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So guard your heart, with diligence, life’s well-spring from it flows.

And give your heart to truth alone, there shall your soul repose.

-Unbekannt






Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Herzmuskelzellen verschiedenen Ursprungs hinsichtlich
thres Calciumsignalverhaltens und der damit einhergehenden Zellkontraktion wéhrend der
Erregungs-Kontraktionskopplung detailliert charakterisiert. Als Mall dazu diente der zeitliche
Versatz zwischen dem Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration und der durch die
Zelle ausgeiibten Deformation elastischer Silikonkautschuksubstrate. Letztere wurden der
physiologischen Gewebesteifigkeit des gesunden Herzmuskels nachempfunden und
ermoglichten dadurch die Analyse der Zellen unter naturnahen Bedingungen. Fiir prénatale
Kardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass die Kontraktionsfrequenz und der zeitliche
Versatz untrennbar miteinander verbunden sind. Zellen mit hoher Kontraktionsfrequenz
wiesen stets einen niedrigen Versatz auf, wihrend Zellen mit niedriger Kontraktionsfrequenz
langer fiir die Umsetzung des chemischen Signals in eine mechanische Zellantwort
bendtigten. Durch die hier entwickelte Software-gestiitzte Strukturanalyse zytoskelettaler
Komponenten konnte gezeigt werden, dass sich die beiden Zellpopulationen hinsichtlich ihrer
Zellform und der Ordnung und Orientierung ihrer Myofibrillen stark unterschieden. Schnell
kontrahierende Zellen mit niedrigem Versatz waren linglich ausgerichtet und besallen eine
hohe innere Ordnung mit parallel zueinander orientierten Myofibrillen, wihrend langsam
schlagende Zellen mit hohem Versatz keine Vorzugsrichtung des Zellkorpers und der
Mpyofibrillen aufwiesen. Eine direkte Abhidngigkeit des Signalverhaltens von der Morphologie
und der damit eingehenden inneren Ordnung konnte jedoch durch die kontrollierte und
reproduzierbare Beeinflussung der Zellgeometrie widerlegt werden. Durch gezielte
Separation des embryonalen Herzgewebes konnte vielmehr eine Abhingigkeit zwischen dem
Zellursprung und dem Signalverhalten aufgezeigt werden. Dabei erwiesen sich Vorhofzellen
als die schnell kontrahierende Zellpopulation mit niedrigem zeitlichen Versatz und Zellen
ventrikuldren Ursprungs als solche mit niedriger Frequenz und hohem zeitlichen Versatz.
Dartiber hinaus konnte das Signalverhalten durch Behandlung der beiden Zellpopulationen
mit zwei unterschiedlichen Neurotransmittern zum Teil aktiv moduliert werden und gab somit
Aufschluss iiber den zugrundeliegenden cAMP-abhédngigen Regulationsmechanismus.

Zusatzlich wurde das Kopplungsverhalten prinataler, kardialer Myozyten in definierten
multizelluldren Systemen untersucht. Dazu musste zunéchst eine Technik zur Anreicherung
der Herzmuskelzellen aus einer primdren Mischkultur mittels neuartiger Fusionsliposomen
etabliert und auf ihre Effizienz hin untersucht werden. Als Alterative zu
durchflusszytometrischen Analysen wurde ein fluoreszenzmikroskopisches Verfahren zur

automatisierten Bildgebung entwickelt. Zur Auswertung der so erfassten Daten wurde eine



makrobasierte Zahlroutine programmiert mit der sich die erfolgreiche Anreicherung kardialer
Myozyten aus einer Mischkultur nach erfolgter Zelltrennung iiber eine Trennsdule
nachweisen lief3.

Mit den so erhaltenen hochreinen Kardiomyozyten wurden Mikrogewebe unterschiedlicher
GroBe aufgebaut, die sich zusitzlich in ihrer Zusammensetzung aus atrialen und ventrikuldren
Zellen unterschieden. Die zuvor vereinzelten Zellen wurden mittels definierter
Substratkonditionierung zur kontrollierten Adhdsion gebracht und bildeten nach Ausfiillen der
begrenzten Adhédsionsflichen und Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten funktionelle
Synzytien, in denen die einzelnen Zellen sowohl elektro-chemisch als auch mechanisch
miteinander koppelten. Unabhédngig von der Mikrogewebe-Geometrie konnte gezeigt werden,
dass sich das Signalverhalten atrialer Zellen zum Teil in den mehrzelligen Verbianden
manifestierte, dieses aber nicht vollstindig dominierte. Des Weiteren liel sich fiir Verbénde
ventrikuldren Zellursprungs eine hohere Kontraktionskraft nachweisen, als fiir solche
gemischter Kardiomyozytenpopulationen.

In einem weiteren Teil der Arbeit wurden die bis hierher entwickelten Methoden eingesetzt,
um das Kontraktionsverhalten humaner induziert-pluripotenter Stammzellen-abgeleiteter
Kardiomyozyten niher zu untersuchen. Fiir diese Zellen konnte ebenfalls die charakteristische
Korrelation der Kontraktionsfrequenz und des zeitlichen Versatzen nachgewiesen werden.
Dies gab Riickschliisse iiber die Zusammensetzung der kiinstlich generierten
Herzmuskelzellen und erlaubte die Klassifizierung in Vorhof-artige und Ventrikel-artige
Zellen. Auf Basis dieser Vorversuche konnte fiir die abgeleiteten Zellen eine niedrigere

Kontraktionskraft als fiir Einzelzellen murinen Ursprungs ermittelt werden.
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Kapitel 1 FEinleitung 1

1. Einleitung

Das Kreislaufsystem durchzieht den Korper als Ferntransportsystem und ermoglicht den
Zellen unterschiedlicher Gewebe den Austausch von Nihrstoffen und Stoffwechselprodukten.
Das zentrale Organ des Kreislaufsystems — das Herz — befordert bis zu 5 Liter Blut pro
Minute durch die BlutgefdBle des Korpers. Dazu schldgt es bis zu 100.000 Mal am Tag. Seine
einzigartige Struktur ermoglicht den kontinuierlichen Blutstrom, sowohl im ruhenden Zustand
als auch unter korperlicher Anstrengung. Die Fahigkeit zur koordinierten Kontraktion erhélt
das Herz durch spezialisierte Muskelzellen innerhalb der Herzwand, den Kardiomyozyten. Sie
bilden den Hauptteil der Arbeitsmuskulatur und sind mechanisch und elektro-chemisch
miteinander verbunden. Die Interaktion der Herzmuskelzellen untereinander oder mit ihrem
umliegenden Bindegewebe wird durch eine Vielzahl unterschiedlicher Proteine vermittelt.
Einige sorgen fiir die Ausbildung spezifischer Zell-Zell-Verbindungen, wiahrend andere die
erzeugte Kontraktionskraft in das umliegende Bindegewebe einleiten. All dies erlaubt
schlieBlich eine Gesamtkontraktion des Herzens und die simultane Entleerung des Blutes aus
den Hauptkammern zu dessen Beférderung durch den Lungen- und Korperkreislauf.
Aufgrund der zentralen Funktion des Herzens fiir die Aufrechterhaltung eines gesunden
Organismus und dessen Fahigkeit zur funktionellen Selbstregulation stellen Erkrankungen des
Herzens stets lebensbedrohliche Situationen dar. Die unzureichende Fahigkeit zur
Selbsterneuerung nach Schiddigung wie durch einen Herzinfarkt fiihrt zur dauerhaften
Verschlechterung der Herzfunktion. Mogliche priaventive und therapeutische MafBnahmen
sind von hoher Bedeutung und besonderem wissenschaftlichen Interesse.

Die Hauptaufgabe der kardialen Gewebeziichtung besteht in der Generierung von
funktionellem Herzgewebe, welches als Ersatz fiir das geschiddigte Myokard dienen soll. Die
Eigenschaften des kiinstlichen Materials miissen dabei hohen Anforderungen entsprechen, um
eine erfolgreiche Integration, Regeneration und Wiederherstellung der Pumpfunktion
innerhalb moglichst kurzer Zeit zu gewdhrleisten. Hinzu kommt, dass sich derartige
Anforderungen je nach Lage im Herzen stark unterscheiden. Ein detailliertes Verstindnis von
Kardiomyozyten fiir das gesamte Myokard ist daher eine zwingende Grundvoraussetzung fiir
nachfolgende Therapieansétze fiir das diese Arbeit einen wichtigen Beitrag leisten soll.

Im folgenden Kapitel soll ein Uberblick iiber den momentanen Kenntnisstand zur

Funktionsweise des Herzens und der Herzmuskelzellen gegeben werden.



2 FEinleitung Kapitel 1

1.1. Das Herz

Das Herz befordert Blut durch die Blutgefile hin zum gesamten Korpergewebe. Basierend
auf seiner Funktionsweise kann es als zwei in Reihe geschaltete Pumpen verstanden werden.
Die rechte Herzhilfte, bestehend aus rechtem Vorhof und rechtem Ventrikel, pumpt das
sauerstoffarme, aus dem Korperkreislauf stammende und durch die systemischen Venen
ankommende Blut in den Lungenkreislauf. In der Lunge erfolgt der Gasaustausch des Blutes
und es gelangt iiber die Pulmonalvenen zur linken Herzhélfte. Diese wird gebildet aus dem
linken Vorhof und dem linken Ventrikel, die das mit Sauerstoff angereicherte Blut iiber die
Aorta zuriick in den systemischen Kreislauf schickt, um dort {iber immer feinere Arterien die
Organe zu versorgen. Innerhalb des Herzens verhindern die Atrioventrikularklappen den
Riickstrom von Blut aus den Ventrikeln in die Vorhofe, in der rechten Hélfte die
Trikuspidalklappe, auf der linken Seite die Mitralklappe. Die Trennung der Ventrikel von der
jeweiligen groBBen Arterie erfolgt iiber die Pulmonalklappe zwischen rechtem Ventrikel und
der Pulmonalarterie und die Aortenklappe zwischen linkem Ventrikel und der Aorta (Katz,
2011). Beide werden als Semilunarklappen zusammengefasst. Linker und rechter Ventrikel

werden durch das Kammerseptum voneinander getrennt (Abb. 1-1).

Aorta

linke Lungenarterie

obere Hohlvene Aortenklappe

rechte Lungenarterie linker Vorhof

Pulmonalklappe linke Lungenvenen

rechte Lungenvenen Mitralklappe

rechter Vorhof linker Ventrikel
rechter Ventrikel Kammerseptum

Trikuspidalklappe Papillarmuskel

Sehnenfiaden Epikard

Fleischbalken Myokard

untere Hohlvene Endokard

absteigende Aorta

Abb. 1-1: Schematische Abbildung des Herzens (verdndert nach Marieb & Hoehn, 2013).

Die AuBlenwand des Herzens besteht aus drei Schichten: dem Epikard (duBere Schicht), dem
Myokard (mittlere Schicht) und dem Endokard (innere Schicht). Diese drei Schichten werden
von einer diinnen, schiitzenden Membran umgeben, dem Perikard. Das Myokard tragt mit
95% den grofiten Teil des Organs bei und enthilt das kontraktile Herzmuskelgewebe, welches
fiir die Pumpleistung des Herzens verantwortlich ist (Tortora & Derrickson, 2009). Die Dicke

des Myokards der vier Kammern variiert entsprechend ihrer Funktion und Beanspruchung.
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Die Vorhofe sind relativ diinnwandig, da sie niedrigeren Driicken ausgesetzt sind. Die beiden
Hauptkammern miissen hingegen gréfere Driicke generieren, um das Blut liber weitere
Strecken zu treiben. Der Stromungswiderstand im Lungenkreislauf betrdgt nur einen
Bruchteil des totalen peripheren Widerstands des Korperkreislaufs, sodass der rechte
Ventrikel mit circa 2 kPa einen wesentlich geringeren Mitteldruck generieren muss, als die
linke Kammer mit 13,3 kPa (Silbernagl & Despopoulos, 2012). Das Endokard besteht aus
einer diinnen Bindegewebsschicht, die nahtlos in das Endothelgewebe der groflen Blutgefilie
iibergeht, wodurch der Reibungswiderstand des Blutstroms beim Austritt aus den Kammern
minimiert wird. Das Bindegewebe kleidet die gesamte Innenfliche des Herzens aus und
fungiert so auBBerdem als Isolator zwischen Vorhdéfen und Ventrikeln und verhindert dadurch

die unkontrollierte Reizweiterleitung liber das Organ.

1.1.1. Erregungsleitung

Das Herz wird, genau wie skelettale Muskeln von Nervenenden innerviert. Diese spielen bei
der Impulserzeugung jedoch nur eine regulatorische Rolle. Vielmehr besitzt das Herz, anders
als Skelettmuskeln, die Féhigkeit zur eigenstindigen und rhythmischen Erregung
(Autorhythmie). Getrieben wird der Herzschlag durch elektrische Impulse, die von
spezialisierten Herzzellen (Kardiomyozyten, 1.1.4) generiert und in verschiedene Regionen
des Herzens weitergeleitet werden. Die initiale Erregung des Herzens erfolgt im Sinusknoten
(Sinoatrial-Knoten, SA-Knoten). Er ist ein schmales Band am Ubergang zwischen oberer
Hohlvene in dem rechten Vorhof und besteht aus einer Ansammlung spontan
depolarisierender Zellen (Keith & Flack, 1907). Thre Besonderheit liegt in ihrem instabilen
Ruhepotenzial. Ubersteigt eine spontane Depolarisation der Zellen einen Schwellwert kommt
es zur Auspriagung eines Aktionspotenzials (AP), welches sich iiber die Vorhofe ausbreitet
und diese zur Kontraktion veranlasst. Die Impulsausbreitung iiber das Gewebe wird {iber
spezielle Zell-Zell-Kontake (1.1.4.6) zwischen den einzelnen Herzmuskelzellen ermoglicht.
Diese sogenannten Glanzsteifen verbinden Einzelzellen tiber durchlidssige Kanédle (Gap
Junctions) zu einem funktionellen Synzytium. Durch Weiterleitung des APs entlang der
atrialen Muskelfasern, gelangt es im Vorhofseptum zum Atrioventrikular-Knoten (AV-
Knoten). Von dort tritt es in die einzige elektrische Schnittstelle zwischen den Vorhéfen und
den Ventrikeln ein, die His-Biindel, welche sich in die Tawara-Schenkel verzweigen. Der
rechte und linke Ast setzen sich durch das Kammerseptum bis zur Herzspitze fort.

Letztendlich wird das AP durch die schnell leitenden Purkinje-Fasern von der Herzspitze
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seitlich aufwérts in das ventrikuldre Myokard geleitet und es kommt zur Kontraktion der
beiden Hauptkammern (Tortora & Derrickson, 2009). Generell sind drei Bereiche des
ausgewachsenen Herzens in der Lage, spontane Impulse zu erzeugen. Der SA-Knoten gilt als
primires Schrittmacherzentrum. Des Weiteren sind der AV-Knoten und die Purkinje-Fasern
in der Lage, Schrittmacherpotenziale zu generieren. Im Normalfall ist die intrinsische
Impulsfrequenz des SA-Knoten jedoch schneller als die des Erregungsleitungssystems und
unterdriickt somit deren Schrittmacherpotenzial (Mangoni & Nargeot, 2008). Die
Impulsfrequenzen der drei Regionen unterscheiden sich maB3geblich. Im menschlichen Herzen
liegt die Entladungsrate unter normaler Beanspruchung im Sinusknoten bei 60 bis 100
Impulsen in der Minute, wihrend die Rate in den unteren Schrittmachern bei 40 bis 55 im
AV-Knoten und im Purkinje-System bei 25 bis 40 Schldgen in der Minute liegt (Katz, 2011).
Kommt es zu einer Blockade des SA-Knoten, dominiert der AV-Knoten als
Schrittmacherzentrum (James, 2003). Es liegt jedoch nahe, dass dieser einen Ausfall —

insbesondere bei erhohter korperlicher Beanspruchung — nicht auf Dauer kompensieren kann.

1.1.2. Herzzyklus

Die erste Phase im Herzzyklus ist die atriale Depolarisation. Sie ist im Elektrokardiogramm
(EKG) als P-Welle sichtbar (Abb. 1-2, Phase 1) und bedingt nach kurzer Verzdgerung im
AV-Knoten (Phase 2) die atriale Systole. Durch die Kontraktion der Vorhofmuskulatur steigt
der Druck in den Vorhofen, welcher den Einstrom von Blut durch die gedffneten
Segelklappen (rechts: Trikuspidalklappe, links: Mitralklappe) in die Ventrikel ermdglicht. Die
dritte Phase ldsst sich im EKG anhand des QRS-Komplexes erkennen. Er steht fiir die
ventrikuldre Depolarisation, welche sich vom Apex des Herzens iiber die beiden Ventrikel
ausbreitet (Phase 4). Dies 16st die elektromechanische Kopplung aus, wodurch die
Kardiomyozyten kontrahieren und es zur schlagartigen Erhéhung des intraventrikuldren
Drucks kommt. Dieser lbersteigt letztendlich den atrialen Druck und die Segelklappen
schlielen sich, wodurch ein Riickstrom des Bluts in die Vorhofe verhindert wird. Wahrend
der Zeit zwischen Segelklappenverschluss und Offnung von Pulmonalklappe auf der rechten
und Aortenklappe auf der linken Herzseite steigt der Druck in den Ventrikeln an, ohne dass
eine  Volumendnderung daraus resultiert. Deshalb spricht man hier von einer
»isovolumetrischen Kontraktion®. SchlieBlich tiibersteigt der intraventrikulire Druck den
innerhalb der Aorta und Pulmonalarterie, wodurch sich die Taschenklappen 6ffnen. Das Blut

folgt einem Druckgradienten und wird nun ausgeworfen. Zeitgleich sinkt der atriale Druck
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und die Vorhofe entspannen sich wieder. Neues Blut tritt so durch die vendsen Zufliisse in die
Vorhoéfe und der atriale Druck beginnt zu steigen, wihrend die Atrioventrikularklappen
verschlossen sind. Etwa 200 Millisekunden (ms) nach dem Beginn der ventrikuldren
Kontraktion, erfolgt in der fiinften Phase die ventrikuldre Repolarisation, die sich in der T-

Welle im EKG widerspiegelt.

4]
S
Sinusknoten

Atrioventrikularknoten
His-Biindel
Tawara-Schenkel

Purkinje-Fasern

Abb. 1-2: Erregungsleitungssystem des Herzens und Koordination des Herzzyklus verdeutlicht anhand eines

EKG-Bildes (verandert nach Marieb & Hoehn, 2013; Tortora & Derrickson, 2009).

Diese Repolarisation fiihrt zu einer Verminderung der ventrikuldren Spannung und die
AusstoBrate sinkt. Die Segelklappen bleiben weiterhin geschlossen und der atriale Druck
steigt, bedingt durch den vendsen Einstrom von sauerstoffreichem Blut aus der Lunge bzw.
sauerstoffarmem Blut aus dem groBBen Kreislauf, allméhlich weiter. Sobald der ventrikuldre
Druck ausreichend gesunken ist, schlieBen sich Aorten- und Pulmonalklappe abrupt. Die
Abnahme des ventrikuldren Drucks ist durch die Fahigkeit zur vollstindigen Erschlaffung der

Muskelfasern determiniert (Lusitropie). Die Relaxation ist zum groen Teil durch das
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sarkoplasmatische Retikulum (SR) reguliert. Obwohl der ventrikuldre Druck wihrend dieser
flinften Phase fallt, bleibt das Volumen in den Kammern gleich, da alle Klappen geschlossen
sind. Deshalb spricht man hier von der ,,isovolumetrischen Relaxation®. Wéhrend sich die
Ventrikel wiahrend der sechsten Phase weiter entspannen, fillt der intraventrikuldre Druck
unter den zugehdrigen atrialen Druck. An diesem Punkt Offnen sich die
Atrioventrikularklappen und die Fiillung der Kammern beginnt. Trotz des Einstroms fallt der
Druck in den Ventrikeln kurzzeitig weiter, da sie sich immer noch in der Entspannungsphase
befinden. Erst nach vollstdndiger Entspannung und anhaltendem Einstrom aus den Vorhofen,
steigt der Druck in den Kammern wieder langsam an. Am Ende der sechsten Phase kommt es
zu einem Abfall des Druckgradienten entlang der Atrioventrikularklappen, sodass die Fiillrate
abnimmt. In ruhenden, gesunden Herzen sind die Kammern bereits zu Ende dieser Phase zu
90% gefiillt. Dies bedeutet gleichzeitig, dass 90% der ventrikuldren Fiillung vor der atrialen
Kontraktion (erste Phase) stattfindet. Der vollstindige Prozess ereignet sich innerhalb von
circa 800 ms und offenbart sich nach auflen hin als ein Schlag, der je nach Koérpergréfe und -
Gewicht zwischen 70-100 ml Blut befordert. Die normale Frequenz betrdgt im Ruhezustand
50-80 Schlédge pro Minute. Jedoch kénnen Schlagfrequenz und -Volumen je nach korperlicher

Tatigkeit stark variieren.

1.1.3. Histologie des Herzmuskelgewebes

Das Arbeitsmyokard bildet den Hauptteil des Herzvolumens und besteht aus kontraktilen
Kardiomyozyten und Bindegewebszellen. Je nach Spezies variiert der Anteil an Myozyten im
adulten Herzen dabei beispielsweise 30% beim Menschen (Katz, 2011) und bis 56% in
Maiusen oder Ratten (Banerjee et al., 2007; Zak, 1974). Zu den nicht-myozytdren Zellen im
Herzen zdhlen glatte Muskelzellen, Endothelzellen und Fibroblasten. Letztere sekretieren und
modellieren die Extrazelluldrmatrix (EZM), welche die Zellen wie ein Flechtwerk umgibt.
Dieses Fasernetz besteht hauptsdchlich aus Kollagen und Elastin und verbindet zum einen
benachbarte Muskelfasern miteinander, zum anderen dient es der Stabilitit und verhindert
eine Uberdehnung der Muskelzellen. AuBerdem speichert es mechanische Energie wihrend
der Muskelkontraktion, die wéhrend der folgenden Diastole den Ausgangszustand wieder

herzustellen hilft (Robinson, Factor & Sonnenblick, 1986).
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1.1.4. Kardiomyozyten

Kardiomyozyten sind gestreifte, ein- bis mehrkernige, elektrochemisch erregbare Zellen des
Herzmuskels und besitzen durchschnittlich eine Lange von 70 bis 150 Mikrometern (um) und
eine Breite von 20 bis 35 um. Die Erregbarkeit von Kardiomyozyten ist, wie bei allen
elektrisch stimulierbaren Zellen der Zusammensetzung ihrer Plasmamembran (Sarkolemma)
geschuldet. Sie beherbergt eine Reihe von Ionenkanilen, Pumpen und Austauschern, die an
der Generierung und Weiterleitung des APs beteiligt sind. Des Weiteren befinden sich an der
Zelloberfliche Rezeptoren fiir extrazellulare Liganden, wie beispielsweise Neurotransmitter,
die von sympathischen oder parasympathischen Nervenfasern in der Nidhe des Sarkolemmas
ausgeschiittet werden. Durch sie werden intrazellulire Signalkaskaden ausgelost, die
wiederum die Aktivitdit der Ionenkandle beeinflussen. Von der Zelloberfliche bilden
transmembrane Adhésionsstrukturen und kreuzvernetzende Proteine wie a-Actinin, Talin
oder Desmin, sowie zytoskelettale Komponenten die Verbindung zum kontraktilen Apparat
der Kardiomyozyten (Walker & Spinale, 1999). Dieser Apparat verlduft entlang der
Hauptachse der Zellen in Form segmentierter Myofibrillen, die in regelmafligen Abstinden in
kontraktile Untereinheiten gegliedert sind (Sarkomere). Parallel dazu verlaufen die Zisternen
des sarkoplasmatischen Retikulums, das als zelleigener Calciumspeicher dient und auf das
durch Transversaltubuli (T-Tubuli) Erregungen weitergeleitet werden (Abb. 1-3). T-Tubuli
sind tiefe Einstiilpungen in der Plasmamembran der Muskelzelle, die die schnelle Ausbreitung
der Depolarisation entlang der Zellmembran ins Zellinnere ermdoglichen. Sie verlaufen
senkrecht zur Faserrichtung und bestehen wie die Zellmembran selber aus einer
Lipiddoppelschicht, in die zahlreiche Calciumkandle eingelagert sind. Dariiber hinaus sind
Kardiomyozyten iiber Glanzstreifen und den darin enthaltenen Gap Junctions mit
benachbarten Zellen elektrochemisch gekoppelt und sind somit zur interzelluldren
Erregungsweiterleitung in der Lage. Im folgenden Abschnitt soll im Detail auf den der
Zellkontraktion zugrunde liegenden Mechanismus und die wichtigsten beteiligten

Zellbestandteile eingegangen werden.
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Zellkern  Glanzstreifen Desmosomen

Kardiomyozyt Mitochondrium Zellkern

Glanzstreifen

Mitochondrium
Transversaltubulus
Z-Scheibe

Zellkern

Sarkolemma Sarkoplasmatisches Retikulum I-Bande I-Bande

A-Bande
Abb. 1-3: Mikroskopische Anatomie des Herzmuskels. Das Mikroskopiebild (600-fache Vergréferung)

verdeutlicht die Verzweigung und Streifung der Kardiomyozyten (verdndert nach Marieb & Hoehn, 2013).

1.1.4.1. Basalmembran

Die Basalmembran bildet die erste Grenze zwischen der Zellmembran und dem
Extrazellularraum und besteht hauptsdchlich aus Kollagen IV, den Glykoproteinen Laminin
und Fibronektin sowie Proteoglykanen (Mescher, 2013). Sie ist die Schnittstelle zwischen der
fibrilliren Kollagenmatrix des Extrazellularraums und dem Fasernetzwerk, welches die Zelle
umgibt. Sie dient auBerdem als erste Barriere, die die Zellzugénglichkeit und den Austausch

von Makromolekiilen reguliert.

1.1.4.2. Sarkolemma

Das Sarkolemma ist aus einer Lipiddoppelschicht aufgebaut, die zu einem grof8en Anteil aus
amphiphilen Phospholipiden besteht. Diese besitzen eine hydrophile Kopfregion, die mit der
wissrigen Losung in der Umgebung und im Zytoplasma wechselwirkt und eine hydrophobe
Domine, welche durch Zusammenlagerung mit den Fettsdureresten anderer Phospholipide die
Membran fiir geladene Molekiile nahezu undurchldssig machen. Neben den gidngigen

Phospholipiden zdhlt auch Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat zu den Bestandteilen des
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Sarkolemmas, das unter bestimmten Umstinden durch die Phospholipase C zu Inositol-1,4,5-
triphosphat (InsP3) hydrolysiert werden und als intrazelluldres Signalmolekiil, unter anderem
fiir die Calciumhomoostase (1.1.7), wirken kann (Méry et al., 2005; Berridge, 2009). Das
Sarkolemma bildet dariiber hinaus zwei Regionen, die fiir die Kopplung von Erregung und
der resultierenden Kontraktion in der Zelle (Erregungs-Kontraktions-Kopplung, 1.1.6), aber
auch fiir die Erregungsweiterleitung zwischen den Zellen von besonderer Wichtigkeit sind.
Die T-Tubuli sind Membraneinstiilpungen des Sarkolemmas und sind an ihrer Innenseite mit
Ionenkandlen ausgekleidet. Ankommende APs konnen durch die T-Tubuli tief in die
Muskelfaser eindringen, welche die vermehrt in ihnen lokalisierten Calciumkanidle in die
Niahe des sarkoplasmatischen Retikulums bringen. T-Tubuli sind charakteristisch fiir
ventrikuldre Zellen (Song et al., 2005). Wihrend sie sich hier erst nach der Geburt vollends
auspriagen, sind sie in Vorhofzellen generell weniger umfangreich vorhanden (Tidball,
Cederdahl & Bers, 1991; Bootman et al., 2006). Die in den Glanzstreifen lokalisierten Gap
Junctions durchbrechen die vom Sarkolemma aufgebaute Diffusionsbarriere und erlauben die

rapide Weiterleitung von Reizen in Form interzelluldrer Ionenstrome (Katz, 2011).

1.1.4.3. Sarkoplasmatisches Retikulum

Das SR ist eine Form des glatten endoplasmatischen Retikulums (ER) in Myozyten. Wahrend
im ER Molekiile synthetisiert werden, fungiert das Membrannetzwerk des SR als
Speicherorganelle der Zelle, welches die zytoplasmatische Calciumkonzentration reguliert
(Kadambi & Kranias, 1997; Katz, 2011). Die sarkoplasmatische Calciumkonzentration
betrdgt wihrend der Diastole zwischen 1 und 1,5 mM (Shannon, Guo & Bers, 2003) und ist
damit um das 10.000-fache groBer, als die des Zytoplasmas mit ~150 nM, (Failli et al., 1992;
Thompson et al., 2000). Es ldsst sich in vier Bereiche unterteilen: junktionales (JSR),
corbuldres (lat. = Korbchen, CSR) und Netzwerk-SR (NSR) (Thiriet, 2013). Das JSR weitet
sich an bestimmten Stellen mehrfach aus und bildet terminale Zisternen, die in unmittelbarer
Nahe (12 bis 15 nm) zu den L-Typ Calciumkanélen der T-Tubuli stehen (Franzini-Armstrong,
Protasi & Ramesh, 1999). Im JSR befindet sich der Hauptanteil der sensitiven Ryanodin-
Rezeptoren (RyR, Jorgensen, Shen, Arnold, McPherson, & Campbell, 1993), die auf lokale
Konzentrationserhohungen von Calcium in dem schmalen Spalt mit der Freisetzung von
sequestriertem Calcium reagieren (engl.: calcium-induced calcium release, CICR) (Endo,
1977, Fabiato, 1983). Das CSR enthilt sowohl RyRs, als auch das Calcium-bindende Protein

Calsequestrin (Jorgensen et al., 1993; Bootman et al., 2006). Letzteres ist liber Triadin und
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Junctin an das innere Ende des RyR gekoppelt, speichert durch schwache Bindung (je nach
Isoform und Spezies: kg = 1 bis 100 uM) 18 bis 50 Calciumionen pro Molekiil in den
Zisternen des SR und spielt somit eine wichtige Rolle im Calciumhaushalt der Zelle (Beard,
Laver & Dulhunty, 2004). Den Riicktransport von Calcium ins SR nach erfolgter
Zellkontraktion bewerkstelligt die kardiale Isoform der sarko(endo)plasmatische Calcium-
ATPase 2a (SERCA-2a) wund bestimmt durch Senkung der intrazelluldren
Calciumkonzentration maflgeblich die Relaxation des Muskels (Periasamy & Huke, 2001).
SERCA-2a befindet sich hauptsdchlich im NSR, welches als Rohrensystem die Sarkomere
ummantelt und mit den Z-Banden kolokalisiert (Tuvia et al., 1999). Thre Aktivitidt wird im
Herzen neben der ATP-Hydrolyse durch die beiden Proteine Phospholamban (PLB) und
Sarkolipin (SLN) reguliert (Periasamy, Bhupathy & Babu, 2008). In beiden Fillen handelt es
sich um transmembrane Proteine des SR, die unmittelbar mit SERCA-2a wechselwirken. PLB
ist ein 52 Aminoséduren grofles Phosphoprotein, dessen Primérstruktur hoch konserviert in
verschiedenen Spezies vorkommt. Bei niedrigem zytosolischen Calciumlevel interagiert PLB
als Monomer mit einer zytosolischen Regulationsdoméne fiir SERCA-2a und inhibiert deren
Transportfunktion durch Verringerung ihrer Calciumaffinitit. Eine Erhdhung der
intrazelluldren Calciumkonzentration bedingt eine Abnahme der hydrophoben und
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen SERCA-2a und PLB, wodurch es zur
Aktivierung der Pumpe kommt (Periasamy et al., 2008). Dariiber hinaus existiert ein zweiter
PLB-vermittelter Regulationsmechanismus. Hierbei bindet PLB im dephosphorylierten
Zustand als Monomer an SERCA-2a, begiinstigt eine Oligomerisierung von SERCA-2a
Pumpen und verlangsamt deren Aktivitit durch gegenseitige sterische Hinderung (Voss,
Jones & Thomas, 1994). Wird PLB phosphoryliert, 16st sich sein zytoplasmatischer Teil von
SERCA-2a und PLB Monomere aggregieren in der SR-Membran zu Pentameren. Dadurch
losen sich wiederum die SERCA-2a Aggregate und es kommt zu einer erhdhten
Beweglichkeit der SERCA-2a Pumpen (Cornea et al., 1997). Im Gegensatz zu PLB ist die
Funktionsweise von SLN noch nicht vollstindig geklirt. Aufgrund der hohen Ahnlichkeiten
zwischen den Aminosduresequenzen beider Transmembrandomdnen geht man jedoch von
einem dhnlichen Prinzip aus. Diese Vermutung wird auch dadurch gestiitzt, dass beide an die

gleiche regulatorische Untereinheit der SERCA-2a binden (Asahi et al., 2003).
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1.1.44. Sarkomer

Die kleinsten kontraktilen Untereinheiten von Kardiomyozyten bilden die Sarkomere
(Abb. 1-4). Diese lassen sich bereits durch lichtmikroskopische Betrachtung als abwechselnde
dunkle und helle Biander erkennen, die durch die Anordnung der (dicken) Myosin-II- und
(diinnen) Aktinfilamente verursacht werden (Silbernagl & Despopoulos, 2012). Die dulleren
Grenzen eines Sarkomers werden durch die Z-Scheiben (von ,,Zwischenscheibe®) definiert.
Sie flankieren in regelméBigen Abstinden von ca. 2 um (Pollack & Huntsman, 1974) die
beiden Seiten des kontraktilen Apparats und stabilisieren dessen innere, hoch organisierte
Struktur. In ihnen sind die Aktinfilamente verankert, welche sich von dort aus ins Zentrum
des Sarkomers fortsetzen. Durch die diinnen Filamente wird das Licht nur einfach gebrochen,
wodurch diese Bereiche als helle Banden im Mikroskop sichtbar werden (I-Banden, von
»isotrop®). Die Region, in der sich die Aktin- und Myosinfilamente parallel {iberlappen, sind
durch ihre dichte Packung doppelt lichtbrechend und somit dunkler (A-Bande, von
»anisotrop®). Die H-Zone (von ,,hell*) enthdlt nur Myosinfilamente, die sich im Zentrum des
Sarkomers zur M-Linie verdicken (Tortora & Derrickson, 2009; Marieb & Hoehn, 2013). Die
Kontraktion einer Myofibrille ereignet sich iiber die Verkiirzung der Sarkomere, die durch
teleskopartiges Vorbeigleiten der Myosinfilamente an den Aktinfasern entsteht
(Gleitfasermodell; Huxley & Niedergerke, 1954).

Das dicke Filament besitzt eine Linge von 1,6 um (Silbernagl & Despopoulos, 2012), einen
Durchmesser von ca. 15 nm und besteht hauptsédchlich aus Myosin-II (Berg, Tymoczko &
Stryer, 2007). Myosin-II enthilt zwei schwere (MHC, ~220 kDa) und vier leichte Ketten
(MLC, ~20 kDa) (Clark et al., 2002). Die N-terminale Region einer MHC und zwei MLC
bilden zusammen eine der beiden Kopfdomédnen. Beide Myosinkdpfchen besitzen je eine
Bindestelle fiir G-Aktin im diinnen Filament und eine hydrolytisch aktive ATP-Bindestelle
(Rayment et al., 1993; Milligan, 1996).

Die MLCs gehoren zu den Proteinen der EF-Hand-Familie und dhneln in ihrer Struktur der
des Calmodulins. Sie umschlieBen die a-Helix des Myosin-Kopfbereichs, um diese zu
verstiarken (Berg et al., 2007). Zusammen mit der flexiblen Halsregion des Myosin-Dimers
bilden sie das schwere (heavy) Meromyosin Subfragment (HMM). Die C-terminale Region
der beiden MHCs wird als leichtes (/ight) Meromyosin (LMM) bezeichnet und formt einen
verldngerten Schaft. LMM spielt eine wichtige Rolle bei Polymerisation und mithilfe der
Schwanzregion konnen sich mehrere Myosinmolekiile zu Biindeln hdherer Ordnung

zusammenlagern (Alberts et al., 2008).
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Abb. 1-4: Schematische Darstellung der Anordnung der Myofilamente innerhalb eines Sarkomers. Die diinnen
Aktinfilamente verlaufen parallel zueinander und sind an einem Ende mit den Z-Scheiben des Sarkomers
verbunden. Die dicken bipolaren Myosinbiindel verlaufen ausgehend von der M-Linie zwischen den diinnen

Filamenten (verdndert nach Tortora & Derrickson, 2009).

Das diinne Filament wird aus zwei einzelnen, zu einer a-Helix gewundenen Aktinfilamenten
(F-Aktin, von ,(filamentds) gebildet, die zusitzlich mit den regulatorischen Proteinen
Tropomyosin und drei verschiedenen Troponinen assoziiert sind (Lodish et al., 2007). Thre
Lange von ~1 um wird durch die Hilfsproteine Nebulin, Tropomodulin und CapZ reguliert.
Der C-Terminus von Nebulin ist, ebenso wie F-Aktin in die Z-Scheiben verankert, wiahrend
dessen N-terminales Ende bis zum Ende des diinnen Filaments reicht und dort mit
Tropomodulin interagiert (Millevoi et al., 1998; McElhinny et al., 2001). Die Linge des
Nebulins entspricht der des Filaments und erfiillt dadurch vermutlich die Rolle eines
molekularen Lineals (Kruger, Wright & Wang, 1991). CapZ kolokalisiert mit a-Actinin in
den Z-Scheiben und bildet mit ihm zusammen einen Ankerkomplex fiir das Plusende des
diinnen Filaments (Papa et al., 1999). Am Minusende iibernimmt diese Rolle Tropomodulin
und somit verhindern beide die Depolymerisation des F-Aktins (Weber et al., 1994). Jeder
Myosinkopf besitzt eine ATPase-Aktivitit, die durch Interaktion mit Aktin aktiviert wird. Die
dynamische Arbeit der Myosinkdpfe generiert durch Verschiebung der diinnen entlang der
dicken Filamente Krifte, die zur Muskelkontraktion fiihren. Die Wechselwirkung zwischen

Aktin und Myosin ist Calcium-abhingig und wird durch den regulatorischen Troponin-
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Tropomyosin-Komplex kontrolliert (Weber & Murray, 1973). Troponin (Tn) ist ein
kooperativer Komplex, der von drei Proteinen gebildet wird (TnC, Tnl und TnT). TnC ist ein
Calmodulin-verwandtes Protein und gehort zur Familie der Calcium-bindenden EF-Hand
Proteine. Es besteht aus einer C-terminal und einer N-terminal globuldren Domine, die iiber
eine zentrale a-Helix miteinander verbunden sind. Jede Doméne enthélt ein Paar eines Helix-
Schleife-Helix Metallionen-Bindemotifs (Farah & Reinach, 1995). In der quergestreiften
Muskulatur von Sdugerzellen existieren drei Isoformen von TnC: schnelles und langsames
skelettales TnC und das kardiale TnC. Wéhrend in den skelettalen Isoformen alle vier EF-
Hand-Motive zur Bindung von Calcium in der Lage sind, existiert in der kardialen Isoform
aufgrund von Aminosduresubstitutionen nur eine funktionale Bindestelle in der N-terminalen
Domaine (van Eerd & Takahashi, 1975). Tnl fungiert als inhibitorische Untereinheit des Tn-
Komplexes. Im Sperrzustand ist die N-terminale Region des Tnl an TnC und TnT gebunden,
sein C-Terminus bindet stark an Aktin. Die Bindung von Calcium induziert eine Reduktion
der Bindeaffinitidt des C-Terminus zu Aktin, wihrend die zum regulatorischen N-Terminus
von TnC steigt (Davis & Tikunova, 2008) und letztlich zur Losung von der Aktinbindestelle
fiihrt. Kardiales Tnl besitzt einen regulatorischen Serinrest, der durch Proteinkinase A
vermittelte Phosphorylierung die Calcium-Sensitivitit von TnC reduziert. TnT vermittelt die
Bindung des TnC/Tnl Dimers an Aktin und Tropomyosin (TM). TM ist ein stabférmiges,
fibrilldres Strukturprotein und besteht aus zwei gewundenen Ketten. Seine primére Funktion
ist, in Zusammenarbeit mit dem Tn-Komplex, die Regulation der Interaktion zwischen dem
dicken und dem diinnen Filament. Als integraler Bestandteil ist es entlang der a-helikalen
Furche des diinnen Filaments ausgerichtet und blockiert im relaxierten Zustand der
Muskelzelle die Myosin-Bindestelle an dessen duflerer Doméne. Durch Calcium-Bindung
erfiht TM eine Tn-vermittelte Konformationsdnderung und legt durch eine

Positionsidnderung die Bindestellen fiir Myosin frei.

1.1.4.5. Zell-Matrix-Kontakte

In der Zellmembran sind die Filamente in Fokaladhdsionen (FAs) verankert (Abercrombie &
Dunn, 1975). Dabei handelt es sich um 2-5 um lange, sowie 250-500 nm breite Proteincluster,
die das Zytoskelett iiber transmembrane Integrinrezeptoren mit der EZM verbinden
(Abb. 1-5). Diese besteht aus einem maschenartigen Netzwerk kreuzvernetzer Proteine und

Polysaccharide, deren Zusammensetzung sich je nach Gewebstyp unterscheidet. Die
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Hauptvertreter umfassen verschiedene Kollagene, Laminin, Elastin und Fibronektin (FN)
welche mit Hyaluronsédure und Proteoglykanen ineinandergreifen (Eyckmans et al., 2011).

Die Bestandteile von FAs konnen nach ihrer Funktion in mehrere Gruppen von
Fokaladhédsions-Proteinen (FAPs) unterteilt werden: (1) transmembrane Integrine und
Syndecane, (2) Zytoskelettale Proteine ohne enzymatische Aktivitit mit direkter oder
indirekter Verbindung zu Aktin sowie teilweise Integrin, wie z.B. a-Actinin, Paxillin, Talin,
Tensin, Vinculin usw. (Zaidel-Bar et al., 2004) und (3) enzymatisch aktive Proteinen, z.B.
eine Reihe von Proteinkinasen, wie Mitglieder der SRC Familie, Fokaladhisionskinasen
(FAKSs) usw. (Zamir & Geiger, 2001).

Speziell die zytoplasmatischen Proteine ermoglichen durch vielfaltige
Regulationsmechanismen, wie beispielsweise Konformationsdnderungen oder regulierte
Bindungsaffinititen die stabile Interaktion des Zytoskeletts mit der EZM und erlauben so die
Ubertragung von Kriften wihrend Adhision, Kontraktion, Zellmigration oder
Matrixumgestaltung (Gilmore et al., 1993; Geiger, Spatz & Bershadsky, 2009; Shattil, Kim &
Ginsberg, 2010). Die Bindung der Integrin-Heterodimere an die EZM wird iiber zweiwertige
Kationen vermittelt (Mould, Akiyama & Humphries, 1995) und erfolgt dabei hdufig tiber den
osp1 Rezeptor an das RGD-Bindemotif (Arg-Gly-Asp). Neben der Ubertragung intrazelluldr
generierter Kréfte (inside-out signaling) konnen Integrine auch Informationen aus der
Umgebung in die Zelle vermitteln (outside-in signaling) und ermoglichen so eine
bidirektionale mechanische Kommunikation zwischen der Zelle und ihrer Umgebung (Hynes,
2002). Die Bindung von Integrinen an ihre EZM-Liganden und deren mechanische
Beanspruchung flihrt zu einer Anhdufung weiterer Integrine im Bereich der Adhdsionen
(Giancotti, 1999). FAs spielen im intakten Gewebe eine untergeordnete Rolle, da sie fiir

Einzelzellen eher artifizielle Strukturen darstellen.
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Abb. 1-5: Schematische Darstellung einer
Fokaladhision und der wichtigsten, an ihrer
Bildung  beteiligten = Bestandteile.  Die
Kopfdominen von Integrin binden an die
EZM, die zytoplasmatischen Reste vermitteln
iiber Adapterproteine den Kontakt zum
Aktin-Zytoskelett und zur
Fokaladhisionskinase (FAK), (verdndert nach
Mitra, Hanson, & Schlaepfer, 2005).
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Abb. 1-6: Schematische Darstellung eines

. __b Costamer-Komplexes.
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[ Sercolemma Dystrophin/Glykoprotein-Komplex und ein
Integrin-Rezeptor-Komplex ~ gehdéren  zur
Costamerstruktur (Pardo, D’Angelo Siliciano
& Craig, 1983), die den kontraktilen Apparat
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Costamere sind spezielle Proteinkomplexe in Skelett- und Herzmuskelzellen, die erstmals von
Pardo beschrieben wurden (Pardo et al., 1983). In vivo bestehen Costamere von adulten
Myozyten aus einem komplexen Netzwerk aus Proteinen, die zum groflen Teil auch in
typischen FAs vorkommen, wie beispielsweise Vinculin, Talin, Integrin und vor allem
a-Actinin (Abb. 1-6). Des Weiteren besitzen Costamere noch spezifische Proteine, wie
beispielsweise Desmin als Intermediarfilament sowie Plectin, dem eine besondere Rolle in der
Verbindung der Z-Scheiben mit der Plasmamembran zukommt. In Myozyten verbinden sie
iiber Integrine (und dem Dystrophin/Glykoprotein-Komplex) die Z-Scheiben der Sarkomere
mit der Plasmamembran (Plasmalemma) (Danowski et al., 1992). Dystrophin fungiert als
Bindeglied zwischen Aktin und B-Dystroglykan, einem die Zellmembran iiberbriickenden
Protein, das wiederum an das aullerhalb der Muskelzelle liegende a-Dystroglykan bindet.
a-Dystroglykan ist einer der wichtigsten Rezeptoren fiir Proteine der Basalmembran (Clark et
al., 2002). Costamere dienen in erster Linie der geordneten mechanischen Kopplung der
kontraktilen Einheit an die EZM (Imanaka-Yoshida et al., 1999). Mutationen in den
costamerspezifischen Proteinen konnen Fehlfunktionen in der Kontraktion von Myozyten

auslosen (Frank et al., 2006).

1.1.4.6. Zell-Zell-Verbindungen

Zellkontakte bilden spezialisierte Regionen der Plasmamembran, die sich je nach Funktion in
drei Kategorien einordnen lassen: (1) undurchldssige Verbindungen, die einen internen
Bereich chemisch vom Rest seiner Umgebung abgrenzen; (2) Kontakte zur Strukturierung
und Verstirkung der Gewebsintegritit und (3) Schnittstellen der interzelluldren
Kommunikation zum Austausch von Néhr- und Botenstoffen. Innerhalb dieser Strukturen
sind verschiedene Membranproteine spezifisch angeordnet. Zur ersten Gruppen zéhlen die
Tight Junctions. Sie umzdunen bestimmte Regionen in der Zellmembran und verhindern
dadurch die freie Diffusion von Molekiilen zwischen apikalen und basolateralen Membranen
in Endothel- oder Epithelzellen (Hartsock & Nelson, 2008). Durch den reziproken Kontakt
benachbarter Verbindungslinien zweier Zellen kann die Dichtheit der Verbindung reguliert
und parazelluldre Permeabilitdt moduliert werden. Die zweite Gruppe der Zellkontakte bilden
die strukturgebenden Adherens Junctions (AJs) und Desmosomen (Abb. 1-7). Beide besitzen
an der Innenseite der Plasmamembran eine dichtgepackte Schicht aus Proteinen (Plaques), die

die Filamente des Zytoskeletts {iber transmembrane Glykoproteine miteinander verbinden.
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Adhisionsgiirtel
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Abb. 1-7: Schematische Darstellung strukturgebender Zellkontakt-Typen: A Adherens Junctions (AJs) bilden
einen Adhisionsgiirtel, der hauptsdchlich aus Cadherinen und Aktinfilamenten aufgebaut ist und benachbarte
Zellen miteinander verbindet; B Desmosomen bestehen, dhnlich wie AJs transmembranen Glykoproteinen, deren
zytoplasmatisches Ende jedoch mit Intermedidrfilamenten verbunden sind. Sie tragen zur strukturellen Stabilitat

von Zellen und Geweben bei (verdndert nach Tortora & Derrickson, 2009 und Katz, 2011).

In den AJs tragen Aktin-bindende Adapterproteine (o-Actinin, Vinculin) zur Biindelung der
Aktinfilamente bei und verbinden diese iiber Catenine mit den Interzellularraum
iiberbriickenden Cadherinen, die die Zellen letztendlich miteinander verbinden. Catenine sind
neben der Zell-Zell-Adhédsion auch in der Signalweiterleitung beteiligt (Gottardi & Gumbiner,
2004). a-Catenin dient in AlJs als Mechanosensor, der sowohl iiber Myosin generierte als
auch aus der Umgebung wahrgenommene Spannung in ein chemisches Signal umwandelt.
Durch Dehnung kommt es zu einer Streckung des Proteins und so zu einer Freilegung seiner
Vinculin-Bindestelle. Uber Vinculin assoziieren vermehrt Aktin Filamente mit AJs, um der
erhohten Kraft zwischen zwei Zellen entgegenzuwirken (Yonemura et al., 2010). Dariiber
hinaus sind Catenine nicht nur Bestandteile der AlJs, sondern konnen auch in den Kern
translozieren und als Co-Transkriptionsfaktoren die Genexpression regulieren (z.B.

B-Catenin, Brembeck et al., 2004). In Kardiomyozyten sind die dort Fascia Adherens



18 FEinleitung Kapitel 1

genannten AJs vor allem in den Glanzstreifen lokalisiert und tragen dort zur Kraftiibertragung
wihrend der Zellkontraktion bei.

Desmosomen existieren in zwei Stadien, die sich in ihrer Haftfestigkeit unterscheiden. Im
»schwachen* Zustand dhnelt ihre Haftfestigkeit der von AlJs. Der ,hyper-adhdsive® Zustand
erlaubt Zellen im Verbund groBBem mechanischem Stress standzuhalten (Garrod et al., 2005).
Diese Eigenschaft haben sie ihrem Aufbau zu verdanken. Sie besitzen ebenfalls intrazelluldre
Plaques, die sich in ihrer Zusammensetzung jedoch von denen der AJs unterscheiden. Sie
vermitteln eine heterotypische Bindung benachbarter Zellen iiber die Cadherine Desmoglein
und Desmocollin. Uber Desmoplakin entsteht die desmosomale Adhision zwischen
Intermedidrfilamenten (Keratin in Epithelzellen und Desmin in Kardiomyozyten) und den
Armadilloproteinen Plakophilin bzw. Plakoglobin (auch y-Catenin) (Garrod & Chidgey,
2008), die wiederum die Catenine binden. Je nach Anforderung an das Gewebe sind die
beteiligten Zellen in der Lage, iiber die Calcium-Affinitit desmosomaler Strukturen die
Bindungsstirke zu regulieren (Calciumunabhingigkeit: ,hyper-adhdsiv®, Calcium-
abhéngigkeit: ,,schwach®; D. R. Garrod et al., 2005). Mutationen in Genen, die fiir Proteine
des Desmosomen-Intermedidrfilament-Komplexes kodieren fithren zu verschiedenen
Krankheitsbildern, beispielsweise Epidermolysis bullosa simplex (Lane & McLean, 2004), bei
der epidermale Zellen sich im Verband voneinander oder aber der Basalmembran 16sen, was
zu einer grofiflichigen Bldschenbildung der Haut fiihrt. Die Gene fiir Desmoplakin,
Plakoglobin und Plakophilin fiir die Auspriagung der arrhythmogenen rechtsventrikuldren
Kardiomyopathie identifiziert (Dokuparti et al., 2005). Sie ist durch den fortschreitenden
Verlust von Herzmuskelzellen und deren Ersatz durch Bindegewebszellen und damit
einhergehenden Arrhythmien und pl6tzlichem Herzversagen charakterisiert.

Gap Junctions (GJs) bilden die dritte Gruppe der Zellverbindungen. Sie stellen eine
Ansammlung von Kanélen dar, die die Membranen benachbarter Zellen durchqueren und
deren Zytoplasma miteinander verbinden (Abb. 1-8). Im Vergleich zu den Tight Junctions
verbleibt zwischen den Membranen eine, mit dem Elektronenmikroskop erkennbare Liicke.
Zur Bildung dieser Kanile triagt jede Zelle mit einem Halbkanal (Connexon) bei, der
wiederum aus sechs membrandurchspannenden Connexin-Untereinheiten  besteht
(Goodenough, Goliger & Paul, 1996). Durch deren hexagonale Anordnung formen sie eine
Pore, die Stoffe mit einer Molekiilmasse von bis etwa 1 kDa durchldsst (Loewenstein &
Loewenstein, 1981). Somit sind neben Ionen (z.B. Calcium) auch zahlreiche organische
Stoffe (z.B. ATP) dazu befihigt, zwischen Zellverbdnden zu diffundieren und diese sowohl

elektrisch als auch metabolisch miteinander zu koppeln. Die elektrische Kopplung erlaubt es,
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dass sich die Erregung von Muskelzellen im Myokard auf ihre Nachbarzellen ausbreitet und
somit eine Erregungswelle iiber weite Teile des Organs ausbreitet (Silbernagl & Despopoulos,
2012). Die Gen-Familie der Connexine (Cx) umfasst in der Maus 20, im Menschen 21
Mitglieder (Sohl & Willecke, 2004). Sie unterscheiden sich strukturell hauptsidchlich in der
Lange ihrer C-terminalen Doméne, worauf ihre unterschiedliche Grof3e (25 bis 62 kDa) und
schlieBlich ihre Nomenklatur (z.B. Cx25) zuriickzufiihren ist (Beyer, Paul & Goodenough,
1990). Die Amino-Enden einiger Connexine besitzen Konsensussequenzen fiir eine
potenzielle N-Glykosylierung, diese werden jedoch nicht verwendet (Rahman, Carlile &
Evans, 1993; Wang et al., 1995). Zwar zeigen Connexine eine charakteristische Verteilung in

verschiedenen Gewebstypen, jedoch exprimieren viele Zelltypen mehr als nur eine Isoform.

BN,
) ‘f‘:’, _\;\. {/ D :‘_ﬁ Zytoplasma
iTa & ﬁ e anﬂ
I\. .‘
membrandurch- Extrazellularraum Extrazellularraum
spannende
1 .
Kanalpore 6 Connexine =
, 1 Connexon C -
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Ty X
- 12 g
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= E 1
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M
c i isch I isch b isch isch
offen geschlossen Kanal homotypisch ~ heterotypisch ~ homotypisch  heterotypisch

Abb. 1-8: Schematische Darstellung von Gap Junctions. (A) Jede gegeniiberliegende Zelle tragt mit einem
Halbkanal (Connexon) zu der Bildung eines GJ Kanals bei. Jeder Halbkanal (ca. 1,5-2,0 nm im Durchmesser) ist
ein Hexamer, bestehend aus Connexinen, die durch Konformationsinderung die Offnung regulieren. (B)
Topologisches Modell eines Connexins. Die transmembranen Doménen werden durch zwei extrazelluldre (E1 &
E2) wund einen zytoplasmatischen Loop (zwischen M2 & M3) miteinander verbunden.

(C) Anordnungsmoglichkeiten der Halbkanéle (verdndert nach Willecke et al., 2002).

Je nach Kombination und Anordnung der verschiedenen Connexine bezeichnet man die
Halbkanile als homomerisch (d.h. sechs identische Connexine bilden ein Connexon) oder
heteromerisch (mehr als eine Isoform bildet das Connexon) (Segretain & Falk, 2004). Sind
beide Halbkanéle der benachbarten Zellen in ihrer Zusammensetzung identisch spricht man
von homotypischen, bei unterschiedlicher Zusammensetzung von heterotypischen Kanidlen

(Dedek et al., 2006). Demnach existiert theoretisch eine Vielzahl von Moglichkeiten, jedoch
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sind nicht alle Isoformen miteinander kombinierbar.Beispiele flir heteromere Connexone sind
Cx26/Cx32 in der Leber (Sosinsky, 1995), Cx46/Cx50 in der Linse des Auges (Jiang &
Goodenough, 1996) und Cx26/Cx30 in der Innenohrschnecke (Sun et al., 2005). Die
beschriebene Diversitdt ist von hoher Bedeutung, da die Kombination der interzelluldren
Kanile unterschiedliche physiologische Eigenschaften mit sich bringen, insbesondere die
Variation der Molekiil-Permeabilitit (Harris, 2007). Diese wird nicht zwingend durch die
GroBe oder Ladungsverhéltnisse innerhalb der von ihnen gebildeten Pore bestimmt (Veenstra
et al., 1995; Wang & Veenstra, 1997). Der zugrundliegende Mechanismus ist bisher noch
nicht vollstindig geklért.

Connexine besitzen eine beachtlich kurze Halbwertszeit von teilweise weniger als fiinf
Stunden (Fallon & Goodenough, 1981; Laird, Puranam & Revel, 1991). Es wird vermutet,
dass dies Teil eines Regulationsmechanismus darstellt, mit dem Zellen auf vorherrschende
physiologische Anspriiche reagieren konnen (Segretain & Falk, 2004). Je nach Typ
oligomerisieren sie entweder im endoplasmatischen Retikulum oder im Golgi Netzwerk
(Koval, 2006), von dem zunidchst angenommen wurde, dass es alle Connexine im Verlauf
ihrer Biosynthese passieren. Ihr Transport an die Zelloberflache erfolgt typischerweise iiber
Mikrotubuli (Johnson et al., 2002). An der Zellmembran angekommen, werden die
Connexone in die Plasmamembran integriert und diffundieren zunéchst frei durch die
Lipiddoppelschicht (Thomas et al., 2005) und im Zusammenspiel mit N- und E-Cadherin-
vermittelten Adhdsionsereignissen (Jongen et al., 1991; Wei et al., 2005) docken Connexone
benachbarter Zellen aneinander, um einen GJ Kanal zu bilden. Neue GJ werden dabei am
duBeren Rand eines Plaques gebildet, wihrend éltere Kandle im Zentrum des Plaques
akkumulieren (Lauf et al., 2002), um dort internalisiert und schlieBlich degradiert zu werden

(Gaietta et al., 2002).

1.1.5. Membranpotenzial

Die Autorhythmie des Herzens ist ein fundamentaler physiologischer Prozess in hoheren
Organismen. Seine Aktivitdt wird durch spezielle Populationen von Herzzellen bestimmt, die
periodisch spontane, elektrische Oszillationen generieren (Katz, 2011). Der genaue Ablauf
zur Initiierung dieses Schrittmacherzyklus in diesen Zellen ist noch nicht vollends geklért. Es
ist allerdings bekannt, dass die Bildung dieser Aktionspotenziale aus dem Offnen und
Schlielen von Ionenkandlen resultiert, die das Sarkolemma der Zelle auskleiden. Ihr

Expressionsmuster unterscheidet sich in den verschiedenen Regionen des Herzens und je nach
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Typ besitzen sie unterschiedliche molekulare und pharmakologische Eigenschaften, die ihre
selektive Durchléssigkeit beeinflussen (Amin, Tan & Wilde, 2010). Die Plasmamembran ist
aufgrund ihrer Zusammensetzung fiir geladene Molekiile weitestgehend undurchléssig.
Ionenkanédle fungieren als Schleusen, indem sie die Aktivierungsenergie, die fiir den
Durchtritt durch die Zellmembran nétig ist, senken. Das Ruhepotenzial einer Zelle wird
bestimmt durch die Konzentration positiv und negativ geladener lonen innerhalb und
aullerhalb der Zellmembran, die relative Permeabilitit der Zellmembran fiir diese Ionen sowie
Ionenpumpen, die diese Ladungstriger aktiv unter ATP-Verbrauch entgegen ihres
Konzentrationsgradienten transportieren und somit die Homdostase der intrazelluldren
Ionenkonzentrationen aufrecht erhalten. Wiahrend eines APs édndert sich die Permeabilitét
eines lonenkanals fiir ein bestimmtes lon, wodurch letzteres in der Lage ist, passiv entlang
eines elektro-chemischen Gradienten die Membran zu durchqueren (Grant, 2009). Der
elektro-chemische Gradient bestimmt dabei, ob sich ein Ion von Auf3en ins Zellinnere bewegt
oder umgekehrt. Der Einstrom von Kationen fiihrt dabei zur Depolarisation, ein Ausstrom zur

Repolarisation der Zelle.

1.1.5.1. Ruhepotenzial

Von allen in der Zelle vorhandenen Ionen sind die Konzentrationen von Natrium (Na'),
Kalium (K") und Calcium (Ca’") maBgeblich an der Bildung des Membranpotenzials (Ey)
beteiligt, wobei das Ruhepotenzial (E,,) hauptsichlich durch K'-Ionen bestimmt wird. Das
Ruhepotenzial einer Zelle lasst sich mittels der, an die Nernst-Gleichung angelehnten
Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung berechnen, die zusédtzlich die relative Permeabilitét eines

Ions durch die Membran berticksichtigt (Goldman, 1943; Hodgkin & Katz, 1949):

R

T1 PK.[K+]0Jr PNa'[N{] 0+ PCa.[Ca2+]O
—In
zF PK-[K+]i+ PNa-[Na+]i+ PCa-[CaZJr]i

E.=

Betrachtet man anstelle der relativen Permeabilitdt eines lons die Leitfahigkeit der einzelnen

spezifischen Ionenkanile, ergibt sich:
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Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass die Leitfahigkeit der Zellmembran fiir Na™ und
Ca”" unter normalen Bedingungen weitaus kleiner ist, als fir K~ wird deutlich, dass das
Ruhepotenzial hauptsdchlich durch das Gleichgewichtspotenzial Ex bestimmt wird (Hille,
1992). Im Inneren einer Herzmuskelzelle liegt die Konzentration von Kalium ([K'];) bei etwa
150 mM, auBerhalb der Zelle ([K'],) bei ca. 4 mM (Klabunde, 2011). Somit wird ein
Einstrom dieser Ionen durch ihren chemischen Gradienten begiinstigt. Neben lonenpumpen,
die fiir die Aufrechterhaltung dieser Ionenkonzentrationen verantwortlich sind, wird diese
zusdtzlich durch die Anwesenheit von nicht-permeablen, negativ geladenen Proteinen im
Zellinneren beeinflusst. Aufgrund [K']; > [K'], ist dieses bestrebt, dem Konzentrationsgefille
aus der Zelle heraus zu folgen. Dem chemischen Gradienten steht jedoch die dadurch
generierte Potenzialdifferenz entgegen.

Dieses sogenannte Gleichgewichtspotenzial ergibt sich aus der Nernst-Gleichung und lautet
fiir K’

RT [K']]

Ex= Elog K =-96 [mV]

1

mit der Gaskonstante R, der Temperatur in Kelvin, der Ionenwertigkeit z (fiir K': z = 1) und
der Faraday-Konstante F. Das Gleichgewichtspotenzial ist also das elektrische Potenzial, das
notwendig ist, um K' an einer Diffusion ins AuBere der Zelle entlang seines
Konzentrationsgradienten zu hindern. Das Ruhepotenzial einer ventrikularen Herzmuskelzelle
betrigt -90 mV, welches dem Gleichgewichtspotenzial von K nahekommt. Aus der Differenz
der beiden Werte resultiert fiir K™ eine positive elektrochemische Kraft (+6 mV), die zu einem
langsamen ,,Durchsickern® von K" aus der Zelle fiihrt. Neben K spielt Na" eine bedeutende
Rolle in der Entstehung des E,,. Fiir Na' ergibt sich mit [Na']; = 20 mM < [Na'], = 145 mM
der umgekehrte Fall. Aus der Nernst-Gleichung ergibt sich ein Gleichgewichtspotenzial von
Ena = 52 mV. Der Wert verdeutlicht, dass das Innere der Zelle theoretisch positiv geladen
sein miisste, um Na' am Einstrom bis zum Konzentrationsausgleich zu hindern. Da das
Ruhepotenzial jedoch negativ ist, ergibt sich fiir Na" eine starke elektrische Kraft (-142 mV),
die es in die Zelle ,,zieht. Die Membranpermeabilitit fiir Na' ist jedoch so gering, dass auch
hier nur ein niedriger Durchtritt in die Zelle erfolgt. Ahnlich verhilt es sich mit dem Ca*'.
Sein Gleichgewichtspotenzial betrigt Ec, = +134 mV (mit [Ca®]; = 100 nM << [Ca®*'], = 2,5
mM und z = 2) und die resultierende elektrochemische Kraft belduft sich auf -224 mV.
Aufgrund der geringen Membranpermeabilitdt ist auch sein Einstrom in die Zelle relativ

gering (Klabunde, 2011).



Kapitel 1 FEinleitung 23

1.1.5.2. Natrium-Kalium-ATPase

Das E,, ist auf die Aufrechterhaltung von Konzentrationsgradienten und somit auf die
Ungleichverteilung von Ionen innerhalb und auBerhalb der Zelle angewiesen. Dies wird durch
Energie verbrauchende Ionenpumpen bewerkstelligt. Sowohl wéhrend des Ruhe- als auch des
Aktionspotenzials kommt es zur Anderung der intrazelluliren Ionenkonzentration fiir K*, Na"
und Ca?’. Dem wirkt unter anderem die ATP-getricbene Na'/K'-ATPase entgegen. Sie
befindet sich im Sarkolemma und tauscht pro ATP-Molekiil drei Na'-Ionen aus dem Inneren
der Zelle gegen zwei K'-Ionen aus dem Extrazellularraum aus und wirkt somit zusitzlich
elektrogen, d.h. sie generiert ein negatives Potenzial, da sie dem Innenraum eine positive
Ladung pro Zyklus entzieht. Im ruhenden Organismus macht sie 20-30% des gesamten ATP-
Bedarfs aus (Berg et al., 2007). Sie setzt sich aus einer a-, einer - und einer y-Untereinheit
zusammen. lhre a-Untereinheit besteht aus zehn o-helikalen transmembranen und einer
groflen intrazelluliren Domidne. Die - und y-Untereinheit besitzen hauptsidchlich
regulatorische Funktionen (Kaplan, 2002). Im Ausgangszustand ist ATP an die intrazellulare
Nukleotid-Bindestelle der o-Untereinheit gebunden. Durch Bindung von drei Na' an die
zytosolischen Bindestellen der a-Untereinheit wird die inhdrente ATPase-Aktivitit der
Pumpe stimuliert. Die K -Bindestellen befinden sich zu diesem Zeitpunkt in einem Stadium
niedriger Affinitdit (Widmaier, Raff & Strang, 2007). Durch Hydrolyse des ATPs wird
Energie auf das eingeschlossene Na' iibertragen und dessen Ionenaktivitit erhoht (Glynn &
Karlish, 1990). Nach Dissoziation des ADPs vollzieht die a-Untereinheit eine
Konformationsinderung und entlisst Na® durch Senkung ihrer Bindeaffinitit in die
Extrazellularfliissigkeit. Die neue Konformation des Transporters exponiert nun die
Bindestellen fiir K™ an der AuBenseite der Zelle und erlaubt durch erhdhte Affinitit die
Bindung von zwei K'. Dies bedingt die Abspaltung von anorganischem Phosphat (P;),
wodurch die anfingliche Konformation des Pumpen-Proteins wiederhergestellt und die
Affinitit zu K reduziert wird. Die Bindestellen setzen K ins Zytoplasma frei und der Zyklus

kann von neuem beginnen (Kaplan, 2002).

1.1.5.3. Aktionspotenzial

Auch wenn die absoluten Potenzialdifferenzen recht niedrig erscheinen, generieren sie jedoch
enorme elektrische Potenzialgradienten, da sie {iber sehr diinne Schichten wirken. Wird ein
Myozyt depolarisiert, steigt ihr E; von urspriinglich -90 mV auf +30 mV an. Die so

entstandene Potenzialdifferenz wirkt iiber die 6 nm diinne Plasmamembran (van Meer,
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Voelker & Feigenson, 2008) und generiert somit Potenzialgradienten von umgerechnet
40.000 V/mm, die groB genug sind, um die Offnung von Ionenkanilen zu veranlassen (Katz,
2011).

Aktionspotenziale entstehen durch eine spontane Depolarisation der Zellmembran. An dieser
Stelle werden das AP einer Ventrikelzelle, stellvertretend fiir das Arbeitsmyokard und das
einer Schrittmacherzelle nidher betrachtet (Abb. 1-9). Grundlegender Unterschied zwischen
den beiden Zelltypen ist der Ursprung der fiir die Generierung des APs notwendigen
Depolarisation. APs des Arbeitsmyokards werden durch die Depolarisation benachbarter
Zellen ausgelost, wihrend Schrittmacherzellen in der Lage sind, diese spontan selber zu
generieren. Beide Arten der APs im Herzen unterscheiden sich jedoch mal3geblich von denen
in Nerven- oder Skelettmuskelzellen. So dauert das AP in einer typischen Nervenzelle gerade
einmal 2 ms, in einer Skelettmuskelzelle zwischen 2-5 ms. In einer Ventrikelzelle hingegen

belduft sich die Dauer auf 200-400 ms.
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Abb. 1-9: Die Phasen des Aktionspotenzials einer ventrikuldren Herzmuskelzelle und einer
Schrittmacherzelle und die zugehdrigen Membranpermeabilititen (P) fiir Kalium (K"), Natrium (Na")

und Calcium (Ca®") wihrend des Aktionspotenzials (verdndert nach Widmaier et al., 2007).
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Das AP einer Ventrikelzelle ldsst sich in fiinf Phasen unterteilen. Sie besitzen ein ,,echtes®
Ruhepotenzial (Phase 4), bei dem das E,, dem Ex nahekommt. Wird die Plasmamembran
einer Ventrikelzelle durch eine an sie angrenzende Zelle von -90 mV auf ca. -70 mV
depolarisiert, 6ffnen sich zundchst spannungsgesteuerte, schnelle Na'-Kanile, wodurch es zu
einem voriibergehenden Einstrom von Na" kommt (Ix,). Gleichzeitig fillt die Leitfahigkeit fiir
K", das E,, steigt rapide an und nihert sich Ex, (Phase 0). Durch die Depolarisation werden
spannungsgesteuerte Dihydropyridin-Rezeptor-assoziierte L-Typ (engl.: long-lasting) Ca*'-
Kanille gedffnet. Es folgt eine kurze Repolarisation der Zelle, die durch das Offnen von
transienten K -Kanilen und die Inaktivierung der Na'-Kanile hervorgerufen wird (Phase 1).
Die Repolarisation wird durch den anhaltenden Ca**-Einstrom (Ic,) verzogert und das AP
erreicht eine Plateauphase (Phase 2). Um das AP zu beenden, werden die Ca*"-Kanile wieder
geschlossen und stattdessen spezielle K'-Kanile gedffnet, sodass die Leitfihigkeit fiir dieses
Kation wieder ansteigt und das E,, durch dessen Ausstrom repolarisiert wird (Phase 3) bis es
schlieBlich wieder das Ruhepotenzial erreicht (Huppelsberg & Walter, 2009). Wihrend der
Phasen 0 bis 3 ist das Herz nicht erregbar (Refraktirzeit). Die Refraktirzeit dient als
Schutzmechanismus im Herzen, indem es die Frequenz der AP und somit der Kontraktion des
Herzens limitiert. Dies verschafft dem Herzen geniigend Zeit, sich mit Blut zu fiillen und
dieses auszuwerfen.

Schrittmacherzellen besitzen im Gegensatz zu den meisten anderen Zellen kein stabiles
Ruhepotenzial. Vielmehr generieren sie regelméfig spontane APs. Diese lassen sich in drei
Phasen einteilen. Zum Ende der Repolarisationsphase (Phase 3) einer Zelle 6ffnen sich
unspezifische Kationenkanile, die einen langsamen aber stetigen Einstrom von Na' gestatten
und die Zelle allméhlich depolarisieren. Dieser lonenstrom wird als ,,funny current” (Iy)
bezeichnet. Sobald das E,, einen Wert von etwa -50 mV erreicht, 6ffhen sich die transienten
Ca”**-Kanile und ermoglichen den Ica, wodurch die Zelle weiter depolarisiert wird (Phase 4).
Erreicht diese langsame diastolische Spontandepolarisation den Schwellwert von ca. -40 mV,
werden zusitzlich spannungsgesteuerte L-Typ Ca’"-Kanile gedffnet und der nun verstirke
Icar fithrt zum AP (Phase 0). Zum Ende dieser Phase nehmen If und Ic,t ab, da sich ihre
Kanidle nun wieder schlieBen. Durch Offnung von K'-Kandlen und dem damit
einhergehenden Ix wird E,, wieder repolarisiert (Phase 3). Dieser Ausstrom fiihrt dariiber
hinaus zu einer Hyperpolarisation des E;. Diese ist notwendig um die unspezifischen
Ionenkanéle erneut zu 6ffnen und den Zyklus von Neuem beginnen zu lassen (Klabunde,
2011). Deshalb werden diese Kanédle auch hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-

gated channels (HCN) genannt (DiFrancesco, 2010).
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1.1.6. Erregungs-Kontraktions-Kopplung

Fiir die Ubersetzung eines elektrischen Impulses in eine mechanische Antwort eines Myozyts
ist die ,,Erregungs-Kontraktionskopplung* verantwortlich. Hierbei wird ein Myozyt durch das
ankommende Aktionspotenzial depolarisiert, wodurch sich L-Typ Calciumkanile in den
T-Tubuli 6ffnen. Der L-Typ-Calciumkanal ist ein spannungsgesteuerter lonenkanal, der bei
einer Depolarisation der Zellmembran den RyR im SR aktiviert, was zu einem Einstrom von
Calciumionen in das Zytosol der Muskelzelle fiihrt. Diese Aktivierung erfolgt im
Skelettmuskel durch direkte  Proteininteraktionen, wihrend ein  extrazelluldrer
Calciumeinstrom keine Rolle spielt. Im Gegensatz dazu wird der RyR im Herzmuskel von
Calcium, das iiber den Dihydropyridin-Rezeptor in die Zelle eingestromt ist, gedffnet (CICR).
Hierbei wird weiteres Calcium aus dem SR ins Sarkoplasma abgegeben, wodurch die
intrazellulire Calciumkonzentration von etwa 107 auf 10 mol/l ansteigt (Klabunde, 2011).
Im Ruhezustand und damit niedrigen intrazelluldren Calciumkonzentration blockiert ein
Komplex aus mehreren Hilfsproteinen die Bindestelle fiir Myosin am Aktin (siche 1.1.4.4).
Sobald der Calciumspiegel innerhalb der Zelle steigt, wird Tnl durch TnC zur Loslésung vom
Aktin veranlasst, wodurch TM eine Konformationsanderung vollzieht und in seine normale
Position zuriick gleitet. Hierdurch werden die Bindestellen am Aktin zugéinglich fiir
Myosinbindungen, die anschlieBend an den Aktinfilamenten entlangwandern.

In Abwesenheit von ATP binden die Myosinkdpfe fest an ein Aktinfilament (Abb. 1-10).
Dieser Zustand wird jedoch durch die Bindung von ATP an die konservierte ATPase-Domine
des Myosins rasch beendet. Durch eine Konformationsinderung verringert sich die
Bindeaffinitdt des Myosins und Aktin dissoziiert. Das Nukleotid wird durch die ATPase zu
ADP und P; hydrolysiert, die weiterhin fest am Myosin gebunden bleiben. Der Myosinkopf
geht in eine schriaggestellte Haltung iiber, wodurch er sich unter der nidchsten Bindestelle
positioniert. Eine zunidchst schwache Bindung des Myosinkopfs an seiner neuen Bindestelle
bedingt die Abspaltung des P; und gleichzeitig die feste Bindung des Kopfs an Aktin. Durch
die freiwerdende Energie der ATP-Hydrolyse vollzieht der Myosinkopf nun den nétigen
Arbeitshub, der das Aktinfilament um circa 11 nm zur Mitte des Sarkomers verschiebt. Im
Zuge des Arbeitshubs verliert der Myosinkopf die Bindung zu seinem gebundenen ADP,
wodurch er seine urspriingliche Konformation zuriick erlangt und in einen neuen

Kontraktionszyklus eintreten kann (Alberts et al., 2008).
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Myosinkopfe -
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Abb. 1-10: Schematische Darstellung des Kontraktionszyklus. Durch repetitive Zyklen der Ausbildung von
Querbriicken zwischen Myosin und Aktin generieren die Myofilamente einen Arbeitshub (mechanische Kraft)

und die Sarkomere verkiirzen sich (verdndert nach Tortora & Derrickson, 2009).

1.1.7. Calciumhomadoostase

Durch  aktive  Senkung der intrazelluliren Calciumkonzentration wird die
Ausgangskonformation des Tn sowie des TM wieder hergestellt, was zur Relaxation der
Myofibrille  fiihrt (Riiegg, 1998). Die Erniedrigung der zytoplasmatischen
Calciumkonzentration erfolgt iiber die Aufnahme von Ca*" durch SERCA-2a in das SR und
durch aktiven Transport in den Extrazellularraum iiber Calcium-Transporter im Sarkolemma

(Woodcock & Matkovich, 2005).

1.1.7.1. Natrium-Calcium-Austauscher

Der Natrium-Calcium-Austauscher (engl.: Na*/Ca’ -exchanger, NCX) stellt mit 7 bzw. 28
prozentiger Beteiligung (Ratte bzw. Hase) nach der SERCA-2a (mit 92 bzw. 70%) den
zweiwichtigsten Mechanismus zur Entfernung von Ca’" aus dem Zytosol dar (Bers, 2002)
und bewerkstelligt den Hauptanteil des gesamten trans-sarkolemmalen Ca’’-Ausstroms
(Reuter & Seitz, 1968). Dieses plasmamembranstindige Transportprotein katalysiert den
Antiport von Na' gegen Ca*". Die NCX Familie besteht aus drei Isoformen, wobei NCX1 die
kardiale Isoform darstellt (Nicoll, Longoni & Philipson, 1990; Nicoll et al., 1996; Li et al.,
1994). NCX bestehen aus neun transmembranen a-Helices, die durch Loop-Sequenzen

miteinander verbunden sind. Zwischen der finften und sechsten Helix befindet sich eine
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grof3e hydrophile zytoplasmatische Domine (Nicoll et al., 1999). In NCX1 bilden die Helices
2/3 und 7/8 zusammen mit ihren jeweiligen Loops die Kationen-Bindestellen, wéihrend die
intrazelluldre Doméne regulatorische Stellen besitzt, iiber die die Aktivitdt des Antiporters
moduliert werden kann. So kann der Austauscher z.B. mittels Phosphorylierung durch
Proteinkinase A und C aktiviert werden. NCX nutzten den durch die Na'/K'-ATPase
aufgebauten Na'-Gradienten und sind im Gegensatz zu ihr nicht direkt ATP-getrieben,
hingen jedoch letztendlich von ihm ab (Schillinger et al., 2003). Er wirkt ebenso wie die
Na'/K'-ATPase elektrogen, da er drei Na™ gegen ein Ca’" austauscht. Die Richtung des
Transports ist reversibel und hingt von den Konzentrationen der beteiligten lonen ab. Bei
einem starken Anstieg von [Na']; funktioniert der Austauscher in entgegengesetzte Richtung
und trigt somit nicht nur Ca**-Homdostase, sondern auch zur Signalgebung bei (Egger &

Niggli, 1999).

1.1.7.2. Plasmamembran Calcium-ATPase

Die Plasmamembran Calcium-ATPase (PMCA) ist ein ubiquitdr exprimiertes Protein und
fungiert neben NCX als Ca>" ausschleusendes Enzym. Anders als bei nicht-erregbaren Zellen,
in denen sie der einzige Transporter fir Ca’" aus der Zelle heraus darstellt, trigt sie in
Kardiomyozyten mit einer 10 bis 15 Mal geringeren Aktivitit als NCX nur geringfligig zur
Kontrolle der [Ca*']; bei (Oceandy et al., 2007). Sie gehort zusammen mit der Na'/K'-
ATPase und SERCA zu den P-Typ Ionenpumpen und bezieht wie sie ihre Energie aus der
Hydrolyse von ATP. Bei niedrigen [Ca®']; wird ihre Aktivitit durch einen Abschnitt ihrer
zytosolischen C-terminalen Region inhibiert. Steigt [Ca’'];, bildet dieses mit dem Ca®'-
bindenden Protein Calmodulin einen Komplex, der durch Bindung an eine regulatorische
Untereinheit der PMCA ihre Affinitdt fiir das Kation um das 20 bis 30-fache erhoht (Siegel et
al., 2005).
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1.2. Myokardinfarkt und Herzversagen

Koronare Herzerkrankungen sind weltweit die Todesursache Nummer 1. Nach Schitzungen
der Weltgesundheitsorganisation starben im Jahr 2012 17,5 Millionen Menschen an
kardiovaskuldren Erkrankungen und stellten damit 31% der globalen Sterbefdlle dar (World
Health Organization, 2014). Der Mpyokardinfarkt ist die héaufigste Erscheinungsform
koronarer Herzerkrankungen. Er resultiert aus zeitweisem oder anhaltendem Verschluss der
Hauptkoronararterien, wodurch die Blutversorgung in bestimmten Bereichen des
Herzmuskels (hauptsédchlich des linken Ventrikels) drastisch abnimmt. Aufgrund seines hohen
Energie- und Sauerstoffbedarfs fiihrt bereits eine 20 miniitige Blutleere (Ischdmie) zu
irreversiblen Schiden und ein massives Zellsterben tritt zunéchst in den inneren Schichten des
Herzens auf, das sich innerhalb von drei bis sechs Stunden in die dufleren Bereiche ausbreitet
(Ruvinov, Sapir & Cohen, 2012). Das nekrotische Gewebe 10st eine Entziindungsreaktion aus,
durch die Neutrophile und Makrophagen in den Infarkt einwandern. Wéhrend das nekrotische
Gewebe durch Makrophagen phagozytiert wird, wandern proliferierende Fibroblasten und
Endothelzellen aus dem umliegenden Gewebe in die Wunde ein und bilden dort zur
provisorischen Stiitze das sogenannte Granulationsgewebe, welches {iiber die Zeit in
kollagenhaltiges Narbengewebe ummodelliert wird (Laflamme & Murry, 2005).

Der Verlust von kontraktilem Gewebe fiihrt zur Abnahme der Pumpleistung des Herzens.
Diese Anderung kann zunichst durch das erhdhte links-ventrikulire Volumen und der damit
einhergehenden erhdhten Kontraktilitit des nicht-infarzierten Gewebes kompensiert werden
(Frank-Starling-Mechanismus), verstirkt aber auch die mechanische Beanspruchung der
Ventrikelwand (Jessup & Brozena, 2003). Dies begiinstigt die fortschreitende Fehlfunktion

und fuhrt letztendlich zur chronischen Herzinsuffizienz.

1.2.1. Regeneration des Herzens

Die Kapazitit des Herzens zur Regeneration von funktionalem Herzmuskelgewebe ist stark
begrenzt und steht damit im Kontrast zu anderen Organen und Geweben des menschlichen
Korpers. Schiden am Herzen fiihren haufig zu chronischem Herzversagen durch den Verlust
und die unzureichende Regeneration von Kardiomyozyten. Fiir lange Zeit ist man davon
ausgegangen, dass das Herz ausschlieBlich aus vollends differenzierten Zellen besteht, die
nicht in der Lage zur Selbsterneuerung sind. Allerdings konnte vor einigen Jahren gezeigt
werden, dass es auch im adulten Herzen zur Bildung neuer Kardiomyozyten kommen kann.

Bergmann und Kollegen konnten fiir den menschlichen Organismus bis zu einem Alter von
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25 Jahren eine Erneuerungsrate von 1% pro Jahr feststellen, welche bis zum 75. Lebensjahr
auf 0,45% pro Jahr sinkt (Bergmann et al., 2009). Andere Studien ermittelten sogar 22% sich
erneuernder Myozyten pro Jahr (Kajstura et al., 2010). Trotz der unterschiedlichen Ergebnisse
weisen jedoch beide Studien im Falle eines Herzinfarkts auf eine eintretende Vermehrung des
Bindegewebes (Fibrose) hin, die zu einer Ummodellierung des Herzmuskels mit
einhergehendem Funktionsverlust und letztendlich zum Herzversagen fiihrt.

Der genaue Mechanismus zur Zellerneuerung im Herzen ist noch nicht gekldrt. Ein Ansatz
geht davon aus, dass adulte Myozyten nach vollendeter Differenzierung wieder in den
Zellzyklus einsteigen und sich teilen konnen. Diese Art der Zellregeneration ist fiir Fische und
Amphibien bekannt. In Zebrafischen konnte gezeigt werden, dass Kardiomyozyten ,,de-
differenzieren®, um darauthin wieder zu proliferieren (Jopling et al., 2010). Dieser Prozess
lieBB sich auch in Mausen und Ratten durch genetische Manipulation oder Behandlung mit
bioaktiven Molekiilen erzielen (Campa et al., 2008; Novoyatleva et al., 2010) und konnte
somit zur Gewebsregenration beitragen (Hassink et al., 2008; Bersell et al., 2009). Eine
andere Art der endogenen Regeneration wird durch ortsansédssige Populationen kardialer
Vorladufer- oder Stammzellen ermdglicht. Pools aus Vorldufer- oder Stammzellen wurden auf
Basis bestimmter Marker hinsichtlich ihres kardiomyogenen Potenzials charakterisiert

(Bollini, Smart & Riley, 2011).

1.2.2. Kardiales Tissue Engineering

Tissue Engineering ist ein schnell wachsender wissenschaftlicher und technologischer
Bereich und zielt auf die Reparatur oder den Ersatz von geschddigtem und dysfunktionalem
Gewebe (Langer &  Vacanti, 1993). Aufgrund der geringen intrinsischen
Regenrationsfahigkeit des Herzens sind derartige Strategien von besonderem therapeutischen
Interesse. Der Verlust funktionalen Gewebes fiihrt in der Regel stets zu signifikanter und
fortschreitender Verschlechterung der Kontraktionsfdhigkeit des Herzens und bedingt
letztendlich die Entwicklung lebensbedrohlicher Gesundheitszustinde. Insbesondere der
Mangel an Spendern und Transplantaten, aber auch sonstiger Therapiemethoden zur
Kompensation des geschiddigten Herzmuskels verdeutlichen die Schirfe von
Herzerkrankungen im Gesundheitswesen.

In den vergangenen zehn Jahren wurden im Bereich der kardialen Gewebsziichtung
verschiedene Strategien entwickelt, die auf Basis von Kombinationen aus Zellen,

biokompatiblen Materialen und bioaktiven Molekiilen beruhen (Vunjak-Novakovic et al.,
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2011). Ein Ansatz befasst sich mit der Entwicklung und Applikation zellfreier
biokompatibler, zum Teil injizierbarer Biomaterialien (z.B. Hydrogelen), die zum Beispiel als
strukturelle Stiitze oder Fiillmaterial fiir Wunden dienen sollen, um den durch Bildung von
Narbengewebe bedingten Umbau des Herzmuskels entgegenzuwirken (Singelyn &
Christman, 2010; Tous et al., 2011). Diese Biomaterialien sollen dariiber hinaus als Vehikel
fungieren, die den Transport und langfristigen Verbleib embryonaler beziehungsweise adulter
Spenderzellen in einer fiir sie vorteilhaften Mikroumgebung im infarzierten
Empfingergewebe ermdglichen (Martinez & Kofidis, 2011; Nunes et al., 2011; Segers & Lee,
2011).

Die zweite Strategie beinhaltet die in vifro Generierung kardialer Mikrogewebe (Vunjak-
Novakovic et al., 2011; Ye & Black, 2011). Hierbei werden kardiale Zellen zunéchst unter
kontrollierten Wachstumsbedingungen kultiviert (z.B. in Perfusionsbioreaktoren) und die
Gewebsbildung durch physikalische oder biochemische Stimulanzien begiinstigt. Nach
vollendeter Maturierung soll das gewonnene Gewebe schlielich auf beschidigtes
Myokardgewebe implantiert werden, um dieses zu stiitzen oder gar zu ersetzen.

Ein dritter Ansatz befasst sich mit einer Kombination aus Biomaterialien und bioaktiven
Komponenten zur lokalisierten und kontrollierten Wirkstofffreisetzung (Segers & Lee, 2007,
Ruvinov, Harel-Adar & Cohen, 2011). Diese Kombination soll die Vorteile einer
mechanischen Stiitzfunktion aus dem ersten Ansatz mit gleichzeitiger Freisetzung von
Therapeutika, die bisher eventuell noch unbekannte Selbstheilungsprozesse begiinstigen,
miteinander vereinen. Der technologische Fortschritt im Bereich des kardialen Tissue
Engineerings ist nur durch die intensive interdisziplindre Zusammenarbeit verschiedener
Wissenschaftsbereiche moglich. Dazu gehoren vor allem die Biomedizin, Bioingenieurwesen
und die Zellbiologie. In den kommenden Jahren werden Zellreprogrammierung und die
Verwendung humaner pluripotenter Stammzellen unverzichtbare Schliisseltechnologien fiir
den Erkenntnistransfer aus den Tiermodellen der Grundlagenforschung in die klinische
Anwendung darstellen (Burridge et al., 2012). Wichtige Erfolge lassen sich bereits heute z.B.
in den Ingenieurswissenschaften verzeichnen, die zur Entwicklung von mittlerweile
unverzichtbar gewordenen Perfusionsbioreaktoren gefiihrt haben, in denen optimale
Wachstumsbedingungen fiir in vitro generiertes Herzgewebe herrschen (Radisic et al., 2008;
Diamantouros et al., 2013). Fortschritte in der Nanotechnologie fiihrten zu Verfahren der
mikro- bis nanoskopisch genauen Oberflichenstrukturierung oder -Beschichtung zur
Generierung definierter bzw. anisotroper Wachstumsmuster sowie vieler weiterer Verfahren

(Kelleher & Vacanti, 2010; Dvir et al., 2011; Zhang et al., 2011b). In Kombination mit den
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Materialwissenschaften, die Biomaterialen beschreiben und optimieren, werden sich in
Zukunft malBgeschneiderte Wachstumsmatrizen generieren lassen, die Zellen hinsichtlich
threr mechanischen und biochemischen Eigenschaften eine naturnahe Mikroumgebung bieten
konnen (Davis et al., 2005; Ma, 2008; Lutolf, Gilbert & Blau, 2009). Das Hauptkriterium
funktionaler Herzmuskelgewebe ist die Fahigkeit der Signalweiterleitung und die Kopplung
zwischen Reiz und Kontraktion. Untersuchungsmethoden der Biophysik — darin
eingeschlossen Elektrophysiologie und modernste bildgebende Verfahren — ermdglichen eine
immer genauere und mehrdimensionale Charakterisierung elektrischer und mechanischer
Eigenschaften des kiinstlich generierten Gewebes (z.B. Patch-Clamp, Calcium Imaging,
Zellkraftmessungen, AFM, usw.). Um die damit einhergehend zunehmende Komplexitit
erhobener Daten zu bewiltigen, bedarf es Ansdtze aus der Bioinformatik. Die Verwendung
von in silico Modellen stellt in den Ingenieurswissenschaften einen gidngigen Ansatz dar.
Basierend auf physikalischen, mechanischen und (bio-)chemischen GesetzmaBigkeiten und
empirisch erhobenen Daten, werden diese Modelle dazu herangezogen kosten- und
zeitintensive Versuche durch Simulationen zu ersetzen und/oder durch neue Erkenntnisse zu

erweitern (Olivares & Lacroix, 2013).



Kapitel 1 FEinleitung 33

1.3. Ziele dieser Arbeit

Die Erhaltung sowie die Wiederherstellung von Funktionen spezialisierter Gewebe setzt das
Verstindnis der Einzelkomponenten voraus. So triagt jede Zelle mit ihrer Funktion zu der
eines multizelluldren Gesamtorganismus bei. Der Mechanismus der elektro-chemischen und
mechanischen Kopplung kardialer Myozyten ist seit vielen Jahren Gegenstand intensiver
Forschung. Die Schnittstelle dieser beiden Prozesse bildet die Erregungs-
Kontraktionskopplung. Sie ermdglicht die Ubersetzung chemischer in mechanische Signale
und veranlasst Herzmuskelzellen nach Uberschreitung einer Reizschwelle zur Kontraktion.
Die notwendigen elektrischen Impulse werden im adulten Herzen im Schrittmacherzentrum
des rechten Vorhofs generiert. In embryonalem Herzmuskelgewebe besitzen, je nach
Entwicklungsstadium, nahezu alle Zellen die Féhigkeit zur spontanen Kontraktion. Dies
macht sie zu attraktiven Modellsystemen fiir die Untersuchung zellmechanischer Prozesse.
Eine Reihe von Studien konnten zeigen, dass das Signal- und Kontraktionsverhalten kardialer
Myozyten auf Einzelzellebene neben ihrer molekularen Zusammensetzung auch durch die
Zellarchitektur mitbestimmt wird.

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war es daher die zeitliche Abfolge des elektro-chemischen
Signals in Form des Anstiegs der intrazelluldren Calciumkonzentration und der mechanischen
Zellantwort in Form der Zellkontraktion wéhrend der Erregungs-Kontraktionskopplung auf
Einzelebene zu untersuchen und mit Hilfe einer neu etablierten Zellstrukturanalyse mit der
Orientierung und Ordnung zytoskelettaler Komponenten in Zusammenhang zu bringen. Im
Anschluss sollte iiberpriift werden, inwiefern sich die zeitliche Abfolge der beiden Ereignisse
beeinflussen lieB. Dazu wurden Zellen auf elastischen Analysesubstraten mittels definierter
Substratkonditionierung in unterschiedliche Zellformen gebracht, um deren zytoskelettale
Vorzugsrichtung zu kontrollieren. Zusitzlich wurde untersucht wie sich die mit der Zellform
einhergehenden Orientierungen der Myofibrillen auf die Kontraktionskraft der Einzelzellen
auswirkte. SchlieBlich sollte der dem unterschiedlichen Signalverhalten zugrundeliegende
Mechanismus bestimmt werden.

Trotz der bisher geleisteten Aufklarung zelluldrer Prozesse auf Einzelzellebene sind derartige
Systeme hochartifiziell und geben nur bedingt die physiologischen Bedingungen im
Organismus wieder. Daher sollte iiberpriift werden, inwiefern sich das analysierte
Signalverhalten von FEinzelzellen wéhrend der Erregungs-Kontraktionskopplung in
mehrzelligen Systemen manifestierte und welche Rolle dabei unterschiedliche
Gewebegeometrien und Zellpopulationen spielten. Dazu wurden Zellverbdnde definierter

GroBBe und Form aufgebaut und zusétzlich in ihrer zelluliren Zusammensetzung variiert.
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Diese sogenannten Mikrogewebe wurden anschlieBend mit den auf Einzelzellebene
etablierten Analyseverfahren untersucht. Um Mikrogewebe ausschlieBlich aus hochreinen
Kardiomyozyten des Gesamtmyokards bzw. bestimmten Bereichen des Herzens aufbauen zu
konnen, mussten zusidtzlich Aufreinigungsverfahren entwickelt werden, die eine
weitergehende Analyse erlaubten. Zur Bestimmung des Reinheitsgehaltes des so erhaltenen
Zellmaterials wurde aufgrund fehlender Zelloberflichenmarker ein automatisiertes
fluoreszenzmikroskopisches Analyseverfahren mit Software-gestiitzter Zellzdhlroutine als
Alternative zu durchflusszytometrischen Bestimmung entwickelt.

In einem letzten Schritt sollte untersucht werden, inwiefern sich humane induziert-
pluripotente Stammzellen-abgeleitete Kardiomyozyten von den Primérzellen tierischen
Ursprungs hinsichtlich ihres Signalverhaltens unterschieden und ob sie sich mit Hilfe der hier
verwendeten Methoden hinsichtlich ihres Kontraktionsverhaltens nédher charakterisieren
lieBen.

Die Gesamtheit der Daten sollte so einen wichtigen Beitrag zum Verstdndnis der Erregungs-
Kontraktionskopplung von Kardiomyozyten liefern und auf Basis zellkulturbasierter Systeme
helfen eine funktionelle Charakterisierung therapierelevanter Zellsysteme vornehmen zu

konnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Zellkultur

2.1.1. Zellisolation primérer kardialer Myozyten aus der Ratte

Zur Isolation von Myozyten wurde eine 18-19 Tage trachtige Ratte (Wistar, Charles River,
Sulzfeld) mit CO, betdubt und dekapitiert. Das Bauchfell wurde entfernt, der Bauchraum
geodffnet und der Uterus mit den Embryonen entnommen und auf Eis gelagert. Die nun
folgenden Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Embryonen wurden
einzeln aus dem Embryosack isoliert und in einer Zellkulturschale, gefiillt mit kalten Hanks
Balanced Salt Solution (HBSS, Sigma), auf Eis gelagert. Durch Dekapitation wurden die
Embryonen getotet und der Thorax gedffnet. Mit einer Pinzette wurden Herz und Lunge
zusammenhdngend aus dem Thorax entnommen. Die gleichzeitige Entnahme beider Organe
stellte sicher, dass die Vorhofe des Herzens nicht abrissen. Die Herzen mit anhdngender
Lunge wurden in eine frische Zellkulturschale mit HBSS gegeben und das Lungengewebe
sowie der Herzbeutel wurden unter einem Stereomikroskop vorsichtig entfernt. Die Herzen,
bestehend aus Haupt- und Vorkammern, wurden in 15 ml eiskaltem HBSS gesammelt und in
15 ml neues eiskaltes HBSS iiberfiihrt und gewaschen (8-12 Herzen). Das gesammelte
Gewebe wurde in eine Zellkulturschale mit 6 cm Durchmesser gegeben und das restliche
HBSS entfernt. Die Herzen wurden mit zwei sterilen Skalpellen in ca. 1 mm? grof3e Stiicke
zerkleinert, in 8 ml Trypsin-EDTA-TE (0,5% Trypsin, 0,2% EDTA-L6sung in HBSS, Sigma)
tiberfiihrt und 8 min bei 37°C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Hierbei sedimentierten die
Gewebeteile und konnten vom Uberstand getrennt werden. Der Uberstand wurde verworfen.
Die Gewebeteile wurden 2 min mit 100 ul DNAse (10.000 Units/ml, Sigma) behandelt und in
6 ml frisches Trypsin-EDTA (TE) {iiberfiihrt. Nach 8 min Inkubation bei 37°C wurden
wiederum der Uberstand und die noch nicht verdauten Gewebebrocken getrennt. Nun wurde
der Uberstand (dieser enthilt die Myozyten) mit 7 ml Blockierlésung (33% FBS-Losung, fetal
bovine serum, Biochrom) versetzt und auf Eis gelagert, um die Trypsinierung zu stoppen. Zur
vollstdndigen Auftrennung des Gewebes wurde dieses ein zweites und drittes Mal fiir 2 min
mit 100 ul DNAse behandelt und ein zweites und drittes Mal mit 6 ml TE fiir 8 min bei 37°C
verdaut. Der Uberstand wurde abgenommen und mit 7 ml Blockierldsung versetzt. Beide
Blockierlosungen mit der Zellsuspension aus dem zweiten und dritten Verdau wurden 10 min

bei 4°C und 200 x g zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen und die beiden
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Sedimente wurden in je 500 pl kaltem Kulturmedium resuspendiert und vereinigt. Die
Zellzahl wurde mit Hilfe eines automatisierten Zellzdhlgerits (MoxiZ, Orflo) bestimmt und
20.000-40.000 Zellen auf zuvor vorbereitete PDMS-Substrate in Zellkulturschalen ausgesit.
Als Nihrlosung wurde F10 Ham's Medium (Sigma) mit 10% FBS (Biochrom), 1:100
Verdiinnung der Antibiotikalosungen (10.000 Einheiten Penicillin und 10 mg Streptomycin in
0,9% NaCl, Sigma) und 1:200 Verdiinnung von Insulin (1 mg/ml) - Transferrin (0,55 mg/ml)
- Sodium Selenit (0,5 pg/ml) (ITS liquid media supplement, 100-fach, Sigma) verwendet. Die
Zellen wurden bei 5% CO;, und 37°C in einem befeuchteten Inkubator kultiviert. Am
niachsten Tag wurde ein Medienwechsel durchgefiihrt und die Zellen vorsichtig gewaschen,

um nicht adhérierte Zellen und Zelltrimmer zu entfernen.

2.1.2. Gewebespezifische Trennung

Wie bereits eingangs beschrieben, unterscheiden sich im speziellen Fall des Herzens Zellen
aus den unterschiedlichen Regionen des Organs grundlegend in ihrer Funktion. Je nach
Fragestellung war es daher notwendig, Zellen eines bestimmten Gewebeabschnitts separat zu
analysieren. Nach Entnahme der embryonalen Herzen wurden Vorhofe und Hauptkammern
unter Zuhilfenahme eines Stereomikroskops und gebogenen Feinpinzetten mechanisch
voneinander getrennt. Zum Zeitpunkt der Zellisolation sind diese beiden Regionen des
Herzens noch nicht vollstdndig miteinander verwachsen. Vielmehr liegen die Vorhofe als
lappenartige Fortsdtze auf den Hauptkammern auf und lieBen sich somit auf Hohe der
Atrioventrikularklappen von diesen trennen. Aufgrund ihrer geringen Gréfe wurden die
gesammelten Vorhofe in 2 ml Reaktionsgefdflen liberfiihrt und die separierten Gewebstypen

dann getrennt voneinander weiter verarbeitet (siche 2.1.1).

2.1.3. Zellspezifische Trennung

Neben der gewebsspezifischen Trennung von Zellen wurde in dieser Arbeit von einer im
Institut entwickelten Technik zur Anreicherung von Kardiomyozyten aus einer primdren
Mischkultur Gebrauch gemacht (Hoffmann et al., 2014). Diese Technik basiert auf einer
Zelltyp-spezifischen Modifikation der Plasmamembran lebender Zellen. Hierbei fusionieren
funktionalisierte Vesikel (sogenannte ,,fusogene Liposomen®, FLs) mit der Plasmamembran
der Zielzelle. Diese Fls bestehen zu definierten Teilen aus neutralen und kationischen

Lipiden. Ein geringer Teil der neutralen Phospholipide (PLs) trigt eine Biotingruppe, die nach
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Interkalation in die Plasmamembran lebender Zellen an der Oberfliche exponiert sind und
iiber an Eisenoxidpartikel gekoppelte Anti-Biotin Antikérper gebunden werden konnen. Diese
Zell-Partikel-Konjugate lieen sich dann in einem Magnetfeld von unmarkierten Zellen

trennen (Abb. 2-1).
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2.1.4. Herstellung fusogener Liposomen

Die Stammldsungen des neutralen Lipids DOPE (Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL,
USA), des kationischen Lipids DOTAP (Gegenion: Chlorid; Avanti Polar Lipids Inc.,
Alabaster, AL, USA), des fluoreszierenden lipophilen Markermolekiils DiR (Life
Technologies, Eugene, OR, USA) und Biotin-DOPE wurden zundchst in einem
Chloroform/Ethanol Gemisch (Mischverhédltnis 10/1) gelost und anschlieBend in einem
molaren Verhiltnis von DOPE/DOTAP/DiR/Biotin-DOPE 1/1/0,05/0,1 gemischt. Nach
vorsichtiger Homogenisierung des Gemischs wurden die Anteile der organischen Losemittel
unter Vakuum fiir 30 Minuten verdampft. Die Lipide wurden darauthin in 20 mM 2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-Ethansulfonsdure (HEPES) Puffer (pH 7,4; VWR, Darmstadt)
verdiinnt und auf eine Endkonzentration von 2 mg/ml eingestellt. Die Lésung wurde
schlieBlich durch vorsichtiges Auf- und Ab-Pipettieren fiir 2 Minuten gemischt und fiir 20
Minuten in einem Ultraschallbad homogenisiert. Die FL-Losung lie3 sich bei 4°C bis zu drei

Monaten vor Gebrauch lagern.

2.1.5. Aufreinigung kardialer Myozyten mittels fusogener Liposomen

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Generierung multizelluldrer Cluster eine moglichst
reine Myozytenkultur bendtigt. Dazu wurden 1-3 x 10° Zelle der Mischkultur frisch isolierter
Primdrzellen aus embryonalen Rattenherzen (2.1.1) fiir exakt eine Minute mit 10 pl
biotinylierter FLs in 1 ml Ix PBS bei Raumtemperatur inkubiert. Innerhalb dieser
Inkubationszeit fusionierten hauptsdchlich Nicht-Myozyten. Nach erfolgter Biotinylierung
wurde die Fusionsreaktion durch Zugabe von 9 ml I1x PBS gestoppt und die Zellen
anschlieBend bei 600 x g fiir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet mit 20 pl Anti-Biotin Magnetkugeln (Miltenyi, Bergisch Gladbach) in 1 ml MM"
fiir 20 min bei 4°C unter standiger Mischung auf einem Drehrad inkubiert. Nach Konjugation
der Biotin-markierten Zellen mit Magnetkugeln wurden ungebundene Partikel aus der Lésung
gewaschen. Dazu wurde 1 ml MM" in die Zellsuspension gegeben und die Losung ein
weiteres Mal bei 300 x g fiir 5 min bei RT zentrifugiert. Zeitgleich wurde die Trennsdule
(MiniMACS, Miltenyi, Bergisch Gladbach) gemidll Abb. 2-1 aufgebaut und mit 1 ml
Kulturmedium #quilibriert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1 ml MM"
resuspendiert und auf die eingespannte Trennsdule gegeben. Nach maximal 10 min hat die
gesamte Suspension die Saule passiert und diese wurde mit einem weiteren Milliliter

Kulturmedium gewaschen. Hierbei wurden alle unmarkierten Zellen aus der Saule gewaschen
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und in einem 15 ml Reaktionsgefdl gesammelt. Im Eluat befanden sich die unmarkierten
Kardiomyozyten, die markierten Zellen verblieben aufgrund der magnetischen
Wechselwirkungen als Retentat in der Sdule. Letzteres konnte durch Entfernen der Séule aus
dem Magnetfeld und Zugabe von 2 ml Kulturmedium ebenfalls eluiert werden und
anschlieend auf verschiedene Analysesubstrate ausgebracht und je nach Versuch fiir mehrere

Tage kultiviert werden.

A funktionalisiertes
Fusionsliposom
.

funktionalisierte
Plasmamembran
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-

Abb. 2-1: (A) Schematische Darstellung des Fusionsprozesses zwischen einem funktionalisierten Lipidvesikel
und der Plasmamembran. Nach Kontakt mit der Zellmembran fusionieren die Fls spontan und integrieren ihre
funktionellen Seitengruppen in die Zellmembran. Die unteren Aufnahmen zeigen den rapiden zeitlichen Verlauf
der Membranfiarbung von kardialen Fibroblasten durch Einlagerung fluoreszenzmarkierter Phospholipide.
MafBstab: 50 pm, (verdndert nach Hoffmann et al. 2014). (B) Komponenten des MiniMACS Systems:
1) Metallgestell, 2) Magnet, 3) MS Column (Trennsdule), 4) Stempel (Miltenyi, Bergisch Gladbach).

2.1.6. Wachstumsbedingungen

Myozyten wachsen adhdrent und wurden bei 37°C, 5% CO, und gesittigt feuchter
Atmosphire im Begasungsbrutschrank kultiviert. Fiir kardiale Myozyten wurde spezielles
Myozytenmedium (F10 Ham's Medium, Sigma) verwendet. Es wurden jeweils Zellzahlen im
Bereich von 20.000-40.000 fiir Einzelzellanalysen und 80.000-100.000 fiir Mehrzellsysteme
auf selbst hergestellten Substraten mit und ohne Mikrostruktur verschiedener Elastizitét
ausgesdt. Samtliche Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sterilwerkbank
durchgefiihrt. Um eine ausreichende Néahrstoffversorgung der Zellen zu gewihrleisten und
nicht adhérierte Zellen zu entfernen, wurde das Medium am ersten Tag nach der Zellisolation

komplett ausgetauscht und danach alle zwei Tage gegen frisches Medium erneuert.
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2.2. Herstellung der Analysesubstrate

Polydimethylsiloxan (PDMS) ist ein Silikonkautschuk und diente als Material zur Herstellung
von elastischen Substraten. Hierbei handelt es sich um ein transparentes farbloses Polymer,
welches sich durch seine Biokompatibilitit hervorragend fiir zellbiologische Fragestellungen
eignet. Alle zur Analyse verwendeten Substrate wurden im Institut hergestellt. Das benutzte
Zwei-Komponenten-System von Dow Corning (Sylgard 184) bestand aus einer Vinyl-
terminierten Polydimethylsiloxan Basissubstanz (Abb. 2-2A) und einem Methylhydrosiloxan-
Dimethylsiloxan Copolymer als Kreuzvernetzer (Abb. 2-2B). Je nach Mischungsverhiltnis
der Komponenten lieBen sich unterschiedliche Substratelastizititen generieren. Der im
Basisol  enthaltene  Platin-basierte = Katalysator  fithrte zur  organo-metallischen
Kreuzvernetzungsrekation (Ojima, 1989) (Abb. 2-2C). Die Mischverhiltnisse der beiden
Komponenten wurden in Abhidngigkeit der Anwendung variiert. Eine Erhéhung des
Kreuzvernetzeranteils fithrte am Ende zu steiferen Substraten. Die wéhrend des
Mischvorgangs eingetragenen Luftblasen wurden mittels eines Entgasungsschritts in einem
Exsikkator unter Unterdruck (2 x 10~ mbar) entfernt, da diese die Transparenz des Substrats
und dadurch die Bildqualitit der Analysedaten negativ beeintrichtigt hitten. Unmittelbar

danach wurde das Gemisch zur Herstellung verschiedener Substrate eingesetzt.
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Abb. 2-2: Kreuzvernetzungsreaktion von PDMS, (Campbell et al., 1999), organischer Rest (R) entweder CHj
oder H.

Um chargenabhingige Schwankungen zu minimieren, wurden die verwendeten Chargen
hinsichtlich ihrer mechanischen Eigenschaften regelmdfig durch Nico Hampe (ICS-7,

Forschungszentrum Jiilich) charakterisiert (Cesa et al., 2007).
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2.2.1. Herstellung von Glassubstraten

Alle bildgebenden Analysen wurden an inversen Mikroskopen durchgefiihrt. Die verwendeten
Objektive wiesen unter anderem eine optische Korrektur fiir Schichtdicken von 170 um auf.
Um eine bestmogliche Bildgebung zu ermdglichen wurden die Boden der Zellkultursubstrate
fiir das jeweilige optische System optimiert. Dazu wurden unter anderem Deckgldser mit
einer Dicke von 160-190 um (20 x 20 mm, Typ #1,5, Menzel-Gléser) in Lochbodenschalen
eingeklebt. Zum Einkleben wurde eine 10 zu 1 PDMS-Mischung (Basisdl zu Kreuzvernetzer)
verwendet. Die so hergestellten Schalen wurden darauthin fiir 2 Stunden bei 60°C ausgeheizt,

um die Kreuzvernetzungsreaktion zu beschleunigen.

2.2.2. Herstellung elastischer Substrate ohne Mikrostruktur

Fiir die Kultivierung von Zellen auf 15 kPa steifen unstrukturierten Substraten wurden
verschiedene Mischungsverhéltnisse von Grundsubstanz und Kreuzvernetzer hergestellt, kurz
entgast und anschlieBend auf 55-80 um dicken Deckglédsern (20 x 20 mm, Typ #00, Menzel-
Gléaser) durch Rotationsbeschichtung diinn aufgebracht. Dazu wurde das Deckglas zunéchst
auf dem Drehteller mittels Vakuumansaugung zentral fixiert und ein Tropfen nicht-
kreuzvernetzten Silikons bei 1.800 Umdrehungen pro Minute fiir 30 Sekunden homogen
verteilt (SpinCoater delta 10TT; SUSS microtec). Bei Schichtdicken unter 80 um ist zu
beachten, dass die Elastizitit des Silikonkautschuks durch Wechselwirkungen mit der
darunter liegenden harten Oberfldche beeinflusst wird und von der tatsichlichen abweicht.
Die so entstandenen Silikonsubstrate erreichten dabei reproduzierbar eine Dicke von circa
100 pm und konnten direkt in 3,5 cm Lochschalen eingeklebt werden und wurden

anschlieBend bei 60°C kreuzvernetzt.
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2.2.3. Herstellung elastischer Substrate mit geordneter Mikrostruktur und
fluoreszierenden Mikrokugeln

Die bereits beschriebene Herstellung kreuzvernetzter elastischer Silikonkautschuk-Substrate
mit geordneter Mikrostruktur wurde durch den Einbau fluoreszierender Kugeln modifiziert,
um die durch die Zellen hervorgerufene Deformation des elastischen Untergrunds mit hoher
Auflésung messen zu konnen (Cesa et al., 2007).

Hierzu wurden fluoreszierende Kugeln (,,FluoSpheres Crimson Carboxylate-Modified beads®,
Molecular Probes, Eugene OR, USA) mit einem Durchmesser von 200 nm verwendet. Zur
Herstellung eines mit fluoreszierenden Kugeln markiertem Elastomer-Substrats wurden 1 pl
einer 2%igen Kugelsuspension fiir 7 min bei 4°C und 13.200 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Sediment mit 10 ul Silikonkautschuk-Gemisch fiir 10 min mit
einem Plastikspatel vermischt. Diese noch nicht kreuzvernetzten Mischungen wurden auf eine
mikrostrukturierte  Silizium-Gussform aufgestrichen. Diese Form wies quadratische
Erhebungen auf, die in einem regelmédBigen Quadratgitter angeordnet waren. Die
Gitterkonstante betrug 3,5 um; die Erhebungen hatten eine Kantenldnge von 2,5 pum und eine
Hoéhe von 500 nm. Um eine bessere Verteilung der Kugeln auf der Probe zu erreichen, wurde
das Gemisch mit einem staubfreien Papiertuch in die Mikrostruktur der Siliziummaske
eingerieben und tiberschiissiges Silikon abgenommen. Nachfolgend wurde ein Tropfen der
Reaktionsmischung (Verhéltnis Grundsubstanz zu Kreuzvernetzer 50 zu 1 entspricht 15 kPa,
identisch zum Gemisch mit Kugeln) ohne fluoreszierende Kugeln auf die Gussform gegeben
und ein 80 um dickes Deckglas auf diese gelegt, wodurch eine gleichméfige Verteilung des
Silikons erreicht wurde. Durch 80 um dicke Abstandhalter zwischen Deckglas und Gussform
(Abb. 2-3) und zusitzlicher Fixierung wurde nach der Kreuzvernetzungsreaktion fiir 18
Stunden bei 60°C (Warmeschrank UE400, Memmert) eine 80 um dicke Silikonkautschuk-
Schicht mit fluoreszierenden Kugeln in einer diinnen Oberflichenschicht erzeugt. Im
Anschluss wurde das kreuzvernetzte PDMS mittels Isopropanol vorsichtig von der
Siliziummaske getrennt und die Abstandhalter vom Deckglas entfernt. Auf dem Deckglas
blieb die in Silikonkautschuk abgeformte Mikrostruktur der Siliziummaske mit eingelassenen
Fluoreszenzkugeln zuriick. Die Deckgldser wurden in Zellkulturschalen (@ 3,5 cm) mit
eingefasstem Loch (@ 1,8 cm) von unten mit einer 10 zu 1 Silikonkautschuk-Mischung

eingeklebt.
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Abb. 2-3: Schematische Darstellung des Herstellungsprozesses mikrostrukturierter, elastischer Analysesubstrate
zur Untersuchung der durch die Kontraktion von Muskelzellen hervorgerufenen Substratdeformationen. (1) Ein
mikrostrukturierter Silizium-Wafer diente als Vorlage fiir das Substrat. (2) Auf dieser Matrize wurde ein diinner
Film aus unvernetztem Silikon6l (Basisdél zu Kreuzvernetzer im Verhdltnis 50 zu 1) mit eingemischten
fluoreszierenden Kugeln (200 nm) aufgetragen. (3) AnschlieBend wurde ein Tropfen des unvernetzten Silikondl-
Gemischs auf der Siliziummaske verteilt. (4) Durch Auflegen von zwei Abstandshaltern und einem Deckglas
wurde eine definierte Schichtdicke des Silikondls von 80 pm erreicht. (5) Zusétzlich wurde ein dickeres Glas
durch zwei seitlich angebrachte Klammern auf dem Stapel fixiert. (6) Der Kreuzvernetzungsprozess erfolgte fiir
18 Stunden bei 60°C und lieferte nach Auseinanderbau das fertige Analysesubstrat, welche schlieBlich in eine

Zellkulturschale mit Bohrung eingeklebt wurde (7).
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2.3. Substratkonditionierung

2.3.1. Herstellung von Stempeln und Lochfolien

Zur Erzeugung definierter Adhédsionsbereiche auf den verwendeten elastischen
Analysesubstraten wurden mikrostrukturierte Lochfolien aus Epoxidharz hergestellt (Hampe
et al., 2014). Dazu wurden zunichst verschiedene Masken mittels fotolithographischer
Techniken in Siliziumscheiben abgebildet. Alle Reinraumarbeiten wurden von Herrn Nico
Hampe (ICS-7, Forschungszentrum Jilich) durchgefiihrt. Von den so erstellten Masken
wurden Negativabgiisse in Form von Silikonstempeln erzeugt. Die Unterseite von 1,5 ml
Reaktionsgefdllen wurden abgeschnitten und die so erhaltenen Hohlzylinder wurden mit ihrer
flachen Seite auf die mikrostrukturierten Bereiche der Siliziummaske platziert und mit
unvernetztem Silikongemisch (10 zu 1) gefiillt. Nach 30 miniitiger Kreuzvernetzungsreaktion
bei 60°C konnten die ausgehirteten Silikonstempel vorsichtig von den Siliziumscheiben
entfernt und aus den Reaktionsgefilen gelost werden. Fiir die Herstellung von
Epoxidharzfolien wurden diese Stempel auf einen mit Tesafilm beklebten Objekttriager
gestellt und mit einem UV-hdrtenden Epoxidharzkleber unterschichtet (EPO-TEK UVO-114,
Epoxy Technology, Billerica, MA, USA). Dazu wurde ein Tropfen des Klebers an der Kante
des Stempels platziert, welcher durch Kapillarkrifte die in den Stempel iibertragenen
Mikrostrukturen umflieBen und vollstindig einschlieBen konnte. Die Verwendung von
handelsiiblichem transparenten Klebeband (Tesa) beschleunigte nicht nur das FlieBverhalten
des Klebers, sondern erleichterte auch das Ablosen der Folie und stellte zudem eine einfache,
ungefahrliche und kostengiinstige Alternative zum urspriinglichen Verfahren dar, welches im
Institut entwickelt wurde (Hampe et al., 2014). Dabei wurden Stempel und Objekttriger durch
Bedampfen mit Trichloro(1H,1H,2H,2H-perfluorooctyl)silan modifiziert, um adhésive
Wechselwirkungen zwischen Epoxidharz und PDMS Stempel bzw. Harz und Glasoberfldache
zu minimieren und das Ablosen nach Aushédrtung zu ermoglichen. Nach Applikation des
Epoxidklebers wurden die Stempel mit ca. 30 g beschwert und nach vollstindiger
Unterschichtung auf einen UV-Tisch (ELX-FISM; Vilber Lourmant, Marne Le Vallee,
Frankreich) gestellt und bei einer Leistung von 200 W und einer Wellenlédnge von 365 nm fiir

40 min bestrahlt (Abb. 2-4).
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2.3.2. Fibronektinbeschichtung von Elastomersubstraten

Die kreuzvernetzten PDMS-Substrate wurden vor der Zellaussaat mit dem Glykoprotein
Fibronektin beschichtet. Dazu wurden 2,5 pg Fibronektin pro cm? Silikonkautschuk-
Oberfliache eingesetzt. FN (aus humaner Plazenta, BD Biosciences, Fernwald) wurde in 1x
PBS in einer finalen Konzentration von 10 pg/ml geldst. 500 pl der Losung wurden auf einem
Substrat (Glas oder kreuzvernetztes PDMS) 30 min bei 37°C inkubiert und wieder entfernt.
Die Zellen wurden direkt danach auf die vorbreiteten Substrate ausgesit.

Fiir die Generierung definierter Zellgeometrien und geordneter Zellcluster wurden die selbst
hergestellten Epoxidharzfolien auf elastische Analysesubstrate platziert. Durch deren
Aussparungen wurden die Substrate mit einer 5-fach héheren FN-Konzentration beschichtet.
300 pl einer 50 pg/ml FN Losung wurden auf die so priparierten Substrate gegeben und
mikroskopische Lufteinschliisse in den Aussparungen der Folie durch Anlegen eines
Unterdrucks entfernt. Dazu wurden die Schalen in einen Exsikkator platziert und mittels einer
Vakuumpumpe evakuiert bis das Aufsteigen von Luftblasen aus der FN-Losung sichtbar
wurde. Nach langsam erfolgtem Druckausgleich wurden die Schalen bei 37°C und 5% CO;
fiir eine Stunde inkubiert. Danach wurde die FN-Losung von den Lochfolien entfernt und die
Substrate zwei Mal vorsichtig mit 1x PBS gewaschen. Die Waschlosung wurde vollstindig
entfernt und die Schalen zum Trocknen offen unter der Sterilwerkbank gelagert. Nach
vollstdndiger Trocknung wurden die Lochfolien vorsichtig mit einer Pinzette entfernt, ohne
die beschichtete Substratoberfliche zu beschiddigen. In einem Blockierschritt wurden die
Substrate mit einer 1%igen Pluronic F-127 Losung (Sigma) fiir 5 min bei RT inkubiert, um
die unbeschichteten Regionen der Silikonoberfliche zu passivieren. Die Blockcopolymer-
Losung wurde daraufhin entfernt und die Substrate drei weitere Male mit 1x PBS gewaschen

und bis zur Zellaussaat bei 37°C und 5% CO, aufbewabhrt.
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Abb.  2-4:  Schematische  Darstellung  des
Herstellungsprozesses ~ der  Epoxidfolien  zur
definierten Beschichtung von elastischen Substraten.
(1) Als Vorlage fiir die  Generierung
Epoxidharzschablone diente eine Siliziummaske.
Diese beinhaltete 25 pm hohe Vertiefungen, welche
in dem Aussparungsmuster der spiteren Lochfolie
iibertragen werden sollten. (2) Dazu wurde zunichst
ein Negativabguss der Siliziummaske mit Silikonol
angefertigt. (3) Dieser konnte nach 30 miniitiger
Kreuzvernetzungsreaktion in Form eines Stempels
von der Maske entfernt werden. (4) Der Stempel
wurde auf einem passivierten Objekttriager platziert
und durch seitliche Applikation eines Tropfens mit
Epoxidkleber unterschichtet. (5) Dieser verteilte sich
durch Kapillarkréfte gleichmaBig unter dem Stempel
und fiillte durch UmflieBen der Erhebungen die
Hohlrdume zwischen Stempel und Objekttriger.
Durch UV-Bestrahlung wurde der Kleber ausgehértet
und konnte nach Entfernung des Stempels (6)
vorsichtig vom Objekttriger gezogen werden. (7) Die
so entstandene Folie enthielt nun Aussparungen in
Form der Vertiefungen der Siliziummaske und konnte
auf einem zuvor hergestellten elastischen Substrat
platziert werden. Es erfolgte eine selektive
Beschichtung der freiliegenden Bereiche des
Substrats durch die Ablagerung des EZM-Proteins
zwischen den Aussparungen der Lochfolie. (8) Nach
Abnahme der Proteinldsung und Entfernung der
Lochfolie blieb das Proteinmuster auf dem Substrat

zuriick.
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2.4. Immunhistochemische Firbungen

2.4.1. Indirekte Immunfluoreszenz

Je nach Fragestellung war es notwendig, zytoskelettale Strukturen der untersuchten Zellen
durch immunohistochemische Farbungen sichtbar zu machen. Hierzu wurden die Zellen
zundchst fiir 15 min mit 3,7% (v/v) Formaldehyd (Merck) in Zytoskelett-Puffer (engl.:
cytoskeleton buffer, CB; Zusammensetzung: 150 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 5 mM EGTA,
5 mM D-Glukose, 10 mM MES, 0,1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin) bei 37°C fixiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 30 mM Glycin in CB fiir 10 min bei RT abgestoppt.
Danach wurden die Proben dreimal mit je 2 ml CB gewaschen und zur Perforation der
Plasmamembran fiir 10 min bei RT 0,1% (v/v) Triton X-100 (Sigma-Aldrich) in CB
inkubiert. Anschlieend wurden die Proben erneut mit CB gewaschen und zur Abséttigung
unspezifischer Bindungsstellen fiir eine Stunde bei RT mit 5% (w/v) Magermilchpulver
(Sigma-Aldrich) in CB (Blockierlosung) behandelt. Zur Verdiinnung und Inkubation der
Antikorper diente eine Losung von 1% (w/v) Magermilchpulver in CB (Inkubationslosung).
Im néichsten Schritt wurde der primére mit einer finalen Verdiinnung von 0,5% (v/v) in der
Inkubationslosung auf die Probe gegeben. Die Reaktion der Primérantikorper wurde bei 37°C
fir 45 min durchgefiihrt und anschlieBend wurden die Proben dreimal mit je 2 ml
Blockierlosung gewaschen. Danach wurde die sekundédren Antikorper in einer Konzentration
von 0,5% (v/v) Antikorper-Stockldsung in der Inkubationsldsung auf die Probe gegeben. Zur
indirekten Farbung des Aktin-Zytoskeletts wurde zusdtzlich fluoreszenzmarkiertes Phalloidin
(Alexa Fluor 546-Phalloidin; Life Technologies) zur Losung hinzugefiigt. Die
Verdiinnungskonzentration der Stocklosung betrug ebenfalls 0,5% (v/v). Die Proben wurden
fir weitere 45 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend mehrmals griindlich mit CB
gewaschen. Bis zur weiteren Untersuchung konnten die Proben in CB lichtgeschiitzt bei 4°C

gelagert werden.
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2.5. Mikroskopie

2.5.1. Automatisierte Epifluoreszenzmikroskopie

Die Aufreinigungseffizienz der zellspezifischen Trennung wurde mittels lichtmikroskopischer
Verfahren bestimmt. Dazu wurden jeweils 50.000 Zellen der unbehandelten Mischkultur, des
Eluats und des Retentats fiir 1 und 6 Tage getrennt voneinander auf FN-beschichteten
Glassubstraten kultiviert und anschlie8end iiber immunhistochemische Verfahren gefarbt. Zur
Identifikation von Kardiomyozyten wurden die Zellen gegen sarkomerisches o-Actinin
gefarbt. Als Primérantikorper diente ein monoklonaler Maus-Anti-a-Actinin IgG (Klon EA-
53, Sigma) und als Sekundirantikérper ein Alexa 488-konjugierter Ziege-Anti-Maus IgG
(Life Technologies). Zur indirekten Farbung des Aktin-Zytoskeletts und der Erfassung aller
Zellen wurde die Proben zusitzlich mit Phalloidin Alexa 546 behandelt. Kurz vor der
Untersuchung wurden die Zellkerne mit 0,6 nM DAPI (4°,6-Diamidino-2-Phenylindol, Life
Technologies) in 2 ml CB durch 5-miniitige Inkubation bei RT angefarbt (Abb. 2-5).

Nach erfolgter Féarbung wurden die Proben nacheinander mit einem automatisierten
Inversmikroskop (Axiovert Observer Z.1, Carl Zeiss) analysiert. Die Bedienung des
Mikroskops erfolgte {iber das Software-Paket AxioVision 4.8.3 (Carl Zeiss), zur Erstellung
der Ubersichtsaufnahmen wurde zusitzlich das darin enthaltene MosaiX Modul verwendet.
Diese Funktion ermdglicht die automatisierte Aufthahme von groflen zusammenhédngenden
Bildausschnitten. Um am Ende der Analyse ein nahtloses Mosaik zu erhalten, musste das
verwendete Objektiv unter Analysebedingungen im Vorfeld kalibriert werden. Dazu wurde
ein Objektmikrometer in die Probenhalterung des elektronisch steuerbaren Tischs
(MS-2000, Applied Scientific Instrumentation, USA) eingespannt und eine
Langenbestimmung interaktiv mithilfe des programmeigenen Software-Tools durchgefiihrt.
Zunidchst wurde ein Bildfeld von 15 x 15 Kacheln und dem Mittelpunkt der Probe
ausgewdhlt, um eine Voreingenommenheit des Experimentators auszuschlieBen. Die
Bilderfassung erfolgte iiber ein 40-fach vergroBerndes EC Plan-Neofluar (Ph3, NA 1,3)
Olimmersionsobjektiv (Carl Zeiss) und eine EM-CCD Kamera (C9100-02, Hamamatsu).
Diese lichtempfindliche Kamera besal einen Chip von 1000 x 1000 Pixeln mit einer
PixelgroBe von 8 um x 8 um. Aufgrund des verwendeten Objektivs wiirde ein Pixel im Bild
in einem perfekten optischen System eine Gréf3e von 0,2 um x 0,2 um besitzen (£ physische
Kantenldnge/Vergroerung). Nach erfolgter Kalibration ergab sich fiir die Kantenlédnge eines
Pixels eine geringfiigige Abweichung (0,1942 um) vom theoretischen Wert, sodass das
effektive Bildfeld pro Kachel 37.714 pm” betrug.
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Abb. 2-5: Spektren der zur immunhistochemischen Fiarbung verwendeten Farbstoffe. Die gepunkteten Linien

zeigen die Absorption, die durchgezogenen Linien die Emission in Abhéngigkeit der Wellenldnge. Blau: DAPI

(Zellkern); griin: Alexa Fluor 488 (a-Actinin); rot: Alexa Fluor 546 (Aktin-Zytoskelett), entnommen von

www.lifetechnologies.com.

Zur Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe diente als Lichtquelle eine Xenon-Hochdrucklampe
(300 W, Wellenldangenspektrum 300-700 nm; Lambda DG-4, Sutter Instruments, USA). Pro
Kachel wurden die drei Fluoreszenzsignale in drei verschiedenen Kanélen aufgenommen. Die
Trennung der einzelnen Fluoreszenzsignale wurde durch die Kombination spezieller
Filtersysteme ermoglicht. Zur Anregung des DAPI-Kernfarbstoffs diente ein 352-388 nm
Bandpassfilter (BP), zur Detektion wurden die ersten beiden Durchlassbereiche (401-450 nm
und 499-554 nm) eines Tripleband-Filters verwendet (425/527/685 HC Tripleband Filter,
Semrock, USA). Der zur Sichtbarmachung der Sarkomere verwendete Farbstoff Alexa 488
wurde durch einen BP zwischen 450-490 nm angeregt und dessen Emission mittels eines
weiteren BP im Bereich 500-550 nm detektiert (Filterset 38 HE, Carl Zeiss). Das durch
Phalloidin Alexa 546 markierte Aktin-Zytoskelett wurde iiber einen BP im Bereich 538-563
nm zur Emission angeregt und das reflektierte Licht bei 570-640 nm mittels BP detektiert
(Filterset 43 HE, Carl Zeiss). Die Belichtungszeiten wurden fiir die einzelnen Kanéle in
Abhingigkeit der Fluoreszenzintensitdten der jeweiligen Farbstoffe angepasst und beliefen
sich je nach Qualitdt der Farbung auf 100 bis 200 ms. Die Probe wurde im Verlauf der
Analyse bei der Kachel in der oberen linken Ecke des Bildausschnitts beginnend
meanderformig abgefahren und die drei Kanidle mit einer Farbtiefe von 16-bit registriert.

Aufgrund einer fiir nahtlose Bildiiberginge nachtriglich softwareseitig einberechneten
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Uberlappung der Bildriinder von 5% (engl.: Stitching) belief sich die GroBe des Gesamtbildes

mit 7,71 mm? auf weniger als die Summe der Fliche aller 225 Einzelbilder.

2.5.2. Epifluoreszenzmikropskopie fiir simultane Zweikanalmessungen

Wihrend der Ausbildung eines AP in einer (Herz-) Muskelzelle kommt es unter anderem zum
Einstrom von Calcium, das durch Aufhebung inhibitorischer Wechselwirkungen von
bestimmten Proteinen des kontraktilen Apparats die Zellkontraktion in Gang setzt. Dieser
Prozess ist durch die koordinierte Abfolge von aus dem Extrazellularraum eintretenden, als
auch aus intrazelluldren Speichern freigesetzten Calcium einer Verzogerung unterworfen.
Zwar steht das SR in rdumlicher Ndhe zu den Sarkomeren, nichtsdestotrotz muss das ins
Zytosol einstromende Calcium zu den Myofilamenten diffundieren. Dieser Prozess ist im
Vergleich zur elektrischen Erregungsweiterleitung sehr langsam.

Zur Bestimmung des zeitlichen Versatzes (At) zwischen der Erhéhung der [Ca®]; und der
daraus resultierenden Zellkontraktion in differenzierten Kardiomyozyten wurde ein im
Rahmen einer vorangegangenen Doktorarbeit (Kiipper, 2012) etabliertes Messsystem
verwendet. Hierbei handelte es sich um modifiziertes Inversmikroskop (Axiovert Observer
Z.1, Carl Zeiss) mit beheizbarem Inkubationssystem und CO,-Kontrollmodul
(Inkubationseinheit und CO, Modul, Zeiss) zur Lebendzellmikroskopie. Dieses schaffte
wihrend der gesamten Untersuchung konstante Kulturbedingungen (37°C, 5% CO,). Neben
dem Mikroskop-eigenen Filtersidtzen war das System mit einem zusétzlichen Bildteiler
ausgeriistet, der es ermoglichte, das von der Probe reflektierte Fluoreszenzlicht in zwei
Wellenldngenbereiche aufzuspalten und die beiden Signale iiber ein Umlenkspiegel- und
Linsensystem nebeneinander auf einen Kamerasensor zu projizieren. Dieser Bildteiler wird
weiter unten niher beschrieben.

Eine Stunde vor Messbeginn wurde das Kulturmedium der zu untersuchenden Probe gegen
37°C warmen Analysepuffer (HBSS-Myo) ausgetauscht. Dieser bestand aus einer
physiologischen Salzlosung (Hank’s Balanced Salt Solution, HBSS; Sigma) und 10% (v/v)
fotalem Kaélberserum (Biochrom). Der Mediumwechsel trug zur Verbesserung der
Signalqualitit bei, da der im Kulturmedium enthaltene pH-Indikator Phenolrot zu
Storsignalen im roten Kanal gefiihrt und somit das Signal-Rausch-Verhiltnis zwischen
fluoreszierenden Kugeln und Hintergrund verschlechtert hétte. Die Kulturschale wurde zu
Beginn der Analyse in den Heizeinsatz des elektronisch steuerbaren Tisches (MS-2000,

Applied Scientific Instrumentation, USA) eingespannt und iiber dem Objektiv zentriert.
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Ausgehend von dieser Position wurden die Eckkanten der quadratisch abgebildeten
Mikrostruktur aufgesucht und deren Koordinaten im Mark & Find Modul der AxioVision
Bediensoftware (Carl Zeiss) relativ zum Bildmittelpunkt gespeichert. Diese dienten als
Referenzpunkte und ermoglichten nach Entfernung der Kulturschale das Wiedereinspannen
einer Probe in ihrer urspriinglichen Orientierung. Unter Verwendung eines Plan-Apochromat
Luft-Objektivs mit 20-facher VergroBerung (Ph2, NA 0,8; Carl Zeiss) wurde die
Substratoberfliche zundchst nach regelmédBig und spontan kontrahierenden Zellen
meanderformig abgesucht und deren Koordinaten ebenfalls im Mark & Find Modul
eingespeichert. Dies erlaubte gemeinsam mit den zuvor festgelegten Referenzpunkten ein
nachtrigliches Wiederfinden der Positionen analysierter Zellen. Nach erfolgter Lokalisierung
der zu untersuchenden Zellen wurden diese mit dem griin fluoreszierenden Calcium-Indikator
Fluo4-AM (Life Technologies) beladen. Dieser wurde in seiner inaktiven Form zunichst in
DMSO gelost und in einer finalen Konzentration von 0,5 nM in 2 ml vorgewarmtem
Ladepuffer (HBSS ohne Serum) fiir 10 min auf die Zellen gegeben (Abb. 2-6). Danach wurde
die Probe ein Mal mit 2 ml warmen Analysepuffer gewaschen und fiir den weiteren

Versuchsverlauf in 2 ml desselben inkubiert.

spontane Hydrolyse

g L

v
(OCCH,),N

g
N(CH,CO ),

o, 0. Io}
F g 3 ‘ F CH,
Q l OCH,CH,0” : °

W W
(OCCH,),N N(CH,CO ),

0, O, 0
F g 7 ‘ F CH,
o I OCH,CH,0” i o

_ 0 W
(OCCH),N N(CH,CO ),

o
CH,COCH;0 o, )
F g 7 ‘ F CH,
Q o ! ocH,,cHJo‘i o

i W 1
(CH,00CH;0COH),N N(CH;COCH,0COH;),

OCH,CH,0

Esterase

o
CH,COCH,0 0, o
F? g"p cH,
o .9 OCH,CH,0” i Q Q

(CH,00CH,0COH;),N N(CH;COCH,0COH;),

Abb. 2-6: Mechanismus zur Aktivierung des Calcium-Indikators Fluo4-AM in einer Zelle. Der Farbstoff wird in
seiner inaktiven Acetoxymethylester-Form zu den Zellen gegeben und permeiert spontan durch die
Plasmamembran (Tsien, 1981). Intrazelluldre Esterasen aktivieren die Verbindung durch hydrolytische Spaltung
der Acetoxymethylgruppen (1, rote Gruppen). Die negativ geladenen Sauerstoffatome sind nun nicht mehr
maskiert und das geladene Molekiil reichert sich durch verminderte Permeation in der Zelle an. Die zytosolische
Verfiigbarkeit des Calcium-Chelators kann durch aktive Ausschleusung mittels organischer Anionentransporter
(3) oder die Kompartimentierung in membranumschlossene Zellorganellen (4) gesenkt werden (verdndert nach

Pawley, 2006).
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Abb. 2-7: Spektren der zur verwendeten Farbstoffe. Die gepunkteten Linien zeigen die Absorption, die
durchgezogenen Linien die Emission in Abhingigkeit der Wellenldnge. Griin: Fluo4-AM (Calcium-Indikator);

pink: Fluorospheres Crimson (Substratdeformation), entnommen von www.lifetechnologies.com.

Fiir die Bilderfassung wurde ein EC Plan-Neofluar Olimmersionsobjektiv mit 40-facher
Vergroflerung verwendet (Ph3, NA 1,3; Carl Zeiss). Zur Beleuchtung der Probe diente eine
Xenon-Hochdrucklampe (300 W, Wellenldngenspektrum 300-700 nm; Lambda DG-4, Sutter
Instruments) als Lichtquelle. Die Anregung des Calcium-Indikators und der fluoreszierenden
Kugeln (Abb. 2-7) erfolgte liber einen Dualbandfilter (Tansmissionsbanden 476-497 nm und
552-576 nm; ET Dualband Anregungsfilter FITC/CY3, Chroma Technology GmbH).

Die Strahlengénge des Anregungs- und Emissionslichts wurden durch einen Dualband-
Strahlteiler (Tansmissionsbanden 505-543 nm und 592-697 nm; ET Dualband bs FITC/CY3,
Chroma Technology GmbH) geteilt (Abb. 2-8). Das griine und tiefrote Emissionsspektrum
wurde mittels eines Dualband-Sperrfilters (Transmissionsbanden 505-541 nm und 593-683
nm; FITC/CY3 ET Dualband Sperrfilter, Chroma Technology GmbH) vom restlichen
Anregungs- und Streulicht getrennt und {iber einen Umlenkspiegel durch einen seitlichen
Kameraanschluss in einen zusdtzlichen Bildteiler (Optosplit II, Cairn Research, England)
gelenkt. Dort wurden die beiden Spektralbereiche iiber einen weiteren Strahlteiler
voneinander getrennt (Strahlteiler HC BS 580 imaging, Semrock, USA). Durch diesen
wurden Fluoreszenzsignale des griinen Spektralbereichs nahezu vollstindig reflektiert
(Reflexion von > 95% zwischen 350-570 nm), langwellige Signale des roten bis tiefroten
Bereichs konnten groBtenteils passiern (Transmission von > 93% zwischen 581-950 nm). Der

geringe Streulichtanteil der rot fluoreszierenden Kugeln stellte aufgrund der niedrigen
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Emissionsintensitit des Calcium-Indikators dennoch ein Problem fiir dessen Detektion dar,
sodass im Griinkanal ein weiterer Sperrfilter zum Einsatz kam (520/28 nm BrightLine single-
band bandpass filter, Semrock, USA). Uber Umlenkspiegel wurden die beiden Strahlen
wieder parallelisiert und durch eine Linse unmittelbar nebeneinander auf den Kamerasensor
fokussiert. Die verwendete Kamera war eine vakuumgekiihlte Hochgeschwindigkeitskamera
(Neo 5.5 sCMOS, Andor Technology, Irland) mit einem 2.560 x 2.160 Pixel groBen Metall-
Oxid-Halbleiter Chip (engl.: scientific complementary metal-oxide-semiconductor, sCMOS)
und einer physikalischen BildpunktgroBe von 6,5 um?, die Aufnahmeraten von bis zu 50
Bildern pro Sekunde ermoglichte. Die Bedienung der Kamera sowie die Speicherung der
Bilddaten erfolgte {iber einen separaten Computer mit der Solis Software (Version
4.20.30003.0, 64-bit; Andor Technology, Irland). Die eingespeicherten Positionen der zu
untersuchenden Zellen wurden sukzessive angefahren und an jeder Stelle simultan die
Calciumoszillationen und Substratdeformationen aufgenommen. Zur Reduktion der Rechen-
und Speicherlast wurden ein Quadrat von 2.048 x 2.048 Bildpunkten in der Mitte des
Kamerasensors ausgelesen und softwareseitig 2 x 2 Bildpunkte zusammengefasst (engl.:
Binning). Hieraus ergab sich fiir jeden Kanal eine Auflosung von 512 x 1.024 Bildpunkten
und einem effektiven Sichtbereich von 166,4 um x 332,8 um. Die Belichtungszeit zur
Erfassung der Bildsequenzen betrug fiir jedes Bild 20 Millisekunden und ergab fiir eine
Sequenz von 500 Bildern eine Aufnahmedauer von 10 Sekunden. Letztere war durch den
internen Kameraspeicher und die Datentransferrate zum Computer limitiert. Unmittelbar nach

erfolgter Analyse aller Zellen einer Probe wurden diese direkt vor Ort fixiert (siche 2.4.1).
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Abb. 2-8: Schematische Darstellung des mikroskopischen

Aufbaus zur simultanen Zweikanalmessung. (1) Als

Lichtquelle diente eine Xenon-Lampe mit konstanter

Intensitidt im sichtbaren Bereich (weiler Pfeil). (2) Ein
Dualband-Anregungsfilter (476-497 nm; 552-576 nm) lief3
nur die fiir die verwendeten Fluorophore bendétigten

Anregungsspektren passieren (blauer und oranger Pfeil). (3)
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E; fluoreszierenden Kugeln (4). Die von der Probe
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/ H< ......... y durchquerten den Dualband-Strahlteiler. (5) Ein Dualband-
H % Bandpassfilter (505-541 nm; 593-683 nm) blockierte

restliches Anregungslicht (blaue und orange Punktlinie). (6)

Der Griinanteil des emittierten Lichts wurde iiber einen

weiteren Strahlteiler (Reflexion von > 95% zwischen 350-

Bildteiler,Optosplit 11”

8 570 nm, Transmission von > 93% zwischen 581-950 nm)
l, um 90° abgelenkt, der rote Anteil durchgelassen. (7) Der
— ] 9 verbleibende Rotanteil (rote Punktlinie) wurde iiber einen

zusitzlichen Bandpassfilter (500-550 nm) aus dem griinen

Signal entfernt. Die Strahlen der beiden voneinander
getrennten Lichtspektren wurden iiber ein justierbares
Spiegelsystem (8) nebeneinander auf einen sCMOS-Sensor

projiziert (Kiipper, 2012).

2.5.3. Fluoreszenzmikroskopische Korrelationsanalyse

Fiir die Untersuchung zytoskelettaler Strukturen der unter 2.5.2 analysierten Zellen wurden
diese unmittelbar nach Beendigung des Experiments fixiert und anschlieBend neben Aktin
gegen o-Actinin und/oder B-Catenin (polyklonaler Anti-B-Catenin Antikérper hergestellt in
Hase, Sigma) gefarbt. Die Probenschale der markierten Zelle wurde mit Hilfe der
gespeicherten Referenzpunkte in ihrer zuvor festgelegten Orientierung in den Probenhalter
des automatisierten Tisches eingespannt. Somit konnte die Position jeder Zelle
wiedergefunden und diese im Bezug auf ihre zytoskelettale Architektur untersucht werden.
Die Spektren der verwendeten Sekunddrantikdrper sind aus Abb. 2-5 zu entnehmen. Zur
Bilderfassung dienten ein o Plan-Apochromat Olimmersionsobjektiv. mit 100-facher
Vergroferung (DIC, NA 1,46; Carl Zeiss) und das gesamte Bildfeld einer hochauflosenden
sCMOS-Kamera.
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2.6. Digitale Bildverarbeitung

2.6.1. Quantifizierung der Aufreinigungseffizienz kardialer Myozyten

Aufgrund unzureichend etablierter Oberflichenmarker fiir durchflusszytometrische Analysen
primdrer Kardiomyozyten wurde die Charakterisierung der separierten Zellfraktionen mittels
fluoreszenzmikroskopischer Techniken an adhidrent fixierten Zellen durchgefiihrt. Dazu
wurden sowohl die aus der Primirisolation erhaltene heterogene Mischpopulation, als auch
die aufgereinigten Populationen aus Eluat und Retentat auf separaten Glassubstraten ausgesét
und fiir 1 und 6 Tage kultiviert (siehe 2.1.3). Die unterschiedlichen Proben wurden gegen
sarkomerisches a-Actinin, Aktin und Chromatin gefdrbt und anschlieBend wie unter 2.5.1
beschrieben analysiert.

Die so erhaltenen Ubersichtsaufnahmen (vgl. Abb. 2-9) wurden zunichst in 225 Kacheln
zerlegt, die wiederum die Bildinformationen der drei Farbkanile enthielten (vgl. Abb. 2-10).
Diese 675 Einzelbilder wurden mithilfe eines eigenstdndig programmierten ImageJ basierten
Makros prozessiert (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Zunichst wurde auf
Basis der Grauwertverteilung fiir jeden Kanal ein Schwellwert interaktiv bestimmt
(Abb. 2-11). Dieser Wert diente dem Makro im spidteren Verlauf zur Segmentierung der
Grauwert-Bilder in Bereiche mit und ohne Strukturinformationen der Zellen. Dadurch wurde
aus Bildern mit einer Farbtiefe von 16-bit (2'°® = 65.536 Graustufen) eine Bindrmaske erstellt.
Bildpunkte mit geringerer Intensitdt als der Schwellwert wurden als Hintergrundsignal
(0 = schwarz), solche mit gleicher oder hoherer Intensitét als Zellstruktur (1 = weil}) erkannt
(Abb. 2-7). Der Vorteil der interaktiven gegeniiber der automatischen
Schwellwertbestimmung durch den standardmiBig vom Programm verwendeten
Mittelwertfilter bestand in der Mdglichkeit, die schwankende Qualitit der Farbungen zu
beriicksichtigen. In manchen Féllen bildeten sich Zusammenlagerungen, die gegebenenfalls
durch unzureichendes Waschen der Probe oder unspezifische Wechselwirkungen der
Sekundérantikorper wéhrend des immunhistologischen Férbeprotokolls hervorgerufen
wurden. Diese extrem hellen Bereiche wiren somit flir die automatische
Schwellwertermittlung zu stark ins Gewicht gefallen. Umgekehrt wire der Schwellwert bei
sehr dunklen, zellleeren Kacheln zu niedrig ausgefallen, was zu falsch-positiven Signalen
gefiihrt héitte. Die interaktive Festlegung eines Wertes stellte sicher, dass alle Kacheln eines

Signaltyps in gleicher Weise prozessiert wurden.
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Abb. 2-9: zusammengesetzte Ubersichtsaufnahme einer Eluatfraktion am sechsten Tag nach

Aufreinigungsprozedur mittels fusogener Liposomen. 50.000 Zellen wurden nach magnetischer Zellsortierung
gesammelt und auf FN-beschichtete Glassubstrate ausgesit und nach Kultivierung immunhistologisch gefarbt.
Die gesamte Zellpopulation wurde durch die Farbung des Aktinzytoskeletts visualisiert (rot), Kardiomyozyten
iiber das fiir Muskelzellen spezifische Protein a-Actinin markiert (griin) und zur Zellzahlbestimmung zusétzlich
die Zellkerne gefarbt (blau). Die Ubersichtsaufnahmen dienten als Grundlage fiir den automatisierten
Zdhlalgorithmus zur Bestimmung des Kardiomyozytengehalts in den verschiedenen Zellfraktionen. Dazu
wurden die Aufnahmen in ihre Einzelbilder zerlegt und jedes separat analysiert. Das Substrat ist zu diesem
Zeitpunkt noch nicht vollstdndig dicht bewachsen. Die Bildausschnitte (1-3) zeigen Bereiche unterschiedlicher

Konfluenz mit unterschiedlich hohen Kardiomyozytenanteilen. Maf3stab = 500 pm.
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Aktin Zellkerne a-Actinin

Abb. 2-10: Auftrennung der Fluoreszenzkanile von drei exemplarischen Bildausschnitten mit unterschiedlichen
Wachstumsdichten aus Abb. 2-9. Alle Zellen wiesen eine Farbung des Aktin-Zytoskeletts (rot) auf. Der
hochspezifische Nachweis von a-Actinin (griin) ermdglichte die Identifikation von Kardiomyozyten innerhalb
der Gesamtpopulation, Nicht-Muskelzellen blieben unmarkiert. Uber die Farbung der Zellkerne lieB sich eine
Zdhlung der Zellen vornehmen (blau). Auf Basis der einzelnen Graustufenbilder wurde im weiteren Verlauf

Bindrmasken erstellt. Maf3stab = 50 pm.

Fiir jedes Signal musste ein separater Schwellenwert ermittelt werden, der dann auf alle 225
Bilder des gleichen Kanals angewendet wurde. Auf diese Weise wurden fiir alle 675
Einzelbilder Bindrmasken erstellt. Aullerdem wurden die Masken von Artefakten befreit, die
sich als kornige Aggregate in den Aufnahmen abzeichnete. Dazu wurde die Zirkularitit und
die Mindestgrofle von Objekten vorgegeben, die es zu erkennen galt. Die Zirkularitdt eines

Objektes liegt zwischen 0 fiir eine Linie und 1 fiir einen Kreis und ist definiert als:

Flache

Zirkularitat = 4x m

Fir die Detektion der rundlichen Zellkerne wurde ein Zirkularitit-Intervall von 0,6-1,0

vorgegeben. Zur Festlegung des Grofenintervalls wurden die Zellkerne manuell vermessen.
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Abb. 2-11: Interaktive Bestimmung eines Graustufen-Schwellwerts. Die Histogramme zeigen die
Grauwertverteilung des a-Actinin-Signals der drei exemplarisch ausgewéhlten Kacheln aus Abb. 2-9. Der
softwareseitig gewdhlte Schwellwert (Pfeil in Histogrammen: ,,automatisch®) lieferte eine unzureichende
Trennung zwischen Zellfliche und Hintergrund und wurde daher durch einen interaktiv bestimmten Schwellwert
(Pfeil ,,interaktiv®) ersetzt. Insbesondere fiir durchgingig bedeckte Areale liel sich dadurch eine verbesserte
Segmentierung erreichen (vgl. Kachel 3 automatisch vs. interaktiv). Schwarze, von weillen Bildpunkten

umschlossene Bereiche wurden nachtraglich mit weilen Bildpunkten aufgefiillt.

Auf Basis von 400 vermessenen Zellkernen ergab sich eine durchschnittliche Strukturgréf3e
von 3.400 + 900 Bildpunkten (2 129 + 35 pm?) und einem Intervall von 2.000 bis 10.000
Bildpunkten. Im Zellkern-Kanal wurden Strukturen unterhalb der Parametergrenzen nicht als
Zellkern registriert, sondern als Zelldebris aus der Zellzahlbestimmung ausgeschlossen.
Strukturen oberhalb des vorgegebenen GrdBenintervalls wurden als Zellaggregate gewertet
und ebenfalls fiir die Zellzdhlung nicht beriicksichtigt. In den anderen Kandlen wurden
Bereiche ab einer Grof3e von 3.000 Bildpunkten als zelluldre Strukturen erkannt.

Zur automatisierten Zellzahlbestimmung wurden fiir jede der 225 Kacheln die Bindrmasken
der durch a-Actinin bzw. Aktin markierten Zellkorper mit den Masken der Zellkerne zur
iiberlagert (Abb. 2-12). Die Gesamtzellzahl einer Kachel wurde aus der Uberlagerung der
Maske der Zelltyp-unspezifischen Aktinfarbung und der Zellkernmaske ermittelt. Die Anzahl

von Kardiomyozyten wurde unter Verwendung der a-Actinin Maske auf die gleiche Weise
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bestimmt. Solche Kerne, die nicht innerhalb einer griinen oder roten Maske lagen wurden fiir

diesen Kanal nicht als Zelle gezéhlt.

Aktin Zellkerne o-Actinin

Graustufenbild

Binirmaske

Uberlagerung
Zellkorper &
Zellkerne

Abb. 2-12: Bestimmung des Anteils kardialer Myozyten fiir eine Kachel. Die Abbildung zeigt exemplarisch die
Vorgehensweise zur Bestimmung der Gesamt- und Kardiomyozyten-Zellzahl am Beispiel der Kachel #2 aus
Abb. 2-9. Die Fluoreszenzsignale wurden in drei Kandle aufgetrennt und aus ihren Graustufenbildern
Binarmasken erstellt. Durch Uberlagerung der Aktin- und Zellkern-Maske wurde zundchst die Gesamtzellzahl
ermittelt. Es wurden nur solche Zellkerne gezihlt, die innerhalb einer Zellfliche lokalisiert waren (blau auf
rotem Hintergrund). Zellkerne, die den Bildrand beriihrten wurden nicht beriicksichtigt. Im hier gezeigten
Beispiel liegen alle Kerne innerhalb einer roten Zellflache und die ermittelte Gesamtzellzahl betrdgt n = 7. Die
Zellzahl der Kardiomyozyten wurde auf die gleiche Weise unter Verwendung der a-Actinin-Maske ermittelt
(blau auf griinem Hintergunrd). Zellkerne ohne griinen Zellhintergrund stammten aus o.-Actinin-negativen, d.h.
aus Nicht-Muskelzellen und trugen somit nicht zur Zahlung bei (magenta). Die ermittelte Kardiomyozytenzahl
betriagt fiir das gezeigte Beispiel n = 6. Diese Bildprozessierung erfolgt fiir alle Kacheln automatisch, die

Resultate wurden fiir statistische Analysen in einem Textdokument gespeichert. Maf3stibe = 50 pm.
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2.6.2. Bestimmung des zeitlichen Versatzes zwischen Kalzium-Signal und
Zellkontraktion

Wihrend eines APs in einer Herzmuskelzelle veranlasst der primare Einstrom von Calcium
die Ausschiittung weiteren Calcium aus zelleigenen Speicherorganellen (CICR) und fiihrt
somit zur Erhohung der [Ca®’]. Daraus resultiert die Aktivierung der
Kontraktionsmaschinerie in den Sarkomeren und die Zelle generiert eine Zugkraft, die sie
durch spezielle Kontaktpunkte mit ihrer Umgebung auf diese libertragt.

Zur Ermittlung des zeitlichen Versatzes zwischen Calcium-Einstrom und Zellkontraktion
wurden die unter 2.5.2 erhobenen Daten analysiert. Die zyklisch auftretenden Calcium-
Signale wurden durch Zugabe des Indikators Fluo4-AM sichtbar gemacht, als MaB fiir die
Zellkontraktion diente hierbei die durch die Zellen verursachte Deformation des
unterliegenden, elastischen Substrats. Die Substratdeformation wurde iiber die Verschiebung
eingebetteter fluoreszierender Kugeln visualisiert. Die im folgenden Abschnitt beschriebene
Bildanalyse wurde im Rahmen der Doktorarbeit von Herrn Kevin Kiipper (Kiipper, 2012) in
Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Ronald Springer und Herrn Georg Dreissen (beide ICS-7,
Forschungszentrum Jiilich) entwickelt. Der in MatLab (The MathWorks, MA, USA)
programmierte Algorithmus basiert mafgeblich auf der subpixelgenauen Kreuzkorrelation
von Bildausschnitten (sogenannten Schablonen). Diese wurde im Institut bereits zuvor fiir die
Analyse von Zellkriften etabliert (siche 2.6.3).

Mittels Kreuzkorrelation wird aus zwei Bildern gleicher Grofle ein Korrelationskoeftizient

bestimmt, der Auskunft iiber die Ahnlichkeit der beiden Bilder zueinander gibt.

D D L an®={ION A ot )~ {1t )

j( Z i(l o 2 i” (t -t D))
1 I I ]

nCorr(t) =

Je dhnlicher die Bilder zueinander sind, desto hoher der Wert, vollkommen identische Bilder
liefern einen Koeffizienten von ,,1“. Fiir die Detektion der Substratdeformation wurden im
ersten Bild der Zeitserie mehrere Schablonen mit einer Kantenlinge von jeweils 40
Bildpunkten (Bildpunktkantenldnge: 0,325 um) entlang eines quadratischen Gitters, mit einer
Gitterweite von 20 Bildpunkten erstellt. Die Schablonen aus benachbarten Gitterpositionen
iiberlagerten sich somit zur Hélfte. AnschlieBend wurden die Positionen der Schablonen in

jedem Zeitschritt des Bildstapels ermittelt. Dazu wurde fiir jede Schablone ein in ihrer Gréf3e
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identisches Suchfenster erstellt und ausgehend vom Schablonenmittelpunkt um fiinf
Bildpunkte in beide Richtungen entlang der x- und y-Achse bewegt. Innerhalb der 121
moglichen  Positionen des  Suchfensters wurde dann nach dem  hdochsten
Korrelationskoeftfizienten gesucht. Die Position des Suchfensters mit dem hochsten
Korrelationskoeftfizienten entsprach der Verschiebung der Strukturen innerhalb einer
Schablone zwischen zwei Zeitschritten.

Aus der Kreuzkorrelation erhielt man zu jedem Zeitpunkt der Aufnahme eine Matrix mit den
neu ermittelten x- und y-Positionen der in den Schablonen enthaltenen Strukturen. Aus der
Differenz zwischen der Position einer Struktur zu einem Referenzzeitpunkt und ihrer Position
zum spdteren Zeitpunkt lieB sich ein Vektor berechnen, dessen Lénge der
Verschiebungsamplitude  gleichkam (Abb. 2-13). Diese wiederum entsprachen
ndherungsweise der von der Zelle ausgeiibten Substratdeformation.

Parallel zur Substratdeformation wurde zusitzlich die Intensititsdnderung im
Fluoreszenzsignal des Calcium-Indikators detektiert. Durch Normierung der beiden Signale
lieBen sich diese in einem Graphen auftragen und deren gemeinsamer Verlauf und zeitliche
Abfolge analysieren. Zur quantitativen Bestimmung des zeitlichen Versatzes der beiden
Signalereignisse wurde als eindeutig zu bestimmender Zeitpunkt die ansteigende Flanke des
jeweiligen Ereignisses gewihlt. Als verldsslich erwies sich hierbei der Zeitpunkt tp, an dem
die Intensitit eines Signalereignisses seinen halbmaximalen Wert (Iys) erreichte. Dieser ergab

sich aus der Hélfte der Differenz zwischen Signalmaximum und Signalminimum:
IO,S =0,5" (Imax' Imin)

Mittels Kreuzkorrelation wurden in den jeweiligen Signalverldufen der Aufnahme im Idealfall
alle Zeitpunkte tp gefunden. In manchen Féllen konnten aufgrund von Inhomogenitit der
Signalform nicht alle Zeitpunkte der ansteigenden Flanken automatisch bestimmt werden.
Diese gingen nicht in die weitere Auswertung mit ein. Durch Mittelung der Werte wurde fiir
jedes Signal die durchschnittliche Dauer bis zum Erreichen des Halbmaximalwertes
bestimmt. Die Differenz der beiden Zeitpunkte ergab schlieBlich den zeitlichen Versatz

zwischen Calcium-Signal und der resultierenden Zellkontraktion (Abb. 3-14):

At= |tF, Deformation™ tF, Calcium|
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Abb. 2-12: Bildanalyse der fluoreszenzmikroskopischen simultanen Zweikanalmessung. Calcium-Signal und
Substratdeformation wurden simultan mit hoher zeitlicher Auflosung analysiert. Die analysierte Zelle befand
sich zum Beginn der Aufnahme im relaxierten Zustand (t;). Nach 180 ms stieg die Fluoreszenzintensitit des
Calciumsignals an (t;) und erreichte 60 ms spater ihr Maximum (t;). Die Zellkontraktion wurde {iber die
Verschiebung der fluoreszierenden Kugeln detektiert. Aus der Léinge der Verschiebungsvektoren
(magentafarbene Pfeile, 30-fach vergrofert) wurden die lokalen Deformationsamplituden errechnet
(Falschfarbenbild). Die Zellkontraktion setzte zeitlich verspitet ein und erreichte nach 280 ms ihr Maximum (t,).

Malstab = 50 um, griine Linie = normierte Intensitit des Calciumsignales, rote Linie = normierter Betrag der

Substratdeformation
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Abb. 2-13: Bestimmung des zeitlichen Versatzes zwischen Calciumsignal (griin) und resultierender
Substratdeformation (rot) als Maf fiir die Zellkontraktion. (A) Die Halbmaxima (Ios) der einzelnen Signale
(Rauten) wurden aus der Differenz zwischen lokalem Minimum zum Zeitpunkt vor Beginn der Kontraktion
(Dreieck, Spitze nach unten) und dem darauf folgenden lokalen Maximum (Dreieck, Spitze nach oben) ermittelt.
(B) Der mittlere zeitliche Versatz einer Zelle entspricht dem Betrag aus der Differenz zwischen tg caicium und
tF, Deformationr D€r gemittelte Versatz fiir das hier gezeigte Beispiel betrug 26 + 3 ms und wurde aus 19

Signalpaaren bestimmt.

2.6.3. Abschitzung der Kontraktionskrifte kardialer Myozyten

Zur quantitativen Auswertung der Bildsequenzen von schlagenden Myozyten zur
Bestimmung der kontraktilen Kréfte wurde ein weiterer digitaler
Bildverarbeitungsalgorithmus  angewendet. Im  Einzelnen wurden fluoreszierende
Mikrokugeln im kreuzvernetzten PDMS lokalisiert und deren Verschiebungen iiber die Zeit
ermittelt. Das in diesem Abschnitt beschriebene Programm ,,Zellkraftanalyse* wurde auf
Basis von Matlab (The MathWorks, MA, USA) geschrieben und bereits zuvor im Institut
etabliert (Merkel et al., 2007; Houben, Kirchgeiner & Merkel, 2010; Hersch et al., 2013).
Alle hier aufgefiihrten Prozessschritte waren in dem Programm implementiert und wurden
durch Herrn Dr. Norbert KirchgeBner und Herrn Sebastian Houben (beide ehem. ICS-7,
Forschungszentrum Jiilich) erstellt und durch Herrn Dr. Ronald Springer und Herrn Georg
Dreissen (beide ICS-7, Forschungszentrum) weiter auf die hier bearbeiteten Fragestellungen
angepasst. Es konnten alle Datensdtze analysiert werden, in deren Verlauf die
Substratdeformation mittels Verschiebung fluoreszierender Kugeln detektiert wurde.

In dem Programm wurde zunidchst die Position einer fluoreszierenden Kugel in der oberen
Schicht des Elastomersubstrats bestimmt. Dazu wurde im Fluoreszenzbild eine Kugel
umrandet und diese mit den restlichen Bildbereichen kreuzkorreliert. Lokale Maxima des

Kreuzkorrelationskoeffizienten wurden als Positionen weiterer Kugeln identifiziert, sofern der
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Wert des Koeffizienten an dieser Stelle mindestens 0,7 betrug. War dies der Fall wurde an der
entsprechenden Stelle eine Kugel angenommen (Abb. 2-15A, B).

Bei manchen Aufnahmen stellte die Drift der Probe ein Problem fiir die weitere Auswertung
dar. Da die resultierende Kraft aus der Verschiebung der fluoreszierenden Kugeln errechnet
wurde, war es unerldsslich die Drift zu korrigieren. Dies erfolgte innerhalb eines separaten
Schritts. Es wurden Verschiebungen an zwei bis vier verschiedenen Positionen einer
Aufnahme ermittelt, die weder durch das Deformationsfeld der Zelle noch durch die
Deformation benachbarter Zellen beeinflusst wurden (Abb. 2-15C). Hierzu wurden
rechteckige Bildbereiche manuell markiert und anhand der normierten Kreuzkorrelation
ausgewertet. Der Mittelwert der Verschiebungen in den festgelegten Bildbereichen pro

Zeitabschnitt wurde als Drift der Probe zu diesem Zeitpunkt angenommen.

Abb. 2-14: Mikroskopische Aufnahme fluoreszierender Kugeln in 15 kPa Silikonkautschuksubstrat; (A) das rote

Quadrat zeigt die manuell gewdhlte Schablone einer fluoreszierenden Kugel auf deren Basis alle Kugeln
automatisch erkannt werden; (B) die Positionen aller 2.976 detektierten Kugeln wurden mit einem rotem
Quadrat markiert; (C) im Bildausschnitt wurden Bereiche markiert, in denen innerhalb der Sequenz keine durch
Zellen hervorgerufene Verschiebung auftrat. Innerhalb eines vorgegebenen Suchbereichs (blaue Quadrate)
wurde die Verschiebung der Referenzschablonen (rote Quadrate) bestimmt und daraus die laterale Drift

bestimmt des Analysesubstrats bestimmt. Mafistab = 50 pm

Die Verschiebungen der zuvor lokalisierten Kugeln wurden innerhalb des Programms fiir die
komplette Sequenz analysiert. Durch Kreuzkorrelation wurde die Bildposition der Kugeln
iiber die Zeit der Kontraktionsphase bestimmt. Als Referenzbild diente immer die erste
Aufnahme einer Sequenz im relaxierten Zustand der Zelle. Als Startpunkt zur Berechnung der
Zellkrifte wurden Sequenzen von 10-20 Sekunden verwendet, zu deren Beginn die zu

analysierende Zelle im relaxierten Zustand vorlag und wéhrend der sie im Idealfall 5-15 Mal
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kontrahierte. Die Zellfliche und die von der Zelle erzeugte Verschiebung dienten beide zur
Berechnung der wirkenden Kontraktionskriafte (Abb. 2-16). Mit Hilfe der linearen
Elastizitdtstheorie fiir Punktkriafte wurden aus den gewonnenen Daten die kontraktilen Kréfte
bestimmt. Der Algorithmus generierte wiahrend der Kraftschdtzung fiir jeden Zeitpunkt ein
kiinstliches Kraftfeld, berechnete die daraus resultierende kumulative Verschiebung und
optimierte iterativ die Krifteverteilung solange, bis die resultierende und die tatsdchlich
gemessene Substratdeformation die hochste Ubereinstimmung zeigten (Dembo & Wang,
1999; Schwarz et al., 2002; Merkel et al., 2007; Houben et al., 2010). Die kontrahierende
Gesamtkraft der Zelle ergab sich aus der Summe aller wirkenden Kraftkomponenten
innerhalb der Zellumrandung. Die mittlere Kontraktionskraft einer Zelle wurde aus dem
Durchschnitt aller Kontraktionen wihrend der Bildsequenz berechnet. Zusitzlich wurde die
Kontraktionsfrequenz aus den Kontraktionsprofilen manuell ermittelt. Zunidchst wurde die
Anzahl aller vollendeten Kontraktionen bestimmt. AnschlieBend wurde der erste Zeitpunkt
des relaxierten Zustandes vor der ersten Kontraktion und der Zeitpunkt des relaxierten
Zustandes der Zelle nach der letzten detektierten Kontraktion bestimmt. SchlieBlich wurde die

Anzahl der Kontraktionen durch den Betrag dieses Intervalls geteilt.
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Abb. 2-15: Schitzung der zelluldren Kontraktionskrifte. (A) Zur Ermittlung der auf das Substrat ausgeiibten
Kraft musste die Zellumrandung bestimmt werden. Dies konnte entweder anhand des Hellfeldbildes der Zelle
oder des Calciumsignals vorgenommen werden (weifles Polygon). Letzteres gestaltete sich in den meisten Fillen
einfacher, da sich das Zytoplasma aufgrund hoherer Fluoreszenzintensititen deutlich von der Umgebung abhob;
Malstab = 50 um. (B) Das Verschiebungsvektorfeld (magentafarbene Pfeile, 30-fach vergroBert) wurde im
Zellkraftalgorithmus auf Basis jeder detektierten fluoreszierenden Kugel bestimmt und erlaubte somit eine
hohere lokale Auflosung der Substratdeformationen. (C) Die Léange der Vektoren wurde in
Deformationsamplituden auf einem regelmiBigen Gitter umgerechnet. (D) Schlieflich wurde ein flachiges
Kraftfeld errechnet, welches notwendig wére, um die detektierten Deformationen hervorzurufen. (E) Die Summe

aller kontraktilen Kréfte innerhalb der markiereten Zellumrandung lieferten die von der Zelle ausgeiibte Kraft

zum jeweiligen Zeitpunkt.
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2.6.4. Quantitative Analyse zytoskelettaler Strukturen

Nach erfolgter Deformations- und/oder Calciumanalyse wurden die untersuchten Zellen
fixiert und unter anderem gegen das Aktin-bindende, sarkomerspezifische a-Actinin gefarbt
(2.4.1). Diese Farbung diente zur Untersuchung der Architektur des Zytoskeletts bzw.
genauer, der Orientierung der Myofibrillen. In Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Rudolf
Merkel, Herrn Dr. Ronald Springer und Herrn Kevin Kiipper wurde ein ImageJ (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) basiertes Makro zur Analyse zytoskelettaler
Strukturen entwickelt. Dieses ermoglichte eine quantitative Erfassung verschiedener
Strukturparameter und soll im néchsten Abschnitt ndher beschrieben werden.

Als Grundlage fiir die Bildanalyse dienten Graustufenbilder der immunhistochemischen
Farbungen des Strukturproteins a-Actinin und wurden wie in Abb. 2-17 dargestellt
prozessiert. Zum einen wurde das Ausgangbild mit einem radial symmetrischen
Bandpassfilter im Fourierraum gefaltet. Dieser wurde so gewéhlt, dass Strukturen mit einer
GroBe von weniger als 50 und mehr als 200 Bildpunkten (Bildpunktkantenldnge: 0,065 um)
stark abgeschwicht wurden. Das resultierende Bild wurde in den Ortsraum transformiert und
durch Verwendung eines Schwellwertverfahrens segmentiert. Die so erhaltene Bindrmaske
ermoglichte die Berechnnung der Zellfliche durch die Ermittlung des Bedeckungsgrades
weiller Bildpunkte. Dariiberhinaus lieB sich mit Hilfe eines implementierten
Programmpunktes eine Fitellipse an den Zellkdrper anlegen. Uber diese lieB sich die Linge
der Haupt- und Nebenachse, das Aspektverhdltnis und den Orientierungswinkel des
Zellkorpers extrahieren.

In einer zweiten Variante wurde das Originalbild mit einem radial symmetrischen
Bandpassfilter gefaltet, der Strukturen, die eine GréBe von kleiner oder gréBer als 7
Bildpunkten aufwiesen abgeschwichte. Dieser Wert lieferte fiir die Segmentierung der
Sarkomere die verlédsslichsten Ergebnisse. Zusdtzlich wurde das resultierende Bild um den
zuvor ermittelten Winkel der Zellform in eine horizontale Ausrichtung gedreht. Eine optimale
Unterscheidung zwischen Strukturinformation und Hintergrund wurde durch ein gewichtetes
Schwellwertverfahren nach Otsu erreicht (Otsu et al., 1979) und schlieBlich eine Bindrmaske

der segmentierten Sarkomere erstellt.
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Filterkern Resultat Binidrmaske

Mittelwert

a-Actinin *

Faltung

Abb. 2-16: Faltung des a-Actinin Bildes im Fourierraum mit verschiedenen Filterkernen zur Reduktion von
Ortfrequenzen. In der oberen Zeile wurde das Ausgangbild mit einem Bandpassfilter gefaltet. Der Filter war so
gewdhlt, dass kleine Strukturen abgeschwicht und groBe verstirkt dargestellt wurden. Durch zusitzlich
Verwendung eines Graustufen-Schwellwertes (hier: Mittelwert) konnte der Hintergrund entfernt und die
Zellfliche detektiert werden. Mittels Anfitten einer Ellipse (gelbe Linie) um den Zellkorper lieen sich Linge
der Haupt- und Nebenachse, Aspektverhdltnis und die Ausrichtung des Zellkdrpers ermitteln. Im unteren Fall
wurde ein radial symmetrischer Bandpassfilter mit einem Radius von 7 Bildpunkten verwendet. Das Bild wurde
zusdtzlich um den zuvor ermittelten Winkel der Zellausrichtung gedreht (Pfeil) und durch Verwendung des
Otsu-Segmentierungsverfahren konnte eine Sarkomer-Segmentierung als Bindrmaske herausgestellt werden.

Malstibe = 20 pm

Fir die Untersuchung der Orientierung und Ordnung der Myofibrillen wurden die
Bindrmasken des a-Actinin Signals mit sich selber kreuzkorreliert. Die Kreuzkorrelation
eines Signals mit sich selbst wird Autokorrelation (Ryx) genannt und dient der Wiederfindung,
sich wiederholender Muster an verschiedenen Positionen des selben Signalverlaufs (hier in
einem Bild). Abb. 2-18 veranschaulicht schematisch den Ablauf einer Autokorrelation. Die
Autokorrelation ist ein Mal3 fiir die Selbstdhnlichkeit. Wéhrend dieser wird ein Bild an
verschiedenen Stellen mit sich selbst zur Deckung gebracht und der Grad der
Deckungsgleichheit wird als Korrelationskoeffizient ausgedriickt. Diese lassen sich in einem

Autokorrelogramm visualisieren.



Kapitel 2 Material und Methoden 69

invertierte Bindrmaske Autokorrelogramm VergroBerung
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Abb. 2-17: Schematische Darstellung der Autokorrelation einer a-Actinin Bindrmaske. Bild und Abbild wurden
zur Veranschaulichung invertiert. Anhand der Position und der Intensitit der Bildpunkte im Autokorrelogramm
lasst sich der Grad der Ubereinstimmung von Bild und Abbild im relativen Abstand zueinander ablesen (gelbe
Pfeile). Der hochste Korrelationskoeffizient (R) wird bei absoluter Deckungsgleichheit der beiden Bilder
erreicht. In diesem Fall ist R = 1 und wird im Autokorrelogramm als weifler Punkt im Bildmittelpunkt dargestellt
(Beispiel 1). Durch die relative Anderung der Bildpositionen zueinander dndert sich deren Deckungsgrad und R

sinkt (Beispiele 2 & 3) bis er schlieflich auf R = 0 fillt (Beispiel 4).
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Dort entspricht ein heller Bildpunkt einer hohen Ubereinstimmung zwischen Bild und Abbild
und der hochste Wert bzw. hellste Bildpunkt wird fiir die absolute Deckungsgleichheit der
beiden Bilder erreicht (Beispiel 1). Wird das Abbild in eine beliebige Richtung verschoben
andert sich der Deckungsgrad der im Bild enthaltenen Strukturen und der Koeffizient sinkt
(Grauwert des Bildpunktes nimmt ab, Beispiel 2). Je weniger Ubereinstimmung zwischen den
beiden Bildern herrscht, desto kleiner wird der Koeffizient (Beispiel 3) bis es schlielich zur
vollstdndigen Deckungsungleichheit kommt, welche sich im Autokorrelogramm anhand des
schwarzen Bereichs erkennen ldsst (R = 0, Beispiel 4). Zur Verringerung des
Rechenaufwandes wurde die Autokorrelation mittels Fouriertransfomation im Frequenzraum
unter Verwendung der Implementierung ,,FFT-math* in ImageJ durchgefiihrt.

Anschlieend wurde das resultierende Bild polartransformiert, indem die Grauwertprofile des
Autokorrelogramms entlang einer vom Bildmittelpunkt ausgehenden und um 180°
rotierenden Linie (Abb. 2-19B) erfasst und zeilenweise untereinander dargestellt wurden
(Abb. 2-19C). In dem so erhaltenen Bild entsprachen Bildpunkte entlang der Ordinate einer
WinkelgroBe von 1°, die Position der Bildpunkte entlang der Abszisse gaben den Radius und
somit die Entfernung vom Bildmittelpunkts im Autokorrelogramm an. Es geniigte eine
Halbumdrehung der rotierenden Linie, da das Autokorrelogramm seinem Mittelpunkt
punktsymmetrisch ist. Innerhalb des polartransformierten Autokorrelogramms wurde {iber
eine vertikale Linie in einem 1,5 bis 2,5 um weiten Abstand von der Ordinate entsprechend
der typischen Sarkomerbreite (Silbernagl & Despopoulos, 2012) ein Linienprofil erstellt
(Abb. 2-19C, D). Anhand des Linienprofils lie sich die Abhéngigkeit des R vom
Rotationswinkel ¢ auf der Léngenskala eines Sarkomers bestimmen. Der Winkel mit der
hochsten Korrelation (qpmax) entsprach gleichzeitig der Vorzugsrichtung der Myofibrillen
relativ zur Hauptachse der Zelle. Anhand der Verteilung lie8 sich ein Richtungsparameter
bestimmen, der Aufschluss {iber das Mal} der Anisotropie der Myofibrillen gab. Dazu wurden
alle Korrelationskoeffizienten iiber einen Bereich von £ 15° um @ (Abb. 2-19D) gemittelt
und durch den Mittelwert der verbleibenen Werte geteilt. Der Quotient der beiden Werte
wurde als ,,Direktionalitit® (D) definiert:

1 n = @+15
izl Z R

n = g,-15

| ("8 T
5 28 2 5)
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Als MalB fiir die RegelmiBigkeit der Sarkomerausprigung und somit flir die innere
Organisation des Zytoskelett wurde entlang der Winkels mit der hochsten Korrelation ein
weiteres  Linienprofil erstellt (Abb. 2-19C, E). Von diesem lieB sich ein
,Periodizititsparameter (P) ableiten, indem die Amplitude der ersten vollstindigen
Oszillation bestimmt wurde. Dafiir wurde der Mittelwert der ersten beiden lokalen Minima
vom lokalen Maximum der ersten Schwingung subtrahiert (Abb. 2-19E) und die Position des
ersten Scheitelwertes entsprach der Sarkomerldnge. Die Anzahl der vollstindigen
Oszillationen wurde gezdhlt und als ,,Reichweite® (RW) definiert. Dieser Wert gab
Aufschluss tliber die Persistenz der Sarkomerstrukturen entlang der Hauptausrichtungsachse

der Myofibrillen.

Bindrmaske Autokorrelogramm Polartransformation

C 180 ¥2+0,5um

v«\\‘f\\\

LU

0,5 - 1,0
D E
0,4 0,8
= =
g 031 g 06y
= =
B g
S 0,21 S 04
MY M U
0,1 0,2
0 T T T T T 0 AA T T T T
0 30 60 90 120 150 180 0 10 20 30 40 50
Winkel ¢ [°] Linge [um]

Abb. 2-18: Bildanalyse segmentierter Sarkomermasken zur Bestimmung von Strukturparametern. Die
Bindrmasken des a-Actinin Signals (A) wurden autokorreliert (B) und anschlieend polartransformiert (C). Der
Winkel des hochsten Korrelationskoeffizienten wurde durch ein Linienprofil mit dem Abstand einer
Sarkomerbreite zum Ursprung bestimmt (rote Linie, C&D). Auf Hohe des qn.x wurde im transformierten
Autokorrelogramm ein weiteres Linienprofil erstellt, um die Periodizitdt und Persistenz der Sarkomerstrukturen

entlang der Hauptausrichtungsachse zu bestimmen (blaue Linie, C&E).
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3. Ergebnisse

3.1. Zellspezifische Trennung mittels fusogener Liposomen

In der vorliegenden Arbeit sollte unter anderem das koordinierte Verhalten von
Kardiomyozyten in mehrzelligen, geordneten Systemen untersucht werden. Dazu war
zunidchst die Gewinnung einer mdglichst reinen Monokultur notwendig. Die Anreicherung
erfolgte hierbei iiber ein auf Fusionsliposomen basierendem System, welches am Institut fiir
komplexes Systeme 7 entwickelt wurde (Csiszar et al., 2014; Kleusch et al.,, 2012;
Naumovska et al., 2014). Mit diesem wurden zundchst die Plasmamembranen aller Nicht-
Kardiomyozyten durch Einbau einer Biotin-Gruppe modifiziert und anschlieBend mittels
magnetassoziierter Zellsortierung von der Kardiomyozytenfraktion getrennt. Die
zellspezitische Modifizierung wurde zundchst anhand adhédrent wachsender Zellen verifiziert.
Dazu wurden Zellen einer Mischkultur der Primérisolation auf Glassubstraten ausgesédt und
einen Tag lang kultiviert. Innerhalb dieser Zeit konnten die Zellen fest an ihrem Substrat
adhérieren. Die Zellen wurden fiir 10 min mit 0,5 nM des Calcium-Indikator Fluo4-AM
beladen, um spontan kontrahierende Kardiomyozyten sichtbar zu machen. Wéhrend dieser
Kontraktionen lieB3 sich durch Calcium-Einstrom ein Intensititsanstieg des Fluoreszenzsignals
detektieren, wodurch sich die Herzmuskelzellen deutlich von den ruhenden Nicht-
Muskelzellen abhoben. Abschlieend wurde den Zellen unter dem Mikroskop die in 2.1.4.
beschriebene Lipidlosung hinzugegeben und der zeitliche Verlauf des Fusionsereignisses
analysiert. Der Nachweis von Fusionsereignissen erfolgte iiber das fluoreszierende lipophile
Markermolekiil DiR. Nach Zugabe der Fusionsliposomen sedimentierten diese langsam auf
die adhédrenten Zellen. Bereits nach weniger als 1,5 min lieBen sich anhand einer punktuellen
Rotfdarbung der Plasmamembranen in verschiedenen Arealen die ersten Fusionsereignisse
erkennen (Abb. 3-1). Diese nahm im weiteren Verlauf weiterhin zu (t3), bis schlieBlich die
gesamten Plasmamembranen aller Nicht-Muskelzellen vollends rot markiert waren (t4). Der
gesamte Prozess dauerte bei den hier verwendeten adhdrenten Zellen ca. 4 min. Das
unterschiedliche Fusionsverhalten wurde genutzt, um Zellen der Mischkultur in Suspension
mit biotinylierten Lipsosomen zu fusionieren. Es konnte jedoch bereits fiir andere Zelltypen
gezeigt werden, dass die Fusion in Suspension weitaus schneller ablduft und
Inkubationszeiten dieser GroBenordnung sogar schidlich fiir die Zellen sein konnen. Daher

wurde das Protokoll fiir die Markierung der isolierten Primérzellen gekiirzt.
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t,=27s t,=83s t,=171s t,=248s

Abb. 3-1: Lebendzellmikroskopische Analyse der zellspezifischen Markierung adhdrenter Nicht-Muskelzellen
mittels fusogener Liposomen. Schlagende Kardiomyozyten wurden durch Beladung mit dem Calcium-Indikator
Fluo4-AM (griin) gefarbt. Der Nachweis von Fusionsereignissen erfolgte iiber das fluoreszierende lipophile
Markermolekiill DiR (rot). Die Zeitreihe zeigt deutlich, dass die Fusion der rot markierten Liposomen
ausschlieflich mit Zellen ohne griines Hintergrundsignal erfolgte. Erste Fusionsereignisse waren bereits 83
Sekunden nach Zugabe der Fusionslosung erkennbar (weille Pfeilspitzen). Im weiteren Verlauf fusionierten
schlieflich alle Nicht-Muskelzellen und wiesen zu Ende der Analyse eine homogene Rot-Farbung ihrer
Plasmamembran auf. Fiir die Darstellung wurde zur Erhohung des Signal-Rausch-Verhiltnisses das

Fluoreszenzsignal des Calciumfarbstoffs {iber zehn Kontraktionen gemittelt. Mal3stab = 100 um

Die fusionierten nicht-myozytiren Zellen wurden mit Anti-Biotin-Antikorper-konjugierten
Mikrokugeln markiert und in einem Magnetfeld von den nicht-fusionierten Kardiomyozyten
getrennt. Die separierten Zellfraktionen wurden getrennt voneinander auf Glassubstraten fiir 1
und 6 Tage kultiviert. Zur Analyse der so aufgereinigten Zellen dienten
immunhistochemische und fluoreszenzmikroskopische Verfahren, die Datenauswertung
erfolgte iiber eine eigens programmierte Bildverarbeitungsroutine. In allen untersuchten
Zellen wurden neben den Zellkernen auch die beiden zytoskelettalen Proteine Aktin und o-
Actinin fluoreszierend markiert. Aktin ist ein ubiquitdr exprimiertes Protein und diente zur
Erfassung aller Zellkorper, die Markierung des sarkomerspezifischen a-Actinins ermoglichte
die Identifizierung der Herzmuskelzellen im analysierten Bildausschnitt.

Abb. 3-2 zeigt den Kardiomyozytenanteil der verschiedenen Zellfraktionen. Die Mischkultur
wurde unmittelbar nach erfolgter Zellisolation ohne Zugabe von Fusionsliposomen auf
Glassubstrate ausgesit und fiir 1 und 6 Tage bei regelmédfigem Mediumwechsel kultiviert.
Nach eintdgiger Kultivierung konnte fiir die Mischkultur ein Myozytenanteil von 40 + 15%
(Mittelwert + Standardabweichung) ermittelt werden und war mit den von anderen Gruppen
bereits ermittelten Wert vereinbar (30 bis 56%; Banerjee, Fuseler, Price, Borg, & Baudino,
2007; Zak, 1974). Im differenzierten Zustand verlieren Kardiomyozyten ihre Féahigkeit zur
Proliferation. Im Gegensatz dazu sind die restlichen aus der Primérisolation stammenden

Zelltypen weiterhin zur Teilung in der Lage und liberwuchsen nach ldngerer Kultivierung die
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Herzmuskelzellen. Somit sank deren prozentualer Anteil in der Mischkultur nach 6 Tagen auf
11 £ 4%. An dieser Stelle wird deutlich, dass die Verwendung einer aufgereinigten
Myozytenkultur fiir die Arbeit mit multizelluliren Systemen iiber mehrere Tage
unumginglich war. Da auch einige Myozyten wihrende der Aufreinigung in der Saule
zuriickgehalten wurden, konnte auch in der Retentatfraktion noch ein geringer Anteil an
Kardiomyozyten nach erfolgter Zellseparation nachgewiesen werden. Einen Tag nach Aussaat
belief sich der Myozytenanteil auf 24 + 7%, welcher jedoch dhnlich zur Mischkultur nach
sechs Tagen stark abnahm (9 + 8%). Im Gegensatz dazu lieB3 sich in der Eluatfraktion eine
deutliche Anreicherung von Kardiomyozyten verzeichnen. Einen Tag nach Aussaat betrug
deren Anteil im Mittel 74 + 7%. Fiir eine Probe lieB sich sogar ein Myozytengehalt von 88%
nachweisen und auch nach sechs Tagen belief sich dieser Wert im Mittel noch auf 68 + 14%.
Daraus geht hervor, dass die in der Primaérisolation enthaltenen Myozyten erfolgreich
angereichert werden konnten und es selbst am sechsten Tag nicht zu einem starken

Uberwachsen durch andere Zelltypen kam.
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Abb. 3-2: Myozytengehalt der verschiedenen Zellfraktionen nach 1 und 6 Tage Kultivierung; n = Anzahl
unabhingiger Versuche, Quadrat = Mittelwert, horizontale Linie = Median, Box = 25%-bzw. 75%-Quartil,
Whisker = Min/Max, X = Ausreiler



Kapitel 3 Ergebnisse 75

3.2. Bestimmung des zeitlichen Versatzes zwischen Calcium-Signal und

Zellkontraktion in prinatalen, kardialen Myozyten

Die Kopplung chemischer Signale in Form von Calcium-Einstrom und mechanischer
Kontraktion stellt eine der entscheidenden Mechanismen einer geordneten Kontraktion in
Muskelzellen dar. Dennoch wurde auf Einzelzellebene die genaue, zeitlich aufgeldste
Korrelation beider Ereignisse bisher nur unzureichend analysiert. Basierend auf ersten
Vorexperimenten durch Herrn Kevin Kiipper und eines von ihm entwickelten Mess- und
Analyseverfahrens konnte auf FEinzelzellebene eine Korrelation zwischen der
Kontraktionsfrequenz und dem zeitlichen Versatz zwischen der ansteigenden intrazelluldren
Calciumkonzentration und der resultierenden Zellkontraktion (At) aufgezeigt werden. Die
Visualisierung des Calciumsignales erfolgte hierbei durch Beladung der Zellen mit dem
Calcium-Indikator Fluo4-AM und die Zellkontraktion wurde indirekt {iber die von ihnen
ausgeiibte Substratdeformation detektiert. Aus diesen beiden Signalen lie sich wie unter
2.6.2. beschrieben der zeitliche Versatz bestimmen. Dariiber hinaus wurde auf Basis
qualitativer Auswertungen von Immunfluoreszenzen ein Zusammenhang zwischen At und der
Zellmorphologie bzw. der Organisation der Myofibrillen angenommen. Diese Hypothese galt
es quantitativ zu erfassen und den Zusammenhang auf unterschiedliche Weise genau zu

untersuchen.

3.2.1. Zeitlicher Versatz zwischen Calciumsignal und Zellkontraktion auf
Einzelzellebene

Basierend auf insgesamt 136 Einzelmessungen (114 als Teil dieser Arbeit) wurde in einem
ersten Schritt die Kontraktionsfrequenz der Kardiomyozyten mit At verglichen. Hierbei zeigte
sich, dass Zellen mit einer hohen Kontraktionsfrequenz in der Regel einen niedrigen At
aufwiesen. Umgekehrt lieB sich fiir Zellen mit einer niedrigen Schlagrate tendenziell ein
hoherer Versatz verzeichnen, welcher jedoch von Zelle zu Zelle groBler Streuung unterworfen
war. Abb. 3-3 zeigt den charakteristischen Verlauf der Korrelationskurve. Die gestrichelten
Linien stellen den Median des jeweiligen Analyseparameters dar und unterteilen die einzelnen
Messwerte in vier Quadranten. Der Median fiir die Kontraktionsfrequenz aller 136 Zellen
betrug 1,53 Hz (un = 1,57 Hz, 6 = 0,9 Hz) und der des zeitlichen Versatzes 31 ms (u = 52 ms,
0 = 44 ms). Zusdtzlich wurde durch die unter 2.6.4. beschriebene Strukturanalyse das

Aspektverhéltnis fiir jede Zelle bestimmt und als indizierte Farbe im Graphen dargestellt.
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Die Medianwerte unterteilen die Messwerte in vier Subpopulationen. Im unteren rechten
Quadranten befanden sich Zellen mit hohen Kontraktionsfrequenzen (> 1,53 Hz) und
niedrigem At unterhalb des Medianwertes. Umgekehrt zeigten Zellen mit hohem At (zwischen
31 und 216 ms) fast ausschlieBlich niedrige Kontraktionsfrequenzen (< 1,53 Hz, oberer linker
Quadrant). Des Weiteren zeigte eine Population ein intermedidres Verhalten mit niedrigen
Frequenzen (0,35 bis 1,53 Hz) und niedrigen At (16 bis 31 ms, unterer linker Quadrant). Nur
wenige Zellen (n = 8), die die mediane Kontraktionsfrequenz iiberstiegen zeigten auch
At-Werte oberhalb dessen Medians (oberer rechter Quadrant). Um einen ersten Anhaltspunkt
iiber die Abhidngigkeit der Korrelation von der Zellform zu erhalten, wurde das
Aspektverhiltnis jeder Zelle im Graphen farbcodiert. Generell schienen hauptsidchlich Zellen
mit einem Aspektverhiltnis von > 3,5 einen niedrigen At aufzuweisen. Umgekehrt streute der

ermittelte Wert fiir At hauptsédchlich zwischen Zellen mit einem niedrigen Aspektverhiltnis.
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Abb. 3-3: Zusammenhang zwischen der Kontraktionsfrequenz und dem zeitlichen Versatz At zwischen

113

Calcium-Signalen und Substratdeformation. Jedes ,x“ entspricht einer gemessenen Zelle, die Farbe eines
Symbols gibt Auskunft iiber das Aspektverhiltnis der Zelle. Die gestrichelten Linien stellen den Medianwert des
Analyseparameters dar. Die eingefiigten Bilder zeigen invertierte Graustufenbilder der gegen o-Actinin
gefiarbten Sarkomerstrukturen der beiden Beispielzellen, in blau sind die Zellkerne dargestellt.

Malstibe = 20 pm
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Neben dem Aspektverhiltnis konnte aus der Strukturanalyse die Fliache des Zellkorpers
extrahiert werden. Hierbei betrug die durchschnittliche ZellgroBe 1.517 pm? (o = 746 pm?).
Besonders grof3e Flachen wurden nur von Zellen mit einem Aspektverhiltnis = 1 bedeckt. Die
Zellflache schien jedoch nicht ausschlaggebend fiir den zeitlichen Versatz zu sein, obschon

Zellen mit einer Grofe > 3.000 pm? ein At > 50 ms aufwiesen.

250 T I L : I T l T I T I T
. 5500
NE 4500
=
o 3500
200 B é:% 2500 7]
X é 1500
g 500
150 ! : .
— X :
w
E L %
3 100 F i
X x
50 ’ .
b 4
<2
0 | | 1 ! 1
0 2 4 6 8 10 12
Aspektverhiltnis

Abb. 3-4: Zusammenhang zwischen dem Aspektverhéltnis und dem zeitlichen Versatz At zwischen Calcium-
Signalen und Substratdeformation. Jedes ,,x“ entspricht einer gemessenen Zelle, die Farbe eines Symbols gibt

Auskunft iiber die Flache der Zelle. Die gestrichelten Linien stellen den Medianwert des Analyseparameters dar.

3.2.2. Zeitlicher Versatz zwischen Calciumsignal und Zellkontraktion in
Abhiingigkeit der Zellarchitektur

Sowohl die in Abb. 3-3 und Abb. 3-4 gezeigten Ergebnisse als auch die qualitative Analyse
der Zellmorphologie und Sarkomerordnung auf Basis der Immunfarbungen legte einen
Zusammenhang zwischen der Zellarchitektur und At nahe. Zur Veranschaulichung dienen die
in Abb. 3-3 eingefiigten Bilder der beiden Beispielzellen. Diese zeigen die
Sarkomerstrukturen der Zellen, welche mittels Farbung gegen das in den Z-Banden
lokalisierte a-Actinin visualisiert wurden. Der Zellkorper von Zelle 1 zeigt keine
Vorzugsrichtung und ihr Aspektverhiltnis betrdgt 1,28. Auch die Myofibrillen verlaufen teils

diagonal, teils entlang der Zellgrenzen. Insgesamt lie3e sich ihre innere Organisation somit als
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isotrop® bezeichnen. In der Analyse wies sie mit 0,33 Hz die niedrigste
Kontraktionsfrequenz auf und ihr zeitlicher Versatz betrug 155 + 14 ms. Im Gegensatz dazu
zeigt Zelle 2 eine deutliche Ausrichtung des Zellkorpers mit einem Aspektverhéltnis von 4,37
und parallel zur Hauptachse verlaufenden, organisierten Myofibrillen. Diese anisotrope Zelle
besal mit 4,5 Hz die hochste Kontraktionsfrequenz und mit 18 £ 5 ms einen
unterdurchschnittlichen At.

Die quantitative Bestimmung der Strukturparameter erfolgte liber die in 2.6.4. beschriebene
Bildverarbeitungsroutine und ermoglichte somit eine objektive Vergleichbarkeit aller
analysierten Zellen. Die RegelméBigkeit der Sarkomerstrukturen wurde mittels
Autokorrelation der segmentierten Bindrmasken bestimmt (Abb. 2-19). Dazu wurde zunichst
die Richtung der grofiten Selbstdhnlichkeit ermittelt (pmax). Aus der Winkelverteilung wurde
zusdtzlich die Direktionalitdt (D) als Richtungsparameter bestimmt und gab Aufschluss iiber
den Grad der Parallelisierung der Myofibrillen. Aus den periodischen Grauwertintensititen

entlang der Hauptkorrelationsachse @m.x wurde der Periodizitdtsparameter (P) ermittelt.
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Abb. 3-5: Zusammenhang zwischen der Periodizitit und dem zeitlichen Versatz At zwischen Calcium-Signalen
und Substratdeformation. Jedes ,,x“ entspricht einer gemessenen Zelle, die Farbe eines Symbols gibt Auskunft
iiber die Direktionalitdt der Zelle. Die gestrichelten Linien stellen den Medianwert des Analyseparameters dar.

Die beiden schwarzen Pfeile zeigen die Position der beiden Beispielzellen in der Verteilung.
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Dieser ergab sich aus der Amplitude der ersten harmonischen Schwingung entlang des
Linienprofils, das unter dem Winkel @mn.x vom Mittelpunkt des Autokorrelogramms
ausgehend bestimmt wurde. Ein hoher Wert entsprach hierbei einem regelméfBigen und
aquidistanten Auftreten benachbarter Sarkomere.

Fiir alle 136 ausgewerteten Zellen ergab sich ein medianer P von 0,21 (u = 0,23, o = 0,11).
Zellen mit einem At nahe oder unterhalb des Medianwertes zeichneten sich vorrangig, wenn
auch nicht ausschlieBlich durch hohe D- und P-Werte aus (Abb. 3-5). Niedrige
Ordnungsparameter lieBen fiir die unterschiedlichen Zellen eine breitere Verteilung des At-
Wertes zu. Die Reichweite (RW) der Z-Bandenausprigung wurde als Persistenz entlang der
Hauptkorrelationsachse der Zelle gemessen. Dabei wurden alle vollen Oszillationen gezihlt,
die einen Schwellwert von 0,2 fiir den Korrelationskoeffizienten iiberschritten. Zellen mit
einem RW-Wert oberhalb des Median von 2 wiesen tendenziell einen niedrigeren At auf und
die Streuung nahm mit zunehmender RW ab (Abb. 3-6). Es konnten jedoch keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden (Kruskal-Wallis Test

mit Dunns Post-hoc Test).
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Abb. 3-6: Zusammenhang zwischen der Reichweite und dem zeitlichen Versatz At zwischen Calcium-Signalen
und Substratdeformation. Jedes ,,x“ entspricht einer gemessenen Zelle, die Farbe eines Symbols gibt Auskunft
iiber die Lange der Hauptachse der Zelle. Die gestrichelten Linien stellen den Medianwert des
Analyseparameters dar. Die beiden schwarzen Pfeile zeigen die Position der beiden Beispielzellen in der

Verteilung.
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Abb. 3-7: Exemplarische Auswertung der beiden Beispielzellen auf Basis der unter 2.6.4. beschriebenen

Strukturanalyse.

Aus den erhobenen Daten lie sich eine Tendenz fiir die Abhingigkeit des zeitlichen
Versatzes von der Zellarchitektur ableiten und der subjektive Eindruck eines Zusammenhangs
zwischen Zellmorphologie und Myofibrillenausrichtung auf Basis einer quantitativen
Bildanalyse bestitigen, wenn auch nicht statistisch vollends belegen. Dies legte die
Vermutung nahe, dass sich durch die kontrollierte Beeinflussung der Zellform und der daraus
resultierenden Ausrichtung der Myofibrillen eine entsprechende Zellantwort hervorrufen

lassen musste.
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3.2.3. Zusammenhang zwischen Kontraktionsfrequenz und Calciumsignaldauer

Neben den Zellstrukturparametern wurde zusdtzlich die mittlere Signaldauer der
Calciumsignale aus den Intensitdtsprofilen fiir alle Zellen berechnet und mit der
Kontraktionsfrequenz korreliert (Abb. 3-8). Dazu wurde manuell die Differenz zwischen den
Zeitpunkten der Minima vor Beginn und nach Ende der einzelnen Calciumoszillationen
bestimmt und tiiber alle Kontraktionen gemittelt. Die Signaldauer war als die Zeit definiert,
die ein einzelnes Calciumsignal bendétigte, um von seinem lokalen Minimum auf sein
Maximum anzusteigen und wieder auf das folgende lokale Minimum zu fallen. Zellen mit
einem lang anhaltenden Calciumsignal wiesen relativ niedrige Kontraktionsfrequenzen auf
und umgekehrt. Dieser Zusammenhang stand im Einklang mit dem reziproken Verhéltnis
zwischen Frequenz und Periodendauer regelméBig auftretender Signale. Nichtsdestotrotz
schopften manche Zellen dieses Potenzial zu einer schnelleren Kontraktion nicht vollends aus
(Messwerte unterhalb der grauen Linie). Durch die Medianwerte der Analyseparameter und
die zusitzliche farbliche Kodierung des At der einzelnen Messpunkte manifestierten sich zwei
Populationen innerhalb der Verteilung: zum einen Zellen mit langer Signaldauer (> 0,61 s),
niedriger Frequenz (< 1,53 Hz) und hohem At und zum anderen solche Zellen mit kurzer

Signaldauer, hoher Frequenz und niedrigem At.
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Abb. 3-8: Zusammenhang zwischen dem Signaldauer und der Kontraktionsfrequenz. Jedes ,,x* entspricht einer
gemessenen Zelle, die Farbe eines Symbols gibt Auskunft {iber den At der Zelle. Die gestrichelten Linien stellen

den Medianwert des Analyseparameters dar. Die graue Linie entspricht der Funktion f(x) = 1/x.
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3.3. Generierung definierter und geordneter, funktioneller Zellformen

Da in den zuvor behandelten Analysen eine Korrelation zwischen At und der Zellorganisation
aufgezeigt werden konnte, wurde eine direkte Abhdngigkeit der beiden Parameter vermutet.
Um diese Vermutung zu iberpriifen, wurde eine im Institut entwickelte Technik zur
Konditionierung  weicher  Analysesubstrate ~ durch  gezielte  Physisorption  von
Extrazelluldrmatrix-Proteinen verwendet (sieche 2.3.2.). Dazu wurden Schablonen aus Epoxid-
Lochfolien hergestellt, durch deren Aussparungen das EZM-Protein Fibronektin in definierten
Bereichen auf den weichen Analysesubstraten gebunden werden konnte. Nach Entfernung der
iiberschiissigen Proteinlosung wurde die Schablone riickstandsfrei entfernt und unbeschichtete
Bereiche des Silikonkautschuks mit einem Blockcopolymer passiviert, wodurch die Adhdsion
von Zellen auBerhalb der generierten Proteininseln verhindert wurde Fiir die Untersuchung
des Einflusses der Zellform auf den zeitlichen Versatz und das Kontraktionsverhalten wurden
frisch isolierte, differenzierte Kardiomyozyten in sechs Formen gebracht. Dazu zédhlten unter
anderem ein Kreis mit einem Durchmesser von 44 pm (Fliche 1.521 pm?), ein gleichseitiges
Dreieck mit einer lateralen Linge von 60 pm (Fliche 1.559 pm?) und ein Quadrat mit einer
Kantenlinge von 39 pm (Fliche 1.521 pm?®). Neben diesen Formen, die alle ein
Aspektverhéltnis von 1 aufwiesen, wurden drei Rechtecke mit unterschiedlichen
Kantenldngen und zunehmenden Aspektverhéltnissen konzipiert. [hre Abmessungen betrugen
20 pm x 75 pm (1.500 pm?), 17 pm x 86 um (1.462 um?) und 15 pm x 104 pm (1.560 pm?).
Alle Formen wurden so gewdhlt, dass den Zellen eine nahezu gleich grofle Adhdsionsflache

zur Verfligung stand.

3.3.1. Kontrollierbare und reproduzierbare Zellausrichtung

Abb. 3-9 zeigt exemplarisch die sechs unterschiedlichen Zellformen, die nach Adhésion und
vollendetem Spreiten der Zellen von diesen angenommen wurden. Die Sarkomerstrukturen
wurden mittels Farbung gegen a-Actinin visualisiert und der Verlauf der Myofibrillen lief3
sich anhand der durch die Z-Banden hervorgerufenen Querstreifung erkennen. Durch
Uberlagerung der Bindrmasken aller Zellflichen einer Gruppe lieB sich die gute
Reproduzierbarkeit der Zellformauspriagung erkennen. Die durchschnittlichen Zellflachen
gaben zusitzlich Aufschluss dariiber, wie formtreu die Zellen ihre Adhésionsstrukturen
auswuchsen. Auffillig war an dieser Stelle, dass fiir keine der generierten Zellformen die von
der Schablone vorgegebene Fliche erreicht und stattdessen mit Werten zwischen 1.072 und

1.256 pm” um 11-20% unterschritten wurde. Dieser Punkt wird in Kapitel 4 diskutiert.
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Abb. 3-9: Differenzierte Kardiomyozyten in sechs unterschiedlichen, kiinstlich erzeugten Zellformen. Die
Zellen wurden unmittelbar nach ihrer Isolation auf die konditionierten Substrate ausgesit und fiillten nach
Sedimentation die ihnen gebotenen Adhésionsflichen im Verlauf des Spreitvorgangs aus. Durch chemische
Passivierung des restlichen Substrats blieben die Zellen innerhalb ihrer vorgegebenen Grenzen und iiberwuchsen
diese selbst nach mehreren Tagen in Kultur nicht. Die Féarbung der quergestreiften Myofibrillen durch
Markierung der Sarkomerstrukturen (a-Actinin, griin) veranschaulicht die Ausrichtung des Zytoskeletts in
Abhingigkeit der Zellform. Durch die Uberlagerung aller Binirmasken der Zellflichen (Mitte) lieB sich die
Reproduzierbarkeit der Zellformauspragung ermitteln. Gleiches wurde fiir die Bindrmasken der segmentierten
Sarkomerstrukturen durchgefiihrt (rechts). Dieses gab Aufschluss iiber die dominierende Lokalisation der
Myofibrillen. Der Grad der Ubereinstimmung lasst sich in beiden Fillen anhand der Farbskala ablesen. Die hell
eingefirbten Bildpunkte stellen Bereiche hoher Ubereinstimmung zwischen allen Masken dar. Die eingefiigten
Zahlen entsprechen den mittleren Zellflichen bzw. mittleren Bedeckungsgraden der Sarkomere + deren

Standardabweichungen; n = Anzahl der in der Mittelung enthaltenen Masken. Mal3stdbe = 20 pm

Die Beispiele 1 bis 6 in Abb. 3-9 zeigen reprisentative Zellen der einzelnen Gruppen. In allen
Féllen lieB sich der Verlauf der Myofibrillen entlang der Zellgrenzen erkennen, wobei diese
im Quadrat zwar teilweise den Zellkérper diagonal durchspannten, mit zunehmendem
Aspektverhéltnis der rechteckigen Zellen jedoch in eine Parallelisierung entlang der
Hauptachse iibergingen (Abb. 3-9, Bsp. 3 bis 6). In der runden Zelle verliefen sie
hauptsdchlich ringférmig um den Zellmittelpunkt (Abb. 3-9, Bsp. 1), in wenigen Zellen
jedoch auch ohne Vorzugsrichtung durch den Zellkorper. In der dreieckigen Zelle (Abb. 3-9,
Bsp. 2) orientiert sich das Zytoskelett ebenfalls an den Zellgrenzen und die Myofibrillen
biindelten sich in den spitzen Winkeln der Zelle. Diese Verteilung bestitigte sich auch anhand
der Uberlagerung aller Bindrmasken der segmentierten Sarkomerstrukturen und erwies sich
somit fiir jede Zellform als charakteristisch. Hier zeigte sich fiir die Gruppen 1 bis 3 die
hochste Ubereinstimmung der Sarkomermasken an den Zellgrenzen. Bei zunehmendem
Aspektverhéltnis richteten sich die Myofibrillen entlang der Hauptachse der rechteckigen
Zelle aus (Gruppen 4 bis 6). Dariiber hinaus lie3 sich deutlich erkennen, dass die Zentren der
Zellen aller Gruppen weitestgehend frei von Sarkomeren waren. Diese Bereiche waren den
Zellkernen vorbehalten. Aus den bindren Sarkomermasken wurde fiir jede Gruppe zusitzlich
der Bedeckungsgrad der Z-Banden ermittelt. Trotz unterschiedlicher Gréf3e und Form blieb
dieser Wert im Bereich zwischen 12 + 2% und 14 + 3% fiir jede Gruppe nahezu konstant.
Diese Ergebnisse zeigen, dass sich mithilfe der hier verwendeten Methode zur
Substratkonditionierung Zellen reproduzierbar in definierte Strukturen bringen lieBen und
diese somit fiir die Kontrolle der Zellgeometrie und der damit einhergehenden Ausrichtungen

der Myofibrillen geeignet war.
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3.3.2. Funktionalitiit definierter und geordneter Zellformen

Neben ihrer Formtreue wurden die sechs Zellformen hinsichtlich ihrer Funktionalitdt ndher
charakterisiert. Diese wurde anhand des Calciumsignals und der Substratdeformation
bestimmt. Dazu wurden die in ihrer Geometrie kontrollierten Zellen mit dem Calcium-
Indikator Fluo4-AM beladen, um somit die Oszillationen der [Ca®]; zu visualisieren. Parallel
wurde die Substratdeformation anhand fluoreszierender Markerkugeln im elastischen
Analysesubstrat verfolgt. Beide Signale wurden simultan erfasst (2.5.2.).

Fiir jede Form lieBen sich funktional intakte Zellen generieren. Die erste und zweite Spalte in
Abb. 3-10 zeigen das Signalverhalten der Beispielzellen aus Abb. 3-9. In der ersten Spalte
sind die Zellen wahrend eines Intensitdtsmaximums (I.x) des Calciumsignals dargestellt. Die
Zellkorper sind zu diesem Zeitpunkt aufgrund der durch die Bindung des Kations bedingten
Emission des Farbstoffs deutlich sichtbar. Nachfolgend dargestellte Kymogramme zeigen von
links nach rechts den zeitlichen Verlauf des Calciumsignals entlang einer vertikalen Linie
(gelber Pfeil) iiber die Aufnahmedauer von 10 Sekunden. Dabei lieBen sich vielfiltige
Signalformen erkennen. Beispiel 3 und 5 zeigen ein homogen auftretendes, zu den Enden
leicht abfallendes Signal entlang des Linienprofils. In den anderen Beispielen existieren zum
Zeitpunkt des In.x lokale Intensititsunterschiede, die sich ebenfalls in den zeitlichen
Intensitatsverlaufen widerspiegelten. Anhand der Kymogramme wurde dariiber hinaus die
Variabilitit der Kontraktionsfrequenz ersichtlich. Neben zyklisch und regelméBig
auftretenden Calciumsignalen (dquidistante Banden in Kymogramm 4), lieBen sich ebenfalls
Arrhythmien in Form ausbleibender Banden (Kymogramme 1 und 2) oder Flimmern anhand
einer nahezu konstanten Intensitit iiber den gesamten Zeitverlauf (Kymogramm 6) erkennen.
Diese Frequenzmuster waren jedoch nicht zellformspezifisch, sondern variierten zwischen
den Zellen innerhalb einer Gruppe. Parallel zum Calcium-Imaging erfolgte die Analyse der
durch die Zellkontraktion hervorgerufenen Substratdeformation. Dazu wurde fiir jede Zelle
die Verschiebung der eingebetteten fluoreszierenden Kugeln verfolgt und deren Position iiber
die Zeit einer Kontraktionsphase bestimmt. Spalte 3 in Abb. 3-10 zeigen die Mittelung aller
Verschiebungsvektorfelder und Spalte 4 die daraus ermittelten Deformationsamplituden fiir

die unterschiedlichen Formen im maximal kontrahierten Zustand der Zellen.
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Abb. 3-10: Charakterisierung der Funktionalitit kardialer Myozyten in kontrollierten Zellformen auf Basis ihres
Calciumsignals und der durch ihre Kontraktion hervorgerufenen Substratdeformation. Die Bilder der ersten
Spalte zeigen die Zellen aus Abb. 3-9 zum Zeitpunkt der maximalen Signalintensitét. Fiir jede Zelle wurde die
Grauwertintensitit entlang eines Linienprofils (gelber Pfeil) mit einer zeitlichen Auflésung von 20 ms iiber eine
Bildsequenz von 10 s ermittelt und alle Zeitpunkte nebeneinander in einem Kymogramm dargestellt. Dunkle
Spalten entsprechen einer niedrigen Fluoreszenzintensitit wihrend der Diastole einer Zelle. Die Intensitit stieg
mit zunehmendem Calciumeinstrom bis zum Intensitdtsmaximum wihrend der Systole. Der normierte
Intensitétsverlauf ist am weilen Signalprofil abzulesen. Die Frequenz einer Zelle wurde berechnet, indem die
Anzahl der Kontraktionen gezédhlt und durch den Betrag der Differenz zwischen den Zeitpunkten vor der ersten
und nach der letzten Kontraktion geteilt wurde. Aus den Positionsunterschieden der fluoreszierenden Kugeln im
relaxierten und maximal kontrahierten Zustand wurde fiir jede Zelle ein Verschiebungsvektorfeld (VVF)
berechnet. Dieses wurde entsprechend der Zellflichen zur Deckung gebracht und gemittelt. Die relative Linge
der Verschiebungsvektoren wurde zur Veranschaulichung iiber eine Skala farbindiziert. Aus den VVFs wurde
anschlieBend die Deformationsamplitude bestimmt. n = Anzahl der in der Mittelung enthaltenen Zellen;

Malstibe = 20 pm

Im Gegensatz zu den Calciumsignalen liel sich fiir die einzelnen Zellformen iiber die
Substratdeformation ein charakteristisches Kontraktionsmuster ermitteln. Fiir kreisformige
Zellen verlief die Deformation ringformig ins Innere der Zelle gerichtet und war maximal
entlang der Geometriegrenzen, die geringste Deformation wurde im Zentrum der Form
detektiert (Abb. 3-10, Bsp. 1). Sowohl fiir das gleichseitige Dreieck als auch fiir das Quadrat
waren die hochsten Verschiebungen an den Eckpunkten lokalisiert und zeigten zum Zentrum
der Struktur. Auch hier lief3 sich keine Deformation an dieser Stelle verzeichnen (Abb. 3-10,
Bsp. 2 und 3). In den Rechtecken befanden sich die Verschiebungsmaxima, anders als bei den
vorherigen Zellformen nicht ausschlieBlich an den Ecken, sondern vielmehr entlang der
gesamten Breite der kurzen Seiten und bildeten durch ihre gegenldufige Richtung einen
Dipol. Diese beiden Fokusse wurden mit zunehmendem Aspektverhidltnis der Rechtecke
schmaler. Wie bei den anderen Formen wurde das Substrat im Bereich des Zellmittelpunktes
in der Ebene nicht deformiert.

Anhand dieser Ergebnisse lief3 sich die Funktionalitit der Zellen bestitigen. Die Methode zur
Generierung artifizieller Zellformen hatte keinen negativen Einfluss auf die Erregbarkeit der
Zellen. Diese behielten weiterhin die Fahigkeit zur elektro-mechanischen Kopplung und der
daraus resultierenden spontanen Kontraktion und lieBen sich somit fiir weiterfiihrende

Untersuchungen verwenden.
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3.4. Quantitative Analyse des Signal- und Kontraktionsverhaltens

kardialer Myozyten in Abhingigkeit der Zellform

Zur Uberpriifung der Arbeitshypothese eines Zusammenhanges zwischen dem zeitlichen
Versatz und der Zellarchitektur wurden prinatale, kardiale Myozyten durch die unter 2.3.2
beschriebene Technik zur Konditionierung weicher Analysesubstrate in definierte Formen
gebracht und mittels simultaner Zweikanalmessung analysiert (2.5.2). Zusétzlich wurden aus
den erhobenen Daten die von den verschiedenen Zellformen generierten kontraktilen

Zellkrafte ermittelt.

3.4.1. Bestimmung des zeitlichen Versatzes zwischen Calcium-Signal und
Zellkontraktion in definiert adhérierten Kardiomyozyten

Wie in 3.3.1 und 3.3.2 bereits beschrieben waren die insgesamt 64 untersuchten Zellen nach
Ausfiillen der fiir sie vorgesehenen Adhisionsflichen spontan erregbar und zeigten eine
intakte Erregungs-Kontraktionskopplung. Die mediane Kontraktionsfrequenz lag mit 0,74 Hz
unterhalb des Wertes fiir in ihrer Form nicht eingegrenzte Zellen (1,53 Hz, vgl. 3.2.1).
Dagegen lag der mediane At-Wert mit 38 ms innerhalb der gleichen GroBBenordnung wie der
Median der frei-adhdrierten Zellen. Nach Korrelationsanalyse von Kontraktionsfrequenz At
zeigte sich jedoch, dass die Verteilung geometrisch beeinflusster Zellen der unbeeinflusster
Zellen stark dhnelte (Abb. 3-3 vs. Abb. 3-11). Auch hier zeigten Zellen hohe Streuungen des
At innerhalb der langsam schlagenden Population (< 0,74 Hz). Zellen mit einer hoheren
Frequenz wiesen typischerweise einen geringen At auf. Fiir jede Geometrie lieBen sich Zellen
der einen oder der anderen Population zuweisen. Betrachtete man ausschlielich At in
Abhingigkeit der Zellform, so schien es jedoch durchaus einen Zusammenhang zwischen
diesen beiden Parametern zu geben (Abb. 3-12). Hierbei schien der Median des Wertes mit
zunehmender Anisotropie der Zellen zu steigen (Atkreis < Atbreicck < AtQuadrat < Atrechteck). Elne
Ausnahme bildeten dabei die Rechtecke mit dem hochsten Aspektverhdltnis. Diese
Ergebnisse standen im Widerspruch zu der eingangs formulierten Hypothese. Somit lie3 sich
vorerst festhalten, dass die Zellform und die damit einhergehende Organisation des
Zytoskeletts nicht hauptverantwortlich fiir das Signal- und Kontraktionsverhalten war,

sondern es sich dabei vielmehr um eine den Zellen inhdrente Eigenschaft handelte.
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Abb. 3-11: Zusammenhang zwischen der Kontraktionsfrequenz und dem =zeitlichen Versatz At zwischen
Calcium-Signalen und Substratdeformation in Abhingigkeit der Zellform. Jedes Symbol entspricht der Zellform
der gemessenen Zelle, die Farbe eines Symbols gibt Auskunft iiber deren Aspektverhéltnis. Die gestrichelten

Linien stellen den Medianwert des jeweiligen Analyseparameters dar.
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Abb. 3-12: Zeitlicher Versatz (At) in Abhéngigkeit der Zellform; gestrichelte Linie = Median der
Gesamtverteilung, schwarzes Quadrat = Mittelwert, horizontale schwarze Linie = Median, Box = 25%-bzw.

75%-Quartil, Whisker = Min/Max, X = Ausreiller, Raute = Einzelmessung
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3.4.2. Abschitzung der kontraktilen Krifte kardialer Myozyten mit definierter
Zellform

Neben der Korrelationsanalyse zwischen Zellform und At wurden die kontraktilen Kréfte der
Zellen bestimmt. Dazu wurde aus den erfassten Bildsequenzen wie unter 2.6.3 beschrieben
die Substratdeformation wéahrend der Kontraktion analysiert und diese unter Bertlicksichtigung
der Materialeigenschaften des Silikonkautschuks (Schichtdicke 80 um, Poissonzahl 0,5 und
einem Young Modul von 15 kPa) in die kontraktilen Kréfte der Zellen umgerechnet.
Aufgrund der Komplexitit dieses mathematischen Problems handelte es sich dabei allerdings
nur um eine Anndherung an die tatsdchlichen Zellkréifte. Durch den verwendeten Algorithmus
wurde zundchst die Verschiebung der fluoreszierenden Kugeln fiir jedes Einzelbild der
Sequenz mittels Kreuzkorrelation bestimmt. Aufgrund der geringen lateralen ZellgroBe lie3
sich die Abschétzung der Kréfte auf die analytischen Verfahren von Boussinesq (Boussinesq,
1885) zuriickfiihren. Diese beschreiben hervorgerufene Verschiebungen durch auf die
Oberflache eines Elastomers wirkende Punktkréfte.

Abb. 3-13 zeigt den zeitlichen Verlauf der kontraktilen Krifte kardialer Myozyten, die in
threr Zellform definiert wurden. Die durchschnittliche Kontraktionsstirke entsprach dem
Mittelwert aller Einzelkontraktionen innerhalb der gesamten Bildsequenz. Die dargestellten
Signalverldaufe  verdeutlichen die Heterogenitit des Kontraktionsverhaltens der
unterschiedlichen Zellen. Dabei variierten die Kontraktionsfrequenzen und -Krifte
unabhingig von der Geometrie. Die gezeigten Kontraktionsprofile waren damit nicht
charakteristisch fiir die Zellform. Es existierten sowohl Zellen mit hoher Frequenz und hoher
Kontraktionskraft als auch schnell schlagende Zellen mit geringen Kriaften und umgekehrt.
Mit abnehmender Kontraktionsfrequenz vergroBerte sich wie im Fall der Periodendauer des
Calciumsignals die Kontraktionsdauer. Manche Zellen zeigten zunidchst einen rapiden
Anstieg, gefolgt von einem kurzen, steilen Abfall ihrer Kontraktionskraft und erreichten
voriibergehend eine tonische Phase in der sie die Zellspannung aufrecht erhielten, bevor sie
schlieBlich relaxierten. Dies duferte sich im Kontraktionsprofil als Plateauphase vor

Vollendung des Signalabfalls.
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Abb. 3-13: Zeitlicher Verlauf der kontraktilen Krifte definierter Zellformen veranschaulicht anhand von sechs

Kontraktionsprofilen. Der Signalverlauf der Profile verdeutlicht die Heterogenitit des Kontraktionsverhaltens

der kardialen Myozyten in den unterschiedlichen Zellformen. Zur Berechnung der durchschnittlichen

Kontraktionskraft wurde iiber alle lokalen Signalmaxima gemittelt.
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Auf Basis eines Mittelwertvergleichs liefen sich fiir die Verteilungen der sechs Zellformen
keine statistisch signifikanten Unterschiede feststellen. Dies war insbesondere im Fall der
Kreise und der kurzen Rechteckte auf die geringe Zahl gemessener Zellen zuriickzufiihren.
Aufgrund der groflen Streuung innerhalb einzelner Gruppen wurde der Median als
Vergleichswert betrachtet. Der Median der Kontraktionskraft der Gesamtverteilung aller
Zellformen betrug 78 nN (u = 86 nN, 0 = 46 nN, n = 64 Zellen), der Vergleich der Mediane
der einzelnen Gruppen liel jedoch ebenfalls keine Abhédngigkeit der Kontraktionskraft von
den unterschiedlichen Zellformen erkennen (Abb. 3-14). Allerdings unterschied sich die
Breite der Verteilungen zwischen den einzelnen Gruppen. Fiir jede Zellform existierten
sowohl Zellen mit einer mittleren Kontraktionskraft nahe des Medians der Gesamtverteilung,
als auch starke Ausreifler mit Kréaften > 150 nN. Die Kraft-Mediane der Dreiecke (93 nN) und
der kurzen Rechtecke (61 nN) lagen am weitesten von dem der Gesamtverteilung entfernt.
Zwar war die Anzahl der Ausreif3er relativ gering (12,5%), diese wichen jedoch mit der zwei-

bis dreifachen Kontraktionskraft stark vom Median der Gesamtverteilung ab.
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Abb. 3-14: Summe aller kontraktilen Kréfte in Abhingigkeit der Zellform; gestrichelte Linie = Median der
Gesamtverteilung, schwarzes Quadrat = Mittelwert, horizontale schwarze Linie = Median, Box = 25%-bzw.

75%-Quartil, Whisker = Min/Max, X = Ausreiller, Raute = Einzelmessung.
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3.5. Quantitative Analyse des Signal- und Kontraktionsverhaltens

kardialer Myozyten in Abhingigkeit des Zellursprungs

Aus den bisher beschriebenen Untersuchungen spontan kontrahierender, in ihrer
Adhisionsfliche unbeeinflusster Kardiomyozyten lie sich zunédchst ein Zusammenhang
zwischen ihrem Signalverhalten und ihrer Zellform ableiten. Dabei zeigten vor allem lédnglich
ausgerichtete Zellen mit Aspektverhéltnissen > 3,5 und der damit verbundenen Zunahme ihrer
inneren Ordnung eine besonders kurze Aufeinanderfolge des Calciumeinstroms und der
daraus resultierenden Zellkontraktion (Abb. 3-4). Da das Aufzwingen einer kiinstlichen
Zellform jedoch nicht zu einer Verdnderung zelleigener At-Werte fiihrte, wurden
gewebsspezifische Isolationen kardialer Myozyten aus den Vorhofen und den Ventrikeln
embryonaler Rattenherzen durchgefiihrt (sieche 2.1.2). Diese Zellen wurden auf separaten

Analysesubstraten kultiviert und wie zuvor beschrieben untersucht.

3.5.1. Bestimmung des zeitlichen Versatzes zwischen Calcium-Signal und
Zellkontraktion in atrialen und ventrikuliren Kardiomyozyten

Die Korrelationsanalyse zeigte, dass es sich bei den langsam schlagenden Zellen mit einer
hohen Streuung im At nahezu ausschlielich um Zellen ventrikuldren Ursprungs handelte.
Der At lag zwischen 24 und 351 ms mit einem Median dieser insgesamt 63 gemessenen
Zellen von 156 ms (u = 157 ms, o = 60 ms). Der Median der Frequenz fiir diese Zellen betrug
0,55 Hz (W= 0,61 Hz, o = 0,25 Hz). Die Zellpopulation mit niedrigem At und hoher Streuung
der Kontraktionsfrequenz wurde hauptsdchlich aus atrialen Zellen gebildet. Der At variierte
nur geringfiigig und der Median betrug fiir die 73 analysierten Zellen 22 ms (u = 25 ms,
o = 11 ms). Fiir die Frequenzen traten zwischen diesen Zellen Schwankungen im Bereich von
0,43 bis 3,4 Hz auf. Thr Median lag bei 1,1 Hz (u = 1,23 Hz, o = 0,59 Hz). Dariiber hinaus
besallen die ventrikuldren Zellen ein mittleres Aspektverhiltnis von ungefiahr 2, wohingegen

atriale Zellen ein durchschnittliches Aspektverhiltnis von 5 aufwiesen (Abb. 3-15).
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Abb. 3-15: Zusammenhang zwischen der Kontraktionsfrequenz und dem zeitlichen Versatz At in Abhingigkeit
des Zellursprungs. ,,V* steht fiir ventrikuldre Zellen, ,,A“ fiir atriale Zellen. Die Farbe eines Symbols gibt
Auskunft iiber das Aspektverhidltnis der Zelle. Die diinn gestrichelten Linien stellen den Medianwert des
Analyseparameters der ventrikuldren Zellen dar, die dick gestrichelte Linie den der atrialen Zellen. Die
eingefiligten Bilder zeigen invertierte Graustufenbilder der gegen a-Actinin gefdrbten Sarkomerstrukturen einer

ventrikuldren und einer atrialen Beispielzellen, in blau sind die Zellkerne dargestellt. MaB3stibe = 20 pm

3.5.2. Zeitlicher Versatz zwischen Calciumsignal und Zellkontraktion in
Abhiingigkeit von Zellursprung und Zellarchitektur

Die Zellen wurden im Anschluss an die simultane Zweikanalmessung ebenfalls
immunhistochemisch gefarbt und die a-Actinin-Signale der atrialen und ventrikuldren Zellen
mit Hilfe der makrogestiitzten Bildverarbeitungsroutine hinsichtlich ihrer Strukturparameter
analysiert. Dabei wurden Direktionalitdt, Periodizitdt, Reichweite und die Linge der
Hauptachse der Zellen untersucht. Fiir die ventrikuldren Zellen betrug der Median des
Periodizititsparameters 0,11 und fiir die atrialen Zellen 0,21. Starker unterschieden sie sich
hinsichtlich der Direktionalitit ithrer Myofibrillen (Abb. 3-16). Mit einem Median von 1,29
(n=1,35, 0 =0,27; basierend auf n = 40, da die Immunfarbung nicht fiir alle Zellen gegliickt
war) kennzeichnete diese die nahezu ungeordnete Ausrichtung der Myofibrillen in den

ventrikuldren Zellen und war vergleichbar mit der Beispielzelle 1 aus Abb. 3-7.
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Abb. 3-16: Zusammenhang zwischen der Periodizitit und dem zeitlichen Versatz At in Abhéngigkeit des
Zellursprungs. ,,V* steht fiir ventrikuldre Zellen, ,,A* flir atriale Zellen. Die Farbe eines Symbols gibt Auskunft
iiber die Direktionalitdt der Zelle. Die diinn gestrichelten Linien stellen den Medianwert des Analyseparameters
der ventrikuldren Zellen dar, die dick gestrichelte Linie den der atrialen Zellen. Die beiden schwarzen Pfeile

zeigen die Position der beiden Beispielzellen aus Abb. 3-15 in der Verteilung.

Fiir atriale Zellen lag der Median der Direktionalitdt bei 1,83 (n = 1,91, 0 =0,37; n =50, s.0.)
und bestétigte die aus dem hohen durchschnittlichen Aspektverhéltnis zu erwartende parallele
Ausrichtung der Myofibrillen (vgl. Beispielzelle 2, Abb. 3-7).

Ein geringerer Unterschied lieB sich fiir die Persistenz der sich wiederholenden
Sarkomerstrukturen entlang der Hauptachse der Zellen feststellen (Abb. 3-17). Auffillig war
das vermehrte Auftreten von ventrikuldren Zellen mit RW = 0. Diese Zellen zeigten neben der
ungeordneten Ausrichtung ihrer Myofibrillen (vgl. Beispielzelle 1, Abb. 3-7) auch insgesamt
schwicher ausgepragte Sarkomerstrukturen, was unter Umsténden zu falschen Resultaten der
automatisierten Strukturanalyse hitte fiihren konnen. Eine zusétzliche visuelle Auswertung

bestétigte jedoch das Ergebnis.
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Abb. 3-17: Zusammenhang zwischen der Reichweite und dem zeitlichen Versatz At zwischen Calcium-Signalen
und Substratdeformation in Abhingigkeit des Zellursprungs. ,,V steht fiir ventrikuldre Zellen, ,,A* flir atriale
Zellen. Die Farbe eines Symbols gibt Auskunft iiber die Linge der Hauptachse der Zelle. Die diinn gestrichelten
Linien stellen den Medianwert des Analyseparameters der ventrikuldren Zellen dar, die dick gestrichelte Linie
den der atrialen Zellen. Die beiden schwarzen Pfeile zeigen die Position der beiden Beispielzellen aus Abb. 3-15

in der Verteilung.

Deutlicher unterschieden sich die beiden Zellpopulationen in der Lange ihrer Hauptachsen.
Die mittlere Lange fiir die ventrikuldren Zellen betrug 69,2 + 16,7 um (n = 40) und die der
atrialen Zellen 101,2 = 24,1 um (n = 55). Die hohe Direktionalitét, die lange Hauptachse und
das hohe Aspektverhiltnis identifizierten die untersuchten Vorhofzellen, wie in der Literatur
fiir (sino-)atriale Zellen beschrieben (Mangoni & Nargeot, 2008), als elongierte Strukturen

mit zum Teil dicht gepackten Myofilamenten.



Kapitel 3 Ergebnisse 97

3.5.3. Beeinflussung des zeitlichen Versatzes in atrialen und ventrikuliren
Kardiomyozyten durch Stimulation muskarinerger und adrenerger Rezeptoren
Es konnte gezeigt werden, dass der sich der Unterschied des At zwischen den unter 3.2 und
3.4.1 identifizierten Subpopulationen auf den Zellursprung zuriickfiihren liel. Dabei bildeten
ventrikuldre Zellen die Gruppe langsam schlagender Zellen mit einem hohen At und Zellen
atrialer Zugehorigkeit die Gruppe schnell schlagender Zellen mit niedrigem At. Die
charakteristische Form des Korrelationsverlaufs zwischen Kontraktionsfrequenz und At blieb
selbst dann erhalten, wenn diese beiden Zelltypen in definierten, fiir sie zum Teil untypischen
Geometrien adhérierten. In einen ndchsten Schritt galt es zu kldren, woher das
unterschiedliche Signalverhalten zwischen den beiden Zelltypen herriihrte. Ein Losungsansatz
basierte auf der Uberlegung, das Signalverhalten der Zellen gezielt zu beeinflussen und ggf.
in das des anderen Zelltypen umzukehren. Aus diesem Grund wurden die Zellen mit den
antagonistischen Neurotransmittern Acetylcholin und Epinephrin behandelt. Beide wirken
durch Stimulation der an der Zelloberflache lokalisierten muskarinergen bzw. adrenergen
Rezeptoren iiber G-Protein gekoppelte Reaktionen auf die Aktivitit der Adenylylcyklase
(Bers, 2002). Dadurch sollte indirekt durch Senkung bzw. Erhéhung der intrazelluldaren cAMP
Konzentration Einfluss auf die Phosphorylierung von an der Erregungs-Kontraktionskopplung
beteiligten Proteine genommen und eine chronotrope (= die Kontraktionsfrequenz
betreffende) Wirkung auf die Zellen erzielt werden.

Zur Analyse wurden prédnatale Kardiomyozyten wie zuvor nach ihrer Gewebszugehorigkeit
separiert und mittels simultaner Zweikanalmessung zundchst unter Kontrollbedingungen
untersucht. Im Anschluss wurden die atrialen Zellen mit 1 pM und 25 uM Acetylcholin
(ACh) sowie ventrikuldre Zellen mit 1 uM und 25 uM (-)-Epinephrin (Epi) nacheinander fiir
jeweils 10 min inkubiert und analysiert. Die Ergebnisse zeigten, dass sich durch Behandlung
mit dem Neurotransmitter ACh das Signalverhalten der atrialen Myozyten nicht umkehren
lieB (Abb. 3-18). Im Gegensatz zu seiner eigentlichen negativ chronotropen Wirkung
bewirkte es bei manchen Zellen sogar eine Steigerung der Kontraktionsfrequenz. Thr Median
lag in allen drei Durchgéngen fiir die 18 gemessenen Zellen zwischen 1,34 und 1,44 Hz.
Weder die Zugabe von 1 uM noch 25 pM bewirkte eine deutliche Anderung des At. Dieser
stieg von 26 ms der Kontrollgruppe iiber 28 ms fiir I uM Ach auf 32 ms fiir 25 uM ACh und
lag damit im Bereich der Ungenauigkeit des Analyseverfahrens (= 4 ms). Zwei Zellen (#1 und
#12) stellten nach Zugabe von 25 uM ACh ihre Kontraktion ein. Die Behandlung
ventrikuldrer Zellen mit Epi lie einen Effekt auf das Signalverhalten der Zellen erkennen, der

fiir einige Zellen sogar eine Konzentrationsabhingigkeit aufwies. Fiir den Median der



98 Ergebnisse Kapitel 3

Kontraktionsfrequenz lief sich eine Erhohung und fiir den Median des At eine Reduktion
verzeichnen. Dabei stieg die Frequenz von anfianglichen 0,53 Hz nach Behandlung mit 1 pM
Epi auf 0,95 Hz und fiir 25 uM auf 1 Hz an (n = 23). Damit einher ging die Reduktion des At

von 162 ms liber 109 ms auf 99 ms nach erfolgter Behandlung.

400 T T . T . '
A atriale Zellen
I " 1 Kontrolle N
I 1 uM Acetylcholin
300 | 25 uM Acetylcholin ~ _
21
15 V ventrikulire Zellen
i = 2 1 Kontrolle .
I 1 uM (-)-Epinephrin
) 200 1 I 25 uM (-)-Epinephrin |
.g. 16
> J4V 180 o o 19
i 4 6 > 15 d
13 22318 11
1'“ 155 21
44 9 6 0 260 17 8 1
100 - e 7 i
2 4715, 3
. 108 278 ° 8
i y 1o 18 . .
a4 1512 58 13300 ZIPL o 74,66 g 9
O 1 | 1 | 1 |
0 1 2 3

Kontraktionsfrequenz [Hz]

Abb. 3-18: Einfluss der Stimulation muskarinerger und adrenerger Rezeptoren auf die Korrelation zwischen der
Kontraktionsfrequenz und dem zeitlichen Versatz At in atrialen und ventrikuliren Kardiomyozyten. Jedes
Zahlentriplet entspricht der Messung einer atrialen bzw. ventrikuldren Zelle unter Kontrollbedingungen (blau
bzw. schwarz), nach Behandlung mit der niedrigen Konzentration (griin bzw. magenta) und mit der hohen
Konzentration (gelb bzw. orange) des jeweiligen Neurotransmitters. Die Buchstaben ,,A* und ,,V* zeigen die

Medianwerte aus allen atrialen und ventrikuldren Zellen der entsprechenden Gruppe.

Zuséatzlich wurde die Behandlung der beiden Zelltypen mit der hoheren Konzentration der
Neurotransmitter umgekehrt. Abb. 3-19 zeigt den konzentrationsabhidngigen Einfluss der
unterschiedlichen chemischen Stimulationen auf den At in atrialen und ventrikuldren
Kardiomyozyten. Wie bereits in Abb. 3-18 gezeigt, lieB sich auch statistisch keine
signifikante Anderung des At nach der Behandlung atrialer Zellen mit ACh
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feststellen (P > 0,05). Das gleiche galt fiir die umgekehrte Behandlung mit 25 uM Epi
(P> 0,05; n=13). Im Gegensatz dazu war der At in Ventrikelzellen nach Behandlung mit Epi
fiir beide Konzentrationen mit P < 0,01 signifikant niedriger als der Kontrollwert. Die
umgekehrte Behandlung lieferte keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollmessung
(P > 0,05; n = 29). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Varianzanalyse und

Mittelwertvergleich mit Bonferroni Post-hoc Test (a0 = 0,05).
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Abb. 3-19: Konzentrationsabhédngiger Einfluss der Stimulation muskarinerger und adrenerger Rezeptoren auf
den zeitlichen Versatz At in atrialen und ventrikuldren Kardiomyozyten. Zur besseren Lesbarkeit wurden die
Ordinaten der beiden Zelltypen unterschiedlich skaliert; ACh = Acetylcholin, Epi = (-)-Epinephrin, n = Anzahl
der Einzelmessungen, schwarzes Quadrat = Mittelwert, horizontale schwarze Linie = Median, Box = 25%-bzw.

75%-Quartil, Whisker = Min/Max, X = Ausreifler



100 Ergebnisse Kapitel 3

3.5.4. Abschitzung der kontraktilen Kriafte atrialer und ventrikulirer
Kardiomyozyten nach Stimulation muskarinerger und adrenerger Rezeptoren

Aus den gemessenen Substratdeformationen wurden die kontraktilen Gesamtkréifte der
atrialen und ventrikuldren Kardiomyozyten vor und nach Zugabe der Neurotransmitter
ermittelt. Generell lieB sich keine signifikante Anderung der Kontraktionskrifte nach Zugabe
der Chemikalien feststellen. Auch der Vergleich der unbehandelten Kontrollmessungen
atrialer und ventrikuldrer Zellen ohne Chemikalienzugabe lieferte keinen statistisch
signifikanten Unterschied (P < 0,05). Abb. 3-20 zeigt die Summe aller kontraktilen Kréfte vor
und nach Stimulation der atrialen Zellen mit 1 und 25 uM ACh und der ventrikuldren Zellen
mit 1 und 25 uM Epi. In den Kontrollmessungen sind alle gemessenen Zellen der

vorangegangenen Experimente nach Gewebsseparation beriicksichtigt.
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Abb. 3-20: Einfluss der Stimulation muskarinerger und adrenerger Rezeptoren auf die Summe aller kontraktilen
Krifte in atrialen und ventrikuldren Kardiomyozyten; ACh = Acetylcholin, Epi = (-)-Epinephrin, n = Anzahl der
Einzelmessungen, schwarzes Quadrat = Mittelwert, horizontale schwarze Linie = Median, Box = 25%-bzw.

75%-Quartil, Whisker = Min/Max, X = Ausreifler
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Der Median der Kontraktionskraft fiir unbehandelte, atriale Zellen betrug 87 nN (n = 95 nN,
o0 =48 nN). Dieser sank nach Behandlung mit 1 uM ACh auf 78 nN (n = 105 nN, o = 69 nN)
und stieg nach weiteren 10 min Inkubation mit 25 puM ACh wieder auf 86 nN (n = 102 nN,
o0 = 67 nN) an. Der Median der Kontraktionskraft unbehandelter, ventrikuldrer Zellen war mit
101 nN (p = 120 nN, o = 69 nN) geringfiigig groBBer als der der Vorhofzellen. Der positiv
inotrope Effekt von Epi lieB3 sich anhand der Daten jedoch nicht bestitigen, da die kontraktile
Gesamtkraft nach Behandlung mit 1 pM Epi auf einen Median von 78 nN
(u = 106 nN, 0 = 62 nN) absank. Zwar stieg dieser Wert fir 25 uM wieder auf 92 nN
(un = 102 nN, o = 52 nN) an, erreichte jedoch nicht der Ausgangswert. Der Effekt der

umgekehrten Behandlung der Zellen wurde an dieser Stelle nicht weiter untersucht.
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3.6. Generierung definierter und funktionaler Herzmuskel-Mikrogewebe

Herzmuskelzellen liegen in ihrem nativen Zustand keineswegs als Einzelzellen vor, sondern
bilden mit den umliegenden Zellen im Gewebeverband ein funktionelles Synzytium. Dabei
handelt es sich um einen hoch-organisierten Zellverbund, in dem die Zellen {iber
Glanzstreifen miteinander verbunden sind. Die in diesen enthaltenen Gap Junctions
ermoglichen die Erregungsausbreitung zwischen den einzelnen Herzmuskelzellen und
befdhigen sie zur simultanen Kontraktion.

Der folgende Teil der vorliegenden Arbeit befasste sich mit der Etablierung und
Charakterisierung  eines  Modellsystems  zur  Untersuchung des  koordinierten
Kontraktionsverhaltens multizelluldrer Herzmuskel-Mikrogewebe (u-Gewebe). Dazu wurden
differenzierte Kardiomyozyten aus der Mischkultur der Primérisolation mittels der unter 2.1.5
beschriebenen Technik angereichert und durch das unter 2.31 und 2.3.2 beschriebene
Verfahren in Strukturen verschiedener GroB3e zur Adhdsion gebracht. Zwei Tage nach Aussaat
fiillten die Zellen die vorgegebenen Bereiche vollstindig aus und wurden hinsichtlich ihres
Kopplungs- und Kontraktionsverhaltens analysiert.

Fiir die Generierung definierter p-Gewebe wurden aufgereinigte Kardiomyozyten verwendet,
um ausschlieBlich die Interaktion zwischen Herzmuskelzellen zu untersuchen. Dabei wurden
zwel Versuchsansitze verfolgt. Als Ausgangsmaterial fiir die Zellanreicherung wurde zum
einen die gesamte aus der Isolation gewonnene Mischkultur, zum anderen wurde vor der
Aufreinigung eine gewebsspezifische Trennung der Vorhéfe von den Ventrikeln
vorgenommen. In beiden Féllen wurde das gesammelte Gewebe mechanisch und enzymatisch
zerkleinert und die so vereinzelten Zellen als Ausgangsmaterial fiir die Zellaufreinigug
verwendet. Aus den gewonnenen Kardiomyozyten wurden p-Gewebe aufgebaut und deren
elektrochemischen und zellmechanischen Eigenschaften charakterisiert. Danach wurden die

Zellen immunhistochemisch gefédrbt und hinsichtlich ihrer Zellarchitektur weiter untersucht.

3.6.1. Kontrollierbare und reproduzierbare Gewebsstrukturen

Bei den zu erzielenden Strukturen handelte es sich als Adhdsionsgrundlage um Rechtecke
unterschiedlicher Fldchen und Aspektverhidltnisse. Neben zwei Quadraten mit 50 bzw.
100 pm Kantenldnge wurden insgesamt sechs Rechtecke gebildet, bei denen fiir jeweils 3 von
thnen eine Seite konstant gehalten und die andere zunehmend verbreitert wurde. Bei der einen

Gruppe wurde die lingere Seite konstant bei 100 um gehalten, wihrend die andere von 16 pm
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iiber 25 pum auf 50 um variierte. Im anderen Fall lag die Lénge der konstanten Seite bei
200 um, wihrend die kurze Seite wie zuvor beschrieben variiert wurde.

Abb. 3-21 zeigt am Beispiel ausgewihlter Zellen die Struktur der acht verschiedenen
nu-Gewebe. Sowohl auf Basis der Sarkomeranordnung als auch des Spreitverhaltens der
Zellen lieB sich kein Unterschied zwischen den beiden verschiedenen Ansétzen erkennen. In
beiden Féllen lieBen sich Zellverbidnde generieren, die dank des hohen Myozytenanteils
vollkommen frei von Nicht-Herzmuskelzellen waren. Diese Zellen fiillten die ihnen zur
Verfligung stehenden Adhédsionsbereiche nahezu vollstindig aus. Daher wurden die
fluoreszenzmikroskopischen = Aufnahmen aller p-Gewebe in  diesem  Abschnitt
zusammengefasst. Die Strukturen blieben aufgrund des geringen Proliferationspotenzials der
Kardiomyozyten formstabil. Je nach GewebsgroBBe variierte die Anzahl der Zellen im
Verband. In Bereichen hoher Zelldichte verliefen die Myofibrillen groftenteils ungeordnet. Je
nach Anzahl der Zellen iiberlagerten sich die Zellkdrper in manchen Bereich, sodass die
Myofibrillen in unterschiedlichen Ebenen verliefen und eine detaillierte mikroskopische
Erfassung mittels Epifluoreszenzbeleuchtung somit nur schwer moglich war. Die weil3
umrahmten Einschiibe in den Immunfirbungen zeigen Vergroferungen von Bereichen, die
den Verlauf der Fibrillen und die Auspridgung der Z-Banden veranschaulichen. In den
Strukturen mit besonders hohen Aspektverhitnissen (16 um x 100 pm, 25 pm x 100 pm, 16
pum x 200 um und 25 pm x 200 um) zeigte sich, dhnlich wie bei den Einzelzellen eine
Ausrichtung der Myofibrillen entlang der Hauptachse der Struktur, jedoch verliefen sie dabei
nicht mehr parallel zu dieser. Neben der Geometrie der Adhésionsfliche wurde der Verlauf
der Fibrillen zusétzlich durch die Ausrichtung der jeweiligen Zelle mitbestimmt. Insbesondere
in den Bereichen benachbarter aneinandergrenzender Zellen (vgl. Abb. 3-21, 50 um x 200 pm
und 100 pm x 100 um) lieBen sich die abweichenden Orientierungen der Myofibrillen
erkennen. Ihr Verlauf wurde primér von der Ausrichtung der jeweiligen Zelle dominiert.

Wie im Fall der Einzelzellen in definierten Geometrien lief3 sich auch fiir die p-Gewebe eine
5-20%ige Abweichung der Zellflichen von der zu erwartenden Grofle der Strukturen
erkennen. Auf Basis der Bindrmasken der segmentierten Z-Banden lieBen sich, ebenfalls
vergleichbar zu den definierten Einzelzellen, ein Bedeckungsgrad der Sarkomere von
12 + 3% bis 14 £ 3% ermitteln. Mit 10 + 4% lag die 16 pm x 200 um grofle Struktur als
einzige aullerhalb dieses stabilen Intervalls. Dies ist vermutlich auf die Qualitdt der
Fluoreszenzmikrographen zurilickzufiihren, die eine akkurate Analyse nicht moglich machten.
Dartiberhinaus lieen sich aufgrund der aufwendigen Priparation zum Teil nur wenige

Strukturen fiir einzelne Gruppen untersuchen.
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Abb. 3-21: Aufgereinigte Kardiomyozyten in acht kiinstlich erzeugten u-Geweben unterschiedlicher Grof3e. Die
Zellen der aufgereinigten Kardiomyozytenfraktion wurden auf die konditionierten Substrate ausgesit und fiillten
nach Sedimentation die ihnen gebotenen Adhésionsflichen im Verlauf des Spreitvorgangs aus. Durch chemische
Passivierung des restlichen Substrats blieben die Zellen innerhalb ihrer vorgegebenen Grenzen und iiberwuchsen
diese selbst nach mehreren Tagen in Kultur nicht. Die Féarbung der quergestreiften Myofibrillen durch
Markierung der Sarkomerstrukturen (a-Actinin, griin) veranschaulicht die Ausrichtung des Zytoskeletts in
Abhingigkeit der Form. Durch die Uberlagerung aller Binirmasken der Zellflichen lieB sich die
Reproduzierbarkeit der Zellformauspragung ermitteln. Gleiches wurde fiir die Bindrmasken der segmentierten
Sarkomerstrukturen durchgefiihrt und gab Aufschluss iiber die dominierende Lokalisation der Myofibrillen. Der
Grad der Ubereinstimmung ldsst sich in beiden Fillen anhand der Farbskala ablesen. Die hell eingefirbten
Bildpunkte stellen Bereiche hoher Ubereinstimmung zwischen allen Masken dar. Die eingefiigten Zahlen
entsprechen den mittleren Zellflichen bzw. mittleren Bedeckungsgraden der Sarkomere =+ deren
Standardabweichungen; n = Anzahl der in der Mittelung enthaltenen Masken. Die mit ,,V* gekennzeichneten p-

Gewebe bestanden im jeweiligen Beispiel ausschlieSlich aus ventrikuldren Zellen. MaBstibe = 50 um

Zur Visualisierung der Zellkontakte wurden die p-Gewebe zusitzlich gegen das an deren
Bildung beteiligte 3-Catenin gefarbt. Es ist Bestandteil der Adherens Junction (sieche 1.1.4.6)
und vermittelt auf der intrazelluliren Seite gemeinsam mit o-Actinin und weiteren
Strukturproteinen die Bindung von Aktin-Mikrofilamenten an die transmembranen
Cadherine, die die Zellen letztendlich miteinander verbinden. Abb. 3-22 zeigt die Verteilung
von B-Catenin entlang der Zellgrenzen benachbarter Einzelzellen in den acht Beispielen
unterschiedlicher u-Gewebe. Fiir alle Strukturen lie3 sich die Auspridgung von Zellkontakten
nachweisen. Dabei existierten neben weitreichenden Sdumen entlang der gesamten
Kontaktgrenzen auch punktuelle Verbindungen. Anhand der Verteilung in den Zellverbianden
mit hohen Aspektverhéltnissen wurde deutlich, dass Zellen dazu neigten, die Lénge ihrer
Kontaktgrenzen zu maximieren. In den schmalen Strukturen zeichnete sich dieses Verhalten
durch eine zwischen zwei Zellen diagonal verlaufende Adhésionsbande aus (vgl. 16 pm x 200
pum und 25 um x 200 pm). Neben seiner strukturgebenden Rolle kann (-Catenin dariiber
hinaus noch als Transkriptionsfaktor fungieren. Aus diesem Grund lie sich in manchen

Zellen vermutlich ebenfalls ein nukleédres Signal detektieren.
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16 pm x 100 pm 25 pm x 100 pm 50 ym x 100 pm

16 pm x 200 pm 25 pm x 200 pm 50 uym x 200 pm 100 pm x 100 pm

Abb. 3-22: Visualisierung der Zell-Zell-Kontakte mittels B-Catenin Markierung in kiinstlich erzeugten

50 pym x 50 pm

p-Geweben verschiedener Grofle. Die Zellgrenzen benachbarter Zellen zeigten sich durch lange
Adhésionsstreifen (weile Pfeilspitzen). Dariiber hinaus bildeten sie Bereiche, in denen sie punktuell in Kontakt

traten (gelbe Pfeilspitzen). MaBstdbe = 20 um

Die Ergebnisse zeigten bis hierhin, dass es moglich war aus vereinzelten Kardiomyozyten
zusammenhdngende, in ihrer Form begrenzte pu-Gewebe aufzubauen, die nach erfolgtem
Adhisions- und Spreitvorgang Myofibrillen mit fiir Herzmuskelzellen charakteristischer,
durch die kontraktilen Sarkomeruntereinheiten hervorgerufener Querstreifung bildeten.
Dariiber hinaus verbanden sich benachbarte Zellen iiber Zell-Zell-Kontakte und schafften

somit die Voraussetzung fiir ein funktionelles Synzytium.



Kapitel 3 Ergebnisse 107

3.6.2. Elektro-chemische Kopplung in Herzmuskel-Mikrogeweben

Durch die erfolgreiche Substratkonditionierung fiigten sich die vereinzelten Zellen strukturell
zu multizelluldren Verbanden zusammen. Die Ausbildung der Zell-Zell-Kontakte legte nahe,
dass sich neben der mechanischen Verbindungen zwischen den Einzelzellen iiber Adherens
Junctions ebenfalls Gap Junctions ausbildeten, die die Zellen eines u-Gewebes zur elektro-
chemischen Kopplung miteinander befdhigten.

Zur Untersuchung der Synchronisation zwischen den Einzelzellen eines p-Gewebes wurden
diese mit dem Calcium-Indikator Fluo4-AM beladen und die Anderung der
Fluoreszenzintensitdt des Farbstoffs zeitlich hoch aufgelost verfolgt. Zur Veranschaulichung
der Synchronisation wurde der Signalverlauf der Fluoreszenzintensitit des Farbstoffs
wiéhrend eines Aktionspotenzials flir verschiedene Bereiche eines p-Gewebes analysiert. Die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abb. 3-23 zeigen die acht Beispielgewebe
wihrend ihres Intensitdtsmaximums. Fiir jedes der gezeigten u-Gewebe wurden verschiedene
Regionen ausgewdihlt und die lokale Intensitdtsénderung innerhalb dieses Bereichs untersucht
und gemeinsam mit den anderen Signalverldufen graphisch iiber die Zeit aufgetragen. Dabei
wurden die Signalverldufe der unterschiedlichen Regionen eines Zellverbandes auf den
hellsten Wert innerhalb der Struktur normiert. Unabhéngig von Form oder Zusammensetzung
der Gewebe lieB sich in allen Féllen zu Beginn ein synchroner Anstieg der
Fluoreszenzintensitdt in den einzelnen Regionen der jeweiligen Struktur beobachten. Auch
wenn sich die Signalverldufe der einzelnen Regionen einer Struktur in ihrer Amplitude und
der Zeit bis zum lokalen Intensitditsmaximum unterschieden, so entsprachen sie sich jedoch in
der Signaldauer und erreichten alle wieder gleichzeitig das Basisniveau. Abgesehen von den
50 um x 100 pm und 100 pm x 100 pm groBen Strukturen handelte es sich bei allen hier
gezeigten pu-Geweben um aus ventrikuldren Zellen aufgebauten Zellverbanden. Trotz der
Zellhomogenitit variierten die Signalformen fiir diese Strukturen ebenfalls zwischen den
Regionen. Der deutlichste Unterschied der Signalformen innerhalb eines Verbandes war hier
fiir das 50 pm x 50 um groBBe Gewebe zu erkennen. Wihrend die Intensitit in der oberen und
unteren rechten Ecke stetig anstieg, erreichte sie in der oberen und unteren linken Ecke ein
Plateau und fiel dann gemeinsam mit den anderen Regionen wieder auf das Basisniveau. In
manchen p-Geweben kam es an vereinzelten Stellen zu kurzen Calcium-Ereignissen, die sich
wie fir die 100 pm x 100 pum groBe Struktur gezeigt in kurzen Anstiegen der

Fluoreszenzintensitit einzelner Zellen abzeichneten.
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Abb. 3-23: Beispiele des rdumlichen und zeitlichen Verlaufs der normierten Signalintensitit des Calcium-

Indikators Fluo4-AM in multizelluliren p-Geweben verschiedener GroBe. Fiir jedes Beispiel wurde der

Signalverlauf in verschiedenen Regionen des Zellverbandes fiir die Dauer eines Aktionspotenzials erfasst und

graphisch dargestellt. Die farbige Kurve entspricht der gemessenen Signalintensitit im zugehdrigen,

gleichfarbigen Quadrat relativ zum globalen Intensitdtsmaximum. Die gestrichelten Linie im Graphen zeigen

den Zeitpunkt der maximalen Fluoreszenzintensitit. Die mit ,,V* gekennzeichneten p-Gewebe bestanden im

jeweiligen Beispiel ausschlielich aus ventrikuldren Zellen. MaBstdbe = 20 um
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Diese reichten jedoch nicht aus, um den Schwellenwert zur Ausbildung eines globalen
Aktionspotenzials im gesamten Verband zu iiberschreiten.

Der schnelle und gleichzeitige Anstieg der Signalintensitit wies darauf hin, dass alle Bereiche
des p-Gewebes unabhédngig von ihrer Entfernung zueinander gemeinsam depolarisierten.
Zwar lielen sich gelegentlich Einzelevents beobachten, klassische Calciumwellen, speziell
entlang der Strukturen mit hohem Aspektverhidltnis tauchten allerdings auf Basis der hier
verwendeten zeitlichen Aufnahmerate nicht auf. Die elektro-chemische Kopplung der
Kardiomyozyten bildete die notwendige Voraussetzung einer koordinierten und simultanen

Kontraktion aller Zellen des p-Gewebes.

3.6.3. Erregungs-Kontraktionskopplung in definierten Herzmuskel-
Mikrogeweben

Im néchsten Schritt galt es zu {liberpriifen, ob die elektro-chemische Kopplung der Zellen
innerhalb eines p-Gewebes diese auch zu einer koordinierten Kontraktion befdhigte. Dazu
wurden die generierten Zellverbinde mittels Zweikanalmessung hinsichtlich der Ubersetzung
des elektro-chemischen in ein mechanisches Signal in Form der Deformation ihres elastischen
Analysesubstrats untersucht.

Wie fiir die Einzelzellen wurde fiir jedes der acht Beispiele der p-Gewebe die
Fluoreszenzintensitit entlang eines vertikalen Linienprofils bestimmt und in einem
Kymogramm spaltenweise nebeneinander aufgetragen (Abb. 3-24). Diese Kymogramme
bestitigten zum einen den wunter 3.6.2 Dbeschriecbenen simultanen Anstieg der
Fluoreszenzintensitdt und damit den gleichzeitigen Einstrom von Calcium ins Zytoplasma der
beteiligten Einzelzellen im Verband. Zum anderen lieBen sich anhand der Kymogramme
schwache, lokale Einzelereignisse erkennen, die jedoch nicht zur Auslésung eines globalen
Aktionspotenzials fiihrten.

Fiir alle p-Gewebe wurde parallel zur Calciumanalyse die Substratdeformation anhand der
Verschiebung der in das Substrat eingebetteten Markerkugeln bestimmt. Die daraus
berechneten Verschiebungsvektorfelder wurden fiir alle identischen Strukturen auf Basis ihrer
Zellflachen tiberlagert und die Lénge der Vektoren an jeder Bildposition gemittelt. Die
Vektorfelder und die daraus ermittelten Deformationsamplituden sind ebenfalls in Abb. 3-24
dargestellt. Aufgrund der zum Teil geringen Anzahl von Messungen wurden an dieser Stelle
fiir jede Gruppe die Vektorfelder und Deformationsamplituden unabhéngig der

Zusammensetzung aller p-Gewebe gemittelt.
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Abb. 3-24: Charakterisierung der Funktionalitit kardialer Myozyten in kontrollierten Zellformen auf Basis ihres
Calciumsignals und der durch ihre Kontraktion hervorgerufenen Substratdeformation. Die Bilder der ersten
Spalte zeigen die Zellen aus Abb. 3-21 zum Zeitpunkt der maximalen Signalintensitit. Die mit ,,V*
gekennzeichneten u-Gewebe bestanden im jeweiligen Beispiel ausschlie8lich aus ventrikuldren Zellen. Fiir jedes
u-Gewebe wurde die Grauwertintensitét entlang eines Linienprofils (gelber Pfeil) mit einer zeitlichen Auflosung
von 20 ms iiber eine Bildsequenz von 10 s ermittelt und alle Zeitpunkte nebeneinander in einem Kymogramm
dargestellt. Das Linienprofil iiberspannt in den meisten Fillen mehr als drei Zellen. Anhand des simultanen
Intensitétsanstieges lieB sich die funktionale Kopplung zwischen den Einzelzellen im Zellverband erkennen.
Dunkle Spalten entsprechen einer niedrigen Fluoreszenzintensitit wéihrend der Diastole des pu-Gewebes. Die

Intensitdt stieg mit zunehmendem Calciumeinstrom bis zum Intensititsmaximum wéhrend der Systole. Der
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normierte Intensititsverlauf ist am weiBlen Signalprofil abzulesen. Die Frequenz eines p-Gewebes wurde
berechnet, indem die Anzahl der Kontraktionen gezédhlt und durch den Betrag der Differenz zwischen den
Zeitpunkten vor der ersten und nach der letzten Kontraktion geteilt wurde. Aus den Positionsunterschieden der
fluoreszierenden Kugeln im relaxierten und maximal kontrahierten Zustand wurde fiir jedes p-Gewebe ein
Verschiebungsvektorfeld (VVF) berechnet. Diese wurde entsprechend der Zellflichen zur Deckung gebracht und
gemittelt. Die relative Liange der Verschiebungsvektoren wurde zur Veranschaulichung iiber eine Skala
farbindiziert. Aus den VVFs wurde anschlieend die Deformationsamplitude bestimmt. n = Anzahl der in der

Mittelung enthaltenen p-Gewebe; Malistibe = 20 pm

Wie bereits bei den einzelligen Systemen aus Kapitel 3.3.2 ergab sich fiir die hier generierten
Rechtecke ein Verschiebungsdipol, bei denen die stirksten Verschiebungen von den kurzen
Kanten der Strukturen ausgehend in deren Zentrum zeigten und mit Anndherung an den
Mittelpunkt der Struktur stetig abfielen, bis sie sich dort vollends kompensierten. Fiir die 16
pum x 100 pm, 50 pm x 100 um und 16 pm x 200 um groBBen u-Gewebe ergab sich jedoch
teilweise bis in die Ndhe des Zentrums eine erkennbare Verschiebung. In diesen Fillen ist der
Effekt vermutlich auf das unterschiedliche Adhisionsverhalten der Zellen in den
Einzelmessungen zuriickzufiihren und wird im Diskussionsteil ndher betrachtet. Bei den
quadratischen Strukturen ergaben sich ebenfalls zu den Einzelzellmessungen vergleichbare
Verschiebungsmuster. Aus den Verschiebungsvektorfeldern geht hervor, dass die
Hauptachsen der Verschiebung entlang der Winkelhalbierenden der rechten Winkel der
quadratischen Strukturen verlaufen und ebenfalls in deren Zentrum zeigten. Zur Mitte des
Gewebes nahmen sie ab bis sie schlieBlich nicht mehr nachzuweisen waren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Zellen in den kiinstlich generierten p-Geweben funktionelle
Synzytien bildeten, die in dieser GrofBenordnung qualitativ vergleichbare elektro-chemische
und biomechanische Eigenschaften zu Einzelzellen in dhnlichen Geometrien geringerer Grof3e

aufwiesen. Diese galt es im nichsten Schritt quantitativ zu erfassen.
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3.6.4. Bestimmung des zeitlichen Versatzes zwischen Calcium-Signal und
Zellkontraktion in definierten Herzmuskel-Mikrogeweben

Zur Bestimmung des At zwischen Calcium-Signal und der resultierenden Zellkontraktion
wurden die unterschiedlichen u-Gewebe aus Misch- und ventrikuldren Zellverbianden analog
zu den Messungen der Einzelzellen analysiert. Dabei wurden wihrend der Zweikanalmessung
die Anderung der Fluoreszenzintensitit des Calcium-Indikators Fluo4-AM und die
Verschiebung der im elastischen Substrat eingebetteten fluoreszierenden Markerkugeln
simultan mit einer zeitlichen Auflésung von 50 Hz analysiert. Der berechnete At wurde gegen
die Kontraktionsfrequenz aufgetragen (Abb. 3-25).

Die Korrelation zwischen Kontraktionsfrequenz und At blieb, wenn auch schwécher
ausgepragt, fiir u-Gewebe weitestgehend erhalten. Zellverbiande mit Kontraktionsfrequenzen
oberhalb des Medians wiesen niedrige At-Werte auf und solche unterhalb des Medians zeigten
einen hohen At. Der Median der Kontraktionsfrequenz fiir die aus der Mischpopulation
aufgebauten p-Gewebe betrug 0,73 Hz (n = 0,81 Hz, o = 0,34 Hz, n = 34) und fiir die
ventrikuldren Zellverbdnde 0,39 Hz (un = 0,50 Hz, o = 0,24 Hz, n = 23). In beiden Fillen
schlugen die mehrzelligen Systeme damit deutlich langsamer als die Einzelzellen (vgl.
Abb. 3-15). Der Median des At fiir ventrikulire Gewebe lag mit 147 ms (n = 150 ms,
o =71 ms, n = 23) nur geringfiigig hoher als der Median der Misch-Gewebe mit 130 ms
(n =130 ms, o = 60 ms, n = 33). Eine Messung der Misch-Gewebe konnte nicht ausgewertet
werden. Im Hinblick auf den Zusammenhang zwischen At und der Gewebegeometrie liel3 sich
keine direkte Abhdngigkeit erkennen. Sowohl die kleinen als auch die groBBen Formen wiesen
unterschiedlich hohe At auf. Einige grole Geometrien mit hohen Zellzahlen besallen zum Teil
kurze At. Tendenziell lag der At fiir Strukturen mit hohen Aspektverhéltnissen
vergleichsweise hoher als der der restlichen Strukturen.

Zusétzlich wurde der Zusammenhang zwischen der Zellfliche der u-Gewebe und At
untersucht (Abb. 3-26). Wie bereits fiir die Einzelzellen gezeigt, lieB sich auch hier keine
Abhingigkeit des Dt von der Zellfliche erkennen (vgl. Abb. 3-4). u-Gewebe mit einer
Zellfliche > 5000 pum’ besaBen fiir Dt, dhnlich wie fiir wenige Einzelzellen, einen
Medianwert von 101 ms (un = 120 ms, o = 52 ms, n = 16). Solche Strukturen, die aus > 15

Zellen bestanden zeigten dabei sogar einen unterdurchschnittlichen At.
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Abb. 3-25: Zusammenhang zwischen der Kontraktionsfrequenz und dem zeitlichen Versatz At in Abhingigkeit
der p-Gewebegeometrie. Die Farbe eines Symbols gibt Auskunft iiber die in einem p-Gewebe enthaltene
Zellzahl. Die umrahmten Datenpunkte repriasentieren u-Gewebe, die ausschlieBlich aus ventrikuldren Zellen
bestanden. Die diinn bzw. dick gestrichelten Linien stellen den Medianwert des Analyseparameters der

ventrikuldren Zellverbiande bzw. den der Mischpopulation dar.
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Abb. 3-26: Zusammenhang zwischen der Zellzahl und dem zeitlichen Versatz At in Abhidngigkeit der
u-Gewebegeometrie. Die Farbe eines Symbols gibt Auskunft iiber die Flache des p-Gewebes. Die umrahmten

Datenpunkte repriasentieren p-Gewebe, die ausschlieBlich aus ventrikuldren Zellen bestanden.
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In einer direkten Gegeniiberstellung der Einzelmessungen aus den verschiedenen
n-Gewebegeometrien zeigte sich in finf von acht Fallen ein hoherer Medianwert fiir den At
ventrikuldrer Zellverbidnde im Vergleich zu ihren aus Mischpopulationen aufgebauten
Gegenstiicken (Abb. 3-27). Die 100 um x 100 um grofen Strukturen beider Gruppen zeigten
nahezu gleiche Medianwerte, fiir 25 pm x 100 pm und 50 um x 200 um lieB sich fiir die
ventrikuldren p-Gewebe ein niedrigerer At verzeichnen. Hierbei gilt jedoch zu beachten, dass
die Ergebnisse auf einer kleinen Stichprobe basieren und stichhaltige Aussagen vermutlich

erst nach weiteren Versuchen getroffen werden kdnnen.
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Abb. 3-27: Zusammenhang zwischen der p-Gewebegeometrie und dem zeitlichen Versatz At zwischen Calcium-
Signalen und Substratdeformation. Die Zahlen auf der oberen Abszisse entsprechen den vorgegebenen
Abmessungen der p-Gewebe in [um]. M = p-Gewebe aus gemischter Kardiomyozytenpopulation, V = p-

Gewebe aus ventrikuldren Kardiomyozyten, schwarzes Quadrat = Mittelwert, horizontale schwarze Linie =

Median, Box = 25%- bzw. 75%-Quartil, Whisker = Min/Max, X = Ausreiller, Raute = Einzelmessung.
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3.6.5. Abschitzung der kontraktilen Krifte kardialer Myozyten in definierten
Herzmuskel-Mikrogeweben

Anhand der durch die Kontraktion der u-Gewebe hervorgerufenen Substratdeformationen
wurden deren kontraktile Gesamtkréfte bestimmt. Dabei liel sich eine mit zunehmender
Zellzahl und GroBe des p-Gewebes steigende Kontraktionskraft beobachten (Abb. 3-28).

nu-Gewebe gleicher GroB3e kontrahierten starker mit steigender Zellzahl.
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Abb. 3-28: Zusammenhang zwischen der Zellzahl und der Summe aller kontraktilen Krifte in Abhéngigkeit der
u-Gewebegeometrie. Die Farbe eines Symbols gibt Auskunft iiber die Flache des p-Gewebes. Die umrahmten
Datenpunkte reprdsentieren p-Gewebe, die ausschlielich aus ventrikuldren Zellen bestanden. Das
Bestimmtheitsma R? der gepunkteten Linie gibt den Grad des Zusammenhangs zwischen Zellzahl und

Kontraktionskraft ventrikuldrer p-Gewebe an, die gestrichelte Linie den der Misch-Gewebe.

Im direkten Vergleich der unterschiedlich zusammengesetzten u-Gewebe gleicher Grofie
wiesen durchweg alle ventrikuldren Zellverbande die hoheren kontraktilen Gesamtkréfte auf
(Abb. 3-29). Wie unter 3.6.4 bereits angemerkt, sei auch hier auf die zum Teil geringe Anzahl
an Einzelmessungen verwiesen. Die statistische Relevanz der Daten sollte durch weitere

Folgeversuche verifiziert werden.
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Abb. 3-29: Summe aller kontraktilen Krifte in Abhingigkeit der u-Gewebegeometrie; Die Zahlen auf der
oberen Abszisse entsprechen den vorgegebenen Abmessungen der pu-Gewebe in [um]. M = p-Gewebe aus
gemischter Kardiomyozytenpopulation, V = p-Gewebe aus ventrikuldren Kardiomyozyten, schwarzes Quadrat =
Mittelwert, horizontale schwarze Linie = Median, Box = 25%- bzw. 75%-Quartil, Whisker = Min/Max, X =

Ausreifler, Raute = Einzelmessung.
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3.7. Charakterisierung humaner, aus induziert pluripotenten

Stammzellen-abgeleiteter Kardiomyozyten

In dieser Arbeit wurden differenzierte Kardiomyozyten aus embryonalen Rattenherzen
hinsichtlich ihrer Erregungs-Kontraktionskopplung untersucht. Als Mal3 dafiir dienten unter
anderem der zeitliche Versatz zwischen Calcium-Signalen und der resultierenden durch die
Zellkontraktion hervorgerufenen Substratdeformation. Mit Hilfe dieses Messverfahrens lieBen
sich durch die Korrelation zwischen Kontraktionsfrequenz und At, aber auch auf Basis
verschiedener Strukturparametern ventrikulire und atriale Kardiomyozyten voneinander
unterscheiden und anhand der fiir sie charakteristischen Kennzahlen innerhalb einer
Mischkultur identifizieren.

In einem abschlieenden Versuch sollte untersucht werden, inwiefern sich die in dieser Arbeit
verwendeten Messmethoden auf aus Stammzellen abgeleitete Kardiomyozyten anwenden
lieBen, um diese somit einer der beiden Zelltypen zuordnen zu konnen. Dazu wurden humane,
aus induziert pluripotenten Stammzellen (engl.: induced pluripotent stem cells, iPSCs)
abgeleitete Kardiomyozyten (Cor.4U, Axiogenesis, Kdln) auf elastischen Analysesubstraten
mit eingebetteten, fluoreszierenden Markerkugeln und einer Steifigkeit von 15 kPa fiir 2 Tage
kultiviert und anschlieBend wie zuvor beschrieben mittels simultaner Zweikanalmessung

analysiert.

3.7.1. Zellmorphologie iPSC-abgeleiteter Kardiomyozyten

Zur Untersuchung ihrer Zellmorphologie wurden die iPSC-abgeleiteten Kardiomyozyten in
einem ersten Schritt gegen a-Actinin gefarbt und zur Bestimmung der Zellzahl wurden ihre
Zellkerne mittels DAPI Behandlung visualisiert.

Abb. 3-30 veranschaulicht anhand von sechs Beispielen die typische Form und den Aufbau
der verwendeten iPSC-Kardiomyozyten nach zweitdgiger Kultur auf elastischen
Silikonkautschuksubstraten.  Einzelzellen bildeten rundliche Adhéisionsformen mit
unterschiedlich stark ausgepriagten Sarkomerstrukturen. Zumeist verliefen die Myofibrillen
der Einzelzellen radial entlang der Zellgrenzen, wie es auch fiir die Primérzellen in kiinstlich
generierten Kreisgeometrien der Fall war. Es lieBen sich keine langlich aufgespreiteten Zellen

erkennen.
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Abb. 3-30: Zellmorphologie iPSC-abgeleiteter Kardiomyozyten unterschiedlicher Grofle als Einzelzellen (1-3)
und im Zellverband (4-6). Aus den a-Actinin Farbungen (griin) wurden die Bindrmasken der Zellfldche und der
Sarkomere bestimmt. Die eingefiigten Zahlen entsprechen den fiir die einzelnen Beispiele ermittelten Werten der
Zellfliche und des Bedeckungsgrades der Zellfliche mit Sarkomeren. In blau sind die Kerne der Zellen zu
erkennen. Die weiBlen Pfeilspitzen markieren die lamellenartigen Ausstiilpungen des jeweiligen Zellkorpers. Die

gelbe Pfeilspitze in Beispiel 2 markiert eine Stressfaser-artige Struktur. MafBstibe 20 um

Auch in Zellverbdanden behielten die Zellen ihre fiir sie charakteristisch rundliche Form und
lieBen sich daher am ehesten mit den weniger organisierten ventrikuldren Primirzellen
vergleichen. Manche Zellen besalen lamellenartige Ausstiilpungen des Zellkérpers und
dhnelten damit polarisierten epidermalen Zellen. Jedoch konnten auch in diesen
Ausstiilpungen Myofibrillen identifiziert werden. Mit zunehmender Zellzahl lie3 sich auch
eine Vergroflerung der Zellfliche beobachten und der Bedeckungsgrad des a-Actinin Signals
lag mit Werten zwischen 13-16% innerhalb des fiir Primérzellen ermittelten Bereichs. Der
effektive Bedeckungsgrad der Sarkomere lag jedoch vermutlich unter diesem Wert, da
Strukturen in dieser Auswertung mit einbezogen wurden, die offensichtlich nicht in den

Z-Banden lokalisiert waren.

3.7.2. Bestimmung des zeitlichen Versatzes zwischen Calcium-Signal und
Zellkontraktion in iPSC-abgeleiteten Kardiomyozyten

Die verwendeten iPSC-abgeleiteten Kardiomyozyten wurden aus konfluent in einer
Monoschicht wachsenden und simultan schlagenden Zellverbdnden enzymatisch vereinzelt
und auf die zuvor beschichteten Analysesubstrate ausgebracht. Diese schlugen bereits nach
wenigen Stunden wieder eigenstindig und konnten nach 2 Tagen unter den zuvor
beschriebenen Versuchsbedingungen untersucht werden, mit dem einzigen Unterschied, dass
sie permanent im speziell fiir sie entwickelten und vom Hersteller bezogenen Medium
(Ax-M-HC250, Cor.4U Kulturmedium, Axiogenesis) gehalten werden mussten. Der
Austausch des Kulturmediums gegen den fiir alle anderen Versuche verwendeten
Analysepuffer fiihrte zu sofortigem Arrest der Zellkontraktion. Die Beladung der Zellen mit
dem Calcium-Indikator Fluo4-AM erfolgte daher ebenfalls im mitgelieferten Kulturmedium.
Trotz der Anwesenheit des im Medium enthaltenen Kélberserums, welches aufgrund seiner
Aggregatbildung mit dem Farbstoff nicht im fiir die anderen Versuche verwendeten

Ladepuffer (siehe 2.5.2) enthalten war, gelang eine Beladung der Cor.4U Zellen problemlos.
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Von den insgesamt 74 Zellen mit einem regelmifBigen Calciumsignal konnten nur 36 Zellen
bzw. Zellverbdnde hinsichtlich ihres At analysiert werden, da der Rest von ihnen trotz ihrer
spontanen Depolarisation und deutlich erkennbarem Calciumeinstrom nicht in der Lage
waren, das Substrat durch ihre Kontraktion zu deformieren. Bei den analysierten Zellen
handelte es sich sowohl um Einzelzellen als auch um kleine Zellverbédnde. Fiir diese lief} sich
der charakteristische Verlauf der Korrelation zwischen Kontraktionsfrequenz und At ebenfalls
nachweisen (Abb. 3-31). Der Median der Frequenz aller untersuchten Zellen lag bei 0,97 Hz
(n =098 Hz, o = 0,37 Hz) und der Median des At betrug 62 ms (u = 77 ms, o = 43 ms).
Durch Unterteilung des Graphen auf Basis der Medianwerte lieen sich zwei
Hauptpopulationen von Zellen identifizieren. Dabei lagen 15 der 18 Zellen mit einer
Kontraktionsfrequenz > 0,98 Hz unterhalb des Medians des At (unterer rechter Quadrant) und
ebenfalls 15 von 18 weiteren Zellen iiber dem Medianwert (oberer linker Quadrant). Die
Zellzahl innerhalb der Zellverbénde schien in diesem Zusammenhang keinen Einfluss auf das

Signalverhalten zu haben.
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Abb. 3-31: Zusammenhang zwischen der Kontraktionsfrequenz und dem =zeitlichen Versatz At in iPSC-
abgeleiteten Kardiomyozyten. Jedes ,,+* entspricht einer Einzelmessung, die Farbe eines Symbols gibt Auskunft
iiber die Anzahl der Zellen innerhalb des analysierten Verbandes. Die gestrichelten Linien stellen den

Medianwert des Analyseparameters dar.
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3.7.3. Abschitzung der kontraktilen Krifte iPSC-abgeleiteter Kardiomyozyten
Wie bereits erwdhnt war nur die Halfte aller spontan kontrahierenden Cor.4U Zellen trotz
erkennbarer Verkiirzung des Zellkorpers in der Lage das unterliegende Substrat zu verformen.
Aus den verbleibenden Zellen bzw. Zellverbidnden wurden die kontraktilen Kréfte ermittelt
und in Abhéngigkeit der Zellfliche und Zellzahl untersucht (Abb. 3-32).

Die Zellfliche stieg mit zunehmender Zellzahl an. Fiir alle analysierten Zellen und
Zellverbinde ergab sich ein Median von 2.764 pm® (i = 3.436 pm?, o = 2.069 pm?) und ein
Aspektverhéltnis von 1,18 (un = 1,25, 0 =0,17). Als Median erreichten die Cor.4U Zellen eine
Kraft von 69 nN (n = 90 nN, o = 79 nN). Bei 15 der insgesamt 36 Messungen handelte es
sich um Einzelzellanalysen. Auf FEinzelzellebene erreichten die iPSC-abgeleiteten
Kardiomyozyten einen Median von 57 nN (u = 78 nN, o = 89 nN, Abb. 3-33). Die hohe

Standardabweichung wurde durch einen Ausrei3er mit 362 nN verursacht.
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Abb. 3-32: Zusammenhang zwischen der Zellfliche und der Summe aller kontraktilen Kréfte in iPSC-
abgeleiteter Kardiomyozyten. Jedes ,,+ entspricht einer Einzelmessung, die Farbe eines Symbols gibt Auskunft
iiber die Anzahl der Zellen. Die gestrichelten Linien stellen den Medianwert des jeweiligen Analyseparameters

dar.
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Die kontraktilen Gesamtkrifte der Cor.4U Zellen lagen damit im Vergleich zu denen der
ventrikuldren und atrialen Primérzellen deutlich niedriger (Abb. 3-33). Fiir die ventrikuldren
Zellen ergab sich ein Median von 101 nN (u = 120 nN, o = 69 nN) und fiir atriale Zellen bei

87 nN (u = 95 nN, o = 48 nN). Diese Werte stammten aus den unter 3.5.4 beschriebenen

Untersuchungen.
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Abb. 3-33: Vergleich der Summe aller kontraktilen Krifte ventrikuldrer und atrialer Kardiomyozyten und iPSC-

abgeleiteter Kardiomyozyten auf Einzelzellebene. Schwarzes Quadrat = Mittelwert, horizontale schwarze Linie
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4. Diskussion

4.1. Niedrige Fusogenitit kardialer Myozyten ermdoglicht zellspezifische

Anreicherung

Die Interaktionen von Zellen in mehrzelligen Systemen auf Gewebs- oder Organebene sind
komplexe Prozesse, die zum Teil erst im Zusammenhang verstanden werden kdnnen, wenn
deren individueller Beitrag zum Gesamtgefiige geklart ist. Zu einem besseren Verstdndnis der
Interaktion differenzierter Herzmuskelzellen wurden im Rahmen dieser Arbeit mehrzellige
Systeme, sogenannte u-Gewebe, etabliert und biochemisch sowie zellmechanisch
charakterisiert. Die Analyse stellte hohe Anforderungen an die Kontrollierbarkeit und
Reproduzierbarkeit des zu untersuchenden Systems. Um die Homogenitit der zu
untersuchenden Systeme zu gewéhrleisten, wurden p-Gewebe untersucht, die ausschlie8lich
aus differenzierten, embryonal isolierten kardialen Myozyten bestanden. Diese bilden im
murinen Myokard mit ungefdhr 56% den Hauptanteil der Zellen. Neben den
Herzmuskelzellen tragen Fibroblasten mit ca. 27% einen signifikanten Teil zur
Gesamtzellzahl des Herzmuskels bei (Banerjee et al., 2007). Diese weisen im Gegensatz zu
Kardiomyozyten zum Teil hohe Proliferationsraten auf mit Verdopplungszeiten zwischen 15
und 30 Stunden je nach Kulturbedingungen (Yusuf et al., 2013). Diese hohe Teilungsrate
stellen fiir die Erhaltung definierter Strukturen mehrzelliger Systeme und Langzeitkulturen
ein schwerwiegendes Problem dar, da Kardiomyozyten selbst als enddifferenzierte Zellen
nahezu keine Teilungsrate mehr aufweisen.. Aus diesem Grund mussten die isolierten
Kardiomyozyten zunichst angereichert werden, um zum einen die Integration unerwiinschter
Zelltypen in die u-Gewebe zu verhindern, zum anderen um das Analysesubstrat frei von
proliferierenden Zellen zu halten, die die geordneten Strukturen liberwachsen kénnen.

Zur Anreicherung der kardialen Myozyten wurde eine Methodik entwickelt, dessen Basis ein
Systems darstellte, welches im Institut entwickelt worden war. Es basierte auf der
Funktionalisierung der Plasmamembran von Zellen mittels fusogener Liposomen (Kleusch et
al., 2012; Csiszar et al., 2014; Hoffmann et al., 2014; Naumovska et al., 2014). Hierbei ist die
Effizienz des Fusionsprozesses von Zelltyp zu Zelltyp unterschiedlich. Wihrend die
Plasmamembran von Fibroblasten gut empfanglich fiir die Reaktion mit Fusionsliposomen
(FLs) zu sein schien, zeigten Kardiomyozyten fiir die Behandlungsdauer von 4 min eine
besonders niedrige Fusionseffizienz (Fusogenitit). Diese Beobachtung wurde sich in der
vorliegenden Arbeit zunutze gemacht, um die beiden Zellpopulationen nach erfolgter

Primérisolation voneinander zu trennen. Dazu wurde in die FLs neben dem neutralen Lipid
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DOPE und dem kationischen Lipid DOTAP zusétzlich ein DOPE-Biotin Konjugat eingebaut,
welches nach Fusion der FLs mit der Zielzelle in ihre Plasmamembran inkorporiert wurde,
um diese zu funktionalisieren. Die Biotingruppen eigneten sich aufgrund ihrer hohen
Bindeaffinitit zu Avidin (Kq = 10" bis 10™"° mol/I; Hytonen et al., 2005) hervorragend fiir die
selektive Markierung mittels Avidin-konjugierter Magnetpartikel (Hersch et al., 2015).

Der Fusionsmechanismus als solcher ist noch nicht vollkommen entschliisselt. Es liegt jedoch
nahe, dass die Fusogenitit verschiedener Zellen mit ihrer charakteristischen
Oberflachenbeschaffenheit zusammenhidngen muss. Ein Indiz dafiir lieferten Mounkes und
Kollegen (Mounkes et al., 1998), als sie zeigten, dass die Aufnahme von kationischen
Liposomen-DNA Komplexen in aktivierten Lymphozyten erst durch die Anwesenheit
membranstindiger Proteoglykane ermdglicht wurde. Der gleiche Effekt konnte auch fiir die
Polyamin-basierten kationischen Lipide Lipofectamin und Transfectam gezeigt werden
(Belting & Petersson, 1999a; b).

Dies wiirde ebenfalls eine Erkldrung fiir die erfolglosen Versuche des transienten Transfers
von Plasmid-DNA in kardiale Myozyten durch das nicht-virale Transfektionsreagenz
Polyethylenimin (PEI) liefern. PEI ist in der Biotechnologie zur Herstellung rekombinanter
Proteine weit verbreitet. Aufgrund seiner hohen positiven Ladungsdichte ist es in der Lage
Nukleinsduren effizient zu kondensieren (Boussif et al., 1995). Diese bilden mit DNA positiv
geladene transfektions-kompetente Komplexe (sogenannte ,,Polyplexe®), welche wiederum
mit anionischen Resten an der Zelloberfliche wechselwirken. Ein postulierter Mechanismus
flir deren Aufnahme ist die unspezifische Bindung an die negativ geladenen
Glykosaminoglykan-Seitenketten der Glypikane und Syndekane, den beiden Hauptgruppen
der Heparansulfat-Proteoglykane (Kopatz, Remy & Behr, 2004).

Ein weiterer Erkldrungsansatz fiir die geringe Fusogenitit kardialer Myozyten ist ihr
instabiles Membranpotenzial. Fiir zell-penetrierende kationische Peptide konnte gezeigt
werden, dass deren Aufnahme stark vom transmembranen Potenzial der Zielzelle abhéngt
(Rothbard et al., 2004; Lin & Alexander-Katz, 2013). Die verwendeten FLs besitzen ein Zeta-
Potenzial von +75 mV (Hersch et al., 2015). Dieses stark positive Potenzial ermoglicht
normalerweise den Kontakt zwischen den FLs und der negativ geladenen Plasmamembran.
Frisch isolierte Kardiomyozyten zeigten bereits in Suspension spontane lokale oder globale
Calcium-Ereignisse (Abb. 4-1). Wéhrend der Depolarisation einer Herzmuskelzelle steigt ihr
Membranpotenzial von -90 mV auf +30 mV an (siche 1.1.5.2). Es wére denkbar, dass es
daher aufgrund der Potenzialumkehr zu kurzzeitigen elektrostatischen AbstoBungsreaktionen

zwischen den positiv geladenen FLs und der depolarisierten Zelle kommt.
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Ventrikel 1 £ Vorhof

Abb. 4-1: Spontaner Anstieg der intrazelluliren Calcium-Konzentration in frisch isolierten, in Suspension
befindlichen ventrikuldren und atrialen Kardiomyozyten. Die Kymogramme verdeutlichen den Signalverlauf der
Fluo4-AM Fluoreszenzintensitét entlang der Linienprofile (gelbe Pfeile) in den Zellen 1 bis 4 in einem Zeitraum

von 10 Sekunden. Die weille Pfeilspitze in Zelle 2 markiert lokale Calcium-Ereignisse. Maf3stdbe = 40 um

Ahnliche Effekte wurden in Fall der SNARE-vermittelten Fusion zwischen biologischen
Membranen beobachtet. Diese spielen unter anderem eine Schliisselrolle bei dem vom
endoplasmatischen Retikulum ausgehenden Vesikeltransport und dem Andocken des
Transportvesikels an die Zielmembran (Burri et al., 2003) oder der Exozytose von
Neurotransmittern aus Nervenzellen in den synaptischen Spalt (Schiavo et al., 1997). SNARE
Proteine (engl.: soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor) lassen sich
grob in zwei Kategorien klassifizieren. Zum einen vesicle oder v-SNAREs, die in der
Membran des Transportvesikels lokalisiert sind, zum anderen target oder -SNAREs, die sich
in den Membranen der Zielkompartimente befinden (Malsam & Sollner, 2011). Treten beide
in nahen rdumlichen Kontakt vermitteln sie die Fusion der Donor- und der Zielmembran. Zur
Analyse der Interaktion von v-SNAREs und ~SNAREs wurden diese in die Membranen von
FLs integriert und deren Anndherung unter physiologischen Salzkonzentrationen mittels
FRET-Messungen analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine Verringerung der
Ionenstirke des Analysepuffers zur Inhibierung der SNARE-vermittelten Membranfusion
fiihrte (van den Bogaart et al., 2011). Unter Kontrollbedingungen bei 150 mM KCI waren die
Liposomen noch in der Lage sich auf 7A anzunihern, wihrend eine Reduktion der
Ionenstirke in einem 5 mM KCl Puffer den Abstand auf 25A erhohte, was auf die
ladungsbedingte AbstoBung der beiden FLs zuriickzufiihren war, da beiden hohe Anteile
anionischer Lipide enthielten.

Die Hypothese der elektrostatischen AbstoBung zwischen den Kardiomyozyten und den FLs
wurde iberpriift, indem adhdrent wachsende, spontan kontrahierende Myozyten mit dem
Dihydropyridin Nifedipin behandelt wurden, um die L-Typ Calciumkanéle zu blockieren und

somit die Depolarisation der Zellen zu unterdriicken. Allerdings lie3 sich auf Basis weniger
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Versuche keine erfolgreiche Fusion verzeichnen. Dieser Ansatz wird im Anschluss an diese
Arbeit allerdings weiterhin verfolgt.

Die Charakterisierung der Aufreinigungseffizienz der kardialen Myozyten aus der
Mischkultur der Primérisolation erfolgte auf Basis fluoreszenzmikroskopischer Analysen an
adhérent wachsenden, fixierten und immunhistologisch markierter Zellen. Der in der Literatur
beschriebene Myozyten-spezifische Oberflichenmarker SIRPo (Dubois et al., 2011) fiir die
Anwendung in der Durchflusszytometrie erwies sich in unseren Héanden als unbrauchbar. Eine
weitere, nicht-genetische Mdglichkeit zur zytometrischen Unterscheidung von Myozyten in
Mischkulturen besteht in der Farbung ihrer Mitochondrien mittels Tetramethylrhodamin-
Methylester Perchlorat (Hattori et al., 2010). Dieser Ansatz wurde jedoch nicht weiter
verfolgt. Der Versuch der Etablierung einer eigenen zytometrischen Farbemethode durch
Fixierung und Perforation der Zellen nach Isolation und anschlieBender Markierung
intrazelluldrer Strukturen war ebenfalls nicht erfolgreich. Die bei adhdrent wachsenden Zellen
hochspezifische Farbung des sarkomerspezifischen o-Actinins wurde in mehreren
Versuchsansétzen erprobt. Diese ergab aber aufgrund unspezifischer Wechselwirkungen des
Sekundérantikorpers in allen Zellen der Primaérisolation falsch-positive Signale. Auch die
Konjugation des Primdrantikérpers mit hochspezifischen, fluoreszenzmarkierten F(ab),
Fragmenten (Zenon Alexa Fluor 488 Ziege Anti-Maus IgG1 Kit, Life Technologies) lieferte
keine Verbesserung, obwohl die Funktionalitidt der Konjugate in adhédrenten Zellen {iberpriift
wurde und diese durchaus zufriedenstellende Resultate zeigten.

Aus den Immunfirbungen der unter 3.6 gezeigten Ergebnisse der u-Gewebe geht hervor, dass
sich kardiale Myozyten zum einen erfolgreich anreichern lieBen und diese zum anderen auch
funktionell waren. In keinem der analysierten Zellverbédnde lieen sich Fibroblasten oder
andere Zellsorten nachweisen. Die Quantifizierung des Myozytengehalts in den
aufgereinigten Zellfraktionen (siehe 3.1) wies ebenfalls deutlich auf eine erfolgreiche
Anreicherung hin. Zusétzlich wurde die Datensdtze auch manuell ausgezahlt. Dabei ergab
sich fiir das Makro eine Abweichung von lediglich 2% unterhalb des Realwertes, wodurch die
ermittelten Zellzahlen in Wirklichkeit minimal hoher lagen, als vom Algorithmus bestimmt

wurde.
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4.2. Zellausrichtung und Sarkomeranordnung in definierten Geometrien

bestimmen Muster der Substratdeformation

Innerhalb der vergangenen 20 Jahre konnte die vielfiltige Wirkung der Form auf die
Zellphysiologie nachgewiesen werden. So beeinflusst sie unter anderem das Zellspreiten und
die Bildung von Adhésionsstrukturen (Lehnert et al., 2004), Apoptose (Chen et al., 1997),
Differenzierung und Migration (Parker et al., 2002), als auch Zellwachstum und Proliferation
(Dike et al., 1999; Lauer, Klein & Offenhdusser, 2001). All diese Studien bedienten sich
unterschiedlicher Techniken der Substratkonditionierung zur kontrollierten Ablagerung
adhésionsvermittelnder Molekiile in definierten Bereichen (micropatterning). Die einfachste
Methode ist das sogenannte micro-contact printing (WCP), bei der Losungen von einer
Oberflache mit niedriger Adsorption auf (meist) harte Oberflichen mit hoherer Adsorption
»gestempelt™ werden (Kumar & Whitesides, 1993). Diese Technik ermoglichte unter anderem
das gerichtete Wachstum von Nervenfortsitzen und die Leitung von Axonen einzelner
multipolarer Neuronen (Fricke et al., 2011).

Neben der Form spielt die Substratelastizitéit eine bedeutende Rolle fiir die Zellmorphologie,
Proteinexpression und Zelldifferenzierung (Pelham & Wang, 1997; Peyton & Putnam, 2005;
Discher, Janmey & Wang, 2005; Engler et al., 2006). So zeigte sich beispielsweise, dass
Herzmuskelzellen Substratelastizititen bevorzugten, die denen ihres nativen Gewebes am
ndchsten kamen (Gupta et al., 1994; Engler et al., 2008).

Fiir die hier durchgefiihrten Versuche mussten beide Parameter fiir die durchgefiihrten
Analysen beriicksichtigt werden. Zur Untersuchung des Einflusses der Zellform auf den
zeitlichen Versatz zwischen Calcium-Signal und Substratdeformation, aber auch fiir die
Generierung kontraktiler multizelluldirer p-Gewebe bedurfte es sowohl der gezielten
Ablagerung von EZM-Proteinen zur Vermittlung der Zelladhdsion in abgegrenzten Gebieten,
als auch die Gewdéhrleistung eines weichen Analysesubstrats mit Elastizitdten im Bereich des
gesunden Herzgewebes (15 kPa). Micropatterning weicher Hydrogele mittels pCP fiihrt wie
im Fall von 6 bis 8 kPa weichem Polyacrylamid zu schlechter Kantenabbildung (Rape, Guo &
Wang, 2011) oder basiert hdufig auf komplexer chemischer Oberflichenaktivierung
(Bhatnagar et al., 2008; Aratyn-Schaus et al., 2010; Tse & Engler, 2010). Der Versuch der
kontrollierten Proteinablagerung auf dem in dieser Arbeit verwendeten elastischen
Silikonkautschuksystem lieferte in vorangegangenen Arbeiten keine zufriedenstellenden
Ergebnisse. Der inhomogene Proteintransfer war dabei vermutlich auf einen zu niedrigen

Adsorptionsgradienten zurlickzufiihren, da sowohl Stempel als auch Analysesubstrat aus
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kreuzvernetztem PDMS bestanden und somit, trotz unterschiedlicher Elastizitdten dhnliche
Bindungsstirken zum zu iibertragenden Fibronektin besallen.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Technik zur Oberflichenstrukturierung mittels
Proteinablagerung durch mikrostrukturierte Lochfolien verwendet (Hampe et al., 2014). Diese
ermoglichte die Generierung definierter Zellformen und Gewebegeometrien durch
Proteinphysisorption auf weichen Analysesubstraten, ohne deren Materialeigenschaften zu
beeinflussen. In beiden Anwendungen lieBen sich die Zellen hinsichtlich ihres
Wachstumsverhaltens kontrollieren und bildeten iiber die Dauer des Analysezeitraums
formstabile Geometrien bzw. p-Gewebe, die die reproduzierbaren Adhédsionsflachen
ausfiillten. Sowohl fiir die definierten Geometrien als auch fiir die verschiedenen Formen der
nu-Gewebe lieBen sich jedoch Abweichungen der finalen Zellflachen von den durch die Grof3e
der Schablonen vorgegebenen Adhésionsflichen feststellen. In beiden Féllen waren die
tatsichlichen Zellflichen um etwa 20% kleiner als die Vorgaben der Schablone. Aufgrund der
konstant kleineren Fldche war davon auszugehen, dass es sich hierbei um einen
systematischen Fehler handelte. Der Grund dafiir lag in der Beschichtungsmethode. Nach
Auflegen der Epoxidharz-Lochfolien auf das elastische Analysesubstrat und Zugabe der
Fibronektinlosung zur Substratkonditionierung blieben kleine Luftblasen in den
Aussparungen der Folie zuriick. Diese mussten durch kurzes Anlegen eines Unterdrucks aus
den Lochern entfernt werden, sodass die Losung mit dem darunter liegenden Substrat in
Kontakt treten und es zur Proteinphysisorption kommen konnte. Wie in Hampe et al. gezeigt,
fiihrt das alleinige Auflegen der Lochfolie auf das elastische Analysesubstrat bereits zur
Aufwoélbung des Silikons in die Zwischenrdume der Lochfolie (Abb. 4-2A). Dieser Effekt
wurde nach Vakuumbehandlung fiir besonders weiche Substrate umso markanter.

Die verwendeten 15 kPa Substrate zeigten nach Auflegen der Lochfolien vermutlich ein
intermedidres Verhalten, es ist jedoch davon auszugehen, dass sich dieser Effekt nach
Anlegen des Unterdrucks zur Entfernung der Luftblasen verstirkte. Die Bereiche, die in
direkten Kontakt mit den Kanten der Lochfolie traten blieben nach Druckausgleich an diesen
haften und standen wihrend des Beschichtungsprozesses fiir die Proteinphysisorption nicht
zur Verfligung. Abb. 4-2B zeigt ein Beispiel eines ersten Versuchs der Substratbeschichtung
eines Elastomersubstrats. Der Unterdruck war so stark, dass sich der Rand der
Schablonengeometrie im weichen Silikon abzeichnete und dieser selbst nach Entfernung der
Lochfolie erhalten blieben. Die Zellen erreichten hierbei lediglich 65% der Schablonenflédche.

Die Dauer der Unterdruckbehandlung wurde darauthin reduziert und auf den
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mikrostrukturierten =~ Analysesubstraten  lieBen  sich  keine  Verdnderungen des

Silikonkautschuks mehr erkennen (Abb. 4-2C).

A

1.5 kPa

Abb. 4-2: Aufwoélbung von kreuzvernetztem PDMS in die Zwischenrdume der aufgelegten Lochfolie. (A) Die
Silikonsubstrate wurden mit dem lipophilen kationischen Indocarbocyanin Farbstoff DiD (rot) gefdrbt. Nach
Auflegen der Epoxidharz-Lochfolien (griin durch Autofluoreszenz) wurde das Aufwdlben des Silikonkautschuks
auf zwei Substraten unterschiedlicher Elastizitdt mittels konfokaler optischer Sektionierung in z-Richtung
analysiert. In beiden Fillen lieB sich eine Aufwoélbung in das Lumen der Folienzwischenrdume erkennen
(Hampe et al, 2014). (B) Durchlichtaufnahme einer kreisformigen Herzmuskelzelle auf einem
Silikonkautschuksubstrat. Bei zu starkem Unterdruck zeichnete sich der Rand der Kreisschablone im
Silikonkautschuk ab. Der 5 um breite Steifen kam nicht mit der Proteinlésung in Kontakt, sodass die erwartete
Zellflache nicht erreicht wurde. (C) Durchlichtaufnahme einer kreisformigen Herzmuskelzelle auf einem
mikrostrukturierten Analysesubstrat und verringerter Unterdruckbehandlung. Hier lieBen sich keine Abdriicke

der Schablonenrinder verzeichnen. Malistdbe = 20 pm

Nach Optimierung des Beschichtungsverfahrens lieBen sich kardiale Myozyten dazu bringen,
unterschiedliche Zellformen anzunehmen und ihre Funktion als spontan kontrahierende Zelle
ungehindert auszuiiben. Die hohe Reproduzierbarkeit des Verfahrens liel sich anhand der
Uberlagerungen der Zellflichen erkennen (Abb. 3-9). Dariiberhinaus ging aus der
Uberlagerung der segmentierten Sarkomermasken hervor, dass die Ausrichtung der
Myofibrillen durch die Zellgeometrie bestimmt wurde. Diese Ergebnisse lieBen sich mit
anderen Studien sehr gut vereinbaren (Bray, Sheehy & Parker, 2008; Parker et al., 2008). Des
Weiteren spiegelte sich die Zellform deutlich in der Substratdeformation wider. Die fiir die
Zellform charakteristischen Deformationsmuster wurden bereits in Kapitel 3.3.2 beschrieben.
Vergleichbare Resultate wurden ebenfalls fiir Zellen auf Polyacrylamid erzielt (Grosberg et
al., 2011; Kuo et al., 2012). Bei genauerer Betrachtung lief3 sich erkennen, dass nicht nur die

Vorzugsrichtung der Zelle und die damit einhergehende Ausrichtung der Myofibrillen die
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Deformationsmuster bestimmten, sondern dass die Verteilung der Sarkomere als kontraktile
Untereinheiten innerhalb der Zelle ebenfalls einen mal3geblichen Einfluss auf diese besallen.

Abb. 4-3 zeigt drei Bespiele kreisformiger Kardiomyozyten auf Einzelzellebene. Die Signale
der Z-Banden wurden wie unter 2.6.4 beschrieben segmentiert und die Hauptorientierung der

Myofibrillen anhand der bindrisierten Sarkomermasken manuell bestimmt.

Verschiebungs- Deformations-
Immunfirbung Sarkomermaske vektorfeld amplitude

min [T max  min [T 7 Wmax

Vektorlange Verschiebung

Abb. 4-3: Kreisformige Kardiomyozyten mit unterschiedlicher Sarkomerverteilung. Die Férbung der
quergestreiften Myofibrillen durch Markierung der Z-Banden (a-Actinin, griin) veranschaulicht die Ausrichtung
der Myofibrillen relativ zur Zellform. Aus den Positionsunterschieden der fluoreszierenden Kugeln im
relaxierten und maximal kontrahierten Zustand wurde fiir jede Zelle ein Verschiebungsvektorfeld (VVF)
berechnet. Diese wurden entsprechend der Zellflichen zur Deckung gebracht und gemittelt. Die relative Linge
der Verschiebungsvektoren wurde zur Veranschaulichung iiber eine Skala farbindiziert. Aus den VVFs wurde
anschlieBend die Deformationsamplitude bestimmt. Farbige Kreise bzw. Linie verdeutlichen die

Hauptorientierung der Myofibrillen auf Basis der bindrisierten Sarkomermasken.
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Die Myofibrillen verliefen in den ersten beiden Beispielen zwar jeweils kreisformig, die
unterschiedlichen Durchmesser der beiden Kreise verdeutlichen jedoch die unterschiedliche
Position des Sarkomer-reichen kontraktilen Rings. Im ersten Fall befand sich dieser ndher am
Zentrum des Kreises, im zweiten Fall verlief der kontraktile Ring entlang der Zellgrenze.
Diese strukturellen Unterschiede zeichneten sich deutlich in den Verschiebungsvektorfeldern
und den Deformationsamplituden ab.

Im dritten Beispiel verliefen die Myofibrillen trotz der kreisformigen Zellgeometrie
grofBtenteils parallel zueinander. Diese Ausrichtung wurde durch einen Symmetriebruch der
Kreisstruktur hervorgerufen (Abb. 4-3, Bsp. 3), der wahrscheinlich durch eine
UngleichméBigkeit wihrend des Beschichtungsvorgangs verursacht wurde. Auch hier

zeichnete sich die Orientierung der Myofibrillen im Deformationsfeld ab.

4.3. Der Zellursprung bestimmt den zeitlichen Versatz und die Zellform

Wihrend des kardialen Aktionspotenzials tritt Calcium durch spannungsgesteuerte Calcium-
Kanile in die Zelle ein. Der Einstrom von Calcium aus dem umgebenen Medium induziert die
Freisetzung weiteren Calciums aus zellinternen Speichern, wie dem sarkoplasmatischen
Retikulum (SR). Der Primdreinstrom und die Freisetzung bewirken durch die Erh6hung der
intrazelluldren Calciumkonzentration den Verlust der inhibierenden Wirkung des Troponin-
Tropomyosin-Komplexes und bewirkten somit die Aktivierung des kontraktilen Apparats
(Bers, 2002). Dieser als Erregungs-Kontraktionskopplung bezeichnete Prozess findet wéhrend
der initialen Phase des Aktionspotenziales statt. Die effiziente Kopplung zwischen
Calciumsignal und Kontraktion der Myofilamente hdngt zum grof3en Teil von der Lage der L-
Typ Calciumkanéle zum junktionalen sarkoplasmatischen Retikulum ab (siehe 1.1.4.3), die
bei ausreichender Ndhe zueinander eine funktionelle Einheit, Couplon genannt, bilden
(Franzini-Armstrong et al., 1999). Durch den Einstrom des Calciums durch die L-Typ Kanéle
werden die in den Couplons lokalisierten Ryanodin-Rezeptoren des SRs aktiviert und es
kommt zur Ausbildung lokaler, funkenartiger Calciumereignisse (,,calcium sparks*). In
ausreichender Anzahl konnen diese durch Synchronisation zu einem globalen
Calciumereignis fithren (Cheng, Lederer & Cannell, 1993) und somit die Zellkontraktion
aktivieren. Couplons befinden sich in differenzierten ventrikuliren Herzmuskelzellen
vermehrt in den T-Tubensystemen, wodurch dessen Verteilung ein bedeutender Einfluss auf

die Ausbreitung intrazelluldrer Calciumsignale zuzuschreiben ist (Song et al., 2005). Diese
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sind in dem préanatalen Entwicklungsstadium der in dieser Arbeit analysierten Zellen
erfahrungsgemill im Vergleich zum SR jedoch noch nicht so stark ausgepragt.

Die Erregungs-Kontraktionskopplung in differenzierten Kardiomyozyten wurde auf Basis des
zeitlichen Versatzes zwischen Calciumsignal und Zellkontraktion (At) ndher untersucht. Die
Ergebnisse wurden in der Reihenfolge prisentiert, in der die Versuche durchgefiihrt wurden.
Zunidchst wurde in 3.2.1 der in Vorexperimenten beobachtete Zusammenhang zwischen
Kontraktionsfrequenz und At verifiziert und durch visuelle Auswertung der
a-Actinin-Verteilung ein Zusammenhang zwischen dem Kontraktionsverhalten und der
Zellgeometrie und der damit einhergehenden Orientierung des Zytoskeletts der untersuchten
Einzelzellen postuliert. Letzteres wurde in 3.2.2 mittels einer Software-gestiitzten
Strukturanalyse  quantifiziert und der Zusammenhang  zwischen  ermittelten
Strukturparametern und dem zeitlichen Versatz bestitigt. Zur Uberpriifung des Sachverhaltes,
ob sich das Signalverhalten einzelner Zellen durch Vorgabe ihrer Form kontrollieren liel3e,
wurde diese mittels der beschriebenen definierten Substratkonditionierung in unterschiedliche
Geometrien gebracht (sieche 3.3.1). Diese wurden von den Zellen wahrgenommen und nach
erfolgtem Spreitvorgang reproduzierbar ausgefiillt. Damit ging eine fiir die unterschiedlichen
Zellformen charakteristische Anordnung der Myofibrillen und Zellform-typische
Substratdeformationsmuster einher (siehe 3.3.2). Diese Daten stehen in Ubereinstimmung mit
frilheren Ergebnissen in denen fiir neonatale Kardiomyozyten ein Zellform-abhingiges
Calciumsignal- und Kontraktionsverhalten beobachtet werden konnte (Adams et al., 2007,
Geisse, Sheehy & Parker, 2009; Kuo et al., 2012).

Hinsichtlich der Korrelation zwischen Frequenz und At lie8 sich jedoch kein Einfluss der
Zellformen auf das Signalverhalten erkennen, sodass die Zellen weiterhin das identische
Verhalten aufwiesen wie Zellen die in ihrer Adhésion frei waren (siehe 3.4.1). Dies bedeutet,
dass sich auch fiir geometrisch begrenzte Zellen eine Population mit iiberdurchschnittlich
hoher Kontraktionsfrequenz und dafiir niedrigem At und eine weitere Population mit niedriger
Kontraktionsrate und tiberdurchschnittlich hohem At ergaben. Wie eingangs gezeigt (Abb. 1-
8) ist die Dauer der erhohten Calcium-Membranpermeabilitit in ventrikuldren Zellen nahezu
doppelt so lang, wie der in Schrittmacher- und Vorhofzellen. Sie bedingt das Plateau in der
zweiten Phase des Aktionspotenzials und ist damit der markanteste Unterschied zwischen
dem atrialen und ventrikuldren Aktionspotenzial (Giles & Imaizumi, 1988). Veranlasst durch
die Ergebnisse zur Form und Dauer der detektierten Calciumsignale (siehe 3.2.3), wurden
diese im Detail fiir alle analysierten Zellen gesichtet. Hierbei lieBen sich vor allem die in

Abb. 4-4 gezeigten Signalformen beobachten. Der zeitliche Verlauf des Calciumsignals
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beeinflusst maBBgeblich den zeitlichen Verlauf des Aktionspotenzials einer Herzmuskelzelle
(Bers, 2002; Santana, Cheng & Lederer, 2010). Insbesondere das Intensitdtsprofil 4 in
Abb. 4-4 erinnerte in seiner Form stark an ein ventrikuldres Aktionspotenzial (Schram et al.,
2002). Wéhrend sich zu 1 und 3 &hnliche Signalformen nicht direkt zuordnen lieBen,
vermittelten Signalverldufe mit Formen wie in Beispiel 2 gezeigt den Eindruck eines

Schrittmacherpotenzials (He et al., 2003; Kolossov et al., 2005; Zhang et al., 2011a).
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Abb. 4-4: Signalverliufe der normierten Fluoreszenzintensitit der Calcium-Indikators Fluo4-AM in vier

Beispielmessungen der unter 3.2 beschriebenen Einzelzellmessungen.

Zur genauen Charakterisierung wurden die Ventrikel und Vorhofe der embryonalen Herzen
nach erfolgter Isolation mechanisch voneinander getrennt und deren Zellen enzymatisch
vereinzelt und separat analysiert. Durch die gewebsspezifische Trennung konnten die atrialen
Zellen als Zellpopulation mit niedrigem At und hohen Kontraktionsfrequenzen und
ventrikuldre Zellen mit erhdhten At und zusitzlich niedriger Kontraktionsfrequenz
identifiziert werden (siehe 3.5.1). Im Anschluss an die simultane Zweikanalmessung zur
Bestimmung des At wurden die atrialen und ventrikuldren Zellen analog zu den Zellen der

Mischkultur fixiert, immunhistochemisch gegen a-Actinin markiert und die Aufnahmen
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mittels der Strukturanalyse untersucht. Abb. 4-5 zeigt den Zusammenhang zwischen
Aspektverhéltnis und At fiir die Messungen der Mischkultur aus Kapitel 3.2.1 und fiir die

atrialen und ventrikuldren Zellen aus Kapitel 3.5.1.
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Abb. 4-5: Zusammenhang zwischen Aspektverhdltnis und zeitlichem Versatz At. Jedes ,x“ entspricht einer
gemessenen Zelle der Mischkultur aus 3.2.1, ,,A“ und ,,V* stehen fiir die Einzelmessungen atrialer und
ventrikuldrer Kardiomyozyten aus 3.5.1. Die Farbe eines Symbols gibt Auskunft iiber die Direktionalitdt der
Zelle. Die gestrichelten Linien stellen den Medianwert des Analyseparameters dar (unten fiir die atrialen Zellen,

die gepunktete Linie fiir die ventrikuldren Zellen).
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Zuséatzlich wurde das Mal} der Direktionalitdt mittels Farbskala fiir jede gemessene Zelle
angezeigt. Aus den Daten geht deutlich hervor, dass sich die strukturellen Parameter der
beiden Zelltypen in beiden Verteilungen widerspiegeln und eindeutig charakteristische
Eigenschaften der individuellen Zellpopulation darstellten. Das heil3t, dass sich atriale Zellen
zum einen durch ihren niedrigen At auszeichneten, zum anderen aber auch durch ihr hohes
Aspektverhéltnis und der damit einhergehenden Parallelisierung ihrer Myofibrillen.
Ventrikuldre Zellen besallen dagegen einen hohen At und ein niedriges Aspektverhiltnis.
Gleichzeitig richteten sich die Myofibrillen in diesen Zellen weniger zueinander aus. Fiir
Maus und Hase wurde die Morphologie isolierter atrialer Zellen unter anderem als ldnglich
und spindelartig (Verheijck et al., 1998; Mangoni & Nargeot, 2001) charakterisiert,
wohingegen neonatale ventrikuldre Zellen in den Literatur als pleomorph (,,mehrgestaltig®)
beschrieben sind (Bray et al., 2008; Parker et al., 2008; Geisse et al., 2009).

Ubertrigt man diese Befunde auf die Ergebnisse aus Kapitel 3.4.1, dann bedeutet dies, dass
der Zellursprung das Signalverhalten in geometrisch kontrollierten Zellen dominiert. Obwohl
es sich bei den in diesem Abschnitt durchgefiihrten Versuchen um eine Mischkultur handelte,
lasst sich auf Basis der Daten der gewebespezifischen Messungen (sieche 3.5.1) darauf
schlieBen, dass es sich bei der Population mit niedrigem At um atriale Zellen und bei der
Population mit hohem At um ventrikuldre Zellen handeln musste. Trotz der aufgezwungenen
Zellform und damit Ausrichtung der Myofibrillen behielten diese Zellen jedoch das fiir sie
typische Signalverhalten bei.

In wenigen Féllen lieBBen sich fiir atriale und ventrikuldre Zellen Ausreiller hinsichtlich ihres
Signalverhaltens erkennen. Diese sind vermutlich der Pridparationsmethode geschuldet, bei
der wihrend der mechanischen Trennung der Herzen Reste des jeweils anderen Gewebes
zuriickblieben und in die Proben ungewollt iiberfiihrt wurden. Insbesondere die
Frequenzvariabilitit bei atrialen Zellen ldsst des Weiteren den Schluss zu, dass in dieser
Zellfraktion weitere Subpopulationen vorhanden sind (Verheijck et al., 1998), die sich aber

aufgrund fehlender Markierungs- und Isolationsmethoden nicht voneinander trennen lief3en.

Die Zellen der unterschiedlichen Regionen des Herzens unterscheiden sich wie hier gezeigt in
threr Funktionalitit und Morphologie. Es liegt nahe, dass der Unterschied der
elektrophysiologischen und kontraktilen Eigenschaften atrialer und ventrikuldrer Zellen auf
molekularer Ebene zu suchen ist. Umso iiberraschender ist es, dass bisher jedoch nur wenige
Gene identifiziert wurden, die diesem Unterschied zu Grunde zu liegen scheinen (Ng, Wong

& Tsang, 2010).
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Bei Betrachtung ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften fallt bereits auf, dass sich die
Membranpotenziale der beiden Zellen unterscheiden. Das Ruhepotenzial atrialer Zellen liegt
mit -70 mV geringfligig hoher als das der Zellen des Arbeitsmyokards der Ventrikel mit -85
bis -90 mV (Schram et al., 2002). Amplitude und Dauer des atrialen Aktionspotenzials sind
beide niedriger als bei ventrikuldren Zellen (Giles & Imaizumi, 1988). Die Dauer des
Aktionspotenzials wird zu einem groflen Teil durch die Lidnge des Plateaus in Phase 2
bestimmt. Das empfindliche Gleichgewicht zwischen dem einwérts stromenden Calcium
durch die L-Typ Kanéle (Ic,p) und dem auswérts gerichteten kompensatorischen
Kaliumstrom (Ix) durch spannungsgesteuerte Kaliumkanile ist maB3geblich fiir diesen Prozess
(Widmaier et al., 2007; Katz, 2011; Marieb & Hoehn, 2013). In atrialen Zellen konnte eine
Variante eines Kaliumkanals (K, 1.5) mit ,,ultraschneller* (engl.: ultrarapid) Aktivierung des
Auswirtsstroms (Iky) nachgewiesen werden (Feng et al., 1997). Wahrend diese schnelle
Variante in ventrikuldren Zellen zu fehlen scheint (Li et al., 1996; Yue et al., 2000), existieren
Versionen langsamer Aktivierung (Iks, Ik;) in beiden Zelltypen (Giles & Imaizumi, 1988; Yue
et al., 1996). Somit liegt der Grund fiir die kiirzere Dauer der Phase 2 eines Aktionspotenzials
moglicherweise in der gewebsspezifischen Expression und den Aktivierungskinetiken der
unterschiedlichen Kaliumkandle.

Auf der Ebene der kontraktilen Proteine 1dsst sich vor allem kardiales Myosin als moglicher
Schliisselspieler diskutieren. In Sdugetieren liegen die schweren Ketten des Myosins in zwei
Isoformen vor. Die schnelle a-MHC besitzt eine hohe ATPase-Aktivitdt und ist vor allem in
den Vorhofen lokalisiert wihrend die langsame 3-MHC vor allem in den Ventrikeln zu finden
ist (Pope et al., 1980; Reiser et al., 2001). In in vitro Assays konnte gezeigt werden, dass die
maximale Verkiirzungsgeschwindigkeit der Myofilamente proportional zur ATPase-Aktivitit
ist und somit fiir die a-MHC bildenden Vorhofzellen hoéher ist als fiir die B-MHC
enthaltenden Ventrikelzellen (Krenz et al., 2007). Dies liefert eine vorlaufige Erklarung fiir
die unterschiedlichen Kontraktions- und Relaxationskinetiken in atrialen und ventrikuldren
Myozyten (Piroddi et al., 2007). Die leichten Ketten bestehen aus einer essenziellen und einer
regulatorischen Untereinheit. Die atriale Isoform der essenziellen Untereinheit ALC-1 besitzt
im Vergleich zu ihrem ventrikuldiren Pendant VLC-1 eine schnellere Kinetik der
Querbriickenbildung zu Aktin (Morano et al., 1996). Dies stellt eine weitere Mdglichkeit zur

Erklarung der hoheren Verkiirzungsgeschwindigkeit atrialer Kardiomyozyten dar.
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4.4. cAMP-Signalweg als moglicher Regulationsmechanismus fiir At

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Korrelation zwischen
Kontraktionsfrequenz und At durch den Zellursprung bestimmt wurde. Es blieb jedoch
weiterhin zu kldren, wodurch dieser Unterschied verursacht wurde und ob es sich ein
bestimmtes Signalverhalten durch einen Eingriff in die Calciumhomdostase hervorrufen lieB3.
Des Weiteren galt zu kldren, ob sich die beiden Kenngrof8en (Frequenz und At) gegenseitig
bedingten oder ob sich eine losgelost von der anderen modulieren liee. An dieser Stelle
wurde bewusst auf eine elektrische Stimulation, wie das Anlegen externer
Schrittmacherstrome iiber Funktionsgeneratoren verzichtet, da diese der zu untersuchenden
Zelle ggf. nicht die Moglichkeit geboten hitten, physiologisch auf diesen externen Reiz zu
reagieren.

Stattdessen wurden die Zellen durch die Behandlung mit den beiden antagonistisch wirkenden
Neurotransmittern Epinephrin und Acetylcholin stimuliert. Durch die Aktivierung
spezifischer Rezeptoren beeinflussen beide die Aktivitidt der Adenylylcyklase und somit die
intrazelluldre Konzentration des sekundédren Botenstoffs cAMP (Bers, 2002). Vinogradova
und Kollegen konnten nachweisen, dass atriale Zellen einen um ca. 66% hoheren basalen
cAMP Spiegel im Vergleich zu ventrikuldren Zellen besitzen (Vinogradova et al., 2006). Die
Stimulation p-adrenerger Rezeptoren durch Zugabe von Epinephrin aktiviert dabei die a-
Untereinheit eines stimulatorischen GTP-bindenden Proteins (Gas), welches wiederum die
membranstindige Adenylylcyklase zur Umsetzung von ATP in das cyclische
Adenosinmonophosphat anregt. Dieses aktiviert die Proteinkinase A (PKA), welche die
Phosphorylierung bestimmter, an der Erregungs-Kontraktionskopplung beteiligter Proteine
katalysiert (Abb. 4-6). Die Phosphorylierung von Phospholamban und Troponin I bedingt
eine beschleunigte Relaxation der Myofilamente. Phospholamban ist ein endogener Inhibitor
der SERCA. Seine Phosphorylierung durch die cAMP abhidngige PKA 16st diese Blockade
und bedingt eine erhohte Wiederaufhahmerate des zytosolischen Calciums in das
sarkoplasmatische Retikulum (Li et al., 2000). Im Fall von Tnl fiihrt sie durch Senkung der
Bindeaffinitit fiir Calcium zur verstdrkten Dissoziation des Kations von den Myofilamenten
(Kentish et al., 2001).

Bereits die 10-miniitige Behandlung der ventrikuldren Zellen mit einer 1 uM
Epinephrinlésung bewirkte eine signifikante Reduktion des At und eine damit einhergehende
Steigerung der Kontraktionsfrequenz. Dieser Effekt wurde durch Erh6hung der Konzentration

des Catecholamins geringfiigig, wenn auch nicht signifikant, verstirkt (siehe 3.5.3).
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Abb. 4-6: cAMP vermittelte Phosphorylierung ausgewéhlter, an der Erregungs-Kontraktionskopplung beteiligter
Proteine durch Aktivierung adrenerger und muskarinerger Rezeptoren; AC: Adenylylcyklase, ACh:
Acetylcholin, B-AR: B-adrenerger Rezeptor, Epi/Norepi: Epinephrin/Norepinephrin, M,-Rez: M,-muskarinerger
Rezeptor, PKA: Proteinkinase A, PLB: Phospholamban, SR: sarkoplasmatisches Retikulum (verdndert nach
Bers, 2002).

Acetylcholin dagegen aktiviert die a-Untereinheit eines inhibitorischen G-Proteins (Ga), die
durch Hemmung der Adenylylcyklase den Umsatz von ATP zu cAMP senkt und somit die
resultierende Signalkaskade abschwiécht. Nach 10-miniitiger Inkubation mit einer 1 pM
Acetylcholinlosung lieB sich fiir atriale Zellen keine signifikante Erhohung des At feststellen
und auch nach Erhoéhung der Konzentration blieb der Wert fiir diese Zellen nahezu
unverindert. Des Weiteren lieB sich keine Anderung der Kontraktionsfrequenz feststellen und
auch die Behandlung mit Epinephrin zeigte auf diese Zellen keinen messbaren Effekt. An
dieser Stelle blieb unklar, ob die Zellen tatsdchlich keine Reaktion auf die Behandlung zeigten
oder diese nicht messbar war. Verkerk und Kollegen wiesen fiir die Behandlung von atrialen
Myozyten mit vergleichbaren Acetylcholinkonzentrationen sogar eine Verkiirzung der Dauer
des Aktionspotenzials nach (Verkerk et al., 2012). Es gilt jedoch zu beachten, dass es sich bei
diesen Messungen um durch elektrische Stimulation kiinstlich zur Kontraktion angeregte
Zellen handelte. Eine Verkiirzung der Calciumsignaldauer lieB sich fiir die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Vorhofzellen jedoch nicht verzeichnen. In anderen Arbeiten

wird Acetylcholin jedoch durchaus ein Effekt auf die Kontraktionsfrequenz der Vorhofzellen
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zugesprochen, allerdings in deutlich verringerten Konzentrationsbereichen zwischen 1-10 nM
(Mangoni & Nargeot, 2008). Unter diesen Bedingungen verlangsamt es den Anstieg des
Membranpotenzials wiahrend der diastolischen Depolarisation und fiihrt somit zur
Verlangsamung der Ausbildung von Aktionspotenzialen.

Ein Einfluss der Inkubationszeit konnte an dieser Stelle ausgeschlossen werden. Fiir
ventrikuldre Zellen lieB sich sowohl fiir die Stimulation adrenerger, als auch muskarinischer
Rezeptoren bereits nach ca. 2 min eine deutliche Zellantwort hinsichtlich der Anderung in der
intrazelluliren cAMP Konzentration messen (Iancu et al., 2008), fiir atriale Zellen wurden
steady-state Bedingungen nach 5 min erreicht (Verkerk et al., 2012). Die Ergebnisse liefern
somit, zumindest in ventrikuldren Zellen einen Erkldrungsansatz fiir deren Signalverhalten.
Fiir eine abschlieBende Klirung des Mechanismus sind jedoch eine Reihe weiterer Analysen
notwendig, die sich in Anbetracht der Mannigfaltigkeit regulatorischer Prozesse wéhrend der
Kontraktion kardialer Zellen schwierig gestalten. Alleine der Werkzeugsatz, dem sich Zellen
zur  Calciumsignalgebung  bedienen  umfasst mit  verschiedenen  Rezeptoren,
signalvermittelnden Proteinen und Molekiilen, Ionenkandlen, Calcium puffernden
Substanzen, Enzymen, Pumpen und Austauschern (Berridge, Bootman & Roderick, 2003)
eine unerschopfliche Bandbreite von Effektoren, die allesamt als Grundlage eines ganzen

Forschungszweiges dienen konnen.
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4.5. Synchronisation mehrzelliger Systeme fithrt zu  hoheren

Kontraktionskriften

Im Korper liegen Herzmuskelzellen in Form eines Synzytiums vor in dem die elektro-
chemische Kopplung einzelner Kardiomyozyten die kontinuierliche Erregungsweiterleitung
im Herzen und die simultane Kontraktion des Herzmuskels zur Beférderung des Bluts durch
die Gefile des Korpers ermdglicht. Dabei unterscheiden sich die Gewebe aus verschiedenen
Regionen des Herzens aufgrund ihrer Zusammensetzung neben ihren elektrophysiologischen
auch in ihren mechanischen Eigenschaften. In dieser Arbeit konnte auf Einzelzellebene
gezeigt werden, dass die Kontraktionskraft atrialer Myozyten unterhalb der ventrikuldrer
Zellen lag (siehe 3.5.4). Dieses Ergebnis macht insofern Sinn, als dass atriale Zellen nicht die
gleiche mechanische Arbeit verrichten miissen wie Zellen des Myokards. Unter normalen
Bedingungen tragen die Vorhofe mit gerade einmal 10% zur Fiillung der Hauptkammern bei.
Bei dieser handelt es sich vielmehr um einen passiven Prozess und der Grof3teil der
Ventrikelfiillung erfolgt iiber den vendsen Riickstrom (Klabunde, 2011). Nichtsdestotrotz
besitzen atriale Zellen die Fahigkeit zur erhohten Kraftgenerierung, da sie im Fall der
korperlichen Beanspruchung in der Lage sein miissen, die verkiirzte diastolische Fiillung der
Ventrikel durch Kontraktion der Vorhofe zu kompensieren. Durch diesen ,,atrialen Kick*
tragen sie kurzzeitig mit 40% zur Ventrikelfiillung bei (Klabunde, 2011).

Obwohl die kontraktilen Kréfte in atrialen und ventrikuldiren Myozyten auf Einzelzellebene
nur geringfligig verschieden waren, zeigten sich jedoch auf Basis der Ergebnisse der
multizelluldren Systeme erhebliche Unterschiede. In allen Féllen der generierten pu-Gewebe
konnte durch die Markierung von p-Catenin die Ausprigung von Zell-Zell-Kontakten
nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3-22). Obwohl hier der Nachweis Gap Junctions-bildender
Proteine nicht direkt erbracht wurde, ist aufgrund der elektrochemischen Kopplung der Zellen
in den Verbanden (siehe 3.6.2) davon auszugehen, dass diese, wie in anderen Arbeiten bereits
dokumentiert (McCain et al., 2012a; Desplantez et al., 2012; Beauchamp et al., 2012)
ebenfalls Cx43 in den Kontaktzonen enthielten.

Die Féhigkeit zur koordinierten Krafterzeugung kardialer Myozyten in Zellverbdanden ist
Gegenstand intensiver Forschung, zu dem eine Reihe unterschiedlicher Modellsysteme zur
Bestimmung der Kontraktionskraft existieren. Ein Ansatz ist die Analyse der durch die
synchrone Zellkontraktion hervorgerufenen vertikalen Auslenkung diinner Muskelzell-
,Biofilme* (Feinberg et al., 2007; Alford et al., 2010; Shim et al., 2012). Dabei wachsen die
Zellen zunéchst planar auf einem diinnen Streifen eines elastischen Materials, der sich unter

Ausiibung der Zellkontraktion in die dritte rdumliche Dimension verbiegt. Ein weiterer
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Ansatz misst die Kontraktilitit kardialer Myozyten, die in Hydrogelen eingebettet wurden.
Diese bestehen zu groflen Teilen aus EZM-Proteinlésungen, die durch chemische
Kreuzvernetzung stabilisiert werden, um den eingebetteten Zellen eine Abhdsionsmatrix zu
bieten. Diese rigiden Hydrogele werden zwischen elastischen Sdulen aufgespannt, welche
durch spontane oder induzierte Kontraktion verbogen werden (Boudou et al., 2012; van
Spreeuwel et al., 2014). Diese Systeme erlauben die Bestimmung kontraktiler Kréifte auf
makroskopischer Ebene, jedoch ldsst sich aus ihnen nichts iiber den Beitrag einzelner Zellen
an der Gesamtkontraktion des kiinstlichen Gewebes aussagen.

Im Zuge der Generierung definierter Zellformen lieB sich in wenigen Fallen die Adhdsion von
zwei Kardiomyozyten auf einer Adhédsionsfliche beobachten, welche von den Zellen in
gleicher Weise zu den Einzelzellen nahezu vollstindig ausgefiillt wurden. Die Zell-
Zellkontakte  verliefen in  allen Féllen diagonal (Abb. 4-7). Aus den
Substratdeformationsanalysen ging fiir diese Zellpaare ein zu den Einzelzellen vergleichbares
Verschiebungsmuster hervor, bei dem sich die Regionen der stirksten Verschiebung an den

Enden der langlich orientierten Strukturen befanden.

Verschiebungs- Deformations-
Immunfirbung vektorfeld amplitude

Vektorlénge Verschiebung

Abb. 4-7: Vergleich der Verschiebungsvektorfelder und Deformationsamplituden einer Einzelzelle und eines
zweizelligen Zellverbandes kardialer Myozyten. Die durchgehenden weillen bzw. schwarzen Linien umranden
die Zellflichen auf Basis des o-Actinin-Signals (griin) und verdeutlichen deren Position in den Bilden der
Substratdeformationsanalyse. Die gestrichelte weille bzw. schwarze Linie markiert den Bereich des Zell-Zell-

Kontakts im Zellverband. Mafstibe = 20 um
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Analog zu den Einzelzellen lie sich im Zentrum der Struktur keine Verschiebung
nachweisen. Wihrend dies bei den Einzelzellen in der Regel der Position des Zellkernes
entsprach, handelte es sich bei den Doppelzellen um die Region des Zell-Zell-Kontakts. Dies
lieBB sich sehr gut mit den Befunden von McCain und Kollegen vereinbaren. Sie konnten
zeigen, dass es in zweizelligen Systemen zu einem Maturierungsprozess kommt, der die
kooperative Kopplung der Einzelzellen beeinflusst. Wihrend die Einzelzellen im friihen
Stadium in den Bereichen der spéteren Zell-Zell-Kontakte noch Fokaladhésionen besallen und
somit ihre kontraktilen Krafte noch verstirkt in das Substrat einleiteten, wurden diese im
Verlauf von vier Tagen zuriickgebildet und durch stabile Zell-Zell-Kontakte ersetzt. Zu
diesem Zeitpunkt waren auch in diesen Doppelzell-Systemen keine Verschiebungen im
Bereich der Zell-Zell-Kontakte mehr sichtbar, da sich diese jetzt in den Glanzstreifen der
Zellgrenzen gegenseitig kompensierten (McCain et al., 2012b). Die Tatsache, dass sich die
Zellkrifte aufheben basiert auf dem Dipolcharakter der Verschiebungsfelder. Eine
Kompensation ist die Voraussetzung fiir den Verbleib einer Zelle oder eines Verbandes an
threm Standort. Wiirden sich die Zellkrdfte nicht kompensieren, so kdme es zu einer
Bewegung in Richtung der starkeren Kraft.

Der Vergleich der Zellkrifte ungefahr gleichgroBer Einzelzell- und Doppelzellsysteme wies
auf ein additives kontraktiles Zellverhalten hin. Die Einzelzellen besalen im Mittel eine
Kontraktionskraft von 80 nN (o = 46 nN, n = 28) wihrend die Doppelzellen eine Kraft von
120 nN (o = 74 nN, n = 6). Dieses spiegelte sich ebenso in den mehrzelligen p-Geweben
wider (siehe 3.6.5). So zeigten Zellverbande gleicher Grofle mit zunehmender Zellzahl hohere
Kontraktionskrifte. Die Form des u-Gewebes und die damit einhergehende Ausrichtung der
Zellen spielte hierbei, wie fiir in Hydrogelen eingebettete Zellen, eine untergeordnete Rolle
(van Spreeuwel et al., 2014). Zusitzlich wurde der Einfluss des Calcium-Indikators auf die
Zellkraft ermittelt. Mit einem Ky-Wert von 345 nM besitzt Fluo4 im Vergleich zu anderen
Calcium-Indikatoren zwar eine relative niedrige Affinitdt zu Calcium (Gee et al., 2000),
jedoch war nicht auszuschlieen, dass er zu einem Puffereffekt innerhalb der Zellen fiihrte
und somit die Kontraktion beeintrachtigte. Daher wurden fiir 10 Zellen die Kontraktionskrifte
vor und nach Zugabe des Farbstoffs bestimmt. Fiir diese liel sich eine Reduktion der
kontraktilen Kréfte auf 85 + 20% feststellen. Daher ist davon auszugehen, dass die ermittelten
Zellkrifte in allen Messungen ohne Zugabe des Indikators hoher lagen.

Trotz fehlender Marker zur zellspezifischen Unterscheidung zwischen atrialen und
ventrikuldren Zellen lieBen die erhohte Kontraktionsfrequenz und der geringere zeitliche

Versatz der aus der Mischpopulation bestehender u-Geweben auf die Existenz atrialer Zellen
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und deren Einfluss (vgl. Abb. 3-25) auf das Kontraktionsverhalten dieser Zellverbénde
schlieen. Es ist davon auszugehen, dass die Erhohung der Kontraktionsfrequenz durch die
Anwesenheit der atrialen Zellen begriindet werden kann. Fiir die ventrikuldren Zellverbénde
lagen die Kontraktionsfrequenz mit einem Median von 0,39 Hz ndher an dem Wert fiir
ventrikuldre Einzelzellen als die Misch-Gewebe (0,73 Hz). Obwohl die atrialen Zellen die
Frequenz im Vergleich zu den ventrikuldren p-Geweben anheben konnten, waren sich jedoch
nicht in der Lage dem gesamten Verband eine schnelle Kontraktionsfolge einzupriagen.
Vielmehr zeigten die Misch-Gewebe hinsichtlich ihrer Frequenz ein intermediéres Verhalten
zwischen atrialen und ventrikuldren Zellen. Ein &hnliches Verhalten konnte fiir
Schrittmacherzellen im rechten Vorhof des adulten Herzens in Hasen festgestellt werden. Fiir
diese Zellen wurde gezeigt, dass ihre Autorhythmie durch Nicht-Schrittmacherzellen im
rechten Vorhof zum Teil elektrotonisch unterdriickt wird. Nach Isolation der
Schrittmacherzellen aus ihrem Gewebe konnte eine Erhohung der Schrittmacherfrequenz
nachgewiesen (Kodama & Boyett, 1985; Kirchhof et al., 1987) und durch nachtrdgliche
Kopplung mit einzelnen atrialen Zellen eine Reduktion der Impulsrate bewirkt werden
(Joyner et al., 1998).

Auch wenn der Anteil atrialer Zellen in den aus Mischpopulationen bestehenden p-Geweben
nicht bekannt war, lie3 sich fiir diese unabhédngig von der Gewebegeometrie ein niedrigerer At
und vor allem eine deutlich geringere Kontraktionskraft feststellen. Dieser Unterschied in der
Kontraktionskraft war ausgehend von den Daten der Einzelzellanalysen zu erwarten, jedoch

war der Effekt im Verband noch wesentlich stirker.
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4.6. Identifikation atrialer und ventrikulirer Zellen auf Basis des At

Wie unter 3.5.1 und 4.5 besprochen zeigte sich fiir atriale und ventrikuldre Zellen eine fiir den
jeweiligen Zelltypen charakteristische Korrelation zwischen Kontraktionsfrequenz und At.
Auf Basis dieser Daten konnten zwei Populationen einer zuvor unbekannten Mischpopulation
als atriale und ventrikulidre Zellen identifiziert werden. Diese Befunde wurden zuséitzlich
durch Zellform und Myofibrillenorientierung beschreibende Strukturparameter gestiitzt.
Somit stellte das in dieser Arbeit verwendete Lebendzell-Messverfahren aufgrund seiner
hohen Reproduzierbarkeit eine verldssliche Alternative zur immunhistologischen Detektion
gewebespezifischer Proteine flir die Identifikation der beiden Zelltypen dar. Diese sind oft mit
aufwendigen Farbeprotokollen verbunden und zeigen hiufig unspezifische Markierungen.

Um die Methodik auf weitere Herzmuskelzellen zu erweitern, wurde mit Hilfe dieser Technik
humane iPSC-abgeleitete Kardiomyozyten hinsichtlich ihres Signalverhaltens und der oben
erwihnten Parameter untersucht. Fiir 15 von insgesamt 36 (41,6%) gemessenen Zellen zeigte
sich ein Vorhof-typisches Verhalten und fiir weitere 15 Zellen ein Ventrikel-typischen
Verhalten hinsichtlich der Frequenz-At-Korrelation. Diese Werte lieBen sich gut mit den
Herstellerangaben bzgl. der Zusammensetzung der Cor.4U Zellen vereinbaren. Diese
bestehen laut Hersteller zu ca. 60% aus Ventrikel-artigen Zellen und zu ca. 40% aus Zellen
atrialen Ursprungs. Die Halfte dieser atrialen Zellen entspricht dabei phénotypisch
Schrittmacherzellen. Die Abweichungen der prozentualen Angaben sind moglicherweise auf
die geringe Anzahl der Einzelmessungen zuriickzufiihren. Durch Erhohung der Statistik
wiirden sich die Medianwerte der Analyseparamater ggf. verschieben und eine schérfere
Trennung der Populationen zulassen. Eine tiefergehende Strukturanalyse der Zellen wurde
nicht im Detail durchgefiihrt, da sich keine Unterschiede im Phidnotyp erkennen lieen. Wie
unter 3.7.2 erwidhnt zeigten 74 gemessene Zelle bzw. Zellverbidnde ein regelmifBiges
Calciumsignal, jedoch konnten nur 36 dieser Messungen ausgewertet werden, da die
restlichen Zellen keine detektierbare Substratdeformation verursachten. Dieser Effekt war
besonders auf Einzelzellebene besonders stark ausgeprigt. Nach personlicher Riicksprache
mit Axiogenesis konnte dies an der relativ kurzen Inkubationszeit nach Zellvereinzelung
liegen, die unter Umstdnden nicht ausreichte, damit sich die Zellen von der enzymatischen
Loslosung aus dem konfluenten Zellverband erholten, um die zur Kraftiibertragung
notwendigen Zellstrukturen aufzubauen. Dies wiirde auch die zum Teil schwache Auspriagung
und Organisation der Sarkomere erkldren, die mittels a-Actinin-Farbungen analysiert wurden

(siehe 3.7.1).
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5. Ausblick

Neben der Untersuchung des Zellverhaltens unter physiologischen Bedingungen erlauben die
in dieser Arbeit entwickelten Methoden ebenfalls die Induktion und nachfolgende detaillierte
Analyse pathologischer Verdanderungen. So bietet die Technik zur Generierung definierter
Zellverbiande die Moglichkeit zur Etablierung eines Mikroinfarktmodells auf zelluldrer Ebene.
In ersten Vorexperimenten wurden drei verschiedene Versuchsansidtze zur kiinstlichen
Induktion von Mikroldsionen in Zellverbdnden erprobt. Dazu wurden in definierten p-
Geweben entweder eine Einzelzelle durch lokale Laserablation oder mehrere Zellen durch

linienférmiges Abrastern mit einem kurzwelligen Laser zerstort (Abb. 5-1).

Abb. 5-1: Induktion von Mikroldsionen in kardialen p-Geweben. Beispiele 1 und 2 zeigen kardiale Myozyten in
intakten geordneten Zellverbénden (t;). Zum Zeitpunkt t; wurden entweder eine Zelle lokal (Beispiel 1) oder
mehrere Zellen im Zellverband (Beispiel 2) mit einem 405 nm Laser bestrahlt. Durch die anhaltende
Laserablation wurden die Zellen im Bereich der Bestrahlung geschidigt (t;) und zum Teil vollstindig zerstort
(Beispiel 2, t;). Beispiel 3 zeigt Myozyten in ungeordneten Zellverbdanden. Die Funktionalitit der Zellen zum
Zeitpunkt ty wurde durch die Zunahme der Fluoreszenzintensitit des Calcium-Indikators veranschaulicht. Zum
Zeitpunkt t; wurde die obere der beiden Zellen mit einer Mikronadel zunéchst punktiert (weile Pfeilspitze) und

anschlieBend riickstandsfrei aus dem Verband entfernt (t,). Mafistibe = 50 pm
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Dies fiihrte im ersten Fall zum kurzzeitigen Flimmern des gesamten Zellverbandes. Im
zweiten Fall konnte ein regelrechter Schnitt durch das p-Gewebe erzielt werden. Als Grund
fiir die primédre Schidigung wird die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies am Ort der
Bestrahlung vermutet. Interessanterweise fiihrten beide Behandlungen nachfolgend zum
vollstdndigen Erliegen der Zellkontraktion des gesamten Verbandes. Durch den Aufbau von
nu-Geweben unterschiedlicher Grof3e liee sich die Reichweite der Schadigung untersuchen.
Zusétzlich konnte liberpriift werden, ob sich der Effekt durch die Zugabe von zur Blockade
von Gap Junctions erprobten Substanzen wie z.B. Meclofenaminsidure oder 2-Aminoehtyl-
Diphenyl-Borat eingrenzen liee, da Calciumkonzentrationsanalysen mittels Fluo4 eine
schnelle  Ausbreitung und nachfolgend konsistent erhohte Konzentration im
Gesamtzellverband andeuten.

Als alternative Methode zur Induktion lokaler Zellschiadigung wurden Einzelzellen in einem
Verband unter Zuhilfenahme einer in einen Mikromanipulator eingespannten feinen
Glasnadel punktiert und anschlieBend riickstandsfrei aus diesem Verband entfernt. Dadurch
konnte die Bildung zellschddigender Stoffe verhindert und untersucht werden, wie sich das
sukzessive Entfernen einzelner Zellen auf das Signal- und Kontraktionsverhalten eines
Zellverbandes auswirkt, welchen Anteil eine Einzelzelle zur Gesamtkraft des Gewebes
beisteuert oder ob und wie das Fehlen einer Einzelzelle durch die verbleibenden Zelle
kompensiert werden kann. Durch den zusétzlichen Einbau von Fibroblasten liee sich die
Interaktion der verschiedenen Zelltypen in definierten mehrzelligen Systemen auf elektro-
chemischer und mechanischer Ebene untersuchen.

Ausgehend vom mit Primérzellen vergleichbaren Signalverhalten induziert pluripotenter
Stammzellen-abgeleiteter Kardiomyozyten konnten diese zum Aufbau der u-Gewebe
verwendet werden. Zum einen lieBe sich damit auf die Verwendung des Biopsiematerials von
Versuchstieren verzichten, zum anderen konnte an ihnen die Wirkung verschiedener
Medikamente untersucht werden, die aufgrund ihrer humanen Herkunft verldsslichere und

klinisch und therapeutisch relevantere Daten lieferten.
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Abkiirzungsverzeichnis

%

A
Abb.
ADP
AFM
Al
AP
ATP
AV
BP

°C

C al2+
[Ca®;
cAMP
CB
CICR
cm
CO,
CSR
Cx

DAPI
DiR
DMSO
DNAse
DOPE
DOTAP
At
EDTA
EGTA

Durchmesser

Angstrém (= 0,1 nm)

Abbildung

Adenosindiphosphat

atomic force microscopy

Adherens Junction

Aktionspotenzial

Adenosintriphosphat

Atrioventrikular

Bandpass

Grad Celsius

Calciumion

intrazellulare Calciumkonzentration

cyklisches Adenosinmonophosphat

cytoskeleton buffer, Zytoskelettpuffer

calcium-induced calcium release

Zentimeter

Kohlendioxid

corbuldres sarkoplasmatisches Retikulum

Connexin

Direktionalitit

4',6-Diamidino-2-Phenylindol
1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindotricarbocyanin Iodid
Dimethylsulfxoid

Desoxyribonuklease
1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin
1,2-Dioleoyl-3-Trimethylammonium-Propan

zeitlicher Versatz zwischen Calciumsignal und Substratdeformation
Ethylenediaminetetraacetic acid, Ethylendiamintetraessigsiure

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsaure
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EKG

EMCCD
ER
EZM
FA

FAK
FAP
FBS

FL

FN

(€2]
HBSS
HEPES
HMM
Hz

los

I

IgG
Imax
Linin
InsP;
1PSCs
JSR
K

K4
KCl
kDa
kPa
LMM

Max

Elektrokardiogramm

Membranpotenzial

electron multiplying charge-coupled device
endoplasmatisches Retikulum
Extrazelluldrmatrix

Fokaladhésion

Fokaladhésionskinasen
Fokaladhésions-Proteine

fetal bovine serum, Fotales Rinderserum
fusogenes Liposom

Fibronektin

Erdbeschluenigung (9,81 m/s?)

Gramm

Gap Junction

Hank's Balanced Salt Solution
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-Ethansulfonsiure
heavy meromyosin

Hertz

halbmaximale Intensitét

funny current

Immunglobulin G

Intensitdtsmaximum

Intensitdtsminimum
Inositol-1,4,5-triphosphat

induced pluripotent stem cells, induziert-pluripotente Stammzellen
junktionales sarkoplasmatisches Retikulum
Kaliumion

Dissoziationskonstante

Kaliumchlorid

Kilodalton

Kilopascal

light meromyosin

Molekulargewicht

Maximum
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mbar Millibar

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure
mg Milligramm

MgCl, Magnesiumchlorid

MHC myosin heavy chain

min Minuten

Min Minimum

ml Milliliter

MLC myosin light chain

mM Millimol pro Liter

mm? Quadratmillimeter

mm? Kubikmikrometer

ms Millisekunden

mV Millivolt

MW molecular weight, Molekulargeweicht
v Mittelwert

uCpP micro-contact printing

ug Mikrogramm

u-Gewebe Mikrogewebe

ul Mikroliter

um Mikrometer

uM Mikromol pro Liter

um? Quadratmikrometer

n Anzahl der Messungen

NA numerische Apertur

Na" Natriumion

NaCl Natriumchlorid

NCX Natrium-Calcium-Austauscher

nM Nanomol pro Liter

nm Nanometer

nN Nanonewton

NSR Netzwerk-sarkoplasmatisches Retikulum
P Periodizititsparameter

PBS phosphate buffered saline, Phosphat gepufferte Salzlosung
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PDMS
pH

PKA
PL
PLB
PMCA

RGD
RT
RW
RyR

SA
sCMOS
SERCA
SLN
SNARE
SR

TE

tr

™

Tn
T-Tubuli
uv

v/v

vgl.

W

w/v

z.B.
Z-Scheibe

Polydimethylsiloxan

negativ dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
anorganisches Phosphat

Proteinkinase A

Phospholipid

Phospholamban

Plasmamembran Calcium-Adenosintriphosphatase
Korrelationskoeffizient
Arginin-Glycin-Asparaginsiure

Raumtemperatur

Reichweite

Ryanodin-Rezeptor

Sekunde

Standardabweichung

Sinoatrial

scientific complementary metal-oxide semiconductor
sarko(endo)plasmatische Retikulum-Adenosintriphosphatase
Sarkolipin

soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor
sarkoplasmatisches Retikulum

Trypsin-EDTA

Zeitpunkt der halbmaximalen Intensitit
Tropomyosin

Troponin

Transversaltubuli

ultraviolett

Volumen pro Volumen

vergleiche

Watt

Gewicht pro Volumen

zum Beispiel

Zwischenscheibe
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