen Filmdateien
befinden sich auf der beiliegenden CD.
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Abb. 31: Differenzbilder eines Pulsversuches. Dargestellt sind die Spontanaktivitit (A), die Rekrutierung einer
natiirlichen Inhomogenitit bei einer Feldstirke von 5 V/em und einer Pulsfrequenz von 2 Hz (B), sowie die
Spontanaktivitit nach dem Puls (C). Der Skalierungsbalken der Differenzbilder betrigt jeweils 1,5 cm. Die Lage
des Objekttrigers zum angelegten Feld wird jeweils durch das griine Rechteck aufgezeigt. Die zeitlichen

Aufnahmeintervalle betragen 0,20 s.
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4.5. Vergleich der Gap Junction-Expression in Zellkultur und Gesamtherz

Die fuir die Wellenaufnahmen verwendeten Objekttrager wurden laut dem
Immunfluoreszenzprotokoll konserviert und angefirbt. Hierfiir standen Antikorper (AK) fiir
das Gap Junction-Protein Connexin 43, das Myocyten spezifische sarkomerische a-Aktinin
und den Fibroblasten-Marker DDR2 zur Verfiigung. Als Konjugate wurden die DyLight-
Farbstoffe 488, 549 und 649, sowie Cy3 und FITC benutzt.

Die Zellkulturproben wurden positiv auf o-Aktinin und Connexin 43 (Cx 43) gestestet.
Dagegen war DDR2 in den Kulturschnitten bei jeder Messung negativ.

Es zeigte sich, dass die Cx 43-Proteine in der Zellkultur anders verteilt sind, als im adulten
Herzen. Beim erwachsenen Herzen sind die Connexine vorwiegend in der Léngsrichtung
zwischen den einzelnen Myocyten zu finden. Dahingegen ist die Verteilung der Gap Junction-
Proteine in der Zellkultur und im neonatalen Herzen eher ubiquitdr zu sehen. Auch die
Myocyten selbst sind unter Kulturbedingungen zwar ebenfalls in linglichen Bahnen, aber
auch in nestdhnlichen Clusterstrukturen angeordnet.

DDR2 positive Zellen wurden nur beim Ganzherz gefunden und auch dort waren die Gebiete
nur vereinzelt.

In Abb. 32 sind die Fluoreszenzbilder aus der Zellkultur dargestellt. Dem gegeniiber stellt
Abb. 33 die Mikroskopiebilder fiir die Ganzherzschnitte dar.
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Abb. 32: Immunfluoreszenzbilder von Rattenherz-
zellkulturen (7-8 d). A +B) a-Aktinin (rot) positiv;
B) Detailaufnahme (zweifach optischer Zoom);
C) Cx 43 (griin) positive Zellen; D + E) a-Aktinin
(rot) und Cx 43 (griin) positive Cardiomyocyten.
Durch die Farbiiberlagerung erscheinen die doppelt

positiven Gebiete gelb-orange.
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Abb. 33: Immunfluoreszenzbilder von neonatalen
Rattenherzen (Tag 1). A +B) a-Aktinin (rot) und
Cx 43 (griin) positiv; C) Cx 43 (griin) positive Zellen;
D) o-Aktinin (rot) positive Cardiomyocyten.
E) Doppelimmunfluoreszenz zu Cx 43 (rot) und
DDR2 (blau) positiven Zellen. Durch die
Farbiiberlagerung erscheinen die doppelt positiven

Gebiete gelb-orange bzw. violett.
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4.6. Auswirkungen von Parameterinderungen auf die Wellendynamik

4.6.1. Temperaturiinderungen

Fir die Experimente zur Untersuchung des Temperatureinflusses auf die Wellendynamiken
wurde die makroskopische Phasenkontrast-Methode verwendet. Es standen fiinf 5 cm-
Petrischalen von unterschiedlichen Préiparationen zur Verfligung.

Die gemessenen Temperaturstufen wurden bei 27 °C, 30 °C, 32,5 °C, 35 °C und 37 °C
festgesetzt. Nach erreichen der jeweiligen Temperaturstufe wurden die Kulturen fiir 20 min
auf dieser Stufe gehalten, damit eine Akklimatisierung der Zellen gewahrleistet wird.

Zur Charakterisierung des Temperatureinflusses wurden die Phasen-Singularitdten (PS), die
Frequenz und die Aktivierungskarten ermittelt. Fiir die statistische Auswertung der Phasen-
Singularitdten wurden deren Anzahl, durchschnittliche Lebenszeit und Geschwindigkeit
berechnet.

In Abb. 34 sind die Mittelwerte fiir dominante Frequenz, Anzahl, Lebenszeit und
Geschwindigkeit der PS fuir alle Experimente dargestellt. Es zeigt sich, dass die Anzahl der
Phasen-Singularititen leicht ansteigt mit zunehmender Temperatur. Ebenso erhoht sich die
Frequenz der Kontraktionswellen mit steigender Temperatur, was sich auch sehr gut anhand
der Aktivierungskarten und Zeitreihen feststellen ldsst (Abb. 35, Abb. 36). Die Lebenszeit
und Geschwindigkeit der Singularititen &dndern sich hingegen nicht signifikant. Die
Geschwindigkeit betrdgt 3,7-5,6 cm/s. Anhand der Filmdateien war zu erkennen, dass sich die
PS nur in einem kleinen Gebiet von wenigen Millimetern bewegten, d. h. die Singularititen
sind sehr stationdr und &ndern ihre Lage kaum verglichen zum Ausgangspunkt. Die
Lebenszeit der PS lag im Durchschnitt bei 83 ms, was fiir echte Wellenaufbriiche spricht und

nicht flir durch Rauschen verursachte Singularitéten.
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Abb. 34: Graphische Darstellung der Durchschnittswerte aller ermittelter Parameter; A) Anzahl der Phasen-
Singularititen, aufgeteilt in Gesamtzahl (blau), entgegen (rot) und im Uhrzeigersinn (griin); B) Lebenszeit

der PS; C) Geschwindigkeit der PS; D) dominante Frequenz.
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Abb.  35: Beispiele fiir Aktivierungskarten, Die
Farbcodierung richtet sich jeweils nach den am unteren
Bildrand stehenden Farbskalen ([frames, 1 fr. = 8,3
ms]); An schwarz markierten Regionen ist keine
Aktivierung gemessen worden. A) bei 27,0 °C, B) bei
30,0 °C, C) bei 32,5°C, D) bei 35,0 °C und E) bei
37,0 °C. Zu sehen ist jeweils eine komplette o 5 cm-

Petrischale (horizontal).
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Abb. 36: Beispiele fiir Zeitreihen. Alle Zeitreihen
wurden am gleichen Pixel berechnet (80, 50). A) bei
27,0 °C, B) bei 30,0 °C, C) bei 32,5 °C, D) bei 35,0 °C
und E) bei 37,0 °C. Auf der x-Achse ist die Zeit
dargestellt.
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In Abb. 37 sind die gleichen Parameter einzeln fiir die jeweiligen Experimente aufgetragen.
Auffillig sind dabei die Ergebnisse fir den Versuch 1. Wihrend sie bei Frequenz, PS-Anzahl
und -Geschwindigkeit jeweils dem Trend folgen, zeigen sie bei der Lebenszeit doch stirkere
Abweichungen vom allgemeinen Trend. Hier zeigt sich hohere Divergenz mit steigender
Temperatur.

Es kann gesagt werden, dass die Anderungen zwischen den Temperaturstufen 30 °C und
35 °C am geringsten sind.

Hingegen zeigen alle untersuchten Proben bei 27 °C die geringste Frequenz, mit ansteigender
Tendenz in Richtung der hoheren Temperaturstufen. Allgemein kann man erkennen, dass die
Frequenz der deutlichsten Anderung unterliegt. Die Zeitreihen an einem Pixel sind in Abb.
36 dargestellt.

Auf der beiliegenden CD sind die Filmdateien zu den gemachten Experimenten gespeichert.
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Abb. 37: Graphische Darstellung aller gemessener Parameter, aufgespaltet in die einzelnen Versuche;

A) Lebenszeit der PS, B) Geschwindigkeit der PS, C) Gesamtanzahl der PS und D) dominante Frequenz.
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4.6.2. Anderung der Wellendynamik bei Carbogenentzug

Um die Anderung der Wellendynamik bei Carbogenentzug zu charakterisieren, wurden
Kulturschalen von vier verschiedenen Préparationen verwendet. Mit Hilfe des
makroskopischen Phasenkontrast-Aufbaus war es moglich, die Kontraktion aufzunehmen und
bildanalytisch auszuwerten. Die Zellkulturen wurden im Mini-Inkubator bei 37 °C und
wasserdampfgesittigter Atmosphdre gehalten. Nach einer Akklimatisierungsphase von
20 min, wurde die Carbogenversorgung abgeschaltet, d. h. den Zellen wurde kein Sauerstoff
von auflen zugefiihrt. Da aulerdem auch die Kohlendioxidzufuhr abgeschaltet wurde, konnte
auch eine pH-Wert-Verschiebung aufgenommen werden. Der pH-Wert stieg tiber das gesamte
Experiment in einem Bereich von 7,2 auf 8,2, wobei sich eine Verschiebung ins basische
Milieu einstellte.

Die Aufnahmezeitpunkte wurden bei O h, 1 h, 2 h und 3 h ohne Carbogen festgelegt. Fiir die
pH-Messung wurden Indikatorstdbchen der Firma Macherey-Nagel verwendet.

Die Aufnahmen wurden, #dhnlich wie bei den Temperaturexperimenten, auf Phasen-
Singularitdten hin analysiert. Zudem wurden ebenfalls die dominanten Frequenzen und
Aktivierungskarten ermittelt und miteinander verglichen. Zur Minimierung der
Hintergrundeffekte wurden auch hier nur Phasen-Singularitdten mit eine Lebenszeit > 16 ms
analysiert.

Die Anzahl der PS zeigte iiber die gesamte Experimentdauer einen konstanten Trend.
Dagegen stieg die durchschnittliche Lebenszeit der PS leicht an, um dann wieder abzufallen.
Die durchschnittliche Geschwindigkeit dnderte sich kaum und lag bei ca. 5,4 cm/s. Diese
Konstanz war auch schon bei den Temperaturexperimenten aufgefallen (siche Abb. 34).
Wiederum zeigte sich die Frequenz als Parameter mit den stirksten Anderungen. Mit
zunehmender Zeit ohne Carbogenzufuhr fiel die dominante Frequenz ab. In Abb. 38 sind die
Durchschnittswerte der gemessenen Parameter dargestellt. Abb. 39 zeigt die einzelnen

Parameterkurven.
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Deutlich ist die Frequenzdnderung anhand der Zeitreihen zu sehen (Abb. 40). Da die

Frequenzénderung Af {iber das gesamte Experiment nur durchschnittlich Af; = 1,41 Hz

betrigt, spiegelt sich dies in den Zeitreihen nicht ganz so stark wieder als wie bei den

Temperaturexperiment, wo Afy = 2,76 Hz ist.

Die Verschiebung der Frequenz war reversibel und konnte nach erneuter Zugabe von

Carbogen wieder erhoht werden.
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Abb. 40: Beispiele fiir Zeitreihen. Alle Zeitreihen wurden alle {iber einen Pixel (38,38) berechnet. A) bei 0 h, B)

bei 1 h, C) bei 2 h und D) bei 3 h ohne Sauerstoffzugabe. Auf der x-Achse ist die Zeit t dargestellt.
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5. Diskussion

Der vorliegenden Arbeit liegt die Theorie zu Grunde, dass sich die Aktivitdt des Herzmuskels
als Wellenausbreitung darstellen ldsst. Daflir konnen zum einen die elektrische Aktivitidt mit
dem Aktionspotential, sowie die ionendynamische Aktivitdt mit dem CICR und zum anderen
die mechanische Aktivitit in Form von Kontraktion untersucht werden. In der Literatur finden
sich hierfiir viele experimentelle Beispiele [19, 28, 32, 49].

Ziel war es hier die bereits bekannten Methoden zu erweitern und mit Hilfe der Kombination
verschiedener Untersuchungsparameter die Einfliisse von elektrischen Feldstimulationen,

sowie von dullerlichen Umwelteinfliissen auf die verwendeten Zellpraparationen aufzuzeigen.

5.1. Rekrutierung von Gewebeheterogenitiiten als virtuelle Elektroden

Cardiomyocyten sind erregbare Zellen, welche durch elektrische Impulse zur Kontraktion
angeregt werden. Durch die Kopplung der Zellen entsteht ein erregbares Medium, welches
gepulst werden kann. Laut Theorie breitet sich eine Welle hier vom Ausgangspunkt
gleichmifig aus. Dabei durchlaufen alle Elemente drei Phasen: I. die anregbare Phase, II. die
erregte Phase und III. die Refraktdarphase. Zwar lassen sich die einzelnen Abschnitte durch
schneller werdende Pulsfolgen verkiirzen, jedoch nur bis zu einer kritischen Lénge. Diese
Minimalldnge wird von den Zellen bendtigt um die Ionenkonzentrationen innerhalb und
auBlerhalb der Zellmembran wieder zu regulieren und anndhernd auf das Ausgangsniveau zu
bringen. Durch gebietsweise Verschiebung der Phasenlingen kommt es zum Aufreilen der
anfdanglichen, einheitlichen Wellenausbreitung. Oftmals setzen sich Spiralwellen in Gang,
deren Rotationspunkt an die Inhomogenitdt im Medium gebunden, gepinnt ist. Es stellt sich
eine Arrhythmie ein. Durch die Ausbreitung der Spiralwelle {iber das Medium zur selben Zeit,
wie die Ausgangsaktivitit kommt es zu UnregelmiBigkeiten der Wellenausbreitung im
Medium. Weisen beide Wellenurspriinge noch Frequenzunterschiede zueinander auf, kann es

zu weiteren Aufbriichen und Annihilationen kommen.
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Feldstimulation und ihr Einfluss auf die Wellendynamik

Solche Phédnomene in der Wellendyanmik sind im Verlauf dieser Arbeit auch bei elektrisch
gepulsten Zellkulturen beobachtet worden. Hierflir wurden Zellen auf bearbeiteten
Objekttragern geziichtet und einem elektrischen Feld ausgesetzt. Da dieses Feld mittels
zweier Plattenelektroden erzeugt wurde und durch die erhohte Lage der Zellkultur auf dem
Substrat, kann das die Cardiomyocyten umschlieBende Feld als homogen angesehen werden.
Wie bereits in anderen Studien gezeigt wurde [110], fuhrt die Pulsgabe zu einem Stromfluss
im Interzellularraum, was wiederum auf das Transmembranpotential einwirkt. D. h. die
Antwort des Myokards auf einen Strompuls basiert auf der Erregung vieler einzelner
Cardiomyocyten durch den lokalen Stromfluss an der Zellmembran. Dabei hidngt die
Anderung des Transmembranpotentials stark von Zeit des Stimulus, die Feldstirke, der
Polaritdt des Feldes und der generierten Wellenform des Pulses ab.

Innerhalb eines elektrischen Feldes ist auch die Orientierung der Zelle ma3gebend. So zeigt
sich das Transmembranpotential entlang der Feldrichtung an einem Ende der Zelle
depolarisierend und am anderen hyperpolarisierend [109, 110].

In den hier durchgefiihrten Experimenten konnte gezeigt werden, dass es moglich ist durch
das Anlegen eines elektrischen Feldes bei einer spontanen ebenen Wellenfront eine Spirale zu
induzieren (siche Abb. 22). Dies kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass sich in solch einem
Feld auch Widersténde befinden. Dazu zéhlen Zellverbindung, wie z. B. die Gap Junctions zu
den Myofibroblasten [110, 128]. Sie fungieren als ,,Stromfalle®, indem sie den erzeugten
Stromfluss aufnehmen ohne ihn weiterzuleiten. Zudem ist die Orientierung der kultivierten
Zellen nicht Kultur iiberspannend identisch. Es kommt zu UnregelméBigkeiten in der
Wellenausbreitung und dadurch zu Beeinflussung der Wellendynamik.

AuBerdem konnen spontane Aktivitditen durch entgegenkommende Stimulationswellen
annihiliert werden. D. h. die spontane ebene Wellenfront wird durch eine induzierte ebene
Wellenfront aus entgegengesetzter Richtung an der Weiterleitung gehindert, indem die
Myocyten in ihre Refraktérzeit versetzt werden. Die Spontanaktivitdt am Kollisionspunkt der

beiden Wellenfronten ausgeloscht.

Rekrutierung von Gewebeheterogenitiiten als virtuelle Elektroden

Die Unterdriickung der Spontanaktivitidt gelingt dagegen am ehesten mit der Abgabe eines

globalen Defibrillationsschocks, welcher sich durch eine hohe Energiedichte auszeichnet.
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Durch die hohe Energie werden samtliche Widerstinde umgangen, sowie sichergestellt, dass
alle Zellen gleichzeitig angeregt und in die Refraktérzeit versetzt werden. Doch selbst bei
einer erfolgreichen Defibrillation sind die Nebeneffekte des starken Schocks nicht
unerheblich. So konnen sich unter anderem neue nichterregbare Regionen durch
Elektroporation bilden. Zudem ist jeder Stromschock auch ein traumatisches Erlebnis fiir den
Patienten [70]. Es verwundert daher nicht, dass nach neuen Methoden der Defibrillation
gesucht wird. Daraus haben sich zum einen das Anti-Tachycardia Pacing (ATP) und zum
anderen die Feldstimulation (Far Field Pacing, FFP) entwickelt. Beide beruhen auf der
Beeinflussung der spontanen Herzdynamik mittels elektrischer Pulsfolgen [6].

Nach der von Pumir et al. vertretenen These [6, 84, 124], lassen sich nicht erregbare Gebiete
im Gewebe, so genannte Heterogenitéten, als Ursprung von neu erzeugten Wellen verwenden.
Durch das elektrische Feld £ wird das umliegende Gewebe depolarisiert und es breitet sich
von der Heterogenitit eine Welle aus, welche dann auch als Sekundérquellen oder virtuelle
Elektroden bezeichnet werden. Solche virtuellen Elektroden zeigen dabei ein Attribut wie
einzelne Zellen in einem elektrischen Feld. Entlang der Feldorientierung zeigen sie auf der
einen Seite (Anodenseite) eine Depolarisation und auf der gegeniiberliegenden Seite
(Kathodenseite) eine Hyperpolarisation (sieche Abb. 6). Somit lassen sich auch die gepinnten
Spiralwellen von der Inhomogenitét 16sen und verdriangen. Hierbei ist allerdings die Zeit der
Pulsabgabe entscheidend. Nach Bitthin et al. befinden sich im Ubergang von der
Refraktidrphase zur anregbaren Phasen zwei Zeitfenster, welche als Vulnerable Window und
Unpinning Window bekannt geworden sind [6]. Dabei entspricht das Unpinning Window
einem Abschnitt des Vulnerable Window. Diese und weitere Studien haben gezeigt, dass ein
Losen der Spiralspitze, das so genannte Unpinning, nur erfolgreich innerhalb dieses
Zeitfensters ist. Diese Entdeckung kommt dem FFP entgegen, zumal es auf Folgen mehrerer
Pulse aufbaut. Der genaue Mechanismus des Vulnerable Window und seine Verbindung mit
der anregbaren und Refraktdrphase sind bis dato noch nicht vollstindig geklart. Allerdings
spielt nicht nur die Zeit der Pulsabgabe, sondern auch die angelegte Feldstiarke eine Rolle bei
dem Verdriangen von ungewollten Spiralwellen.

Computersimulationen und einzelne experimentelle Stimulationen haben gezeigt, dass sich
durch die Feldstdrke die Anzahl der Sekundirquellen regeln ldsst [70]. D. h. die Rekrutierung
zeigt eine Korrelation zwischen Feldstarke und Durchmesser der Heterogenitdten. Um diese
Abhéngigkeit zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit primédre Zellkulturen aus
neonatalen  Rattenherzen isoliert und auf  Objekttrdger ausplattiert.  Durch

photolithographische Techniken wurden vorher bereits Heterogenititen mit bekanntem
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Durchmesser auf die Objekttriager gedruckt. Die so gewonnenen Kulturen wurden nach einer
Kultivierungszeit von sechs bis sieben Tagen mittels Aufnahmen der Fluoreszenz und der
Kontraktion mit verschiedenen Feldstidrken stimuliert. Sowohl die Farbstoffaufnahmen, als
auch die Bewegungsaufnahmen zeigten einen deutlichen Einfluss der Feldstirke auf die
Anzahl der virtuellen Elektroden.

Wihrend dieser Promotion ist es erstmalig gelungen die benotigte Feldstirke zur
Rekrutierung von kiinstlichen Elektroden fiir mehrere unterschiedliche Kantenldngen
experimentell zu charakterisieren und mit dem theoretischen Modell zu vergleichen.
Angelehnt an die Studien von Fast et al. [34], wurden fiir Kantenldngen von 0,4 mm bis
3,0 mm jeweils die bendtigte Minimalfeldstirke ermittelt. Dabei wurde jeder Durchmesser
durch mindestens vier unterschiedliche Priparationen verifiziert. Sowohl die Kontraktions-
messungen, als auch die Fluoreszenzmessungen mit dem Calcium-Farbstoff zeigten, dass die
Feldstdrke mit abnehmendem Durchmesser ansteigt. Verglichen mit den theoretisch
ermittelten Kurven nach Pumir et al. [83, 84] (sieche Gleichung G2 und G3), lie sich die nach
Gleichung G2 fiir zweidimensionale Systeme berechnete Kurve den experimentellen Daten
angleichen. Dies spricht zum einen fiir die aufgestellte Theorie, dass sich natiirliche
Heterogenitédten, wie z. B. Blutgefife, als virtuelle Elektroden (VE) verwenden lassen. Zum
anderen kann die Zahl der rekrutierten VE durch die eingesetzte Feldstidrke bestimmt und
reguliert werden. Die hier charakterisierten Durchmesser im Submillimeter- und

Millimeterbereich lassen sich auch im Herzgewebe finden.

Limitierungen des zweidimensionalen Zellmonolayers

Die Ursache, dass Fast et al. [34] Messungen mit Heterogenitdtendurchmessern viel kleiner
als den hier erstellten gelangen, liegt einerseits in der Unterschiedlichkeit der
Herstellungsmethoden und andererseits an der Messtechnik. Die von Fast et al. verwendeten
Heterogenitdten beruhten nicht auf festen Hindernissen, sondern auf die Erstellung von nicht
bewachsenen Flachen ( = Lochern) im Zellrasen. Gemessen wurden diese Inhomogenititen
mittels Membranpotential sensitiver Fluoreszenzfarbstoffe in einem mikroskopischen
MaBstab. D. h. die Anderung des Transmembranpotentials konnte in diesem System weitaus
eher detektiert werden, als in dem fiir diese Arbeit etablierten Makroskopsetup. Hier zeigte
sich bei einer Feldstarke > 5 V/cm die Aktivierung des gesamten Zellrasens, wobei mit den

eingesetzten Analysemethoden keine Unterscheidung einzelner Gebiete moglich war.
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Die hier gemessenen zweidimensionalen Zellmonolayer zeigen Unterschiede zum adulten
Herzen, da das dreidimensionale Gewebe aus mehreren solcher Schichten besteht, welche in
ihrer Orientierung gegeneinander verdreht sind. Um die Ungleichheiten néher zu untersuchen,
werden zurzeit Stimulationsversuche am perfundierten Ganzherzen gemacht. Auch dabei hat
sich die Abhédngigkeit der benétigten Feldstidrke vom Radius der vE gezeigt. Dabei stellen die
Blutgefile den groBten Pool an moglichen vE dar. Mit Hilfe von nCT-Scanaufnahmen (siche
Abb. 7) konnte die Struktur des Gefi3systems im Nachhinein aufgekldrt werden und deren
Lage mit den Fluoreszenzaufnahmen verglichen werden. Fiir die Charakterisierung der
oberflichennahen Heterogenititen im Gewebe, wiirden sich die Technik der optischen
Kohirenztomographie (Optical Coherence Tomography, OCT) und auch die Ultrasound-
Technologie anbieten. Mittels dieser Techniken ist es moglich die oberflachlichen Schichten
des Gewebes auf UnregelmiBigkeiten zu untersuchen.

Doch auch das Perfusionsexperiment hat seine Limitationen. Durch die Aufnahme der
Fluoreszenzinformationen koénnen nur die Aktivititen auf der Oberfliche des Gewebes
aufgezeigt werden. Was sich im Inneren abspielt ist noch weitestgehend Vermutung. Der
Idealfall wire es, wenn sich die einzelnen Techniken simultan durchfiihren lassen wiirden. So
konnte sich die OCT auch zur Darstellung der Kontraktion verwenden lassen.

Zum anderen zeigen sich auch Differenzen zwischen den Cardiomyocyten in der Zellkultur
und dem adulten Ganzherzen. Schon die Form der Cardiomyocyten ist in der Zellkultur nicht
gedehnt und lang gestreckt wie im Organ, obwohl auch die Kultur tiberwiegend ldngliche
Cardiomyocyten aufweist. Jedoch ist z. B. die Expression der Gap Junction-Proteine im
erwachsenen Herzgewebe auf die kurzen Seiten der Zellen konzentriert, um die
Signalweiterleitung zu optimieren. In der Zellkultur hingegen ist die Expression der
Kanalproteine ubiquitédr an der Zellmembran verteilt. Durch die Anfarbung der Kanile mittels
fluoreszenzkonjugierten Antikérpern, konnte aber gezeigt werden, dass die Cardiomyocyten
in Kultur eher Attribute von neonatalem Herzgewebe aufzeigen. Dies wurde auch von
Camelitti et al. und Spach et al. bestatigt [13, 98].

Hinsichtlich weiterfithrender Projekte konnte man gedanklich mit den Zellkulturtechniken aus
der Literatur [2, 52, 100, 126] spielen, mit denen wire es moglich Herzgewebe durch die
Verfahren des Tissue Engineering herzustellen. Man konnte dann Elektroden auf
Nanotechnikbasis in den Zellverband integrieren. Dadurch koénnte die elektrische Aktivitét
und die Zugkréfte, welche bei der Kontraktion entstehen, zu messen und mit den bisherigen
Computersimulationen zu vergleichen. Doch bis sich ganze Herzwidnde mit vergleichbarer

Dicke zum Organ erstellen lassen, werden noch einige Experimente gemacht werden miissen.
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5.1.1. Verwendbarkeit der Feldstimulation in der Medizin

Die Wirksamkeit der virtuellen Elektroden-Theorie wurde sowohl im Computermodell, als
auch im Experiment erfolgreich dargestellt. Aber wie konnte man dieses Wissen in die
derzeitigen medizinischen Methoden integrieren?

Zurzeit liegen keine zuverldssigen Risikokriterien fiir die vorbeugende Implantation eines
Cardioverter-Defibrillator (ICD) vor [72]. Als eindeutige Anzeichen fiir eine ICD-
Behandlung werden spontan auftretende, anhaltende ventrikuldre Tachykardien, sowie ein
iberlebter plotzlicher Herztod genannt. Hierbei wird ein ca. 8 cm groBes Gerét implantiert,
was durch mehrere in der Ventrikelwand verankerte Elektroden verbunden ist. Der Eingriff ist
sehr invasiv und die Befestigung der Elektroden kann zu Gewebeschiddigungen fiihren.
Patienten mit einem ICD leiden nicht selten unter Angstzustinden, da das Gerdt vor
Schockabgabe die Kondensatoren auflddt, was als summendes Gerdusch wahrgenommen
wird. Zudem konnen Pulsabgaben mit hoher Energiedichte schmerzhaft fur den Patienten
sein. Hinzukommt, dass der ICD mit Batterien betrieben wird, welche in regelméfigen
Zeitabstdnden ausgewechselt werden miissen.

Das Ziel alternativer Techniken wie das FFP ist, die bendtigte Energie unter die
Schmerzgrenze zu reduzieren. Durch die Reduktion der Energie wiirde sich zudem erheblich
die Batterielaufzeit verlédngern.

Neben den Vorziigen aus Patientensicht, diirfen auch die wirtschaftlichen Folgen nicht auller
Acht gelassen werden. Durch die Verbesserung der Akkumulatorenlaufzeit wird der zeitliche
Abstand vergroBert und die Anzahl der operativen Eingriffe beziiglich des Austausches
verringert.

Trotz der ganzen Vorteile ist bis dato noch kein endgiiltiges Design des neuen ICD
verabschiedet worden. Um ein elektrisches Feld mit definierter Feldstirke aufbauen zu
konnen, werden mindestens zwei Elektroden bendtigt. Im experimentellen Aufbau wird dies
durch zwei Plattenelektroden realisiert, denn dort ist die Form des Feldes deutlich definiert
und messbar. Fir die Anwendung in einem geschlossenen System wie dem menschlichen
Korper fehlt es noch an Erprobungen unterschiedlicher Elektrodenformen. Dabei reichen die
Ideen von Netzelektroden, die iiber das Herz gezogen werden, bis zu Stabelektroden im
Innern der Kammer.

Im Interesse der Patienten sollte der Weg zur Entwicklung eines neuen implantierbaren

Defibrillators weiterbeschritten werden.
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5.2. Etablierung eines makroskopischen Zellkultursetups

Fir die Untersuchung von Cardiomyocyten ist oftmals die Fluoreszenzmikroskopie die
Methode der Wahl. Sie bietet mit Hilfe von spezifischen Farbstoffen Informationen tiber die
Form, Dauer und Alternanzen des Aktionspotentials und der Calciumausschiittung [15, 17,
33, 64]. Doch auch die bewegungsinduzierte Phasenkontrastmethode (propagation-induced
phase-contrast) kann zur Wellendarstellung benutzt werden [48, 49]. Beide Arbeitsmethoden
haben ihre Vor- und Nachteile. So zeigt die Fluoreszenzmikroskopie einen Blick auf die
Zusammenhinge zwischen Membranpotential und Calciumtransienten, dafiir ist sie in den
meisten veroffentlichten Arbeiten auf eine Millimeterskala begrenzt. Auf der anderen Seite
besitzt die Phasenkontrastmethode die Moglichkeit der makroskopischen Abbildung mit einer
Auflosung von mehreren Zentimetern. Ohne technische Verstdrkung ist die Detektion von
Fluoreszenzsignalen allerdings nur sehr schwer zu realisieren, zumal das Signal-Rausch-
Verhiltnis der am haufigsten verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe bei ca. 5 % liegt [29].

Um auch auf einer makroskopischen Skala Fluoreszenz messen zu konnen, wurde die so
genannte Kontaktfluoreszenzmethode (Contact Fluorescence Imaging) integriert. Diese
basiert auf der direkten Abnahme der Signale durch Glasfasern, welche unter dem
Kulturtrager befestigt werden [31, 111]. Die Fasern werden dann auf ein Array aus
Photodioden gelenkt und das Messsignal auf den Computer tibertragen. Zwar erhilt man
dadurch ein sehr gutes Signal-Rausch-Verhiltnis, doch da jede Glasfaser einzeln verbunden
werden muss, erreicht man schnell die raumlichen Grenzen.

Fir die hier durchgefithrten Experimente wurde erstmals eine Kombination aus
Phasenkontrast und Fluoreszenzaufzeichnung aufgebaut, mit einem Sichtfeld von 5 cm.
Damit lieBen sich gingige Zellkulturschalen im Ganzen abbilden.

Dadurch war es moglich sowohl die Bewegungsdaten der Kontraktion, als auch die
Fluoreszenzsignale des Membranpotentials und der Calciumdynamik simultan aufzunehmen.
Mit Hilfe eines Delay Generators konnten die Kameras mit dem Pulsgenerator synchronisiert
werden, so dass Riickschliisse auf die Beeinflussung durch elektrische Pulsfolgen und der
Kopplung zwischen der mechanischen und ionendynamischen Aktivitdt moglich sind.
AuBerdem ist das Aufbaudesign funktional gestaltet, womit eine Erweiterung des Systems fiir
andere experimentelle Projekte erleichtert ist.

Durch den Einsatz von Mini-Inkubatoren konnten die Zellkulturen {iber mehrere Stunden bei
normalen Kulturbedingungen beobachtet werden. Dies erschliet auch neue Einsatzgebiete

fiir zukiinftige Fragestellungen.
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Als ein sehr schwieriges Unterfangen hat sich die Visualisierung des Membranpotentials
mittels sensitiver Fluoreszenzfarbstoffe entwickelt. Dies ist vor allem auf die Tatsache
zurlickzufiihren, dass das Signal-Rausch-Verhéltnis gerade bei diesen Farbstoffen sehr gering
ist [29, 30]. Selbst durch den Einsatz von Restlichtverstiarkern war es nur bedingt moglich
solche Signale von Zellkulturen auf einem makroskopischen Maf3stab abzubilden. Fiir die hier
diskutierten Daten wurden daher keine Messwerte aus Membranpotentialmessungen
verwendet. Doch durch weitere OptimierungsmalBnahmen beziiglich z. B. der Intensitdt der
Beleuchtung konnte in weiteren Studien auch auf Daten des spannungsabhidngigen

Fluoreszenzsignals verwiesen werden.

5.3. Zellkulturuntersuchungen von Parameterinderungen

Die Tatsache, dass Hypo- und Hyperthermie die elektrophysiologischen Eigenschaften
kardialer Zellen beeinflussen ist schon hiufig beschrieben worden [53, 95]. Dabei wirkt sich
Hypothermie verlingernd auf die Aktionspotentialdauer und die effektive Refraktirzeit aus
[18]. Zudem werden die Weiterleitungsgeschwindigkeit und der ins Zellinnere gerichtete
Natriumionenstrom verlangsamt. Umgekehrt ist es bei der Hyperthermie. Hier werden die
APD und die Refraktérzeit verkiirzt. Konsequenterweise gelten sowohl die Hypo-, als auch
die Hyperthermie als pro-arrhythmogene Faktoren [108], da durch die Beeinflussung der
Aktionspotentialdauer, der Refraktirzeit und der Weiterleitungsgeschwindigkeit lokal neue
Heterogenitéten entstehen [90]. Klinisch zeigt sich bei der Hypothermie eine Dysrhythmie mit
einer stark verlangsamten Herzrate und einem gesunkenen arteriellen Druck. Bei beginnender
Hypothermie reagiert der Kérper noch mit einer Steigerung des Stoffwechsels, was sich als
Tachykardie zeigt. Mit zunehmend sinkender Temperatur (ab etwa 31 °C Korpertemperatur)
wandelt sich das Bild in eine Bradykardie und Atemdepression [39].

Temperaturinderungen und ihre Auswirkungen auf die Wellendynamik
Mit dem neuen Experimentaufbau konnte ebenfalls gezeigt werden, dass sich die Frequenz
der Zellkontraktionen durch Anderung der Umgebungstemperatur beeinflussen lisst. Neben

der Verschiebung der Frequenz der Spontanaktivitit zeigte sich auch eine Anderung in der

Weiterleitungsgeschwindigkeit. ErwartungsgemiB waren diese Anderungen reversibel.
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Die Methode des bewegungsinduzierten Phasenkontrasts kam hier zum Einsatz um die
Anderungen im zeitlichen Ablauf der Kontraktion darzustellen. Dabei wurden die
Zellkulturen von 37 °C auf 27 °C abgekiihlt, gemessen und anschlieend auf die jeweiligen
Temperaturstufen erwdrmt. Zur Akklimation wurden die Kulturen fir 20 min auf jeder
Temperaturstufe inkubiert vor dem Messen. Es hat sich gezeigt, dass die spontane Aktivitét
gleich der Umgebungstemperatur ansteigt. Auffillig ist, dass die Wellenstrukturen und auch
die Wellenaufbriiche, welche anhand von Phasensingularititen ermittelt wurden, am
konstantesten im Temperaturbereich von 30-35 °C sind. Das bedeutet, die Reizweiterleitung
ist am wenigsten thermisch beeinflusst bei Werten um die 35 °C. Interessanterweise ist dies
auch die Temperatur, die von den Muttertieren im Nest erzeugt wird, um die Neugeborenen
warm zu halten [91]. Da es sich bei den verwendeten Proben um Zellkulturen aus neonatalen
Ratten handelt, korrespondieren diese Werte sehr gut.

Zur Kldrung der Ursache von Temperatureinfliissen kann die Van t° Hoffsche Regel
herangezogen werden. Diese Faustregel, auch Reaktionsgeschwindigkeit-Temperaturregel
(RGT) genannt, besagt, dass chemische Prozesse mit einer erhohten Temperatur schneller
ablaufen (bei einer Erh6hung von 10 °K um den Faktor 2-4). Den Faktor um den sich die
Reaktionsgeschwindigkeit bei einer Temperatursteigerung um 10 °K erhoht nennt man Q10-
Wert [95]. Unter diese Regel fallen auch die Kinetik der Ionenkandle und die
Diffusionseigenschaften der Zellmembran. Fiir erregbare Gewebe/Zellen wird daher
angenommen, dass die Temperaturabhingigkeit ein Zusammenspiel von reaktiven
Komponenten (z. B. Kinetik des Depolarisierungsstromes, Aktivitdt von Kanalproteinen) und
diffusiven Prozessen widerspiegelt. Bei den hier festgelegten Temperaturstufen handelt es
sich nur um geringe Temperaturdifferenzen (10 °C Temperaturdifferenz), weshalb davon
ausgegangen werden kann, dass der Q10-Wert iiber die Experimente hinweg konstant blieb.
In Fluoreszenzversuchen hat sich herausgestellt, dass bei niedrigeren Temperaturen die
Calciumdynamik eine stiarkere Affinitdt zur Temperatur hat als das Membranpotential [95].
D. h. bei niedrigeren Temperaturen neigt die Calciumdynamik eher zu Wellenaufbriichen als
die Membranspannung. Umgekehrt ist es bei hoheren Temperaturen. Dort fiihren Stérungen
der Membranspannung hiufiger zu Arrhythmien als Anderungen der Calciumkinetik.

Da in dieser Arbeit fiir die Temperaturexperimente allerdings nur die Kontraktionsdaten
aufgenommen und ausgewertet wurden, kann hier keine eindeutige Identifizierung der
ursdchlichen Quelle benannt werden. Jedoch sind die gleichzeitige Messung von
Membranspannung, Calciumdynamik wund Kontraktion bei Temperaturdnderungen

Gegenstand neuer Versuchsreihen. Damit wiirden sich ebenfalls neue weiterfithrende
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Fragestellungen beantworten lassen. So konnten mit Hilfe des in dieser Promotion etablierten
Versuchsaufbaus auch Auswirkungen von Medikamenten auf die Anderungen der einzelnen

Wellenformen unter unterschiedlichem Temperatureinfluss beobachten.

Ischimische Auswirkungen auf die Zellaktivit:it

Neben den thermischen Einfliissen spielt auch die Versorgung der Zellen eine wichtige Rolle
bei der Reizweiterleitung [59, 127]. Das Herz wird durch das GefiBBsystem und dem Blut mit
Néhrstoffen in Form von Ionen und Stoffverbindungen versorgt. Als hiufigste Ursache fiir
einen Herzinfarkt gelten gemeinhin verstopfte GefiBle, womit eine Versorgung des
Herzgewebes unterbrochen wird. Dieser Zustand wird als Ischdmie bezeichnet. Auf zelluldrer
Ebene sind die Vorgidnge mitunter dramatisch fiir die Einzelzelle. Unter normalen Umstdnden
gelingt es der Zelle mit Hilfe von sensitiven lonenkanilen, welche sowohl passiv iiber den
elektrischen Gradienten, als auch aktiv unter Energieverbrauch arbeiten, den Gradienten
zwischen dem Extrazellulirraum und dem Zellinneren nahezu auszugleichen. Bei einer
Ischimie kommt es nun aber zu einer pH-Wert-Verschiebung im extrazelluliren Raum,
welche sich auch auf das Zellinnere auswirkt. D. h. Wasserstoffionen (H', Protonen) fehlen.
Infolgedessen kommt es zu einer Inhibierung der meisten Ionenstrome {iiber die
Plasmamembran. Eine Folge ist die extrazellulire Akkumulation von Kalium (K"), da der
passive Efflux von K" nicht mehr durch den aktiven K'-Influx iiber die Natrium-Kalium-
Pumpe (Na'-K'-Pumpe) ausgeglichen werden kann. Dies hat wiederum Auswirkungen auf
das Membran- und Aktionspotential. Das Membranpotential wird bei steigender
Konzentration des extrazelluldren K™ ([K'].) depolarisiert; das resultierende Aktionspotential
weist allerdings eine geringere Amplitude, Anstiegsgeschwindigkeit und Dauer auf. Die
verringerte Anstiegsgeschwindigkeit und AP-Dauer sind auch auf den Anstieg des
intrazelluliren Na® zuriickzufilhren. Daneben ist die Regenerierung der Zelle nach einer
Depolarisation beeintrachtigt, was zu einer verlangerten Refraktirzeit fiihrt. Allein dies flihrt
hiufig schon zu Arrhythmien. Weitere intrazellulire Mechanismen sind die Unterbrechung
der Elektronentransportkette und den damit verbundenen Protonenhaushalt der
Mitochondrien. Ohne den durch die Protonen gesteuerten elektrochemischen Gradienten an
der inneren Mitochondrienmembran kann die Adenosintriphosphat (ATP)-Synthase nicht
mehr richtig arbeiten. Der ATP-Gehalt sinkt. Um den Verlust des energiereichen ATPs zu
kompensieren, reduziert die Zelle sémtliche aktiven Prozesse, worunter auch die Kontraktion

fallt. Zudem wird Phosphokreatinin (PCr) zur Gewinnung von ATP aus ADP unter
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Freisetzung von Pyrophosphat (P;) verwendet und die anaerobe Glykolyse unter Bildung von
Pyruvat und Lactat wird aktiviert und intensiviert [14, 79, 117].

Ebenfalls beeintrichtigt ist der Calciumhaushalt der Zelle. Nach einer Kontraktion wird das
Ca’" aus dem Cytoplasma u. a. ins Mitochondrium geleitet iiber den Na"/Ca®"-Austauscher.
Durch die Stérung des Protonengradienten der Mitochondrienmembran wird eine Absorption
von Calciumionen ausgeldst. Durch die Uberladung des Mitochondriums mit Ca*" wird ein
Rettungskanal geodffnet, welcher Calcium ausstromen ldsst. Solch ein Vorgang bedarf kein
vorausgegangenes Akionspotential. Dies fiihrt ebenso zu Arrhythmien und Fibrillationen.

Bei einer Ischdmiedauer von mehr als 30 min kommt es hier zu einer nur teilweise reversiblen
Beeintrachtigung des Energie- und Calciumhaushaltes. Die Zellen neigen zu Nekrose und
Fibrolyse [14].

Bei den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurde gleichfalls eine Anderung des pH-
Wertes beobachtet. Doch durch die Pufferwirkung des eingesetzten Mediums lag die
Verschiebung nicht im aciden Bereich, sondern im basischen. D. h. es kam zu einer
Akkumulation von Protonen. Dies wiirde auch erkldren, warum eine Reduktion bei der
Frequenz der Spontanaktivitit ermittelt wurde. Es ist zu vermuten, dass der Uberschuss an
Protonen zu einer Verschiebung des Gleichgewichts hinsichtlich des aktiven Transports von
Ionen stattgefunden hat.

Neben den Anderungen in Frequenz und Ausbreitungsgeschwindigkeit wurde keine
nennenswerten  Auswirkungen  beobachtet. Die  Anzahl wund Lebenszeit der
Phasensingularitédten blieb tiber die gesamten Experimente hinweg stabil.

Um die Auswirkungen der pH-Wert-Verschiebung in den basischen Bereich besser
charakterisieren zu konnen miissen aber noch Experimente tiber die hier vorgestellten hinaus
unternommen werden. Dabei sollten neben dem pH gleichzeitig auch die Konzentrationen
von Na" und K', sowie von Ca’* gemessen werden. Durch die Etablierung des
makroskopischen Versuchsaufbaus ist es moglich die Auswirkungen auf die Wellendynamik
festzuhalten. Zukiinftig kann der vorhandene Aufbau mit Mikroelektroden erweitert werden

und so zu einer vollstandigen Untersuchung der hier stattfindenden Prozesse beitragen.
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Anhang

Statistische Analyse der Messwerte aus den Heterogenititen-Experimenten

Zur statistischen Analyse der Messwerte aus wurden die Daten einer Regressionsberechnung
unterzogen. Dabei wurde nach dem Levenberg-Marquardt Algorhythmus die am dhnlichsten
verlaufende Theoriekurve berechnet. Es ergaben sich dabei neue Werte flir die
Raumkonstante A und das aufzubringende Membranpotential. Bei A = 0,0469 cm und
Vinreshold = 68,18 mV konnte die entsprechende Theoriekurve ermittelt werden.

Als statistische Parameter wurden zudem berechnet:

- Standardabweichung: STABW, = 0,0025154 cm
STABWyihres. = 0,2077 mV
- Konfidenzintervall (68,3 %): KV; =0,04355 ... 0,049563 cm

KVvihres. = 66,068 ... 70,365 mV

T T I
—E -
erwartet Regression
¢ Fluereszenz

Keontraktion

e

1 1 |
0 0.02 0.04 0.06 0.08 01 0.12 0.14 0.16
R [em]
Abb. 41: Graphische Darstellung der statistischen Analyse aus den Heterogenititen-Experimenten. Die
durchgezogene rote Linie bezeichnet hier die nach neuen Parametern berechnete Theoriekurve fiir 2D, griine und

blaue Symbole reprisentieren die Messwerte.



Filmdateien

Dieser Dissertation sind fiir die Abb. 22, Abb. 24, Abb. 25, Abb. 30 und Abb. 31
Filmdateien auf DVD beigefiigt. Fiir die Aktivierungskarten aus Abb. 35 wurden die
zugrunde liegenden Phasenkontrast-Aufnahmen als Filmdatei hinterlegt (beschriftet nach
Temperatur). Jede Datei wurde einmal ins unkomprimierte AVI-Format (DVD 1) und einmal
ins MOV-Format (DVD 2) konvertiert. AVI-Dateien konnen mit dem Windows Media Player
abgespielt werden. Fiir die MOV-Dateien wird ein anderer Player, z. B. Quicktime Player®™
von Apple®, bendtigt.

Die Anzeigerate der Filme betrdgt jeweils 24 Bilder/s, wobei bei jeder Aufnahme eine
Zeitangabe angezeigt wird.

Jede DVD enthilt zudem eine elektronische Version der Dissertation.

Der Quicktime Player” kann kostenlos bezogen werden unter:

http://www.apple.com/de/quicktime/player/.
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