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1. Motivation 

 

Die zentrale Fragestellung der Strahlenbiologie behandelt die Wirkung von ionisierender Strahlung 

auf biologische Systeme. Zwar sind die bei Exposition mit ionisierender Strahlung entstehenden 

Gesundheitsrisiken bekannt, dennoch sind die Strahlungseffekte auf das Herz immer noch nicht sehr gut 

verstanden. Dabei ist die Exposition mit hohen Dosen ionisierender Strahlung ein anerkannter 

Risikofaktor in Bezug auf kardiovaskuläre Erkrankungen.  

Mehrere Studien haben ein erhöhtes Risiko für Herzkrankheiten und Infarktpatienten durch hohe 

Strahlenexposition gezeigt [1, 2]. Auch epidemiologische Studien deuten auf ein Risiko für nachteilige 

kardiovaskuläre Effekte hin, die sich für gewöhnlich mit hoher Latenzzeit entwickeln [3]. Die Effekte der 

Schwerionenstrahlung auf das kardiovaskuläre System sind besonders in der Strahlentherapie [4, 5], 

aber auch in der bemannten Raumfahrt, beispielsweise der Mars Mission [6, 7], von Interesse. Die 

kosmische Strahlung setzt sich aus mehreren Schwerionen-Spezies, Photonen- und Protonen zusammen. 

Die Effekte von Schwerionenstrahlung auf das kardiovaskuläre System sind nicht vollständig verstanden 

und resultieren vermutlich aus einer Kombination aus Strahlung und anderen Stressoren. Beispielsweise 

wurde gezeigt, dass Mikrogravitation Veränderungen im kardiovaskulären System hervorruft [8]. Es 

wurden bereits verschiedene kardiale Symptome wie ventrikuläre Arrhythmien, verfrühte atriale und 

ventrikuläre Kontraktion und atrioventrikulärer Block bei Astronauten beobachtet [8-14]. All diese 

Befunde erhöhen die Bedenken, dass das Auftreten von Störungen im kardialen Rhythmus während 

langer interplanetarer Missionen ein Problem darstellen könnte. Zusammenfassend, ist das Herz eines 

Astronauten im Weltraum durch eine Kombination von Stressoren belastet und dadurch eventuell 

anfälliger gegenüber Strahlenschäden. 

So konnte in vivo gezeigt werden, dass eine Ganzkörperbestrahlung mit 0,15 Gy Eisen-Ionen eine 

verringerte Herzfunktion bei Mäusen für bis zu 10 Monate nach Bestrahlung nach sich zog und eine 

langanhaltende Antwort sowohl auf oxidativen Schaden als auch auf Entzündungen induzierte [15]. 

Diese Ergebnisse werden von Tungjai et al. gestützt [16], die nach Bestrahlung mit Silizium-Ionen 

erhöhte Aktivität von apoptotischen und inflammatorischen Markerproteinen in Mäuseherz-Lysaten 

feststellten. Eine Studie von Lehmann et al. demonstrierte, dass gezielte Bestrahlung des 

atrioventrikulären Knotens mit einer Gesamtdosis von 130 Gy Kohlenstoff-Ionen, fraktioniert in 

Einzeldosen von 10 Gy, keine Arrhythmien in perfundierten Langendorff-Herzen aus dem Schwein 

hervorrief. [17].  

Für Röntgenstrahlung konnte in vivo gezeigt werden, dass eine Dosis von 10 Gy das Risiko für 

Koronarsklerose und Herzdegeneration bei Ratten erhöht [18]. Proteomische Studien an neonatalen 

Mäuseherzen, die mit bis zu 1 Gy Gammastrahlen behandelt wurden, deuten auf eine langfristige 

Deregulation von Proteinen hin, die in die inflammatorische Antwort, die metabolischen Prozesse und 

die Struktur des Zytoskeletts involviert sind [19]. Seemann et al. publizierten, dass Röntgenbestrahlung 
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mit 2 und 8 Gy mäßige Veränderungen in der murinen, kardialen Funktion wie auch progressive 

strukturelle und mikrovaskuläre Schäden hervorruft [20]. In einer anschließenden Studie fanden sie 

mehrere Gene, die für Aufrechterhaltung und Schutz der kardialen Funktionen verantwortlich sind und 

deren Expressionslevel nach Exposition mit 16 Gy Röntgenstrahlung erhöht waren [21].  

Unlängst wurden in vitro Hinweise erbracht, die zeigen, dass ionisierende Strahlung durch erhöhte 

Niveaus an reaktiven Sauerstoffspezies die Kalziumstrom-Regulation beeinflusst [22]. Sag et al. 

schlossen, dass diese kardiale Dysfunktion durch erhöhten oxidativen Stress und konstitutiv aktivierte 

Kalzium-Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (calcium/calmodulin-dependent protein kinase II, 

CAMKII) verursacht wird.  

Dysfunktionen der Zell-Zell-Kommunikation können in Arrhythmien, und im schlimmsten Fall von 

Torsade de pointes in plötzlichem Herztod oder kongestiver Herzinsuffizienz tödlich enden. Angesichts 

dieser Befunde kann angenommen werden, dass ionisierende Strahlung Veränderungen in der 

elektrophysiologischen Funktionalität kardialer Myozyten induziert.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind besonders für die bemannte Raumfahrt von Interesse. Daher wurde 

das Projekt von der DLR und der ESA finanziert. Weiterhin könnten die hier erlangten Daten auf 

Strahlentherapiepatienten übertragen werden. Ein dahingehendes Interesse ist vorhanden, da mehrere 

klinische Studien ein erhöhtes Risiko auf kardiovaskuläre Erkrankungen nach Strahlentherapie von 

beispielsweise Brustkrebs belegen [23]. Weiterhin konnte ein nach Strahlenbehandlung erworbenes 

Long-QT-Syndrom in einer Patientenstudie bereits beobachtet werden [24]. Epidemiologische Studien 

lassen keinen Zweifel daran, dass ionisierende Strahlung Herz-Kreislauf-Erkrankungen nach sich ziehen 

kann [25], die genauen Wirkungen und Mechanismen werden bisher jedoch größtenteils vermutet. 
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2. Einleitung 

 

Zum besseren Verständnis der Arbeit werden zunächst die wissenschaftlichen Grundlagen kurz 

erläutert. Das Kapitel beginnt mit der embryonalen Entwicklung des Herzes und geht dann zur kardialen 

Elektrophysiologie über. Der folgende Abschnitt beginnt mit dem Aufbau der Herzmuskelzellen und den 

charakteristischen Aktionspotentialen und erklärt dann die Reizweiterleitung des Herzes bis hin zur 

elektromechanischen Kopplung zwischen Aktionspotential (AP) und Muskelkontraktion. Als nächstes 

wird der Stand der Technik und der aktuelle Forschungsstand bezüglich der Mikroelektroden-Array 

(MEA)-Technologie skizziert, bevor im nächsten Abschnitt die unterschiedlichen elektrophysiologischen 

Parameter, die in dieser Arbeit mittels MEA-System untersucht wurden, erläutert werden. Anschließend 

wird auf die verschiedenen in dieser Arbeit eingesetzten Formen ionisierender Strahlungen eingegangen. 

Dabei werden zunächst die physikalischen Eigenschaften der Röntgenstrahlung und die Eigenschaften 

der Schwerionen erläutert. Anschließend werden die kosmischen Strahlungsarten unterschieden und 

abschließend die Zielsetzung dieser Arbeit beschrieben. 

 

 

2.1. Entwicklungsbiologie des Herzes 
 

Die erste funktionierende Einheit in der Entwicklung aller Vertebraten ist das kardiovaskuläre System. 

Entsprechend ist das erste funktionierende Organ das Herz, welches mesodermalen Ursprungs ist. Das 

Mesoderm wird in das intra- und extraembryonale Mesoderm unterteilt. Das intraembryonale Mesoderm 

wird wiederum in das axiale, paraxiale, intermediäre und laterale Plattenmesoderm unterteilt. Aus den 

Zellen des lateralen Plattenmesoderms bildet sich zu beiden Seiten des Primitivstreifens das primitive 

Herz. Diese Zellen interagieren mit umliegenden Geweben, um für die Entwicklung des Herzes 

spezifiziert zu werden. Zunächst migrieren die Zellen durch den Primitivstreifen und bilden lateral des 

Hensen’schen Knotens zwei Gruppen mesodermaler Zellen [26, 27]. Diese Gruppen bilden das 

kardiogene Mesoderm, aus dem die atriale und ventrikuläre Muskulatur, die Purkinje-Fasern und die 

Endothel-Auskleidung des Herzes hervorgehen [28]. Die verschiedenen kardialen Zelltypen, die am 

Aufbau des Herzes beteiligt sind, sind in Abbildung 2.1 dargestellt. 
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Abbildung 2.1: Die unterschiedlichen Zelltypen des Herzes gehen alle aus dem kardiogenen Mesoderm hervor. 

Zu den aus dem kardiogenen Mesoderm hervorgehenden Zellen zählen endokardiale Endothelzellen, atriale und ventrikuläre 

Myozyten sowie Purkinje-Fasern und Kissenzellen (modifiziert nach [29]). 

 

 

Die Differenzierung des kardiogenen Mesoderms wird durch das anliegende Endoderm über Bone-

Morphogenetic-Protein(BMP)- und Fibroblast-Growth-Factor (FGF)- Signalwege induziert. Die BMP-

Signalwege fördern die Entwicklung hin zur Herz- und Blutbildung, wobei insbesondere FGF8 die 

Entwicklung zu Herzzellen unterstützt [30]. Vom Notochord sekretiertes Noggin und Chordin blockieren 

die BMP-Signalwege, während vom Neuralrohr sezernierte Wnt-Proteine die Herzbildung unterbinden, 

gleichzeitig aber die Blutbildung fördern. Das anteriore Endoderm hingegen produziert Wnt-Inhibitoren 

wie Cerberus, Dickkopf und Crescent, welche die Bindung von Wnt an seine Rezeptoren verhindert. 

Somit findet die Herzbildung räumlich genau dort statt, wo BMPs vom lateralen Meso- und Endoderm 

und Wnt-Antagonisten vom anterioren Endoderm aufeinandertreffen [31-33]). Diese Zusammenhänge 

sind in Abbildung. 2.2 veranschaulicht. 

 

 

Abbildung. 2.2: Die räumliche Determination der Herzbildung wird durch eine Vielzahl beteiligter Faktoren bestimmt. 

Zellen des lateralen Plattenmesoderms differenzieren in der Anwesenheit von BMP und FGF8 zu kardiogenen Mesodermzellen, 

wenn Wnt durch Dickkopf (DKK) und Crescent inhibiert wurde (modifiziert nach [29]). 
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Während der Migration der kardialen Vorläuferzellen wird der posteriore Bereich steigenden 

Konzentrationen von Retinsäure ausgesetzt. Diese wird vom Mesoderm produziert und bewirkt, dass der 

posteriore Anteil der kardialen Vorläuferzellen zum „Einfluss“- oder venösen Bereich des Herzes wird. 

Die Zelldifferenzierung geschieht unabhängig voneinander in beiden Primordia. Während sie 

aufeinander zu migrieren, beginnen die apikalen Zellen des ventralen Mesoderms sich von den dorsalen 

Mesodermzellen zu trennen und bilden ein gemeinsames Epithelium, die perikardiale Kavität [34]. Aus 

diesen Zellen gehen dann das Endokardium und das Myokardium hervor [35, 36]. Schließlich 

fusionieren die beiden Primordia. Dies geschieht im Hühnerembryo etwa 29 h nach Beginn der 

Embryonalentwicklung und beim humanen Fötus etwa drei Wochen nach der Gestation. Die beiden 

Myocardia vereinen sich zu einem einzelnen Schlauch. Im Hühnerembryo beginnt der Herzschlag noch 

während der Fusion beider Primordia. Herzmuskelzellen haben die inhärente Fähigkeit zu kontrahieren, 

so dass isolierte Herzzellen von Ratten- oder Hühnerembryonen noch in Petrischalen 

weiterschlagen [37, 38]. Die Zellmigrationen sind in Abbildung 2.3 skizziert. 

 

 

Abbildung 2.3: Das Herz bildet sich im Huhn in mehreren Schritten aus dem splanchnischen lateralen Plattenmesoderm. 

(A) Aus dem lateralen Plattenmesoderm wandern die Zellen des kardiogenen Mesoderms aus. (B) Sie bilden zwei endokardiale 

Primordia, die auf einander zu migrieren. (C) Aus den Primordia gehen zwei Herzschläuche hervor, die vom Myokardium 

umschlossen sind. (D) Die Herzschläuche fusionieren zum Endokardium (modifiziert nach [29]). 

 
  

A B 

C D 
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Schließlich wird der Rhythmus der Herzkontraktionen durch den Sinus venosus koordiniert. Die 

elektrischen Impulse, die dort generiert werden, initiieren wellenförmig Muskelkontraktionen entlang 

des röhrenförmigen Herzes. In drei Tage alten Hühnerembryonen und fünf Wochen alten menschlichen 

Embryonen besteht das Herz aus einem zweikammerigen Schlauch, mit einem Atrium und einem 

Ventrikel. Durch Windung oder Looping dieses Schlauchs wird die ursprüngliche anterior-posterior-

Polarität in eine Links-Rechts-Polarität, wie sie im adulten Organismus vorkommt umgewandelt, 

dargestellt in Abbildung 2.4.  

 

Abbildung 2.4: Während der Bildung der Herzschleife findet ein Polaritätswechsel von anterior-posterior zu links-rechts statt. 

Zeitgleich entstehen die späteren Herzkammern (Ventrikel) aus dem Herzschlauch und die späteren Vorhöfe (Atria) aus den 

vitellinen Venen (modifiziert nach [29]). 

 

 

In Mammalia bildet sich aus dem Endokardium ein endokardiales Kissen, welches den Schlauch in 

den linken und rechten atrioventrikulären Kanal unterteilt. Zeitgleich wird das primitive Atrium durch 

zwei Septa partitioniert, die ventral zum endokardialen Kissen wachsen (Abbildung 2.5A, [29]). Das 

endokardiale Kissen übernimmt während der frühen Herzentwicklung die Funktion der Herzklappen. 

Während des fortlaufenden Wachstums entwickeln sich spezialisierte Herzklappen, die sowohl den 

Rückfluss von Blut ins Atrium als auch das Mischen des Blutes beider Herzseiten verhindern. Die Septa 

zwischen den Atria besitzen Öffnungen, sodass Blut von einer Seite des Herzes in die andere übertreten 

kann. Dieses Übertreten ist überlebenswichtig für den Fötus, solange noch keine Zirkulation zu 

funktionierenden Lungen etabliert wurde (Abbildung 2.5B, [29]). Mit dem ersten Atemzug des 

Neugeborenen schließen sich die septalen Öffnungen und der linke und rechte Blutkreislauf sind 

vollständig. Das Herz besteht dann aus vier Kammern, bei denen die Arteria pulmonalis mit dem rechten 

Ventrikel und die Aorta mit dem linken Ventrikel verbunden sind [29]. 
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Abbildung 2.5: Die Partitionierung der Herzkammern verändert sich während der Entwicklung des menschlichen Fötus.  

(A) Etwa am Tag 33 der Entwicklung bilden sich zwei Septa, die den linken vom rechten Atrioventrikularraum trennen. (B) Ab 

dem dritten Monat des Fötus, verbleibt in den atrialen Septa eine Öffnung, das ovale Fenster (Foramen ovale). Dieses ist 

notwendig damit Blut vom rechten in das linke Atrium übertreten kann. Es schließt sich bei der Geburt (modifiziert nach [29]). 

 

 

2.2. Elektrophysiologie des Herzes 
 

Die Elektrophysiologie ist das Studium der elektrischen Eigenschaften biologischer Systeme. Sie 

beinhaltet die Messung von Spannungen und elektrischen Strömen. Dabei reicht das Skalenspektrum 

von einzelnen Ionenkanälen über Zellen und Gewebe bis hin zu ganzen Organen wie dem Herz. Im 

Zentrum der Elektrophysiologie stehen dabei Aktionspotentiale als charakteristische Membranpotential-

veränderungen. Diese Abweichungen vom Ruhepotential entstehen durch Ionenströme, die in die bzw. 

aus der Herzmuskelzelle (2.2.1) fließen und in Abschnitt 2.2.2 detailliert erläutert werden. Wie diese 

Ionenströme im Herz wirken und wie die mit verschiedenen Methoden zu messenden Signale 

miteinander korrelieren, wird in Abschnitt 2.2.3 erklärt. Schließlich beschäftigt sich Abschnitt 2.2.4 mit 

der Kopplung von Aktionspotential und Muskelkontraktion in den Kardiomyozyten. 

 

 

2.2.1. Aufbau der Kardiomyozyten 
 

Die Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) stellen eine besondere Form der quergestreiften Muskulatur 

dar. Sie vereinen Eigenschaften der Skelett- und der glatten Muskulatur [39]. Wie in Zellen der glatten 

Muskulatur sind die Zellkerne der Kardiomyozyten zentral lokalisiert. Weiterhin sind die Zellen meist 

mono-, selten binukleär [40]. Wie Zellen der Skelettmuskulatur weisen Kardiomyozyten quergestreifte 

Muskelfasern auf. Ebenso verfügen sie über einen schnellen Kalziumzustrom erlaubende Transversal-

Tubuli (T-Tubuli), die weit ins zelluläre Sarkoplasma, bis zu Zisternen des sarkoplasmatischen 
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Retikulums (SR), reichen. Das SR ist eine spezialisierte Form des glatten endoplasmatischen Retikulums 

(ER), welches als Kalzium-Ionenspeicher dient. Etwa ein Drittel des Kardiomyozytenvolumens nehmen 

Mitochondrien ein und etwa die Hälfte des Gesamtvolumens wird von Myofibrillen dominiert [41]. Eine 

Besonderheit dieser Muskelzellen stellen die Verzweigungen und Verbindungen der Kardiomyozyten 

untereinander dar. Diese Verbindungen bilden die aufgrund ihrer lichtbrechenden Eigenschaften 

Glanzstreifen genannten Regionen. Die Glanzstreifen bilden die Abgrenzungen zu den umliegenden 

Kardiomyozyten. In ihnen befinden sich Desmosomen zur Verankerung der Zellen untereinander, Gap 

Junctions, zur Vermittlung der elektrischen Kopplung und Fasciae adherens als Adhäsionspunkte der 

Aktinfilamente. Über die Gap Junctions bilden die 100-150 µm langen Kardiomyozyten anders als Zellen 

der quergestreiften Muskulatur anstatt eines multinukleären, morphologischen Synzytiums lediglich ein 

funktionelles Synzytium [40] (Abbildung 2.6). Über ein solches Zellnetzwerk pflanzen sich 

Aktionspotentiale von Zelle zu Zelle fort. Der Verlauf und das Entstehen eines Aktionspotentials werden 

im folgenden Abschnitt behandelt. 

 

 

Abbildung 2.6: Kardiomyozyten bilden über die Gap Junctions im Glanzstreifen ein funktionelles Synzytium. 

Einen Großteil des Volumens eines Kardiomyozyten füllen Myofibrillen und Mitochondrien. Die Sarkomere aus Aktin- und 

Myosinfilamenten entsprechen im Aufbau der quergestreiften Muskulatur. Die wichtigsten Bestandteile des Glanzstreifens sind 

die Desmosomen, Fasciae adherens und Gap Junctions (mit freundlicher Genehmigung von und modifiziert nach Johannes 

Forster). 
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2.2.2. Das kardiale Aktionspotential 
 

In der Elektrophysiologie ist das kardiale Aktionspotential durch fünf Phasen charakterisiert. Diese 

Phasen können je nach Zelltyp unterschiedlich stark ausgeprägt sein und daher in variablen Verläufen 

resultieren. Ein genereller, charakteristischer Verlauf eines kardialen Aktionspotentials ist in 

Abbildung 2.7 gezeigt. Phase 0 stellt die initiale Depolarisationsphase dar, in der das Membranpotential 

während der Diastole schnell von negativen auf positive Spannungswerte gebracht wird. In Phase 1 

findet eine partielle Repolarisation bis knapp unterhalb von 0 mV statt. Das kardiale Aktionspotential 

zeichnet sich vor allem durch seine 200-400 ms andauernde Plateauphase (Phase 2) aus, während der 

das Membranpotential weitestgehend nahe 0 mV verläuft, aber stetig fällt. Während dieser Phase ist die 

Zelle absolut refraktär, also nicht erneut erregbar. In der anschließenden Phase 3, der finalen 

Repolarisation, sinkt das Membranpotential wieder auf das Ruhepotential von −90 mV ab. Die bisher 

aufgezählten Phasen entsprechen in etwa der mechanischen Systole, gefolgt von der Diastole in Phase 4. 

Diese kann entweder ein stabiles Ruhepotential wie im atrialen und ventrikulären Myokardium sein, 

oder eine langsame diastolische Depolarisation, die schließlich spontane Aktivität initiiert, wie in den 

Zellen des Sinusknotens [42]. Auf letztere wird später noch genauer eingegangen. 

 

 

Abbildung 2.7: Das charakteristische, kardiale Aktionspotential ist in fünf Phasen von Phase 0 bis Phase 4 unterteilt. 

Phase 0: initiale Depolarisation, Phase 1: partielle Repolarisation, Phase 2: Plateauphase, Phase 3: finale Repolarisation, Phase 4: 

Ruhepotential. Das dargestellte Aktionspotential entspricht dem eines ventrikulären Kardiomyozyts [42]. 

 

 

Während des Ruhepotentials von etwa −90 mV werden Kalium-Ionen (K+) über den 

K+-Einwärtsgleichrichter (ik1) in das Zellinnere geleitet. Kommt es durch Erregung zu einer 

Ladungsverschiebung, führt dies zu einer leichten Depolarisation. Diese Stimulation kann entweder von 

einer durch Gap Junctions verbundenen Nachbarzelle ausgehen oder durch spontane Aktivität ausgelöst 

werden. Erreicht diese Ladungsveränderung den Schwellenwert von −70 mV, werden die 
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K+-Einwärtsgleichrichter schnell inaktiviert und Natrium-Ionen (Na+) über die Natriumkanäle ins 

Zellinnere transportiert (iNa). Durch diesen rapiden Natriumeinstrom kommt es zur weiteren, schnellen 

Depolarisation, dem Aufstrich des Aktionspotentials. Nach Erreichen eines Wertes von −40 mV werden 

die spannungsabhängigen Natriumkanäle innerhalb einer Millisekunde geschlossen und somit inaktiv. 

Dennoch erreicht das Membranpotential einen leicht positiven Wert von +20 mV (Overshoot). Für die 

anschließende partielle Repolarisation sind ein transienter K+-Auswärtsstrom (ito) und Einwärtsstrom 

von Chlorid-Ionen in die Zelle (iCl) verantwortlich. In der Plateauphase werden diese repolarisierenden 

Ströme durch langsamen Einstrom von Kalzium-Ionen (Ca2+) ausgeglichen (iCa). Diese 

spannungsabhängige Aktivierung liegt an den L-Typ-Kalziumkanälen, die sich bei Erreichen eines 

Potentials oberhalb von −40 mV öffnen. Wenn die Kalziumkanäle wieder inaktiv werden, nimmt die 

Wirkung der repolarisierenden Ströme überhand. In der finalen Repolarisation wirken mehrere Ströme 

auf das Membranpotential, den überwiegenden Anteil tragen jedoch die Kaliumströme. Dabei ist der K+-

Auswärtsgleichrichter (iK) besonders wichtig. Dieser setzt sich aus einer langsamen (iKs) und einer 

schnellen Komponente (iKr) zusammen. Während sich das Membranpotential wieder dem K+-

Gleichgewichtspotential von etwa −90 mV annähert, übernimmt zunehmend wieder der K+-

Einwärtsgleichrichter (iK1) die Führung. Nach Ablauf des Aktionspotentials bestimmt dieser das 

Membranpotential unter elektrischen Ruhebedingungen (Ruhepotential).  

Durch Aktionspotentiale kommt es, obwohl das Ruhepotential wieder erreicht wird, zu einem Ionen-

Ungleichgewicht innerhalb der Zelle. Daher wird die Ionen-Homöostase durch Ionentauscher wie die 

Na+/K+-ATPase und den Na+/Ca2+-Austauscher wiederhergestellt. Die Zelle ist während des 

Aktionspotentials für etwa 300 ms elektrisch refraktär. Diese lange Refraktärzeit, zu der besonders die 

Plateauphase beiträgt, ist wichtig, damit das Herz nur Einzelzuckungen ausführt. Dabei wird die 

Refraktärzeit in die etwa 200 ms andauernde absolute und die etwa 100 ms andauernde relative 

Refraktärzeit unterteilt. Während Letzterer können bereits weitere, jedoch schwächer ausgeprägte 

Aktionspotentiale generiert werden.  

Den Ursprung der Aktionspotentiale bildet dabei eine besondere Gruppe von Herzmuskelzellen, die 

Schrittmacherzellen, die sich durch ihre Fähigkeit der autonomen Kontraktion auszeichnen. 

Schrittmacherzellen generieren spontan Aktionspotentiale, die dann umliegende Kardiomyozyten 

erregen, wodurch wiederum das Aktionspotential von Zelle zu Zelle weitergeleitet wird. Die 

Herzmuskelzellen sind miteinander über Gap Junctions verbunden. Über diese Verbindungen werden 

Ionen an die umliegenden Nachbarzellen weitergeleitet und lösen dort ebenfalls Aktionspotentiale aus. 

Aufgrund der zahlreichen Gap Junctions im sogenannten Glanzstreifen bilden die Kardiomyozyten ein 

funktionelles Synzytium. Die Aktionspotentiale von Schrittmacherzellen unterscheiden sich in ihrem 

Verlauf von denen des Arbeitsmyokards (Abbildung 2.8). Sie verfügen über kein stabiles 

Ruhemembranpotential, stattdessen depolarisieren sie spontan und bilden selbstständig 

Aktionspotentiale. Ihr maximal negatives Potential liegt bei etwa −60 mV. Sie verfügen nicht über den 
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stabilisierenden iK1-Strom, dadurch depolarisieren die Zellen nach Erreichen von ca. −60 mV langsam 

spontan. Dies wird hauptsächlich über einen besonderen Na+-Einwärtsstrom (if) bewerkstelligt. 

Weiterhin trägt ein spezieller T-Typ K+-Kanal zur Depolarisation bei. Erreicht die spontane 

Depolarisation einen Schwellenwert von etwa −40 mV, werden langsame L-Typ Ca2+-Kanäle aktiviert, 

die zu einer raschen Depolarisation der Zelle führen. Eine verzögerte Aktivierung des K+-Gleichrichters 

(iK), verbunden mit der Deaktivierung der Ca2+-Kanäle, bewirkt eine Repolarisation, nachdem ein 

Membranpotential von etwa +20 mV erreicht worden ist. Eine Plateauphase fehlt, da es zu keinem 

Gleichgewicht der de- und repolarisierenden Ströme kommt. Bei zunehmend negativem Membran-

potential deaktivieren die K+-Gleichrichter und die Spontandepolarisation beginnt bei etwa −60 mV 

erneut [43]. 

 

Abbildung 2.8: Kardiale Schrittmacherzellen verfügen weder über eine Plateauphase noch über ein stabiles Ruhepotential. 

Die verschiedenen Phasen des Aktionspotentials repräsentieren die Aktivität unterschiedlicher Kanäle und Ionenströme. 

Orange: spontane Depolarisation; langsamer Na+-Influx, rot: Depolarisation; schneller Ca2+-Influx, blau: Repolarisation; K+-Efflux 

(modifiziert nach [44]). 

 

 

2.2.3. Reizweiterleitung des Herzens 
 

Im Herz gruppieren sich die Schrittmacherzellen zu sogenannten Schrittmacherzentren. Ein gesundes 

Herz verfügt über drei Schrittmacherzentren, die sich durch ihre verschiedenen Frequenzen spontaner 

Aktionspotentiale und ihrer Lage im Herz voneinander unterscheiden. Die drei Schrittmacherzentren 

sind der Sinusknoten (Nodus sinuatrialis) oder SA-Knoten, der Atrioventrikularknoten (Nodus 

atrioventricularis) oder AV-Knoten und die His-Bündel (Fasciculus atrioventricularis). Die Frequenzen, 

mit denen die Schrittmacherzentren spontane Aktionspotentiale generieren, sind in Tabelle 2.1 

aufgeführt. Dabei ist zu beachten, dass der SA-Knoten die höchste Frequenz erreicht und die His-Bündel 

die geringste. Der SA-Knoten bestimmt daher maßgeblich die Schlagrate des Herzes. Sollte dieser durch 

Krankheit oder Verletzung ausfallen, gibt der AV-Knoten mit der zweithöchsten Frequenz die Schlagrate 

des Herzes vor. 
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Tabelle 2.1: Schrittmacherzentren und ihre Frequenzen spontaner Aktionspotential-Generierung 

Schrittmacherzentrum Frequenz spontaner Aktionspotentiale /min-1 
  

Nodus sinuatrialis 60-80 

Nodus atrioventricularis 40-50 

Fasciculus atrioventricularis 20-30 

 

 

Der spindelförmige SA-Knoten liegt an der Einmündung der rechten Hohlvene im rechten Atrium. 

Von dort aus generiert er Aktionspotentiale, die durch das Arbeitsmyokard weitergleitet werden. Dieser 

Reiz geht dann in das linke Atrium und auf die Zellen des AV-Knotens über. Dies führt zur Kontraktion 

der Vorhöfe und zum Pumpen von Blut in die Ventrikel. Der AV-Knoten liegt zwischen der linken und 

rechten Vorkammer an der Grenze zu den Hauptkammern. Aufgrund des aus Bindegewebe bestehenden 

Herzskeletts sind die Vorkammern von den Hauptkammern elektrisch isoliert. Somit stellen der AV-

Knoten, der die geringste Weiterleitungsgeschwindigkeit im Herz aufweist, und das His-Bündel die 

einzige Möglichkeit der Reizweiterleitung zu den Hauptkammern dar. Das His-Bündel liegt distal zum 

AV-Knoten, reicht bis in die Herzspitze, spaltet sich in den linken und rechten Tawara-Schenkel auf und 

mündet in die Purkinje-Fasern. Diese Weiterleitung bewirkt die Kontraktion der Ventrikel und das 

Pumpen des Blutes in den systemischen und pulmonalen Blutkreislauf.  

In der Medizin kann die Erregungsleitung durch Elektrokardiogramme (EKG) sichtbar gemacht 

werden. Die gemessenen Signale lassen Rückschlüsse auf pathologische und pharmakologische Einflüsse 

zu. Im EKG werden die charakteristischen Zacken und Wellen der Signale mit den Buchstaben von P bis 

U bezeichnet. So zeigt sich die Erregung der Vorhöfe in der P-Welle (Abbildung 2.9). Während der PQ-

Strecke durchläuft die Erregung den AV-Knoten und die His-Bündel. Die Q-Zacke entsteht durch das 

Übergreifen der Erregung auf Teile des Septums. Der Erregungsablauf der Ventrikel-Muskulatur stellt 

sich aufgrund des mehrfachen Wechsels der räumlichen Orientierung des Ausbreitungsvektors als QRS-

Komplex dar. Durch die Rückbildung der Erregung, ausgehend von den Außenschichten des Myokards, 

entsteht die T-Welle. Die seltener beobachtete U-Welle wird auf die späte Repolarisation der Purkinje-

Fasern zurückgeführt. Die mittlere Schlagfrequenz wird über den mittleren Abstand von einer R-Zacke 

zur nächsten bestimmt [43].  
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Abbildung 2.9: Das typische EKG-Signal entsteht durch die zeitlich versetzte Überlagerung der einzelnen APs. Die P-Welle 

entspricht der Erregung der Vorhöfe, ausgelöst durch die spontane Erregung des Sinusknotens. Der QRS-Komplex entsteht 

durch die Erregung der Hauptkammern. Die T-Welle gibt die Rückbildung der Erregung in den Hauptkammern wieder. Die 

seltener zu messende U-Welle ist auf die späte Repolarisation der Purkinje-Fasern zurückzuführen (modifiziert nach [45]). 

 

 

In der Kardiologie gilt das QT-Intervall, also die zeitliche Distanz zwischen Q-Zacken und T-Welle, 

als wichtiger Parameter bezüglich drohender Arrhythmien [46-48]. Es beschreibt die Depolarisation und 

Repolarisation der Ventrikel. Eine Verlängerung des QT-Intervalls kann als Indiz für potentiell drohende 

ventrikuläre Tachykardien wie Torsade de pointes und als Risikofaktor bezüglich plötzlichen Herztodes 

herangezogen werden [24, 49, 50]. Weiterhin lösen verlängerte QT-Intervalle verfrühte Aktions-

potentiale während der späten Depolarisationsphase aus, was das Risiko ventrikulärer Arrhythmien oder 

fatalen Kammerflimmerns erhöht [50]. Abnorme QT-Intervalle können auf genetische [51], oder 

pharmakologische Ursachen [49] zurückgeführt werden. Aufgrund der mitunter tödlichen 

Auswirkungen wird seit 2005 in der Pharmaindustrie beinahe jeder neue Wirkstoff einem strikten QT-

Screening unterzogen. Meyer et al. konnten in diesem Zusammenhang demonstrieren, dass ein solches 

QT-Screening auch anhand der Mikroelektroden-Technologie möglich ist [52]. Dabei wurden 

Medikamente, die nachweislich eine QT-Verlängerung bewirken, an Kardiomyozyten getestet, die auf 

Mikroelektroden kultiviert wurden. Das Ergebnis war eine Verlängerung der gemessenen 

Feldaktionspotentialdauer (fAPd) [52, 53] (Abbildung 2.10). Daher wird in der Elektrophysiologie an 

kardialen funktionellen Synzytien das QT-Intervall oft mit der fAPd gleichgesetzt, oder sogar die 

Feldaktionspotentialdauer ebenfalls QT-Intervall genannt, oder als QT-like Interval bezeichnet. 
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Abbildung 2.10: Einige Chemikalien beeinflussen die mittels verschiedener Methoden zu messenden kardialen Signale.  

Ein intrazellulär mittels transmembraner Aufnahme gemessenes Aktionspotential im Vergleich zu einem mittels MEA-

Technologie extrazellulär gemessenen Feldaktionspotential und einem mittels EKG extrakorporal gemessenen Signal. In Grau 

ist skizziert, wie sich eine Verlängerung des QT-Intervalls durch Behandlung mit dem Kaliumkanal-Blocker HMR-1098 auf die 

jeweiligen Signale auswirken würde. Stets verzögert sich die Repolarisation, wodurch sich die Signaldauer erhöht. Auffällig ist 

die Relation zwischen EKG-Signal und Feldaktionspotential (modifiziert nach [52]). 

 

 

2.2.4. Kontraktion der Herzmuskelzellen 
 

Unter der elektromechanischen Kopplung wird der Mechanismus verstanden, über den ein 

Aktionspotential die Kontraktion einer Muskelzelle auslöst. In Herzmuskelzellen findet stattdessen eine 

elektrochemische Kopplung über Kalzium-Ionen statt. In der ruhenden Zelle beträgt die intrazelluläre 

Ca2+-Konzentration im Zytosol nur etwa ein Zehntausendstel der extrazellulären Konzentration. 

Während der Plateauphase öffnen sich die L-Typ Ca2+-Kanäle und Ca2+ strömt ins Zellinnere. Ausgelöst 

durch diesen initialen Einstrom öffnen sich die Ryanodinrezeptor (RyR2) -Kanalproteine des 

sarkoplasmatischen Retikulums und weiteres Ca2+ strömt ins Zytosol. Dabei wird eine zytosolische Ca2+-

Konzentration von 10-5 mol/L erreicht – im Vergleich zu 10-7 mol/L während der Ruhephase. Kalzium-

Ionen binden an Troponin C, ein myofibrilläres Regulatorprotein, wodurch der kontraktile Apparat 

aktiviert wird, dargestellt in Abbildung 2.11. 
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Abbildung 2.11: Die Aktin- und Myosinfilamente der Sarkomere benötigen Ca2+-Ionen, um zu kontrahieren. 

Durch die Bindung von Ca2+-Ionen an Troponin C des Troponin-Komplexes erfährt Tropomyosin eine Konformationsänderung. 

Durch diese Konformationsänderung können die Myosinköpfe an Aktinfilamente binden und die Kontraktion initiieren 

(modifiziert nach [54]). 

 

 

Der kontraktile Apparat besteht aus gestreifter Muskulatur, also Aktinfilamenten und Myosinfibrillen. 

Die Aktinfilamente sind von Myotroponin umgeben, welches die Anbindung von Myosin an Aktin 

verhindert. Reguliert wird Tropomyosin durch den Troponin-Komplex, der sich in Herzmuskelzellen aus 

den Untereinheiten Troponin C, I und T zusammensetzt. Durch Bindung von Ca2+-Ionen an Troponin C 

des Troponinkomplexes wird eine Konformationsänderung im Tropomyosin bewirkt. Diese 

Konformationsänderung legt die Aktinfilamente für die Myosinköpfe frei, die dann unter 

Adenosintriphosphat (ATP)-Hydrolyse an Aktin binden können. Dies erlaubt die Kontraktion der 

Herzmuskelzellen [43]. Um die Kontraktion zu beenden, muss nun die Ca2+-Konzentration wieder 

gesenkt werden. Während in Skelettmuskeln die Kalzium-Pumpe des sarkoplasmatischen Retikulums 

(SERCA) ausreicht, um die Kalzium-Ionen wieder ins SR aufzunehmen, werden in Herzmuskelzellen 

noch weitere Wege genutzt, wie zum Beispiel der Na+/Ca2+-Antiporter NCX und ATP-betriebene 

Kalziumpumpen, die Kalzium-Ionen entgegen dem Konzentrationsgradienten aus der Zelle befördern. 

Ein geringer Anteil an Ca2+-Ionen wird sogar in die Mitochondrien aufgenommen [55]. Der 

kontraktionsbedingte Kalziumtransport wird in Abbildung 2.12 veranschaulicht. 
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Abbildung 2.12: Der Kalzium-Ionentransport ist für Kontraktion und Relaxation der Kardiomyozyten essentiell. 

Durch die L-Typ-Kanäle gelangen Ca2+-Ionen während der Plateauphase ins Zellinnere und binden an RyR. Daraufhin entlässt 

RyR weitere Ca2+-Ionen aus dem SR ins Zytosol. Diese binden in den Myofilamenten an Troponin C, wodurch die Kontraktion 

stattfinden kann. Zur Relaxation muss die Ca2+-Konzentration im Zytosol wieder gesenkt werden, dazu werden über SERCA und 

Phospholamban (PLB) unter ATP-Hydrolyse etwa 70% der Ca2+-Ionen wieder ins SR aufgenommen. 28% des Gesamtanteils 

werden über NCX im Verhähltnis 1:3 gegen Na+-Ionen getauscht. Die verbleibenden 2% der Ca2+-Ionen werden entweder von 

der ATPase entgegen des Konzentrationsgefälles aus der Zelle hinaus gepumpt oder in die Mitochondrien aufgenommen 

(Modifiziert nach [55]). 

 

 

2.3. Stand der Technik 
 

Die Methode der Mikroelektroden-Arrays hat sich als besonders vielseitige Herangehensweise zur 

Untersuchung elektrophysiologischer Signale kardialer Netzwerke herausgestellt. Aufgrund der nicht-

invasiven Messmethodik ist es im Gegensatz zur bekannteren intrazellulären Methode des Patch-Clamp-

Verfahrens möglich, wiederholt Messungen an denselben Netzwerken durchzuführen. Dies ermöglicht 

sogar, abhängig vom verwendeten Zellkultursystem, die Durchführung von Langzeitstudien. Die 

Fähigkeit, elektrische Aktivität auf zellulärer Ebene messen zu können, verleiht der MEA-Technologie 

ein hohes Potenzial für eine Vielzahl von Anwendungen in der Grundlagen- und angewandten 

Forschung.  

Die MEA-Technologie wurde bereits in diversen kardiovaskulären Studien in verschiedenen 

Modellsystemen eingesetzt. So wurden Experimente an Zellen aus dem Huhn, der Maus, der Ratte und 

dem Zebrafisch durchgeführt [56-59]. Inzwischen wird die MEA-Technologie vermehrt für 

Medikamentenstudien genutzt, die bevorzugt an aus humanen Stammzellen gewonnenen 

Kardiomyozyten durchgeführt werden [60-62]. Der weitverbreitete pharmakologische Einsatz führt zu 
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einer guten Dokumentation der Methodik. Arbeitsgruppen wie die um Asakura et al. haben sich zum 

Beispiel mit der Auswertung und Konfiguration geeigneter Aufnahmeparameter des MEA-Systems für 

Medikamentenstudien an aus humanen induzierten pluripotenen Stammzellen (hiPSC)-differenzierten 

Kardiomyozyten beschäftigt [63]. 

Um mögliche Fehlerquellen in der Datenakquisition zu reduzieren, untersuchten außerdem 

Kienast et al. die durch multiple Schrittmacherzentren verursachten Veränderungen in mehreren 

elektrophysiologischen Parametern an primären, embryonalen Hühnerkardiomyozytenkulturen [64]. 

Abhängig vom Ursprung der Erregung traten dabei Abweichungen von bis zu 14% auf, weshalb ein 

Nichtbeachten des Erregungsursprungs zu hohen Fehlerraten führen kann. Einen weiteren Aspekt, der 

einer relevanten Variabilität unterliegt, untersuchten Ben-Ari et al. in einer klinisch relevanteren 

Herangehensweise. Sie erforschten den Zusammenhang zwischen Herzratenvariabilität bei adulten 

Menschen und der Schlagratenvariabilität der aus deren Keratinozyten generierten iPSC-

Kardiomyozyten auf Einzelzellebene und anhand von Embryoid Bodies. Dabei stellten sie fest, dass die 

Variabilität mit kleiner werdendem System ansteigt, was sie auf oszillierende Prozesse des Kalzium-

Handlings, der mitochondrialen Funktion und die Genexpression und Redox-Zustände der circadianen 

Rhythmik zurückführen [65]. 

Den hohen Wert der MEA-Technologie für die klinische Forschung zeigt eine Studie von 

Friedrichs et al. Sie erläutert einen lentiviralen Weg, patienten-spezifische iPS-Zellen zu gewinnen. Diese 

wurden in vitro zu Kardiomyozyten differenziert und zeigten eine dem Spenderpatient entsprechende 

Long-QT-Charakteristik [66]. Einer anderen Arbeitsgruppe war es möglich, in neonatalen Rattenzellen 

einen photoinduzierbaren Depolarisationskanal zu entwickeln, der defibrillierend auf 

Spiralwellenarrhythmien wirkt [67]. Im Bestreben, die Verhältnisse in vitro den Begebenheiten in vivo 

anzunähern, publizierten Trantidou et al. kürzlich ein Strukturierungsverfahren, welches die 

Signalweiterleitung über den MEA-Chip dem des nativen Myokardiums annähern soll [68].  

Ein ebenso technologisch anspruchsvolles Themengebiet stellt die Kopplung zwischen Zelle und 

Elektroden dar. Um diese Kopplung zu verbessern, strukturierten Lin et al. Mikroelektroden mit 

vertikalen Iridiumoxid-Nanoröhren, was in einem verbesserten Signal resultierte [69]. Auf demselben 

Gebiet wurden auch im BioMEMS-Lab von Nick et al. Erfolge erzielt. Hier wurden Gold-Nanosäulen [70] 

und Kohlenstoff-Nanoröhren [71] mit hohem Aspektverhältnis auf den Elektroden des MEA-Chips 

aufgebracht, was zu einer verbesserten Impedanz und zu einer starken Vergrößerung der gemessenen 

Amplituden führte. 

Bezüglich der strahlenbiologischen Anwendung der MEA-Technologie ist die Arbeitsgruppe von Prof. 

Thielemann an der Hochschule Aschaffenburg die erste, die das MEA-System zur Messung 

strahleninduzierter Effekte auf die Elektrophysiologie einsetzt. Neben den in dieser Arbeit verwendeten 

kardialen Zellen wurden auch Bestrahlungen und anschließende Messungen an neuronalen Zellen 
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durchgeführt. Kortikale Rattenneurone wurden von Mayer et al. einer Röntgenstrahlung von bis zu 2 Gy 

ausgesetzt. Über zwei Wochen in Kultur wurde keine signifikante Reduktion in der Zahl neuronaler 

Spikes gemessen. Dies lässt auf eine hohe Robustheit der Zellen gegenüber ionisierender Strahlung 

schließen [72]. Im Zuge des vorliegenden Projektes wurden Daten zur Röntgenbestrahlung von 

primären kardialen Zellen publiziert, auf die später im Detail eingegangen wird [73]. 

 

 

2.4. Betrachtete elektrophysiologische Parameter extrazellulärer Ableitungen  
 

Aktionspotentiale können intrazellulär mittels einer durch die Membran eingebrachten Messelektrode 

und einer im extrazellulären Medium befindlichen Referenzelektrode gemessen werden. Dabei wird die 

gemessene Spannung durch die in die Zelle hinein- bzw. hinausfließenden Ionen verursacht. Bei 

extrazellulären Messungen hingegen liegen sowohl Mess- als auch Referenzelektrode im extrazellulären 

Medium. Während die deutlich größere Referenzelektrode mit großem Abstand zur Messelektrode und 

den Zellen positioniert ist, liegt die Messelektrode in direkter Nähe zu den zu messenden Zellen. Den 

Abstand zwischen Messelektrode und Zelle bildet ein mit Zellkulturmedium gefüllter Spalt von einigen 

Nanometern Breite. Der durch Aktionspotentiale verursachte Ionenstrom bedingt in diesem Spalt eine 

schnelle Potentialänderung die über die Mikroelektroden detektiert wird [74]. Diese Signale entsprechen 

dabei in etwa der ersten Ableitung des intrazellulär zu messenden Aktionspotentials [75]. 

Zur elektrophysiologischen Untersuchung kardialer Zellen anhand extrazellulärer Ableitungen bietet 

sich die Betrachtung mehrerer Parameter an. Die im Zuge dieser Arbeit untersuchten Parameter sind die 

Anzahl der aktiven Elektroden, Schlagrate, Signalausbreitungsgeschwindigkeit, Feldaktionspotential-

dauer und die Signalamplituden. Diese sollen in den folgenden Unterabschnitten näher auf ihre 

Bedeutung hin charakterisiert werden.  

 

 

2.4.1. Anzahl aktiver Elektroden 
 

Als aktive Elektroden gelten alle Elektroden, auf denen Zellen angewachsen sind und über die 

extrazelluläre Signale gemessen werden können. Somit erlaubt dieser Parameter eine basale qualitative 

Aussage über den Bewuchs und die Ausbreitung der Zellkulturen über das Elektrodenfeld. Die Anzahl 

aktiver Elektroden gibt, über den Verlauf eines mehrtägigen Experiments, Aufschluss über die Adhäsion 

der Zellkultur auf der Oberfläche des MEA-Chips. Auf einem Standard-MEA mit 60 Elektroden kann die 

Anzahl aktiver Elektroden aufgrund der Referenzelektrode maximal 59 betragen. Dieser Parameter 

findet in der Auswertung nur untergeordnet Beachtung, spielt aber bei der Qualitätsevaluierung der 

Kulturen vor dem Experiment eine maßgebliche Rolle. Kulturen, die bereits vor Beginn der Experimente 
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nur wenige aktive Elektroden aufweisen, neigen häufig dazu, sich nach kurzer Zeit vollständig von der 

Oberfläche abzulösen. Dies mag vornehmlich an einer geringen Adhäsion liegen. 

 

 

2.4.2. Schlagrate 
 

Nach der Aussaat der kardialen Zellen auf der Oberfläche der MEA-Chips bilden die Einzelzellen über 

Gap Junctions ein funktionelles Synzytium. Außerdem bilden sich Schrittmacherzentren, die spontan 

Aktionspotentiale generieren und diese über das entstandene Zellnetzwerk an benachbarte Zellen 

weiterleiten. Als Folge dieses Stimulus generieren die benachbarten Zellen ebenfalls Aktionspotentiale 

und stimulieren wiederum die umgebenden Zellen. Die Folge ist ein das gesamte Netzwerk umfassendes, 

synchrones Signal, welches in den Kardiomyozyten mit einer Kontraktion verbunden ist. Aufgrund des 

Fehlens eines stabilen Ruhepotentials in den Zellen der Schrittmacherzentren kommt es zu einer stetig 

wiederkehrenden Erregung. Diese resultiert in einer rhythmischen Schlagrate. Die Schlagrate ist dabei 

von mehreren Faktoren abhängig. Die zelluläre Zusammensetzung der Schrittmacherzentren spielt 

ebenso eine Rolle wie die Temperatur und andere exogene Faktoren wie die Nährstoffversorgung oder 

die Wirkung eventueller kardioaktiver Chemikalien. 

Bei der Messung der Signale wird die Schlagrate anhand des mittleren Interspike-Intervalls (ISI) 

bestimmt (Abbildung 2.13). Das ISI ist die Dauer zwischen den Amplituden zweier Feldaktions-

potentiale. Die Standardabweichung des mittleren ISI gibt Auskunft über die Rhythmizität der Kulturen 

und lässt bei zu hoher Abweichung auf Arrhythmien schließen. 

 

 

Abbildung 2.13: Die Schlagrate kardialer Zellen auf dem MEA-Chip wird anhand des Interspike-Intervalls bestimmt. 

Die Grafik zeigt typische extrazelluläre Spannungssignale von kardialen Zellen, wie sie von einer Mikroelektrode aufgezeichnet 

werden, aufgetragen gegen die Zeit. Die Zeit zwischen zwei Spikes wird als Interspike-Intervall bezeichnet. 
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2.4.3. Signalausbreitungsgeschwindigkeit 
 

Die Geschwindigkeit, mit der ein Aktionspotential beginnend im Schrittmacherzentrum über die 

Distanz des Elektrodenfelds propagiert, ist die Conduction Velocity (Ausbreitungsgeschwindigkeit). Da 

trotz der beinahe synchronen Rhythmik der Aktionspotentiale von Elektrode zu Elektrode kleine zeitliche 

Unterschiede von wenigen Millisekunden bestehen, kann der Verlauf der Reizweiterleitung über das 

Elektrodenfeld verfolgt werden (Abbildung 2.14). Dabei wird die endgültige Propagations-

geschwindigkeit vom Schrittmacherzentrum aus von einem Rand des Elektrodenfeldes zum anderen, 

entlang des Pfades der schnellsten Propagation, bestimmt (siehe Unterpunkt 3.7). Diese Weiterleitung 

von Aktionspotentialen findet über Gap Junctions statt. Es konnte gezeigt werden, dass besonders die 

Expression und post-translationale Modifikation von Connexin43 (Cx43) durch ionisierende Strahlung 

erhöht wird [76, 77]. Eine Exposition von ventrikulären Zellen aus Hasen mit Kohlenstoff-Ionen zeigte 

eine über 12 Monate erhöhte Cx43-Expression [78]. In zahlreichen experimentellen und klinischen 

Studien wurde berichtet, dass Veränderungen der Cx43-Organisation, -Expression und –Phos-

phorylierung an der Entstehung ventrikulärer Arrhythmien bei einigen pathologischen Zuständen wie 

Ischämie, Hypertrophie und Kardiomyopathie beteiligt sind [78-80]. 

 

 

Abbildung 2.14: Die Signalausbreitungsgeschwindigkeit wird über die zeitliche Verschiebung eines Signals bestimmt. 

Das Falschfarbenbild zeigt die zeitlich verschobene Detektion eines Signals auf dem Elektrodenfeld. Das Signal tritt zuerst rechts 

unten auf dem Elektrodenfeld auf und erreicht 16 ms später oben rechts den gegenüber liegenden Rand des Elektrodenfelds. 

Die eingeblendeten Pfeile deuten die Richtung der Propagation an. Die schwarz gefärbten Elektroden wurden aus der 

vorliegenden Messung entfernt. Für Bereiche zwischen den Elektroden wurden die jeweiligen Werte per Extrapolation ermittelt. 
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2.4.4. Feldaktionspotentialdauer 
 

Dieser Parameter gibt Aufschluss über die Dauer eines Signals und wird, wie schon in Kapitel 2.2.3 

erläutert, mit dem QT-Intervall, wie es in EKG-Messungen bestimmt wird, gleichgesetzt. Die 

Feldaktionspotentialdauer reicht vom Beginn der Depolarisation bis zum Ende der Repolarisation, die 

sich in der charakteristischen T-Welle widerspiegelt (Abbildung 2.15). Unter Benutzung der DrCell-

Software wird die fAPd anhand einer Überlagerung sämtlicher Feldaktionspotentiale einer Elektrode 

teilautomatisch bestimmt. Die Feldaktionspotentialdauer spielt eine wichtige Rolle in der 

Pharmakologie, da eine Vielzahl von Medikamenten und andere Stressoren Einfluss auf sie ausüben. Ein 

verlängertes QT-Intervall birgt das Risiko ventrikulärer Arrhythmien bis hin zur Torsade de pointes 

Tachyarrhythmie [50]. Entsprechend wird das Phänomen mit ventrikulärer Fibrillation (Kammer-

flimmern) und plötzlichem Herztod in Verbindung gebracht [49, 81].  

 

Abbildung 2.15: Die Feldaktionspotentialdauer reicht vom Beginn der Depolarisation bis zum Ende der Repolarisation. 

Dargestellt ist die Spannungsänderung während eines kardialen Signals, aufgetragen gegen die Zeit. Die 

Feldaktionspotentialdauer umfasst den Zeitbereich zwischen den lila Pfeilspitzen, beginnend beim Aufstrich zum Spike, der dem 

Aufstrich des Aktionspotentials entspricht, bis zum Maximum der T-Welle, die das Ende der Repolarisation darstellt. 

 

 

Wie bei EKG-Messungen üblich, wird auch die gemessene Signaldauer gegen die Schlagfrequenz 

korrigiert, da die Dauer des QT-Intervalls, bzw. der fAPd, anti-proportional zum RR-Intervall, bzw. dem 

ISI ist. Eine hohe Schlagrate bedingt somit im gesunden Herz verkürzte QT-Intervalle, während eine 

niedrige Schlagfrequenz in verlängerten QT-Intervallen resultiert. Es gibt zahlreiche Modelle zur 
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Frequenzkorrektur von QT-Intervallen. Eine der ältesten dieser Methoden ist die Korrektur nach der 

Bazett-Formel [82]. Diese empirische Formel findet in adaptierter Form auch Anwendung in dieser 

Arbeit und wird in Abschnitt 3.10 näher erläutert. Manche alternative Formeln erweitern die Bazett-

Formel um einen geschlechts- oder altersspezifischen Faktor [83], wieder andere verwenden anstatt der 

Quadratwurzel die dritte Wurzel [84]. Nichtsdestotrotz sind diese Formeln lediglich Annährungen an 

das Verhältnis zwischen Schlagrate und Signaldauer, welches in der Praxis durch eine Vielzahl von 

Faktoren beeinflusst wird, wie beispielsweise Stress, hormonelle Bedingungen, Gesundheitszustand und 

Alter des Patienten. Aus diesen Gründen kann das Verhältnis zwischen Schlagrate und Signaldauer nur 

schwer in einer in der klinischen Praxis anwendbaren Formel zusammengefasst werden. 

 

 

2.4.5. Signalamplituden 
 

Die mittels MEA-System zu messenden Amplituden geben Auskunft über die Kopplung zwischen den 

Zellen und der Elektrode. Hohe Amplituden stehen dabei für eine gute Kopplung. Ebenso lässt dieser 

Parameter Rückschlüsse über die Adhäsion auf der Elektrodenoberfläche zu. In der vorliegenden Arbeit 

spielt dieser Parameter jedoch eine untergeordnete Rolle. Die Signalamplituden dienen mehr noch als 

die Zahl aktiver Elektroden zur qualitativen Evaluierung der Kulturen. Kulturen, die für ein Experiment 

nicht geeignet sind, können bereits im Vorfeld anhand ihrer kleinen Amplituden erkannt und aussortiert 

werden. 

 

 

2.5. Ionisierende Strahlung 
 

Als ionisierende Strahlung werden diejenigen Strahlungen betrachtet, die in der Lage sind, aus den 

Atomen bestrahlter Materie Elektronen zu lösen. Bei diesem Prozess entsteht mindestens ein sekundäres 

Elektron, auch δ-Elektron genannt, während ein positiv geladenes Ion zurückbleibt [85]. Daher wird 

dieser Vorgang Ionisation genannt. Ionisierende Strahlung kann in Partikel- und elektromagnetische 

Strahlung unterteilt werden. Zur Partikelstrahlung zählen Elektronen, Protonen, Neutronen, α-Partikel 

und Schwerionen. Abgesehen von der Neutronenstrahlung sind alle diese Partikelstrahlungen direkt 

ionisierend. Elektromagnetische Strahlung wie Ultraviolett (UV)-, Röntgen- und γ-Strahlung hingegen 

wirkt indirekt ionisierend [86, 87]. Die verschiedenen Strahlungsarten werden später noch detailliert 

erläutert. Verfügt das einfallende Partikel über eine entsprechend hohe Energie, kann ein Atom mehrfach 

ionisiert werden. Die überschüssige Energie geht als kinetische Energie auf das Atom und die 

freiwerdenden Elektronen über. Bei entsprechender Energie können die Sekundärelektronen in Materie 

Bremsstrahlung erzeugen, die ebenfalls ionisierend wirkt. Ionisierende Strahlung kann chemische 

Bindungen aufbrechen, wodurch Radikale entstehen können. Die entstehenden Ionen sind bestrebt, die 
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verlorenen Elektronen zurückzugewinnen, und gehen daher Bindungen mit umliegenden Molekülen ein. 

Auf diesem Prinzip beruht die schädliche Wirkung ionisierender Strahlung auf biologische Systeme [88]. 

Biologische Moleküle gehen nach erfahrener Ionisation Reaktionen und Bindungen ein, durch die ihre 

Funktion eingeschränkt wird oder sogar verloren geht. 

Die pro Masse (m) absorbierte Energie (E) gibt die aufgenommene Energiedosis (D) wieder, die in 

Gray (Gy) gemessen wird. Ein Gray entspricht nach Formel 2.1 einem Joule (J) pro Kilogramm (kg). Das 

Gray berücksichtigt allerdings nicht die unterschiedliche Wirkung verschiedener Strahlungen auf 

spezifische Gewebe. Die Äquivalentdosis (H) ist ein Maß für die biologische Wirkung einer Strahlendosis. 

Sie wird über die Multiplikation der Energiedosis in Gray mit einem dimensionslosen 

Strahlenwichtungsfaktor (wR) bestimmt [6]. Die Strahlenwichtungsfaktoren werden experimentell, bzw. 

durch detaillierte Computersimulationen bestimmt. Photonenstrahlung wie Röntgen- oder γ-Strahlung 

hat einen Strahlenwichtungsfaktor von 1, während Schwerionen und α-Teilchen unabhängig von der 

Energie einen Faktor von 20 haben. Die Einheit der Äquivalentdosis ist das Sievert (Sv) (Formel 2.2). 

Gleiche Äquivalentdosen verschiedener Strahlenarten rufen vergleichbare biologische Wirkungen 

hervor[89]. 

 
 

Energiedosis:    𝐷 =
𝐸

𝑚
;      [𝐷] = 𝐺𝑦 =  

𝐽

𝑘𝑔
 Formel 2.1 

 

Äquivalentdosis:    𝐻 = 𝐷 ∙ 𝑤𝑅;    [𝐻] = 𝑆𝑣 Formel 2.2 

 

 

Ein weiteres Maß der Strahlenwirkung stellt der Lineare Energietransfer (LET) dar. Der LET 

beschreibt die Menge abgegebener Energie eines ionisierenden Teilchens an das durchdrungene Material 

pro Längeneinheit (Formel 2.3)  und wird in Kiloelektronenvolt pro Mikrometer (keV/µm) 

angegeben [85]. Der LET kann als indirektes Maß der Ionisationen entlang einer Wegstrecke, besonders 

für die Strahlenwirkung in biologischen Systemen, betrachtet werden. Je höher die Energie eines 

ionisierenden Teilchens, desto geringer ist die Interaktion mit dem umgebenden Medium und umso 

weiter wird sich das Teilchen bewegen, bevor es seine Energie durch Abgabe an das Medium verringert. 

Durch diese Energieverringerung reduziert sich wiederum auch der relative Abstand bis zur nächsten 

Interaktion mit dem Medium. 

 

 

Linearer Energietransfer: 𝐿𝐸𝑇 =
𝑑𝐸

𝑑𝑥
 ;     [𝐿𝐸𝑇] =  

𝑘𝑒𝑉

µ𝑚
 

 

Formel 2.3 

 

 

 

Strahlung kann in hoch- und niedrig-LET-Strahlung unterschieden werden. Dabei entspricht diese 

Unterteilung auch der Unterscheidung zwischen dicht und locker ionisierenden Strahlungen. Ein 
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weiterer Faktor, der dabei berücksichtigt werden muss, ist die Fluenz, also die Anzahl der Teilchen, die 

auf eine Fläche treffen. Die Fluenz (F) wird für gewöhnlich in Teilchen pro Quadratzentimeter (1/cm2) 

angegeben. Entsprechend Formel 2.4 lässt sich über LET, Fluenz und die Dichte des bestrahlten 

Materials (ρ) die Dosis berechnen [85]. 

 

Energiedosis: 𝐷 = 1,602 ∙ 10−9 ∙ 𝐿𝐸𝑇 ∙ 𝐹 ∙ 1/𝜌 Formel 2.4 

 

 

2.5.1. Röntgenstrahlung 
 

Die schwach ionisierende Röntgenstrahlung zählt zur elektromagnetischen Strahlung. Sie wurde 

1895 von Wilhelm Conrad Röntgen entdeckt und trägt im Deutschen seinen Namen. In anderen 

Sprachen wird oft die Bezeichnung X-Strahlen verwendet, ein Name, den Röntgen selbst benutzte. Bei 

dieser Strahlung handelt es sich um Photonen mit Energien zwischen 5 und 100 keV und Wellenlängen 

zwischen 250 und 1 pm. Im elektromagnetischen Spektrum liegen Röntgenstrahlen zwischen 

ultraviolettem Licht und Gamma-Strahlen. Der Energiebereich zwischen Röntgen- und Gammastrahlung 

ist nicht klar getrennt. Anders als Gamma-Strahlung entsteht Röntgenstrahlung jedoch durch 

Elektronenprozesse innerhalb einer Röntgenröhre. Dort werden Elektronen aus einer Kathode mittels 

Hochspannung durch ein Vakuum auf eine Anode emittiert. Im Anodenmaterial, meistens Wolfram, 

werden die Elektronen dann gebremst, wodurch drei Strahlungsarten entstehen: die charakteristische 

Röntgenstrahlung, Röntgenbremsstrahlung und eine Übergangsstrahlung (Lilienfeldstrahlung). Die 

charakteristische Röntgenstrahlung entsteht durch die Ionisation der Atome in der Anode. Ein von der 

Kathode emittiertes Elektron trifft auf ein Elektron im Anodenmaterial und schlägt es aus der inneren 

Schale seines Atoms heraus. Ein Elektron einer äußeren Schale füllt die so entstandene Lücke und gibt 

dabei Energie in Form von Röntgenstrahlung ab. Die Bremsstrahlung entsteht durch kontinuierliche 

Abbremsung der Elektronen in der Anode, wobei ebenfalls Photonen abgestrahlt werden.  

Die so entstandenen Röntgenstrahlen erzeugen dann wiederum Ionisationen in der bestrahlten 

Materie. Dies geschieht über die drei Prozesse Photoeffekt, Compton-Effekt und Paarbildung. Beim 

Photoeffekt trifft ein Röntgenquant auf ein im Atom gebundenes Elektron, welches die gesamte Energie 

des Photons absorbiert und aus seiner Elektronenschale geschlagen wird. Beim Compton-Effekt wird 

nicht die gesamte Energie absorbiert, das Photon wird an einem anderen Teilchen gestreut und gibt 

einen Teil seines Impulses ab. Bei der Paarbildung entsteht aus zwei Röntgenquanten mit ausreichend 

hoher Energie ein Elektronen-Positronen-Paar. Einzelne Photonen bringen nur einen geringen 

Energieeintrag in ein mikroskopisches Volumen ein, für eine bestimmte Energiemenge ist eine hohe 

Anzahl an Photonen notwendig. Dies führt zu einer gleichmäßigen räumlichen Verteilung der 
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eintreffenden Photonen und der entstehenden Sekundärelektronen. Diese homogene Verteilung 

wiederum führt zu einer homogenen Energiedosis-Verteilung, wie in Abbildung 2.16 dargestellt [90]. 

 

Abbildung 2.16: Die Dosisverteilung von Photonenstrahlung in einem mikroskopischen Volumen ist homogen. 

Die Photonenstrahlung wie z.B. Röntgenstrahlung weist anders als Bestrahlung mit Schwerionen in einem mikroskopischen 

Volumen eine homogene Energiedeposition auf [85]. 

 

 

2.5.2. Schwerionenstrahlung 
 

Grundsätzlich werden alle ionisierenden Elemente, die schwerer als Helium bzw. α-Partikel sind, als 

Schwerionen bezeichnet. In der Natur wird diese Strahlung von Sternen emittiert. Das Leben auf der 

Erde wird jedoch durch seine Atmosphäre weitestgehend abgeschirmt. Um Schwerionen-Strahlung auf 

der Erde zu untersuchen, werden Teilchenbeschleuniger benötigt. Eine besondere Form stellt dabei ein 

Synchrotron oder Ringbeschleuniger dar, wie er von der Gesellschaft für Schwerionenforschung (GSI) 

in Darmstadt genutzt wird. 

Ein Synchrotron besteht aus einem langen, geschlossenen Ringrohr, in dem ein Ultrahochvakuum 

herrscht. In diesem Vakuum werden die Ionen mit Hilfe von Ablenkmagneten, die über hochfrequente 

Wechselfelder gesteuert werden, auf extrem hohe Energien beschleunigt und dann auf ihr Ziel 

geschossen. Ionenstrahlung gehört zur Kategorie der dicht ionisierenden Partikelstrahlung. Der 

Hauptanteil der Energie wird entlang der Trajektorie des Partikels abgegeben. Die Wahrscheinlichkeit 

für Ionisationsereignisse nimmt mit zunehmender Distanz von der Trajektorie rapide ab. Diese lokal 

konzentrierte Energiedosis ist in Abbildung 2.17 schematisch dargestellt [85]. 

 



 

Einleitung  26 

 

Abbildung 2.17: Die Dosisverteilung von Schwerionen in einem mikroskopischen Volumen ist inhomogen. 

Schwerionen weisen eine lokal konzentrierte Dosisverteilung auf. Entlang ihrer Flugbahn erreichen sie eine maximale 

Energiedeposition, die im Bereich von mehreren Größenordnungen liegt. Abseits der Ionentreffer ist die lokale Dosis null [85]. 

 

 

Nach dem Eindringen in Materie beginnt das Teilchen mit Atomen zu interagieren, indem es sie 

ionisiert, wodurch Sekundärelektronen entstehen. Dabei verlieren die Strahlenpartikel an 

Geschwindigkeit und Energie. Je langsamer das Partikel wird, umso wahrscheinlicher werden weitere 

Ionisationsereignisse entlang der Trajektorie. Somit erzeugt der Ionenstrahl entlang seiner Trajektorie 

eine dichte Ionisationsspur, die hauptsächlich durch Coulomb-Kräfte hervorgerufen wird [91]. Dies ist 

auch aus Abbildung 2.18 ersichtlich [92]. Dort werden im Querschnitt die Ionisationsspuren von 1 MeV 

Protonen und Kohlenstoff-Ionen in Wasser verglichen. Die Unterschiede in den gezeigten 

Ionisationsspuren sind auf den höheren LET der Kohlenstoff-Ionen zurückzuführen. 

 

 

Abbildung 2.18 Kohlenstoff-Ionen haben eine deutlich dichtere Ionisationsspur als Protonen bei 1 MeV Energie in Wasser. 

Bei gleicher Energie erzeugen Kohlenstoff-Ionen deutlich mehr Sekundärelektronen als ein Protonenstrahl. Der schematisch 

dargestellte DNA-Strang ist maßstabsgetreu (modifiziert nach [92]). 
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Die maximale Reichweite der erzeugten δ-Elektronen ist im Vergleich zum Primärpartikel gering und 

direkt proportional zur Energie des Primärstrahls. Mit sinkender Geschwindigkeit des Primärteilchens 

erhöht sich auch die Energie, die es deponiert. Bei der maximalen Reichweite wird schließlich ein 

Großteil der Anfangsenergie abgegeben. Dieses Maximum der Energiedeposition wird Bragg-Peak 

genannt. Abbildung 2.19 zeigt beispielhaft die Tiefenprofile von Kohlenstoff-Ionen mit unterschiedlichen 

Energien. Aufgrund dieses Tiefendosisprofils finden Protonen- und Ionenstrahlungen Anwendung in der 

Tumortherapie. Tiefliegende Tumore können gezielt mit hohen Dosen bestrahlt werden, während das 

umliegende gesunde Gewebe weitestgehend verschont bleibt [85]. 

 

 

Abbildung 2.19: Kohlenstoff-Ionen mit unterschiedlichen Energien geben die meiste Energie in einem Punkt ab.  

Die Energieabgabe von Kohlenstoff-Ionen bildet einen Bragg-Peak. Mit steigender Energie erhöht sich auch die Eindringtiefe, 

während sich die Energiedisposition im Peak reduziert. Photonen hingegen deponieren ihre Energie relativ gleichmäßig im 

umliegenden Medium und erreichen die höchste Dosis wenige Zentimeter nach dem Eindringen [85]. 

 

 

Für die Tumortherapie werden zusätzlich noch die Eingangsenergien variiert, was zu einer 

Verschiebung des Bragg-Peaks führt. In der Überlagerung der einzelnen im Gewebe deponierten 

Energien entsteht dadurch ein ausgeweiteter Bragg Peak, auch spread-out Bragg Peak (SOBP) oder 

extended Bragg Peak genannt (Abbildung 2.20) [85]. Mit dem SOBP können Tumore entsprechend ihrer 

räumlichen Tiefenausdehnung ganzheitlich bestrahlt werden. Dabei werden meist über mehrere Tage 

fraktionierte Bestrahlungen durchgeführt.  
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Abbildung 2.20: Der Spread-out Bragg Peak entsteht durch die Überlagerung von Bragg-Peaks mit verschiedenen Energien.  

Über die Variation der Initialenergien von Ionen verschiebt sich der Bragg Peak, was eine Verlängerung des Bereichs der 

maximalen Dosis mit sich bringt (modifiziert nach [85]). 

 

 

2.5.3. Kosmische Strahlung 
 

Unter den Sammelbegriff der kosmischen Strahlung fallen verschiedene Arten von Partikelstrahlung 

unterschiedlicher Herkunft. Dabei werden Solarstrahlung (solar cosmic rays, SCR), galaktische (galactic 

cosmic rays, GCR) und extragalaktische Strahlung unterschieden. Zur SCR zählen dabei die Strahlen der 

Sonnenwinde und der Sonneneruptionen, die sich größtenteils aus Protonen-, Elektronen- und α-

Partikel-Strahlung mit hoher Teilchenstromdichte zwischen 107 /cm2 s und 1010 /cm2 s 

zusammensetzen. Die Strahlung von Sonneneruptionen erreicht dabei Energien um 10 MeV. Galaktische 

Strahlung hingegen zeichnet sich durch geringere Teilchenstromdichte, Energien über einem 

Gigaelektronenvolt und einen Anteil von schweren Ionen aus. Die extragalaktische Strahlung schließlich 

ist charakterisiert durch ihre immense Energie von bis zu 1014 MeV und einer extrem niedrigen 

Teilchenstromdichte von 10-24 /cm2 s. 

Die GCR setzt sich zu 87% aus Protonen, 12% α-Teilchen und 1% Schwerionen zusammen. Dabei 

entspricht die Häufigkeitsverteilung der Atomkerne in etwa der solaren Elementhäufigkeit. Das 

elementare Spektrum reicht in der GCR von Wasserstoff bis hin zu Uran. Atomkerne schwerer als Eisen 

sind allerdings selten. Obwohl Schwerionen nur einen geringen Anteil der kosmischen Strahlung 

ausmachen, stellen sie aufgrund ihres hohen Ionisationspotentials dennoch für Astronauten ein größeres 

Risiko dar als Protonen.  

Abbildung 2.21 veranschaulicht die Beteiligung von Ionen an der kosmischen Strahlung in Hinblick 

ihrer Ladungszahl.  
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Abbildung 2.21: Schwerionen tragen trotz minimalem Anteil an der Fluenz maßgeblich zur Dosisbelastung im Weltraum bei. 

Dargestellt sind die Fluenz (grün), die Energiedosis (blau) und die Äquivalentdosis (rot). Die Gesamtheit der Schwerionen trägt 

einen größeren Anteil zu den drei angegebenen Parametern bei als die häufiger vorkommenden Protonen und 

α-Teilchen (modifiziert nach [6]). 

 

 

Astronauten sind im interplanetaren Weltall einer täglichen Ganzkörperdosis von 1-2 mSv ausgesetzt, 

wohingegen sich auf einer planetaren Oberfläche wie der des Mars oder des Mondes eine Tagesdosis 

von 0,5 -1 mSv akkumuliert [6, 7]. Die durchschnittliche Strahlendosis auf der Erde liegt beispielsweise 

in Deutschland zwischen 1 und 5 mSv pro Jahr. Dabei hat die kosmische Strahlung einen Anteil von 

etwa 300 µSv. 

 

 

2.6. Zielsetzung 
 

Ziel dieser Arbeit ist die Erforschung der Einflüsse ionisierender Strahlung auf die 

elektrophysiologischen Eigenschaften kardialer Zellen. Untersucht werden sollten sowohl Einflüsse von 

dünn-ionisierender Röntgenstrahlung als auch dicht-ionisierender Schwerionen-Strahlung. Hierzu 

sollten zum einen die für die Strahlentherapie wichtigen Kohlenstoff-Ionen in einem spread-out Bragg 

Peak als auch schwerere Ionen mit höheren Energien eingesetzt werden, welche in der kosmischen 

Strahlung vorkommen und somit für die Weltraumforschung und insbesondere für die bemannte 

Raumfahrt von Interesse sind. 

Für diese Untersuchungen sollten zwei kardiale Zellsysteme verwendet werden, zum einen primäre 

Zellen, isoliert aus den Herzen von Hühnerembryonen der Art Gallus gallus, und zum anderen humane 

aus induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPSC) differenzierte Kardiomyozyten. Erstere zeichnen 

sich durch ihre einfache Handhabung, Zuverlässigkeit und Zugänglichkeit aus. Außerdem handelt es 

sich beim Haushuhn um einen der entwicklungsbiologisch am besten untersuchten und charakterisierten 
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Modellorganismen. Die hiPSC-Kardiomyozyten hingegen haben den Vorteil der Übertragbarkeit, denn 

in zahlreichen Studien wurde bereits die Ähnlichkeit der induzierten Kardiomyozyten zu denen adulter 

Menschen beschrieben [93-97]. 

Während elektrophysiologische Assays schon häufig in der Pharmakologie eingesetzt werden, sind 

solche Anwendungen in der Strahlenbiologie fast gar nicht vertreten. So ist es nicht verwunderlich, dass 

nur wenig über potentielle direkte Strahleneffekte auf die Elektrophysiologie kardialer Myozyten 

bekannt ist. Daher sollte der potentielle Einfluss ionisierender Strahlung auf Kardiomyozyten in vitro in 

dieser Arbeit untersucht werden. Die am häufigsten verwendeten Methoden wie das Langendorff-Herz 

oder der Patch-Clamp-Assay bieten entweder Einblicke in das ganze Organ oder auf Ebene der einzelnen 

Zelle [53]. Die MEA-Technologie ermöglicht stattdessen als nicht-invasive Methode die in vitro-

Untersuchung eines funktionellen, kardialen Synzytiums über einen längeren Zeitraum und sollte daher 

für diese Arbeit eingesetzt werden, um sowohl Rate und Form der gemessenen Feldaktionspotentiale 

nach Bestrahlung zu untersuchen, als auch eventuelle Veränderungen der Signalweiterleitung zu 

analysieren. Zusätzlich zum Einfluss der Bestrahlung auf die Elektrophysiologie der Kulturen sollte 

weiterhin auch der kombinierte Effekt von kardio-aktiven Medikamenten und ionisierender Strahlung 

auf die Kardiomyozytennetzwerke untersucht werden. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten in das übergeordnete Verbundprojekt mit einfließen, in dem 

begleitend als weitere Endpunkte die Induktion von DNA-Schäden und deren Reparatur untersucht 

wurden, außerdem die Zellzykluspropagation, die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive 

oxygen species, ROS) und die Induktion von Apoptosen als strahlenbiologische Endpunkte. Gemeinsam 

mit dieser Arbeit sollte das Projekt so die Risikoabschätzung bezüglich der Strahlenwirkung auf das 

kardiovaskulare System in Hinblick auf die bemannte Raumfahrt sowie die Strahlentumortherapie 

unterstützen. 
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3. Material & Methoden 

 

Im Folgenden werden die in der Forschungsarbeit verwendeten Materialien und Methoden 

beschrieben. Dabei werden zunächst die Materialien aufgelistet und anschließend die Arbeitsschritte der 

Zellkultur, beginnend von Beschichtung über Präparation, Aussaat und Medienwechsel bis hin zur 

Fixierung erläutert. In den Abschnitten 3.6 und 3.7 wird auf die Ableitung elektrophysiologischer Signale 

mittels MEA-System und die anschließende Auswertung eingegangen. Das Kapitel schließt mit den 

Parametern der Röntgen- bzw. Schwerionenbestrahlung und schließlich einer Erläuterung der 

angewendeten Statistik in Abschnitt 3.10.  

 

 

3.1. Materialliste 
 

In den folgenden Tabellen 3.1bis 3.6 sind die in dieser Arbeit verwendeten Geräte, Chemikalien, in 

der Zellkultur verwendeten Lösungen, Medienzusätze und Verbrauchsmaterialien, Kits und Enzyme, 

sowie Software aufgeführt. Die Tabellen beinhalten ebenfalls die Materialien für die im Rahmen des 

Verbundprojektes ergänzend durchgeführten Versuche.  

 

Tabelle 3.1: Verwendete Geräte 

Gerät Hersteller 
  

Autoklav DB-23 Systec, Linden 

CO2-Inkubator C-150 Binder GmbH, Tuttlingen 

Dosimeter Diados PTW, Freiburg 

Dosimeter SN4 PTW, Freiburg 

Feinwaage PCB 350-3 Kern und Sohn Gmbh, Batlingen 

Fluoreszenzmikroskop Eclipse Ti Nikon, Düsseldorf 

Gefahrstoffabzug Delta System 30 Wesemann, Syke 

Kühlschrank mit Tiefkühlfächern Bosch, Nürnberg 

Laborzentrifuge Labofuge 400R Thermo Scientific, Langenselbold 

Laminar Flow-Werkbank (B-[Max-Pro]2-130) Berner, Elmshorn 

MEA-Chips, 60 TiN 200/30 Multichannel Systems, Reutlingen 

MEA-Chips, 6-Wells Multichannel Systems, Reutlingen 

MEA-Chips, High Density Multichannel Systems, Reutlingen 

Mikroskop Labovert FS Leica Microsystems, Wetzlar 

Mixer Mini Vortex VWR, Darmstadt 

Neubauer improved Zählkammer Marienfeld Superior, Lauda-Königshofen 
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PC-Einsteckkarte PCI 6255 National Instruments Germany GmbH, München 

Photometer Biomate3 Thermo Scientific, Dreieich 

Präparationswerkbank HWB 130 Berner, Elmshorn 

Röntgenröhre Isovolt DS1 Seifert, Mannheim 

Röntgenröhre MCN 165/798704 Philips, Hamburg 

Ultraschallsonde SONOPULS GM 70 Bandelin, Berlin 

Vorverstärker MEA1060 Multichannel Systems, Reutlingen 

Wasserbad Memmert, Schwabach 

 
 

Tabelle 3.2: Verwendete Chemikalien 

Chemikalie Bezugsquelle 
  

BM-Flüssig Biomed, Oberschleißheim 

Chinidin Sigma Aldrich, München 

Ethanol Roth, Karlsruhe 

Isoproterenol Sigma Aldrich, München 

Trypanblau Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Ultrasonol 7 Roth, Karlsruhe 

 
 

Tabelle 3.3: In der Zellkultur eingesetzte Lösungen und Medien 

Medium / Lösung Bezugsquelle 
  

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) Sigma, Taufkirchen oder c.c.pro, Oberdorla 

Fibronektin Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Ham’s F12 Sigma, Taufkirchen oder c.c.pro, Oberdorla 

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) Sigma, Taufkirchen oder c.c.pro, Oberdorla 

iCell Cardiomyocyte Maintenance MediumTM  Cellular Dynamics, Madison, WI, USA 

iCell Cardiomyocyte Plating MediumTM  Cellular Dynamics, Madison, WI, USA 

iCell CardiomyocytesTM Cellular Dynamics, Madison, WI, USA 

Phosphate Buffered Saline (PBS) Sigma, Taufkirchen oder c.c.pro, Oberdorla 

1× Trypsin/EDTA (0,05%/0,02%) Sigma, Taufkirchen oder c.c.pro, Oberdorla 
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Tabelle 3.4: Zusätze zum Kulturmedium 

Zusatz Bezugsquelle 
  

2% Chicken Serum (CS) Sigma, Taufkirchen oder c.c.pro, Oberdorla 

10% Fötales Kälberserum (FCS)  Sigma, Taufkirchen oder c.c.pro, Oberdorla 

200 mM L-Glutamin c.c.pro, Oberdorla  

0,1% Penicillin/Streptomycin 1000 U/mL; 1000 µg/mL c.c.pro, Oberdorla 

 

 

Tabelle 3.5: In der Zellkultur verwendete Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial Bezugsquelle 
  

Parafilm Roth, Karlsruhe 

Petrischalen Ø 3,5, 90 mm Roth, Karlsruhe 

Pipettenspitzen 10, 100, 200, 1000 µL Roth, Karlsruhe 

Pipettenspitzen 2, 5, 10, 20 mL Roth, Karlsruhe 

Reaktionsgefäße 1,5 mL Roth, Karlsruhe 

T25 Zellkulturflaschen Greiner, Frickhausen 

Zellsieb Porengröße: 0,4 µm BD Biosciences, Heidelberg 

Zentrifugenröhrchen 15, 50 mL Roth, Karlsruhe 

 

 

Tabelle 3.6: Verwendete Software 

Software Hersteller 
  

Dr.Cell BioMEMS Lab, Aschaffenburg 

Excel 2010™ Microsoft, Redmond, WA, USA 

GraphPad Prism™ (3.02) GraphPad Software Inc. San Diego, CA, USA 

LabViewTM 8.6 National Instruments, Austin, TX, USA 

MATLAB™ R2011b Mathworks, München 

MEA-Recorder 1.13 BioMEMS Lab, Aschaffenburg 

NIS Elements™ (3.22) Nikon, Düsseldorf 
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3.2. Beschichtung mit Fibronektin 
 

Um den ausgesäten Zellen eine adäquate Adhäsion zu ermöglichen, werden die MEA-Chips und die 

15 mm-Coverslips vor Aussaat der Zellen mit Fibronektin (50 µg/mL) beschichtet. Hierzu wird das 

Protein auf die zu beschichtende Oberfläche pipettiert und anschließend für mindestens 3 h bei 37 °C 

und 5% CO2 inkubiert. Danach werden die MEA-Chips und Coverslips dreimal mit destilliertem Wasser 

gewaschen und für mehrere Tage im Inkubator getrocknet, um ein späteres Verlaufen der ausgesäten 

Zellsuspension zu vermeiden. 

 

 

3.3. Reinigung der MEA-Chips 
 

MEA-Chips können nach abgeschlossenem Experiment mehrfach wiederverwendet werden. Zum 

Reinigen der MEA-Chips werden die Chips mit dem Detergens Ultrasonol 7 befüllt und für 45 min bei 

Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschließend werden die Chips in destilliertem Wasser gewaschen und 

mit 3% BM-Flüssig befüllt, um während 45-minütiger Inkubation bei RT Rückstände zu entfernen. 

Danach werden die Chips in 70% Ethanol und destilliertem Wasser gewaschen. Vor Wiederverwendung 

der Chips werden erneut Waschgänge mit 70% Ethanol und destilliertem Wasser durchgeführt, gefolgt 

von einer 45-minütigen UV-Sterilisation. 

 

 

3.4. Kultivierung primärer, embryonaler Kardiomyozyten aus dem Huhn (Gallus gallus) 

 

Zur Kultivierung zweidimensionaler, schlagender, primärer Kardiomyozytennetzwerke werden die 

Hühnerembryonen 8 Tage nach Befruchtung und Bebrütung aus den Eiern isoliert. Die Embryonen 

werden dekapitiert und ihre Herzen in vorgekühltem Ham’s F12 gesammelt. Die Koronargefäße werden 

mit einer Mikroschere entfernt und verbleibendes Blut mit F12 ausgespült. Die Herzen werden in 1 mL 

Hank’s balanced salt solution (HBSS) zerkleinert. Das zerkleinerte Gewebe wird in ein 15 mL 

Zentrifugenröhrchen überführt und mit HBSS gewaschen. Anschließend wird das Gewebe enzymatisch 

dissoziiert. Für die erste Zellfraktion werden 8 mL 1×Trypsin/EDTA zur Suspension hinzugegeben und 

für 5 min unter sanftem Schwenken inkubiert, gefolgt von 5 min Inkubation bei 37 °C. Der Überstand 

der ersten Zellfraktion wird verworfen, da er größtenteils nicht kontraktile Zellen wie Fibroblasten 

enthält. Für alle folgenden Zellfraktionen werden 3,5 mL 1×Trypsin/EDTA hinzugefügt und die 

Suspension für je 4 min vorsichtig invertiert und danach je 4 min bei 37 °C inkubiert. Der Überstand 

wird dann in 15 mL vorgewärmtem Kulturmedium gesammelt, um das Trypsin abzustoppen. Diese 

Prozedur wird so lange wiederholt, bis das Gewebe vollständig dissoziiert ist. Um verbliebene 

Zellklumpen zu entfernen, wird die Suspension mit einem Zellsieb (Porengröße: 0,4 µm) gefiltert. Die 
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gefilterte Suspension wird anschließend in einer Zentrifuge bei 150 × g für 10 min pelletiert. Der 

Überstand wird verworfen und das Zellpellet in 13 mL vorgewärmtem Kulturmedium resuspendiert. Um 

die Zahl nicht-kontraktiler Zellen wie Epithelzellen und Fibroblasten zu verringern, wird die Suspension 

in eine Kulturflasche transferiert und für 1 h liegend, bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Eine vollständige 

Entfernung von Fibroblasten ist dabei nicht angestrebt, da diese für die Ausbildung eines funktionalen 

Kardiomyozytennetzwerks benötigt werden [98]. Anschließend wird das nun hauptsächlich 

Kardiomyozyten enthaltende Medium abgesaugt und dessen Zelltiter mit einer Neubauer-improved-

Zählkammer bestimmt und eingestellt. Die Zellen werden dann auf fibronektinbeschichteten MEA-Chips 

oder 15 mm-Glascoverslips zu bestimmten Zelldichten ausgesät. Auf die Elektrodenfelder der MEA-Chips 

wird je ein 100 µL-Tropfen der Zellsuspension mit 6×105 Zellen gegeben, während die Coverslips in 24-

Well-Zellkulturplatten mit einer Zelldichte von 2×105 Zellen/mL besät werden. Die besäten MEA-Chips 

werden für 2 h bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert, um eine bessere Adhäsion und Aggregation der Zellen 

zu gewährleisten, ehe die Kavitäten mit 1 mL Kulturmedium aufgefüllt werden. Der erste vollständige 

Mediumwechsel erfolgt 48 h nach der Präparation. Medienwechsel werden täglich mindestens 1 h vor 

elektrophysiologischen Messungen durchgeführt, um eine möglichst stabile Kontraktionsfrequenz zu 

gewährleisten. Experimente an den so präparierten Zellen beginnen stets 3 Tage nach Präparation. 

 

 

3.5. Kultivierung der aus hiPSC differenzierten Kardiomyozyten 

 

Zur Kultivierung der aus humanen induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPSC) differenzierten 

Kardiomyozyten wird je Versuch ein Cryoröhrchen mit tiefgefrorenen iCell CardiomyocytesTM für 4 min 

in einem auf 37 °C vorgewärmten Wasserbad aufgetaut und in ein 50 mL-Zentrifugenröhrchen 

überführt. Das Cryoröhrchen wird vorsichtig mit 1 mL iCell Cardiomyocyte Plating MediumTM gespült und 

dieses Medium dann über 90 s vorsichtig tropfenweise der Zellsuspension hinzugefügt. Anschließend 

werden weitere 8 mL Plating Medium vorsichtig über 30 s hinzugegeben. Nach zwei- bis dreimaligem 

Invertieren des Röhrchens wird der Zelltiter mit einer Neubauer-improved-Zählkammer unter 

Anwendung einer Trypanblau-Färbung bestimmt. 

Währenddessen wird die Zellsuspension für 5 min bei 150 × g in einer Zentrifuge sedimentiert. Der 

Überstand wird verworfen und das Zellpellet zu einer Zelldichte von 8×106 Zellen/mL resuspendiert. 

Anschließend erfolgt die Aussaat der Zellen auf den Elektrodenfeldern der MEA-Chips oder auf 

Glascoverslips in 4 µL-Tröpfchen zu je 32.000 Zellen. Die MEA-Chips werden in Petrischalen 

(Durchmesser: 90 mm) aufbewahrt. Um Evaporation vorzubeugen, wird vor Aussaat der Zellen in jede 

Petrischale ein mit sterilem Wasser angefeuchtetes Tuch hinzugegeben. Als nächstes werden die 

ausgesäten Zellen 1 h bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert, um eine bessere Adhäsion und Aggregation der 

Zellen zu gewährleisten. Nach der Inkubation werden die Kavitäten der MEA-Chips vorsichtig mit 1 mL 
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Plating Medium befüllt. Danach werden die Zellen weitere 48 h bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert, bevor 

auf iCell Cardiomyocyte Maintenance MediumTM gewechselt wird. Täglich erfolgt ein halber 

Mediumwechsel mit Maintenance Medium. Sämtliche Experimente beginnen 5 Tage nach Aussaat. 

Medienwechsel werden stets nach Abschluss der täglichen Messungen durchgeführt, um einer 

Beeinflussung der elektrophysiologischen Messungen durch Medienzugabe vorzubeugen. 

 

 

3.6. Ableitung elektrophysiologischer Signale mittels MEA-System 

 

Die Zellen werden auf fibronektinbeschichteten MEA-Chips kultiviert und bei 37 °C und 5% CO2 

inkubiert. Die standardmäßig verwendeten MEA-Chips weisen 60 Titannitrid-Mikroelektroden mit 

einem Durchmesser von 30 µm auf. Die Elektroden sind in einem 8×8-Array angeordnet. Der Abstand 

zwischen zwei Elektroden entspricht 200 µm. Die Leiterbahnen sind aus Titan gefertigt und verlaufen 

500 µm unterhalb der Glassubstratoberfläche. Ein Glasring umgibt das Elektrodenfeld und erlaubt das 

Einfüllen von bis zu 1,7 mL Kulturmedium (Abbildung 3.1). Zu den anderen gelegentlich verwendeten 

MEA-Chips zählen Multi-Well- und High-Density-Chips. Die Elektroden der Multi-Well-Chips liegen in 

sechs Kavitäten jeweils in einer 3×3-Konfiguration vor. Die Elektroden der High-Density-Chips sind in 

zwei 5×6-Arrays angeordnet, der Elektrodendurchmesser beträgt hier 10 µm bei Abständen von 30 µm. 

Die Elektroden und Leiterbahnen dieser Chips sind aus Indium-Zinnoxid gefertigt. 

 

 

Abbildung 3.1: Der Standard-MEA-Chip verfügt über eine Kavität und 60 Mikroelektroden in einer 8×8-Anordnung. 

(A) Beim Standard-MEA liegen entlang der Außenkanten 60 Kontaktpads, die über Leiterbahnen mit den Elektroden im 

Zentrum der durch einen Glasring begrenzten Kavität verbunden sind. (B) die Elektroden messen einen Durchmesser von 30 µm 

und sind in einer 8×8-Konfiguration mit einem Interlektrodenabstand von 200 µm angeordnet. 

 

 

 

 

 

A B 
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Je nach Zellkultursystem können 3-5 Tage nach Aussaat die ersten Experimente begonnen werden. 

Für die Ableitung elektrophysiologischer Signale werden die MEA-Chips in den Messkopf des MEA-

Systems eingesetzt (Abbildung°3.2.). Dabei wird über einen Temperaturregler die Kultur bei 37° C 

gehalten. Die Kontaktpads des Chips werden über die im Deckel des Messkopfes befindlichen 

Federkontakte kontaktiert und die kardialen Signale über einen MEA-1060-Vorverstärker weitergeleitet. 

Über eine Platine und eine PCI 6255-PC-Einsteckkarte können diese Signale dann in einer LabViewTM-

basierten MEA-Rekorder-Software dargestellt werden [99, 100]. Die Aufnahmen werden jeweils für 

1 min mit einer Abtastrate von 1 kHz durchgeführt. Die weitere Auswertung der aufgezeichneten 

Messungen erfolgt mit der in der BioMEMS-Arbeitsgruppe eigens entwickelten MATLABTM-basierten 

Software Dr.Cell [101]. 

 

 

Abbildung°3.2: Das MEA-System besteht aus mehreren zur Aufzeichnung und Auswertung benötigten Komponenten. 

Ein MEA-Chip mit der darauf kultivierten Zellkultur wird in den Messkopf des Systems eingesetzt und über den Temperaturregler 

bei 37 °C gehalten. Die Signale werden vorverstärkt und an die PCI 6255-Platine weitergeleitet. Am PC werden die Signale über 

den LabViewTM-basierten MEA-Rekorder aufgenommen und anschließend mittels der MATLABTM-basierten Software Dr.Cell 

ausgewertet. 
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3.7. Auswertung elektrophysiologischer Messdaten mittels Dr.Cell 

 

Nach Aufnahme der elektrophysiologischen Messungen werden diese mit dem Programm Dr.Cell 

ausgewertet. Diese Software dient ausschließlich der Offline-Auswertung elektrophysiologischer Signale, 

die mittels MEA-System aufgenommen wurden. Dabei eignet sich Dr.Cell sowohl für die Auswertung 

kardialer als auch neuronaler Signale. Zunächst muss für jede Elektrode einer Messung der 

Spannungsschwellwert (Threshold) bestimmt werden. Der Threshold dient der Erkennung von 

Signalausschlägen (Spikes). Jeder Spike, der den Threshold überschreitet, wird vom Programm als 

solcher erkannt und der entsprechende Zeitpunkt innerhalb der Messung als sogenannter Timestamp 

gespeichert. Um die Thresholds festzulegen, stehen dem Benutzer mehrere Methoden zur Auswahl. Bei 

der Auswertung kardialer Signale eignet sich das quadratische Mittel, die Root-Mean-Square-Methode 

(RMS) am besten zur Threshold-Bestimmung. Die Wurzel der mittleren quadrierten Rauschamplitude 

einer Elektrode wird mit einem vom Benutzer gewählten Faktor multipliziert. Dieser Wert entspricht 

dem vom Programm für jede Elektrode berechneten Threshold. Zusätzlich können Thresholds auch 

manuell für einzelne oder mehrere Elektroden festgelegt werden. Diejenigen Elektroden, die in der 

Messung keine Spikes zeigen und sich als defekt erweisen, und die Referenzelektrode werden aus der 

Messung getilgt, wie in den Abbildung. 3.3A-C veranschaulicht. Nach dem Festlegen aller Thresholds 

können diese in einer gesonderten Datei gespeichert werden. Als nächstes folgt der Analyse-Schritt, in 

welchem Dr.Cell die Spike-Erkennung durchführt. Hierzu wird eine Refraktärzeit von 200 ms eingestellt. 

Wenn das Programm nach der Analyse sämtliche Spikes auf allen verbliebenen Elektroden erkannt hat, 

kann mit der tatsächlichen Auswertung begonnen werden.  

Hierzu wird dem Benutzer eine Vielzahl verschiedener Optionen zur Auswahl gestellt. Dr.Cell 

berechnet für die Parameter Schlagrate, positive- und negative Amplitude, den Mittelwert, die 

Standardabweichung und den Median, sowohl für einzelne als auch für alle aktiven Elektroden. 

Weiterhin gibt das Programm die Zahl der in der aktuellen Messung aktiven Elektroden an. Für die 

Bestimmung der Feldaktionspotentialdauer erstellt Dr.Cell eine Überlagerung aller Spikes einer 

Elektrode. Dies erlaubt dem Benutzer eine Elektrode auszuwählen, die gut erkennbare T-Wellen 

aufzeigt. Dann können die charakteristischen Punkte des Q-Zacken und der T-Welle manuell markiert 

werden, woraufhin das Programm die Feldaktionspotentialdauer bestimmt (Abbildung. 3.3D links). 

Für die Bestimmung der Geschwindigkeit, mit der ein kardiales Signal von einem 

Schrittmacherzentrum über das Elektrodenfeld propagiert, kann der Nutzer sich alle gemessenen 

Schlagereignisse in einzelnen Falschfarbenbildern anzeigen lassen. In diesen Abbildungen werden die 

Timestamps eines Spikes farblich dargestellt, die Timestamps der Interelektrodenbereiche werden 

extrapoliert. Der Benutzer wählt diejenigen Ereignisse aus, die ihren Ursprung im selben 

Schrittmacherzentrum haben, dem gleichen Propagationspfad folgen, vergleichbare Propagations-

geschwindigkeiten aufweisen und daher in die Evaluation mit einbezogen werden sollen. Mittels der 
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Falschfarbenbilder kann der Nutzer anschließend, wie in Abbildung 3.3D rechts dargestellt, einen 

Signalpfad durch das Elektrodenfeld legen. Anhand dieses Pfades gibt Dr.Cell dann die 

Signalweiterleitungsgeschwindigkeit mit dem Mittelwert, der Standardabweichung und dem Median an. 

Die statistische Auswertung wird mittels Microsoft Excel™ durchgeführt. 

 

 

Abbildung. 3.3: Zur Auswertung kardialer Signale muss jede Messung eine mehrstufige Prozessierung durchlaufen 

Zunächst werden die Schwellwerte mittels RMS-Methode berechnet und alle defekten Elektroden aus der Messung getilgt.  

(A): zwei beispielhafte Elektroden; Elektrode (EL) 26 ist defekt und muss aus der Messung entfernt werden. (B): EL26 wurde 

entfernt und in El25 ein Threshold gesetzt (rote, gestrichelte Linie). (C) Anschließend werden in der Analyse-Berechnung die 

Spikes, die den Schwellwert überschreiten, als Spikes erkannt und über den Timestamp gespeichert (grüne Pfeilspitzen). Unter 

anderem können die Parameter der Feldaktionspotentialdauer als auch die Ausbreitungsgeschwindigkeit dargestellt werden. 

(D, links): Zur Bestimmung der Feldaktionspotentialdauer werden die Verläufe der pro Elektrode gemittelten Signale betrachtet 

und vom Benutzer manuell die Q-Zacke und die T-Welle bestimmt. (D, rechts) Zu jedem Spike-Ereignis wird ein Falschfarbenbild, 

welches die Timestamps darstellt, abgebildet. Der Benutzer bezieht alle geeigneten Ereignisse in die Evaluation mit ein und legt 

den auf die Ereignisse zutreffenden Pfad über das Elektrodenfeld manuell fest. 
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3.8. Röntgenbestrahlung 

 

Die Röntgenbestrahlung der Zellen erfolgte entweder an der Röntgenröhre der TU Darmstadt oder 

der GSI. An der TU Darmstadt wird mit einer Spannung von 90 kV, einer Stromstärke von 33,7 mA und 

einer Entfernung von 39 cm zum Berylliumfenster auf einer Aluminiumplatte gearbeitet, was einer 

Dosisleistung von 5,23 Gy/min entspricht. An der GSI wird mit einer Spannung von 250 kV, einer 

Stromstärke von 16 mA und einer Entfernung zum Berylliumfenster von etwa 20 cm bestrahlt. Dies 

entspricht einer Dosisleistung von 2,0 Gy/min. Die applizierten Dosen von 0,5; 1; 2 und 7 Gy werden 

mit einem Dosimeter gemessen. Bei jedem Versuch werden unbestrahlte Kontrollen (Sham) 

durchgeführt. An der TU Darmstadt wurden die Röntgenbestrahlungsversuche an beiden 

Zellkultursystemen durchgeführt (siehe Abschnitt 4.2), während die Röntgenröhre an der GSI für die 

pharmakologischen Versuche verwendet wurde (siehe Abschnitt 4.4). 

 

 

3.9. Bestrahlung mit Schwerionen 

 

Die Schwerionen-Versuche wurden stets an der GSI am Schwerionensynchrotron (SIS) durchgeführt. 

Dabei wird im Fall der Kohlenstoff-Ionen-Strahlzeiten in Cave M, bei allen anderen Ionenspezies in 

Cave A bestrahlt. Da der Ionenstrahl in horizontaler Richtung verläuft, müssen sämtliche zu bestrahlende 

Proben senkrecht aufgestellt werden. Hierzu werden die auf MEA-Chips gehaltenen Kulturen komplett 

mit Medium aufgefüllt, auslaufsicher mit Parafilm umwickelt und mit Klebeband an mit 37 °C warmem 

Wasser gefüllten T25-Zellkulturflaschen befestigt. Die in 24-Well-Zellkulturplatten auf Coverslips 

gehaltenen Kulturen werden ebenfalls vollständig mit Medium befüllt, unter dem Deckel der 

Zellkulturplatte mit Moosgummi abgedichtet und mit Parafilm auslaufsicher umwickelt. Um sie 

orthogonal zum Strahl zu positionieren, werden die Zellkulturplatten in selbstgebauten 

Haltevorrichtungen aufgestellt. Sämtliche Proben werden im Bestrahlungs-Cave auf einem vom 

Kontrollraum aus gesteuerten Fließband aufgestellt. Die Bestrahlung mit beschleunigten Kohlenstoff-

Ionen erfolgt mit einen 25 mm Spread-out Bragg Peak in einem Energiebereich zwischen 122 und 

153,7 MeV/u mit einem gemittelten LET von 75 keV/µm. Dazu wird ein 30 mm-Bolus aus 

Polymethylmethacrylat verwendet. Die Bestrahlungen mit anderen Schwerionen werden stets mit einer 

singulären Energie von 1 GeV/u durchgeführt, die jeweiligen LET-Werte sind der nachstehenden 

Tabelle 3.7: zu entnehmen. Die applizierten Dosen sind 0,5; 1; 2 und 7 Gy. 
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Tabelle 3.7: Energie und LET der applizierten Ionenspezies 

Ionenspezies Energie LET 
   

Kohlenstoff 122-153,7 MeV/u 75 keV/µm 

Titan 1 GeV/u 108 keV/µm 

Nickel 1 GeV/u 180 keV/µm 

Eisen 1 GeV/u 155 keV/µm 

 

 

3.10.  Statistik 

 

Die statistische Auswertung der Daten für DNA-Schäden, Proliferation, Apoptose und ROS nach 

Röntgenbestrahlung (siehe 4.2) wurde mit der GraphPad-Prism™ (Version 3.02) -Statistiksoftware 

durchgeführt. Pro unabhängigem Experiment und pro Strahlungsdosis werden 1.000 Zellen in die 

statistische Bewertung miteinbezogen. Bei Zählung der γH2AX-Foci werden jeweils mindestens 50 Zellen 

in die Evaluation miteinbezogen.  

Die statistische Auswertung der elektrophysiologischen Daten erfolgt mit Microsoft Excel 2010™. In 

den gezeigten Daten werden die Messwerte nach Bestrahlung gegen die Messwerte vor Bestrahlung 

normiert und zur besseren Vergleichsmöglichkeit anschließend nochmals gegen die Kontrolle bzw. Sham 

des entsprechenden Zeitpunktes nach Bestrahlung. Jedes Experiment wurde mit jeweils mindestens drei 

Replikaten pro Behandlung durchgeführt. Weitere Details sind den entsprechenden Abbildungen zu 

entnehmen. Die gezeigten Daten wurden einer Signifikanz-Prüfung mittels t-Test unterzogen. Dabei 

wurde ein Konfidenz-Intervall (CI) von 95% mit statistischer Signifikanz für *P<0,05, **P<0,01 und 

***P<0,001 festgelegt. 

Um die Messwerte der Feldaktionspotentialdauer mit den gemessenen Schlagraten in Relation zu 

setzen, wird eine Korrektur über die für extrazelluläre Ableitungen modifizierte Bazett-Formel 

durchgeführt. Die ursprüngliche Bazett-Formel ist eine empirisch ermittelte Gleichung zur 

Frequenzkorrektur von QT-Intervallen, die in einem Elektrokardiogramm (EKG) gemessen wurden [82]. 

Dabei wird die mittlere QT-Zeit durch die Wurzel des mittleren RR-Abstands geteilt (Formel 3.1). Wird 

diese Gleichung auf extrazelluläre Ableitungen, wie sie mit dem MEA-System durchgeführt werden, 

übertragen, ergibt sich Formel 3.2. Hier entsprechen das QT-Intervall der Feldaktionspotentialdauer und 

der RR-Abstand dem Interspike-Intervall (ISI), also dem mittleren zeitlichen Abstand zwischen zwei 

Spikes.  
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Bazett-Formel 

  

𝑄𝑇𝑐 =
𝑄𝑇

√𝑅𝑅
 

 

Formel 

3.1 

 

Modifizierte Bazett-Formel 

  

𝑓𝐴𝑃𝑑𝑐 =
𝑓𝐴𝑃𝑑

√𝐼𝑆𝐼
 

 

Formel 

3.2 

 

 

 
Die Einheit der korrigierten Feldaktionspotentialdauer ist, obwohl rechnerisch nicht korrekt, die 

Sekunde. In EKG-Messungen werden nach Bazett korrigierte QT-Intervalle, die größer als 430 ms sind, 

als gefährlich verlängert betrachtet [102]. Näheres hierzu wurde bereits in den Abschnitten 2.2.3 und 

2.4.4 erläutert. 
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4. Ergebnisse 

 

Im nachstehenden Kapitel sind die im Rahmen des Projektes erhaltenen Ergebnisse aufgeführt. 

Hierbei werden zunächst die Daten der Charakterisierungsversuche erläutert. Anschließend wird in 

Abschnitt 4.2 auf die Ergebnisse der Röntgenbestrahlungen eingegangen. In Unterpunkt 4.3 werden die 

Daten der Schwerionen-Strahlzeiten behandelt. Schließlich endet das Kapitel in Abschnitt 4.4 mit der 

Untersuchung zu den Effekten einer Kombination von Pharmazeutika und ionisierender Strahlung. 

 

 

4.1. Ergebnisse der Charakterisierungsversuche 
 

In dieser Arbeit werden zwei verschiedene Zellkultursysteme verwendet: die aus induzierten 

pluripotenten Stammzellen differenzierten Kardiomyozyten, im Folgenden kurz hiPSC-Kardiomyozyten 

genannt, und die primären kardialen Zellen, isoliert aus Hühnerembryonen. Beide Arten unterscheiden 

sich nicht nur in ihrer Herkunft, sondern auch in ihren elektrophysiologischen Eigenschaften. Zur 

Charakterisierung wurden beide Zellsysteme so lange wie möglich kultiviert und täglich Messungen 

anhand des MEA-Systems durchgeführt. Die Ergebnisse der Charakterisierung sind einander im 

Folgenden gegenübergestellt. 

 

 

4.1.1. Zeitraum elektrophysiologischer Aktivität 
 

Die verwendeten Modellsysteme unterscheiden sich in der Dauer, für die sie in Kultur gehalten 

werden können, bevor sie die spontane Signalgenerierung einstellen. In Abbildung 4.1 sind die 

Prozentwerte elektrophysiologisch aktiver in vitro-Kulturen über den Zeitraum von 20 Tagen dargestellt. 

Hierbei entspricht 100% der vollen Anzahl der Kulturen (n). Bereits nach Tag 5 in vitro (days in vitro, 

div) reduziert sich die Zahl funktionaler primärer Kulturen auf die Hälfte, bleibt dann für ungefähr drei 

Tage konstant, um danach stetig weiter zu sinken, bis die letzte Probe nach 14 div ihre Funktionalität 

einstellt. Bei den humanen Kulturen kommt es erst nach 7 Tagen zu einer Reduktion der elektrisch 

aktiven Kulturen, bis zu Tag 14 in vitro bleibt dann aber die Anzahl der verbleibenden Kulturen bei 

konstant 59% des Anfangswerts. Die letzten 5 von eingangs 22 humanen Kardiomyozytenkulturen 

stellen ihre Funktionalität nach 18 Tagen in vitro ein. 
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Abbildung 4.1: Die humanen Kardiomyozyten sind in Kultur länger elektrophysiologisch aktiv als primäre Kulturen.  

Die elektrophysiologisch aktiven Kulturen der aus hiPS-Zellen differenzierten Kardiomyozyten und primärer, kardialer Zellen 

sind prozentual gegen die Tage in vitro aufgetragen. Beide Modellsysteme fallen nach 3- bzw. 5-tägiger Kultivierung auf ein 

Schulterplateau von 50, bzw. 59% ab und halten dieses für 3 bzw. 5 Tage in vitro, bevor sie stetig bis auf null abfallen. 

 

 

4.1.2. Aktive Elektroden 
 

Die Anzahl der aktiven Elektroden gibt Aufschluss über die flächige Ausbreitung und Adhäsion der 

Zellen und deren Fähigkeit, spontan messbare Signale zu generieren. Die verwendeten MEA-Chips 

verfügen über 60 Elektroden, von denen 59 zur Detektion elektrischer Feldpotentiale dienen und eine 

als Referenzelektrode. Abbildung 4.2 zeigt die Veränderungen der Zahl aktiver Elektroden, beginnend 

am dritten Tag nach Aussaat. Generell weisen die primären, kardialen Zellen aus Hühnerembryonen 

höhere Schwankungen auf und tendieren zu niedrigeren Werten als die aus hiPS-Zellen differenzierten 

Kardiomyozyten. Bis etwa 7 div ist die Zahl der aktiven Elektroden in den humanen Kulturen relativ 

konstant bei Werten um die 50. An den Tagen 8 und 9 nach Aussaat reduziert sich die Zahl aktiver 

Elektroden bis auf einen Wert von etwa 40. Die primären Kulturen hingegen weisen neben der hohen 

Standardabweichung auch große Schwankungen auf, nach 12 und 13 div reduziert sich die Zahl aktiver 

Elektroden. An Tag 14 nach Aussaat ist von allen 40 embryonalen Kulturen nur noch eine elektro-

physiologisch aktiv.  
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Abbildung 4.2: Die primären, kardialen Kulturen unterliegen größeren Schwankungen in der Zahl aktiver Elektroden.  

Die Zahlen aktiver Elektroden für aus hiPS-Zellen differenzierte Kardiomyozyten und primäre, kardiale Zellkulturen aus 

Hühnerembryonen sind gegen die Tage in vitro aufgetragen. Die humanen Kulturen zeigen eine Reduktion aktiver Elektroden 

an Tag 8 und 9 nach Aussaat und weiter ab Tag 13 bis zum Ende der Kulturzeit. Die primären Kulturen zeigen größere 

Schwankungen bei meist niedrigeren Werten. Die gezeigten Daten repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichung. 

Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test ermittelt (CI=95%, *P<0,05, **P<0,01). 

 

 

4.1.3. Schlagrate 
 

Die Schlagrate gibt die Frequenz an, mit der die Zellnetzwerke Aktionspotentiale generieren und 

weiterleiten. Die Schlagraten der primären Kulturen weisen im Mittel Schwankungen zwischen 0,5 und 

0,75 Hz auf. Dabei unterliegen die embryonalen Kulturen meist einer Standardabweichung zwischen 20 

und 30%, wie in Abbildung 4.3 zu sehen ist. Die mittlere Schlagrate der humanen Kulturen liegt 

hingegen zwischen 0,5 und 0,6 Hz mit einer Standardabweichung von 10-22%. Die Unterschiede in den 

Schlagraten beider Zellkultursysteme sind die meiste Zeit der Kultivierung nicht statistisch signifikant. 

Lediglich zu Beginn und Ende des Kultivierungszeitraums zeigen die primären Kardiomyozyten eine 

signifikant höhere Schlagfrequenz. 
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Abbildung 4.3: Beide Kultursysteme zeigen vergleichbare Schlagraten, die primären Zellen schwanken etwas stärker. 

Die Schlagraten aus humanen hiPSC-Kardiomyozyten und primären kardialen Kulturen in Hertz sind in Abhängigkeit zu Tagen 

in vitro abgebildet. Die Schlagraten der humanen Kardiomyozyten liegen zwischen 0,5 und 0,6 Hz bzw. zwischen 0,5 und 

0,75 Hz im Fall der primären Kulturen. Die Standardabweichungen betragen 10-22% bei den humanen, bzw. 20-30% bei den 

primären Zellen. Die präsentierten Daten zeigen Mittelwerte ± Standardabweichung. Signifikanzen wurden mittels 

zweiseitigem, ungepaartem t-Test ermittelt (CI=95%, *P<0,05, ***P<0,001). 

 

 

4.1.4. Signalausbreitungsgeschwindigkeit 
 

Die Unterschiede in der Signalausbreitungsgeschwindigkeit (Conduction Velocity) in den verwendeten 

Modellsystemen ist in Abbildung 4.4 gezeigt. In humanen Kulturen verläuft die Reizweiterleitung mit im 

Mittel 164 mm/s gegenüber 87 mm/s bei den primären Kulturen fast doppelt so schnell. Die 

Standardabweichung liegt bei den humanen Kulturen zwischen 33 und 45% und bei den primären 

Kulturen zwischen 62 und 78%. Die Conduction Velocity der primären, kardialen Kulturen steigt von 

etwa 50 mm/s am 3. div auf einen Wert von etwa 100 mm/s am 6. div an. Diese Signalausbreitungs-

geschwindigkeit behalten die Kulturen bis Tag 10 nach Aussaat relativ konstant bei. Danach fällt die 

Ausbreitungsgeschwindigkeit wieder bis 14 div auf 30 mm/s ab. Ein solcher Verlauf kann für die 

humanen Kulturen aufgrund der Schwankungen nicht festgestellt werden. Sie erreichen nach anfänglich 

zwischen 140 und 170 mm/s schwankender Werte nach 10 div die höchste mittlere 

Signalausbreitungsgeschwindigkeit mit 235 mm/s. Anschließend sinkt die mittlere Conduction Velocity 

langsam ab und verweilt dann ab 13 div bei etwa 160 mm/s. 
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Abbildung 4.4: Die Signalausbreitungsgeschwindigkeit der humanen Kulturen ist höher, aber schwankt auch stärker.  

Die Conduction Velocity in mm/s für die hiPSC-Kardiomyozyten und primären, kardialen Kulturen ist gegen die Tage in vitro 

aufgetragen. Die hiPS-Zellen unterliegen stärkeren Schwankungen und erreichen ihre höchste Signalausbreitungs-

geschwindigkeit nach 10 div. Die Conduction Velocity der primären Kulturen verläuft flacher und hält ihr Höchstniveau 6 bis 

10 div mit etwa 100 mm/s. Die gezeigten Daten repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichung. Es wurde mittels 

zweiseitigem, ungepaartem t-Test auf Signifikanzen geprüft (CI=95%, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001). 

 

 

4.1.5. Feldaktionspotentialdauer 
 

Die humanen Kulturen mit einer mittleren Feldaktionspotentialdauer (fAPd) von 550 ms zeigen 

generell deutlich längere Feldaktionspotentiale, verbunden mit stärkeren Schwankungen über die Zeit 

als auch mit größeren Standardabweichungen zu einzelnen Zeitpunkten, als die primären Kulturen mit 

einer mittleren fAPd von 270 ms (Abbildung 4.5). Generell ist die fAPd in beiden Zellkultursystemen 

trotz der deutlichen Unterschiede relativ stabil. Den Höchstwert von 670 ms erreichen die iPSC-

Kardiomyozyten an Tag 3 in vitro und die niedrigsten Werte mit 480 und 460 ms an Tag 9 und 15 nach 

Aussaat. Die primären Kulturen zeigen hingegen einen flachen Anstieg bis 8 div, mit einer maximalen 

Feldaktionspotentialdauer von 310 ms. Anschließend sinkt die fAPd mit einigen Schwankungen wieder 

ab. 

Ein ähnliches Bild ergibt sich bei Betrachtung der um die Schlagfrequenz korrigierten 

Feldaktionspotentialdauer nach Bazett, dargestellt in Abbildung 4.6. Diese Korrektur dient der 

Korrelation zwischen fAPd und der Schlagfrequenz. Da beide Parameter abhängig voneinander sind, soll 

die Korrektur den durch Schlagratenänderung bedingten Einfluss auf die fAPd ausgleichen. Die 

Höchstwerte der primären, kardialen Zellkulturen liegen hier im Mittel mit 230 ms und 250 ms bei 8 

bzw. 13 div. Die längsten Feldaktionspotentialdauern der humanen Kulturen betragen im Mittel 470 ms 

und ihre Minima erfolgen 10 und 15 Tage nach Aussaat, beide Male mit einem mittleren Wert von 

370 ms. Davon abgesehen haben sich an den generellen, zeitlichen Verläufen keine nennenswerten 

Änderungen eingestellt.  
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Abbildung 4.5: Die fAPd der hiPSC-Kardiomyozyten ist signifikant länger als die der primären Kulturen.  

Die Feldaktionspotentialdauer in Sekunden ist gegen die Tage in vitro für die hiPSC-Kardiomyozyten und die primären, kardialen 

Kulturen aufgetragen. Beide Zellkultursysteme behalten relativ konstant die jeweilig vergleichbare Feldaktionspotentialdauer 

bei. Die humanen Kulturen haben ihr Maximum an Tag 3 nach Aussaat und ihre Minima bei 9 und 15 div. Die primären Kulturen 

zeigen in ihrer Feldaktionspotentialdauer einen flachen Anstieg bis zu Tag 8 nach Aussaat, gefolgt von einem flachen Abfall. 

Die gezeigten Daten repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichung. Es wurde mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test 

auf Signifikanzen geprüft (CI=95%, ***P<0,001). 

 
 

 

Abbildung 4.6: Nach Korrektur der fAPd gegen die Schlagfrequenz verschieben sich die Maxima und Minima leicht. 

Die gegen die Schlagfrequenz korrigierte Feldaktionspotentialdauer der aus hiPS-Zellen differenzierten Kardiomyozyten und 

primären, kardialen Kulturen in Sekunden ist gegen die Tage in vitro aufgetragen. Die humanen Kulturen zeigen deutlich höhere 

Werte, sie erreichen ihre Minima der fAPdc nach 8 und 15 Tagen in Kultur. Der maximale fAPdc-Wert wird bei den primären 

Zellen an Tag 13 nach Aussaat erreicht, der minimale an Tag 12. Generell zeigen beide Zellkultursysteme relativ stabile Werte. 

Die präsentierten Daten zeigen die Mittelwerte ± Standardabweichung. Statistische Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, 

ungepaartem t-Test ermittelt (CI=95%, *P<0,05, ***P<0,001). 
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4.1.6. Signal-Amplituden 
 
Die Werte der positiven bzw. negativen Amplituden geben Auskunft über die Kopplung von Elektrode 

und Zellen. Große Werte der Amplituden stehen dabei für eine gute Kopplung und ein hohes Signal-

Rauschverhältnis. Die Abbildungen 4.7 und 4.8 zeigen die Veränderungen der gemessenen Amplituden 

beider Zellkultursysteme über die Kultivierungszeit. In beiden Modellsystemen sind die Amplituden 

starken Schwankungen sowohl über die Zeit als auch von Kultur zu Kultur unterworfen. Aufgrund der 

großen Standardabweichung kann keine Aussage darüber getroffen werden, welches der Modellsysteme 

grundsätzlich die höheren Amplituden aufweist. Im Mittel erreichen die humanen Zellen positive 

Amplituden zwischen +80 und +370 µV und negative Amplituden zwischen −170 und −470 µV. Die 

primären Kulturen zeigen im Mittel positive Amplituden zwischen +160 und +310 µV und negative 

Amplituden zwischen −290 und −530 µV. Es kommen in beiden Modellsystemen auch Einzelwerte 

jenseits von ±1 mV vor. Generell kann festgestellt werden, dass die humanen Kulturen an Tag 3 und 4 

nach Aussaat statistisch signifikant geringere Amplituden in beide Richtungen aufweisen, die erst ab 

5 div ein zu den Amplituden der primären Kulturen vergleichbares Niveau erreichen. Letztere zeigen 

nach 10 Kultivierungstagen eine starke Verringerung der positiven Amplituden von etwa 100 µV auf 

gemittelte +180 µV.  

 

 

Abbildung 4.7: Die positiven Amplituden beider Modellsysteme sind sehr starken Schwankungen unterworfen.  

Die positiven Amplituden der aus hiPS-Zellen differenzierten Kardiomyozyten und primärer, kardialer Kulturen sind in Mikrovolt 

abgebildet und gegen die Tage in vitro aufgetragen. Die positiven Amplituden der humanen Kulturen sind an Tag 3 und 4 nach 

Aussaat mit weniger als +100 µV deutlich kleiner als die der primären Kulturen, erreichen aber anschließend relativ vergleichbare 

Werte. Beginnend ab 11 div, sinken die Amplituden der embryonalen Kulturen auf etwa +180 µV ab. Die präsentierten Daten 

zeigen die Mittelwerte ± Standardabweichung. Die Daten wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test auf Signifikanzen 

geprüft (CI=95%, **P<0,01, ***P<0,001). 

 

 



 

Ergebnisse  50 

 

Abbildung 4.8: Die negativen Amplituden beider Modellsysteme zeigen sehr starke Schwankungen.  

Die negativen Amplituden der aus hiPS-Zellen differenzierten Kardiomyozyten und primärer, kardialer Kulturen sind in 

Mikrovolt abgebildet und gegen die Tage in vitro aufgetragen. Die negativen Amplituden der humanen Kulturen sind an Tag 3 

und 4 nach Aussaat noch deutlich kleiner als die der primären Kulturen, erreichen aber anschließend relativ vergleichbare Werte. 

Die Amplituden der embryonalen Kulturen sind meist etwas größer, erreichen also auch negativere Werte als die hiPSC-

Kardiomyozyten-Kulturen. Die gezeigten Daten repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichung. Statistische 

Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test ermittelt (CI=95%, *P<0,05, **P<0,01). 

 

 

4.2. Ergebnisse der Röntgenversuche 
 

Als Vorexperimente zu den Schwerionen-Bestrahlungen wurden Röntgenversuche mit primären 

kardialen Zellen der Hühnerembryonen und aus hiPS-Zellen differenzierten Kardiomyozyten 

durchgeführt. Die Röntgenbestrahlungen und die anschließenden Messungen wurden an der TU 

Darmstadt durchgeführt. In allen folgenden Versuchen waren die applizierten Dosen 0,5, 1, 2, und 7 Gy. 

Bei der Schlagrate und der Feldaktionspotentialdauer konnten strahleninduzierte Effekte verifiziert 

werden. 

 

 

4.2.1. Röntgenbestrahlung primärer kardialer Kulturen 
 

Bei primären kardialen Zellen zeigte sich, wie in Abbildung 4.9 dargestellt, bereits 30 min nach der 

Exposition mit Röntgenstrahlung ein dosisabhängiger Anstieg in der Schlagrate für alle außer die mit 

7 Gy bestrahlten Proben. Diese verblieben auf dem Niveau der unbestrahlten Kontrollen (Sham). Ein 

Tag nach Bestrahlung (after Radiation, aR) blieben die Schlagraten sämtlicher Proben relativ konstant. 

An den folgenden Tagen erhöhte sich die Rate in den mit 7 Gy bestrahlten Kulturen, bis sie schließlich 

an Tag 3 nach Exposition über die Werte der mit 0,5-2 Gy röntgenbestrahlten Proben hinaus anstieg.  
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Abbildung 4.9: Nach Röntgenexposition ist die Schlagrate dosisabhängig mit einer zweitägigen Verzögerung der 7-Gy-

Proben erhöht. Die Änderungen der Schlagrate primärer Kardiomyozyten sind in normierten Einheiten dargestellt und gegen 

die Zeit nach Röntgenbestrahlung aufgetragen. Die Schlagrate bleibt nach empfangenen Röntgendosen von bis zu 2 Gy 

langfristig und dosisabhängig erhöht. Kulturen, die mit 7 Gy bestrahlt wurden, zeigen eine ähnliche Erhöhung, allerdings mit 

einer zeitlichen Verzögerung von 2 Tagen. Die gezeigten Daten repräsentieren die Mediane ± Median Absolute Deviation 

(MAD). Statistische Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test ermittelt (CI=95%; *P<0,05). 

 

 

Die Veränderungen der Feldaktionspotentialdauer primärer kardialer Zellen nach 

Röntgenbestrahlung sind in Abbildung 4.10 gezeigt. Eine leichte, dosisabhängige Verkürzung der 

Feldaktionspotentiale ist 30 min nach Strahlenexposition gegenüber den unbestrahlten Kontrollen zu 

erkennen. Die Effekte auf die Feldaktionspotentialdauer sind weniger konsistent als die Effekte, die in 

der Schlagratenstudie beobachtet werden konnten. Die dosisabhängige Reduktion der 

Feldaktionspotentialdauer ist an Tag 3 und wieder an Tag 7 nach Bestrahlung klar ersichtlich. 

Dazwischen liegt eine dreitägige Periode, in der keine systematische Korrelation zur applizierten Dosis 

möglich ist, da sich die initiale Reduktion an Tag 4 nach Bestrahlung auszubalancieren beginnt. Der hier 

beobachtete Trend verläuft über einen Zeitraum von 7 Tagen nach Bestrahlung. Die Proben mit einer 

Röntgenexposition von 2 und 7 Gy zeigen im Vergleich mit den Kontrollen eine Verkürzung der 

Feldaktionspotentiale. Dieser Effekt ist im Falle der mit 7 Gy bestrahlten Kulturen von Tag 1 bis 7 nach 

Exposition statistisch signifikant.  

Schlagrate 
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Abbildung 4.10: Die Feldaktionspotentialdauer ist für bis zu 7 Tage nach Röntgenbestrahlung reduziert.  

Die Feldaktionspotentialdauer primärer Kardiomyozyten ist in normierten Einheiten gegen die Zeit nach Röntgenbestrahlung 

aufgetragen. Die Feldaktionspotentialdauer ist mit steigender Röntgendosis für bis zu 7 Tage nach Bestrahlung verringert. An 

Tag 2 und 7 nach Bestrahlung ist die fAPd-Verkürzung dosisabhängig. Die gezeigten Daten repräsentieren die Mediane ± MAD. 

Statistische Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test ermittelt (CI=95%, *P<0,05; **P=0,01). 

 

 

Aufgrund der Korrelation zwischen der Schlagrate und der Dauer der Signale wurden die Messwerte 

der Feldaktionspotentialdauer gegen die Schlagfrequenz korrigiert (fAPdc). Abbildung 4.11 zeigt, dass 

nach Röntgenbestrahlung keine statistisch signifikanten Abweichungen auftreten. Dies spricht für eine 

klare Korrelation und bestätigt, dass es durch Röntgenbestrahlung zu keinen signifikant verlängerten 

Feldaktionspotentialen kommt.  

 

fAPd 
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Abbildung 4.11: Nach Röntgenbestrahlung zeigen sich keine statistisch signifikant reduzierten fAPdc-Werte.  

Die mittels Bazett-Formel korrigierte Feldaktionspotentialdauer der primären kardialen Zellen ist in normierten Einheiten gegen 

die Zeit nach Bestrahlung aufgetragen. Die gegen die Schlagrate korrigierte Feldaktionspotentialdauer zeigt, dass es keine 

statistisch signifikanten Abweichungen gegenüber den Shams gibt. Die gezeigten Daten repräsentieren die Mediane ± MAD. 

Statistische Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test ermittelt (CI=95%). 

 

 

4.2.2. Röntgenbestrahlung humaner iPSC-Kardiomyozyten 
 

Während die primären kardialen Zellen eine klare Erhöhung der Schlagrate als Folge der Bestrahlung 

aufweisen, ist dies in den humanen iPSC-Kardiomyozyten nicht zu erkennen. Abbildung 4.12 zeigt den 

gegenteiligen Effekt. Bereits direkt nach Bestrahlung kommt es, mit Ausnahme von den mit 7 Gy 

behandelten Proben, zu einer minimalen dosisabhängigen Reduktion der Schlagrate. Am Tag nach der 

Röntgenexposition ist diese Dosisabhängigkeit stärker. Wie auch in den primären Kulturen scheint die 

Bestrahlung mit 7 Gy eine verzögerte Reaktion nach sich zu ziehen. Die mit 7 Gy bestrahlten Proben 

holen hier bereits 2 Tage nach Bestrahlung mit den anderen bestrahlten Kulturen auf und zeigen eine 

reduzierte Schlagrate. Die dosisabhängige Reduktion der Schlagrate ist bis zu 7 Tage nach Bestrahlung 

sichtbar. Nur die mit 0,5 Gy bestrahlten Proben weisen an Tag 6 nach Röntgenexposition höhere 

Schlagraten als die unbestrahlten Kontrollen auf.  

 

fAPdc 
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Abbildung 4.12: Die Schlagrate der humanen iPSC-Kardiomyozyten ist für bis zu 7 Tage nach Röntgenbestrahlung reduziert.  

Die Schlagrate humaner iPS-Kardiomyozyten ist in normierten Einheiten gegen die Zeit nach Bestrahlung aufgetragen. Die mit 

7 Gy bestrahlten Proben zeigen zunächst keine Abweichung vom Kontrollwert, reduzieren jedoch ihre Schlagrate ebenfalls 

verzögert. An Tag 3 nach Bestrahlung ergibt sich eine vollständig dosisabhängige Verringerung der Schlagrate in allen Proben. 

Diese Reduktion bleibt bis zu 7 Tage nach Röntgenbestrahlung bestehen. Daten repräsentieren die Mediane ± MAD. Statistische 

Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test ermittelt (CI=95%, *P<0,05). 

 

 

Aus humanen iPSC-Zellen differenzierte Kardiomyozytenkulturen weisen direkt nach 

Röntgenexposition eine leichte, dosisabhängige Verkürzung der Feldaktionspotentialdauer auf, wie in 

Abbildung 4.13 zu sehen ist. Anders als in den primären, embryonalen Kulturen sind die hier 

beobachteten Änderungen weniger stark ausgeprägt. Einen Tag nach Röntgenbestrahlung ist lediglich 

die Verkürzung der Signaldauer der mit 0,5 Gy behandelten Kulturen statistisch signifikant. Zwei Tage 

nach Exposition tritt eine signifikante Verlängerung der Potentialdauer in den mit 1 und 7 Gy bestrahlten 

Proben ein. Die mit 7 Gy bestrahlten Proben zeigen 7 Tage nach Röntgenexposition eine signifikante 

Verlängerung der Aktionspotentialdauer. Nach der initialen Verkürzung deutet sich in den humanen 

Kulturen nach Bestrahlung ein genereller Trend zu einer verlängerten Feldaktionspotentialdauer an. 

Weiterhin weisen die humanen Kardiomyozyten innerhalb der jeweiligen Dosisgruppe eine geringere 

Variabilität der gemessenen Werte auf als die Kulturen kardialer Hühnerzellen. Dies spiegelt sich 

besonders in den kleineren Fehlerbalken wider.  

Schlagrate 
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Abbildung 4.13: Nach Röntgenbestrahlung zeigt die Feldaktionspotentialdauer der hiPSC-Kardiomyozyten eine leichte 

Tendenz zu erhöhten Werten. Die Feldaktionspotentialdauer humaner iPSC-Kardiomyozyten ist in normierten Einheiten gegen 

die Zeit nach Bestrahlung aufgetragen. Die Feldaktionspotentialdauer in humanen Kardiomyozyten ist direkt nach 

Röntgenbestrahlung dosisabhängig leicht verringert. An den folgenden Tagen nach Bestrahlung zeigt sich eine Tendenz zu 

verlängerten Feldaktionspotentialdauern. Ein dosisabhängiges Verhältnis stellt sich lediglich an Tag 6 nach Exposition noch 

einmal ein. Die gezeigten Daten repräsentieren die Mediane ± MAD. Statistische Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, 

ungepaartem t-Test ermittelt (CI=95%, *P<0,05; **P<0,01). 

 

 

Zur Validierung der Korrelation von Schlagrate und Feldaktionspotentialdauer wurden die hier 

aufgeführten Werte gegen die jeweiligen Interspike-Intervalle korrigiert und in Abbildung 4.14 

aufgetragen. Ebenso wie bei den primären, embryonalen Zellen weist die korrigierte Feldaktions-

potentialdauer keine statistisch signifikanten Abweichungen von den unbestrahlten Kontrollen auf. 

Daraus folgt, dass die röntgeninduzierte Änderung von entweder der Schlagrate oder der 

Feldaktionspotentialdauer die Änderung des jeweils anderen Parameters bedingt.  

 

fAPd 
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Abbildung 4.14: Die korrigierte Feldaktionspotentialdauer zeigt nach Röntgenbestrahlung eine klare Korrelation. 

Die mittels Bazett-Formel korrigierte Feldaktionspotentialdauer humaner iPSC-Kardiomyozyten ist in normierten Einheiten 

gegen die Zeit nach Röntgenexposition aufgetragen. Es treten keine statistisch signifikanten Veränderungen nach Bestrahlung 

auf. Somit ist eine strahleninduzierte Veränderung des einen Parameters an die Veränderung des jeweils anderen gekoppelt. 

Die gezeigten Daten repräsentieren die Mediane ± MAD. Statistische Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem 

t-Test ermittelt (CI=95%). 

 

 

4.3. Ergebnisse der Schwerionenversuche 
 

Im Rahmen des Projektes konnten mehrere Strahlzeiten an der GSI mit unterschiedlichen Ionen-

Spezies durchgeführt werden, darunter vier Strahlzeiten mit Kohlenstoff- und jeweils eine Strahlzeit mit 

Eisen- und Titan-Ionen. Bei den Kohlenstoffstrahlzeiten konnten beide Zellkultursysteme untersucht 

werden, während bei den anderen Schwerionen jeweils nur Daten zu einem der beiden Systeme 

existieren. Die Ergebnisse werden im nachstehenden Kapitel vorgestellt. 

 

 

4.3.1. Bestrahlung primärer kardialer Kulturen mit Kohlenstoff-Ionen 
 

Für die Bestrahlung mit Kohlenstoff-Ionen standen insgesamt vier Strahlzeiten zur Verfügung. Davon 

wurden zwei für die Bestrahlung von primären, aus Hühnerembryonen isolierten, kardialen Kulturen 

und zwei für die Exposition von aus humanen iPS-Zellen differenzierten Kardiomyozytenkulturen 

genutzt. Für beide Zellsysteme konnten sowohl elektrophysiologische als auch Daten bezüglich der 

zellulären Strahlenantwort gewonnen werden. Letztere wurden im Rahmen des Verbundprojektes von 

Dr. Anja Heselich untersucht. 

 

fAPdc 



 

Ergebnisse  57 

Die Betrachtung der Schlagrate primärer kardialer, aus Hühnerembryonen isolierter Kulturen nach 

Exposition mit Kohlenstoff-Ionen zeigt bereits direkt nach Bestrahlung eine dosisabhängige Steigerung 

der Schlagrate, die bis zu zwei Tage nach Exposition anhält (Abbildung 4.15). Dieser Effekt ist für die 

mit 7 Gy bestrahlten Proben an Tag 2 nach Exposition statistisch signifikant. Die entsprechende Feld-

aktionspotentialdauer hingegen zeigt lediglich 4 h nach Bestrahlung eine statistisch signifikante 

Verlängerung in den mit 0,5 Gy bestrahlten Proben. Auch 1 Tag nach Exposition ist die Feldaktions-

potentialdauer der 0,5 Gy-Proben gegenüber den anderen Proben erhöht. Zwei Tage nach Bestrahlungen 

zeigen alle Proben eine ähnliche Feldaktionspotentialdauer. Am dritten Tag nach Exposition sind die 

Werte der mit 2 Gy bestrahlten Proben gegenüber den anderen Kulturen verringert.  

 

 

Abbildung 4.15: Die Schlagrate der primären Kulturen ist bis zu zwei Tage nach Bestrahlung dosisabhängig erhöht. Auf die 

fAPd hat die Bestrahlung fast keine Auswirkungen. Die Schlagrate und Feldaktionspotentialdauer primärer, kardialer 

Zellkulturen in normierten Einheiten ist gegen die Zeit nach Bestrahlung mit Kohlenstoff-Ionen aufgetragen. Die Schlagrate ist 

bis zu zwei Tage nach Bestrahlung dosisabhängig erhöht. Die Feldaktionspotentialdauer hingegen ist nur 4 h nach Bestrahlung 

und einen Tag nach Exposition in den mit 0,5 Gy bestrahlten Proben erhöht. Am 3. Tag nach Exposition ist die fAPd in den 2 Gy-

Proben reduziert. Die dargestellten Daten entsprechen den Medianen ± MAD. Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, 

ungepaartem t-Test ermittelt (CI=95%, *P<0,05). 

 

 

Die Korrektur der Feldaktionspotentialdauer gegen die Schlagrate nach Bazett ergibt, dass zum 

Induktionszeitpunkt die Dauer der Feldaktionspotentiale der Kulturen dosisabhängig verlängert ist, wie 

in Abbildung 4.16 zu sehen. Ein ähnliches, weniger stark ausgeprägtes Verhalten ist auch zwei Tage nach 

Bestrahlung erkennbar. Einen Tag nach Exposition jedoch ist die fAPdc in den bestrahlten Kulturen 

verlängert. Das heißt, die Feldaktionspotentialdauer hat sich nicht entsprechend der gesteigerten 

Schlagrate verkürzt.  
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Abbildung 4.16: Einen Tag nach Bestrahlung mit Kohlenstoff-Ionen entsprechen die fAPdc-Werte der bestrahlten Kulturen 

nicht der Korrelation mit der Schlagfrequenz. Die nach Bazett korrigierte Feldaktionspotentialdauer der primären kardialen 

Kulturen in normierten Einheiten ist gegen die Zeit nach Bestrahlung mit Kohlenstoff-Ionen aufgetragen. Sowohl 4 h nach 

Bestrahlung als auch 2 Tage nach Exposition sind die fAPdc-Werte dosisabhängig erhöht. Vier Stunden und von Tag 2 bis 3 nach 

Bestrahlung scheint, aufgrund fehlender signifikanter Abweichungen, eine gute Korrelation zwischen Schlagrate und fAPd 

vorzuliegen. Einen Tag nach Bestrahlung ist die frequenzkorrigierte Feldaktionspotentialdauer in den bestrahlten Kulturen 

statistisch signifikant verlängert. Die gezeigten Daten repräsentieren Mediane ± MAD. Die Bestimmung der Signifikanzen wurde 

mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test durchgeführt (CI=95%, *P<0,05; **P<0,01). 

 

 

4.3.2. Bestrahlung humaner iPSC-Kardiomyozyten mit Kohlenstoff-Ionen 
 

In den aus humanen iPS-Zellen differenzierten Kardiomyozyten ergeben sich nach Bestrahlung mit 

Kohlenstoff-Ionen nur geringfügige Änderungen, sowohl bezüglich der Schlagrate als auch der Feld-

aktionspotentialdauer (Abbildung 4.17). Lediglich eine Korrelation zwischen beiden Parametern kann 

an den Werten der mit 0,5 Gy bestrahlten Kulturen abgelesen werden. Dort geht eine statistisch 

signifikante Erhöhung der Schlagrate mit einer signifikanten Verkürzung der Feldaktionspotentialdauer 

einher. Generell scheinen die Schlagraten direkt nach Bestrahlung und einen Tag danach zu leicht 

erhöhten und an Tag zwei und drei nach Exposition zu leicht verringerten Werten zu tendieren, wie an 

den mit 0,5 Gy bestrahlten Kulturen zu sehen ist. Für die Feldaktionspotentialdauer zeigt sich das 

entgegengesetzte Bild, wie an den 2 Gy-Kulturen zu erkennen ist. Dennoch sind diese Trends statistisch 

nicht signifikant.  
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Abbildung 4.17: Weder Schlagrate noch fAPd zeigen nennenswerte Veränderung nach Bestrahlung mit Kohlenstoff-Ionen.  

Schlagrate und Feldaktionspotentialdauer von aus hiPS-Zellen differenzierten Kardiomyozyten in normierten Einheiten, 

aufgetragen gegen die Zeit nach Bestrahlung mit Kohlenstoff-Ionen. Beide Parameter zeigen homogen verteilte Werte und 

keine dosisabhängigen Veränderungen. Lediglich eine Korrelation zwischen Schlagrate und fAPd ist sichtbar, zum einen anhand 

der 0,5-Gy-Proben 2 h nach Bestrahlung und zum anderen anhand der generellen Trends zu leicht erhöhter Schlagrate, bzw. 

verkürzter Feldaktionspotentialdauer zu den Zeitpunkten 2 h und einen Tag nach Bestrahlung. An Tag zwei und drei nach 

Exposition tendieren die bestrahlten Kulturen im Vergleich zu den Sham-Kulturen zu einer leicht verringerten Schlagrate bei 

gleichzeitig leicht verlängerter fAPd. Die gezeigten Werte entsprechen den Medianen ± MAD. Signifikanzen wurden mittels 

zweiseitigem, ungepaartem t-Test geprüft (CI=95%, P<0,05). 

 

 

Die nach Bazett gegen die Schlagrate korrigierten Werte der Feldaktionspotentialdauer sind in 

Abbildung 4.18 aufgetragen. Die so korrigierten Werte bestätigen eine Verkürzung der Werte der mit 

0,5 Gy bestrahlten Kulturen 2 h nach Bestrahlung. Zum selben Zeitpunkt zeigt sich eine ebenso 

signifikante Verlängerung der Feldaktionspotentialdauer der 2 Gy-Proben. Die anderen Werte weisen 

keine systematischen strahleninduzierten Veränderungen auf.  

 



 

Ergebnisse  60 

 

Abbildung 4.18: Zwei Stunden nach Bestrahlung weicht die korrigierte fAPd von der ansonsten klaren Korrelation ab.  

Die nach Bazett korrigierte Feldaktionspotentialdauer der aus hiPS-Zellen differenzierten Kardiomyozyten ist in normierten 

Einheiten gegen die Zeit nach Bestrahlung mit Kohlenstoff-Ionen aufgetragen. Lediglich zum Zeitpunkt direkt nach Exposition 

weichen die Werte der mit 0,5 und 2 Gy bestrahlten Kulturen signifikant von denen der Sham ab. Ansonsten entsprechen die 

korrigierten Werte in etwa denen der Sham und deuten auf eine gute Korrelation zwischen Schlagrate und 

Feldaktionspotentialdauer hin. Die dargestellten Werte repräsentieren Mediane ± MAD. Signifikanztests wurden mittels 

zweiseitigem, ungepaartem t-Test durchgeführt (CI=95%; **P<0,01). 

 

 

Die Signalausbreitungsgeschwindigkeit der humanen Kulturen zeigt nach Bestrahlung mit 

Kohlenstoff-Ionen eine starke Reduktion (Abbildung 4.19). Bereits direkt nach Bestrahlung deuten die 

mit 1 bis 7 Gy bestrahlten Proben eine Dosisabhängigkeit dieser Reduktion an. Einen Tag nach 

Exposition erreichen die Ausbreitungsgeschwindigkeiten aller bestrahlten Proben einen Wert von etwa 

40% der Shams. Zwei Tage nach Bestrahlung erreichen die mit 1 bis 7 Gy bestrahlten Proben eine 

Conduction Velocity ähnlich den Sham-Kulturen. Am folgenden Tag fällt die Signalausbreitungs-

geschwindigkeit in allen bestrahlten Proben erneut auf etwa 40% der Shams ab.  

fAPdc 
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Abbildung 4.19: Die Signalausbreitungsgeschwindigkeit innerhalb humaner Kulturen wird durch Kohlenstoff-

Ionenbestrahlung reduziert. Die Conduction Velocity der humanen, aus iPS-Zellen differenzierten Kardiomyozytenkulturen ist 

in normierten Einheiten gegen die Zeit nach Bestrahlung mit Kohlenstoff-Ionen aufgetragen. Bereits 2 h nach Bestrahlung ist 

eine Reduktion der Signalausbreitungsgeschwindigkeit zu erkennen, die abgesehen von den mit 0,5 Gy bestrahlten Kulturen, 

dosisabhängig verläuft. Am ersten und dritten Tag nach Bestrahlung liegt die Propagationsgeschwindigkeit aller bestrahlten 

Proben bei etwa 40% der Shams. Die gezeigten Daten stellen die Mittelwerte ± Standardfehler dar. Signifikanzen wurden 

mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test berechnet (CI=95%, *P<0,05). 

 

 

4.3.3. Bestrahlung primärer kardialer Kulturen mit Titan-Ionen 
 

Die Betrachtung der Schlagrate und der Feldaktionspotentialdauer primärer kardialer Zellkulturen 

nach Exposition mit Titan-Ionen zeigt einen Trend hin zu strahleninduziert verringerten Schlagraten bei 

gleichzeitig verlängerter Feldaktionspotentialdauer (Abbildung 4.20). Die Schlagratenreduktion ist 3 h 

nach Bestrahlung am deutlichsten zu erkennen, da hier eine dosisabhängige Verringerung vorliegt, die 

für die mit 2 und 7 Gy bestrahlten Kulturen statistisch signifikant ist. Diese Verringerung 3 h nach 

Exposition ist mit einer gleichzeitigen, ebenfalls dosisabhängigen Verlängerung der 

Feldaktionspotentialdauer verbunden. Besonders die mit 7 Gy bestrahlten Kulturen zeigen ein und 

zwei Tage nach Exposition eine signifikant verlängerte fAPd. Während drei Tage nach Bestrahlung die 

Schlagraten der mit 0,5 und 7 Gy bestrahlten Proben verringert und die der 2 Gy-Proben erhöht sind. 

Dies geht mit einer signifikanten Verlängerung der fAPd der 0,5 und 2 Gy-Kulturen einher.  

 

Conduction Velocity 
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Abbildung 4.20: Die Schlagrate tendiert nach Bestrahlung mit Titan-Ionen zu verringerten, die fAPd zu erhöhten Werten. 

Die Schlagrate und Feldaktionspotentialdauer primärer kardialer Kulturen ist in normierten Einheiten gegen die Zeit nach 

Bestrahlung aufgetragen. Bereits 3 h nach Bestrahlung ist die Schlagrate dosisabhängig verringert. Zum selben Zeitpunkt ist die 

Feldaktionspotentialdauer dosisabhängig erhöht. An den mit 7 Gy bestrahlten Kulturen lässt sich anhand der Schlagrate ein 

Trend zu verringerten Werten erkennen, während die fAPd einen Trend zu verlängerten Werten aufweist. Die aufgeführten 

Daten repräsentieren die Mediane ± MAD. Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test ermittelt (CI=95%, 

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001). 

 

 
Bei Betrachtung der gegen die Schlagrate korrigierten Werte der Feldaktionspotentialdauer wird im 

Verhältnis eine Verkürzung ersichtlich (Abbildung 4.21). Für alle Messpunkte in bestrahlten Proben ist 

eine Verkürzung der korrigierten Feldaktionspotentialdauer sichtbar. Eine dosisabhängige Verkürzung 

3 h nach Bestrahlung stellt sich ausschließlich für die mit 7 Gy bestrahlten Kulturen als statistisch 

signifikant heraus. Eine vergleichbare Signifikanz liegt an Tag 3 nach Exposition vor. Zu diesen 

Zeitpunkten ist die Schlagrate so stark gesunken, dass die verlängerte fAPd nicht mehr der Korrelation 

nach Bazett entspricht. Das Fehlen von weiteren signifikanten Abweichungen lässt auf eine Korrelation 

zwischen Schlagrate und fAPd innerhalb der Abweichungstoleranzen schließen. 
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Abbildung 4.21: Die fAPdc der 7 Gy-Proben entsprechen 3 h und 3 Tage nach Bestrahlung nicht der Schlagratenkorrelation. 

Die mittels Bazett-Formel gegen die Schlagrate korrigierten Werte der Feldaktionspotentialdauer primärer kardialer Kulturen 

sind in normierten Einheiten gegen die Zeit nach Bestrahlung mit Titan-Ionen aufgetragen. Die fAPdc ist 3 h nach Bestrahlung 

dosisabhängig reduziert. Über den Zeitraum des Experiments tendiert die korrigierte Feldaktionspotentialdauer exponierter 

Kulturen zu niedrigeren Werten als die der Sham-Kulturen. Die dargestellten Daten entsprechen den Medianen ± MAD. 

Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test bestimmt (CI=95%, ***P<0,001). 

 

 

4.3.4. Bestrahlung humaner iPSC-Kardiomyozytenkulturen mit Eisen-Ionen 
 

Nach Exposition mit 1 GeV Eisen-Ionen zeigt die Schlagrate der aus humanen iPS-Zellen 

differenzierten Kardiomyozytenkulturen einen Trend zu verringerten Werten, während die 

Feldaktionspotentialdauer leicht verlängerte Werte aufweist (Abbildung 4.22). Dieser Trend ist bereits 

2 h nach Bestrahlung zu erkennen. Hier zeigen die mit 1 bis 7 Gy bestrahlten Proben eine Reduktion der 

Schlagrate. Zugleich liegen die Werte der Feldaktionspotentialdauer derselben Proben auf etwa 120% 

der Shams. Am deutlichsten ist diese dosisunabhängige Schlagratenverringerung am 3. Tag nach 

Bestrahlung zu erkennen. Zu diesem Zeitpunkt sind die Schlagraten aller exponierten Proben deutlich 

reduziert. Die fAPd zeigt zu diesem Zeitpunkt jedoch kein klares Bild. Die mit 1 Gy bestrahlten Proben 

zeigen eine Verlängerung der fAPd auf 134% gegenüber den Sham-Kulturen, während die 7 Gy-Proben 

etwa den Werten der Shams entsprechen.  
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Abbildung 4.22: Nach Eisen-Ionen-Exposition ist die Schlagrate für drei Tage leicht vermindert, die fAPd hingegen tendiert 

zu leicht erhöhten Werten. Schlagrate und Feldaktionspotentialdauer der hiPSC-Kardiomyozytenkulturen sind in normierten 

Einheiten gegen die Zeit nach Bestrahlung mit Eisen-Ionen aufgetragen. Bereits 2 h nach Bestrahlung sind die Schlagraten der 

mit 1 bis 7 Gy bestrahlten Kulturen vermindert, bei gleichzeitig verlängerter Feldaktionspotentialdauer. Die Reduktion der 

Schlagrate ist 3 Tage nach Bestrahlung in allen bestrahlten Proben ersichtlich. Die gezeigten Daten entsprechen den 

Medianen ± MAD. Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test ermittelt (CI=95%, *P<0,05; **P<0,01; 

***P<0,001). 

 

 

Die Korrektur der Feldaktionspotentialdauer deutet auf eine Verlängerung der Signale in den mit 

1 bis 7 Gy bestrahlten Proben direkt nach Bestrahlung hin (Abbildung 4.23). Generell treten aber keine 

statistisch signifikanten Abweichungen von den unbestrahlten Kontrollen auf. Dies ist auf die Korrelation 

zwischen Schlagrate und Feldaktionspotentialdauer zurückzuführen. Die fAPdc-Werte lagen hier 

zwischen 330 und 550 ms. 
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Abbildung 4.23 Nach Bestrahlung mit Eisen-Ionen bleibt die Korrelation zwischen fAPd und Schlagfrequenz relativ gleich.  

Die nach Bazett korrigierte Feldaktionspotentialdauer der humanen iPSC-Kardiomyozytenkulturen ist in normierten Einheiten 

gegen die Zeit nach Bestrahlung mit Eisen-Ionen aufgetragen. Die korrigierte Feldaktionspotentialdauer zeigt keine statistisch 

signifikanten Abweichungen von den Shams. Direkt nach Bestrahlung ist eine nicht signifikante Erhöhung der korrigierten 

Feldaktionspotentialdauer in den mit 1 bis 7 Gy bestrahlten Kulturen erkennbar. An Tag eins und zwei nach Bestrahlung liegen 

die Werte nahe der Sham, während drei Tage nach Exposition die Werte der 0,5 und 7 Gy-Proben verkürzt sind. Die gezeigten 

Daten zeigen die Mediane ± MAD. Die Daten wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test auf Signifikanzen geprüft 

(CI=95%). 

 

 

In Abbildung 4.24 sind die Ergebnisse zur Conduction Velocity der humanen iPSC-Kardiomyozyten 

nach Exposition mit Eisen-Ionen dargestellt. Die Untersuchung der Signalausbreitungsgeschwindigkeit 

zeigt, dass bereits 2 h nach Bestrahlung eine Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit in allen 

Proben, die mit 1 bis 7 Gy bestrahlt wurden, auf etwa 75% der Shams stattfindet. Diese Verringerung 

erreicht einen Tag nach Exposition für alle bestrahlten Kulturen einen Wert von etwa 70% der Shams 

und bleibt bis zum dritten Tag nach Bestrahlung bestehen, wobei sich die mit 0,5 Gy bestrahlten Kulturen 

am dritten Tag nach Bestrahlung wieder den Werten der Shams annähern.  

 

fAPdc 



 

Ergebnisse  66 

 

Abbildung 4.24: Die Signalausbreitungsgeschwindigkeit ist in humanen Kulturen nach Eisen-Ionenexposition reduziert.  

Die Conduction Velocity humaner, aus iPS-Zellen differenzierter Kardiomyozytenkulturen ist in normierten Einheiten gegen die 

Zeit nach Bestrahlung mit Eisen-Ionen aufgetragen. Bereits 2 h nach Exposition sind die mit 1 bis 7 Gy bestrahlten Proben in 

ihrer Signalausbreitungsgeschwindigkeit reduziert. An Tag 1 und 2 nach Bestrahlung sind alle mit Eisen-Ionen bestrahlten 

Kulturen um etwa 30% in ihrer Signalweiterleitungsgeschwindigkeit eingeschränkt. Am dritten Tag nach Exposition zeigen nur 

die mit 0,5 Gy bestrahlten Proben wieder Werte ähnlich den Sham-Kulturen. Die gezeigten Werte entsprechen den 

Mittelwerten ± Standardfehler. Es wurde mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test auf Signifikanzen geprüft (CI=95%). 

 

 

4.4. Ergebnisse der Behandlung mit Pharmazeutika und Röntgenbestrahlung 
 

Um den Einfluss pharmakologischer Substanzen auf die kardiale Elektrophysiologie in Verbindung 

mit ionisierender Strahlung zu untersuchen, wurden Versuche mit Isoproterenol und Chinidin an den 

hiPSC-Kardiomyozyten durchgeführt. Isoproterenol ist ein Analogon des Stresshormons Adrenalin, 

welches im Körper eine sympathische Reaktion auf die Schlagrate des Herzes bewirkt. Chinidin ist 

vornehmlich ein Natriumkanal-Blocker, der heutzutage nur noch selten in der Therapie gegen 

beispielsweise Tachyarrhythmien und Vorhofflimmern eingesetzt wird. Dies liegt hauptsächlich an den 

Nebenwirkungen des Stoffes, zu denen je nach Dosierung AV-Block, Torsade de pointes und Tachykardien 

zählen können. Aufgrund dieser Nebenwirkungen stellt Chinidin ein geeignetes Mittel dar, um eine 

pathologische Vorbelastung zu simulieren. 

Für die Versuche wurden pharmakologisch vorbehandelte Kulturen Röntgenstrahlung ausgesetzt. Um 

zu gewährleisten, dass die ionisierende Strahlung keine Veränderung an der biochemischen Wirkung 

der Medikamente zur Folge hat, wurden zunächst lediglich mit den Pharmazeutika versehene Medien 

bestrahlt und anschließend die Kardiomyozytenkulturen damit behandelt. 

 

Conduction Velocity 
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4.4.1. Röntgenbestrahlung der Pharmazeutika 
 

Die eingesetzte Endkonzentration im Medium betrug 500 nM für Isoproterenol und 1 µM im Falle 

von Chinidin. Als Negativkontrolle wurde mit Dimethylsulfoxid (DMSO) behandeltes Medium 

verwendet, da DMSO als Lösungsmittel für die Medikamente eingesetzt wurde. Das derart präparierte 

Medium wurde Röntgenstrahlung von 2 und 7 Gy ausgesetzt. In Abbildung 4.25 sind die auf die 

Kontrolle normierten Messergebnisse für die Schlagrate und die Feldaktionspotentialdauer gezeigt. Die 

Schlagraten der hiPSC-Kardiomyozyten weisen einen Tag nach Behandlung mit Isoproterenol eine 

signifikante Erhöhung auf. Das bestrahlte Isoproterenol zeigt keine signifikante Reduktion in seiner 

Wirkung auf die Schlagrate. Zum gleichen Zeitpunkt ist auch eine signifikante Verkürzung der 

Feldaktionspotentialdauer nach Behandlung der Kulturen durch mit 7 Gy bestrahltem Isoproterenol zu 

erkennen. Unbestrahltes Chinidin bewirkt in der verwendeten Konzentration eine Senkung der 

Schlagrate. Nach Bestrahlung der Chemikalie fällt die Schlagratensenkung weniger stark aus und ist 

nicht statistisch signifikant. Außerdem zeigt sich, dass die Feldaktionspotentialdauer nach Applikation 

von mit 2 Gy bestrahltem Chinidin statistisch signifikant gegenüber den Kontrollen und den mit 

unbestrahltem Chinidin behandelten Proben verlängert ist.  

 

 

Abbildung 4.25: Röntgenbestrahltes Chinidin zeigt nach Bestrahlung eine veränderte elektrophysiologische Wirkung.  

Gezeigt ist die auf DMSO-Kontrollen normierte Schlagrate und Feldaktionspotentialdauer der hiPSC-Kardiomyozytenkulturen 

einen Tag nach Behandlung mit vor Applikation bestrahlten Pharmazeutika. Bestrahltes wie auch unbestrahltes Isoproterenol 

bewirkt eine erhöhte Schlagrate bei gleichbleibender fAPd. Chinidin bewirkt eine Reduktion der Schlagrate bei gleichbleibender 

fAPd. 2 Gy Röntgenstrahlung verändern die Wirkung von Chinidin hin zu einer Verlängerung der fAPd. Die dargestellten Daten 

repräsentieren die Mediane ± MAD. Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test ermittelt (CI=95%, 

*P<0,05; ***P=0,001). 
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Um die Änderung der Feldaktionspotentialdauer zu verifizieren, wurde eine Korrektur nach Bazett 

vorgenommen (Abbildung 4.26). Dabei zeigt sich, dass lediglich die Verlängerung der 

Feldaktionspotentialdauer nach Behandlung mit 2 Gy-bestrahltem Chinidin eine statistisch signifikante 

Abweichung zur DMSO-Kontrolle aufweist, aber nicht zu den mit unbestrahltem Chinidin behandelten 

Proben. Die mit Isoproterenol behandelten Kulturen zeigen alle eine gute Korrelation zwischen 

Feldaktionspotentialdauer und Schlagrate. Hierauf deuten besonders die deutlich kleineren 

Fehlerbalken der mit bestrahltem Isoproterenol behandelten Proben hin.  

 

 

Abbildung 4.26: Das mit 2 Gy bestrahlte Chinidin bewirkt eine statistisch signifikante Verlängerung der fAPdc.  

Dargestellt ist die nach Bazett korrigierte Feldaktionspotentialdauer (fAPdc) der hiPSC-Kardiomyozytenkulturen in auf die 

DMSO-Kontrollen normierten Einheiten einen Tag nach Behandlung mit bestrahlten Pharmazeutika. Die korrigierte 

Feldaktionspotentialdauer bestätigt eine klare Korrelation zwischen fAPd und Schlagrate. Die Verlängerung der fAPd nach 

Behandlung mit 2 Gy-bestrahltem Chinidin ist statistisch signifikant im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, nicht jedoch zu den mit 

unbestrahltem Chinidin behandelten Proben. Die gezeigten Daten repräsentieren die Mediane ± MAD. Signifikanztests wurden 

mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test durchgeführt (CI=95%, *P<0,05). 

 

 

4.4.2. Röntgenbestrahlung pharmakologisch behandelter Kulturen 
 

Nachdem die Effekte von Röntgenstrahlung auf die Pharmazeutika bestimmt wurden, konnte mit der 

pharmakologischen Behandlung und anschließenden Röntgenexposition fortgefahren werden. Die 

Kulturen wurden dabei mit identischen Konzentrationen von Isoproterenol bzw. Chinidin wie im 

Vorexperiment behandelt und direkt im Anschluss einer Dosis von 2 Gy Röntgenstrahlung ausgesetzt. 

Abbildung 4.27 zeigt die nach Behandlung gemessenen Schlagraten der Kulturen.  

Die mit 500 nM Isoproterenol behandelten Proben zeigen bis zu 6 Tage nach Behandlung eine erhöhte 

Schlagrate gegenüber den DMSO-Kontrollen. Dabei steigt die Schlagrate stetig bis zu Tag 5 nach 

Behandlung an und erreicht dort ihren Höchstwert, der etwa dem 1,8-fachen der Kontrollen entspricht. 

An den Tagen 4 und 5 nach Behandlung sind die Schlagratenerhöhungen statistisch signifikant 
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gegenüber den Kontrollen. Die Schlagrate sinkt 6 Tage nach Behandlung wieder auf das etwa 1,5-fache 

der Kontrollen. 

Die mit Isoproterenol behandelten, bestrahlten Proben weisen einen Tag nach Behandlung eine 

drastisch erhöhte Schlagrate nahe dem doppelten Wert der Kontrollen auf. Über den Verlauf des 

Experiments liegt die Schlagrate der bestrahlten Isoproterenol-Proben meist oberhalb der unbestrahlten 

Proben. Der Höchstwert von etwa dem 2,5-fachen der Kontrollen wird hier ebenfalls an Tag 5 nach 

Behandlung und Bestrahlung erreicht. Die erhöhten Schlagraten der bestrahlten Isoproterenol-Proben 

sind an Tag 1 und 6 nach Behandlung und Bestrahlung statistisch signifikant.  

Die unbestrahlten Proben, die mit 1 µM Chinidin behandelt wurden, zeigen im Gegenzug eine 

dauerhaft reduzierte Schlagrate, die im Bereich zwischen 60 und 90% der Schlagraten der DMSO-

Kontrollen liegt.  

Die mit Chinidin behandelten Kulturen, die zusätzlich bestrahlt wurden, zeigen meist Schlagraten 

oberhalb der unbestrahlten Chinidin-Kulturen und unterhalb der DMSO-Kontrollen. 

 

 

Abbildung 4.27: Die Applikation von Chemikalien und Röntgenstrahlung beeinflusst die Schlagrate von hiPSC-

Kardiomyozyten. Aus hiPS-Zellen differenzierte Kardiomyozytenkulturen wurden mit 500 nM Isoproterenol oder 1 µM Chinidin 

und Röntgenbestrahlung mit 2 Gy behandelt. Die Werte der korrigierten Feldaktionspotentialdauer sind auf die DMSO-

Kontrollen normiert und gegen die Tage nach Behandlung und Bestrahlung aufgetragen. Isoproterenol-behandelte Kulturen 

zeigen eine erhöhte Schlagrate, die nach Bestrahlung noch weiter erhöht ist. Kulturen, die mit Chinidin behandelt wurden, 

verringern ihre Schlagrate für bis zu 6 Tage nach Zugabe. Dieser Effekt wird durch Bestrahlung vermindert. Die präsentierten 

Daten geben die Mediane ± MAD wieder. Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test ermittelt (CI=95%, 

*P<0,05). 

 

 

 

Schlagrate 
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Die Feldaktionspotentialdauer der mit 500 nM Isoproterenol und 2 Gy Röntgenstrahlung 

behandelten hiPSC-Kardiomyozytenkulturen zeigt eine signifikante Verlängerung 3 und 5 Tage nach 

Behandlung (Abbildung 4.28). Weiterhin weisen die bestrahlten und mit Chinidin behandelten Kulturen 

eine verlängerte Feldaktionspotentialdauer gegenüber den DMSO-Kontrollen und den unbestrahlten 

Chinidin-Kulturen auf. Letztere neigen an Tag 4 und 5 nach Behandlung zu einer verkürzten 

Feldaktionspotentialdauer. Generell scheinen die bestrahlten Kulturen eine Verlängerung der 

Feldaktionspotentialdauer erfahren zu haben, die durch medikamentöse Behandlung etwas stärker 

ausfällt. 

 

 

Abbildung 4.28: Röntgenbestrahlung und Applikation von Chemikalien beeinflussen die Feldaktionspotentialdauer.  

Aus hiPS-Zellen differenzierte Kardiomyozytenkulturen wurden mit 500 nM Isoproterenol oder 1 µM Chinidin und 

Röntgenbestrahlung mit 2 Gy behandelt. Die Werte der korrigierten Feldaktionspotentialdauer sind auf die DMSO-Kontrollen 

normiert und gegen die Tage nach Behandlung und Bestrahlung aufgetragen. Die bestrahlten mit Isoproterenol behandelten 

Kulturen zeigen an Tag 3 und 5 nach Behandlung und Bestrahlung eine signifikant erhöhte Feldaktionspotentialdauer. An Tag 5 

ist die fAPd auch signifikant gegenüber den unbestrahlten Isoproterenol-Kulturen verlängert. Die bestrahlten mit Chinidin 

behandelten Kulturen zeigen ab Tag 2 nach Behandlung und Bestrahlung ebenfalls eine verlängerte Feldaktionspotentialdauer 

gegenüber den DMSO-Kontrollen und den unbestrahlten Chinidin-Kulturen. Die präsentierten Daten stellen die Mediane ± MAD 

dar. Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem ungepaartem t-Test geprüft (CI=95%, *P<0,05). 

 

 
Diese Beobachtung wird durch die Korrektur der Feldaktionspotentialdauer gegen die Schlagrate 

relativiert (Abbildung 4.29). Zwar zeigt sich, dass nach Behandlung und Bestrahlung alle Kulturen eine 

gegenüber den Kontrollen erhöhte korrigierte Feldaktionspotentialdauer aufweisen, jedoch liegen die 

Werte der bestrahlten Chinidin-Kulturen allesamt unterhalb derer der unbestrahlten mit Chinidin 

behandelten Proben. Letztere zeigen 3 Tage nach Behandlung eine signifikant erhöhte fAPdc. Die 

Unterschiede zwischen bestrahlten und unbestrahlten mit Isoproterenol behandelten Kulturen fallen hier 

geringer aus. Die bestrahlten Isoproterenol-Kulturen zeigen 3 und 6 Tage nach Behandlung und 

fAPd 
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Bestrahlung eine signifikante Erhöhung der korrigierten Feldaktionspotentialdauer gegenüber den 

unbestrahlten DMSO-Kontrollen. Auffällig sind die Unterschiede zwischen den bestrahlten und 

unbestrahlten Kontrollen, da die bestrahlten Proben, außer die mit Chinidin behandelten Kulturen, 

zumeist deutlich erhöhte fAPdc-Werte aufweisen. 

 

 

Abbildung 4.29: Alle Kulturen zeigen nach Behandlung erhöhte fAPdc-Werte im Vergleich zu den unbestrahlten DMSO-

Kontrollen. Aus hiPS-Zellen differenzierte Kardiomyozytenkulturen wurden mit 500 nM Isoproterenol oder 1 µM Chinidin 

behandelt und mit einer Röntgendosis von 2 Gy bestrahlt. Die Werte der korrigierten Feldaktionspotentialdauer sind auf die 

DMSO-Kontrollen normiert und gegen die Tage nach Behandlung und Bestrahlung aufgetragen. Die fAPdc der unbestrahlten 

mit Chinidin behandelten Proben zeigt erhöhte Werte gegenüber den DMSO-Kontrollen und unbestrahlten Chinidin-Kulturen. 

Die bestrahlten und unbestrahlten mit Isoproterenol behandelten Proben weisen meist nur geringe Unterschiede auf. Die 

DMSO-Kontrollen zeigen nach Bestrahlung erhöhte fAPdc-Werte. Die gezeigten Daten entsprechen den Medianen ± MAD. 

Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test bestimmt (CI=95%, *P<0,05; **P<0,01). 
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5. Diskussion 

 

Im nachstehenden Kapitel werden die Ergebnisse entsprechend ihrer Reihenfolge im Ergebnisteil 

diskutiert. Zunächst werden in Abschnitt 5.1 die Ergebnisse der Charakterisierung der Zellsysteme 

behandelt. In Abschnitt 5.2 werden die zu den Röntgenversuchen erhaltenen Ergebnisse diskutiert, 

während sich Abschnitt 5.3 mit der Diskussion der Ergebnisse zu den Schwerionenversuchen befasst. 

Beide Abschnitte zu den Versuchen mit ionisierender Strahlung beziehen die im Zuge des 

Verbundprojektes von Dr. Anja Heselich untersuchten zellulären Endpunkte mit ein. Schließlich werden 

in Abschnitt 5.4 die Ergebnisse zum Versuch der kombinierten Wirkung von Strahlung und 

Pharmazeutika diskutiert. 

 

 

5.1. Charakterisierung der Zellsysteme 
 

Ziel dieser Studie war die Erforschung des Einflusses ionisierender Strahlung auf die 

Elektrophysiologie kardialer Zellen. Hierzu wurden zwei Zellkultursysteme verwendet. Um die 

Unterschiede zwischen den Zellkultursystemen herauszuarbeiten, wurden diese einander anhand 

verschiedener elektrophysiologischer Parameter gegenübergestellt. Zunächst fällt bei Betrachtung der 

Dauer der elektrophysiologischen Aktivität auf, dass die hiPSC-Kardiomyozyten sich im Mittel länger in 

Kultur halten lassen, als die primären, kardialen Zellen. In Abbildung 4.1 unterscheiden sich die 

humanen Zellen von den primären Kulturen durch einen zwei Tage späteren, weniger drastischen Abfall 

auf 59% Kulturen mit aktiven Elektroden. Weiterhin verweilen die humanen Zellen zwei Tage länger 

stabil auf diesem Plateau und fallen erst danach an Tag 15 schneller ab als die primären Hühner-

kardiomyozyten. Diese drastischen Abfälle in der Zahl aktiver Kulturen liegen daran, dass sich einige der 

Zellen über die Dauer des Experiments ablösen, bis hin zum vollständigen Verlust des Zellrasens. Dieses 

Phänomen tritt in den primären Kulturen deutlich stärker auf als in den humanen. 

Die Schlagraten beider Zellsysteme sind ähnlich, die Varianz ist in den humanen Zellen etwas 

geringer (Abbildung 4.3). Im Vergleich der Signalausbreitungsgeschwindigkeiten fällt auf, dass die 

humanen Zellen generell höhere Werte erreichen, aber auch mit größeren Schwankungen behaftet sind. 

Die niedrigere Ausbreitungsgeschwindigkeit der primären Zellkulturen könnte durch die Anwesenheit 

der nicht erregbaren Zellen zu erklären sein. Durch Ankopplung von nicht erregbaren Zellen wie 

Fibroblasten mittels Gap Junction-Kanälen reduziert sich die Reizweiterleitungsgeschwindigkeit 

aufgrund der Erhöhung der kapazitiven Last [103-105].  

Die humanen iPSC-Kardiomyozyten zeigen eine deutlich längere Feldaktionspotentialdauer im 

Vergleich zu den primären kardialen Zellen. Nach Frequenzkorrektur nach Bazett liegen die Werte der 

Hühnerkardiomyozyten im Mittel bei 210 ms, während die der humanen Zellen mit 420 ms deutlich 

darüber und gleichzeitig sehr nahe dem Schwellenwert zum Long-QT-Syndrom von 430 ms liegen. Die 
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Literatur zu den verwendeten iCell Cardiomyocytes attestiert den Zellen in Bezug auf ihr genetisches, 

biochemisches, mechanisches und auch elektrophysiologisches Verhalten zwar eine große Ähnlichkeit 

zu humanen Kardiomyozyten [93-96]. Besonders in Bezug auf ihre Ionenkanäle sind die iCell 

Cardiomyocytes den adulten humanen Zellen sehr ähnlich [97], jedoch geht keine Publikation auf die 

native Länge der Feldaktionspotentialdauer ein. In pharmakologischen Studien, die an iCell 

Cardiomyocytes durchgeführt wurden, ist die Feldaktionspotentialdauer einer der bedeutendsten 

Parameter [60, 62]. Auf die nativ abnorme Länge der Signale oder dass diese nach gängiger 

Frequenzkorrektur bedenklich verlängerte Werte erreichen, die eher pathologischem Charakter 

entsprechen, wird dort allerdings nicht eingegangen. Lediglich Ma et al. beschreiben in ihrer Patch-

Clamp-Studie, dass iCell Cardiomyocytes Aktionspotentiale aufweisen, die sowohl atrial-, nodal- und 

ventrikulär-artig sind [95]. Lediglich zu letzteren wird beschrieben, dass sie Feldaktionspotentiale 

innerhalb des für Menschen typischen Bereichs aufweisen. Die fAPd der anderen beiden 

Kardiomyozytentypen werden nicht diskutiert. Eine Unterscheidung in unterschiedliche Typen von 

Kardiomyozyten kann mittels MEA-System nicht vorgenommen werden. Die gemessenen 

Feldaktionspotentiale entsprechen der Summation der Ionenströme von Zellen in Elektrodennähe. 

Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die atrial- und nodal-artigen Kardiomyozyten eine längere 

Feldpotentialdauer aufweisen und damit einhergehend die Summation der Signale aller drei Zelltypen 

ebenfalls verlängern. 

Eine Analyse der Amplituden beider Zellsysteme ist aufgrund der hohen intrinsischen Varianz nur 

begrenzt aussagekräftig. In keinem Versuch dieser Arbeit wurden signifikante Veränderungen bezüglich 

der Amplituden beobachtet. Die Höhe der Amplituden hängt stark von der Kopplung von Elektrode und 

Zelle, also der Adhäsion der Zellen an der Elektrodenoberfläche, ab und weniger von intrazellulären 

elektrophysiologischen Mechanismen. Das spricht zusätzlich dafür, diesem Parameter vor dem 

Hintergrund elektrophysiologischer Untersuchungen nur eine untergeordnete Rolle zukommen 

zulassen.  

Einerseits bieten die primären kardialen Kulturen experimentative Vorteile wie die kostengünstige 

Verfügbarkeit, die einfache Handhabung der Zellkultur, und die kürzere Kultivierungsdauer, bis 

zuverlässig synchrone Signale gemessen werden können. Nachteilig ist die im Vergleich zu den humanen 

Kulturen in mehreren Parametern erhöhte Variabilität, welche eine statistische Evaluierung erschwert. 

Dazu zählt die Anzahl aktiver Elektroden, da sich die primären Zellen nach einigen Tagen der 

Kultivierung stärker ablösen, was in einigen Fällen dazu führt, dass sich das ganze funktionelle 

Synzytium von der Oberfläche des Chips ablöst. Auch die Schlagrate ist stärkeren Schwankungen 

unterworfen. Dies mag darin begründet sein, dass sich bei der Aussaat der primären Zellen auf die MEA-

Chips die jeweilige Zusammensetzung der verschiedenen Schrittmacherzellen nicht kontrollieren lässt. 

Ebenfalls hängen mit dem Ablösen der Zellen höchstwahrscheinlich die größeren Schwankungen in der 
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Reizweiterleitungsgeschwindigkeit zusammen, da schwache Verknüpfungen entlang der Glanzstreifen 

zu Zellen der oberen Zelllagen, die sich im Prozess des Ablösens befinden, die Variabilität der Werte 

erhöhen könnten. Weiterhin wäre der Einfluss mehrerer Schrittmacherzentren mit unterschiedlichen 

Ausbreitungsvektoren als Erklärung denkbar [106]. Schließlich hat es sich oft als schwierig heraus-

gestellt, in den aus primären Kulturen aufgenommenen Signalen die T-Welle zu identifizieren, was die 

Auswertung der Feldaktionspotentialdauer erschwert und die Zahl verwertbarer Proben senkt. Zu den 

modellbedingten Nachteilen zählen der embryonale als auch der primäre Charakter der Zellen, durch 

den eine Vielzahl entwicklungsbiologischer Prozesse innerhalb der Kulturen Einfluss auf die 

Elektrophysiologie nehmen könnten, die im adulten Organismus nicht zum Tragen kommen. Weiterhin 

wurden für jedes Experiment mehrere Embryonen präpariert, und deren Zellen in Suspension gebracht. 

Trotz standardisierter Protokolle ergaben sich dadurch zwangsläufig interexperimentelle Unterschiede.  

Die Vorteile der aus humanen induzierten pluripotenten Stammzellen differenzierten Kardio-

myozytenkulturen sind neben der bereits beschriebenen Nähe zum Menschen die kommerzielle 

Verfügbarkeit, die geringere Variabilität und die damit einhergehende Möglichkeit, auch 

interexperimentell Ergebnisse mit höherer Vergleichbarkeit zu erzielen. Somit sind die humanen 

Kulturen besser geeignet, um Rückschlüsse auf die Elektrophysiologie des Menschen zu ziehen. Dennoch 

zeigen gerade Abweichungen von der klinisch etablierten Norm der Feldaktionspotentialdauer bzw. dem 

etwaigen Pendant des QT-Intervalls auf, dass solche Rückschlüsse nur unter Vorbehalt getroffen werden 

können. Die Nachteile des humanen Zellkultursystems stellen die schwierigere Handhabung sowie die 

höheren Kosten dar, die gegebenenfalls den Einsatz größerer Probenzahlen limitieren. 

Trotz der hier genannten Vor- und Nachteile sind beide Zellkultursysteme für die Durchführung dieser 

Studie sehr geeignet. Die primären kardialen Zellen erwiesen sich als ein adäquates Zellkultursystem für 

die Etablierung der Methodiken, da sie durch ihre einfache Handhabung einen leichteren Zugang zur 

Datengenerierung gewähren und damit ausgezeichnet für präliminäre Versuche und Hypothesentests 

geeignet sind. Hingegen eignen sich die humanen Zellen für weiterführende Evaluierungen und Proof-

of-concept-Experimente, die Rückschlüsse auf Effekte bezüglich der menschlichen Elektrophysiologie 

gewähren. 

 

 

5.2. Röntgenversuche 
 

Die Effekte von Röntgenstrahlung auf die verwendeten Zellsysteme wurden innerhalb einer 

Dosisspanne von 0,5 bis 7 Gy untersucht. Dabei konnten deutlich sichtbare elektrophysiologische und 

zelluläre Reaktionen beobachtet werden. Die elektrophysiologischen Daten zu den primären Kulturen 

zeigen einen dosisabhängigen Anstieg der Schlagrate nach Strahlenexposition, der im Falle der mit 7 Gy 

bestrahlten Proben um zwei Tage verzögert eintritt (Abbildung 4.9). Dieser Anstieg korreliert mit einer 
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Verkürzung der Feldaktionspotentialdauer (Abbildung 4.10). Die humanen Kulturen hingegen zeigen 

den gegenteiligen Effekt auf die Schlagrate. Hier bewirkt Röntgenbestrahlung eine dosisabhängige 

Schlagratenreduktion, die bis zu 7 Tage nach Strahlenexposition anhält (Abbildung 4.12). Die 

Korrelation dieser Verringerung mit der Feldaktionspotentialdauer ist jedoch weniger eindeutig. Zwar 

ist eine Dosisabhängigkeit der Werte nur zum Zeitpunkt der Induktion und erneut 6 Tage nach 

Bestrahlung erkennbar, dennoch tendieren die Werte nach Bestrahlung eher zu einer verlängerten 

Feldaktionspotentialdauer (Abbildung 4.13). Daher kann vermutet werden, dass ionisierende Strahlung 

die elektrophysiologische Funktionalität der kardialen Zellen für mindestens 7 Tage nach Bestrahlung 

beeinflusst.  

Während die elektrophysiologischen Änderungen beider Zellkultursysteme kurz nach Exposition 

auftreten, ist die Verkürzung der Feldaktionspotentialdauer weniger stabil und unterliegt einer höheren 

Variabilität als die Schlagrate. Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass die Schlagrate, gemessen in 

Schlägen pro Minute, für alle gemessenen Elektroden desselben MEA-Chips synchron ist, während die 

Feldaktionspotentialdauer, bestimmt anhand eines gemittelten Signals einer Elektrode, größere 

Variationen sowohl von Elektrode zu Elektrode als auch von Spike zu Spike aufweist. Generell sollte eine 

Erhöhung der Schlagrate mit einer Verringerung der Feldaktionspotentialdauer einhergehen und 

umgekehrt. In zahlreichen EKG-basierten Studien wird die Schlagrate oder ihr Kehrwert auf 

verschiedene Weisen mit dem entsprechenden QT-Intervall korreliert [47]. Ein solches Verhältnis wird 

besonders von den aus primären Kulturen erhaltenen Ergebnissen unterstützt.  

Die Korrektur der Feldaktionspotentialdauer gegen das Interspike-Intervall nach Bazett [82] ergibt 

für beide Zellsysteme eine klare Korrelation (Abbildung 4.11). Diese Daten legen nahe, dass 

Röntgenstrahlung eine veränderte Schlagrate und damit einhergehend eine invers beeinflusste 

Feldaktionspotentialdauer bewirkt. Warum Röntgenbestrahlung derart gegenteilige Effekte auf die 

Schlagrate beider Zellkultursysteme ausübt, ist unbekannt, ebenso wie die zugrundeliegenden 

Mechanismen.  

Um Einblick in diese Mechanismen zu erlangen, wurden begleitend zu dieser Arbeit die klassischen 

Endpunkte der zellulären Strahlenantwort wie die Reparatur von DNA-Schäden und dem 

Zellzyklusverlauf von Dr. Anja Heselich analysiert [73]. Die Induktion und Reparatur von DSBs nach 

Behandlung mit ionisierender Strahlung wurde anhand der Histon H2AX-Phosphorylierung untersucht, 

die in der Umgebung eines DSB stattfindet und daher als Marker zur Identifikation von DSBs genutzt 

werden kann [107, 108]. DNA-Reparatur und das Fortschreiten des Zellzyklus sind miteinander 

verbunden [109, 110], daher wurde ebenso die Zahl der S-Phase-Zellen mittels Verfolgung der 

Inkorporation des Thymidin-Analogons BrdU während der DNA-Replikation [111] analysiert. Um 

außerdem den Eintritt in die Mitose zu untersuchen, wurde der mitotische Index mittels 

immunohistochemischer Färbung des phosphorylierten Histons H3 bestimmt, welches den Beginn der 

Mitose kennzeichnet [112, 113]. Die Ergebnisse zeigen direkt nach Bestrahlung einen dosisabhängigen 
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Anstieg der γH2AX-positiven Zellen, aber keine direkte Reduktion an Zellen, die in die S-Phase eintreten. 

Jedoch kann eine signifikante Reduktion der in die Mitose eintretenden Zellen verzeichnet werden. Dies 

weist auf eine mögliche Aktivierung des G2/M-, aber nicht des G1/S-Checkpoints hin. Hiermit stimmen 

die Daten von Deckbar et al. überein, die den G2/M-Checkpoint als schnell aktivierenden Mechanismus 

beschreiben, während eine Akkumulation in G1/S zu einem späteren Zeitpunkt stattfindet [114-116]. 

Die Reparaturkapazität der Hühnerkardiomyozyten wurde von Yin et al. in DT40 Lymphozyten 

beschrieben, dort wurden strahleninduzierte DSBs biphasisch mittels nicht-homologem End-Joining 

(NHEJ) und homologer Rekombination (HR) repariert [117]. Die Daten zeigen eine Reparatur der DNA-

Schäden über die Zeit. Trotz einer aktiven DNA-Reparatur kann 3 und 6 h nach Bestrahlung keine 

dosisabhängige Reduktion der S-Phase-Zellen beobachtet werden. Andererseits sind zu diesem Zeitpunkt 

die Eintritte in die Mitose, sogar statistisch signifikant für die 7 Gy-Proben, verringert. Der Arrest im 

G2/M-Checkpoint vor der Mitose wird ausgelöst um die genomische Stabilität nach Auftreten des DNA-

Schadens aufrecht zu erhalten [118, 119]. Dies wird durch die Ergebnisse gestützt, die eine Korrelation 

zwischen mitotischem Index und DNA-Schaden zeigen, da Proben mit höheren Schadensniveaus 

geringere mitotische Indices aufweisen. 

Die vernachlässigbare Reduktion der S-Phase-Zellen, die auf eine schwache Aktivierung des G1/S-

Checkpoints kurz nach Bestrahlung hindeutet, könnte ein charakteristisches Merkmal primärer 

embryonaler Hühnerkardiomyozyten sein. Publizierte Daten zu Hühnerzellen wurden in Lymphozyten 

und Zellen der glatten Muskulatur gesammelt [120-123]. Diese Studien belegen, dass DT40-B-

Lymphozyten des White Leghorn-Huhns einen durch Zykline und zyklinabhängige Kinsasen (cyclin-

dependent kinases, cdk) regulierten G2/M-Checkpoint nach ionisierender Strahlung durchlaufen, ähnlich 

dem von Säugerzellen. Weiterhin verfügen sie über einen funktionierenden G1/S-Checkpoint [121]. 

Daten zu myokardialen Rattenzellen zeigen, dass der G1-S-Übergang in primären, neonatalen 

Myokardzellen ebenfalls über Zykline, cdks und die Phosphorylierung des Retinablastoma-Proteins 

reguliert wird [124]. All dies deutet darauf hin, dass aus verschiedenen Quellen bezogene Myozyten in 

beiden Checkpoints akkumulieren. In den verwendeten Hühnerkardiomyozyten kann nur eine marginale 

Änderung an S-Phase-Zellen beobachtet werden, bei gleichzeitig reduzierter Zahl an Mitosen. Da 24 h 

nach Bestrahlung eine dosisabhängige Reduktion an S-Phase-Zellen sichtbar ist, ist es möglich, dass die 

Akkumulation im G1/S-Checkpoint in den hier beschriebenen Experimenten später als 6 h nach 

Exposition stattfindet. Deckbar et al. berichten, dass in humanen Fibroblasten der Eintritt in G1/S für 

gewöhnlich 4-6 h nach Bestrahlung aufgehoben wird [115]. Obwohl in den hier präsentierten Daten die 

DNA-Schadensreparatur offensichtlich beendet und keine erhöhte Zahl an DSB-positiven Zellen 

erkennbar ist, verbleibt 24 h nach Exposition immer noch eine dosisabhängig reduzierte Zahl an S-Phase-

Zellen. Besonders Proben, die mit 7 Gy bestrahlt wurden, zeigen ein signifikant reduziertes Niveau an 

proliferierenden Zellen. Dies deutet darauf hin, dass trotz effizienter DNA-Reparatur das hohe 
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Schadensniveau zum Austritt aus dem Zellzyklus und damit zum sogenannten reproduktiven Zelltod 

führen kann [125]. Ein Teil dieser Zellpopulation kann auch durch Apoptose gestorben sein, worauf die 

Tendenz zu einer höheren Zahl apoptotischer Zellen in den mit 7 Gy bestrahlten Proben hinweist. 

Obwohl die Ergebnisse der Apoptose-Untersuchung aufgrund ihrer hohen Variabilität keine statistische 

Signifikanz erreichen, ist ein Trend zu erhöhten Zahlen apoptotischer Zellen sichtbar. Dieser Trend ist 

sogar 24 h nach Bestrahlung dosisabhängig. Leider existieren soweit bekannt keine publizierten Daten 

bezüglich der Apoptoseraten in primären Hühnerkardiomyozyten. 

Es wurde gezeigt, dass oxidativer Stress, wie er unter anderem durch ionisierende Strahlung induziert 

wird [126], enorme Auswirkungen auf die physiologische Funktionalität von Zellen haben kann. 

Beispielsweise beobachteten Nojiri et al., dass oxidativer Stress in Mäusen die mitochondriale Atmung 

bis hin zum Herzversagen stört [127]. Weiterhin beschrieben Akar et al., dass die Wiederherstellung des 

mitochondrialen inneren Membranpotentials ein bestimmender Faktor post-ischemischer funktionaler 

Erholung des Herzes in Meerschweinchen ist [128]. Um die Generierung von ROS zu untersuchen, 

wurden im Zuge des Verbundprojektes von Frau Nicole Kaiser und Frau Angelina Haber die 

Veränderungen der Katalase-Aktivität und die intrazelluläre Glutathionkonzentration bestimmt [73]. 

Katalase ist ein für die Reduktion endogener reaktiver Sauerstoffspezies wichtiges Enzym. Ihre Aktivität 

ist proportional zur in der Zelle herrschenden Wasserstoffperoxid-Konzentration [129]. Glutathion ist 

ein wichtiges Antioxidans, das in zwei Isoformen vorliegen kann: der reduzierten Sulfhydryl-Form (GSH) 

und der oxidierten, dimeren Form (GSSG). Das Verhältnis beider Formen kann als ROS-Indikator 

verwendet werden [130]. Die Ergebnisse zeigen lediglich in den mit 7 Gy bestrahlten Proben einen Trend 

zu erhöhten ROS-Niveaus, wohingegen andere Studien berichten, dass ionisierende Strahlung 

dosisabhängige Anstiege von ROS in verschiedenen Karzinom-Zelllinien [126, 131] oder in Mäusen 

bewirkt [130]. Es ist möglich, dass der hohe kardiotypische ROS-Hintergrund die Ergebnisse 

beeinflusst [132]. Weiterhin wurde publiziert, dass die intrazelluläre GSSG-Generierung die GSH-

Produktion in einem positiven Feedback-Loop stimuliert [133]. 

Dies ist bei Vergleich der Kontrollen mit den 7 Gy-Proben 24 h nach Bestrahlung in beiden, dem 

ungebundenen GSH und dem oxidierten GSSG, zu erkennen. Höchstwahrscheinlich waren die 

applizierten Dosen nicht hoch genug, um signifikant erhöhte ROS-Werte in den kardialen Zellen zu 

induzieren. Diese Behauptung wird durch Sag et al. gestützt, die zeigten, dass ungewöhnlich hohe ROS-

Werte nach Röntgenbestrahlung primärer, muriner Kardiomyozyten mit 20 Gy auftreten [22]. Da die 

DNA-Schadensantwort keine klare Korrelation zu den beobachteten elektrophysiologischen 

Veränderungen aufweist, könnten folgende Studien auf die vorliegenden Mechanismen weiter eingehen. 

Ein potentieller Mechanismus ist post-translationale Modifikation (PTM) von Proteinen. Diese 

Modifikationen spielen eine zentrale Rolle in Herzkrankheiten, die mitochondriale, sarkoplasmatische 

und in die Kontraktion involvierte Proteine betreffen, die bei den hier beobachteten Effekten eine Rolle 

spielen könnten.  
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5.3. Schwerionenversuche 
 

In dieser Studie wurden die elektrophysiologischen Effekte von Schwerionenstrahlung auf primäre, 

kardiale Zellen und auf aus hiPS-Zellen differenzierte Kardiomyozyten untersucht. Es wurden beide 

Zellkultursysteme mit Kohlenstoff-Ionen in einem SOBP und mit schwereren Ionen wie Titan und Eisen 

bestrahlt. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene Ionenspezies unterschiedliche Effekte auf die 

Elektrophysiologie der Zellen haben und die verschiedenen Zellkultursysteme unterschiedlich auf die 

Bestrahlung reagieren. 

Wie auch in den vorangegangenen Röntgenversuchen konnten Effekte auf die Schlagrate und die 

Feldaktionspotentialdauer festgestellt werden. Während nach Röntgenbestrahlung der primären, 

embryonalen Kulturen die Schlagrate erhöht (Abbildung 4.9) und die fAPd verkürzt 

waren (Abbildung 4.10), konnte nach identischer Bestrahlung der hiPSC-Kardiomyozyten der 

gegenteilige Effekt gezeigt werden (Abbildungen 4.12 und 4.13). In beiden Zellkultursystemen konnte 

eine Korrelation zwischen Schlagrate und Feldaktionspotentialdauer bestätigt 

werden (Abbildungen 4.11 und 4.14). 

Nach Exposition der primären Kulturen mit Kohlenstoff-Ionen in einem SOBP zeigte sich eine 

ähnliche, wenn auch weniger stark ausgeprägte Erhöhung der Schlagrate wie nach Röntgenbestrahlung. 

Eine entsprechende Verringerung der fAPd konnte jedoch nicht festgestellt werden (Abbildung 4.15). 

Damit einhergehend zeigte sich eine Tendenz zu erhöhten fAPdc-Werten, die sich teilweise als statistisch 

signifikant erwiesen (Abbildung 4.16). Die entsprechende Bestrahlung der humanen Kulturen zeigte 

zwar keine Veränderung der Schlagrate oder fAPd (Abbildung 4.17), aber direkt nach Bestrahlung 

ebenfalls signifikant von den Sham-Kulturen abweichende fAPdc-Werte (Abbildung 4.18). Zusätzlich 

konnte in den hiPSC-Kardiomyozyten eine deutliche Reduktion der Signalausbreitungsgeschwindigkeit 

gemessen werden (Abbildung 4.19). 

Die Tatsache, dass nach Bestrahlung mit Kohlenstoff-Ionen in den primären Kulturen eine Erhöhung 

der Schlagrate auftritt, nicht aber in den humanen, könnte in der unterschiedlichen phylogenetischen 

Abstammung der Zellkultursysteme begründet sein. Die primären kardialen Kulturen, die sich neben den 

Kardiomyozyten aus verschiedenen Zelltypen wie Fibroblasten und Endothelzellen zusammensetzen, 

könnten gegenüber den reinen iPSC-Kardiomyozyten mehreren Entwicklungsfaktoren ausgesetzt sein. 

Im Hinblick auf die zuvor betrachteten Ergebnisse der Röntgenbestrahlungen zeigen sich jedoch 

deutliche Unterschiede. Zwar steigt die Schlagrate der primären Kulturen nach beiden Bestrahlungen, 

jedoch bleibt die Verringerung der fAPd nach Kohlenstoff-Ionenexposition aus. Dies widerspricht der 

inhärenten Korrelation der beiden Parameter, was sich auch in der frequenzkorrigierten 

Feldaktionspotentialdauer widerspiegelt. Ähnlich verhält es sich mit den humanen Kulturen. Hier 

zeigten weder Schlagrate noch fAPd nach Kohlenstoff-Ionenbestrahlung die in den 
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Röntgenexperimenten beobachteten Effekte. Dennoch kommt es hier zu einer signifikanten Abweichung 

der fAPdc-Werte, wie auch in den primären Kulturen. 

Die monoenergetische Bestrahlung mit schwereren Ionen zeigte im Fall der Titan-Ionenexposition der 

primären Kulturen, entgegen den Ergebnissen nach Röntgen- oder Kohlenstoff-Ionenbestrahlung, eine 

Tendenz zu einer verringerten Schlagrate bei verlängerter fAPd (Abbildung 4.20). Wie auch nach 

Bestrahlung mit Kohlenstoff-Ionen zeigt die gegen die Schlagfrequenz korrigierte Feldaktions-

potentialdauer statistisch signifikante Abweichungen zur Sham. Hier jedoch sind die Werte 

verringert (Abbildung 4.21). Die Bestrahlung der humanen Kulturen mit Eisen-Ionen brachte ähnliche, 

wenn auch abgeschwächte, Tendenzen hervor. Die Schlagrate war leicht vermindert und die fAPd 

entsprechend leicht erhöht (Abbildung 4.22). Anders als in den übrigen Versuchen mit Schwerionen-

strahlung ergaben sich hier keine signifikanten Abweichungen der fAPdc-Werte von den Sham-Kulturen. 

Lediglich 2 h nach Bestrahlung sind erhöhte Werte festzustellen (Abbildung 4.23). Die 

Signalausbreitungsgeschwindigkeit war, wie nach Bestrahlung mit Kohlenstoff-Ionen, deutlich 

verringert (Abbildung 4.24). In den humanen Kulturen zeigen die Ergebnisse nach Eisen-

Ionenexposition Parallelen zu denen der Röntgenbestrahlung. Bei Betrachtung der primären Kulturen 

ergibt sich im Vergleich der Ergebnisse der Titan-Ionen- und Röntgenbestrahlung ein gegensätzliches 

Bild. Zur besseren Übersicht sind die elektrophysiologischen Tendenzen nach den verschiedenen 

Bestrahlungen rein qualitativ in Tabelle 5.1 zusammengefasst.  

 

Tabelle 5.1: Elektrophysiologische Tendenzen der Bestrahlungsversuche Die in der Tabelle dargestellten Symbole stehen für 

einen Anstieg (+) oder eine Reduktion (−) der gemessenen Werte. In Klammern dargestellte Symbole entsprechen einer leichten 

Veränderung der Werte. Weiterhin steht N/A dafür, dass aufgrund hoher Varianz keine systematischen Veränderungen 

deduziert werden konnten, und +/− symbolisiert, dass keine Änderungen eingetreten sind. Die Abkürzung CV steht für 

Conduction Velocity. 

Zellkultursystem Bestrahlung Schlagrate fAPd fAPdc CV  
       

 

Primäre kardiale Kulturen 

Röntgen + − N/A N/A  

Kohlenstoff + +/− + N/A  

Titan − + − N/A  
       

 

hiPSC-CM-Kulturen 

Röntgen − (+) N/A N/A  

Kohlenstoff +/− +/− +/− −  

Eisen − (+) N/A −  

 
 

Die Mechanismen hinter den strahleninduzierten Veränderungen der Schlagrate und der Feldaktions-

potentialdauer sind nicht gut verstanden. Es gilt als erwiesen, dass ionisierende Strahlung die Regulation 

der Kalzium-Ströme beeinträchtigt [22]. Ebenso ist die Veränderung der Schlagrate ohne die reziproke 

Veränderung der Feldaktionspotentialdauer nach Bestrahlung mit Schwerionen, wie sie in beiden 
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Zellkultursystemen nach Kohlenstoff-Ionenexposition auftritt, völlig ungeklärt. Um mehr Einblick in das 

Ausmaß dieses beobachteten Effekts zu erhalten, wurde die Frequenzkorrektur nach Bazett 

herangezogen [82]. Bei Betrachtung der fAPdc-Werte zeigt sich, dass es nach Bestrahlung mit Eisen in 

den humanen Zellen und Titan und Kohlenstoff in den primären zu signifikanten Abweichungen von 

den Sham-Kulturen kommt. Trotz dieser statistischen Signifikanz erreichen die korrigierten fAPd-Werte 

keine Werte oberhalb von 430 ms, bei denen korrigierte QT-Intervalle als kritisch verlängert betrachtet 

würden [102]. Allerdings wäre es möglich, dass die Bazett-Formel nicht zur Frequenzkorrektur 

extrazellulärer Signal geeignet ist, obwohl auch andere Studien diese Formel zu diesem Zweck 

verwenden [48] und das QT-Intervall in vielen Studien mit der fAPd gleichgesetzt wird [48, 52, 53, 60, 

66, 134]. Eine Methode, um eine möglicherweise fehleranfällige Korrelationsmethode zu umgehen, ist 

es, die Zellen elektrisch zu stimulieren und ihnen somit eine feste Schlagrate vorzugeben. Meist wird 

hierzu eine Frequenz von 0,5-1,5 Hz gewählt [48, 135]. Die Verringerung der Schlagrate nach 

Bestrahlung, wie sie in den humanen Kulturen nach Röntgen und Eisen-Ionenbestrahlung und in den 

primären Kulturen nach Titan-Ionenexposition verzeichnet wurden, decken sich mit den Beobachtungen 

von Rebuzzini et al. [136]. Dort wurde mittels Videoanalyse eine Erhöhung der Schlagrate nach 

Bestrahlung von aus murinen embryonalen Stammzellen differenzierten Kardiomyozyten mit 5 Gy 

Gammastrahlen beobachtet. 

Es ist denkbar, dass diese elektrophysiologischen Veränderungen durch oxidativen Stress induziert 

wurden. Wie in der Literatur gezeigt, können ROS die Aktivität mehrerer Schlüsselproteine bezüglich 

der kardialen Funktionalität verändern. So zum Beispiel die Aktivität der Ryanodinrezeptoren (RyR2), 

Kalziumkanäle in der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums [137], der NADPH-Oxidase (NOX), 

ein Protein, das weitere mitochondriale ROS-Produktion über einen ROS-induced ROS-release-

Mechanismus auslösen kann [138], CAMKII, welches in die Kalzium-Homeostase und -Wiederaufnahme 

involviert ist [139], die cAMP-abhängige Proteinkinase (PKA), der zentrale Effektor des β-adrenergischen 

Signalweges [140], und die Stickstoffmonoxidsynthase (NOS1), die in der Modulation der kardialen 

Repolarisation beteiligt ist [51]. Einzelne oder mehrere dieser Proteine können entweder direkt durch 

ROS modifiziert werden oder indirekt durch Modifikationen der Kinasen oder Phosphatasen, welche die 

Funktion dieser Proteine regulieren. Zudem haben unterschiedliche ROS verschiedene Effekte auf die 

oben genannten Proteine [140]. So konnte gezeigt werden, dass durch Röntgenbestrahlung 

Kaliumkanäle über H2O2 aktiviert werden können [141]. Aufgrund der Unterschiede in der relativen 

biologischen Wirksamkeit (RBE) und dem LET der applizierten Ionenspezies kann angenommen werden, 

dass bei Bestrahlung abhängig vom LET des Ions entsprechende Mengen an ROS entstehen. Diese 

könnten dann die Aktivität mehrerer der zahlreichen einflussnehmenden Proteine beeinflussen und 

damit letztendlich die gemessenen Effekte in den elektrophysiologischen Messungen bewirken. 

Bedauerlicherweise war es aufgrund des straffen Zeitplans einer Ionenbestrahlung nicht möglich, 

innerhalb des passenden Zeitfensters entsprechende ROS-Assays durchzuführen. Um diese Hypothese zu 
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bekräftigen, müssten weitere Forschungen bezüglich der induzierten ROS und der molekularen 

Mechanismen der beteiligten Proteine durchgeführt werden.  

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Schwerionenstrahlung eine Reduktion der 

Signalausbreitungsgeschwindigkeit in den iPSC-Kardiomyozytenkulturen hervorruft. Eine langsame 

Ausbreitungsgeschwindigkeit kann aufgrund verringerter Membranerregbarkeit und reduzierter Gap 

Junction-Kopplung auftreten [142]. Der gegenteilige Effekt wurde von Amino et al. gezeigt, bei welchen 

gezielte Bestrahlung mit 5-15 Gy Kohlenstoff-Ionen in Hasen eine erhöhte Signalweiterleitung durch 

eine langanhaltende Expressionsaktivierung von Connexin43 bewirkte [78, 143]. Der Effekt, dass 

ionisierende Strahlung die interzelluläre Kommunikation durch erhöhte Expression von Cx43 verbessert, 

wurde auch schon von anderen Forschergruppen beschrieben [76, 77, 144, 145]. Die Ergebnisse, die auf 

eine erhöhte Signalausbreitung deuten, wurden aus in vivo-Experimenten bzw. Organschnitten 

gewonnen, wo das kardiale Signal durch mehrere Zellschichten hindurch geleitet wird. Bei den 

verwendeten Kulturen handelt es sich jedoch um mono- bzw. oligo-lagige Kulturen. Daher kann der 

Zelltod bereits in geringer Zahl, wie er in dieser Arbeit festgestellt wurde, in einer Verringerung der 

Signalausbreitungsgeschwindigkeit resultieren, unabhängig von erhöhter Cx43-Expression. Somit kann 

eine Verringerung der Weiterleitungsgeschwindigkeit neben defizienten oder Gap Junctions in nicht 

ausreichender Zahl auch auf eine Abweichung der Ionenkanäle oder den Tod benachbarter Zellen 

zurückgeführt werden. Eine Studie von Christensen et al. postuliert in einem Simulationsmodell, dass 

die oxidierte Form der Kalmodulinkinase II eine Reduktion der Conduction Velocity auslöst [146]. Im Fall 

der hier präsentierten Ergebnisse mag diese Oxidation durch intrazelluläre reaktive Sauerstoffspezies 

nach Bestrahlung generiert werden. Um diese Hypothese zu bestätigen, müssten eingehende 

Untersuchungen bezüglich der Aktivität der Kinase als auch in Bezug auf die Expression und 

Funktionalität der Gap Junctions und im Besonderen von Cx43 nach Bestrahlung durchgeführt werden. 

 

In allen Bestrahlungsversuchen wurde anhand der zusätzlich im Rahmen des Projektes von Dr. Anja 

Heselich erhobenen Daten, unabhängig von applizierter Strahlenart oder Ionenspezies, eine 

dosisabhängige Induktion und Reparatur von γH2AX-Foci festgestellt. Nach 24 h waren die meisten Foci 

repariert. Die Schadensinduktion zeigt ebenfalls den Unterschied in den Zellkultursystemen. Während 

für die primären Zellen die 7 Gy-Proben durchschnittlich 29 γH2AX-Foci pro Zellkern nach Bestrahlung 

mit Kohlenstoff-Ionen und 19 Foci nach Titan-Ionenbestrahlung zeigen, scheinen die iPS-Zellen 

schadensanfälliger zu sein. Hier induzieren 7 Gy Kohlenstoff-Ionen im Mittel 38 Foci pro Zellkern und 

7 Gy Eisen-Ionen resultieren in 42 Foci (Daten nicht gezeigt). Dies mag an den unterschiedlichen 

Zellkerngrößen der Zellkultursysteme liegen. Die Größe der Zellkerne primärer Kardiomyozyten betrug 

zwischen 73 und 118 µm2. Die hiPSC-Kardiomyozyten wiesen im Querschnitt einer Fläche von 

93 bis 187 µm2 etwa um den Faktor 1,3 bis 1,5 größere Zellkerne auf. In Abbildung 5.1 sind sowohl die 
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anhand der Fluenz und den durchschnittlichen Zellkerngrößen bestimmten theoretischen Treffer nach 

Bestrahlung mit den unterschiedlichen Schwerionenspezies aufgetragen, als auch die tatsächlich 

ermittelten γH2AX-Foci 30 min nach Bestrahlung gegen die Dosis. Dieser Faktor spiegelt sich auch in 

gewissem Maße in den theoretischen Treffern wider (Abbildung 5.1A und B). Zum Vergleich sind in 

Abbildung 5.1C und D die Anzahl der γH2AX-Foci 30 min nach Bestrahlung für die beiden 

Zellkultursysteme gegen die Dosis aufgetragen.  

 

 

Abbildung 5.1: Die Zahl der theoretischen Treffer pro Zellkern ist höher als die tatsächliche Zahl an γH2AX-Foci.  

Die Anzahl theoretischer Treffer pro Zellkern nach Schwerionenbestrahlung ist für die primären und hiPSC-Kardiomyozyten 

gegen die Dosis aufgetragen (A und B). Dem gegenüber stehen die ebenfalls gegen die Dosis aufgetragenen Zahlen der γH2AX-

Foci 30 min nach Bestrahlung (C und D). Die theoretischen Treffer wurden anhand der Fluenz und den Zellkerngrößen bestimmt. 

Die Datenpunkte entsprechen den Mittelwerten ± Standardabweichung der Zellkerngrößen. Die Foci-Zahlen sind als 

Mittelwerte dargestellt ± Poissonfehler. 

 

 

Bei Betrachtung der beiden Grafiken zu den theoretischen Treffern fällt auf, dass Kohlenstoff-

Ionenbestrahlung in beiden Zellkultursystemen mehr Treffer verursachen sollte als das jeweilige 

schwerere Ion. Ebenso sollte die identische Bestrahlung mit Kohlenstoff-Ionen in den hiPSC-

Kardiomyozyten mehr Treffer erzielen als in den primären. Dies liegt wiederum an den größeren 
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Zellkernen der hiPS-Zellen, die der Bestrahlung eine größere Angriffsfläche bieten. Ferner sollte eine 

Bestrahlung mit Titan-Ionen in den Zellen mit den kleineren Zellkernen mehr Treffer verursachen als 

die schwereren Eisen-Ionen in den Zellen mit den größeren Zellkernen. Dies liegt am höheren LET der 

Eisen-Ionen und der damit einhergehenden geringeren Fluenz, die zum Erreichen derselben Dosis 

benötigt wird (siehe Formel 2.4). Experimentell wurde dies von Hada et al. gezeigt, die bewiesen, dass 

mit steigendem LET weniger DNA-Schäden induziert werden [147]. Beim Vergleich der 

Regressionsgeraden der theoretischen Treffer mit denen der induzierten Foci fällt auf, dass die 

Steigungen in den Grafiken der theoretischen Treffer stets größer sind als in den entsprechenden 

Grafiken der Foci. Weiterhin fällt beim Vergleich der Regressionsgeraden auf, dass die zu den Foci 

deutlich näher beieinanderliegen als die der theoretischen Treffer. Dies liegt zum einen daran, dass nicht 

jeder Treffer Ionisationen hervorruft und nicht jede Ionisation in einem Doppelstrangbruch resultiert, 

der durch die γH2AX-Färbung erkannt würde. Zum anderen findet die mikroskopische Auswertung im 

selben Winkel statt wie die Bestrahlung. Dies bedeutet, dass die durch ein Ion entstehenden 

Doppelstrangbrüche beim Durchtritt durch den Zellkern für den Beobachter direkt übereinanderliegen 

und daher mehrere DSBs für einen einzigen gehalten werden könnten. Ferner treten bei Ionen-

Durchtritten durch den Zellkern häufig komplexere Schäden auf, wodurch die Methode der γH2AX-

Färbung dazu neigt, das Gesamtniveau an DNA-Schäden zu unterschätzen [148]. Wohingegen bei 

Röntgenbestrahlung die Zahl der Foci äquivalent zur Zahl der DSBs ist [149]. Diesbezüglich würde eine 

ergänzende Untersuchung auf chromosomale Schäden ein genaueres Abbild der relativen biologischen 

Wirksamkeit liefern.  

 

Zusammenfassend zeigen die Experimente mit Schwerionenstrahlung trotz bislang fehlender 

mechanistischer Erklärungen sehr interessante, teilweise entgegengesetzte Effekte von hoch-LET-

Strahlung auf die funktionellen Synzytien der Kardiomyozytenkulturen. Es wurde gezeigt, dass die 

Parameter der Schlagrate und Feldaktionspotentialdauer durch ionisierende Strahlung beeinträchtigt 

werden. Weiterhin zeigte die Bestrahlung der hiPSC-Kardiomyozyten eine durch Schwerionen-

bestrahlung hervorgerufene Reduktion der Signalausbreitungsgeschwindigkeit. Leider konnten die zur 

Elektrophysiologie ergänzenden Methoden der Strahlenbiologie keine Ansätze zur mechanistischen 

Aufklärung der beobachteten Effekte liefern. Hierzu müssten in Zukunft weitere Studien durchgeführt 

werden. Dabei sollte besonderes Augenmerk auf die Generierung strahlungsinduzierter reaktiver 

Sauerstoffspezies gelegt werden, da hier möglicherweise die Zusammenhänge zwischen Bestrahlung und 

den molekularen Auslösern der beobachteten elektrophysiologischen Effekte zu finden sind. Außerdem 

könnten Untersuchungen zu den Effekten von ionisierender Strahlung der Proteine, die an der Genese 

der Aktionspotentiale und ihrer Transduktion beteiligt sind, erheblich zum Verständnis der hier 

dokumentierten Effekte beitragen. Zu diesem Zweck wären Patch-Clamp-Studien an bestrahlten 

Ionenkanälen und Gap Junctions besser geeignet. 
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Die Relevanz der beobachteten Effekte in Hinblick auf Weltraumforschung und Strahlentherapie kann 

bisher nur schwer abgeschätzt werden. Rückblickend wurden hohe Dosen an Schwerionen appliziert, 

die näher denen in der Therapie verwendeten sind als Dosen, denen Astronauten bisher ausgesetzt 

wurden. Die geschätzte Äquivalentdosis, die während einer Mars-Mission inklusive der Zeit auf der 

Oberfläche des Planeten erwartet wird, beträgt 1 Sv. Die Äquivalentdosen dieser Studie übersteigen 

diesen Wert etwa um zwei Zehnerpotenzen. Angesichts dieses Umstands und unter Berücksichtigung, 

dass die beobachteten Effekte eher mild ausfielen, kann ein direktes Risiko auf schwere strahlen-

induzierte Herzerkrankungen für die bemannte Raumfahrt wahrscheinlich weitestgehend ausge-

schlossen werden. Dennoch könnten die erlangten Daten für die Strahlentherapie von Interesse sein. Es 

wurden nach Bestrahlung mit für die Therapie relevanten Dosen keine elektrophysiologischen Effekte 

gefunden, die auf eine bekannte Herzkrankheit oder entsprechende Symptomatik hinweisen. Dennoch 

ist nicht auszuschließen, dass andere Faktoren wie Medikamente und Stress in Kombination mit 

Schwerionenstrahlung einen pathologischen Einfluss auf die kardiale Funktionalität haben kann. 

 

 

5.4. Behandlung mit Pharmazeutika und Röntgenbestrahlung 
 

Eine Vielzahl medikamentöser Substanzen beeinflusst die kardiale Elektrophysiologie. Die meisten 

Wirkungen dieser Pharmazeutika sind beabsichtigt, oft verfügen die Stoffe aber auch über 

Nebenwirkungen, von denen sich wiederum einige auf die elektrophysiologische Funktionalität 

auswirken. In der Pharmaindustrie werden daher eingehende Tests bezüglich des Einflusses von 

Pharmazeutika auf die kardiale Funktionalität durchgeführt. Zur Durchführung solcher Tests eignet sich 

besonders die MEA-Technologie. Zahlreiche pharmakologische und toxikologische Studien an 

verschiedenen Wirkstoffen wurden mittels des MEA-Systems durchgeführt [52, 53, 60, 134, 150-152]. 

Innerhalb dieser Arbeit wurde mit zwei kardioaktiven Substanzen gearbeitet, zum einen mit dem 

Kaliumkanalblocker Chinidin und zum anderen mit dem β-adrenergischen Agonist Isoproterenol. Ziel 

war hierbei die Untersuchung des kombinierten Einflusses aus Bestrahlung und medikamentöser 

Behandlung auf die Elektrophysiologie von Kardiomyozyten. 

Um eine strahleninduzierte Inaktivierung der Wirkstoffe ausschließen zu können, wurden zunächst 

beide Chemikalien vor Applikation auf die Kulturen einer Röntgenbestrahlung ausgesetzt. Hierbei stellt 

sich bei Chinidin eine Veränderung der Wirkung ein. Während unbestrahltes Chinidin eine Schlagraten-

verringerung hervorruft, kommt es nach Behandlung mit bestrahltem Chinidin zu einer verlängerten 

Feldaktionspotentialdauer (Abbildung 4.25). Diese Verlängerung ist auch nach Frequenzkorrektur im 

Fall von Bestrahlung mit 2 Gy noch statistisch signifikant (Abbildung 4.26). Obwohl die Anzahl der 

bestrahlten Chinidin-Proben gering ist, entsprach dieses Ergebnis den Erwartungen, denn bereits in den 

80er Jahren wurde eine Studie an Purkinje-Fasern von Hunden durchgeführt, die zeigte, dass Chinidin 
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bradykardie-abhängige Early After Depolarisations (EADs) hervorrufen kann, die zu Torsade de pointes 

(TdP)-Arrythmien führen konnte [81]. Für die Bestrahlung von Isoproterenol stellen sich keine 

signifikanten Änderungen der Wirkung ein. Die Schlagrate der mit Isoproterenol behandelten Proben ist 

erhöht, was auch andere Studien an aus humanen [62, 153] und murinen iPSC-  [48, 154], murinen, 

embryonalen Stammzellen [155] und humanen embryonalen Stammzellen [152] differenzierten 

Kardiomyozyten gezeigt haben.  

Um die Änderung in der Wirkung Chinidins nach Bestrahlung erklären zu können, muss erst die 

eigentliche Wirkung in der Zelle erläutert werden. Das Molekül Chinidin besitzt mehrere mögliche 

Bindestellen im Kardiomyozyt. Zum einen kann es an geöffnete Na+-Kanäle binden und diese blockieren, 

dies führt zur Inhibition der Depolarisation und verringert effektiv die Schlagrate. Die sekundär mögliche 

Bindestelle Chinidins sind Kaliumkanäle, hierdurch wird die Leitfähigkeit der während der 

Repolarisation aktiven Kanäle herabgesetzt, was zu einer verlängerten Aktionspotentialdauer führt. Die 

Hypothese ist nun, dass es durch die Bestrahlung der Chemikalie zu einer Veränderung der Bindungs-

affinität kommen kann, sodass eine höhere Affinität zu K+- als zu Na+-Kanälen besteht. Hierzu müsste 

jedoch die chemische Struktur des Medikaments verändert werden In Abbildung 5.2 ist die 

Strukturformel von Chinidin in einer möglichen Reaktion dargestellt. Möglicherweise könnten durch die 

Röntgenstrahlung im Medium entstandene reaktive Sauerstoffspezies eine Hydrolyse an der Hydroxyl- 

oder der endständigen Ethergruppe durchführen, was dann zu dem beobachteten Effekt führen könnte. 

Dies ist allerdings Spekulation, da eine Publikation von Yeola et al. beschreibt, dass die Bindung an K+-

Kanäle tatsächlich durch hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert wird [156]. 

Nachdem eine vollständige chemische Inaktivierung der Substanzen durch Bestrahlung 

auszuschließen war, wurden die Kulturen mit den Stoffen behandelt und anschließend einer 

Röntgenstrahlung von 2 Gy ausgesetzt. Generell sind die Schlagraten aller bestrahlten Proben bis zu 

6 Tage nach Bestrahlung gegenüber den unbestrahlten Proben mit gleicher Behandlung 

erhöht (Abbildung 4.27). Die unbestrahlten, mit Isoproterenol behandelten Proben zeigen die ersten 

zwei Tage nach Behandlung eine weniger stark erhöhte Schlagrate als im Vorexperiment. Dies mag am 

höheren Stress liegen, den die Kulturen erfahren haben, da sie einer Sham-Bestrahlung unterzogen 

wurden. Wie auch im Vorexperiment ist die Schlagrate der unbestrahlten mit Chinidin behandelten 

Proben reduziert. Die Kulturen, die sowohl mit Chinidin behandelt als auch bestrahlt wurden, zeigen 

wie im Vorexperiment eine weniger ausgeprägte Senkung der Schlagrate. Ebenso sind die Werte der 

Feldaktionspotentialdauer in den bestrahlten Kulturen generell erhöht (Abbildung 4.28). Anders als in 

den Röntgenversuchen ist in diesem Experiment die Feldaktionspotentialdauer der mit 2 Gy bestrahlten 

DMSO-Kontrolle 1-2 Tage nach Bestrahlung deutlich verlängert, während die fAPd der mit 2 Gy 

bestrahlten Probe der Röntgenversuche keine merklichen Unterschiede zu den Kontrollen auf-

weisen (Abbildung 4.13). 
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Abbildung 5.2: Die veränderte Wirkung von Chinidin könnte durch Reaktionen mit strahleninduzierten reaktiven 

Sauerstoffspezies bedingt sein, die bei der Hydrolyse von Wasser in der wässrigen Chinidin-Lösung entstehen.  

Es wäre vorstellbar, dass die strahleninduzierten ROS Reaktionen mit der Ether- und der Hydroxylgruppe eingehen. Dadurch 

könnte die Bindungsaffinität gegenüber K+-Kanälen erhöht werden. Die Bindung von Chinidin an K+-Kanäle aufgrund 

hydrophober Wechselwirkungen wird stabilisiert [156]. 

 

 

Dies könnte in der geringen Probenanzahl der bestrahlten DMSO-Kontrollen begründet sein oder an 

den unterschiedlichen Bestrahlungsparametern liegen (siehe 3.8). Die Frequenzkorrektur der 

Feldaktionspotentialdauer zeigt mehrere Tage nach Behandlung eine Verlängerung in den unbestrahlten 

mit Chinidin behandelten Proben, nicht jedoch in den bestrahlten. Dies ist verwunderlich, denn zum 

einen ist dieser Effekt im Vorexperiment nicht aufgetreten und zum anderen war die Verlängerung nach 

Behandlung mit bestrahltem Chinidin auch nach Frequenzkorrektur statistisch signifikant. Tatsächlich 

ist bei Konsultation der Bazett-Formel an dieser Stelle eher das Ergebnis des Vorexperiments erstaunlich, 

denn in einer Studie an murinen und humanen aus embryonalen Stammzellen differenzierten 

Kardiomyozyten bewirkte Chinidin eine Verringerung der Schlagrate bei gleichzeitiger Verlängerung der 

fAPd [157]. Jedoch wurde in dieser Studie die höchste einem Patienten verabreichte Chinidindosis von 

20 µM eingesetzt. Laut einer von Meyer et al. veröffentlichten Dosis-Wirkungs-Kurve sollten die 

eingesetzten 1 µM Chinidin eine etwa 10%ige Verlängerung der Feldaktionspotentialdauer bewirken 

wohingegen Konzentrationen oberhalb von 10 µM Verlängerungen von bis zu 70% erzielen [52]. In einer 

Studie von Stett et al. konnten bei einer Chinidinkonzentration von 100 µM auch EADs, also echte 

arrhythmische Feldaktionspotentiale, beobachtet werden [151], was mit der in dieser Arbeit 

eingesetzten Konzentration nicht beobachtet werden konnte. Die höchste in der Literatur gefundene 

Konzentration an Chinidin, bei der verlängerte Feldaktionspotentiale gemessen wurden, betrug 

150 µM [53]. Dies legt nahe, dass die Inkonsistenz der erlangten Ergebnisse auf die geringe 

Wirkstoffkonzentration zurückzuführen ist. Versuche, die hier aufgeführten Daten anderer 

Arbeitsgruppen zu reproduzieren, scheiterten, da die Kulturen kurz nach Zugabe von Chinidin in 

höheren Konzentrationen stets die Funktionalität dauerhaft einstellten (Daten nicht gezeigt). 
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Die hier gezeigten Effekte lassen den Schluss zu, dass die kombinierte Applikation ionisierender 

Strahlung und kardioaktiver Substanzen durchaus fähig ist, die Wirkung der verwendeten Chemikalien 

zu beeinflussen. Dabei werden die verwendeten Substanzen höchstwahrscheinlich keine Einzelfälle 

darstellen. Somit eröffnen diese Ergebnisse einen präliminären Einblick in ein weites Feld für die 

zukünftige Forschung. Dabei muss allerdings angemerkt werden, dass in der Klinik beispielsweise die 

Dosis einer Röntgen-Thorax-Aufnahme einer Äquivalentdosis von 0,1-0,3 mSv entspricht, also um den 

Faktor 104 geringer ist als die hier verwendeten Dosen. Dennoch mag es eine interessante Fragestellung 

sein, welche Effekte eine solche Röntgen-Aufnahme auf die kardiale Elektrophysiologie eines Patienten 

ausübt, der Herzmedikamente einnimmt. Deutlich vergleichbarere Dosen treten hingegen in der 

Strahlentumortherapie auf. Gerade hier wäre es klinisch relevant, verschiedene pharmakologische 

Therapeutika von beispielsweise Lungenkrebspatienten auf ihre Interaktion mit der Schwerionen-

strahlung zu untersuchen. Besonders im Hinblick auf die für Isoproterenol beobachteten Effekte wären 

die kombinierten Einflüsse von ionisierender Strahlung und Stress eine interessante Fragestellung, die 

neben Therapiepatienten und Astronauten auch für andere Berufsgruppen relevant ist, die mit 

ionisierender Strahlung arbeiten oder bei der Arbeit erhöhten Strahlendosen ausgesetzt sind. 
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6. Zusammenfassung 

 

Ziel dieser Arbeit war die Erforschung des Einflusses ionisierender Strahlung auf die 

elektrophysiologischen Eigenschaften kardialer Zellen. Dafür wurden kardiale Kulturen mit Röntgen und 

verschiedenen Schwerionen bestrahlt. Es wurden zwei Zellkultursysteme verwendet, zum einen aus 

Hühnerembryonen isolierte primäre kardiale Kulturen und zum anderen humane aus induzierten 

pluripotenten Stammzellen differenzierte Kardiomyozyten. In Kultur bilden die Zellen ein funktionelles 

Synzytium und führen aufgrund der Weiterleitung von spontanen Aktionspotentialen synchronisierte 

Kontraktionen aus. Diese Aktionspotentiale lassen sich mittels MEA-Technologie extrazellulär als 

Feldaktionspotentiale ableiten und anhand mehrerer Parameter analysieren. Neben elektrophysio-

logischen Parametern wurden begleitend im Rahmen des Gesamtprojektes von Dr. Anja Heselich auch 

klassische Endpunkte der Strahlenbiologie wie DNA-Schäden und -Reparatur, Zellzyklusproliferation 

und die Induktion von ROS und Apoptosen untersucht. Eine weitere Fragestellung zum Einfluss von 

ionisierender Strahlung war auch die kombinatorische Wirkung aus Röntgenstrahlung und 

medikamentöser Behandlung auf iPSC-Kardiomyozyten. 

Durch Charakterisierung der Zellkultursysteme konnten einige Unterschiede in den elektrophysio-

logischen Parametern festgestellt werden. Die humanen iPSC-Kardiomyozyten lassen sich länger in 

Kultur halten, haben eine etwas stabilere Schlagrate und längere Feldaktionspotentialdauer als die 

primären kardialen Zellen. Insgesamt eignen sich die primären Kulturen für die Etablierung der 

Methodiken und Hypothesentests, während die humanen Kulturen zur weiterführenden Evaluierung 

geeignet sind und Rückschlüsse auf die humane Elektrophysiologie ermöglichen. 

An beiden Zellkultursystemen wurden Röntgenversuche durchgeführt und für bis zu 7 Tage nach 

Bestrahlung elektrophysiologisch gemessen. Die hiPSC-Kardiomyozyten zeigten dabei Veränderungen 

der Schlagrate, sowie in Korrelation dazu einen Einfluss auf die Feldaktionspotentialdauer (fAPd). In 

den primären kardialen Kulturen waren ebenfalls Schlagrate und dazu korrelierend die fAPd beeinflusst, 

jedoch wurde hier eine Erhöhung festgestellt, während in den humanen Kulturen eine Verringerung der 

Schlagrate erfolgte. Begleitende Untersuchungen bezüglich des Zellzyklus deuten zudem auf einen 

Einfluss auf den G2/M-, jedoch nicht auf den G1/S-Checkpoint in den primären Kulturen hin. Außerdem 

konnte gezeigt werden, dass die Kulturen in der Lage sind, röntgeninduzierte DNA-Schäden zu 

reparieren. Jedoch konnten weder signifikant erhöhte Apoptoseraten noch eine vermehrte Induktion von 

ROS bei Strahlendosen von bis zu 7 Gy detektiert werden. Daher wurden beide Parameter als mögliche 

Begründungen für die beobachteten elektrophysiologischen Veränderungen ausgeschlossen.  

Bei den Schwerionenversuchen wurden beide Zellsysteme mit Kohlenstoff-Ionen und schwereren 

Ionen wie Titan und Eisen bestrahlt. Dabei wurden die Bestrahlungen mit Kohlenstoff-Ionen stets mittels 

spread-out Bragg peak durchgeführt. Die aus hiPSC-Zellen differenzierten Kardiomyozyten zeigen nach 

Bestrahlung mit Kohlenstoff-Ionen keine dosisabhängige Änderung der Schlagrate und fAPd. Lediglich 
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direkt nach Bestrahlung zeigt der fAPdc statistisch signifikant erhöhte Werte. Die 

Signalausbreitungsgeschwindigkeit der Kulturen war hingegen nach Exposition im Vergleich zur Sham 

stark reduziert. Die Bestrahlung mit Eisen-Ionen führte in iPSC-Kardiomyozyten zu verringerten 

Schlagraten bei entsprechend verlängerter fAPd, sowie zu dauerhaft reduzierten Signalausbreitungs-

geschwindigkeiten. 

Die primären Kulturen zeigen nach Kohlenstoff-Ionenbestrahlung eine für 2 Tage erhöhte Schlagrate 

bei nach Frequenzkorrektur erhöhten Werten der fAPdc. Auch Bestrahlung mit Titan-Ionen führte zu 

erhöhten Schlagraten bei entsprechend verkürzten Werten für die fAPd. Bei allen Schwerionenversuchen 

zeigte sich die erwartete dosisabhängige Induktion von DNA-Schäden, die zum größten Teil innerhalb 

von 24 h nach Exposition repariert wurden, während in Bezug auf die Apoptoseraten keine 

dosisabhängigen Muster und keine statistisch relevanten Abweichungen von den Sham-Kulturen 

auftraten. 

Die Kombination von Röntgenstrahlung und Pharmazeutika zeigte, dass bestrahltes Chinidin die 

Schlagrate in hIPSC-Kardiomyozyten weniger reduziert als unbestrahltes, dafür jedoch die fAPd 

verlängert. Wohingegen Isoproterenol eine Erhöhung der Schlagrate bewirkt, die bei zusätzlicher 

Bestrahlung sogar noch weiter gesteigert wird. 

Trotz der zahlreichen beobachteten Effekte der Strahlung wie auch der Pharmazeutika auf die 

Elektrophysiologie der Zellen konnte in den anderen untersuchten Endpunkten kein Mechanismus oder 

direkter Zusammenhang mit einem dieser Effekte festgestellt werden. Daher sind für weiterführende 

Studien eingehende Versuche zum Beispiel zur Bestimmung der induzierten reaktiven Sauerstoffspezies 

zu empfehlen. Ebenso sollten zur Aufklärung der Mechanismen hinter den hier beobachteten Effekten 

mehrere elektrophysiologisch wichtige Proteine, wie Ionenkanäle und Gap Junctions, genauer untersucht 

werden, besonders in Hinblick auf ihre Interaktion mit ionisierender Strahlung und den damit 

einhergehenden ROS. Die hier applizierten Dosen ionisierender Strahlung liegen zwar weit oberhalb der 

Dosen, denen Astronauten im Weltraum bisher ausgesetzt waren, sind jedoch etwa im Bereich der in der 

Strahlentumortherapie eingesetzten Dosen. Trotz dieser vergleichbar hohen Dosen sind die auftretenden 

Effekte eher als geringfügig einzustufen und somit allein vermutlich physiologisch unbedenklich. Jedoch 

zeigt die Kombination von ionisierender Strahlung und Medikamenten, eine Veränderung in der 

pharmakologischen Wirksamkeit der verabreichten Wirkstoffe. Eine solche Wechselwirkung dürfte daher 

in folgenden Studien ein äußerst relevantes Thema sein. 
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7. Appendix 

 

Dieses abschließende Kapitel enthält neben den Verzeichnissen der Einheiten, Größenordnungen, 

Abkürzungen und der zitierten Literatur noch Lebenslauf und Publikationsliste des Autors. 

 

 

Einheitenverzeichnis 

 

°C  Grad Celsius 

A  Ampere 

eV  Elektronenvolt 

Gy  Gray 

h  Stunde/n 

Hz  Hertz  

L  Liter 

m  Meter 

M  Molar; mol/L 

min  Minute/n 

s  Sekunde/n 

Sv  Sievert 

u  atomare Masseneinheit 

V  Volt 

 

 

Abkürzungsverzeichnis der Größenordnungen 

 

k Kilo-;  103 

M Mega-;  106 

G Giga-;  109 

T Tera-;  1012 

m Milli-;  10-3 

µ Mikro-;  10-6 

n Nano-;  10-9 

p Pico-;  10-12 
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Abkürzungsverzeichnis 

 

AP  Aktionspotential 

aR  after Radiation 

ATP  Adenosintriphosphat 

BMP  Bone Morphogenetic Protein 

BrdU  Bromdesoxyuridin 

BSA  Bovines Serumalbumin 

bzw.  beziehungsweise 

CaMKII  calcium/calmodulin-dependent 

protein kinase II, 

cAMP   zyklisches 

Adenosinmonophosphat 

CO2  Kohlendioxid 

Cx43  Connexin43 

D  Energiedosis 

div  days in vitro 

DKK  Dickkopf 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DSB  Doppelstrangbruch 

E  Energie 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

EKG  Elektrokardiogramm 

FGF  Fibroblast Growth Factor 

FITC  Fluorescein-isothiocyanat 

g  Erdbeschleunigung; 9,81 m/s2 

GCR  Galactic cosmic rays 

GSH  reduzierte Sulfhydryl-Form von 

Glutathion 

GSSG  oxidierte, dimere Form von Glutathion 

hiPSC  humane induzierte pluripotente 

Stammzellen 

LET  Linearer Energietransfer 

m  Masse 

MAD  Median Absolute Deviation 

MEA  Mikroelektroden Array 

NADPH  Nicotinamidadenindinukleotid-

phosphat 

NOX  NADPH-Oxidase 

PBS  Phosphatgepufferte Salzlösung 

PKA  cAMP-abhängige Proteinkinase A 

PLB  Phospholamban 

RBE  relative biologische Wirksamkeit 

RMS  Root Mean Square (quadratisches 

Mittel) 

ROS  Reaktive Sauerstoffspezies 

RT  Raumtemperatur; ca. 20 °C 

RyR2  Ryanodinrezeptor 2 

SCR  Solar cosmic rays 

SR  Sarkoplasmatisches Retikulum 

TRITC   Tetramethylrhodamin-

isothiocyanat 

wR  Strahlungswichtungsfaktor 

z.B.  zum Beispiel  
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