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Abstract—Many vital processes depend on the
generation and conduction of cellular transmembrane
potentials. These membrane potentials can be measured
optically by using voltage-sensitive dyes e.g. for
studying the spread of excitation on cardiac muscle.

In this paper we present a first set-up to examine
auxotonic contractions of isolated cardiac muscles
fibers combined with the optical mapping of the
transmembrane potential. A probe constructed from
fiber optics is used to deliver excitation light for the
fluorescence of  the voltage-sensitive dye
di-4-ANEPPS. Excitation is provided by a diode
pumped solid state laser at 473 nm. The spread of the
electrical excitation of the tissue is imaged with a CCD
camera of high temporal resolution, which
enables high fidelity recordings of the transmembrane
potential.

Altogether the system permits a real-time measurement
of the sarcomere length, the force development and the
excitation spread simultaneously.

Keywords-—transmembrane potential, voltage-sensitive
dye, mechanoelectric coupling

EINLEITUNG

Die optische Potentialmessung hat sich in den
letzten Jahren zu einem héufig angewendeten Verfahren
etabliert  [Nassif88], [Mueller89], [Tritthart97],
[Baxter97], [Baxter01], welches die rdumlich und
zeitlich sehr komplexen Muster transmembraner
Potentialdnderungen zu messen erlaubt. Im Vergleich
zur ,,voltage-clamp“-Technik , bei welcher mittels einer
intrazelluldren Mikroelektrode Aktionspotentialdnder-
ungen einzelner Zellen gemessen werden, bietet das
optische Mapping den Vorteil, berithrungsfrei mit
hochster raumlicher und zeitlicher Auflosung an vielen
Messstellen  gleichzeitig  Potentialinderungen zu
erfassen und somit die Erregung zweidimensional
darzustellen.

Die optische Spannungsmessung beruht auf dem
Effekt, dass sich spezielle Farbstoffmolekiile (sog.
voltage-sensitive dyes) in die Zelimembran einlagem. In
Abhingigkeit der transmembranen Feldstarke &ndem
sich ihre Eigenschaften der Fluoreszenz und markieren
somit visuell die fortschreitende Erregungsfront.

Mittlerweile gibt es eine grole Auswahl an

spannungs-sensitiven Farbstoffen, so dass hinsichtlich
des Absorbtions- und Fluoreszenzspektrums sowie
toxischer Eigenschaften in den Proben dem Anwender
verschiedene Substanzen zur Verfiigung stehen.
Derzeit entwickeln wir an unserem Institut eine
Methode, welche die Messung mechanischer
Eigenschaften von Muskelfaserm gekoppelt mit dem
,»optical potential mapping* erméglicht.

Die hierbei gewonnen Ergebnisse dienen der
Validierung von Computermodellen, welche die
elektromechanischen Kopplungen im Herzmuskel
simulieren [Glaenzel02].

MESSAUFBAU

Herzstiick der Anordnung (Abb. 1) ist eine
Einspannvorrichtung, in welche die Herzmuskelstiicke
(Lange 6-8 mm, Durchmesser 1-2 mm) zwischen zwei
Klammern aufgespannt werden. Uber einen Sensor wird
die bei der Kontraktion der Muskelfaser entstehende
Kraft gemessen. Ein Linearmotor, an welchem eine der
Klammern befestigt ist, erlaubt die Messung
isotonischer sowie isometrischer Kontraktionen. Somit
konnen die mechanischen Vorgédnge, wie sie bei einer
normalen Kontraktion im Herzen ablaufen, in dieser
Anordnung simuliert werden.

Zur Anregung der Fluoreszenzfliissigkeit
di-4-Anepps wird ein diodengepumpter Halbleiterlaser
mit einer Wellenldnge von 473 nm verwendet. Das
Emissionslicht wird mit einer CCD-Kamera
aufgezeichnet, wobei zwei verschiedene Systeme zur
Verfiigung stehen: eine Hochgeschwindigkeitskamera
mit einer maximale Bildrate von bis zu 10.000 Bildemn
pro Sekunde sowie eine hochempfindliche gekiihlte
CCD-Kamera, welche eine sehr hohe ridumliche
Auflésung besitzt.

Im eingespannten Zustand befindet sich die
Muskelfaser in einem temperierten Becken, welches
von einem Kulturmedium durchstromt wird. Die
Durchflussgeschwindigkeit sowie die Temperatur kann
hierbei manuell eingestellt werden. Der Plattformboden
besteht aus durchsichtigem Glas, welches einen sehr
kleinen Abstand (< 3 cm) von der Probe zu einem
Aufnahmesystem ermdoglicht.




Abb. 1: Messaufbau zur elektrischen und mechanischen
Stimulation von Herzmuskelzellen. Oben:
Gesamtansicht mit Messplattform, Versorgungs-
pumpen und der Steuereinheit. Unten: Detailaufnahme
der Messplattform. Uber zwei Kaniilen wird die
Nahrfliissigkeit auf den temperierten Glasboden
gepumpt bzw. wieder abgesaugt.

Uber einen Elektrodenanschluss an der Klemme,
welche mit dem Linearmotor verbunden ist, kann ein
elektrisches Signal angelegt werden. Die Gegenklemme
dient hierbei als Masse. Bei ausreichend grof3er
Stromstdrke werden Kontraktionen des Muskels
ausgelost, der dabei entstehende Kraftverlauf wird
durch den Kraftaufnehmer registriert. Ebenso ist es
moglich, tber den Elektromotor eine tonische
Vordehnung der Muskelfasemn vorzugeben.

Unter physiologischen  Bedingungen  besteht
zwischen elektrischer Erregung und mechanischer
Aktivierung eine enge Kopplung. Durch entsprechende
Steuerung koénnen dem Gewebe Dehnungen oder
Entdehnungen aufgezwungen werden, welche dem
natiirlichen Kontraktionsverlauf nachempfunden sind.

Die elektrischen und mechanischen Impulse werden
tiber ein Computerprogramm gesteuert.

AUSBLICK

Die hier beschriebene Messanordnung ist nicht nur
auf die Untersuchung von  Herzmuskelfasern
beschrinkt. Bei entsprechender Anpassung lassen sich
damit auch groBere Herzmuskelstiicke hinsichtlich
Vorhofflimmem oder kreisenden Erregungen (re-entry)
untersuchen.

ZUSAMMENFASSUNG

Die beschriecbene Messanordung erlaubt die
mechanische Untersuchung von Herzmuskelfasern unter
zeitgleicher Beobachtung der elektrischen
Erregungsausbreitung. Durch entsprechende Wahl der
mechanischen und elektrischen Parameter koénnen
physiologische  bzw. pathologische  Verhéltnisse
simuliert werden.
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