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Bioelektrische Gewebeanalyse

Theorie Experiment
Biologisches System Biologische Funktion
(Epithelgewebe) (trans- und parazelluléare Barriere)
Physikalisches Modell Modellparameter
(elektrischer Schaltkreis) (Werte der Schaltkreiselemente)
Mathematische Beschreibung Mel3daten
(Gleichungssystem) (frequenzabhangige Impedanz)

- Bioinformatik



Elektrische Eigenschaften der Zellmembranen

‘ Lelter\ el. Leiter

Elektrolytlésung

I Elektrolytlésung

‘ I\ Isolator
Lipid-Schicht

Kondensator

Intra- und Extrazellular-
raum enthalten elek-
trisch leitende Elektrolyt-
l6sungen, die von der
relativ schlecht leiten-
den Zellmembran ge-
trennt werden.

Die Zellmembran be-
steht aus der fur lonen
undurchlassigen Lipid-
schicht (mit der Dielek-
trizitatskonstanten » 7,
zum VergleicH: Luft =
1), in die lonenkanal-
proteine eingebaut sind.

Widerstand

eeeessssssmmn | KONStaNte Kapazitdl s Membranproteine

pro Membranflache
etwa 1 nF / cm?

bilden leitfahige Poren
( sog. lonenkanéle )

Physikalisches Modell: RC-Schaltkreis

Ohmsche und kapazitive Komponenten der

R Zellmembran liegen nebeneinander und
7ZM kénnen durch ein einfaches physikalisches
C Modell, einem Widerstand Rzy parallel zu

/M einer Kapazitat Czyv , reprasentiert werden.

Das elektrische Modell bertcksichtigt nicht
Abweichungen vom idealen Verhalten der
Bauteile. AulBerdem werden die spezifi-
schen Eigenschaften der Ladungstrager im
biologischen System (verschiedene lonen
statt Elektronen) nicht bertcksichtigt.




Biologisches System: Epithelgewebe

mukosal = apikal = luminal

Zonula occludens
= tight junction

= Schluf3leiste

serosal = basolateral = interstitiell

Schaltkreismodell von Epithelgewebe

trans- para- - l
zellular zellular trans

para

transepitheliale
Stromwege

Zians = transzellulare Impedanz , »
Rpara = parazellularer Widerstand




Mathematische Beschreibung der physikalischen GrdfRen

Die Impedanz Zz eines Die Impedanz Z. einer
R Widerstands Ray , C Kapazitat Cy ist
M | M 1

Zr =Rzm Zc =
hangt nicht von der Fre- —— S >CZM |
quenz des durchfliel3en- =T wobeis=jx2xp xf die

| den (geklemmten) Stro- imagindre Einheit (v/- 1)
mes ab. Der Kehrwert von mal der Winkelfrequenz
Rzw heilSt Leitwert (Gzu)- des Klemmstroms ist.

Mathematische Beschreibung des Zellmembranmodells

1 1 1
+

Zon  Zr  Z
RZM C ZM R C

Die Impedanz Z,, des einfachen RC-Schalt-
kreises als Funktion der Frequenz ( f) ist

ZM

Rzm

Lz = 14 (5 R 3C ,
\—[— (sXRzm *Czm )
2w = Rz - Cov heil3t Membranzeitkonstante.




Parameter des elektrischen Epithel-Modells

Elektrischer Aquivalentschaltkreis
eines Epithels

Die transzellulare Impedanz (Zyans) ist die
Rpara Summe der Impedanzen von apikaler und
basolateraler Membran.

Die beiden Membranen werden jeweils
durch einen Widerstand und einen paral-
lelgeschalteten Kondensator reprasentiert
(Rap und Cap, bzw. Ry und Cb|).

Der parazellulare Weg wird durch den
Widerstand Rpara reprasentiert.

Der Serienwiderstand des Zellkulturtra-

sub gers (bei Zellkulturen) bzw. des subepi-
thelialen Gewebes (bei nativem Gewebe)
wird durch Rg, reprasentiert.

Mathematische Beschreibung des Epithelmodells

Damit ergibt sich die Impedanz des Epithels (ohne Rgyp) als

Rpara >(Rap +Rb| )+S >Rpara >(Rap xtbl +Rb| xtap)

Z =
2
Rpara *Rap ¥ Rpl +S XRpara (tap *tp) + Rap X + Ry X gp) +57 Rpara Xap X

epi

wobei s = j x2 xp xf die imaginare Einheit mal der Winkelfrequenz des Klemmstroms
ist; t% und t” sind die Zeitkonstanten der apikalen und basolateralen Membran (s.0.).



Theoretische Analyse

Die Impedanz des Epithels, Zgp;, ist eine Funktion von 5 Parametern,

Zepi = Zepi (Rap, Rol, Rpara, tap, o) , VOn denen 2 (t 4, ty) frequenzabhangig sind.

Durch Umformung der Gleichung (jeder Term wird durch (Rpara + Rap + Rui) geteilt)
laRt sich die Zahl der Parameter minimieren und es ergibt sich

k1+5>4(2
1+s X3 +s2 XKy ’

LZepi =

wobei K; .. ks Funktionen von Rap, Rul, Rpara, tap und ty sind.

Problem:

Durch Messung von Ze, als Funktion der Frequenz, lassen sich eindeutig ki .. ka
bestimmen. Die haben jedoch keine physiologische Bedeutung. Fir die sinnvollen
Parameter des Epithelmodells (Rap, Roi, Rpara, tap UNd ty) ist das System dagegen
unterbestimmt: Aus den 4 gegebenen Parametern k; .. k4 kann man nicht eindeutig
auf die 5 Parameter des Epithelmodells schlie3en.

Losungsweqe:

a) Vorgabe einzelner Modellparameter
durch alternative Bestimmung einzelner Grol3en mit anderen Methoden

b) Kopplung von Gleichungssystemen
durch selektive Perturbation einzelner Modellparameter im Experiment



MelRdaten ® Modellparameter

Beispiel: Modulation des transzellularen Widerstands

Eingabe: Mel3daten (frequenzabhangige Impedanz)

Zimaginary

Zreal

0 100 200

300

Impedanzanalyse, HT-29/B6-
400 Zellkultur (Nyquist-Diagramm)

Fit-Algorithmus

Impedanzdaten (31 Frequen-
zen zwischen 2 Hz und 2 kHz)

unter Kontrollbedingungen
(K), nach Forskolin-Zugabe
(F) und nach anschliel3ender
Zugabe von NPPB (FN).

(1)

Einlesen der Mel3daten:

Az), A), fi(i=1..31) [K, F, FN]

(2)

Graphische Darstellung:

Nyquist-Diagramm ( A(z), A(z), f;)

3)

Funktionsgleichungen:

Zepi = Zepi ( Rap, Rui, Rpara, Cap, Cui, f)
2
S = S (Zi - Zepi (Rapa Rui,s Rparaa Cap; Cbl; fl))

(4)

Randbedingungen:

Rpara[C] = 3,9 kWem?; Cy[K] = Cpi[F] ...

(5)

Startbedingungen:

Rap = 1 kWem?; Cqp = 3 nFsem®; usw.

(6)

Minimierung von s:

FlndMlnlmum(S, {Rap, Rb|, Rpara, Cap,
Cuo}, [K, F, FN]) / 5 x3 = 15 Parameter

(7)

Ausgabe der Parameter:

Rap, I:zbl, I:zpara, Cap, Cbl [K, F, FN]

(8)

Graphische Darstellung:

Nyquist-Diagramm (A (Zepi), A( Zepi), fi)




Programmierung

Ubersichtliches, kurzes Programm durch Objektorientierung (kein Struktogramm)
starke Befehle in Mathematica, z.B. FindMinimum zur numerischen Minimierung

Ausgabe: Modellparameter (Werte der Schaltkreiselemente)

Repi Rap Cap Rbl I:zpara ISC
Wxem?] | [Wxem?] | [nF/cm?] | [Wxem?] | [KWxcm?] | [mA / cm?]
Kontrolle 37512 354+12 |5,00+£0,04 61+3 3,9+1,3 34+04
Forskolin 22610 100£5 |5,75%+0,06 140+6 1,8+0,6 | 84,1+14
* % % * * % * * % * % % (***) * % %
E + NPPB 265+10 123+6 |5,72+0,05 161+6 39+1,3 | 245+£0,5
* % % * * % n.S. * % % (***) * % %
Chi Rsub C2 R-Faktor Zell-
[nF/cm?] | [Wxem?] | WP xem?®] | [ 209 kulturen
70,2+1,3 | 28,4+0,8 | 1185+147 | 0,26+0,03 6

Anpassung des Modells an die Mel3daten

0

100

Z

200

real

300

Impedanzanalyse, HT-29/B6-
Zellkultur (Nyquist-Diagramm)

Zimaginary

Die mit dem Fit-Algorithmus
berechnete Impedanz des
Modells (schwarze Punkte auf
durchgezogener Linie) paldt
gut auf die gemessenen Impe-
danzdaten (offene Kreise).



Bioelektrische Gewebeanalyse

Beispiel: Modulation des parazellularen Widerstands

Biologische Frage

Welche Funktion hat das Protein Claudin-2 in den tight junctions von Epithelien ?

Biologisches System (MDCK Epithelgewebe) Physikalisches Modell
Ztrans
i

-]

:| Rpara

iyl

F
4]

Zellkulturfilter ® Rsyp

Rsub
(1) MDCK Klon C7, naturlich ohne Claudin-2 Rpara als Maf3 fur die Barriere-
(2) MDCK Klon C7, mit Claudin-2 Expression funktion des parazellularen
(3) MDCK Klon C11, naturlich mit Claudin-2 transepithelialen Weges
selektive Perturbation Mathematische Beschreibung
Am selben Epithel wird d|e_ Zepi [Ctrl] — - v+ Reup
Impedanz Z, unter zwei (1/ Ztrans)+ (1/ Rpara[ctrl ])
Bedingungen  (ctrl und 1

DCa) gemessen, wobei  Zepi [DCa] =

E v+ Rsub
sich nur Rpara &ndert. (1/ Ztra”3)+ (1/ Rpara[DCa])
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MelRdaten (Klon C7, mit Claudin-2) Anpassung des Modells

Zreall Zreal
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
0 1 l 1 l j l 1 l 1 0 1 l 1 l l 1 l 1
Py 1 P° > ]
c _ ] [e] o _ -
g 100 DCa o©° 0 c 100 DCa
g o g
N ctrl ° o o N ctrl
-200 0 o o © -200 —
Modellparameter
3000
5 . ctrl : Ringerlésung
A ]
g 2000 D DCa : erniedrigte [Ca2+]
= ] ) 2+
] . DCa : erhéhte [Ca™ ]
g ]
3 1000
04 ]
- Claudin-2 + Claudin2  + Claudin-2 junctions von MDCK Klon 7 nach gen-
MDCK Klon C7 KI.C11 technischer Expression des Proteins.

Biologische Funktion

Claudin-2 bildet ionenpermeable Kandle in den tight junctions von Epithelien.
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"Bioimpedanzanalyse" bzw. "Bioimpedanzspektroskopie"

Biologisches System

The human body

i 4 circuil of Intra- und extrazellularen FlUssi
resistors and 9

capacitors keitsvolumina und Fettgehalt des
gesamten menschlichen Korpers

Physikalisches Modell

Upper arm
Lower
| y S
Aliernating
U current flows ph&nomenologische Korrektur: a
pper. from hand to
leg (thigh) foot.
Mathematische Beschreibung
Lower 7 = R
leg (calf) 1+(J)prxf)R)C)(1'a)
Y Cole und Cole (1941)
RIL. -t
Vorteil: beurteilt wichtige Korperdaten durch einfache und schnelle Messung
Nachteil: liefert nur ungenaue Aussagen mit schlechter Reproduzierbarkeit
Problem: die Theorie ("Dielektrizitat von Biomasse") ist unzulanglich und falsch
Ldsung: Algorithmus zur Anpassung eines physiologisch sinnvollen Modells
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