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Abstract

Based on a hypothesis of Bingelli and Weinstein [32], that the transmembrane potential of
different cells varies depending on the function of their stating proliferation, we analyzed the
contrary effect and proved that the proliferation of cells is influenced by electric fields. So it
should be ascertained whether long-term effects in human tumour cells can be achieved in
this way and if therapeutically useful results are possible.

To explore whether and how electric fields effect the cellular metabolism, proliferation and
morphology of tumour cells, we electrically stimulated human breast cancer cells (MCF-7)
with low-frequency rectangular waving pulses at a frequency of 100Hz and harmonic field
pulses of 100Hz and 150kHz. The analysis of the division of the MCF-7 cells, which were
exposed to the low-frequency pulsed electrical fields, revealed that their proliferation was
reduced by 20% in comparison to untreated cells. The metabolism measurements of the
tumour cells, which were electrically stimulated with harmonic field pulses, showed an
inhibitory effect on the cell metabolism (oxygen consumption) of the treated groups. In order
to prevent electrochemically induced side effects within the direct stimulation, we also
studied how the cells behave within the direct electrical stimulation compared to the
stimulation with capacitive coupled electric fields. Using the finite element simulation, it could
be estimated which field intensities occur in the cellular level. Furthermore it could be proved
that the cell quantity reduction within the direct stimulation was not caused by cytotoxic
effects or corrosive effects.

Moreover during the cell membrane potential measurements, the hyperpolarization of one
half of a cells and the simultaneous depolarization of the other half could be ascertained. The
potential fluctuation of the membrane (hyperpolarization/depolarization) seems to have a
great influence on the proliferation of tumour cells. Therefore it can be suggested that the
relation between the potential membrane variation, which was caused by the externally
applied electrical field, and the cellular division activity, really exists. A connection between
the ion channels, possible membrane variation evoked by these channels and an eventual
tumour proliferation detention, is not determined yet.

It was also confirmed that acidosis in the extracellular range leads, on the one hand, to the
inhibition of the proliferation and, on the other one, to membrane depolarization. This is
probably caused by the intracellular pH-regulating mechanisms.

Further, the usage of Na'/H" exchange carrier blocker (amiloride) was examined. It causes a
slight membrane hyperpolarization within the increasing extracellular acidosis. The resulting
proliferation inhibition is more determined than in the control group (untreated cells).
Consequently it can be suggested that the connection between extracellular acidosis,
membrane depolarization and the inhibition of proliferation really exists. However, the
hypothesis of Binggeli and Weinstein [32] affirms the entity of correlation between the
membrane hyperpolarization and the inhibition of proliferation. But this antithesis does not
give us the sufficient understanding of the action mechanism between the membrane
depolarization/hyperpolarization and the proliferation within the extracellular acidosis.
Presumptively there are some mechanisms in vivo that cannot be acquired with the
investigation of in vitro cell cultures.






Zusammenfassung

Basierend auf einer Beobachtung von Binggeli und Weinstein [32], dass sich das
Transmembranpotential verschiedener Zellen in Abhangigkeit ihrer Proliferation veréndert,
wurde im Rahmen dieser Arbeit der umgekehrte Effekt - die Proliferation von Zellen unter
dem Einfluss von elektrischen Feldern - untersucht. Damit sollte geklart werden, ob auf diese
Weise langfristige Effekte an humanen Tumorzellen erzielt werden kénnen und, ob sich
daraus therapeutische Mdglichkeiten ergeben.

Um zu untersuchen, ob und wie elektrische Felder den Metabolismus, das Teilungsverhalten
und die Zellmorphologie von  Tumorzellen beeinflussen, wurden humane
Mammakarzinomzellen (MCF-7 Zellen) mit niederfrequenten gepulsten elektrischen Feldern
mit einer Frequenz von 100Hz und sinusférmigen elektrischen Feldern mit einer Frequenz
von 100Hz bzw. 150kHz befeldet. Die Untersuchung des Teilungsverhaltens der MCF-7
Zellen, welche einem niederfrequenten gepulsten elektrischen Feld ausgesetzt waren, zeigte
eine um 20% reduzierte Proliferation im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Die Messung
des Zellmetabolismus von mit sinusférmigen elektrischen Feldern stimulierten Tumorzellen
zeigte einen inhibitorischen Effekt auf den Zellmetabolismus (Sauerstoffverbrauch) der
behandelten Gruppen. Um elektrochemisch bedingte Nebeneffekte bei der direkten
Stimulation zu vermeiden, wurde zudem analysiert, wie sich die Zellen bei einer direkten
elektrischen Stimulation im Vergleich zu einer Stimulation mit einem kapazitiv
eingekoppelten elektrischen Feld verhalten. Mit Hilfe der Finite Elemente Simulation konnte
abgeschatzt werden, welche Feldstarken auf der Zellebene entstehen kdnnen. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass die Zellzahlreduktion bei der direkten Stimulation nicht durch
zytotoxische oder elektro-korrosive Effekte verursacht wurde.

Weiterhin konnte anhand der durchgefihrten Zellmembranpotential-Messungen die
Hyperpolarisation der einen und die gleichzeitige Depolarisation der anderen Zellhalfte unter
dem Einfluss eines elektrischen Feldes nachgewiesen werden. Die Membranpotential-
Fluktation (Hyperpolarisation/Depolarisation) scheint einen wichtigen Einfluss auf die
Proliferation von Tumorzellen zu haben. Dies lasst vermuten, dass ein Zusammenhang
zwischen einer — durch ein extern appliziertes elektrisches Feld verursachten -
Membranpotentialanderung und der zellularen Teilungsaktivitat besteht. Der Zusammenhang
zwischen den lonenkanédlen und der dadurch induzierten Membranpotentialdnderung und
einer potenziellen Tumorproliferationshemmung ist noch nicht verstanden.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Azidose im extrazellularen Bereich einerseits zu einer
Proliferationshemmung und andererseits zu einer Membrandepolarisation fuhrt. Dies wird
vermutlich durch die intrazellularen pH-Regulationsmechanismen verursacht. Weiterhin
verursacht die Verwendung eines Na'/H'-Austausch-Karrierblockers (Amilorid) eine leichte
Membranhyperpolarisation bei steigender extrazellularer Azidose. Die Proliferationshem-
mung ist starker ausgepréagt als bei unbehandelten Zellen. Dies lasst einen Zusammenhang
zwischen extrazellularer Azidose, Membrandepolarisation und Proliferationshemmung
vermuten. Die Hypothese von Binggeli und Weinstein [32] besagt jedoch eine Korrelation
zwischen Membranhyperpolarisation und Proliferationshemmung. Dieser Gegensatz zeigt
unser nicht ausreichendes Verstandnis der Wirkungsmechanismen zwischen der
Membrandepolarisation/Membranhyperpolarisation und der Proliferation unter extrazellularer
Azidose. Es ist zu vermuten, dass es in vivo Mechanismen gibt, welche durch
Untersuchungen an isolierten Zellen in vitro nicht ausreichend erfasst werden koénnen.



Vi




Vil

Danksagung

Diese Dissertation entstand im Rahmen des von der Heinz Nixdorf-Stiftung geférderten
Projekts EvoPot am Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fir Medizinische Elektronik der Technischen
Universitat Minchen.

Ein groRBer Dank geht an meinen Doktorvater Herrn Professor Dr. Bernhard Wolf fir die
interessante Themenstellung, die Betreuung der Dissertation und die vielen konstruktiven
und motivierenden Gesprache.

Ich bedanke mich bei allen Mitarbeitern des Lehrstuhls sehr herzlich fir die gute
Zusammenarbeit, die diversen Diskussionen und Anregungen und das gute Arbeitsklima.
Mein besonderer Dank gilt Herrn Dr. Brischwein fir die zahlreichen Anregungen und
Diskussionen, Herrn Demmel fur die Hilfestellungen mit dem IMR-System und die vielen
Anregungen und Diskussionen in technischen Belangen, Frau Pfister fir die Unterstiitzung
bei den Simulationen, Herrn Michelfelder fiir die gute Verwaltung des Biolabors, Frau Remm
fur die Herstellung der Glas-Sensorchips und Herrn Dr. Peter Wolf fiir die zahlreichen
Anregungen und Diskussionen im Bereich der biologischen Experimente.

Ebenso danke ich allen Studenten, die mit ihren Arbeiten zum Gelingen dieser Dissertation
beigetragen haben.

Zusatzlich moéchte ich mich auch bei meinen Eltern herzlich bedanken, die mich immer
unterstutzt haben.



Vil

Meinen Eltern



INHALTSVERZEICHNIS
1 Ausgangspunkt und Zielsetzung der Arbeit.......ccccvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 1
1.1 1YL T Y= L1 0 o RS 1
1.2 ZielSetzung der ArDEIT ittt as e s 4
2 EINIEITUNG ettt 5
2.1 ZellbiologisChe GruNAIAQEN ..eeeeeeeeiicceerireereeeeiiicccrseneeeeeessssessssssnseessssssssssssnnsssesssssanes 5
2.0 1 ZEHAUDAU ... e e e e nree e e nnes 5
2.0.2  ZEHZYKIUS ..ottt 7
2.1.3  ZelmMetabOliSIMUS .....ciiiieiiiiitiiie ettt e e e e e e e e e e e st e e e e e e e e rrreeeaeeeaann 8
2.1.4 Zellmetabolismus in normalen und TUMOIZElEN .........cooiiiiiiiiiii e 9
2.1.5 Intra- und extrazellularer pH-Wert an TUMOIZellen ..........ccooviiiiiiiiiiiine e 11
2.1.6  Aufbau einer ZellMemDBIan .........ooii i e e e st e e e e e e e anes 13
2.2 lonenkanale UNd TUMOIE ..uiiiicceiiiiieeeiiinresssssseessssssnsssssssssassssssssesssssssssssssssnssssssnns 15
2.2.1 lonenfluss in einer biologischen Membran ...........ccccccciiii 15
2.2.2 Spannungssensitive lonenkanale und TUMOIE ........ccooviiiiiiiiiiei e 16
2.2.3 Einfluss der lonenkanale auf die Proliferation und den ZellzyKIus .............cocoeeeiiiieeennnn 18
2.2.4 Konzepte der Wachstumsregulation: Transmembranpotential, intrazellulére
Natriumkonzentration Und Gap JUNCLION .........ooiuuiiiiiiiiiie e 20
2.2.5 Membranpotential und Proliferation...........ccoceeiiiiiiiiiiii e 21
2.2.6 Das Transmembranpotential .............ccovvviiiiiiiiiii e 25
2.3 Einfluss von elektromagnetischen Feldern auf ZelleN....uovvccecvveeeeeeenecccccinneneenn. 27
2.3.1 Elektrische Doppelschichten an Membranen ............cccccccccviiiii 27
2.3.2 Passives elektrisches Verhalten einer Zelle ... 27
2.3.3 Erwarteter Verlauf des elektrischen Feldes...........ccvoiiiiiiiiiiic e 30
2.3.4 Wellenform und Art der StIMUIALION ...........coiiiiiiiiiieee e e e 32
2.4 MesstechnisChe GruNAIagen .o eeeeeiiiiiccrrrnerreereisiessseerreeesssssssssansnseesssssssssnnnsnenes 33
2.4.1 Elektrochemische Effekte am Elektrode-Elektrolyt-Ubergang ..........ccooevvvivveveiivseeiennns 33
2.4.2 Technik der Impedanzmessung bei verschiedenen Frequenzen...........cccccccccvvvevenennnnn.. 36
2.4.3 Messtechnik zur Bestimmung des TransmembranpotentialS.............cccccccevevvveveieiininennnn. 40
2.4.4 Prifstandfunktion des Glas-Sensorchips: Messung des Sauerstoffverbrauchs und der
ANSBUETUNGSTALE ... 44
2.45 Modernes Screening-System: Intelligent Microplate Reader (IMR) .........cccocooeeiviineennnn 45
25 Stand der Forschung zur Elektrostimulation von Tumorzellen ......ccccceeveeuneenne. 50
3 Materialien und MethOoden ..........oooviiiiiiii e 53
3.1 Chemikalien UNd LOSUNQEN cccuiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeemeeemssesessssmersrssessssssssnsnes 53
3.2 Zusammensetzung der angewendeten Medi€N... . ieeeeeiccerrrnneeeensiniccsssennneeeesnenes 53
3.3 LT = 53
3.4 Y0 0TV L PR 53
3.5 ZellbiologisChe MEtNOUEN. ...t cccnerrr e s ss s sennreeessssssssannnnnesssssanes 53
TN R =Y {1 (U (1 ] ORI 53
3.5.2  ZEHZEANIUNG ..ottt e et e e e e e e e b aaaeeaaa s 55

R R I = oY= VU (] 01 () ST 55



X

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10

4.2

4.3

4.4

4.5

Elektroden zur elektrischen Stimulation der Zellen ........vviivinicneeiiniiicninsnnneene, 56
I A €] o T =Y T o o 1o SRR 56
I I O o o] (o F=Ta Y o= o] 0 T= 1 = SRR 57
3.6.3 Impedanzspektroskopie zur Untersuchung des frequenzabhéngigen Verhaltens der

L= T=T 2T 0T [T o PRSP 59

Modellierung der rGumlichen Spannungs- und Feldverteilung ....cccceceeeeiiuneennne. 61
3.7.1 Modellbeschreibung: Direkte elektrische Stimulation, 100Hz, 150 kHz ..............ccvvveeeee.n. 62
3.7.2 Modellbeschreibung: Kapazitive elektrische Stimulation, 100 Hz, 150 kHz..................... 63

Applikation von elektrisSChen FEIAEIN .....eeeeeiieccerrrereeeeerriccccsrnneereeeessssscsssnnesnens 65
3.8.1 Direkte FeldeiNSPEISUNG .....ccciiiiiiiiiiiiee ittt s st e e b e e e e sbreeeeans 65
3.8.2 Kapazitive FeldeiNSPEISUNG ........ciiiiiiiieiiiiie ettt e e sbeeeeean 70

Membranpotential-Messung an einer Zelle in einem elektrischen Feld.............. 72
3.9.1 Ermittlung der optimalen Farbstoffkonzentration...............cccccuvviuiiiiiiiiiiieiniiii, 73
3.9.2 Erstellen einer Kalibrierungskurve zum Quantifizieren einer Anderung des

MembBranPOtENTIAIS .........coviieiiieeeeeee 77
3.9.3 Membranpotential-Messung an einer Einzelzelle.............uvvviiviiiiiiiiiiiiiiieiiiieieinneinn. 80
3.9.4  FluoresSzenzmiKroSKOPIE .......coiuuiiiiiiiiie ittt e e 82
Untersuchung des Zellmembranpotentials unter Verwendung des Na'/H'-
Austausch-Karrierblockers Amilorid und Variation der extrazellularen pH-Werte
................................................................................................................................... 84
3.10.1  Erstellen einer Kalibrierungskurve unter Variation der extrazellularen pH-Werte......... 85
3.10.2 Membranpotential-Messung an Zelen ...............uuuuiriiiiieiiiiiiiiieiie ... 86
Er gD S 87

Eigenschaften der EIEKIIrOUEN ... eeeiieiecicccneereeteecccccsneneeeeeesscssssssnsessessssssssssnnnssens 87
4.1.1  ImpPedanzsSPektrOSKOPIE . ......ccoiuiiiii ettt e e 87
4.1.2 Ermittlung des Faraday'schen Stromanteils ... 89
4.1.3 Messungen Mit MCF-7 ZEIIEN ........uuuiiiiiiiiiiiieieieieieieieie e e reeeaeeeeeeeseeenenrnesesrnrnrsrnnes 92

Numerische Modellierung des Spannungs- und Feldverlaufs......ccccceeeecccnnenneen. 94

4.2.1 Direkte elektrische Stimulation: Sinusférmige elektrische Felder, 100 Hz und 150 kHz... 94
4.2.2 Kapazitive elektrische Stimulation: Sinusférmige elektrische Felder, 100Hz und 150 kHz ..

........................................................................................................................................... 97
Elektrische Stimulation: Direkte Feldeinspeisung, niederfrequente gepulste
ElEeKIriISCE FEIAEI, 100 HzZ.uuuiieeuiireniirenirienireeeseeensereesereasesrssesesssersssssessessssessssssssssessnne 929

4.3.1 Teilungsverhalten: Zellzahlbestimmung bei stimulierten Zellen im Vergleich zu

unbehandelten Zellen (MDA-MB-231 Zellen) ........cccoouiiiiiiiiiieiiiiee e 99

4.3.2 Teilungsverhalten: Zellzahlbestimmung bei stimulierten Zellen im Vergleich zu
unbehandelten Zellen (MCF-7 ZEEN) ......ccouuiiiiiiiie e 100
4.3.3 Temperaturkontrolle auf dem Glas-Sensorchip wahrend der Stimulation...................... 101
4.3.4 Nachweis membrangeschadigter Zellen mit Trypanblaufarbung ............cccccoiiiinn. 102
4.3.5 Metabolische Messung und Morphologie von MCF-7 Zellen .............ccooocieiiiiiiiiineenenn. 102
4.3.6 Morphologie VON MCF-7 ZEIIEN ......cooiiiieiieie e 104
Elektrische Stimulation: Direkte Feldeinspeisung, sinusférmige elektrische
(LS Lo [T i 1010 2NN 105
4.4.1 Metabolische Messung von MCF-7 Zellen .......occuuuiiiiiiiiiiiieie e 105
4.4.2 Morphologie VON MCF-=7 ZEIEN ......ccooeieiee ettt 107
Elektrische Stimulation: Direkte Feldeinspeisung, sinusformige elektrische

[T o LT G 101 4 108



4.5.1 Metabolische Messung von MCF-7 Zellen ........cccuuuiiiiiiiiiiiee e 108
4.5.2 Morphologie VON MCF-=7 ZEIEN ......c.oo ittt 111

4.6 Elektrische Stimulation: Kapazitive Feldeinspeisung, sinusféormige elektrische
Felder, 100 HZ UNA 150 KHzZ.uuuuuiirtreuierernniererneierennssierensssisnessssssrenssssssenssssssensssssasnans 112
4.6.1 Untersuchung des Proliferationsverhaltens mittels fluorimetrischen Resazurin-Messungen
und Zellzahlbestimmung vON MCF-7 ZeIlEN ........ccoiiiiiiiiiiiiiee e 112
4.6.2 Morphologie VON MCF-=7 ZEIEN ......ccoo ettt e e rere e 113
4.7 Membranpotential-MESSUNG ..cccccerrrereeeerricerrsrnreeeesssssesssssssseessssssssssssnssssesssssssssssnnne 118
4.7.1 Zelle in einem niederfrequenten gepuslten elektrischen Feld von -2,3 kV/m ................. 118
4.7.2 Zelle in einem niederfrequenten gepulsten elektrischen Gegenfeld von 2,3kVim........... 123
4.7.3 Zelle in einem niederfrequenten gepulsten elektrischen Feld von -230 V/im .................. 125

4.8 Untersuchung der Proliferation und des Membranpotentials unter Verwendung
des Na'/H*-Austausch-Karrierblockers Amilorid und Variation der extrazellularen

0 B AT TP 128
4.8.1 Morphologie VON MCF-7 ZEIEN .....cccuuiiiiiiiiiie et 130
T B 1] U £7] o1 o ISR 133
5.1 Eigenschaften der StimulationSeleKtrOUen .....iiiiicriirnreeriniicssnnsnnreeesesssessssnnnes 134
5.1.1 EIeKtrodenVerNAlteN.........ooo i 134
5.1.2 EINflUSS der PASSIVIEIUNG ......uueeiiiiieiiiiitie ettt e e e e 136
5.1.3 EINfluSS deS ZEelIDEWUCNSES ......cooiiiiiiiieii e 137
5.2 Einfluss der elektrischen Stimulation auf Tumorzellen .......vceiviivceeeinisieeennnnee 138
5.2.1 Niederfrequente gepulste elektrische Felder: Direkte Feldeinkopplung...........ccccvvvvee.... 138
5.2.2 Sinusférmige elektrische Felder: Direkte und Kapazitive Feldeinkopplung .................... 139

5.3 Induktion moéglicher biologischer Effekte durch ein elektrisches Feld:
Beeinflussung des MembranpotentialS ..cccovcccereeriiiicrrissenreeeeeiicssssssnneeeesesssessssnnnes 143

5.4  Proliferationshemmung unter Verwendung des Na'/H'-Austausch-

Karrierblockers Amilorid und Variation der extrazellularen pH-Werte .............. 147
5.5 = 1 N 149
5.6 Ausblick: TherapeutiSCher ANSAtZ.....cccccicceeeeieeeiccerrrenreeeeeeiececsssnseeeeesessessssssnnseseens 150
N 01 = o o PPN 152
LiteratUrVerZEICHNIS ... e e aens 183
AbDIAUNGSVEIZEICNNIS ..o 193
TabellenNVerZEICNNIS. ... e 205

VeroffentliChUNGEN ... 209






Ausgangspunkt und Zielsetzung der Arbeit 1

1 AUSGANGSPUNKT UND ZIELSETZUNG DER ARBEIT

1.1 Motivation

Laut den Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind Tumore (13%) nach den
Herz-Kreislauf-Erkrankungen (29%) und parasitaren Infektionskrankheiten (19%) die
dritthaufigste Todesursache weltweit [200, 210, 211]. Allein im Jahr 2010 kam es in
Deutschland zu 477.300 Krebsneuerkrankungen. Das sind etwa 7500 Patienten mehr als im
Jahr 2008 [11]. Viele Tumore weisen einen epithelialen Ursprung auf. Die haufigsten, von
Krebs verursachten Todesfalle bei Mannern sind mit Lungenkrebs verbunden. Bei Frauen
steht Brustkrebs auf Platz eins. Das Mammakarzinom macht deutlich mehr als 25% aller
Krebsfalle aus. Die Sterberaten bei Krebs sind in Abh&ngigkeit des Region, des Alters und
der Risikofaktoren signifikant verteilt [210].

Die gangige Behandlungsmethode fir Tumore ist eine Kombination aus operativer
Entfernung, Bestrahlung und Chemotherapie. Diese Behandlungsmethoden kénnen jedoch
eine grofe Anzahl an schwerwiegenden Nebenwirkungen verursachen. Die Vermeidung
solcher Nebenwirkungen erfordert neue therapeutische Ansétze in der Tumortherapie. Einen
solchen neuen Ansatz in der Tumortherapie verspricht die gezielte Beeinflussung von Zellen
durch elektrische Felder. Die elektrische Stimulation wird seit langem bei verschiedenen
Indikationen wie z.B. Wundheilung, Knochenheilung, Hirnstimulation, der Behandlung
motorischer Stérungen und Minderung chronischer Schmerzen Klinisch eingesetzt.
Zusatzlich verwendet man elektrische Felder in der Zellbiologie, um zellulare Prozesse
genauer zu untersuchen. Unter bestimmten Bedingungen sind diese Prozesse irreversibel
und ein Einsatz in verschiedenen Gebieten der Medizin, vorrangig in der Onkologie, ist
denkbar.

Daneben kann durch die Kombination der Chemotherapie mit elektrischen Feldern die
Behandlungseffektivitdt durch synergetische Effekte gesteigert werden. Weiterhin kdnnte die
Kombination der beiden Therapien die Verminderung der eingereicherten Dosis erlauben. So
zeigten preklinische Studien den antimitotischen Effekt von sogenannten Tumor Treating
Fields (TT-Felder), die Intensitats- und Frequenz-abhangig sind und einen zusatzlichen oder
synergetischen Effekt in der Kombination mit Chemotherapie aufweisen [61, 119, 191].
AuBerdem ist bekannt, dass die Fahigkeit bdsartiger Tumore, Metastasen zu bilden, die
haufigste Todesursache ist. Viel seltener sterben erkrankte Menschen direkt an den
Primartumoren. Solche TT-Felder zeigen auch eine inhibitorische Wirkung auf Metastasen
im Tiermodel [61].

Aus diesem Grund sind genauere Kenntnisse tber den Einfluss der elektrischen Felder auf
die Zellen erforderlich, um neue potenzielle tumortherapeutische Targets zu finden. Durch
die elektrischen Felder kénnen solche Prozesse wie z.B. Zellmigration, Zelldifferenzierung,
Proliferation, Zellwachstum usw. beeinflusst bzw. beeintrachtigt werden.

Ein extern appliziertes elektrisches Feld kann sowohl den lonendurchfluss durch die
Membran als auch das Transmembranpotential beeinflussen. Verschiedene Arbeiten haben
gezeigt, dass nicht nur die Aktionspotentiale von neuronalen Zellen eine funktionale
Bedeutung aufweisen, sondern auch Transmembranpotentiale epithelialer Zellen mit
funktionalen  Zustédnden korrelieren kénnen [32, 116, 167, 179, 215]. Das
Transmembranpotential ist ein grundlegendes biophysikalisches Signal in nicht-erregbaren
Zellen, deren Modulation fiir solche Zellaktivititen wie z.B. Proliferation von Bedeutung ist
[236].



2 Ausgangspunkt und Zielsetzung der Arbeit

Ist eine Zelle einem elektrischen Feld ausgesetzt, fihrt das zu einer
Membranpotentialanderung an der Zellmembran. Das Transmembranpotential ist von vielen
Faktoren, wie z.B. von der Protonen- und lonenzusammensetzung im intra- und
extrazellularen Raum und deren Transport durch die Zellmembran, abhangig [193, 194, 196,
197]. Das alles kann zu Konformationszustandsénderungen an den Membranproteinen
fuhren. Unter deren Einfluss andern sich auch die Membranoberflachenladung, die
lonenverteilung an der Membran und die lonenleitfahigkeit [130, 135, 192, 220]. Diese
konnen zu vielféltigen Effekten auf die Signaltransduktion und den zellularen Metabolismus
fuhren. Unter anderem kann dadurch Einfluss auf die Zellproliferation genommen werden.
Diese kann man sowohl durch ein elektrisches Feld als auch durch den Einsatz von
Kanalblockern beeinflussen.

Basierend auf verschiedenen Studien zeigten Binggeli und Weinstein, dass sich das
Transmembranpotential verschiedener Zellen in Abhéngigkeit von ihrer Proliferations-
Tendenz verandert [32]. So weisen teilungsfahige Zellen, wie Tumorzellen oder embryonale
Zellen, Transmembranpotentiale auf, die oberhalb eines Grenzwertes von ca. -37mV liegen.
Die nicht teilungsfahigen Zellen, wie Muskel- und Nervenzellen, weisen
Transmembranpotentiale auf, die zwischen -70mV und -90mV liegen [32]. In Abbildung 1-1
sind die Unterschiede der Transmembranpotentiale der Zellen dargestellt.
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Abbildung 1-1: Transmembranpotentiale verschiedener Zellen und zellularer Zustande. Das
Transmembranpotential verschiedener Zellen verandert sich in Abhéngigkeit von ihrer Proliferation.
Die teilungsfahigen Zellen, wie Tumorzellen oder embryonale Zellen, weisen Transmembranpotentiale
auf, die oberhalb eines Grenzwertes von ca. -37mV liegen. Die nicht teilungsféahigen Zellen, wie
Muskel- und Nervenzellen, weisen Transmembranpotentiale auf, die zwischen -70mV und -90mV
liegen. Erstellt nach einer Vorlage aus [80], basierend auf den Daten von [32].
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Bislang gibt es fur dieses Phanomen keine Uberzeugende Erklarung. Laut verschiedener
Autoren kdnnen elektrische Effekte an Zellmembranen grof3en Einfluss auf die Proliferation
haben [26, 76, 77, 82, 221]. Der Einfluss und die Aktivitdt von lonenkanalen auf die
Proliferation und das daraus folgende neoplastische Wachstum werden zunehmend
diskutiert [71, 82, 130, 135]. Verschiedene metabolische Prozesse in der Zelle verursachen
diverse Protonen- und lonenbewegungen. Diese resultieren aus elektrischen Strémen und
Feldern an und in einer Zelle [80]. Die zellularen Wirkungsmechanismen der elektrischen
Felder sind sehr komplex und trotz vielzéhliger Studien noch nicht komplett verstanden.
Zusatzlich wurden in verschiedenen Literaturquellen widersprtchliche Ergebnisse erzielt [70,
117]. Bei der elektrischen Stimulation muss man allerdings einen Kompromiss zwischen dem
erzielten Erfolg und unerwiinschten Nebenwirkungen finden [89].

Die Erforschung eines Zusammenhangs zwischen den Anderungen des Membranpotentials,
welche durch extern angelegte elektrische Felder verursacht werden und einer
Proliferationshemmung bei humanen Mammakarzinomzellen, ist am Heinz Nixdorf-Lehrstuhl
fur Medizinische Elektronik (HNLME) der Technischen Universitat Minchen im Rahmen des
Projektes ,EvoPot* ausgefihrt worden. In diesem Projekt wurde eine mdogliche
therapeutische Relevanz der Beeinflussung des Transmembranpotentials von Tumorzellen
mittels multiparametrischer bioelektrischer Chipsysteme analysiert.
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1.2  Zielsetzung der Arbeit

Der Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit ist die Beobachtung von Binggeli und Weinstein,
die besagt, dass sich das Transmembranpotential verschiedener Zellen in Abh&ngigkeit von
ihrer Proliferation verédndert. Dabei sollen durch externe elektrische Felder induzierbare
Einflisse des Transmembranpotentials und des lonendurchflusses auf die Zellproliferation
exakt betrachtet werden. Zudem sollen die zellularen Signalwege auf die das elektrische
Feld einwirkt, genauer analysiert werden.

Far die Erklarung einer moglichen Feldwirkung sollen verschiedene Herangehensweisen bei
der Experimentplanung (verschiedene Befeldungsprotokolle) untersucht werden. Dafir
werden die Zellen zum einen mit gepulsten niederfrequenten elektrischen Feldern und zum
anderen mit sinusformigen elektrischen Feldern im niederfrequenten und mittleren
Frequenzbereich beaufschlagt, wobei die Wechselwirkungen zwischen diesen Feldern und
zellularen Prozessen untersucht werden. Als Zellmodell wird eine humane Mammakarzinom-
Zelllinie (MCF-7 Zelllinie) dienen. Um die moglichen elektrochemischen Nebenwirkungen zu
untersuchen, stimuliert man die Zellen zusatzlich mit einem kapazitiv eingekoppelten
elektrischen Feld. In beiden Fallen (direkte bzw. kapazitive elektrische Stimulation) soll mit
Hilfe des Simulationsprogramms COMSOL Multiphysics abgeschatzt werden, welche
Feldstarken auf der Zellebene entstehen kdnnen.

Die elektrische Stimulation der Zellen muss einerseits zu den gewinschten stimulierenden
Effekten fuhren, andererseits missen zytotoxische Effekte oder elektro-korrosive Effekte an
den Stimulationselektroden vermieden werden [47, 152]. Fiur die gemessenen biologischen
Effekte stehen nicht die elektrochemischen Prozesse sondern die Effekte im
Elektrolytmedium im Vordergrund. Aus diesem Grund sollen der Ladungstransfer und die
Stromdichten, die beim Anlegen einer Stimulationsspannung an den Elektroden entstehen,
ermittelt werden.

Zunachst wird eine Anderung des Transmembranpotentials als eine Antwort auf die Wirkung
eines elektrischen Feldes untersucht. Durch ein extern appliziertes elektrisches Feld konnten
mehrere Signalwege aktiviert werden. Folglich wird die Proliferation der Zelle als Antwort auf
den Einfluss von elektrischen Feldern (niederfrequente monopolare Rechteckpulse mit einer
Frequenz von 100HZz) untersucht. Damit soll geklart werden, ob langfristige Effekte an
humanen Tumorzellen erzielt werden koénnen und ob sich daraus therapeutische
Maoglichkeiten ergeben.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es aufzuklaren, ob sich die Proliferation, der Metabolismus
und die Morphologie von Tumorzellen durch das Anlegen elektrischer Felder (sinusférmige
Feldpulse mit einer Frequenz von 100Hz bzw. 150kHz) beeinflussen bzw. inhibieren lassen.
Anhand von Literatur [244], die zeigt, dass die extrazellularen pH-Werte einen Einfluss auf
das Membranpotential aufweisen und unter Bertcksichtigung mdoglicher therapeutischer
Aspekte sollen weiterhin am Beispiel der MCF-7 Zellen Effekte von verschiedenen
extrazellularen pH-Werten auf den Metabolismus und das Transmembranpotential unter
Verwendung von Kanalblockern wie Amilorid (Blocker des Na'/H'-Austausch-Carriers)
untersucht werden.



Einleitung 5

2 EINLEITUNG

2.1  Zellbiologische Grundlagen

Eine Zelle stellt ein hoch komplexes, sich selbst erhaltendes System dar und ist die kleinste
Einheit aller lebenden Organismen. Sie versorgt sich selbststandig mit Nahrstoffen und kann
durch Teilung fir ihren Fortbestand sorgen.

2.1.1 Zellaufbau

Im Laufe der Evolution haben sich zwei Gruppen von Zellen gebildet, die sich in ihrem
Aufbau stark unterscheiden: Prokaryonten und Eukaryonten.

Prokaryonten sind einfach aufgebaute Zellen ohne Zellorganellen, wie z.B. Zellkern oder
Mitochondrium. Sie besitzen einen einzigen cytoplasmatischen Bereich mit DNA, RNA und
Proteinen. Prokaryontische Zellen sind unizellulare Lebewesen und zwischen 1 und 10
Mikrometer grof3.

Eukaryonten sind dagegen dazu wesentlich komplexer aufgebaut. Sie besitzen
membranbegrenzte Strukturen (z.B. Mitochondrien oder Chloroplasten), sogenannte
Organellen, und einen Zellkern, in dem sich das Erbgut befindet. lhre Grof3e kann in
Abhangigkeit von Zelltyp zwischen 10um und 100um variieren. Bis auf wenige Ausnahmen
(z.B. Pantoffeltierchen) leben Eukaryontenzellen in einem differenzierten Zellverband, in dem
jeder Zelltyp eine bestimmte Funktion erfillt. Zu den Eukaryonten zdhlen Tiere, Pflanzen und
mehrzellige Pilze.

Der Aufbau einer Krebszelle ist in Abbildung 2-1 dargestellt.
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Abbildung 2-1: Der Aufbau einer Krebszelle (Kolorektales Karzinom). Elektronenmikroskopische
Aufnahme (TEM). Der Zellkern, die Mitochondrien, die Ribosomen und die Zellmembran sowie weitere
Zellorganellen sind deutlich zu erkennen. Nicht nur die Zellmembran selbst, sondern auch die
intrazellularen Membranen stellen die strukturbildenden Elemente in Zellen dar und zeigen elektrische
Effekte. Aufnahme: B. Wolf [25].

Der Aufbau der Tierzelle wird im Folgenden durch die Beschreibung einzelner
Kompartimente genauer erlautert:

Doppellipidschicht-Zellmembran: Ort vieler biochemischer Prozesse (Lipidstoffwechsel,
oxidative Phosphorylierung), bildet umschlossene Kompartimente, Transport spezifischer
Metaboliten;

Zellkern: steuert alle Lebensvorgdnge innerhalb der Zelle, enthalt das Genom (sowie
Mitochondrien- und Chloroplasten-DNA), Syntheseort fir DNA (Erbinformation) und RNA
(Ubertragung der Erbinformation ins Plasma), Bildung der Ribosomen, Stoffaustausch;
Ribosomen: Synthese loslicher Proteine, integraler Membranproteine, Herstellung von
Lipiden, Speicherort fiir Ca®*-lonen.

Endoplasmatisches Reticulum (ER): Transport der Proteine, die bei der Eiweil3synthese
entstanden sind, Herstellung der Lipiden, Stoffaustausch zwischen Zellkern und Zytoplasma,
Stofftransport, Speicherung, Stoffumwandlung;

Raues ER: halt auf seiner Membran viele Ribosomen gebunden;

Glattes ER: ER-Bereiche ohne gebundene Ribosomen;
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Golgi-Apparat: besteht aus Golgi-Zisternen, empfangt Lipide und Proteine vom ER und
transportiert diese weiter zu Zielorten. Kovalente Modifizierung von Molekulen;
Mitochondrien:  Erzeugung von ATP-Molekulen (,Energiekraftwerke® der Zelle),
Warmeproduktion;

Lysosomen: Abbau von funktionsunttichtigen Makromolekilen und Partikeln mit Hilfe von

Verdauungsenzymen;
Endosomen: Durchlauf des durch Endozytose aufgenommenen Materials weiter zu
Lysosomen,;

Peroxisomen: kleine vesikulare enzymhaltige Kompartimente, in denen oxidative Reaktionen
stattfinden;

Cytosol:  Hauptort der Proteinsynthese, des Proteinabbaus und zellularen
Intermediarstoffwechsels;

Cytoplasma: besteht aus Cytosol und cytoplasmatischen Organellen

Cytoskelett: mechanischen Stabilisierung und Formgebung der Zelle. Auzerdem ist es flr die
Bewegung der ganzen Zelle sowie fur Transportvorgadnge im Zellinneren verantwortlich. Es
ist aus mehreren Filamenten aufgebaut: Aktinfilamente (6-8nm), Intermediarfilamente (10nm)
und Mikrotubli (25nm).

2.1.2 Zellzyklus

Durch die Proliferation entstehen zwei genetisch identische Tochterzellen. Diese
Vermehrung geschieht meistens durch die mitotische Zellteilung.

Der eukaryotischen Zellzyklus kann in vier Phasen eingeteilt werden; G1-, S-, G2- und M-
Phase. G1-, S- und G2-Phase werden als Interphase bezeichnet.

Wahrend der S-Phase werden die Chromosomen verdoppelt. Das ist eine wichtige
Voraussetzung fur die Zellteilung. Auf die S-Phase folgt die M-Phase, in der zwei
wesentliche Vorgange, wie die Teilung des Zellkerns (Mitose) und die Teilung des
Cytoplasmas (Cytokinese), erfolgen. Nach der S-Phase sind zwei neue genetisch identische
Zellen entstanden. Zwischen S-Phase und M-Phase liegen G-Phasen (Gap-Phasen): Die
G1-Phase zwischen M-Phase und S-Phase und die G2-Phase zwischen S-Phase und M-
Phase. In beiden Zwischenphasen vergleicht die Zelle interne und externe Parameter, um
sicher zu gehen, dass der Ubergang in die nachste Phase mdglich ist. Zusatzlich haben die
G-Phasen die Funktion eines Verzdgerungselements, was wiederum das Zellwachstum
ermdglicht. Zum Schluss der G1-Phase entscheidet sich die Zelle, in den Zellzyklus
einzutreten und die Chromosomen zu verdoppeln. Zum Schluss der G2-Phase wird
Uberprift, ob die Zelle bereit ist, in die M-Phase tber zu gehen, wodurch eine vollstandige
DNA-Duplikation sichergestellt wird.

Bei einem 24-h-Zellzyklus einer tierischen Zelle wirde die Interphase ca. 23h betragen und
die M-Phase nur 1h. Das Zellwachstum geschieht in der Interphase. In der Mitose findet die
Zellteilung statt [20].

Im Falle von unginstigen Umweltbedingungen ist es moglich, dass die Zellen in der G1-
Phase anhalten und sogar in eine GO-Phase (Ruhezustand) tibergehen. In diesem Zustand
kénnen sie von Tagen bis zu Jahren verharren. Viele Zellen, wie z. B. Nervenzellen,
befinden sich tber die ganze Lebenszeit des Organismus in der GO-Phase.
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2.1.3 Zellmetabolismus

Die Zellen sind von der Zufuhr von Energie abhangig. Diese Energie benétigt man zum
Uberleben. Sie wird aus Nahrungsmolekilen gewonnen. Die Energiegewinnung untergliedert
sich in die folgenden Schritte: die enzymatische Verdauung, die Glykolyse im Cytosol, den
Zitronensaurezyklus in den Mitochondrien und die oxidative Phosphorylierung an der
Innenmembran der Mitochondrien. Wir betrachten zuerst den Zellmetabolismus einer
normalen Zelle.

Enzymatische Verdauung

Im ersten Schritt, der sogenannten enzymatische Verdauung, werden die gro3en Polymere
im Darmtrakt in ihre Monomere abgebaut. So werden Proteine zu Aminosauren, Lipide zu
Fettsauren und Glyzerin und Polysaccharide zu Zucker abgebaut. Nach dem Abbau werden
die Molekile durch das Blut zu den Zellen transportiert, genauer gesagt in deren Cytosol, wo
die Oxidation beginnt.

Glykolyse

Bei der Verwertung von Zuckern ist der nachste Schritt der Energiegewinnung die Glykolyse.
Dabei wird ein Glukosemolekil mit Cg-Korper in zwei Pyruvat Molekile mit jeweils drei
Kohlenstoffatomen umgewandelt. Durch die Glykolyse werden zwei Molekile
Adenosintriphosphat (ATP) und zwei Molekile Nicotinamidadenindunukleotid (NADH) als
Energietrager erzeugt. Der Abbau erfolgt in zehn enzymkatalysierten Einzelreaktionen.

Die Glykolyse findet im Cytoplasma der Zelle statt. Die Reaktion ist anaerob, bendétigt also
keinen Sauerstoff.

Zusammengefasst ist die Bilanz dieser Reaktion:

Glukose + 2ADP + 2P; + 2NAD* — 2Pyruvat + 2ATP + 2NADH + 2H* + 2H,0 (2-1)

Garung

Bei anaeroben oder schlecht mit Sauerstoff versorgten Organismen wird die Energie durch
die Garung gewonnen. Sowohl das durch die Glykolyse erzeugte Pyruvat als auch der
Energietrager NADH verbleiben im Cytosol. Das Pyruvat wird durch NADH zu Laktat
reduziert. Durch diese Reduktion wird NADH (NADH+H") zu NAD" oxidiert. Das saure Laktat
wird von der Zelle abgegeben und kann mit entsprechender pH-Sensorik erfasst werden.

Zitronensaurezyklus

Unter aeroben Bedingungen wird in Cytosol produziertes Pyruvat in den Mitochondrien zu
Acetyl-CoA oder Oxalacetat umgewandelt und dann in den Zitronensaurezyklus eingespeist.
Der Zitronenséaurezyklus fuhrt zur Oxidation der Kohlenstoffatome der Acetylgruppe. Dabei
entstehen als Endprodukte CO, und energiereiche Transportmetaboliten in Form von NADH
und FADH,. Das CO, wird aus dem Mitochondrium als Abfallprodukt ausgeschieden und von
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der Zelle an ihre Umgebung abgegeben. Die energiereichen Elektronen von NADH und
FADH, werden in die membrangebundene Elektronentransportkette eingeschleust.
Die Gesamtreaktion lautet:

Acetyl — CoA + 3NAD* + FAD + GDP + P; + 2H,0 (2-2)
— 2C0, + 3NADH + FADH, + GTP + 3H* + HS — CoA

Bei diesem Zyklus entstandenes CO, &auRert sich ebenfalls in einer Anderung des
extrazellularen pH-Werts, welcher mit einer entsprechenden Sensorik quantifiziert werden
kann.

Oxidative Phosphorylierung

Im letzten Schritt des Zellmetabolismus wird die meiste chemische Energie freigesetzt. Bei
diesem Vorgang werden energiereiche Transportelektronen von NADH und FADH,, die
durch die Oxidation anderer Molekille entstanden sind, in die Elektronentransportkette
eingeschleust. Wahrend der Bewegung von Elektronen entlang dieser Kette wird Energie
freigesetzt, da die Elektronen einen immer niedrigeren energetischen Zustand annehmen.
Durch die Energie der Elektronen kann der Proteinkomplex Protonen in den
Intermembranraum der Mitochondrien pumpen. Der dabei entstehende Protonengradient
treibt die ATP-Synthese an, welche ATP synthetisiert. Nach dem Durchlaufen der
Atmungskette werden die energiearmen Elektronen auf Sauerstoff (ibertragen, der aus dem
Cytosol in die Mitochondrien diffundiert. Zusammen mit Protonen bildet dieser Sauerstoff
dann Wasser als Endprodukt.

1 -
2H++23_+§02_)H20 (2 3)

Die vollstandige Oxidation eines Molekils Glucose zu H,O und CO, produziert ca. 30 ATP-
Molektlen. In der Glykolyse wird Glukose zu Pyruvat abgebaut und dabei werden 2 ATP-
Molektle produziert. Im ersten Fall liegt der Wirkungsgrad bei 60%, im zweiten Fall bei
ungefahr 5% [20, 98, 128].

2.1.4 Zellmetabolismus in normalen und Tumorzellen

Wie oben beschrieben, erfolgt in normalen Zellen die ATP-Produktion durch zwei
metabolische Wege: Glykolyse und oxidative Phosphorylierung. In der Glykolyse wird ein
Glukose zu 2 Mol Pyruvat abgebaut und dabei werden 2 Mol ATP produziert. Unter
anaeroben Bedingungen wird Pyruvat zu Lactat reduziert. Unter aeroben Bedingungen wird
Pyruvat tber den Zitratzyklus umgesetzt, was zur Produktion von 30 ATP-Molekilen flhrt.
Im Vergleich zu normalen Zellen betreiben die Tumorzellen verstarkt Glykolyse. Das passiert
auch in Anwesenheit von Sauerstoff. Dieses Phdnomen wird als aerobe Glykolyse
(Warbung-Effekt) bezeichnet [57, 104, 113, 218]. Diese scheinbare Verschwendung von
Energie hat jedoch entscheidende Vorteile fur die Tumorzelle. Zum einen lauft die Glykolyse
sehr schnell ab, wodurch viel Glukose verwertet werden kann. Zum anderen stellt die
Glykolyse wichtige Bausteine fir die Synthese dringend fir die Zellvermehrung bendtigter
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Stoffe bereit. Hierdurch kann die Tumorzelle unabhéngig von den Sauerstoffbedingungen
schnell wachsen [129].

Die erhohte Laktatproduktion durch verstarkte aerobe Glykolyse und eine mangelhafte
Vaskularisierung des Tumors filhrt zu einer Ubersduerung der Tumormikroumgebung [126,
207].

Ein weiteres Problem bei Tumoren ist die mangelnde Neubildung von Blutgefal3en in
Tumoren. Das flhrt zu einer zeitlichen und rdumlichen Fluktuation von Sauerstoff innerhalb
des Tumors. Dadurch entsteht hypoxischer Stress. Als Antwort darauf wird in den Zellen das
Protein HIF  (hypoxia-inducible  transcription  factor)  stabilisiert, was ein
Transkriptionsprogramm initiiert. Die Energiegewinnung wird auf aerobe Glykolyse
umgestellt und glykolytische Enzyme, Glukosetransporter und Inhibitoren des
mitochondriellen Metabolismus werden Uberexprimiert. Unter anderem stimuliert HIF die
Angiogenese, der Kérper wird so zur Bildung neuer Blutgefal3e stimuliert [169].

Necrotic zone

'H'ypoxic or

acidic zone
Expanding T pH regulation
tumour * Metastatic cells ~

T Glycolysis — Lactic acid
sources of ! Respiration — CO»

cellular acid

Warbung effect

Abbildung 2-2: Tumormikroumgebung, welche die Tumorentwicklung beglnstigt. Die Abbildung zeigt
am Beispiel eines Adenokarzinoms die Aktivierung des Schlisselproteins fur Gefa3wachstum
(hypoxia-inducible factor-1, HIF1a) und der carbonischen Anhydrase IX. Entnommen aus [169].

Generell unterscheidet sich eine Tumorzelle von einer normalen Zelle durch ein
unbeschrénktes Proliferationspotential, Apoptose-Resistenz, Angiogenese, Unabhangigkeit
von Wachstumsfaktoren, Gewebeinvasion und Metastasierung sowie Insensitivitat
gegenuber der Wachstumshemmung [36, 107].
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2.1.5 Intra- und extrazellularer pH-Wert an Tumorzellen

Der extrazellulare pH-Wert ist bei den meisten Tumorzellen niedriger als bei normalen
Zellen, da der Tumorzellmetabolismus im sauerstoffarmen Milieu zur Umwandlung von
Glucose und anderen Substraten zu Milchsaure (Warbung-Effekt) fuhrt [227, 231]. Im
extrazellularen Raum zeigt der pH-Wert der Tumorzellen dagegen im Vergleich zu normalen
Zellen eine deutliche Erniedrigung (Azidose) auf. Die extrazellularen pH-Werte in
Tumorzellen liegen im Bereich von pHe=6,2-6,9 und in normalen Zellen bei pHe=7,3-7,4.
Im intrazellularen Raum weisen Tumorzellen dagegen im Vergleich zu normalen Zellen einen
hoheren pH-Wert auf. Die pH-Werte im intrazellularen Raum der Tumorzellen liegen im
Bereich von pH;,=7,12-7,77 und in normalen Zellen bei pH;,=6,99-7,05 [107, 127, 192].

Hemmung der Proliferation durch den lonenkanalblocker Amilorid

Tumorzellen weisen eine Uberexpression der Na‘/H'-Austausch-Carrier auf. Diese sind in
der Plasmamembran integriert und fir die Regulation des intrazellularen pH-Wertes
zustandig. Der pHi,-Wert reguliert wiederum zellulare metabolische Prozesse, insbesondere
die Zellproliferation. Bisher wurden sechs Isoformen des Na'/H*-Austausch-Carriers bekannt
(NHE1-6) [162, 201, 234].

NHEZ1-Antiporter werden in Tumorzellen starker exprimiert als in normalen Zellen und sind in
den meisten Tumorzellen nachgewiesen [53, 234]. Der NHEL1-Antiporter ist ein integrales
Membranprotein, das fir die Mechanismen zur Regulation des pH-Werts zustéandig ist. Die
Expression der Kanale wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren, Hormone und die
metabolische Mikroumgebung (niedriges Serumgehalt, extrazellulare Azidose oder Hypoxie)
verstarkt [107].

Die Na'/H'-Austausch-Carrier sind fur die Regulation des pH-Werts und des Zellvolumens
zustéandig. Unter anderem kann auch die Zellproliferation beeinflusst werden [130, 234]. Die
Verwendung eines Kanalblockers kénnte zu einem Zellzyklusarrest fiihren. Einen Uberblick
Uber den Einfluss des erhohten intrazellularen pH-Werts und der Exprimierung des Na+/H+-
Antiporters auf die Tumorentwicklung zeigt Abbildung 2-3 [95]. Es gibt aber auch andere
Mechanismen fir eine Zelle, ihren pH-Wert zu regulieren [130, 192].
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Maligne Wachstumund Onkogene Aktivitat der
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Abbildung 2-3: Uberblick tber den Einfluss der erhohten intrazellularen pH-Werte und der
Exprimierung der Na+/H+-Antiporter auf die Tumorentwicklung. Die Expression der Kanale fuhrt zu
intrazellularer Alkalinisation und extrazellularer Azidose. Nur die Apoptose wird bei der Erhdhung
dieser beiden Parameter unterdrtickt. Enthommen aus [95].

Der extrazellulare und der intrazellulare pH-Wert spielen eine wichtige Rolle fur das zellulare
Wachstum. Beide sind eng miteinander verbunden. Eine extrazellulare Azidose fihrt zu
Azidose im intrazellularen Raum. Im Gegensatz dazu bedeutet eine Abnahme des pH-Werts
im cytosolischen Bereich eine Abnahme der metabolischen Aktivitat und verursacht die
Apoptose [85, 95, 107, 130]. Die Effekte des extrazellularen pH-Werts auf den Metabolismus
und das Transmembranpotential von Zellen kénnen mit geeigneten Kanalblockern, wie z. B.
Amilorid, untersucht werden [122, 198].

Amilorid (N-Amidino-3,5-diamino-6-chlorpyrazin-2-carboxamid) ist ein Arzneistoff aus der
Gruppe der kaliumsparenden Diuretika. Es wird zur Behandlung eines Kaliummangels
infolge von Herzinsuffizienz sowie gegen Bluthochdruck eingesetzt [22].

Die Amilorid-Strukturformel ist in Abbildung 2-4 gezeigt.

OO

NH,

Abbildung 2-4: Amilorid: Strukturformel. Es ist ein Arzneistoff aus der Gruppe der kaliumsparenden
Diuretika. Die Verwendung von Amilorid fihrt zur Blockierung des epithelialen Natriumkanals (ENaC).
Durch die Hemmung der Natrium-Wiederaufnahme fithrt Amilorid zu einem erhéhten Natrium- und
Wasserverlust. Dabei wird die Kaliumausscheidung nicht erhéht. Enthommen aus [22].
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Die Verwendung von Amilorid fuhrt zur Blockierung des epithelialen Natriumkanals (ENaC).
Durch die Hemmung der Natrium-Wiederaufnahme fihrt Amilorid zu einem erhéhten
Natrium- und Wasserverlust. Dabei wird die Kaliumausscheidung nicht erhéht [22].
Physikalische Einschrankungen (extrazellulare Azidose oder Verwendung eines
Kanalblockers wie z.B. Amilorid), die zum Zelltod bzw. Zellzyklusarrest fuhren kdnnen, zeigt
Abbildung 2-5.

e e e e e e e e e e e

Synthetic
blockers

Abbildung 2-5: Physikalische Einschrankungen fir die wirksame Reduktion des intrazellularen pH-
Werts, die zum Zelltod fihren kénnen. Die Reduktion des intrazellularen pH-Werts unter Verwendung
eines Kanalblockers z. B. Amilorid (untere Halfte der schematischen Zelle) flhrt zu einem veranderten
Gleichgewicht des Nernst-Potentials fir H* (Ey). Der passive Ausstrom von schwachen Séuren (H'-
Ausstrom) kénnte helfen, den pH;,-Wert auf einem Niveau zu halten, dass dadurch keinen Zelltod
sondern einen Zellzyklusarrest verursacht wird. Dieser passive Ausstrom wird auch durch das weniger
negative Membranpotential an Tumorzellen beginstigt (sich nicht teilende, normale Zellen weisen ein
weniger positives Membranpotential auf). Generell tritt ein zytotoxischer Effekt erst ab pHe<6,5 auf.
Entnommen aus [169].

2.1.6 Aufbau einer Zellmembran

Jede Zelle ist von einer Membran umgeben. Sie dient der Trennung und dem Schutz des
Inneren der Zelle vor aulReren Einflissen. Zudem werden auch lebenswichtige Unterschiede
zwischen dem intra- und extrazellularen Raum aufrechterhalten (lonengradienten Uber
Membranen (ATP-Synthese, Transport geldster Stoffe), Auslésung und Weiterleitung
elektrischer Signale usw.).

Die Grundstruktur einer solchen Membran besteht aus einer Lipid-Doppelschicht (etwa 50%
der Membranmasse und ca. 5nm dick), die durch nicht kovalente Wechselwirkungen
zusammengehalten wird. Die Anzahl der Lipidmolekile auf einer 1um?2-Flache der Lipid-
Doppelschicht betragt ca. 5x10° [20].
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Phospholipide sind die haufigsten Membranlipide. Sie werden hauptsachlich im
cytosolischen Monolayer des Endoplasmatischen Retikulums gebildet und bestehen aus
einer polaren (hydrophilen) Kopfgruppe und zwei unpolaren (hydrophoben)
Kohlenwasserstoffschwanzen.

Eine Lipidmembran ist fluide und kann demnach vereinfacht als zweidimensionale
Flussigkeit betrachtet werden, in der die Lipidmolekile innerhalb des Monolayers frei
beweglich sind. Die Zellmembran ist trotz ihrer Flexibilitdt mechanisch sehr stabil und lasst
kaum hydrophile Stoffe passieren. Aus diesem Grund ist sie fiur kleine ungeladene Molekile
wie Sauerstoff, Kohlendioxid und Wasser durchlassig und fir lonen undurchlassig.

Weitere essentielle Bestandteile der Zellmembran sind die Membranproteine. Diese sind in
die Lipid-Doppelschicht der Zellmembran eingebettet. Die Proteine betragen ca. 50% der
Zellmembranmasse. Verschiedene Proteine in der Zellmembran verleihen der Zelle
charakteristische Eigenschaften. Die wichtigsten Proteine sind Enzyme, Transportproteine
und spezifische Rezeptoren.

Einige Transportmembranproteine durchqueren die Membran als einzelne a-Helix (Einpfad-
Proteine), bei anderen durchspannt die Proteinkette die Membran mehrmals mit [3-
Faltblattern (Multipfad-Proteine). Einige Proteine sind nur an einer Seite der Membran
lokalisiert und durch die Verbindung mit einem Transmembranprotein oder einer Lipidgruppe
in der Membran verankert. Durch die Kopplung zwischen Membranproteinen und dem
Zytoskelett werden strukturelle Funktionen aufgebaut.

Der auRRere Teil der Doppelschicht ist mit komplexen Polysacchariden tGiberzogen, die in ihrer
Gesamtheit als Glykokalix bezeichnet wird. Die Struktur der Glykokalix ist genetisch
festgelegt und fiir jede Zelle spezifisch. Sie dient der Erkennung und der Kommunikation der
Zellen untereinander [20, 121, 124]. In Abbildung 2-6 ist der schematische Aufbau einer
Zellmembran gezeigt.

Kanalprotein Extrazellularraum Kohlenhydratkette
Hydrophile Képfe
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Abbildung 2-6: Schematische Darstellung der Zellmembran: Die Grundstruktur einer solchen Membran
besteht aus einer Lipid-Doppelschicht (etwa 50% der Membranmasse und ca. 5nm dick), die durch
nicht kovalente Wechselwirkungen zusammengehalten wird. Weitere essentielle Bestandteile der
Zellmembran sind die Membranproteine. Diese sind in die Lipid-Doppelschicht der Zellmembran
eingebettet. Der auRere Teil der Doppelschicht ist mit komplexen Polysacchariden tberzogen, die in
ihrer Gesamtheit als Glykokalix bezeichnet wird. Entnommen aus [146].
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2.2 lonenkanale und Tumore

2.2.1 lonenfluss in einer biologischen Membran

Mechanismen wie die Regulation des pH-Werts, des zellularen Volumens und der Ca*-
Konzentration sind eng mit dem lonentransport verbunden. Diese Mechanismen, so wie
auch das elektrische Membranpotential, haben Einfluss auf die Steuerung des Wachstums
[80].

Eine Ubersicht iber Systeme des lonentransportes durch biologische Membranen ist in
Tabelle 2-1 dargestellt.

passiver Transport aktiver Transport
Diffusion (Uniport) Cotransport Transport—-ATPase
Pore Kanal Symport Antiport
elektroneutral Na* K'- CI"HCO3 Na*-H"-
2CI CI-Cr ATPase
K*-CI Na*-H*
Na*-CI K*-H*
rheogen Na" K", Na, K', 3Na*-Ca? H'-ATPase 3Na™-2K*-
cr cr ATPase

H*-Ca** Ca?-ATPase

Tabelle 2-1: Ubersicht iiber Systeme des lonentransportes durch biologische Membranen. Ein
passiver Transport erfolgt entweder durch Diffusion oder den Cotransport. Bei der Diffusion wird ein
Solut von einer Seite der Membran zur anderen durch Poren oder Kandale transportiert. Solche
Transporter bezeichnet man als Uniporter. Zum anderen kann der passive Transport durch
Cotransport erfolgen, wobei man zwischen dem Symport und dem unterscheidet. Ebenfalls als
passiven Transport betrachtet man die Elektrodiffusion fiir Na*- und K'- Kanéle. Im Falle des aktiven
Transports ist das Transportsystem an einen energielieferenden Prozess gebunden. Dabei passiert
der Transport gegen einen elektrochemischen Gradienten. Den grof3ten Teil solcher Transporter
bilden die sogenannten Transport-ATPasen, wobei die Energie aus der Hydrolyse des ATP zu ADP
gewonnen wird. Aktive Transporter konnen sowohl elektroneutral als auch rheogen sein. Enthommen
aus [80].

Es gibt zwei Mechanismen des lonentransports. Zum einen die Vermittlung durch ein
Tragermolekdl, zum anderen den Transport durch einen Kanalbildner. Ein Kanalbildner ist
ein Protein, das Poren erzeugt, durch die lonen wandern kénnen. Diese Proteine sind extrem
selektiv. Daher wird fiir jede lonenspezies ein eigenes Kanalprotein benétigt. Die Offnung
eines solchen Kanals kann entweder durch die Potentialdifferenz zwischen Auf3en- und
Innenseite der Membran oder durch die Bindung eines Effektor-Molekiils an eine spezifische
Rezeptorstelle gesteuert werden [20].

In  Zellmembranen sind verschiedene lonenkanédle integriert, die einer Zelle den
lonenaustausch sowie den Eintritt grof3erer Molektile erméglichen. Durch diese gesteuerten
Kanale kdnnen lonen wie Kalium, Kalzium, Natrium oder Chlorid passieren.

Der lonentransport kann in zwei grof3en Gruppen eingeteilt werden: In den aktiven und den
passiven Transport.

Ein passiver Transport erfolgt entweder durch Diffusion oder den Cotransport. Bei der
Diffusion wird ein geldster Stoff von einer Seite der Membran zur anderen durch Poren oder
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Kanale transportiert. Solche Transporter bezeichnet man als Uniporter. Zum anderen kann
der passive Transport durch Cotransport (gekoppelter Flux zweier oder mehrerer lonen)
erfolgen, wobei man zwischen dem Symport (gleichgerichteten Flux zweier gegengeladenen
Teilchen) und dem Antiport (in Gegenrichtung zwei gekoppelten Fluxe gleichsinnig geladener
lonen) unterscheidet. Ebenfalls als passiven Transport betrachtet man die Elektrodiffusion
fur Na'- und K*-Kanéle [80].

Im Falle des aktiven Transports ist das Transportsystem an einen energieliefernden Prozess
gebunden. Dabei passiert der Transport gegen einen elektrochemischen Gradienten. Den
grofiten Teil solcher Transporter bilden die sogenannten Transport-ATPasen, wobei die
Energie aus der Hydrolyse des ATP zu ADP gewonnen wird. Aktive Transporter konnen
sowohl elektroneutral als auch rheogen sein. Bei rheogenen aktiven Transporten entstehen
im extrazellularen Raum elektrische Stréme und Felder [20, 80].

lonentransporte durch Elektrodiffusion verursachen eine Anderung des
Transmembranpotentials der Zelle. Dies fuhrt zu einer sofortigen Verschiebung der Balance
samtlicher Ladungstréager-Flisse [80].

2.2.2 Spannungssensitive lonenkanale und Tumore

Man findet spannungskontrollierte Kalium-, Kalzium- und Natriumkandle in einigen Zelltypen,
die nicht elektrisch aktiv sind. Diese beeinflussen die Entwicklung verschiedener
Krankheiten, wie z. B. Hyperkaliamie, Epilepsie und verschiedene Herzrhytmusstérungen. In
letzter Zeit befassen sich mehrere Studien mit dem Einfluss von solchen lonenkanélen auf
die Tumorentwicklung [71]. Unter Anderem spielen spannungssensitive lonenkanale eine
wichtige Rolle in der Entstehung, Proliferation und Malignitat verschiedenen Tumore [111,
145, 176, 223]. Viele Studien zeigen, dass die Blockierung oder die Reduktion von solchen
Kanalen zur Heilung von Tumorerkrankungen fiihren kann [71]. Die Arbeitsgruppe von Chan
zeigte eine hohere Expression von K,3.4 Kandlen der Plattenepithelkarzinomzellen im
Vergleich zu normalen nicht neoplastischen Zellen [44]. Kaliumkanalblocker wie Dequalinium
und Amiadaron fuhren zur Proliferationshemmung in Darmkrebs [16].
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Abbildung 2-7: Ein moglicher Synchronisationsmechanismus von spannungssensitiven lonenkanélen
in Tumoren. Die Aktivierung der spannungssensitiven Natriumkanélen fuhrt zum Einstrom von Natrium
Dies kodnnte zur Depolarisation der Membran und gleichzeitig zur Aktivierung der spannungssensitiven
Kalziumkanéle fuhren. Dieses resultiert in einem Einstrom von Natrium und Kalzium und in der
Aktivierung der spannungssensitiven Kaliumkanale. Durch den Ausstrom von Kalium wird die
Zellmembran repolarisiert und die spannungssensitiven Natrium- und Kalziumkanale werden
inaktiviert [71].
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Bisher wurden die spannungssensitiven Kaliumkanale (VGKCs oder K,) in erregbaren und
nicht erregbaren Zellen nachgewiesen. Sie sind fir die Regulation des Membranpotentials
verantwortlich. Eine lokale Depolarisation der Plasmamembran 6ffnet die Na, Kanale und
Na* lonen flieRen in die Zelle, was zu Depolarisation der kompletten Plasmamembran fiihren
kann (siehe Abbildung 2-7).

Spannungssensitive Natriumkandle (VSSCs oder Na,) wurden in Brust- und Prostatatumoren
nachgewiesen. Na, spielt wichtige Rolle in der Zellproliferation, Migration, Adhéasion und
Muskelkontraktion [71].

Spannungssensitive Kalziumkanale (VSCC oder Ca,) wurden bisher in Prostata-,
Kolontumoren, Fibrosarkoma und Neuroblastoma nachgewiesen. Diese Kandle sind in 6
Gruppen (L-, N-, P-, Q-, R- und T-Typ) unterteilt. T-Typ Kanale werden durch die
Membrandepolarisation aktiviert. Eine kleine Membrandepolarisation reicht bereits aus. Sie
werden jedoch sehr schnell wieder inaktiviert. Die Zunahme an spannungssensitiven
Kalziumkanalen beeinflusst die Proliferation der Prostatakarzinome (T-Typ Ca,), die
Differenzierung der Darmkrebszellen (L-Typ Ca,) und die Motilitdt von Fibrosarkomazellen
[71].

Verschiedene Einfliisse der spannungssensitiven lonenkanéle auf die zellularen Prozesse an
Tumorzellen sind in Abbildung 2-8 gezeigt.
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Abbildung 2-8: Einfluss der spannungssensitiven lonenkanéle auf zellulare Prozesse in Tumorzellen.
Die spannungssensitiven Kaliumkanale (K,) sind fur die Regulation des Membranpotentials
verantwortlich. Sie wurden in Leberkarzinom nachgewiesen. Die spannungssensitiven Natriumkanale
(Na,) wurden in Brust- und Prostatatumoren nachgewiesen. Na, spielt eine wichtige Rolle in der
Zellproliferation, Migration, Adhésion und Muskelkontraktion. Die spannungssensitiven Kalziumkanéle
(Ca,) wurden bisher in Prostata-, Kolontumoren, Fibrosarkoma und Neuroblastoma nachgewiesen.
Diese Kandle sind in 6 Gruppen (L-, N-, P-, Q-, R- und T-Typ) unterteilt. T-Typ Kanale werden durch
die Membrandepolarisation aktiviert. Eine kleine Membrandepolarisation reicht bereits aus. Sie
werden jedoch sehr schnell wieder inaktiviert. Die Zunahme an spannungssensitiven Kalziumkanélen
beeinflusst die Proliferation der Prostatakarzinome (T-Typ Ca,), die Differenzierung der
Darmkrebszellen (L-Typ Ca,) und die Motilitéat von Fibrosarkomazellen. [71]
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2.2.3 Einfluss der lonenkandle auf die Proliferation und den Zellzyklus

Man vermutet, dass einige lonenkanadle das Potential haben, die Proliferation zu
unterstutzen. lonenkanale sind fur die Regulierung von homdoostatischen Parametern wie
intrazellulares Ca**, pH und Zellvolumen notwendig. Die Hohe dieses Potentials ist von den
zellspezifischen Eigenschaften und Umgebungsfaktoren abhangig [130]. Allerdings fuhrt die
Expression von Kaliumkanélen zur Membranhyperpolarisation (statt Depolarisation), was
wiederum eine Hemmung der Proliferation bewirken kann [224]. lonenkanale fur K*, Na’,
Ca** und CI spielen eine wichtige Rolle in der Proliferation. Dies kénnte auf einen Einfluss
auf die Tumorentwicklung hindeuten.

Kaliumkanale

Vor 18 Jahren beschrieben Wonderlin und Strobel in einem Review den Einfluss von
verschiedenen Kaliumkanélen auf die Proliferation und den Zellzyklus [232]. In einem
Review von Wang, das auf mehreren Studien basiert, ist die Prasenz von Kaliumkanalen in
verschiedenen Tumoren zusammengefasst [224].

Durch die Transformation von normalen Epithelzellen zu Tumorzellen treten verschiedene
genetische Anderungen auf. Diese filhren zu einer weiteren Entwicklung von lonenkanélen
und Anderungen in deren Aktivitaten, besonders an lonenstromungen [130]. Diese Aktivitat
kann die Proliferation der Tumorzellen unterstiitzen. Die Mechanismen der Proliferation von
Tumorzellen sind noch immer nicht vollstandig verstanden. Die Arbeitsgruppe von Wang hat
einige Hypothesen des Kaliumstromeinflusses auf die Zellproliferation entwickelt, die in
Abbildung 2-9 erfasst sind [224].
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Membran- K* Ausstrom 1 K* Ausstrom 1
Hyperpolarisation
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Abbildung 2-9: Einfluss des Kaliumstroms auf die Proliferation von Tumorzellen. Zum einen verursacht
die Zunahme die Hyperpolarisation der Membran. Dadurch steigt die Konzentration an intrazellularem
Kalzium Ca®* in der spéateren G1-Phase und S-Phase. Diese Erh6hung wirkt als Trigger-Mechanismus
auf die Proliferation. Die Zunahme des intrazellularen Kalziums kann aber auch die Apoptose
hervorrufen. Zum anderen wird durch die Zunahme des Kaliumstroms das Zellvolumen gemindert,
was zu einem Anstieg der Zellproliferation fihrt. Weiterhin hat die Zunahme des Kaliumstromes einen
Einfluss auf die Zunahme der mitogenen Signale. Entnommen aus [224].



Einleitung 19

Verschiedene Einflusswege auf die Proliferation von Tumorzellen durch die Zunahme des
Kaliumstroms erkennt man aus der Abbildung 2-9. Zum einen verursacht die Zunahme die
Hyperpolarisation der Membran. (Das Transmembranpotential wird vorwiegend Uber den
Fluss von Kalium-lonen definiert.) Dadurch steigt die Konzentration an intrazellularem
Kalzium [Ca®';, in der spateren G1-Phase und S-Phase [130]. Diese Erhéhung wirkt als
Trigger-Mechanismus auf die Proliferation. Die Zunahme des intrazellularen Kalziums kann
aber auch die Apoptose hervorrufen. Welchen Weg die Zelle geht (Proliferation oder
Apoptose) ist offenbar von dem Betrag von [Ca”*];, und dem funktionalen Stand der Zelle
abhangig [133]. Zum anderen wird durch einer Zunahme des Kaliumstroms das Zellvolumen
gemindert, was zu einem Anstieg der Zellproliferation fiihrt. Dubois und Mitarbeiter haben auf
der Basis von durchgefuhrten Studien vermutet, dass die Kaliumkanéle durch die Regulation
des Zellvolumens die fur die Zellzyklusregulation verantwortliche Proteine kontrollieren [188,
224]. So zeigt sich bei einer Zunahme des Zellvolumens um 25%, dass die Proliferation
komplett eingestellt wird [188].

Viele weitere Studien weisen den Einfluss von spannungssensitiven Kaliumkanalen auf die
Proliferation von Tumorzellen (besonders Tumore epithelialer Herkunft) nach.
Spannungssensitive Kaliumkanale wie Ether a-go-go Kanale (EAG), die einen Einfluss auf
die Regulation des Zellzyklus haben, zeigen bei nicht erregbarem Gewebe signifikante
Expression in Tumorzellen, was in normalen Zellen nicht der Fall war [66]. Ahnlich wie bei
EAG Kandlen zeigen kalziumaktivierte Kaliumkanale wie z. B. hlK1 zellzyklusabhangige
Expression in der spaten G1-Phase und S-Phase. Andere kalziumaktivierte Kaliumkanale
grol3er Leitfahigkeit (die sogenannte BKCa, welche in Brusttumoren nachgewiesen sind)
zeigen auch eine hoéhere Expression in der S-Phase. Hohere Aktivitat von solchen Kanélen
fuhrt zu einer Hyperpolarisation der Zellmembran, welche den Einstrom von Ca** in das
Zellinnere unterstiitzt [165]. Diese Ergebnisse demonstrieren, dass Kkalziumaktivierte
Kaliumkandle einen Einfluss auf die Proliferation von Tumorzellen haben.

Kalzium- und andere Kationenkanéle

Kalzium spielt in der Zellzyklusregulation und Zellproliferation eine bedeutende Rolle. Eine
erhdhte Expression der spannungssensitiven L-Type Kalziumkandle ist in Darmtumoren zu
beobachten [223]. Das fuhrt zum Anstieg an intrazellularem Kalzium. Weiterhin spielen
spannungssensitive T-Type Kalziumkanédle eine groRe Rolle in der kapazitiven
SignalUbertragung in Tumorzellen [83]. Eine wichtige Rolle spielen TRP-Kanéle (transient
receptor potential channels). Diese wurden in Prostatatumoren nachgewissen [229]. Sie
ermoglichen die Signalubertragung durch Kalziumeinfluss und eventuell
Membrandepolarisation, was zu einem Kalziumeinstrom durch die spanungsgesteuerten
Kalziumkanale fihrt [130].

Chloridkanéle

Der Einfluss von Chloridkanalen auf die Proliferation und den Zellzyklus wird in mehreren
Berichten postuliert. Wie schon beschrieben, ist die Ca®*-Oszillation das wichtigste
Anzeichen der Zellproliferation. Es koénnte eine Expression von kalziumaktivierten
Chloridkanalen wahrend des Zellzyklus erwartet werden. Die volumenregulierenden
Chloridkanale wurden in der Prostatakarzinomzelllinie und in Lungentumorzellen
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nachgewiesen [106, 202]. Die zellzyklusabhdngige Kanalexpression wurde, ahnlich wie bei
den Kaliumkanélen, beobachtet.

2.2.4 Konzepte der  Wachstumsregulation: Transmembranpotential,
intrazellulare Natriumkonzentration und Gap Junction

Im Jahr 1969 wurde von Cone ein Konzept postuliert, das einen Zusammenhang zwischen
dem Transmembranpotential und der mitotischen Aktivitdt normaler Zellen und Tumorzellen
herstellt. Eine wichtige Rolle spielt dabei die intrazelluldre lonenkonzentration [32, 49]. Diese
Idee wurde spater von mehreren Autoren durch den Nachweis des wenig negativen
Transmembranpotentials an Tumorzellen unterstutzt [32].

Ein weiteres Konzept besagt, dass normalproliferierende Zellen und Tumorzellen eine
hohere intrazellulare Konzentration an Natriumionen im Vergleich zu nicht proliferierenden
Zellen aufweisen [105, 154]. Viele Studien zeigten eine erhdhte Natriumpermeabilitat und
einen erhdhten Natriumeinstrom bei Tumorzellen [32, 105, 151]. So zeigen proliferierende
Zellen (sowohl normale Zellen als auch Tumorzellen) eine 2-3-mal hohere intrazellulare
Natriumionenkonzentration als nicht proliferierende Zellen [32, 105]. Kornberg bewies einen
eindeutigen Zusammenhang zwischen der Natriumionenkonzentration und der
Unterdriickung der DNA Synthese [125]. Es wurde gezeigt, dass eine erhéhte intrazellulare
Natriumionenkonzentration zu einer Erhéhung der DNA Synthese [63] und der Mitose [226].
fuhrt. Zudem wird ein Anstieg an intrazellularem Natrium fir die Proliferation benétigt [32].
Daneben wurde ein direkter Effekt von Serum und verschiedenen Wachstumsfaktoren auf
den erhohten  Natriumeinstrom gezeigt [189]. Wie genau eine erhdhte
Natriumionenkonzentration die DNA Synthese unterstiitzt, ist noch nicht bekannt.

Binggeli und Weinstein zeigten in der Zellkultur einen Membranpotentialabfall an der Zelle
kurz vor der Bildung eines Zell-Zell-Kontaktes. Sie vermuten, dass dieser Abfall die Mitose
nicht inhibiert. Er kann jedoch zur Reduktion der DNA Synthese flihren [32].

AuBerdem wurde ein Einfluss von Gap Junctions auf das Zellwachstum gezeigt. Ein
elektrischer Strom kann Uber eine Mikroelektrode in die Zelle geleitet werden. Dabei kann
man die Anderung des Transmembranpotentials messen. Diese Anderung wird auch an
benachbarten Zellen, z.B. in epithelialen Zellverb&nden, registriert. Die Arbeitsgruppe von
Loewenstein zeigte, dass nicht nur lonen, sondern auch gréere Molekile (mit einer
Molekilmasse bis zu 1kDA), von einer Zelle zu einer anderen wandern kénnen [121]. Die
Zellen sind unter anderem auch tber Gap Junctions elektrisch gekoppelt. Diese bilden in
Plasmamembranen Kandéle, die sogenannten Connexone. Sie haben die Form von
hexagonal angeordneten Hexameren. Die Membranen von benachbarten Zellen bilden eine
Art von Kopf-Kopf-Kontakt [121]. Gap Junctions spielen eine wichtige Rolle in der
Zellwachstumskontrolle. Viele Arbeitsgruppen zeigten eine reduzierte Anzahl oder
veranderte Struktur an Gap Junctions in Tumorzellen [110, 150, 170].

Die wichtigen Konzepte zur Wachstumsregulation von normalen und Tumorzellen sind in
Abbildung 2-10 zusammengefasst.
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Abbildung 2-10: Zusammenfassung der wachstumsregulierenden Konzepte einer normalen Zelle im
Vergleich zu einer Tumorzelle. Es wurde einen Zusammenhang zwischen dem
Transmembranpotential und der mitotischen Aktivitdt normaler Zellen und Tumorzellen hergestellt.
Eine wichtige Rolle spielt dabei die intrazellulare lonenkonzentration [32, 49]. Diese Idee wurde spater
von mehreren Autoren durch den Nachweis des wenig negativen Transmembranpotentials an
Tumorzellen unterstiitzt [32]. Ein weiteres Konzept besagt, dass normalproliferierende Zellen und
Tumorzellen eine hdhere intrazellulare Konzentration an Natriumionen im Vergleich zu nicht
proliferierenden Zellen aufweisen [105, 154]. Es wurde gezeigt, dass eine erhohte intrazellulare
Natriumionenkonzentration zu einer Erhdhung der DNA Synthese [63] und der Mitose [226] fuhrt.
Binggeli und Weinstein zeigten in der Zellkultur einen Membranpotentialabfall an der Zelle kurz vor der
Bildung eines Zell-Zell-Kontaktes. Sie vermuten, dass dieser Abfall die Mitose nicht inhibiert. Er kann
jedoch zur Reduktion der DNA Synthese fihren [32]. AuRerdem wurde ein Einfluss von Gap Junctions
auf das Zellwachstum gezeigt. Erstellt nach einer Vorlage aus [32].

Die Zusammenfassung von diesen drei Konzepten lasst auf einen Zusammenhang zwischen
dem Membranpotential und der Proliferation vermuten. Dieser wurde in einer Hypothese von
Binggeli und Weinstein, die in Kapitel 2.2.5 beschrieben wird, aufgestellt.

2.2.5 Membranpotential und Proliferation

Binggeli und Weinstein stellten in ihrer Arbeit eine Hypothese auf, die fur die Erklarung
verschiedener Phanomene im Zellwachstum von normalen und neoplastischen Zellen
wichtig ist. Sie besagt, dass ein  Schwellenwert im  Membranpotential
(Ruhemembranpotential) zwischen ruhenden und normal proliferierenden Zellen bzw.
Tumorzellen existiert [32]. Alle proliferierenden Zellen weisen ein stark in die positive
Richtung verschobenes Transmembranpotential auf. Dabei ist es unbedeutend, ob die sich
teilenden Zellen regularen oder neoplastischen Ursprungs sind [32]. Basierend auf
verschiedenen Studien wurde dieser Schwellenwert bei -37mV definiert. Man vermutet, dass
ab diesem Schwellenwert eine DNA-Synthese initiiert wird. Diese fuhrt bei Tumorzellen, die
ein Transmembranpotential tGber dem Schwellenwert von -37mV aufweisen, zu einer
weiteren Zellteilung [32]. Die Arbeitsgruppe von Kiefer hat auch vermutet, dass das wenig
negative Membranpotential eine mitotische Aktivitat initiiert [92]. In Abbildung 2-11 sind die
Unterschiede der Transmembranpotentiale der Zellen dargestellt.
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Abbildung 2-11: Transmembranpotentiale verschiedener Zellen und zellularer Zustédnde. Das
Transmembranpotential verschiedener Zellen verandert sich in Abhéngigkeit von ihrer Proliferation.
Die teilungsféhigen Zellen, wie Tumorzellen oder embryonale Zellen, weisen Transmembranpotentiale
auf, die oberhalb eines Grenzwertes von ca. -37mV liegen. Die nicht teilungsfahigen Zellen, wie
Muskel- und Nervenzellen, weisen Transmembranpotentiale auf, die zwischen -70mV und -90mV
liegen. Leicht modifiziertes Diagramm nach Binggeli und Weinstein, erstellt nach einer Vorlage aus
[32].
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Normale nicht-proliferierende Zellen weisen ein Membranpotential im Bereich von -40mV bis
-90mV auf [32]. Das Membranpotential von erregbaren Zellen wie Muskel- und Nervenzellen
liegt im Bereich von ca. -70mV bis -90mV [19, 102]. Die Werte des Membranpotentials von
Nierentubuluszellen, Zellen der Nebennierenrinde und Fettzellen liegen im Bereich von
-55mV bis -72mV [32, 212]. Epithelialgewebe wie Leber, Schilddriise sowie Fibroblasten
weisen ein hoheres Membranpotential im Bereich von ca. -40mV bis -55mV auf [172, 183].
Aus diesen Studien geht hervor, dass potentiell sich teilende Zellen (z.B. Fibroblasten) ein
weniger negatives Membranpotential als potentiell sich nicht teilende Zellen (z.B. Nerven-,
Muskelzellen) besitzen [49].

Weitere Studien belegen diese Hypothese. Zum Beispiel weisen proliferierende Fibroblasten,
Nierenzellen, Hamster-Ovarienzellen und 3T3 Mausfibroblasten ein Membranpotential im
Bereich von -10mV bis -22mV auf [48].

Den Einfluss mdglicher Parameter, die zur Entwicklung von einer normalen Zelle zu einer
Tumorzelle fihren kdnnen, ist in hypothetischer Reihenfolge in Abbildung 2-12 gezeigt.

10.Probleme mit 2. Membranpotentialdnderung
Zell-Zell-Adhesion

3. Gap Junctions Anderung

4. Zunahme an Natrium
9. Kontinuierliche

DNA Synthese
und Mitose

5. Abnahme des Membranpotentials
"\ Mutation 'i )
8. X

M 6. Stimulation der DNA Synthese

8. Tumorzelle
kann nicht
repolarisiert

WRIRRD 7. Hohe Na*/K* Pumpenaktivitat (tMetabolismus)

Abbildung 2-12: Einfluss verschiedener Parameter auf das Tumorwachstum. Die DNA-Mutationen
konnen die Signalkette auslésen, die zum Tumorwachstum fuhrt. Man vermutet, dass ab einem
Schwellenwert von -37mV eine DNA-Synthese initiiert wird. Diese fihrt bei Tumorzellen, die ein
Transmembranpotential Gber dem Schwellenwert aufweisen, zu einer kontinuierlichen DNA Synthese
und Mitose. Daraus folgen die Probleme mit der Zell-Zell-Adhesion. Erstellt nach einer Vorlage aus
[32].

Zusammenfassend zeigen viele Studien einen Einfluss verschiedener lonenkandle wie
Kalzium-, Natrium- und in erster Linie Kaliumionenkanéle auf die Proliferation und das
Membranpotential [130]. So nimmt Kalzium sowohl im extrazellularen als auch im
intrazellularen Bereich einen Einfluss auf die lonenkanaldurchlassigkeit und das
Transmembranpotential. Dadurch kann man die Differenzierung, die Motilitat, die Apoptose
und die Proliferation beeinflussen [192]. So hat sowohl die Depolarisation als auch die
Hyperpolarisation einer Zellmembran eine wichtige Bedeutung auf die Kalziumsignalgebung
und deren Einfluss auf die Regulation der zytosolischen pH-Werte, was sich in der
Proliferation  widerspiegelt [130]. Der Kalziumgehalt kann sowohl durch die
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spannungssensitiven Kalziumkandle als auch durch die kalziumaktivierten Kaliumkanéle
beeinflusst werden. Die Kalziumabnahme kann Grund fur die héhere Natriumdurchlassigkeit
sein und zur Membrandepolarisation fuhren [32]. Weiterhin kann die Zunahme an
intrazellularem Kalzium zu Hyperpolarisation sowohl bei normalen als auch bei Tumorzellen
fuhren [32]. Die Aktivierung der Kaliumkanédle verursacht eine Hyperpolarisation der
Membran. Dadurch steigt die Konzentration an intrazellularem Kalzium [Ca2+]in in der
spateren G1-Phase und S-Phase [130]. Diese Erhdhung wirkt als Trigger-Mechanismus fur
die Proliferation.

Daneben fuhrt die Zunahme an intrazellularem Kalzium zu einer Durchlassigkeitsabnahme
von Kanélen wie den Gap Junctions [32]. Dies spielt eine wichtige Rolle fiir die elektrische
und biochemische Signaltbertragung zwischen den Zellen [126]. Viele Studien zeigen deren
Abnahme oder sogar ein komplettes Verschwinden in Tumorzellen [24, 141]. Weiterhin
erhoht die Zunahme an extrazellularem Kalzium nicht nur das Transmembranpotential,
sondern reduziert auch die Zytotoxizitat von natirlichen Killerzellen [32].

Weitere Studien zeigen einen Einfluss der Kaliumionenkanale auf die Proliferation und das
Membranpotential [130]. Auf Grund von diversen Studien vermutet man, dass verschiedene
Kaliumionenkanale das Potential haben, das Tumorwachstum bzw. die Tumorproliferation zu
unterstitzten [17, 31, 43, 65, 130]. Sowohl viele Tumore als auch humane Prostata- und
Mammakarzinomzellen weisen eine Expression von solchen Kaliumkanalen wie
spannungssensitiven Kaliumkanélen (K,), Kaliumionenkanalen grof3er Leitfahigkeit (BK),
kalziumaktivierten Kaliumkanalen mittlerer Leitfahigkeit (IK1) und ATP-empfindlichen
Kaliumkanalen (Karp) auf [130]. So weisen die spannungssensitiven Kaliumkanale einen
Einfluss auf die Proliferation der Tumorzellen (besonders Tumore epithelialer Herkunft) auf
[130]. Spannungssensitive Kaliumkanéle wie Ether a-go-go Kandle (EAG), die einen Einfluss
auf die Zellzyklusregulation haben, zeigen bei nicht erregbarem Gewebe eine signifikante
Expression in Tumorzellen, was in normalen Zellen nicht der Fall ist [65]. Ahnlich wie bei
EAG Kanalen zeigen Kkalziumaktivierte Kaliumkanale wie z. B. hlK1l eine
zellzyklusabhangige Expression in spaterer G1-Phase wund S-Phase. Andere
kalziumaktivierte Kaliumkanéle grofRer Leitfahigkeit, die so genannten BK, die in
Brusttumoren nachgewiesen werden kénnen, zeigen auch eine héhere Expression in der S-
Phase. Eine hohere Aktivitat von solchen Kanalen fuhrt zu einer Hyperpolarisation der
Zellmembran, was den Einfluss von [Ca*],, in das Zellinnere unterstitzt [164]. Diese
Ergebnisse demonstrieren, dass kalziumaktivierte K-Kanéle ebenso Einflusse auf die
Proliferation von Tumorzellen aufweisen. Die Inhibierung von solchen Kaliumkanéalen kann
zur Proliferationshemmung fihren [15]. So =zeigten Nilius und Wohlrab, dass die
Kaliumstromblockade zur Proliferationshemmung an Melanomzellen und humanen
Mammakarzinomzellen fuhrt [156, 224].

Zusatzlich weisen Tumorzellen einen héheren intrazellularen Na*-Gehalt als normale nicht
teilende Zellen auf. Dadurch bleibt der Kalium-Level viel stabiler [154]. So kann sich ein
erhohter Natriumgehalt als ein Marker fir die Depolarisation in sich schnell teilenden
Tumorzellen gelten. Die Proliferations-Mechanismen, die von lonenkanélen abhéngig sind,
sind in mehreren Quellen beschrieben [163, 177, 224]. Es kann einen Zusammenhang
zwischen der Aktivitdt der lonenkanalen, dem Transmembranpotential, dem intrazellularen
Ca?*-Signaling und der Proliferation gezeigt werden [236]. Weiterhin kénnen Kaliumkanale
apoptosehemmende Proteine Mcl-1 aktivieren, die zur Membranhyperpolarisation fihren
kénnen. Die Membranhyperpolarisation kann zudem zu einem Substrattransport fihren. Die
Néahrstoffe werden in diesem Fall entlang eines elektrochemischen Natriumgradienten
transportiert [130, 232].
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Von den verschiedenen Parametern, die einen Einfluss auf das Tumorwachstum haben, wird
die Anderung des Membranpotentials und deren Einfluss auf die Proliferation in dieser Arbeit
genauer analysiert. Die Anderungen des Membranpotentials kann man durch extern
applizierte elektrische Felder oder extrazellulare Azidose hervorrufen.

2.2.6 Das Transmembranpotential

Ladungen kénnen die Zellmembran mittels eines aktiven oder passiven Transportwegs
passieren. In tierischen Zellen leisten passive lonenbewegungen (elektrogene Pumpen) den
grofldten Beitrag zum Transmembranpotential [20]. Dieses beschreibt eine Potentialdifferenz
zwischen den elektrischen Ladungen auf den inneren und auf3eren Seiten der Membran.
Das Membranpotential kann mit der Goldman-Hodgkin-Katz Gleichung beschrieben werden
[81, 103]:

Vin = Vin — Vex (2'4)

_ RT [PK(K)ex + PNa(Na)ex + PCl(Cl)in] (2'5)

"= e (K) i + Pra(N@) i + Per(C) o]

Mit:  V.,: Transmembranpotential

Vin, Vex: iINneres und aulReres Membranpotential

R: universale Gaskonstante, R=8,3144621 /

mol K

T: absolute Temperatur
F: Faraday-Konstante, F=96485,336 ﬁ

Pk, Pna, Pcir Permeabilitat von K-, Na- und Cl-lonen
(K), (Na), (Cl): &uRRere und innere lonenkonzentration.

Die Membranen der nicht erregbaren Zellen zeigen die groRte Permeabilitat fur K*-lonen.
Daraus folgt, dass das Transmembranpotential zum Grofteil von K*-lonen bestimmt wird
(siehe Abbildung 2-13).
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Abbildung 2-13: Membranpotential- und Zellzyklusprogressions-regulierende-Kanéle in Tumorzellen:
Hyperpolarisierende Kandle ermdéglichen einen erhdhten Ca’*-Ausstrom durch die spannungs-
unabhéngigen Kanéle (lx Ausstrom, rot), wahrend apikale Kalium- und Chloridkanéle ((Ix Einstrom,
CI~Ausstrom, griin) zur Membrandepolarisation filhren kénnen, was einen spannungssensitiven Ca’*-
Einstrom ermd&glicht. Enthommen aus [195].

Das Transmembranpotential spielt eine wichtige funktionale Rolle fiir die nicht-erregbaren
Zellen. Vielzahlige Studien zeigen, dass Tumorzellen oder embryonale Zellen im Vergleich
zu sich nicht teilenden Zellen starker depolarisiert sind [32, 49]. Einige Studien zeigten, dass
Membranhyperpolarisation zu reversibler Blockade der DNA-Synthese fihrt [48].
Andererseits sind differenzierte Zellen, wie z.B. Fibroblasten, hyperpolarisiert [49]. So kann
die Mausmilzlymphozyten-Membrandepolarisation eine Mitose initiieren [115]. Im Gegenteil
fuhrt die Membranhyperpolarisation zum mitotischen Arrest [48]. Vor kurzem wurde
nachgewiesen, dass die Membrandepolarisation bei Embryonen des Krallenfrosches
(Xenopus laevis embryos) ohne Bezug auf bestimmte lonenkanéle oder Transportproteine
zu Krebstransformationen wie z.B. Proliferationszunahme, Morphologieanderung usw. fihren
kann [138]. Weiterhin &ndert sich das Membranpotential wahrend des Zellzyklus [48]. Das
widerspricht aber nicht der Beobachtung, dass die Depolarisation ein Kennzeichen von
Tumorzellen ist. So z.B. weisen MCF-7 Zellen, die in einer G;-Phase verharren, eine
Depolarisation des Membranpotentials von -9mV und eine Hyperpolarisation des
Membranpotentials von -30mV in der S-Phase auf [233]. Beide Membranpotential-Werte sind
mehr depolarisiert als das Membranpotential von normalen nicht synchronisierten MCF-10A
Zellen (nicht-tumorigenen Brustzellen) [73, 233].

Weiterhin wurde in der Literatur eine Korrelation zwischen dem Transmembranpotential und
der Zellkontaktinhibition gezeigt [32]. Die sich nicht teilenden Zellen weisen ein maximales
Transmembranpotential auf, wenn die Konfluenz erreicht ist. Dies ist jedoch bei Tumorzellen
nicht der Fall. Das Transmembranpotential an neoplastischen Zellen andert sich nicht
wahrend der weiteren Mitosezyklen und es wird keine Kontaktinhibierung erreicht. Dabei
zeigen Tumorzellen eine geanderte Membranstruktur [32]. Kiefer et al. vermuten auch, dass
ein hoheres Transmembranpotential (also Depolarisation) die mitotische Aktivitat initiieren
kénnte [115].
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2.3 Einfluss von elektromagnetischen Feldern auf Zellen

2.3.1 Elektrische Doppelschichten an Membranen

Betrachten wir die elektrostatische Struktur einer Membran, um zu verstehen, welche
elektrischen Felder in und an einer Zelle entstehen.

Eine Membran besteht aus Festladungen, die eine elektrische Doppelschicht bilden, und
beweglichen statisch angezogenen Gegenionen [80]. Durch die thermische Bewegung bildet
sich eine diffuse Doppelschicht, deren elektrisches Potential mit steigendem Abstand von der
Grenzflache exponentiell abféllt. Abbildung 2-14 zeigt die Potentialverteilung an einer
Membran.

Abbildung 2-14: Schematische Darstellung der Ladungs- und Potentialverteilung an einer Membran:
AW: das Transmembranpotential als Differenz der Potentiale beider Phasen (inneres und &auRReres
Membranpotential); Ax: Membrandicke. Entnommen aus [80].

Die Membran besteht aus fixierten Ladungen wie Carboxylgruppen der Neuraminsauren der
Glykoproteine. Proteine mit ihren polaren Anteilen sind der wassrigen Phase zugewandt.
Weitere Ladungstréager sind polare Kopfe einiger Phospholipide. Ladungen der Glykokalix,
die kovalent an die Membranproteine und Membranlipide gebunden sind, bilden eine
Raumladungsdichte. Diese wird als Funktion des Abstandes von der Membran beschrieben.
Sie hat einen Einfluss auf die Berechnung des Potentialverlaufs. Zusammenfassend kann
man sagen, dass die effektive Reichweite des elektrischen Potentials der Zelloberflache von
Parametern wie der Dicke der Glykokalix und den elektrostatischen Wechselwirkungen
innerhalb der Glykokalix, dem Zustand der Zelle, dem Umgebungsmileau und der Debye-
Huckel-L&ange abhéngt. [80]

2.3.2 Passives elektrisches Verhalten einer Zelle

Verschiedene metabolische Prozesse in einer Zelle verursachen diverse lonenbewegungen.
Diese sind die Folge von Stromen und Feldern an und in einer Zelle. Parameter wie
Widerstand der Membranen, Zytoplasma und Membrankapazitat bestimmen die passiven
elektrischen Eigenschaften einer Zelle [80].
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Eine Zelle in einem elektrischen Feld kann vereinfacht durch folgendes Modell dargestellt
werden: Die Zelle befindet sich in einer Elektrolytldbsung und hat eine kugelige Form. Das
zugehdrige Ersatzschaltbild ist in Abbildung 2-15 schematisch dargestellt.

Strompfad 2 R
_— a

Abbildung 2-15: Darstellung eines Ersatzschaltbildes fiir den Stromfluss durch eine kugelférmige
Zelle. R,: Widerstand des AuRenmediums; Ri: Widerstand des Zellplasmas; R,,: Membranwiderstand,;
Cn: Membrankapazitat. Enthommen aus [80].

Die Zellmembran kann stark vereinfacht als passiver Zweipol betrachtet werden. Ry
beschreibt den Widerstand der lonenkanéle und C,, — die Membrankapazitat, R, und R; sind
die Widerstande des AuBen- und Innenmediums. Die Leitfahigkeit des Aufen- und des
Innenmediums ist siebenmal hoher als die der Membran. Nach dem Kirchhoffschen Gesetz
umfliel3t ein Gleichstrom die Zelle weitgehend durch das Medium. Bei Wechselstrom fliel3t
der Strom zusatzlich Gber die Membrankapazitat (Kondensator).

Der kapazitive Widerstand ist frequenzabhangig und sinkt mit steigender Frequenz. Dadurch
steigt der Anteil des durch die Zelle flieRenden Stromes. Seine Amplitude ist von dem
Verhéltnis zweier Widerstande abhangig: dem effektiven Wechselstromwiderstand
(Strompfad 1) und dem Widerstand des Auflenmediums (Strompfad 2). Den effektiven
Wechselstromwiderstand eines RC-Kreises bezeichnet man als Impedanz. [80]

Aufgrund des frequenzabhangigen Systems ist zusétzlich die Phasenverschiebung zwischen
dem Signalverlauf von Strom und Spannung zu beachten.

Damit ergibt sich die Impedanz eines parallel zueinander geschalteten R,,C,-Kreises zu:

s Rm . wCuRE (2-6)
1+ w2C3R% 1+ w2CAR%

Die Beschreibung der Gesamtimpedanz eines biologischen Gewebes ist viel komplexer als
die Impedanz einer einzelnen Zelle. Das Analogschaltbild von solchen Geweben betrachtet
man als leitfahiges Dielektrikum in einem Kondensator. Die Impedanzmessung in
biologischem Gewebe ist in Abbildung 2-16 dargestellt.
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Abbildung 2-16: Darstellung eines Ersatzschaltbildes von biologischem Gewebe. €*: Komplexe
Dielektrizitatskonstante; g*: Komplexe spezifische Leitféhigkeit. Enthnommen aus [80].
Die Impedanzwerte werden durch folgende Parameter definiert:
g =g ticgw (2-7)
e = g +iggw =€’ +ig" (2-8)

€o

Mit: g": komplexe spezifische Leitfahigkeit

&*: komplexe Dielektrizitatskonstante.

Aus diesen Formeln ergibt sich die Frequenzabhéangigkeit von heterogenen Strukturen in
biologischem Gewebe.

Betrachtet man beide komplexen Parameter im ganzen Frequenzspektrum, so kann man
bestimmte Frequenzbereiche, die sogenannten Dispersionsgebiete (¢ —, £ — und
y —Dispersion) erkennen [80]. Auf Grund von unterschiedlichen Zeitkonstanten der
Umladungsprozesse kann das System dem Wechsel des dufR3eren Feldes nicht mehr folgen,
was zu Dispersionen fiihrt [80]. Die entsprechenden Frequenzbereiche fiir die Dispersionen
sind in Abbildung 2-17 gezeigt.

0
10

10
Frequenz (v) —>
Abbildung 2-17: Darstellung der Frequenzbereiche fir die a-, B-, und y-Dispersion am Beispiel der

Abhéngigkeit der Kurve der komplexen Dielektrizitatskonstante fur ein biologisches Gewebe.
Entnommen aus [80].
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Aus Abbildung 2-17 sieht man, dass die a —Dispersion unterhalb von 10 kHz liegt. Diese
bezieht sich auf die lonenbewegungen um die Zelle oder interzellulare Raume. Die
p —Dispersion wird auf Relaxationsphanomene an Zellen und die y —Dispersion auf
Relaxationsphanomene an Makromolekilen zurtckgefihrt [80].

2.3.3 Erwarteter Verlauf des elektrischen Feldes

Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes &ndert sich die lonenzusammensetzung
innerhalb und aul3erhalb der Zelle. Die Zellmembran |adt sich wie ein Kondensator auf. Wie
stark die Zellmembran aufgeladen wird, hangt von verschiedenen Faktoren wie z. B. dem
Zellradius und der Membranorientierung im auf3eren Feld ab. Dadurch entsteht eine
Potentialdifferenz, die sich mit dem Transmembranpotential Gberlagert. Diese fuhrt zu einer
Gesamtspannung zwischen Zellinnen- und Zellau3enseite. Diese Gesamtspannung fuhrt zur
Entstehung eines elektrischen Feldes in der Zellmembran und zur Ausrichtung der
Phospholipide in diesem Feld [153].

Ein elektrisches Feld kann die Zelle beeinflussen. Diese kann dadurch verformt, fusioniert
oder anderweitig verandert werden. Um zu sehen, welche Potential- und E-Feldverlaufe an
einer kugelférmigen Zelle entstehen, betrachten wir diese in einem elektrostatischen Feld.
Die Leitfahigkeit einer Zelle in so einem Feld ist sehr gering. Das dul3ere Feld, in dem sich
die Zelle befindet, flihrt zu ihrer Polarisation. Dadurch wird im Inneren der Zelle ein
elektrisches Gegenfeld erzeugt, welches das &aul3ere Feld mit der Zeitkonstante von
7=2,5x10"s kompensiert [80]. Dieses Feld addiert sich auf einer Seite zu dem
Zellmembranpotential und subtrahiert sich von ihm auf der anderen Seite. Diese Polarisation
beeinflusst das Transmembranpotential der Zellen und ist ortsabh&angig. Aus Abbildung 2-18
geht hervor, dass die Zelle das auB3ere Feld verzerrt. Die Feldstarke innerhalb der Zelle ist
relativ klein. Aus diesem Grund kénnen im Gleichfeld und im niederfrequenten Feld
Polarisationserscheinungen vernachlassigt werden. [80]

Abbildung 2-18: Zelle in einem elektrostatischen Feld und entsprechender Ladungs-, Potential- und
Feldverlauf an dieser Zelle. Im oberen Bildteil wird die Richtung und die Starke des elektrischen
Feldes durch Pfeile charakterisiert. Im unteren Bildteil ist der Potentialverlauf tGber die x-Achse
dargestellt. — — : Membranpotential ohne Feldeinwirkung; — -- — : Durch E-Feld induzierter
Potentialverlauf, AY¥,,q ; —— : Resultierender Potentialunterschied. Entnommen aus [80].
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Unter der Annahme, dass g >> weg, und d << r ist, kann das induzierte Membranpotential
wie folgt berechnet werden:

1,5Er 1 (2-9)
—cos(a)
1+ (rCm(pin + 0,5p¢x)) 1 + jwt

APing =

Mit:  E: aulReres elektrisches Feld
r: Radius der Zelle
C,,: Kapazitat der Zellmembran
pin UNd p,,: @ul3erer und innerer spezifischer Widerstand
7. Zeitkonstante
w: Kreisfrequenz

a: Winkel zwischen einem Punkt der Membran und dem ungestorten Feldvektor.

Unter der Annahme, dass die Zellmembrankapazitat klein ist, kann der Term
R,,C,vernachlassigt werden. Dadurch berechnet man die induzierte Potentialdifferenz nach:

1,5E cos(a) (2-10)

Aping = ———=
" V1 + (w1)?

In niederfrequenten Wechselfeldern (f < 10° Hz) und in Gleichfeldern vereinfacht sich diese
Gleichung zu:

A@ing = 1,5 Er cos(a) (2-112)

Fur eine kugelférmige Zelle mit einem Zellradius von r = 10um, die einem elektrischen Feld

von E = 10° V/m ausgesetzt ist (die Stelle an der Membran, wo die Feldlinien senkrecht zu
Membran stehen), &ndert sich das Membranpotential um 1,5V [80].

Betrachten wir jetzt eine Zelle in elektrischen Wechselfeldern.

In Abbildung 2-19 ist der Feldverlauf um eine kugelférmige Zelle, die sich in einem
homogenen elektrischen Wechselfeld befindet, gezeigt.
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Abbildung 2-19: Feldverlauf um und in einer kugelférmigen Zelle in einem homogenen elektrischen
Wechselfeld (entnommen aus Glaser, Abb. 3.41, Seite 185) Aquipotentiallinien(---) und Feldlinien(—);
(A) Feldverlauf bei niedriger Frequenz; (B) Feldverlauf bei hoher Frequenz, Leitwert des
Umgebungsmilieus niedriger als in Zelle; (C) Feldverlauf bei hoher Frequenz; Leitwert im intra- und
extrazellularem Raum gleich [80].
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Mit steigender Frequenz ist die Zelle zunehmend kapazitiv gebrtickt und ab ca. 1IMHz kann
das elektrische Feld die Zelle ungehindert passieren. Falls die Elektrizitatskonstanten des
Mediums innerhalb und aufRerhalb der Zelle anndhernd gleich sind, wird der Verlauf der
Feldstarke von den Verhdltnissen der Leitfahigkeiten innerhalb und auf3erhalb der Zelle
bestimmt. [80]

2.3.4 Wellenform und Art der Stimulation

Eine Zelle kann elektrisch oder magnetisch stimuliert werden. Die Reizenergie kann dabei
induktiv, kapazitiv oder (ber direkte elektrische Stimulation (Faraday‘sche Prozesse)
eingekoppelt werden.

Bei der induktiven Energieeinspeisung werden in den Zellen durch die zeitlich veranderlichen
Magnetfelder elektrische Wirbelstrome induziert. Sie induzieren wiederum elektrische Felder.
Die Verteilung solcher Felder ist stark von der Geometrie der Spule, den elektrischen
Parametern der Zelle und auch deren Geometrie abhangig. Aus diesem Grund kdnnen die
Einflussparameter nicht oder nur ungenau verallgemeinert werden. Weiterhin ist es
unmoglich, Uber eine induktive Energieeinspeisung rechteckige Signale in den Zellen zu
erzeugen. Dies folgt aus den Maxwell-Gleichungen: je steiler die Flanke eines Pulses ist,
desto hoher ist die induzierte Feldstarke. Bei der magnetischen Stimulation lasst sich die
induzierte elektrische Feldstarke in den Zellen nicht exakt kontrollieren. Man muss einen
Kompromiss zwischen steiler Flanke, die fur kurze Zeit hohe Stréme induziert, und flacher
Flanke, die fur langere Zeit geringe Strome induziert, finden. [89, 216]

Bei der kapazitiven Feldeinkopplung werden die Ladungen in der elektrischen Doppelschicht
in Abhangigkeit von dem eingespeisten Signal verteilt. Unter Anderem ist diese Verteilung
auch von der Ladung der Elektronenoberflaiche abhangig. Selbst an der Grenzflache
Elektrode/Elektrolyt findet keine Elektroneniibertragung statt. Die induzierte Ladungsmenge
wird durch die Ladungsmenge der Doppelschicht, der sog. Doppelschichtkapazitét, limitiert.
[89, 216]

Durch die direkte elektrische Stimulation werden die Ladungen im Medium durch die
Faraday‘sche Prozesse erzeugt. Das verursacht in der Folge einen Fluss von lonenladungen
im Medium bzw. in den Zellen. Dabei kann mit Hilfe von Elektroden der Feldverlauf in
Elektrodennéhe kontrolliert werden. Bei dieser Art der Stimulation muss ein Kompromiss
zwischen der Feldstarkenhohe und den daraus resultierenden elektrochemischen
Reaktionen gefunden werden [80, 89, 91].

In der Praxis werden verschiedene Signalformen und Arten der Feldeinkopplung verwendet.
Wenn die Zellen mit rechteckférmigen elektrischen Feldpulsen stimuliert werden sollen, kann
das Feld am besten Uber direkte elektrische Stimulation in die Zelle eingespeist werden.
Dafir ist die induktive Feldeinkopplung nicht geeignet. Bei der kapazitiven Feldeinkopplung
kommt es zu einer Verzerrung der Pulsform und Phasenverschiebung. Fur die Stimulation
mit harmonischen Wellen ist dagegen sowohl induktive und kapazitive Feldeinspeisung als
auch die direkte Energieeinspeisung anwendbar [89].
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2.4  Messtechnische Grundlagen

2.4.1 Elektrochemische Effekte am Elektrode-Elektrolyt-Ubergang

Unter einer Elektrode versteht man ein elektrisch leitendes System von hintereinander
geschalteten Phasen, an dem ein Transfer von Ladungsionen stattfindet.

Dadurch werden komplexe Reaktionen an der Elektrodenoberflache hervorgerufen. Einige
lonen, die dicht an der Grenzflache liegen, bilden die sogenannte Helmholtz Doppelschicht
(starre Doppelschicht). Innerhalb dieser Schicht fallt das Potential linear ab. Die Breite der
Helmholtz-Schicht ist von der lonenstarke der Losung abhéngig. Je hoher die lonenstéarke
ist, desto starker ist die Besetzung der Helmholtz-Schicht. Danach beginnt eine diffuse
Doppelschicht, in der das Potential exponentiell abféllt [80]. Die effektive Breite der diffusen

Doppelschicht definiert man durch die Debye-Hiickel-Lange (1/N)' Das ist die Entfernung, in
der das Potential auf 1/e abfallt [80]. Abbildung 2-20 zeigt eine elektrische Doppelschicht.
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Abbildung 2-20: Phasengrenze Elektrode/Elektrolyt. Oben: Ladungen und Gegenladungen an einer
Grenzflachen; Unten: Potentialverlauf entsprechend dem Modell nach Stern: W,: Oberflachenpotential;

W,: Potential am Ende der Helmholtzschicht; Xy: Dicke der Helmholzschicht; 1/N-Debye-HUckeI-
Lange als Mal fur die effektive Dicke der diffusen Doppelschicht. Entnommen aus [80].

In der Regel ist bei den Elektroden eine Phase elektronenleitend (Festkdrper) und eine
Phase ionenleitend (Elektrolyt). Man unterscheidet zwei Typen von Elektroden-Prozessen.
Zum einen gibt es Prozesse mit Ladungstransfer Uber die Phasengrenze, die mit Faraday -
Stromen verbunden sind. Solche Prozesse kdnnen mit Redoxreaktionen beschrieben
werden [91]:

Sox ¥ e~ © Speq (2-12)
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Mit S,x. Oxidierter Zustand
S,eq. reduzierter Zustand
n: Wertigkeit der Elektrodenreaktion.

Diese Elektronenverschiebung fuhrt zum thermodynamischen Gleichgewichtspotential der
Redoxelektrode, das mit der Nernstschen Gleichung beschrieben wird.

Andere Prozesse verlaufen ohne Ladungstransfer Uber die Phasengrenze. Solche Prozesse
sind mit Auf- und Entladung der elektrochemischen Doppelschicht verbunden. Ein
zusatzlicher ~ Strom, der Uber eine solche Elektrode flieRt, fuhrt zu
Polarisationserscheinungen. Dadurch wird ein Elektrodenpotential verandert. [91]

Eine Grenzflache, an der elektrochemische Reaktionen mit einem zeitabhangigen Signal
stattfinden, kann mit einem Ersatzschaltbild aus einer Serienschaltung von
Durchtrittswiderstand R, und Warbung-Impedanz Z,, dargestellt werden (siehe Abbildung
2-21). Die Warbung-Impedanz besteht aus einer Serienschaltung von einem
Konzentrationswiderstand Ry und einer Konzentrationskapazitdt Cx und beschreibt
diffusionsbegrenzte Vorgénge in der Grenzflache. In dem Ersatzschaltbild sind zudem die
Doppelschichtkapazitat €, und der Elektrolytwiderstand Rz zu bertcksichtigen [91].

Doppelschicht
Diffusionsschicht Elektrolytinneres
Elektrode
< —— —_—— —
Zy
Ck
Co

Abbildung 2-21: Ersatzschaltbild der Phasengrenze Elektrode/Elektrolyt: Rp: Durchtrittswiderstand;
Zw=R¢+1/(iwCy): Warbung-Impedanz; Rg: Elektrolytwiderstand; Cp:  Doppelschichtkapazitat.
Entnommen aus [91].

Elektrische und elektrochemische Systeme zeigen einige Unterschiede. Die
elektrochemischen Systeme sind nicht linear und zeigen eher ein exponentielles Verhéltnis
zwischen Strom und Spannung, das mit der Butler-Volmer-Gleichung beschrieben werden
kann. Dagegen zeigen elektrische Systeme ein lineares Verhéltnis, das Uber das Ohmsche
Gesetz beschrieben wird [89, 91]. Parameter wie die Rauigkeit der Elektrodenoberflache,
inhomogene Reaktionsraten und Uberspannungen an der Oberflache sind mogliche
Ursachen fur die Entstehung von nicht linearen Systemen. Das Frequenzverhalten kann
haufig mit einem sogenannten Constant Phase Element (CPE) beschrieben werden. Das
CPE ist ein virtuelles Element, mit dem das Verhalten realer Systeme dargestellt werden
kann und das die Kurvenverlaufe bei realen Messergebnissen einem physikalischen Effekt
zuordnet, wobei die nicht linearen Eigenschaften sowohl der kapazitiven als auch der
ohmschen Grenzflachenelemente bericksichtigt werden [56, 155].
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Das Faraday‘sche Gesetz beschreibt den Zusammenhang zwischen der umgesetzten Masse
m eines Stoffes und der ausgetauschten Ladungsmenge Q in einer elektrochemischen
Reaktion.

Q = znF (2-13)

Mit:  Q: Ladung
z: Anzahl der Ubertragenen Elektronen
n: Stoffmenge des oxidierten Metalls

F: Faraday Konstante.

Bei der Ubertragung von Elektronen zwischen Elektrode und Elektrolyt finden verschiedene
Redoxreaktionen an den Elektroden statt. Einige Substanzen werden dabei reduziert oder
oxidiert. Diese Reaktionen kénnen reversibel oder irreversibel sein. Unter Oxidation versteht
man einen Prozess, bei dem eine geloste redoxaktive Substanz Elektronen auf eine
Elektrode (die sog. Anode) Ubertragt. Bei einer Reduktion werden umgekehrt Elektronen von
einer Elektrode (der sog. Kathode) auf eine geltste redoxaktive Substanz Ubertragen. Eine
Elektrode, an welcher Reduktion (Elektronen-Aufnahme, 0, + 4H* + 4e~ — 2H,0) erfolgt
und eine negative Ladung in den Elektrolyt Gibergeht (Cl, + 2e~ — 2Cl™), bezeichnet man als
Kathode. An der Anode erfolgt die Oxidation (Elektronen-Abgabe, 2H,0 — 0, T +4H™" + 4e")
und Elektronen werden von der Losung auf die Elektrode tbertragen (2Cl1~ — Cl, + 2e7) [91].
An der Anode kann das zur Entstehung von gasférmigen Sauerstoff und Chlor fihren, die
beide zur Absenkung des pH-Werts beitragen. An der Kathode wird in erster Linie
gasformiger Wasserstoff gebildet, was zu einer Alkalisierung der Umgebung fihren kann.
Welche Reaktion an der Kathode und Anode stattfindet, bestimmt die Lage des
thermodymanischen Gleichgewichtspotentials E,. Die Werte des Gleichgewichtspotentials fur
die Sauerstoffbildung/Reduktion liegen bei 1,2V und fiir die Bildung/Reduktion von Chlorid
bei 1,7V. Elektrodenpotentiale fiir mogliche Oberflachenoxidation/Reduktion an einer
Platinelektrode mit verschiedenen Redoxpaaren liegen anfanglich bei +1,0V. [89, 185]

Die uUberwiegende elektrolytische Reaktion, die sich auf den Elektroden ereignet, ist die
Zersetzung von Wasser und darin geldster Bestandteile. Reicht die molekulare Menge an
Sauerstoff und Wasserstoff aus, kommt es zur Gasblasenbildung. Wenn die Pulsfrequenz
hoch genug ist, dass das gebildete gasférmige Produkt vor seiner Weg-Diffusion in der
folgenden, kathodischen Halbwelle wieder in die Edukte zurtickgebildet wird, entstehen keine
Gasblasen. Zellen kénnen die niederfrequente Stimulation aushalten, wenn diese nicht
kontinuierlich ist [149].

Fur die biologische Anwendung der Stimulationselektroden sollte das Elektrodenmaterial
inert und biokompatibel sein. Fur solche Zwecke wird sehr oft Platin eingesetzt. Durch die
Platinisierung kann die Oberflaiche vergrossert und damit die Stromdichte an der
Elektrodenflache vermindert werden. Das erlaubt es, die elektrochemischen Reaktionen
langer im reversiblem Bereich zu halten [34].
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2.4.2 Technik der Impedanzmessung bei verschiedenen Frequenzen

Unter der Annahme, dass eine Zelle als Komplex aus elektronischen Komponenten
betrachtet werden kann, hat die Impedanz eine grof3e Bedeutung fur die Zellbiologie. Ein
Zellbewuchs wird durch einen verdnderten Impedanzwert charakterisiert. Durch die
Impedanzmessung an einer mit adhérenten Zellen bewachsenen Elektrode entsteht ein
Sensor, der empfindlich auf die Starke der Adhasion, Zellstrukturveranderungen, Zell-Zell-
Verbindungen, Proliferation und Zelltod reagiert. Nur durch Wissen, das durch die
Impedanzspektroskopie gewonnen wurde, kann man die Ergebnisse der elektrischen
Stimulation richtig deuten [84].

Die Impedanz ist eine komplexe GroR3e, die Uber einen Realteil (Widerstand R) und einen
Imaginarteil (Reaktanz X) beschrieben werden kann. Sie wird im rechtwinkligen
Koordinatensystem in der Form R+jX oder alternativ im Polarkoordinatensystem mit Betrag
und Phasenwinkel dargestellt. Die Reaktanz kann man induktiv (X; = 2nfL) oder kapazitiv

Xc = ﬁ) definieren.

Die Impedanzmessung wird in der Regel bei einer einzelnen Messfrequenz durchgefihrt,
wahrend die Impedanzspektroskopie als Messung in einem bestimmten Frequenzbereich
definiert ist. Durch die Impedanzspektroskopie lassen sich Rulckschlisse auf
frequenzabhéngige Leitungsvorgange in einem System ziehen. Die Impedanz wird durch
verschiedene Ladungstransportvorgange im Medium und Oberflacheneffekte an den
Elektrodenmaterialien beeinflusst. Bei Materialien, bei denen die ionische Leitfahigkeit
dominiert, wird die Elektrochemische Impedanzspektroskopie (EIS) verwendet [91, 143].

Das in dieser Arbeit verwendete Elektrochemische Impedanzspektrometer ist eine
Kombination aus einem phasensensitiven Voltmeter und einem Frequenzgenerator. Die EIS
ist eine quasi stationdre elektrochemische Untersuchungsmethode, bei der an das zu
untersuchende elektrochemische System ein sinusférmiges Anregungssignal mit kleiner
Amplitude (ca. 30mV) angelegt wird. Die Antwort des linearen Systems ist ein sinusformiges
Signal mit gleicher Frequenz, aber unterschiedlicher Amplitude und Phase. Aus dem
Verhéltnis zwischen dem Anregungssignal und der Antwort des Systems wird die komplexe
Impedanz des Systems berechnet. Durch Variationen der Anregungsfrequenz nimmt man
ein Impedanzspektrum auf. Bei der Auswertung der gemessenen Impedanzspektren werden
die spezifischen physikalischen Parameter des elektrochemischen Systems durch ein
Ersatzschaltbild beschrieben (siehe Abbildung 3-8). EIS eignet sich als Methode sowohl zur
Untersuchung von Grenzschichten als auch von Materialparametern.

Es gibt eine ganze Reihe von Methoden zur Impedanzmessung. All diese Methoden weisen
ihre Vor- und Nachteile auf. Faktoren wie Frequenz, Messbereich und Messgenauigkeit sind
fur die Wahl der einen oder anderen Methode entscheidend. Bei der Wahl muss immer ein
Kompromiss eingegangen werden. Es existieren folgende Impedanzmessmethoden:
Briicken Methode, Resonanz Methode, [-V Methode und Automatisch abgleichende
Messbricken Methode. Bei den Elektrodenanordnungen fir die Impedanzmessung
unterscheidet man eine bipolare, tripolare oder tetrapolare Anordnung [143].
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Impedanzmessung mit bipolarer Elektrodenanordnung

Bei der bipolaren 2-Elektroden-Anordnung wird mit einem AC Signal im linearen Bereich
gearbeitet (siehe Abbildung 2-22). Es wird keine DC Polarisierung der Elektroden
vorgenommen. Die Messung erfolgt mit dem Impedance/Gain-phase Analyzer 1260A
(Solartron Analytical, Ametek Inc.).

Bei der 2-Elektroden-Anordnung wird eine Wechselspannung im definierten Frequenzbereich
angelegt und die frequenzabhangige Wechselstromantwort des Systems gemessen.

Die Schaltung ist wie folgt aufgebaut:
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Abbildung 2-22: Impedanzmessung: Schaltung bipolarer Messaufbau. Bei der 2-Elektroden-
Anordnung wird eine Wechselspannung im definierten Frequenzbereich angelegt und die
frequenzabhangige Wechselstromantwort des Systems gemessen. Zu den Vorteilen der 2-Elektroden-
Impedanzmessung gehoren der einfache Messaufbau und Messtechnik. Zusatzlich liegt das
Messobjekt vollstandig in der Messstrecke. Zu den Nachteilen zahlen folgende Faktoren: Zum einen
pragen Impedanzen von Leiterbahnen, Elektroden und dem Messobjekt die Gesamtimpedanz. Zum
anderen kénnen die Messdaten von einer frequenzabhangigen Polarisation der Elektroden verfélscht
werden.

Mit:  Vsource: ANregungsspannung
Ze 1. Impedanz der Elektroden
Z.: Impedanz des Elektrolyts
Vieter: Spannungs-Messgerat (idealisiert)

Imeter: Strom-Messgerat (idealisiert).
Die gemessene Impedanz errechnet sich aus:

Vineter (2‘14)

Zimess = =Zet Zopy tZoig ® Zopy + Zeiz = 2Z¢

[meter

Es gibt zwei verschiedene Mdglichkeiten, die Stromdichte und deren Eindringtiefe im Bereich
der Messelektroden zu beeinflussen. Die gemessene Stromstarke bzw. Stromdichte von
zwei bipolaren Elektroden ist von dem Elektrodenabstand abhéngig. Je groRer der
Elektrodenabstand ist, desto kleiner ist die gemessenen Stromstarke bzw. Stromdichte.
Zusatzlich wird der relative Beitrag von den tiefliegenden Schichten zur Messung groRRer. Mit
Hilfe von multiplen Planarelektroden ist es moglich, die Eindringtiefe zu reduzieren [84].

Zu den Vorteilen der 2-Elektroden-Impedanzmessung gehdren der einfache Messaufbau und
die Messtechnik. Zusatzlich liegt das Messobjekt vollstandig in der Messstrecke. Zu den
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Nachteilen zéhlen folgende Faktoren: Zum einen pragen Impedanzen von Leiterbahnen,
Elektroden und dem Messobjekt die Gesamtimpedanz. Zum anderen kdnnen die Messdaten
von einer frequenzabhangigen Polarisation der Elektroden verfalscht werden.

Impedanzmessung mit tripolarer Elektrodenanordnung

Bei dieser Methode besitzen die stromfihrenden Leitungen gleiche Widerstdnde. Dabei
muissen die Kontaktwiderstande klein sein. Der Spannungsabfall an den Leitungs- und
Anschlusswiderstanden lasst sich herausrechnen.

Die 3-Elektroden-Anordnung kann man mit potentiostatischer oder galvanostatischer
Kontrolle durchfihren. Wie der Name schon sagt, sind 3 Elektroden vorhanden: eine
Arbeitselektrode (AE), eine Hilfselektrode (HE) und eine Referenzelektrode (RE). Der Strom
wird zwischen AE und HE gemessen. Die RE ist hochohmig geschaltet und sorgt damit fir
eine konstante Spannung an der AE. Eine kontrollierte DC-Polarisierung der AE ist mit einem
kleinen tberlagerten AC-Signal moglich.

Diese Messmethode ist — im Vergleich zur 2-Elektroden-Anordnung — vielseitiger, aber auch
anspruchsvoller im Aufbau (Position der Gegen- und Referenzelektrode) [84].

Impedanzmessung mit tetrapolarer Elektrodenanordnung

Die Impedanzmessung mit tetrapolarer Elektrodenanordnung bietet sich immer dann an,
wenn die Leitungs- und Anschlusswiderstande die Messung verfalschen kdnnen, oder wenn
eine Probe mit niedrigem Widerstand vermessen werden soll und die Leitungs- und
Anschlusswiderstande nicht vernachlassigt werden kénnen.

Bei der 4-Elektroden-Anordnung gibt es zwei Current Carrying (CC) Elektroden und zwei
Pick Up (PU) Elektroden. Dabei wird die Messanordnung mit einem Anregungsstrom
(Konstantstromquelle) durch die CC-Elektroden versorgt und die PU-Elektroden messen fast
stromlos die im Messmedium abfallende Spannung. Die Spannung wird hochohmig
abgegriffen, wobei die gemessene Impedanz als Transferimpedanz ermittelt wird [84].

Die Leitungswiderstdnde spielen bei dieser Methode keine Rolle, da die Spannungsabfalle
an diesen Widerstanden bei der Messung nicht beriicksichtigt werden. Die Leitungs- und
Anschlusswiderstdnde  spielen  aufgrund des  hohen  Innenwiderstands  des
Spannungsmessgerates keine Rolle. In diesem Messkreis tritt kein Strom und als Folge kein
Spannungsabfall an dem Leitungs- und Anschlusswiderstanden auf [84, 143].

Die Schaltung eines tetrapolaren Messaufbaus ist in Abbildung 2-23 gezeigt.
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Abbildung 2-23: Schaltung eines tetrapolaren Messaufbaus. Dank dieser Methode ist die vollstandige
Kompensation der Effekte durch Elektroden und Zuleitungen mdéglich. Dies ermdglicht auch die
Messung sehr niedriger Impedanzen. Weiterhin gewdhrleistet diese Messmethode eine raumliche
Auflésung durch Mehrelektrodensysteme. Die Messtechnik mit Erregersystem und Antwortsystem ist
jedoch aufwandiger als bei den anderen Messmethoden. Zusatzlich ist dieses Messsystem
empfindlich gegeniber parasitéaren Kapazitaten an Elektroden.

Mit: lsource: ANregungsstrom
Ze, 2. 3, 4. Impedanz der Elektroden
Ze: Impedanz des Elektrolyts
Imeter: Strom-Messgerat (idealisiert)
Vieter: Spannungs-Messgerat (idealisiert).

Die gemessene Impedanz errechnet sich aus:

_ Vineter (2-15)

Zmess = =Z,

Imeter

Dank dieser Methode ist die vollstandige Kompensation der Effekte durch Elektroden und
Zuleitungen moglich. Weiterhin gewéhrleistet diese Messmethode eine rdumliche Auflésung
durch Mehrelektrodensysteme. Die Messtechnik mit Erregersystem und Antwortsystem ist
jedoch aufwandiger als bei den anderen Messmethoden. Zusatzlich ist dieses Messsystem
empfindlich gegeniiber parasitaren Kapazitaten an den Elektroden.
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2.4.3 Messtechnik zur Bestimmung des Transmembranpotentials

Das Membranpotential einer Zelle kann zum einen elektrophysiologisch mit Hilfe von der
Patch Clamp Technik, zum anderen durch die Bestimmung der Verteilung von radioaktiv
markierten Teilchen oder optisch (fluorimetrisch) gemessen werden.

Bestimmung des Membranpotentials mittels Patch Clamp Technik

Mit Hilfe der Patch Clamp-Technik kann man einzelne lonenkanéle und deren Eigenschaften
untersuchen. Diese Technik erlaubt die hochauflésende Detektion des lonenkanalstroms
durch die Plasmamembran (bis auf wenige Pikoamper). Mit dieser Methode kann wahlweise
der Strom in einem einzelnen Kanal oder in der gesamten Zellmembran gemessen werden
[240]. Unter Anderem lasst sich damit auch das Membranpotential bestimmen. Man
unterscheidet zwei verschiedene Patch Clamp Konfigurationen, die Abbildung 2-24 zeigt.

Cell-attached Whole-cell
e -

Abbildung 2-24: Darstellung der Patch Clamp-Konfigurationen: Cell-Attached-Konfiguration (a): Bei
dieser Methode wird eine Glaspipette, die mit einer Elektrolytidsung gefillt ist, auf die Zellmembran
aufgesetzt. Zwischen der Pipettenspitze und der Zellmembran entsteht durch leichtes Ansaugen ein
Abdichtwiderstand, das sogenannte Gigaseal. Das ermdglicht es, auftretende Leckstrome zu
vernachlassigen; Whole-Cell-Konfiguration (b): Dank des hohen Widerstands des Gigaseals fliel3t
durch die Pipette ein Strom, der auch durch den lonenkanal des Patches flief3t. In die Pipettenldsung
taucht eine Elektrode. Diese Elektrode ist an einen Verstarker angeschlossen. Durch verstarktes
Ansaugen oder kurze Pulse elektrischer Spannung kann die Zellmembran eingerissen werden. Dabei
bleibt die Membran nicht mehr intakt. Es entsteht eine Kontinuitat zwischen dem Zellinneren und der
Glaspipette. Entnommen aus [240].

Bei dieser Methode wird eine Glaspipette, die mit einer Elektrolytldsung gefillt ist, auf die
Zellmembran aufgesetzt. Zwischen der Pipettenspitze und der Zellmembran entsteht durch
leichtes Ansaugen (Unterdruck) ein Abdichtwiderstand, das sogenannte Gigaseal
(1-100GQ). Das ermdglicht es, auftretende Leckstréme zu vernachlassigen. Dadurch wird
die Cell-Attached-Konfiguration der Patch Clamp-Technik erreicht (siehe Abbildung 2-24, a).
Dank des hohen Widerstands des Gigaseals fliel3t durch die Pipette ein Strom, der auch
durch den lonenkanal des Patches flief3t. In die Pipettenldsung taucht eine Elektrode. Diese
Elektrode ist an einen Verstarker angeschlossen. Durch verstarktes Ansaugen oder kurze
Pulse elektrischer Spannung kann die Zellmembran eingerissen werden. Dabei bleibt die
Membran nicht mehr intakt. Es entsteht eine Kontinuitdt zwischen dem Zellinneren und der
Glaspipette. Diese Konfiguration bezeichnet man als Whole-Cell-Konfiguration (siehe
Abbildung 2-24, b).
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Die Whole-Cell-Konfiguration erlaubt die Messung des Membranpotentials oder des
Ganzzellstroms. Man unterscheidet zwei Patch Clamp-Technologien: konventionelle und
planare Technik (siehe Abbildung 2-25).

M“L

Abbildung 2-25: Schematischer Aufbau eines Patch-Clamp-Experiments in der Whole-Cell-
Konfiguration: a) konventionelle Technik; b) planare Technik. Beim konventionellen Patchen wird die
Pipette unter optischer Kontrolle auf einer adharenten Zelle positioniert. Relativbewegungen zwischen
Zelle und Pipette miussen vermieden werden. Dadurch bleibt die Verbindung intakt. Beim planaren
Patchen wird die suspendierte Zelle auf ein Loch positioniert. Das wird mit Hilfe von Unterdruck
ermdoglicht. Dabei sind Relativbewegungen ausgeschlossen. Die planare Technik bietet den Vorteil,
dass kein schwingungsgedampfter Tisch, kein Mikroskop und keine Abschirmung fir die
Messungsdurchfuhrung erforderlich sind. Entnommen aus [68].

Beim konventionellen Patchen wird die Pipette unter optischer Kontrolle auf einer adharenten
Zelle positioniert. Relativbewegungen zwischen Zelle und Pipette missen vermieden
werden. Dadurch bleibt die Verbindung intakt. Beim planaren Patchen wird die suspendierte
Zelle auf ein Loch positioniert. Das wird mit Hilfe von Unterdruck ermdglicht. Dabei sind
Relativbewegungen ausgeschlossen. Die planare Technik bietet den Vorteil, dass kein
schwingungsgedampfter Tisch, kein Mikroskop und keine Abschirmung fir die
Messungsdurchfihrung erforderlich sind. Die Patch Clamp-Methode ist eine sehr verbreitete,
aber experimentell aufwandige Methode. Durch die Detailbetrachtung der Aktivitat von
lonenkandlen und Transmembranpotentialen kénnen mit einer einzelnen Zelle aul3erst
detaillierte elektrophysiologische Erkenntnisse gewonnen werden. Das erlaubt aber keine
Erkenntnisse Uber mehrere Zellen im Zellverbund. [38, 68, 240]

Bestimmung des Membranpotentials mittels Konzentrationsverteilung
markierter lonen

Eine weitere Methode zur Bestimmung des Membranpotentials ist die Auswertung der
Verteilung von radioaktiv markierten Teilchen. Diese Methode besitzt eine hohe
Nachweisempfindlichkeit. Die verwendeten Substanzen weisen eine hohe Toxizitat auf.
Dadurch werden die Zellen geschadigt und Langzeitmessungen sind nicht maglich. [90]



42 Einleitung

Optisches Verfahren: Bestimmung des Membranpotentials mittels
spannungssensitiver Farbstoffe

Das Membranpotential kann man auch mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen ermitteln. Die
Zellmembran ist zu den verwendeten Farbstoffen unterschiedlich permeabel. Bei einer
Potentialanderung andern verschiedene Mechanismen ihre optischen Eigenschaften wie das
Absorptions- und Fluoreszenzverhalten [90]. Diese Methode kann immer dann eingesetzt
werden, wenn die Verwendung von Elektroden nicht méglich ist.

Dank ihrer Anwendungsbreite hat die fluorimetrische Methode groRe Bedeutung. Sie ist
sensitiv. und bei vielen Zellarten anwendbar. Die meisten Farbstoffe wirken jedoch
zytotoxisch. Schadigungen an den Zellen sind bei einigen Farbstoffen Gber den
photodynamisch erzeugten Singulett-Sauerstoff mdoglich [60, 74, 75, 86, 140]. Diese
Methode erlaubt es, Messungen an intakten und gleichzeitig an mehreren Zellen
durchzufihren.

Potentialsensitive Fluoreszenzfarbstoffe sind bezuglich ihrer Fluoreszenzantwort auf die
Potentialanderung in zwei Gruppen eingeteilt: Slow-Response und Fast-Respone Farbstoffe.
Zu den Fast-Response Fluorophoren gehotren Farbstoffe, deren Reaktion auf die
Potentialanderung im Mikrosekundenbereich liegt. Die Empfindlichkeit solcher Marker liegt
im Bereich von 0,01%/mV. Die sind in der Regel nicht Membranpermeabel und lagern sich
an die Aullenseite der Membran an. Beispiele von Fast-Response Fluoreszenzfarbstoffe
sind der Styrylpyridiniumfarbstoff Di-Cs-ASP, die Aminonaphthylethenylpyridiniumfarbstoffe
wie Di-4-ANEPPS, Di-8-ANEPPS. Diese Marker werden meistens fiir die Untersuchung von
Nerven- und Muskelzellen eingesetzt. [72, 140]

Eine humane Tumorzelle vom Typ A-431, die sich in einem elektrischen Feld mit einer
Feldstarke von 53V/cm befindet, ist in Abbildung 2-26 dargestellt [87].
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Abbildung 2-26: Membranpotential-Messung: Fluoreszenzintensitats-Antwort einer Zelle, die einem
elektrischen Feld von 53 V/cm in der Richtung von links nach rechts ausgesetzt ist (a) mit zugehériger
Fluoreszenzintensitats-Tabelle (b). Die linke Zellhalfte ist hyperpolarisiert, die rechte Zellhélfte ist
depolarisiert. Die Membranpotential-Messung ist in Pseudofarben dargestellt: Rot ist die positive
Fluoreszenzénderung, blau die negative Fluoreszenzénderung. Die Farbintensitat entspricht der
Fluoreszenzintensitat. Anhand einer Kalibrierungskurve wird die Fluoreszenzanderung in die
Membranpotentialanderung umgerechnet. Entnommen aus [87].
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Zu den Slow-Response Fluoreszenzfarbstoffen gehdéren membranpermeable kationische
und anionische Farbstoffe. Die Potentialanderung erfolgt durch eine Umverteilung Uber
Innen- und AuRenseite der Membran. Der Farbstoff verteilt sich auf Grund seines
Konzentrationsunterschieds und der Uber die Zellmembran aufgebauten Potentialdifferenz.
Aus diesem Grund wird die stationare Basis erst nach Minuten erreicht. Nach einer
Zellmembrananderung verteilt sich der Farbstoff erneut, bis wieder ein Gleichgewicht erreicht
wird. Das bedeutet eine Reaktionszeit auf eine Potentialanderung von Minuten. [41, 101,
208]

DIBAC,4(3) und DIBAC,(3) sind die am meisten verbreiteten Oxonol-Farbstoffe fir die
Membranpotential-Messung [37, 139]. Die Farbstoffe enthalten delokalisierte negative
Ladungen und gelangen durch Diffusion durch die Plasmamembran in die Zelle. In der Zelle
bindet der Farbstoff an hydrophobe Gruppen von Proteinen und der Membran. Das flhrt zu
einem Anstieg der Fluoreszenzintensitat, was der Depolarisation der Zelle entspricht. Bei der
Hyperpolarisation wird der Farbstoff von der Zelle abgestof3en, was zu einer Abnahme der
Fluoreszenzintensitéat fuhrt.

Die Sensitivitat solcher Farbstoffe ist sehr hoch und betragt 0,9-1,1% der Signal&nderung pro
1mV der Potentialanderung. Ein Nachteil von solchen Farbstoffen ist oft eine hohe Toxizitat,
besonders bei den Carbocyaninen [112, 134].

Die Anderung des Membranpotentials kann durch Manipulationen wie der Zugabe eines
Transportmolekuls (z.B. Valinomycin: Kaliumionen selektiver lonophor), einer Kaliumlésung
hoherer Konzentration oder elektrischer Stimulation erfolgen. Die Wechselwirkung zwischen
anionischen Oxonolen und dem kationischen lonophor Gramicidin wird fir die Kalibration der
potentiometrischen Antwort verwendet. Das genaue Protokoll zum Erstellen einer
Kalibrierungskurve ist ausfihrlich in Kapitel 3.9.2 beschrieben.
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2.4.4 Priufstandfunktion des Glas-Sensorchips: Messung des
Sauerstoffverbrauchs und der Ansduerungsrate

Zellen reagieren als empfindliche Mikrosysteme auf verschiedene Signale aus ihrer
Umgebung. Sie kdnnen in Form von Synthese von bestimmten Proteinen, Aktivierung von
lonenpumpen und Kanalproteinen, Zellteilung oder Zelltod auf externe Signhale antworten. In
dieser Arbeit wurden die Einflisse von extern applizierten elektrischen Feldern auf den
Zellmetabolismus bzw. das Teilungsverhalten untersucht. Extrazelluldre und intrazelluléare
Eingangssignale wie Wachstumsfaktoren, Hormone, Zell-Zell-Interaktionen oder elektrische
Signale kénnen eine Reihe von intrazellularen Signalkaskaden auslosen, die eine groRRe
Komplexitat aufweisen [25]. In unten stehender Abbildung 2-27 sind verschiedene
Signalveranderungsmechanismen an einer Zelle erfasst. Man betrachtet die verwendeten
Zellen als ,Black Box“ und beobachtet nur die Eingangs- und die Ausgangsignale. Wenn
eine Zelle einem Eingangssignal ausgesetzt wird, generieren die zellinternen
Signalstrukturen eine Antwort. Neben anderen Signalkaskaden spielt der lonenaustausch
zwischen intra- und extrazellularem Raum eine wichtige Rolle. Abbildung 2-27 zeigt eine
vereinfachte Zusammenfassung der Mechanismen der Signalveranderung und deren
Dynamik. Die Dynamik der Signalveranderungen kann mit verschiedenen Sensoren (z.B.
pOz2,- pH-, Impedanz- und Temperatursensoren) erfasst werden.
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Abbildung 2-27: Eingangs- und Ausgangssignale lebender Zellen. Man betrachtet die verwendeten
Zellen als ,Black Box“ und beobachtet nur die Eingangs- und die Ausgangsignale. Durch die oxydative
Phosphorylierung wird der Sauerstoff von den Zellen verbraucht. Zuséatzlich wird durch die
mitochondriale Aktivitdt CO, erzeugt und Laktat durch die Glykolyse gebildet. Diese Prozesse sind
proportional zur intrazellular verbrauchten Energie. Die sensorbasierte Messung ermdglicht es, die in
einer Zelle ablaufenden Mechanismen zu erfassen. Durch diese Messung der Veranderungen des O,-
Gehalts und des pH-Werts des extrazellularen Mediums kénnen Rickschlisse auf die mitochondriale
und glykolytische Zellaktivitat gezogen werden [25].
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Die sensorbasierte Messung ermdoglicht es, die in einer Zelle ablaufenden Mechanismen zu
erfassen. Durch die oxydative Phosphorylierung wird der Sauerstoff von den Zellen
verbraucht. Zusétzlich wird durch die mitochondriale Aktivitat CO, erzeugt und Laktat durch
die Glykolyse gebildet. Diese Prozesse sind proportional zur intrazellular verbrauchten
Energie. Auf Grund dieser Messungen (Metabolismus, Morphologie und Proliferation)
konnen zellulare Vitalitatsdnderungen, die z.B. durch elektrische Felder hervorgerufen
wurden, analysiert werden [25, 245].

2.45 Modernes Screening-System: Intelligent Microplate Reader (IMR)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der sogenannte Intelligent Microplate Reader (IMR)
verwendet [29, 217, 230]. Der IMR ist ein System, das am HNLME in Kooperation mit der
Industrie (HP Medizintechnik GmbH) entwickelt wurde (siehe Abbildung 2-28). Dieses
System ermdglicht eine markerfreie Erfassung verschiedener physiologischer Merkmale von
vitalen Zellen in Echtzeit.

Mit Hilfe von opto-chemischen Sensoren (Optroden) kdnnen die Funktionsparameter des
Zellmetabolismus, wie der Sauerstoffverbrauch und die extrazellulare Ansauerung,
gemessen werden. Die Impedanz wird Uber eine geeignete Elektrodenstruktur erfasst.
Basierend auf diesen Messungen kénnen Rickschlusse auf das zellulare Wachstum, die
morphologische Anderung sowie die elektrische Aktivitat im Zellverbund geschlossen
werden.

Abbildung 2-28: Der Intelligent Microplate Reader befindet sich in einem Zellkulturinkubator (A); Der
Pipettierroboter (C) wechselt das Medium in den einzelnen Wells einer sensorbestiickten
Multiwellplatte (B) in definierten Zeitabstdnden aus. Das Medium stellt man in Vorrats- und
Abfallgefalen bereit (D). Das IMR-System beinhaltet ein inverses unter der Probe verfahrbares
Mikroskop (E). Abbildung (modifiziert): Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fur Medizinische Elektronik und HP
Medizintechnik GmbH [4, 14].
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Der Verlauf des Experimentes ist kontrollierbar und eventuelle Anderungen im Ablauf sind
mdoglich. Dadurch bietet dieses System eine Datenauswertung in Echtzeit und stellt viele
Anwendungsmaoglichkeiten im Bereich der medizinischen und pharmazeutischen Forschung
und Entwicklung zur Verflgung.

Sensorbestickte Multiwellplatte

Die Zellkulturen werden in sensorbestiickten Multiwellplatten kultiviert und Uber einen
Pipettierroboter versorgt. Diese bestehen aus 24 beziehungsweise 96 einzelnen Wells, die
sich jeweils aus drei miteinander verbundenen Kammern zusammensetzen. In dieser Arbeit
wurden Multiwellplatten mit 24 Wells verwendet (siehe Abbildung 2-29). Die einzelnen
Messkammern werden durch zwei Seitenkammern versorgt. Diese sind so ausgelegt, dass
das Medium aufgrund hydrostatischer Druckunterschiede von der Einlasskammer zur
Auslasskammer durch die Hauptkammer (Versorgung der Zellkultur) flie3t. Die Versorgungs-
und Abfallsmedien werden in Vorrats-Gefal3en gelagert.

Den Boden der Multiwellplatte bildet eine sensorbestiickte Glasplatte, auf der die Zellen
kultiviert werden. Uber die Sensoren werden die metabolischen Parameter in Echtzeit
erfasst. Die elektrische Impedanz wird elektro-chemisch Uber die interdigitalen Elektroden-
Strukturen (IDES) bestimmt. Fir die Weiterleitung der Impedanzwerte ist eine elektrische
Kontaktierung an der Langsseite der Platten vorhanden.

Abbildung 2-29: Multiwellplatte mit 24 Wells fir die Zell- und Gewebekultur fir das IMR-System und
Glassubstrat mit Elektroden-Kontakten. Oben : Deckel der Platte mit Verdrangungskorpern. Ein Well
der Multiwellplatte mit Einlass- und Auslasskammern mit Medium aufgefullt (a); Aufgesetzter Deckel
mit Verdrangungskorper, der ein Mikrovolumen von 23 ul gewahrleistet (b); Die Seitenkammern sind
mit Mittelkammer durch Mikrokanéle verbunden, was einen Medienaustausch erméglicht (c); Layout
eines Wells mit optochemischen Sensoren und IDES (d), Uber die die Zellen elektrisch stimuliert
werden kdnnen. Entnommen aus [230].

Um eine ausreichende Sensitivitdt der Messungen zu gewéhrleisten, werden die Zellen in
einem Mikroreaktionsvolumen (23ul) kultiviert. Das verbrauchte Messmedium wird alle 20min
Uber den Pipettierroboter ausgetauscht. [230]

Die Sauerstoffverbrauchs- und Ansauerungsrate sind Indikatoren fiir den Stoffwechsel. Die
verwendeten Sensoren enthalten spezielle Farbstoffe, deren Fluoreszenzeigenschaften
umgebungsabhéngig sind. Auf  opto-chemischer Basis ermittelt man eine
Phasenverschiebung zwischen dem Anregungs- (von dem Gerat ausgesendeten Lichtsignal)
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und Fluoreszenzsignal (von den Sensoren emittierten Signal) [174, 175]. Die opto-
chemischen Sensoren werden auf die Glasplatte aufgetragen. Sie werden nicht von den
Zellen bewachsen.

Berechnung der metabolischen Raten

Durch die zellulare metabolische Aktivitdt wird geloster Sauerstoff aus dem
Umgebungsmedium verbraucht und saure Stoffwechselprodukte werden an das Medium
abgegeben. Letzteres fuhrt zur Anséduerung des Mediums. Zwischen den Pipettierzyklen
nehmen die Sauerstoffkonzentration und der pH-Wert folglich ab. Wird das verbrauchte
Medium im Mikrovolumen durch frisches Medium ausgetauscht, kehren die pH- und pO,-
Werte auf das Startniveau zuriick [230]. Der Sauerstoffverbrauch wird in %/min und die
Ansauerungsrate in —pH/min angegeben. Abbildung 2-30 schildert das Prinzip der
Ratenberechnung fir den Sauerstoffverbrauch.
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Abbildung 2-30: Berechnung der Sauerstoffverbrauchsraten von Zellen: Fir jedes Well wird aus den
gemessenen Rohdaten die Steigung zwischen den Pipettierzyklen berechnet (A). Die
Sauerstoffverbrauchsraten werden fir alle Zyklen berechnet und Uber die Zeit aufgetragen (B).
Entnommen aus [230].

Mikroskop

Das IMR-System beinhaltet ein inverses, unter der Probe verfahrbares Mikroskop (iMIC
Digital Microscope, Till Photonics). Dieses ermdglicht die Messung der pH- und pO.-
Konzentrationen und die Bildgebung der biologischen Proben. Zuséatzlich kénnen auch
weitere Fluoreszenzmessungen wie z.B. die Membranpotential-Messung gemacht werden.
Das Mikroskop befindet sich auf einem xy-Verfahrtisch und verfigt tiber drei Freiheitsgrade.
Es kann in jeder Richtung mit einer Auflosung von 1um beliebig unter den Proben positioniert
werden (siehe Abbildung 2-31).
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=ag—Probe mit Optroden

Abbildung 2-31: Mikroskop (ohne Kamera). Nutzungsmoglichkeiten sind die Messung der Optroden
durch ein externes Messgerat und als weitere Option die Fluoreszenzmessung [3].

Das Mikroskop ist in 4 Ebenen aufgeteilt. In der Mitte des Aufbaus befindet sich die optische
Achse, in die durch Filterschieber eingegriffen werden kann. In der obersten Objektivebene A
befindet sich Platz fur vier Objektive. Auf der von oben gesehenen zweiten Ebene B, der
Filterebene, befindet sich im Inneren des Mikroskops ein Filterschieber, der drei
verschiedene Fluoreszenzfilterblocke, Farbfilter oder Umlenkspiegel zur Einkopplung
externer optischer Systeme aufnehmen kann. Dies ist in Abbildung 2-31 schematisch
dargestellt, in dem Modell links wird der Strahl (Rot) ohne Ablenkung nach unten
durchgeleitet und er trifft auf die Kamera. Auf diese Weise wird eine Durchlichtaufnahme
(Standard) erzeugt. Fir Durchlichtaufnahmen wird kein extra Filter benétig, aber der
Filterplatz muss frei bleiben. Im mittleren Fall (blau) wird der Strahl auf die mittlere Position in
der ersten Ebene abgelenkt. Hier wird das Einkanal- Messgerat fir die pH- und pO,-
Messung angeschlossen. Auf der rechten Position kann als Option ein Fluoreszenzfilterblock
angebracht werden. In der dritten Ebene C ist die Kamera zur Aufnahme der Bilddaten
angebracht. Sie befindet sich an der Rickseite des Mikroskops und bietet eine maximale
Auflosung von 1388x1038 Pixel, bei einer maximalen Wiederholrate von 30 Bildern /
Sekunde. Die Bilder und Videos werden in den gangigen Kompressionsformaten JPEG und
Audio Video Interleave (AVI) gespeichert. Die vierte Ebene ist die Steuerungsebene D, in der
sich die Elektronik fur das Mikroskop befindet. Als Beleuchtungsquelle fur die
Durchlichtsaufnahmen dient ein diffuser LED-Flachenstrahler, der an der Decke des
Inkubators angebracht ist und weil3es Licht emittiert. Zur Verfigung gestellt von [3, 14].

Die folgenden Abbildungen (siehe Abbildung 2-32 und Abbildung 2-33) zeigen mdbgliche
Anwendungsbeispiele des iIMIC Digital Mikroskops. Abbildung 2-32 zeigt eine
Durchlichtaufnahmen von Mausfibroblasten, aufgenommen mit einem iMIC Digital
Mikroskop.
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Abbildung 2-32: Mausfibroblasten (L929 Zellen), Monolayer. Durchlichtaufnahme. (Aufgenommen mit
einem iMIC Digital Mikroskop, Objektivvergrof3erung 10x).

Abbildung 2-33 zeigt eine Fluoreszenzaufnahme von Tumorzellen. Die Zellen sind mit einem

spannungssensitiven Fluoreszenzfarbstoff fir die Membranpotentialmessung DIBAC,(3)
markiert.

Abbildung 2-33: Fluoreszenzaufnahme von Tumorzellen (MCF-7 Zellen). Zellen sind mit einem
spannungssensitiven Fluoreszenzfarbstoff fiir die Membranpotentialmessung DIiBAC,(3) markiert.
Aufgenommen mit einem iMIC Digital Mikroskop, Objektivvergrof3erung 20x.

Neben dem IMR gibt es auf dem Markt eine Reihe von weiteren Messgeraten, die als
Screening-Systeme fir lebende Zellen bzw. fiir metabolische Messungen verwendet werden
kénnen [10, 12, 13, 21]. Solche Systeme finden ihre Hauptanwendung in der
Chemosensitivitatstestung, dem Umweltmonitoring, der Pharmokologie usw.
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2.5 Stand der Forschung zur Elektrostimulation von Tumorzellen

Verschiedene Labor- und klinische Untersuchungen zeigen einen grofRen Einfluss von
elektrischen Feldern auf die lebende Organismen bzw. Zellen [26, 42, 52, 61, 71, 76, 77,
119, 120, 132, 135, 214, 219]. Als alternative Behandlungsmethode zu etablierten
Tumortherapien fand die Stimulation der Tumorzellen durch elektrische Felder in den letzten
Jahren eine immer starkere Beachtung. Diese Felder haben einen Einfluss auf Prozesse wie
Zelladhasion, Migration, Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Wundheilung [23, 54, 55,
76, 77, 82, 114, 171, 179, 221]. Unter bestimmten Bedingungen ist ein Einsatz der
elektrischen Stimulation in verschiedenen Gebieten der Medizin, vorrangig in der Onkologie,
denkbar.

In dieser Hinsicht gewinnt die Frage, wie biologische Systeme bzw. Zellen von elektrischen
Feldern zu beeinflussen sind, immer mehr Gewicht. Von zentraler Bedeutung sind hier die
moglichen Wirkungsmechanismen auf zellularer Ebene, die in Abbildung 2-34 erfasst sind.
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Abbildung 2-34: Ein Uberblick von mdéglichen biologischen Effekten auf eine Zelle, die durch ein extern
appliziertes elektrisches Feld hervorgerufen werden kodnnen (entnommen aus [220]). Ein extern
appliziertes elektrisches Feld kann sowohl die Zellmembran als auch das Milieu der
Zellmikroumgebung beeinflussen. Dadurch kann die Mitose beeinflusst werden.

Ein extern appliziertes elektrisches Feld kann zum einen die Zellmikroumgebung
beeinflussen und sich dadurch auf die lonenkonzentration, die Zelloberflache, die
Wachstumsfaktoren, die Hormone und die Nahrstoffe auswirken. Gleichzeitig kann ein extern
appliziertes elektrisches Feld auf die Zellmembran wirken und dadurch zur Anderung der
Membranfluiditat, der Rezeptoren, der Leitfahigkeit, der Permeabilitét, des lonenstroms und
des Transmembranpotentials fihren. Zusatzlich kann die durch ein externes elektrisches
Feld geanderte Zellmikroumgebung Anderungen an der Zellmembran hervorrufen. All diese
Faktoren konnen zur Anderung der lonenkonzentration und zur Aktivierung bzw. Hemmung
der intrazellularen Metaboliten fuhren, wodurch sich die DNA-Synthese lenken lasst und
Einflusse auf die Mitose genommen werden konnen. Dadurch wird die Zellproliferation
beeinflusst bzw. beeintréchtigt. Die geédnderte Mitose kann wiederum einen Einfluss auf die
Zellmikroumgebung und die Zellmembran haben. Die Erforschung des Zusammenhangs
zwischen den Anderungen des Membranpotentials, welche durch extern angelegte
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elektrische Felder verursacht werden, und einer Proliferationshemmung steht im
Vordergrund dieser Arbeit. Abbildung 2-34 schildert die Komplexitat und die Synergetik der
ablaufenden Prozesse, die sich schwer voneinander trennen lassen.

So kann ein extern appliziertes elektrisches Feld die Zellmigration beeinflussen. Unter
Einfluss von elektrischen Feldstarken im Bereich von 0,1V/m bis 10V/m bewegen sich Zellen
wie Neuralleistenzellen, Fibroblasten, Keratozyten, Chondrozyten, Prostatakrebszellen und
einige Epithelzellen zur Kathode [77, 148, 157, 180, 186, 238]. Im Gegensatz dazu bewegen
sich Zellen wie z.B. Hornhautendothelzellen, Rinderlinsenepithel oder menschliche Gefal3-
Endothelzellen zur Anode. Die Geschwindigkeit und die Richtung der Bewegung sind von
den Stimulationsparametern (Spannungsamplitude, Frequenz) abhangig [76].

Weiterhin kann ein elektrisches Feld die Zelle verformen [77, 100, 108]. Diese orientiert sich
orthogonal zur Feldrichtung. Dadurch werden verschiedene Membranrezeptoren,
lonenkandle und andere Molekiile beeinflusst. Eine mdgliche Erklarung dafir ist die
adhasive Interaktion zwischen ECM Proteinen und Transmembranrezeptoren wie Integrin
[58, 77, 78]. Unter Einfluss von elektrischen Feldern (bis zu 5V/cm) orientieren sich die
Mikrotubuli in Mausfibroblasten (3T3) orthogonal zum Feld [96].

Ein elektrisches Feld kann auch die Wundheilung verbessern, wenn es mit einer Kathode
Uber der Wunde generiert wird. Die Zellen migrieren durch den Einfluss des Feldes in
Richtung des dermalen Wundbetts [77, 159, 159]. Chifflet et. al. zeigten einen
Zusammenhang zwischen der Membrandepolarisation und dem Zytoskelett einer
Epithelzelle bei Wundheilung [46, 77].

Ebenso hat ein elektrisches Feld Einfluss auf die intrazellulare Signalkaskade. Es beeinflusst
die intrazellulare Kalziumkonzentration. So fihrt die Applikation von hohen elektrischen
Feldern (14V/cm) zu einer kurzfristigen Erhéhung von intrazellularem Kalzium (ca. 17s) [77].
Im Gegensatz dazu zeigen z.B. Osteoblasten eine Membranpotentialanderung und
Anderung der intrazellularen pH-Werts unter Einfluss von sowohl hohen (14V/cm) als auch
niedrigen (5V/cm) Feldstarken. Diese Beobachtung spricht dafiir, dass die Zellmigration eher
durch K* und H" bedingt ist [69, 77].

Weiterhin haben die Gap Junctions einen Einfluss auf die Signallbertragung. In vielen
Zellgeweben sind die Zellen unter Anderem auch durch die Gap Junctions elektrisch
gekoppelt. Dadurch wird die effektive elektrische ZellgroRe erhdht und die
Wahrnehmungsschwelle herabgesetzt. Die Membranen von benachbarten Zellen bilden eine
Art Kopf-Kopf-Kontakt [121]. Gap Junctions spielen eine wichtige Rolle in der
Zellwachstumskontrolle. Ein elektrischer Strom kann Uber eine Mikroelektrode in die Zelle
geleitet werden. Dabei kann man die Anderung des Transmembranpotentials messen. Diese
Anderung wird auch an benachbarten Zellen registriert. Die Arbeitsgruppe von Loewenstein
zeigte, dass nicht nur lonen, sondern auch gréf3ere Molektle mit einer Molekilmasse von bis
zu 1kDA von einer Zelle zu einer anderen wandern konnen [32, 142]. So kdnnen Second-
Messenger wie Serotonin unter Einfluss von elektrischen Feldern durch die Gap Junctions
transportiert werden und zum Aufbau eines chemischen Gradienten fiihren. Solche
spannungssensitiven Transportmolekile dienen als Aktivierungstrigger von anderen
Signalkaskaden, wodurch das Zellmembranpotential ge&ndert werden kann [18, 77, 135].
Viele Arbeitsgruppen zeigten eine reduzierte Anzahl oder veranderte Struktur von Gap
Junctions in Tumorzellen [32, 109, 158, 170, 225].

Einige Forschungsarbeiten zeigen eine inhibitorische Wirkung von elektrischen Feldern auf
die Proliferation von Tumorzellen. Bekannt ist, dass elektrische Felder mit bestimmten
Frequenzen die Teilung von Tumorzellen sowohl in vivo als auch in vitro verzégern kénnen
[61, 64, 114, 241]. So Dbeschrieb die Arbeitsgruppe von Wang einen
proliferationshemmenden Effekt auf Endothelzellen und Linsenepithelzellen von einem
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elektrischen Feld (2V/cm) konstanter Spannung, wobei die Zellen in eine G1/S Phase
Ubergingen und eine Abnahme der E Zyklin Expression aufwiesen [221]. Die elektrische
Stimulation von Mausfibroblasten (L929) mit harmonischen Feldern (ab 1V/cm, f unter 1kHz)
zeigte ebenso eine Wachstumshemmung [89]. Niedrige Frequenzen (f<1kHz) kénnen Teile
der Membran depolarisieren und somit zu einer Schadigung der Zelle fihren [119]. Speziell
die lonenkanale reagieren hierbei empfindlich auf das E-Feld [54]. Es wurde auch die
Proliferationshemmung bei Tumorzellen unter elektrischer Stimulation (2V/cm, 100-300kHz)
beschrieben [239]. Innerhalb der spannungsgesteuerten lonenkandle reagieren bestimmte
Molekile auf Veranderungen im elektrischen Feld in der Zelle [30]. Ein verdnderter
lonenfluss kann wiederum Auswirkungen auf das Membranpotential und damit das
Teilungsverhalten der Zellen haben [32].

Weiterhin kann eine einzelne Zelle aufgrund von verschiedenen Proteinen und Glykolipiden
(Glykokalix), die in die Membran integriert sind, unterschiedlich auf ein elektrisches Feld
reagieren [77, 118].

Wie oben beschrieben, besteht eine Zelle aus verschiedenen lonen, polaren Molekiilen,
Membranen und diversen Organellen. Ein gepulstes elektrisches Feld tbt eine Kraft auf die
lonen und polaren Molekiile aus und bewegt sie in Richtung hoherer Feldintensitat. Dieses
Feld und der resultierende Strom konnen die Zellen (z. B. Muskel-, Nervenzellen) dadurch
beeinflussen. Nur sehr hohe elektrische Felder kdénnen zur Hitzeentwicklung fihren und
dadurch die Zelle beschadigen [27, 120, 173]. Unter Einfluss eines harmonischen
elektrischen Feldes oszillieren lonen und polare Molekile der Frequenz entsprechend in
diesem Feld [120]. Einige Studien zeigen keinen signifikanten biologischen Effekt eines
harmonischen elektrischen Feldes auf Zellen in einem Frequenzbereich tber 100kHz [120,
173]. Im Gegensatz dazu beschreiben andere Studien einen signifikanten Effekt eines
harmonischen elektrischen Feldes auf die Zellteilung im Frequenzbereich von 100kHz bis
1MHz [119, 120].

Regenerationsmodelle, die durch elektrische Felder aktiviert werden, beinhalten
verschiedene Molekularprozesse. Das erschwert eine genaue Aussage Uber die zustandigen
Vermittlungsmechanismen von solchen elektrischen Feldern. Es kodnnten auch
Uberlagerungen von mehreren Prozessen sein. Haufig zeigen verschiedene Arbeitsgruppen
widerspruchliche Ergebnisse [70, 89, 117].



Materialien und Methoden 53

3 MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 Chemikalien und Lésungen

Die in der Arbeit verwendeten Chemikalien sind in der Tabelle 6-1 zusammengefasst (siehe
Anhang A, Kapitel 6.1.1).

3.2 Zusammensetzung der angewendeten Medien

Die verwendeten Medien sind in Anhang A zusammengefasst (siehe Anhang A, Kapitel
6.1.2).

3.3 Gerate

Die in der Arbeit verwendeten Gerate sind in Tabelle 6-3 prasentiert (siehe Anhang A,
Kapitel 6.1.3).

3.4 Software

Die verwendete Software ist in Tabelle 6-4 zusammengefasst (siehe Anhang A).

3.5 Zellbiologische Methoden

3.5.1 Zellkultur

Humane Mammakarzinomzellen (MCF-7, MDA-MB-231):

Die adharente MCF-7 Zelllinie eignet sich fir Brustkrebsstudien, da sich darin einige
Eigenschaften des Brustepithels erhalten haben (siehe Abbildung 3-1). Die Zelllinie stammt
von einer 69-jahrigen kaukasischen Frau. Die Zellen sind beispielsweise Estrogen sensitiv
und wenig invasiv. Sie stammen aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSMZ), ACC 115 [1].
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Abbildung 3-1: Durchlichtaufnahme von MCF-7 Zellen, adharente Monolayerkultur. Die Zellen wurden

routinemaRig in Kulturmedium kultiviert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und
10% CO,-Begasung.

Die adharenten MDA-MB-231 Zellen weisen eine spindelférmige Form auf und sind
morphologisch den Epithelzellen &hnlich (siehe Abbildung 3-2). Im Gegensatz zu den MCF-7
Zellen besitzen die MDA-MB-231 Zellen keinen Estrogen-Rezeptor und sind bzgl. ihres
Phanotyps hoch aggressiv [1].

. . 5 I f L {
Abbildung 3-2: Durchlichtaufnahme von MDA-MB-231 Zellen, adharente Monolayerkultur. Die Zellen
wurden routinemaRig in Kulturmedium kultiviert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit
und 10% CO,-Begasung.

Die Zellen wurden routinemafig in Kulturmedium kultiviert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C,
95% Luftfeuchtigkeit und 10% CO,-Begasung (Standard Randbedingungen).
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Durch eine regelmalige Passage konnen die Zellen langer kultiviert werden. Alle 7 Tage
wurden die Zellen in neue 25mm? Kulturflaschen passagiert. Zur Ablésung der Zellen vom
Untergrund gab man nach dem Absaugen des alten Mediums 1ml Accutase zum
Vorwaschen und anschlielend erneut 1ml Accutase hinzu. Dann inkubierte man die Zellen
fur 10 Minuten (Standard Randbedingungen). Dadurch wurden die Zell-Matrix-Verbindungen
geldst und die Zellen vom Boden der Kulturflasche abgelost. Anschliel3end wurden die Zellen
in Kulturmedium resuspendiert in einer Neubauer Zahlkammer gezahlt. Danach saht man sie
in der gewunschten Konzentration in neuen Kulturflaschen in DMEM unter Zugabe von 5%
FCS aus [209].

3.5.2 Zellzahlung

Fur die Reproduzierbarkeit von Messungen ist es wichtig, dass die ausgeséaten Zellzahlen
mdglichst geringen Schwankungen unterliegen. Fur die Bestimmung der Zellzahl wurden aus
einer Zellsuspension 10pl entnommen und die Zellzahl mittels Neubauer Z&hlkammer oder
eines elektronischen Zellzahler (TC10™ Automated Cell Counter, Biorad, [33]) ermittelt. In
dieser Arbeit verwendete man beide Methoden.

Zur Zellzahlbestimmung im Rahmen der Zellpassage verwendete man eine Neubauer-
Zahlkammer. Bei der elektrischen Stimulation und dem Resazurin-Test wurde die Zellzahl
mit einem elektronischen Zellzéhler bestimmt.

3.5.3 Resazurintest

Resazurin (7-hydroxy-10-oxido-phenoxazin-10-ium-3-one) ist ein blauer Farbstoff, welcher
als Indikator der pH-Wert-Anderung und bei Redoxreaktionen eingesetzt wird. Resazurin
dient der Messung der Zellviabilitdt und der metabolischen Aktivitat, da der Farbstoff durch
die mitochondriale Atmung kontinuierlich zu Resorufin umgewandelt wird. Mit Hilfe des
Resazurin-Tests kann auf die Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenase und der
Anwesenheit von NADH/H" iber die Umsetzung des Resazurins zu einem fluoreszierenden
Produkt Resorufin geschlossen werden. Dies fiihrt zu einem Farbumschlag von blau nach
pink und kann fluorimetrisch gemessen werden (Fluorescence Microplate Reader FLUOstar
Galaxy, [35] siehe Abbildung 3-3).

Abbildung 3-3: FLUOstar Galaxy, ein Fluoreszenz Microplate Reader zur Messung der Fluoreszenz-
Intensitat (z. B. im Resazurin-Assay), Firma BMG LABTECH (entnommen aus [35]).
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Fur die elektrische Stimulation mittels kapazitiver Feldeinspeisung wurde zur Bestimmung
des Metabolismus eine wassrige Resazurinldsung (1g/l) verwendet. Dabei wurden 60ul
Resazurin zu 3ml Kulturmedium in jedes Well einer 6-Well-Platte hinzugegeben. Nach 2h
Inkubation wurde Uber eine Fluoreszenzmessung (Anregungswellenldnge 540nm,
Emissionswellenlange 590nm) die metabolische Aktivitat der Zellen bestimmt. Zur
Datenanalyse wurden die Referenzwerte von zellfreiem Medium von den Mittelwerten der
behandelten Gruppen abgezogen.

Weiterhin wurde der Microplate Reader zur Messung des Membranpotentials an MCF-7
Zellen unter Variationen der extrazellularen pH-Werte verwendet.

3.6 Elektroden zur elektrischen Stimulation der Zellen

3.6.1 Glas-Sensorchip

Zur Messung des Membranpotentials wahrend der elektrischen Stimulation der Zellen
verwendete man Glas-Sensorchips in Dunnschichttechnologie. Diese wurden am HNLME
gefertigt. Sie bestehen jeweils aus zwei Sauerstoffsensoren, pH-Metalloxid-Sensoren und
Interdigitale Elektrodenstrukturen (IDES) aus Platin (siehe Abbildung 3-4). Die Abmessungen
des Glas-Sensorchips betragen standardmaRig 24x33,8x0,5 mm. Mittels dieser Sensoren
und Elektroden kann man Temperatur, pH-Wert, Geldst-Sauerstoff und elektrochemische
Impedanz messen. Zudem kodnnen die Elektroden zur elektrischen Stimulation der Zellen
eingesetzt werden. In Blau ist die Flache markiert, auf der die Zellen kultiviert werden. In Rot
sind die Elektroden markiert, iber die die Zellen elektrisch stimuliert wurden. Der mit Gelb
markierte Bereich ist der Kontaktierungsbereich.

B | Zellkulturbereich
L IDES (2x)
= Streifen-Elektroden (2x)

Flache fir die elektro-chemischen
| Metaloxid-Sensoren firr die Messung
des pH-Werts (2x)

N Verschiedene Layouts elektro-
chemischer Sauerstoff-Sensoren

=] Temperatursensor PT1000

™ Kontaktierungsbereich

Abbildung 3-4: Multiparametrischer Glas-Sensorchip zur Messung des Membranpotentials wahrend
der elektrischen Stimulation von Zellen (A); Schematische Abbildung des Glas-Sensorchips (B). Der
Glas-Sensorchip hat zwei Sauerstoffsensoren, zwei pH-Metalloxid-Sensoren und zwei Interdigitale
Elektrodenstrukturen (IDES) aus Platin. In Blau ist die Flache markiert, auf der die Zellen kultiviert
werden. In Rot sind die Elektroden markiert, Uber die die Zellen elektrisch stimuliert wurden. Der mit
Gelb markierte Bereich ist der Kontaktierungsbereich. [4]



Materialien und Methoden 57

3.6.2 Chronoamperometrie

Um die Elektrodenvorgange an der Phasengrenze zwischen Elektrode und Elektrolyt zu
untersuchen, wurden die elektrochemischen Methoden Chronoamperometrie und
Impedanzspektroskopie verwendet.

Zum Abschatzen des Faraday‘'schen Stromanteils wurde in dieser Arbeit die
Chronoamperometrie angewendet. Bei diesem Verfahren handelt es sich um eine
Relaxationsmethode, bei der ein Potentialsprung erzeugt und der sich andernde
Elektrolysestrom gemessen wird. Zuerst wird eine Ruhespannung von 0V an die
Arbeitselektrode angelegt. Dadurch erfolgt kein Umsatz des Analyten. Durch einen
Potentialsprung auf einen konstanten Wert beginnt ein elektrochemischer Strom zu flieRen
(Oxidation oder Reduktion an der Elektrodenoberflache). Dieser hat unmittelbar nach dem
Potentialsprung (Zeitpunkt t;) seinen maximalen Wert und féllt dann ab [91], siehe
Abbildung 3-5.
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Abbildung 3-5: Chronoamperometrie: Potentialverlauf und resultierender Strom. Bei diesem Verfahren
handelt es sich um eine Relaxationsmethode, bei der ein Potentialsprung erzeugt und der sich
andernde Elektrolysestrom betrachtet wird. Zuerst wird eine Ruhespannung von 0V an die
Arbeitselektrode angelegt. Dadurch erfolgt kein Umsatz des Analyten. Durch einen Potentialsprung
auf einen konstanten Wert beginnt ein elektrochemischer Strom zu flieRen (Oxidation oder Reduktion
an der Elektrodenoberflache). Dieser hat unmittelbar nach dem Potentialsprung (Zeitpunkt to) seinen
maximalen Wert und fallt dann ab [91].

Der zeitliche Stromdichteverlauf wird dabei durch die Cottrell-Gleichung beschrieben:

. zFVD (3-1)
= c
] \/E
Mit  j: Stromdichte; abh&ngig von Elektrodenflache

D: Diffusionskonstante

z: Zahl der Ubertragenen Elektronen

t: Zeit

c: Ausgangskonzentration des umgesetzten Stoffes
F: Faraday-Konstante (96,486 As/mol)



58 Materialien und Methoden

Die Diffusion der oxidierten und reduzierten Spezies erfolgt proportional zum steigenden
Konzentrationsgradienten. Der Strom ist von der Stoffmenge, welche zur
Elektrodenoberflache diffundiert, abhéngig [91].

Die elektrochemische Zelle baute man in den Versuchen mit 3 Elektroden auf: einer
Messelektrode, einer Gegenelektrode und einer Referenzelektrode. Als Mess- und
Gegenelektrode sind Platin-Elektroden vorgesehen (IDES).

Fur diese Messung verwendete man den oben beschriebenen Glas-Sensorchip. Diese Glas-
Sensorchips wurden dazu in einer Doppelwellkammer aus PEEK installiert und mittels eines
Federkontaktsteckers kontaktiert (siehe Abbildung 3-6). Uber die Federkontaktstifte legte
man die Spannung an.

Die Messungen fihrte man sowohl mit unbewachsenen als auch mit Zellen bewachsenen
Chips durch. Fur die Bestimmung der bei einer angelegten Rechteckspannung auftretenden
Stromdichte wurden sowohl die mit SU-8 Lack passivierten Glas-Sensorchips als auch die
Glas-Sensorchips zur direkten Befeldung verwendet.

Um den Zellen das Anhaften zu erleichtern, behandelte man die Kulturflache der Glas-
Sensorchips vor der Aussaat der Zellen 30 Minuten mit FCS (400ul). Dadurch wird die
Oberflache des Chips hydrophiler. Fur die Messung wurden 2,0x10° MCF-7 Zellen ausgesét
und fur 24h vorinkubiert.

Als Medium verwendete man Kulturmedium (vorgewarmt auf 37°C) unter Zugabe von 25mM
HEPES. Um die Umgebungstemperatur konstant auf 37°C zu halten und um mdogliche
Storstrome zu vermeiden, fand der Versuch in einem Inkubator ohne CO,-Begasung statt.
Der Uber die IDES-Struktur (Elektrodenabstand d=50um) angelegte Impuls mit positiver
Halbwelle hatte eine Periodendauer von 10ms bei einem Tastverhdltnis von 1:15.

Zur Verhinderung (bzw. Minimierung) von irreversiblen Elektrolysereaktionen an der
Ubergangsgrenze Elektrode/Elektrolyt (Elektroden im Messmedium des Sensorchips ohne
passivierte Elektroden) sind die angelegten Amplituden im Falle der direkte Stimulation nicht
hoher als 750mV.
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Abbildung 3-6: Vorrichtung zur chronoamperometrischen essung. Doppelwellkammer mit
angeschlossenem Kontaktstecker: Die Wells sind mit DMEM + 5% FCS gefullt (A); MCF-7 Zellen
zwischen IDES Strukturen auf Glas-Sensorchip (B). Die elektrochemische Zelle baute man in den
Versuchen mit 3 Elektroden auf: einer Messelektrode, einer Gegenelektrode und einer
Referenzelektrode. Als Mess- und Gegenelektrode wurden Platin-Elektroden verwendet (IDES). Die
Glas-Sensorchips wurden in einer Doppelwellkammer aus PEEK installiert und mittels eines
Federkontaktsteckers kontaktiert. Uber die Federkontaktstifte legte man die Spannung an.
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Die Messungen wurden mit einem Potentiostaten PGZ 402 der Firma Volta Lab Instruments
durchgefuhrt und die Messergebnisse als Stromdichteverlauf j(t) aufgezeichnet (siehe
Abbildung 3-7).

Abbildung 3-7: Potentiostat PGZ 402, Firma Volta Lab Instruments. Der resultierende
Stromdichteverlauf ist graphisch durch Volta Master 4 (Version 7.8.26338.3) aufgezeichnet worden
(enthommen aus [9]).

3.6.3 Impedanzspektroskopie zur Untersuchung des frequenzabhangigen
Verhaltens der Elektroden

Die Impedanzspekroskopie stellt eine erweiterte Methode zur Charakterisierung von
elektrischen Eigenschaften leitendrn Stoffe und elektrochemischer Zellen dar. Dabei wird an
den lonenleiter eine Wechselspannung angelegt und aus der resultierenden Stromantwort
der komplexe Wechselstromwiderstand (Impedanz) des Systems bestimmt.

Dadurch kénnen Rickschlisse Uber frequenzabhéngige Leitungsvorgdnge in einem System
gezogen werden. An der Elektrodenoberflache laufen dabei elektrische und chemische
Prozesse wie Stofftransport (Diffusion, Konvektion), Elektronentransfer (Durchtrittsvorgang),
Oberflachenreaktionen (Absorption, Kristallisation) und homogene oder heterogen-
katalytische Reaktionen vor oder nach der Durchtrittsreaktion ab [91]. Eine wichtige Rolle
spielen hier die Doppelschichtkapazitat und der Polarisationswiderstand, die durch
verschiedene Ladungstransportvorgdnge im Medium und Oberflacheneffekten an
Elektrodenmaterialien charakterisiert werden [84, 91].

Die elektrochemische Elektrodenimpedanz kann mit einem Randles Ersatzschaltbild
beschrieben werden. Die Elektrode stellt sich als eine Reihe von RC-Gliedern dar, deren
Impedanz sich wahrend der Stimulation andert. Diese Reihe von RC-Gliedern kann durch die
Verwendung eines CPE zusammengefasst und dadurch Gber die gemessenen Spektren an
das Ersatzschaltbild nach Randles angepasst werden [155]. Dieses Ersatzschaltbild
ermdglicht es, reale Messergebnisse physikalischen Effekten zu zuordnen. Dabei ist der
Durchtrittswiderstand Rp (Faraday‘sche Widerstand) parallel mit der elektrochemischen
Doppelschichtkapazitat Cp geschaltet. Der Durchtrittswiderstand ist seriell mit der Warbung-
Impedanz Z,, geschaltet. Das Ganze ist wiederum mit dem Elektrolytwiderstand Rg in Serie
geschaltet (siehe Abbildung 3-8). Der relative Anteil der Doppelschicht-Impedanz an der
Gesamtimpedanz ist frequenzabhangig und liegt in Serie zum Elektrolytwiderstand.
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Abbildung 3-8: Die elektrochemische Elektrodenimpedanz kann mit einem Randles Ersatzschaltbild
beschrieben werden. Dieses Ersatzschaltbild ermdglicht es, reale Messergebnisse physikalischen
Effekten zu zuordnen. Dabei ist der Durchtrittswiderstand Rp (Faraday‘scher Widerstand) parallel mit
der elektrochemischen Doppelschichtkapazitat Cp geschaltet. Der Durchtrittswiderstand ist zudem
seriell zur Warbung-Impedanz Z,, geschaltet. Das Ganze ist wiederum mit dem Elektrolytwiderstand
Re in Serie geschaltet. Der relative Anteil der Doppelschicht-Impedanz an der Gesamtimpedanz ist
frequenzabhéngig und liegt in Serie zum Elektrolytwiderstand (entnommen aus [91]).

Bei der Messung des Impedanzspektrums wird jeweils eine Frequenz eingestellt, die
entsprechende Impedanz gemessen und anschlieBend geht man zur ndchsten Frequenz
Uber. So erhalt man fir einen Satz von Frequenzen das Impedanzspektrum, das als Nyquist-
Diagramm dargestellt wird. Im Folgenden ist der Nyquistplot des oben abgebildeten
Ersatzschaltbildes gezeigt (siehe Abbildung 3-9).
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Abbildung 3-9. Nyquist-Diagramm eines Randles Ersatzschalbildes: Z.,: Realteil der Impedanz; Zjy:
Imaginarteil der Impedanz. Die Transportkontrolle ist mit dem Massentransport (Warbung Impedanz,
Zy) und die kinetische Kontrolle mit Ladungstransfers Uber der Phasengrenze (faraday‘sche
Widerstand Rp) verbunden. Weitere Prozesse, die nicht mit Ladungstransfer in Zusammenhang
stehen, spiegeln die elektrochemische Doppelschichtkapazitat Cp wieder. Diese Prozesse erfolgen
ohne Ladungstransfer Uber die Phasengrenze. Sie sind mit einer Auf- und Entladung der
elektrochemischen Doppelschicht verbunden. Erstell nach einer Vorlage aus [2, 143].

Die Elektrodenimpedanzen wurden mit dem Gerat Solartron 1260 [7] im Frequenzbereich
1Hz bis 10°Hz gemessen. Fiir die Impedanzmessung verwendete man die Vier-Elektroden-
Anordnung. Dabei wird die Messanordnung mit einem konstanten Anregerstrom durch die
Stromelektrode (Current Carrying Elektroden) versorgt und die PU-Elektroden (Pick Up
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Elektroden) messen annahrend stromlos die im Messmedium abfallenden Spannung. Der
Messaufbau wird in Abbildung 3-10 dargestellt.

Abbildung 3-10. Vorrichtung zur Impedanzmessung; Doppelwellkammer mit Glas-Sensorchips mit an
einer Seite angeschlossenem Kontaktstecker. Die Kultivierungsflache ist mit DMEM+5% FCS gefullt
(A); Die Kontaktierung erfolgt tber einen Federkontaktstecker, der am Impedanzmessgerat Solartron
1260 angeschlossen ist (B).

Zur Bestimmung der Elektrodenimpedanz wurden mehrere Messungen mit konstanter
Amplitude (200mV, 500mV, 750mV) und einer kontinuierlichen Steigerung der Frequenz von
1Hz-10%Hz in Kulturmedium vorgenommen. Zur Fixierung diente die Doppelwellkammer. Es
wurden eine Vergleichsmessung ohne Zellen sowie Messungen mit MCF-7 bewachsenen
Glas-Sensorchips (direkte und kapazitive Befeldung) durchgefuhrt.

Die Zelldichte und Vorbehandlung der Glas-Sensorchips waren analog zu den
chronoamperometrischen Messungen. Aufgrund der sehr kurzen Dauer (<1 min) der
Messungen ist auf eine Temperierung mittels Inkubator verzichtet worden.

3.7 Modellierung der raumlichen Spannungs- und Feldverteilung

Fir die Simulation des um eine Zelle auftretenden Spannungs- und Feldverlaufs bei Wech-
selspannungen durch direkte elektrische Stimulation wurde der Versuchsaufbau mit den
Glas-Sensorchips vereinfacht modelliert. Dabei wurde die Software Comsol Multiphysics
(Version 4.4) verwendet. Dabei handelt es sich um eine Software zur Simulation physikali-
scher Vorgange, die mittels Differenzialgleichungen beschrieben werden kénnen. Das Pro-
gramm basiert auf der sogenannten Finite-Elemente-Methode (FEM). Neben einfachen
FEM-Berechnungen ist eine Kopplung von verschiedenen physikalischen Problemen (Mul-
tiphysik) maoglich.

Zur Reduktion des benétigten Rechenaufwands werden alle Modelle in zweidimensionalen
Raum betrachtet. Dabei wird die Seitenansicht der Versuchsaufbauten bei 100Hz und
150kHz gezeigt. Die angelegte Spannungsamplitude betrug im Falle der direkten elektri-
schen Stimulation 750mV, bei der kapazitiven elektrischen Stimulation 15V. Die frequenzab-
hangige Verteilung von Spannungen und Feldern steht im Vordergrund.

Die gemessenen und recherchierten Daten wurden in das Computer-Modell eingetragen und
simuliert. Dabei wurde das AC/DC Modul mit einer Frequency Domain Analyse benutzt.
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3.7.1 Modellbeschreibung: Direkte elektrische Stimulation, 100Hz, 150 kHz

Im Folgenden ist ein Modell einer Zelle beschrieben, welche sich auf dem Boden eines Wells
zwischen zwei Elektroden befindet. Das Well ist mit Zellkulturmedium beflllt. Die Zelle wurde
dabei in der Seitenansicht modelliert, da es in der Draufsicht aufgrund der Dimensionen nicht
mdglich ist, das Feld um eine einzelne Zelle zu simulieren.

Das Modell ist in Abbildung 3-11 gezeigt, wobei der Abstand zwischen den Elektroden 50pum
und die Elektrodenlange jeweils 50um betragt. Zwischen den beiden Elektroden ist eine ku-
gelférmige Zelle mit einem Durchmesser von 15um positioniert.
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Abbildung 3-11. Simulationsmodell einer Zelle, welche sich auf dem Boden eines Wells zwischen zwei
Elektroden befindet (Seitenansicht). Das Well ist mit Zellkulturmedium befllt. Der Abstand zwischen
den Elektroden betragt 50um und die Elektrodenlange ist jeweils 50um. Zwischen zwei Elektroden ist
eine kugelférmige Zelle mit einem Durchmesser von 15um positioniert. Die Mediumhodhe betragt
50um.

Links und rechts von der Zelle sind zwei Stimulationselektroden angebracht. Fir die Platin-
Elektroden wurden die Werte fir die elektrische Leitfahigkeit ¢ = 8,9 X 106% und fir die rela-
tive Dielektrizitatskonstante ¢ = 7 aus der COMSOL Material Bibliothek entnommen. Fir das

Messmedium wurden Daten aus einer Literaturrecherche (o = 1,2%,5 = 80) entnommen

[171]. Der gemessene Mediumwiderstand betragt Re=12Q.

Die elektrochemische Doppelschicht bildet sich an Elektroden (Grenzflache Elekt-
rode/Elektrolyt) aus. Fur die Simulation der Grenzschicht Elektrode/Elektrolyt wird eine
dinne Schicht an der Elektrode definiert, die resistive und kapazitive Eigenschaften aufweist.
Die Simulationseingabe fur Grenzschicht und Zelle benétigt einen spezifischen Flachenwi-

derstand ps [Qm?] und eine Flachenkapazitat Cs [%]. Die Eingabeparameter werden aus der
Literaturrecherche entnommen. Laut Literaturangaben betrégt der spezifische Flachenwider-
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stand einer solchen Grenzschicht ps=3,6x10* [Qm? und die Flachenkapazitat
Cs=1,6x103 [%] [155]. Die Zellmembran besitzt einen spezifischen Flachenwiderstand von

Psm=1x10* [Qm?] und eine spezifische Kapazitét von Cs,=1 [;—Fz] [80, 91, 228].

Die elektrischen Eigenschaften der Membran und die elektrochemischen Eigenschaften der
Elektroden wurden in die Simulation integriert. Ziel der Stimulation war die Berechnung des
Spannungs- und Feldverlaufs. Das System wurde als linear betrachtet. Die Elektroden sind
parallel zum Kammerboden orientiert. Dies erlaubt eine homogene Feldverteilung in der

Zellebene. Die Zellen sind vergleichbaren Feldstarken ausgesetzt.

3.7.2 Modellbeschreibung: Kapazitive elektrische Stimulation, 100 Hz, 150 kHz

Um auszuschlie3en, dass die gemessenen Reaktionen der Zellen auf irreversible Fara-
day‘sche Stromeffekte zurtickgehen, wurden die Zellen kapazitiv mit einem elektrischen Feld
beaufschlagt. Dafiir modellierte man diesen Versuchsaufbau.

Ebenso wie bei der direkten elektrischen Stimulation isoliert die Zellmembran das Innere der
Zelle und verhindert das Auftreten einer Spannungsverschiebung und des damit
verbundenen elektrischen Feldes.

Betrachten wir die Seitenansicht eines Wells einer auf die Befeldungsplatine gestellten
6-Well-Platte (siehe Kapitel 3.8.2). Eine Seitenansicht einer Tumorzelle auf dem Boden eines
Wells der 6-fach-Platte ist in Abbildung 3-12 gezeigt. Diese Platine weist zwei verschiedene
Layouts auf. Auf der Befeldungsplatine befinden sich zwei Stimulationselektroden. Diese
haben einen Abstand von 1mm (3mm). Die Elektrodenquerschnittslange betragt ebenso je-
weils 1mm (3mm). Dabei sind die Elektroden mit einer Lotstopplack-Schicht (Schichtdicke
8um) beschichtet. Zwischen der Befeldungsplatine und dem Boden der 6-Well-Platte bildet
sich ein Luftspalt mit einer Dicke von ca. 90 um. Die Bodendicke der 6-Well-Platte betragt
1mm. Auf dem Boden der 6-Well-Platte ist eine kugelférmige Zelle mit einem Durchmesser
von 15um positioniert. Die simulierte Hohe des Mediums betrdgt 1mm. Die elektrischen Ei-
genschaften der Membran wurden in die Simulation integriert.

Unten links und rechts sind zwei Stimulationselektroden zu sehen. Fir die Platin-Elektroden

wurden Werte flur die elektrische Leitfahigkeit a=8,9><106% und fur die relative

Dielektrizitatskonstante € = 7 aus der COMSOL Material Bibliothek entnommen. Das Platten-
material ist Polystyrol. Die Werte fir Polystyrol wurden ebenfalls aus der COMSOL Material

Bibliothek entnommen: fir die elektrische Leitfahigkeit ¢ = 1 x 10‘16% und fur die relative
Dielektrizitatskonstante ¢ = 2,5. Die elektrische Leitfahigkeit und relative Dielektrizitats-
konstante des Létstopplacks betragen o = 0,12 % 10‘16% und ¢ = 3,28 [219]. Die Zelle befin-
det sich auf den Boden des Wells. Fur das Messmedium wurden die Daten aus einer Litera-
turrecherche (o = 1,2%, & = 80) entnommen [171].
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Abbildung 3-12. Seitenansicht eines Wells einer auf die Befeldungsplatine gestellte 6-Well-Platte.
Simulationsmodell einer Zelle in einem Well der 6-Well-Platte (Seitenansicht). Auf dieser Platine be-
finden sich zwei Stimulationselektroden. Diese haben einen Abstand von 1mm (3mm). Die Elektro-
denquerschnittslange betragt ebenso jeweils 1mm (3mm). Dabei sind die Elektroden mit einer L6t-
stopplack-Schicht (Schichtdicke 8um) beschichtet. Die Bodendicke der 6-Well-Platte betragt 1mm. Die
Lotstopplack-Schicht und der Boden der 6-Well-Platte schwéchen dabei die auftretende Spannung
und das elektrische Feld ab. Auf dem Boden der 6-Well-Platte ist eine kugelfdrmige Zelle mit einem
Durchmesser von 15um positioniert. Die simulierte Hohe des Mediums betragt 1mm. Die elektrischen
Eigenschaften der Membran wurden in die Simulation integriert.

Genauso wie im Fall direkter elektrischer Stimulation betrachtet man ein 2D-Modell. Die an-
gelegte Spannungsamplitude betragt dabei 15V.

Ziel der Simulation ist die Berechnung des Spannungs- und Feldverlaufs auf dem Boden des
Wells. Das System wurde als linear angenommen. Damit die Zellen vergleichbaren Feldstar-
ken ausgesetzt waren, wurden die Elektroden parallel zum Kammerboden orientiert.
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3.8 Applikation von elektrischen Feldern

Fur die Applikation von elektrischen Feldern verwendete man den IMR. Der ist ein automati-
siertes und modular aufgebautes System flr die Durchfihrung von Zell-Assays Uber langere
Zeitraume. Es konnen Impedanz, pO,-, pH-Werte und Bilddaten in Echtzeit aufgezeichnet
werden.

3.8.1 Direkte Feldeinspeisung

Fur die elektrische Stimulation mittels der direkten Feldeinspeisung, also Uber Elektroden im
direkten Kontakt zum flissigen Medium, wurden die Versuche nach dem folgenden Protokoll
durchgefiihrt. 24h vor dem geplanten Messbeginn wurden 5x10* MCF-7 Zellen pro Well in
200l Kulturmedium in einer Mikrotiterplatte ausgeséat und 2h bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit
und 10% CO, inkubiert. AnschlieBend wurden die Wells mit Kulturmedium auf ein Volumen
von 500pl aufgeflillt und fur weitere 22h inkubiert.

Vor Beginn einer Messung mit dem IMR-System wurde unter sterilen Bedingungen der mit
Spitzen bestiickte Roboterkopf zur Versorgung der Zellen im IMR montiert. Der Inkubator ist
auf 37°C temperiert. 24-Well Vorratsgefale fullte man unter sterilen Bedingungen mit frisch
hergestelltem Messmedium (DMEM D5030+4,5g/ D-Glucose+4mM L-Glutamin+50ug/ml
Gentamyzin+5% FCS) auf und stellte sie zur Akklimatisierung des Mediums mindestens 2h
vor Start der Messung in den Inkubator.

Kurz vor dem Start der Messung wurde der Deckel auf die vorbereitete 24-fach Platte mit
den Zellproben aufgesetzt. Die Messung wurde Uber die IMROS-Software gestartet. 12h
nach Beginn der Messung wurde die Befeldung eingeschaltet. Die direkte Befeldung erfolgte
durch einen an die IDES (Elektrodenabstand d=50um) angeschlossenen Frequenzgenerator
(siehe Abbildung 2-29, d). Die Versuche liefen jeweils Gber einen Zeitraum von 2 bzw. 5 Ta-
gen, bei einem Mediumwechsel von 100ul alle 20 Minuten. Alle 24h wechselte der Pipettier-
roboter automatisch auf ein frisches Vorratsgefafs.

Elektrische Stimulation der Zellen mit niederfrequenten gepulsten
elektrischen Feldern

Der zeitliche Ablauf von Messungen im IMR-System mit MCF-7 Zellen wird in Abbildung 3-13
gezeigt. Die Zellen wurden 24h vor dem Start des Versuchs auf die Platte ausgesat und im
Inkubator (Standard Randbedingungen) inkubiert. Nach einer Vormesszeit von 12h wurden
die Zellen fur 30h mit einem Rechteck-Puls von 750mV, monopolar, Periodendauer 10ms
und einem Tastverhaltnis 1:15 stimuliert (t=12-42h). Nach der Stimulation und einer Nach-
messzeit von 3h (t=42-45h) wurde der Versuch mit einem Tritonabschluss (0,1% Triton X-
100) als Positivkontrolle beendet. Dieses Detergens, das die Zellmembranen aufldst, enthalt
keine lonen. Somit ist sein Einfluss auf die Impedanzwerte unerheblich.

Wahrend der Messung wurden der Sauerstoffverbrauch und die Ansauerungsaktivitat der
Zellen gemessen und mit mikroskopischen Aufnahmen die Zellmorphologie erfasst. Um die
Zellzahl zu quantifizieren, wurden die Zellen nach der Stimulation vom Glassubstrat abgel&st
und gezéahlt. Dabei wurden die Zellzahlen stimulierter und nicht stimulierter Zellen (Kontrolle)
verglichen.
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Abbildung 3-13. Schematischer zeitlichen Ablauf fir die IMR-Messung von elektrisch stimulierten
MCF-7 Zellen: Versuchsplanung. Die MCF-7 Zellen wurden mit niederfrequenten gepulsten elektri-
schen Feldern stimuliert. Die elektrische Stimulation wurde mittels der direkten Feldeinspeisung

durchgefuhrt.

Elektrische Stimulation der Zellen mit sinusférmigen elektrischen Feldern

Den Boden der Multiwellplatte bildet eine sensorbestlickte Glasplatte, auf der die Zellen kul-
tiviert werden. Fur die Weiterleitung der applizierten elektrischen Felder benutzte man eine
elektrische Kontaktierung an der Langsseite der Platte. Die Zellen wurden Uber die interdigi-
talen Elektroden-Strukturen (IDES) elektrisch stimuliert.

Man stimulierte die Zellen mit sinusférmiger Wechselspannung. Die angelegte Spannung
hatte eine Amplitude von 1V, bei einer Frequenz von 100Hz, bzw. 150kHz. Durch verschie-
dene Vorwiderstande kommt es zu unterschiedlichen Spannungsstarken an den IDES. Je-
weils drei Wells bilden dabei eine Gruppe durch identische Vorwiderstande. Abbildung 3-14
zeigt eine Vorbefeldungsplatine, die als ein Spannungsteiler am HNLME konzipiert wurde
und die in bei diesen Versuchen verwendeten IMR-Messsystem statt der IDES Elektronik
eingebaut wurde [4]. Die Kontaktierung mit der Messplatte erfolgte durch die Federkontakt-
stifte. Diese Platine wurde an einen extern angesteuerten Signalgenerator angeschlossen.

Abbildung 3-14. Vorbefeldungsplatine. Diese wurde als Spannungsteiler konzipiert und statt der IDES
Elektronik in das IMR-System montiert. Goldfarben sind die Federkontaktstifte erkennbar, welche die
Kontaktierung zu Messplatte gewéhrleisten [4].
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Tabelle 3-1 zeigt die verwendete Spannungsamplitude an den einzelnen Wells.

Spannungsamplitude an den einzelnen Wells(in mV)

Welll 835 Well2 715 Well3 10 Well4 2,5 Well5 2,5 Well6 2,5
Well7 25 Wellg 715 Well9 25 Welll0 200 Wellll 200 Welll2 200
Welll5 10 Well14 25 Welll5 715 Welll6 50 Well17 50 Well18 50
Welll9 835 Well20 10 Well21 835 Well22 335 Well23 335 Well24 335
Tabelle 3-1: IMR Spannungen an Wells. Durch verschiedene Vorwiderstande kommt es zu
unterschiedlichen Spannungsstarken an den IDES. Jeweils drei Wells bilden dabei eine Gruppe durch
identische Vorwiderstédnde. Bei einer Spannungsamplitude von 750mV tritt eine Feldstarke von ca.
2,3kV/m auf.

Den zeitlichen Verlauf der Messungen zur elektrischen Stimulation mit sinusférmigen elektri-
schen Feldern im IMR-System mit MCF-7 Zellen zeigt Abbildung 3-15. Die Zellen wurden
24h vor dem Start des Versuchs auf der Platte ausgesat und im Inkubator (Standard Rand-
bedingungen) inkubiert.

Nach 12h Monitoring im IMR ohne E-Feld wurden die Zellen fir 108h elektrisch mit sinus-
formiger Wechselspannung stimuliert und kontinuierlich Uberwacht. Als Positivkontrolle
wurde der Versuch mit einem Tritonabschluss beendet.
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Abbildung 3-15. Schematischer zeitlichen Ablauf der IMR-Messungen an elektrisch stimulierten MCF-
7 Zellen. Die MCF-7 Zellen wurden mit sinusférmigen elektrischen Feldern stimuliert. Die elektrische
Stimulation wurde mittels der direkten Feldeinspeisung durchgefihrt.

6-fach-Messkammer

Eine sogenannte 6-fach-Messkammer kann statt der 24-fach Multiwellplatten im IMR-System
verwendet werden. Abbildung 3-16 zeigt die 6-fach Platte wahrend eines Pipettiervorgangs
im IMR-System. Sie besteht aus 6 Wells. Den Boden der Wells bilden sensorbestiickte Glas-
Sensorchips (siehe Abbildung 3-4). Die Glas-Sensorchips kdnnten beliebig mit elektro-
chemischen, elektrischen und/oder opto-chemischen Sensoren bestickt werden. Die Kon-
taktierung der elektrischen Sensoren erfolgt tber einen Deckel mit einer integrierten Ring-
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platine. Dieser Aufbau wurde fir die Messung des Membranpotentials an MCF-7 Zellen be-
nutzt.

Abbildung 3-16: 6-fach Messsystem wéhrend eines Pipettiervorgangs im IMR-System. Ein montierter
Deckel gewahrleistet die elektrische Kontaktierung. Eine sogenannte 6-fach-Messkammer kann statt
der 24-fach Multiwellplatten im IMR-System verwendet werden (entnommen aus [51]).

Die 6-fach-Messkammer, die aus einer Grundplatte, einem Rahmen fur die Zellkammern und
Fluidikeinsatzen besteht, zeigt Abbildung 3-17.

Abbildung 3-17: 6-fach-Messkammer mit aufgesetzten Fluidikkdpfen. Sie besteht aus 6 Wells. Den
Boden der Wells bilden sensorbestiickte Glas-Sensorchips. Die Glas-Sensorchips konnten mit elektro-

chemischen, elektrischen und/oder opto-chemischen Sensoren bestlickt werden (enthommen aus
[51)).
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Elektrische Kontaktierung

Die Glas-Sensorchips werden Uber Federstecker, welche in eine vierlagige Ringplatine ein-
geldtet sind und mit Hilfe von zwei Steckerleisten zentriert werden, kontaktiert. Die 44-poli-
gen Sub-D-Stecker wurden tber Koaxialkabel mit dem extern angesteuertem Signalgenera-
tor verbunden.

Der Deckel der Messkammer mit der integrierten Ringplatine und den Steckerleisten wird in
Abbildung 3-18 gezeigt. Diese sind mit der Platine und dem Deckel verschraubt und das
ganze Bauelement wird mit Schrauben an der Messkammer befestigt. Der Deckel ist so kon-
zipiert, dass zwischen Deckel und den elektrisch leitfahigen Elementen der Platine kein
elektrischer Kontakt entsteht. Die Ringplatine dient der Weiterleitung der Signale des Signal-
generators an die Federkontaktstifte tUber die Steckverbinder. Deshalb ist sie einerseits mit
den Federkontaktstiften und andererseits mit den Sub-D-Steckern zur Weiterleitung der Sig-
nale verlétet. Die Leiterbahnen der Glas-Sensorchips (IDES und langliche Elektroden) eins
bis drei werden auf den linken und die Leiterbahnen der Glas-Sensorchips vier bis sechs auf
den rechten Sub-D-Stecker geleitet.

Abbildung 3-18: Deckel mit integrierter Ringplatine. Uber die Federkontakte der Ringplatine wird die
Spannung fir die elektrische Stimulation der Zellen angelegt. Die Ringplatine dient der Weiterleitung
der Signale des Signalgenerators an die Federkontaktstifte Gber die Steckverbinder. Deshalb ist sie
einerseits mit den Federkontaktstiften und andererseits mit den Sub-D-Steckern zur Weiterleitung der
Signale verlotet. Die Leiterbahnen der Glas-Sensorchips (IDES und Langselektroden) eins bis drei
werden auf den linken und die Leiterbahnen der Glas-Sensorchips vier bis sechs auf den rechten Sub-
D-Stecker geleitet.

Der Schaltplan der Ringplatine ist in Anhang G gezeigt.

Die 6-fach-Messkammer mit dem montierten Deckel, welcher die elektrische Kontaktierung
beinhaltet, zeigt Abbildung 3-19.
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Abbildung 3-19: 6-fach-Messkammer mit dem montierten Deckel. Dieser beinhaltet die elektrische
Kontaktierung (entnommen aus [51]).

3.8.2 Kapazitive Feldeinspeisung

Um auszuschlieBen, dass die gemessenen Reaktionen der Zellen (siehe Kapitel 4.3) durch
elektrochemische Effekte infolge des direkten Kontakts der Elektroden mit dem Messmedium
verursacht werden, wurde eine 6-Well-Platte auf eine Befeldungsplatine gestellt. An dieser
Platine wurde wiederum ein Frequenzgenerator SG801 (HEB Rudolf Herzog Digitaltechnik,
[97]) angeschlossen, der die Anregungsspannung (15V) erzeugte. Jeweils 3 Wells wurden
mit der gleichen Feldstarke beaufschlagt (siehe Abbildung 3-20 und Abbildung 3-21). Der
IDES-Abstand betragt jeweils 1mm und 3mm. Gleichzeitig stellte man eine weitere 6-Well-
Platte als Kontrolle in den Inkubator. Die ist genauso mit Zellen besiedelt, ist aber mit keinem
E-Feld beaufschlagt.

6-Well-Platte

SRS
SRS
O O

Abbildung 3-20: Schematische Darstellung des Signalwegs. An dieser Platine wurde wiederum ein
Frequenzgenerator SG801 (HEB Rudolf Herzog Digitaltechnik, [97]) angeschlossen, der die Anre-
gungsspannung (15V) erzeugte.

N

Frequenzgenerator Befeldungsplatine
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Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 3-21 dargestellt.

Abbildung 3-21: Versuchsaufbau: Elektrische Stimulation, kapazitive Feldeinspeisung. Die Kulturplatte
(6-Well-Platte) ist auf eine Befeldungsplatine mit IDES-Abstand 1mm (links) und 3mm (rechts) gestellt.
Jeweils 3 Wells wurden mit der gleichen Feldstarke beaufschlagt. Gleichzeitig stellte man eine weitere
6-Well-Platte als Kontrolle in den Inkubator. Die ist genauso mit Zellen besiedelt, ist aber mit keinem
E-Feld beaufschlagt [4].

Durch die kapazitive Stimulation wird die Feldstarke sowohl am Boden der Wells als auch in
der Zelle durch die isolierende Létstopplack-Schicht und den Plastikboden der 6-Well-Platte
wesentlich abgeschwacht. Aus diesem Grund missen die Zellen mit einer viel hoéheren
Spannung stimuliert werden, um die gleiche Feldstarke in und an den Zellen zu realisieren.
Laut Simulation soll die Anregungsspannung bei ca. 10kV und einer Frequenz von 150kHz
fur die Zellen auf einem Foliensubstrat und einem Elektrodenabstand von 1mm liegen (siehe
Anhang C). Da der zur Verfugung stehende Frequenzgenerator nicht exakt die errechnete
Amplitude von Spannung liefern konnte, musste mit niedrigeren Feldstarken als im IMR Ver-
such gearbeitet werden. Aus diesem Grund wurden die Zellen mit einer Spannung von 15V
stimuliert.

Der zeitliche Verlauf von Messungen mit einer kapazitiven Befeldung an MCF-7 Zellen wird
in Abbildung 3-22 gezeigt. Die Zellen wurden 24h vor dem Start des Versuchs auf die 6-Well-
Platte (5x10° MCF-7 Zellen pro Well in 2ml Kulturmedium) ausgesét und im Inkubator (Stan-
dard Randbedingungen) inkubiert. Danach wurden die Zellen fir 96h mit einer sinusférmigen
Wechselspannung mit einer Amplitude von 15V bei einer Frequenz von 100Hz, bzw. 150kHz
stimuliert (t=0-96h).

AnschlieRend wurde der Zellmetabolismus mittels des Resazurin-Tests gemessen. Die mik-
roskopischen Aufnahmen wurden dabei erfasst. Um die Zellzahl zu quantifizieren, wurden
die Zellen nach der Stimulation vom Substrat abgelost und gezéahlt. Dabei wurde die Zellzahl
der elektrisch stimulierten MCF-7 Zellen gegentuiber den unbehandelten Kontrollen bestimmt.
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Abbildung 3-22: Schematischer zeitlichen Ablauf fir die elektrische Stimulation von MCF-7 Zellen. Die
MCF-7 Zellen wurden mit sinusférmigen elektrischen Feldern durch kapazitive Feldeinspeisung
elektrisch stimuliert.

3.9 Membranpotential-Messung an einer Zelle in einem
elektrischen Feld

Wenn eine Zelle einem elektrischen Feld ausgesetzt ist, fihrt dies zu einer Membranpotenti-
alanderung an der Zellmembran. Die Amplitude dieses Membranpotentials ist proportional
zur Amplitude des applizierten Feldes. Das Membranpotential kann man auch mit Hilfe von
Fluoreszenzfarbstoffen ermitteln. Diese Methode erlaubt es, Messungen an intakten und
gleichzeitig an mehreren Zellen durchzufthren.

Mittels einer fluorimetrischen Methode verfolgte man den zellularen Membranpotentialverlauf
unter dem Einfluss der elektrischen Felder.

Die Messung des Membranpotentials an humanen Mammakarzinomzellen (MCF-7 Zellen)
erfolgte mit dem spannungssensitiven Fluoreszenzfarbstoff DIBAC4(3) (bis-(1,3-Dibutylbar-
bitursaure) Trimethinoxol, Molecular Probes, [137] siehe Abbildung 3-23).

CH3(CH;);  OH O (CH2)3CH3
N—/

O \\ CH—CH—CH
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CH,(CH,)s 0 o \ (CH,)CH,

Abbildung 3-23: Spannungssensitiver Slow-Response Farbstoff DIBAC4(3): Strukturformel [137].
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Dieser ist ein spannungssensitiver Slow-Response Farbstoff, der bei Anlegen einer Span-
nung seine Farbe andert. Die Sensitivitdt von solchen Farbstoffen ist sehr hoch und betragt
typisch 0,9-1,1% der Intensitdtsanderung pro 1mV der Potentialanderung. Ein Nachteil von
solchen Farbstoffen ist oft eine hohe Toxizitat, besonders bei den Carbocyaninen. [28, 62,
134, 199, 235]

Fur die Messung des Membranpotentials an MCF-7 Zellen wurden diese mit dem Farbstoff
beladen. Dieser Farbstoff reagiert auf Hyperpolarisation mit einer Abnahme der Fluores-
zenzintensitat und mit einer Zunahme der Fluoreszenzintensitat auf Depolarisation. [137]

3.9.1 Ermittlung der optimalen Farbstoffkonzentration
Toxizitatstest

Zu den Nachteilen der bis-oxonolen Farbstoffe gehdrt eine mdgliche Toxizitat. Man fuhrte ein
Toxizitatstest durch, um eine unmittelbare toxische Wirkung des Farbstoffes auf die Zellen
wahrend des Experimentes auszuschlieRen. Damit ermittelte man die optimale Farbstoffkon-
zentration. Zunéchst wurden die Zellen mit verschiedenen Farbstoffkonzentrationen (1uM,
5uM, 10pM und 20uM) markiert. Dabei wurde die metabolische Aktivitdt gemessen. Die fol-
genden Abbildungen (siehe Abbildung 3-24, Abbildung 3-25 und Abbildung 3-26) zeigen den
Sauerstoffverbrauch, die Ansauerungsrate und Impedanzwerte an den MCF-7 Zellen, die mit
verschiedenen Farbstoffkonzentrationen angefarbt waren.

24h vor Messbeginn wurden 5x10* MCF-7 Zellen pro Well in 200p! Kulturmedium 24 mittle-
ren Kammern einer Mikrotiterplatte ausgesat und fir 2h bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und
10% CO, vorinkubiert. Anschlieend wurden die Wells auf ein Volumen von 500ul aufgefillt
und weitere 22h inkubiert. Vor Beginn einer Messung mit dem IMR-System wurde der Pi-
pettenkopf des Roboters unter sterilen Bedingungen mit Spitzen und im IMR montiert. Die
VorratsgefaRe wurden unter sterilen Bedingungen mit frisch hergestelltem Messmedium
(DMEM D5030+4,5¢g/1 D-Glucose+4mM L-Glutamin+50ug/mi Gentamyzin+5%
FCS+DIBAC,(3) in verschiedenen Konzentrationen) beflllt und mindestens zwei Stunden vor
Start der Messung in den Inkubator gestellt. Dadurch konnte sich das Medium ausreichend
akklimatisieren. Das Messmedium beinhaltet kein Phenolrot und keinen Puffer.

Die Sauerstoffverbrauchsmessung an den MCF-7 Zellen, die mit verschiedenen Konzentrati-
onen (1, 5, 10 und 20uM) von Membranpotentialfarbstoff DIBAC,4(3) angefarbt wurden, zeigt
Abbildung 3-24.
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Abbildung 3-24: Sauerstoffverbrauchsmessung an den MCF-7 Zellen, die mit verschiedenen
Konzentrationen (1, 5, 10, 20uM) des Membranpotentialfarbstoffs DIBAC4(3) markiert wurden. Die
Werte sind auf den Wert von 24.h normiert. Gesamtzellzahl 5x10* Zellen/Well.

Die Ansauerungsrate an den MCF-7 Zellen, die mit gleichen Konzentrationen (1, 5, 10 und
20uM) des Membranpotentialfarbstoffs DIBAC,(3) angefarbt wurden, ist in Abbildung 3-25
gezeigt.
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Abbildung 3-25: Ansauerungsrate an den MCF-7 Zellen, die mit verschiedenen Konzentrationen (1, 5,
10, 20uM) von Membranpotentialfarbstoff DIBAC,4(3) angefarbt wurden. Die Werte sind auf den Wert
von 24h normiert. Gesamtzellzahl 5x10* Zellen/Well. Ab der Konzentration von 5uM DiBAC,(3) wur-
den die pH-Spots verfarbt und es konnten keine weiteren opto-chemischen Signale erfasst werden.



Materialien und Methoden 75

Die Impedanz der MCF-7 Zellen, die mit gleichen Konzentrationen (1, 5, 10 und 20uM) des
Membranpotentialfarbstoffs DIBAC,4(3) markiert wurden, zeigt Abbildung 3-26.
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Abbildung 3-26: Impedanzwerte der MCF-7 Zellen, angeféarbten mit verschiedenen Konzentrationen
(1, 5, 10, 20uM) des Membranpotentialfarbstoffs DIBAC,(3). Die Werte sind auf den Wert von 24.h
normiert. Gesamtzellzahl 5x10* Zellen/Well.

Abbildung 3-24 und Abbildung 3-25 zeigen die toxische Wirkung des DIBAC,(3) Farbstoffs
auf die Zellen in Konzentrationen von 10uM und 20uM. Die Ansauerungsrate der Zellen
konnte nur bei der 1 uM DIBAC,4(3) Konzentration gemessen werden. Bei héheren Konzent-
rationen von DIBAC,(3) wurden die pH-Spots verfarbt und es konnten keine weiteren opto-
chemischen Signale erfasst werden. Die Messung hat 70h gedauert.

Die durchgefuhrten Messungen zeigen, dass DIBAC,(3) bis zu 5uM Konzentration keine
oder nur geringe toxische Wirkung auf die Zellen aufweist. Deshalb wird in den folgenden
Versuchen eine Konzentration von 5 uM DIBAC,(3) verwendet.

Photodynamischer Test

Zur Bestimmung der optimalen Konzentration des spannungssensitiven Farbstoffs DIBAC,(3)
in Bezug auf die Zeitstabilitit des Messsignals wurde ein photodynamischer Test
vorgenommen.

Basierend auf den Ergebnissen der toxikologischen Messung wurden die Zellen mit den
Farbstoffkonzentrationen 1, 2 und 5uM von DIBAC,(3) beladen.

Die photodynamischen Eigenschaften des Farbstoffes in verschiedenen Konzentrationen in
Abhangigkeit von der Zeit zeigen Abbildung 3-27 und Abbildung 3-28.
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Abbildung 3-27: Die photodynamischen Eigenschaften des Farbstoffes in verschiedenen Konzentratio-
nen: Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von der Zeit in mit 1, 2 und 5uM DIBAC,4(3) markierten
MCF 7 Zellen. Die Inkubationszeit betrug jeweils 45 min.

1 uM DIiBAC4(3) 2 UM DIBAC,(3), 5 UM DIBAC,(3)

Abbildung 3-28: Fluoreszenzintensitat von mit verschiedenen Farbstoffkonzentrationen markierten
MCF-7 Zellen auf einem Glas-Sensorchip: a) 1uM DIBAC,(3); b) 2uM DIiBAC4(3); c) 5uM DIiBAC,(3).
Bei 5pM DIBAC,(3) Konzentration scheint das Fluoreszenz-Signal an den Zellen tbersteuert und bei
1uM DIBAC,(3) Konzentration untersteuert zu sein. Folglich liegt die optimale Farbstoffkonzentration
bei 2uM. Die Inkubationszeit betrug jeweils 45 min.

Bei 5pM DIBAC,(3) Konzentration scheint das Fluoreszenz-Signal an den Zellen tbersteuert
und bei 1pM DIiBAC,4(3) Konzentration untersteuert zu sein. Folglich liegt die optimale
Farbstoffkonzentration bei 2uM.

Weiterhin wurde untersucht, wie zeitstabil das Fluoreszenzsignal wéahrend der
Gesamtmessung (45 min) ist. Die Zellen wurden dazu mit 2uM DIBAC,(3) markiert und mit
einem entsprechenden FluoreszenZzfilterset (Anregungsfilter EX 465-495nm, Dichroitischer
Filter DM 505nm, EM 515-555nm) mit dem iMIC Mikroskop mit einem 20x Objektiv (Olym-
pus, UPLSAPO20X, NA 0,75 [160]) mikroskopiert. DIBAC, (3) wurde mit einer Wellenlange
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von 488nm angeregt und das emittierte Licht (Wellenlange »515nm) mit einer Kamera er-
fasst. Die Bilder wurden mit der Bildbearbeitungssoftware Imaged [5] analysiert.
Abbildung 3-29 zeigt die Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von der Zeit an MCF-7
Zellen. Die Zellen sind mit 2uM DIBAC,4(3) markiert.
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Abbildung 3-29: Die photodynamischen Eigenschaften des Farbstoffes: Abhangigkeit der
Fluoreszenzintensitat von der Zeit in mit 2uM DIBAC,(3) beladenen MCF 7 Zellen. Messdauer 45 min.
Die Inkubationszeit betrug 45 min.

In Abbildung 3-29 erkennt man, dass das Messignal nach 3-4 min eingeschwungen ist und
anschliel3end den sogenannten Steady State erreicht. Im Steady State ist der Verlauf stabil
(£7%).

3.9.2 Erstellen einer Kalibrierungskurve zum Quantifizieren einer Anderung
des Membranpotentials

Um die Membranpotentialanderung quantifizieren zu koénnen, erstellte man eine
Kalibrierungskurve mit Hilfe des Na’-K* lonophors Gramicidin [205]. Dabei wurde die
Farbstoffempfindlichkeit bestimmt. Zur Ermittlung der Potentialanderungen an elektrisch sti-
mulierten MCF 7 Zellen wurde das Fluoreszenzsignal entsprechend der bei Langheinrich
und Daut [134] angegebenen Methode kalibriert. Dabei wurden die Zellmembranen mit 1uM
des Na*-K" lonophors Gramicidin permeabilisiert und Na* wurde in HEPES gepufferter phy-
siologischer Losung (HEPES-PS) durch das impermeable Kation NMDG (N-methyl-D-
glucamin) [206] ersetzt. Die Zusammensetzung von HEPES-PS war folgende: 1mM MgSOy,,
2mM CacCl,, 130mM NacCl, 5mM KCI, 0,33mM NaH,PO,, 10mM HEPES, 11mM D-Glucose.
Um das Hintergrundrauschen zu minimieren, wurden die Messungen in FCS-freiem Medium
durchgefihrt.

In Gegenwart von DIBAC, (3) konnte das Membranpotential der Zellen durch Anderung der
[K']ex bestimmt werden, wobei die NMDG-Konzentration zur Erhaltung der Osmolaritat ange-
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glichen wurde. Es wurden fiinf verschiedene [K'].« Konzentrationen verwendet (5, 20, 40 und
60mM). Ausgehend von einer [K'];,, Konzentration von 130mM wurde das Membranpotential
entsprechend der Nernst-Gleichung zwischen -87mV und -21mV variiert.

[Xex]

E, =61,5mV X log[Xl,n]

Fur die getesteten [K'].x Konzentrationen ergeben sich folgende Potentiale:

-87mV bei [K']ex=5mM

-50mV bei [K"]ex=20mM
-32mV bei [K']e=40mM
-21mV bei [K']e=60mM

Nach dem Versuchsprotokoll wurden die mit dem Farbstoff angefarbten Zellen alle 10 min
aufgenommen. Aus den Bildern geht hervor, dass die Farbstoffintensitat kontinuierlich steigt
(siehe Abbildung 3-30, d), was dem erwarteten Effekt (Abnahme der [K'];, Konzentration
fuhrt zur Fluoreszenzintensitatsabnahme) widerspricht.

a) 5mM [K]ex b) 20mM [K']ex

c) 40mM [K']ex d) 5mM [K']ex

Abbildung 3-30: Zeitabhangigkeit der Fluoreszenzintensitit von [K']ex in 2 pM DIBAC,(3) markierten
MCF 7 Zellen. Die Inkubationszeit betrug jeweils 20 min. In Blau sind die Region of Interest (ROIs)
markiert, Uber die die Fluoreszenzintensitat ermittelt wurde.
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Aus diesem Grund wurde die Kalibrierungskurve neu erstellt. Bei friheren Messungen
wurden die dynamischen Eigenschaften des Farbstoffes in die Auswertung (Fotobleaching)
nicht mit einbezogen. Dementsprechend wurde das Versuchsprotokoll an die dynamischen
Eigenschaften des Farbstoffes angepasst. Um eine statistisch signifikante Datenlage zu
erzielen, wurden die Messungen im Fluoreszenz-Mikroplatten-Reader FLUOStar Galaxy [35]
durchgefuhrt. Die Zellen wurden in einer 96-Well-Platte mit gleicher Zelldichte wie auf dem
Glas-Sensorchip kultiviert. Es wurden Eichungen durchgefuhrt und die bei den verschiede-
nen [K']lex Konzentrationen und verschiedenen Zeitabstanden gemessenen Fluoreszenzin-
tensitaten in Prozent ermittelt (siehe Anhang, Inkubationszeit lag im Bereich von 20min bis
80min). Die optimalste Inkubationszeit lag bei 45min, wo die Fluoreszenzintensitat ihr Maxi-
mum erreicht.

Die Abhéangigkeit der Fluoreszenzintensitdt vom Nernst-Potential in mit 2uM DIBAC4(3) an-
gefarbten MCF-7 Zellen bei verschiedenen extrazellularen Kaliumkonzentrationen zeigt
Tabelle 3-2.

Kalium extrazellular, [K*]ex. [MM] 5 20 40 60

Nernst-Potential [mV] -87 -50 -32 -21

Fluoreszenz [%], Mittelwert 100 114 119 126
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)

SEM, [%] 3,8 7,2 4,6 51

Tabelle 3-2: Abhéangigkeit der Fluoreszenzintensitdt vom Nernst-Potential in mit 2 UM DIiBAC4(3) mar-
kierten MCF-7 Zellen bei verschiedenen extrazellularen Kaliumkonzentrationen. Die Inkubationszeit
betrug jeweils 45 min

Die durchgeflihrten Messungen haben ergeben, dass der Farbstoff im Bereich von 5mM
[K]ex bis 60mM [K']ex einen linearen Charakter zeigt. Fur die Korrelation der gemessenen
Fluoreszenzintensitat (in Prozent) und des errechneten Membranpotentials wurde eine Re-
gressionsgerade berechnet. Die gefittete lineare Abhangigkeit ist in Abbildung 3-31 darge-
stellt.
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Abbildung 3-31: Abhéangigkeit der Fluoreszenzintensitat vom Nernst-Potential in mit 2uM DIiBAC,(3)
markierten MCF 7 Zellen. Kalibrierungskurve.

Gefittet wurde mit folgender Gleichung: y=kx+b, wobei k=0,36+0,039, b=128+0,13, r=0,96.
Bei den Konzentrationen [K'];;=130mM, [K*]=5, 20,40 und 60mM betragen die berechneten
Membranpotentiale -87mV, -50mV, -32mV und -21mV.

Die durchgefuhrten Messungen ergaben, dass der Farbstoff im Bereich von 5mM bis 60mM
[K']ex. linearen Charakter besitzt und die Empfindlichkeit des Farbstoffes DIBAC,(3)
0,36+0,0039 %mV* betrug.

3.9.3 Membranpotential-Messung an einer Einzelzelle
Versuchsaufbau

Fur die Messung des Membranpotentials an humanen Mammakarzinomzellen wurden die
Zellen mit 2uM DIiBAC,(3) angefarbt und wie schon oben beschrieben mit einem entspre-
chenden Fluoreszenzfilterset (Anregungsfilter BP 465-495nm, Dichroitischer Filter HP
505nm, BP 515-555nm) mit dem iMIC Mikroskop mit einem 20x Objektiv mikroskopiert.

24h vor dem geplanten Messbegin wurden 1x10° Zellen pro Glas-Sensorchip einer 6-fach-
Messkammer in 400ul Kulturmedium ausgesat und fur 24h bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit
und 10% CO, inkubiert. Vor Beginn einer Messung wurde das Kulturmedium gegen HEPES-
PS unter Zugabe von 2uM DIiBAC,(3) ausgetauscht und bei 37°C ohne CO,-Begasung fur
weitere 45 min inkubiert. Das Medium enthdlt kein Phenolrot und kein FCS, um das Hinter-
grundrauschen zu minimieren.
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Zelle in einem niederfrequenten gepulsten elektrischen Feld von 2,3 kV/m

Die Zellen auf einem Glas-Sensorchip wurden uber die Elektroden mit einem extern
angeschlossenen Frequenzgenerator 8202 (Voltcraft, [50]) elektrisch stimuliert. Die
angelegte Spannung lag im Bereich von 750mV.

Das Elektrodenlayout des verwendeten Glas-Sensorchips und die Bezeichnung der Pads
werden in Abbildung 3-32 gezeigt. In diesem Fall wurde die Spannung Uber die IDES
angelegt. Die Kontakte 11.1, 11.2, 12.1, 12.2 dienen fiir die Weiterleitung der Anregungsspan-
nung von dem Signalgenerator zu beiden IDES. Die fir dieses Layout mittels FEM
Simulation (Kapitel 4.2.1) berechnete Feldstarke liegt im Bereich von 2,3kvV/m. Der
Elektrodenabstand betragt 50um.
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Abbildung 3-32: Multiparametrischer Glas-Sensorchip mit bioelektronischen Sensoren fur pH, Sauer-
stoff und elektrische Impedanz, sowie fir mikroskopische Analysen. Die Kontakte 11.1, 11.2, 12.1, 12.2
dienen fir die Weiterleitung der Anregungsspannung von dem Signalgenerator zu beiden IDES. Die
Kontakte pH Ref 1 und pH Ref 2 sind fur die Weiterleitung der Anregungsspannung von dem Signal-
generator zu beiden Streifen-Elektroden vorgesehen. [4]

Zelle in einem niederfrequenten gepulsten elektrischen Feld von 230V/m

Die Zellen wurden auf einem multiparametrischen Glas-Sensorchip kultiviert und Gber die
Elektroden (Streifen-Elektroden) elektrisch stimuliert. Die Kontakte pH Ref 1 und pH Ref 2
sind fur die Weiterleitung der Anregungsspannung von dem Signalgenerator zu beiden
Streifen-Elektroden vorgesehen (siehe Abbildung 3-32).

Die simulierte Feldstarke liegt im Bereich von 230V/m (siehe Anhang C, Abbildung 6-5). Die
Elektrodenabstand betragt 3mm.
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Die Zellen wurden mit einem Rechteck-Puls von 750mV, monopolar, Periodendauer 10ms
und einem Tastverhaltnis 1:15 elektrisch stimuliert. Am Beispiel eines vereinfachten Modells
wurde simuliert, welche Feldstarke an einer Zelle unter Annahme von elektro-chemischen
Elektrodeneffekten entsteht (siehe Kapitel 3.7.1). Abbildung 3-33 zeigt die abgegebene
Signalform.

M S0.0ms

Abbildung 3-33: Abgegebene Anregungsspannung (gemessen an Glas-Sensorchip mit Messmedium).
Rechteck-Puls von 750mV, monopolar, Periodendauer 10ms und einem Tastverhaltnis 1:15.

Die Glas-Sensorchips wurden fur die Messung des Membranpotentials in einer 6-fach-Mess-
kammer befestigt. Der entsprechende Messaufbau ist in Kapitel 3.8.1 (6-fach-Messkammer)
beschrieben.

3.9.4 Fluoreszenzmikroskopie

Bildgebende Fluoreszenzuntersuchungen erfolgten am IMR-System. Fir Fluoreszenzauf-
nahmen steht ein Monochromator als Lichtquelle zur Verfligung. Das Anregungslicht wird
Uber eine optische Schnittstelle in den Strahlengang des Mikroskops eigekoppelt.

Mit Hilfe des Monochromators und dem passenden Fluoreszenz-Filterblock kdnnen Proben,
die fluoreszierende Farbstoffe enthalten, beobachtet und analysiert werden. Das Licht von
dem Monochromator wird Gber einen Strahlteiler (dichroitischer Spiegel) zu einem 20x Ob-
jektiv (Olympus, UPLSAPO20X, NA 0,75 [160]) gelenkt. Durch dieses gelangt das Licht auf
die Probe. Die mit einem Farbstoff markierte Probe emittiert langerwelliges Emissionslicht
tiber das Objektiv zum dichroitischen Spiegel. Dieser lasst in der Richtung das langerwellige
Emissionslicht passieren. Der kurzwellige Anteil wird zum groé3ten Teil reflektiert. Anschlie-
Rend wird das Fluoreszenzbild nach unten zur Kamera durchgelassen.

Zur Erzeugung der Anregungsstrahlung und zur Detektion des Emissionslichts bei der Mes-
sung des Membranpotentials verwendete man folgenden Filterblock: Anregungsfilter BP 465-
495nm, Dichroitischer Filter HP 505nm, Emissionsfilter BP 515-555nm. Die mit DIBAC4(3)
markierte Probe wurde mit einer Wellenlange von 488nm angeregt und emittiertes Licht mit
einer Wellenldnge von 515nm mit einer Kamera erfasst. Die Auswertung der Daten erfolgte
mit dem Bildbearbeitungsprogramm ImageJ (Version 1.48v) [5] und Origin (Version 8G)
[161].

Den Versuch fuhrte man nach folgendem Protokoll durch. Die Zellen wurden in HEPES-PS
unter Zugabe von 2uM spannungssensitivem Farbstoff DIBAC,4(3) fur 45 min inkubiert und
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weitere 45 min kontinuierlich dem Anregungslicht (Wellenlange 488nm) ausgesetzt. In den
ersten 10 min nach dem Start der Messung wurden die Zellen keinem elektrischen Feld aus-
gesetzt. Wahrend dieser Phase erreichte das Fluoreszenzsignal seinen eingeschwungenen
Zustand. 10 min nach dem Start der Messung wurden die Zellen fur weitere 10 min einem
elektrischen Feld (Anregungsspannung betrug 750 mV, die rechnerische Feldstarke Uber die
IDES (siehe Abbildung 3-32, Kontakte 11.1, 11.2, 12.1, 12.2) betrug 2,3 kV/m, Uber die Strei-
fen-Elektroden (siehe Abbildung 3-32, Kontakte pH Ref 1 und pH Ref 2) 230 V/m) in einer
Richtung ausgesetzt. In den nachsten 10 min wurden die Zellen keinem elektrischen Feld
ausgesetzt. Gleich im Anschluss zu dieser Pause wurden die Zellen fur weitere 10 min ei-
nem elektrischen Feld in Gegenrichtung ausgesetzt. Die Zellen wurden mit einer Rate von
1 Aufnahme pro Sekunde aufgenommen. Der zeitliche Ablauf der Membranpotential-
Messung wird in Abbildung 3-34 gezeigt.
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Abbildung 3-34: Schematischer zeitlichen Ablauf der Messung des Membranpotentials an MCF-7 Zel-
len wahrend der elektrischen Stimulation. Die MCF-7 Zellen wurden mit niederfrequenten gepulsten
elektrischen Feldern stimuliert. Die elektrische Stimulation wurde mittels der direkten Feldeinspeisung
durchgefuhrt.
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3.10 Untersuchung des Zellmembranpotentials unter Verwendung
des Na'/H'-Austausch-Karrierblockers Amilorid und Variation
der extrazellularen pH-Werte

Wie in [85, 123, 182, 234] gezeigt wurde, weist die Messung des Metabolismus an Tumor-
zellen unter Variationen der extrazellularen pH-Werte und Amilorid-Behandlung eine hem-
mende Wirkung auf. In diesem Zusammenhang wurde untersucht, ob diese Parameter auch
einen Einfluss auf die Membranpotentialanderung der Tumorzellen haben.

Die Tumorzellen (MCF-7 Zellen) kultivierte man in Kulturmedium: DMEM D5646 [204]+
3,99/ NaHCO3;+5% FCS (vorgewarmt auf 37°C). Die Messung wurde in einer
physiologischen Ldsung (HEPES (MES) gepufferte physiologische Lésung mit
verschiedenen pH-Werte (7,4; 7,0 und 6,5) durchgefuhrt. Die auf pH=7,4 und pH=7,0
eingestellten Losungen wurden mit 10mM HEPES gepuffert. Die auf pH=6,5 eingestellte
Ldsung pufferte man mit 10mM MES.

Die HEPES und MES Pufferkonzentrationen wurden aus den Titrationskurven mit zwei ver-
schiedenen Pufferkonzentrationen von 10mM und 25mM ermittelt (siehe Abbildung 3-35).
Um das Hintergrundrauschen zu minimieren, wurden die Messungen in FCS-freiem Medium
durchgefihrt.
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Abbildung 3-35: Titrationskurve: Ein physiologisches Medium a) HEPES-PS; b) MES-PS mit 1M HCL
Losung titriert. Die HEPES und MES Pufferkonzentrationen ermittelte man aus den Titrationskurven
mit zwei verschiedenen Pufferkonzentrationen von 10mM und 25mM. Um das Hintergrundrauschen
zu minimieren, wurden die Messungen in FCS-freiem Medium durchgefihrt.



Materialien und Methoden 85

3.10.1 Erstellen einer Kalibrierungskurve unter Variation der extrazelluléaren
pH-Werte

Die Messungen des Membranpotentials wurden mit einem Multiplatereader (Fluorescence
Microplate Reader, FLUOstar Galaxy, [35]) durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Potentialan-
derungen wurde das Fluoreszenzsignal bei verschiedenen pH-Werte der Eichlésung (7,4;
7,0 und 6,5) kalibriert. Die Membranpotentialbestimmung erfolgte durch die [K']ex - Anderung
(5, 20, 40 und 60 mM). Das entspricht dem Membranpotential von -87mV, -50mV, -32mV
und -21mV (Kapitel 3.9.2). Abbildung 3-36 zeigt drei Kalibrierungskurven, die unter
unterschiedlichen pH-Werte erstellt wurden.

200 -

180 -
160 -
g
= 140 - == Kalibrierungskurve,
[72]
qC) pH=7,4
€120 - == Kalibrierungskurve,
N
CIC) I pH=7,0
§ 100 V'v, Kalibrierungskurve,
5 s pH=6,5
i 80 -

60 -

5 20 40 &0 K [rka]
40 T T T T
-87 -67 -47 =27 -7

Membranpotential [mV]

Abbildung 3-36: Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitdt vom Nernst-Potential in mit DIiBAC,(3)
markierten MCF 7 Zellen. Die Kalibrierlosung wurde auf drei unterschiedliche pH-Werte (7,4: 7,0 und
6,5) eingestellt.

Aus der Kurve kann man die Farbstoffempfindlichkeit ermitteln:

Sf = [(1 - (Fmin/Fmax))/(Emax - Emin)] %x 100 (3-2)
Sy =0,37+0,03 %/mV

Aus diesen Messungen geht hervor, dass mit einer Verschiebung des pHe.-Wertes im Be-
reich von 6,5 bis 7,4 die Empfindlichkeit des Farbstoffes erhalten bleibt. Die Empfindlichkeit
des Farbstoffes bei verschiedenen pH-Werte betragt 0,37 + 0,03 %/mV.

Nachdem die Farbstoffempfindlichkeit bei unterschiedlichen pH-Werten ermittelt wurde, maf3
man das Membranpotential an den Zellen unter Variation der extrazellularen pH-Werte und
Amilorid-Behandlung. Durch die metabolischen Messungen wurde die optimale Amiloridkon-
zentration von 40uM fir die Behandlung der MCF-7 Zellen festgelegt. Diese Konzentration
zeigte die groRte Wirkung auf die MCF-7 Zellen [181].
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3.10.2 Membranpotential-Messung an Zellen

Die Messung des Membranpotentials unter Variationen der extrazellularen pH-Werte an hu-
manen Mammakarzinomzellen (MCF-7 Zellen) wurde, wie bereits beschrieben, mit dem
spannungssensitiven Fluoreszenzfarbstoff DIBAC,4(3) durchgefuhrt.

Der zeitliche Ablauf der Membranpotential-Messung wird in Abbildung 3-37 gezeigt.
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Abbildung 3-37: Schematischer zeitlichen Ablauf fir die Messung des Membranpotentials an MCF-7
Zellen unter Variation der extrazellularen pH-Werte. Die Fluoreszenzintensitat wurde mit dem Fluores-
zenz Microplate Reader (FLUOstar Galaxy) gemessen.

24h vor dem geplanten Messbeginn wurden 2,6x10* Zellen pro Well in 150ul Kulturmedium
ausgesat und fiir 24h bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 10% CO, inkubiert.

Vor Beginn der Messung wurde unter sterilen Bedingungen das Kulturmedium gegen HE-
PES (MES) gepufferte physiologische Losung mit den verschiedenen pH-Werten (7,4; 7,0
und 6,5) unter Zugabe von 2uM DIBAC4(3) und 40uM Amilorid ausgetauscht. Die Zellen
wurden mit den entsprechenden Losungen 45 min im Inkubator ohne CO,-Begasung mar-
kiert. Im Anschluss wurde die Fluoreszenzintensitat in einem Multiplatereader detektiert. Die
Proben wurden mit einer Wellenlange von 485nm angeregt und das Emissionslicht bei
520nm gemessen. Die Fluoreszenzintensitatswerte wurden der Kalibrierungskurve entspre-
chend umgerechnet. Fir die Messungen wurden immer zwei 96-Well-Platten mit Zellen an-
geimpft und gleichzeitig zwei weitere 96-Well-Platten mit Messmedien aufgefillt. Bei der
Auswertung wurde jeweils die an Medium ohne Zellen gemessene Signalstarke von der Sig-
nalstarke, die an Zellen gemessen war, subtrahiert. Dadurch wird das Hintergrundrauschen
minimiert. Die Messungen erfolgten an nicht synchronisierten Zellen.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Eigenschaften der Elektroden

4.1.1 Impedanzspektroskopie

Fur die durch Impedanzspektroskopie gemessenen biologischen Effekte stehen nicht die
elektrochemischen Prozesse, sondern die Effekte im Elektrolytmedium im Vordergrund.
Wenn die Parameter fir die Elemente des CPEs ermittelt werden konnen, lasst sich der
Spannungsabfall an der Doppelschicht berechnen. Zur Ermittlung dieser Parameter fiihrte
man das Fitting an ein physikalisch begriindbares Ersatzschaltbild (siehe Abbildung 3-8,
Abbildung 4-1) durch.

Die elektrische Stimulation der Zellen sollte einerseits zu den gewlnschten stimulierenden
Effekten flihren, aber andererseits keine zytotoxischen oder korrosiven Effekte erzeugen [47,
152]. Ziel der Messung war die Ermittlung des Ladungstransfers und der Stromdichten, die
beim Anlegen einer Stimulationsspannung an den Elektroden entstehen.

Bei der Zweipunktmessung der Glas-Sensorchips zeigt sich der durch die steigende Fre-
guenz abnehmende Impedanzwert.
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Abbildung 4-1: Nyquistplot der Impedanzwerte der untersuchten Mikroelektroden (Platin-Elektroden) in
einer PBS Loésung (a); Phasenwinkel und Betrag der Impedanz von Mikroelektroden gemessen mit
einer Spannung von 750mV (b).

Das Impedanzspektrum der verwendeten Platin-Mikroelektroden in PBS zeigen Abbildung
4-1. Im niederfrequenten Bereich geht die Impedanz in eine Gerade Uber, welche die Impe-
danz der Elektroden reprasentiert. Diese ist deutlich diffusionsabhédngig. Das erhaltene
Spektrum wurde Uber einen nichtlinearen komplexen Fit auf den gezeigten Aquivalentschalt-
kreis (Abbildung 3-8 und Abbildung 4-1) angepasst. Der Elektrolytwiderstand wird Uber den
Widerstand Rg beschrieben. Um die Eigenschaften des Elektrode/Elektrolyt Uberganges zu
beschreiben, ist die Einfihrung von weiteren Kapazitaten und Widerstanden erforderlich
(Randle’s ESB). Die Ergebnisse des Fittings (Abbildung 4-1, grine Kurve) zeigt, dass der
Elektrolytwiderstand bei 12Q liegt.
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Weiterhin wurde die Elektrodenimpedanz an passivierten und nicht passivierten Glas-Sen-
sorchips gemessen. Die angelegte Spannung hat dabei bei niedriger Frequenz (<100Hz)
einen grofl3en Einfluss auf den Impedanzwert. Zu bemerken ist, dass sich bei beiden Stimu-
lationsarten die Impedanzwerte mit steigender Frequenz sehr stark anndhern und schliel3lich
zusammenlaufen.

Bei der elektrischen Stimulation betrachtet man die Impedanz der Elektroden-Elektrolyt-
Grenzflache im Zusammenhang mit einer ,safe stimulation charge® (SSC). Die Hohe der
SSC hangt zum einen von einer Doppelschichtkapazitéat (grof3e Elektrodenflache) und zum
anderen von einer Pseudokapazitat (elektrochemisch reversible charge-transfer Reaktionen
an der Oberflache) ab. Beide Faktoren verringern die Gesamtimpedanz der Elektroden.

Bei einer angelegten Spannung von 750mV und einer Frequenz von 1 Hz betragt die Impe-
danz 10°Q. Fir die weiteren Messungen sind die bei 100Hz, beziehungsweise bei 150kHz
gemessenen Impedanzwerte, von Interesse. Fir 100Hz ergeben sich bei direkter Stimulation
Werte von bis zu 4kQ bei einer Héhe der angelegten Spannung von 750mV, die ab 150kHz
bei 60Q konvergieren.

Mit diesen Daten kann die an den Elektroden flieBende Stromstérke bestimmt werden. Die
Elektrodenflache (IDES) am Glas-Sensorchip betragt 0,08cm?. Daraus ergibt sich bei einer
Frequenz von 100Hz und der Anregungsspannung von 750mV eine Stromdichte von
2,3mA/cm? und bei einer Frequenz von 150kHz eine Stromdichte von 156mA/cm?.

Damit lasst sich der Ladungstransfer von Platin-Elektroden in das Medium berechnen. Bei
einer Anregungsspannung von 750mV und einer Signaldauer von 10ms (100Hz) betragt der
Ladungstransfer 23uQ/cm? (Elektrodenfliche 0,08cm?), bei einer Signaldauer von 6,7us
(150kHz) betragt der Ladungstransfer 1uQ/cm?.

Die typischen Stimulationsparameter bei Platin-Elektroden, die flr die Neurostimulation be-
nutzt werden, liegen im Bereich von 1 bis 4mA Strom (bei einer Elektrodenflache von 0,005
bis 0,01cm?), Pulsdauern von 500-1000us und Wiederholungsraten von 10 bis 100Hz [39,
40]. In unserem Fall liegt der Strom im Bereich von 0,2mA (Elektrodenflache 0,08cm? und
Pulsdauer 10ms) bis 12,5mA (Elektrodenflache 0,08cm? und Pulsdauer 6,7ps). Bei kapaziti-
ver Feldeinspeisung und gepulster biphasischer Anregungsspannung zwischen -600mV und
900mV (Signaldauer 0,2ms) treten laut Literatur erst ab einem Ladungstransfer von
50-150uQ/cm? irreversible Elektrodenreaktionen an Platin-Elektroden auf [184, 187]. Aus
diesen Daten lasst sich schlieRen, dass der Ladungstransfer unter den Werten liegt, ab
denen irreversible Elektrodenreaktionen auftreten. Dadurch kénnen nicht-reversible Faraday-
Reaktionen vermieden werden.

Die Impulse fur die Stimulation wurden spannungsgesteuert abgesetzt. Die optimalste Sig-
nalform fur die Minimierung der elektrochemischen Effekte ist ein biphasisches sinusformi-
ges Signal. Bei einem monopolaren gepulsten Signal muss die Wiederholungsrate niedrig
sein, um irreversible elektrochemische Effekte zu minimieren. Wahrend kurze Impulse
(10-100us) vorteilhaft zur Vermeidung irreversibler Faraday-Reaktionen sind, verlangen
biologische Systeme langere Impulse (Zeitkonstanten vieler lonenkanéle) [152].

Weiterhin wurde das Impedanzverhalten der Elektroden des Glas-Sensorchips bei verschie-
denen Anregungsspannungen (von 200mV bis 750mV) und steigender Frequenz untersucht.
Dabei wurde zudem der Einfluss der Passivierung auf das Elektrodenverhalten charakteri-
siert. Das Bode-Diagramm der untersuchten Mikroelektroden (Platin-Elektroden) in einer
PBS Losung zeigt Abbildung 4-2. Dabei wurden der Phasenwinkel und der Betrag der Impe-
danz der Mikroelektroden mit einer Spannung von 200mV, 500mV und 750mV im Frequenz-
bereich von 1Hz bis 10°Hz gemessen. Das elektrische Feld wurde direkt und kapazitiv ein-
gekoppelt.



Ergebnisse 89

Kapazitive Befeldung. 200 mV
Kapazitive Befeldung. 500 mV
Kapazitive Befeldung. 750 mV
Direkte Befeldung, 200 mV
Direkte Befeldung, 500 mV
Direkte Befeldung, 750 mV

106
105
104
103
102

101 poonind vl ovesnl 0o vl sl 1 s

100 10v Qe AE? 104 105 108

WAL WAL ML mab gl

Impedanz, IZI

Frequenz [Hz]

iy
=)
S

75 f—/——=

-50
-25

L B (R

T

Phasenwinkel, [6]

25 PRI R 1T B R S N 11| S B AT N SR S eI

100 101 102 10° 10¢ 105 108

Frequenz [Hz]

Abbildung 4-2: Impedanzmessung ohne Zellen: Direkte und kapazitive Feldeinspeisung. Bode-Dia-
gramm der untersuchten Mikroelektroden (Platin-Elektroden) in einer PBS Ldsung. Phasenwinkel und
Betrag der Impedanz von Mikroelektroden, gemessen mit einer Spannung von 200mV, 500mV und
750mV im Frequenzbereich von 1Hz bis 10°Hz.

Diese Messergebnisse zeigen, wie stark eine Passivierung die Stromdichten reduziert und
welchen Einfluss sie auf die Impedanzwerte nimmt.

Bei einer angelegten Spannung von 750mV betragt die Impedanz der passivierten Elektro-
den des Glas-Sensorchips ca. 4x10°Q. Fir 100Hz ergeben sich bei kapazitiver Stimulation
Impedanzwerte von bis zu 10kQ bei der Hohe der angelegten Spannung von 750mV, die ab
150kHz bei 600Q konvergieren.

4.1.2 Ermittlung des Faraday‘schen Stromanteils

Trotz der Analogie zwischen einem elektrischen und einem elektrochemischen System be-
stehen einige Unterschiede. Elektrochemische Systeme sind nicht-linear und das Stromver-
halten zu Spannungsverhalten ist eher exponentiell (Butler-Volmer-Gleichung). In elektri-
schen Systemen ist dieses Verhalten linear (Ohmsches Gesetz). Weiterhin unterscheidet
sich das Verhalten von solchen Systemen mit der Zeit. Zudem enthalten elektrochemische
Systeme oft aktive Elemente. Elektrische Systeme bestehen dagegen meist aus passiven
Elementen [89, 144].

Um das nicht-lineare Verhalten der elektrochemischen Reaktionen an den Elektroden zu
charakterisieren, wurden chronoamperometrische Messungen durchgefiihrt. Anhand der
gemessenen Strome wurde dabei abgeschatzt, welchen Anteil der Faraday'sche Strom am
Gesamtstrom, der an den Elektroden abfliel3t, leistet.

Die Graphen zeigen den Stromdichtenverlauf gegen die Zeit mit Intervallen von positiver
(anodischer) Spannung von 750mV (10 ms) und Open Circuit-Bedingungen.
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Abbildung 4-3: Chronoamperometrie: Stromdichteverlauf gemessen an den IDES des Glas-Sen-
sorchips. Direkte elektrische Stimulation mit 750mV.

Der Spannungsabfall Uber das Messsystem ist gleich [91]

U=IRg+ g,wobei Cp = 9 (4-1)
Cp Up

@_=-0 U (4-2)
dt  RgCp Ry

Uber eine Integration lassen sich daraus die Ladung Q und der Stromverlauf | bestimmen:

t -
Q = UCy(1 — & FetD) @3
I = d—Q = ie_REtCD (4-4)
it R,

Die Zeitkonstante des Abklingvorgangs weist einen Wert von T girekt 7s0mv = 0,004 s auf
(siehe Abbildung 4-3). Der Elektrolytwiderstand betragt 12Q (Kapitel 4.1.1). Damit berechnet
sich die Pseudokapazitat zu Cps,=4x10'4 F (t = RgCyy).

Unter der Annahme, dass die spezifische Doppelschichtkapazitat der Platin-Elektroden im
Bereich von 10uF/cm? bis 30uF/cm? liegt und die Elektrodenflache ca. 13mm? betréagt, ist die
Doppelschichtkapazitat Cp=2,5x10°F groR [79]. Die Doppelschichtkapazitét ist von Faktoren
wie der angelegten Spannung, der Elektrolytleitfahigkeit und dem Elektrodenmaterial abhan-

gig [79].

Die unten stehende Abbildung 4-4 zeigt schematisch den kapazitiven und den Fara-
day’schen Stromverlauf.
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Abbildung 4-4: Theoretischer Stromverlauf an Elektroden: Kapazitiver Strom (rote Kurve); Fara-
day’scher Strom (blaue Kurve). Enthommen aus [2].

Die Flache Ay unter der gemessenen Kurve reprasentiert die Gesamtladung durch das
System (gemessener Stromverlauf wahrend der Signaldauer 10msec):

t
-t (4-5)
Agesnges: UCps(1 —€ RECpS)
wobei t;=0; t,=10msec (Signaldauer)
102
Ages=750 X 1073 <1 - e_12x4x1o—4> As
Ages= 2,56 x 10™*4s
Zunachst ermitteln wir die Flache Ay,p unter dem kapazitiven Strom:
t
__t 4-
Akap=Qp=UCp(1 — e Re‘D) (4-6)

wobei t;=0; t,=10msec (Signaldauer)
10~2
Axap=750 x 1073 <1 - e‘lzxz.sx1o—6>As

Aap= 0,02 X 10™*4s

Daraus ergibt sich, dass die Ladungen des Faraday’sche Stroms ca. 99% von der Gesamt-
ladung betragen. Der kapazitive Ladungsanteil liegt bei ca. 1%. Das hat zur Folge, dass der
grofite Teil der Strome, die in diesem System abflielen, Faraday'sche Stréme sind. Diese
Daten wurden fir die Pulsspannung mit einer Amplitude von 750mV und Signaldauer von
10msec bestimmit.
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4.1.3 Messungen mit MCF-7 Zellen

Weiterhin fuhrt der Bewuchs der Glas-Sensorchips mit Zellen zu einem veranderten Impe-
danzwert an den IDES. Fur die Befeldungsversuche ist es wichtig, die verdnderten Impe-
danzwerte zu kennen, da dies Rickschlisse auf die an den Zellen flieBenden Strome er-
maoglicht.

Das Impedanzverhalten von mit MCF-7 Zellen bewachsenen Glas-Sensorchips wurde bei
verschiedenen Anregungsspannungen (von 200mV bis 750mV) und in Abh&ngigkeit von der
Frequenz untersucht. Das Bode-Diagramm der untersuchten Mikroelektroden (Platin-Elekt-
roden) in einer PBS Ldsung zeigt Abbildung 4-5. Die Glas-Sensorchips sind mit den Zellen
bewachsen. Dabei wurden der Phasenwinkel und der Betrag der Impedanz von Mikroelekt-
roden mit einer Spannung von 200mV, 500mV und 750mV im Frequenzbereich von 1Hz bis
10°Hz gemessen (siehe Kapitel 3.6.3). Das elektrische Feld wurde direkt und kapazitiv
eingekoppelt.
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Abbildung 4-5: Impedanzmessung mit MCF-7 Zellen: Direkte und kapazitive Feldeinspeisung. Bode-
Diagramm: Phasenwinkel und Betrag der Impedanz von Mikroelektroden gemessen mit einer Span-
nung von 200mV, 500mV und 750mV im Frequenzbereich von 1Hz bis 10°Hz.

Bei Spannungsamplituden unter 750mV bewirkt der Bewuchs mit MCF-7 Zellen eine Erho-
hung des Impedanzwertes. Ebenso ist der Kurvenverlauf zu dem zellfreien Glas-Sensorchip
unterschiedlich. Die einzelnen Kurven konvergieren spéater und nicht so gleichmafig wie bei
Abbildung 4-2. Fir die weiteren Messungen sind die bei 100Hz, beziehungsweise bei
150kHz gemessenen Impedanzwerte von Interesse. Fur 100Hz ergeben sich bei direkter
Stimulation Werte zwischen 1kQ-4kQ, abhangig von der Hohe der angelegten Spannung, die
ab 150kHz bei 60Q konvergieren. Die Messung mit dem Glas-Sensorchip mit kapazitiver
Stimulation fuhrt hier zu Werten zwischen 10kQ-30kQ und einem minimalen Impedanzwert
bei 150kHz von 1000Q.

Weiterhin wurden die Stromdichten an mit Zellen bewachsenen Glas-Sensorchips bestimmt
(siehe Abbildung 4-6). Im Vergleich zur Referenzmessung sind die Zeitkonstanten von direk-
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ter und kapazitiver Stimulation groRer. Sie betragen  Tgirext 750 my = 0,007 s
und Tkapazitiv 750 mV = 0,012 s.
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Abbildung 4-6: Stromdichteverlauf gemessen an den IDES der Glas-Sensorchips; Messung mit MCF-7
Zellen — Direkte elektrische Stimulation mit 750mV (blau); Kapazitive elektrische Stimulation mit
750mV (rot).

Diese Messungen zeigen eine 10-fache Stromdichtenerh6hung bei nicht passivierten Elekt-
roden des Glas-Sensorchips im Vergleich zu passivierten Glas-Sensorchips.



94 Ergebnisse

4.2  Numerische Modellierung des Spannungs- und Feldverlaufs

4.2.1 Direkte elektrische Stimulation: Sinusférmige elektrische Felder, 100 Hz
und 150 kHz

Mit dem in Kapitel 3.7.1 (siehe Abbildung 3-11) vorgestellten Simulationsmodell ergibt sich
der in Abbildung 4-7 dargestellte Potentialverlauf in und an einer Zelle, die sich zwischen
zwei Stimulationselektroden in einem Messmedium befindet, bei einer Frequenz von 100Hz
(Abbildung 4-7, a) und von 150kHz (Abbildung 4-7, b). Die an der rechten Elektrode
angelegte Spannung betragt 750mV.
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Abbildung 4-7: Spannungsverlauf in der Simulation in und an einer Zelle, die sich zwischen zwei
Stimulationselektroden in einem Messmedium befindet, mit einer Stimulationsspannung von 750mV
und einer Frequenz von 100Hz (a) und 150kHz (b). Unten links und rechts von der Zelle sind zwei
Stimulationselektroden angebracht.

Um die sprunghafte Abnahme des Potentials an den Grenzschichten gut zu verdeutlichen,
zeigt Abbildung 4-9 den Spannungsabfall durch den Messaufbau. Man erstellt eine Gerade,
die sogenannte Cut Linie 2D, die fir jeden Punkt der X-Achse die Spannung misst (blaue
Linie in der Abbildung 4-8).
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ist die Linie markiert, deren entlang des Spannungsabfalls gemessen wurde. Unten links und rechts
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Der Spannungsabfall ist abhangig von der Frequenz. Mit steigender Frequenz wird der Abfall
an den Grenzen (Ubergang Elektrode/Elektrolyt, Elektrolyt/Zellmembran) kleiner. Die Simu-
lation zeigt einen Spannungsabfall an den Elektroden von 0,16V und 0,15V bei den Fre-
guenzen 100Hz und 150kHz. Weiterhin zeigt diese Simulation dem Aufbau eines Span-
nungsgradienten in der Zelle bei einer Stimulationsfrequenz von 150kHz. Bei einer Frequenz
von 100Hz ist der Spannungsgradient in der Zelle dagegen deutlich schwécher ausgepragt.
Die Spannungsversorgung erfolgt an der rechten Elektrode, die andere Elektrode ist auf
Masse gelegt. Erkennbar ist, dass die Zellmembran das Innere der Zelle von dem elektri-
schen Feld, das durch die Elektroden erzeugt wurde, abschirmt.

Die rdumliche Verteilung der elektrischen Feldstéarken um und in einer Zelle zwischen zwei
Elektroden, die sich bei Anlegen einer Stimulationsspannung von 750mV ergibt, zeigt die
Abbildung 4-10.

1,48x10% [V/m] 1,89x10% [V/m]
F ax10*

1,8

1,31x10° 1,98x10°
Abbildung 4-10: Berechneter Feldverlauf in und an einer Zelle, die sich zwischen zwei

Stimulationselektroden in einem Messmedium befindet, mit einer Stimulationsspannung von 750mV
und einer Frequenz von 100Hz (a) und 150kHz (b).

Die in Comsol berechneten Feldstarken im Zellinneren belaufen sich bei der Frequenz von
100Hz auf maximal 3,21V/m. Im extrazellularen Medium treten gleichzeitig Feldstarken im
Bereich von 2-4kV/m auf. Um die Zelle herrschen relativ gleichméaRige Feldstarken. Eine
Ausnahme bilden die Bereiche an den Elektrodenecken und die Feldstarke am hdchsten
Punkt der Zelle bei der Frequenz von 100Hz.

Bei der direkten Stimulation durch ein elektrisches Feld, das mit 150kHz Frequenz erzeugt
wird, verliert die Membran ihre isolierende Eigenschaft. Dies ermoglicht es dem elektrischen
Feld, auf das Zellinnere einzuwirken. Die durch Comsol ermittelten Feldstarken im Zellinne-
ren belaufen sich dabei maximal auf 2,3kV/m. In der extrazellularen Umgebung treten
gleichzeitig Feldstarken von bis zu 4-6kV/m auf.
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4.2.2 Kapazitive elektrische Stimulation: Sinusférmige elektrische Felder,
100Hz und 150 kHz

Mit dem in Kapitel 3.7.2 (siehe Abbildung 3-12) vorgestellten Simulationsmodell ergibt sich
der in Abbildung 4-11 dargestellte Potentialverlauf an einer Tumorzelle, die sich zwischen
zwei Elektroden auf den Boden eines Wells befindet, bei einer Frequenz von 100Hz
(Abbildung 4-11, a) und 150kHz (Abbildung 4-11, b). Die an der rechten Elektrode angelegte
Spannung betragt 15V.
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Abbildung 4-11: Berechneter Spannungsverlauf am Boden eines Wells der 6-Well-Platte in und an
einer Zelle, die sich am Boden eines Wells der 6-Well-Platte befindet. Die 6-Well-Platte ist auf eine
Befeldungsplatine gestellt. Die Zellen wurden mit einer Spannung von 15V und einer Frequenz von
100Hz (a) und 150kHz (b) stimuliert. Der Elektrodenabstand betragt 1 mm.

Eine rdumliche Verteilung der elektrischen Feldstarke am Boden des Wells einer 6-Well-
Platte zwischen zwei Fingern der IDES Elektroden, die sich bei Anlegen einer Stimulations-
spannung von 15V ergibt, zeigt die Abbildung 4-12.
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Abbildung 4-12: Berechneter Feldverlauf am Boden eines Wells der 6-Well-Platte in und an einer
Zelle, die sich am Boden eines Wells der 6-Well-Platte befindet. Die 6-Well-Platte ist auf eine Befel-
dungsplatine gestellt. Die Zellen wurden mit einer Spannung von 15V und einer Frequenz von 100Hz
(a) und 150kHz (b) stimuliert. Der Elektrodenabstand betragt 1mm.
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Ebenso wie bei der direkten Stimulation durchdringt das elektrische Feld die Zellmembran.
Durch die kapazitive Stimulation ist die Feldstarke sowohl am Boden des Wells als auch in
der Zelle durch die isolierende Lotstopplackschicht und den Kunststoffboden der 6-Well-
Platte wesentlich abgeschwacht. Aus diesem Grund missen die Zellen mit einer viel héhe-
ren Spannung stimuliert werden, um die gleiche Feldstarke in und an der Zelle wie bei der
direkten Stimulation zu erzielen. Laut Simulation soll die Anregungsspannung bei 10kV (Fre-
guenz 150kHz, Elektrodenabstand 1mm, Zellen am Boden eines Wells der 6-Well-Platte)
liegen. So eine hohe Spannung ist bei diesem Versuchsaufbau schwer zu gewahrleisten, da
sie zu Uberschlagen fuhren kann. Die abgeschéatzten Spannungswerte, bei denen es zu kei-
nem Durchschlag kommen kann, liegen unter 5,7kV. Die Durchschlagspannung errechnet
sich aus der Durchschlagspannung der Lotstopplack-Schicht (Durchschlagfestigkeit
150V/um, Schichtdicke 8um [219]) und der Durchschlagspannung der Luft (Durchschlagfes-
tigkeit 3,3kV/mm [216], Abstand 1mm), (siehe Abbildung 4-13).

£
3
=]
Lotstopplack 1 mm |_6tstopplack
Elektrode i Luft 4§ Elektrode
Substrat

Abbildung 4-13: Seitenansicht eines Teils der Befeldungsplatine mit IDES-Abstand 1 mm. Auf einen
Glas-Substrat (grau) sind Elektroden-Strukturen (gelb) aufgetragen. Diese sind mit einem Létstopplack
(grin) mit einer Schichtdicke von 8 um Uberzogen. Die Elektroden-Strukturen haben einen Abstand
von 1mm (3mm). Die Elektrodenquerschnittslange betragt ebenso jeweils 1mm (3mm).

Aus diesem Grund wurden die Zellen mit der maximalen Spannung, die mit dem verwende-
ten Signalgenerator erzeugt werden kann (15V), stimuliert. Hier sollte geklart werden, ob viel
kleinere Feldstarken einen Einfluss auf die Zellproliferation und den Zellmetabolismus neh-
men.

Fir den Elektrodenabstand von 1mm (Elektrodenflache 34mm?) ergeben sich im Inneren des
Wells Feldstarken von maximal 2,6x10°V/m (bei einer Frequenz von 100Hz) und 4V/m (bei
einer Frequenz von 150kHz) und im Inneren der Zelle von maximal 1,7x10°V/m (100 Hz)
und 2,4V/m (150kHz) (siehe Abbildung 4-12).

Fir den Elektrodenabstand von 3mm (Elektrodenflache 102mm?) betragen die mittels Com-
sol aufgezeichneten Werte im Inneren der Zelle maximal 6,5x107V/m (bei einer Frequenz
von 100Hz) und 0,85V/m (bei einer Frequenz von 150kHz), auRerhalb 7,2x10V/m
(100Hz)und 1,4V/m (150kHz) (siehe Anhang C, Kapitel 6.3.1).

Bei direkter Stimulation betragt die Feldstarke, die bei 750mV Spannung und 150kHz er-
zeugt wird, im Zellinneren maximal 2,3kV/m. In der extrazellularen Umgebung treten gleich-
zeitig Feldstarken bis zu 4-6kV/m auf (Kapitel 4.2.1).
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4.3  Elektrische Stimulation: Direkte Feldeinspeisung,
niederfrequente gepulste elektrische Felder, 100 Hz

Das Proliferationsverhalten der Zellpopulation wurde mit Hilfe der Messung des Zellmetabo-
lismus und einer Zellzahlbestimmung im Falle der direkten elektrischen Stimulation und flu-
orimetrischer Resazurin-Messungen der Proben im Falle der kapazitiven elektrischen Sti-
mulation bestimmt. Alle Einzelwerte wurden mit parallel gefihrten Kontrollversuchen vergli-
chen.

4.3.1 Teilungsverhalten: Zellzahlbestimmung bei stimulierten Zellen im
Vergleich zu unbehandelten Zellen (MDA-MB-231 Zellen)

Um eine Aussage Uber die langfristigen Auswirkungen eines extern applizierten niederfre-
guenten elektrischen Feldes auf das Teilungsverhalten von Tumorzellen treffen zu kdénnen,
wurden humane Mammakarzinomzellen (MDA-MB-231 Zellen) auf einem am HNLME entwi-
ckelten, multiparametrischen Glas-Sensorchip stimuliert (siehe Abbildung 3-4). Die Zellen
wurden elektrisch fir 21h mit einem Rechteck-Puls von 750mV, monopolar, Periodendauer
10ms und einem Tastverhaltnis von 1:15 befeldet. Nach der Stimulation wurden diese Zellen
vom Glassubstrat abgeldst und gezéahlt (siehe Abbildung 4-14).
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Abbildung 4-14: Einfluss der elektrischen Felder, auf das Teilungsverhalten von MDA-MB-231 Zellen
nach 71h/95h in Kultur auf Glas-Sensorchips. Die Zellen wurden mit einem direkt eingekoppelten
elektrischen Feld stimuliert. Daraufhin wurden die Wachstumsénderung und damit der Einfluss der
elektrischen Stimulation auf die Zellen bestimmt. Nach 50h der Kultivierung wurden zwei Glas-Sen-
sorchips zum Versuch aufgebaut und fir 21h stimuliert. Nach der Befeldung, 71h nach Aussaat,
wurde der erste Versuch abgebaut und die Zellzahl auf den befeldeten Glas-Sensorchips und dem
Kontrollchip bestimmt. 74h nach Aussaat wurde die néachsten Versuche mit 2 weiteren Glas-Sen-
sorchips gestartet. Diese wurden ebenfalls 21h lang befeldet und im Anschluss die Zellzahl ermittelt.
Nach 21h Befeldung fiel die Zellzahl um ca. 40%.
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Die Untersuchung des Teilungsverhaltens der MDA-MB,3; Zellen, die einem niederfrequen-
ten elektrischen Feld ausgesetzt waren, zeigte eine um ca. 40% reduzierte Proliferation im
Vergleich zu unbehandelten Zellen. Unterschiede zwischen zwei Gruppen zur 71. und 95.
Stunde wurden mit Hilfe eines t-Tests auf Signifikanz Uberprift. Sie zeigen signifikante Un-
terschiede (p<0,05) (siehe Anhang D).

4.3.2 Teilungsverhalten: Zellzahlbestimmung bei stimulierten Zellen im
Vergleich zu unbehandelten Zellen (MCF-7 Zellen)

Weiterhin wurden Messungen mit dem IMR-System durchgefihrt, welche die Aussagekraft
erhdhen sollen. Dieses System ermdglicht Parallelmessungen zum oxidativen und nicht-oxi-
dativen Zellmetabolismus wahrend einer elektrischen Stimulation in Echtzeit.

Da die Mammakarzinomzellen (MCF-7 Zellen) starkere Signaldnderungen als MDA-MB-231
Zellen liefern, wurden die weiteren Messungen mit MCF-7 Zellen durchgefihrt.

Das Teilungsverhalten von elektrisch stimulierten Zellen gegeniiber nicht stimulierten Zellen
zeigt Abbildung 4-15. Die Zellen wurden vorher in einer Multiwellplatte im IMR-System kulti-
viert (12h Vormesszeit und 30h elektrische Stimulation). Die Messung wurde zweimal durch-
gefuhrt.
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Abbildung 4-15: Zellzahlbestimmung von elektrisch stimulierten MCF-7 Zellen gegenlber nicht
stimulierten Zellen. Die Untersuchung des Teilungsverhaltens der MCF-7 Zellen, die einem niederfre-
guenten gepulsten elektrischen Feld ausgesetzt waren, zeigte eine um ca. 20% reduzierte Prolifera-
tion im Vergleich zu unbehandelten Zellen.

Es ergab sich eine Reduktion der Zellzahl um 20% bei den stimulierten Zellen in Vergleich zu
nicht stimulierten Zellen. Die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen wurden mit Hilfe
eines t-Tests auf Signifikanz Uberprift. Die Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und
den stimulierten Gruppe sind signifikant (p<0,05) (siehe Anhang D).

Um zu klaren, ob durch die elektrische Stimulation das Teilungsverhalten beeinflusst wurde,
wurde der Kulturiberstand der Zellen nach Zugabe des Farbstoffes Resazurin untersucht.
Dazu fihrte man eine fluorimetrische Resazurin-Messung durch (siehe Abbildung 4-16).
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Abbildung 4-16: Resazurinmessung der metabolischen Aktivitait an MCF-7 Zellen im Uberstand. Im
Zelliberstand wurde kein signifikanter Unterschied gemessen.

4.3.3 Temperaturkontrolle auf dem Glas-Sensorchip wahrend der Stimulation

Es kann wéahrend der Stimulation zu Hitzeentwicklung kommen. Deswegen wurde im Ver-
such der Temperaturverlauf auf den verwendeten Glas-Sensorchips direkt mit Hilfe eines
Temperatursensors PT1000 aufgezeichnet. Die Temperaturmessung wurde dann bei beiden
Glas-Sensorchips wahrend der elektrischen Stimulation Gber 30h durchgefiihrt. Der Ver-
suchsaufbau erfolgte bei 37°C in einer temperierten Kammer. Abbildung 4-17 zeigt die Ande-
rung der Temperatur, gemessen am Temperatursensor PT1000 im Laufe von 30h an beiden
Glas-Sensorchips wahrend der Stimulation.
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Abbildung 4-17: Temperaturverlauf auf den verwendeten Glas-Sensorchips mit Hilfe eines
Temperatursensors PT1000 aufgezeichnet. Die Temperaturmessung wurde dann bei beiden Glas-
Sensorchips wahrend der elektrischen Stimulation d.h., Stimulation mit 750mV — 10ms, entsprechend
dem Befeldungsprotokoll (siehe Kapitel 3.8.1, Abbildung 3-13) tber 30h durchgefiihrt.
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Aus diesen Messungen ergab sich, dass sich die Temperatur wahrend der Stimulation auf
den Glas-Sensorchips um 0,8°C anderte (siehe Anhang C, Kapitel 6.4.4). Diese langsame,
geringflgige Temperaturanderung kann als Ursache fir einen Riickgang der Wachstumsge-
schwindigkeit ausgeschlossen werden [242].

4.3.4 Nachweis membrangeschadigter Zellen mit Trypanblaufarbung

Die Wachstumshemmung kénnte durch den Zelltod oder eine Zellmembranschadigung zu-
stande kommen. Um einschatzen zu kénnen, worauf die Wachstumshemmung beruht,
wurde in einem exemplarischen Versuch der Anteil geschadigter Zellen mittels Trypan-
blaufarbung bestimmt [131]. Die Messung zeigte keinen signifikanten Unterschied im relati-
ven Anteil an toten Zellen in der gesamten Kultur zwischen den unbehandelten Zellen (Kon-
trolle) und den elektrisch stimulierten Zellen. Aus diesem Grund kann man sagen, dass die
Zellen bei den verwendeten Stimulationsparametern nicht in die Apoptose Ubergehen.

4.3.5 Metabolische Messung und Morphologie von MCF-7 Zellen

Eine Messung mit dem IMR-System ist in Abbildung 4-18 dargestellt, bei der MCF-7 Zellen
mit einem niederfrequenten elektrischen Feld beaufschlag wurden.
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Abbildung 4-18: Metabolische Messung zur Bestimmung des Einflusses von einem niederfrequenten
gepulsten elektrischen Feld auf MCF-7 Zellen: Statistische Auswertung des Sauerstoffverbrauchs von
mit einem elektrischen Feld behandelten und unbehandelten MCF-7 Zellen (normiert auf den An-
fangswert der Stimulation). Die Messung des Sauerstoffverbrauchs der stimulierten Zellen weist keine
signifikante Abnahme im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Gesamtzellzahl 5x10* Zellen/Well. Nach
12h Monitoring im IMR ohne E-Feld wurden die Zellen fiir 30h elektrisch stimuliert.
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Eine statistische Auswertung wurde vorgenommen. In Abbildung 4-18 sind die Mittelwerte
mit der jeweiligen Standardabweichung zu sehen (n=7). Die Sauerstoffverbrauchsraten sind
auf den Anfangswert der Stimulation (12h) normiert.

Der Sauerstoffverbrauch der stimulierten MCF-7 Zellen zeigt keinen signifikanten Unter-
schied zu den nicht stimulierten MCF-7 Zellen. Es ist eine leicht hemmende Tendenz eines
elektrischen Feldes auf die Zellen zu erkennen, die aber keine Signifikanz zeigt.

Die im extrazellularen Raum gemessenen Ansauerungsraten an elektrisch stimulierten und
nicht behandelten Zellen wird in Abbildung 4-19 gezeigt.
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Abbildung 4-19: Metabolische Messung zur Bestimmung des Einflusses von einem niederfrequenten
gepulsten elektrischen Feld auf MCF-7 Zellen: Statistische Auswertung der Anséduerung von mit einem
elektrischen Feld behandelten und unbehandelten MCF-7 Zellen (normiert auf den Anfangswert der
Stimulation). Die Messung der Ansauerung der stimulierten Zellen weist keine signifikante Abnahme
im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Gesamtzellzahl 5x10* Zellen/Well. Nach 12h Monitoring im IMR
ohne E-Feld wurden die Zellen 30h elektrisch stimuliert.

Es wurde wie bei dem Sauerstoffverbrauch eine statistische Auswertung vorgenommen. In
Abbildung 4-19 sind die Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung zu sehen (n=7).
Die Ansauerungsraten der stimulierten MCF-7 Zellen zeigen - analog zu den Sauerstoffsver-
brauchsraten - keinen signifikanten Unterschied zu den nicht stimulierten MCF-7 Zellen. Es
ist eine leicht hemmende Tendenz, wie im Falle des Sauerstoffverbrauches zu erkennen, die
aber keine Signifikanz zeigt.
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4.3.6 Morphologie von MCF-7 Zellen

Im Folgenden werden Bilder der Kontrollgruppe und der stimulierten Gruppe gezeigt
(Abbildung 4-20). Die Bilder sind kurz vor Start der Stimulation (1.Tag) und vor Zugabe des
Tritons (2.Tag) aufgenommen worden. Die morphologische Untersuchung zeigte, dass die
elektrische Stimulation die Zellmorphologie nicht unmittelbar erkennbar beeinflusst (siehe
Abbildung 4-20). Jedoch tritt eine Reduktion der Zellzahl bei den stimulierten Zellen im Ver-
gleich zu unbehandelten Kontrollgruppe auf (siehe Kapitel 4.3.2).

Abbildung 4-20: Morphologie von MCF-7 Zellen nach Anlegen eines elektrischen Feldes (Pulsfelder
750mV, 100Hz) a) Kontrolle, 1.Tag; b) Kontrolle, 2.Tag; c) Behandelnde Zellen vor elektrischer Sti-
mulation, 1.Tag; d) Behandelnde Zellen nach 30h elektrischer Stimulation, 2.Tag. Die morphologische
Untersuchung zeigte, dass die elektrische Stimulation die Zellmorphologie nicht unmittelbar erkennbar
beeinflusst. In anderen Wells sind die Ergebnisse vergleichbar.
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4.4 Elektrische Stimulation: Direkte Feldeinspeisung, sinusformige
elektrische Felder, 100Hz

4.4.1 Metabolische Messung von MCF-7 Zellen

Den normierten Sauerstoffverbrauch Uber der Versuchslaufzeit in Abhangigkeit von der
elektrischen Stimulation zeigt Abbildung 4-21. Diese wurde zum Zeitpunkt t=12h gestartet
und zum Zeitpunkt t=120h beendet.

Bei allen Gruppen ist zunachst ein Anstieg der Raten zu erkennen, der nach ca. 40h in eine
Sattigungs-Phase Ubergeht. Die Gruppe ohne angelegte Spannung (Kontrollgruppe) erreicht
ihre Sattigungs-Phase ab ca. 50h.

Die Gruppen mit niedriger angelegter Spannung (50mV; 200mV) zeigen nach 40h einen bei-
nahe konstanten Sauerstoffverbrauch, der zwischen 2 und 2,5 schwankt.

Bei der Gruppe mit der hochsten Spannungsamplitude (715mV) zeigt sich nach 50h ein
Ruckgang des Sauerstoffverbrauchs. Liegen die Verbrauchswerte bei t=40h noch zwischen
2-2,5, geht er bis zum Ende der Messung auf 0,8-1,5 zurick.

Nach der Stimulation (Zeitpunkt t=120h) wurde der Versuch mit einem Tritonabschluss (0,1%
Triton X-100) als Positivkontrolle beendet. Durch dieses Detergens wird die Zellmembran der
Zellen aufgelost und der Sauerstoffverbrauch der Zellen lauft gegen Null.
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Abbildung 4-21: Metabolische Messung zur Bestimmung des Einflusses von einem sinusférmigen
elektrischen Feld (Frequenz 100Hz) auf MCF-7 Zellen: Sauerstoffverbrauch von mit einem elektri-
schen Feld behandelten und nicht behandelten MCF-7 Zellen (auf Start der Stimulation normierte
Mittelwerte). Wechselspannungen: 50mV, 200mV und 715mV. Die Gruppen mit niedriger angelegter
Spannung (50mV; 200mV) zeigen nach 40h einen beinahe konstanten Sauerstoffverbrauch, der zwi-
schen 2 und 2,5 schwankt. Bei der Gruppe mit der hdchsten Spannungsamplitude (715mV) zeigt sich
nach 50h ein starker Riickgang des Sauerstoffverbrauchs. Liegen die Verbrauchswerte bei t=40 h bei
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der Gruppe noch zwischen 2-2,5, geht er bis zum Ende der Messung auf 0,8-1,5 zurtick. Der Sauer-
stoffverbrauch der stimulierten MCF-7 Zellen zeigt ab ca. 70h einen signifikanten Unterschied zu den
nicht stimulierten MCF-7 Zellen bei einer Spanungsamplitude von 715mV. Nach der Stimulation (Zeit-
punkt t=120h) wurde der Versuch mit einem Tritonabschluss (0,1% Triton X-100) als Positivkontrolle
beendet. Gesamtzellzahl 5x10* Zellen/Well. Nach 12h Monitoring im IMR ohne E-Feld wurden die
Zellen 108h elektrisch stimuliert. n: Anzahl auswertbarer Wells einer Gruppe.

Der Sauerstoffverbrauch der stimulierten MCF-7 Zellen zeigt ab ca. 70h einen signifikanten
Unterschied zu den nicht stimulierten MCF-7 Zellen bei einer Spanungsamplitude von
715mV (t-Test, p<0,05; siehe Anhang D, Tabelle 6-16).

Die extrazellularen Ansduerungsraten sind in Abbildung 4-22 dargestellt. Sie sind bei fast
allen Gruppen sehr konstant und schwanken in den ersten 50h zwischen 0,8 und 1,2. Nach
50h zeigen die meisten Gruppen Ansauerungsraten zwischen 0,6 und 1.
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Abbildung 4-22: Metabolische Messung zur Bestimmung des Einflusses von einem sinusférmigen
elektrischen Feld (Frequenz 100Hz) auf MCF-7 Zellen: Ansauerung an den mit einem elektrischen
Feld behandelten und unbehandelten MCF-7 Zellen (auf Start der Stimulation normierte Mittelwerte).
Wellspannungen: 715mV, 200mV, 50mV. Die Ansduerungsraten an den stimulierten MCF-7 Zellen
zeigen keinen deutlichen Unterschied zu den nicht stimulierten MCF-7 Zellen. Sie sind bei fast allen
Gruppen sehr konstant und schwanken in den ersten 50h zwischen 0,8 und 1,2. Nach 50h zeigen die
meisten Gruppen Ansauerungsraten zwischen 0,6 und 1. n: Anzahl auswertbarer Wells einer Gruppe.

Die Ansauerungsraten an den stimulierten MCF-7 Zellen zeigen keinen signifikanten Unter-
schied zu den nicht stimulierten MCF-7 Zellen (t-Test, siehe Anhang D, Tabelle 6-16).
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4.4.2 Morphologie von MCF-7 Zellen

Im Folgenden werden Bilder der Kontrollgruppe und der stimulierten Gruppe gezeigt
(Abbildung 4-23). Die Bilder sind kurz vor Start der Stimulation (1.Tag) und vor Zugabe des
Tritons (5.Tag) aufgenommen worden. Die morphologische Untersuchung zeigte, dass die
elektrische Stimulation die Zellmorphologie nicht unmittelbar erkennbar beeinflusst.
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Abbildung 4-23: Morphologie von MCF-7 Zellen nach Anlegen des elektrischen Feldes (Wechselspan-
nung 715mV, 100Hz). a) Kontrolle, 1.Tag; b) Kontrolle, 5.Tag; c) Behandelnde Zellen vor elektrischer
Stimulation, 1.Tag; d) Behandelnde Zellen nach 108h elektrischer Stimulation, 5.Tag. Die morphologi-
sche Untersuchung zeigte, dass die elektrische Stimulation die Zellmorphologie nicht unmittelbar er-
kennbar beeinflusst. In anderen Wells zeigte sich ein vergleichbares Verhalten.

Die Aufnahmen wurden Uber die Elektroden-Strukturen gemacht, damit man die Zellen aus
den stimulierten Bereichen ansehen kann. Die Mikroskop-Aufnahmen zeigen bei allen Wells
Verunreinigungen, die als schwarze Punkte zu erkennen sind. Diese kommen durch Anhaf-
tungsprobleme mit auf diese Platte angebrachten Sensorspots zu Stande. Diese Iosten sich
zum Teil wahrend der Messung von Substrat ab.
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4.5 Elektrische Stimulation: Direkte Feldeinspeisung, sinusformige
elektrische Felder, 150kHz

45.1 Metabolische Messung von MCF-7 Zellen

Den normierten Sauerstoffverbrauch Uber der Versuchslaufzeit in Abh&angigkeit von der
elektrischen Stimulation zeigt Abbildung 4-24. Die Stimulation wurde zum Zeitpunkt t=12h
gestartet und zum Zeitpunkt t=120h beendet.

Bei der Stimulation mit 150kHz tritt zunachst bei allen Gruppen nach ca. 15h ein plétzlicher
Abfall im Sauerstoffverbrauch ein, der bei der Gruppe mit der hochsten angelegten Span-
nungsamplitude (715mV) am starksten ist.

Der Sauerstoffverbrauch geht dabei um die Halfte zuriick. Zwischen 20h und 60h zeigen alle
Kurven einen Anstieg, der ab 75h langsam in eine Sattigung Gbergeht.

Die Gruppe ohne angelegte Spannung (Kontrollgruppe) zeigt den groéf3ten Sauerstoffver-
brauch.

Die Gruppen mit niedriger angelegter Spannung (50mV; 200mV) zeigen nach 80h einen bei-
nahe konstanten Sauerstoffverbrauch, der zwischen 1,5 und 1,7 schwankt.

Bei der Gruppe mit der héchsten Spannungsamplitude (715mV) zeigt sich nach t=80h ein
beinahe konstanter Sauerstoffverbrauch, der zwischen 1 und 1,2 schwankt.

Nach der Stimulation (Zeitpunkt t=120h) wurde der Versuch mit einem Tritonabschluss (0,1%
Triton X-100) als Positivkontrolle beendet.
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Abbildung 4-24: Metabolische Messung zur Bestimmung des Einflusses von einem sinusférmigen
elektrischen Feld (Frequenz 150kHz) auf MCF-7 Zellen: Sauerstoffverbrauch von mit einem elektri-
schen Feld behandelten und nicht behandelten MCF-7 Zellen (auf Start der Stimulation normierte
Mittelwerte). Wechselspannungen: 50mV, 200mV und 715mV. Bei der Stimulation mit 150kHz tritt
zunachst bei allen Gruppen nach ca. 15h ein plétzlicher Abfall im Sauerstoffverbrauch ein, der bei der
Gruppe mit der hdchsten angelegten Spannungsamplitude (715mV) am starksten ist. Der Sauerstoff-
verbrauch geht dabei um die Halfte zurtick. Zwischen 20h und 60h zeigen alle Kurven einen Anstieg,
der ab 75h langsam in eine Sattigung Ubergeht. Die Gruppe ohne angelegte Spannung (Kontroll-
gruppe) zeigt den grofRten Sauerstoffverbrauch. Die Gruppen mit niedriger angelegter Spannung
(50mV; 200mV) zeigen nach 80 h einen beinahe konstanten Sauerstoffverbrauch, der zwischen 1,5
und 1,7 schwankt. Bei der Gruppe mit der héchsten Spannungsamplitude (715mV) zeigt sich nach
dem Erreichen 80h ein beinahe konstanter Sauerstoffverbrauch, der zwischen 1 und 1,2 schwankt.
Nach der Stimulation (Zeitpunkt t=120h) wurde der Versuch mit einem Tritonabschluss (0,1% Triton X-
100) als Positivkontrolle beendet. Gesamtzellzahl 5x10* Zellen/Well. Nach 12h Monitoring im IMR
ohne E-Feld wurden die Zellen 108h elektrisch stimuliert. n: Anzahl auswertbarer Wells einer Gruppe.

Der Sauerstoffverbrauch der stimulierten MCF-7 Zellen zeigt ab ca. 70h einen signifikanten
Unterschied zu den nicht stimulierten MCF-7 Zellen bei einer Spanungsamplitude von
715mV (t-Test, p<0,05; siehe Anhang D, Tabelle 6-19).

Die extrazellularen Ansauerungsraten zeigen ein sehr starkes Rauschen und ebenso wie die
Sauerstoffverbrauchsraten einen starken Abbau nach 10h. Hierbei fallen die Raten von 1 auf
zwischen 0,4 und 0,8 (siehe Abbildung 4-25). Nach 50h n&hern sich samtliche Kurven einan-
der an und pendeln bis Ende der Messung zwischen 0,4 und 0,8.
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Abbildung 4-25: Metabolische Messung zur Bestimmung des Einflusses von einem sinusférmigen
elektrischen Feld (Frequenz 150kHz) auf MCF-7 Zellen: Anséduerung an den mit einem elektrischen
Feld behandelten und unbehandelten MCF-7 Zellen (auf Start der Stimulation normierte Mittelwerte).
Wellspannungen: 715mV, 200mV, 50mV. Die Ansdauerungsraten an den stimulierten MCF-7 Zellen
zeigen keinen deutlichen Unterschied zu den nicht stimulierten MCF-7 Zellen. Die extrazellularen An-
sauerungsraten zeigen ein sehr starkes Rauschen und ebenso einen starken Abbau nach 10h. Hier-
bei fallen die Raten von 1 auf zwischen 0,4 und 0,8. Nach 50h n&hern sich samtliche Kurven einander
an und schwankt bis Ende der Messung zwischen 0,4 und 0,8. n: Anzahl auswertbarer Wells einer
Gruppe.

Die Ansauerungsraten an den stimulierten MCF-7 Zellen zeigen wiederum keinen deutlichen
Unterschied zu den nicht stimulierten MCF-7 Zellen (t-Test, siehe Anhang D, Tabelle 6-19).
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45.2 Morphologie von MCF-7 Zellen

Die Bilder sind im selben Zyklus wie bei der Messung mit 100Hz gemacht worden und zei-
gen dieselben Zeitpunkte (siehe Abbildung 4-26). Wahrend der Messung sieht man keine
unmittelbar erkennbaren Unterschiede in der Morphologie der beiden Gruppen.

Abbildung 4-26: Morphologie von MCF-7 Zellen nach Anlegen des elektrischen Feldes (Wechselspan-
nung 715mV, 150kHz). a) Kontrolle, 1.Tag; b) Kontrolle, 5.Tag; ¢) Behandelnde Zellen vor elektrischer
Stimulation, 1.Tag; d) Behandelnde Zellen nach 108h elektrischer Stimulation, 5.Tag. Wéahrend der
Messung sieht man keine unmittelbar erkennbaren Unterschiede in der Morphologie der beiden
Gruppen. In anderen Wells zeigte sich ein vergleichbares Verhalten.
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4.6  Elektrische Stimulation: Kapazitive Feldeinspeisung,
sinusformige elektrische Felder, 100 Hz und 150 kHz

4.6.1 Untersuchung des Proliferationsverhaltens mittels fluorimetrischen
Resazurin-Messungen und Zellzahlbestimmung von MCF-7 Zellen

Um auszuschliel3en, dass die durch den IMR Versuch gewonnenen Ergebnisse auf
Stromeffekte an den Zellen zurtick zu fihren sind, wurde die kapazitive Feldeinspeisung der
MCF-7 Zellen wie in Kapitel 3.8.2 beschrieben durchgefihrt.

Die Bestimmung der Zellzahl von behandelten (mit einem kapazitiv eingespeisten elektri-
schen Feld von 15V) und nicht behandelten Zellen erfolgte Gber den TC10™ Automated Cell
Counter.
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Abbildung 4-27: Elektrische Stimulation von MCF-7 Zellen, kapazitive Befeldung, 15V; Mittelwerte der
gemessenen Zellzahlen (n=3) mit dazugehdrigen Standardabweichungen bei (a) 100Hz und (b)
150kHz. Bei der Stimulation mit 100Hz ist der Mittelwert der Gruppe mit 1mm Elektrodenabstand leicht
geringer als in der Kontrollgruppe. Der Mittelwert der Gruppe mit 3mm Elektrodenabstand ist hingegen
sogar hoher als in der Kontrollgruppe. Die Standardabweichungen der Tests tberschneiden sich je-
weils mit der Kontrolle. Die mit 150kHz stimulierten Gruppen weisen bei beiden Elektrodenabstanden
niedrigere Mittelwerte als die nicht stimulierte Kontrollgruppe auf. Dabei unterscheiden sich die Stan-
dardabweichungen der stimulierten Wells mit der Kontrolle nicht.
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Die Mittelwerte der gemessenen Zellzahlen mit den dazugehdrigen Standardabweichungen
werden in Tabelle 6-23, Tabelle 6-24 und Tabelle 6-25 gezeigt. Bei der Stimulation mit
100Hz ist der Mittelwert der Gruppe mit 1mm Elektrodenabstand genau so grof3 wie die
Kontrollgruppe. Der Mittelwert der Gruppe mit 3mm Elektrodenabstand ist sogar héher als in
der Kontrollgruppe. Die Standardabweichungen der Tests Uberschneiden sich nicht mit der
Kontrolle. Die mit 150kHz stimulierten Gruppen weisen bei beiden Elektrodenabstanden
niedrigere Mittelwerte als die nicht stimulierte Kontrollgruppe auf. Dabei unterscheiden sich
die Standardabweichungen der stimulierten Wells mit der Kontrolle nicht. Die Uberprufung
mittels t-Test ergab bei keiner Messung eine Signifikanz (p<0,05; t-Test, Anhang D, Tabelle
6-29, Tabelle 6-30, Tabelle 6-31 und Tabelle 6-32).

Die Bestimmung der Zellviabilitdt von behandelten (mit einem kapazitiv eingespeisten
elektrischen Feld von 15V) und nicht behandelten Zellen erfolgte tGber einen Resazurin-As-
say. Bei der Bestimmung des Metabolismus durch die Fluoreszenzanalyse zeigten sich bei
allen Messungen - unabhangig von der Frequenz - keine klaren Unterschiede zur nicht sti-
mulierten Kontrollgruppe (siehe Anhang D, Tabelle 6-26, Tabelle 6-27, Tabelle 6-28).

4.6.2 Morphologie von MCF-7 Zellen

Damit Verdnderungen in der Struktur und Aussehen der Tumorzellen kontrolliert werden
konnten, sind Fotos von einer Gruppe mit 3mm Elektrodenabstand durch ein Durchlichtmik-
roskop gemacht worden.

Kapazitive elektrische Stimulation, 100Hz

Die Bilder sind kurz vor Start der Stimulation (1.Tag) und kurz vor Abschalten der elektri-
schen Stimulation (4.Tag) aufgenommen worden. Beide Gruppen zeigen grotenteils intakte
Zellen, jedoch zeigte sich kein unmittelbar erkennbarer Unterschied in der Morphologie der
beiden Gruppen. Die Zellen der behandelten Wells weisen eine hohere Zelldichte auf (siehe
Abbildung 4-28). Die Ergebnisse sind aber nicht signifikant (siehe Abbildung 4-27, a).
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Abbildung 4-28: Morphologie von MCF-7 Zellen nach Anlegen des kapazitiv eingespeisten elektri-
schen Feldes (Wechselspannung 15V, 100Hz). a) Kontrolle, 1.Tag; b) Kontrolle, 4.Tag; c) Behan-
delnde Zellen vor der elektrischen Stimulation, 1.Tag; d) Behandelnde Zellen nach 96h elektrischer
Stimulation, 4.Tag. Beide Gruppen zeigen grof3tenteils intakte Zellen, jedoch zeigte sich kein unmittel-
bar erkennbarer Unterschied in der Morphologie der beiden Gruppen. Elektrodenabstand 3mm. In
anderen Wells zeigte sich ein vergleichbares Verhalten.
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Kapazitive elektrische Stimulation, 150kHz

Morphologisch weisen die stimulierten Zellen keinen Unterschied zur Kontrollgruppe auf. In
beiden Gruppen sind die meisten Zellen intakt, jedoch zeigte sich kein unmittelbar erkennba-
rer Unterschied in der Morphologie der beiden Gruppen (siehe Abbildung 4-29).
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Abbildung 4-29:Morphologie von MCF-7 Zellen nach Anlegen des kapazitiv eingespeisten elektrischen
Feldes (Wechselspannung 15V, 150kHz). a) Kontrolle, 1.Tag; b) Kontrolle, 4.Tag; c) Behandelnde
Zellen vor der elektrischen Stimulation, 1.Tag; d) Behandelnde Zellen nach 96h elektrischer
Stimulation, 4.Tag. In beiden Gruppen sind die meisten Zellen intakt, jedoch zeigte sich kein unmittel-
bar erkennbarer Unterschied in der Morphologie der beiden Gruppen. Elektrodenabstand 3mm. In
anderen Wells zeigte sich vergleichbares Verhalten.
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4.7 Membranpotential-Messung

Wie in Kapitel 4.3.2 behandelt, zeigte die Untersuchung des Teilungsverhaltens an MCF-7
Zellen, die einem niederfrequenten gepulsten elektrischen Feld ausgesetzt waren, im Ver-
gleich zur Kontrolle eine Reduktion von 20%. In diesem Zusammenhang untersuchte man
mit weiteren Versuchen den Membranpotentialverlauf an diesen Zellen und wie stark dieser
sich von elektrischen Feldern beeinflussen liel3.

4.7.1Zelle in einem niederfrequenten gepuslten elektrischen Feld von -2,3 kV/m

Der Versuch wurde nach dem Protokoll aus Kapitel 3.9.4 durchgefiihrt. Betrachten wir die
Auswertungsschritte am Beispiel einer Zelle 1 (siehe Abbildung 4-30), an die ein elektrisches
Feld zuerst in Richtung von unten nach oben und dann in Gegenrichtung (Feldrichtung von
oben nach unten) angelegt wurde. Zusatzlich wird der Membranpotentialverlauf am Beispiel
einer Zelle 2, die einem gegengepolten Feld ausgesetzt war (siehe Abbildung 4-30), unter-
sucht.

IDES, ground

IDES, 750 mV

,:: " mq -

#

Abbildung 4-30: Mammakarzinomzellen (MCF-7) auf einem Glas-Sensorchip in HEPES-PS unter Zu-
gabe von 2uM DiBAC,(3). Die Zellen sind einem elektrischen Feld von -2,3kV/m (rechnerische Werte)
Uber den IDES ausgesetzt. Die Inkubationszeit betrug 45 Minuten.

Bei der Auswertung des Membranpotentials wurden immer Einzelzellen ausgewertet. Bei
jedem einminitigen Videoausschnitt (9., 19., 29. und 39.Minute) ermittelte man ein Intensi-
tatsmittelwert. Folgende Abbildung 4-31 zeigte Fluoreszenzaufnahmen einer Zelle, die einem
elektrischen Feld ausgesetzt war.
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-2,3 kV/m kein Feld +2,3 kV/m
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Abbildung 4-31: MCF-7 Zellen in HEPES-gepufferter Salzlosung, beladen mit 2uM DiBAC,4(3), pH=7,4:
a) Fluoreszenzantwort einer Zelle, die einem elektrischen Feld von -2,3kV/m ausgesetzt ist (Feldrich-
tung von unten nach oben); b) Zelle ohne appliziertes elektrisches Feld; c) Fluoreszenzantwort einer
Zelle, die einem elektrischen Feld von +2,3kV/m in Gegenrichtung ausgesetzt ist (Feldrichtung von
oben nach unten) d) Differenz der Bilder c) und a). Der graue Hintergrund wurde als Null-Wert ange-
nommen.

Zelle 1 befindet sich zwischen zwei Elektroden und ist einem elektrischen Feld von -2,3kV/m
(Feldrichtung von unten nach oben) ausgesetzt. Betrachten wir die Fluoreszenzantwort die-
ser Zelle auf das elektrische Feld.

Abbildung 4-32 zeigt die Membranpotentialanderung an dieser Zelle (Zelle aus der Abbildung
4-31, Differenz von Bilder aus der Abbildung 4-31, b und Abbildung 4-31, a) bei Wechsel des
elektrischen Feldes.
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Abbildung 4-32: Membranpotentialanderung an einer MCF-7 Zelle induziert durch ein extern applizier-
tes elektrisches Feld von -2,3kV/m: a) DIBAC434(3) Fluoreszenzanderung an einer Zelle; b) theoreti-
scher Kurvenverlauf eines Membranpotentials entlang der Zellmembran.

Der Kurvenverlauf des Zellmembranpotentials wird in Abbildung 4-33 gezeigt. Dieses ist ent-
lang einer Zellmembran aufgezeichnet. Aus diesen beiden Kurven (Abbildung 4-33) berech-
nete man die relative Fluoreszenzéanderung mittels (F,-Fy)/F«. Wobei F,: Fluoreszenzintensi-
téat, gemessen an einer Zellmembran bei 19 min, die einem elektrischen Feld von -2,3kV/m
ausgesetzt war, F.. Fluoreszenzintensitat, gemessen an einer Zellmembran bei 9 min, die
keinem elektrischen Feld ausgesetzt war (Kontrolle). Bei der Ermittlung der F,- und F,-Werte
wurde jeweils von diesen Werten der Betrag fur den Fluoreszenz-Grundintensitat abgezo-
gen. Dadurch minimierte man den Einfluss des Hintergrundrauschens auf das Gesamtsignal.
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Abbildung 4-33: Fluoreszenzintensitat, gemessen an der Zellmembran einer MCF-7 Zelle: Zelle einem
elektrischen Feld von -2,3kV/m ausgesetzt (rote Kurve); Zelle keinem elektrischen Feld ausgesetzt
(schwarze Kurve, Kontrolle).

Abbildung 4-34 zeigt, wie sich das Membranpotential einer Zelle, die einem elektrischen Feld
in Hohe von -2,3kV/m ausgesetzt war, andert. Das Membranpotential berechnete man tber
die relative Fluoreszenzanderung entsprechend der Farbstoffempfindlichkeit.
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Abbildung 4-34: Membranpotentialverlauf an einer Mammakarzinomzelle (MCF-7) in HEPES-gepuffer-
ter Salzlosung mit 2uM DIBAC,(3), pH=7,4, die einem elektrischen Feld von -2,3kV/m ausgesetzt war.

Die Messung zeigt uns die Depolarisation der einen und die gleichzeitige Hyperpolarisation
der anderen Zellhalfte. Die Fluoreszenzintensitatsdnderung betragt 12,5%. Anhand der Ka-
librationskurve (siehe Abbildung 4-34) umgerechnet wies eine Zelle in einem elektrischen
Feld von -2,3kV/m eine Anderung des Membranpotentials im Intervall von +35mV bis -35mV
auf.
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Weiterhin betrachten wir die Fluoreszenzantwort von Zelle 1, die einem gegengepolten
elektrischen Feld von +2,3kV/m ausgesetzt war (Feldrichtung von oben nach unten).
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Abbildung 4-35: Membranpotentialanderung an einer MCF-7 Zelle induziert durch ein in Gegenrich-
tung extern appliziertes elektrischen Feld von 2,3kV/m: a) DIBAC4(3) Fluoreszenzanderung an der
Zelle; b) theoretischer Kurvenverlauf des Membranpotentials entlang der Zellmembran.

Um den Effekt des Umschaltens besser zu veranschaulichen, wurde die Zelle zuerst einem
elektrischen Feld in einer Richtung und dann in Gegenrichtung ausgesetzt. Bei der Auswer-
tung subtrahierte man eine Kurve des Membranpotentialverlaufs von der anderen.
Abbildung 4-36 zeigt den Kurvenverlauf des Zellmembranpotentials. Dieses ist entlang einer
Zellmembran aufgezeichnet. Aus diesen beiden Kurven (siehe Abbildung 4-36) berechnete
man eine relative Fluoreszenzanderung tber (Fp-Fp1)/Fpi. Wobei Fy;: Fluoreszenzintensitat,
gemessen an einer Zellmembran bei 19 min, die einem elektrischen Feld von -2,3kV/m
ausgesetzt war, Fy,: Fluoreszenzintensitat, gemessen an einer Zellmembran bei 39 min, die
einem elektrischen Feld von 2,3kV/m (in Gegenrichtung geschaltet) ausgesetzt war.
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Abbildung 4-36: Fluoreszenzintensitat, gemessen an der Zellmembran einer MCF-7 Zelle: Zelle einem
elektrischen Feld von -2,3kV/m ausgesetzt (rote Kurve), Zelle einem in Gegenrichtung geschalteten
elektrischen Feld von +2,3kV/m ausgesetzt (blaue Kurve).
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Abbildung 4-37 zeigt wie der Membranpotentialverlauf einer solchen Zelle verlauft.
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Abbildung 4-37: Membranpotentialverlauf an einer Mammakarzinomzelle (MCF-7) in HEPES-gepuffer-
ter Salzlésung mit 2uM DIBAC,(3), pH=7,4, die zuerst einem elektrischen Feld von -2,3kV/m und dann
einem Gegenfeld von +2,3kV/m Uber die IDES ausgesetzt war.

Aus der Abbildung 4-37 geht hervor, dass die Zelle mit einem elektrischen Feld (Rechteck,
750mV, 10 msec, Tastverhaltnis 1:15) umgepolt werden kann. Dabei wird eine Zellhalfte
hyperpolarisiert und die andere depolarisiert. Die Fluoreszenzintensitatsanderung betragt
25%, was dem Betrag von 70mV entspricht (mittels der Kalibrierungskurve (siehe Abbildung
4-32) umgerechnet).

Die durchgefuhrten Messungen zeigten uns, dass jede Zellhalfte jeweils in Abhéngigkeit von
der Feldrichtung entweder depolarisiert oder hyperpolarisiert wird. Beim Wechsel der Feld-
richtung kann die Zellmembran umgepolt werden.
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4.7.2 Zelle in einem niederfrequenten gepulsten elektrischen Gegenfeld von
2,3kV/m

Desweiteren betrachten wir die Fluoreszenzantwort einer weiteren Zelle (Zelle 2, siehe
Abbildung 4-30), die sich in einem gegengeschalteten elektrischen Feld von +2,3kV/m be-
fand (Feldrichtung von oben nach unten, siehe Abbildung 4-38, Abbildung 4-39):

N
7

Depolarisation

relative
Fluoreszenz-Intensitatsanderung [%)]

S 1 Zellmembrankontur, p

Hyperpolarisation

b

Abbildung 4-38: Membranpotentialanderung induziert durch ein in Gegenrichtung extern appliziertes
elektrisches Feld von +2,3kV/m an einer MCF-7 Zelle: a) DIBAC,4(3) Fluoreszenzanderung an einer
Zelle; b) theoretischer Kurvenverlauf eines Membranpotentials entlang der Zellmembran.

2,3 kV/m kein Feld -2,3 kV/m
a b c d

Abbildung 4-39: MCF-7 Zellen in HEPES-gepufferter Salzldsung, beladen mit 2uM DIBAC,(3), pH=7,4:
a) Fluoreszenzantwort einer Zelle, die einem elektrischen Feld von +2,3kV/m ausgesetzt ist (Feld-
richtung von oben nach unten); b) Zelle ohne appliziertes elektrisches Feld; c) Fluoreszenzantwort
einer Zelle, die einem elektrischen Feld von -2,3kV/m in Gegenrichtung ausgesetzt ist (Feldrichtung
von unten nach oben) d) Differenz der Bilder ¢) und a). Der graue Hintergrund wurde als Null-Wert
angenommen.

Der Kurvenverlauf des Zellmembranpotentials wird in Abbildung 4-40 gezeigt. Dieses ist ent-
lang der Zellmembran aufgezeichnet. Aus diesen beiden Kurven (Abbildung 4-40) berech-
nete man eine relative Fluoreszenzanderung tber (Fp-F)/Fr. Wobei Fy, die Fluoreszenzinten-
sitdt an der Zellmembran einer Zelle in einem elektrischen Feld von 2,3kV/m zum Zeitpunkt
19 min ist und F, die Fluoreszenzintensitat an der Zellmembran einer Zelle in keinem elektri-
schen Feld zum Zeitpunkt 29 min (Kontrolle). Bei der Ermittlung der Fy- und F-Werte wurde
von den jeweiligen Werten der Wert fur die Fluoreszenzhintergrund abgezogen. Dadurch
minimierte man den Einfluss des Hintergrundrauschens auf das Gesamtsignal.
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Abbildung 4-40: Fluoreszenzintensitat, gemessen an der Zellmembran einer MCF-7 Zelle: Zelle einem
elektrischen Feld von +2,3kV/m ausgesetzt (blaue Kurve); Zelle keinem elektrischen Feld ausgesetzt,
Kontrolle (schwarze Kurve).

Abbildung 4-41 zeigt, wie sich der Membranpotentialverlauf einer Zelle, die einem elektri-
schen Gegenfeld (Anderung der Richtung auf 180°) ausgesetzt ist, &ndert.
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Abbildung 4-41: Membranpotentialverlauf an einer Mammakarzinomzelle (MCF-7) in HEPES-gepuffer-
ter Salzlosung mit 2uM DIBAC,(3), pH=7,4, die einem elektrischen Feld von +2,3kV/m ausgesetzt war.

Die Messung zeigte uns die Hyperpolarisation der einen und die gleichzeitige Depolarisation
der anderen Zellhalfte. Die Fluoreszenzintensitatsdnderung betrdgt 12,5%. Anhand einer
Kalibrationskurve umgerechnet wies eine Zelle in einem elektrischen Feld von 2,3kV/m eine
Anderung des Membranpotentials im Intervall von -35mV bis +35mV auf.

Ein Transmembranpotential an einer einem elektrischen Feld ausgesetzter Zelle variierte von
positiv auf der zur Kathode zugewandten Seite (Depolarisation) zu negativ auf der zur
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Anode zugewandten Seite (Hyperpolarisation). Daraus resultiert die Depolarisation der einen
Zellhalfte und die gleichzeitige Hyperpolarisation der anderen Zellhalfte. Mit der Anderung
der Feldrichtung auf 180° wurde die Zelle einem Gegenfeld ausgesetzt. Die Zelle in einem
elektrischen Feld von 2,3kV/m wies eine Anderung des Membranpotentials im Intervall von -
35mV bis +35mV auf. Das Rauschen des Signals resultiert aus den Limitierungen der Objek-
tivvergrof3erung (20x).

Nachfolgend betrachten wir die Fluoreszenzantwort einer Zelle in einem 10-fach kleineren
elektrischen Feld (230V/m) in der Richtung von unten nach oben und in der Gegenrichtung
(von oben nach unten).

4.7.3 Zelle in einem niederfrequenten gepulsten elektrischen Feld von -230 V/m

Betrachten wir die Auswertungsschritte am Beispiel einer Zelle 3 (siehe Abbildung 4-42), bei
der ein elektrisches Feld zuerst in Richtung von unten nach oben und dann in Gegenrichtung
Uber die Langenelektroden angelegt wurde. Die angelegte Spannung betrug ebenso 750mV.
Der Versuch wurde nach dem Protokoll aus Kapitel 3.9.4 durchgefiihrt.

Zelle 3

Abbildung 4-42: Mammakarzinomzellen (MCF-7) auf einem Glas-Sensorchip in HEPES-PS unter Zu-
gabe von 2uM DIiBAC,(3). Die Zellen sind einem elektrischen Feld von -230V/m Uber die Langenelekt-
roden ausgesetzt. Die Inkubationszeit betrug 45 Minuten.

Die Auswertungsschritte entsprechen denen in Kapitel 4.7.1. Bei jedem einminitigen
Videoausschnitt (9., 19. und 39.Minute) ermittelte man einen Intensitatsmittelwert (siehe
Abbildung 4-43).
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-230 V/im kein Feld +230 V/m

Abbildung 4-43: MCF-7 Zellen in HEPES-gepufferter Salzlosung, beladen mit 2uM DiBAC,4(3), pH=7,4:
a) Fluoreszenzantwort einer Zelle, die einem elektrischen Feld von -230V/m ausgesetzt ist (Feldrich-
tung von unten nach oben); b) Zelle ohne appliziertes elektrisches Feld; c) Fluoreszenzantwort einer
Zelle, die einem elektrischen Feld von +230V/m in Gegenrichtung ausgesetzt ist (Feldrichtung von
oben nach unten) d) Differenz der Bilder c¢) und a). Der graue Hintergrund wird als Null-Wert ange-
nommen.

Der Kurvenverlauf des Zellmembranpotentials wird in Abbildung 4-44 gezeigt. Dieses ist ent-
lang der Zellmembran aufgezeichnet. Aus diesen beiden Kurven berechnete man die relative
Fluoreszenzénderung (siehe Kapitel 4.7.1).
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Abbildung 4-44: Fluoreszenzintensitat, gemessen an der Zellmembran einer MCF-7 Zelle: Zelle einem
elektrischen Feld von -230V/m ausgesetzt (rote Kurve); Zelle keinem elektrischen Feld ausgesetzt,
Kontrolle (schwarze Kurve).

Abbildung 4-45 zeigt, wie der Membranpotentialverlauf einer solchen Zelle verlauft.
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Abbildung 4-45: Membranpotentialverlauf an einer Mammakarzinomzelle (MCF-7) in HEPES-gepuffer-
ter Salzlésung mit 2uM DIBAC,(3), pH=7,4, die einem elektrischen Feld von -230V/m ausgesetzt war.

Abbildung 4-45 zeigt, dass die Feldstarke von -230V/m kein nachweisbares Umschalten der
Zellmembran verursachen konnte.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das Membranpotential einer Zelle von dem Be-
trag der elektrischen Feldstarke abhangt und mit der Feldrichtung geéndert werden kann.
Wenn eine Zelle einem elektrischen Feld von 2,3kV/m ausgesetzt wurde, betrug die Memb-
ranpotentialanderung 35mV, bei 230Vv/m wurde keine Anderung gemessen.

Das gemessene Signal ist etwas verrauscht, was durch die Objektivvergréf3erung (20x) ver-
ursacht wird. Durch die gegebene optische Anordnung hat man pro Bildausschnitt mehrere
Zellen. Eine einzelne Zelle ist vergleichsweise klein in dieser Abbildung. Auf Grund dessen
hat man relativ wenig Bildinformation von der Zellmembran und dadurch nur eine begrenzte
Auflésung. Eine zusatzliche Limitierung war der Kamera-Chip, der mit 8-bit Graustufen auf-
nimmt.

Der Zellmembran-Kontur folgend, zeigte die Akkumulation des Farbstoffs die nach den
elektrischen Umladungseffekten zu erwartenden Tendenzen.
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4.8 Untersuchung der Proliferation und des Membranpotentials
unter Verwendung des Na'/H"-Austausch-Karrierblockers
Amilorid und Variation der extrazellularen pH-Werte

Der extrazellulare und intrazellulare pH-Wert spielt eine wichtige Rolle fur das zellulare
Wachstum. Extra- und intrazellulare pH-Werte sind eng miteinander verbunden und eine
extrazellulare Azidose fuhrt zur Azidose im intrazellularen Raum. Eine Abnahme des pH-
Werts im cytosolischen Bereich fuhrt zur Abnahme der metabolischen Aktivitat und kann
Apoptose verursachen [130]. Andererseits besagt die Hypothese von Binggeli und Wein-
stein, dass teilungsfahige Zellen, wie Tumorzellen oder embryonale Zellen, ein weniger ne-
gatives Transmembranpotential als nicht-teilungsfahige Zellen, wie Muskel- und Nervenzel-
len, aufweisen [32]. Basierend auf diesen Beobachtungen kdnnte man vermuten, dass eine
Abnahme des extrazellularen pH-Wertes zu einer Abnahme des Membranpotentials (Hyper-
polarisation) filhren kénnte.

Es wurden am Beispiel der MCF-7 Zellen Effekte von verschiedenen extrazellularen pH-
Werten (7,4; 7,0; 6,5 und 6,0) unter Verwendung von Kanalblockern wie Amilorid (40uM) auf
den Metabolismus und Membranpotential untersucht.

Amilorid wurde 24h nach dem Start der Messung Uber die gesamte Messdauer zugegeben.
6 h nach Start der Messung erfolgte ein pH-Wert-Wechsel des Mediums. Es wurde ein
Messprotokoll ausgewahlt, bei dem der Pipettierroboter bereits 6h nach Start der Messung
auf ein neues Medien-Vorratsgefal3 wechselt. In diesem befand sich gepuffertes Messme-
dium (DMEM D5030, 25mM D-Glucose, 50ug/ml Gentamycin, 4mM L-Glutamin, 5% FCS
und 10mM HEPES (pH 7,4 u. 7,0) oder MES (pH 6,5 und 6,0) mit den entsprechenden pH-
Werten [181].

LTriton X-100

—— pH 7,4 unbehandelt
—»— pH 7,4 + Amilorid [40 pM]
—— pH 7 unbehandelt

200 —<—pH 7 + Amilorid [40 pM]
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Abbildung 4-46: Sauerstoffverbrauchsmessung von MCF-7 Zellen in einer 24-Well iIMWP unter
Verwendung des Na+/H+ Antiporters Amilorid (40puM) und Variation der extrazellularen pH-Werte. Die
Werte sind auf den Wert der Wirkstoffzugabe 24h normiert. Gesamtzellzahl 5x10* Zellen/Well. Ent-
nommen aus [181].
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Wie Abbildung 4-46 zeigt, fuhrt ein Absenken des pH-Werts im extrazellularen Raum zur
Abnahme der metabolischen Aktivitat. Der Sauerstoffverbrauch der Zellen sinkt proportional
zum pH-Wert im extrazellularen Raum. Aus diesen Messungen geht hervor, dass mit einem
alkalischen pH-Wert die metabolische Aktivitat starker beeintrachtigt wird. Das konnte auf
eine Hemmung der mitochondriellen Aktivitat und der Proliferation hindeuten. Alle Werte sind
auf den Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe (24h) normiert. [181]

Variationen der extrazellularen pH-Werte fihren auch zu unterschiedlich starken Reaktionen
auf die Amilorid-Behandlungen. Die Behandlung der MCF-7 Zellen mit dem Kanalblocker
fuhrt zu einer signifikanten Sauerstoffverbrauchsabnahme proportional zur extrazellularen
pH-Wert-Abnahme. Unter sehr sauren extrazellularen Bedingungen (pHex=6,0) zeigen die
Zellen eine geringe Reaktion auf die Amiloridzugabe. Die mitochondrielle Aktivitat andert sich
in diesem Fall kaum. [181]

Weiterhin wurde untersucht, ob Variationen der extrazellularen pH-Werte zu einer Anderung
des Membranpotentials fuhren.

Die Messung des Membranpotentials wurde nach dem Protokoll aus Kapitel 3.10.2 durchge-
fuhrt.

Die Abhangigkeit des Membranpotentials vom pH-Wert im extrazellularen Raum wird in
Abbildung 4-47 gezeigt.
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Abbildung 4-47: Membranpotential gemessen an MCF-7 Zellen in HEPES-PS bei pH=7,4; pH=7,0 und
MES-PS bei pH=6,5. Die Inkubationszeit betrug 45 min.

Die extrazellulare Azidose zeigt eine Verschiebung des Membranpotentials in Richtung posi-
tiver Werte. In unserem Fall fiihrt eine Anderung des extrazellularen pH-Werts von 7,4 auf
6,5 zu einer Anderung des Membranpotentials von -70mV (MW, n=12) auf -37mV (MW,
n=12). Die statistischen Auswertungen zeigen eine Signifikanz (siehe Anhang H, Tabelle
6-37, Tabelle 6-38 und Tabelle 6-39). Unter sehr sauren extrazellularen Bedingungen
(PHex=6,0, Daten sind nicht gezeigt) konnte man keinen Unterschied zwischen Kontroll- und
behandelter Gruppe messen.

Die Amilorid-Behandlung zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die Membranpotentialande-
rung im Vergleich zur Kontrollgruppe (siehe Anhang H, Tabelle 6-37, Tabelle 6-38 und
Tabelle 6-40). Aus den Messungen kann man aber erkennen, dass die Zellmembran mit stei-
gender Azidose im extrazellularen Raum (pHe,=6,5) im Vergleich zur Kontrolle weniger de-
polarisiert ist. Das konnte auf die Blockade der Na*/H*-Austausch-Carrier hindeuten und zu
einer indirekten Hyperpolarisation der Zellmembran fuhren.
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4.8.1 Morphologie von MCF-7 Zellen

Um die morphologischen Auswirkung des extrazellularen pH-Werts und des Kanalblockers
Amilorid sichtbar zu machen, sind Aufnahmen mittels eines Durchlichtmikroskops erfasst
worden. Im Folgenden sind Bilder der unbehandelten Zellen (unterschiedliche pH-Werte;
pH=7,4; 7,0 und 6,5) und der mit dem Kanalblocker Amilorid behandelten Zellen (unter-
schiedliche pH-Werte unter Zugabe von 40uM Amilorid) gezeigt (siehe Abbildung 4-48 -

Abbildung 4-50).
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Abbildung 4-48: Morphologie der MCF-7 Zellen nach Variation des extrazellularen pH-Werts (pH=7,4)
unter Verwendung des Kanalblockers Amilorid (40uM). Die Inkubationszeit betrug 45 Minuten. Die
morphologische Untersuchung zeigte, dass die Zellmorphologie nicht unmittelbar erkennbar beein-
flusst wurde. In anderen Wells zeigte sich ein vergleichbares Verhalten.
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Abbildung 4-49: Morphologie der MCF-7 Zellen nach Variation des extrazellularen pH-Werts (pH=7,0)
unter Verwendung des Kanalblockers Amilorid (40uM). Die Inkubationszeit betrug 45 Minuten. Die

morphologische Untersuchung zeigte, dass die Zellmorphologie nicht unmittelbar erkennbar beein-
flusst wurde. In anderen Wells zeigte sich ein vergleichbares Verhalten.
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Abbildung 4-50: Morphologie der MCF-7 Zellen nach Variation des extrazellularen pH-Werts (pH=6,5)
unter Verwendung des Kanalblockers Amilorid (40uM). Die Inkubationszeit betrug 45 Minuten. Die
morphologische Untersuchung zeigte, dass die Zellmorphologie nicht unmittelbar erkennbar beein-
flusst wurde. In anderen Wells zeigte sich ein vergleichbares Verhalten.

Die Morphologie der MCF-7 Zellen nach Variation der extrazellularen pH-Werte (pH-Wert
7,4; 7,0 und 6,5) zeigte groRtenteils intakte Zellen: Es gibt keinen unmittelbar erkennbaren
Unterschied in der Morphologie der unterschiedlichen pH-Wert-Gruppen. Die Zugabe des
Kanalblockers Amilorid (40uM) wies ebenso keinen unmittelbar erkennbaren Einfluss auf die
Morphologie auf.



Diskussion 133

5 DISKUSSION

Die elektrische Stimulation von Tumorzellen durch elektrische Felder fand als alternative
Behandlungsmethode zu etablierten Tumortherapien in den letzten Jahren eine immer star-
kere Beachtung. Dadurch konnen in erster Linie das Membranpotential, die mitochondrielle
Aktivitat, das Zellvolumen, die Enzymaktivitat, die DNA-Synthese, das Zellwachstum und die
Proliferation, die Aktivierung der Wachstumsfaktoren, die Differenzierung, die Onkogenese
und die maligne Transformation beeinflusst werden. In deren Folge kommt es auch zu man-
nigfaltigen Auswirkungen auf die Signaltransduktion und den Metabolismus [93, 94]. Unter
bestimmten Bedingungen sind diese Prozesse irreversibel und kdnnen damit in verschiede-
nen Gebieten der Medizin eingesetzt werden. Deren Einsatz, vorrangig in der Onkologie, ist
denkbar.

So zeigten einige Forschungsarbeiten eine inhibitorische Wirkung von elektrischen Feldern
auf die Proliferation von Tumorzellen. Bekannt ist, dass elektrische Felder mit Frequenzen
von 100kHz bis 300kHz die Teilung von Tumorzellen sowohl in vivo als auch in vitro verzo-
gern kbnnen [55, 61, 64, 114]. So beschrieb die Arbeitsgruppe von Wang einen proliferati-
onshemmenden Effekt auf Endothelzellen und Linsenepithelzellen bei einem elektrischen
Feld (2V/cm, Gleichspannung), wobei die Zellen in eine G1/S Phase Ubergingen und eine
Abnahme der E Zyklin Expression aufwiesen [221]. Die elektrische Stimulation von Maus-
fibroblasten (L929) mit harmonischen Feldern (ab 1V/cm, f unter 1kHz) zeigte ebenso eine
Wachstumshemmung [89]. Niedrige Frequenzen (f<1kHz) kénnen Teile der Membran depo-
larisieren und somit zu einer Schadigung der Zelle fihren [119]. Speziell die lonenkanéle
reagierten hierbei empfindlich auf das E-Feld [54]. Es wurde auch die Proliferationshemmung
bei Tumorzellen unter elektrischer Stimulation (2V/cm, 100-300kHz) beschrieben [120]. In-
nerhalb der spannungsgesteuerten lonenkandle reagierten bestimmte Molekile auf Veran-
derungen im elektrischen Feld in der Zelle [30]. Ein veranderter lonenfluss kann wiederum
Auswirkungen auf das Membranpotential haben und damit das Teilungsverhalten der Zellen
beeinflussen [32]. In diesen Arbeiten sind unterschiedliche Befeldungsprotokolle zur Anwen-
dung gekommen, wodurch eine Vergleichbarkeit des Wirkungsgrades elektrischer Felder
erschwert wird.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde zum einen der Zusammenhang zwischen der Depolari-
sation/Hyperpolarisation der Zellmembran und der Proliferationshemmung an Zellen, die
einem elektrischen Feld ausgesetzt wurden, gezeigt. Zum anderen wurden parallel der Zell-
metabolismus und die Zellmorphologie untersucht. Dabei konnte anhand der Simulation ge-
zeigt werden, dass durch die unterschiedlichen Frequenzen (100Hz bzw. 150kHz) unter-
schiedliche Signalwege aktiviert werden kénnen.

Basierend auf verschiedenen Studien zeigten Binggeli und Weinstein, dass sich das Trans-
membranpotential verschiedener Zellen in Abh&ngigkeit von ihrer Proliferation verandert. Die
teilungsfahigen Zellen, wie Tumorzellen oder embryonale Zellen, weisen weniger negative
Transmembranpotentiale auf als Zellen, die keinen neoplastischen Ursprung haben [32]. Auf
Grund dieser Hypothese kann man eine Korrelation zwischen der mitotischen Aktivitat einer
Zelle und dem Transmembranpotential vermuten.

In dieser Hinsicht gewinnt die Frage, wie biologische Systeme bzw. die Zellen von elektri-
schen Feldern zu beeinflussen sind, immer mehr an Gewicht. Bei diesen Therapien spielen
sowohl der lonentransport als auch der intrazellulare pH-Wert eine entscheidende Rolle.

Die Beeinflussung der Proliferation und des Metabolismus von Tumorzellen als auch des
Membranpotentials durch extern applizierte elektrische Felder oder extrazellulare Azidose
stand im Vordergrund dieser Arbeit.



134 Diskussion

Dabei wurde untersucht, ob sich die Teilungsaktivitat, der Metabolismus, die Morphologie
und das Transmembranpotential von Tumorzellen durch das Anlegen elektrischer Felder
beeinflussen bzw. inhibieren lassen. Zudem wurden die elektrischen Felder um eine Tumor-
zelle bei verschiedenen Befeldungsarten (direkt, kapazitiv) simuliert. Fur die Erklarung einer
maoglichen Feldwirkung wurden verschiedene Herangehensweisen (Befeldungsmuster, Be-
feldungsart) bei der Experimentplanung verwendet. Die Mammakarzinomzellen (MCF-7 Zel-
len) stimulierte man dabei mit niederfrequenten gepulsten elektrischen Feldern und sinus-
formigen elektrischen Feldern, wobei zellulare Prozesse beeinflusst werden.

Weiterhin wurden am Beispiel von MCF-7 Zellen die Effekte von extrazellularer Azidose
(unterschiedliche extrazellulare pH-Werte) unter Verwendung von Na*/H*-Austausch-Karrier-
blockern wie Amilorid auf den Metabolismus und das Membranpotential untersucht.

5.1 Eigenschaften der Stimulationselektroden

Um die Informationen Uber die Charakterisierung der Elektroden-Eigenschaften der fur die
elektrische Stimulation eingesetzten Elektroden in physiologischen Lésungen zu gewinnen,
sind die Kenntnisse Uber Parameter wie die Elektrodenimpedanz und die an den Elektroden
entstandenen Stromdichten erforderlich.

5.1.1 Elektrodenverhalten

Es wurde eine Charakterisierung der Elektroden im Frequenzbereich durchgefihrt. Dafur
kamen elektrochemische Methoden zum Einsatz. Diese erlauben es, sowohl die Eigen-
schaften als auch Anderungen der Grenzflache Elektrode-Elektrolyt zu untersuchen.
Folgende Reaktionen kdnnen auf der Pt-Elektrode auftreten, die als Anode betrachtet wird
(siehe Tabelle 5-1).

Elektrolyse des Wassers, 2H,0 - 0, T +4H* + 4e~ (5-1)
Oxidation

Oxidation der Salze Cl-+H,0 > ClO~ 4+ 2H™ + 2e~ (5-2)
Oxidation der Metalle Pt + 4Cl™ - PtCly™ + 2e~ (5-3)
Oxidation der organischen CoH,,06 + 6H,0 — 6C0O, + 24H™ + 24e~ (5-4)
Stoffe

Tabelle 5-1: Elektrochemische Reaktionen auf den Platin-Elektroden. Die Elektrode wird als Anode
betrachtet (entnommen aus [39]).

Auf der Pt-Elektrode, die als Kathode betrachtet wird, kann folgende Reaktion auftreten:
2H,0 +2e~ = H, T +20H~ (Elektrolyse des Wassers, Reduktion). Durch Wasserelektrolyse
kénnte es zur Gasentwicklung kommen, was fur die Zellen schadlich ist. Weiterhin kann die
Elektrolyse von Wasser eine lokale Anderung des pH-Werts in Elektrodennéhe hervorrufen.
Diese Reaktion kann durch die Wahl der Signalform und der induzierten Ladungsmenge
(<SSC, siehe Kapitel 4.1.1) minimiert werden (ladebilanziertes biphasisches Signal statt ei-
nem monopolaren Signal). Reaktion (5-2) beschreibt die Oxidation der Salze und ist hier als
wahrscheinlichste Reaktion prasentiert. Diese Reaktion ist vermutlich harmlos. Obwohl Cl0~
ein hoch wirksames Oxidationsmittel ist, welches kinetisch aktiv ist. Weitere mogliche Oxida-
tionsprodukte wie z. B. ClO; sind auch starke Oxidationsmittel. Diese sind aber weniger kine-
tisch aktiv. Reaktion (5-3) beschreibt die Oxidation der Metalle der Elektrodenoberflache.
Dies kann zum Aufldsen der Elektrodenoberflache fuhren. Platin ist in einigen Fallen ein




Diskussion 135

starkes Oxidationsmittel und kann durch organische Spezies (z. B durch Glukose), die in
Zellkulturmedium vorhanden sind, reduziert werden. So ist die Platinauflosung (falls die Pt-
Elektrode als Anode betrachtet wird) in Cl-haltigen Medien gut bekannt. Die Metallauflésung
lasst sich nicht vermeiden und kann nicht komplett durch eine niedrigere Ladungsdichte un-
terdriickt werden. Reaktion (5-4) beschreibt die Oxidation der organischen Stoffe wie z. B
Glukose. Diese kann entweder zum Teil oder komplett zu CO, oxidiert werden. Diese Pro-
zesse stellen kein spezielles Problem dar, weil die Oxidationsprodukte nicht toxisch fur die
Zellen sind. Die Reaktionen (5-2)-(5-4) kénnen auch durch eine geanderte Signalform (z.B.
ladebilanziertes biphasisches Signal) nicht vermieden werden. [39, 40]

In Tabelle 5-2 sind drei mdgliche Reaktionen aufgelistet, die den Ladungstransfer zwischen
den Platin-Elektroden und dem Medium bzw. Zellen beschreiben:

Doppelschicht-Aufladung Pt (—)stofst Cl"ab < Pt (+)zieht Cl”an (5-5)
Flachen-Oxidation Pt + H,0 & Pt + 2HY + 2e~ (5-6)
Wasserstoff-Atom Plattierung Pt—Heo Pt+HY +e” (5-7)

Tabelle 5-2: Mégliche Reaktionen, die den Ladungstransfer zwischen den Platin-Elektroden und dem
Medium bzw. Zellen beschreiben (entnommen aus [39]).

Reaktion (5-5) beschreibt die Doppelschicht, die sich am Ubergang Elektrode-Elektrolyt bil-
det. Dieser Prozess ist reversibel. Reaktion (5-6) beschreibt die chemisch reversible Oxida-
tion oder Reduktion von Platin an der Elektrode. Reaktion (5-7) tritt schon bei niedrigeren
Potentialen auf und fihrt zur Minimierung der Metalauflésung. Diese Reaktion ist kinetisch
reversibel und verbraucht sehr wenig Energie. [39, 40]

Die optimalste Signalform fir die Minimierung der elektrochemischen Effekte ist ein biphasi-
sches harmonisches Signal. Bei einem monopolaren Signal muss dagegen die Wiederho-
lungsrate niedrig sein.

Elektrochemische Systeme sind nicht-linear und das Stromverhalten zu Spannungsverhalten
ist annahrend exponentiell (Butler-Volmer-Gleichung). In elektrischen Systemen ist dieses
Verhalten linear (Ohmsches Gesetz). Weiterhin ist das Verhalten von solchen Systemen
zeitabhangig. Zudem enthalten elektrochemische Systeme oft aktive Elemente. Wéahrend
elektrische Systeme meist aus passiven Elementen bestehen [89, 144].

Um das nicht-lineare Verhalten des Systems zu analysieren, wurden chronoamperometri-
sche Messungen der auf dem Glas-Sensorchip entstandenen Strome durchgefiihrt. Anhand
der gemessenen Stromdichten wurde abgeschatzt, welchen Anteil der Faraday’sche Strom
an dem Gesamtstrom, der an den Elektroden abflief3t, leistet. Bei einer Pulsspannung mit
einer Amplitude von 750mV und einer Signaldauer von 10ms ergibt sich, dass der Fara-
day’sche Stromanteil am Gesamtstrom 99% ausmacht (siehe Kapitel 4.1.2). Das weist da-
rauf hin, dass der Grofiteil der in diesem System abflie3enden Strome einen elektrochemi-
schen Ursprung hat.

Brummer et al. zeigten in einer Arbeit, dass Wasserelektrolyse und Oxidation der Salze bei
ladebilanzierten biphasischen Signalen (zero net DC), einem bis zu 300+20uQ/cm? limitierten
Ladungstransfer (Elektrode als Anode) bzw. bis zu 350+50pQ/cm? (Elektrode als Kathode)
und Stromdichten von +50 bis 450mA/cm? vermieden werden kann [40].

Aus den durchgefiihrten Messungen hat sich ergeben: Bei 100Hz direkter Stimulation (Hohe
der angelegten Spannung von 750mV) liegen die Impedanzwerte bei 4kQ, die ab 150kHz bei
60Q konvergieren (siehe Kapitel 4.1.2, Abbildung 4-2).
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Aus diesen Messungen kann die an den Elektroden flieRende Stromstarke bestimmt werden.
Die Elektrodenflache des Glas-Sensorchips betragt 0,08cm? Daraus ergibt sich bei einer
Frequenz von 100Hz und einer Anregungsspannung von 750mV eine Stromstarke von
2,3mA/cm? und bei einer Frequenz von 150kHz eine Stromstarke von 156mA/cm?.

Auf Grund dieser Daten kann der Ladungstransfer von Platin-Elektroden an das Medium
ausgerechnet werden. Bei der Anregungsspannung von 750mV und Signaldauer von 10ms
(100Hz) betragt der Ladungstransfer 23uQ/cm? (Elektrodenflache 0,08cm?), bei Signaldauer
von 6,7us (150kHz) betragt der Ladungstransfer 1uQ/cm? (siehe Kapitel 4.1.2, Abbildung
4-3). Diese Werte liegen in einem Bereich, in dem die Wasserelektrolyse und die Oxidation
der Salze vermieden werden.

Scheiner et al. zeigten, dass z.B Muskelgewebe erst bei einem Ladungstransfer von
40pQ/cm? (monopolares Signal) und einem Ladungstransfer von 120puQ/cm? (biphasisches
Signal, kathodische Pulswelle) und 50pQ/cm? (biphasisches Signal, anodische Pulswelle)
signifikant beschadigt wird. Unter diesen Werten wurde keine Elektrodenkorrosion beobach-
tet [243]. Daraus lasst sich vermuten, dass der Ladungstransfer in dem von uns untersuch-
ten System unter den Werten liegt, bei denen irreversible Elektrodenreaktionen auftreten
koénnten.

Typische Stimulationsparameter bei Platin-Elektroden, die fur die Neurostimulation benutzt
werden, liegen im Bereich von 1 bis 4mA Strom (Elektrodenflache von 0,005 bis 0,01cm2),
Pulsdauern von 500-1000us und Wiederholungsraten von 10 bis 100Hz [40]. In unserem Fall
liegt der Strom im Bereich von 0,2mA (Elektrodenflache 0,08cm? und Pulsdauer von 10ms)
und 12,5mA (Elektrodenflache 0,08cm? und Pulsdauer von 6,7us).

Die dazu durchgefuhrte Simulation zeigte, dass an der Grenzflache Elektrode-Elektrolyt bei
einer Anregungsspannung von 750mV die angelegte Spannung um jeweils 150mV abfallt
(siehe Kapitel 4.2.1, Abbildung 4-9).

Bei der Stimulation der Zellen mit monopolarer gepulster Spannungssignalform kénnen irre-
versible elektrochemische Reaktionen auf Grund der induzierten Ladungsmenge und der
entstandenen Strome ziemlich sicher ausgeschlossen werden [243,40]. Um das Risiko irre-
versibler elektrochemischer Reaktionen weiter zu minimieren, wurden zwischen den Impul-
sen von 10 ms Dauer Pausen von 140ms eingeflihrt. Bei der Stimulation der Zellen mit
biphasischen harmonischen Signalen (Anregungsspannung bis zu 750mV, Frequenz 100Hz
und 150kHz) sind irreversible elektrochemische Reaktionen, die Zellschadigungen nach sich
ziehen kbénnen, auch eher ausgeschlossen. [243, 40]

5.1.2 Einfluss der Passivierung

Weiterhin wurde der Impedanzunterschied (Amplitude, Phasenwinkel) zwischen den Glas-
Sensorchips mit freien Platin-Elektroden und mit den passivierten Elektroden untersucht
(siehe Kapitel 4.1.1, Abbildung 4-2). Bei einer angelegten Spannung von 750mV und einer
Frequenz von 1 Hz betrégt die Impedanz der passivierten Elektroden ca. 4x10°Q. Fiir 100Hz
ergeben sich bei kapazitiver Stimulation Werte von bis 10kQ bei einer angelegten Spannung
von 750mV, die ab 150kHz zu 600Q konvergieren.

Aus diesen Messungen kann die an den Elektroden flieRende Stromstarke definiert werden.
Daraus ergibt sich bei einer Frequenz von 100Hz und der Anregungsspannung von 750mV
eine Stromdichte von 0,9mA/cm? und bei einer Frequenz von 150kHz eine Stromdichte von
1,25mA/cm?.

Der Wechselstromwiderstand des beschichteten Glas-Sensorchips ist im Mittel um das
10-fache hoher als der des direkten Glas-Sensorchips. Um einen ahnlichen Effekt bei
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direkter und kapazitiver Feldeinspeisung zu erzielen, braucht man deshalb bei der
kapazitiven Stimulation eine viel héhere Spannung.

5.1.3 Einfluss des Zellbewuchses

Um das Impedanzverhalten der mit Zellen bewachsenen Glas-Sensorchips bei steigender
Frequenz zu untersuchen, wurde eine Zwei-Punkt-Impedanzmessung durchgefuhrt.

Bei Spannungsamplituden unter 750mV bewirkt der Bewuchs mit MCF-7 Zellen eine Erhé-
hung des Impedanzwerts. Ebenso ist der Kurvenverlauf des Impedanzspektrums im Ver-
gleich zu dem zellfreien Glas-Sensorchip unterschiedlich, die einzelnen Kurven konvergieren
spater und nicht so gleichmafig wie bei Abbildung 4-5 (siehe Kapitel 4.1.3). Das zeigt
zusétzlich, dass die Zellen im Medium kein ohmsches Verhalten im Frequenzbereich aufwei-
sen und erst ab 100kHz zu einem ohmschen Verhalten Ubergehen. Das bestétigt, dass die
Zellen im hoheren Frequenzbereich einen kapazitiven Kurzschluss der Membranen zeigen.
Weiterhin wurde der Strom an mit Zellen bewachsenen Glas-Sensorchips gemessen. Aus
dieser Strommessung ergibt sich, dass Stromwerte der elektrisch isolierten Elektroden des
beschichteten Glas-Sensorchips im Mittel um das ca. 6-fache niedriger sind als die der nicht-
isolierten Elektroden des direkten Glas-Sensorchips (siehe Kapitel 4.1.3, Abbildung 4-6).

Die angelegte Spannung hat bei niedriger Frequenz (<100Hz) einen groRen Einfluss auf den
Impedanzwert. Im Frequenzbereich ab ca. 100kHz kann das untersuchte System als ohm-
scher Widerstand betrachtet werden. Das sagt aus, dass sich das durch die Spannungsap-
plikation erzeugte Feld in den Zellen im Frequenzbereich ab ca. 100kHz nicht frequenzab-
hangig verhalt. Zusammenfassend kann man sagen, dass eine Spannungs-Signal (Einheit
V) kann man nicht so direkt mit einem Feld-Verlauf (Einheit VV/m) vergleichen.

Weiterhin zeigte die Messung der Impedanz die Abhangigkeit der Elektrodenimpedanz von
der Stromdichte. Mit steigender Stromdichte nhahmen sowohl Betrag als auch Phasenwinkel
der Impedanz ab. Das bedeutet, dass die in die Zellen Ubertragene Signalform von der
Amplitude der eingespeisten Spannung abhangt. AuRerdem werden die Zellen, die sich zwi-
schen den Elektroden befinden, raumlich nicht gleichmafig stimuliert.
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52 Einfluss der elektrischen Stimulation auf Tumorzellen

5.2.1 Niederfrequente gepulste elektrische Felder: Direkte Feldeinkopplung

Um die Hypothese von Binggeli und Weinstein zu Uberprifen, wurde die Beeinflussung der
Teilungsaktivitat, des Metabolismus, der Morphologie und der induzierten Membranpotenti-
alanderung von Tumorzellen durch das Anlegen elektrischer niederfrequenter gepulster Fel-
der untersucht.

Einfluss auf Zellmetabolismus, Teilungsverhalten und Zellmorphologie

Durch die Messung des extrazellularen Sauerstoffverbrauchs und der Anséduerung wird der
Stoffwechsel charakterisiert.

Um eine Aussage Uber die langfristigen Auswirkungen eines extern applizierten niederfre-
guenten elektrischen Feldes auf das Teilungsverhalten von Tumorzellen treffen zu kénnen,
wurden humane Mammakarzinomzellen (MCF-7 Zellen) in einem 24-fach IMR-Messsystem
stimuliert.

Die Untersuchung des Teilungsverhaltens der MCF-7 Zellen, die einem niederfrequenten
elektrischen Feld ausgesetzt waren, zeigte eine um 20% reduzierte Proliferation im Vergleich
zu unbehandelten Zellen (siehe Kapitel 4.3.2). Die Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen wurden mit Hilfe eines t-Tests auf Signifikanz Gberprift. Die Unterschiede zwischen
der Kontrollgruppe und den stimulierten Gruppe sind signifikant (p<0,05) (siehe Anhang D,
Tabelle 6-12).

Die Messung des Metabolismus (Sauerstoffverbrauch, Ansduerung) der stimulierten Zellen
weist eine leichte Abnahme im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (siehe Anhang D, Tabelle
6-13).

Weiterhin wurde die Empfindlichkeit der durchgefiihrten Mess-Methode analysiert. Die Diffu-
sionslange, die die Sauerstoffionen in Zellkulturmedium wéahrend der Ruhephase zwischen
den Pipettierzyklen (20 min) zurucklegen, betragt x=2,6mm [88]. Das bedeutet, dass der
Sauerstoffverbrauch der Zellen aus dem umgebenden Kulturmedium innerhalb von 20 min
im Kreisbereich von 2,6mm um den pO,-Sensor ermittelt wird. Das Layout der Wells ist so
konzipiert, dass die IDES ca. 80% der Wellflache bedecken. Stimuliert werden nur die Zellen,
die Uber der IDES-Struktur wachsen. Der Prozentsatz der stimulierten Zellen, die im durch
die Diffusionslange limitierten Bereich liegen, und von denen der Sauerstoffverbrauch der
Zellen erfasst wird, betragt 83% (siehe Anhang F, Abbildung 6-6).

Die Ansauerungsaktivitdt der stimulierten MCF-7 Zellen zeigte ebenso keinen deutlichen
Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (siehe Anhang D, Tabelle 6-13). Auch hier
wurde die Empfindlichkeit der durchgefiihrten Mess-Methode analysiert. Die Diffusionslénge,
die Protonen in 20 min zuricklegen, betragt x=1,2mm [88]. Das bedeutet, dass die pH-Wert-
Anderung innerhalb von 20 min im Kreisbereich von 1,2mm von dem pH-Sensor ermittelt
wird. Aus diesen Daten lasst sich schlief3en, dass der Prozentsatz von stimulierten Zellen,
die im durch die Diffusionslange limitierten Bereich liegen, und von denen die pH-Wert-Ande-
rung erfasst wird, 77% betragt (siehe Anhang F, Abbildung 6-7). Die Messergebnisse werden
(Layout bedingt) durch die unbehandelten Zellen, die sich nicht direkt Uber den Elektroden
befinden, beeinflusst.

Ein moglicher Effekt, der neben der elektrischen Stimulation zur Zellzahlreduktion fihren
konnte, ist die Entstehung von irreversiblen elektrochemischen Reaktionen am Ubergang
zwischen Elektrode/Elektrolyt.
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Wie in Kapitel 5.1.1 beschrieben, entwickeln sich eher keine irreversiblen Reaktionen.

Um einschatzen zu konnen, ob die Zellen durch die elektrische Stimulation in den Zelltod
Ubergehen und die Zellmembran dabei beschadigt wird, wurden stimulierte und nicht-stimu-
lierte Zellen einem Test zum Nachweis membrangeschadigter Zellen mit Hilfe der Trypan-
blaufarbung unterzogen. Aus diesen Messungen ergab sich kein signifikanter Unterschied
zwischen behandelten und unbehandelten Zellen. [131]

Um auszuschlieRen, dass die Reduktion der Zellzahl durch einen thermischen Effekt verur-
sacht wurde, wurde wahrend des Experiments die Temperatur mit Hilfe eines Pt 1000 Tem-
peratursensors auf dem Glas-Sensorchip gemessen (siehe Kapitel 4.3.3). Wahrend der 30h
Befeldung nahm die Zelltemperatur nur um 0,8°C zu. Ein negativer Einfluss der Temperatur
auf die Zellzahl kann dadurch nicht bestatigt werden. Zudem sind keine Unterschiede in der
Zellmorphologie von stimulierten und nicht-stimulierten Zellen zu erkennen. Im Tempe-
raturbereich zwischen 39°C und 41°C werden immunologische Prozesse (z.B. Hitzeschock-
Protein (HSP)) aktiviert. Der Bereich zwischen 40°C und 42°C verlangt eine Induktion von
Proteinsystemen und Gen-Expressionen. Bei Temperaturen zwischen 42,5°C und 43°C kann
ein zytotoxischer Effekt eintreten. [242]

Daraus lasst sich schlieRen, dass durch die Stimulation thermische Effekte vernachlassigt
werden kénnen.

Wahrend der kompletten Messung wurden die Zellen in einem Medium mit dem Zusatz von
5% FCS kultiviert. Wie bekannt, enthdlt FCS verschiedene Wachstumsfaktoren, die das
Zellwachstum stimulieren. Die stimulierten Zellen wurden nicht synchronisiert, da nicht be-
kannt ist, in welchem Zellstadium das elektrische Feld den groten Einfluss auf die Zellen
hat. Damit die Zellen unter elektrischer Stimulation alle Stadien eines Zellzyklus durchlaufen
konnten, wurden die Zellen einem elektrischen Feld 30h lang ausgesetzt, was der Verdop-
pelungszeit der MCF-7 Zellen entspricht. Diese Wachstumsfaktoren kénnen die Ergebnisse
beeinflussen bzw. vermindern.

Es wurde gezeigt, dass durch die Stimulation der Zellen mit niederfrequenten elektrischen
Feldern eine Zellzahlreduktion um 20% aulftritt. Diese wurde nicht durch parasitare Effekte,
wie z.B. eine Erhohung der Temperatur oder durch die irreversiblen elektrochemischen
Strome induzierter Zelltod, verursacht.

5.2.2Sinusformige elektrische Felder: Direkte und Kapazitive Feldeinkopplung

Weiterhin stimulierte man die Zellen mit einem bipolaren harmonischen Signal und einer
Frequenz von 100Hz bzw. 150kHz.

Fur die Untersuchung des Zellmetabolismus von mit harmonischen Feldpulsen stimulierten
Tumorzellen sind neben den zwei unterschiedlichen Frequenzen (100Hz und 150kHz) auch
zwei verschiedene Arten der elektrischen Stimulation verwendet worden: Direkte- und kapa-
zitive Stimulation. Die Stimulationsparameter fir die elektrische Stimulation basieren auf Lite-
raturangaben [119, 120, 120, 221].

Zunachst wurden die Zellen mit einem direkt eingekoppelten elektrischen Feld stimuliert. Um
eine Aussage Uber die langfristigen Auswirkungen eines direkt applizierten elektrischen Fel-
des harmonischer Form auf das Teilungsverhalten und den Zellmetabolismus der Tumorzel-
len treffen zu kdnnen, wurden die Zellen im 24-fach IMR-Messsystem wahrend der Stimula-
tion untersucht (siehe Kapitel 2.4.5).

Durch den Kontakt zwischen Zellen und Elektroden kénnen bei der direkten Stimulation ne-
ben dem elektrischen Feld auch Stromeffekte auf die Zellen wirken. Wie schon oben be-
schrieben, sind irreversible Faraday sche Stréme nicht zu erwarten. Die kapazitive Stimula-
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tion schafft eine Trennung zwischen Elektroden und den Zellen, wodurch die elektrochemi-
schen Effekte auf die Zellen entfallen. Um eine Aussage Uber die langfristigen Auswirkungen
eines kapazitiv applizierten elektrischen Feldes auf das Teilungsverhalten und Zellmetabo-
lismus der Tumorzellen treffen zu kénnen, wurden die Zellen in einem speziellen 6-Well-
Platten-System stimuliert (siehe Kapitel 3.8.2). Dabei wurden das Teilungsverhalten ermittelt
und die Zellviabilitat mittels des Resazurin-Tests bestimmt.

Sinusférmige elektrische Felder, 100 Hz: Einfluss auf Zellmetabolismus,
Teilungsverhalten und Zellmorphologie

Direkte Feldeinkopplung

Die direkte elektrische Stimulation mit 100Hz lGber mehrere Stunden (120h) im IMR zeigte
einen inhibitorischen Effekt auf den Zellmetabolismus (Sauerstoffverbrauch) der stimulierten
Gruppen. Die angelegte Spannungsamplitude lag im Bereich von 50mV bis 715mV (siehe
Kapitel 4.4.1). Die Gruppen, an denen die hdochste Spannung angelegt wurde, zeigten hier-
bei auch den starksten Rickgang im Sauerstoffverbrauch der Zellen. Schon wahrend der
Exponentialphase (1.Stunde-49.Stunde) ist der Sauerstoffverbrauch der stimulierten Zellen
im Vergleich zur nicht-stimulierten Kontrolle verringert (siehe Abbildung 4-21).

Der Sauerstoffverbrauch der stimulierten MCF-7 Zellen zeigt ab ca. 70h einen signifikanten
Unterschied zu den nicht stimulierten MCF-7 Zellen bei einer Spannungsamplitude von
715mV (t-Test, p<0,05; siehe Anhang D, Tabelle 6-16).

Aus Kapitel 4.1.1 ergibt sich, dass keine irreversiblen elektrochemischen Reaktionen an den
Platin-Elektroden bei einer Spannungsamplitude von 750 mV auftreten kénnen.

Es sind keine Unterschiede in der Zellmorphologie von stimulierten und nicht-stimulierten
Zellen zu erkennen (siehe Abbildung 4-23). Es ist daher anzunehmen, dass die
Zellmorphologie durch die Stimulation nicht beeinflusst wird.

Bei 100Hz ist der Impedanzwert der Zellmembran sehr hoch. Die gemessenen Impedanz-
werte an MCF-7 Zellen liegen bei ca. 10kQ. Dadurch wird das Innere der Zelle von der
Spannung und dem E-Feld isoliert. Die Simulation in Comsol zeigte, dass auch bei 100Hz
ein elektrisches Feld im Inneren der Zelle auftritt (3,21V/m). Dieses ist jedoch im Vergleich
zu den Feldstarken im extrazellularen Medium (ca. 2-4kV/m) um den Faktor 10° niedriger
(siehe Kapitel 4.2.1, Abbildung 4-7, a). Laut Literaturangaben kénnen so kleine Feldstarken
(bis ca. 60V/m) keinen Einfluss auf den Metabolismus haben. Einige Forschungsarbeiten
zeigen aber eine inhibitorische Wirkung von elektrischen Feldern bei niedriger Feldstarke
und Frequenz. Die dabei verwendeten Feldstarken im extrazellularen Raum betrugen min-
destens 100-200V/m und waren damit um den Faktor von ca. 10 geringer, als die hier simu-
lierten Feldstarken. [119, 221]

Niedrige Frequenzen (f<1kHz) kdnnen Teile der Membran depolarisieren und somit zu einer
Schadigung der Zelle fuhren [119]. Speziell die lonenkanéle reagieren hierbei empfindlich
auf das E-Feld [54]. Innerhalb der spannungsgesteuerten lonenkanéle reagieren bestimmte
Molekile auf Verdnderungen im elektrischen Feld in der Zelle [30]. Ein ver&nderter lonen-
fluss kdnnte wiederum das Membranpotential und damit das Teilungsverhalten der Zellen
beeinflussen [32]. Dies wére eine mdgliche Erklarung fir den gemessenen hemmenden Ef-
fekt auf den Metabolismus.
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Kapazitive Feldeinkopplung

Damit bis auf das elektrische Feld alle anderen Effekte als Ursache ausgeschlossen werden
kénnen, wurde mittels einer Befeldungsplatine das Feld kapazitiv eingespeist.

Um die Zellzahl zu quantifizieren, wurden die Zellen direkt nach der Stimulation trypsiniert
und gezahlt. Dabei wurde die Zellzahl der stimulierten und nicht-stimulierten Zellen vergli-
chen. Es zeigt sich nach Versuchsende in den mit 100Hz stimulierten Gruppen sogar eine
leicht hohere Zellzahl, im Vergleich zur Kontrollgruppe (bei Elektroden mit Imm bzw. 3mm
Abstand, siehe Kapitel 4.6.1, Abbildung 4-27, a). Der Unterschied ist jedoch nicht signifikant
(siehe Anhang D, Tabelle 6-29).

Bei der Bestimmung der Zellviabilitat mittels des Resazurin-Tests ergab sich kein Unter-
schied zwischen den einzelnen Gruppen (t-Test, p<0,05, siehe Anhang D, Tabelle 6-30). Die
stimulierten Zellen zeigten keine morphologischen Unterschiede im Vergleich zur nicht-sti-
mulierten Kontrollgruppe (siehe Abbildung 4-28). Eine mogliche Ursache fiir den ausbleiben-
den Effekt kann eine zu niedrige Feldstarke sein (siehe Kapitel 4.2.2, Abbildung 4-12, a). Bei
den Elektroden mit 1mm Abstand betrug die mit COMSOL stimulierte Feldstarke an der Zelle
bei einer angelegten Spannung von 15V und Frequenz von 100Hz ca. 7,2x10™*V/m und war
damit deutlich niedriger, als an der IDES einer iMWP. Desweiteren ist nicht auszuschliel3en,
dass der Bodens der 6-Well-Platte die Zellen zu wirksam vor dem elektrischen Feld ab-
schirmt. Ein weiterer Grund kann ein zu grol3er Abstand zwischen Elektroden und Zellen und
eine damit einhergehende Schwachung des E-Feldes sein.

Sinusférmige elektrische Felder, 150 kHz: Einfluss auf Zellmetabolismus,
Teilungsverhalten und Zellmorphologie

Direkte Feldeinkopplung

Die direkte elektrische Stimulation mit einer Frequenz von 150kHz zeigte einen ahnlichen
Effekt wie bei 100Hz. Die Kontrollgruppen wiesen hierbei starkere Sauerstoffverbrauchsraten
als die stimulierten Gruppen auf (siehe Kapitel 4.5.1, Abbildung 4-24). Der Sauerstoffver-
brauch der stimulierten MCF-7 Zellen zeigt ab t=70h einen signifikanten Unterschied zu den
nicht stimulierten MCF-7 Zellen bei einer Spanungsamplitude von 715mV (t-Test, p<0,05;
siehe Anhang D, Tabelle 6-19).

Die extrazellulare Ansduerung zeigte keine Unterschiede zwischen den Gruppen (siehe
Anhang D, Tabelle 6-19).

Die Simulation mittels Comsol zeigte, dass durch die hohe Frequenz das elektrische Feld die
Zellmembran durchdringen kann (siehe Kapitel 4.2.1, Abbildung 4-10, b). Dadurch entstehen
im Zellinneren Feldstarken von bis zu 2,3kV/m. Die Feldstarken im umgebenden Milieu be-
sitzen mit 4-6kV/m die gleichen Grélenordnungen. Diese Feldstarke kdnnte stark genug
sein, um sich hemmend auf den Metabolismus und die Zellteilung auszuwirken. Wahrend der
Zellteilung besitzt die Zelle mehr polare Zellbestandteile, auf die durch das elektrische Feld
eine Kraft ausgelbt werden kdnnten. Dabei sind speziell wahrend des Teilungsvorganges
die Mikrotubuli, die den Spindelapparat bilden und fur die Chromosomenverteilung zustandig
sind, stark polar und kénnten damit in Mitleidenschaft gezogen werden [119]. Dies ist eine
maogliche Erklarung fir den gemessenen hemmenden Effekt auf den Metabolismus.
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Kapazitive Feldeinkopplung

Bei der kapazitiven elektrischen Stimulation mit 150kHz zeigten die stimulierten Gruppen
eine im Vergleich zur Kontrolle niedrigere Zellzahl (sieche Kapitel 4.6.1, Abbildung 4-27, b).
Dieser Unterschied war jedoch bei beiden Messungen nicht signifikant (siehe Anhang D,
Tabelle 6-31). Die simulierte Feldstarke bei einer angelegten Spannung von 15V und Fre-
guenz von 150kHz lag im Bereich von 0,85V/m innerhalb der Zelle und 1,4V/m auRRerhalb
der Zelle (siehe Kapitel 4.2.2, Abbildung 4-12, b). Metabolisch und morphologisch gab es
zwischen den Gruppen keine sichtbaren Unterschiede (siehe Abbildung 4-29). Ebenso ergab
der Resazurin-Test keine Unterschiede zwischen nicht-stimulierten Zellen (Kontrolle) und
den beiden befeldeten Gruppen (siehe Anhang D, Tabelle 6-27, Tabelle 6-28 und Tabelle
6-32). Der scheinbar hemmende Effekt kann ebenso auf die oben genannten Auswirkungen
des elektrischen Feldes zurlickgehen. Um signifikante Ergebnisse zu erhalten, missen
weitere Versuchsreihen mit vergleichbarer Feldstarke wie im Falle der direkten elektrischen
Stimulation durchgefiihrt werden.

Der Betrag der elektrischen Feldstarke kann durch eine Reduzierung der Bodendicke oder
durch eine Minimierung des Elektrodenabstandes erhdht werden. Zudem wurde untersucht,
welche elektrische Feldstarke an der Zelle auf einem Foliensubstrat entsteht. Um die gleiche
Feldstarke, wie bei der direkten elektrischen Stimulation im Well einer 6-Well-Platte zu errei-
chen, sollte man laut Simulation eine Spannung in Héhe von Uber 10kV bei der Anregungs-
frequenz von 150kHz und einem Elektrodenabstand von 1 mm auf die Zellen auf einem Foli-
ensubstrat mit einer Dicke von 175um einzuspeisen (siehe Anhang C, Abbildung 6-3, b).
Diese Anregungsspannung liegt Giber die Durchschlagspannung.

Eine weitere Mdglichkeit ist das Aufbringen einer Photolackschicht (SU-8) auf die Glas-Sen-
sorchips. Unter der Annahme, dass die Parameter der SU-8 Schicht eine H6he von ca. 2um,
einen Elektrodenabstand von 50pum und eine Frequenz von 150kHz beinhalten, muss laut
Simulation die Anregungsspannung bei ca. 50V liegen (siehe Anhang C, Abbildung 6-4, b).
Die mittels Comsol aufgezeichneten Werte betragen in diesem Fall im Inneren der Zelle ma-
ximal 2kV/m und aufRerhalb 3kV/m. Um die Zelle herrschen relativ gleichméRige Feldstarken
(siehe Anhang C, Kapitel 6.3.3). Bei direkter Stimulation betragt die Feldstéarke, die bei
750mV Spannung und 150kHz erzeugt wird, im Zellinneren maximal 2,3kV/m. In der extra-
zellularen Umgebung treten gleichzeitig Feldstarken von bis zu 4-6kV/m auf (Kapitel 4.2.1).

Zusammenfassend wurde bei der direkten elektrischen Stimulation ein hemmender Effekt
auf den Zellmetabolismus gemessen. Die kapazitive Stimulation mittels Befeldungsplatine
wies, sowohl beim Metabolismus als auch bei der Zellteilung, keine signifikanten Ergebnisse
auf. Deswegen ist es nicht mdglich, die Ursache fiir die inhibitorische Wirkung einzuschran-
ken. Dabei legt die Simulation jedoch nahe, dass sich das E-Feld in Abhangigkeit der Fre-
guenz unterschiedlich auf die Zelle auswirkt. Die isolierende Wirkung der Membran geht da-
bei mit steigender Frequenz zurtick. Zur weiteren Bearbeitung dieses Themas ist es wichtig,
signifikante Ergebnisse zur kapazitiven Stimulation zu erhalten. Deswegen sollten hier noch
weitere Versuchsreihen folgen. Fiur diese Versuche sollte der Messaufbau durch die Ver-
wendung von dinneren Passivierungsschichten, wie z.B. mit Ta,Os-Isolierung, deren
schichtdicke 170 nm betragt, optimiert werden. Damit kdnnen dieselben Feldstarken wie an
den nicht passivierten IDES erreicht werden.
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5.3 Induktion moéglicher biologischer Effekte durch ein elektrisches
Feld: Beeinflussung des Membranpotentials

Die Mitose einer entarteten Zelle ist von mehreren zellularen Prozessen abhangig. Sie wird
auf verschiedenen Ebenen und von Organellen wie Zellkern, Zytoplasma und Zellmembran
reguliert. Zuséatzlich spielen die Wachstumsfaktoren eine wichtige Rolle in den zellregulie-
renden Prozessen. Sie binden an spezifische Rezeptoren der Zellmembran und ermdéglichen
dadurch die zellulare Signaltransduktion. So ist z.B. der Second Messenger cyclisches Ade-
nosinmonophosphat (CAMP) fur die molekulare Wachstumskontrolle der normalen und neo-
plastischen Zellen verantwortlich. Die Synthese dieser Proteine ist von mehreren Faktoren,
wie z.B. der lonenzusammensetzung im extra- und intrazellularen Raum, abhangig [220].

Bei biologischen Prozessen, wie z.B. Mitose, wo eine exakte raumliche und zeitliche Auflo-
sung von Bedeutung ist, kdnnen elektrische Felder mit dem Ziel, diese Mitose zu beeinflus-
sen, eingesetzt werden [55]. Ein elektrisches Feld wirkt sowohl auf die lonen als auch auf die
biologischen Molekiile, die als Dipole betrachtet werden kénnen.

Bei niedrigeren Frequenzen (unter 1kHz, very low frequencies) werden erregbare Zellen und
Gewebe durch die Membrandepolarisation stimuliert [59, 190]. Zellen wie Nerven-, Muskel-
und Herzmuskelzellen wurden mit elektrischen Wechselfeldern im Frequenzbereich bis zu
1kHz stimuliert [166]. Der Stimulationseffekt lasst aber bei Frequenzen hoher als 1kHz nach
[55]. Bei diesen Frequenzen durchdringt das elektrische Feld die Zellmembran frequenz- und
amplitudenabhangig und dadurch werden intrazellulare Prozesse beeinflusst. Wenn eine
Zelle einem elektrischen Feld im MHz—Bereich (very high frequencies) ausgesetzt ist, kann
das zu thermischen Effekten flhren, die durch die ,molekulare Reibung“ zwischen den
schnell oszillierenden Molekilen zustande kommen [203, 237].

Préklinische Studien zeigten den antimitotischen Effekt von TT-Feldern (low intensity,
1-3V/cm; intermediate-frequency, 100-300kHz, Wechselfelder), die Intensitats- und
Frequenz-abhangig sind und einen zusatzlichen oder synergetischen Effekt in der
Kombination mit einer Chemotherapie aufweisen [61, 119, 191]. Solche TT-Felder zeigen
auch eine inhibitorische Wirkung auf die Metastasen im Tiermodell [61]. Diese wirken
unterschiedlich auf sich teilende und nicht-teilende Zellen [55]. Durch die elektrische
Stimulation wird der Teilungsvorgang beeintrachtigt. Zum einen bestehen die Mikrotubuli
zum groBten Teil aus polaren Molekulen, die durch ein extern appliziertes elektrisches Feld
beeinflusst werden, so dass dadurch die Bildung des Spindelapparates beeintrachtigt
werden kann. Diese Dezentrierung der Mikrotubulie verhindert die Polymerisation, die fir die
Bildung des Spindelapparates notwendig ist. Zum anderen weisen sich teilende Zellen im
Vergleich zu nicht-teilenden Zellen einen ungleichmafigeren Feldverlauf auf. Dieses Feld tbt
eine elektrische Kraft auf die polaren Molekile und Organellen aus und fuhrt zur
Dielektrophorese. Dabei werden polare Molekile und Organelle in Richtung des hdheren
elektrischen Feldes gezogen. [55]

Abbildung 5-1 zeigt mégliche Mechanismen, die das Membranpotential bzw. den intrazellul&-
ren pH-Wert und die Kaliumkonzentration durch den Einfluss extern applizierter elektrischer
Felder zu Transkriptionsantworten umwandeln kdnnen [135]. Unter den moglichen Mecha-
nismen sind folgende Signalwege wie:

Einfluss der Signalmolekiile durch die spannungsabh&ngigen Gap Junctions;
Spannungsabhangige Konformationsanderungen der integrin-assoziierten Proteine;
Kalziumeinstrom durch spannungssensitive Kalziumkanale;

Einstrom von Signalmolekilen wie Serotonin (Neurotransmitter);

Aktivierung von spannungssensitiver Phosphatase (VSP);
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Anderung der intrazellularen lonenzusammensetzung von H*-, K*- und Ca?*- lonen;
Beeinflussung des Spindelapparates.
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Abbildung 5-1: Schema der Signaltransduktion, die durch die Wirkung externer elektrischer Felder
hervorgerufen wird. Dadurch kénnen das Membranpotential, der intrazellulare pH-Wert, die Bildung
des Spindelapparates und die Kaliumionenkonzentration beeinflusst werden (entnommen aus [135]).

Alle diese Signalwege scheinen Einfluss auf genetische Anderungen und unter Anderem
auch auf die Proliferation zu nehmen [135].

Das Transmembranpotential spielt eine wichtige funktionale Rolle fir die nicht-erregbaren
Zellen. Wenn eine Zelle einem elektrischen Feld ausgesetzt ist, fihrt das zu einer Membran-
potentialanderung an der Zellmembran. Die Amplitude dieses Membranpotentials ist propor-
tional zur Amplitude des applizierten Feldes. Dies kann zu einer Anderung der Membran-
permeabilitat und der lonenzusammensetzung fuhren. Diverse lonenbewegungen kdnnen
dabei mannigfaltige metabolische Prozesse hervorrufen [80, 89, 135].

Die Untersuchung des Teilungsverhaltens von MCF-7 Zellen, die einem niederfrequenten
gepulsten elektrischen Feld (direkte Feldeinkopplung) ausgesetzt waren, zeigte im Vergleich
zur Kontrolle eine Reduktion der Zellzahl um 20%. In diesem Zusammenhang steht der Ein-
fluss des Transmembranpotentials und des lonenstromes durch die Membran auf zellulare
Prozesse bzw. Proliferation im Vordergrund. Man untersuchte den Membranpotentialverlauf
an diesen Zellen und wie stark sich dieser von den angelegten elektrischen Feldern beein-
flussen liel3.

Die Standard Messmethode fiir die Untersuchung des Membranpotentials bzw. der lonenka-
nale ist die Patch-Clamp-Technik. Diese Technik erlaubt eine prazise Untersuchung der lo-



Diskussion 145

nenkandle, wird aber durch z.B. lokale Zerstérungen der Plasmamembran (keine in vivo
Untersuchungsmaglichkeit) limitiert. Weiterhin gehért auch eine aufwéndige Versuchsvorbe-
reitung zu den Nachteilen dieser Methode. Aus diesen Grunden wurde in dieser Arbeit das
Membranpotential mittels der fluorimetrischen Methode untersucht.

Die Messung des Membranpotentials von MCF-7 Zellen erfolgte mit dem spannungssensiti-
ven Fluoreszenzfarbstoff DIBAC,(3).

Zu den Nachteilen der Farbstoffe aus der Bis-Oxonol-Gruppe gehort die Toxizitat. Um die
unmittelbare toxische Wirkung des Farbstoffes auf die Zellen wahrend des Experimentes
auszuschlieRen, wurde ein Toxizitatstest durchgefuhrt, wobei die optimale Farbstoffkonzent-
ration ermittelt wurde (siehe Kapitel 3.9.1). Die Messungen zeigten keine unmittelbare toxi-
sche Wirkung des Farbstoffes auf die MCF-7 Zellen in DIBAC4(3) Konzentrationen bis zu
5uM (siehe Abbildung 3-24, Abbildung 3-25 und Abbildung 3-26). Durch einen weiteren
photodynamischen Test stellte sich eine optimale DIBAC4(3) Farbstoffkonzentration fur die
durchgefiihrten Experimente von 2uM heraus (siehe Kapitel 3.9.1, Abbildung 3-27).

Um die Membranpotentialanderung quantifizieren zu konnen, erstellte man eine
Kalibrierungskurve mit Hilfe des Na’-K* lonophors Gramicidin. So bestimmte man die
Farbstoffempfindlichkeit (siehe Kapitel 3.9.2, Abbildung 3-31). Die durchgefuhrten Messun-
gen wiesen auf, dass der Farbstoff im Bereich von 5mM bis 60mM [K"], linearen Charakter
zeigt und die Empfindlichkeit des Farbstoffes DIBAC,(3) 0,36+0,0039%mV " betrug.

Die Messung des Membranpotentials an MCF-7 Zellen wurde nach dem im Kapitel 3.9.3 und
Kapitel 3.9.4 beschriebenem Protokoll durchgefiihrt. Diese Messungen erfolgten an den auf
Glas-Sensorchips  kultivierten  Zellen. Die  Messergebnisse  wiesen  folgenden
Membranpotentialverlauf auf: Erwartungsgemaf variierte das Transmembranpotential einer
einem elektrischen Feld ausgesetzten Zelle vom Positiven auf der zur Kathode zugewandten
Seite (Depolarisation) zum Negativen auf der zur Anode zugewandten Seite
(Hyperpolarisation) (siehe Kapitel 4.7.1, Abbildung 4-34). In einem elektrischen Feld von
2,3kV/m wies die Zelle Anderungen des Membranpotentials im Intervall von -35mV bis
+35mV auf. Eine Zelle, die einem elektrischen Feld von ca. 230V/m ausgesetzt war, zeigte
keine Anderung des Membranpotentials (siehe Kapitel 4.7.3, Abbildung 4-45).

Die durchgefiihrten Messungen haben gezeigt, dass eine Transmembranpotentialanderung,
die durch eine Anderung der elektrischen Gradienten vorgenommen wird, auch Zellfunktio-
nen wie die Proliferation beeinflussen kann. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit ande-
ren Arbeiten [32, 138, 197, 213]. Die Membranpotentialfluktation (Hyperpolarisa-
tion/Depolarisation) scheint einen wichtigen Einfluss auf die Proliferation von Tumorzellen zu
haben. In weiteren Arbeiten konnte ein Zusammenhang zwischen der Aktivitdt der lonenka-
nale, dem Transmembranpotential, dem intrazellularen Ca®*-Signaling und der Proliferation
gezeigt werden [236].

Ein extern appliziertes elektrisches Feld kann sowohl den lonendurchfluss durch die Memb-
ran als auch das Transmembranpotential beeinflussen. Dadurch wird auch die lonenvertei-
lung im intra- und extrazellularen Raum verandert. Das kann Anderungen auf zellularer
Ebene (z.B. Zellproliferation) nach sich ziehen. lonenkanéle und lonentransporter gelangen
immer mehr in den Fokus der Tumorforschung [71, 130, 168, 177]. Viele Studien zeigen ei-
nen Einfluss verschiedener lonenkanale wie Kalzium-, Natrium- und in erster Linie Kaliumio-
nenkandle auf die Proliferation und das Membranpotential (siehe Kapitel 2.2.5). Das Memb-
ranpotential wird auch als wichtige Grof3e im Zusammenhang mit der Karzinogenese disku-
tiert. Diese wird an den nicht erregbaren Zellen vorwiegend durch den Fluss von Kaliumio-
nen definiert und kontrolliert, da die Durchlassigkeit fir diese am groRten ist [130]. Die
Membranpotentialanderung wahrend des Zellzyklus und deren Kontrolle durch die Kalium-
kanéle hat eine grol3e Bedeutung fur die Tumortherapie [130].
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Die Membranpotentialanderung wird in erster Linie durch spannungssensitive lonenkandle
initiiert. Deren Aktivitat ist auch notwendig fiir die weitere Signaltransduktion, die Anderungen
in der Genexpression und im Proliferationsverhalten verursachen konnte [135]. Zusammen-
fassend kann man sagen, dass die Vielfalt der lonenkanale (Uberwiegend Kaliumkanale) und
Signalwege, die die aktivieren kénnen, einen Einfluss auf die Transmembranpotential-Regu-
lation (Depolarisation/Hyperpolarisation) in Tumorzellen nehmen. Andererseits kann man die
Anderung des Transmembranpotentials als Aktivierungs-Trigger fiir intrazellulare Signal-
Messenger wie z.B. Kalzium, der die Proliferation begunstigt, betrachten [236]. Eine durch
Kaliumkanéale induzierte Membranpotentialverschiebung in negativer Richtung (also Hyper-
polarisation) nimmt einen hemmenden Einfluss auf die Proliferation [32, 130, 222]. Weiterhin
kénnen Kaliumkanale apoptosehemmende Proteine Mcl-1 aktivieren, die zur Membranhy-
perpolarisation fuhren kdnnen. Die Membranhyperpolarisation kann zudem zu einem Sub-
strattransport fuhren. Die Nahrstoffe werden in diesem Fall entlang eines elektrochemischen
Natriumgradienten transportiert [130, 232].

So kann man vermuten, dass verschiedene lonenkanéle und vorwiegend Kaliumionenkanéle
eine wichtige Rolle in der Tumorwachstumsregulation spielen. Eine erhohte Aktivitat der Ka-
liumionenkanale wird mit einer erhohten Proliferationsrate assoziiert. Die in Kapitel 2.2.5
beschriebenen Signalwege, die durch verschiedene lonenkanéle aktiviert werden kénnen,
zeigen synergetische komplexe Effekte auf die Proliferation. Die Regulationsmechanismen
zwischen den Kaliumkanalen und der Tumorzellproliferation sind noch nicht komplett ver-
standen.

Im Prinzip kdnnen lonenkanéle die Proliferation auf zwei verschiedene Arten beeinflussen.
Einerseits sind sie fir das Unterstiitzen von homgostatischen Parametern wie intrazellularem
[Ca*']i, pH-Wert und Zellvolumen erforderlich. Dabei erfolgen die Aufnahme von Substrat-
produkten und der Abtransport von Metabolismusprodukten. Andererseits fiihrt die Expres-
sion der Kaliumkanéle in Tumorzellen zur Zellmembranhyperpolarisation (statt Depolarisa-
tion). Dies kann proliferationshemmend wirken [224]. Dieser Gegensatz zeigt das nicht aus-
reichende Verstandnis der Wirkungsmechanismen zwischen den Kaliumkanéalen und ande-
ren lonenkandlen, der Membrandepolarisation/Membranhyperpolarisation und der Prolifera-
tion und verlangt weiteren Forschungsbedarf [130].

Ein weiterer mdglicher Wirkungsmechanismus ist eine Aktivitdtsregulation von spannungs-
sensitiven Transportmolekiilen wie Serotonin. Dadurch wird das Membranpotential beein-
flusst und spezifische chemische Signalwege werden aktiviert [135]. Weiterhin kdnnten
Membranrezeptoren umverteilt werden oder B1 Integrine aktiviert werden und Anderungen in
Membranproteinen initiiert werden, was auch zu Proliferations&nderungen filhren kdnnte
[135, 136].

Die erzielten Ergebnisse erlauben uns das Transmembranpotential als ein grundlegendes
biophysikalisches Signal in nicht-erregbaren Zellen zu betrachten. Die Untersuchung des
Teilungsverhaltens von MCF-7 Zellen, die einem niederfrequenten elektrischen Feld ausge-
setzt waren, zeigte eine um 20% reduzierte Proliferation im Vergleich zu unbehandelten
Zellen. Die Messung des Metabolismus weist eine leichte Abnahme relativ zu nicht-stimu-
lierten Zellen auf. Die durchgefiihrten Messungen zeigten die Depolarisation einer Zellhalfte
und die gleichzeitige Hyperpolarisation der anderen Zellhalfte. Die Experimente kénnen als
Hinweis daflr gewertet werden, dass extern applizierte elektrische Felder an Tumorzellen
lokal das Membranpotential und damit auch die Permeabilitat von lonenkanalen andern. Ob
diese Veranderung kausal mit der beobachteten Anderung der Zellproliferation zusammen-
hangen, muss in weiteren Experimenten geklart werden.
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5.4  Proliferationshemmung unter Verwendung des Na'/H'-
Austausch-Karrierblockers Amilorid und Variation der
extrazellularen pH-Werte

Der extrazellulare pH-Wert ist bei den meisten Tumorzellen niedriger als bei normalen Zel-
len, da der Tumorzellmetabolismus im sauerstoffarmen Milieu zur Umwandlung von Glukose
und anderen Substraten in Milchsaure fuhrt [227, 231]. Diese Erkenntnis ist therapeutisch
relevant. Eine Abnahme des pH-Werts im cytosolischen Bereich kann eine Abnahme der
metabolischen Aktivitat bedeuten und Apoptose hervorrufen [130]. Andererseits besagt die
Hypothese von Binggeli und Weinstein, dass teilungsfahige Zellen, wie Tumorzellen oder
embryonale Zellen, ein weniger negatives Transmembranpotential als die nicht-teilungsfa-
hige Zellen, wie Muskel- und Nervenzellen, aufweisen [32]. Auf Grund dieser Hypothese
kénnte man eine Korrelation zwischen der mitotischen Aktivitat einer Zelle und dem Trans-
membranpotential (Membrandepolarisation) vermuten. Basierend auf diesen Beobachtungen
kénnte man vermuten, dass eine Abnahme des extrazellularen pH-Werts zu einer Abnahme
des Membranpotentials (Hyperpolarisation) fihren konnte.

In dieser Arbeit wurden am Beispiel der MCF-7 Zelllinie Effekte von unterschiedlichen extra-
zellularen pH-Werten unter Verwendung des Na'/H*-Austausch-Karrierblockers Amilorid auf
den Metabolismus und das Membranpotential untersucht (siehe Kapitel 4.8).

Wie die durchgefiihrten Messungen zeigten, fuhrte ein Absenken des pH-Werts im extrazel-
lularen Raum zu Abnahme der metabolischen Aktivitat (siehe Abbildung 4-46) [181]. Der
Sauerstoffverbrauch der Zellen sinkt proportional zur pH-Wert-Abnahme im extrazellularen
Raum. Das konnte auf die Hemmung der mitochondriellen Aktivitat und Proliferation hindeu-
ten. Bei einer Variation des extrazellularen pH-Werts bis zu pHe,=7,0 kann der intrazellulare
pH-Wert durch zelluldre Regulationsmechanismen bis zu pH;,=7,3 aufrechterhalten werden
[169]. Ab einem extrazellularen pH-Wert von pHe=6,6 erreicht der intrazellulare pH-Wert
pHi»=7,1 und verursacht einen Zellzyklusarrest [169]. Das ist aus der Messung des Zellmeta-
bolismus ersichtlich. Ab einem extrazellularen pH-Wert von pHe=6,5 erkennt man keine
weitere Steigung der metabolischen Aktivitat.

Weiterhin fuhrt Variation der extrazellularen pH-Werte zu einer Anderung des Membran-
potentials (siehe Abbildung 4-47). Extrazellulare Azidose fiihrt zu einer Verschiebung des
Membranpotentials in Richtung positiver Werte (Depolarisation). In unserem Fall fihrt die
Reduktion des extrazellularen pH-Werts von 7,4 auf 6,5 zu einem Anstieg des Membranpo-
tentials von -70mV (MW, n=12) auf -37mV (MW, n=12). Unter sehr sauren extrazellularen
Bedingungen (pHe=6,0, Daten sind nicht gezeigt) konnte kein Unterschied zwischen Kon-
troll- und behandelter Gruppe gemessen werden. Der Grund dafiir kdnnte eine starke Ab-
rundung der Zellen sein, die die Messergebnisse verfélschte.

Wie oben beschrieben, flhrt eine extrazellulare Azidose auch zur Hemmung des Metabolis-
mus und zu passivem Protonenausstrom. Aus diesen Messungen kdnnen wir einen Zusam-
menhang zwischen der Membrandepolarisation der MCF-7 Zellen, die wir bei der extrazellu-
laren Azidose gemessen haben, und der Proliferationshemmung vermuten. Dieses Ergebnis
widerspricht aber der oben genannten Arbeitshypothese. Dieser Gegensatz zeigt, dass die
Wirkungsmechanismen zwischen Proliferations- und Membranbeeinflussung (Depolarisa-
tion/Hyperpolarisation) durch die Variationen der intra- und extrazellularen pH-Werte noch
nicht ausreichend geklart sind. Zur Erkenntnis dieses Gegensatzes besteht ein weiterer For-
schungsbedarf. Es ist zu vermuten, dass es in vivo Mechanismen gibt, welche durch Unter-
suchungen an den Zellen nicht erfasst werden kdénnen.
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Weiterhin flihren Variationen des extrazellularen pH-Werts auch zu unterschiedlich starken
Reaktionen auf Amilorid-Behandlungen. Die Zugabe des Kanalblockers zu MCF-7 Zellen
(Inaktivierung der Na'/H'-Austausch-Carrier) fuhrte zu einer signifikanten Sauerstoffver-
brauchsabnahme proportional zur Abnahme des extrazellularen pH-Werts (siehe
Abbildung 4-46) [181]. Unter sehr sauren extrazellularen Bedingungen (pHe=6,0) reagieren
Zellen sehr schwach auf die Amiloridzugabe. Die mitochondriale Aktivitat andert sich in
diesem Fall kaum. Laut Literatur gehen Zellen unter Amilorid-Behandlung in Abhangigkeit
vom intrazellularen pH-Wert (bis zu pH;,=5,5) in die Apoptose uber [169, 182]. So zeigten
Zellen von tumortragenden Mausen (HRAS transformierte Fibroblasten, Mutation der NHE1
Kanélen) eine 80%ige metabolische Reduktion im Vergleich zu unbehandelten Mausen
[169].

Die Amilorid-Behandlung zeigte in den durchgefuhrten Versuchen keinen signifikanten Ein-
fluss auf die Membranpotentialanderung im Vergleich zur Kontrollgruppe (siehe
Abbildung 4-47). Generell sind Na*/H*-Austausch-Carrier elektroneutral. Aus den Messungen
kann man aber erkennen, dass die Membran mit steigender Azidose im extrazellularen
Raum (pHe=6,5) im Vergleich zu Kontrolle weniger depolarisiert ist. Die Aktivierung der
Na'/H*-Austausch-Carrier kann zu einer Abnahme der Na‘/Ca?'-Austauschrate fiihren. Das
konnte ein Grund fur die Zunahme an intrazellularem Kalzium sein und zu einer Anderung
der Membrandepolarisation fuhren [99]. Umgekehrt kdnnte die Blockade des
Na‘/H*-Austausch-Carriers zur indirekten Hyperpolarisation der Zellmembran fiihren.

All diese Signalwege konnen die Membran sowohl depolarisieren als auch hyperpolarisieren.
Man kdnnte vermuten, dass durch die Amilorid-Behandlung einer dieser Transportwege blo-
ckiert wurde und eine leichte Hyperpolarisation im Vergleich zur Kontrollgruppe bei dem
pHex-Wert von 6,5 gemessen wurde. Dadurch kdnnte auch die ziemlich hohe Streuung der
gemessenen Membranpotentialwerte (hohe Standardabweichung) erklart werden. Uber wel-
chen Weg genau dieser Effekt hervorgerufen wurde und wie das genaue Zusammenspiel der
Signalwege ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden. Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass ein direkter Zusammenhang zwischen der extrazellularen Azidose und der
Proliferationshemmung besteht. Daraus kann man schliel3en, dass variierende extrazellulare
pH-Werte und dadurch geadnderte intrazellulare pH-Werte einen Einfluss auf das Membran-
potential (also Depolarisation) nehmen. Die Verwendung des Amilorid-Kanalblockers fuhrt zu
einer signifikanten Sauerstoffverbrauchsabnahme und wies keinen signifikanten Einfluss auf
die Membranpotentialanderung auf.
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55 Fazit

Basierend auf der Beobachtung von Binggeli und Weinstein [32], dass das Transmembran-
potential verschiedener Zellen sich in Abhéngigkeit ihrer Proliferation verandert, wurde im
Rahmen dieser Arbeit der umgekehrte Effekt - die Proliferation von Zellen unter dem Einfluss
von elektrischen Feldern - untersucht. Damit sollte geklart werden, ob auf diese Weise lang-
fristige Effekte an humanen Tumorzellen erzielt werden kdnnen und ob sich daraus thera-
peutische Mdglichkeiten ergeben.

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob und wie elektrische Felder den Metabolismus,
das Teilungsverhalten und die Zellmorphologie von Tumorzellen beeinflussen. Dafiir wurden
humane Mammakarzinomzellen mit niederfrequenten Rechteckpulsen mit einer Frequenz
von 100Hz und sinusférmigen Feldpulsen mit einer Frequenz von 100Hz bzw. 150kHz befel-
det.

Die Untersuchung des Teilungsverhaltens der MCF-7 Zellen, welche einem niederfrequenten
gepulsten elektrischen Feld ausgesetzt waren, zeigte eine um 20% reduzierte Proliferation
im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Die Messung des Zellmetabolismus von mit sinusfor-
migen Feldpulsen stimulierten Tumorzellen zeigte auch einen inhibitorischen Effekt auf den
Zellmetabolismus (Sauerstoffverbrauch) der behandelten Gruppen.

Um elektrochemisch bedingte Nebeneffekte bei der direkten Stimulation zu vermeiden,
wurde zudem analysiert, wie sich die Zellen bei einer direkten elektrischen Stimulation im
Vergleich zu einer Stimulation mit einem kapazitiv eingekoppelten elektrischen Feld verhal-
ten. Mit Hilfe einer Finiten Elemente Simulation konnte abgeschétzt werden, welche Feld-
starken auf der Zellebene entstehen kénnen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Zellzahlreduktion bei der direkten Stimulation nicht durch zytotoxische Effekte oder korrosive
Effekte verursacht wurde.

Weiterhin konnte, anhand der durchgefihrten Zellmembranpotential-Messungen, die Hyper-
polarisation der einen und die gleichzeitige Depolarisation der anderen Zellhélfte nachgewie-
sen werden. Die Membranpotential-Fluktuation (Hyperpolarisation/Depolarisation) scheint
einen wichtigen Einfluss auf die Proliferation von Tumorzellen zu haben. Dies lasst vermu-
ten, dass ein Zusammenhang zwischen einer — durch ein extern appliziertes elektrisches
Feld verursachten — Membranpotentialdderung und der zellularen Teilungsaktivitéat besteht.
Der Zusammenhang zwischen den lonenkanéalen und der dadurch induzierten Membranpo-
tentialanderung und Tumorwachstumshemmung ist bei weitem noch nicht eindeutig geklart
und verlangt einen weiteren Forschungsbedarf.

Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass eine Azidose im extrazelluldren Bereich einerseits
zu einer Proliferationshemmung und andererseits zu einer Membrandepolarisation fihrt.
Dies wird vermutlich durch die intrazellularen pH-Regulationsmechanismen verursacht.
Weiterhin verursacht die Verwendung eines Na'/H'-Austausch-Karrierblockers (Amilorid)
eine leichte Membranhyperpolarisation bei steigender extrazellularer Azidose. Die Prolifera-
tionshemmung ist starker ausgepragt als bei unbehandelten Zellen. Das lasst einen Zusam-
menhang zwischen extrazellularer Azidose, Membrandepolarisation und Proliferationshem-
mung vermuten. Die Hypothese von Binggeli und Weinstein besagt jedoch eine Korrelation
zwischen Membranhyperpolarisation und Proliferationshemmung [32]. Dieser Gegensatz
zeigt unser nicht ausreichendes Verstandnis der Wirkungsmechanismen zwischen der Mem-
brandepolarisation/Membranhyperpolarisation und der Proliferation unter extrazellularer Azi-
dose. Es ist zu vermuten, dass es in vivo Mechanismen gibt, welche durch Untersuchungen
an isolierten Zellen nicht ausreichend erfasst werden kénnen.

Durch die Variation der extrazellularen pH-Werte kbénnen weitere Membranproteine aktiviert
werden, die einen Einfluss auf die Zellproliferation aufweisen. So zeigten Wissenschaftler
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des New Yorker Konsortiums flir Membranprotein-Strukturen (NYCOMPS) eine neuartige
Struktur eines Membranproteins der ,Trans Bax Inhibitor Motiv“ (TMBIM)-Familie, die aus
Roéntgendaten errechnet wurde. Dieses Protein kann den Kalzium-Spiegel in der Zelle steu-
ern. Abhangig vom pH-Wert kann dieser Kanal einen offenen oder geschlossenen Konfor-
mationszustand annehmen. Bei den physiologischen pH-Werten liegen etwa gleich viele
Proteine im offenen oder geschlossenen Zustand vor. Das kann zu einem permanenten Kal-
ziumverlust durch die Membran fuhren. Chang et al. zeigten die Méglichkeit, pH-Werte durch
diesen Kanal zu modulieren. Es wurden Anderungen an der pH-Werten durch das Steuern
von einem Membranprotein (TMBIM) gezeigt. Der pH-Wert kann den Kalziumspiegel in einer
Zelle regulieren. Als néchsten Schritt sehen Wissenschaftler die Moglichkeit, die Kristall-
strukturen der menschlichen TMBIM-Proteine zu erforschen, um moglichst spezifische Inhi-
bitor-Wirkstoffe zu entwickeln [45].

5.6 Ausblick: Therapeutischer Ansatz

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass elektrische Felder geeignet sind, das Proliferations-
verhalten von Tumorzellen zu beeinflussen.

Die Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass die Beeinflussung der Funktionalitéat von lo-
nenkanalen durch extern applizierte elektrische Felder an Tumorzellen zu einer Proliferati-
onsbeeintrachtigung flihren kann. Jedoch sind die Kenntnisse Uber die Rolle der Kalium- und
der anderer lonenkanale in der Tumorzellenproliferation noch nicht ausreichend. Man weif3
nicht genau wie grol3 der funktionale Einfluss spezifischer lonenkanéle auf die Tumoren ist
und welche Rolle diese in verschiedenen Tumorentwicklungsstadien spielen. Weiterhin exis-
tieren nur wenige Studien, die die Eigenschaften der lonenkanéle an normalen und Tumor-
zellen vergleichen [130]. Um die Bedeutung des Membranpotentials von lonenkanélen und
von externen elektrischen Feldern fir das Verhalten von Tumorzellen bzw. Tumoren zu kla-
ren, missen in weiteren Versuchen in erster Linie die Kaliumionenkanale (Verhalten und
Einfluss auf die metabolischen Signalwege wéahrend der elektrischen Stimulation) untersucht
werden.

Wahrend der Messungen wurden die Zellen in einem Medium mit dem Zusatz von 5% FCS
kultiviert, das verschiedene Wachstumsfaktoren beinhaltet. Deswegen misste man in weite-
ren Versuchen einen Weg finden, den FCS-Anteil in Medium zu reduzieren. Damit soll eine
Uberstimulation der Zellen verhindert werden.

Dank der Proliferationshemmung der Endothelzellen wird auch die Angiogenese beeintrach-
tigt [120]. Der Einfluss der elektrischen Felder ist dabei richtungsabhangig. Am effektivsten
ist die Ausrichtung des elektrischen Feldes entlang der Teilungsachse der sich teilenden
Zellen. Mit dem Ziel, den Einfluss des elektrischen Feldes zu erhdhen, kann man die Felder
mit einem sequenziellen Feldrichtungswechsel von 90° applizieren [119]. Praklinische Stu-
dien zeigten, dass die Intensitat und die Frequenz elektrischer Felder, die einen Einfluss auf
Tumore nehmen, sich umgekehrt proportional zur Tumorzell-Grol3e verhalten missen. Das
bedeutet, dass die das Feld generierenden Geréte fur jede Tumorart in Intensitat und Fre-
guenz programmierbar sein missen. [55]

Zur weiteren Bearbeitung dieses Themas ist es auch wichtig, signifikante Ergebnisse zur
kapazitiven Stimulation zu erhalten. Deswegen sollten hierzu noch weitere Versuchsreihen
folgen. Fur diese Versuche sollte der Messaufbau durch die Verwendung von diinneren Pas-
sivierungsschichten auf den Glas-Sensorchips, wie z.B. mit Ta,Os-Isolierung, deren Schicht-
dicke 170 nm betragt, optimiert werden. Damit kdnnen dieselben Feldstdrken wie an den
IDES erreicht werden.
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6 ANHANG
6.1 Anhang A

6.1.1 Chemikalien und Lésungen

Die in der Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 6-1 zusammengefasst.

Bezeichnung Hersteller
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- Sigma-Aldrich (H 4043), Deutschland
ethansulfonsaure (HEPES)

2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure Sigma-Aldrich (M 0164), Deutschland
(MES)

Accutase PAA laboratories (L 11-007), Osterreich
Amiloridehydrochloridehydrate (Ami- Sigma-Aldrich (A 7410), Deutschland
lorid)

Bis-(1,3-Dibutylbarbituric Acid) Molecular Probes (B 438), USA
Trimethine Oxonol, (DIBAC4(3))

Calciumchlorid (CaCly) MERCK KGaA (102382), Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) MERCK (317275), Deutschland

Dulbeccos Modified Eagles Medium
(DMEM D 5030)
Dulbeccos Modified Eagles Medium
(DMEM D5648)

Sigma-Aldrich (D5030), Deutschland

Sigma-Aldrich (D5648), Deutschland

Ethanol 70% VWR Prolab, Deutschland

Fetal Calf Serum (FCS) Sigma-Aldrich (F7524), Deutschland
Gentamycin (50 mg/ml) Sigma-Aldrich (G1397), Deutschland
Glucose wasserfrei MERCK KGaA (108337), Deutschland
Gramicidin D from Bacillus Sigma-Aldrich (G 5002), Deutschland
aneurinolyticus

L-Glutamin 200 mM Sigma-Aldrich (G 7513), Deutschland
Natriumchlorid (NaCl) MERCK KGaA (6404), Deutschland

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) MERCK KGaA (106329), Deutschland
Natriumhydrogenphosphat (di-) Dihydrat

MERCK KGaA (6580), Deutschland

(NaH2PO4)

Natriumhydroxid (NaOH) MERCK KGaA (106498), Deutschland
N-Methyl-D-glucamine (NMDG) Fluka (66930), Deutschland

Phenol Rot MERCK KGaA (7241), Deutschland

;’ TSphate Buffered Saline (PBS). PH 530 ma-Aldrich (P-5368), Deutschland
Resazurinsodiumsalt (Resazurin) Sigma-Aldrich (R 7017), Deutschland
Salzsdure (HCI) MERCK KGaA (1.00321), Deutschland
TC10™ Trypan Blue Dye BIO-RAD (145-0021), Deutschland
Triton-X-100 (100%) Sigma-Aldrich (T 9284), Deutschland
Trypan Blue Sigma-Aldrich (T 6146), Deutschland
Trypsin GIBCO (840-7075IH), Deutschland

Tabelle 6-1: Zusammenfassung der verwendeten Chemikalien und Lésungen.
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6.1.2 Zusammensetzung der angewendeten Medien

Im Folgenden sind die verwendeten Medien zusammengefasst.

Losung fir Zellkultur:

Kulturmedium: DMEM D5646 (Sigma-Aldrich)+3,9g/ NaHCO3;+5% FCS (vorgewarmt auf
37°C)

Losungen fir die Messung des Zellmetabolismus wahrend der elektrischen Stimulation:

Messmedium: DMEM D5030 (Sigma-Aldrich, ohne Phenolrot und NaHCO3)+4,5g/I D-
Glucose+4mM L-Glutamin+50ug/ml Gentamyzin+5% FCS

Losungen fir die Messung des Zellmetabolismus unter Amilorid-Behandlung:

Gepuffertes Messmedium: DMEM D5030 (Sigma-Aldrich) + 4,5g/I D-Glucose+4mM L-
Glutamin+50ug/ml Gentamyzin+5% FCS+ 10mM HEPES (pH 7,4 u. 7,0) oder MES (pH 6,5
u. 6,0)

Losungen fur die Fluoreszenzmessungen:

HEPES gepufferte physiologische Lésung (HEPES-PS): NaCl 140mM, KCI 2,8mM, MgSO,
1mM, CaCL, 1mM, D-Glucose 11mM, HEPES 10mM. Die Substanzen wurden in A. bidest
(bidestilliertes Wasser) angesetzt, das pH mit NaOH bzw. KCI auf 7,4 oder 7,0 eingestellt
wurde.

MES gepufferte physiologische Ldsung (MES-PS): NaCl 140mM, KCI 2,8mM, MgSO, 1mM,
CaCL, 1mM, D-Glucose 11mM, MES 10mM. Die Substanzen wurden in A. bidest. angesetzt,
das pH mit NaOH bzw. KCI auf 6,5 oder 6,0 eingestellt.

Losungen fur den Toxizitatstest:

Messmedium + 1pM, 5uM, 10uM oder 20uM DIiBAC,(3). 1mM DIiBAC,(3)-Stammldsung
(DMSO/EtOH)

DIBAC,(3) Eichlésungen:

2,8 MM KCI 10 mM KCI 25 mMKCI 30 mM KCI 40 mM KCI 60 mM KCI

DIBAC4(3) 2uM 2 uM 2 uM 2 uM 2 UM 2 uM
Gramicidin 1 pM 1uM 1uM 1uM 1uM 1uM
NMDG 140 mM 1382mM 1178 mM 1128mM 1028 mM 82,8 mM
KCI 2,8 mM 10 mM 25 mM 30 mM 40 mM 60 mM

Tabelle 6-2: Zusammensetzung der DiIBAC, (3) Eichldsungen.

Die Konzentrationen der anderen Salze entsprachen den bei HEPES (MES)-PS angegebe-
nen Konzentrationen. Die Substanzen wurden in A. bidest. angesetzt. Der pH mit NaOH
(KCI) auf 7,4, 7,0, 6,5 und 6,0 eingestellt.

Losungen fur die Membranpotential-Messung wahrend elektrischer Stimulation:

HEPES-PS+2uM DIiBAC,(3)
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Losungen fur die Membranpotential-Messung an den Zellen unter Amilorid-Behandlung:

HEPES-PS+2uM DiBAC4(3) (pH 7,4 u. 7,0) und : MES-PS+2uM DiBAC,4(3) (pH 6,5 u. 6,0).

6.1.3 Gerate

Die in der Arbeit verwendeten Gerate sind in Tabelle 6-3 aufgelistet.

Bezeichnung

Hersteller

Analysewaage (Kern 440-35N)

KERN & SOHN GmbH, Deutschland

Digitalkamera NIKON 5400

Nikon Corporation, Japan

FLUOstar Galaxy

BMG LABTECH GmbH, Deutschland

Frequenzgenerator, SG801

HEB Digitaltechnik, Deutschland

Frequenzgenerator, 8202

Voltcraft, Deutschland

Impedance/Gain-phase Analyzer 1260A

Solartron Analytical, Ametek Inc.

Inkubator (37 °C, 10% CO»,)

Binder, Deutschland

Intelligent Microplate Reader (IMR)

Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fiir Medizinische
Elektronik, HP Medizintechnik GmbH,
Deutschland

Inversmikroskop CK2

OL Olympus Optical Co., Japan

Inverses Digital Microscope iMIC

Till Photonics, Deutschland

Magnetrihrer mit Heizplatte (RCT classic
IKAMAG safety control)

VWR International GmbH, Deutschland

Neubauer Zahlkammer

Carl Roth GmbH, Deutschland

pH-Meter inoLab 720

WTW GmbH, Deutschland

Pipetten (10, 100, 200, 1000 p)

Eppendorf, Deutschland

Pipettenspitzen Premium Tips

Biozym, Deutschland

Pipettierkopf fir IMR-System

Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fir Medizinische
Elektronik; HP Medizintechnik, Deutschland

Potentiostat, Voltalab 40

Radiometer Analytical, VoltaLab Instruments

Semimikrowaage Genius Sar

Sartorius AG, Deutschland

Sterilbank Hera Safe

Thermo Scientific, Deutschland

TC10™ Automated Cell Counter

Bio-Rad Laboratories, Deutschland

Varioklav Dampfsterilisator

Thermo Scientific, Deutschland

Verdunstungsschutz fir Deepwell-Platte
(24 Well)

Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fir Medizinische
Elektronik

Wasserbad (Isotemp 200)

Fisher Scientific, Deutschland

Zellkultur-Inkubator

BINDER, Deutschland

Zentrifuge (Multifuge 3 S-R)

Heraeus, Deutschland

Tabelle 6-3: Zusammenfassung der verwendeten Geréate.
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6.1.4 Software

In folgender Tabelle 6-4 ist die verwendete Software zusammengefasst.

Software Hersteller

Microsoft Office 2007 Microsoft Corporation, USA

Origin 8.0 G OriginLab Corporation, USA

IMR Steuersoftware 1.0 HP Medizintechnik GmbH, Deutschland
iIMWP Data Viewer 1.3 HP Medizintechnik GmbH, Deutschland
Microscope System 24 1.0 HP Medizintechnik GmbH, Deutschland

SHZ Softwarehaus Zuleger GmbH,

IMROS (IMR Operating System) Deutschland

ImageJ, 1.48v Open Source

Tabelle 6-4: Zusammenfassung der verwendeten Software.
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6.2 Anhang B

Impedanzmessung

In den Kapiteln 4.1.1. und 4.1.3. sind die Bode-Diagrammen der untersuchten Elektroden in
einer PBS Ldsung gezeigt. In unten stehender Tabelle 6-5 bis Tabelle 6-8 sind die maxima-
len und minimalen Werte des Betrages bei verschiedenen Anregungsspannungen (200mV,
500mV und 750mV) zusammengefasst. Die Messungen wurden an den Glas-Sensorchips
mit und ohne Zellen durchgefihrt.

Vergleichsmessung (ohne Zellen): Frequenzbereich [10°Hz—10°Hz], direkte Befeldung:

Amplitude [mV] Max. Impedanzwert [Q] Min. Impedanzwert [Q]
200 2x10° 40
500 5x10* 40
750 2,5x10* 40

Tabelle 6-5: Impedanzmesssung: Betrag der Impedanz von Mikroelektroden, gemessen mit einer
Spannung von 200mV, 500mV und 750mV im Frequenzbereich von 10°Hz bis 10°Hz. Chip ohne Zel-
len. Direkte Feldeinspeisung, Kontrolle.

Vergleichsmessung (ohne Zellen): Frequenzbereich [10°Hz—10°Hz], kapazitive Befeldung:

Amplitude [mV] Max. Impedanzwert [Q] Min. Impedanzwert [Q]
200 8x10° 800
500 5x10° 800
750 2,5x10° 800

Tabelle 6-6: Impedanzmesssung: Betrag der Impedanz von Mikroelektroden, gemessen mit einer
Spannung von 200mV, 500mV und 750mV im Frequenzbereich von 10°Hz bis 10°Hz. Chip ohne Zel-
len. Kapazitive Feldeinspeisung, Kontrolle.

Vergleichsmessung mit MCF-7 Zellen: Frequenzbereich [10°Hz-10°Hz], direkte Befeldung:

Amplitude [mV] Max. Impedanzwert [Q] Min. Impedanzwert [Q]
200 2x10° 60
500 1,2x10° 60
750 2x10* 60

Tabelle 6-7: Impedanzmesssung: Betrag der Impedanz von Mikroelektroden, gemessen mit einer
Spannung von 200mV, 500mV und 750mV im Frequenzbereich von 10°Hz bis 10°Hz. Messung mit
MCF-7 Zellen. Direkte Feldeinspeisung.
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Vergleichsmessung mit MCF-7 Zellen: Frequenzbereich [10°Hz—10°Hz], kapazitive Befel-
dung:

Amplitude [mV] Max. Impedanzwert [Q] Min. Impedanzwert [Q]
200 1,3x10° 1000
500 7x10° 1000
750 2,5x10° 1000

Tabelle 6-8: Impedanzmesssung: Betrag der Impedanz von Mikroelektroden, gemessen mit einer
Spannung von 200mV, 500mV und 750mV im Frequenzbereich von 10°Hz bis 10°Hz. Messung mit
MCEF-7 Zellen. Kapazitive Feldeinspeisung.
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6.3 Anhang C
Numerische Modellierung des Spannungs- und Feldverlaufs

6.3.1Kapazitive elektrische Stimulation: Sinusféormige elektrische Felder, 100Hz
und 150 kHz, Elektzrodenabstand 3 mm, Anregungsspannung 15V

Mit dem in Kapitel 3.7.2 vorgestellten Simulationsmodell ergibt sich der in Abbildung 6-1 und
Abbildung 6-2 dargestellte Potentialverlauf der raumlichen Verteilung der elektrischen
Feldstarke an einer Zelle, die sich auf den Boden eines Wells einer 6-Well-Platte zwischen
zwei Fingern der IDES Elektroden befindet. Die Frequenz betragt 100Hz bzw. 150kHz. Die
an der rechten Elektrode angelegte Spannung betragt 15V. Der Elektrodenabstand betragt
3mm.
L15[V] 2,93x10% [V/m]
*x10*

2,5

1,13x10°%

Abbildung 6-1: Berechneter Spannungsverlauf (a) und Feldverlauf (b) am Boden eines Wells der 6-
Well-Platte in und an einer Zelle, die sich am Boden eines Wells der 6-Well-Platte befindet. Die 6-
Well-Platte ist auf eine Befeldungsplatine gestellt. Die Zellen wurden mit einer Spannung von 15V und
einer Frequenz von 100Hz stimuliert. Der Elektrodenabstand betragt 3mm.

A15[V] 2,93x10% [V/m]
*x10%
14
2,5
12
110 | 2
| 1,5
|
2] 6
1
4
2 0,5
a a0 b .
1,69x10°

Abbildung 6-2: Berechneter Spannungsverlauf (a) und Feldverlauf (b) am Boden eines Wells der 6-
Well-Platte in und an einer Zelle, die sich am Boden eines Wells der 6-Well-Platte befindet. Die 6-
Well-Platte ist auf eine Befeldungsplatine gestellt. Die Zellen wurden mit einer Spannung von 15V und
einer Frequenz von 150kHz stimuliert. Der Elektrodenabstand betragt 3mm.
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Fur den Elektrodenabstand von 3mm ergeben sich im Inneren des Wells Feldstarken von
maximal 7,2x10“*V/m und 1,4V/m und im Inneren der Zelle von maximal 6,5x10'V/m und
0,85V/m bei Frequenzen von 100Hz und 150kHz entsprechend.

6.3.2 Kapazitive elektrische Stimulation: Sinusférmige elektrische Felder
150kHz, Elektrodenabstand 1 mm, Anregungsspannung 10 kV, Zellen
auf einem Foliensubstrat

Mit dieser Simulation wurde untersucht, welche elektrische Feldstarke an der Zelle auf einem
Foliensubstrat entsteht. Die Foliendicke betragt 175um. Verwendet wurde das Modell aus
Kapitel 3.7.1 mit einer Anregungsspannung von 10kV, einem IDES Abstand von 1mm und
einer Folie mit einer Dicke von 175um. Der Spannungsverlauf ist in Abbildung 6-3 darge-
stellt.
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Abbildung 6-3: Berechneter Spannungsverlauf (a) und Feldverlauf (b) am Boden eines Wells der 6-
Well-Platte in und an einer Zelle, die sich am Boden eines Foliensubstrates befindet. Die 6-Well-Platte
ist auf eine Befeldungsplatine gestellt. Die Zellen wurden mit einer Spannung von 10kV und einer
Frequenz von 150kHz stimuliert. Der Elektrodenabstand betragt 1mm.

Fur den Elektrodenabstand von 1mm betragen die mittels Comsol aufgezeichneten Werte im
Inneren der Zelle maximal 2,3kV/m und auf3erhalb 4kV/m.
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6.3.3 Kapazitive elektrische Stimulation: Sinusféormige elektrische Felder,
150kHz, Elektrodenabstand 50 pm, Anregungsspannung 50 V, Zellen
auf einem mit SU-8 Lack passivierten Glas-Sensorchip

Weiterhin wurde berechnet, welcher Spannungs- und Feldverlauf auf einem mit SU-8 Lack
(Schichtdicke 2um) passivierten Glas-Sensorchip entsteht.
50[V] 8,49x107 [V/m]
% *x107
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Abbildung 6-4: Berechneter Spannungsverlauf (a) und Feldverlauf (b) in und an einer Zelle, die sich
am Boden eines mit SU-8 Lack passivierten Glas-Sensorchips befindet. Die Zellen wurden mit einer
Spannung von 50V und einer Frequenz von 150kHz stimuliert. Der Elektrodenabstand betragt 50um.

Die in Comsol gemessenen Feldstarken im Zellinneren belaufen sich bei der Frequenz von
150kHz, der Anregungsspannung von 50V und dem Elektrodenabstand von 50um auf maxi-
mal 2kV/m. Im extrazellularen Medium treten gleichzeitig Feldstarken im Bereich von 3kV/m
auf. Um die Zelle herrschen relativ gleichméRige Feldstarken.
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6.3.4 Direkte elektrische Stimulation Uber Langselektroden: Sinusféormige
elektrische Felder, 100 Hz

Mit dem in Kapitel 3.7.1 vorgestellten Simulationsmodell ergibt sich die in Abbildung 6-5
dargestellte raumliche Verteilung der elektrischen Feldstarken in und an einer Tumorzelle
Diese befinden sich zwischen zwei Stimulationselektroden in einem Messmedium (bei einem
Elektrodenabstand von 3mm und bei einer Frequenz von 100Hz). Die an der rechten Elekt-
rode angelegte Spannung betragt 750mV.
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Abbildung 6-5: Berechneter Feldverlauf in und an einer Zelle, die sich zwischen zwei

Stimulationselektroden in einem Messmedium befindet, mit einer Stimulationsspannung von 750mV
und einer Frequenz von 100Hz. Elektrodenabstand betragt 3mm. Vergrofl3erte Abbildung.

Die in Comsol gemessenen Feldstarken im Zellinneren belaufen sich bei der Frequenz von
100Hz auf maximal 1,9x10° V/cm. Im extrazellularen Medium liegen die Feldstarken bei
230V/m.
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6.4 Anhang D
Elektrische Stimulation

6.4.1 Statistische Auswertung

Aus den gewonnen Testergebnissen der Zellzahlen, der metabolischen Messungen und der
Resazurin-Umsetzungen soll Gber einen statistischen Hypothesentest, die Gleichheit, bzw.
die Unterschiedlichkeit ermittelt werden.

Verwendete statistische Methode

Um die Hypothesen zu bestatigen oder abzulehnen, wurde der Student'sche t-Test ver-
wandt. Dieser Test setzt eine Normalverteilung der Grundgesamtheit voraus, verwendet aber
die t-Verteilung, die bei kleiner Stichprobenanzahl zur Anwendung kommt.

Das Verfahren vergleicht die Mittelwerte unter Berticksichtigung der Standardabweichung
der Stichproben fir zwei Gruppen. Mittels eines vorgegebenen Signifikanzkriteriums wird der
Hypothesentest bestatigt, bzw. abgelehnt.

Der Student t-Test ist in diesem Fall mathematisch identisch mit dem einfaktoriellen Anova
Test.

Dabei wurden folgende Hypothesen definiert:

Nullhypothese: Die Mittelwerte aller Niveaus sind gleich.
Ho: py — g =0 Stichproben unterscheiden sich nicht signifikant
Alternativhypothese: Die Mittelwerte eines oder mehrerer Niveaus sind verschieden.
Hi: gy —ppy #0 Unterschied der Stichproben ist signifikant
Beim Niveau 0,05 unterscheiden sich die Mittelwerte der Grundgesamteinheiten signifikant.
ps<0,05 Signifikanzkriterium. p: errechnetes Signifikanzniveau
(zwischen verglichenen Stichproben)
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6.4.2 Elektrische Stimulation: direkte Feldeinkopplung, Zellzahlbestimmung,
Resazurinumsetzung

Niederfrequente elektrische Felder, 100Hz, Anregungsspannung 750mV

MDA-MB-231 Zellen auf den Glas-Sensorchip

Zu entsprechenden Zeitpunkten nach dem Stimulationsstart (jeweils 21h) wurde die Zellzahl
den mit einem elektrischen Feld stimulierten und nicht stimulierten Zellen verglichen. Die
Stimulationsdauer betrugt jeweils 21h (siehe Kapitel 4.3.1).

Zellzahlbestimmung:

Zelldichte in Kultur in (Zellen/cm?)x10°

Zeit nach der 48 h 71h 95 h
Aussaat
Kontrolle Kontrolle Befeldung 1 Kontrolle Befeldung 2
Versuch 1 0,74 1,35 0,74 2,05 1,10
0,71 1,35 0,73 1,98 1,15
Versuch 2 0,71 1,00 0,70 1,98 1,24
0,68 1,01 0,67 1,98 1,19
0,72 1,26 0,70 1,98 1,13

Tabelle 6-9: Zelldichte der auf dem Glas-Sensorchip kultivierten Zellen zu den angegebenen Zeitpunk-
ten bei unbehandelten MDA-MB-231 Zellen (Kontrolle) und mit elektrischem Feld stimulierten Zellen.

Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse:

Ein Test wurde immer mit 2x6 gleichen Ausgangsproben durchgefiihrt. Die Referenzprobe
(Kontrolle) blieb unbehandelt, die andere wurde mit einer Spannung von 750mV stimuliert:

6 Proben blieben unbehandelt
6 Proben wurden mit einer Spannung von 750mV stimuliert

Dauer p-Wert

der Stimulation Zellzahl
Kontrolle vs stimulierten Zellen, Kontrolle vs stimulierten Zellen,
71h 95 h

21h 2,51E-5 signifikant 1,64E-11 signifikant

Tabelle 6-10: Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse (t-Test bei zwei Stichproben, p<0,05).
Elektrische Stimulation der MDA-MB,3; Zellen auf den Glas-Sensorchip, n=6.
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MCE-7 Zellen in einer IMWP im IMR Messsystem

Zu den entsprechenden Zeitpunkten nach dem Stimulationsstart (jeweils 30h) wurde die
Zellzahl der mit einem elektrischen Feld stimulierten und nicht stimulierten Zellen verglichen.
Die Stimulationsdauer betrug 30h (siehe Kapitel 4.3.2).

Zellzahlbestimmung:

Zelldichte in Kultur in (Zellen/cm?2)x10°

Versuch 1 Versuch 2
Kontrolle Elektrische Stimulation Kontrolle Elektrische Stimulation
1,51 1,16 2,57 1,81
1,91 1,56 2,55 1,96
1,71 1,41 2,90 1,72
1,61 1,33 2,42 2,20
1,86 1,30 2,43 2,17
1,77 1,25 2,57 1,81

Tabelle 6-11: Zellzahl von elektrisch stimulierten MCF-7 Zellen gegentber nicht stimulierten Zellen.

Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse:

Ein Test wurde immer mit 2x6 gleichen Ausgangsproben durchgefiihrt. Die Referenzprobe
(Kontrolle) blieb unbehandelt, die andere wurde mit einer Spannung von 750mV stimuliert:

6 Proben blieben unbehandelt
6 Proben wurden mit einer Spannung von 750mV stimuliert

Dauer p-Wert

der Stimulation Zellzahl
Kontrolle vs stimulierten Zellen, Kontrolle vs stimulierten Zellen,
Test 1 Test 2

30h 0,16E-2 signifikant 8,44E-4 signifikant

Tabelle 6-12: Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse (t-Test bei zwei Stichproben, p<0,05).
Elektrische Stimulation der MCF-7 Zellen in einer IMWP, n=6.
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Elektrische Stimulation: direkte Metabolische

Messungen

6.4.3 Feldeinkopplung,

Niederfrequente elektrische Felder: 100 Hz

Ein Test wurde immer mit 2x5 gleichen Ausgangsproben durchgefuhrt. Die Referenzprobe
(Kontrolle) blieb unbehandelt, die andere werde mit einer Feldstarke von 20-40V/cm stimu-
liert:

5 Proben blieben unbehandelt
5 Proben wurden mit einer Spannung von 750mV (bzw. einer Feldstarke von 2,3 kV/m) sti-
muliert

Zu entsprechenden Zeitpunkten nach dem Stimulationsstart (Oh, 10h, 20h und 30h) wurden
die metabolischen Parameter Sauerstoffverbrauch und Ansduerungsrate von mit einem
elektrischen Feld stimulierten und nicht stimulierten Zellen verglichen. Die Stimulationsdauer
betrug 30h (siehe Kapitel 4.3.5).

Zeit nach dem p-Wert

Stimulationsstart

Sauerstoffverbrauch

Ansauerung

Kontrolle vs stimulierten Zellen

Kontrolle vs stimulierten Zellen

Oh 0,87 Keine Signifikanz 0,86 Keine Signifikanz
10 h 0,95 Keine Signifikanz 0,60 Keine Signifikanz
20 h 0,51 Keine Signifikanz 0,29 Keine Signifikanz
30h 0,06 Keine Signifikanz 0,65 Keine Signifikanz

Tabelle 6-13: Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse (t-Test, p<0,05). Elektrische Stimula-
tion der MCF-7 Zellen in einer IMWP. Niederfrequente Feldpulse, 100Hz.

Sinusformige elektrische Felder: 100 Hz

Ein Test wurde immer mit 4x3 gleichen Ausgangsproben durchgefiihrt. Die Referenzprobe
(Kontrolle) blieb unbehandelt, die anderen Gruppen wurden mit verschiedenen Feldstarken
stimuliert:

3 Proben blieben unbehandelt

3 Proben wurden mit einer Spannung von 50mV stimuliert
3 Proben wurden mit einer Spannung von 200mV stimuliert
3 Proben wurden mit einer Spannung von 715mV stimuliert

Zu entsprechenden Zeitpunkten nach dem Stimulationsstart (Oh, 30h, 70h, 90h und 110h)
wurden die metabolischen Parameter Sauerstoffverbrauch und Ansduerungsrate von mit
einem elektrischen Feld stimulierten und nicht stimulierten Zellen verglichen. Die Stimulati-
onsdauer betrug 108h (siehe Kapitel 4.4.1).
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Elektrische Stimulation der Zellen mit einer Spannung von 50mV:

Zeit nach dem p-Wert

Stimulationsstart ~ Sauerstoffverbrauch Ansduerung

Kontrolle vs stimulierten Zellen Kontrolle vs stimulierten Zellen
30h 0,99 Keine Signifikanz 0,71 Keine Signifikanz
70 h 0,05 Keine Signifikanz 0,56 Keine Signifikanz
90 h 0,84 Keine Signifikanz 0,52 Keine Signifikanz
110 h 0,71 Keine Signifikanz 0,11 Keine Signifikanz

Tabelle 6-14: Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse (t-Test, p<0,05). Elektrische Stimula-
tion der MCF-7 Zellen in einer iIMWP. Harmonische Feldpulse, 100Hz. Anregungsspannung 50mV.

Elektrische Stimulation der Zellen mit einer Spannung von 200mV:

Zeit nach dem p-Wert

Stimulationsstart ~ Sauerstoffverbrauch Ansduerung

Kontrolle vs stimulierten Zellen Kontrolle vs stimulierten Zellen
30h 0,01 signifikant 0,32 Keine Signifikanz
70 h 0,48 Keine Signifikanz 0,52 Keine Signifikanz
90 h 0,27 Keine Signifikanz 0,89 Keine Signifikanz
110 h 0,49 Keine Signifikanz 0,94 Keine Signifikanz

Tabelle 6-15: Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse (t-Test, p<0,05). Elektrische Stimula-
tion der MCF-7 Zellen in einer IMWP. Harmonische Feldpulse, 100Hz. Anregungsspannung 200mV.

Elektrische Stimulation der Zellen mit einer Spannung von 715mV:

Zeit nach dem p-Wert

Stimulationsstart ~ Sauerstoffverbrauch Ansuerung

Kontrolle vs stimulierten Zellen Kontrolle vs stimulierten Zellen
30h 0,44 Keine Signifikanz 0,97 Keine Signifikanz
70 h 0,01 signifikant 0,50 Keine Signifikanz
90 h 0,03 signifikant 0,39 Keine Signifikanz
110 h 0,03 signifikant 0,29 Keine Signifikanz

Tabelle 6-16: Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse (t-Test, p<0,05). Elektrische Stimula-
tion der MCF-7 Zellen in einer IMWP. Harmonische Feldpulse, 100Hz. Anregungsspannung 715mV.
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Sinusférmige elektrische Felder: 150kHz

Ein Test wurde immer mit 4x3 gleichen Ausgangsproben durchgefiihrt. Die Referenzprobe
(Kontrolle) blieb unbehandelt, die anderen Gruppen wurden mit verschiedenen Feldstarken
stimuliert:

3 Proben blieben unbehandelt

3 Proben wurden mit einer Spannung von 50mV stimuliert
3 Proben wurden mit einer Spannung von 200mV stimuliert
3 Proben wurden mit einer Spannung von 715mV stimuliert

Zu entsprechenden Zeitpunkten nach dem Stimulationsstart (Oh, 30h, 70h, 90h und 110h)
wurden die metabolischen Parameter Sauerstoffverbrauch und Ansauerungsrate von mit
einem elektrischen Feld stimulierten und nicht stimulierten Zellen verglichen. Die Stimulati-
onsdauer betrug 108h (siehe Kapitel 4.5.1).

Elektrische Stimulation der Zellen mit einer Spannung von 50mV:

Zeit nach dem p-Wert

Stimulationsstart

Sauerstoffverbrauch

Ansauerung

Kontrolle vs stimulierten Zellen

Kontrolle vs stimulierten Zellen

30h 0,39 Keine Signifikanz 0,68 Keine Signifikanz
70 h 0,56 Keine Signifikanz 0,10 Keine Signifikanz
90 h 0,94 Keine Signifikanz 0,90 Keine Signifikanz
110 h 0,81 Keine Signifikanz 0,78 Keine Signifikanz

Tabelle 6-17: Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse (t-Test, p<0,05). Elektrische Stimula-
tion der MCF-7 Zellen in einer IMWP. Harmonische Feldpulse, 150kHz. Anregungsspannung 50mV.

Elektrische Stimulation der Zellen mit einer Spannung von 200mV:

Zeit nach dem p-Wert

Stimulationsstart ~ Sauerstoffverbrauch Ansuerung

Kontrolle vs stimulierten Zellen Kontrolle vs stimulierten Zellen
30h 0,01 signifikant 0,22 Keine Signifikanz
70 h 0,08 Keine Signifikanz 0,80 Keine Signifikanz
90 h 0,04 Signifikant 0,59 Keine Signifikanz
110 h 0,07 Keine Signifikanz 0,64 Keine Signifikanz

Tabelle 6-18: Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse (t-Test, p<0,05). Elektrische Stimula-
tion der MCF-7 Zellen in einer IMWP. Harmonische Feldpulse, 150kHz. Anregungsspannung 200mV
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Elektrische Stimulation der Zellen mit einer Spannung von 715mV:

Zeit nach dem p-Wert

Stimulationsstart ~ Sauerstoffverbrauch Ansduerung

Kontrolle vs stimulierten Zellen Kontrolle vs stimulierten Zellen
30h 0,06 Keine Signifikanz 0,98 Keine Signifikanz
70 h 0,03 signifikant 0,86 Keine Signifikanz
90 h 0,01 signifikant 0,45 Keine Signifikanz
110 h 0,02 signifikant 0,45 Keine Signifikanz

Tabelle 6-19:Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse (t-Test, p<0,05). Elektrische Stimula-
tion der MCF-7 Zellen in einer iIMWP. Harmonische Feldpulse, 150kHz. Anregungsspannung 715mV.
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6.4.4 Temperaturkontrolle auf dem Glas-Sensorchip wahrend der
elektrischen Stimulation mittels einen Temperatursensors PT1000

Es kann wahrend der elektrischen Stimulation zu Hitzeentwicklung kommen. Aus diesem
Grund wurde der Temperaturverlauf auf den verwendeten Glas-Sensorchips wahrend der
elektrischen Stimulation mit Hilfe eines Temperatursensors PT1000 aufgezeichnet (siehe
Kapitel 4.3.3).

Der Stimulationsversuch wurde im Inkubator aufgebaut. Diesen heizte man zunachst auf
37°C auf und maR dann den Widerstand bei dieser Temperatur. Danach wurde der gleiche
Ablauf bei der Temperatur von 40°C wiederholt. Nach der Messung ergaben sich folgende
Widerstandswerte:

Temperatur, (°C) 37°C 40 °C
Glas-Sensorchip 1, Widerstand (Q) 1162 1173
Glas-Sensorchip 2, Widerstand (Q) 968 979

Tabelle 6-20: Widerstandswerte, gemessen an Temperatursensor Pt1000 an beiden Glas-Sen-
sorchips bei 37°C und 40°C.

Daraus berechnete man die Kurvensteigung, die die Anderung der Temperatur wiederspie-
gelt:

Glas-Sensorchip 1: —(1173_1162)£= , Q
(40-37) °C °C

Glas-Sensorchip 2: Mﬁ = 3,72
(40-37) °C °C

AnschlieRend flihrte man die Temperaturmessung an beiden Glas-Sensorchips wahrend der
elektrischen Stimulation Uber 30h durch. Die gemessenen Widerstandwerte sind in
Tabelle 6-21 zusammengefasst.

Zeit (h) 0 1 2 3 4 5 6 21 30

Glas-Sensorchip 1, Wider-

968 968 969 969 970 970 970 971 971
standswerte (Q)

Glas-Sensorchip 2, Wider-

1162 1162 1163 1164 1164 1164 1164 1165 1165
standswerte (Q)

Tabelle 6-21: Widerstandswerte, gemessen an Temperatursensor Pt1000, wahrend der elektrischen
Stimulation (30h) an beiden Glas-Sensorchips.

Aus diesen Messungen berechnete man die Anderung der Temperatur auf den Glas-Sen-
sorchips wahrend der elektrischen Stimulation (30h)

At 1°C
(971-968)2 3,72

Glas-Sensorchip 1:

Die Anderung der Temperatur betrug: At=0,8 °C
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At _1°C
(1165-1162)Q2  3,7Q

Glas-Sensorchip 2:

Die Anderung der Temperatur betrug: At=0,8 °C
Zeit (h) o 1 2 3 4 5 6 21 30
Glas-Sensorchip 1, Tempera- .o 57 573 373 376 37.6 37.6 37,8 378
tur, (°C)
E'fs(;gfnsorcmp 2, Tempera- 4. 57 373 376 376 37.6 37.6 37.8 37.8

Tabelle 6-22: Temperaturwerte, gemessen an Temperatursensor Pt1000, wahrend der elektrischen
Stimulation (30h) an beiden Glas-Sensorchips.

Aus diesen Messungen ergab sich, dass sich die Temperatur wahrend der Stimulation auf
den Glas-Sensorchips um 0,8 °C andert.

Diese langsame, geringfligige Temperaturanderung kann man als Ursache fir einen Rick-
gang der Wachstumsgeschwindigkeit ausschlie3en.

6.4.5 Elektrische Stimulation: kapazitive Feldeinkopplung,

Sinusformige elektrische Felder: 100Hz, 150kHz, MCF-7 Zellen,
Anregungsspannung 15V

Wie in Kapitel 4.6.1 beschrieben, wurden die Zellzahl und die Resazurin-Umsetzung der Zel-
len nach elektrischer Stimulation mit kapazitiver Feldeinkopplung bestimmt und statistisch
ausgewertet.

Zellzahlenbestimmung:

Stimulation mit 100 Hz: Zellzahl Well 1 Well 2 Well 3
Kontrollgruppe 2,55x10° 2,78x10° 2,35x10°
Stimulierte Gruppe 3,09x10° 2,22 x10° 2,51x10°
(2 mm Elektrodenabstand)

Stimulierte Gruppe 3,2x10° 2,9x10° 2,85x10°
(3 mm Elektrodenabstand)

Tabelle 6-23: Elektrische Stimulation: Kapazitive Befeldung 100Hz; Zellzahl.

1.Stimulation 150kHz: Zellzahl Well 1 Well 2 Well 3
Kontrollgruppe 3,18x10° 3,3x10° 3,9x10°
Stimulierte Gruppe 2,95x10° 2,9x10° 2,33x10°
(1 mm Elektrodenabstand)

Stimulierte Gruppe 2,96x10° 2,13x10° 2,66x10°
(3 mm Elektrodenabstand)

Tabelle 6-24: Elektrische Stimulation: Kapazitive Befeldung 150kHz; Zellzahl
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Reproduzierte Stimulation: 150kHz: Well 1 Well 2 Well 3
Zellzahl
Kontrollgruppe 2,1x10° 1,43x10° 2,1x10°
Stimulierte Gruppe 1,94x10° 1,88x10° 1,25x10°
(1 mm Elektrodenabstand)
Stimulierte Gruppe 1,67x10° 1,9x10° 1,2x10°
(3 mm Elektrodenabstand)
Tabelle 6-25: Elektrische Stimulation: Kapazitive Befeldung 150kHz; Zellzahl.
Resazurin-Umsetzung:
Stimulation mit 100 Hz Well 1 Well 2 Well 3
Fluoreszenzanalyse—Resazurin Test
Ohne Zellen 388 395 413
Kontrollgruppe 9458 10456 10483
Stimulierte Gruppe 9495 9436 10513
(2 mm Elektrodenabstand)
Stimulierte Gruppe 10271 10576 -

(3 mm Elektrodenabstand)

Tabelle 6-26: Elektrische Stimulation: Kapazitive Befeldung 100Hz; Fluoreszenzanalyse.

1. Stimulation mit 150 kHz Well 1 Well 2 Well 3
Fluoreszenzanalyse—Resazurin Test

Ohne Zellen 386 377 395
Kontrollgruppe 12133 12037 11886
Stimulierte Gruppe 12688 13320 13160
(1 mm Elektrodenabstand)

Stimulierte Gruppe 12155 12393 12325

(3 mm Elektrodenabstand)

Tabelle 6-27: Elektrische Stimulation: Kapazitive Befeldung 150kHz; Fluoreszenzanalyse.

2. Stimulation mit 150 kHz Well 1 Well 2 Well 3
Fluoreszenzanalyse—Resazurin Test

Ohne Zellen 343 344 355
Kontrollgruppe 12652 12252 12244
Stimulierte Gruppe 12191 12068 12157
(2 mm Elektrodenabstand)

Stimulierte Gruppe 12066 12421 12197

(3 mm Elektrodenabstand)

Tabelle 6-28: Elektrische Stimulation: Kapazitive Befeldung 150kHz; Fluoreszenzanalyse.
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Statistische Auswertung

Ein Test wurde immer mit 3x3 gleichen Ausgangsproben durchgefihrt. Die Referenzprobe
(Kontrolle) blieb unbehandelt, die anderen wurden mit verschiedenen Feldstarken stimuliert:

3 Proben blieben unbehandelt

3 Proben wurden mit einer Spannung von 15V und einem Elektrodenabstand von 1mm
stimuliert

3 Proben wurden mit einer Spannung von 15V und einem Eelektrodenabstand von 3mm
stimuliert

Nach dem Versuchsende (96h Stimulation) wurden die Zellzahl und die Ergebnisse des

Resazurin-Umsetzungstests verglichen. Die Messungen wurden bei zwei verschiedenen
Frequenzen von 100Hz und 150kHz durchgefuhrt.

Sinusformige elektrische Felder: 100 Hz

Elektrische Stimulation der Zellen mit einer Spannung von 15V:

Zellzahlbestimmung:

Zeit nach dem p-Wert

Stimulationsstart  Zellzahl

Kontrolle vs stimulierten Zellen, Kontrolle vs stimulierten Zellen,
Imm 3 mm

96 h 0,88 Keine Signifikanz 0,09 Keine Signifikanz

Tabelle 6-29: Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse (t-Test, p<0,05). Elektrische Stimula-
tion der MCF-7 Zellen in einer iMWP. Harmonische Feldpulse, 100Hz. Anregungsspannung 15V. Ka-
pazitive Feldeinspeisung.

Resazurin-Umsetzung:

Zeit nach dem p-Wert

Stimulationsstart  Fluoreszenzintensitat

Kontrolle vs stimulierten Zellen, Kontrolle vs stimulierten Zellen,
Imm 3 mm

96 h 0,54 Keine Signifikanz 0,58 Keine Signifikanz

Tabelle 6-30: Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse (t-Test, p<0,05). Elektrische Stimula-
tion der MCF-7 Zellen in einer iMWP. Harmonische Feldpulse, 100Hz. Anregungsspannung 15V. Ka-
pazitive Feldeinspeisung.
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Sinusférmige elektrische Felder: 150 kHz

Zellzahlbestimmung:

Zeit nach dem p-Wert

Stimulationsstart  Zellzahl

Kontrolle vs stimulierten Zellen, Kontrolle vs stimulierten Zellen,

Imm 3 mm
96 h, Test 1 0,07 Keine Signifikanz 0,06 Keine Signifikanz
96 h, Test 2 0,58 Keine Signifikanz 0,38 Keine Signifikanz

Tabelle 6-31: Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse (t-Test, p<0,05). Elektrische Stimula-
tion der MCF-7 Zellen in einer iIMWP. Harmonische Feldpulse, 150kHz. Anregungsspannung 15V.
Kapazitive Feldeinspeisung.

Resazurin-Umsetzung:

Zeit nach dem p-Wert

Stimulationsstart  Fluoreszenzintensitat

Kontrolle vs stimulierten Zellen, Kontrolle vs stimulierten Zellen,

Imm 3 mm
96 h, Test 1 0,01 Signifikant 0,06 Keine Signifikanz
96 h, Test 2 0,16 Keine Signifikanz 0,42 Keine Signifikanz

Tabelle 6-32: Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse (t-Test, p<0,05). Elektrische Stimula-
tion der MCF-7 Zellen in einer iIMWP. Harmonische Feldpulse, 150kHz. Anregungsspannung 15V.
Kapazitive Feldeinspeisung.
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6.5 Anhang E

Kalibrierungskurve zum Quantifizieren einer Anderung des Membranpotentials

Um eine statistisch signifikante Datenlage zu erzielen, wurden die Messungen im Fluores-
zenz-Mikroplatten-Reader FLUOStar durchgefuhrt. Die Zellen wurden in einer 96 Well-Platte
mit gleicher Zelldichte wie auf dem Glas-Sensorchip kultiviert. Es wurden Kalibrationsmes-
sungen durchgefihrt und die bei den verschiedenen [K']ex Konzentrationen und verschiede-
nen Zeitabstanden gemessenen Fluoreszenzintensitaten in Prozent ermittelt (Inkubationszeit
liegt im Bereich von 20 min bis 80 min).

Tabelle 6-33 bis Tabelle 6-36 zeigen die Abh&angigkeit der Fluoreszenzintensitat vom Nernst-
Potential in 2 uM DIBAC,(3) beladenen MCF-7 Zellen bei verschiedenen extrazellularen Ka-
liumkonzentrationen und Inkubationszeiten (siehe Kapitel 3.9.2.)

Inkubationszeit 20 min:

Kalium extrazellular, 5 20 40 60 90
[K]ex, [MM]

Nernst-Potential [mV] -87 -50 -32 -21 -10
Fluoreszenz [%], 100 112 118 123 108
Mittelwert (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
SEM, [%] 3,7 7,4 4,9 54 8,9

Tabelle 6-33: Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat vom Nernst-Potential in 2uM DIiBAC,(3) belade-
nen MCF-7 Zellen bei verschiedenen extrazellularen Kaliumkonzentrationen. Inkubationszeit betrug 20
min.

Inkubationszeit 45 min:

Kalium extrazellular, 5 20 40 60 90
[KJex, [MM]

Nernst-Potential [mV] -87 -50 -32 -21 -10
Fluoreszenz [%], 100 114 119 126 109
Mittelwert (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
SEM, [%] 3,8 7,2 4,6 51 9,9

Tabelle 6-34: Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat vom Nernst-Potential in 2uM DIiBAC,(3) belade-
nen MCF-7 Zellen bei verschiedenen extrazellularen Kaliumkonzentrationen. Inkubationszeit betrug 45
min.

Inkubationszeit 65 min:

Kalium extrazellular, 5 20 40 60 90
[KJex. [MM]

Nernst-Potential [mV] -87 -50 -32 -21 -10
Fluoreszenz [%], 100 118 123 125 112
Mittelwert (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
SEM, [%)] 3,7 7,1 4,5 5,8 10,6

Tabelle 6-35: Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat vom Nernst-Potential in 2uM DIiBAC,(3) belade-
nen MCF-7 Zellen bei verschiedenen extrazellularen Kaliumkonzentrationen. Inkubationszeit betrug 65
min.




Anhang 175

Inkubationszeit 80 min:

Kalium extrazellular, 5 20 40 60 90
[K'Jex, [MM]

Nernst-Potential [mV] -87 -50 -32 -21 -10
Fluoreszenz [%], 100 110 117 124 116
Mittelwert (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
SEM, [%] 3,4 4,6 6,3 6,4 10,7

Tabelle 6-36: Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat vom Nernst-Potential in 2uM DIBAC,(3) belade-
nen MCF-7 Zellen bei verschiedenen extrazellularen Kaliumkonzentrationen. Inkubationszeit betrug 80
min.

Die optimalste Inkubationszeit lag bei 45 min, wo die Fluoreszenzintensitat ihr Maximum
erreicht.

Es wurde eine lineare Regression mit der Methode der kleinste Fehlerquadrate mit folgender
Gleichung: y=kx+b, wobei k=0,36+0,039, b=128+0,13, r=0,96 vorgenommen. Bei den Kon-
zentrationen [K*;,=130 mM, [K']ex=5, 20, 40 und 60mM betragen die berechneten Membran-
potentiale -87mV, -50mV, -32mV und -21mV. Die durchgeflihrten Messungen zeigten, dass
der Farbstoff im Bereich von 5mM bis 60mM [K'].,. einen linearen Verlauf hat und dass die
Empfindlichkeit des Farbstoffs DIBAC4(3) 0,36+0,0039%mV* betrug.
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6.6 AnhangF

Layout eines Wells der Multiwellplatte: Flachenberechnung

Das Layout eines Wells der Multiwellplatte hat einen grof3en Einfluss auf die Diskrepanz zwi-
schen der signifikanten Proliferationshemmung und der nur geringen metabolischen Ande-
rung.

Sauerstoffverbrauchssensor

Die Diffusionslange, die die Sauerstoffionen in Zellkulturmedium wahrend der Ruhephase
zwischen den Pipettierzyklen (20 min) zurtcklegen, betragt x=2,6mm [88]. Das bedeutet,
dass der Sauerstoffverbrauch der Zellen aus dem umgebenden Kulturmedium innerhalb von
20 min im Kreisbereich von 2,6mm von dem pO,-Sensor ermittelt wird. Das Layout der Wells
ist so konzipiert, dass die IDES ca. 80% der Wellflache bedecken. Stimuliert werden nur die
Zellen, die Uber der IDES-Struktur wachsen.

Abbildung 6-6: Layout eines Wells der Multiwellplatte. Die Sauerstoffverbrauchs- und Anséuerungs-
rate sind Indikatoren fir den Stoffwechsel. Al: Flache, die dirch die Diffusionslénge, die Sauerstoffio-
nen in Zellkulturmedium wéahrend der Ruhephase zwischen Pipettierzyklen zuriicklegen, bestimmt
wird; A2: Flache des Sauerstoffsensors; A3 und A4: Flachen, die keine stimulierten Zellen bewachsen.

Bestimmung der Flache A;, die durch die Diffusionslange, die Sauerstoffionen in
Zellkulturmedium wahrend der Ruhephase zwischen Pipettierzyklen zuriicklegen, kénnen
definiert werden:

Ay =nmr? = X (2,6 +1)% = 40,7 mm? (6-1)
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Dabei ist r: die Diffisionslange, welche die Sauerstoffionen in Zellkulturmedium wahrend der

Ruhephase zwischen Pipettierzyklen zuriicklegen, plus den Radius des Sauerstoffsensors
ist.

A, = mrf = m x 12 = 3,14 mm? (6-2)
Dabei ist r, der Radius des Sauerstoffsensors ist, auf dem keine Zellen wachsen.

1 1 -
Ay =2 x(zaxb)=2x(§x1x2,1)=2,1mm2 6-3)

Ay =cxd=1x17=1,7mm? (6-4)

Der Prozentsatz der stimulierten Zellen, die im durch die Diffusionslange limitierten Bereich
liegen, und von denen der Sauerstoffverbrauch der Zellen erfasst wird, betragt ca. 83%. Der
berechnet sich aus der Flachendifferenz AAg, = A; — (Ax+AstAy).

pH-Wert-Sensor

Die Diffusionslange, die Protonen in 20 min zuriicklegen, betragt x=1,2mm [88]. Das bedeu-
tet, dass die pH-Wert-Anderung innerhalb von 20 min im Kreisbereich von 1,2mm um den
pH-Sensor ermittelt wird.

Abbildung 6-7: Layout eines Wells der Multiwellplatte. Die Sauerstoffverbrauchs- und
Anséuerungsrate sind Indikatoren fir den Stoffwechsel. As: Flache, die durch die Diffusionslange, die
Protonen in Zellkulturmedium wahrend der Ruhephase zwischen Pipettierzyklen zurticklegen,
bestimmt wird; As: Flache des pH-Wert-Anderung-Sensors; A; und Ag: Flachen, die keine stimulierten
Zellen bewachsen.
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Bestimmen wir die Flache As, die dirch die Diffusionslange, die Protonen in
Zellkulturmedium wahrend der Ruhephase zwischen Pipettierzyklen zurticklegen, bestimmt
werden kann:

As =mr =mx (1,2 + 1)? = 15,2 mm? (6-5)

Dabei ist r; die Diffisionslange, die Protonen in Zellkulturmedium wahrend der Ruhephase

zwischen Pipettierzyklen zurticklegen, plus den Radius des pH-Wert Sensors ist.

Ag = mrf = x 12 = 3,14 mm? (6-6)

Dabei ist ry der Radius des pH-Wert Sensors ist, auf dem keine Zellen wachsen.

A, =cXxd=1x0,2=0,2mm? (6-7)

1 1 -
Ag =2 ><(§a><b)=2><(§><0,2><0,66)=0,13mm2 (6-8)

Aus diesen Daten lasst sich schlieRen, dass der Prozentsatz von stimulierten Zellen, die im
durch die Diffusionslange limitierten Bereich liegen, und von denen die pH-Wert-Anderung
erfasst wird, um die 77% betragt. Der berechnet sich aus der Flachendifferenz AAyy = As —
(AstAr+Ag).
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6.7 Anhang G

Ringplatine fur die elektrische Kontaktierung

Die Ringplatine wurde fir das 6-fach-Messsystem entworfen. Der Schaltplan zeigt, wie die
einzelnen Pads der Glas-Sensorchips mit den Sub-D Steckern kontaktiert sind. Die Adapter-
platine dient dazu, die Signale von Signalgenerator zu den Glas-Sensorchips ab zu leiten.
Die Belegung der Kontakte fur die Koaxialkabel ist so gestaltet, dass sie mit der Belegung
der Kontakte der Sub-D Stecker Ringplatine tbereinstimmen (siehe Kapitel 3.8.1, 6-fach-
Messkammer).
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Abbildung 6-8: Ringplatine: Layout. Rot: oberer Layer, blau: unterer Layer, schwarz: oberer mittlerer
Layer, grin: unterer mittlerer Layer.
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6.8 AnhangH

Untersuchung des Membranpotentials unter Verwendung des Na'/H'-
Austausch-Karrierblockers Amilorid unter Variation der extrazellularen pH-
Werte

Die Messung des Membranpotentials und dessen Abhangigkeit von unterschiedlichen pH-
Werten im extrazellularen Raum wird in Tabelle 6-37 gezeigt (siehe Kapitel 4.8).

pH-Wert 6,5 7,0 7,4
Fluoreszenzintensitat, Kontrolle, n=12 7598 7164 6714
StdAbw, Kontrolle 403 416 470
Mit 40 pM Amilorid behandelnde Zellen, n=12 7230 7030 6687
StdAbw, behan. Zellen 419 408 489

Tabelle 6-37: Messung des Membranpotentials unter Verwendung des Na+/H+-Austausch-Karrierblo-
ckers Amilorid und Variationen der extrazellularen pH-Werte. Fluoreszenzanalyse.

Tabelle 6-38 zeigt Membranpotentialwerte, die nach einer Kalibrierungskurve (siehe Kapitel
3.10.1, Abbildung 3-37, Formel 3-2) in mV umgerechnet wurden:

pH-Wert 6,5 7,0 7,4
Membranpotential, mV, Kontrolle -36 -52 -69
StdAbw, Kontrolle 5,9 5,2 6,23
Membranpotential, mV, behandelnde Zellen -50 -57 -70
StdAbw, behan. Zellen 7,5 3,3 10,6

Tabelle 6-38: Messung des Membranpotentials unter Verwendung des Na+/H+-Austausch-Karrierblo-
ckers Amilorid und Variationen der extrazellularen pH-Werte nach einer Kalibrierungskurve in mV
umgerechnet.

Die statistische Auswertung des Membranpotentials von unterschiedlichen pH-Werten im
extrazellularen Raum wird in Tabelle 6-39 gezeigt:

Verglichene Gruppen p-Wert

n=12 Zellmembranpotential

pH=7,4 vs pH=7,0 2,03E-4 Signifikant
pH=7,4 vs pH=6,5 2,97E-8 Signifikant
pH=7,0 vs pH=6,5 0,01 Signifikant

Tabelle 6-39: Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse (t-Test, p<0,05). Messung des
Membranpotentials unter Variationen der extrazellularen pH-Werte.

Die statistische Auswertung des Membranpotentials von unterschiedlichen pH-Werten im
extrazellularen Raum und von gleichen pH-Werten unter Verwendung des Na'/H*-Aus-
tausch-Karrierblockers Amilorid ist in Tabelle 6-40 zusammengefasst.
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Verglichene Gruppen p-Wert

n=12 Zellmembranpotential

pH=7,4 vs pH=7,4 + 40 uM Amilorid 0,90 Keine Signifikanz
pH=7,0 vs pH=7,0 + 40 uM Amilorid 0,58 Keine Signifikanz
pH=6,5 vs pH=6,5 + 40 uM Amilorid 0,35 Keine Signifikanz
pH=7,0 vs pH=6,5 + 40 uM Amilorid 0,49 Keine Signifikanz
pH=7,0 + 40 pM Amilorid vs pH=6,5 + 40 0,49 Keine Signifikanz
UM Amilorid

pH=7,4 + 40 pM Amilorid vs pH=7,0 + 40 0,001 Signifikant

pM Amilorid

pH=7,4 + 40 uM Amilorid vs pH=6,5 + 40 0,01 Signifikant

UM Amilorid

Tabelle 6-40: Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse (t-Test, p<0,05). Messung des
Membranpotentials unter Verwendung des Na+/H+-Austausch-Karrierblockers Amilorid und Variation
der extrazellularen pH-Werte.
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Abbildung 1-1: Transmembranpotentiale verschiedener Zellen und zellularer Zustande. Das
Transmembranpotential verschiedener Zellen verandert sich in Abh&ngigkeit von ihrer Proliferation.
Die teilungsfahigen Zellen, wie Tumorzellen oder embryonale Zellen, weisen Transmembranpotentiale
auf, die oberhalb eines Grenzwertes von ca. -37mV liegen. Die nicht teilungsfahigen Zellen, wie
Muskel- und Nervenzellen, weisen Transmembranpotentiale auf, die zwischen -70mV und -90mV
liegen. Erstellt nach einer Vorlage aus [80], basierend auf den Daten von [32]. ....ccccceveeeeviiiiiiineeeeeeninns 2
Abbildung 2-1: Der Aufbau einer Krebszelle (Kolorektales Karzinom). Elektronenmikroskopische
Aufnahme (TEM). Der Zellkern, die Mitochondrien, die Ribosomen und die Zellmembran sowie weitere
Zellorganellen sind deutlich zu erkennen. Nicht nur die Zellmembran selbst, sondern auch die
intrazellularen Membranen stellen die strukturbildenden Elemente in Zellen dar und zeigen elektrische
Effekte. Aufnahme: B. WOIF [25]. ......ueiiiiiiiiiie ittt s e s 6
Abbildung 2-2: Tumormikroumgebung, welche die Tumorentwicklung begunstigt. Die Abbildung zeigt
am Beispiel eines Adenokarzinoms die Aktivierung des Schlisselproteins fur GefaBwachstum
(hypoxia-inducible factor-1, HIF1a) und der carbonischen Anhydrase IX. Entnommen aus [169]. ...... 10
Abbildung 2-3: Uberblick tiber den Einfluss der erhéhten intrazellularen pH-Werte und der
Exprimierung der Na+/H+-Antiporter auf die Tumorentwicklung. Die Expression der Kanale fuhrt zu
intrazellularer Alkalinisation und extrazellularer Azidose. Nur die Apoptose wird bei der Erhéhung
dieser beiden Parameter unterdriickt. Entnommen aus [95]........ccovvvviiiiiiiiiieeeeeeee e 12
Abbildung 2-4: Amilorid: Strukturformel. Es ist ein Arzneistoff aus der Gruppe der kaliumsparenden
Diuretika. Die Verwendung von Amilorid fiihrt zur Blockierung des epithelialen Natriumkanals (ENaC).
Durch die Hemmung der Natrium-Wiederaufnahme fithrt Amilorid zu einem erhéhten Natrium- und
Wasserverlust. Dabei wird die Kaliumausscheidung nicht erhéht. Entnommen aus [22]. .........ccc........ 12
Abbildung 2-5: Physikalische Einschrankungen fur die wirksame Reduktion des intrazellularen pH-
Werts, die zum Zelltod fuhren kénnen. Die Reduktion des intrazellularen pH-Werts unter Verwendung
eines Kanalblockers z. B. Amilorid (untere Hélfte der schematischen Zelle) fuhrt zu einem veranderten
Gleichgewicht des Nernst-Potentials fir H* (E,). Der passive Ausstrom von schwachen Sauren (H'-
Ausstrom) kénnte helfen, den pH;,-Wert auf einem Niveau zu halten, dass dadurch keinen Zelltod
sondern einen Zellzyklusarrest verursacht wird. Dieser passive Ausstrom wird auch durch das weniger
negative Membranpotential an Tumorzellen beginstigt (sich nicht teilende, normale Zellen weisen ein
weniger positives Membranpotential auf). Generell tritt ein zytotoxischer Effekt erst ab pHex<6,5 auf.
ENtNOMMEN QUS [L69]. .. eeiiiiiiitiie ittt ettt e s et e e e e e s e bt e e e e e e e e e enbe e e e e eees 13
Abbildung 2-6: Schematische Darstellung der Zellmembran: Die Grundstruktur einer solchen Membran
besteht aus einer Lipid-Doppelschicht (etwa 50% der Membranmasse und ca. 5nm dick), die durch
nicht kovalente Wechselwirkungen zusammengehalten wird. Weitere essentielle Bestandteile der
Zellmembran sind die Membranproteine. Diese sind in die Lipid-Doppelschicht der Zellmembran
eingebettet. Der aulRere Teil der Doppelschicht ist mit komplexen Polysacchariden tiberzogen, die in
ihrer Gesamtheit als Glykokalix bezeichnet wird. Entnommen aus [146]. .........ccoooiuiiiieeieeiinniiiieeeeenn. 14
Abbildung 2-7: Ein méglicher Synchronisationsmechanismus von spannungssensitiven lonenkanélen
in Tumoren. Die Aktivierung der spannungssensitiven Natriumkanalen fiihrt zum Einstrom von Natrium
Dies kénnte zur Depolarisation der Membran und gleichzeitig zur Aktivierung der spannungssensitiven
Kalziumkanéle fuhren. Dieses resultiert in einem Einstrom von Natrium und Kalzium und in der
Aktivierung der spannungssensitiven Kaliumkanéle. Durch den Ausstrom von Kalium wird die
Zellmembran repolarisiert und die spannungssensitiven Natrium- und Kalziumkanale werden
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Abbildung 2-8: Einfluss der spannungssensitiven lonenkanéle auf zellulédre Prozesse in Tumorzellen.
Die spannungssensitiven Kaliumkanéle (K,) sind fur die Regulation des Membranpotentials
verantwortlich. Sie wurden in Leberkarzinom nachgewiesen. Die spannungssensitiven Natriumkanéle
(Na,) wurden in Brust- und Prostatatumoren nachgewiesen. Na, spielt eine wichtige Rolle in der
Zellproliferation, Migration, Adh&sion und Muskelkontraktion. Die spannungssensitiven Kalziumkanéle
(Ca,) wurden bisher in Prostata-, Kolontumoren, Fibrosarkoma und Neuroblastoma nachgewiesen.
Diese Kanale sind in 6 Gruppen (L-, N-, P-, Q-, R- und T-Typ) unterteilt. T-Typ Kanéle werden durch
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die Membrandepolarisation aktiviert. Eine kleine Membrandepolarisation reicht bereits aus. Sie
werden jedoch sehr schnell wieder inaktiviert. Die Zunahme an spannungssensitiven Kalziumkanélen
beeinflusst die Proliferation der Prostatakarzinome (T-Typ Ca,), die Differenzierung der
Darmkrebszellen (L-Typ Ca,) und die Motilitdt von Fibrosarkomazellen. [71] .......cccoceviiiiiiiniiinen e 17
Abbildung 2-9: Einfluss des Kaliumstroms auf die Proliferation von Tumorzellen. Zum einen verursacht
die Zunahme die Hyperpolarisation der Membran. Dadurch steigt die Konzentration an intrazellularem
Kalzium Ca* in der spateren G1-Phase und S-Phase. Diese Erhohung wirkt als Trigger-Mechanismus
auf die Proliferation. Die Zunahme des intrazellularen Kalziums kann aber auch die Apoptose
hervorrufen. Zum anderen wird durch die Zunahme des Kaliumstroms das Zellvolumen gemindert,
was zu einem Anstieg der Zellproliferation fiihrt. Weiterhin hat die Zunahme des Kaliumstromes einen
Einfluss auf die Zunahme der mitogenen Signale. Entnommen aus [224]. ........cccoccvviveeeeeevivcvvneeeeenn 18
Abbildung 2-10: Zusammenfassung der wachstumsregulierenden Konzepte einer normalen Zelle im
Vergleich zu einer Tumorzelle. Es wurde einen Zusammenhang zwischen dem
Transmembranpotential und der mitotischen Aktivitét normaler Zellen und Tumorzellen hergestellt.
Eine wichtige Rolle spielt dabei die intrazellulare lonenkonzentration [32, 49]. Diese Idee wurde spater
von mehreren Autoren durch den Nachweis des wenig negativen Transmembranpotentials an
Tumorzellen unterstitzt [32]. Ein weiteres Konzept besagt, dass normalproliferierende Zellen und
Tumorzellen eine hdhere intrazellulare Konzentration an Natriumionen im Vergleich zu nicht
proliferierenden Zellen aufweisen [105, 154]. Es wurde gezeigt, dass eine erhdhte intrazellulare
Natriumionenkonzentration zu einer Erhéhung der DNA Synthese [63] und der Mitose [226] fuhrt.
Binggeli und Weinstein zeigten in der Zellkultur einen Membranpotentialabfall an der Zelle kurz vor der
Bildung eines Zell-Zell-Kontaktes. Sie vermuten, dass dieser Abfall die Mitose nicht inhibiert. Er kann
jedoch zur Reduktion der DNA Synthese fuihren [32]. AuRerdem wurde ein Einfluss von Gap Junctions
auf das Zellwachstum gezeigt. Erstellt nach einer Vorlage aus [32].........cccceeiviiiieiniiiieiniieee e 21
Abbildung 2-11: Transmembranpotentiale verschiedener Zellen und zellularer Zustande. Das
Transmembranpotential verschiedener Zellen verandert sich in Abh&ngigkeit von ihrer Proliferation.
Die teilungsfahigen Zellen, wie Tumorzellen oder embryonale Zellen, weisen Transmembranpotentiale
auf, die oberhalb eines Grenzwertes von ca. -37mV liegen. Die nicht teilungsfahigen Zellen, wie
Muskel- und Nervenzellen, weisen Transmembranpotentiale auf, die zwischen -70mV und -90mV
liegen. Leicht modifiziertes Diagramm nach Binggeli und Weinstein, erstellt nach einer Vorlage aus

Abbildung 2-12: Einfluss verschiedener Parameter auf das Tumorwachstum. Die DNA-Mutationen
kdénnen die Signalkette auslosen, die zum Tumorwachstum fuhrt. Man vermutet, dass ab einem
Schwellenwert von -37mV eine DNA-Synthese initiiert wird. Diese fuhrt bei Tumorzellen, die ein
Transmembranpotential iber dem Schwellenwert aufweisen, zu einer kontinuierlichen DNA Synthese
und Mitose. Daraus folgen die Probleme mit der Zell-Zell-Adhesion. Erstellt nach einer Vorlage aus

Abbildung 2-13: Membranpotential- und Zellzyklusprogressions-regulierende-Kanéle in Tumorzellen:
Hyperpolarisierende Kanéale ermgglichen einen erhghten Ca**-Ausstrom durch die spannungs-
unabhéngigen Kandle (Ix Ausstrom, rot), wahrend apikale Kalium- und Chloridkanéle ((Ix Einstrom,
Cl~Ausstrom, griin) zur Membrandepolarisation fihren kdnnen, was einen spannungssensitiven ca®-
Einstrom ermoglicht. ENtNOMMEN @us [195]. .....oiiiiiiiiie it 26
Abbildung 2-14: Schematische Darstellung der Ladungs- und Potentialverteilung an einer Membran:
AW: das Transmembranpotential als Differenz der Potentiale beider Phasen (inneres und dul3eres
Membranpotential); Ax: Membrandicke. Entnommen aus [80]. .........c.cccocvoiiiiiiiieiiiiii et 27
Abbildung 2-15: Darstellung eines Ersatzschaltbildes fur den Stromfluss durch eine kugelférmige
Zelle. R,: Widerstand des AuRenmediums; Ri: Widerstand des Zellplasmas; R,,: Membranwiderstand,;

Cin: Membrankapazitat. ENtnommen aus [B0]. ....cccueiiiiiiiiiiiieeee ettt e e 28
Abbildung 2-16: Darstellung eines Ersatzschaltbildes von biologischem Gewebe. €*: Komplexe
Dielektrizitatskonstante; g*: Komplexe spezifische Leitfahigkeit. Entnommen aus [80]. ...........cccccce.... 29

Abbildung 2-17: Darstellung der Frequenzbereiche fiir die a-, 5-, und y-Dispersion am Beispiel der
Abhangigkeit der Kurve der komplexen Dielektrizitatskonstante fiir ein biologisches Gewebe.
ENtNOMMEN QUS [B0]. ..vveeiieeiiiiiiiiiiei i e e e e sttt e e e s s st e e e e e s e et e e e e e e s e snn e ae e e e e e e s s snntenneeeeeesennnrrnneeaees 29
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Abbildung 2-18: Zelle in einem elektrostatischen Feld und entsprechender Ladungs-, Potential- und
Feldverlauf an dieser Zelle. Im oberen Bildteil wird die Richtung und die Stérke des elektrischen
Feldes durch Pfeile charakterisiert. Im unteren Bildteil ist der Potentialverlauf Giber die x-Achse
dargestellt. — —: Membranpotential ohne Feldeinwirkung; —-- —: Durch E-Feld induzierter
Potentialverlauf, AWq ; : Resultierender Potentialunterschied. Entnommen aus [80]. ................ 30
Abbildung 2-19: Feldverlauf um und in einer kugelférmigen Zelle in einem homogenen elektrischen
Wechselfeld (entnommen aus Glaser, Abb. 3.41, Seite 185) Aquipotentiallinien(---) und Feldlinien( );
(A) Feldverlauf bei niedriger Frequenz; (B) Feldverlauf bei hoher Frequenz, Leitwert des
Umgebungsmilieus niedriger als in Zelle; (C) Feldverlauf bei hoher Frequenz; Leitwert im intra- und
extrazellularem Raum gleiCh [B0]. ......ueiiiiiiiie e 31
Abbildung 2-20: Phasengrenze Elektrode/Elektrolyt. Oben: Ladungen und Gegenladungen an einer
Grenzfldchen; Unten: Potentialverlauf entsprechend dem Modell nach Stern: W,: Oberflachenpotential,
Y. Potential am Ende der Helmholtzschicht; X,: Dicke der Helmholzschicht; 1X-Debye-Huckel-Lange
als Mal fur die effektive Dicke der diffusen Doppelschicht. Entnommen aus [80]. .........cccccevvvevevenennn. 33
Abbildung 2-21: Ersatzschaltbild der Phasengrenze Elektrode/Elektrolyt: Rp: Durchtrittswiderstand;
Zw=Rx+1/(iwCy): Warbung-lmpedanz; Rg: Elektrolytwiderstand; Cp: Doppelschichtkapazitat.
ENtNOMMEN QUS [91]. oo ————— 34
Abbildung 2-22: Impedanzmessung: Schaltung bipolarer Messaufbau. Bei der 2-Elektroden-
Anordnung wird eine Wechselspannung im definierten Frequenzbereich angelegt und die
frequenzabhéngige Wechselstromantwort des Systems gemessen. Zu den Vorteilen der 2-Elektroden-
Impedanzmessung gehdren der einfache Messaufbau und Messtechnik. Zusétzlich liegt das
Messobjekt vollstandig in der Messstrecke. Zu den Nachteilen zahlen folgende Faktoren: Zum einen
pragen Impedanzen von Leiterbahnen, Elektroden und dem Messobjekt die Gesamtimpedanz. Zum
anderen kénnen die Messdaten von einer frequenzabhangigen Polarisation der Elektroden verfalscht
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Abbildung 2-23: Schaltung eines tetrapolaren Messaufbaus. Dank dieser Methode ist die vollstandige
Kompensation der Effekte durch Elektroden und Zuleitungen mdglich. Dies ermdglicht auch die
Messung sehr niedriger Impedanzen. Weiterhin gewahrleistet diese Messmethode eine raumliche
Auflédsung durch Mehrelektrodensysteme. Die Messtechnik mit Erregersystem und Antwortsystem ist
jedoch aufwandiger als bei den anderen Messmethoden. Zusétzlich ist dieses Messsystem
empfindlich gegeniber parasitéaren Kapazitaten an Elektroden. ..........ccccoooeiiiiiiieee i 39
Abbildung 2-24: Darstellung der Patch Clamp-Konfigurationen: Cell-Attached-Konfiguration (a): Bei
dieser Methode wird eine Glaspipette, die mit einer Elektrolytiosung gefllt ist, auf die Zellmembran
aufgesetzt. Zwischen der Pipettenspitze und der Zellmembran entsteht durch leichtes Ansaugen ein
Abdichtwiderstand, das sogenannte Gigaseal. Das ermdglicht es, auftretende Leckstrome zu
vernachlassigen; Whole-Cell-Konfiguration (b): Dank des hohen Widerstands des Gigaseals fliel3t
durch die Pipette ein Strom, der auch durch den lonenkanal des Patches flief3t. In die Pipettenlésung
taucht eine Elektrode. Diese Elektrode ist an einen Verstarker angeschlossen. Durch verstarktes
Ansaugen oder kurze Pulse elektrischer Spannung kann die Zellmembran eingerissen werden. Dabei
bleibt die Membran nicht mehr intakt. Es entsteht eine Kontinuitét zwischen dem Zellinneren und der
Glaspipette. ENtNOMMEN @US [240]. ....oeiiiiiiiee ittt ettt e e st e et e e e e snbeeeeenneee 40
Abbildung 2-25: Schematischer Aufbau eines Patch-Clamp-Experiments in der Whole-Cell-
Konfiguration: a) konventionelle Technik; b) planare Technik. Beim konventionellen Patchen wird die
Pipette unter optischer Kontrolle auf einer adharenten Zelle positioniert. Relativbewegungen zwischen
Zelle und Pipette miissen vermieden werden. Dadurch bleibt die Verbindung intakt. Beim planaren
Patchen wird die suspendierte Zelle auf ein Loch positioniert. Das wird mit Hilfe von Unterdruck
ermoglicht. Dabei sind Relativbewegungen ausgeschlossen. Die planare Technik bietet den Vorteil,
dass kein schwingungsgedampfter Tisch, kein Mikroskop und keine Abschirmung fur die
Messungsdurchfihrung erforderlich sind. Entnommen aus [68]..........ccoiviiiiiiiieiiiiieeeee e 41
Abbildung 2-26: Membranpotential-Messung: Fluoreszenzintensitats-Antwort einer Zelle, die einem
elektrischen Feld von 53 V/cm in der Richtung von links nach rechts ausgesetzt ist (a) mit zugehoriger
Fluoreszenzintensitats-Tabelle (b). Die linke Zellhalfte ist hyperpolarisiert, die rechte Zellhalfte ist
depolarisiert. Die Membranpotential-Messung ist in Pseudofarben dargestellt: Rot ist die positive
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Fluoreszenzanderung, blau die negative Fluoreszenzanderung. Die Farbintensitat entspricht der
Fluoreszenzintensitat. Anhand einer Kalibrierungskurve wird die Fluoreszenzénderung in die
Membranpotentialanderung umgerechnet. Entnommen aus [87]. .......ccoociiieiiiiiie i 42
Abbildung 2-27: Eingangs- und Ausgangssignale lebender Zellen. Man betrachtet die verwendeten
Zellen als ,,Black Box* und beobachtet nur die Eingangs- und die Ausgangsignale. Durch die oxydative
Phosphorylierung wird der Sauerstoff von den Zellen verbraucht. Zusétzlich wird durch die
mitochondriale Aktivitdt CO, erzeugt und Laktat durch die Glykolyse gebildet. Diese Prozesse sind
proportional zur intrazellular verbrauchten Energie. Die sensorbasierte Messung ermdglicht es, die in
einer Zelle ablaufenden Mechanismen zu erfassen. Durch diese Messung der Veranderungen des O,-
Gehalts und des pH-Werts des extrazellularen Mediums kénnen Rickschliisse auf die mitochondriale
und glykolytische Zellaktivitdt gezogen WErden [25]. .....ueeeecii i s s e e e s sarraee e 44
Abbildung 2-28: Der Intelligent Microplate Reader befindet sich in einem Zellkulturinkubator (A); Der
Pipettierroboter (C) wechselt das Medium in den einzelnen Wells einer sensorbestiickten
Multiwellplatte (B) in definierten Zeitabstanden aus. Das Medium stellt man in Vorrats- und
Abfallgefalien bereit (D). Das IMR-System beinhaltet ein inverses unter der Probe verfahrbares
Mikroskop (E). Abbildung (modifiziert): Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fir Medizinische Elektronik und HP
Medizintechnik GMBH [4, 14]. ..o 45
Abbildung 2-29: Multiwellplatte mit 24 Wells fir die Zell- und Gewebekultur fir das IMR-System und
Glassubstrat mit Elektroden-Kontakten. Oben : Deckel der Platte mit Verdrangungskdrpern. Ein Well
der Multiwellplatte mit Einlass- und Auslasskammern mit Medium aufgefullt (a); Aufgesetzter Deckel
mit Verdrangungskaorper, der ein Mikrovolumen von 23 pl gewébhrleistet (b); Die Seitenkammern sind
mit Mittelkammer durch Mikrokanéle verbunden, was einen Medienaustausch ermdglicht (c); Layout
eines Wells mit optochemischen Sensoren und IDES (d), Gber die die Zellen elektrisch stimuliert
werden kdnnen. ENtNOMMEN QUS [230]. .. .ciiiuiiiiiiiiiiee ittt e e nneeees 46
Abbildung 2-30: Berechnung der Sauerstoffverbrauchsraten von Zellen: Fir jedes Well wird aus den
gemessenen Rohdaten die Steigung zwischen den Pipettierzyklen berechnet (A). Die
Sauerstoffverbrauchsraten werden fir alle Zyklen berechnet und tber die Zeit aufgetragen (B).
ENtNOMMEN QUS [230]. ..o ————— 47
Abbildung 2-31: Mikroskop (ohne Kamera). Nutzungsmaoglichkeiten sind die Messung der Optroden
durch ein externes Messgerat und als weitere Option die Fluoreszenzmessung [3]........cccccceveveveeennn. 48
Abbildung 2-32: Mausfibroblasten (L929 Zellen), Monolayer. Durchlichtaufnahme. (Aufgenommen mit
einem iMIC Digital Mikroskop, ObjektivvergroRerung L10X). ......c.ueeeerurreeriieieeeniiee e e e e e e e 49
Abbildung 2-33: Fluoreszenzaufnahme von Tumorzellen (MCF-7 Zellen). Zellen sind mit einem
spannungssensitiven Fluoreszenzfarbstoff fur die Membranpotentialmessung DiBAC4(3) markiert.
Aufgenommen mit einem iMIC Digital Mikroskop, ObjektivvergroRerung 20X. .........cccovveeeernveeeennnnnes. 49
Abbildung 2-34: Ein Uberblick von méglichen biologischen Effekten auf eine Zelle, die durch ein extern
appliziertes elektrisches Feld hervorgerufen werden kénnen (entnommen aus [220]). Ein extern
appliziertes elektrisches Feld kann sowohl die Zellmembran als auch das Milieu der
Zellmikroumgebung beeinflussen. Dadurch kann die Mitose beeinflusst werden. ............ccccccooiiinnee. 50
Abbildung 3-1: Durchlichtaufnahme von MCF-7 Zellen, adharente Monolayerkultur. Die Zellen wurden
routinemaRig in Kulturmedium kultiviert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und
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Abbildung 3-2: Durchlichtaufnahme von MDA-MB-231 Zellen, adharente Monolayerkultur. Die Zellen
wurden routineméaRig in Kulturmedium kultiviert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit

UNA 10% CO2-BEOASUNG. ...eeiiiiiiiie ittt st e s et e s anb e e e e nbee e e ennbaeeeeaneee 54
Abbildung 3-3: FLUOstar Galaxy, ein Fluoreszenz Microplate Reader zur Messung der Fluoreszenz-
Intensitat (z. B. im Resazurin-Assay), Firma BMG LABTECH (entnommen aus [35]).......ccccccveeennnnns 55

Abbildung 3-4: Multiparametrischer Glas-Sensorchip zur Messung des Membranpotentials wahrend
der elektrischen Stimulation von Zellen (A); Schematische Abbildung des Glas-Sensorchips (B). Der
Glas-Sensorchip hat zwei Sauerstoffsensoren, zwei pH-Metalloxid-Sensoren und zwei Interdigitale
Elektrodenstrukturen (IDES) aus Platin. In Blau ist die Flache markiert, auf der die Zellen kultiviert
werden. In Rot sind die Elektroden markiert, Uber die die Zellen elektrisch stimuliert wurden. Der mit
Gelb markierte Bereich ist der Kontaktierungsbereich. [4] ........cooociiiiiiie i 56
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Abbildung 3-5: Chronoamperometrie: Potentialverlauf und resultierender Strom. Bei diesem Verfahren
handelt es sich um eine Relaxationsmethode, bei der ein Potentialsprung erzeugt und der sich
andernde Elektrolysestrom betrachtet wird. Zuerst wird eine Ruhespannung von 0V an die
Arbeitselektrode angelegt. Dadurch erfolgt kein Umsatz des Analyten. Durch einen Potentialsprung
auf einen konstanten Wert beginnt ein elektrochemischer Strom zu flieBen (Oxidation oder Reduktion
an der Elektrodenoberflache). Dieser hat unmittelbar nach dem Potentialsprung (Zeitpunkt to) seinen
maximalen Wert und fallt dann ab [91]. .......uuuiiiiiiiiiee e 57
Abbildung 3-6: Vorrichtung zur chronoamperometrischen Messung. Doppelwellkammer mit
angeschlossenem Kontaktstecker: Die Wells sind mit DMEM + 5% FCS gefullt (A); MCF-7 Zellen
zwischen IDES Strukturen auf Glas-Sensorchip (B). Die elektrochemische Zelle baute man in den
Versuchen mit 3 Elektroden auf: einer Messelektrode, einer Gegenelektrode und einer
Referenzelektrode. Als Mess- und Gegenelektrode wurden Platin-Elektroden verwendet (IDES). Die
Glas-Sensorchips wurden in einer Doppelwellkammer aus PEEK installiert und mittels eines
Federkontaktsteckers kontaktiert. Uber die Federkontaktstifte legte man die Spannung an................ 58
Abbildung 3-7: Potentiostat PGZ 402, Firma Volta Lab Instruments. Der resultierende
Stromdichteverlauf ist graphisch durch Volta Master 4 (Version 7.8.26338.3) aufgezeichnet worden
(ENTNOMIMEN AUS [9]). 1ooii i e i e i et 59
Abbildung 3-8: Die elektrochemische Elektrodenimpedanz kann mit einem Randles Ersatzschaltbild
beschrieben werden. Dieses Ersatzschaltbild ermdglicht es, reale Messergebnisse physikalischen
Effekten zu zuordnen. Dabei ist der Durchtrittswiderstand Ry, (Faraday‘scher Widerstand) parallel mit
der elektrochemischen Doppelschichtkapazitat Cp geschaltet. Der Durchtrittswiderstand ist zudem
seriell zur Warbung-Impedanz Z,y geschaltet. Das Ganze ist wiederum mit dem Elektrolytwiderstand
REe in Serie geschaltet. Der relative Anteil der Doppelschicht-Impedanz an der Gesamtimpedanz ist
frequenzabhangig und liegt in Serie zum Elektrolytwiderstand (enthommen aus [91]). .......ccccevvveeenne 60
Abbildung 3-9. Nyquist-Diagramm eines Randles Ersatzschalbildes: Z,.,: Realteil der Impedanz; Z;:
Imaginarteil der Impedanz. Die Transportkontrolle ist mit dem Massentransport (Warbung Impedanz,
Zy) und die kinetische Kontrolle mit Ladungstransfers liber der Phasengrenze (faraday‘sche
Widerstand Rp) verbunden. Weitere Prozesse, die nicht mit Ladungstransfer in Zusammenhang
stehen, spiegeln die elektrochemische Doppelschichtkapazitat Cp wieder. Diese Prozesse erfolgen
ohne Ladungstransfer Gber die Phasengrenze. Sie sind mit einer Auf- und Entladung der
elektrochemischen Doppelschicht verbunden. Erstell nach einer Vorlage aus [2, 143]. ......ccccceeveee. 60
Abbildung 3-10. Vorrichtung zur Impedanzmessung; Doppelwellkammer mit Glas-Sensorchips mit an
einer Seite angeschlossenem Kontaktstecker. Die Kultivierungsflache ist mit DMEM+5% FCS gefillt
(A); Die Kontaktierung erfolgt Uber einen Federkontaktstecker, der am Impedanzmessgerat Solartron
1260 aNGESCRIOSSEN IST (B). «.euveeeieiitiiie ittt ettt e e eabb e e e enbe e e e e nbne e e e neee 61
Abbildung 3-11. Simulationsmodell einer Zelle, welche sich auf dem Boden eines Wells zwischen zwei
Elektroden befindet (Seitenansicht). Das Well ist mit Zellkulturmedium beftllt. Der Abstand zwischen
den Elektroden betragt 50um und die Elektrodenlénge ist jeweils 50um. Zwischen zwei Elektroden ist
eine kugelférmige Zelle mit einem Durchmesser von 15um positioniert. Die Mediumhdhe betragt

Abbildung 3-12. Seitenansicht eines Wells einer auf die Befeldungsplatine gestellte 6-Well-Platte.
Simulationsmodell einer Zelle in einem Well der 6-Well-Platte (Seitenansicht). Auf dieser Platine
befinden sich zwei Stimulationselektroden. Diese haben einen Abstand von 1mm (3mm). Die
Elektrodenquerschnittslange betragt ebenso jeweils 1mm (3mm). Dabei sind die Elektroden mit einer
Lotstopplack-Schicht (Schichtdicke 8um) beschichtet. Die Bodendicke der 6-Well-Platte betragt 1mm.
Die Lotstopplack-Schicht und der Boden der 6-Well-Platte schwéchen dabei die auftretende
Spannung und das elektrische Feld ab. Auf dem Boden der 6-Well-Platte ist eine kugelférmige Zelle
mit einem Durchmesser von 15um positioniert. Die simulierte Hohe des Mediums betrédgt Imm. Die
elektrischen Eigenschaften der Membran wurden in die Simulation integriert. ............cccocceeeeiniiinnne. 64
Abbildung 3-13. Schematischer zeitlichen Ablauf fiir die IMR-Messung von elektrisch stimulierten
MCEF-7 Zellen: Versuchsplanung. Die MCF-7 Zellen wurden mit niederfrequenten gepulsten
elektrischen Feldern stimuliert. Die elektrische Stimulation wurde mittels der direkten Feldeinspeisung
o 10T o oo 1= 11 ] o o 66
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Abbildung 3-14. Vorbefeldungsplatine. Diese wurde als Spannungsteiler konzipiert und statt der IDES
Elektronik in das IMR-System montiert. Goldfarben sind die Federkontaktstifte erkennbar, welche die
Kontaktierung zu Messplatte geWANIIQISIEN [A]. ....coiuiiii i 66
Abbildung 3-15. Schematischer zeitlichen Ablauf der IMR-Messungen an elektrisch stimulierten MCF-
7 Zellen. Die MCF-7 Zellen wurden mit sinusférmigen elektrischen Feldern stimuliert. Die elektrische
Stimulation wurde mittels der direkten Feldeinspeisung durchgeflhrt...........cocooeiiiiiiiine 67
Abbildung 3-16: 6-fach Messsystem wahrend eines Pipettiervorgangs im IMR-System. Ein montierter
Deckel gewabhrleistet die elektrische Kontaktierung. Eine sogenannte 6-fach-Messkammer kann statt
der 24-fach Multiwellplatten im IMR-System verwendet werden (entnommen aus [51]). cccccceeevvuvnneee. 68
Abbildung 3-17: 6-fach-Messkammer mit aufgesetzten Fluidikkdpfen. Sie besteht aus 6 Wells. Den
Boden der Wells bilden sensorbestlickte Glas-Sensorchips. Die Glas-Sensorchips kdnnten mit elektro-
chemischen, elektrischen und/oder opto-chemischen Sensoren bestiickt werden (entnommen aus

Abbildung 3-18: Deckel mit integrierter Ringplatine. Uber die Federkontakte der Ringplatine wird die
Spannung fur die elektrische Stimulation der Zellen angelegt. Die Ringplatine dient der Weiterleitung
der Signale des Signalgenerators an die Federkontaktstifte Uber die Steckverbinder. Deshalb ist sie
einerseits mit den Federkontaktstiften und andererseits mit den Sub-D-Steckern zur Weiterleitung der
Signale verlotet. Die Leiterbahnen der Glas-Sensorchips (IDES und Langselektroden) eins bis drei
werden auf den linken und die Leiterbahnen der Glas-Sensorchips vier bis sechs auf den rechten Sub-

D-StECKEE QEIBILEL. ... —————— 69
Abbildung 3-19: 6-fach-Messkammer mit dem montierten Deckel. Dieser beinhaltet die elektrische
Kontaktierung (entNOMMEN AUS [5L1]). .oeeiuuriieiiiriieiiiiie ettt sanbe e e e e 70

Abbildung 3-20: Schematische Darstellung des Signalwegs. An dieser Platine wurde wiederum ein
Frequenzgenerator SG801 (HEB Rudolf Herzog Digitaltechnik, [97]) angeschlossen, der die
AnregungsspannuNg (L15V) @rZEUGLE. .......oiiiiiiiiiiiiiie ettt et e s abae e e s enne s 70
Abbildung 3-21: Versuchsaufbau: Elektrische Stimulation, kapazitive Feldeinspeisung. Die Kulturplatte
(6-Well-Platte) ist auf eine Befeldungsplatine mit IDES-Abstand 1mm (links) und 3mm (rechts) gestellt.
Jeweils 3 Wells wurden mit der gleichen Feldstarke beaufschlagt. Gleichzeitig stellte man eine weitere
6-Well-Platte als Kontrolle in den Inkubator. Die ist genauso mit Zellen besiedelt, ist aber mit keinem
E-Feld BeaufSChlagt [4]. ... 71
Abbildung 3-22: Schematischer zeitlichen Ablauf fir die elektrische Stimulation von MCF-7 Zellen. Die
MCF-7 Zellen wurden mit sinusférmigen elektrischen Feldern durch kapazitive Feldeinspeisung
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Abbildung 3-23: Spannungssensitiver Slow-Response Farbstoff DIBAC4(3): Strukturformel [137]..... 72
Abbildung 3-24: Sauerstoffverbrauchsmessung an den MCF-7 Zellen, die mit verschiedenen
Konzentrationen (1, 5, 10, 20uM) des Membranpotentialfarbstoffs DiBAC,4(3) markiert wurden. Die
Werte sind auf den Wert von 24.h normiert. Gesamtzellzahl 5x10* Zellen/Well. .............ccccocveveunen... 74
Abbildung 3-25: Ansauerungsrate an den MCF-7 Zellen, die mit verschiedenen Konzentrationen (1, 5,
10, 20uM) von Membranpotentialfarbstoff DIBAC,4(3) angefarbt wurden. Die Werte sind auf den Wert
von 24h normiert. Gesamtzellzahl 5x10* Zellen/Well. Ab der Konzentration von 5uM DIiBAC,4(3)
wurden die pH-Spots verfarbt und es konnten keine weiteren opto-chemischen Signale erfasst
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Abbildung 3-26: Impedanzwerte der MCF-7 Zellen, angefarbten mit verschiedenen Konzentrationen
(1, 5, 10, 20uM) des Membranpotentialfarbstoffs DIBAC,4(3). Die Werte sind auf den Wert von 24.h
normiert. Gesamtzellzahl 5X10% ZEIHEN/WEIL. .........c.ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 75
Abbildung 3-27: Die photodynamischen Eigenschaften des Farbstoffes in verschiedenen
Konzentrationen: Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitét von der Zeit in mit 1, 2 und 5uM DIBAC,4(3)
markierten MCF 7 Zellen. Die Inkubationszeit betrug jeweils 45 min. .........cccccoiiiiiiiiii e, 76
Abbildung 3-28: Fluoreszenzintensitat von mit verschiedenen Farbstoffkonzentrationen markierten
MCF-7 Zellen auf einem Glas-Sensorchip: a) 1uM DIBAC,(3); b) 2uM DIBAC,(3); ¢) 5uM DIiBAC,(3).
Bei 5uM DIiBAC,(3) Konzentration scheint das Fluoreszenz-Signal an den Zellen tibersteuert und bei
1uM DIBAC,(3) Konzentration untersteuert zu sein. Folglich liegt die optimale Farbstoffkonzentration
bei 2uM. Die Inkubationszeit betrug JEWEIIS 45 MIN. .....covriiiiiiiiiiic e 76
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Abbildung 3-29: Die photodynamischen Eigenschaften des Farbstoffes: Abhangigkeit der
Fluoreszenzintensitat von der Zeit in mit 2uM DiBAC,(3) beladenen MCF 7 Zellen. Messdauer 45 min.
Die Inkubationszeit DEtrug 45 MIN. .....eiii e 77
Abbildung 3-30: Zeitabhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von [K']ey in 2 uM DIBAC,(3) markierten
MCF 7 Zellen. Die Inkubationszeit betrug jeweils 20 min. In Blau sind die Region of Interest (ROIS)

markiert, Uber die die Fluoreszenzintensitat ermittelt wurde. ..........ccccoooiiiiiieiiii e, 78
Abbildung 3-31: Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitdt vom Nernst-Potential in mit 2uM DIBAC,4(3)
markierten MCF 7 Zellen. KalibrieruNgSKUIVE. ........c..uvviiiiie et e e e e s snraee e e 80

Abbildung 3-32: Multiparametrischer Glas-Sensorchip mit bioelektronischen Sensoren fiir pH,
Sauerstoff und elektrische Impedanz, sowie fir mikroskopische Analysen. Die Kontakte 11.1, 11.2, 12.1,
12.2 dienen fir die Weiterleitung der Anregungsspannung von dem Signalgenerator zu beiden IDES.
Die Kontakte pH Ref 1 und pH Ref 2 sind fiir die Weiterleitung der Anregungsspannung von dem

Signalgenerator zu beiden Streifen-Elektroden vorgesehen. [4].......cccccoiiieiiiiiiieiniiece e 81
Abbildung 3-33: Abgegebene Anregungsspannung (gemessen an Glas-Sensorchip mit Messmedium).
Rechteck-Puls von 750mV, monopolar, Periodendauer 10ms und einem Tastverhdltnis 1:15............ 82

Abbildung 3-34: Schematischer zeitlichen Ablauf der Messung des Membranpotentials an MCF-7
Zellen wahrend der elektrischen Stimulation. Die MCF-7 Zellen wurden mit niederfrequenten
gepulsten elektrischen Feldern stimuliert. Die elektrische Stimulation wurde mittels der direkten
Feldeinspeisung durChgeflnrt. ... 83
Abbildung 3-35: Titrationskurve: Ein physiologisches Medium a) HEPES-PS; b) MES-PS mit 1M HCL
Ldsung titriert. Die HEPES und MES Pufferkonzentrationen ermittelte man aus den Titrationskurven
mit zwei verschiedenen Pufferkonzentrationen von 10mM und 25mM. Um das Hintergrundrauschen zu
minimieren, wurden die Messungen in FCS-freiem Medium durchgeflhrt. .........ccooooiiiiiiini e 84
Abbildung 3-36: Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat vom Nernst-Potential in mit DIBAC,4(3)
markierten MCF 7 Zellen. Die Kalibrierldsung wurde auf drei unterschiedliche pH-Werte (7,4: 7,0 und
B,5) BINGESTEIIL. ....eeieieieie et e e aeee 85
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Abbildung 4-21: Metabolische Messung zur Bestimmung des Einflusses von einem sinusférmigen
elektrischen Feld (Frequenz 100Hz) auf MCF-7 Zellen: Sauerstoffverbrauch von mit einem
elektrischen Feld behandelten und nicht behandelten MCF-7 Zellen (auf Start der Stimulation
normierte Mittelwerte). Wechselspannungen: 50mV, 200mV und 715mV. Die Gruppen mit niedriger
angelegter Spannung (50mV; 200mV) zeigen nach 40h einen beinahe konstanten
Sauerstoffverbrauch, der zwischen 2 und 2,5 schwankt. Bei der Gruppe mit der hochsten
Spannungsamplitude (715mV) zeigt sich nach 50h ein starker Riickgang des Sauerstoffverbrauchs.
Liegen die Verbrauchswerte bei t=40 h bei der Gruppe noch zwischen 2-2,5, geht er bis zum Ende
der Messung auf 0,8—1,5 zuriick. Der Sauerstoffverbrauch der stimulierten MCF-7 Zellen zeigt ab ca.
70h einen signifikanten Unterschied zu den nicht stimulierten MCF-7 Zellen bei einer
Spanungsamplitude von 715mV. Nach der Stimulation (Zeitpunkt t=120h) wurde der Versuch mit
einem Tritonabschluss (0,1% Triton X-100) als Positivkontrolle beendet. Gesamtzellzahl 5x10*
Zellen/Well. Nach 12h Monitoring im IMR ohne E-Feld wurden die Zellen 108h elektrisch stimuliert. n:
Anzahl auswertbarer WellS @INEr GrUPPE. .......uuii ittt 105
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elektrischen Feld (Frequenz 100Hz) auf MCF-7 Zellen: Ansduerung an den mit einem elektrischen
Feld behandelten und unbehandelten MCF-7 Zellen (auf Start der Stimulation normierte Mittelwerte).
Wellspannungen: 715mV, 200mV, 50mV. Die Ansauerungsraten an den stimulierten MCF-7 Zellen
zeigen keinen deutlichen Unterschied zu den nicht stimulierten MCF-7 Zellen. Sie sind bei fast allen
Gruppen sehr konstant und schwanken in den ersten 50h zwischen 0,8 und 1,2. Nach 50h zeigen die
meisten Gruppen Ansauerungsraten zwischen 0,6 und 1. n: Anzahl auswertbarer Wells einer Gruppe.

Abbildung 4-23: Morphologie von MCF-7 Zellen nach Anlegen des elektrischen Feldes
(Wechselspannung 715mV, 100Hz). a) Kontrolle, 1.Tag; b) Kontrolle, 5.Tag; ¢) Behandelnde Zellen
vor elektrischer Stimulation, 1.Tag; d) Behandelnde Zellen nach 108h elektrischer Stimulation, 5.Tag.
Die morphologische Untersuchung zeigte, dass die elektrische Stimulation die Zellmorphologie nicht
unmittelbar erkennbar beeinflusst. In anderen Wells zeigte sich ein vergleichbares Verhalten. ........ 107
Abbildung 4-24: Metabolische Messung zur Bestimmung des Einflusses von einem sinusférmigen
elektrischen Feld (Frequenz 150kHz) auf MCF-7 Zellen: Sauerstoffverbrauch von mit einem
elektrischen Feld behandelten und nicht behandelten MCF-7 Zellen (auf Start der Stimulation
normierte Mittelwerte). Wechselspannungen: 50mV, 200mV und 715mV. Bei der Stimulation mit
150kHz tritt zun&chst bei allen Gruppen nach ca. 15h ein plétzlicher Abfall im Sauerstoffverbrauch ein,
der bei der Gruppe mit der héchsten angelegten Spannungsamplitude (715mV) am stérksten ist. Der
Sauerstoffverbrauch geht dabei um die Hélfte zuriick. Zwischen 20h und 60h zeigen alle Kurven einen
Anstieg, der ab 75h langsam in eine Sattigung Uibergeht. Die Gruppe ohne angelegte Spannung
(Kontrollgruppe) zeigt den grofRten Sauerstoffverbrauch. Die Gruppen mit niedriger angelegter
Spannung (50mV; 200mV) zeigen nach 80 h einen beinahe konstanten Sauerstoffverbrauch, der
zwischen 1,5 und 1,7 schwankt. Bei der Gruppe mit der héchsten Spannungsamplitude (715mV) zeigt
sich nach dem Erreichen 80h ein beinahe konstanter Sauerstoffverbrauch, der zwischen 1 und 1,2
schwankt. Nach der Stimulation (Zeitpunkt t=120h) wurde der Versuch mit einem Tritonabschluss
(0,1% Triton X-100) als Positivkontrolle beendet. Gesamtzellzahl 5x10* Zellen/Well. Nach 12h
Monitoring im IMR ohne E-Feld wurden die Zellen 108h elektrisch stimuliert. n: Anzahl auswertbarer
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Abbildung 4-25: Metabolische Messung zur Bestimmung des Einflusses von einem sinusférmigen
elektrischen Feld (Frequenz 150kHz) auf MCF-7 Zellen: Ansauerung an den mit einem elektrischen
Feld behandelten und unbehandelten MCF-7 Zellen (auf Start der Stimulation normierte Mittelwerte).
Wellspannungen: 715mV, 200mV, 50mV. Die Ansduerungsraten an den stimulierten MCF-7 Zellen
zeigen keinen deutlichen Unterschied zu den nicht stimulierten MCF-7 Zellen. Die extrazellularen
Ansauerungsraten zeigen ein sehr starkes Rauschen und ebenso einen starken Abbau nach 10h.
Hierbei fallen die Raten von 1 auf zwischen 0,4 und 0,8. Nach 50h n&hern sich sédmtliche Kurven
einander an und schwankt bis Ende der Messung zwischen 0,4 und 0,8. n: Anzahl auswertbarer Wells
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Abbildung 4-26: Morphologie von MCF-7 Zellen nach Anlegen des elektrischen Feldes
(Wechselspannung 715mV, 150kHz). a) Kontrolle, 1.Tag; b) Kontrolle, 5.Tag; c) Behandelnde Zellen
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vor elektrischer Stimulation, 1.Tag; d) Behandelnde Zellen nach 108h elektrischer Stimulation, 5.Tag.
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Well-Platte in und an einer Zelle, die sich am Boden eines Wells der 6-Well-Platte befindet. Die 6-
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