HIJARTATTACK PA ETT CHIP

Av Emelie Leht, augusti 2013

Vart hjdrta - en blodpumpande muskel som blivit
en symbol fér liv. Dess betydelse gdr inte att ta
miste pd, dd svikande funktionalitet i hjdrtat
orsakar ndstan hdlften av alla naturliga dédsfall i
Europa. Den pdagdende hjdrtforskningen dr ddrfér
stdndigt pressad att hitta orsakerna bakom de
mdnga hjdrtsjukdomarna och att utveckla nya
hjélp- och botemedel fér att kunna hdlla en
dldrande befolkning vid liv.

EN MODELL AV ETT HJARTA

For att kunna forebygga uppkomsten av
hjartsjukdomar maste man forst forsta hjartats
funktioner och varfér de ibland fallerar. Till sin
hjalp har man under lang tid utvecklat sa kallade in
vitro studiemodeller med vilka man studerar olika
biologiska fenomen och utfér experiment. Att
arbeta in vitro innebdr att man anvdnder
cellodlingar for sina experiment och undviker
darigenom forsok pa levande djur, in vivo, vilka ar
omgivna av manga restriktioner. In vitro modellen
ger inte bara forskare storre frihet i vilka typer av
experiment de kan utféra utan ger dven ett mer
hanterbart experiment, bade géllande uppstéllning
och analys.

Hjartceller ar vad man kallar elektrogena, vilket
innebar att de genom att transportera joner in och
ut genom cellmembranet och fran cell till cell,
paverkar de elektriska potentialerna i sin narhet.
Hjartats aktionspotential ar ett resultat av detta.
Aktionspotentialen ar en elektrisk signal som
sprids fran cell till cell i hjartat och det ar under
denna aktivering som hjartat kontraherar [1].

Manga av de vanligaste hjartsjukdomarna &r
relaterade till rytm-avvikelser i den pulserande
aktionspotentialen eller till felaktig spridning av
aktionspotentialen genom hjartats vavnad vilket
kan leda bland annat till hjartattack eller
formaksflimmer. Dessa elektrofysiologiska
abnormiteter har lange gatt att mata genom t ex
diagnostiseringsmetoden EKG och den vialkanda

pacemakern har dven denna lange anvénts for att
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Bild 1: Hjdrtcell pa Imecs biochip med microelektroder.
Overst: En SEM-bild av en hjirtcell som stréicker sig ut
over ndgra av de minsta elektroderna pG Imecs biochip.
Skallinjen dr 10 um. Anpassad fran [2] Underst: Bilden
visar chipet monterat i sin odlingsskdal och en férstoring
av sjdlva chipytan. Chipet dr uppdelat i omrdaden som har
olika stora elektroder vilket syns som olikfdrgade
kvadrater. Anpassad frdn [3] .

hjalpa sjuka hjartan att uppehalla en normal
hjartrytm genom att tillféra frekventa elektriska
pulser [4]. In vitro har man anvant sig av liknande
grepp och spelat in hjartvdvnadens elektriska
signaler med hjélp av elektroder placerade i eller
direkt ovanfor cellodlingen. Man har ocksa
studerat hur olika typer av elektrisk stimulering
paverkar hjartats aktionspotential och funnit att
det gar att framkalla sjukdomsliknande tillstand
dar den normala pulsen i vdvnaden rubbas av den
elektriska stimuleringen [5], [6].

Initialt anvande man sig av en eller ett fatal externa
elektroder bade vid inspelning av elektriska
signaler  eller  vid elektrisk  stimulering.
Uppstallningarna var ofta bulkiga och



millimeterstora elektroder gav varken optimal
upplosning eller precision. Icke desto mindre har
manga  givande  upptickter om  hjartats
elektrofysiologiska egenskaper gjorts med just
denna typ av experiment.

ETT CHIP KAN KARTLAGGA HJARTCELLERS

ELEKTRISKA AKTIVITET

De senaste artiondenas utveckling av mikrosystem
har dock resulterat i mojligheten att producera
biokompatibla chip med integrerade kretsar och
mat-elektroder vars diameter stracker sig ner mot
mikrometer- och  nanometerskalan. Denna
utveckling har 6ppnat upp vagar for att skapa lab-
on-a-chip l6sningar dar man kan undersoka tex
elektriska signaler i hjartvdvnad genom in vitro
modeller dér man alltsad odlar sina celler direkt pa
chipet [7]. Malet ar ett chip helt tackt av elektroder
som pa grund av sin storlek gor det maojligt att fa
bade en otroligt hég upplésning och precision.
Detta innebdr att man skulle kunna spela in
signaler fran, och stimulera en enda enskild cell. |
det ideala fallet har man dessutom avancerad
integrerad elektronik pa chipet som klarar att
individuellt adressera sa manga elektroder som
moijligt och samtidigt behandla den stora mangden
data som kan erhallas nar man har ett hogt antal
elektroder. Ett chip med alla dessa egenskaper
skulle kunna anvandas for att simultant spela in
elektriska signaler fran hundra, kanske till och med
tusentals, celler samtidigt vilket skulle ge en
otroligt detaljerad kartlaggning av hur den
elektriska aktiviteten fungerar bade i de enskilda
cellerna och hur den sprids 6ver cellodlingen fran
cell till cell och darmed visa dess interaktion. Det
fina med den typ av elektroder som oftast anvands
i sammanhang som dessa ar att dess funktion ar
reversibel. Samma elektroder som anvands for
inspelning av elektriska signaler kan darfér ocksa
agera som stimuli-elektroder och skicka elektriska
pulser. Det tdnkta chipet blir inte da bara ett
verktyg for kartlaggning utan adven ett mycket
precist instrument for elektrisk stimulering och
kan, nar det realiseras, bli ett mycket anvandbart
verktyg inom hjartforskningen.

Chipet i dess ultimata form existerar inte i
dagslaget. En av de stora begransningarna ar
fortfarande den integrerade elektronikens output
som inte nar upp till 6nskemalen om individuell

simultan output eller input till ett stort antal
elektroder. Dock sa har man kommit sa langt att
man lyckats tillverka chip med ett stort antal
elektroder med diametrar pa mikrometer, och till
och med nanometerskalan, som fungerar bade for
inspelning och stimulering. En av manga varianter
pa dessa lab-on-a-chip l6sningar finns pa Imec,
Institute of microtechnology i Leuven, Belgien.

Chipet, utvecklat i ett samarbete mellan flera olika
avdelningar pa Imec, anvands i en rad in vitro-
studier av bade hjartceller och neuron som ocksa
uppvisar elektrofysiologiska egenskaper. Ett av de
pagdende projekten undersoker om det dr mojligt
att  inducera ettt tillstand som liknar
formaksflimmer i cellodlingen genom att skicka
elektriska pulser fran chipets mikroelektroder [3].

RE-ENTRY LOOPAR OCH FORMAKSFLIMMER

Det fenomen man forsoker aterskapa kallas for re-
entry och kan uppsta om hjartceller kopplas
samman i en liten cirkel-liknande struktur, vi kan
kalla den en loop. Detta kan exempelvis hdanda om
man pa grund av en tidigare skada har arr i
hjartvavnaden. | ett friskt hjarta sprider sig
aktionspotentialen  fran  sinusnoden  genom
formaken och kammrarna, se bild 2, och far dem
att kontrahera i ratt ordning.
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Bild 2: Spridning av aktionspotentialen i ett friskt och
ett skadat hjéirta. | det friska hjdrtat till vénster sprinds
aktionspotentialen (de svarta pilarna) fran sinusnoden
genom vdnstra férmaket till det hégra och till AV-noden
som skickar signalen vidare till kamrarna. | ett hjdrta
med férmaksflimmer, som det till hbger, sprids signalen
okontrollerat i de bada férmaken utan aktivering fran
sinusnoden. Kamrarna upprdtthdller fortfarande en
relativt stabil slagtakt som kontrolleras av ‘back up-
systemet’ AV-noden. Anpassad fran [8].



Om aktionspotentialen i stallet stoter pa en av de
loopar som ofta finns runt &rr-vdvnad sa kan
aktionspotentialen ’‘fastna’ i dessa cirkelspar.
Resultatet blir att aktionspotentialen propagerar
runt, runt i loopen eftersom den hela tiden
ateraktiverar sig sjalv. Loopen bildar darmed ett
sjalvuppehallande system som inte langre behdéver
aktivering fran sinusnoden. Det farliga med detta
tillstand, som alltsd kallas re-entry, ar att
aktionspotentialen i loopen ateraktiverar sig sjalv i
en takt som kan bli mycket hogre dn den som i
normala fall sdtts i sinusnoden. Detta orsakar
storningar i hjartfrekvensen och kan darmed leda
till hjartflimmer [9].
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Bild 3: Sa funkar en re-entry loop. De bld pilarna visar

hur en aktionspotential (AP) aktiverad av sinunoden
ndrmar sig en nod uppifrdn. | noden delas sprider sig AP
genom de tvd grenarna och utdt sidorna. De orangea
pilarna visar vad som hédnder ndr re-entry uppstar. AP
kommer dd propagera runt loopen och istdllet spridas
utdt sidorna, dven uppdt. Loopen har  blivit
sjdlvuppehdllande och behéver ingen aktivering frdn
sinusnoden.

Re-entry kan uppsta spontant i cellodlingar men
for att lara sig mer om dess mekanism sdker man
vagar att bade inducera och terminera dem genom
exempelvis elektrisk stimulering. Lyckade forsok
med bade inducering och terminering av re-entry
in vitro har gjorts tidigare men framst med externa
elektroder. Pa Imec undersoker man darfér om
det &r mojligt att uppnd samma resultat med
elektrisk stimulering fran mikroelektroderna pa
deras chip.

FORSOKER STARTA OCH STOPPA RE-ENTRY
| det ideala fallet hade man naturligtvis anvant sig
av chipets elektroder for att spela in

aktionspotentialens propagering genom
cellodlingen och pa sa satt kunnat avgéra om den
elektriska stimuleringen har nagon effekt eller ej.
Som tidigare namnt har dock inte den tekniska
utvecklingen natt det stadie dar vi har en hog
parallell output fran chipet och man far darfor se
sig om efter andra metoder att visualisera
aktionspotentialen. Ett av de vanligaste satten ar
att anvanda infargning av celler for att synliggora
antingen elektriska falt i cellmembranen och dess
eventuella andringar eller en infargning som skiftar
i intensitet med mangden calcium i cellen.
Infargning av calcium fungerar som alternativ
eftersom calciumnivaerna i cellerna @ndras med
aktionspotentialen och det ar denna metod som
anvants pa Imec.
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Bild 4: Stimulerade celler och re-entry spiraler. Overst:
En bild tagen med konfokalmikroskop och visar
hjdrtceller pd Imecs chip. De smd prickarna dr
elektroderna och de som dr omgivna av ett vitt omrdde
dr inkoppplade och kan anvdndas for stimulering, t ex
som de fyra markerade éverst i bilden. De infdrgade
cellerna syns som bla-gul-réda former. En cell, ndstan
mitt i bilden har blivit stimulerad och lyser upp. Skallinjen
dr 10 um. Underst: En re-entry sprial fangad med en av
de specialutvecklade mikroskoperingsmetoderna. Tiden
mellan bilderna ér 70 ms visar hur aktionspotentialen rér
sig runt i en spiralliknande rérelse. Skalan dr hdr ndgot
stérre, diametern ér 17 mm. Anpassad frén [6].



Videosekvens AP-vagor under olika tidpunkter
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Bild 5: Specialutvecklad programvara hittar vagrérelsen. Till vinster dr en bild ur en videosekvens som blivit uppdelad i ett

rutndt infor analysen och till héger ser vi hur aktionspotential (AP )- vdgorna rér sig under olika tidpunkter i videosekvensen.

| analysen delas videosekvensen upp i ett rutndt och signalerna analyseras ruta fér ruta. De rutor som har en tidiga

aktivering av aktionspotentialen (AP) far en bla eller grén farg medan de som har sen aktivering far gul fdrg. Ddrmed kan

man ser i vilken riktning AP-vdgorna rér sig genom cellodningen. | exemplet ovan visar pilarna hur vdagen bytt riktning. Den
gdr forst fran vdnster till héger sida och sedna fran évre vdnstra till nedre hégra hérnet. Det analyserade omrddet dr

1200*1200 um.

Nar man tittar pa de infirgade cellerna i
mikroskopet ser man hur aktionspotentialen
sprider sig som vagor genom cellodlingen och
ibland hittar man &dven re-entry loopar som
uppstatt spontant och istdllet ger en spiral-
liknande vag. Under experimenten forséker man
sedan bade inducera re-entry spiraler och
terminera propagerande vagor eller spontana
spiraler med hjalp av elektrisk stimulering. Det som
skiljer forsoken at ar framst frekvensen pa de
elektriska pulser som skickas. For inducering
anvands relativt laga frekvenser, 1-3 Hz, alltsd ett
till ett par slag per sekund. Malet &r att pulsa cellen
pa elektroden till att skicka ut aktionspotentialer i
samma takt som stimuli vilket sedan kan leda till
att en re-entry spiral startas. For att terminera
spiraler och blockera vagor anvander man istallet
en hogfrekvent signal, 1000-5000 Hz, alltsa upp till
5000 pulser per sekund. Har ar hypotesen istallet
att den hogfrekventa signalen helt ska blockera

cellens férmaga att skicka vidare en
aktionspotential och alltsd stoppa dess spridning.
Varje experiment filmas och videosekvenserna kors

sedan genom ett specialutvecklat
bildanalysprogram som visar hur
aktionspotentialens spridning ser ut under olika
tidpunkter i experimentet. Forhoppningen ar

naturligtvis att man ska fanga upp en andring i
vagmonstret som orsakats av den elektriska
stimuleringen.

MED SKRADDARSYDD PROGRAMVARA BEHOVS

INGET SPECIAL-MIKROSKOP

Utvecklingen av programvaran for bildanalys har
varit ett viktigt steg i processen menar man pa
Imec. Det finns atminstone tva eleganta
mikroskoperingsmetoder som utvecklats just for
att kunna analysera spridningen av vagrorelserna i
in vitro experiment med hjartceller [10, 11]. Bada
metoderna kraver dock att cellerna odlas pa en



genomskinlig yta, som t ex glas, och kan ddrmed
inte anvdndas ndr man vill géra experiment med
chip som i de allra flesta fall &r ogenomskinliga. For
Imecs bildanalysprogram rdacker det med ett
’vanligt’ mikroskop, dock sa ska det helst ha en
snabb kamera for att kunna fanga upp vageffekten
sa korrekt som mojligt. Att det gar att anvanda, for
ett bio-lab, standardmikroskop som kompletteras
med bildanalysprogrammet &r naturligtvis bade
praktiskt och ekonomiskt gynnsamt. Eftersom det
endast ar mikroskopets objektiv som begransar
den rumsliga uppldsningen kan man analysera
omraden ner pa mikrometerskalan vilket &r langt
battre an for de specialdesignade mikroskop-
metoderna som snarare anvands pa millimiterstora
omraden.

AVEN EN LOKAL EFFEKT KAN LEDA TILL NAGOT

STORRE

An s3 linge har man inte sett ndgot storskaligt
resultat av stimuleringen fran mikroelektroderna,
atminstone inte till den grad att det gar att
inducera eller stoppa en re-entry spiral. Effekten
verkar snarare vara framst lokaliserad till cellen
ovanpa elektroden och nagra av dess grannar.
Resultatet behdver dock inte ses som ett nederlag
eftersom det ar precis detta chipet ar designat for,
extremt lokaliserad stimulering och inspelning.
Ndsta generations chip kan forhoppningsvis ge svar
pa fler fragor. Nar man infér parallell input, sa flera
elektroder kan aktiveras for stimulering samtidigt,
blir det mojligt att undersdka valdigt precist hur
stor area man maste stimulera for att uppna
onskad effekt. En stor férdel med individuellt
adresserbara mikroelektroder ar att det kommer
bli mojligt inte bara att bestamma arean pa
omradet som ska stimuleras utan dven att skapa
avancerade monster och i en valdigt hog
utstrackning kunna bestdamma den exakta
positionen for var stimuleringen ska utforas. Detta
ar av stor vikt, speciellt for terminering av re-entry
spiraler. | forlaningen séker man metoder att
kunna stoppa re-entry tillstand innan de gjort en
for stor skada. Om man, med hjilp av den chip-
baserade in vitro modellen, lyckas identifiera exakt
var och vilken typ av omrade som behover
stimuleras for att stoppa re-entry har man tagit ett
stort steg inom hjartforskningen.

Steget till en in vivo-l6sning, alltsa ett chip som gar
att operera in i utsatta omraden i ett instabilt
hjarta, ar langt men inte ouppnaeligt. Med fullt ut
dubbel-funktionella mikroelektroder skulle man
kunna skapa ett chip som bade detekterar
uppkomsten av re-entry genom inspelade signaler
och sedan terminerar re-entryn med elektrisk
stimulering innan den hunnit orsaka t ex
formaksflimmer. Inom en inte alltfor avldgsen
framtid skulle ett valdig litet chip kunna radda
manga sjuka hjartan fran att stanna.
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