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1 Einleitung

1.1 Modellsysteme in der biomedizinischen
Forschung

Komplexe biologische Lebensformen sind aus einer Vielzahl funktional differenzierter Zellen
aufgebaut, deren komplementäres Zusammenleben und Überleben nur durch den Austausch
und die Verarbeitung von Informationen sichergestellt ist. Bei mehrzelligen Organismen
erfolgt dies auf Basis chemischer oder elektrischer Prinzipien [Stein, 2004; Moyes & Schulte,
2007; Silverthorn, 2009].

Je nach Entfernung zur kompetenten Zielzelle sind chemische Signale beispielsweise über
Diffusion bzw. endokrin vermittelt. Die Spezifität der physiologischen Reaktion wird durch
distinkte Rezeptoren an der Empfängerzelle bestimmt [Hentze et al., 2000]. Elektrogene
Zellen, wie z. B. Neuronen oder Kardiomyozyten, besitzen die Fähigkeit zur transienten
Depolarisierung und Repolarisierung des Membranpotenzials. Diese elektrischen Impulse
können sich innerhalb einer Zelle und deren Fortsätze ausbreiten und sich synaptisch auf
andere Zellen übertragen [Kandel et al., 2000].

Zur Untersuchung elektrogener Signale auf makroskopischer Ebene stehen klinisch etablier-
te, nicht-invasive Methoden, beispielsweise in Form der Elektroenzephalografie (EEG),
Elektrokardiografie (EKG) und Elektromyografie (EMG) zu Verfügung. Bei diesen Ver-
fahren werden Elektroden nahe am elektrisch aktiven Gewebe aufgebracht, die zellulär
induzierte Potenzialänderungen detektieren [Dössel, 1999; Jungblut, 2006]. Im klinischen
Alltag können mit diesen Methoden Informationen über potenziell pathologische Zustände
des Signalmusters, wie z. B. Arrhythmien im EKG oder Epilepsie im EEG, identifiziert
werden [Schmidt et al., 2005].

Physiologische Fragestellungen lassen sich aufgrund ethischer oder methodischer Faktoren
nicht immer am Menschen untersuchen. Insbesondere in der Pharmakologie, Toxikologie
und der biomedizinischen Grundlagenforschung werden daher häufig Versuchstiere als Re-
ferenzorganismen herangezogen. Es wird im Allgemeinen davon ausgegangen, dass phy-
siologische Prozesse des Referenzorganismus identisch oder ähnlich denen des Menschen
sind und resultierende Erkenntnisse extrapoliert werden können [Silverthorn, 2009]. Die
Wahl der Spezies ist heterogen und von der jeweiligen Fragestellung abhängig. In den
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1.2 Biosensoren

letzten Jahren wurden zunehmend transgene Tiere, deren Genom gezielt durch homologe
Rekombination oder Vorkerninjektion mutiert wurde, herangezogen, um genetisch beding-
te, menschliche Krankheiten an einem Modellsystem zu erforschen [Müller & Hassel, 2005;
Schenkel, 2006].

Für ein detailliertes Verständnis interzellulärer Kommunikation sowie zellulärer Reaktio-
nen auf chemische oder physikalische Provokation bieten sich jedoch in vitro Modelle an.
Sie erlauben die Adressierung einzelner Zellen in Suspension oder in einem überschauba-
ren zellulären Netzwerk unter kontrollierten und reproduzierbaren Versuchsbedingungen.
Daneben gibt es ethisch und wirtschaftlich motivierte Gründe, Versuche an Tieren durch
geeignete in vitro Modelle zu ersetzen. Insbesondere in der pharmakologischen Wirkstoff-
suche stehen große Substanzbibliotheken dem Anspruch schneller, kosteneffizienter, valider
und moralisch vertretbarer Analysemethoden gegenüber. Den Anforderungen entsprechend
ließen sich zellbasierte Testsysteme zwischen molekularen, rezeptorbasierten Verfahren auf
der einen Seite und Tierversuchen auf der anderen Seite etablieren.

In vitro Testsysteme stellen daher ein vielversprechendes Instrument für die Grundlagen-
forschung und angewandte Forschung dar. Für eine breite Akzeptanz und den umfassenden
Einsatz müssen in vitro Systeme zum einen den Ansprüchen eines physiologisch repräsenta-
tiven Abbilds genügen. Zum anderen werden technische Systeme benötigt, die sensitiv für
zelluläre Reaktionen sind und eine detaillierte Analyse zellulären Verhaltens ermöglichen.
Entsprechend sind sowohl von naturwissenschaftlicher als auch ingenieurwissenschaftlicher
Seite viele Aktivitäten erforderlich, um neue Systeme zu entwickeln bzw. etablierte Systeme
zu verbessern und den Ansprüchen eines qualifizierten Ersatzmodells zu genügen.

1.2 Biosensoren

Ein System, in dem ein biologisch sensitives Element an einen Signalwandler gekoppelt
wird, um analytische oder funktionale Aussagen über physikalische oder chemische Stimuli
zu erhalten, bezeichnet mal als Biosensor [Bousse, 1996]. Das biologisch sensitive Element
kann aus Enzymen, Antikörpern, Organellen aber auch ganzen Zellen und Netzwerken von
Zellen gebildet werden [Byfield & Abuknesha, 1994].

Makromoleküle, wie z. B. Enzyme oder Antikörper, kommen in Form von katalytischen Bio-
sensoren oder Bioaffinitätssensoren zum Einsatz. Im Gegensatz zu Bioaffinitätssensoren,
die die Komplexbildung nach Antikörper-Antigen- bzw. Ligand-Rezeptor-Reaktion detek-
tieren, werden in katalytischen Biosensoren Enzyme als selektive Katalysatoren an einen
Signalwandler immobilisiert, der die Reaktion registriert [Gründler, 2004]. Die qualitative
bzw. quantitative Erfassung der Reaktionen erfolgt auf Basis akustischer [Okahata et al.,
1992], kalorimetrischer [Ramanathan & Danielsson, 2001], elektrochemischer [Wang, 2002]
oder optischer [Piunno et al., 1995] Wandlerprinzipien. Den Wechselwirkungen zwischen
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Analyt und Makromolekül liegen biochemische Prinzipien zugrunde und bieten lediglich
eine analytische Information über den unbekannten Stimulus, weshalb eine Spezifizierung
als biochemische Sensoren angebracht ist.

Zellbasierte Biosensoren hingegen erlauben neben der analytischen Klassifizierung eine
funktionale, physiologische Beschreibung der Interaktion von Stimulus und lebendem Sys-
tem. Hierzu werden einzelne Zellen oder Netzwerke von Zellen als biologisch sensitives Ele-
ment an einen Signalwandler immobilisiert, um zelluläre Reaktionen in ein qualitativ bzw.
quantitativ verwertbares Signal zu überführen [Bousse, 1996; Keusgen, 2002]. Zellbasierte
Biosensoren zeichnen sich durch ihre Sensitivität und kurze Reaktionszeiten aus, weshalb
sie in vielen Bereichen der Grundlagenforschung und angewandten Forschung Anwendung
finden [Wang, 2010].

In der Vergangenheit wurde eine Reihe von Wandlerprinzipien für den Einsatz in biohybri-
den Systemen vorgeschlagen und realisiert. Zur Adressierung metabolisch assoziierter Pa-
rameter bieten sich Ionensensitive Feldeffekttransistoren (ISFETs) oder Lichtadressierbare
Potenziometrische Sensoren (LAPS) an. Sie erlauben die Erfassung des extrazellulären pH-
Wertes zur nicht-selektiven Beurteilung des Metabolismus oder des Sauerstoffverbrauchs
aerober Zellen als Maß der mitochondrialen Aktivität. Werden mehrere Sensoreinheiten
auf einem Chip implementiert, ist eine ortsaufgelöste Multiparameter-Analyse im Mikro-
meterbereich möglich [Lehmann et al., 2001; Yotter & Wilson, 2004; Yoshinobu et al.,
2005]. Die elektrochemische Impedanzspektroskopie ermöglicht die Detektion morpholo-
gischer Veränderungen in zellulären Netzwerken auf Basis von Apoptose, Adhäsion oder
Proliferation [Robitzki et al., 2002; Arndt et al., 2004; Rahman et al., 2008]. Im Gegen-
satz zu konventionellen immunhistochemischen Analysemethoden werden diese Verfahren
markerfrei durchgeführt, was eine kontinuierliche und nicht-invasive Messung ermöglicht.

Werden elektrogene Zellen in vitro immobilisiert, stehen häufig elektrophysiologische Frage-
stellungen im Vordergrund, da die Mechanismen zellulärer Erregbarkeit für ein Verständnis
von Pathogenese sowie für die Entwicklung und Validierung neuer therapeutischer Ansät-
ze von besonderer Bedeutung sind. Zur Untersuchung elektrischer Aktivität auf zellulä-
rer bzw. molekularer Ebene wurden unterschiedliche Verfahren entwickelt. Eine direkte
Messung des transmembranen Potenzials ist durch intrazelluläre Kontaktierung möglich.
Hodgkin und Huxley untersuchten Eigenschaften der Erregungsbildung und -propagation
mittels feiner Drahtelektroden, die in Axone des Loligo inkorporiert waren und publizier-
ten auf Basis der Ergebnisse ihr renommiertes mathematisches Modell zur Beschreibung
des Aktionspotenzials [Hodgkin & Huxley, 1952a,b,c,d; Hodgkin et al., 1952]. Elektrophy-
siologische Untersuchungen auf Einzelkanalebene sind mit der im Jahr 1976 vorgestellten
Patch-Clamp-Technik möglich [Neher & Sakmann, 1976]. Hierbei wird die Zellmembran
über eine mit Elektrolyt gefüllten Glaskapillare kontaktiert. Durch einen leichten Unter-
druck im Inneren der Kapillare entsteht ein hochohmiger Widerstand zum extrazellulären
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Milieu, was die Untersuchung von Ionenströmen im Pikoampere-Bereich sowie der Schaltki-
netik von Ionenkanälen ermöglicht. Bei hinreichend großem Unterdruck kann die Membran
geöffnet werden. Die Kapillare erreicht den intrazellulären Raum und somit die Konfigura-
tion der Ganzzellableitung [Hamill et al., 1981]. Um den Anforderungen eines hochparalle-
len und automatisierbaren Biosensors gerecht zu werden, wurde die Patch-Clamp-Methode
in den letzten Jahren weiterentwickelt und potenzielle Verfahren für Hochdurchsatzmes-
sungen vorgestellt [Dunlop et al., 2008]. Konventionelle intrazelluläre Methoden besitzen
jedoch eindeutig invasiven Charakter, weshalb die Zellviabilität zeitlich auf wenige Stunden
begrenzt ist [Pancrazio et al., 1999; Hierlemann et al., 2011]. Ultrafeine, vertikal ausgerich-
tete Nanoelektroden stellen einen Ansatz zur Reduzierung der mechanischen Belastung
gegenüber konventionellen Verfahren mit Glaskapillaren bzw. Drahtelektroden dar. Der
Zugang zum intrazellulären Raum kann durch eine elektrophoretisch induzierte Öffnung
der Zellmembran erreicht werden [Xie et al., 2012].

Eindeutig nicht-invasive und daher stabile und langzeitfähige Messverfahren stellen extra-
zelluläre Ableitungen dar. Die transiente Depolarisierung der Membranspannung während
eines Aktionspotenzials geht mit einer Umverteilung der extrazellulären Ionenkonzentrati-
on einher. Dies kann durch proximale extrazelluläre Metallelektroden oder Feldeffekttran-
sistoren detektiert werden. Fromherz immobilisierte Retzius-Nervenzellen an das offene,
nicht-metallisierte Gate eines p-Kanal Feldeffekttransistors. Aktionspotenziale induzierten
eine Modulation der Ladungsträgerdichte im p-Kanal und damit einen lateralen Strom
durch den Transistor. Auf diese Weise konnten spontane oder stimulierte Aktionspotentia-
le detektiert werden [Fromherz et al., 1991]. Halbleiterbauelemente, wie Feldeffekttransis-
toren, sind jedoch nur bedingt für den Einsatz in elektrolytischen Medien ausgelegt. Der
Chip und seine Komponenten neigen zur Korrosion während der Messung und insbesondere
während der Langzeitkultivierung [Hierlemann et al., 2011].

Einen etablierten Ansatz zur extrazellulären Ableitung bieten Mikroelektroden Arrays
(MEAs). Bei diesem Verfahren werden elektrogene Zellen kapazitiv an planare Elektroden
gekoppelt und Potenzialänderungen relativ zu einer Referenzelektrode gemessen. Die ers-
ten extrazellulären Ableitungen mit MEAs wurden bereits 1972 vorgestellt [Thomas et al.,
1972]. Die Fortschritte der Mikrosystemtechnik sowie Methoden der Datenverarbeitung er-
lauben heute die Implementierung und Ableitung einer Vielzahl von mikrostrukturierten
Elektroden auf einem Biosensor. Damit sind extrazelluläre Ableitungen hochparallelisierbar
und ermöglichen eine nicht-invasive Untersuchung zellulärer Netzwerke in hoher zeitlicher
und räumlicher Auflösung. Das große Potenzial derartiger Systeme als Biosensor wurde
in der Vergangenheit für Anwendungen in der Pharmakologie [z. B. Meyer et al., 2004a],
Toxikologie [z. B. Johnstone et al., 2010] und Grundlagenforschung [z. B. Stett et al., 2003]
zusammengefasst.
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1.3 Physiologie der Neuronen

1.3 Physiologie der Neuronen

Neuronen weisen morphologisch eine hohe Variabilität auf, jedoch lassen sich funktional
die Kompartimente Perikaryon, Axon, Dendriten und synaptische Endigungen determinie-
ren. Das Perikaryon inkorporiert subzelluläre Organellen ähnlich anderer eukaryotischer
Zellen. Aufgrund der hohen Proteinsyntheserate ist ein starkes raues endoplasmatisches
Retikulum, das auch als Nissl-Substanz bezeichnet wird, ausgeprägt [Brady et al., 2009].
Dendriten bilden primär die rezeptive Oberfläche des Neurons. Die wichtigste efferente Lei-
tungseinheit im Neuron ist das Axon. Strukturell lassen sich Axone als kurzer, primitiver
Tubus, aber auch weit projizierend mit Kollateralen identifizieren. In seltenen Fällen, wie
beispielsweise bei Amakrinzellen der Retina von Vertebraten, können Zellen ohne Axon
existieren [Kandel et al., 2000].

Neuronale Signale unterliegen dem Prinzip einer transienten Änderung der elektrischen Po-
tenzialdifferenz über der Zellmembran. Die molekulare Konzeption der Membran bestimmt
daher wesentlich die elektrophysiologischen Eigenschaften der Zelle. Die Zellmembran wird
aus einer Phospholipiddoppelschicht gebildet, die für Ionen weitgehend undurchlässig ist.
Der aktive bzw. passive Ionentransport findet über integrale, transmembrane Proteine statt
[Reichert, 2000; Kandel et al., 2000].

Im unerregten Zustand sind Ionen aufgrund der selektiven Permeabilität von Kanälen im
intra- und extrazellulären Raum asymmetrisch verteilt, wodurch eine Potenzialdifferenz
von etwa -75mV über der Zellmembran entsteht. Die Spannung, die der asymmetrischen
Verteilung einer diffusiblen Ionenart zugrunde liegt, wird als Nernst-Potenzial bezeichnet.
Der saturierte Ruhezustand ergibt sich durch ein thermodynamisches Fließgleichgewicht
aus osmotischer und elektrischer Komponente. Aktive Ionenpumpen, in Form großer in-
tegraler Membranproteine mit katalytischen Bindungsstellen für Natrium und Adenosin-
triphosphat (ATP) im intrazellulären, und Kalium im extrazellulären Raum, halten die
Konzentrationsgradienten stabil [Kandel et al., 2000]. Das resultierende Potenzial Vm lässt
sich unter Berücksichtigung mehrerer Ionenarten mit unterschiedlichen Membranpermeabi-
litäten durch die Goldman-Gleichung (Gleichung 1.1) bestimmen [Goldman, 1943; Hodgkin
& Katz, 1949; Reichert, 2000].

Vm =
RT

F
ln

∑n
k=1 zkPk[Xk]extra +

∑n
k=1 zkPk[Yk]intra∑n

k=1 zkPk[Xk]intra +
∑n

k=1 zkPk[Yk]extra
(1.1)

R, T und F beschreiben die Gaskonstante, absolute Temperatur und Faraday Konstante
und z die Wertigkeit des betreffenden Ions. Aus Gleichung 1.1 folgt, dass das Membran-
potenzial insbesondere durch die Ionenarten bestimmt wird, die einen hohen Konzentrati-
onsgradienten [Xk]extra : [Xk]intra für positiv bzw. [Yk]intra : [Yk]extra für negativ geladene

- 5 -



1.3 Physiologie der Neuronen

Ionen besitzen oder eine hohe Membranpermeabilität Pk aufweisen. Im nicht-erregten Zu-
stand gilt PK+ : PNa+ = 1 : 0,04, d. h. die Membran ist primär für Kaliumionen permea-
bel [Hodgkin & Katz, 1949]. Daher entspricht das Ruhepotenzial ungefähr dem Nernst-
Potenzial von Kalium.

Aktionspotenziale bilden sich nach hinreichender Depolarisierung des Membranpotenzials,
beispielsweise durch einen exzitatorischen Stimulus, aus. Die Depolarisierung führt zu einer
Öffnung spannungsgesteuerter Na+-Kanäle. Durch die erhöhte Permeabilität für Natrium-
ionen nähert sich die Membranspannung (vgl. Gleichung 1.1) dem Na+ Nernst-Potenzial
von etwa +55mV. Mit langsamerer Kinetik öffnen sich spannungsgesteuerte Ka+-Kanäle,
die eine Repolarisierung initiieren. Mit kurzer Latenz gehen die spannungsgesteuerten
Kanäle in einen inaktivierten bzw. geschlossenen Zustand über und das Ruhepotenzial
stellt sich wieder ein. Auf jedes Aktionspotenzial folgt eine Refraktärphase von circa 1 –
2ms, in der kein Aktionspotenzial ausgebildet werden kann [Reichert, 2000; Kandel et al.,
2000]. Aktionspotenziale sind weitgehend formkonstant und stereotyp. Je nach Spezies
existiert jedoch eine Vielzahl unterschiedlicher Ionenkanäle, die eine charakteristische Co-
dierung von Form, Frequenz oder Muster der neuronalen Aktivität zulassen [Bean, 2007].

Die Genese eines Aktionspotenzials unterliegt der räumlichen und zeitlichen Summation
inhibitorischer bzw. exzitatorischer postsynaptischer Potenziale [Magee, 2000]. Einzelne,
isolierte Stimuli werden häufig als unterschwellige Depolarisation neutralisiert. Durch kon-
vergierende, afferente exzitatorische Stimuli, die nach Integration hyperpolarisierender Po-
tenziale etwa 10mV überschreiten, können Aktionspotenziale ausgelöst werden. Überdau-
ert die Depolarisation die Refraktärzeit, werden weitere Aktionspotenziale evoziert [Kan-
del et al., 2000]. Diese hochfrequenten Folgen von Aktionspotenzialen, sogenannte Bursts,
werden, im Gegensatz zu einzelnen Aktionspotenzialen, zuverlässig vom prä- zum post-
synaptischen Neuron übertragen [Lisman, 1997]. Bursts nehmen eine signifikante Rolle bei
der Genese [Chiappalone et al., 2005], Plastizität [Pike et al., 1999], Dysfunktion [McCor-
mick & Contreras, 2001], und insbesondere Kommunikation [Izhikevich et al., 2003; Krahe
& Gabbiani, 2004] neuronaler Netzwerke ein. Bursts stellen daher ein wichtiges Element
zur Charakterisierung intrinsischer bzw. provozierter Netzwerkaktivität dar [Chiappalone
et al., 2005; Jungblut, 2006].

Der Axonhügel als initiales Element des Axons stellt im Wesentlichen die integrative Kom-
ponente eines Neurons dar. Durch eine höhere Dichte spannungsgesteuerter Na+-Kanäle
liegt die Schwelle zur Aktivierung eines Aktionspotenzials niedriger [Kole et al., 2008]. Die
Ausbreitung eines Aktionspotenzials entlang eines Neurits zu den terminalen Bereichen er-
folgt durch autoregenerative Aktivierung der Ionenkanäle ohne Reduktion der Amplitude.
Die Übertragung neuronaler Signale auf nachgeschaltete Zellen findet an elektrischen oder
chemischen Synapsen statt.
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1.3 Physiologie der Neuronen

Bei elektrischen Synapsen (siehe Abbildung 1.1A) ist das Zytoplasma des prä- und postsyn-
aptischen Neurons über Gap Junctions direkt verbunden, d. h. Signale können bidirektional,
nahezu ohne Latenz übertragen werden [Kandel et al., 2000]. Elektrische Synapsen haben
daher bei der schnellen Vermittlung von Reizen [Brink et al., 1996] und der Synchronisa-
tion [Landisman et al., 2002] in neuronalem Gewebe besondere Bedeutung. Gap Junctions
bestehen aus zwei Hemikanälen (Connexons), die aus einem Hexamer konzentrisch struktu-
rierter, membrandurchspannender Proteinuntereinheiten, den Connexinen aufgebaut sind.
Sie bilden einen Kanal, durch den neben Ionen auch Nährstoffe, sekundäre Botenstoffe oder
Metaboliten bis etwa 1 kD diffundieren können [Evans & Martin, 2002; Söhl et al., 2005].
Die Regulation kann auf Basis von Konformationsänderungen bzw. post-translatorischer
Modifikationen wie z. B. Phosphorylierung erfolgen [Lampe & Lau, 2004; Söhl et al., 2005].
Elektrische Synapsen sind beispielsweise bei inhibitorischen Interneuronen im Kortex oder
Thalamus existent, jedoch ist die interzelluläre Kommunikation im Säugerhirn überwiegend
chemisch vermittelt [Galarreta & Hestrin, 2001].

Abbildung 1.1: Signalübertragung an elektrischen und chemischen Synapsen. (A) An elektrischen Synapsen ist
das Zytoplasma der prä- und postsynaptischen Zelle über Gap Junctions verbunden. Elektrische Ströme können
praktisch ohne Latenzzeit übertragen werden. (B) An chemischen Synapsen fließen Ströme ausschließlich in den
extrazellulären Raum. Ein Aktionspotenzial induziert präsynaptisch die Exozytose von in Vesikel inkorporierte
Neurotransmitter (dunkelblaue Kreise). Die Neurotransmitter diffundieren zu den postsynaptischen Rezeptoren und
führen dort zu einer Depolarisation bzw. Hyperpolarisation. Abbildung reproduziert nach [Kandel et al., 2000].

Bei chemischen Synapsen (siehe Abbildung 1.1B) liegt keine zytoplasmatische Verbindung
der Zellen vor. Die Übertragung der Signale erfolgt über chemische Botenstoffe, sogenannte
Neurotransmitter. Neurotransmitter werden im Neuron synthetisiert und liegen präsynap-
tisch in membranumschlossenen Vesikeln inkorporiert vor. Die transiente Depolarisierung
während eines Aktionspotenzials führt präsynaptisch zu einer lokalen Erhöhung der intra-
zellulären Ca2+-Konzentration. Durch den SNARE-Komplex (soluble N-ethylmaleimide
sensitive factor attachment protein receptor) aus Syntaxin, SNAP-25 und Synaptobrevin
wird die exozytotische Fusion der Vesikel mit der Zellmembran vermittelt [Jahn & Scheller,
2006; Vrljic et al., 2010]. Als wichtiger Ca2+-Rezeptor wurde Synaptotagmin I identifiziert

- 7 -



1.4 Physiologie der Kardiomyozyten

[Fernandez-Chacon et al., 2001]. Bei der Exozytose werden die Neurotransmitter in den
synaptischen Spalt sekretiert und diffundieren zu den postsynaptischen Endigungen. Durch
Interaktion mit den terminal lokalisierten Rezeptoren können inhibitorische bzw. exzitato-
rische postsynaptische Potenziale ausgelöst werden.

γ-Aminobuttersäure (GABA) ist der wichtigste hemmende Neurotransmitter im Nerven-
system [Silverthorn, 2009]. Er bindet an die ionotropen Rezeptoren GABAA und GABAC,
sowie den metabotropen Rezeptor GABAB. GABAA-Rezeptoren gehören zur Klasse der
cys-Loop Superfamilie ligandengesteuerter Ionenkanäle und bilden Heteropentamere, für
deren Zusammensetzung mindestens 19 Untereinheiten (α1–6, β1–3, γ1–3, δ, ε, π, ρ1–3 und θ)
zur Verfügung stehen. Daraus resultiert eine hohe Diversität GABAerger Rezeptoren und
deren physiologischer und pharmakologischer Eigenschaften [Michels & Moss, 2007]. In den
meisten Fällen setzen sich GABAA-Rezeptoren aus zwei α2, zwei β2 und einer γ2 Unter-
einheit zusammen, wobei die Bindungsstelle für GABA zwischen den α und β Einheiten
lokalisiert ist [Chang et al., 1996; Michels & Moss, 2007]. Neben GABA als Neurotransmit-
ter existieren eine Reihe allosterischer Modulatoren, wie Benzodiazepine, Barbiturate und
neuroaktive Steroide, die, je nach Komposition der Untereinheiten, an distinkte Stellen des
GABAA-Rezeptors binden [Sieghart, 2006].

Beim ionotropen GABAA-Rezeptor erhöht sich nach dem Bindungsereignis des Neuro-
transmitters die Permeabilität für Cl--Ionen. Die elektrochemische Triebkraft von Cl- in
den intrazellulären Raum führt zu einem hyperpolarisierenden Auswärtsstrom und folglich
zu einem inhibitorischen postsynaptischen Potenzial [Fiederling, 2010]. Der kompetitive
Antagonist Bicucullin konkurriert mit dem Neurotransmitter GABA um die Bindung am
Rezeptor und inhibiert folglich die Entstehung hyperpolarisierender Potenziale.

1.4 Physiologie der Kardiomyozyten

Kardiomyozyten mit der Fähigkeit zu elektrisch induzierten, mechanischen Kontraktionen
bilden den primären Teil des Herzmuskels. Sie liegen in der Regel mononukleär vor, sind
jedoch über Gap Junctions verknüpft und stellen daher in vivo ein dreidimensionales (3D),
funktionales Synzytium dar [Tortora & Grabowski, 2003; Huppelsberg & Walter, 2011]. Die
Signalleitung über elektrische Synapsen gewährleistet die Synchronisation im Herzen. Etwa
1% der Kardiomyozyten sind zur autorhythmischen Depolarisierung des Membranpotenzi-
als qualifiziert. Diese, vor allem im sinoatrialen und atrioventrikulären Gewebe lokalisierten
Schrittmacherzellen sind kleiner, weisen keine geordneten Sarkomere auf und tragen nicht
wesentlich zur Kontraktionskraft bei [Silverthorn, 2009].

Schrittmacherzellen besitzen kein stabiles Ruhemembranpotenzial im engeren Sinne, da
ausgehend vom maximalen diastolischen Potenzial von ungefähr -60mV der unselektive
Einstrom von Kationen ständig zur Depolarisierung führt [Huppelsberg & Walter, 2011].
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1.4 Physiologie der Kardiomyozyten

Abbildung 1.2: Aktionspotenziale (AP) kontraktiler ventrikulärer Kardiomyozyten (links) und autorhythmischer
sinuatrialer Schrittmacherzellen (rechts). Erreicht die langsame diastolische Depolarisierung der Schrittmacherzellen
einen Schwellwert von etwa -50mV (rote Linie) wird ein Aktionspotenzial generiert. Daten reproduziert nach [Tortora
& Grabowski, 2003].

Eine besondere Rolle nehmen hierbei HCN-Kanäle (hyperpolarization activated and cyclic
nucleotide gated channels) ein, die durch Hyperpolarisation aktiviert und durch zyklische
Nukleotide moduliert werden. Im sinuatrialen Gewebe ist primär die Isoform HCN4 exis-
tent und für die kardiale Erregungsbildung essenziell [Stieber et al., 2003]. Im aktivierten
Zustand sind HCN-Kanäle für Na+- und K+-Ionen permeabel und initiieren die endoge-
ne Depolarisation der Membranspannung [DiFrancesco, 1981; Biel et al., 2009]. Erreicht
die langsame diastolische Depolarisation den Schwellwert von circa -50mV, öffnen sich
spannungsabhängige Ca2+-Kanäle. Durch den Anstieg der Ca2+-Permeabilität wird ein
Aktionspotenzial induziert. Die Repolarisation erfolgt über K+-Kanäle (siehe Abbildung
1.2 rechts) [Silverthorn, 2009; Huppelsberg & Walter, 2011].

Über Gap Junctions erreichen die Aktionspotenziale die kontraktilen Zellen und induzie-
ren analog des Vorgangs in Neuronen ein autoregeneratives Öffnen spannungsabhängiger
Na+-Kanäle. Der schnelle Natriumstrom in den intrazellulären Raum depolarisiert das
Membranpotenzial auf etwa +20mV. Das charakteristische Plateau im Aktionspotenzial
der Kardiomyozyten resultiert aus der Überlagerung eines Ca2+-Influx und K+-Eflux. Am
Ende der Plateauphase sinkt die Membranpermeabilität für Ca2+-Ionen und durch den re-
polarisierenden Kaliumstrom wird das Ruhepotenzial von ungefähr -90mV wieder erreicht
(siehe Abbildung 1.2 links) [Silverthorn, 2009].

Die Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration während eines Aktionspotenzials in-
duziert eine Ca2+-aktivierte Freisetzung von Ca2+-Ionen aus dem sarkoplasmatischen Reti-
kulum. Diese Ionen diffundieren zu den kontraktilen Elementen, heben durch Absättigung
der Troponin-C-Bindungsstellen den Hemmeffekt des Tropomyosins auf und induzieren ei-
ne Kontraktion. Durch die Abnahme der intrazellulären Ca2+-Konzentration lösen sich die
Ionen vom Troponin bzw. Myosin vom Aktin und die kontraktilen Filamente kehren in ihre
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relaxierte Position zurück [Silverthorn, 2009; Huppelsberg & Walter, 2011]. Die Refraktär-
zeit von Kardiomyozyten überdauert den Kontraktionsprozess. Somit werden tetanische
Kontraktionen verhindert und sichergestellt, dass erst im relaxierten Zustand ein weiteres
Aktionspotenzial ausgelöst werden kann [Tortora & Grabowski, 2003].

1.5 Extrazelluläre Ableitungen mit
Mikroelektroden Arrays

Zur elektrophysiologischen Charakterisierung von in vitro Modellen stehen elaborierte Ver-
fahren zu Verfügung. Transmembrane und fluoreszenzoptische Methoden bedingen einen
mechanischen bzw. chemischen Eingriff, was zu einer messtechnischen Manipulation der
Zellaktivität und -viabilität führen kann [Borkholder, 1998; Mennerick et al., 2010]. Mi-
kroelektroden Arrays (MEAs) erlauben die markerfreie, nicht-invasive Ableitung extra-
zellulärer Signale. Bei diesem Verfahren werden dissoziierte Zellen, reaggregierte zelluläre
Netzwerke oder akute Gewebeschnitte an planaren Mikroelektroden, die als Array in ein
Glas- oder Siliziumsubstrat eingebettet sind, immobilisiert (siehe Abbildung 1.3).

Abbildung 1.3: Extrazelluläre Ableitung mit Mikroelektroden Arrays. (A) 60-Kanal MEA von Multichannel Sys-
tems, Reutlingen. (B) Schematische Darstellung der Zell-Elektroden-Kopplung. Elektrogene Zellen werden auf pla-
nare, in ein Substrat eingebettete Mikroelektroden kultiviert. Zelluläre Aktionspotenziale können nicht-invasiv de-
tektiert werden.

Zwischen kompetenter Zelle und Elektrode bildet sich ein mit Zellkulturmedium gefüll-
ter Spalt von einigen Nanometern [vgl. Gleixner, 2004]. Der durch ein Aktionspotenzial
verursachte Ionenstrom führt in diesem Bereich zu einem Spannungsabfall, der über die
Mikroelektroden detektiert wird [Borkholder, 1998]. Die Signaltransduktion wurde in der
Vergangenheit an vereinfachten Modellen für MEAs und FETs charakterisiert (siehe Ab-
bildung 1.4) [Regehr et al., 1989; Bove et al., 1995; Offenhäusser & Knoll, 2001; Martinoia
et al., 2004].
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Das Messsignal ist dem intrazellulären Potenzialverlauf nicht kongruent und wesentlich
von der Zell-Elektroden-Kopplung abhängig. Die Amplitude extrazellulärer Signale liegt im
Bereich von 102 – 103 µV und steht in reziprokem Zusammenhang mit dem Zell-Elektroden-
Abstand. Da das Messsignal von thermischem und biologischem Rauschen begleitet wird,
ist der Messradius konventioneller MEAs auf etwa 100µm limitiert [Egert et al., 2002a].

Werden intra- und extrazelluläre Potenziale korreliert, ist neben den Aktionspotenzialra-
ten auch die Analyse der zugrunde liegenden Ionenströme möglich [Egert & Meyer, 2005].
Ferner erlaubt die Implementierung mehrerer Mikroelektroden als Array auf einem Chip
die Analyse zeitlicher und räumlicher Aktivitätsmuster von in vitro Netzwerken aus Neu-
ronen [z. B. Soussou et al., 2006] und Kardiomyozyten [z. B. Igelmund et al., 1999], deren
Kontraktionen konventionelle Untersuchungen mit transmembranen oder optischen Verfah-
ren komplizieren [Egert et al., 2006]. Damit stellen MEAs ein attraktives Instrument zur
funktionalen Analyse zellulärer Aktivität in Kurzzeit- und Langzeitstudien dar. Je nach in
vitro System lassen sich elektrophysiologische Untersuchungen über Wochen und Monate
realisieren [Potter & DeMarse, 2001].

Abbildung 1.4: Prinzip der extrazellulären Ableitung mit MEAs (Struktur in Anlehnung an [Hierlemann et al.,
2011]). In Abhängigkeit vom Nernst-Potenzial (Ex), der Leitfähigkeit der Ionenkanäle (gx) für bestimmte Ionenarten
x (Na+, K+ bzw. L als Zusammenfassung geringerer Ionenanteile) und der Membrankapazität (CM) wird während
eines Aktionspotenzials ein Strom induziert [Hodgkin & Huxley, 1952d]. Zwischen Zelle und Elektrode führt dieser
Ionenstrom zu einem Spannungsabfall, der dem Widerstand des Elektrolyten (Rseal) proportional ist [Borkholder,
1998]. Da Rseal wesentlich vom Abstand von Zelle und Elektrode bestimmt wird, stellt die Kopplung einen signifi-
kanten Faktor dar. Daneben ist eine niedrige Elektrodenimpedanz (ZEl) für ein hohes Signal-Rausch-Verhältnis es-
senziell. Das Minimum im Verlauf des extrazellulären Signals korreliert zeitlich mit der schnellen Na+-Depolarisation
im Aktionspotenzial [Egert et al., 2006].
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Das Potenzial elektrophysiologischer Untersuchungen mit MEAs wurde in der Vergangen-
heit für Anwendungen der Pharmakologie [Meyer et al., 2004a], Toxikologie [Johnstone
et al., 2010] und Grundlagenforschung [Stett et al., 2003] zusammengefasst. Als adäquates
in vitro Modell wurden für den Biosensor dissoziierte Neuronen [z. B. Keefer et al., 2001;
O’Shaughnessy et al., 2003; Chiappalone et al., 2003; Martinoia et al., 2005; Xiang et al.,
2007] und Kardiomyozyten [z. B. Meyer et al., 2004a; Egert & Meyer, 2005; Natarajan
et al., 2006] oder akute Gewebeschnitte aus dem Herzen [z. B. Bussek et al., 2009], Cortex
[z. B. Bakker et al., 2009], Hippocampus [z. B. Jones et al., 2010], Cerebellum [z. B. Mapelli
& D’Angelo, 2007] oder Retina [z. B. Neumann et al., 2008] herangezogen.

Akute Gewebeschnitte erhalten ihre native Netzwerkstruktur für einige Stunden [Heuschkel
et al., 2006] und können daher für Kurzzeitexperimente als physiologisches Modellsystem
verwendet werden. Limitiert wird die Versuchsdauer insbesondere durch die reduzierte
Nährstoffversorgung zu zentralen Bereichen [Lin & Chang, 2008] bzw. an der Grenzflä-
che von MEA und Gewebeschnitt [Heuschkel et al., 2006]. Werden dissoziierte Zellen aus
embryonalem Gewebe des Herzens oder Zentralnervensystems an MEAs immobilisiert, re-
organisieren diese sich zu einem funktionalen, zweidimensionalen (2D) in vitro System.
Kardiomyozyten bilden ein konfluentes Synzytium, das nach etwa ein bis drei Tagen int-
rinsische Aktivität – begleitet von synchronen Kontraktionen – zeigt [Connolly et al., 1990;
Natarajan et al., 2006; Jiao et al., 2006]. Charakteristisch für die Entwicklung neuronaler
in vitro Netzwerke ist die Formation von Neuriten und Synapsen. Elektrische Aktivität
in Form einzelner spontaner Aktionspotenziale lassen sich nach wenigen Tagen in Kultur
beobachten [Morefield et al., 2000; Chiappalone et al., 2003].

1.6 Dreidimensionale in vitro Systeme

Biohybride Systeme aus MEAs und Kardiomyozyten bzw. Neuronen stellen eine etablier-
te Methode zur multiparallelen, nicht-invasiven Ableitung elektrogener Aktivität in hoher
zeitlicher und räumlicher Auflösung dar. Dissoziierte Zellen formen ein funktionales 2D Mo-
nolayer Netzwerk an der Elektrodenoberfläche und reagieren sensitiv auf chemische oder
physikalische Stimulation. In einem lebenden Organismus sind Zellen jedoch in einer 3D
Architektur organisiert und interagieren mit angrenzenden Zellen bzw. der extrazellulären
Matrix über biochemische oder mechanische Signale [Pampaloni et al., 2007]. Die Kultivie-
rung von in vitro Systemen als 2D Organisation an artifiziellen Oberflächen geht mit der
Veränderung zellulärer Kommunikation und dem Verlust gewebespezifischer Eigenschaften
einher [Abbott, 2003; Lin & Chang, 2008].

Während Methoden zur Kultivierung seit Jahrzehnten bekannt sind [Moscona, 1961; Els-
dale & Bard, 1972; Vollmer & Layer, 1986] und 3D Modelle erfolgreich, beispielsweise für
Anwendungen der Onkologie [Hoffman, 1991; Mueller-Klieser, 1997] oder Entwicklungsbio-
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logie [Layer et al., 1992; Layer & Willbold, 1993], eingesetzt wurden, konzentrierten sich
in vitro Studien primär auf 2D Kultursysteme. Durch vergleichende systematische Unter-
suchungen gewannen 3D gegenüber 2D Modellen erst in den letzten Jahren zunehmendes
Interesse und wurden als kompetenteres Ersatzmodell propagiert [Zhang, 2004; Pampaloni
et al., 2007; Lin & Chang, 2008].

Je nach Kulturmethode unterscheiden sich zelluläre Eigenschaften in einer 2D bzw. 3D
Architektur hinsichtlich Proliferation [Hindie et al., 2006], Morphologie [Weaver et al.,
1997], Differenzierung [Willerth et al., 2006] oder Genexpression [Birgersdotter et al., 2005].
Native elektrophysiologische Eigenschaften ventrikulärer Kardiomyozyten zeigen in einem
3D in vitro System gegenüber der Monolayerkultur höhere in vivo Analogie [Bursac et al.,
2003]. Wirkeigenschaften chemischer [McDonald et al., 1972] oder physikalischer [Behravesh
et al., 2005] Provokation sind signifikant durch die Wahl des Kulturmodells bestimmt. Die
Funktionalität elektrogener Zellen wie Kardiomyozyten und Neuronen ergibt sich durch
die Organisation zu einem Netzwerk. In einem Monolayer System sind sowohl die sich aus
z. B. Migration, Proliferation oder Differenzierung resultierende Netzwerkstruktur als auch
die Ausbreitung elektrogener Signale auf den 2D Raum begrenzt und können die Situation
im lebenden Organismus nur bedingt reproduzieren.

Zur Etablierung dreidimensionaler in vitro Modelle existieren unterschiedliche Methoden.
Auf Trägerstrukturen basierende Verfahren nutzen synthetische Polymere oder Biomate-
rialien (z. B. Collagen oder Matrigel™) als 3D Gerüst. Trägerstrukturen können jedoch die
Migration hemmen und Einfluss auf die Selbstorganisation des Netzwerks haben. Entspre-
chen die lateralen Abmessungen der Trägerstrukturen etwa denen der Zellen, liegt zwar ein
3D Netzwerk vor, jedoch bilden einzelne Zellen mit dem Gerüst eine 2D Mikroumgebung
[Zhang, 2004].

Abbildung 1.5: Methoden zur Reaggregation dissoziierter Zellen zu 3D Sphäroiden. (A) Rotationskultur (B)
Hanging-Drop-Verfahren (C) Zellkultivierung auf nicht-adhäsiven Oberflächen.

Sphärische Reaggregate aus dissoziierten Zellen, sogenannte Sphäroide, verzichten auf exo-
gene Trägerstrukturen. Sphäroide sind in etwa 300 – 500µm groß, bestehen aus einigen
100 – 500 · 103 Zellen [Layer et al., 2001] und können beispielsweise durch Rotationskul-
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tur [Moscona, 1961; Layer & Willbold, 1993], Hanging-Drop-Verfahren [Kelm et al., 2003]
oder Verwendung nicht-adhäsiver Substrate [Yuhas et al., 1977] generiert werden (siehe
Abbildung 1.5). Daneben lassen sich insbesondere für Hochdurchsatzverfahren Sphäroi-
de auf chipimplementierten Mikrokavitäten reaggregieren [Rieke et al., 2008]. Durch die
spezifische Netzwerk-Selbstorganisation und deren zugrunde liegenden Prozessen, wie Zell-
Zell-Erkennung, Aggregation, Sortierung sowie Proliferation und Differenzierung, können
sich histotypische Strukturen in einem Sphäroid ausbilden [Layer et al., 2001]. Dissoziierte
Zellen aus der Retina embryonaler Hühner reaggregieren zu Sphäroiden mit distinktiven
Zellschichten ähnlich der intakten Retina [Layer et al., 2002], was die Untersuchung neu-
roentwicklungsbiologischer Prozesse unter kontrollierten Bedingungen in vitro erlaubt. In
der Onkologie können Sphäroide als Modell für Tumore herangezogen werden, da sie Ei-
genschaften wie Proliferation oder Nährstoffversorgung imitieren [Kunz-Schughart et al.,
1998]. Die Impedanzspektroskopie kann hierbei als nicht-invasives Verfahren zur Analy-
se der Zellphysiologie dienen [Robitzki et al., 2002; Kloss et al., 2008b]. Weiterhin lassen
sich durch extrazelluläre Ableitung der Sphäroide mit Mikroelektroden Arrays Wirkeigen-
schaften chemischer oder physikalischer Stimulation, z. B. für Studien der Pharmakologie
oder der Effekte elektromagnetischer Felder auf biologisches Gewebe, an einem avaskulären
System untersuchen [Daus et al., 2011b, 2012].

1.7 Biologische Primärreaktionen auf
elektromagnetische Felder

Elektrische und magnetische Felder sind nicht ausschließlich anthropogene Phänomene
technologischer Entwicklungen in der mobilen Kommunikation, Energieversorgung oder
medizinischer Therapie und Diagnostik. Sie treten natürlich auf, beispielsweise in Form
des Erdmagnetfeldes oder der Potenzialdifferenz zwischen Ionosphäre und Erdoberfläche
[Antonopoulos, 2003; Demtröder, 2008]. Die zunehmende Verbreitung des Mobilfunks und
dessen niederfrequent modulierten, hochfrequenten elektromagnetischen Felder (EMF) er-
forderten jedoch eine Bewertung der damit verbundenen Risiken sowie der Festlegung von
wissenschaftlich belastbaren Grenzwerten.

Der Energieeintrag durch die Absorption von EMF in biologisches Gewebe wird durch die
spezifische Absorptionsrate (SAR) beschrieben. Die gesetzlichen Grenzwerte orientieren
sich weitgehend an der dielektrischen Erwärmung in Folge der Absorption. Es wird davon
ausgegangen, dass bei SAR-Werten unter 0,08W/kg bei Ganzkörper- bzw. 2W/kg bei
Teilkörperexposition unter Berücksichtigung endogener Thermoregulationsprozesse keine
gesundheitsschädlichen Effekte zu erwarten sind [ICNIRP, 1998].

Neben den thermischen Effekten, die die Basis für die Grenzwertfestlegung bilden, exis-
tieren athermische Wechselwirkungen, insbesondere der elektrischen Feldkomponente mit
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biologischen Systemen. Starke Wechselfelder induzieren elektrokinetische Effekte an gelade-
nen bzw. polarisierbaren Elementen, die in Form der Dielektrophorese oder Elektrorotation
für die Zell- und Partikelcharakterisierung Anwendung finden. Die erforderlichen Feldstär-
ken liegen bei etwa 5 kV und damit eindeutig im Bereich thermischer Effekte [Gimsa, 2006;
Glaser, 2009].

Die Existenz athermischer Phänomene bei Einhaltung der gesetzlichen Basisgrenzwerte
wurde in der Vergangenheit kontrovers diskutiert. Genotoxische Effekte lassen sich quan-
tenphysikalisch nicht direkt begründen, da die Energie elektromagnetischer Felder nicht zur
Ionisation eines Moleküls bzw. zur Induzierung eines DNA-Strang-Bruchs ausreicht. Ein
mutagenes Potenzial elektromagnetischer Felder müsste daher über sekundäre Mechanis-
men, beispielsweise den Reparaturprozessen, begründet sein [Phillips et al., 1998, 2009]. Ex-
perimentell konnten genotoxische Effekte bisher nicht reproduziert werden [Glaser, 2009].
Daneben wurden elektrophysiologische Effekte an unterschiedlichen Modellsystemen unter-
sucht und insbesondere mögliche Wirkmechanismen an der Zellmembran diskutiert. Einen
nichtlinearen Einfluss amplitudenmodulierter EMF auf die Kalziumhomöostase wurde in
einer Reihe früher Arbeiten durch Verwendung radioaktiver Isotope beschrieben [Bawin
et al., 1975; Blackman et al., 1980]. Die Existenz eines determinierten Fenstereffekts ist
thermodynamisch jedoch kaum haltbar und konnte durch Patch-Clamp Messungen expe-
rimentell nicht bestätigt werden [Gimsa, 2006]. Die Heterogenität der Dielektrizitätsei-
genschaften von Zellmembran und -kompartimenten führte zur Diskussion über mögliche
Demodulationsmechanismen in biologischen Systemen. Jedoch existiert weder eine theore-
tische noch eine experimentelle Bestätigung für den Demodulationsprozess [Gimsa, 2006;
Glaser & Haberland, 2009].

Zusammenfassend gibt es derzeit keine wissenschaftlich akzeptierten Wirkmodelle für
athermische Effekte schwacher elektromagnetischer Felder. Dennoch berichteten einige Stu-
dien sowohl bei Neuronen als auch Kardiomyozyten über veränderte Spontanaktivität nach
bzw. während der Exposition [z. B. Seaman & DeHaan, 1993; Abbate et al., 1996; Tatter-
sall et al., 2001]. Dies führt in aktuellen Zusammenfassungen zu einem uneinheitlichen Bild
und trägt zur weitgehenden Unsicherheit bei der Grenzwertfestlegung bei [D’Andrea et al.,
2003; Heynick et al., 2003; Juutilainen et al., 2011]. Studien auf epidemiologischer Ebene
bzw. Experimente an einzelnen Versuchspersonen und Tiermodellen leisten einen wichtigen
Beitrag zur Evaluierung potenzieller Gesundheitsrisiken. Epidemiologische Studien impli-
zieren jedoch die Problematik systematischer Fehler bei der Auswahl und Klassifikation der
Kontrollgruppen bzw. der untersuchten Endpunkte [Kundi, 2009]. Die Schwierigkeit bei in
vivo Experimenten liegt in der Charakterisierung und Reproduzierung der Versuchsbedin-
gungen, insbesondere der Dosimetrie. Werden individuelle Versuchstiere zur Beurteilung
athermischer Effekte herangezogen, lässt sich der Stimulus im Vergleich zu pharmakolo-
gischen Studien nicht beliebig skalieren, da sonst mit thermischen Artefakten zu rechnen
wäre [Leszczynski & Xu, 2010].
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1.8 Pharmakologische Wirkstoffsuche

Die Arzneimittelentwicklung bedient sich unterschiedlicher molekularbiologischer, gentech-
nologischer bzw. biotechnologischer Methoden, um Schlüsselmechanismen von Krankheits-
bildern und deren zugrunde liegenden Zielstrukturen zu identifizieren. Aus einer Leitstruk-
tur wird eine Reihe von Substanzen, die mit distinkten Zielstrukturen interagieren, entwi-
ckelt und hinsichtlich Pharmakokinetik und Metabolismus optimiert. Diese Wirkstoffkandi-
daten werden in der präklinischen Phase durch intensive in vivo bzw. in vitro Experimente
auf ihre pharmakologischen, toxikologischen und pharmakokinetischen Eigenschaften un-
tersucht. Für den Übergang zur klinischen Phase und zur Erstanwendung am Menschen
muss ein detailliertes Wirkprofil vorliegen und die Substanz den allgemein geforderten
Qualitätsansprüchen genügen [Estler & Schmidt, 2007].

Ionenkanäle sind integrale Bestandteile der Zellmembran und Zielstruktur für eine Vielzahl
pharmakologischer Wirkstoffe wie beispielsweise Lokalanästhetika, Antikonvulsiva oder An-
tiarrhythmika [Graefe et al., 2011]. In der Neuropharmakologie sind GABAerge Rezeptoren
mit ihren Bindungsstellen für Barbiturate oder Benzodiazepine von besonderem Interesse.
Benzodiazepine, wie z. B. Diazepam, zählen zu den wirksamsten Substanzen zur Therapie
von Schlafstörungen oder epileptischen Zuständen. Durch allosterische Modulation wird
die GABA induzierte Öffnungsfrequenz von Cl--Kanälen erhöht und daher die Genese hy-
perpolarisierender Potenziale induziert. Durch die kooperative Wechselwirkung wird den
Wirkstoffen nur minimale Toxizität zugeschrieben [Sieghart, 2006].

Zur medikamentösen Therapie kardialer Dysfunktionen, wie z. B. Herzrhythmusstörungen,
bieten sich Antiarrhythmika, eine Reihe selektiver Ionenkanalblocker, an. Phänomenolo-
gisch lassen sich Antiarrhythmika durch ihre Wirkung auf Aktionspotenziale den Na+-
Kanalblocker (Klasse I), β-Rezeptorenblocker (Klasse II), K+-Kanalblocker (Klasse III)
und Kalziumantagonisten (Klasse IV) zuordnen und können je nach pathophysiologischer
Situation zum Einsatz kommen. Einfluss auf die Herzfunktion können jedoch auch nicht-
kardiale Arzneimittel, wie z. B. Antibiotika oder Psychopharmaka, in Form proarrhythmi-
schen Potenzials haben [Lüllmann et al., 2010].

Die experimentelle, funktionale Untersuchung der elektrophysiologischen Wirkmechanis-
men von pharmakologischen Substanzen stellt damit einen konstitutiven Bestandteil der
Arzneimittelentwicklung dar. Im industriellen Maßstab sind insbesondere in der präklini-
schen Phase Verfahren erforderlich, die neben wissenschaftlichen auch wirtschaftlichen und
ethischen Ansprüchen genügen.
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Die Symbiose zellulärer in vitro Systeme und mikrostrukturierter Sensoren birgt für An-
wendungen der Pharmakologie, Toxikologie oder Grundlagenforschung hohes Potenzial,
evoziert jedoch eine insbesondere multidisziplinäre Aufgabe. Es werden zum einen Zell-
kulturen benötigt, die den Ansprüchen eines physiologisch repräsentativen Abbilds der in
vivo Situation genügen. Zum anderen müssen technische Systeme und Analysemethoden
entwickelt werden, die zelluläre Reaktionen qualitativ und quantitativ verwertbar machen.

Rotationsvermittelte Reaggregate, sogenannte Sphäroide, erlauben die in vitro Kultivie-
rung dissoziierter Zellen in einer 3D Architektur. Zellen adhärieren dabei nicht an artifi-
ziellen Substraten, sondern können durch selbstorganisierende Prozesse ein funktionales,
histotypisches Netzwerk reetablieren und analog der in vivo Situation eine 3D interzelluläre
Kommunikation und gewebespezifische Struktur erhalten.

Sphäroide aus Kardiomyozyten bzw. Neuronen wurden in der Vergangenheit für Anwen-
dungen der Pharmakologie [Bartholomä et al., 2005], Toxikologie [van Vliet et al., 2008],
oder zur Untersuchung neuronaler Plastizität [Uroukov & Bull, 2008] vorgeschlagen. Je-
doch wurden sie bisher im Allgemeinen nicht als zuverlässiges Analysesystem akzeptiert.
Biohybride Systeme aus Sphäroiden und MEAs könnten jedoch – insbesondere im Bereich
der klinischen Pharmakologie und Toxikologie bzw. in der Grundlagenforschung – wertvol-
le Informationen zur Beurteilung elektrophysiologischer Eigenschaften zellulärer Netzwerke
liefern und die Lücke zwischen biochemischen Methoden auf der einen Seite und Tierver-
suchen auf der anderen Seite schließen.

Im Rahmen dieser Arbeit soll ein Biosensor aus Sphäroiden und Mikroelektroden Arrays
entwickelt werden, der zelluläre Reaktionen auf chemische und physikalische Provokation
qualitativ und quantitativ verwertbar macht. Dazu werden Kardiomyozyten bzw. Neuronen
embryonaler Hühner in Rotationskultur zu Sphäroiden reaggregiert und nicht-invasiv an
Mikroelektroden Arrays gekoppelt. Gewebe des Herzens ist im nativen Zustand durch regel-
mäßige, synchrone Netzwerkaktivität sowie charakteristischen Membranpotenzialänderun-
gen während eines Aktionspotenzials gekennzeichnet. Mit geeigneten Referenzsubstanzen
soll geprüft werden, ob sich der Biosensor zur Beurteilung der Ionenströme, Kontrakti-
onsfrequenz, Synchronisation oder möglichen Arrhythmien eignet und somit funktionale
Aussagen über den Stimulus auf ein lebendes System zulässt.

Messsignale von neuronalen Netzwerken auf MEAs sind durch einzelne, asynchrone Spikes
(extrazellulär abgeleitete Aktionspotenziale) und Bursts (hochfrequente Gruppen von ein-
zelnen Spikes) sowie Rauschanteilen geprägt. Durch die 3D Strukturierung des Netzwerks
ist im Vergleich zu 2D Systemen eine höhere Anzahl von Neuronen am Signal beteiligt,
die in unterschiedlichen horizontalen Ebenen des Sphäroids liegen und damit unterschied-
liche Zell-Elektroden-Konfigurationen aufweisen. Daher ist zu erwarten, dass konventionel-
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le, thresholdbasierte Ansätze und Algorithmen zur Signalklassifikation nicht geeignet sind.
Auf Basis elaborierter Methoden sollen im Rahmen dieser Arbeit neue Algorithmen entwi-
ckelt werden, die eine valide Quantifizierung und Interpretation neuronaler Sphäroidsignale
zulässt. Diese Algorithmen sollen anschließend zur Untersuchung chemisch provozierter Ef-
fekte durch Applikation von GABAA-bindenden Substanzen herangezogen werden.

Neben chemisch stimulierten Effekten sollen an Sphäroiden aus Kardiomyozyten auch
Wechselwirkungen von biologischem Gewebe und hochfrequenten elektromagnetischen Fel-
dern untersucht werden. Dazu wird der Biosensor in einen Expositionsaufbau implementiert
und elektromagnetische Felder mit für den Mobilfunk relevanten Frequenzen und Feld-
stärken appliziert. Zur Beurteilung der Feld- bzw. Temperaturbedingungen werden Finite
Elemente Simulationen herangezogen und messtechnisch verifiziert.

Teilaspekte der vorliegenden Arbeit wurden bereits in den Journalen Bioelectromagnetics
[Daus et al., 2011b], Sensors and Actuators [Daus et al., 2012] und Journal of Neuroscience
Methods [Bestel, Daus et al., 2012] publiziert, zur Veröffentlichung in Transactions on Bio-
medical Engineering [Nick, Daus et al., 2013] eingereicht sowie als Konferenzbeiträge [Daus
et al., 2009; Daus et al., 2010a; Daus et al., 2010b; Daus et al., 2011a; Daus & Thielemann,
2010; Goldhammer, Daus et al., 2009; Thielemann, Daus et al., 2012] vorgestellt.
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2 Material und Methoden

2.1 Dreidimensionale Zellkultur

Für die in vitro Kultivierung primärer Zellen in einer 3D Architektur gibt es unterschiedli-
che Ansätze und Methoden. In dieser Arbeit wurde die Sphäroidtechnik gewählt, da diese
seit Jahren für unterschiedliche Gewebearten etabliert ist und auf exogene Trägerstrukturen
verzichtet. Damit war sichergestellt, dass Zellsortierungsprozesse aber auch mechanische
Kontraktionen im Falle der Kardiomyozyten nicht durch artifizielle Substrate beeinflusst
wurden.

Zur Herstellung von Sphäroiden aus Kardiomyozyten wurde das Herzgewebe embryonaler
Hühner (Stadium 28 – 29HH, [Hamburger & Hamilton, 1951]) isoliert und mit F12 (Me-
dien bezogen von CCPro, Oberdorla, sofern nicht anders vermerkt) gewaschen. Anschlie-
ßend wurde das Gewebe mit einer Mikroschere in HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)
zerkleinert und resultierende Fragmente in ein 15ml Zentrifugenröhrchen überführt. Der
erste enzymatische Dissoziierungsschritt erfolgte in 10ml Trypsin/EDTA (0,05%/0,02%)
bei 37 ◦C. Nach 10min wurde der Überstand abgenommen und verworfen, da hier primär
nicht-kontraktile Zellen, wie z. B. Fibroblasten, enthalten waren [Sperelakis, 1978]. Es folg-
te eine erneute Zugabe von 3,5ml Trypsin/EDTA. Nach 8min Inkubation bei 37 ◦C wurde
der Überstand in eiskaltes DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) mit 10% FCS
(Fetal Calf Serum) überführt, 3,5ml frisches Trypsin/EDTA den Fragmenten zugegeben
und etwa 10 mal vorsichtig auf- und abpipettiert. Dieser Schritt wurde 3 – 5 mal wiederholt,
bis das Gewebe vollständig dissoziiert war. Die Zellsuspension wurde durch ein Zellsieb (Po-
rengröße 40µm) transferiert, um restliche Fragmente zu beseitigen und 10min bei 900 rpm
zentrifugiert (Labofuge 400R, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Das resultierende
Zellpellet wurde in Zellkulturmedium (DMEM mit 10% FCS, 2% CS (Chicken Serum),
0,5mM Glutamin, 50U/ml Penicillin und 50µg/ml Streptomycin) resuspendiert und zu-
nächst in einer Zellkulturflasche bei 37 ◦C und 5% CO2 inkubiert. Dies hatte zur Folge,
dass ein Teil der Fibroblasten und Endothelzellen adhärierten und im Überstand ein hö-
herer Anteil kontraktiler Zellen vorlagen. Der Überstand konnte nach 1 h abgezogen und
die Zelldichte mit einer Neubauer improved Zählkammer bestimmt werden. 1,8 · 106 Zellen
in 2ml Zellkulturmedium wurden in 35mm Petrischalen überführt und diese auf einen
orbitalen Rotationsschüttler (72 rpm, 20mm Orbit) in einem Inkubator (37 ◦C, 5% CO2)
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platziert. 5 – 7 mal wöchentlich fand ein Austausch des Zellkulturmediums durch frisches,
vorgewärmtes statt.

Neuronale Sphäroide wurden aus dissoziierten Zellen des Mesencephalons von Hühnerem-
bryonen (Stadium 28 – 29HH) reaggregiert. Die mechanische und enzymatische Vereinze-
lung erfolgte analog der Kardiomyozyten, jedoch waren nur 2 – 3 Verdauschritte in Tryp-
sin/EDTA nötig und auf eine Vorkultivierung in Zellkulturflaschen wurde verzichtet. Die
Zellkonzentration wurde vor der Kultivierung auf 2 · 106 Zellen in 2ml Medium eingestellt.

2.2 Zweidimensionale Zellkultur

Für vergleichende Untersuchungen wurden dissoziierte Kardiomyozyten bzw. Neuronen
auch als Monolayer auf Petrischalen und MEAs kultiviert. Die anorganischen Substrate re-
flektierten jedoch nicht die Eigenschaften biologischen Gewebes, stellten für Zellen folglich
eine unattraktive Umgebung dar und mussten einer physikalischen bzw. chemischen Vor-
behandlung unterzogen werden. MEAs sind im nativen Zustand hydrophob und wurden
daher für 5min mit Sauerstoffplasma (Femto 40 kHz, Diener, Nagold) exponiert. Dies führte
zur Spaltung von Oberflächenmolekülen und Bildung einer polaren und somit hydrophilen
Oberfläche [Egert & Meyer, 2005]. Weiterhin erfolgte vor der Zellaussaat eine Immobili-
sierung von Adhäsionspromotoren an den MEA bzw. Petrischalenoberflächen. Für die 2D
Kultivierung von Kardiomyozyten wurden die Substrate ganzflächig mit 50µg/ml Fibro-
nektin in phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) bedeckt und inkubiert. Nach 2 h wurde das
Fibronektin abgenommen und die Oberfläche dreifach mit PBS gewaschen. Anschließend
wurden 100µl Zellsuspension mit 250 · 103 Zellen als Tropfen auf die MEAs bzw. Petri-
schalen appliziert und nach 5 h mit Zellkulturmedium aufgefüllt. Die Kultivierung von neu-
ronalen Zellen erfolgte auf Substrate, die mit Poly-D-Lysin (Sigma Aldrich, Taufkirchen)
beschichtet waren. Poly-D-Lysin wurde dazu in PBS gelöst und in einer Konzentration von
0,1mg/ml über Nacht auf MEAs bzw. Petrischalen gegeben. Am nächsten Tag erfolgten
drei Waschschritte und dissoziierte Neuronen (125 · 103 Zellen in 100µl Zellkulturmedium)
konnten direkt auf die Substrate gegeben werden.

2.3 Extrazelluläre Ableitungen mit
Mikroelektroden Arrays

Die verwendeten MEA-Chips (Multichannel Systems MCS GmbH, Reutlingen) inkorpo-
rierten 60 Elektroden in einem Glassubstrat. Neben Standard MEAs, deren Elektroden
(30µm Elektrodendurchmesser, 200µm Abstand zwischen den Elektroden) in einer 8 x 8
Konfiguration angebracht waren, kamen High-Density (HD) MEAs (10µm Elektroden-
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durchmesser, 30µm Abstand zwischen den Elektroden) mit zwei 5 x 6 Konfigurationen auf
einem Chip zum Einsatz. Die Elektroden bestanden aus Titannitrid (TiN), das durch che-
mische Gasphasenabscheidung (CVD, chemical vapor deposition) von Stickstoff auf native
Titansubstrate prozessiert wurde. Herstellungsbedingt resultierte aus dem CVD-Verfahren
eine nanofraktale Oberflächenstruktur der Elektroden, was durch die vergrößerte Oberflä-
che zu einer niedrigeren Elektrodenimpedanz und im Vergleich zu Gold- oder Platinelektro-
den niedrigeren Rauschverhältnissen führte [Fejtl et al., 2006]. Unter Annahme stationärer
Bedingungen betrug der Effektivwert (rms, root mean square) des Rauschens bei Standard
MEAs mit 30µm Elektrodendurchmesser etwa wenige 10-6V. HD MEAs besaßen kleinere
Elektroden und damit eine reduzierte Elektrodenoberfläche, erlaubten jedoch durch die
geringeren Elektrodenabstände die Adressierung und Ableitung mehrerer Bereiche eines
Sphäroids (vgl. Abbildung 2.1). Standard MEAs lieferten auf 1 – 4 Elektroden verwertbare
Signale, bei HD MEAs wurden bis zu 20 aktive Elektroden pro Sphäroid registriert, was
eine detaillierte Analyse zeitlicher und räumlicher Aktivitätsmuster zuließ.

Abbildung 2.1: Analyse zeitlicher und räumlicher Aktivitätsmuster mit High-Density MEAs. (A) Einzelner Sphäro-
id auf HD MEA Oberfläche. Neben des Sphäroids sind die Elektroden als schwarze, quadratisch angeordnete Kreise,
sowie deren assoziierten, halbtransparenten Leiterbahnen ersichtlich. (B) Schematische Darstellung der Sphäroid-
Elektroden-Kopplung. Die Implementierung eines Arrays in einer 5 x 6 Konfiguration mit 30µm Elektrodenabstand
erlaubte die Adressierung und Ableitung multipler Netzwerkpositionen, vgl. (C). Abbildung modifiziert nach [Daus
et al., 2012].

Die Elektrodenfelder waren von einem Glasring umgeben (vgl. Abbildung 1.3, Kapitel 1),
was die Zugabe von 1 – 2ml Zellkulturmedium und pharmakologischen Substanzen ermög-
lichte. Die Leiterbahnen bestanden aus Titan (Standard MEAs) bzw. Indiumzinnoxid (HD

- 21 -



2.4 Analyse extrazellulärer Potenziale der Kardiomyozyten

MEAs) und waren durch eine 500 nm dicke Siliziumnitridschicht von Medium und Zellen
isoliert. Mit einem Heizelement konnte die Temperatur während der Experimente konstant
auf 37 ◦C gehalten werden.

Über einen Vorverstärker (MEA1060, Multichannel Systems) mit einem Verstärkungs-
faktor von 1200 für das Frequenzband 1Hz – 3 kHz wurden die Elektroden den analogen
Eingängen einer Messkarte (NI 6071E, National Instruments, Austin, USA) zugeführt und
kontinuierliche extrazelluläre Potenziale in digitale, zeitdiskrete Signale gewandelt. Die
Abtastrate betrug für Kardiomyozyten 20 kHz und für Neuronen 25 – 50 kHz. Die Mess-
datenerfassung und -speicherung wurde über eine LabVIEW-basierte Softwareumgebung
realisiert [Steininger, 2005; Bestel, 2010]. Die Algorithmen zur Messdatenauswertung wur-
den in der Programmiersprache MATLAB (The MathWorks, Natick, USA) implementiert.
Bedingt durch die unterschiedliche Ausprägung extrazellulärer Potenziale von Kardiomyo-
zyten und Neuronen wurde die Analyse separat behandelt (siehe Kapitel 2.4 und 2.5).

2.4 Analyse extrazellulärer Potenziale der
Kardiomyozyten

Im funktional suffizienten Herzgewebe sind rhythmische, formkonstante und quasi netz-
werksynchron auftretende Aktionspotenziale kontraktiler Kardiomyozyten charakteris-
tisch. Endogene bzw. exogene Faktoren können Einfluss auf diese elektrophysiologischen Ei-
genschaften haben und pathologische Zustände induzieren oder in Form kardioaktiver Sub-
stanzen zur medikamentösen Therapie bei Herzinsuffizienz Einsatz finden. Daher wurden
zur Charakterisierung des sphäroidbasierten Biosensors, bzw. zur Untersuchung chemisch
oder physikalisch provozierter Reaktionen primärer Kardiomyozyten die Kontraktionsfre-
quenz, die Rhythmik bzw. Arrhythmien, der zeitliche Verlauf einzelner Feldpotenziale,
sowie die Netzwerksynchronizität als Kriterien herangezogen.

Zellsignale wurden durch Definition einer Schwellspannung (Threshold) vom Rauschen dis-
kriminiert. Unter Annahme approximativer Normalverteilung errechnete sich der Thres-
hold für jede Elektrode individuell nach T = 7 ·σR, wobei σR der Standardabweichung des
Signalrauschens entspricht [Chiappalone et al., 2005]. Wurde der Threshold vom Messsignal
überschritten, wurde das absolute Minimum des Verlaufs ermittelt und dies als Zeitstempel
(Timestamp) gespeichert. Nach jedem Timestamp war eine Refraktärperiode von 200ms
festgesetzt, in der kein weiteres Aktionspotenzial detektiert werden konnte. Die zeitlichen
Abstände zwischen zwei aufeinanderfolgenden Timestamps wurden als Interfeldpotenzial
Intervalle (IFI) definiert.

Die Feldpotenzialfrequenz (FP Frequenz) ergab sich aus dem reziproken Median aller IFIs
einer Messung. Der Median entspricht dem 0,5-Quantil x̃0,5 einer sortierten Folge und ist
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Abbildung 2.2: Kriterien zur Analyse elektrophysiologischer Eigenschaften von Kardiomyozyten. (A) Signalaus-
breitung in einem 2D Netzwerk auf einem MEA. Die zeitliche Verzögerung der Feldpotenziale ist durch Falschfarben
dargestellt und dokumentiert synchronisierte Netzwerkaktivität. (B) Extrazellulär abgeleitetes Signal von Kardio-
myozyten. Modifiziert nach [Daus et al., 2011b].

damit unabhängig von der Verteilungsfunktion und unempfindlich gegenüber z. B. mess-
technisch bedingten Ausreißern. Daher wurde der Median als robuster Schätzer dem Arith-
metischen Mittel vorgezogen. Die mittlere absolute Abweichung vom Median (MAD) ist
ein Maß für die Streuung der IFIs und wurde zur Bewertung der Rhythmik verwendet. Das
Aktionspotenzial einer Herzmuskelzelle folgt einem charakteristischen Verlauf, der spezifi-
schen transienten Ionenströmen unterliegt. Bei einer Abtastrate von 20 kHz (vgl. Kapitel
2.3) lässt sich das extrazellulär abgeleitete Aktionspotenzial der Dauer 300ms (vgl. Kapitel
1.4) durch 6·103 Datenpunkte rekonstruieren und somit einzelne Phasen des Signals bewer-
ten. Änderungen im Signalmuster wurden durch Applikation pharmakologisch wirksamer
Referenzsubstanzen provoziert, um Rückschlüsse auf die Bedeutung distinkter Elemente
im repetitiven extrazellulären Potenzial zu ziehen. Die Evaluierung der Netzwerksynchro-
nizität ergab sich durch Korrelation der Feldpotenzialfrequenz an unterschiedlichen Netz-
werkpositionen eines Sphäroids. Hierzu wurden insbesondere HD MEAs verwendet, die mit
einem Interelektrodenabstand von 30µm eine hohe räumliche Auflösung gewährleisteten.

2.5 Multivariante Analyse neuronaler
Sphäroidsignale

Während das extrazellulär abgeleitete Signal von Kardiomyozyten durch das rhythmi-
sche Auftreten netzwerksynchroner Feldpotenziale geprägt ist, liegt bei neuronalen Zellen
ein scheinbar stochastisches Muster aus einzelnen Spikes und Bursts vor. Konventionelle
Verfahren, die auf Basis statischer Thresholds zur Analyse zweidimensionaler Netzwerke
herangezogen werden [z. B. Morefield et al., 2000; Chiappalone et al., 2005; Xiang et al.,
2007], konnten für Sphäroide nicht angewandt werden. Die 3D Architektur von Sphäro-
iden führt im Detektionsradius der Messelektrode zu einer lokal höheren Zelldichte und
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Partizipation multipler Neuronen am Messsignal. Bedingt durch den individuellen Zell-
Elektroden-Abstand sind Amplituden der Spikes höchst variabel und können in manchen
Fällen nicht augenscheinlich isoliert werden. Daneben werden Bursts durch niederfrequente
Signalanteile begleitet und können zu deutlichen Artefakten führen (vgl. Abbildung 2.3).

Zur Analyse neuronaler Sphäroidsignale wurde daher eine neue Vorgehensweise entwickelt
und angewandt. Mittels robuster statistischer Methoden wurde ein dynamischer Threshold
berechnet, der im ersten Schritt potenzielle Spikes isolierte. Anschließend wurden insgesamt
17 Attribute für jeden Spike ermittelt und klassifiziert. Im letzten Schritt wurden die
Zellsignale durch eine multivariante Betrachtung vom Rauschen diskriminiert und eine
Spike- bzw. Burstanalyse durchgeführt.

2.5.1 Definition eines dynamischen Thresholds

Konventionelle Algorithmen zur Analyse zweidimensionaler Netzwerke nutzen lediglich die
Amplitude als Parameter zur Spikeextraktion. Dazu wird ein Teil des Messsignals isoliert,
in dem keine Zellsignale vorliegen und die Standardabweichung σ des Rauschens ermittelt
[vgl. Egert et al., 2002a]. Unter Annahme stationärer Bedingungen und eines normalverteil-
ten Rauschsignals lassen sich durch 7·σR über 99,999% des Rauschens eliminieren. Im Falle
von neuronalen Sphäroiden sind Signalabschnitte, die ausschließlich Rauschen repräsentie-
ren, jedoch nicht eindeutig definierbar. Partizipieren extrazelluläre Potenziale niedriger
Amplitude in diesen Bereichen, kann nur bedingt von stationären bzw. normalverteilten
Bedingungen ausgegangen werden und Thresholds lassen sich nicht präzise bestimmen.

Daher wurde das Gesamtsignal zur Berechnung des Thresholds verwendet. Es konnte ange-
nommen werden, dass der Anteil zellulärer Signale klein ist im Vergleich zu Rauschanteilen
und die mittlere Abweichung vom Median (MAD) D̃ als robuster Parameter zur Thres-
holddefinition herangezogen werden kann. Der Threshold T berechnete sich nach

T = 3 · D̃ + x̃0,5 (2.1)

Der Median x̃0,5 diente als Korrekturelement für messtechnisch bedingte Nullpunktfehler.
Wäre das Messsignal standardnormalverteilt, würde nach Formel 2.2 [Huber, 1981; Owen,
2010]

σ =
1

Φ(3
4)
· D̃ ≈ 1, 483 · D̃ (2.2)

der Threshold etwa 2σ entsprechen. Aus dieser Berechnung folgt, dass das Rauschen nicht
eindeutig isoliert wurde und neben zellulären Spikes auch Spikeartefakte vorlagen. Die-

- 24 -



2.5 Multivariante Analyse neuronaler Sphäroidsignale

se wurden in einem zweiten Analyseschritt durch Evaluation mehrerer spikespezifischer
Attribute (vgl. nachfolgenden Abschnitt 2.5.2) eliminiert.

Ausgeprägte Burstereignisse wurden häufig von niederfrequenten Signalanteilen begleitet.
Tiefe Frequenzen können zwar durch Anwendung geeigneter Hochpassfilter (vgl. Abbil-
dung 2.3 B) unterdrückt werden, jedoch geht dies mit dem Verlust bzw. der Manipulation
spikespezifischer Informationen im Frequenz- und Zeitbereich einher. Daher wurde ein dy-
namisches Thresholdmodell entwickelt, das robust gegenüber niederfrequenten Artefakten
ist (vgl. Abbildung 2.3 A).

Abbildung 2.3: Potenzialverlauf während eines Bursts. (A) Bursts werden von niederfrequenten Signalanteilen
begleitet. Das dynamische Thresholdmodell folgt tiefen Frequenzen und erlaubt eine robuste Signalanalyse. (B)
Durch 100Hz Hochpass (HP) Transformation lassen sich niederfrequente Anteile eliminieren. Dies geht jedoch mit
dem Verlust bzw. der Manipulation spikespezifischer Informationen einher.

Das Messsignal wurde zunächst durch gleitende Polynomanpassung nach Savitzky und
Golay [Savitzky & Golay, 1964] geglättet. Dabei wurden die Messwerte eines gleitenden
Fensters durch Regressionsanalyse einem Polynom 1.Ordnung approximiert. Das geglättete
Signal wurde nach dem in Formel 2.1 errechneten Schwellwert verschoben und diente als
neuer Threshold. Im Gegensatz zu statischen Verfahren folgte der dynamische Threshold
niederfrequenten Signalanteilen und konnte zur verlässlichen Spikedetektion herangezogen
werden.

2.5.2 Multivariante Spikedetektion

Aus dem dynamischen Thresholdverfahren resultierten eine Reihe potenzieller Spikes, die
neben zellulären Signalen rauschbedingte Artefakte involvierten. Da eine reine Diskrimi-
nierung über die Amplitude bei Sphäroiden keine verwertbaren Ergebnisse lieferte, wurden
die Signale anhand multipler Eigenschaften im Zeit- und Frequenzbereich untersucht. Ne-
ben der negativen Amplitude wurden für jeden der detektierten Spikes weitere 16 Attribute
berechnet (siehe Abbildung 2.4).
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Abbildung 2.4: Multivariante Spikedetektion. Po-
tenzielle Spikes wurden anhand multipler Attribute
im Zeit- und Frequenzbereich diskriminiert:

• Positive und negative Signalamplitude
• Winkel der steigenden und fallenden Flanke
• Spikedauer
• Negative und positive Signalenergie
• NEO Koeffizient
• 1. – 3.Hauptkomponente
• 1. – 3.Wavelet Verteilungskoeffizient
• 1. – 3.Wavelet Shannon Entropie Koeffizient

Die negative bzw. positive Amplitude ergab sich aus dem absoluten Minimum bzw. Ma-
ximum eines Spikes. Ausgehend vom absoluten Minimum konnte der Winkel nach links,
entsprechend der fallenden Flanke, der Winkel nach rechts, entsprechend der steigenden
Flanke, sowie die Dauer des Spikes mittels einfacher trigonometrischer Funktionen berech-
net werden. Die positive bzw. negative Signalenergie kann insbesondere bei schwachem
Signal-Rausch-Verhältnis (SNR, signal-to-noise-ratio) oder niedrigen Abtastraten dienen
und wurde für das Signal s(t) nach Gleichung 2.3 berechnet [Bestel, Daus et al., 2012].

Es =

∫ ∞
−∞

s2(t)dt (2.3)

Der nichtlineare Energieoperator (NEO) ist ein Schätzer des Energiegehaltes einer linearen
Oszillation und amplifiziert hochfrequente Anteile in stochastischen Signalen [Kaiser, 1990;
Mukhopadhyay & Ray, 1998]. Für zeitdiskrete Signale x(n) lässt sich der NEO Ψd[x(n)]

nach Gleichung 2.4 bestimmen [Maragos et al., 1993].

Ψd[x(n)] = x2(n)− x(n− 1)·x(n+ 1) (2.4)

Neben geometrischen Merkmalen wurden frequenz- und vektorbasierte Attribute berechnet
[Algorithmen entsprechend Bestel, 2011] und zur Klassifikation herangezogen. Die Haupt-
komponentenanalyse ist ein etabliertes Verfahren der multivarianten Statistik, bei dem
die Varianz eines n-dimensionalen Datensatzes durch unkorrelierte Faktoren, sogenannte
Hauptkomponenten, beschrieben wird [Jolliffe, 2002]. Die Hauptkomponenten ergeben sich
aus der Linearkombination des nativen Datensatzes, der sich aus Spannungswerten der
potenziellen Spikes zusammensetzt. Die Eigenvektoren der korrespondierenden Kovarianz-
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matrix bilden die Koeffizienten der Linearkombination. Zur Merkmalsextraktion wurden
die ersten drei Hauptkomponenten herangezogen, wobei die erste die größtmögliche Vari-
anz beschreibt. Folgende Hauptkomponenten sind jeweils orthogonal, nicht korreliert und
erfassen die Varianz, die von vorausgehenden Hauptkomponenten nicht erfasst wurden
[Schendera, 2004; Bestel, 2011; Bestel, Daus et al., 2012].

Als Attribute im Frequenzbereich wurden zwei Varianten von Wavelet Koeffizienten der
Wavelet-Paket-Transformation (WPT) herangezogen. Zeitsignale können allgemein durch
Fourier Transformation in den Frequenzbereich abgebildet werden. Um Zeitinformationen
nicht-stationärer Signale zu erhalten, bietet sich die gefensterte Fourier Transformation
an, die in ihrer Frequenz- und Zeitauflösung jedoch nicht adaptiv ist [Stark, 2005]. Die
Wavelet Transformation wurde entwickelt, um frequenz- und zeitspezifische Informationen
eines Signals zu erhalten. Die Wavelet Transformation eines kontinuierlichen Signals f(t)

ist daher eine Funktion der variablen Skalierungsfaktoren a bzw. Translationsfaktoren b

und lässt sich nach Gleichung 2.5 darstellen [Hulata et al., 2002].

W (a, b) =

∞∫
−∞

1√
a
ψ

(
t− b
a

)
f(t)dt (2.5)

Für zeitdiskrete Signale erfolgt die WPT analog eines rekursiven Filterprozesses, in dem
das Signal in Hochpass- bzw. Tiefpasskomponenten getrennt wird. Aus den Iterationen
resultiert eine Reihe von Wavelet Koeffizienten. Die drei Wavelet Koeffizienten, die die Un-
terschiede im Signalmuster am exaktesten beschreiben konnten, wurden durch Evaluierung
der individuellen Verteilungsfunktion ermittelt und als Attribute herangezogen. Daneben
wurde die Shannon Entropie für die einzelnen Wavelet Koeffizienten berechnet und als drei
weitere Attribute zur Spikediskriminierung verwendet [Bestel, 2011; Bestel, Daus et al.,
2012].

2.5.3 Clustering

Um aus den 17 berechneten Attributen geeignete Merkmale zur Spikediskriminierung zu
extrahieren, wurden zunächst die Verteilungsfunktionen der Attribute auf Bi- bzw. Multi-
modalität und Redundanz untersucht. Dazu wurde die Häufigkeitsverteilung der einzelnen
Merkmale durch n-modale Funktionen approximiert [Algorithmen entsprechend Bestel,
2011].

War das Attribut durch eine unimodale Verteilungsfunktion beschrieben (vgl. Abbildung
2.5B), wurde es in der Analyse nicht verwertet, da es keine kausale Diskriminierung er-
möglichte. Lag eine Korrelation mit anderen Merkmalen vor, lieferte das Attribut keine
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konstruktive Information und wurde daher ebenfalls nicht zur Separation in Betracht ge-
zogen. Aus den resultierenden Attributen wurden bis zu n = 8 ausgewählt, die aufgrund
ihrer Verteilungsfunktion die höchste Trennschärfe auswiesen [Bestel, 2011].

Abbildung 2.5: Ergebnis der multivarianten Spikeanalyse. (A) Attribute mit bimodaler Verteilung wurden je nach
Ausprägung der Trennschärfe zur Spikediskriminierung herangezogen. (B) Lag eine unimodale Verteilungsfunktion
vor, war das Attribut nicht zur Separation geeignet. (C) Die Darstellung im zweidimensionalen Merkmalsraum lässt
augenscheinlich zwei Objektgruppen, sogenannte Cluster, identifizieren. Durch weiche Clusteranalyse mit dem EM
Algorithmus lassen sich die Datenpunkte zellulären Spikes (rot) oder Rauschartefakten (grau) zuordnen.

Im letzten Schritt fand die Trennung von zellulären Spikes und Rauschartefakten durch
Clusteranalyse mittels EM (Expectation Maximization) Algorithmus [Dempster et al.,
1977] statt. Die Daten im n-dimensionalen Merkmalsraum wurden iterativ durch Appro-
ximation Gaußscher Mischverteilung beschrieben [Bestel, 2011]. Somit konnte jeder Da-
tenpunkt mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit einer bestimmten Gaußfunktion und
entsprechend dem Cluster Spikes oder Rauschartefakte (siehe Abbildung 2.5 C) zugeord-
net werden.

2.5.4 Burstanalyse

Zur Bewertung der elektrischen Aktivität und Ermittlung von Dosis-Wirkungs-
Beziehungen wurde neben der Anzahl der Spikes pro Minute (Spikerate) auch die Anzahl
der Bursts (Burstrate) herangezogen, da diese Ereignisse für neuronale Netzwerke charak-
teristisch sind. Dazu wurden die detektierten Spikes und deren Zeitstempel (Timestamps)
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in ein binäres Muster, den Spiketrain, überführt und die zeitlichen Abstände der Spikes
(Interspikeintervalle, ISI) ermittelt. Ein Burst wurde nach der Methode der maximalen
Intervalle mit folgenden Parametern definiert [Tam, 2002; Jungblut et al., 2009]:

• Interspikeintervall bei Burstbeginn ≤ 10ms

• Interspikeintervall bei Burstende ≤ 20ms

• Interburstintervall ≥ 500ms

• Anzahl von Spikes in einem Burst ≥ 3

Entsprechend wurde eine hochfrequente Folge von Spikes als Burst gewertet, wenn diese
aus mindestens 3 Spikes im maximalen Abstand von jeweils 10ms bestand. Terminiert
wurden die Bursts durch das maximale Interspikeintervall von 20ms sowie dem minimalen
Burstabstand der Dauer 500ms [Jungblut, 2006].

2.6 Pharmakologische Untersuchungen

Die intrinsischen Signalmuster der Sphäroide wurden durch Applikation pharmakologisch
wirksamer Substanzen modifiziert, um Aussagen über Sensitivität bzw. Selektivität des
Biosensors zu treffen. Dazu wurden die MEAs entsprechend Kapitel 2.2 präpariert, je-
doch wurde bei Experimenten mit Kardiomyozyten auf die Fibronektinimmobilisierung an
der Substratoberfläche verzichtet. Die MEAs wurden mit 1ml Zellkulturmedium gefüllt,
einzelne Sphäroide der Rotationskultur entnommen und auf den Elektroden platziert. Es
folgte eine Inkubation bei 37 ◦C, um eine stabile Zell-Elektroden-Kopplung sicherzustellen.
Nach mindestens 2 h wurden die MEAs aus dem Brutschrank entnommen und die nati-
ve Aktivität über die Dauer von 1 – 3min aufgezeichnet. Die kardio- bzw. neuroaktiven
Substanzen wurden mit Zellkulturmedium auf die gewünschte Konzentration eingestellt
und konnten den Sphäroiden direkt zugegeben werden. Dabei war zu beachten, dass durch
die Applikation die Menge des im MEA existenten Mediums um maximal 10% verändert
wurde. Somit konnten mechanische bzw. metabolische Effekte reduziert werden. Es folg-
te eine zweite Messung, deren extrahierte Parameter auf die Kontrollsituation normiert
wurden. Die Sphäroide wurden jeweils nach den Experimenten verworfen und nicht zur
Untersuchung weiterer Substanzen herangezogen.

An Kardiomyozyten wurden die Substanzen Isoproterenol, Lidocain, Diltiazem und 4-
Aminopyridin (Sigma-Aldrich) zwischen 3 – 10 div (days in vitro, Tage in Kultur) unter-
sucht. Isoproterenol ist ein β-adrenozeptor Agonist, der ähnlich dem Adrenalin positive
chronotrope Wirkung besitzt [Aravanis et al., 2001]. Lidocain bzw. Diltiazem sind Antiar-
rhythmika, die sich aufgrund ihrer elektrophysiologischen Wirkmechanismen der Klasse I

(Natriumkanalblocker) bzw. Klasse IV (Kalziumkanalblocker) zuordnen lassen [Freissmuth
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et al., 2012]. 4-Aminopyridin hemmt reversibel die Kaliumleitfähigkeit durch Interaktion
mit der α-Untereinheit des entsprechenden Kanalproteins [Koch, 2004].

Die elektrischen Aktivitätsmuster von neuronalen Sphäroiden wurden an den Kulturtagen
14 – 21 durch Applikation von GABA und Bicucullin (Sigma-Aldrich) modifiziert. Bicu-
cullin ist ein kompetitiver GABA Antagonist und konkurriert direkt mit dem Neurotrans-
mitter um die Bindung am Rezeptorkomplex. Die inhibitorische Wirkung von GABA wird
somit durch Bicucullin gehemmt, was im Gehirn zu einer Zunahme der Aktivität bzw.
epileptischen Zuständen führen kann [Alger & Möhler, 2001; Jungblut, 2006].

2.7 Elektromagnetische Exposition

Die elektromagnetische Felderzeugung zur Untersuchung biologischer Primärreaktionen
wurde mit einem offenen, transversal elektromagnetischen (TEM) Wellenleiter (Stripli-
ne) realisiert [Goldhammer, 2008, 2009]. Die Stripline (siehe Abbildung 2.6) bestand aus
zwei planparallelen Metallplatten im Abstand von 50mm. Das Hochfrequenzsignal wur-
de mit einem Signalgenerator (SML03, Rohde&Schwarz, München) erzeugt, verstärkt
(AP32 SV125, Prâna, Brive, Frankreich) und über eine Koaxialverbindung dem oberen
Metallelement, dem Septum zugeführt. Dies hatte zur Folge, dass sich zwischen Septum
und unterer Platte, die als Massefläche diente, ein homogenes TEM Feld ausbilden konnte.
Elektrische und magnetische Feldkomponente waren zueinander orthogonal angeordnet,
wobei der elektrische Vektor vertikal polarisiert war.

Abbildung 2.6: Erzeugung transversal elektromagnetischer Felder mittels Stripline. Über einen Koaxialstecker
wurde die HF Energie in die Stripline überführt, wodurch sich ein homogenes Feld zwischen Septum und Masse-
fläche ausbildete. Die Geometrie war auf einen Wellenwiderstand der Stripline von 50 Ω ausgelegt. Zur Vermeidung
von Reflexionen und stehenden Wellen wurde das System mit einem Abschlusswiderstand terminiert. Mit einer
Gesamtlänge von 1000mm und einem Abstand von 50mm zwischen Septum und Massefläche konnten elektroma-
gnetische Felder im Frequenzbereich 0Hz bis über 2GHz erzeugt werden. Abbildung reproduziert nach Vorlage von
[Goldhammer, 2009].
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Dielektrische bzw. metallische Materialien zwischen Septum und Massefläche können In-
homogenitäten in elektromagnetischen Feldern induzieren. Für die exakte Bestimmung der
Dosimetrie mussten daher neben Stripline auch Temperaturregler, MEA, Zellkulturmedi-
um, Sphäroid und Elektrode berücksichtigt werden. Die Berechnung der Feldbedingungen
und SAR-Werte erfolgte auf Basis von Finite Elemente Simulationen. Das System wurde
dazu in eine finite Anzahl von Komponenten diskretisiert und die Lösung rechnergestützt
numerisch approximiert.

Im ersten Teil der Expositionsexperimente wurden Sphäroide und MEAs analog Kapitel
2.6 präpariert und in der Stripline platziert. Nach Aufzeichnung der nativen Aktivität wur-
den die Sphäroide mit gepulsten elektromagnetischen Feldern (900MHz; 8,3Hz Puls) für
1min exponiert. Der durchschnittliche SAR-Wert innerhalb der Sphäroide betrug 0mW/kg
(=Kontrolle), 100mW/kg und 250mW/kg. Anschließend erfolgte eine zweite Messung zur
Identifizierung möglicher Kurzzeiteffekte. Im zweiten Teil wurde die Pulsfrequenz exakt auf
die native Feldpotenzialrate der Sphäroide eingestellt. Durch Modifikation der Pulsfrequenz
um 5 – 20% wurden potenzielle direkte Interferenzen untersucht.

Elektromagnetische Felder können bei hinreichenden SAR-Werten zu thermischen Effek-
ten führen. Daher wurde für alle Experimente eine Temperaturregelung eingesetzt, die eine
konstante Probentemperatur von 37 ◦C sicherstellte. In Kontrollexperimenten wurde die-
se Regelung eingesetzt, um die Probentemperatur im Bereich von 36 – 38 ◦C zu variieren
und rein thermisch begründete Änderungen im Aktivitätsmuster der Kardiomyozyten zu
analysieren.

2.8 Mikroskopie

Für rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen wurden die Sphäroide zunächst mit 2,5%
Glutaraldehyd (Sigma-Aldrich) fixiert. Nach 2,5 h wurden das Glutaraldehyd abgenommen
und über die Dauer von 60min drei Waschschritte mit PBS durchgeführt. Anschließend
erfolgte die Dehydrierung in einer aufsteigenden Ethanolreihe. Dazu wurden die Sphäroide
für jeweils 15min in 10%, 30%, 50%, 70%, 90% und 100% Ethanol inkubiert. Die Dehy-
drierung wurde mit drei weiteren Inkubationsschritten in 25%, 50% Hexamethyldisilazan
(HMDS) in Ethanol und 100% HMDS abgeschlossen. Nachdem das HMDS vollständig ver-
dunstet war, wurden die Sphäroide unter dem Rasterelektronenmikroskop HitachiTM1000
(Hitachi, Japan) untersucht.

Die Entwicklung der in vitro Netzwerke und die intrinsischen Kontraktionseigenschaften
von Kardiomyozyten wurden mit dem Durchlichtmikroskop Eclipse Ti (Nikon, Japan) ana-
lysiert. Zur Größenbestimmung der Sphäroide wurden die inversmikroskopischen Aufnah-
men mittels Schwellwertverfahren in ein binäres Abbild überführt und durch die Software
NIS-Elements (Nikon) die Durchmesser der Flächenmuster automatisch extrahiert.
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2.9 Statistik

Die Experimente wurde an n Proben aus m unterschiedlichen Präparationen durchgeführt.
Die Messdaten wurden jeweils auf den Wert des nativen Zustands normiert und für jede
Dosis als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. Die Untersuchung der statistischen
Signifikanz erfolgte durch den t-Test mit der Irrtumswahrscheinlichkeit p = 0,05. Zur
Prüfung der Normalverteilung wurde der Lilliefors-Test herangezogen.

Die Dosis-Wirkungs-Beziehung an neuronalen Sphäroiden wurde durch nichtlineare Re-
gression unter Verwendung der Sigmoidfunktion

y(c) =
ynat − ysat(
c
c0

)nH

+ 1
+ ysat (2.6)

approximiert. Die Variablen ynat und ysat beschreiben die elektrische Aktivität im nati-
ven bzw. gesättigten Zustand, c0 die mittlere effektive (EC50) bzw. inhibitorische (IC50)
Konzentration und nH den Hill-Koeffizienten [vgl. Jungblut et al., 2009].
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3 Ergebnisse

3.1 Elektrophysiologische und morphologische
Eigenschaften der Kardiomyozyten

Die aus dem Herzgewebe von Hühnerembryonen isolierten und dissoziierten Zellen reag-
gregierten in Rotationskultur zu dreidimensionalen Sphäroiden. Durch die kontinuierliche,
horizontale orbitale Rotation waren quasi Mikrogravitationsbedingungen existent und Zel-
len adhärierten nicht an der Petrischale, sondern lagerten sich zu einzelnen Reaggrega-
ten zusammen. Erste kontraktile Cluster aus etwa 100 Zellen konnten nach 6 Stunden in
Rotationskultur identifiziert werden. Nach 24 Stunden hatten sich morphologisch stabile
sphärische Reaggregate, sogenannte Sphäroide formiert. Aus einer Präparation (10 embryo-
nale Herzen, Stadium 28 – 29HH) entstanden ungefähr 700 – 1000 Sphäroide, die jeweils ein
individuelles und autonomes in vitro Netzwerk darstellten (siehe Abbildung 3.1B).

Abbildung 3.1: Reaggregation dissoziierter Zellen aus dem Herzgewebe zu Sphäroiden. (A) Durchschnittliche Größe
der Sphäroide (Mittelwert aus m= 3 Präparationen) in Abhängigkeit der Kulturdauer, geglättet (blaue Linie) durch
gleitende Polynomanpassung. (B) Inversmikroskopische Aufnahme einzelner Sphäroide nach 7 div.

Die Durchmesser der Sphäroide nach 1 div betrugen etwa 120µm, gefolgt von einer deut-
lichen Zunahme der Größe an 2 bzw. 3 div. Nach einer Woche in Rotationskultur wurden
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Abbildung 3.2: Intrinsische Kontraktionen 2D und 3D kultivierter Kardiomyozyten. (A) Sphäroide zeigten über
mehrere Wochen autorhythmische Aktivität. (B) Intrinsische Kontraktionen von Monolayer Netzwerken konnten je
nach Präparation bis etwa 5 – 10 div identifiziert werden.

keine signifikanten Änderungen der Größe identifiziert und die Durchmesser der Sphäroi-
de erreichten eine Sättigung bei 200 – 250µm (siehe Abbildung 3.1A). Einzelne Sphäroide
wiesen höhere Durchmesser auf, überschritten 300µm im Allgemeinen jedoch nicht.

Autorhythmische Kontraktionen sind eine wesentliche Eigenschaft von Kardiomyozyten.
Die Formation von Sphäroiden aus isolierten und dissoziierten Zellen ermöglichte die selbst-
organisierende Reetablierung eines Netzwerkes, einschließlich der Ausbildung von Schritt-
macherzentren, der interzellulären Signalpropagation über Gap Junctions und der Ent-
wicklung spontaner mechanischer Kontraktionen. Der Anteil kontraktiler Sphäroide am
Tag 2 in Rotationskultur betrug 98,4% (m=5 Präparationen). Für elektrophysiologische
Experimente wurden die Sphäroide zwischen 3 – 10 div herangezogen, jedoch wurden auto-
rhythmische Kontraktionen bis zu einigen Wochen in Kultur beobachtet (siehe Abbildung
3.2A). Im Untersuchungszeitraum (3 – 10 div) zeigten 82,3% der 3D Netzwerke intrinsische
Aktivität (m=5 Präparationen).

Wurden dissoziierte Kardiomyozyten in einer konventionellen 2D Architektur kultiviert,
zeigte das reetablierte Netzwerk analog der Sphäroide regelmäßige Kontraktionen nach
1 div. Waren initial multiple Schrittmacherzentren in einem Netzwerk existent, konnte im
Allgemeinen nach spätestens 48 h eine Synchronisierung beobachtet werden. Über 90% der
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Netzwerke waren bis 5 div kontraktil, jedoch wurde in den folgenden Tagen eine Abnahme
der intrinsischen Aktivität festgestellt. Nach 10 div konnten bei den 2D Netzwerken visuell
keine Kontraktionen identifiziert werden (siehe Abbildung 3.2 B).

3.2 Pharmakologische Untersuchungen an
Kardiomyozytsphäroiden

Mechanische Kontraktionen der Sphäroide aus Kardiomyozyten gingen mit der Ausbil-
dung von Aktionspotenzialen einher, die extrazellulär mit MEAs abgeleitet wurden. Die
Amplituden der gemessenen Signale erreichten mehrere 100µV und variierten je nach Zell-
Elektroden-Konfiguration. Mit Standard MEAs konnten 1 – 4 Elektroden je Sphäroid aus-
gewertet werden. HD MEAs zeigten ein geringeres Signal-Rausch-Verhältnis, erlaubten
jedoch die Ableitung von bis zu 20 aktiven Elektroden pro Sphäroid. Die Analyse der
zeitlichen und räumlichen Signalmuster zeigte eine synchronisierte Netzwerkaktivität in
den Sphäroiden. In keinem der Experimente wurden multiple Areale mit abweichenden
Kontraktions- bzw. Feldpotenzialfrequenzen identifiziert.

Zur Bewertung des Biosensors aus MEA und Sphäroid hinsichtlich Sensitivität und Se-
lektivität wurden die nativen Signale durch Applikation pharmakologisch wirksamer Refe-
renzsubstanzen modifiziert. Da die Feldpotenzialfrequenz sowie der formkonstante Verlauf
der Membranspannung während eines Aktionspotenzials charakteristische und hervorste-
chende Merkmale zellulärer Aktivität im Herzgewebe sind, wurden primär diese Parameter
in den Experimenten adressiert.

3.2.1 Modifikation der Feldpotenzialfrequenz durch
Isoproterenol

Die initiale, native Feldpotenzialfrequenz (FP Frequenz) variierte je nach Sphäroid bzw.
Kulturdauer und erreichte bis zu 1,5Hz, entsprechend 90 detektierten Feldpotenzialen pro
Minute. In Abbildung 3.3A ist das native Signalmuster eines einzelnen Sphäroids darge-
stellt. Die Analyse der Abstände zwischen individuellen Aktionspotenzialen (IFI) dokumen-
tierte homogene und regelmäßige Aktivität (vgl. hierzu Abbildung 3.3D). Die Applikation
des β-adrenozeptor Agonisten Isoproterenol im Nanomolarbereich zeigte eine dosisabhän-
gige Steigerung der Feldpotenzialfrequenz (siehe Abbildung 3.3 B und C). Für die Kon-
zentrationen 1,25 nM bzw. 125 nM betrug die mittlere auf den nativen Zustand normierte
Steigerung 139,7% ± 12,7% bzw. 154,4% ± 16,5% (n=5 Experimente). Aus einer wei-
teren Erhöhung der Konzentration resultierte keine Steigerung der Feldpotenzialfrequenz.
Sie betrug nach Applikation von 1,25µM Isoproterenol 152,6% ± 20,7%. Höhere Konzen-
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Abbildung 3.3: Extrazelluläre Potenziale von Sphäroiden aus Kardiomyozyten. Die native Aktivität (A) konnte
durch Applikation des β-adrenozeptor Agonisten Isoproterenol (Iso) im Nanomolarbereich gesteigert werden (B, C).
Die Analyse der FP Frequenz dokumentierte regelmäßige Aktivität (D). Abbildung modifiziert nach [Daus et al.,
2012].

trationen wurden nicht untersucht. In Kontrollexperimenten wurde den Sphäroiden nach
Aufzeichnung der nativen Aktivität 50µl reines Zellkulturmedium zugegeben und eine er-
neute Messung durchgeführt. Hierbei wurden keine signifikanten Änderungen identifiziert.
Die normierte Feldpotenzialfrequenz betrug für n=7 Experimente 101,0% ± 4,8%.

3.2.2 Modifikation der Membranpermeabilität für bestimmte
Ionenarten

Das extrazellulär abgeleitete Feldpotenzial kontraktiler Kardiomyozytsphäroide variierte je
nach individueller Messung, jedoch konnten repetitive Muster in den Signalen identifiziert
werden. Das initiale Element eines Feldpotenzials war ein schneller Spannungsabfall zur
maximalen negativen Amplitude. Anschließend war eine Plateau-ähnliche Phase der Dauer
100 – 200ms und eine Repolarisierung zum Nullpotenzial zu beobachten (vgl. Abbildung
3.5A). Durch Korrelation der Komponenten des extrazellulären Feldpotenzials und des
zugrunde liegenden Aktionspotenzials lassen sich Eigenschaften transienter Ionenströme
bzw. Mechanismen an Ionenkanälen untersuchen. Zur Beurteilung distinkter Elemente der
Feldpotenziale wurden die Substanzen Lidocain, Diltiazem und 4-Aminopyridin appliziert
und die modifizierten Signalmuster ausgewertet.

Inhibition der Natriumpermeabilität durch Lidocain

Lidocain ist ein Lokalanästhetikum vom Säureamidtyp, das beispielsweise zur Oberflächen-
oder Spinalanästhesie eingesetzt wird [Kistner, 2009]. Im Herzgewebe hemmt Lidocain den
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Abbildung 3.4: Inhibition der Natriumpermeabilität durch Lidocain. (A) Die Applikation von Lidocain in Kon-
zentrationen bis 10mM führte zu einer augenscheinlichen Modifikation der initialen Feldpotenzialkomponente. Die
maximale negative Amplitude (B) und die Dauer des schnellen Spannungsabfalls RSdur (C) waren signifikant ver-
ändert (n≥ 6). Abbildung modifiziert nach [Daus et al., 2012].

schnellen Einstrom von Natrium durch Blockierung der Ionenkanäle und ist als membran-
stabilisierendes Antiarrhythmikum zur Behandlung ventrikulärer Extrasystolie indiziert
[Estler & Schmidt, 2007]. Die Sphäroide zeigten nach Applikation von Lidocain eine do-
sisabhängige Abnahme der maximalen negativen Amplitude und eine Verzögerung des
schnellen Spannungsabfalls RSdur (siehe Abbildung 3.4).

Die auf den nativen Zustand normierte Amplitude war in der Kontrollmessung (0µM)
sowie der minimal applizierten Dosis (10µM) leicht erhöht. Für höhere Konzentrationen
(≥ 1mM) wurde jedoch eine signifikante Abnahme der Amplitude identifiziert. Der maxi-
male Effekt lag bei 5mM Lidocain vor. Bei dieser Dosis erreichte die Amplitude 48,21%

des nativen Wertes (siehe Abbildung 3.4B).

Der schnelle Spannungsabfall zur maximalen negativen Amplitude stellt zeitlich die erste
Komponente im extrazellulär abgeleiteten Aktionspotenzial dar und war nach Applikation
von Lidocain dosisabhängig verzögert. Die Detektionsgrenze, bei der eine signifikante Än-
derung der RSdur vorlag, betrug 1mM. Analog der negativen Amplitude war bei 5mM ein
maximaler Effekt zu beobachten. Die Dauer des schnellen Spannungsabfalls betrug hier-
bei 321,45% gegenüber der des nativen Zustandes (siehe Abbildung 3.4C). Nach Zugabe
von 10mM Lidocain konnten in 81% der Sphäroide keine Feldpotenziale registriert werden
(n=16). Höhere Konzentrationen wurden nicht untersucht.
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Inhibition der Kalziumpermeabilität durch Diltiazem

Diltiazem ist ein Benzothiazepinderivat, das den Kalziumeinstrom in die Zelle durch eine
reversible Blockade spannungsabhängiger L-Typ Kalziumkanäle hemmt [Herdegen, 2010].
Als kardiodepressiver Kalziumantagonist ist Diltiazem der Klasse IV Antiarrhythmika zu-
geordnet, kann durch Verkürzung der Refraktärperiode jedoch auch proarrhythmische Wir-
kung besitzen [Graefe et al., 2011].

In den Experimenten war eine dosisabhängige Verkürzung der Plateauphase im extrazellu-
lär abgeleiteten Aktionspotenzial zu beobachten, was analog eine Reduzierung der Feldpo-
tenzialdauer (FPdur) zur Folge hatte. Diese Änderungen waren für die Diltiazemkonzen-
trationen 10µM und 100µM signifikant. Nach Applikation von 100µM Diltiazem betrug
die auf den nativen Zustand normierte Dauer der Feldpotenziale 77,22%± 11,27%. Ein
sekundäres positives Maximum im Feldpotenzialverlauf wurde durch Diltiazem reduziert.
Bei hohen Konzentrationen (vgl. Abbildung 3.5A, 100µM Diltiazem) war der sekundäre
Peak nicht mehr identifizierbar.

Die Kontrollexperimente wurden mit reinem Zellkulturmedium durchgeführt. Es zeigte sich
in n=10 Experimenten eine leichte Erhöhung der Feldpotenzialdauer (siehe Abbildung
3.5B). Das sekundäre positive Maximum im Verlauf der Feldpotenziale war analog der
nativen Situation ausgeprägt.

Inhibition der Kaliumpermeabilität durch 4-Aminopyridin

Die Inhibition transienter Kaliumionenströme führt zu einer Verzögerung der Repolarisie-
rung am Ende eines Aktionspotenzials und ist mit der Affinität zur Ausbildung von ven-
trikulären Tachykardien bzw. Arrhythmien, wie z. B. Torsade de Pointes, assoziiert [Meyer
et al., 2007; Thomas et al., 2010]. Damit ist die zeitliche Verschiebung der Repolarisierung
und analog die Dauer individueller Aktions- bzw. Feldpotenziale ein wichtiger Parameter
bei der Generierung pharmakologisch-toxikologischer Profile für neue Wirkstoffe.

4-Aminopyridin ist ein Kaliumkanalblocker, der reversibel die spannungsabhängige Kali-
umpermeabilität inhibiert. In den Experimenten wurde 4-Aminopyridin in den Konzen-
trationen 1µM bis 10mM appliziert, was zu einer Verlängerung der Feldpotenziale führ-
te (siehe Abbildung 3.5 C). Signifikant waren diese Änderungen im Signalmuster für die
Konzentrationen über 10µM. Der maximale Effekt wurde bei 2,5mM erreicht. Hierbei be-
trug die FPdur 146,9%± 7,7% gegenüber des nativen Zustands. Nach Zugabe von 10mM
4-Aminopyridin konnten keine Feldpotenziale im Messsignal identifiziert werden. Jedoch
zeigte sich nach dreifachem Austausch des Additivs durch reines, vorgewärmtes Zellkul-
turmedium eine sukzessive Regenerierung intrinsischer Aktivität und Kontraktionen. Kon-
zentrationen über 10mM wurden nicht untersucht.
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Abbildung 3.5: Modifikation der Feldpotenzialdauer (FPdur) durch Diltiazem und 4-Aminopyridin. (A) Plateau-
phase des extrazellulär abgeleiteten Aktionspotenzials eines Herzmuskelsphäroids. Die Applikation von Diltiazem
führte zu einer augenscheinlichen Verkürzung der Feldpotenzialdauer. Ein zweiter positiver Peak am Ende der
Plateauphase wurde mit zunehmender Dosis in seiner Ausprägung reduziert. (B) Die Änderung von FPdur war si-
gnifikant für die Konzentrationen 10µM und 100µM (n≥ 10). In Kontrollexperimenten wurde eine leichte Zunahme
von FPdur festgestellt. (C) Nach Zugabe von 4-Aminopyridin (n≥ 8) war eine dosisabhängige Verlängerung von
FPdur zu beobachten. Abbildung modifiziert nach [Daus et al., 2012].

3.3 Elektromagnetische Exposition der Sphäroide
aus Kardiomyozyten

Eine kausale Betrachtung hochfrequenter elektromagnetischer Felder und zellulärer Akti-
vität erfordert zum einen exakt definierte und reproduzierbare Feldbedingungen und zum
anderen die zuverlässige Diskriminierung und Interpretation athermischer und thermischer
Effekte. Daher erfolgte zunächst eine ausführliche Betrachtung von Dosimetrie bzw. Feld-
verteilung. Anschließend wurde der Einfluss elektromagnetischer Felder auf die Probentem-
peratur analysiert und Kontrollexperimente zur Provokation rein thermisch begründeter
Reaktionen durchgeführt. Auf Basis dieser Untersuchungen konnten Expositionsstudien
an Sphäroiden aus Kardiomyozyten durchgeführt und elektrophysiologische Eigenschaften
vor, während und nach der Befeldung analysiert werden.

3.3.1 Dosimetrie

Die Exposition wurde mittels transversal elektromagnetischem Wellenleiter (Stripline)
durchgeführt. Ausgehend von stationären Feldbedingungen erfolgte die Dosimetrie durch
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Finite Elemente Simulation. Eine HF Eingangsleistung von 1W erzeugte bei der Frequenz
900MHz ein homogenes elektromagnetisches Feld von etwa 140mV zwischen Septum und
Massefläche. Elektromagnetische Felder werden jedoch durch dielektrische bzw. metallische
Materialien beeinflusst. Zur Berechnung der Feldstärken und der SAR-Werte wurden da-
her Komponenten wie Temperaturregelung, MEA-Chip, Zellkulturmedium, Elektrode und
Sphäroid einbezogen.

Abbildung 3.6: Ergebnisse der FE Simulatio-
nen. Modell auf Basis von [Goldhammer, 2008,
2009]. Den Berechnungen wurde die Eingangsleis-
tung 1W bei der Frequenz 900MHz zugrunde ge-
legt. (A) Simulation des Expositionsaufbaus. Zwi-
schen Septum und Masse bildete sich ein elektri-
sches Feld von etwa 140V/m aus, das durch dielek-
trische bzw. metallische Komponenten beeinflusst
wurde. Bedingt durch die hohe Permittivität des
Zellkulturmediums lag im MEA Chip eine redu-
zierte Feldstärke vor. (B) Der mittlere SAR-Wert
im Zellkulturmedium betrug 87mW/kg. (C) Im
Bereich der Zell-Elektroden-Kopplung waren mi-
nimale Inhomogenitäten im elektrischen Feld exis-
tent. Abbildung nach [Daus et al., 2011b].

Abbildung 3.6 A zeigt die Feldverteilung im Expositionsaufbau. Die maximale Feldstärke
wurde nahe der Eingangs- bzw. Ausgangskopplung identifiziert und war durch den redu-
zierten Plattenabstand begründet. Die Nutzung der abgewinkelten Bereiche des Septums
ist für Striplines im Allgemeinen jedoch nicht vorgesehen und bedarf somit keiner weiteren
Betrachtung. Die Platzierung der Proben erfolgte im mittleren Element der Stripline, da
hier eine planparallele Konfiguration von Septum und Massefläche vorlag. Auf Basis der
Feldverteilung in der Stripline wurden die Feldstärken und SAR-Werte in MEA-Chip und
Sphäroid berechnet.
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Für das Zellkulturmedium wurde die relative Permittivität εr =71 und die elektrische Leit-
fähigkeit σ=2,5 S/m verwendet [Schuderer et al., 2004b]. Die Permittivität ist bei gleicher
Flussdichte ~D zur elektrischen Feldstärke ~E reziprok. Bedingt durch diesen Zusammenhang
ist im Bereich des MEAs in Abbildung 3.6 A das elektrische Feld reduziert. Der durch-
schnittliche SAR-Wert im Zellkulturmedium betrug 87mW/kg für die normierte Eingangs-
leistung 1W. In Abbildung 3.6 B ist die spezifische Absorptionsrate als zweidimensionaler
horizontaler Schnitt dargestellt. Die gezeigte Ebene befindet sich 100µm über dem MEA
Substrat und durchläuft das Zentrum des Sphäroids.

Die Sphäroide aus Kardiomyozyten wurden als geometrisch homogene Kugeln mit ge-
webetypischen Eigenschaften simuliert. Für Permittivität bzw. Konduktivität dienten
die zur Bestimmung spezifischer Absorptionsraten standardisierten Werte εr =42 bzw.
σ=0,99 S/m [EN50361, 2002]. Im Simulationsmodell waren die Sphäroide unmittelbar
an Mikroelektroden mit dem Durchmesser 30µm gekoppelt, die als ideale Leiter ange-
sehen wurden. Im Bereich der Zell-Elektroden-Kopplung wurden geringe Inhomogenitäten
im elektrischen Feld, im Übrigen jedoch eine homogene Feldverteilung mit einer durch-
schnittlichen Feldstärke von 5,9V/m identifiziert. Die Feldmaxima im unteren Bereich des
Sphäroids erreichten maximal 7,3V/m. Daraus resultierte ein mittlerer SAR-Wert von
32mW/kg im Sphäroid.

In den Expositionsexperimenten wurden diese Simulationen zur Berechnung der Eingangs-
leistung herangezogen, um die intendierten SAR-Werte zu erreichen. Die in den Versuchen
angegebenen Werte beziehen sich stets auf die mittlere spezifische Absorptionsrate im
Sphäroid. Damit waren nicht die umgebenden Medien, sondern das Gewebe selbst das
Bezugssystem für die Dosimetrie.

3.3.2 Zelluläre Effekte durch rein thermische Provokation

Hochfrequente elektromagnetische Felder induzieren eine Erhöhung der kinetischen Energie
in biologischen Systemen. Diese thermischen Wirkmechanismen, wie die Anregung von
Dipolmolekülen oder Ionenströmen, können bei hinreichender Intensität zur Erwärmung
des Gewebes führen [Gimsa, 2006]. Daher wurde in Kontrollexperimenten der Einfluss der
Probentemperatur auf die elektrische Aktivität der Sphäroide untersucht.

Ausgehend von einer nativen Probentemperatur von 37,0 ◦C wurde diese in einem physio-
logisch relevanten Bereich durch eine externe Temperaturregelung modifiziert. Eine Erhö-
hung der Temperatur auf 38,0 ◦C hatte eine Steigerung der Feldpotenzialfrequenz um 7,8%

zur Folge. Wurde die Probentemperatur auf 36,0 ◦C gesenkt, war eine Reduktion der Feld-
potenzialfrequenz um 4,1% zu beobachten (siehe Abbildung 3.7). Eine Polynomanpassung
1.Ordnung der Messpunkte im untersuchten Datenbereich nach der Methode der kleinsten
Fehlerquadrate ergab eine Steigung von 5,89% pro Kelvin.
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Abbildung 3.7: Modifizierung der Feldpotenzialfre-
quenz durch Änderung der Temperatur. Durch Varia-
tion der Probentemperatur in einem physiologisch re-
levanten Bereich war gegenüber des nativen Zustands
(37,0 ◦C) eine Reduktion (36,0 ◦C und 36,5 ◦C) bzw.
Steigerung (37,5 ◦C bzw. 38,0 ◦C) zu beobachten. Ab-
bildung modifiziert nach [Daus et al., 2011b].

Die Voruntersuchungen zeigten, dass Sphäroide aus Kardiomyozyten sensitiv gegenüber
Temperaturänderungen in physiologischen Dimensionen sind. Direkte thermische Effekte
durch elektromagnetische Felder bedingen daher besondere Beachtung, um daraus resul-
tierende sekundäre Mechanismen nicht als primäre athermische Zellreaktionen zu inter-
pretieren. Um thermisch induzierte Artefakte ausschließen zu können, wurden die Proben
während den Experimenten mit einer Temperaturregelung auf konstant 37,0 ◦C gehalten.

3.3.3 Einfluss elektromagnetischer Felder auf die
Probentemperatur

Der Einfluss applizierter Felder auf die Probentemperatur sowie die durch die Regelung
erzielte Temperaturstabilität wurde vor Durchführung der Expositionsexperimente für die
intendierten Feldstärken und Frequenzparameter untersucht. Dazu wurden die MEAs mit
Zellkulturmedium gefüllt und bei inaktivierter bzw. aktivierter Temperaturregelung ex-
poniert. Die Messung der Temperatur erfolgte mit einem faseroptischen Sensor (Opsens,
Kanada), da konventionelle Verfahren mit metallischen Messfühlern zu deutlichen Inho-
mogenitäten im elektromagnetischen Feld führen können. Der verwendete Sensor bestand
aus einer mit Teflon ummantelten und somit nicht-metallischen Glasfaser, an dessen Spitze
ein GaAs Kristall angebracht war, und nutzte die temperaturabhängige Verschiebung der
Bandlücke im Halbleiter.

Im ersten Experiment wurde der MEA mit einer kontinuierlichen Frequenz von 900MHz
und einem mittleren SAR-Wert von 1W/kg im Zellkulturmedium bei inaktivierter Tem-
peraturregelung exponiert. Während der Messdauer von 10min zeigte sich eine deutliche
und stetige Erwärmung der Probe um etwa dT≈ 0,2K (siehe Abbildung 3.8, obere Kurve).
Im zweiten Schritt wurden Experimente bei aktiver Temperaturregelung durchgeführt. Die
Bedingungen entsprachen mit Feldern der Frequenz 900MHz, die mit einer Pulsfrequenz
von 8,3Hz periodisch moduliert waren, sowie durchschnittlichen spezifischen Absorptions-
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raten von 100mW/kg bzw. 250mW/kg, der Situation der Expositionsversuche. Für beide
Parameter wurden minimale Temperaturänderungen festgestellt, die im Bereich dT< 0,1K
lagen (siehe Abbildung 3.8, untere Kurven).

Abbildung 3.8: Untersuchung der Probentemperatur während der Exposition. Ohne Temperaturregelung
(T0 =Raumtemperatur) war ein Anstieg der Temperatur zu beobachten (obere Kurve: 1W/kg SAR im Zellkultur-
medium). Bei aktivierter Temperaturregelung (T0 =37,0 ◦C) war dT<0,1K für die in den Expositionsexperimenten
verwendeten Parameter (mittlere Kurve: 250mW/kg SAR im Sphäroid; untere Kurve: 100mW/kg SAR im Sphäro-
id). Die Exposition beginnt in der Darstellung jeweils nach 120 s (vertikale Linie). Abbildung modifiziert nach [Daus
et al., 2011b].

3.3.4 Elektrophysiologische Untersuchungen

Zur Bewertung elektrophysiologischer Primärreaktionen wurden Sphäroide aus Kardio-
myozyten mit elektromagnetischen Feldern in der Stripline exponiert. Die verwendeten
Feldstärken und Frequenzen waren entsprechend typischer Parameter des Mobilfunks de-
terminiert. Das derzeit am weitesten verbreitete Mobilfunksystem GSM (Global System
for Mobile Communications) bedient sich insbesondere Frequenzbänder im Bereich um
900MHz. Für die Datenübertragung wird eine Kombination aus Frequenz- und Zeitmul-
tiplex eingesetzt, was eine Reihe periodischer niederfrequenter Modulationen des elektro-
magnetischen Signals zur Folge hat. Daher wurden in den Experimenten unterschiedlich
gepulste, hochfrequente Felder verwendet.

Die verwendeten SAR betrugen 100mW/kg bzw. 250mW/kg, was regulären Werten des
Mobilfunks entspricht. Die Angaben bezogen sich stets auf die mittlere SAR im Sphäroid
und determinierten das Gewebe selbst als Bezugssystem. Die Einstellung des SAR-Wertes
erfolgte über die HF Eingangsleistung der Stripline auf Basis der Simulationsergebnisse
der Finiten Elemente Berechnung.
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Postexpositionelle Effekte

Die Prüfung möglicher Signalmustermodifikationen nach einer elektromagnetischen Exposi-
tion erfolgte mit Feldern der Frequenz 900MHz, die mit einem Puls von 8,3MHz periodisch
moduliert waren. Vor der Exposition wurde zunächst der native Zustand untersucht und
die Parameter Feldpotenzialfrequenz, Feldpotenzialdauer sowie die Regelmäßigkeit des Si-
gnalmusters ermittelt. Anschließend wurden die Sphäroide für 60 s mit SAR-Werten von
100mW/kg bzw. 250mW/kg befeldet. Unmittelbar nach der Exposition erfolgte eine er-
neute Messung der Sphäroidaktivität sowie die Extraktion der entsprechenden Parameter.
Die Kontrollexperimente wurden analog durchgeführt, jedoch war das Feld während der
Expositionsperiode nicht aktiviert (Scheinexposition, Kontrolle= 0W/kg).

Abbildung 3.9: Elektrophysiologische Parameter
der Sphäroide nach der Befeldung. Keiner der un-
tersuchten Endpunkte Feldpotenzialfrequenz (A),
Feldpotenzialdauer (B) und Regelmäßigkeit des Si-
gnalmusters (C) waren nach der Exposition signifi-
kant verändert (n=12). Abbildung modifiziert nach
[Daus et al., 2011b].

In Abbildung 3.9 sind die auf den nativen Zustand normierten Parameter des Signalmusters
nach der Exposition dargestellt. Die Feldpotenzialfrequenz war sowohl nach der Exposition
als auch nach der Scheinexposition leicht erhöht. Sie betrug 1,017 im Kontrollexperiment
bzw. 1,004 und 1,026 für die Befeldung mit 100mW/kg und 250mW/kg. Diese Erhöhung
war jedoch nicht signifikant. Eine minimale, ebenfalls nicht signifikante Zunahme wurde
daneben bei Untersuchung der Feldpotenzialdauer (FPdur) festgestellt. Im Kontrollexperi-
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ment betrug die normierte FPdur 1,034. Nach Exposition mit 100mW/kg bzw. 250mW/kg
resultierte eine normierte FPdur von 1,035 bzw. 1,012. Als sensitiver Parameter zu Bewer-
tung der Regelmäßigkeit des Signalmusters wurde die mittlere Abweichung des Medians
(MAD) aller IFIs herangezogen. Nach Auswertung von n=12 Experimenten konnte in
keiner der verwendeten Feldstärken eine signifikante Änderung identifiziert werden.

Akute expositionsinduzierte Effekte

In einer Reihe weiterer Experimente wurde die elektrische Aktivität der Sphäroide wäh-
rend der Exposition mit 100mW/kg SAR untersucht. Zunächst wurden die nativen In-
terfeldpotenzialintervalle und die daraus resultierende Feldpotenzialfrequenz des individu-
ellen Sphäroids ermittelt und die Pulsfrequenz des elektromagnetischen Felds auf diesen
Wert eingestellt. Durch Variation der Pulsfrequenz im Bereich ± 5 – 20% wurden mögli-
che Modifikationen der intrinsischen, periodischen Sphäroidaktivität analysiert. In keinem
der Experimente (n=12) konnten signifikant veränderte Signalmuster, wie z. B. eine Syn-
chronisierung der Feldpotenzialfrequenz des Sphäroids mit der Pulsfrequenz, beobachtet
werden.

Abbildung 3.10: Feldpotenzialfrequenz eines Sphäroids vor, während und nach der Exposition. Eine Pulsfrequenz
des elektromagnetischen Felds von etwa 13% über der nativen Feldpotenzialfrequenz des Sphäroids induzierte kei-
ne signifikante Signalmustermodifikation während bzw. nach der Befeldungsphase (60 – 120 s, begrenzt durch rote
vertikale Linie). Der verwendete SAR-Wert betrug 100mW/kg. Abbildung modifiziert nach [Daus et al., 2011b].

Abbildung 3.10 zeigt die Feldpotenzialfrequenz eines individuellen Sphäroids während der
Untersuchung. Im nativen Zustand (0 – 60 s) betrug die mittlere Feldpotenzialfrequenz
0,88Hz. Während der Expositionsperiode wurde die Pulsfrequenz auf 1,00Hz eingestellt
und der Sphäroid für 60 s befeldet. Ein verändertes Signalmuster konnte nicht identifi-
ziert werden. Einzelne Artefakte (siehe Abbildung 3.10A bei etwa 70 s) waren vorwiegend
messtechnisch bedingt und wurden selten bei Exposition und Scheinexposition beobachtet.
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3.4 Elektrophysiologische und morphologische
Eigenschaften der Neuronen

Dissoziierte Neuronen reaggregierten in Rotationskultur analog der Kardiomyozyten zu
dreidimensionalen in vitro Netzwerken. Nach 24 h hatten sich einige hundert individuelle
Sphäroide mit einem Durchmesser von 125,4µm (Mittelwert aus m=3 Präparationen) ge-
bildet. Abbildung 3.11 zeigt rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen neuronaler Sphä-
roide.

Die Sphäroide waren morphologisch bzw. mechanisch stabil und konnten mit einer Pipette,
deren Spitzenende vergrößert war, auf das Elektrodenfeld eines MEAs transferiert werden.
Die Adhäsion wurde durch eine physikalische bzw. chemische Vorbehandlung der Chipo-
berfläche erreicht. Bei dem verwendeten Adhäsionspromotor Poly-D-Lysin handelt es sich
um ein polykationisches Polymer, das die Zelladhäsion nicht über spezifische Rezeptor-
Ligand-Interaktion, wie z. B. bei dem Extrazellularmatrixprotein Fibronektin vermittelt,
sondern über elektrostatische bzw. van-der-Waals Wechselwirkungen [Jungblut, 2006]. Dar-
aus resultierte eine enge und robuste Kopplung von Zellen und Elektroden während der
Messungen.

Abbildung 3.11: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen neuronaler Sphäroide. (A) Dissoziierte Zellen reeta-
blieren in Rotationskultur dreidimensionale, sphärische Netzwerke. (B) Detailaufnahme eines einzelnen Sphäroids.

Die sphärische, dreidimensionale Struktur der Reaggregate blieb nach Immobilisierung auf
den MEAs über mehrere Tage erhalten. Nach 24 h waren erste Auswüchse von Neuriten
bzw. distale Migration einzelner Zellen zu beobachten (siehe Abbildung 3.12 A). Wurden
mehrere Sphäroide in Standkultur im Abstand von wenigen Mikrometern immobilisiert,
konnte auf diese Weise eine Verbindung entstehen. Um eine gegenseitige Beeinflussung in-
dividueller Netzwerke auszuschließen, wurden die Sphäroide isoliert bzw. mit hinreichender
Distanz zueinander auf dem Elektrodenfeld kultiviert.
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3.4 Elektrophysiologische und morphologische Eigenschaften der Neuronen

Erste elektrische Aktivität in Form einzelner, spontan auftretender Spikes wurde bei Sphä-
roiden des Stadiums 4 div beobachtet. Die extrazellulär abgeleiteten Signale erreichten
typischerweise maximale Amplituden von 100 – 200µV. In den Messungen zeigten sich je-
doch auch Spikes, deren Amplituden weniger als 30µV betrugen und damit im Bereich des
Rauschsignals lagen. Die Entwicklung neuronaler Aktivität war in den ersten zwei Wochen
in Kultur durch eine Zunahme temporärer Perioden mit hochfrequenten Spikefolgen, so-
genannten Bursts begleitet. Ein Burst bestand typischerweise aus 5 – 50 Spikes, die über
die Dauer von 50 – 300ms im Signalmuster auftraten. Die Spikefrequenz erreichte in diesen
Burstperioden etwa 150Hz.

Nach 14 Tagen in Rotationskultur hatten die Sphäroide einen Durchmesser von 244,65µm
(Mittelwert aus m=3 Präparationen) erreicht. Die elektrophysiologischen Ableitungen
zeigten ein scheinbar stochastisches Muster aus Spikes und Bursts. Während des Zeitraums
14 – 24 div wurden die Sphäroide zu pharmakologischen Untersuchungen mit GABA und
Bicucullin (siehe Kapitel 3.6) herangezogen. Insgesamt konnte elektrische Aktivität über
mehrere Wochen bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes (85 div) festgestellt werden.

Abbildung 3.12: Ausbildung von Neuriten in dreidimensionalen bzw. zweidimensionalen Netzwerken. (A) Wur-
den Sphäroide in eine Standkultur überführt, konnten Auswüchse von Neuriten bzw. die Migration einzelner Zellen
beobachtet werden. In der Abbildung ist ein neuronaler Sphäroid, der 48 h auf einem Glassubstrat kultiviert und
anschließend fixiert, dehydriert und zur rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung herangezogen wurde, darge-
stellt. (B) Dissoziierte Zellen bildeten in Standkultur ein zweidimensionales Netzwerk auf den MEAs. Die Abbildung
zeigt die durchlichtmikroskopische Aufnahme eines Netzwerkes 48 h nach der Zellaussaat.

Wurden dissoziierte Neuronen in einer zweidimensionalen Architektur auf den MEAs kulti-
viert, konnten nach wenigen Stunden adhärente Zellen und erste Auswüchse von Neuriten
beobachtet werden. Nach 2 div war ein unspezifisches Neuritengeflecht existent, das auf
eine kontinuierende Regenerierung eines neuronalen Netzwerks schließen lässt (siehe Ab-
bildung 3.12 B). Im Zeitraum 1 – 2 Wochen nach Kultivierung war jedoch die Bildung von
Clustern aus wenigen Zellen bzw. die Ablösung von Zellen charakteristisch. Nach 21 div
lagen größtenteils dünn besiedelte Strukturen vor.
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3.5 Multivariante Spikedetektion mit dynamischen
Thresholds

Die Analyse und Interpretation extrazellulär abgeleiteter Signale war aufgrund der drei-
dimensionalen Architektur von Sphäroiden mit neuen Herausforderungen konjugiert, die
durch konventionelle Algorithmen nicht adressiert werden:

• Die im Detektionsradius der Messelektrode vorliegende höhere Zelldichte führt zur
Partizipation mehrerer Neuronen am Messsignal. Potenziale der Zellen, die in zentra-
len Regionen des Sphäroids lokalisiert sind, können durch den vergrößerten Abstand
zur Elektrode im Bereich des Rauschsignals liegen und nicht eindeutig identifiziert
werden. Daher ist eine reine Diskriminierung über die Amplitude nicht möglich.

• Bursts treten spontan auf und implizieren niederfrequente Signalanteile. Diese Ar-
tefakte können durch geeignete Transformation, z. B. durch Hochpassfilterung elimi-
niert werden. Jedoch geht dies mit der Modifizierung des Gesamtsignals, einschließlich
des Verlaufs einzelner Feldpotenziale bzw. Spikes, einher.

Daher wurde zur Analyse der neuronalen Sphäroidsignale ein neuer Algorithmus, basie-
rend auf einer multivarianten Spikedetektion mit dynamischen Thresholds, entwickelt. Bei
diesem Verfahren wurden Spikes nicht ausschließlich über die Amplitude, sondern über
insgesamt 17 Attribute im Frequenz- bzw. Zeitbereich von Rauschartefakten diskriminiert.

Abbildung 3.13: Extrazelluläre Ableitung neuronaler Sphäroide. Die zellulären Signale werden von Rauschartefak-
ten mit Amplituden von etwa 10-6 V begleitet, die durch die Definition von Schwellwerten (hier statischer Threshold
mit konstantem Wert, siehe rote Linie bei etwa -18·10−6 V ) diskriminiert werden. Erfolgt die Separation rein über
die Amplitude ist die Festlegung des Thresholds ein kritischer Faktor. Verschiebungen des Schwellwerts im Bereich
± 10% führen zu deutlichen Abweichungen der detektierten Spikes (siehe Tabelle 3.1 oben).

Potenzielle Spikes wurden zunächst über einen Threshold isoliert. Der Threshold folg-
te dabei nicht einem statischen Wert, sondern berücksichtigte niederfrequente Artefakte,
die insbesondere in Burstereignissen existent waren. Anschließend folgte eine multivari-
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3.5 Multivariante Spikedetektion mit dynamischen Thresholds

ante Bewertung und Diskriminierung von Spikes und Rauschartefakten. In einer Reihe
von Testauswertungen wurden der neue Algorithmus auf seine Funktion untersucht und
die Ergebnisse mit denen von konventionellen Ansätzen auf Basis statischer Thresholdmo-
delle verglichen. Dazu wurde zunächst ein nativer statischer Threshold ermittelt und zur
Spikedetektion herangezogen. Anschließend wurde der Threshold um + 10% bzw. − 10%

verschoben und eine erneute Detektion durchgeführt (siehe Abbildung 3.13).

Die Analyse der Sphäroidsignale mittels konventionellem Verfahren zeigte, dass die Anzahl
detektierter Spikes wesentlich mit dem Wert des Thresholds korreliert und kleine Varia-
tionen des Schwellwerts zu deutlichen Unterschieden im Ergebnis führen können. Ausge-
hend vom statischen Thresholdwert, der analog konventioneller Verfahren als Vielfaches der
Standardabweichung σ des Rauschens (5 · σR) festgelegt wurde, führte die Verschiebung
des Thresholds um ± 10% zu einer Abweichung der detektierten Spikes von etwa 10 – 15%

(siehe Tabelle 3.1, Konventionelle Spikedetektion mit statischem Threshold). Damit ist
die Schwellwertfestlegung ein kritischer Parameter bei der Analyse von Sphäroidsignalen.
Ist der Schwellwert zu groß gewählt, werden Spikes mit niedriger Amplitude nicht erfasst
und sind von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Wird der Threshold hingehen mit sehr
kleinen Werten deklariert, werden potenziell Rauschartefakte als Spikes missinterpretiert.
Die Detektion von Rauschartefakten ist bei Anwendung der multivarianten Spikedetekti-
on hingegen zunächst unkritisch, da Zellsignale nicht ausschließlich über ihre Amplitude,
sondern über mehrere spezifische Merkmale bewertet werden.

Abbildung 3.14: Ergebnis der multivarianten Spikeanalyse. Jeder Datenpunkt repräsentiert einen potenziellen
Spike, der sich durch n Attribute beschreiben lässt. Die Darstellung im dreidimensionalen Merkmalsraum lässt
augenscheinlich zwei Objektgruppen, sogenannte Cluster, identifizieren. Durch weiche Clusteranalyse mit dem EM
Algorithmus konnten die Datenpunkte zellulären Spikes (blau) oder Rauschartefakten (rot) zugeordnet werden.
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Für jeden potenziellen Spike wurden individuell 17 geometrische, frequenz- bzw. vektorba-
sierte Attribute berechnet und auf ihre Verteilungsfunktion untersucht. Lag eine unimodale
Verteilungsfunktion vor oder korrelierte das Attribut mit anderen Merkmalen, wurde es
nicht zur Separation in Betracht gezogen. Aus den resultierenden Attributen wurden bis zu
n = 8 ausgewählt, die aufgrund ihrer Häufigkeitsverteilung die höchste Trennschärfe zeig-
ten. Diese wurden in einen n-dimensionalen Merkmalsraum überführt und auf Basis der
Daten zelluläre Spikes mittels EM Clusteralgorithmus extrahiert (siehe Abbildung 3.14).

Tabelle 3.1: Vergleich der konventionellen und multivarianten Spikedetektion. Beide Verfahren wurden zur Analyse
der in Abbildung 3.13 dargestellten Messung herangezogen. Zunächst wurde für beide Modelle ein nativer Threshold
ermittelt und eine Spikedetektion durchgeführt. Anschließend wurde der Threshold um± 10% verschoben. Es zeigten
sich deutliche Korrelationen des Schwellwerts und der detektierten Spikes, die jedoch im Falle der multivarianten
Analyse kompensiert wurden (siehe Spalte Spikes nach Analyse). Das konventionelle Modell sieht lediglich eine
Diskriminierung über die Amplitude und somit keine nachfolgende Analyse vor.

Konventionelle Spikedetektion mit statischem Threshold

Detektierte
Spikes

Spikes nach
Analyse

Relative
Abweichung

nativer Threshold 988 — 0,00%

Verschiebung + 10% 1105 — 11,84%

Verschiebung − 10% 831 — 15,89%

Multivariante Spikedetektion mit variablem Threshold

Detektierte
Spikes

Spikes nach
Analyse

Relative
Abweichung

nativer Threshold 4836 1142 0,00%

Verschiebung + 10% 7984 1158 1,40%

Verschiebung − 10% 3006 1147 0,44%

Auf Basis des dynamischen Thresholds entsprechend Kapitel 2.5.1 wurden in der in Ab-
bildung 3.13 dargestellten Messung 4836 potenzielle Spikes in einer Minute detektiert.
Nach Durchführung der multivarianten Spikeanalyse (siehe Abbildung 3.14) konnten 1142
zelluläre Spikes sowie 3694 durch Rauschen bedingte Artefakte identifiziert werden. Die
Modifikation des Schwellwerts führte zunächst zu deutlichen Abweichungen bei der Spike-
detektion. Die Anzahl potenzieller Spikes betrug 7984 für eine Verschiebung des Thresholds
um + 10% bzw. 3006 für eine Verschiebung des Thresholds um − 10%. Nach multivarianter
Analyse wurden diese Artefakte jedoch diskriminiert. Die resultierende relative Abweichung
der Spikeanzahl für eine Veränderung des Schwellwerts im Bereich ± 10% betrug weniger
als 1,5%. Damit konnte gezeigt werden, dass der Algorithmus robust gegenüber Varia-
tionen im Threshold ist. Daneben wurden Spikes detektiert, die mittels konventioneller
Methoden nicht erfasst wurden (siehe Tabelle 3.1).
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3.6 Pharmakologische Untersuchungen am
ionotropen GABAA-Rezeptor

Der entwickelte Algorithmus zur Analyse neuronaler Aktivität in dreidimensionalen Sphä-
roiden auf Mikroelektroden Arrays wurde herangezogen, um pharmakologische Untersu-
chungen mit Substanzen, die am ionotropen GABAA-Rezeptor binden, durchzuführen.
GABAA-Rezeptoren sind Wirkort für eine Reihe bedeutender Neuropharmaka, wie bei-
spielsweise Benzodiazepine und Barbiturate. Durch Modifikation der GABAergen Neu-
rotransmission können diese Substanzen therapeutisch insbesondere als Antikonvulsivum
bzw. Sedativum Anwendung finden. Daneben sind GABAA-Rezeptoren Zielstruktur für
Krampfgifte wie Bicucullin oder Picrotoxin [Frey & Althaus, 2009]. In den Experimenten
kam GABA entsprechend seiner natürlichen Funktion als inhibitorischer Neurotransmitter
sowie Bicucullin als kompetitiver GABAA-Antagonist zum Einsatz.

Abbildung 3.15: Modifikation des neuronalen Aktivitätsmusters durch Bicucullin. (A) Im nativen Zustand waren
scheinbar stochastisch auftretende Spikes und Bursts zu beobachten. (B) Die Applikation von 10µM führte zu einer
Steigerung der Aktivität. Neben der Erhöhung von Spike- und Burstraten war eine zunehmende Organisation der
Spikes in Burstereignisse zu beobachten.
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3.6 Pharmakologische Untersuchungen am ionotropen GABAA-Rezeptor

Die dosisabhängige Wirkung der Substanzen auf die Aktivitätsmuster der Sphäroide wur-
de durch die Burst- und Spikerate bewertet, da diese konstitutive Merkmale neuronaler
Signale darstellen. Bicucullin und GABA wurden in unterschiedlichen Konzentrationen an
n Sphäroiden aus mehreren Präparationen getestet. Vor Applikation der Wirkstoffe wurde
eine Messung zur Bestimmung der nativen Netzwerkaktivität durchgeführt. Die provo-
zierten Änderungen im Signalmuster wurden zur quantitativen Analyse jeweils auf den
Ausgangszustand normiert.

3.6.1 Bicucullin

Das Alkaloid Bicucullin stammt aus der Pflanze Dicentra cucullaria (früher: Bicuculla
cucullaria), einem mehrjährigem Kraut aus der Familie der Fumariaceae (Erdrauchge-
wächse). Bicucullin besitzt keine direkte klinische Relevanz, dient jedoch insbesondere in
der experimentellen Pharmakologie als etablierter kompetitiver Antagonist des hemmen-
den Neurotransmitters γ-Aminobuttersäure am GABAA-Rezeptor [Jungblut, 2006; Hänsel
& Sticher, 2009].

Abbildung 3.16: Dosis-Wirkungs-Beziehung für den kompetitiven GABAA-Antagonisten Bicucullin in halbloga-
rithmischer Darstellung. Das Additiv führte zu einer konzentrationsabhängigen Steigerung der Burstrate (A) und
Spikerate (B). Die Halbwirksamkeitsdosis betrug für die Burstrate EC50 = 0,56µM.

Die Applikation von Bicucullin führte zu einer augenscheinlichen Veränderung des Signal-
musters (siehe Abbildung 3.15). Nach Interaktion von Bicucullin mit dem Rezeptorkomplex
werden Öffnungszeit und -wahrscheinlichkeit der Kanaleinheit reduziert, was zu einer ab-
nehmenden Membranpermeabilität für Cl--Ionen führt. Durch Konkurrenz des Additivs
mit dem natürlichen Transmitter wird die inhibierende Funktion von GABA blockiert,
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3.6 Pharmakologische Untersuchungen am ionotropen GABAA-Rezeptor

was in neuronalen Zellverbänden zu einer Enthemmung der Netzwerkaktivität führt [Jung-
blut, 2006; Hänsel & Sticher, 2009]. Während der native Zustand in den Experimenten von
scheinbar stochastisch auftretenden Spikes und gelegentlichen Bursts geprägt war, zeigte
sich nach Zugabe von 10µM Bicucullin eine Erhöhung der Burstrate. Gleichzeitig konnte
eine Abnahme isolierter Spikes identifiziert werden. Diese Beobachtungen spiegelten sich
auch in der quantitativen Analyse wieder (siehe Abbildung 3.16).

Zur Entwicklung der Dosis-Wirkungs-Beziehungen wurde Bicucullin in Konzentrationen
von 0,01 – 50µM untersucht. Der indirekte exzitatorische Effekt des Additivs wurde bei
Betrachtung der Burstrate bestätigt. Es konnte eine dosisabhängige Steigerung bis zur
Sättigung bei etwa 10µM beobachtet werden. Die mittlere Burstrate war bei dieser Dosis
gegenüber der nativen Netzwerkaktivität um den Faktor 2,3 erhöht. Die Approximation
der normierten und gemittelten Datenpunkte mittels nichtlinearer Regressionsanalyse nach
Gleichung 2.6 in Kapitel 2.9 resultierte in halblogarithmischer Darstellung in einem charak-
teristischen Kurvenverlauf (siehe Abbildung 3.16 A). Aus der ermittelten Funktion konnte
die Halbwirksamkeitsdosis EC50 = 0,56µM extrahiert werden. Die Spikerate war analog
nach Zugabe von Bicucullin erhöht. Der maximale Effekt lag mit einer Steigerung um den
Faktor 1,9 bei der Konzentration 50µM vor (siehe Abbildung 3.16 B).

3.6.2 GABA

Der Neurotransmitter γ-Aminobuttersäure hemmt die zelluläre Erregbarkeit durch einen
hyperpolarisierenden Ionenstrom nach dem Bindungsereignis am ionotropen Rezeptor.

Abbildung 3.17: Dosis-Wirkungs-Beziehung für GABA. Nach externer Zugabe des Aminosäuretransmitters GABA
waren Burstrate (A) und Spikerate (B) konzentrationsabhängig reduziert.
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Funktional suffiziente GABAerge Mechanismen sind für das wechselseitige Gleichgewicht
von Exzitation und Inhibition im Nervensystem essenziell. In den Experimenten wurde
durch die externe Zugabe von GABA die neuronale Signaltransduktion manipuliert. Es
zeigte sich eine dosisabhängige Reduktion der Netzwerkaktivität in den Sphäroiden.

Die normalisierte Burstrate nach Applikation von 10µM bzw. 100µMGABA betrug 73,0%

bzw. 21,7%. Nach Zugabe von 1mM konnten in n= 5 Experimenten keine Spikes oder
Bursts identifiziert werden. Daher wurde bei dieser Dosis von einer Komplettinhibition
der Netzwerkaktivität ausgegangen. Höhere Konzentrationen wurden nicht untersucht. Die
Halbwirksamkeitsdosis in Bezug auf den Parameter Burstrate betrug IC50 = 28µM.
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4 Diskussion

4.1 Physiologische Relevanz zellulärer
Modellsysteme

Mit der Entwicklung hybrider Strukturen aus Sphäroiden und Mikroelektroden Arrays
wurde ein deskriptiver, funktionaler Ansatz der Biosensorik adressiert. Im Gegensatz zu
biochemischen Sensoren, die eine rein analytische Information über die Interaktion von
Analyten und Makromolekülen liefern, erlauben zellbasierte Biosensoren eine physiologi-
sche Beschreibung biologischer Systeme in nativen bzw. durch chemische und physikalische
Provokation modifizierten Zuständen [Bousse, 1996; Keusgen, 2002; Wang et al., 2005]. Die
Spezifität und Relevanz der physiologischen Information sind insbesondere durch die Wahl
des in vitro Modells bestimmt.

Die Architektur zellulärer Netzwerke ist in situ dreidimensional angelegt. In lebendem
Gewebe sind entsprechend Zell-Zell- bzw. Zell-Extrazellularmatrix-Interaktionen in einer
räumlichen Konfiguration charakteristisch [Pampaloni et al., 2007]. Die Isolierung und Im-
mobilisierung von Zellen an artifiziellen Oberflächen als zweidimensionale Systeme geht mit
einer Depression der Netzwerkinteraktion und -kommunikation einher. Daher ist bei diesen
in vitro Modellen vom Verlust nativer Homöostase und gewebespezifischer Eigenschaften
auszugehen [Abbott, 2003; Zhang, 2004; Lin & Chang, 2008].

Interzelluläre Kommunikation ist grundsätzliche Prämisse und wesentliches Merkmal funk-
tionalen elektrogenen Gewebes. Sowohl die synchronen Kontraktionen des Herzens als auch
die Informationsverarbeitung in Nervensystemen unterliegen elektrischen Prinzipien und
bedingen intakte Signaltransduktions- bzw. -propagationsprozesse, die im lebenden Orga-
nismus dreidimensional erfolgen können. Entsprechend können als Monolayer kultivierte in
vitro Systeme, deren Ausbildung von Axone, Dendriten oder Synapsen nicht in einer 3D
Architektur erfolgt, die zelluläre Kommunikation in situ nur bedingt nachbilden.

Individuelle physiologische Zellprozesse sind durch biochemische oder mechanische Inter-
aktion mit dem zellulären Mikromilieu bestimmt und daher vom Organisationsgrad des
Netzwerkes abhängig [Pampaloni et al., 2007; Rimann & Graf-Hausner, 2012]. Werden
Zellen als planare Konfiguration immobilisiert, zeigen diese Differenzen beispielsweise hin-
sichtlich Proliferation [Willerth et al., 2006], Migration [Friedl et al., 1998], Genexpression

- 55 -



4.2 Dreidimensionale Zellkultur

[Birgersdotter et al., 2005], Morphologie [Cukierman et al., 2001], Differenzierung [Wil-
lerth et al., 2006] oder elektrophysiologischer Eigenschaften [Bursac et al., 2003] gegenüber
Zellen in 3D bzw. in vivo Systemen [Übersicht in Irons et al., 2008]. Daneben wurden in
Abhängigkeit von dem Modellsystem Unterschiede in den Zellreaktionen auf pharmakolo-
gisch oder toxikologisch relevante Substanzen sowie Strahlenexpositionen identifiziert und
die Aussagekraft von Monolayerexperimenten infrage gestellt [Sachs et al., 1973; Behra-
vesh et al., 2005; Pampaloni & Stelzer, 2009; Zurich & Monnet-Tschudi, 2009]. In vitro
Studien sind jedoch aufgrund experimenteller, ökonomischer und ethischer Aspekte inte-
graler Bestandteil der Grundlagenforschung und angewandten Forschung. Daher wurden
zur Vermeidung fehlerhafter Extrapolation und Interpretation – insbesondere bei der Un-
tersuchung organspezifischer bzw. gewebespezifischer Wirkmechanismen – in den letzten
Jahren zunehmend 3D Zellmodelle propagiert [z. B. Abbott, 2003; Zhang, 2004; Pampaloni
et al., 2007; Jones, 2010; Rimann & Graf-Hausner, 2012].

4.2 Dreidimensionale Zellkultur

Zur Kultivierung zellulärer Netzwerke in einer 3D Architektur wurden in der Vergangen-
heit unterschiedliche Verfahren entwickelt und vorgestellt. Durch geeignete Biomaterialien
oder Polymere können Trägerstrukturen aufgebaut werden, die das Zellwachstum in einer
Multi-Ebenen-Konfiguration ermöglichen [Zhang, 2004]. Je nach Geometrie kann das ar-
tifizielle Gerüst die in situ Mikroumgebung einer Zelle jedoch nur bedingt imitieren und
Einfluss auf Migration, Kommunikation und Selbstorganisation des Netzwerks haben. Da-
neben stellen Reproduzierbarkeit und Standardisierung der Trägermaterialien besondere
Herausforderungen dar [Lee et al., 2008].

Mit der Sphäroidtechnik wurde eine etablierte Methode zur 3D Kultivierung gewählt. Sphä-
roide nutzen die Fähigkeit isolierter Zellen, unter Mikrogravitation bzw. in nicht-adhäsiven
Umgebungen, zur Aggregation und Organisation in gewebeähnliche Strukturen und ver-
zichten somit auf exogene Trägermaterialien [Holtfreter, 1944; Moscona, 1952, 1961]. Für
die Kultivierung dissoziierter Zellen als Sphäroide bietet sich eine Vielzahl unterschiedli-
cher Donatoren, darunter Retina [Layer et al., 1992], Herz [DeHaan & Sachs, 1972], Gehirn
[Seeds, 1971], Lunge [Landry et al., 1985] und Tumorgewebe [Mueller-Klieser, 1997], an.
Daneben können embryonale Stammzellen für die in vitro Differenzierung in sphärischen
Aggregaten, sogenannten Embryoid Bodies, im Hanging-Drop-Verfahren kultiviert wer-
den. Ähnlich der Differenzierungsprozesse der frühen Embryonalentwicklung bilden sich in
den 3D Embryoid Bodies Derivate der drei Keimblätter Entoderm, Mesoderm und Ek-
toderm [Möbs, 2006]. Nach Überführung in eine adhärente Kulturumgebung kann durch
Applikation spezifischer Faktoren die Differenzierung bestimmter Zelltypen, wie z. B. Kar-
diomyozyten [Hescheler et al., 1997] oder Neuronen [Strübing et al., 1995], evoziert werden.
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4.3 Extrazelluläre Ableitungen mit Mikroelektroden Arrays

Primäre Zellen aus funktionalem Gewebe bilden in Rotationskultur durch spezifische Zell-
sortierungsprozesse 3D Netzwerke und vermeiden gleichzeitig die Adhäsion auf und Inter-
aktion mit artifiziellen Substraten [Layer & Willbold, 1993]. Die Werkstoffeigenschaften
von Zellsubstraten können Einfluss auf die Struktur und Funktion von in vitro Kulturen,
einschließlich Neuronen und Kardiomyozyten haben [Flanagan et al., 2002; Discher et al.,
2005; Engler et al., 2008; Janmey et al., 2009; Bajaj et al., 2010]. Konventionelle Kultur-
substrate wie Glas oder Polystyrol besitzen einen deutlich höheren Elastizitätsmodul als
natives Nerven-, Muskel- oder Epithelgewebe, weshalb nicht von einer physiologisch re-
präsentativen Umgebung auszugehen ist. Zellen in Sphäroiden waren hingegen in eine 3D
Matrix eingebettet, die mechanische Eigenschaften lebenden Gewebes besser imitiert.

Zell-Zell-Adhäsion und -Interaktion waren initiale, elementare Ereignisse der Sphäroidbil-
dung. Die sukzessive Akkumulation einzelner Zellen führte über die Dauer weniger Stunden
zur Bildung formvarianter Cluster, die an 1 div zu sphärischen Aggregaten konzentriert
waren. In Rotationskultur unterliegt die Organisation von Primäraggregaten spezifischen
Zellsortierungs- bzw. sorting-out-Phänomenen. Nach der Hypothese der Differenziellen Ad-
häsion beeinflusst die individuelle Kohäsion der Zellen, beispielsweise durch unterschiedli-
che Ausprägung der Cadherinexpression, die Strukturierung [Steinberg, 1962a,b,c; Stein-
berg & Takeichi, 1994]. Sphäroide stellen jedoch kein statisches System dar. Nach Aggrega-
tion der Zellen können diese durch Proliferation, Differenzierung und Migration vermittelte,
selbstorganisierende Prozesse, histotypische Strukturen ausbilden [Layer & Willbold, 1993;
Fox & Atterwill, 1999; Layer et al., 2002] und, in Präparationen aus elektrogenen Zellen,
intrinsische Netzwerkaktivität entwickeln.

4.3 Extrazelluläre Ableitungen mit
Mikroelektroden Arrays

Zur experimentellen Charakterisierung dreidimensionaler in vitro Systeme auf funktiona-
ler Ebene wurden in der Vergangenheit unterschiedliche Verfahren vorgeschlagen. Patch-
Clamp Messungen an Neuronen, die als 3D Struktur in Matrigel kultiviert waren, konnten
erstmals von Irons et al. durchgeführt werden [Irons et al., 2008]. Für die Impedanzspektro-
skopie wurden Mikrokavitäten mit vier lateral implementierten Elektroden entwickelt, die
durch Modifikation der Peripherie zur extrazellulären Ableitung von Kardiomyozytsphäro-
iden geeignet sind [Kloss et al., 2008b,a]. In früheren Studien wurden daneben elektrogene
Sphäroide mit Drahtelektroden oder Glaskapillaren kontaktiert und untersucht [Seaman &
DeHaan, 1993; Clay et al., 1994]. Einschränkungen ergeben sich bei diesen Verfahren neben
der invasiven Eigenschaften transmembraner Systeme durch die Limitierung der Ortsauf-
lösung bei der Analyse der Netzwerkaktivität, insbesondere bei neuronalen Zellen. Bei der
funktionalen Untersuchung dreidimensionaler Systeme ergeben sich weiterhin methodische
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Herausforderungen, beispielsweise bei der Visualisierung [Keller et al., 2006; Pampaloni &
Stelzer, 2009], Kontaktierung [Reininger-Mack et al., 2002; Irons et al., 2008] oder Analyse
elektrophysiologischer Parameter.

Planare, substratintegrierte MEAs erlaubten die extrazelluläre Kontaktierung und Ablei-
tung elektrogener Sphäroide. Systematische Untersuchungen konnten entsprechend nicht-
invasiv und markerfrei erfolgen. Je nach Konfiguration des MEA-Chips war mit bis zu
20 aktiven Elektroden eine detaillierte Analyse räumlicher Aktivitätsmuster der Sphäroi-
de möglich. Die lateralen Dimensionen der Elektroden lagen mit 30µm (Standard MEA)
und 10µm (HD MEA) weitgehend im Größenbereich einzelner Zellen. Bedingt durch den
Detektionsradius konventioneller Elektroden von etwa 101 – 102 µm [Egert et al., 2002a]
partizipieren mehrere Zellen am Messsignal. Bei Kardiomyozyten, die über Gap Junctions
ein funktionales Synzytium bilden, führt dies zu synchronisierten additiven Feldpotenzia-
len. Neuronale Signale entsprechen einem scheinbar stochastischem Muster aus Spikes,
die jeweils das extrazelluläre Abbild eines individuellen zellulären Aktionspotenzials dar-
stellen. Entsprechend eignen sich MEAs insbesondere zur Analyse der Netzwerkaktivität
in vitro kultivierter Systeme. Untersuchungen auf Einzelzellebene sind durch Spike-Sorting
Algorithmen möglich, die Signale anhand ihrer individuellen Ausprägung klassifizieren und
fiktiven Cluster repräsentativ für einzelne Zellen zuordnen [Kim & Kim, 2000; Takekawa
et al., 2010; Bestel, Daus et al., 2012].

Die Kontaktierung einzelner Zellen und Kanäle ist Gegenstand des Patch-Clamp Verfah-
rens und erlaubt die Messung spezifischer Ionenströme [Neher & Sakmann, 1976]. MEAs
detektieren die Verschiebung der Ladungsträger hingegen indirekt über die transiente Po-
tenzialänderung im intra- und extrazellulären Raum während eines Aktionspotenzials. Die
Aufzeichnung von mehreren 104 Potenzialwerten pro Sekunde und Elektrode ermöglicht
insbesondere bei Kardiomyozyten eine profunde Rekonstruktion der Feldpotenziale. Durch
Korrelation von Feld- und Aktionspotenzialen ist entsprechend eine Analyse der zugrunde
liegenden Ionenströme möglich [Egert & Meyer, 2005].

Als Zielstruktur für eine Vielzahl von Arzneimittel sind Ionenkanäle in der pharmakolo-
gischen Wirkstoffsuche von besonderem Interesse [Graefe et al., 2011]. Durch Implemen-
tierung automatisierbarer, mikrofluidischer Komponenten könnten MEAs als Lab-on-Chip
Systeme zur Analyse großer Substanzbibliotheken im High-Throughput-Screening herange-
zogen werden und einen Beitrag zur Ermittlung pharmakologisch-toxikologischer Profile in
der Arzneimittelentwicklung leisten [Meyer et al., 2004b]. Daneben können MEAs für den
Einsatz in der Umweltanalytik in portable Systeme überführt werden und beispielsweise
zur sensitiven Detektion von Schadstoffen herangezogen werden [DeBusschere & Kovacs,
2001; Pancrazio et al., 2003; O’Shaughnessy et al., 2004].
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4.4 Eigenschaften der Sphäroide aus
Kardiomyozyten

Die Fähigkeit dissoziierter Zellen aus dem Herzen embryonaler Hühner zur Selbstorganisa-
tion zeigte sich durch die Reetablierung funktionaler Attribute wie der autorhythmischen
Generierung von Aktionspotenzialen durch Schrittmacherzellen und der Signalleitung im
Netzwerk über Gap Junctions. Die Expression der für physiologische Aktivität essenziel-
len Proteine, wie Cx43 und Desmin [Söhl & Willecke, 2004; Paulin & Li, 2004], wurde
in früheren Studien mit Kardiomyozytsphäroiden bestätigt und korreliert mit suffizientem
Herzgewebe [Bartholomä et al., 2005]. Nach 24 Stunden in Rotationskultur lagen kontrak-
tile sphärische Reaggregate mit einem Durchmesser von etwa 120µm vor. Eine deutliche
Zunahme der Sphäroidgröße konnte an 2 – 3 div, gefolgt von einem Übergang zur Sättigung
bei 200 – 250µm identifiziert werden. Analoge Wachstumscharakteristik wurde in ähnlichen
Untersuchungen bei Verwendung sechs Tage alter Hühnerembryonen beobachtet [Bartho-
lomä et al., 2005].

Das Sphäroidwachstum bis 72 Stunden in Kultur könnte durch temporär erhöhte Prolifera-
tionsraten begründet sein, da bedingt durch den täglichen Wechsel des Zellkulturmediums
keine isolierten Zellen zur weiteren Akkumulation vorlagen. Bei der rasterelektronenmikro-
skopischen Analyse der Sphäroidoberfläche konnten Shimada et al. in ähnlichen Präpara-
tionen nur bis 1 div einzelne, sphärisch strukturierte Zellen beobachten und korrelierten
dies mit der Aggregationsterminierung [Shimada et al., 1974]. Eine Abnahme der Proli-
ferationsraten ergibt sich möglicherweise aus der 3D Strukturierung, jedoch könnte auch
eine Komprimierung der Sphäroidstruktur durch homophile Cadherin-Cadherin Wechsel-
wirkungen [vgl. Lin & Chang, 2008] indirekt für die reduzierte Größenzunahme ursächlich
sein.

Autorhythmische Kontraktionen konnten in 98,4% der Sphäroide an Tag 2 in Rotationskul-
tur beobachtet werden. Der Anteil scheinbar inaktiver Netzwerke korrelierte in Langzeit-
untersuchungen mit der Kulturdauer, jedoch konnten kontraktile Sphäroide über mehrere
Wochen, bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes, identifiziert werden. Dissoziierte Zel-
len, die als 2D Architektur auf MEAs oder Petrischalen kultiviert wurden, zeigten analog
eine Abnahme kontraktiler Netzwerke über der Zeit. Vollständige Inaktivität lag hingeben
bereits an 10 div vor, in Übereinstimmung mit publizierten Studien [Meyer et al., 2004a;
Bartholomä et al., 2005]. Bedingt durch die artifizielle Mikroumgebung können zweidi-
mensional kultivierte Zellen de-differenzieren oder veränderte Proliferationseigenschaften
aufweisen [Bhadriraju & Chen, 2002; Pampaloni & Stelzer, 2009]. Ventrikuläre Zellen zeig-
ten einen antiproportionalen Zusammenhang von Zelldichte und Proliferationsraten [Akins
et al., 2010]. Entsprechend könnte die lokal höhere Zelldichte in Sphäroiden zu einer ver-
minderten Proliferation beitragen und den vergleichsweise langen Zeitraum kontraktiler

- 59 -



4.5 Pharmakologische Untersuchungen an Kardiomyozyten

Aktivität begründen. Es kann davon ausgegangen werden, dass proliferative Zellen wie
Fibroblasten in zweidimensionalen Systemen mit zunehmender Kulturdauer zu einem Un-
gleichgewicht führen und kontraktile Kardiomyozyten substituieren. Damit stellen Sphäro-
ide gegenüber Monolayer ein stabileres System sowohl für akute Untersuchungen als auch
für Langzeitexperimente über mehrere Wochen dar.

4.5 Pharmakologische Untersuchungen an
Kardiomyozyten

Die Experimente mit pharmakologisch wirksamen Substanzen konzentrierten sich auf die
Untersuchung akuter Reaktionen. Ziel war die Bewertung hybrider Systeme aus Mikroelek-
troden Arrays und dreidimensionalen Sphäroiden als Biosensor zur nicht-invasiven Analyse
kardioaktiver Wirkstoffe auf funktionaler Ebene.

Autorhythmische, mechanische Kontraktionen stellen charakteristische Merkmale der
Sphäroide aus Kardiomyozyten dar. In früheren Studien konnte gezeigt werden, dass die
Kontraktionsfrequenz als physiologisches Basisattribut zur Analyse des pharmakologischen
und toxikologischen Potenzials chemischer Substanzen herangezogen werden kann [Seaman
et al., 1994; Toseland et al., 1996; Bartholomä, 2005]. Die Ermittlung der Kontraktionsfre-
quenz erfolgte hierbei rein visuell durch rechnergestützte oder manuelle Modi und erfor-
derte keine Marker, wie beispielsweise spannungssensitive Fluoreszenzfarbstoffe.

Mikroelektroden Arrays konnten durch präzise Detektion von Feldpotenzialen und deren
Timestamps analog zur markerfreien Analyse der Kontraktionsfrequenz von Kardiomyo-
zytsphäroiden herangezogen werden. Daneben war die Untersuchung einer Reihe weiterer
elektrophysiologisch relevanter Parameter, wie der Netzwerksynchronizität, potenziell ar-
rhythmische Zustände oder der Verlauf von Feldpotenzialen und der zugrunde liegenden
Ionenströme, möglich. Optische Verfahren sind in ihrer zeitlichen Auflösung insbesondere
durch die Bildrate der Mikroskopkameras, die konventionell < 102 fps (frames per second,
Bilder pro Sekunde) beträgt, limitiert. Mikroelektroden Arrays erlaubten hingegen mit bis
zu 105 Messpunkten pro Sekunde und einer Ortsauflösung von 30µm bzw. 200µm eine
hoch präzise Erfassung der Netzwerkaktivität.

Während des Untersuchungszeitraumes 3 – 10 div betrug der Anteil intrinsisch aktiver, kon-
traktiler Sphäroide über 80%. Entsprechend resultierten aus jeder Präparation mehrere
hundert funktionale Sphäroide, die jeweils ein autonomes Netzwerk darstellten und zu
individuellen elektrophysiologischen Untersuchungen herangezogen werden konnten. Nach
einem Experiment wurde der exponierte Sphäroid verworfen und nicht für die Analyse
weiterer Wirkstoffe verwendet. Damit konnten Wechselwirkungen mit anderen Substanzen
und potenziell konjugierte Pathomechanismen ausgeschlossen werden.
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4.5.1 Isoproterenol

Die Feldpotenzialfrequenz variierte im nativen Zustand abhängig vom individuellen Sphä-
roid und erreichte bis zu 1,5Hz. Die Sensitivität und Relevanz des Parameters zur Beur-
teilung funktionaler Effekte durch chemische Stimulation wurde durch Applikation des β-
adrenozeptor Agonisten Isoproterenol untersucht. Isoproterenol ist beispielsweise bei Asth-
ma bzw. Bronchokonstriktion indiziert, da die Stimulation des β2-adrenergen Rezeptors zur
Relaxation der bronchialen Muskulatur führt [Golan et al., 2011].

Der Wirkstoff Isoproterenol stellt jedoch einen unselektiven β-adrenozeptor Agonisten dar
und aktiviert daneben β1-adrenerge Rezeptoren. Damit sind potenziell inotrope bzw. chro-
notrope Effekte und kardiospezifische Nebenwirkungen existent [Golan et al., 2011]. Nach
Interaktion des Wirkstoffs mit dem Rezeptor wird durch eine G-Protein vermittelte Akti-
vierung von Adenylylcyclase die Synthese von Zyklischem Adenosinmonophosphat stimu-
liert. Das Enzym ProteinkinaseA wird aktiviert, was zur Öffnung der L-Typ Kalziumkanäle
führt [Aravanis et al., 2001]. Der chronotrope Effekt unterliegt damit einer erhöhten Kon-
zentration von Ca2+-Ionen im intrazellulären Raum.

Die Sphäroide zeigten nach Applikation von 1,25 nM bzw. 125 nM Isoproterenol einen An-
stieg der Feldpotenzialfrequenz. Die Erhöhung der Substanzkonzentration auf 1,25µM in-
duzierte keine weitere Steigerung, was eine Sättigung des Effekts bei etwa 150% der nativen
Feldpotenzialfrequenz vermuten lässt. Chronotrope Effekte konnten auch in früheren Stu-
dien an Kardiomyozyten, die aus embryonalen Stammzellen differenziert waren [Liu et al.,
2007; Brito-Martins et al., 2008], und primären Kardiomyozyten im Monolayer [Pottek
et al., 2006; Sörensen, 2007] identifiziert werden. Daneben wurde in vitro die Erhöhung der
intrazellulären Kalziumkonzentration durch Isoproterenol an Kardiomyozyten von Rat-
tenembryonen nachgewiesen [Ingebrandt et al., 2001].

4.5.2 Lidocain

Die Depolarisierung des Membranpotenzials während der Exzitation folgt einem charak-
teristischen, formkonstanten Verlauf und unterliegt der transienten Änderung der Mem-
branpermeabilität für bestimmte Ionenarten. Durch extrazelluläre Kontaktierung konnte
die Verschiebung von Ladungsträgern während der Aktionspotenziale indirekt als loka-
le Feldpotenziale gemessen werden. Die Ausprägung der Feldpotenziale variierte je nach
Zell-Elektroden-Konfiguration individueller Messungen, jedoch konnten charakteristische,
repetitive Elemente identifiziert werden.

Die initiale Phase eines Aktionspotenzials resultiert aus der autoregenerativen Öffnung
spannungsgesteuerter Natriumkanäle und wurde im Feldpotenzial offensichtlich durch einen
schnellen Spannungsabfall zur maximalen negativen Amplitude reflektiert. Natriumkanäle
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sind die Zielstruktur für eine Reihe von Lokalanästhetika und Antiarrhythmika [Yagiela,
1991; Vedantham & Cannon, 1999]. Lidocain ist Prototyp der Klasse Ib Antiarrhythmi-
ka und interagiert mit dem Rezeptor bevorzugt im inaktivierten Kanalzustand [Estler &
Schmidt, 2007]. Die Synchronisierung untergeordneter Erregungszentren und entsprechend
antiarrhythmische Wirkung im Herzen resultiert aus der Inhibition des Natriumeinstromes
durch Blockierung der Ionenkanäle [Kretz & Teufel, 2006].

Die Wirkung von Lidocain auf Sphäroide wurde im Konzentrationsbereich von 10µm–
10mM untersucht. Nach Applikation konnte eine dosisabhängige Änderung der initialen
Feldpotenzialphase identifiziert werden. Statistische Signifikanz wurde durch Extraktion
der maximalen negativen Amplitude sowie der Dauer des schnellen Spannungsabfalls RSdur
geprüft, da diese Parameter präzise quantifizierbar und sensitiv für Veränderungen im
Signalelement waren. Signifikante Änderungen lagen bei einer Konzentration von 1mM
Lidocain sowohl bei der Amplitude als auch der RSdur vor, der maximale Effekt wurde
mit 5mM des Wirkstoffs erreicht.

Nach Applikation von 10mM Lidocain zeigten 81% der Sphäroide keine elektrische Ak-
tivität. Dies könnte von messtechnischer Seite mit deutlich reduzierten Amplituden, die
keine Diskriminierung vom Signalrauschen zulassen, begründet sein. Daneben wäre aus
physiologischer Sicht eine vollständige Inhibition von Aktionspotenzialgenese und Reizpro-
pagation, ähnlich der Wirkmechanismen von Lokalanästhetika, durch die Blockierung der
Natriumkanäle möglich.

Frühere Studien untersuchten die physiologische Reaktion von Kardiomyozytsphäroiden
auf die Applikation von Tetrodotoxin (TTX), einem potenten Nervengift, das spannungs-
aktivierte Natriumkanäle blockiert. Durch rein visuelle Analyse der Kontraktionen konn-
te eine dosisabhängige Abnahme mechanischer Aktivität festgestellt werden [McDonald
et al., 1972]. Eine nähere Betrachtung der elektrophysiologischen Eigenschaften war durch
die Kontaktierung einzelner Zellen mit Mikropipetten möglich. Clay et al. identifizierten
hierbei eine Korrelation von Wirkstoffkonzentration und Geschwindigkeit der schnellen
initialen Spannungsänderung [Clay et al., 1994].

Im Gegensatz zu TTX erreicht Lidocain den Wirkort von intrazellulärer Seite. Die Substanz
liegt bei physiologischen pH-Werten in lipophiler Form vor und kann durch die Phospho-
lipiddoppelschicht der Zellmembran diffundieren. Niedrige pH-Werte führen hingegen zur
Protonierung des Moleküls und inhibieren die Diffusion zum Zytosol. Entsprechend zeigt
Lidocain in entzündetem Gewebe nur bedingt Wirkung [Frese, 2006].
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4.5.3 Diltiazem

Im Feldpotenzial der Sphäroide war nach dem schnellen Spannungsabfall zur maximalen
negativen Amplitude – in Übereinstimmung mit dem charakteristischen intrazellulären
Potenzialverlauf – ein Plateau-ähnliches Element der Dauer 100 – 200ms zu beobachten.
Bei kontraktilen Kardiomyozyten resultiert diese Phase aus der kompensierenden Über-
lagerung von Kalium- und Kalziumströmen. Kardioaktive Substanzen, die Kalziumkanäle
blockieren und den Influx hemmen, werden als Kalziumantagonisten bezeichnet und sind
nach ihrem Wirkmechanismus den Klasse IV Antiarrhythmika zugeordnet. Sie führen zu
einer Verkürzung der Plateauphase und entsprechend Reduzierung des QT-Intervalls im
EKG-Signal [Thompson & Balser, 2004; Graefe et al., 2011].

Das Benzothiazepinderivat Diltiazem ist ein Kalziumantagonist, der den Ionenstrom in die
Zelle durch Blockierung spannungsabhängiger L-Typ Kalziumkanäle inhibiert [Herdegen,
2010]. Die Sphäroide zeigten nach Applikation von Diltiazem eine Verkürzung der Pla-
teauphase respektive Feldpotenzialdauer FPdur. Eine signifikante Detektion der Substanz
erfolgte bei einer Konzentration von 10µM. Der maximale Effekt wurde bei 100µM Dil-
tiazem mit einer Reduzierung von FPdur um 22,78% identifiziert. Entsprechend kann von
einer dosisspezifischen Korrelation von L-Typ Kanalinhibition und FPdur der Sphäroide
ausgegangen werden.

Zweidimensionale Systeme zeigten nach Stimulation mit Verapamil, einem Kalziumantago-
nisten vom Phenylalkylamin-Typ, hingegen keine ausgeprägte Änderung in der Dauer der
Feldpotenziale [Meyer et al., 2004b]. Dies resultiert aus der Konkurrenz zweier Wirkmecha-
nismen: Mit ähnlichen IC50 von etwa 150 nM blockiert Verapamil neben Kalziumkanälen
auch schnell repolarisierende Kaliumkanäle und induziert somit eine Überlagerung von
Verkürzung und Verlängerung der Plateauphase [Meyer et al., 2004a,b].

Diltiazem zeigt im Vergleich zu Verapamil sehr geringe Affinität zum entsprechenden Kali-
umkanal [Zhang et al., 1999]. Dennoch ist eine Koexistenz konkurrierender Wirkmechanis-
men möglich, die durch extrazelluläre Ableitungen mit MEAs nur bedingt auf der Ebene
spezifischer Ionenströme aufgelöst wird. MEAs stellen zelluläre Effekte auf funktionaler
Ebene, beispielsweise durch Quantifizierung der FPdur in vitro als repräsentatives Attri-
but des QT-Intervalls in vivo, dar. Im speziellen Fall des Verapamils könnten molekulare in
vitro Untersuchungen, die auf einer isolierten Betrachtung des Kaliumkanals basieren, zur
Falsch-Positiv-Klassifizierung führen, da die Rezeptor-Ligand-Interaktion und das Poten-
zial zur QT-Verlängerung zwar identifiziert, der physiologische Effekt auf zellulärer Ebene
jedoch nicht beschrieben werden kann [Meyer et al., 2004b, 2007].
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4.5.4 4-Aminopyridin

Neben einer Reihe von Antiarrhythmika existieren Wirkstoffe mit nicht-kardiovaskulärer
Indikation, die im therapeutischen Maßstab durch Inhibition transmembraner Kaliumströ-
me eine Verzögerung der Repolarisierung im myokardialen Aktionspotenzial induzieren
können [Seel, 2011]. Diese, provozierte Dysfunktion der Ionenkanäle kann entsprechend
dem Long QT Syndrom zu pathologisch verlängerten Plateauphasen im Aktionspotenzial
respektive QT-Intervallen im EKG führen. In der Arzneimittelentwicklung ist das QT-
Intervall von besonderem Interesse, da verzögerte Repolarisationen mit der Ausbildung
potenziell letaler ventrikulärer Tachykardien bzw. Arrhythmien, wie beispielsweise Tor-
sade de Pointes, assoziiert wurden [Sanguinetti & Tristani-Firouzi, 2006; Thomas et al.,
2010].

Zulassungsbehörden wie die EMA (European Medicines Agency) oder FDA (U. S. Food
and Drug Administration) fordern daher eine Bewertung von Wirkstoffen hinsichtlich der
Mechanismen, die zu einer Verlängerung des QT-Intervalls führen [EMA, 1997]. Die ICH
(International Conference on Harmonisation) ist eine kooperative Initiative zur Regulie-
rung und Harmonisierung der Arzneimittelzulassung in Europa, Japan und den USA. Zur
Beurteilung des repolarisationsverzögernden Potenzials entwickelte die ICH Richtlinien für
präklinische (ICH S 7B) und klinische (ICH E14) Studien [ICH, 2005b,a]. Die S 7B Richt-
linie sieht hierbei neben Untersuchungen im Tierversuch komplementäre Experimente an
isolierten Zellen in vitro vor.

4-Aminopyridin ist ein Kaliumkanalblocker mit dem Potenzial zur Verlängerung der Pla-
teauphase im Aktionspotenzial von Kardiomyozyten [Thomas et al., 2010]. In der Vergan-
genheit wurde 4-Aminopyridin als möglicher Wirkstoff zur Therapie Multipler Sklerose,
einer autoimmun vermittelten, demyelinisierenden Erkrankung des Zentralnervensystems,
identifiziert [Goodman et al., 2009]. Nach Abwägung von Risiken und potenziellem Nutzen
wurde die Substanz unter dem Namen Fampyra, nach Empfehlung des CHMP (Committee
for Medicinal Products for Human Use) der EMA eine Zulassung unter Auflagen erteilt
[EMA, 2011].

Die Sphäroide zeigten nach Inhibition der transienten Kaliumströme durch 4-Aminopyridin
eine dosisabhängige Erhöhung der Feldpotenzialdauer in Übereinstimmung mit früheren
Untersuchungen an anderen Modellsystemen [Sridhar et al., 2007; Thomas et al., 2010].
Der maximale Effekt konnte bei der Konzentration 2,5mM mit einer Verlängerung der
FPdur etwa um den Faktor 1,5 beobachtet werden. Eine Erhöhung der Dosis auf 10mM
4-Aminopyridin führte zur vollständigen Inhibition der Signale. Eine Regenerierung der
Aktivität konnte durch mehrfachen Austausch des Mediums erreicht werden, was eine
Reversibilität des Effektes vermuten lässt.

- 64 -



4.6 Elektromagnetische Exposition

4.6 Elektromagnetische Exposition

4.6.1 Versuchsumgebung

Die experimentelle Betrachtung biologischer Primärreaktionen auf elektromagnetische Fel-
der bedingt exakt definierte und reproduzierbare Feldparameter. Der Mobilfunk bedient
sich spezifischer Frequenzen und Intensitäten, die im Laborversuch durch geeignete Sys-
teme simuliert werden können [Übersicht u.A. in Paffi et al., 2011]. Für eine Reihe von
in vitro Studien wurde die experimentelle Felderzeugung durch Rechteckhohlleiter für die
Frequenzen 900MHz [Schuderer et al., 2004a], 1,8GHz [Schuderer et al., 2004b] und 1,9 –
2,2GHz [Koester et al., 2007] realisiert. Bei diesen Systemen wird die elektromagnetische
Energie in einer hohlzylindrischen Struktur je nach Konfiguration im Lauf- oder Stehwel-
lenmodus übertragen. Im Expositionsraum führt dies zu lokalen Intensitätsmaxima und
-minima. Entsprechend bieten Hohlleiter keine homogene Feldverteilung und sind in Be-
zug auf Frequenz und Probendimension nicht adaptiv.

Die Felderzeugung in den Expositionsexperimenten wurde mit einem offenen, transversal
elektromagnetischen (TEM) Wellenleiter, einer sogenannten Stripline realisiert. Die Stripli-
ne bestand aus zwei Metallelementen in planparalleler Konfiguration. Durch Zuführung der
elektromagnetischen Energie bildete sich zwischen den Elementen ein homogenes elektro-
magnetisches Feld aus. Die elektrische Feldkomponente war dabei stets vertikal polarisiert
und stand zum magnetischen Vektor orthogonal. Da dieses System nicht auf stehenden
Wellen basierte, lag eine weitgehend flexible Festlegung von Frequenzparameter, Proben-
dimension und Probenpositionierung vor.

Zur Vermeidung höherer Schwingungsmoden sollte die verwendete Wellenlänge maximal
der doppelten Höhe der Stripline entsprechen [Goldhammer, 2008]. Mit einem Septum-
Masse-Abstand von 50mm besaß der Aufbau eine Grenzfrequenz von etwa 3GHz und
deckte die im Mobilfunk relevanten Standards wie GSM und UMTS ab. Weiterhin könnten
Untersuchungen im Niederfrequenzbereich (ELF, extremely low frequencies) durchgeführt
werden. Mögliche Wechselwirkungen von elektromagnetischen Feldern im ELF Bereich und
biologischem Gewebe wurden in der Vergangenheit kontrovers diskutiert. Umfassend ak-
zeptierte Mechanismen liegen jedoch nicht vor [Foster, 2003; Santini et al., 2009].

Für in vivo Studien können klassische Antennen als Feldquellen zum Einsatz kommen, da
je nach Experiment die Exposition hoher Raumvolumina erforderlich ist. Die Dosimetrie
stellt jedoch eine besondere Herausforderung dar, da eine lokale Fixierung der Untersu-
chungsobjekte insbesondere bei Langzeit-, aber auch bei Kurzzeitversuchen nicht sinnvoll
ist [Paffi et al., 2011]. Im nicht-fixierten Zustand ist von einer dynamischen Feldsituation
auszugehen und Parameter wie beispielsweise die SAR lassen sich nur bedingt bestimmen
und reproduzieren.
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Hybride Systeme aus Sphäroiden und MEAs stellen in Bezug auf die Exposition eine weit-
gehend statische Situation dar und relevante Feldparameter konnten durch Finite Ele-
mente Simulation berechnet werden. Aus der HF Eingangsleistung von 1W resultierte ein
homogenes Feld von etwa 140V/m zwischen Septum und Massefläche der Stripline. Für
dielektrische Komponenten, wie Zellkulturmedium und Sphäroid, war eine besondere Be-
trachtung der Dosimetrie erforderlich, da SAR-Wert und Feldstärke materialspezifischen
Eigenschaften, wie der Leitfähigkeit, Dichte und Permittivität des Dielektrikums, unterlie-
gen [EN50361, 2002]. Bei der Eingangsleistung von 1W wurde auf Basis der Finite Elemen-
te Simulation ein SAR-Wert von 32mW/kg im Sphäroid und 87mW/kg im umgebenden
Zellkulturmedium identifiziert.

Um eine allgemeine Bewertung und Reproduzierbarkeit von Expositionsstudien sicherzu-
stellen, ist daher eine präzise Angabe der Dosimetrie und des Bezugssystems essenziell. Ein-
schlägige Prüfvorschriften [EN50361, 2002] und Grenzwertbestimmungen [ICNIRP, 1998]
orientieren sich stets am Energieeintrag in das Gewebe. In den Experimenten dieser Ar-
beit stellten Sphäroide das exponierte Gewebe dar und wurden entsprechend der Normen
als Bezugssystem für SAR Deklarationen gewählt. Studien mit Zellen, die isoliert oder in
zweidimensionaler Netzwerkarchitektur vorliegen, bieten nur bedingt präzise Methoden zur
Berechnung oder experimentellen Bestimmung der SAR im Gewebe, und das umgebende
Zellkulturmedium wird als Bezugssystem definiert [z. B. Schuderer et al., 2004a; Gaber
et al., 2005]. Dieser Wert kann jedoch ein Vielfaches des eigentlichen Energieeintrages in
das Gewebe betragen und bedarf in Bezug auf Reproduzierbarkeit und Bewertung von
Studien einer differenzierten Betrachtung.

Zur Untersuchung elektrophysiologischer Primärreaktionen auf hochfrequente Felder wur-
den Sphäroide an MEAs gekoppelt und extrazellulär abgeleitet. Dieses Verfahren erlaubte
eine kontinuierliche Aufzeichnung der elektrischen Aktivität vor, während und nach der
Exposition. In der Vergangenheit fand die MEA-Technologie in Expositionsexperimenten
kaum Beachtung und wurde lediglich in wenigen Studien zur Analyse zweidimensional
kultivierter Neuronen vorgeschlagen [Koester et al., 2007; Merla et al., 2011]. Die in vitro
Untersuchungen von Kardiomyozyten erfolgten primär durch Glaskapillaren, die mit einem
Elektrolyt gefüllt waren, oder Drahtelektroden [Yee et al., 1984; Seaman & DeHaan, 1993;
Abbate et al., 1996]. Elektrische Leiter führen je nach Orientierung und Aspektverhältnis
zu deutlichen Inhomogenitäten in elektromagnetischen Feldern [Oster, 2012]. Durch die
resultierende Intensivierung des Feldes am Zell-Elektroden-Übergang ist daher eine nur
schwer quantifizierbare Situation existent, die realen Bedingungen nicht entspricht, und
kausale Betrachtungen zellulärer Effekte auf Basis der Dosimetrie sind nicht sinnvoll.

Durch die planare Konfiguration war an substratintegrierten Ableitelektroden der MEA-
Chips von weniger Inhomogenitäten auszugehen. Eine konträre Aussage lieferten Merla
et al., die umfassende Finite Elemente Berechnungen zu MEAs in elektrischen Feldern
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publizierten. Im Elektrodenbereich erreichten die SAR-Werte ein Vielfaches der nativen
Umgebung [Merla et al., 2011]. Jedoch waren in den Simulationen die Elektroden mit
einer Schichtdicke von 200µm und einem Durchmesser von 40µm für Prozesse der Halb-
leitertechnologie unkonventionell dimensioniert und das Aspektverhältnis von 1 : 5 könnte
ähnlich der Glaskapillaren und Drahtelektroden für die Feldintensivierung ursächlich sein.

Die Sphäroidsignale wurden mit planaren Elektroden des Durchmessers 30µm extrazellulär
abgeleitet. Aus der Schichtdicke von 1µm [Egert et al., 1998] ergab sich ein Aspektverhält-
nis von 1 : 30 und Inhomogenitäten waren nur minimal existent. Die mittlere Feldstärke im
Sphäroid betrug 5,9V/m und erreichte im Bereich der Zell-Elektroden-Kopplung maximal
7,3V/m. Wegen der dreidimensionalen Sphäroidarchitektur war die durch Elektroden in-
duzierte Intensivierung des Feldes in Bezug auf das gesamte Kultursystem unwesentlich.
Entsprechend bietet die Kombination aus MEA-Technologie, Sphäroid und Stripline eine
qualifizierte Versuchsumgebung für Expositionsstudien.

4.6.2 Thermische Effekte

Elektromagnetische Felder können durch die Anregung von Dipolmolekülen oder Ionen-
strömen eine Erhöhung der kinetischen Energie in biologischen Systemen induzieren. Diese
thermischen Effekte sind in ihrer Intensität insbesondere durch die Feldstärke bestimmt
und können beispielsweise zur Beschleunigung metabolischer Prozesse oder Denaturierung
von Proteinen führen [Gimsa, 2006]. Elektrogenes Gewebe, wie 2D kultivierte Kardiomyo-
zyten, zeigten in Abhängigkeit der Erwärmung eine erhöhte Spontanaktivität [Rothermel
et al., 2005]. Die thermische Provokation von Sphäroiden aus Kardiomyozyten führte in
Vorexperimenten zu einer veränderten Feldpotenzialfrequenz. Durch Interpolation wurde
für den physiologisch relevanten Bereich von 36,0 ◦C–38,0 ◦C eine Steigerung der Akti-
vität um 5,89% pro Kelvin ermittelt. Entsprechend sind Sphäroide sensitiv gegenüber
Temperaturänderungen und thermische Effekte besitzen in Expositionsstudien besondere
Relevanz, da resultierende Sekundärmechanismen als primäre athermische Zellreaktionen
missinterpretiert werden könnten.

Zur isolierten Betrachtung möglicher athermischer Effekte wurde die Probentemperatur
während der Experimente durch eine externe Temperaturregelung auf 37,0 ◦C gehalten. Die
Stabilität der Temperatur im Zellkulturmedium wurde in einem zweiten Vorexperiment mit
einem faseroptischen Sensor für die SAR-Werte 100mW/kg und 250mW/kg untersucht.
Für beide Parameter wurden während der Exposition minimale Temperaturänderungen im
Bereich dT< 0,1K festgestellt. Entsprechend waren gängige Anforderungen hinsichtlich
Temperaturstabilität erfüllt [Schuderer et al., 2004b] und thermische Wirkmechanismen
der Exposition diskriminiert.
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4.6.3 Elektrophysiologische Primärreaktionen

Thermische Wirkmechanismen bilden die Basis für die gesetzlich festgelegten Grenzwer-
te. Unter Berücksichtigung endogener Thermoregulationsprozesse sind bei spezifischen Ab-
sorptionsraten unter 0,08W/kg bei Ganzkörper- bzw. 2W/kg bei Teilkörperexposition kei-
ne gesundheitsschädlichen Konsequenzen durch die dielektrische Erwärmung des Gewebes
zu erwarten [ICNIRP, 1998]. Kontrovers bleibt die Existenz biophysikalischer Mechanis-
men, die bei Einhaltung der Grenzwerte zu athermischen Effekten führen. Als athermisch
sind in diesem Zusammenhang Primärprozesse anzusehen, die nicht Folge einer Tempera-
turerhöhung sind. Die experimentelle Untersuchung athermischer Effekte bedingt Systeme
oder Prozesse, die den thermischen Energieeintrag kompensieren.

Auf subzellulärer Ebene wurden in der Vergangenheit verschiedene Ansätze athermischer
Wirkmechanismen diskutiert, die sich ausgehend vom elektrischen oder magnetischen Vek-
tor an der Induzierung gerichteter Ionenströme und elektrischer Potenzialdifferenzen, der
Konformationsänderung von Makromolekülen oder der Modifizierung chemischer und bio-
chemischer Reaktionswege orientieren [siehe Übersicht in Gimsa, 2006]. Bei elektrogenen
Zellen ist die Zellmembran relevante Zielstruktur experimenteller Untersuchungen, da die
Potenzialdifferenz des intra- und extrazellulären Milieus und deren transiente Änderung
während eines Aktionspotenzials Grundlage neuronaler und kardialer Kommunikation ist
[Linz et al., 1999; Gaber et al., 2005]. In früheren Studien wurden Effekte elektromagne-
tischer Felder auf die Kalziumhomöostase von Neuronen [Bawin et al., 1975; Blackman
et al., 1980] und Kardiomyozyten [Schwartz et al., 1990] identifiziert. In anderen Arbeiten
konnten diese Effekte jedoch nicht reproduziert werden [Wolke et al., 1996; Obo et al.,
2002; Green et al., 2005].

Die potenziellen Wirkmechanismen an Sphäroiden aus Kardiomyozyten wurden auf
funktionaler Ebene untersucht. Intrinsisch generierte Aktionspotenziale wurden dazu
nach der Exposition extrazellulär abgeleitet und die Endpunkte Feldpotenzialfrequenz,
-regelmäßigkeit und -dauer in Bezug auf die native Situation analysiert. Die Exposition
erfolgte mit elektromagnetischen Feldern der Frequenz 900MHz, die periodisch mit ei-
nem niederfrequenten Puls von 8,3Hz moduliert waren. Die spezifischen Absorptionsraten
betrugen 100mW/kg und 250mW/kg. Entsprechend waren die Feldparameter in guter
Übereinstimmung mit konventionellen Werten des Mobilfunks determiniert. Signifikante
Änderungen im Aktivitätsmuster der Sphäroide konnten nach der Exposition nicht identifi-
ziert werden. Die Untersuchung akuter expositionsinduzierter Effekte erfolgte mit einer auf
die Sphäroide individuell angepassten Pulsfrequenz, die im Bereich ± 5 – 20% der nativen
Feldpotenzialfrequenz variiert wurde. Ein direkter Effekt, wie beispielsweise eine Synchro-
nisierung der Kontraktionen mit der Pulsfrequenz oder feldinduzierte Arrhythmien, konnte
nicht nachgewiesen werden.
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Konträre Aussagen zu diesen Ergebnissen liefern frühere in vitro Studien an isoliertem
Herzgewebe. Die Schlagrate embryonaler Hühnerherzen folgte der Modulationsfrequenz ge-
pulster Mikrowellen [Caddemi et al., 1986]. Arrhythmische Kontraktionen konnten durch
spezifische Pulsfrequenzen in periodische Muster überführt werden. Die experimentellen
Beobachtungen der Synchronisierung wurden dabei durch numerische Simulationen ge-
stützt und kausal mit Kalziumströmen assoziiert [Tamburello et al., 1993]. Bradykardie
infolge der Exposition wurde an isolierten Herzen von Fröschen durch Yee et al. beob-
achtet. Die Verwendung von Glaskapillaren oder Drahtelektroden kann jedoch zur lokalen
Intensivierung des Feldes führen und für die elektrophysiologischen Effekte ursächlich sein
[Yee et al., 1984]. Eine Erhöhung der Schlagfrequenz wurde hingegen von Seaman und
DeHaan durch die Befeldung von Kardiomyozyten mit einer Frequenz von 2,45GHz über
die Dauer von 190 s identifiziert [Seaman & DeHaan, 1993]. Die Autoren verwendeten bei
ihren Experimenten hohe SAR-Werte von bis zu 86,9W/kg. Entsprechend könnten ne-
ben den Intensivierungseffekten durch die zur Messung verwendeten Glaskapillaren auch
thermische Effekte für die Studienergebnisse verantwortlich sein.

4.7 Eigenschaften neuronaler Sphäroide

Sphäroide aus isolierten Zellen des Mesencephalons embryonaler Hühner dienten als neuro-
nales Modellsystem. In der Vergangenheit wurde die Fähigkeit dreidimensional kultivierter
Neuronen zur Ausbildung von Synapsen [Seeds & Vatter, 1971] und Entwicklung sponta-
ner Netzwerkaktivität [Stafstrom et al., 1980] gezeigt und Sphäroide für Anwendungen der
Neuropharmakologie, -pathologie und -toxikologie vorgeschlagen [Wyle-Gyurech & Rein-
hardt, 1991; Fox & Atterwill, 1999; Sales et al., 2000, 2004; van Vliet et al., 2008].

Die Reaggregation der Neuronen erfolgte entsprechend der Kardiomyozyten durch kon-
tinuierliche orbitale Rotation. Ausgehend von dissoziierten Zellen bildeten sich innerhalb
der ersten 24 h morphologisch stabile Sphäroide mit einem mittleren Durchmesser von
125,4µm. Eine Zunahme der Größe wurde im frühen Kulturstadium in guter Überein-
stimmung mit Sales et al. beobachtet, die in ihrer Studie signifikantes Wachstum bis 9 div
mit folgendem Übergang in einen Sättigungsbereich identifizierten [Sales et al., 2004]. Die
Wachstumscharakteristik könnte entsprechend Kapitel 4.4 durch eine zunehmende Hem-
mung der Proliferation bedingt sein und aus der 3D Architektur der Sphäroide ein stabi-
les Verhältnis von Neuronen zu proliferativen Gliazellen resultieren. Auf die Verwendung
serumfreier Zellkulturmedien oder antimitotischer Additive, die in 2D Systemen zur Ver-
hinderung des Überwachsens von Neuronen durch Gliazellen herangezogen werden [Brewer
et al., 1993; Kingston et al., 1997], wurde in diesem Zusammenhang verzichtet.

Nach 14 Tagen in Rotationskultur erreichten die Sphäroide eine Größe von etwa 250µm.
Im Vergleich zu konventionellen Explantatmodellen oder akuten Gewebeschnitten, mit ty-
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pischen Dimensionen im Bereich einiger Millimeter, ist von einer besseren Nährstoffversor-
gung, insbesondere zu zentralen Bereichen, sowie einer höheren Viabilität der Sphäroide
auszugehen [Fox & Atterwill, 1999; Lin & Chang, 2008]. Damit ist neben der Möglichkeit
akuter Experimente auch eine Voraussetzung für Langzeituntersuchungen gegeben.

Spontane elektrische Aktivität wurde zunächst in Form einzelner Spikes nach 4 div und an-
schließend durch die sukzessive Zunahme von Bursts registriert. Es ist davon auszugehen,
dass die neuronale Aktivität mit der Neuriten- und Synapsenbildung korreliert. Frühe-
re Studien zeigten, dass die ansteigende Synapsendichte die Signalweiterleitung in kor-
tikalen Netzwerken gewährleistet und Entwicklung hochfrequenter Spikefolgen ermöglicht
[Jungblut, 2006; Jungblut et al., 2009]. Die Reetablierung funktionaler Attribute unterliegt
selbstorganisierenden Prozessen. Eine Modifikation der Entwicklung neuronaler Aktivität
in Sphäroiden kann beispielsweise durch elektrische Stimulation erreicht werden [Uroukov
& Bull, 2008].

Erfolgte die Kultivierung der dissoziierten Neuronen in zweidimensionaler Architektur,
konnte die intrinsische Reetablierung von Netzwerkstrukturen nach 2 div morphologisch
durch die Ausbildung eines unspezifischen Neuritengeflechts bewertet werden. Im Zeitraum
1 – 2 Wochen nach Kultivierung war jedoch die Aggregation weniger Zellen zu isolierten
Cluster sowie das Ablösen von Zellen, entsprechend vergangener Studien [Wyle-Gyurech
& Reinhardt, 1991], charakteristisch. Das zweidimensionale System wurde als instabiles
Modell bewertet und daher nicht zu pharmakologischen Untersuchungen herangezogen.

4.8 Multivariante Spikeanalyse

Neuronale Signale waren in den Ableitungen von Rauschanteilen begleitet und mussten
durch geeignete Algorithmen isoliert werden. Zur Analyse zweidimensionaler in vitro Sys-
teme werden in konventionellen Verfahren spezifische Schwellspannungen (Thresholds) als
Vielfaches der Standardabweichung individuellen Signalrauschens definiert [z. B. Wagenaar
et al., 2005; Chiappalone et al., 2005; Kujawski, 2005; Wagenaar et al., 2006; Horton et al.,
2007]. Beim Überschreiten des Thresholds wird das Minimum des Messsignals ermittelt
und als Timestamp eines Spikes registriert. Damit erfolgt die Diskriminierung zellulärer
Signale ausschließlich auf Basis ihrer maximalen negativen Amplitude. Die Algorithmen
sind echtzeitfähig und können entsprechend auch zur online-Analyse herangezogen werden
[Pancrazio et al., 2003; Bestel, 2010]. Präzisere Verfahren bedienen sich eines zweiten, posi-
tiven Thresholds und erlauben die Bewertung einer Peak-Peak-Differenz [z. B. Grattarola
et al., 2001; Sato et al., 2007]. Die Refraktärzeit als physiologisch relevanter Parameter
konnte von Jungblut et al. nach Analyse der Interspikeintervalle berücksichtigt werden.
Durch Definition einer Totzeit von 2ms nach jedem Ereignis wurde eine irrtümliche Spike-
detektion ausgeschlossen [Jungblut, 2006; Jungblut et al., 2009].
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Während thresholdbasierte Methoden zur Untersuchung zweidimensionaler Netzwerke
weitgehend etabliert sind, war eine robuste Analyse neuronaler Sphäroidsignale mit diesen
Algorithmen nicht gewährleistet. Bedingt durch die dreidimensionale Architektur lag im
Bereich der Sphäroid-Elektroden-Kopplung eine höhere Zelldichte und Partizipation meh-
rerer Neuronen am Messsignal vor. Die Amplituden der Spikes waren höchst variabel und
nicht augenscheinlich vom Rauschen zu diskriminieren. Die Analyse der Sphäroidsigna-
le mit einem statischen Thresholdmodell zeigte, dass die Anzahl der detektierten Spikes
wesentlich mit dem Wert des Thresholds korrelierte. Weiterhin waren niederfrequente Si-
gnalanteile während eines Bursts existent, die deutliche Artefakte induzierten.

Mit dem multivarianten Ansatz erfolgte die Detektion der Sphäroidsignale nicht aus-
schließlich durch Bewertung der Amplitude, sondern durch Analyse von 17 geometrischen,
frequenz- und vektorbasierten Attributen. Die konstruktive Information der Merkmale war
von der individuellen Messung abhängig. Daher wurde eine Evaluation der Verteilungs-
funktion durchgeführt und bis zu n=8 potente Attribute mit der höchsten Trennschärfe
ausgewählt [Bestel, 2011]. Diese wurden in einen n-dimensionalen Merkmalsraum über-
führt und zelluläre Spikes mittels EM Clusteralgorithmus extrahiert [Bestel, Daus et al.,
2012]. Damit war der Algorithmus robust gegenüber Variationen der Signalamplituden und
erlaubte die verlässliche Analyse extrazellulär abgeleiteter Aktionspotenziale der Sphäroi-
de.

In Bezug auf zweidimensionale Systeme könnte der multivariante Ansatz eine Präzisie-
rung bestehender, thresholdbasierter Methoden bieten. In konventionellen Untersuchun-
gen partizipieren etwa 3 – 10 Neuronen am Messsignal [Potter et al., 2006]. Aufgrund der
individuellen Zell-Elektroden-Konfiguration lassen sich spezifische Spikeformen durch ih-
re Hauptkomponenten [Egert et al., 2002b; Zhang et al., 2004] oder Waveletkoeffizienten
[Hulata et al., 2002; Takekawa et al., 2010] isolieren und einzelnen Neuronen bzw. fiktiven
Cluster zuordnen. Verfahren auf Basis spezifischer Attribute sind bei der Analyse jedoch
nicht adaptiv. Der multivariante Ansatz erlaubt eine flexible Evaluation der Merkmale in-
dividueller Messungen und entsprechend differenzierte Spike Sorting Algorithmen [Bestel,
2011, Bestel, Daus et al., 2012].

4.9 Pharmakologische Untersuchungen an
neuronalen Sphäroiden

Mikroelektroden Arrays wurden bereits in vergangenen Studien zur sensitiven Klassifikati-
on neuroaktiver Substanzen herangezogen und als valide Testsysteme für die pharmakolo-
gische Wirkstoffsuche vorgeschlagen [Gross et al., 1995; Keefer et al., 2001; O’Shaughnessy
et al., 2003; Martinoia et al., 2005; Xiang et al., 2007]. Jungblut et al. fokussierten ih-
re Untersuchungen auf den GABAA-Rezeptorkomplex. Dieser besitzt als Zielstruktur für
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eine Reihe von Neuropharmaka, wie Antikonvulsiva oder Sedativa, besondere klinische
Relevanz und stellt einen geeigneten Kandidaten zur Bewertung hybrider Testsysteme aus
MEAs und neuronalen Netzwerken dar [Jungblut, 2006; Jungblut et al., 2009]. Umfassende
systematische Studien mit physiologisch relevanten, dreidimensionalen in vitro Systemen
existieren in diesem Zusammenhang jedoch nicht.

Werden Neuronen in einer zweidimensionalen Architektur auf den MEAs immobilisiert,
liegt je nach Präparation nach etwa drei Wochen ein morphologisch und funktional sta-
biles Netzwerk vor [Morefield et al., 2000; Jungblut, 2006]. Während der Reorganisation
sind Zellen und Chip entsprechend konjugiert. Sphäroide reaggregierten hingegen durch
kontinuierliche, horizontale orbitale Rotation in Suspension und wurden unmittelbar vor
den Messungen an MEAs gekoppelt. Nach der Bewertung akuter Effekte einer Substanz
wurde der Sphäroid verworfen und für nachfolgende Experimente durch einen neuen er-
setzt. Damit waren mögliche Wechselwirkungen mit bzw. chronische Effekte durch bereits
untersuchte Substanzen ausgeschlossen und unter methodischen Aspekten keine erneute
Reetablierungsphase erforderlich.

In den pharmakologischen Untersuchungen wurde GABA entsprechend seiner natürlichen
Funktion als inhibitorischer Neurotransmitter sowie der kompetitive GABAA-Antagonist
Bicucullin in Nano- und Mikromolarkonzentrationen appliziert und elektrophysiologische
Reaktionen der Sphäroide analysiert. Für beide Substanzen war eine augenscheinliche Mo-
difikation des Signalmusters charakteristisch. Zur Quantifizierung der Effekte wurden die
Parameter Spike- und Burstrate herangezogen, da diese in Studien an 2D Systemen bereits
erfolgreich zur Klassifikation neuroaktiver Substanzen eingesetzt wurden [Morefield et al.,
2000; Keefer et al., 2001; Martinoia et al., 2005]. Die Spikerate entspricht der Anzahl der
pro Zeiteinheit im Detektionsradius der Mikroelektrode erfassten Aktionspotenziale und
kann im Falle der Sphäroide durch die multivariante Analyse des Messsignals verlässlich er-
mittelt werden. Bursts stellen im Allgemeinen einzelne, hochfrequente Folgen von Spikes,
die durch niederfrequente Spikeperioden isoliert sind, dar [Cocatre-Zilgien & Delcomyn,
1992]. Die Detektion der Bursts erfolgte nach der Methode der maximalen Intervalle [Tam,
2002; Jungblut et al., 2009] durch Analyse des Spiketrains.

4.9.1 Bicucullin

Bicucullin beansprucht keine direkte therapeutische Relevanz, ist als etablierter kompe-
titiver GABAA-Antagonist jedoch in der experimentellen Pharmakologie von besonderer
Bedeutung [Hänsel & Sticher, 2009]. Das Alkaloid bindet postsynaptisch an eine extra-
zelluläre Domäne zwischen der α und β Untereinheit des Rezeptors und inhibiert die
Entstehung hyperpolarisierender Potenziale [Graefe et al., 2011]. Entsprechend sind die
modifizierte Spike- und Burstrate der Sphäroide nach Applikation von Bicucullin über ei-
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ne Disinhibition neuronaler Netzwerkaktivität erklärbar. Für beide Parameter konnte eine
konzentrationsabhängige Steigerung durch das Additiv induziert werden.

Die Spikerate war in Bezug auf die Burstrate weniger sensitiv und mit einer erhöhten Stan-
dardabweichung respektive Streuung der Messwerte assoziiert. Dies könnte durch eine mit
der Dosis zunehmenden Implementierung isolierter Spikes in Bursts begründet sein. Ent-
sprechend ist zur Klassifikation neuroaktiver Substanzen primär die Burstrate als robuster
und sensitiver Parameter indiziert. Frühere Studien zeigten in guter Übereinstimmung eine
Zunahme der Netzwerkaktivität und Oszillation in hippocampalen [Arnold et al., 2005],
kortikalen [Xiang et al., 2007; Jungblut, 2006], striatalen [Fleischer, 2006] und spinalen
[Keefer et al., 2001] Neuronen, die als Monolayer auf MEA-Chips kultiviert waren, nach Zu-
gabe von Bicucullin. Divergente qualitative Ergebnisse könnten durch eine unterschiedliche
Sensitivität der exponierten Zelltypen bzw. durch die Wahl des Kulturmodells begründet
sein. Daneben könnten zytotoxische Mechanismen bei hohen Konzentrationen synaptischen
Effekten überlagert sein.

4.9.2 GABA

GABA ist der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im Nervensystem. Nach Interakti-
on mit dem Rezeptorkomplex führt die Erhöhung der Membranpermeabilität für Cl--Ionen
zu hyperpolarisierenden Potenzialen in postsynaptischen Neuronen [Silverthorn, 2009; Fie-
derling, 2010]. Entsprechend ist die Suffizienz GABAerger Mechanismen für das wechsel-
seitige Gleichgewicht von Exzitation und Inhibition essenziell. Dysfunktionen lassen sich
mit der Epileptogenese assoziieren und beanspruchen somit besonderes klinisches Interesse
[Czuczwar & Patsalos, 2001].

Durch externe Zugabe von GABA waren Spike- und Burstrate der Sphäroide dosisabhän-
gig reduziert. Die Halbwirksamkeitsdosis der Burstrate betrug IC50=28µM und war damit
höher als bei vergleichbaren Experimenten auf der Basis zweidimensional kultivierter Säu-
gerneuronen [Keefer et al., 2001; Jungblut, 2006; Xiang et al., 2007]. In Übereinstimmung
mit dem Alkaloid Bicucullin könnte neben des Zelltyps auch die Architektur des in vitro
Systems für die geringere Sensitivität der Sphäroide in Bezug auf das Additiv ursächlich
sein.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Mit der Entwicklung hybrider Strukturen aus Mikroelektroden Arrays und dreidimensiona-
len Sphäroiden wurde in dieser Arbeit ein funktionaler, deskriptiver Ansatz der Biosensorik
adressiert. Während biochemische Sensoren ausschließlich analytische Informationen über
die Wechselwirkung von Liganden und Rezeptoren liefern, erlauben zellbasierte Biosenso-
ren eine physiologische Beschreibung biologischer Systeme in nativen bzw. chemisch oder
physikalisch provozierten Zuständen. Dies impliziert für Anwendungen der Pharmakolo-
gie, Toxikologie und Grundlagenforschung hohes Potenzial, evoziert jedoch eine multidis-
ziplinäre Aufgabe. Es werden zum einen in vitro Systeme benötigt, die den Ansprüchen
eines physiologisch repräsentativen Abbilds eines Organismus genügen. Zum anderen sind
technische Systeme erforderlich, die Zellreaktionen qualitativ und quantitativ verwertbar
machen.

Die Spezifität und Relevanz der physiologischen Information eines Biosensors sind durch
die in vitro Komponente bestimmt. In dieser Arbeit wurden Sphäroide als Modellsystem
herangezogen, da diese – in Übereinstimmung mit dem Gewebe in einem Organismus – in
einer dreidimensionalen Architektur organisiert sind. Ausgehend von dissoziierten Neuro-
nen und Kardiomyozyten erfolgte die Reaggregation des Netzwerks durch orbitale Rotation
in Suspension. Entsprechend war bei der Organisation zu dreidimensionalen Strukturen die
Adhäsion auf sowie die Interaktion mit artifiziellen Substraten nicht gegeben. Die Fähig-
keit isolierter Zellen zur Selbstorganisation zeigte sich durch die Reetablierung funktionaler
Attribute, wie der intrinsischen Generierung von Aktionspotenzialen durch Schrittmacher-
zellen und der Signalpropagation bzw. -transduktion im Netzwerk über chemische und
elektrische Synapsen. Diese Prozesse der interzellulären Kommunikation sind grundsätz-
liche Prämisse und wesentliches Merkmal funktionalen elektrogenen Gewebes: Sowohl die
synchronen Kontraktionen des Herzens als auch die Informationsverarbeitung in Nerven-
systemen basieren auf elektrischen Prinzipien und können in vivo dreidimensional erfolgen.
Daher können als Monolayer kultivierte in vitro Systeme, deren Ausbildung von Axone,
Dendriten oder Synapsen nicht in einer dreidimensionalen Architektur erfolgt, die zelluläre
Kommunikation in situ nur bedingt nachbilden. In vergleichenden Experimenten konnte
weiterhin gezeigt werden, dass Sphäroide gegenüber Monolayerkulturen das elektrophysio-
logisch und morphologisch stabilere Modell darstellen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Mit der MEA Technologie wurde eine etablierte Methode zur markerfreien Untersuchung
der Sphäroide gewählt. Durch multiparallele extrazelluläre Ableitung und präziser Diskreti-
sierung der Aktionspotenziale erlaubte der Biosensor eine detaillierte Analyse zeitlicher und
räumlicher Aktivitätsmuster der dreidimensionalen Netzwerke. Die Untersuchung transien-
ter Potenzialänderungen erfolgte indirekt durch Detektion der Ladungsträgerverschiebun-
gen im intra- bzw. extrazellulären Raum. Im Gegensatz zu konventionellen intrazellulären
Verfahren war damit eine eindeutig nicht-invasive und langzeitfähige Messmethodik sowohl
für Neuronen als auch Kardiomyozyten gegeben. Die Analyse der Messdaten bedingte eine
differenzierte Betrachtung. Extrazellulär abgeleitete Signale von neuronalen Zellen waren
durch scheinbar stochastische Muster aus Spikes und Bursts geprägt, die mit konventionel-
len, thresholdbasierten Verfahren nicht quantifiziert werden konnten. Auf Basis elaborierter
Verfahren wurde daher ein neuer Algorithmus zur robusten Klassifizierung und Interpre-
tation neuronaler Sphäroidsignale entwickelt und verifiziert. Bei Sphäroiden aus Kardio-
myozyten waren regelmäßige, netzwerksynchrone Feldpotenziale zu beobachten, die durch
Bewertung der Amplitude vom Rauschen diskriminiert werden konnten. Zur Bewertung
der Signalmuster konnten mehrere Parameter hinsichtlich Kontraktionsfrequenz, Rhyth-
mik, Synchronizität und Potenzialverlauf definiert und in den Versuchen rechnergestützt
ausgewertet werden.

Die experimentelle Untersuchung pharmakologischer Wirkstoffe auf funktionaler Ebene
stellt eine konstitutive Komponente der Arzneimittelentwicklung dar. In einem iterativen
Prozess stehen dabei große Substanzbibliotheken dem Anspruch valider, wirtschaftlicher
und ethisch vertretbarer Analysemethoden gegenüber. In dieser Arbeit konnte gezeigt wer-
den, dass der Biosensor aus Sphäroid und MEA Wirkmechanismen auf funktionaler Ebene
bewertet und damit wertvolle Informationen bei der sensitiven Klassifizierung neuro- und
kardioaktiver Additive liefert. Die physiologische Information setzte sich aus einer Reihe
spezifischer Merkmale des Signalmusters zusammen, deren Relevanz durch geeignete Re-
ferenzsubstanzen bestätigt wurde. Im industriellen Maßstab könnte das hybride System
aus MEA und Sphäroid somit einen wichtigen Beitrag zur Ermittlung pharmakologisch-
toxikologischer Profile der Wirkstoffkandidaten vor dem Übergang zur klinischen Phase
leisten.

Durch Implementierung des Biosensors in eine Stripline war eine qualifizierte Umgebung
zur Untersuchung biologischer Primärreaktionen auf elektromagnetische Felder gegeben.
Den Ansprüchen hinsichtlich Temperaturstabilität und Feldhomogenität entsprechend wur-
de die Versuchsumgebung zur Exposition kardialer Sphäroide mit schwachen Wechselfel-
dern, deren Frequenzparameter analog des Mobilfunks determiniert waren, herangezogen.
Die Dosimetrie konnte durch Finite Elemente Simulationen präzise charakterisiert und ge-
mäß relevanter Feldstärken respektive SAR-Werte eingestellt werden. Einen Hinweis auf
die Existenz signifikanter, athermischer Wirkmechanismen konnte in den Experimenten
nicht identifiziert werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In den Expositionsexperimenten erfolgte entsprechend der Untersuchungen pharmakolo-
gischer Wirkstoffe eine Betrachtung direkter bzw. akuter Zellreaktionen. Daneben wäre
die Adressierung latenter Effekte durch chemische und physikalische Stimulation in Lang-
zeitstudien realisierbar. Sphäroide stellen ein stabiles, über mehrere Wochen kultivierbares
System dar, das durch Kopplung an Mikroelektroden Arrays nicht-invasiv abgeleitet wer-
den kann. Die Versuchsumgebung könnte in diesem Zusammenhang beispielsweise durch
Implementierung des Aufbaus in einen Inkubator angepasst werden. Weiterhin könnten
mikrofluidische Komponenten integriert und somit automatisierbare Lab-on-Chip Systeme
zur Analyse großer Substanzbibliotheken im High-Throughput-Screening aufgebaut wer-
den. Eine Ausweitung des physiologischen Informationsumfangs wäre durch Kombination
weiterer mikro- bzw. nanoskaliger Sensoren auf dem Chip möglich. Diese multiparallele
Applikation differenzierter Wandlerprinzipien könnte in den Experimenten auch Aussagen
über Metabolismus oder Morphologie der Sphäroide zulassen.

Bei der Untersuchung elektrogenen Gewebes stehen jedoch primär elektrophysiologische
Fragestellungen im Fokus, da die Mechanismen zellulärer Erregbarkeit für ein Verständnis
von Pathogenese sowie für die Entwicklung und Validierung neuer therapeutischer Ansätze
von besonderer Bedeutung sind. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Biosen-
sor diese Fragestellungen auf funktionaler Ebene adressiert und systematisch zwischen bio-
chemischen Verfahren und Tierversuchen einen wichtigen Beitrag zur Klassifizierung und
physiologischen Beschreibung chemischer bzw. physikalischer Faktoren leisten kann.
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Verzeichnis fachspezifischer
Anglizismen

Folgende Anglizismen sind in diesem Fachgebiet gebräuchlich bzw. wurden in dieser Arbeit
eingeführt und in ihrer originären Form verwendet:

Burst tetanische Folge einzelner Aktionspotenziale

Cluster
(Signalverarbeitung)

statistisch abgrenzbare, ungeordnete Menge von Datenpunkten
mit gleichen oder ähnlichen Eigenschaften

Cluster (Zellkultur) individuelles Netzwerk, bestehend aus wenigen Zellen

Embryoid Bodies sphärische Aggregate zur in vitro Differenzierung embryonaler
Stammzellen

Gap Junctions membrandurchspannende, kanalbildende Proteinkomplexe

Hanging Drop Methode zur Kultivierung von Zellen in einem an Substraten hän-
genden Mediumstropfen

High-Throughput-
Screening

Analyse großer Substanzbibliotheken im Hochdurchsatzverfahren

Monolayer Zellsystem in zweidimensionaler Architektur

Peak Scheitelwert im Verlauf des Messsignals

Sorting-Out spezifische Zellsortierungsprozesse während der Sphäroidbildung

Spike extrazellulär abgeleitetes Aktionspotenzial eines Neurons

Spike Sorting zellspezifische Zuordnung isolierter Spikes

Stripline transversal elektromagnetischer Wellenleiter

Threshold Schwellwert

Timestamp Zeitstempel, der das Auftreten eines Aktionspotenzials markiert

Wavelet Basisfunktion für eine Zeit-Frequenz-Transformation
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