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Kapitel 1

Einleitung

The study of adaptation of life processes
to high pressure environments demonstrates how the
evolutionary selection of functional, integrated systems

is to be wunderstood in thermodynamic and kinetic terms

(Alister Macdonald, 2001)

1788 wurde die erste Caisson-Kammer von John Smeaton als eine Art Tauch-
glocke konzipiert, um Reparaturarbeiten an den Grundpfeilern der Henham
Briicke in England durchfithren zu kénnen. In den USA umfafite das erste
grofe Briickenprojekt iiber den Mississippi bei St. Louis eine Caisson-Kammer
in ca. 34 m Tiefe. Von den 352 Arbeitern, die unter diesen Hochdruckbedingun-
gen arbeiteten, wurden 30 schwer verletzt und 13 starben [McCULLOUGH 1972].
Unter den Symptomen, die Caisson-Arbeiter, aber auch Taucher, immer wie-
der zeigten, imponierten, neben zum Teil reversiblen Liéhmungen oder Miflemp-
findungen, auch immer wieder sogenannte nervose Hyperexzitationssyndrome,
die entweder direkt unter Hochdruck oder kurz nach der Exposition auftraten.
Diese Ubererregbarkeits-Effekte von Hochdruck, die man beim Tauchen findet,
weckten schon im 19. Jahrhundert ein reges Interesse an der physiologischen
Wirkung von Druckapplikationen auf Organfunktionen oder elektrophysiologi-
sche Erregbarkeit. Spétere Arbeiten an Seeigel-Eiern [MARSLAND 1970] zeig-
ten, daBl unter Hochdruck von 20 bis 60 MPa eine Verdnderung des kortika-
len Zytoplasmas auftrat, so dafi die Ausbildung der Zellteilungsfurche gehemmt
wurde. Experimente an kontraktilen Filamentbiindeln von Aktin in Mikrovil-
li zeigten eine reversible Depolymerisierung unter Hochdruck [BEGG et al. 1983,
SwWEzY und SOMERO 1985]. Viele weitere, biochemisch wichtige Prozesse stellten
sich ebenso als stark druckempfindlich dar [MACDONALD 2001]: pH, Ionengleich-
gewichte, Monomer-Multimer Gleichgewichte von Proteinen, Phaseniibergiange
von Membranen oder Liganden-Transportvorgénge. Auf zellulirem Niveau konn-



2 Einleitung

ten an Untersuchungen von Skelettmuskeln bereits 1936 [BROWN 1936] komple-
xe druckabhéngige Beeinflussungen des kontraktilen Verkiirzungsprozesses be-
obachtet werden. Einzelzuckungen zeigten sich durch eine Hochdruckapplika-
tion als verstarkbar [VAWDA et al. 1995], wéhrend tonische Kraftentwicklungen
verlangsamt und gehemmt wurden [GEEVES und RANATUNGA 1990]. Die Er-
regbarkeit zelluldrer Systeme unter Hochdruck wurde erstmals von Spyropou-
los [SPYROPOULOS 1957] am Axon des Tintenfisches untersucht. In der Fol-
gezeit wurden immer speziellere Untersuchungen zur Hochdruckempfindlichkeit
einzelner Ionenfamilien durchgefithrt, um druckinduzierte Mechanismen auf die
erregbare Membran und die Ionenkanalproteine weiter aufzukldren. So wur-
den an neuronalen Strukturen, wie Axonen oder Neuronen, unter Hochdruck
teilweise reversible Hemmungen von Natrium- und Kaliumkinetiken gefunden
[HEINEMANN et al. 1987, HARPER et al. 1981]. Selbst die passive Membran
zeigte unter Hochdruck am Axon Anderungen des Ruhepotentials oder der elek-
trischen Membranwiderstinde [GROSSMAN und KENDIG 1984], Effekte, die nur
teilweise reversibel waren nach der Dekompression, und die eine residuelle Ein-
schrankung der neuronalen Erregungsleitung erklidren. Zur Reversibiltdt von
Hochdruckapplikationen auf Skelettmuskel-Zellen existieren bisher keine syste-
matischen Untersuchungen. Reversibilititsgrenzen fiir hochdruckbedingte Ande-
rungen von Membraneigenschaften erregbarer Sdugermuskel-Zellen wiirden daher
das physiologische Verstéindnis fiir Hochdruckmechanismen an der intakten Zel-
le nicht nur weiter fordern, sonder auch neue Moglichkeiten aufzeigen, mittels
Verfahren der Biotechnologie aktiv in diese Mechanismen einzugreifen. Tiefsee-
Fische zum Beispiel scheinen aufgrund der permanenten Hochdruckexposition
evolutiv bedingte Kompensationsmechanismen zu besitzen, so dal hochdruckbe-
dingte Hemmungen zelluldrer Prozesse hier eine geringere Suszeptibilitdt aufwei-
sen.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich deshalb mit der Untersuchung von
Membraneigenschaften von einzelnen Skelettmuskelzellen vom Sduger in der Post-
Dekompressionsphase einer prolongierten kombinierten Hochdruck- und Kiihlbe-
handlung mit Driicken bis zu 25 MPa. Untersucht wurden passive Membranei-
genschaften sowie Tonenstréme von Natrium, Kalium und Calcium mittels einer
Voltage-Clamp Technik und mit Kontrollen unter Atmosphérendruck verglichen.
Es wird gezeigt werden, dafl nach moderaten Hochdruckbehandlungen von 10 bis
20 MPa am Skelettmuskel bereits graduelle Hemmungen von elektrischen Eigen-
schaften auftreten, welche fiir noch héhere Driicke dramatisch zunehmen.



Kapitel 2

Physiologische und
Biophysikalische Grundlagen

2.1 Morphologie des Skelettmuskels

Der Skelettmuskel besteht aus dicht gepackten Biindeln von Muskelfasern,
welche parallel zur Hauptzugachse angeordnet verlaufen, und ist von einer
“Muskelfaszie“, dem FEpimysium umgeben. Jede der Muskelfasern hat einen
anndhernd zylindrischen bis rhomboiden Querschnitt und ist an beiden Enden
an die Sehne des Muskels angeheftet, welche wiederum i.d.R. an den Knochen
fixiert ist.

Im Lichtmikroskop imponiert eine einzelne Muskelzelle, eine Muskelfaser, durch
ihre Querstreifung in abwechselnd hellen und dunklen Arealen, die auch als iso-
trope und anisotrope Bereiche bezeichnet werden, und welche die regelméfi-
ge Anordnung der kontraktilen Elemente des muskuldren Apparates widerspie-
gelt. Abb.2.1 zeigt eine lichtmikroskopische (A) und elektronenmikroskopische
(B) Aufnahme einer Muskelfaser vom Frosch, in der deutlich die Querstreifung
zu erkennen ist. Rekonstruiert man die dreidimensionale Gestalt der Muskelfa-
ser aus licht- und elektronenmikroskopischen Aufnahmen, erhélt man eine Dar-
stellung wie in Abb.2.1 (C), dargestellt fiir eine Amphibienskelettmuskelfaser
(nach [PEACHEY 1965]). Eine Besonderheit der Muskelzelle stellt hierbei die
Verkniipfung von einzelnen Fibrillen, die eine Hintereinanderschaltung der klein-
sten kontraktilen Elemente, den Sarkomeren, darstellen, mit den Oberflachen-
membranarealen, durch das sogenannte transverso-tubulire System (TTS), dar.
Hierbei handelt es sich um schlauchférmige Invaginationen des Extrazelluldrrau-
mes radial in die Muskelfaser hinein, wodurch die elektrische Erregung von der
duBeren Membran in das Faserinnere weitergeleitet wird. (s. auch Kap.2.3). Die
als Triade bezeichnete Struktur in (C) stellt den Ort der elektro-mechanischen
Kopplung (EC-coupling) dar. Hier grenzt das TTS, das die elektrische Erregung
von der Oberflichenmembran in das Faserinnere leitet durch Rezeptorkanile ge-
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Abbildung 2.1: Morphologie des Skelettmuskels: A, zeigt eine
lichtmikroskopische Aufnahme einer einzelnen Skelettmuskelfaser des Frosches
/[BRENNER 1986]. B, zeigt eine entsprechende elektronenmikroskopische Auf-
nahme bei 27000-facher Vergoflerung. Deutlich ist die Unterteilung der Sar-
komerabschnitte zu erkennen (nach [HUXLEY 1998]). C, zeigt die dreidimensio-
nale Rekonstruktion einer amphibischen Skelettmuskelfaser. Die Geometrie des
transverso-tubuldren Systems ist ebenfalls dargestellt (nach [PEACHEY 1965]).
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trennt an das sarkoplasmatische Retikulum (SR), der intrazelluldare Hauptspeicher
fiir Calcium, das bei der Erregung freigesetzt wird und die kontraktilen Elemente
aktiviert (s.u.)

2.1.1 Das Sarkomer

Die in Abb.2.1 (B) gezeigte regelméaflige Streifung ergibt sich aus der Aneinander-
reihung der Sarkomere. Das Sarkomer stellt die elementare funktionelle Einheit
zur Verkiirzung der Myofibrillen und damit des Muskels dar. Abb.2.2 (A) zeigt
schematisch den Aufbau eines Sarkomers, welches aus den kontraktilen Motor-
proteinen F-Aktin und Myosin aufgebaut ist. Die einzelnen Zonen der A-Banden
und [-Banden ergeben sich aus der Anordnung der Filamente, wobei die dicken
Myosinfilamente in der Mitte des Sarkomers angeheftet (M-Scheibe) und beidsei-
tig in Richtung Z-Scheibe orientiert sind. Dies ergibt die dunkle A-Bande, welche
eine Gesamtlidnge von ca. 1.6 pum beim Amphibienmuskel ausmacht (B). Die hel-
le I-Bande resultiert aus der Anordnung der diinnen Aktin-Filamente, welche
an der Z-Scheibe angeheftet und Richtung Sarkomerzentrum (M-Scheibe) orien-
tiert sind. Die I-Bande iiberbriickt jeweils zwei angrenzende Sarkomere, wobei
die Z-Scheibe in der Mitte der I-Bande liegt. Die Lange des I-Segments betriagt
ca. 2.1pum (B). Ein Gesamtsarkomer erstreckt sich zwischen zwei Z-Scheiben.
Die I-Bande enthélt nur die Aktin-Filamente und erscheint hell. Die A-Bande
enthilt einen Uberlapp von Myosin- und Aktin-Filamenten und erscheint dun-
kel. Innerhalb der A-Bande kann man jedoch noch einen kleinen helleren Bereich
abgrenzen, die H-Zone beidseits der M-Scheibe, an der kein Uberlapp herrscht
und nur Myosin-Filamente vorhanden sind. Die Ultrastrukturen des Sarkomers
wurden von Hanson & Huxley erstmalig mittels Elektronenmikroskopie und Ront-
genstrukturanalyse ermittelt [HANSON und HUXLEY 1953].

Sliding filament Theorie

Die Verkiirzung eines Muskels findet auf Sarkomerebene durch Verkiirzung vieler
seriell angeordneter Sarkomere statt. Elektronenmikroskopische Untersuchun-
gen von Page [PAGE 1964] zeigten, dafl die Liangen der A- und I-Filamente ge-
dehnter und kontrahierter Muskeln im Bereich von 2.2 ym bis 3.7 um Sarko-
merldnge nur sehr schwach um die Ruheldnge schwankten. Dieses Ergebnis ist
in Abb.2.2 (B) zu sehen. Dies bestitigte die schon 1954 von Hugh Huxley und
Andrew Huxley unabhéngig voneinander aufgestellte Hypothese der sliding fi-
lament theory, nach der wiahrend der Kontraktion die A-Filamente sich entlang
der I-Filamente vorbeischieben, wobei beide Filamentlangen sich nicht dndern.
Beide Autoren gelangten zu dieser Schluifolgerung durch Einsatz unterschiedli-
cher Mefimethoden, der Phasen-Kontrast Mikroskopie an glycerinierten Fasern
[HUuXLEY und HANSON 1954] sowie Interferenzmikroskopie an intakten Fasern
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Abbildung 2.2: Morphologie des Sarkomers: A, zeigt schematisch die
Struktur eines Sarkomers wie sie sich im Lichtmikroskop darstellt mit den ein-
zelnen Zonen. Die Darstellung darunter verdeutlicht die Lage der Aktin- bzw.
Myosinfilamente innerhalb des Sarkomers (aus [AIDLEY 1998]). B, zeigt die ge-
messenen Lingen der A- und I-Banden bei verschiedenen Sarkomerlingen aus
einer Arbeit von Page [PAGE 1964], die die Konstanz der Filamentlingen tber
einen weiten Sarkomerbereich zeigt. Dies war die grundlegende Basis fir die
Entwicklung der sliding filament Theorie.

[HUXLEY und NIEDERGERKE 1954]. Die bisherige Vorstellung sich aufwickeln-
der Filamente wurde damit widerlegt.

2.1.2 Motorproteine und Modulatorproteine

Abb.2.3 (A) zeigt die Struktur eines einzelnen Myosinmolekiils, wie sie durch
»shadow casting® Elektronenmikroskopie [SLAYTER und LOWEY 1967] und di-
gestive Enzymbehandlungen (z.B. [MUELLER und PERRY 1962]) rekonstruiert
werden konnte. Mit hochauflésenden Rontgenbeugungsexperimenten sowie mo-
lekularbiologischen Methoden wie die PCR (polymerase chain reaction) kann die
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Darstellung der Konformation heute bis auf Aminosédurenebene erfolgen. Das
Myosinmolekiil besteht aus einem ca. 150nm langen Schwanz und zwei leicht
abgewinkelten Kopfregionen. Innerhalb des Myosinfilaments im Sarkomer sind
viele einzelne Myosinmolekiile etwas seitlich versetzt aneinandergelagert und bil-
den so mit ihren Kopfen eine verzahnte Schraubenstruktur (B).

light chains

coiled coil of two a helices

=i

C terminus hinge region — N terminus

L 150 nm

myosin heads

myosin heads

bare zone

Abbildung 2.3: Struktur von Myosin. A, zeigt die molekulare
Struktur eines einzelnen Myosinmolekiils mit Myosinkopf und -schwanz nach
[ALBERTS et al. 1989]. B, zeigt das Aggregationsprodukt vieler einzelner Myo-
sinmolekile - das Myosinfilament (aus [ALBERTS et al. 1989/, chpt.11).

Das Motorprotein Aktin, der Counterpart zu Myosin, ist ein globuldres Pro-
tein mit einem Molekulargewicht von ca. 42kDa (G-Aktin), welches zu einer
Kette, dem F-Aktin, auspolymerisiert. 1963 wurde die helikale Struktur des F-
Aktins aufgekldrt [HANSON und Lowy 1963]: Zwei Aktinfidden wickeln sich um-
einander, wie in Abb.2.4 (A) dargestellt ist. An das F-Aktin angelagert finden
sich noch weitere Filamentproteine, Tropomyosin, welches ebenfalls eine helikale
Struktur aufweist (Molekulargewicht ca. 2x33kDa) [BAILEY 1948] und Tropo-
nin [EBASHI et al. 1968]. Beide spielen eine wichtige Rolle bei der Initiierung
der molekularen Verkiirzungsmechanismen (s. Kap.2.1.3) und fungieren als Mo-
dulatorproteine. Troponin (B) kommt ferner in drei verschiedenen Isoformen vor,

dem Troponin-C (18 kDa), Troponin-I (21 kDa) und Troponin-T (31 — 36 kDa).

Die Hauptaufgabe des Tropomyosin-Troponin Komplexes besteht in der Sen-
sitivierung der Akto-Myosin ATPase gegeniiber der Anwesenheit von Calcium
wéhrend des Querbriickenzyklus [EBASHI et al. 1968], ein Effekt, der wesentlich
zur Kontrolle der kontraktilen Aktivitdt in Muskelzellen beitrégt.
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Abbildung 2.4: Das Motorprotein Aktin und Modulatorproteine Tro-
ponin/Tropomyosin. A, zeigt die helikale Struktur des F-Aktins mit angela-
gertem Troponin-Tropomyosin-Komplex [EBASHI et al. 1968]. B, zeigt links eine
Rekonstruktion der Modulatorproteine Tropomyosin und Troponin aus der Lauf-
rinne des helikalen Aktins herausprojiziert. Das Tropomyosin verlduft dutrchge-
hend im Aktinkanal, wihrend die Troponine, insbesondere das grofie Troponin-T,
nur punktuelle Ansatzstellen besitzen [PERRY 1998]. Rechts ist schematisch die
relative Lage der Troponine zur Aktin-Heliz dargestellt [PERRY 1998]

2.1.3 Der Querbriickenzyklus - power stroke

Myosin- und Aktinfilamente sind im Sarkomer polarisiert gegeniiberliegend an-
geordnet. Der Schraubensinn beider Filamente gewédhrt ein Gleiten wihrend der
Verkiirzung gegeneinander. Myosinkopfchen bilden mit dem gegeniiberliegen-
den Aktin dabei sogenannte Querbriicken aus, welche die molekulare funktionelle
Grundeinheit fiir den Verkiirzungsvorgang (Querbriickenzyklus) bilden. Dabei
greifen die abgewinkelten Myosinkopfchen in die F-Aktin Helix und ,,ziehen“ das
Aktinfilament gegen das Myosinfilament durch eine Konformationsidnderung des
Myosins, welche ein Drehmoment erzeugt. Alle Querbriicken agieren unabhéngig
voneinander und sind nicht synchronisiert. Die urspriingliche Theorie wurde von
A. Huxley [HUXLEY 1957] formuliert und von H. Huxley [HUXLEY 1969] erwei-
tert. Abb.2.5 beschreibt die einzelnen Schritte des Querbriickenzyklus.

Im Ruhezustand ist die myofibrillaire Aktomyosin MgATPase im Skelett-
muskel durch die blockierende Interaktion von Aktin und Myosinkopf ge-
hemmt. Troponin-I ist an dieser Hemmung der ATPase mafigeblich beteiligt
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[PERRY 1998]. Um von einem hemmenden zu einem nicht-hemmenden Modus
durch Konformationsdnderung umzuschalten, benttigt Troponin-I die Anwesen-
heit von Calcium Ionen, wie sie bei der Initiierung der Kontraktion durch die
elektro-mechanische Kopplung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum freigesetzt
werden und die intrazellulire Konzentration von in Ruhe 107"M auf 10=°>M
erhohen. Diese Eigenschaft von Troponin-I entspricht der calcium-Sensitivierung
des Troponin-Tropomyosin Komplexes fiir Aktomyosin. Durch die Calcium-
Sensitivierung wird die im Ruhezustand durch Tropomyosin-Troponin blockierte
Bindungsstelle des Myosinkopfchens am Aktin freigegeben, so dafl die Ca?T-Ionen
nun binden kénnen [MURRAY und WEBER 1974, ZOT und POTTER 1987]|. Man
geht davon aus, dafl die calcium-induzierte Freigabe der Bindungsstelle durch ei-
ne Affinitdtserhohung von Troponin-C zu Troponin-I vermittelt wird, Troponin-C
sich damit rdumlich von der Bindungsstelle 16st und den TnC-Tnl Komplex bil-
det.

Bei der Initiierung des Zyklus sind Aktin- und Myosin noch voneinander getrennt
und das Myosinkopfchen mit einem energiereichen Phosphat ATP (Adenosin-Tri-
Phosphat) beladen (Schritt 4 in Abb.2.5). Durch die Erhéhung des intrazelluléren
Calciums wird, wie oben besprochen, die Hemmung der ATPase-Aktivitdt auf-
gehoben und Myosin-ATP in ADP und Phosphat gespalten. Durch die Freigabe
der Bindungsstelle bindet sich der Aktin-Myosin-ADP-P Komplex aus (1). Der
Myosinkopf éndert seine Konformation im néchsten Schritt unter Abspaltung
der Spaltprodukte ADP und P,;. Durch diese Abgabe energiereicher Phosphate
verringert sich die freie Energie des Akto-Myosin-(AM)-Komplexes und die Win-
kelkonformation zwischen beiden Substitutenten &ndert sich von ca. 90° nach ca.
45° (swinging lever arm model, [SPUDICH 1994]), wobei eine relative Bewegung
der Filamente um ca. 10 nm entsteht (Power stroke). Der AM-Komplex hat nun
eine erhohte Affinitdt zu ATP und geht unter Aufnahme eines ATP in einen low
actin affinity Zustand iiber (4), in dem beide Komponenten voneinander abdis-
soziieren. Solange die intrazelluldre Calcium Konzentration noch hoch ist, kann
die ATPase eine erneute Hydrolyse von ATP durchfiihren. Es bildet sich wieder
M-ADP-P aus und Myosin kann an Aktin wieder gebunden werden, so daf ein
erneuter Zyklus ablduft. Energetisch setzt die Hydrolyse und Abspaltung eines
Molekiils ATP eine Energiemenge von —32 kJ frei, die in mechanische Arbeit und
Wirme umgewandelt werden kann [GOODY und HOLMES 1983]. Bemerkenswert
ist die Dauer des einzelnen Querbriickenzyklus von wenigen hundertstel Sekun-
den, so dal wiahrend einer makroskopisch sichtbaren Kontraktion die einzelnen
Querbriicken viele Male den Zyklus durchlaufen. Dabei gibt es auch frustra-
ne Zyklen, in denen keine Kraft erzeugt wird. Die Querbriicken agieren quasi
unabhéngig voneinander, solange ausreichend ATP und Calcium zur Verfiigung
stehen.

Weiterhin ist hochst interessant, dafi der energieverbrauchende Prozefl mit Bin-
dung eines ATP nicht der eigentliche power stroke, sondern das Ablésen der
Querbriicke ist. Das energiereiche ATP besitzt somit eine ,, Weichmacherfunk-
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tion“, die man auch daran erkennen kann, dafl die Totenstarre der Muskulatur
post mortem, eine Form von Rigor, durch einen kompletten Verbrauch des in-
trazellularen ATP bedingt ist, und welche nach Zugabe von ATP quasi wieder
reversibel ist (s. z.B. [WEBER und PORTZEHL 1954]).

A B

Cycle stops here in
relaxed living muscle
(because of actions of

regulatory mechanisms)

ross-
‘ bridge

e Z line

A+ M e ADP « P,
High actin
9 affinity &

Cycle stops here in absence
of ATP (rigor mortis)

Abbildung 2.5: Querbriickenzyklus. A, Mechanismus der ATP Hydrolyse
durch Aktomyosin (A-M) und die Hauptschritte des Querbriickenzyklus. B, Dar-
stellung der kontraktilen Konformationsinderung. Die bvorzugte Winkelkonfor-
mation zwischen Aktin und Myosin mit ADP und P; betrdgt 90°. Die Abspaltung
der Phosphate erzeugt eine Winkelinderung des Myosins um 45° mit etnem Dreh-
moment, welches in einer Translationsbewegqung lings der Filamentachse um ca.
10 nm resultiert. Nach [BERNE und LEVY 1998]

Mit Beendigung der Kontraktion wird das intrazelluldre Calcium wieder zuriick
in das SR gepumpt, so dafl der Abfall der freien Calcium-Konzentration wie-
der den Troponin-Tropomyosin-Komplex in seine urspriingliche Lage zuriicksetzt
und damit die Bindungsstellen fiir Myosin am Aktin bis zur ndchsten Kontrakti-
on blockiert bleiben. Hierbei setzt der regulative Mechanismus von Troponin-T
(TnT) ein, welches bei niedrigen Calcium Konzentrationen von etwa 10~ M die
Affinitdt von TnC zu Tnl reduziert und damit den TnC-Tnl Komplex wieder
in einen calcium sensitiven Inhibitor der myofibrillairen Aktomyosin MgATPase
iiberfithrt. Das System wird dabei gegeniiber calcium wieder desensitiviert. Fiir
eine erneute Kontraktion ist nun wieder eine Calciumfreisetzung mit Bindung
an Tnl und Sensitivierung des Systems notig. Aus Abb.2.4 ist ferner ersicht-
lich, dal TnT iiber weite Teile mit Tropomyosin verbunden ist (mindestens vier



2.2 Kreatinphosphokinase CPK 11

Aktin-Molekiile) und daher auch die Dissoziation von TnC-Tnl {iber mehrere
Querbriicken hinweg koordiniert.

2.2 Kreatinphosphokinase CPK

Hzg—COOe H,C—COO0”

H3c’N\C/NH_® H3C/N\C/NH2
rl\lle@ ,'LHf
Kreatinphosphat Kreatin

t Kreatinkinase )
? Transphosphorylase \

ADP ATP

Abbildung 2.6: ATP Bildung aus Dephosphorylierung von Kreatin-
phosphat. Der anorganische Phosphatgruppenrest wird durch das Enzym Krea-
tinkinase (CK) auf das ADP tbertragen. Nach [KREUTZIG 1997]

Die Energiebereitstellung fiir die Muskelkontraktion erfolgt direkt alleinig
durch die energiereiche Phosphatverbindung Adenosin-Tri-Phosphat (ATP), wel-
ches durch den Querbriickenzyklus gespalten wird. Bestimmt man jedoch die
Konzentration von ATP nach einer einmaligen Kontraktion, nimmt diese nicht
meBbar ab im Vergleich zur Ruhesituation. Neben ATP existiert noch eine
weitere energiereiche Phosphatverbindung, das Kreatinphosphat, welches durch
Phosphatgruppentransfer ein Phosphat auf ADP {ibertragen kann, um damit
ATP zu resynthetisieren. Dabei wird dieses selbst zu Kreatin dephosphory-
liert. Diese Moglichkeit der Resynthetisierung stellt neben der langsameren ae-
roben/anaeroben Glykolyse einen alternativen Stoffwechselweg zur Bildung von
ATP nach einer Kontraktion dar, der noch vor Aktivierung der langsamen Glyko-
lyse eintritt. Die Glykolyse bendtigt bei Muskelarbeit ndamlich 30 bis 60 Sekunden
bis zur vollen Bereitstellung von ATP, im Zeitintervall davor bezieht der Muskel
sein Resynthetisierungspotential an ATP hauptséchlich iiber Dephosphorylierung
von Kreatinphosphat. Abb.2.6 zeigt schematisch den Reaktionsablauf. Die Phos-
phatiibertragung wird durch das Enzym Kreatinkinase (CK) oder Kreatinphos-
phokinase (CPK) katalysiert. Die CK kommt in verschiedenen Isoenzymen vor,
welche eine organspezifische Lokalisierung erlauben (Gehirn, Skelettmuskel und
Herzmuskel). Da das Enzym rein intrazellulér vorkommt, ist das Ansteigen der
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Enzymaktivitét im Extrazellulirraum bzw. im Serum (Normalwert < 80 %) ein
empfindlicher Parameter fiir Zellschadigungen bzw. Schéden der Zellmembran,
durch welche es konsekutiv zu einer Freisetzung des Enzyms kommt. Bei der Dia-
gnose des Herzinfraktes oder bei Myopathien kénnen die Serum-Aktivitdten um
ein Vielfaches erhoht sein. Bei der progressiven Muskeldystrophie, die mit einem
zunehmenden Zerfall von ganzen Muskelpartien mit Zelluntergédngen und Nekro-
sen einhergeht, kommt der CK Aktivitdtsmesung sogar eine Schliisselindikator-
Rolle zur Abschitzung des Krankheitsverlaufes zu [GLESBY et al. 1988].

2.3 Elektrophysiologie des Skelettmuskels

2.3.1 Die Zellmembran und =zellulire Erregbarkeit:
Nernst-Potential

Zur Abgrenzung und Kompartimentierung von intra- und extrazellulirem Milieu
sind alle erregbaren Zellen von einer Zellmembran umgeben. Die Zellmembran
dient dabei der mechanischen Protektion, aber auch der Signalgeneration und -
transduktion durch Potentialanderungen. Die damit wesentliche Eigenschaft der
zelluldren Erregbarkeit wird hauptséchlich durch die Morphologie der Membran,
deren Bauplan im wesentlichen allen Zellen gemeinsam ist, bestimmt. Die Zell-
membran besteht aus einem Lipid-bilayer mit Phospholipiden, Lecithinen und
Cholesterin. In die Membranoberfldche eingelagert befinden sich zweidimensio-
nal bewegliche Membranproteine, die als spezifische Kanéle fiir die verschiedenen
Ionen dienen kénnen. An der Auflenseite der Membran befindet sich sogenann-
te Glykokaliz, Zuckerreste, welche an Proteine angeheftet sind und bestimmte
Oberflachenkonfigurationen annehmen kénnen, so dafl sich hier Rezeptorstruk-
turen ausbilden, welche wichtig sind fiir die chemische Kommunikation mit der
Umgebung. Hier greifen auch spezifische Pharmaka an und fithren zu Rezeptor-
Konformationsénderungen mit intrazelluldren Signalleitungen und spezifischen
Effekten. Abb.2.7 (A) zeigt die Morphologie der beiden Lipidleafiets sowie die
Kanalproteine.
Im Ruhezustand ist die Zellmembran semipermeabel fiir verschiedene Ionen, die
durch die Membran getrennt in unterschiedlicher Konzentration beidseits vorlie-
gen. lonen kénnen iiber die Membran verschoben werden, bis ein dynamisches
Gleichgewicht zwischen elektromotorischer und mechanischer Diffusionskraft fiir
das betrachtete Ion vorliegt. Bei einer gegebenen Verteilung entsteht ein Poten-
tial nach der Nernst-Gleichung [NERNST 1889]
RT [c]o
AEIon = F -In [C]l
[c]; beschreibt die jeweilige Konzentration des lons auf der angegebenen Mem-
branseite (i: inside, o:outside), z die Ladung, R, T und F haben ihre gewohnliche

(2.1)
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thermodynamische Bedeutung.

Fiir jede Tonenklasse existiert abhéngig von deren intra- und extrazelluldrer Kon-
zentration ein Nernst-Potential. Die folgende Tabelle 2.1 zeigt diese Konzen-
trationen fiir die elektrophysiologisch wichtigsten Ionen einer Skelettmuskelfaser
beim Frosch nach [CONWAY 1957] sowie die dazugehorigen Nernst-Potentiale.
Elektrisch kann man die Oberflaichenmembran als zweidimensionales Netzwerk

Ion C; Co Nernst-Potential
Na* 10.4 109 +62.2

K™ 124 2.25 —106
Ca’t || 102 bis 1074 | 2.1 +141

Cl- 1.5 77.5 +104

Tabelle 2.1: Ionenkonzentrationen beim Froschmuskel nach [CONWAY 1957]
und ihre jeweiligen Nernst-Potentiale nach der Nernst-Gleichung.

von elementaren Schaltkreisen beschreiben, in denen die Lipid-Doppelschicht
einen Kondensator mit typischer Kapazitit von ca. 1uF/cm? in Amphibien-
muskeln [HODGKIN und NAKAJIMA 1972] und ca. 2-7uF/cm? in Sdugermus-
keln [KIOHARA und SATO 1967, DULHUNTY et al. 1984] beschreibt. Abb.2.7 (B)
zeigt das Schaltbild aus Membrankapazitit und Membranwiderstinden mit spe-
zifischen Membranleitfadhigkeiten fiir jedes Ion. Die Widerstdnde sind sowohl
spannungs- als auch zeitabhéngig. Es sind nur die fiir die Generierung eines Ak-
tionspotentials am Skelettmuskel wichtigen Ionenleitfahigkeiten fiir Natrium gy,
und Kalium gg sowie eine unspezifische Leckleitfihigkeit dargestellt.

1
. = 2.2
gN Rxa ( )
- ! (2.3)
gg = i .
. (2.4)
qaQ = R .

2.3.2 Goldmann-Gleichung und Ruhepermeabilitéiten

Unter Ruhebedingungen ist das Ruhemembranpotential hauptséchlich ein
Kalium-Potential [BERNSTEIN 1902]. Experimentell zeigt sich aber, dafi das
Membranpotential E,, nur fiir hohe extrazelluldre Kaliumkonzentrationen durch
die Nernst-Gleichung fiir Kalium korrekt beschrieben werden kann (> 10 mM),
fiir geringe Kalium-Konzentrationen sind die gemessenen Werte fiir E,, deutlich
positiver als die errechneten [HODGKIN und HorOWICZ 1959], wie in Abb.2.8
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Abbildung 2.7: Lipid bilayer Modell. A, zeigt die Membran im lipid-bilayer
Modell mit zwei Lipid-leaflets, die elektrisch einen Kondensator bilden. Hierin
eingelagert sind Membranproteine, die als Ionenkandle selektiv fiir bestimmte lo-
nen einen lonenstrom requlieren und damit den Kondensator umladen konnen
(aus [DARNELL et al. 1990]). B, zeigt das Ersatzschaltbild des Membranstrom-
kreises des Sarkolemms mit den Widerstinden fir Natrium, Kalium sowie einer
unspezifischen Leckleitfdhigkeit. Die Nernst-Potentiale sind als elektromotorische
Batterien angedeutet, mit den zugehdrigen Potentialen wie in Tabelle 2.1. Fiir
die Leckleitfihigkeit betrigt £, 0mV (nach [HODGKIN und HUXLEY 1952]).

dargestellt. Goldman erweiterte 1943 die Beschreibung des Membranpotenti-
als fiir mehrere Ionen unter zusétzlicher Beriicksichtigung von Natrium- und
Chloridpermeabilitédten [GOLDMAN 1943], maBgeblich unter der Annahme eines
konstanten Potentialgradienten, den die Ionen entlang des Durchtritts durch die
Membran erfahren. Die Beschreibung des Membranpotentials E,,, folgt daher der
Goldmann-Hodgkin-Katz-Gleichung oder constant-field-Gleichung

o E In PK[K+]0+PNa[Na+]o+PCI[OZ7]7J

Emn
F PK[KJ'_]Z'+PNa[Na+]i+PCl[Ol_]O

(2.5)

mit den lonenkonzentrationen [fon|. P; ist der Permeabilititskoeftizient jedes
Ion, welcher proportional zum Diffusionskoeffizienten und reziprok proportional
zur Membrandicke ist:

Poc =t (2.6)

Die absoluten Permeabilitdtswerte werden durch Fluxmessungen der einzelnen
Ionen durch die Membran bestimmt, einfacher sind jedoch Aussagen iiber relative
Permeabilititen, z.B. Py,/Pk, die durch einfache Potentialmessungen erfolgen
konnen, wie in Abb.2.8 an einer isolierten Froschmuskelfaser gezeigt ist. Entfernt
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man Chlorid aus der extrazelluldren Losung oder nimmt man an, dafl das Gleich-
gewichtspotential fiir Chlorid gleich dem Membranpotential ist, vereinfacht sich
GlL.2.5 zu
T Kt Na*
gy = BT 7 ol

F [K*]; + a[Na*t];

(2.7)

wobei « die relative Permeabilitdt Py,/Px bezeichnet. Iteriert man diese Glei-
chung an die MeBpunkte, erhdlt man o. Da unter Ruhebedingungen die Natrium-
kanéle geschlossen sind (s. Kap.2.5.1), bedeutet ein von Null verschiedener Wert,
daf ein gewisser Anteil von Natrium-Ionen auch durch den in Ruhe geoffneten
Kaliumkanal durchtreten mufl, um das Membranpotential abweichend vom Ka-
liumgleichgewichtspotential Richtung positiverer Werte zu verschieben. Dieser
Einflul wird gerade bei niedriger extrazellularer Kaliumkonzentration grof3 sein.
Hodgkin und Huxley fanden fiir den Amphibienmuskel Werte fiir o im Bereich
0.01 bis 0.015, d.h. die Selektivitdt der Kaliumkanile betrdgt rund 99 %. Eine
weitere Schliisselinformation liefert dieses Experiment bzgl. der Abschétzung der
intrazelluléiren Kaliumkonzentration [K7;, da fiir hohe Werte [K], , die Nernst-
Gleichung fiir Kalium gilt und das Nernst-Potential Ex bei [K], = [K], das
Vorzeichen wechselt.

Diese Messungen werden auch im Rahmen dieser Arbeit Anwendung finden, bei
der Frage nach hochdruckbedingten Verdnderungen der Membraneigenschaften
an isolierten Skelettmuskelzellen.

2.3.3 Signaltransduktion durch Aktionspotential und
Oberflichenmembranstrome

Die vorher diskutierten Prinzipien der zelluldren Erregbarkeit erlautern die
Moglichkeit von Potentialénderungen und damit Informationsfluf durch Ionen-
konzentrationséinderungen. Da die passive Verschiebung von Ionen jedoch ein
ProzeB ist, dessen Zeitaufwand jenseits einer physiologisch sinnvollen Signaliiber-
mittlung liegt (bis zu Minuten beim Skelettmuskel mit diffusionsrestriktiven
Réumen, TTS), besitzen lonenkanile eine weitaus wichtigere Eigenschaft als ihre
Selektivitit: die Offnungswahrscheinlichkeiten und damit die Leitfihigkeiten der
Kanaéle sind sowohl eine Funktion der Zeit als auch des Membranpotentials selbst:

9i = gi(V; 1) (2.8)

Die Leitfidhigkeiten fiir Natrium und Kalium folgen dabei charakteristischen
Kennlinien, die eine Aktivierung und Inaktivierung des Ionentromes beschreiben
und durch das Hodgkin-Huzley-Modell [HODGKIN und HUXLEY 1952] mathema-
tisch quantifiziert werden.

Der Formalismus fiir die Natriumleitfahigkeit beruht auf einer Differentialglei-
chung in zwei Variablen, fiir Aktivierung m und Inaktivierung h, welche beide
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Abbildung 2.8: Membranpotential bei variierender extrazelluldrer Ka-
liumkonzentration. Der Einfluf§ von Kalium- und Natrium-Ionen auf das
Membranpotential gemafs der Goldmann-Hodgkin-Katz-Gleichung (2.7) ist expe-
rimentell an einer isolierten Froschmuskelfaser fiir variierende extrazelluldre Ka-
liumkonzentrationen gezeigt [HODGKIN und HOROWICZ 1959]. Fir hohe [K],
entspricht das Membranpotential dem Verhalten einer Kaliumelektrode (Nernst-
Gleichung). Bei niedrigen (K], ist die Anzahl von Natrium-Ilonen, die durch Ka-
liumkandle durchtreten gréfer gegeniiber den wenig vorhandenen Kalium-Ionen
und das Membranpotential weicht in Richtung positiverer Werte von dem Nernst-
Potential fiir Kalium ab.

zeitabhéangig einer Differentialgleichung erster Ordnung geniigen:

9gNa = m3tha (29)
d
T~ - (1—m) — Bm (2.10)
dt
dh
bl an-(1—h)—Buh (2.11)

Jna ist eine Konstante, die maximale Natriumleitfahigkeit, o und 8 sind Funk-
tionen des Membranpotentials V aber nicht der Zeit t. Die einzelnen Indizes mar-
kieren Ubergangsraten zwischen den aktivierten und inaktivierten Zustéinden. m
und h représentieren gating-Zustinde der Kanalporen: zur Modellierung von gy,
gibt es drei m-gates fiir den Offnungszustand des Natriumkanals und ein h-gate
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fiir den Inaktivierungszustand des Natriumkanals.

Die mathematische Beschreibung der Kaliumleitfahigkeit nach Hodgkin und Hux-
ley [HODGKIN und HUXLEY 1952] enthélt nur einen Aktivierungszustand n. Die
zugehorige Differentialgleichung lautet:

gx = n'gk (2.12)
dn

= = - (1-n)- 1
= ap - (1—n) = Bun (2.13)

Lost man die Gleichungen numerisch erhélt man die zeitabhéngigen Verldufe der

einzelnen Leitfihigkeiten. Beide Leitfahigkeiten gy, und gx zusammen addieren
sich zur Gesamtmembranleitfahigkeit g, welche ebenfalls zeitabhéngig dargestellt
ist. Zur Berechnung des zeitabhingigen Membranpotentials V wird der Strom
tiber die elementaren Schaltkreise des Membranmodells aufgeteilt (s. Abb.2.7):

dV

I bezeichnet die totale Membranstromdichte, I; die Ionenstromdichte, V das ak-
tuell anliegende Membranpotential, C'y; die Membrankapazitit (zeitunabhéngig)
und t die Zeit. Die Ionenstromdichte I; 143t sich mit den oben erhaltenen Bezie-
hungen schreiben als

I = Ine+Ix+1, (2.15)
= 9Na~(V—VNa)+gK-(V—VK)+gl-(V—V}) (2.16)
= mPhgng - (V — Vo) +0%Gc - (V = Vi) +a-(V =V)  (2.17)

Die totale Membranstromdichte ist schliellich noch eine Funktion des Ortes, so
daB gilt:

o0?V
Unter Benutzung der Wellengleichung
?vV. 1 0*V
- . 2.1
ox 02  Ot? (2.19)

erhélt man aus Gleichung 2.14 die zeitabhéingige Differentialgleichung des Mem-
branpotentials:

a d*V dV
WW = CM%—.—m:Stha'(v — VNa)+n4§K'(V — VK)"—g[(v — ‘/l) (220)

a und R sind Faserkonstanten.
Die numerische Losung dieser Differentialgleichung ergibt den zeitlichen
Verlauf des Aktionspotentials nach [HODGKIN und HUXLEY 1952], welcher in
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Abb.2.9 (A) als v fiir eine Nervenfaser eingezeichnet ist. Die Natriumleitf&hig-
keit gy, zeigt eine schnelle Aktivierungskinetik bei Unterschreiten eines Schwel-
lenpotentials von ca. —60mYV, welche fiir die rasche Depolarisationsphase von
V(t) verantwortlich ist. Die Offnungswahrscheinlichkeit der Natriumkanile steigt
in diesem Bereich stark an und treibt V(t) in Richtung Natriumruhepotential
(+60mV). Die Inaktivierung der Natriumleitfdhigkeit, zusammen mit der ver-
spiateten Aktivierung der Kaliumauswirtsleitfihigkeit, leitet die Repolarisati-
onsphase ein, d.h. den Riickgang von V(t) in Richtung Kaliumruhepotential
(—90mV). In Abb.2.9 (A) unterschreitet V(t) kurzzeitig das Ausgangspotential
(Hyperpolarisation). Dies ist eine Konsequenz der Kaliumleitfihigkeit aus dem
Hodgkin-Huxley Modell, allerdings nur fiir neuronale Axonmembranen zutref-
fend. Beim Skelettmuskel (B) tritt diese Erscheinung nicht auf. Hier besitzen
die Kaliumkanile im Sarkolemm ein verspétetes Inaktivierungsgate, welches ei-
ne Hyperpolarisation durch Inaktivierung der Repolarisationskinetik verhindert
[ADRIAN und PEACHEY 1973|. Zusétzlich mufl beim Muskel noch die Leitung des
Aktionspotentials in die Faser durch das transverso-tubulédre System mitberiick-
sichtigt werden, wo eine Anreicherung von K *-Ionen wihrend des K T-Ausstroms
angenommen wird [ALMERS 1980] und damit am Ende des Aktionspotentials die
extrazelluldre Kaliumkonzentration scheinbar hoher ist als nach Abdiffundieren
des angesammelten Kaliums. Dies erwirkt nach der Nernst-Gleichung ein positi-
veres Potential als unter steady-state Bedingungen.

2.3.4 Transverso-tubuléres System und Elektro-
Mechanische Kopplung

Die Auslosung der mechanischen Kontraktion erfordert, dafl die elektrische
Erregung (Aktionspotential) in das Faserinnere geleitet werden mufl. Diese
Leitung geschieht iiber die Membran des transverso-tubuliren Systems (TTS).
Das TTS ist ein Membrannetzwerk, das die Faser durchsetzt und den Extra-
zellularraum durch Invagination des duBeren Sarkolemms in das Faserinnere
fortsetzt. Abb.2.10 (A) verdeutlicht die Morphologie. Uber die Oberfliche der
Muskelzelle verteilt finden sich kleine Offnungen, welche die Eintrittstelle der
Membranschlduche in das Innere kennzeichnen. In der rdumlichen Darstellung
(unten) erkennt man, daf§ die Schlduche sich netzwerkartig in der Tiefe ver-
zweigen und mit Anteilen der Gegenseite anastomosieren. In dieses Netzwerk
eingelagert liegen die Myofibrillen mit den kontraktilen Elementen und das
sarkoplasmatische Retikulum (SR). An bestimmten Stellen treffen SR und TTS
zusammen und bilden die Triaden, die morphologischen Strukturen, an denen
die elektro-mechanische Kopplung stattfindet.

Das TTS enthélt, wie das Sarkolemm, Natrium-, Kalium- und Chloridkanéle zur
Erregungsleitung. Abb.2.10 (B) zeigt den gegeniiber der Sarkolem-Membran mo-
difizierten elektrischen Schaltkreis, der sich durch Einbeziehung der RC-Glieder
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Abbildung 2.9: Aktionspotentiale und Membranleitfihigkeiten. A,
numerische Losung V der Gleichung 2.20 im Hodgkin-Huzley-Modell fir das
zeitabhdngige Membranpotential bei Aktivierung einer Nervenfaser (Aktionspo-
tential). Die zeitabhdingige Gesamtleitfihigkeit g zusammengesetzt aus gng und
gi 1st ebenfalls eingezeichnet. gy, leitet die Depolarisation ein, gx die Repola-
risation. Am Ende des Aktionspotentials tritt am Azon eine Hyperpolarisation
auf (nach [HODGKIN und HUXLEY 1952]). B, zeigt die numerische Simulation
am Skelettmuskel des Frosches [ADRIAN und PEACHEY 1973/, welche die Inak-
tivierung der Kaliumleitfahigkeit und Kaliumakkumulation beriicksichtigt. Fine
Hyperpolarisation fehlt hier. Gezeigt ist ebenfalls die Abhdngigkeit von der Fa-
serdicke d. Das Auftreten eines zweiten Mazimums (unteres Teilbild) entspricht
der Leitung des Aktionspotentials im TTS.

von Sarkolemm und TTS ergibt (Parallelschaltung)WALLINGA et al. 1999,
LAMB 1986]. Bei Modellierungen von Membranstrémen aus Voltage-
Clamp Daten sind derartige Membranschaltungen zu beriicksichtigen
[FRIEDRICH et al. 2001, FRIEDRICH 2000b, WALLINGA et al. 1999]. Der Ein-
flu des TTS beim Aktionspotential wird z.B. in Abb.2.9 (B) deutlich, wo
dicke Fasern eine Potentialverzogerung im AP zeigen. Durch die kleine Off-
nung des TTS, die elektrisch durch einen Eingangswiderstand beschrieben
werden kann (z.B. 150 Qcm?, [ADRIAN und PEACHEY 1973]), ist die Diffu-
sion von Ionen aus der Extrazelluldrlosung in das TTS bzw. umgekehrt
eingeschriinkt, so dafl es hier zu Ionen-Verarmungseffekten (Ca?*-depletion
[FRIEDRICH et al. 1999, FRIEDRICH 2000b, ALMERS und PALADE 1981]) bzw.
Anreicherungen (K™ -accumulation [ALMERS 1980]) kommen kann.

Das Bindeglied zwischen der elektrischen Erregungsleitung {iber das Akti-
onspotential und die mechanische Kontraktion stellt die elektro-mechanische
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Abbildung 2.10: Morphologie und elektrische Kontinuitit des
Transverso-Tubuldren Systems (TTS). A, Schematische Darstellung der
schlauchformigen Invaginationen des Sarkolemms radial in das Faserinnere, wel-
che das TTS bilden und den Extrazellulirraum in die Faser fortsetzen (nach
[HENNEBERG und ROBERGE 1997]). Das TTS verzweigt sich netzwerkartig und
bildet so weitreichende Querverbindungen zur elektrischen Kommunikation. Das
TTS umspannt innerhalb der Faser die Myofibrillen und bildet mit dem SR an
ausgewdhlten Stellen die Triaden (3D-Rekonstruktion unten). B, zeigt das elek-
trische Ersatzbild, daff sich aus der Parallelschaltung von Sarkolemm- und TTS-
Schaltkreisen der Leitfihigkeiten und Kapazititen ergibt. Die schlauchformi-
ge Finstilpung des TTS an der Sarkolemmoberfiiche bildet dabei elektrisch
einen Fingangswiderstand fir Ionen mit Diffusion in einen restriktiven Raum
[WALLINGA et al. 1999].

Kopplung oder das ec-coupling dar, welches im TTS an den Triaden stattfin-
det. Hier grenzt die TTS-Membran an die intrazellulire Membran des SR,
einem Zellorganell, welches das zur Kontraktion notwendige Calcium speichert
(s. Kap.2.1.3). Der Spalt zwischen TTS und SR in der Triade betrigt ca.
15nm [WAGENKNECHT et al. 1989] und enthilt die ,Schalter” fiir die Calcium-
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Freisetzung. Abb.2.11 verdeutlicht graphisch das ec-coupling an der Triade.
Das Aktionspotential (AP) wird iiber das Sarkolemm in das TTS geleitet und
erreicht eine Triade. Auf der transverso-tubulédren Seite befinden sich die span-
nungsabhiingigen langsamen L-Typ Ca**-Kandle oder DHP-Rezeptorkanile (von
Di-Hydro-Pyridin), die als Spannungssensor abhingig vom Membranpotential
offnen und schlieflen (s. Kap.2.5.3). Die Verteilung der Kanéle ist gehéduft an
den Triaden, am Oberflichensarkolemm kommen sie iiberhaupt nicht vor. Auf
der sarkoplasmatischen Seite finden sich in der Membran des SR die Ryanodin-
Rezeptor-Kandgle (RyR) (s. z.B. [DULHUNTY et al. 1996]), welche iiber einen
,Rezeptor-Fufl“ ebenfalls die Spannung der TTS-Membran messen konnen und
Calcium-Tonen aus dem SR innerhalb von ein bis zwei Millisekunden versetzt
zum Oberflichenaktionspotentials freisetzen.

Die Dipolausrichtung der Kanalproteine der DHP-Rezeptoren im elektrischen
Feld der erregten Membran wird als charge movement bezeichnet (s. Kap.2.5.3).
Das freigesetzte intrazellulare Calcium setzt dann den Gleitfilamentprozef3 in
Gang. Da die RyR-Rezeptoren von der dufleren Membran entkoppelt sind,
sind sie mit Voltage-Clamp Methoden an der intakten Zelle nicht erfaflbar, im
Gegensatz zu den L-Typ Calcium Kanélen, die auch in der vorliegenden Studie
genauer bzgl. Hochdruckeffekte untersucht werden.

2.4 Voltage-Clamp-Technik

Anderungen des Membranpotentials haben Anderungen der Leitfahigkeiten und
Ionenstréome der einzelnen spannungsabhéngigen Kanalfamilien zur Folge. Durch
Aktivierungen und Inaktivierungen von Kanilen flielen Stréme, welche wieder-
um durch die Ladungsverschiebungen das Membranpotential &ndern. Anderun-
gen des Membranpotentials werden von Kanélen wiederum detektiert und ihr
Leitfahigkeitszustand &ndert sich eventuell wieder. Die nicht-linearen Ionen-
strome haben daher einen Feedback-Mechanismus iiber das Membranpotential,
aber auch durch intrinsische Eigenschaften, wie z.B. zeitabhéngige Inaktivierun-
gen. Die Messung von lonenkanaleigenschaften erfolgt experimentell am ein-
fachsten, indem man diesen Feedback-Mechanismus erweitert, dabei einen Pa-
rameter, z.B. das Membrapotential bei Voltage-Clamp oder den Membranstrom
bei Current-Clamp, konstant hélt und die andere Variable Strom bzw. Span-
nung mifit. Die Voltage-Clamp Methode wurde 1949 von Cole [COLE 1949] und
Marmont [MARMONT 1949] eingefiithrt und 1970 zur 3-Mikroelektroden-Voltage-
Clamp am Skelettmuskel weiterentwickelt [ADRIAN et al. 1970]. In der vorlie-
genden Arbeit wurde die 2-Mikroelektroden-Voltage-Clamp Technik (2-MVC) be-
nutzt, welche 1968 erstmals zur Messung von Kaliumleitfahigkeiten am Froschske-
lettmuskel entwickelt wurde [COSTANTIN 1968].

Abb.2.12 gibt einen schematischen Uberblick iiber die verschiedenen géingigen
Voltage-Clamp Methoden, aus deren Anordnungen auch verschiedene theoreti-
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Abbildung 2.11: Elemente der Elektro-Mechanischen Kopplung. Sche-
matische Darstellung der Signalleitung (AP) am Sarkolemm, im TTS und an der
Triade. Die DHP-Kandle befinden sich ausschliefSlich im TTS, der Ryanodin-
Rezeptor im SR. Durch ein ankommendes, in das TTS geleitetes AP und De-
polarisation werden die Ca-Kandle und RyR-Kandle spannungsabhdngig gedffnet
und induzieren so den Calcium-Release. Das Calcium bindet an die kontraktilen
Filamente und setzt den sliding-filament Mechanismus in Gang.

sche Ansitze sich ergeben [RUFF 1986]. Allen Verfahren gemeinsam ist ein elek-
trischer Riickkopplungsschaltkreis, in dem der eingespeiste Strom derart iiber
einen Operationsverstarker reguliert wird, dafl das gemessene Membranpotential
mit einem voreingestellten Wert iibereinstimmt. Da der Strom bei einer Ab-
leitung iiber die ganze Zelle nur iiber offene Kanaile flieen kann, spiegelt die
nicht-lineare Kinetik eines gemessenen Stromes das Offnungs- und Schliefverhal-
ten von Kanélen wider. Arbeitet man mit pharmakologischen Blockern einer Ka-
nalklasse, kann man durch Ausschalten von Kanélen sich eine Kanalfamilie gezielt
betrachten. Eine Sonderstellung gegeniiber den konventionellen Voltage-Clamp
Methoden nimmt die Patch-Clamp Technik, Abb.2.12 (E), ein, bei der ein kleines
umschriebenes Membranareal (Patch) untersucht wird, das unter Umsténden nur
wenige einzelne Kanéle enthalten kann. Unter einer ,, whole-cell* Konfiguration
kann aber auch hier iiber die gesamte Zelle abgeleitet werden (zur Patch Clamp
Methode s.a. [SAKMANN und NEHER 1995]).

Abb.2.12 (B) zeigt die in der vorliegenden Arbeit verwendete Metho-
de der Zwei-Mikro-Elektroden-Voltage-Clamp Technik (2-MVC) mit einer
Elektrode zur Spannungsmessung und einer Elektrode zur Strominjektion
[FRIEDRICH et al. 1999, FRrRIEDRICH 2000b]. Die Elektrode E mifit das Mem-
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Abbildung 2.12: Schematische Ubersicht iiber giingige Voltage-Clamp
Verfahren fiir elektrophysiologische Messungen an Zellen. In (A) bis
(C) steht einer Strom injizierenden FElektrode I eine spannungsmessende V ge-
geniiber. Die Spannung wird tiber einen Hochimpedanz Verstirker mit einem
Eingangssignal verglichen. Die verstirkte Differenz zwischen Eingangs- und ak-
tueller Spannung wird als Strom tiber die Membran appliziert und kann gemessen
werden. In der Vaseline Gap-Technik (D) wird das extrazellulire Kompartiment
tiber Liicken (gaps) in Pools unterteilt, mit denen auch das intrazellulire Milieu
kontrolliert werden kann. Bei Patch-Clamp Aufzeichnungen (E) wird diber ein
elektrisches Siegel (ein hoher Widerstand) zwischen Pipettendffnung und Mem-
branausschnitt (Patch) ein sehr kleiner Strom dber einzelne Kandle auflésbar.
Nach [RUFF 1986/, (B) aus [FRIEDRICH et al. 1999, FRIEDRICH 20000].

branpotential an der Einstichstelle, welches auf einen Einheitsoperations-
verstéirker gegeben wird. Dieses Potential wird mit dem Ausgangspotential aus
dem Badklemmkreis verglichen, der das Bad virtuell auf 0mV klemmt. Ande-
rungen der ionalen Badzusammensetzung, z.B. durch Losungswechsel, werden da-
durch automatisch im Membranpotential beriicksichtigt. Der verrechnete Wert
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des Membranpotentials dient wieder als Eingang eines Operationsverstirkers
mit Verstarkungsfaktor p, in dem ein Vergleich des aktuellen Potentials mit
dem vorgegebenen Input-Potential erfolgt. Bei Abweichung wird ein Ausgleich-
strom gemé&f des Verstarkungsfaktors ;o und dem Pipettenwiderstand nach dem
Ohm’schen Gesetz appliziert. Der elektrische Kontakt zwischen Kammer und
Bad wird konventionell durch eine Agar-Briicke hergestellt. Losungswechsel wer-
den durch zufithrende und ableitende Drainagesysteme gewéhrleistet.

Die mathematische Beschreibung der Strom-Spannungsrelationen bei der 2-MVC
reduziert sich im wesentlichen auf das Ohm’sche Gesetz. Das steady-state Mem-
branpotential V,, nach einem rechteckféormigen Kommandopuls V., ist gegeben
durch [FINKEL und GAGE 1985]

1724

g LS 2.21
wK +1 I ( )

wobei p der Verstarkungsfaktor der Klemme (gain) und K die Dampfung des
Verstérkers bedeuten. K ist mit dem Eingangsmembranwiderstand Ry und dem
Elektrodenwiderstand R; verkniipft durch

Ry
K pr—
Ry + Ry

(2.22)

wobei (Rg + R;) der Gesamt-Eingangswiderstand ist. Fiir groBe puK wird der
Unterschied zwischen V,, und V.4 klein. Deshalb sollte zur Optimierung die
Verstarkung maximiert und der Pipettenwiderstand minimiert werden.

2.5 Spannungsabhingige Kanile

Die spannungsgesteuerten Kationen-Kanéle sind in ihrer Struktur dhnlich aufge-
baut. Abb.2.13 (A) zeigt den prinzipiellen Aufbau der Natrium- und Calcium-
Kanéle (a) aus vier verschiedenen Déménen I bis IV. In dieser Konfiguration
bilden sie eine Proteinstruktur mit einer transmembranen Pore in der Mitte. Aus
dem prinzipiell gleichen Aufbau erkldaren sich auch viele dhnliche Eigenschaften
zwischen Natrium- und Calcium-Kanélen (s.u.). Bei Kaliumkanélen (b) bilden
vier gleiche Doménen den Kanal [AIDLEY und STANFIELD 1996]. (B) zeigt den
Aufbau der Doménen aus Untereinheiten S1 bis S6 als transmembrane a-Helices
[CATTERALL 1993]. Das membranassoziierte Segment SS1 und SS2 zwischen S5
und S6 bildet vermutlich den Hauptraum der Pore aus. Das S4-Segment enthélt
den Spannungssensor durch positiv geladene Aminosédurereste. Hier wird das
Membranpotential gemessen. Der im wesentlichen gleiche Aufbau der Kanile
148t auf einen gemeinsamen Evolutionsvorlaufer schlieflen.
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Abbildung 2.13: Aufbau der spannungsgesteuerten Kanile. A,
Natrium- und Calcium-Kandle setzen sich aus vier verschiedenen Domdnen I bis
IV zusammen (a), wihrend Kaliumkandle (b) aus vier gleichen Domdnen aufge-
baut sind (aus [AIDLEY und STANFIELD 1996]). B, zeigt den prinzipiellen Auf-
bau der Domdnen aus Untereinheiten S1 bis S6, wobei S4 den Spannungssensor
enthdlt und die Anteile S5-S6 vermutlich die Pore aufbauen [CATTERALL 1993].

2.5.1 Natrium-Kanile

Die spannungsabhéngigen Natriumkanile sind verantwortlich fiir die schnelle
aufsteigende Phase des Aktionspotentials (s. Kap.2.9). Abb.2.14 zeigt sche-
matisch den funktionellen Aufbau der spannungsabhingigen Natriumkanile
[ARMSTRONG 1981, HILLE 1984]. Der Kanal besitzt einen Rezeptor fiir das
Gitft Tetrodotoxin (TTX) des Kugelfischs, welches den Durchtritt von Natrium-
Ionen vollstdndig in einer 1:1 Stéchoimetrie blockiert. Innerhalb der Pore
befindet sich der Selektivitatsfilter fiir Natrium. Der Spannungssensor ist an
das Aktivierungsgate gekoppelt. Die Offnungswahrscheinlichkeit verliuft sig-
moidal und ist im Bereich um —60mV am grofiten. Das Inaktivierungsgate
verschliefft die Pore nach dem geoffneten Zustand sehr schnell innerhalb einer
ms wieder. Der Kanal befindet sich dann im inaktivierten Zustand und kann
nur durch eine Repolarisation unter das Schwellenpotential wieder reaktivierbar
gemacht werden, da das Inaktivierungsgate die Blockade dann wieder freigibt.
Die molekularen Mechanismen der Kanaloffnung und -schliefung sind komplex
und Gegenstand der Forschung. Ebenso werden mehrere geschlossene und In-
aktivierungszustiande diskutiert [RUFF 1986]. Abb.2.14 (B) zeigt eine Messung
von Natriumstromen am menschlichen Muskelpraparat [ALMERS et al. 1984].
Im linken Teil der Abbildung wurde ausgehend von einem Haltepotential von
—103mV in 10mV Schritten fiir 4 ms depolarisiert. Man erkennt, dafl mit zu-
nehmender Depolarisation die Maximalamplitude zunéchst spannungsabhéngig
zunimmt, bis die Leitfdhigkeit fiir Natriumionen maximal ist, d.h. mit hoher
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Abbildung 2.14: Natriumkanal und Natriumstréome. A, Cartoon zur
Verdeutlichung der funktionellen Anordnung der Natrium-Kanalproteine. Der
TTX-Rezeptor blockiert die Pore vollstindig unter 1:1 Bindung mit Tetrodoto-
xin. Der Spannungssensor ist an das Aktivierungsgate gekoppelt, wdihrend das
Inaktivierungsgate durch die Substanz Pronase blockiert werden kann. B, zeigt
Natriumstrome am Interkostalmuskel des Menschen. Links wdihrend aktivieren-
den Depolarisationspulsen von 4 ms Dauer in 10 mV Schritten. Man erkennt
deutlich die zunehmende Aktiverung ab Erreichen eines Schwellenpulses. Mit zu-
nehmender Depolarisation jedoch nimmt die Strom-Mazimalamplitude wieder ab.
Jede Spur inaktiviert ferner mit der Zeit nach Erreichen des Maximums. Rechts
st die spannungsabhdingige Inaktivierung nochmals mit einem Inaktivierungspro-
tokoll gezeigt (Erklirung s. Text, [ALMERS et al. 1984]).

Wahrscheinlichkeit alle Kanéle gedffnet werden. Fiir hohere Depolarisationen
nimmt die Maximalamplitude jedoch wieder ab, was aufgrund der abnehmenden
treibenden Kraft (Epys — Eng) mit zunehmendem Ep,s zu erkldren ist. Wird
der Ausdruck in der Klammer positiv, treten, wie in der Abb. zu sehen, auch
Auswirtsstrome auf. Jede Spur fiir sich zeigt nach Erreichen des Maximums
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ebenfalls einen Riickgang der Stromamplitude mit der Zeit. Dies spiegelt die
zeitabhangige Inaktivierung der Kanile wider, die nach dem geoffneten Zustand
in den inaktivierten {ibergehen. Im rechten Panel wird die spannungsabhéngige
Inaktivierung gemessen. Hierzu wurde nach einem Vorpuls von 100 ms Dauer
und variabler Amplitude (nicht gezeigt) auf ein festes Potential von —13mV
depolarisiert. Abhéngig vom Grad der Inaktivierung der Kanédle am Ende des
Vorpulses kann nur noch ein Teil der Kanile auf den eigentlichen Testpuls
mit einer Ofnnung und einem Natriumstrom antworten. Daher nimmt mit
zunehmender Amplitude des Vorpulses die Amplitude im Testpuls ab. Aus der-
artigen Zwei-Puls-Protokollen kann man die spannungsabhéngige Inaktivierung
mit einer Boltzmann-Funktion beschreiben (Zwei-Zustands-Beschreibung). Die
Halb-Inaktivierungspotentiale werden beim Skelettmuskel vom Frosch zwischen
—70 und —80mV, bei der Ratte —65 bis —86 mV und beim Menschen zwischen
—86 und —100 mV angegeben [RUFF 1986]. Maximale Leitfihigkeiten sind stark
temperaturabhéngig und betragen am menschlichen Muskel ca. 140;"%—52 bei
23°C [ALMERS et al. 1984], am M. extensor digitorum longus e.d.l. der Ratte
ca. 123 g;—i bei 12°C [PAPPONE 1980] und ca. 55 — 70 gn—% am Froschmuskel bei
1 — 3°C [ADRIAN et al. 1970].

2.5.2 Kalium-Kanaile

Die spannungsabhéngigen Kaliumkanéle sind nur eine Subklasse aus der
vielfaltigen Familie der Kaliumkandle neben ligandengesteuerten (z.B.
Karp-Kanile) oder einwértsgleichrichtenden Kaliumkanélen (inward rectifier
[STANFIELD 1970]).  Spannungssensitive Kaliumkanéle besitzen einen Span-
nungssensor, der den Kanal bei Membranpotentialen positiver als das Ruhe-
membranpotential 6ffnet (typischerweise um —60mV [JAN und JAN 1994]). Die
Aktivitdt wird durch mindestens zwei Gates gesteuert: der Spannungssensor,
der den Kanal 6ffnet und ein Inaktivierungsgate, das die Offnungsdauer festlegt
[JAN und JAN 1994]. Fiir die Inaktivierung wird &hnlich wie beim Natriumkanal
ein ,ball and chain® Mechanismus gefunden, bei dem das Inaktivierungsgate
nach dem Offnen in die Pore von der cytoplasmatischen Seite einklappt und
den Ionenflufl behindert [HosHI et al. 1990]. Abb.2.15 (A) zeigt ein Set von
langsamen Kaliumauswértsstromen in einer M. omohyoideus Faser der Ratte
[BEAM und DONALDSON 1983] bei einer Temperaturvon 38°C und Depolari-
sationen von —60mV bis +30mV ausgehend von einem Haltepotential von
—90mV. Die Maximalamplitude des Auswértsstroms nimmt stetig zu, geméf
der Zunahme der treibenden Kraft (E,, — Fx) fiir alle Potentiale positiver als
Ex = —90mV. Man erkennt auch das langsame zeitabhéngige Inaktivieren
des Kaliumstroms bei anhaltender Depolarisation. Die Maximalamplituden
sind wie bei Natriumstromen auch stark temperaturabhéngig, wie in (B) bei
fester Depolarisation auf +10mV fiir steigende Temperaturen zu sehen ist
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[BEAM und DONALDSON 1983]. Maximale Leitfahigkeiten bewegen sich im Be-
reich von 6 — 8 25 bei Ratte und Mensch [ALMERS et al. 1984].
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Abbildung 2.15: Spannungsabhingige Kaliumstrome. A, Familie von
Kaliuvmauswdrtsstromen an einer Zungenbeinmuskelfaser der Ratte. Ausgehend
von einem Haltepotential von —90 mV wird in 10 mV Schritten von —60 mV bis
+30mV depolarisiert. Die Maximalamplitude nimmt mit der Depolarisation zu.
Bei anhaltender Depolarisation erfolgt ein Riickgang des Stromes. B, zeigt die
Temperaturabhdingigkeit von Ix am gleichen Prdparat bei fester Depolarisation
auf +10 mV und variierender Temperatur [BEAM und DONALDSON 1983].

2.5.3 Calcium-Kanile

Die langsamen L-Typ Calcium Kanile (DHP-Rezeptoren) wurden fiir den
Skelettmuskel erstmals 1978 [SANCHEZ und STEFANI 1978] charakterisiert.
Bis heute wurden L-typ Kanile fast an allen Geweben nachgewiesen und
insbesondere in der Muskulatur verschiedener Spezies genau untersucht.
Abb.2.16 (A) zeigt schematisch die Anordnung der Untereinheiten des L-
Typ Calcium-Kanals in der Membran [CAMPBELL 1999]. Unter Voltage-Clamp
Bedingungen lassen sich typische, langsam einsetzende Kanalkinetiken und
Strome auflosen und charakterisieren (z.B. [SANCHEZ und STEFANI 1978,
DONALDSON und BEAM 1983, FRIEDRICH et al. 1999]), wie in Abb.2.16 (B)
aus einer Arbeit von [FRANCINI et al. 1996] an einer Einzelfaser vom Frosch
gezeigt.  Ausgehend von einem Haltepotential von —100mV wurde fiir 5s
auf die jeweils angegebenen Potentiale depolarisert und der langsame Cal-
ciumstrom Is, gemessen. L-type Calcium Kanile 6ffnen bei einem Schwel-
lenpotential von ca. —40mV, erreichen ihre maximale zeitunabhéngige
Leitfdhigkeit, d.h. den Maximalstrom bei einem Potential von ca. 0mV
bis +10mV [AVILA-SAKAR et al. 1986], inaktivieren dann wieder mit zuneh-
mender Depolarisation und haben ihr experimentelles Umkehrpotential zwi-
schen +30 bis 460 mV [SANCHEZ und STEFANI 1983, LAMB und WALSH 1987,
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FRIEDRICH et al. 1999]. In ihrem zeitabhéngigen Verlauf bei Klemmen eines be-
stimmten Potentials aktivieren die Kanéle bei Amphibien langsam innerhalb von
0.5 bis 1s [ALMERS et al. 1981], bei Sdugermuskeln wesentlich schneller in den
ersten 100 bis 300 ms [DONALDSON und BEAM 1983, FRIEDRICH et al. 1999]
unter vergleichbaren Temperaturen (20-22°C). Ebenso wie Iy, und Iy zei-
gen auch Ig, unter anhaltender Depolarisation einen Riickgang des Stromes
(decay), wie in (B) zu sehen, der annéhernd exponentiell abféllt. Dieser decay
reprasentiert sowohl zeitabhéngige Inaktivierung der Calcium-Kanéle als auch
eine diffusionsbedingte Abnahme der Stromamplitude bei Verarmung des TTS
an Ca*"-Tonen als Ladungstriger in einem diffusiv restringierten Raum (,, deple-
tion“ Theorie). Der Beitrag beider Anteile wurde von verschiedenen Autoren bei
unterschiedlichen experimentellen Bedingungen zum Teil sehr kontrovers gewich-
tet [ALMERS et al. 1981, FRANCINI und STEFANI 1989, FRANCINI et al. 1992].
Bei Saugermuskeln zeigte sich jedoch eine starke Beziehung des decays zur
Verarmung des TTS an Ladungstrigern (Ca?*-Tonen) [FRIEDRICH et al. 1999,
FRIEDRICH 2000b].

Ahnlich wie bei Natriumstréomen kann man die spannungsabhingige Inak-
tivierung mit einem Zwei-Puls-Protokoll separieren [MATSUDA et al. 1990],
wobei  verschiedene  Autoren mehrere Inaktivierungsiibergéinge finden
[FRANCINI et al. 1992, HARASZTOSI et al. 1999].

Auffillig ist, dafl die Kinetik von I¢, jenseits der zeitlichen Groflenordnungen
physiologischer Prozesse, wie z.B. des Aktionspotentials liegt. Es wurde daher
gezeigt, daBl im Skelettmuskel der Calcium-Einstrom I, selbst fiir den Mecha-
nismus des ec-couplings keine Rolle spielt [GONZALEZ-SERRATOS et al. 1982].
Unter physiologischen Bedingungen eines Aktionspotentials (ca. 1-2 ms) liegt
die Bedeutung der DHP-Rezeptoren hauptséchlich in ihrer Rolle als Spannungs-
sensor. Im TTS wird unter Einflul eines ankommenden AP eine Umladung
der Membran bewirkt und die geladenen Proteinanteile der DHP-Rezeptoren
werden im entstehenden geénderten elektrischen Feld ausgelenkt. Hierbei wird
eine Ladungsverschiebung im Feld erzeugt, die sogenannten charge-movements,
die experimentell unter Voltage-Clamp Bedingungen von der Aktivierungskinetik
der L-Typ Strome und den kapazitiven Umladungen abgetrennt werden kénnen
[R10s und P1zzArO 1991, LamB 1986, HUANG 1983, HuANG 1988]. Fiir die
dabei auftretenden gating-currents existieren bisweilen noch mehrere Zustands-
und Ubergangshypothesen, was Gegenstand aktueller Foschung ist. Fiir De-
polarisationen positiver als O0mV sind die charge-Partikel quasi vollsténdig
inaktiviert, wihrend bei Potentialen negativer als —100mV fast die gesamte
,charge® aktivierbar ist [R10s und P1zzaro 1991].

In seiner Rolle als Schalter initiiert der DHP-Rezeptor das ec-coupling durch
eine Protein-Protein-Wechselwirkung mit dem Ryanodin-Rezeptor der SR Mem-
bran, wobei letztendlich Calcium Ionen aus dem SR freigesetzt werden und die
Kontraktion initiieren.
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Abbildung 2.16: L-Typ Calcium Kanal und langsame Strome (Ig,).
A, Schematische Darstellung der Anordnung des L-Typ Calcium Kanals in der
Membran des TTS nach Campbell [CAMPBELL 1999]. B, zeigt den zeit- und
spannungsabhdingigen Verlauf von I, im Froschmuskel bei Depolarisationen fiir
5 s ausgehend von einem Haltepotential von —100 mV zu den neben den einzelnen
Spuren angegebenen Potentialen. Der Zeitverlauf verdeutlicht die Aktivierung und
den decay von Ig,, der abhingig von den Versuchsbedingungen einfach exponen-
tiell verlduft [FRANCINI et al. 1996].

2.6 Thermodynamische Grundlagen der Hoch-
druckapplikation

Grundlage der Betrachtung von physikalischen Zustandsdnderungen bei der
Hochdruckapplikation sind die Hauptséitze der Thermodynamik. Der erste
Hauptsatz entspricht dem Energiesatz und besagt, daf die Anderung der inneren
Energie eines Systems gleich der Summe von zu (ab)-gefiihrter Warmemenge,
am (vom) System verrichteter Volumenarbeit und anderer Energiebeitréige (z.B.
elektrische Energie oder Anderungen der Teilchenzahlen bei chem. Reaktionen)
ist:

AU = AQ + AWy, + AW chem.,... (2.23)

DaW = [Fdr = [(p-A)dr = [pdV, folgt fir AW = —p- AV. Die Ande-
rung der Arbeit geschieht durch Volumenarbeit bei konstantem Druck: dehnt
das System sich z.B. bei konstantem Druck aus, vergrofiert sich das Volumen und
das System verrichtet Volumenarbeit. Dabei verringert sich die innere Energie,
wie durch das Vorzeichen beriicksichtigt wird. In der differentiellen Schreibweise
lautet der Energiesatz:

dU = 6Q —p AV (2.24)

wobei Zustandsgroflen, wie Druck, Volumen und innere Energie, hier ein totales
Differential enthalten. Die Warmemenge Q) ist keine Zustandsgriéfle, so dafl deren
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differentielle Elemente vom Weg abhéngen und mit 6 bezeichnet werden. Die
anderen Energiebeitriage (z.B. elektrische) wurden nun in die inneren Energie mit
einbezogen. Eine weitere Zustandsgrofle, die Enthalpie bezeichnet die Summe von
innerer Energie und Anderung des Druck-Volumen-Terms:

AH =AU+ A(p-V) (2.25)

Nach dem zweiten Hauptsatz 148t sich die differentielle Warmemenge 6¢) durch
die Zustandsgroflen Temperatur T und Entropie S des Systems ausdriicken:

5Q =T-dS (2.26)

Die Entropie ist eine Zustandsgrofie, die durch infinitesimale Anderungen von
Energie, Volumen oder Teilchenzahl variiert werden kann:

08 08 0S
ds = (—) U + (—) dv + (—) AN (2.27)
8U V,N=const. av U,N=const. aN U,V =const.

Die partiellen Ableitungen beschreiben Zustandsgréfien isolierter Systeme im
thermischen Gleichgewicht:

(W)W _ % (2.28)
(aS(g}\fV’M)MU _ —%u (2.29)
(W)UN _ %.p (2.30)

mit den Zustandsgroflen Temperatur T, Druck p und chemischem Potential pu.
Der Eneriesatz lautet dann komplett

dU =T -dS —p-dV + p-dN (2.31)

2.7 Hochdruckeffekte auf molekulare und zel-
lulare Prozesse

Hydrostatischer Druck, der bei Hochdruckexperimenten moduliert wird, ist ei-
ne skalare Grofle. Der Atmosphérendruck betrdgt 100 kPa und entspricht dem
Druck, den ungefdhr eine 10 m hohe Wassersiule ausiibt.

Die Zustandsgrofien Druck und Temperatur beeinflussen in vielfaltiger Weise ein
komplexes System wie die Zelle, wobei die verschiedenen Subsysteme auf ver-
schiedene bekannte Arten modifiziert werden.
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2.7.1 Druck und Gleichgewichtsprozesse in wissriger
Losung

Einfache Dissoziationsprozesse, wie bei Salzen, Séuren, Basen und multime-
ren Proteinen, werden durch Beeintrichtigung der schwachen Bindungen rever-
sibel durch das Chatelier-Prinzip beschrieben: Druckanstiege verschieben das
Gleichgewicht einer Reaktion in die Richtung kleinerer Volumina. Dies ent-
spricht der Beschreibung von idealen Gasen durch das Gesetz von Boyle-Mariotte
p-V = const. In der Henderson-Hasselbalch-Gleichung zur Beschreibung des pH
schwacher Sduren
[A7]

pH = pK, +1g ﬂ (2.32)
sind Anderungen in pK, mit dem Druck eng mit dem pH korreliert, wenn das
Verhéltnis von dissoziierter zu undissoziierter Sdure konstant ist. Z.B. sinkt
der pH eines Phosphat-Puffers um 0.4 Einheiten pro 100 MPa. Andererseits
andert sich der pH von TRIS-Puffer praktisch nicht mit dem Druck sondern
nur mit der Temperatur um 0.028 pro ° C, weshalb dieser Puffer oft Verwendung
in Hochdruck-Experimenten findet [DISTECHE 1972]. Fiir die Beschreibung der
Anderung von Gleichgewichtskonstanten K mit Druck und Temperatur bei jeweils
Konstanz der anderen Variablen gelten folgende differentielle Zustandsgleichun-
gen der Thermodynamik:

oln K AV
= — 2.
( 5p )T—const. RT ( 33)
oln K AH
= 2.34
( 5T )p:const. +RT2 ( 3 )
(2.35)

T bezeichnet Temperatur, p Druck, R die Gaskonstante, V das Volumen und AH
die Anderung der Enthalpie (Warme-Inhalt des Systems).

Ein weiteres Beispiel fiir eine Gleichgewichtsreaktion multimerer /monomerer Pro-
teine stellt das System Aktin dar, welches in einer globuldren monomeren Form
(G-Aktin) und einer multimeren filamentosen (F-Aktin, im Skelettmuskel s.
Kap.2.4) vorkommt. In wissriger Losung wird das Gleichgewicht zwischen bei-
den Formen in Richtung monomeres Aktin mit dem Druck verschoben, d.h. die
Aktinfilamente werden destabilisiert und gespalten [SWEzZY und SOMERO 1985].

2.7.2 Phaseniiberginge in Wasser, Lipidlosungen und
Membranen

Nahezu alle Substanzen kénnen in verschiedenen Aggregatzustinden vorkommen,
wobei ein Ubergang von einem in einen anderen Zustand als Phasentibergang
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bezeichnet wird. Der Aggregatzustand bzw. der Ubergang eines Sytems wird
durch die Zustandsgrofien Druck p und Temperatur T bestimmt. Anderungen des
Aggregatzustandes werden durch die Clausius-Clapeyron-Gleichung beschrieben:

dp  AH
dT T -AV

wobei AH die Anderung der Enthalpie und AV die Volumendifferenz der Ag-
gregatzustinde bezeichnet. Die Gleichung beschreibt die Steigung der Gleich-
gewichtskurven im Zustandsdiagramm. Abb.2.17 zeigt das Zustandsdiagramm
von Wasser fiir die drei Aggregatzusténde fest, fliissig und gasférmig. Beim Tri-
pelpunkt (7" = 273.16 K, p = 6.13 mbar) koexistieren alle drei Phasen neben-
einander. Bei einer Temperatur von 0°C gefriert Wasser bei Atmosphérendruck
von 0.1 MPa. Druck verschiebt diesen Ubergang hin zu niedrigeren Temperatu-
ren, da die Volumenausdehnung des Wassers beim Ubergang zu Eis gemiff dem
Chatelier-Prinzip durch Druck gehemmt wird.

Betrachtet man biologische Membranen oder einfache Bilayer-Modelle, beste-

(2.36)
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Abbildung 2.17: Zustandsdiagramm von Wasser. Die Uberginge zwi-
schen den Phasen werden durch die Clausius-Clapeyron-Gleichung gemdjf der
Zustandsgroffen  Druck und Temperatur beschrieben. Unter hohem Druck
wird der Phasentibergang wvon fliissig nach fest zu tieferen Temperaturen
hin wverschoben, da FEis ein grifferes Volumen als Wasser einnimmt (aus
[GOBRECHT und SCHAFER 1990)).

hend aus bekannten Lipidanteilen, so kann man auch hierfiir Phaseniibergéinge
feststellen. Phaseniibergénge fiir Membranen sind duflerst schwierig zu bestim-
men oder zu berechnen, da die genaue Lipidzusammensetzung oft nicht be-
kannt ist. Die Lipidzusammensetzung bestimmt jedoch empfindlich das Ver-
halten von Membranen mit Druck und Temperatur, ebenso wie die Lipid-
menge in wassriger Losung. Phaseniibergéinge werden bestimmt, indem man
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beispielsweise die thermische Volumenexpansion von Lipidfraktionen in wéssri-
ger Losung mifit oder deren Dispersion. Erhoht man z.B. den Anteil freier
Diacyl-Phosphatidylcholine (DPPC) in Wasser in Volumenprozent, so entstehen
bei konstanter Temperatur und Druck zunéchst Monohydrate, Liposomen und
schlieBlich Vesikel, die sich in verschiedenen amorphen Konfigurationen anordnen
[POWERS und PERSHAN 1977]. Enthalten die Lipidfraktionen weitere Anteile,
wie Phosphatidylglycerole oder Lezithine, treten ab einer gewissen Konzentra-
tion weitere Organisationen in Monolayer oder auch Bilayer auf, die alle eine
differenzierte Phase bilden. Es ist ersichtlich, dal der Begriff der Phase oder des
Aggregatzustandes bei Lipiden oder Membranen iiber die einfachen Phasenvor-
stellungen, wie bei Wasser, hinausgeht. Obwohl alle fliissig, bilden Membranen
oder Vesikel mehrere Phasen aus, wie gelartige Phasen oder lamelldre Phasen,
wie in Abb.2.18 (B) fiir Lipidmonoschichten schematisch angedeutet. Abb.2.18
(A) zeigt im oberen Panel eine Messung der Volumenénderung AV bei Atmo-
sphérendruck von DPPC Liposomen iiber einen Temperaturbereich von 36 °C bis
45°C [MACDONALD 1978]. Die aus dem Sprungverhalten der Volumenénderung
ermittelte Phasentemperatur betrigt hier etwa 41.8°C. Das mittlere Diagramm
verdeutlicht, dafl Druck die Phasentemperatur T, linear um 0.0238 °C in DPPC
Liposomen erhtht [MACDONALD 1978]. Das untere Diagramm verdeutlicht die-
sen Einflufl von Druck und Temperatur auf das Volumen fiir DMPC Liposomen-
Bilayers [BOTTNER et al. 1994]. Der Phasendruck &@ndert sich hier auch linear
mit der Temperatur des Systems. (B) zeigt die schematische Darstellung mogli-
cher Phasen verschiedener Symmetrie von Lipid-Monolayern (unten), wihrend
das obere Diagramm das gesamte Phasendiagramm von DPPC, als bestunter-
suchter Lipidfraktion, darstellt [HOPPE et al. 1982].

2.7.3 Komplex zelluldare Systeme unter Hochdruck
Pumpen und passive Ionen-Carrier-Systeme

Die allgemeine Druckabhéngigkeit vieler Gleichgewichtsreaktionen (s.0.) impli-
ziert funktionelle Druckeffekte einzelner zelluldrer Subsysteme. Das Chateliersche
Prinzip bewirkt auch hier, unter der Betrachtung von Proteinen und Enzymen,
deren Funktion durch Konformationsdnderungen kodiert werden, i.a. eine
Hemmung der Proteinfunktion durch Begiinstigung von Konformationen mit
kleineren Volumina [STEIN 1986]. Primér aktive Transportprozesse, die direkt
metabolische Energie aus dem Phosphorylierungs/Dephosphorylierungshaushalt
benutzen, reagieren iiber vielfiltige Mechanismen druckempfindlich. Transport-
und Kanalproteine, deren Funktionen durch Druck modifiziert werden, sind z.B.
die Na-K-Pumpe, Kotransporter (z.B. Na-Ca-Austauscher), die Calcium-Pumpe
des SR aber auch passiver Transport durch Ionenkanéle und die Kinetik von
spannungssensitiven Ionenkanélen.

Eine druckabhéngige Entkopplung der Hydrolyse von ATP und Ionentransport
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Abbildung 2.18: Phaseniiberginge und Phasendiagramme ausgewihl-
ter Lipide. A, zeigt die Messung der Phasentemperatur T, bei Atmosphdren-
druck von DPPC Liposomen (oberes Diagramm) und die lineare Abhdngigkeit
von T; mit dem Druck (mittleres Diagramm) [MACDONALD 1978]. Das unte-
re Diagramm zeigt den Phasenibergang an DMPC' bilayers mit dem Druck bei
drei angegebenen Temperaturen. B, zeigt im oberen Diagramm das komplette
Phasendiagramm von DPPC und im unteren Teil der Abbildung schematische
Anordnungen der Lipide in den einzelnen Phasen (aus [HOPPE et al. 1982]).

mit Hemmung der Na-K-Pumpe wurde von mehreren Autoren beschrieben
[HALL et al. 1982, CHONG et al. 1985, SHELTON und MACDONALD 1987]. In
menschlichen Erythrozyten werden die Reaktionskinetiken fiir Nat-Efflux und
K*-Influx bei 37°C und einem Druck von 40MPa um die Hélfte langsa-
mer, so daf§ Natrium intrazelluldr stark ansteigt. Goldinger und Mitarbeiter
[GOLDINGER et al. 1980] konnten dabei zeigen, dafi der ATP-Verbrauch sogar
erhoht ist, durch die Entkopplung der Proteine jedoch keine Pumpleistung er-
zielt werden kann. In Froschhaut konnte eine Hemmung von 50 % bei 10 MPa
[L1 et al. 1990] gemessen werden. An die Druckeffekte der Na-K-Pumpe ange-
schlossen sind weitere sekundére Effekte auf die sekundéar-aktiven Transportme-
chanismen, wie Na™/HT- und Na*/Ca?*-Austauscher (, exchanger*). Durch die
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Abnahme des Natriumgradienten von intra- nach extrazelluldr werden letztere
gehemmt mit konsekutivem Anstieg des intrazelluliren Ca?", Anschwellen der
Zelle durch erhohtes intrazellulires Na®t sowie Abnahme des intrazelluliren
pH durch Ht-Akkumulation [HALL et al. 1993]. Daf} druckinduzierte Effekte
durchaus komplexer Natur sind, zeigt das Beispiel eines anderen Kotransport-
mechanismus, der KCl-Kotransporter, der durch Druck indirekt aktiviert wird
[GODART und ELLROY 1996].

Die Ca?"-Pumpe des Sarkoplasmatischen Retikulums, welche die Calcium
Ionen nach der Kontraktion aus dem Myoplasma in das SR zuriickpumpt,
erfahrt bis zu Driicken von 30MPa eine reversible Aktivitdtshemmung,
die pro 10MPa linear um 25% ausfillt [KONIG und HASSELBACH 1984].
Durch Einwirken von Hochdruck wird dabei die Kalziumbindung an die
Pumpe zwar nicht behindert, die jedoch dadurch induzierte Konformati-
onsdnderung des Transportproteins mit einer resultierenden Volumenexpan-
sion wird aufgrund des Chatelier-Prinzips unterbunden [HASSELBACH 1988].
Ferner scheint es wahrscheinlich, daff diese Calcium Pumpen eine druck-
induzierte Dissoziation ihrer Untereinheiten unter hohen Driicken erfahren
[VERJOVSKI-ALMEIDA et al. 1986, COELHO-SAMPAIO et al. 1991].

Spannungsabhingige Ionenkanéle

Aktionspotentiale am Squid Axon wurden erstmals von Spyropoulos
[SPYROPOULOS 1957] unter Hochdruck gemessen. Die Aktionspotentialdau-
er wird dabei mit dem Druck verlédngert. In Folge wurden von mehreren Autoren
Natrium- und Kalium-Stréme unter Voltage-Clamp Bedingungen bei Hoch-
druck in Axonen [HENDERSON und GILBERT 1975, SHRIVASTAV et al. 1979,
CONTI et al. 1982a, CONTI et al. 1984, GROsSMAN und KENDIG 1984] und
Neuronen [HARPER et al. 1981] gemessen. Abb.2.19 (A) zeigt Natriumstrome,
gemessen an chromaffinen Zellen der Nebenniere [HEINEMANN et al. 1987] unter
Atmosphéarendruck, Kompression auf 40 MPa und wieder Dekompression auf
0.1 MPa. Der Riickgang von Iy, unter anhaltender Depolarisation verlangsamt
sich deutlich unter Hochdruck, wie in (B) zu sehen ist, nachdem eine Anpassung
der Amplituden zum besseren Vergleich der Kinetik erfolgt ist. Die Maximalam-
plitude nimmt unter Druck nur inkomplett reversibel ab. Als Ursache hierfiir
wird von den Autoren eine Verringerung der Anzahl intakter Natriumkanile
angegeben. Bei 40 MPa werden hier bereits die Hélfte der spannungsabhingigen
Natriumkanéle zerstort. Fir Kalium-Auswartsstrome I werden z.T. kontro-
verse Aussagen gefunden. In myelinisierten Vertebraten-Axonen findet Kendig
[KENDIG 1984] beispielsweise eine Zunahme sowohl der Verzégerung zwischen
Puls und Stromantwort als auch der Zeitkonstante der Aktivierung, wéhrend der
maximale Kaliumstrom druckunabhéngig bleibt (7 MPa). Harper und Mitarbei-
ter [HARPER et al. 1981] fanden in Neuronen hingegen starke Abnahmen der
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Abbildung 2.19: Spannungsabhingige Natriumstréme unter Hoch-
druck. A, Familie von Natriumeinwdartsstromen an einem Patch von chromaffi-
nen Nebennierenmark-Zellen [HEINEMANN et al. 1987] unter Atmosphdrendruck
(0.1 MPa) und unter 40 MPa. Unter Hochdruck erfolgt eine Abnahme der mazi-
malen Amplitude, die nur teilweise unter Dekompression reversibel ist. B, zeigt
die Kinetik der Strome nach Skalierung der Mazimalamplituden. Der Decay des
Stromes ist deutlich verlangsamt unter 40 MPa.

Kaliumamplituden mit dem Druck (20.8 MPa). Die Interpretation der vielfalti-
gen Ergebnisse wird meist durch die inhomogene Struktur der Kaliumfamilie
erschwert. Es scheint, dafl schnelle N-Typ Inaktivierung von Kaliumkanélen
unter Druck verlangsamt wird, wihrend die langsame C-Inaktivierung in Shaker
B Zellen beschleunigt wird [MEYER und HEINEMANN 1997].

Beziiglich des Verhaltens von Calcium-Kanélen unter Hochdruck existieren bisher
nur sehr wenige Untersuchungen. Unklassifizierte Calciumkanéle in Nervenzel-
len von Vertebraten [OTTER und SALMON 1985] zeigen bei 10 MPa eine starke
Hemmung des Ioneneinstroms. Hingegen konnten Heinemann und Mitarbeiter
[HEINEMANN et al. 1987] an L-Typ Ca*"-Kaniilen von chromaffinen Zellen keine
Anderungen sowohl der Aktivierungs- als auch der Inaktivierungskinetik bei
Driicken bis zu 40 MPa nachweisen.
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2.7.4 Hochdruckeffekte am Skelettmuskel

Druckeffekte an Ionenkanélen von Muskelzellen wurden bisher noch nicht detail-
liert untersucht. Besser dokumentiert sind druckinduzierte Effekte auf den kon-
traktilen Apparat und die Kraftentwicklung von Muskel. Bei Einzelzuckungen
treten unter hohem hydrostatischen Druck Erhéhungen der maximalen Krifte
auf, die unter Dekompression wieder reversibel sind [KENDIG und COHEN 1976,
GEEVES und RANATUNGA 1990, RANATUNGA und GEEVES 1991]. Hierbei ist
auch ein schnellerer initialer Kraftanstieg und eine verlangsamte Relaxierungs-
kinetik unter Druck zu verzeichnen. Die Zelle verweilt damit ldnger in einem
kraftproduzierenden Zustand. Die verldngerte Relaxationszeit ist dabei durch
die oben erwidhnte Hemmung der SR Ca-ATPase zu erkldaren. Durch Druck-
Puls-Experimente von Brown [BROWN 1936] und Vawda [VAWDA et al. 1995]
konnte gezeigt werden, dafl Druck die Kraftentwicklung einer Einzelzuckung
in einem frithen Stadium des ec-couplings beeinflufit, insbesondere erhoht.
Fiir den Herzmuskel speziell konnte gezeigt werden, dafl das intrazelluldre
Calcium durch ein verldngertes Aktionspotential sowie einen gehemmten Na-
Ca-Austauschmechanismus erhoht wird [HoGAN und BEscH 1993]. Lost man
keine Einzelzuckungen sondern tetanische Kontraktionen aus, so sind un-
ter Hochdruck auch negative Effekte auf die Maximalkraft zu verzeichnen
[BROWN 1957]. Erklarungen hierfiir liefern die Hemmung der Myosin-ATPase
Aktivitdt [GUTHE 1957, GUTHE und BROWN 1958]und der Aktin-Myosin Bin-
dung, also Prozesse, die mit einer Volumenexpansion verbunden sind. Einfliisse
von Druck auf Troponin-Untereinheiten wird vermutet, konnte bisher aber noch
nicht experimentell gezeigt werden [HOGAN und BESCH 1993].



Kapitel 3

Materialien und Methoden

3.1 Einzelfaserpriparation der kurzen Zehmus-
keln von der Maus

Als Préparat fiir die Hochdruckbehandlung und die anschliefenden elektrophy-
siologischen und laborchemischen Funktionsanalysen diente Skelettmuskulatur
der Hinterpfote von ménnlichen, ca. 2-3 Monate alten BALB/c Méausen. Die
Tiere wurden unter Einwirkung einer C'O5-Atmosphére in ca. 10 Minuten ein-
geschléfert. Die Durchfithrung der Tétung war konform mit den Vorschriften
der lokalen Tierhaltungs- und Tierversuchs-Behorden. Die Hinterpfoten der Tie-
re wurden abgetrennt und zur weiteren Praparation in Ringer-Losung gelegt (s.
Tab.3.1). Mit Minutien-Nadeln wurden die Pfoten in einer mit Sylgard 182 (Dow
Corning Corp., Wiesbaden, Germany) beschichteten Petrischale fixiert und un-
ter einem Binokular (Olympus GZ60) mit einer Augenschere und feinen Dumont-
Pinzetten (neo-Lab Migge, Heidelberg) zunéchst von Fell und Bindegwebe befreit.
Nach Abpréaparieren des oberflichlichen Arcus plantaris profundus und der darun-
terliegenden Plantaraponeurose blickt man auf die freiliegenden Mm. interossei,
die kurzen Zwischenzehmuskeln, welche fest mit den Mittelphalangen des Voder-
fules verbunden sind. Mittels unterminierender Zug- und Schnittfiithrungen mit
Schere und Pinzette werden die Muskeln vom Knochen gelost. Abb.3.1 zeigt Aus-
schnitte aus dem Prapariervorgang und die kurzen Zehmuskeln (Mm. interosse).
Der Skalierungsbalken betrégt ca. 500 um und verdeutlicht die Fasergréfien im
Verband des intakten Muskels. Die abpréparierten Muskeln wurden in eine neue
Petrischale mit Ringer-Losung iiberfithrt. Fiir Gel-Elektrophorese (s. Kap.3.9)
und Enzymaktivitdtsmessungen (s. Kap.3.8) wurden auBerdem noch die langen
Mm. extensor digitorum longus (EDL) prapariert, da diese durch ihre geschiitzte
Lage in einer Muskelloge schonender prapariert werden konnten als die kurzen
Interossei-Muskeln, die vom Knochen gel6st werden mufiten. Die Préaparation von
EDL Muskeln ist ausfiihrlich in [KRESS 2000] dargelegt. Abb.3.1 zeigt neben den
Mm. interossei auch eine Darstellung eines préparierten EDL. Zur Durchfithrung
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elektrophysiologischer Experimente mit der 2-Mikroelektroden- Voltage-Clamp
Technik (s. Abb.2.12) eignet sich der EDL hingegen aufgrund der Lénge seiner
Fasern nicht mehr.

A B

Abbildung 3.1: Einzelfaserpriparation der kurzen Zehmuskelfasern
und des M. extensor digitorum longus. A, Pfote mit Nadeln fixiert. Haut und
subkutanes Fettgewebe abprdpariert. Blick auf den Arcus plantaris profundus, un-
ter dem sich die Mm. interossei am Mittelfuknochen befinden. B, Abpriparierte
Mm. interossei. Die Faserstrdinge verlaufen in schrigen Biindeln. Lingenskala
500 um. C, Abprdparierter M. extensor digitorum longus der Maus. Ldnge ca.
1.5 cm.

Die weitere Isolierung von Einzelfasern aus dem Muskelverband der Mm.
Interossei (i.d.R. nach der Hochdruckapplikation bzw. nach einem gleichwerti-
gen Zeitintervall bei Kontrollmuskeln, s. Kap.3.7) geschah durch Zugabe von
digestiven Enzymen zur Ringerlésung: Kollagenase Typ IA (Sigma Chemicals)
in einer Konzentration von 1.5 mg/ml und Protease Typ XXIV (Sigma Che-
micals) in einer Konzentration von 0.02mg/ml. Die Inkubation erfolgte bei
einer Temperatur von 30°C fiir ca. 25min. Hierdurch wurde eine weitgehende
Digestion des perifibrilliren Bindegewebes erreicht und somit der Faserver-
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band gelockert (enzymatische Faserisolierung). Nach der Inkubation wurde das
Praparat mit Ringer-Losung mehrmals gespiilt, um die Enzyme auszuwaschen.
Zur Einzelfaserisolierung diente eine feuerpolierte Pasteur-Pipette, mit der auf
die Muskelbiindel abwechselnd in schneller Folge sanft Sog und Druck ausgeiibt
wurde. Hierbei 16sen sich viele Einzelfasern vom Muskelverband ab und sammeln
sich am Boden der Petrischale. Mit einer weiteren Pasteur-Pipette wurden die
Einzelfasern gesammelt und in die Melkammer {iiberfithrt. Das verbleibende
Praparat wurde zwischen den Experimenten bei +4 °C im Kiihlschrank gelagert,
derselben Temperatur, unter der die Muskeln auch der Hochdruckapplikation
ausgesetzt waren.

3.2 LoOsungen

Verwendet wurden drei Losungsansitze, deren Zusammensetzung in [mM] ange-
geben ist:

1. isotone Ringer-Losung: NaCl, 140, KCI, 4, CaCl,, 2, MGCl,, 1, HEPES,
10.

2. 10 mM Ca?* hypertone C1~K*-freie Test-Losung [FRIEDRICH et al. 1999,
FRIEDRICH 2000b]: TEA-(Tetra-Ethyl-Ammonium)-Br, 120, CsBr, 5, 4-
AP (Amino-Pyridine), 5, 3,4-Di-Amino-Pyridine, 5, Mg-(CH3COOH),, 1,
KCl, 0.1, Ca-(CH3COOH),, 10, HEPES (N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N’-
(2-ethanesulfonic acid)), 10, Sukrose, 300, TTX (Tetrodotoxin), 500 nM.

3. hypertone chloridarme Losung mit unterschiedlicher Kaliumkonzentrati-
on: MgCly, 2, Ca-(CH;COOH),, 2, HEPES, 10, Sukrose, 300, (A):
Na-(CH3COOH), 136, K-(CH3COOH), 4, (B): Na-(CH;COOH), 130, K-
(CH3COOH), 10, (C): Na-(CH3COOH), 120, K-(CH3COOH), 20, (D):
Na-(CH3COOH), 90, K-(CH3COOH), 50, (E:) Na-(CH3COOH), 60, K-
(CH3COOH), 80.

Der pH der Losungen wurde auf 7.4 mittels NaOH oder Essigsdure eingestellt
und mittels eines pH-Meters (Orion Res. Inc., Boston USA) kontrolliert. Die
freie Calcium-Konzentration der hypertonen Losung (2) betrug 10 mM. Tab.3.1
zeigt nochmals in einer tabellarischen Ubersicht die ionale Zusammensetzung der
verwendeten Losungen.

Die Ringer-Losung wurde zur Préparation und zur Lagerung der Muskel-
fasern im Kiihlschrank zwischen den Experimenten benutzt. Ebenso wurden
Messungen zu den schnellen Natrium- und Kaliumleitfdhigkeiten in isotoner Rin-
gerlosung durchgefiithrt. Die hypertone Calcium-Testlosung diente in erster Li-
nie zur Perfusion des Praparates vor und wihrend der Messung der langsamen
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Lijsung Na'] [ K77 ] €01 | [€a® | (Mg™] [ [HEPES]| [TEA"] | [Br] | [CsT | [TTX] AP, | [Acctat] |[Sukrosc] | Osmolaritit | Toncastirke
Faos [mosmol]] |  [mM]
Ringer 140 4 | 150 2 1 10 290 153
Isoton
€a”-Test-Lsg, o1 01| 10 1 10 120 125 5 |5.107%| 5 22 300 710 184
Hyperton
136 | 4 2 2 1 10 144 300 680 189
130 | 10 2 2 1 10 144 300 680 189
K'-Test-Lsg.
hyperton
120 | 20 2 2 1 10 144 300 680 189
90 | 50 2 2 1 10 - e.e i - - 144 300 680 189
60 | 80 2 2 1 10 144 300 680 189

Tabelle 3.1: Tabellarische Ubersicht der ionalen Zusammensetzung der
verwendeten Losungen.

Calciumstrome im transverso-tubuldren System, wobei die Natrium- und Kali-
umleitfahigkeiten durch Ionenkanalblocker unterdriickt werden mufiten. TTX ist
ein starker Natrium-Kanal-Blocker. Zusétzlich enthielt die Losung praktisch kein
freies Natrium mehr, da dieses durch TEA™ und Cs* ersetzt wurde. TEA™ wirkt
zusétzlich als Kalium-Kanal-Blocker auf die verzogert gleichrichtenden Kalium-
kanéle [HILLE 1969]. Die organischen Stoffe 3,4-DAP (3,4-Di-Amino-Pyridine)
und 4-AP (4-Amino-Pyridine) blocken, wie auch Cs* die Kaliumleitfdhigkeiten.
Um Junction Potentiale zu reduzieren, enthielt die Test-Lésung noch ca. 0.1 mM
KCl. Die hypertone chloridarme Ringer-Losung mit wechselndem Kaliumgehalt
wurde benutzt, um die passive Membranruheleitfahigkeit zu variieren, und das
Membranpotential in Abhéngigkeit der extrazellularen Kalium-Konzentration zu
messen. Zur Theorie s. auch Kap.2.3.2.

3.3 Die Hochdruckapparatur

Abb.3.2 zeigt eine Schemazeichnung der verwendeten Hochdruckapparatur nach
[KRESS 2000]. Der eigentliche Hochdruckbehilter, ein Autoklav (PN 2500, We-
puko Hydraulik, Metzingen, Germany) mit einem Nutzvolumen von 4 cm?, ist
tiber ein Handventil mit einer Handspindelpresse ( Wepuko Hydraulik) und einem
Hochdrucksensor (Typ 8219 R, Burster Prdzisionsmeftechnik, Gernsbach, Ger-
many) verbunden. An beiden Enden des Autoklaven wird der Druckbehélter von
Druckschrauben verschlossen, welche auf der Vorderseite die Druckrohre aufneh-
men. Das verbleibende Nutzvolumen von 4 cm? geniigt zur Aufnahme einer 1 ml
Eppendorft-Kappe, welche die Muskelpréparate enthélt. Die Hochdruckrohre so-
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Abbildung 3.2: Schemazeichnung der verwendeten Hochdruckappara-
tur zur kombinierten Hochdruck- und Kiihlbehandlung von Skelett-
muskeln (aus [KRESs 2000]). Der Autoklav (1) ist in ein Thermobad eingelegt,
welches mit Wasser und Alkohol gekiihlt wird. Dieses ist durch eine Styropor-
schicht (3) von der Umgebung thermisch isoliert. Die Kiihltemperatur wird mit-
tels eines Kiihlaggregates auf +4°C' eingestellt. Die Temperatur kann innerhalb
des Autoklaven mittels einer Thermosonde gemessen werden. Das Absperrventil
(4) verbindet Autoklav mit Handspindelpresse und Drucksensor. Durch Drehen
der Handspindelpresse wird das Wasser im Autoklaven komprimiert und mit Hilfe
des Drucksensors der Systemdruck kontrolliert.

wie der Autoklav wurden komplett mit Wasser gefiillt. Besondere Vorsicht liegt
darauf, keine Luftblasen im System zu belassen, da die Luft kompressibler als
das Wasser ist und einen Grofiteil der Kompressionsenergie ohne nennenswerte
Druckénderung aufnehmen kann. Um Préparate in den Autoklaven einbringen
zu konnen, konnte dieser am Handventil von den Rohrleitungen abgeschraubt
und aus dem Thermobad entnommen werden.

An der Riickseite des Autoklaven befindet sich eine weitere Bohrung, in die ei-
ne Temperaturmefsonde eingelassen ist (Fe-Cu-Ni-Thermoelement), welche die
Temperatur im Inneren des Autoklaven mifit. Die Bohrung ist durch ein System
von Dichtungsringen versiegelt, um Druckabfille hier zu vermeiden. Eine weitere
TemperaturmefBsonde befindet sich im Thermobad, in welches der Autoklav mit
dem Anfangsteil der Druckrohre eingelassen und gelagert wird. Das Thermobad
enthélt eine Wasser-Ethanol-Kiihlmischung und fithrt die bei der Kompression
entstehende Kompressionswiarme aus dem Autoklaven ab. Das Therombad be-
fand sich in einem quaderférmigen Bassin, dessen Wiande zur weiteren thermi-
schen Isolierung aus 6 c¢m dickem Styropor bestanden. Das Kiihlsystem stellt
die Temperatur im Autoklaven auf den gewiinschten Wert ein. Die Kiihlfliissig-
keit des Thermobads ist dabei in Kontakt mit einer Kiihlspirale, dessen Tem-
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peratur vom Kiihlaggregat reguliert wird. Das Gesamtsystem ist aufgrund der
groflen Massen, zwischen denen der Wirmeaustausch stattfindet, sehr triage, so
daB keine schnellen Temperaturinderungen durchfithrbar sind. Auf der ande-
ren Seite bewirkt die Tragheit eine relative Konstanz der eingestellten ,,steady
state“ Temperatur. Die Temperatur wurde iiber ein Digitalthermometer (GTH
175/MO, Greisinger Elektronik, Regenstauf, Germany) abgelesen. Der eigentli-
che Druckaufbau im System geschieht iiber die Kompression des Wassers in den
Systemleitungen durch Ubersetzung mit der Handspindelpresse. Eine Kompres-
sion des Wasservolumens um nur 0.053 % fiihrte dabei zu einer Drucksteigerung
von 10 MPa. Durch das Drehrad lassen sich die gewiinschten Driicke somit
bequem einstellen. Das MefBprinzip des Hochdrucksensors beruht auf der Aus-
lenkung einer Stahlmembran bei anliegendem Druck. Dies fithrt zu einer elek-
trischen Widerstandsénderung der Membran, die iiber einen Briickenverstérker
(Sensor-Master Typ 9158, Burster PrazisionsmefStechnik) in ein Spannungssignal
ausgegeben wird. Nach entsprechender Eichung liest man anhand der Ausgabe-
spannung den Druckwert ab. Abb.3.3 zeigt Aufnahmen des Hochdrucksystems
zur Behandlung von Skelettmuskelzellen.

3.3.1 Durchfiihrung der Hochdruckbehandlung

Die Hochdruckbehandlung wurde wie in [KRESS 2000] dargestellt durchgefiihrt.
Kurz zusammengefait wurden die Muskelpriaparate in Ringer-Losung luftfrei in
Eppendorff-Caps eingebracht und im Kiihlschrank auf +4°C vorgekiihlt. Da-
nach wurden die Préparate in den Autoklaven {iberfiihrt. Die Kiihltemperatur
wihrend der Hochdruckbehandlung betrug auch hier durchgehend +4°C. Der
Druck wurde mit der Handspindelpresse alle 30 s um 0.1 MPa bis zum Absolut-
wert von 6 MPa erhoht. Die anschlieBende Druckerhhung bis zum gewiinschten
Endwert erfolgte mit einer Rate von 0.3 MPa pro 30s. Die steady-state Hoch-
druckapplikation des Endwertes verlief iiber 3h. Die Dekompressionsphase ver-
lief invers zur Kompressionsphase. Die Praparate wurden aus dem Autoklaven
entnommen und fiir die elektrophysiologischen Experimente weiter enzymatisch
behandelt (s. Kap.3.1). Zur Protein-Gel-Elektrophorese wurden die Pripara-
te in Stickstoff eingefroren (s. Kap.3.9) und fiir die Enzymaktivitdtsmessungen
die Inkubationslosungen weiter verwendet (s. Kap.3.8). Das von [KRrRESS 2000]
gewihlte Verfahren zur Hochdruckapplikation erwies sich bei qualitativer elektri-
scher Stimulation der Zellen nach Behandlung als optimal, da die Ausbeute an
intakten Zellen hierbei am gréfiten war.

3.4 Die elektrophysiologische Mef3)kammer

Abb.3.4 zeigt eine Aufnahme der Mefkammer, die aus einem Block Plexiglas
ausgefrast wurde. Die Abmessungen betragen ca. 5 cm x4 c¢cm 0.8 c¢cm. In den
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A

Abbildung 3.3: A)-D). Aufnahmen des Versuchsstandes zur Hoch-
druckbehandlung von Skelettmuskeln. A, zeigt den Autoklaven, beidseits
verschlossn mit Druckschrauben. B, Autoklav im Thermobad. Rechts die Zulei-
tungen zum Handventil. C, Die Handspindelpresse, mit der die Druckeinstellung
erfolgt. D, Kiihlaggregat und digitale Mefgerdte fiir Druck und Temperatur.

Kammerblock wurden jeweils eine gréBere Offnung fiir das Priparat und zwei
kleinere Kammern dahinter fiir Zu- und Ablauf eingefréast. Der Boden der Kam-
mer wurde mit einem Deckglas abgedichtet. Aus der hinteren linken Kammer
wurde der Zulauf aus dem Perfusionssystem gespeist, der Uberlauf wiederum
speiste die Hauptkammer vorne mit dem Priparat und der Uberstand wurde
in der rechten Ablaufkammer durch eine Wasserstrahlpumpe wieder abgesaugt.
Losungswechsel konnten so im schnellsten Falle mit einer Rate von 10 Kammer-
volumina pro Minute durchgefiihrt werden. Bei einem kleinen Perfusionsflow
wurde die Kammer wihrend der Experimente kontinuierlich gespiilt und die
mechanische Storung fiir das Praparat durch Wirbelbildung war am geringsten.
Durch die Perfusion wurde zum einen ein Austrocknen des Préaparates verhindert,
zum anderen blieb so die Ionenkonzentration entgegen Konzentrierungseffekten
ebenfalls konstant. Die hinteren beiden Losungsreservoirs, die von dem Préparat-
und Perfusionsabschnitt getrennt waren, wurden mit 3 M KCl-Losung gefiillt und
enthielten die zur Klemmung des Badpotentials notwendigen Bad-Elektroden (s.
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Abb.2.12). Zwischen diesen Bassins und den Losungsreservoirs des Préparates
wurde der elekrische Kreis durch Anbringen einer Agar-Briicke geschlossen. Die
Agar-Briicken wurden aus Glaskapillaren iiber einem Bunsenbrenner rechtwinklig
gebogen und nach Abkiihlen mit einer Agar-Losung gefiillt. Um Kurzschlufipo-
tentiale zu vermeiden, enthielt die Agar-Fiillung dieselbe lonenzusammensetzung
wie die eigentliche Meflosung.

Abbildung 3.4: Abbildung der verwendeten Mekammer. Die Mefskam-
mer aus Plexiglas enthdlt mehrere Kompartimente. Das konische Hauptkom-
partiment enthdlt das Prdparat. Die sich daran anschlieffenden zylindrischen
Kompartimente enthalten den Lésungszu- und ablauf. Dahinter finden sich die
quaderformigen Referenzreservoirs, welche mit 3 M KCI gefiillt werden und elek-
trisch durch Agar-Briicken den Kontakt zum MefSkompartiment herstellen. Siehe
auch Abb.2.12

3.5 Voltage-Clamp-Mefleinheit

Bei elektrischer intrazelluldrer Stimulierung der Einzelfasern erhélt man Signal-
antworten als Membranstrome (bei Voltage-Clamp) oder Membranspannungen
(bei Current-Clamp) im nA- bzw. mV-Bereich, die entsprechend verstéirkt
werden miissen. Diese Verstiarkung der Eingangs- und Ausgangssignale erfolgte
unter Verwendung eines kommerziellen Voltage-Clamp-Verstérkers (GeneClamp
500, Azxon Instr., Foster City, CA, USA) fir Zwei-Mikroelektroden-Technik.
Zur prinzipiellen Funktionsweise und Blockschaltbild der Verstirkereinheit s.
Kap.2.4. Die Mikroelektrodenhalter (Holder und Headstages) mit den Vor-
verstérkereinheiten befanden sich auf motorgetriebenen dreiachsigen Mikromani-
pulatoren (STM3, Science Products, Hofheim, Germany), welche wiederum auf
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einem Dreibeinstativ der Mikroskophohe, zur Optimierung des Rangierbereichs,
angepafit wurden. Im Setup Modus des Verstirkers dienten sowohl die HS-2A
x1L Headstage (Science Products) als auch die HS-2A x10MG Headstage zur
Spannungsmessung, insbesondere des Membranpotentials, im Voltage-Clamp
Modus schaltet die HS-2A x10MG-Headstage zur Stromapplikation um. Die
Halter mit den Elektroden mufiten mit Mikropipetten bestiickt werden. Diese
Mikropipetten wurden aus Borosilikat-Rohrchen (150F-8P, Science Products)
mit einem horizontalen Puller (P-87, Sutter Instr., USA) in einem Zweistufen-
Pull-Programm gezogen. Durch Variation von Schmelzhitze, Schmelzdauer,
Zugstérke und -geschwindigkeit wird die Gré8e der Pipettenoffnung in der Spitze
variiert. Die Pipettenspitzen fiir sinnvolle 2-MVC Messungen hatten einen
Durchmesser von ca. 0.5 pum und Eingangswiderstinde zwischen 5 M und
10 M, gemessen mit einer 3 M KCI Fiillung. Zur SchlieBung des Stromkreises
wurden Agar-Briicken verwendet, die aus Borosilikatrohrchen iiber einem Bun-
senbrenner gezogen und anschlieend mit elektrolythaltiger Agar-Agar Losung
gefiillt wurden. Nach Aushérten des Agars stellte diese Agar-Briicke einen
hochohmigen Widerstand dar, der den Stromkreis von Mikroelektrode zu Zelle
zu Badlosung und Referenzelektrode schlofl. Die Datennahme und Pulssteuerung
erfolgte iiber einen IBM kompatiblen PC mit 486 Mikroprozessor. Zwischen PC
und GeneClamp500 war ein A /D-Wandler Board geschaltet (Digidata 1200,
Axon Instr.) mit einer maximalen Taktrate von 250 kHz und einen Spannungs-
bereich von £11V, iiber das auch die Ansteuerung des Verstéarkers iiber den
PC erfolgte. Die Datenaufnahme erfolgte iiber ein oder zwei Inputkanile, fiir
die Aufzeichnung der langsamen Calciumstréome i.d.R. zwei Kanéle, von denen
einer die Rohdaten, der andere ein korrigiertes Stromsignal, bei dem die linearen
Leckstromkomponenten bereits analog subtrahiert waren (s.u.), einlas.

Die linearen ohmschen passiven Stromanteile aus dem Summenstrom der Roh-
daten wurden entweder mit einer [leak-subtractor-Schaltung (fiir langsame
Calciumstrome) oder durch ein computergestiitztes ,,%“—Protokoll eliminiert.
Durch Eliminierung der linearen Anteile bleiben zur weiteren Analyse die nicht-
linearen lonenleitfahigkeiten {ibrig. Bei der %—Methode, die hauptsichlich bei
der Aufzeichnung der schnellen Natrium- und Kaliumstrome eingesetzt wurde,
werden vor dem eigentlichen Testpuls vier Vorpulse mit einer Amplitude von i
der Testpulsamplitude (in der Regel als hyperpolarisierende Pulse) appliziert,
unter der Annahme, dafl diese nur lineare Membranantworten evozieren. Die
Stromantworten aus diesen Vorpulsen werden gemittelt, auf die Amplitude des
Testpulses hochskaliert und von dem Summensignal subtrahiert, so dafl nur noch
die nicht-linearen Anteile verbleiben. Da fiir die Auswertung der Calciumstréme
aber auch die Roh-Summenstrome interessant sind (Bestimmung von Input
Widerstand), und diese bei der beschriebenen Methode iiberschrieben werden,
wurde eine analoge Leckstrom-Subtraktion mittels einem Leak-Subtractor nach
[KirscH 1997] durchgefiihrt. In einer Parallelschaltung von vier Hochpaffiltern
werden Zeitkonstanten und Gains variiert. Abb.3.5 zeigt ein Blockschaltbild
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des Subtraktors (aus [FRIEDRICH 2000a]). In den Eingang der Schaltung
wird sowohl das Kommando-Rechtecksignal als auch die Rohdatenantwort des
Stromes eingelesen. Der Abgleich der Kapazititen und Widerstédnde iiber die
Zeitkonstantenpotentiometer wird durchgefiihrt, indem kleine depolarisierende
und hyperpolarisierende Pulse von 10 mV ausgehend vom Haltepotential von
—70 mV auf das Praparat appliziert und I,,,, und I, per Software beobachtet
werden. Der Rechteckpuls wird entsprechend skaliert und mit dem unkorrigier-
ten Strom I,,, verglichen. Ferner wird eine ohmsche Stromkomponente mit
einstellbarer Amplitude so aufsummiert, daf§ der korrigierte output I.,.., der
nun abgegriffen und in den A/D-Wandler eingelesen wird, bei dem Abgleich mit
den unterschwelligen Spannungspulsen (lineare Membranantwort) eine Nullinie
ergibt, d.h. der unterschwellige Puls komplett kompensiert wird und damit einen
Netto-Nullstrom anzeigt (bei unterschwelligen Pulsen werden nur ohmsche Ant-
worten erzeugt). Bei hoheramplitudigen Testpulsen wird spéter so automatisch
der ohmsche Anteil in entsprechender Skalierung von I,,,, abgezogen, so dafl I,
nur noch nicht-lineare Stromanteile enthélt. Die Abbildung zeigt als inset ein
Beispiel fiir das Rohsignal I,,,, und das korrigierte Signal I.,.,..

3.6 Thermoblock

Temperaturdnderungen spielen eine grofie Rolle bei der Modulation von phy-
siologischen Prozessen. So &ndern sich beispielsweise die Kinetiken aller Io-
nenleitfahigkeiten mit der Temperatur (z.B. [DONALDSON und BEAM 1983,
GARCIA et al. 1992, BEAM und DONALDSON 1983]). Um bei vergleichenden
Versuchsbedingungen konstante Temperaturen zu gewéhrleisten, wurde ein
selbstkonstruierter Thermoblock verwendet. Ein Messing Thermoblock enthielt
eine Rundumbohrung zur Kiihlung, die an eine Wasserleitung angeschlossen
wurde. FEin Temperatur-Regler, an ein Gleichspannungsnetzteil angeschlossen,
vergleicht die eingestellte Soll-Temperatur mit dem Ist-Wert eines Thermo-
sensors, der in einen zweiten kleineren Messingblock eingefithrt wird, in dem
sich auch die MeBlkammer befindet, und reguliert die Stromstérke fiir vier
Peltier-Elemente. Die Peltier-Elemente waren in den Messing-Block mit Rund-
umkiihlung jeweils an den Ecken eingelttet, dariiber wurde eine thermoleitende
Platte angebracht und darauf der Messingblock, welcher Melkammer und Ther-
mosensor aufnahm, eingelassen. Abb.3.6 (C) zeigt eine Aufsicht des Setups mit
dem Messingblock und der Meflkammer. Da wiahrend der Experimente keine
schnellen Temperaturspriinge appliziert werden mufiten, entsprach nach ein paar
Minuten die gemessene Temperatur im Kammer-Messingblock der steady state
Temperatur des Praparates. Die Temperatur wurde vor Beginn der Experimente
eingestellt und der Messingblock konstant auf dieser Temperatur gehalten. Mes-
sungen wurden durchgefiihrt bei 24 °C. Die Temperaturschwankung war +0.2°C.
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Abbildung 3.5: Blockschaltbild der Voltage-Clamp Anordnung mit
analogem Leak-Subtraktor. Die Applikation wvon Spannungspulsen und
die Messung von z.B. Calcium-Stromen erfolgt iber einen PC mit A/D-D/A-
Wandlerkarte. Der Kommandopuls V.p,q wird zum einen an den Verstdrker di-
rekt gegeben und als input fir den Leak-Subtractor eingeschleift. Der Strom wird
als Lgw zum einen iber den A/D-Wandler direkt in den PC eingelesen, zum
anderen als Fingabesignal in den Leak-Subtractor eingeschleift. Die selbstkon-
struierte Leak-Subtractor-Box [KIRSCH 1997] eliminiert die passiven RC Figen-
schaften der Membran durch Eliminierung der linearen Stromanteile von I g, .
Das Ausgabesignal enthdlt die korrigierten nicht-linearen Ionenstrome I.,.,.

3.7 Experimenteller Aufbau und Versuchsab-
lauf

Nach der enzymatischen FEinzelfaserpraparation und Transfer einzelner Mus-
kelfasern in die Meflkammer wurde diese in den Thermomessingblock des
Mikroskoptisches eingelassen. Abb.3.6 (A) zeigt eine Ubersichtsaufnahme des
schwingungsfreien Tisches, auf dem sich das inverse Mikroskop (IMT-2, Olympus,
Germany) befand, umgeben von den Mikromanipulatoren mit den Headstages fiir
die Mikroelektroden und dem hydrostatischen Perfusionssystem (links). In dem
Regal links neben dem Faraday-Kéfig befinden sich Oszilloskop, GeneClamp-
Verstéarker, Leak-Subtraktor und thermische Kontrolleinheit. (B) und (C) zeigen
Detailaufnahmen des Settings mit der Mekammer im Thermoblock und den
Mikroelektroden, die von rechts und links eintauchen. Vor dem Einstechen der
Elektroden wurde die Ringer-Losung in der Kammer gegen die dem jeweiligen
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Experiment entsprechende extrazellulire Losung mit dem Perfusionssystem
ausgetauscht, wobei der Zulauf durch hydrostatischen Druck und der Ablauf
durch eine Wasserstrahlpumpe erfolgte. Danach erfolgte ein Nullabgleich der
Elektroden im Bad. Unter Verwendung verschiedener Vergréflerungen wurden
die Mikroelektroden an die Fasermitte von beiden Seiten herangefahren und
unter 300-facher VergroBerung mit dem elektrischen Feinvortrieb eingestochen.
Beim Einstechen zeigte der Verstirker die Potentialdifferenz von Intra- und
extrazellulirem Milieu nach vorheriger Nulleichung auflerhalb der Faser als
Membranspannung an. Das weitere Vorgehen war abhéngig vom jeweiligen
Experimententyp.

3.7.1 Ruhemembranpotentiale und Ruhepermeabilititen

Die Ruhemembranpotentiale wurden in isotoner Ringer-Lésung gemessen, in der
die Fasern initial in der Kammer inkubiert waren. Nach dem Einstechen wur-
de gewartet, bis ein stabiler steady-state Wert an der Spannungsanzeige des
Verstérkers abzulesen war. Fiir jede der beiden Elektroden wurde das intra-
zelluldre Potential gemessen. Wichen die beiden Werte nicht mehr als 3mV
voneinander ab, wurde dieser Wert fiir das Ruhemembranpotential fiir die Aus-
wertung iibernommen. Diese Messung wurde sowohl fiir Kontrollfasern nach
Inkubation bei Atmosphérendruck als auch nach 10, 20, 22.5 und 25 MPa Hoch-
druckbehandlung durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Membranpotentiale bei
varilerender extrazelluldrer Kaliumkonzentration [K], (s. auch Kap.2.3.2) wur-
de nach Losungswechsel auf 4 mM haltige hypertone chloridarme Ringer-Losung
der steady state Wert des Membranpotentials gemessen und unter Aufzeichnung
mit AxoTape 2.0 Software ein Losungswechsel zur nidchsten Losung mit hoherer
Kaliumkonzentration durchgefiihrt. Der zeitliche Verlauf des Membranpotenti-
als konnte hiermit verfolgt werden und bei Erreichen des néchsten Plateauwertes
wurde der néchste Losungswechsel durchgefithrt. Die Plateauwerte konnten zur
Auswertung mit den Kaliumkonzentrationen korreliert werden (s. Kap.4.3.3). In
manchen Experimenten wurden die Kaliumkonzentrationen in beliebiger Reihen-
folge ausgewechselt. Diese Art von Experimenten wurde fiir Kontrollfasern und
nach einer 3h 20 MPa Hochdruckbehandlung durchgefiihrt.

3.7.2 Passive Kabelkonstanten
Membrankapazitiat C,,

Die Membrankapazitit wurde im Voltage-Clamp Modus gemessen. Hierzu wur-
de nach einer groben Voreinstellung des Potentiometers fiir das Haltepotential
in Ndhe des Ruhemembranpotentials vom Setup-Modus in den Voltage-Clamp
Modus geschaltet, so dal Elektrode 1 Spannungssensor und Elektrode 2 Strom-
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Abbildung 3.6: Elektrophysiologisches Mef3-Setup. A, zeigt eine Aufnah-
me des schwingungsfreien Tisches mit Mikroskop und Faraday-Kdifig. Auf dem
Mikroskoptisch stehen die Mikromanipulatoren fiir die Mikroelektroden auf Drei-
beinen. Links vom Kdfig sind in einem Rack die Temperatureinheit, die Leak-
Subtraktor-Boz, der GeneClamp Verstirker und das Oszilloskop untergebracht.
B, C, zeigen Aufnahmen der elektrophysiologischen MefSeinheit, die auf dem Ob-
jekttisch installiert ist. Seiten- bzw. Aufsicht auf den Temperatur-Messingblock
mit der MefSlkammer darin. Von links und rechts tauchen die Mikroelektroden
n das Kammervolumen ein. Am hinteren Pol der Kammer befinden sich Zu-,
Ablauf sowie Referenzelektroden.
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Applikator wurde (s. auch Kap.2.12). Mit der pClamp Software wurde das Hal-
tepotential langsam auf 0 mV eingestellt, um den Anteil von charge-Movement
(s. Kap.2.5.3) am Strom zu minimieren. Von dem Haltepotential ausgehend wur-
den kleine depolarisierende Rechteck-Spannungspulse in 5 mV Schritten appliziert
und der Membranstrom gemessen. Zur Auswertung der Kennlinien s. Kap.4.2.
Die hierzu notwendigen Faserdimensionen (Faserldnge und -durchmesser) wurden
zuvor optisch im Mikroskop mit einem Eichgitter gemessen.

Membranwiderstand R,,

Der Eingangswiderstand R ergab sich aus den steady-state Stromwerten zu ei-
nem Spannungs-Rechteckpuls als Steigung der V-I-Kennlinie im Voltage-Clamp
Modus. Nach Kap.4.2 sind fiir eine explizite Bestimmung von R,,, aufler Ry noch
der Innenwiderstand R; und die Léngskonstante A notwendig. An Kontrollfa-
sern wurde A\ separat explizit bestimmt, indem im Current-Clamp Modus die
Stromelektrode in der Mitte der Faser und die Spannungselektrode an verschie-
denen Abstéinden Az entlang der Léngsachse eingestochen wurde. Ein Strompuls
mit Amplutden zwischen 5 und 10 nA wurde appliziert und der Verlauf der Mem-
branspannung an Elektrode 1 aufgezeichnet. Aus der Korrelation der Spannungs-
amplitude AV und dem Elektrodenabstand Ax wurde A\ durch Regression mit
einem cosh-Verlauf ermittelt. Die so erhaltenen Werte von Ry und R,, wurden
verglichen mit Werten, die auf eine vereinfachte Weise gewonnen wurden: Der
Eingangswiderstand Ry wurde aus zwei bekannten Randpunkten ermittelt: Dem
Haltepotential mit dazugehorigem Haltestrom und der Netto-Nullstromsituation
am Ruhemembranpotential. Hieraus wurde Ry berechnet und daraus mit der
Fasergeometrie R,,. Dieses Vorgehen wurde sowohl bei Kontrollfasern als auch
nach Hochdruckapplikation zur Bestimmung von Ry angewandt.

3.7.3 Spannungsabhingige Ionenleitfihigkeiten

Die spannungsabhéngigen Ionenstrome Iy, und Ix wurden in isotoner Ringer-
Losung ausgehend von einem Haltepotenial von —90mV und fiir Ip, ausge-
hend von —70mV gemessen. Die genauen Pulsprotokolle ebenso fiir spannungs-
abhéngige Inaktivierung finden sich im Ergebnisteil der jeweiligen Ionensorten.
Die Aktivierungs- und Inaktivierungskinetiken wurden fiir die einzelnen Gruppen
sowohl fiir Kontrollfasern als auch nach Hochdruckbehandlung gemessen.

3.8 Enzymatische Aktivitidtsbestimmungen

Die Enzymaktivitdt des intrazelluliren muskelspezifischen Enzyms Kreatin-
Phospho-Kinase (CPK) in der extrazelluldren Fliissigkeit wurde nach Inkubation
der Muskeln (EDL und Interossei) in der Hochdruckapparatur bei verschiede-
nen Driicken bzw. nach einem entsprechenden Intervall bei Atmosphérendruck
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fiir Kontrollmuskeln gemessen. In der Extrazelluldrlosung ist dieses Enzym zu
Anfang nicht vorhanden. Die Bestimmung der Enzymaktivitdt in der Losung
gibt damit einen Hinweis auf Enzymaustritt aus der Zelle. 1 ml der Inkubati-
onslosung wurde in eine Eppendorff-Kappe iiberfithrt und die CPK-Aktivitat in
dem Zentrallabor des angehorigen Klinikums (Zentrallabor der Kopfklinik Hei-
delberg, Im Neuenheimer Feld 400) gemessen. Um eine eventuelle druckbedingte
Beeintriachtigung der Enzymaktivitit von CPK zu erfassen, wurden ebenfalls
Aktivitdtsmesungen mit einer definierten Menge an Enzym vor und nach der
Hochdruckbehandlung bzw. unter Atmosphérenbedingungen durchgefiihrt. Da
die individuellen Gesamtaktivitdten stark streuen, wurde zur Auswertung das
Verhéltnis der Aktivitdt vor und nach Enzymbehandlung an stets einem Mus-
kelpaar der ipsi- und kontralateralen Extremitéit desselben Tieres gebildet und
mit den Daten anderer Tiere unter gleichen Hochdruckapplikationen zusammen-
gefaflt.

3.9 Gel-Elektrophorese

Um druckbedingte Anderungen an Zellproteinen erfassen zu kénnen, wur-
den an Kontroll- und hochdruckbehandelten Muskeln denaturierende Gel-
Elektrophoresen nach Laemmli [LAEMMLI 1970] durchgefiihrt. Bei diesem Ver-
fahren werden Proteine in einem Flach-Gel elektrophoretisch nach ihrem Moleku-
largewicht aufgetrennt. Im Gel befindet sich eine Laufschicht, an welche die Pro-
teine binden, und die durch Variation der Acrylamid/Biacrylamid-Konzentration
das Spektrum der Molekulargewichte angibt, die auf dem Gel gut sichtbar aufge-
trennt werden. Je nachdem, ob man kleine Molekulargewichte oder grofle Mole-
kulargewichte differenziert aufpalten mochte, wird dieses Verhéltnis (in Prozent)
variiert.

Die Muskeln eines Tieres der ipsilateralen Extremitidt wurden nach Hochdruck-
behandlung (bzw. die Kontrollmuskeln der kontralateralen Extremitit desselben
Tieres bei Atmosphérendruck) in fliissigem Stickstoff bis zur Aufbereitung fiir
die Gelelektrophorese eingefroren. Zur Durchfiithrung der Auftrennung wurde
das Gewebe homogenisiert und 5 ul auf das Gel aufgetragen. Als Reaktionsstar-
ter dient in der Lauflosung Ammoniumpersulfat. Der Laemmli-Puffer, in dem die
Gewebe homogenisiert werden, dient ferner zur Minimierung des Einflusses der
Proteinladung auf den Trennvorgang, so dafl wesentlich die Aufspaltung nach Mo-
lekulargewicht erfolgen kann. Der Laemmli-Puffer (s.u.) enthdlt DTE, welches
Disulfidbriicken in der Tertidrstruktur der Proteine spaltet und die entstehenden
SH-Gruppen vor weiterer Reduktion schiitzt, so dafl eine Zerlegung in Unterein-
heiten sistiert. Das im Puffer enthaltene Anion SDS (SDS-Gelelektrophorese)
lagert sich an die Proteine an und stellt eine gleichméflig negative Ladung am
Protein her, so daf§ alle Proteine gleichméfiig aufgrund ihrer Ladung von Ka-
thode nach Anode im Feld wandern. Die Zusammensetzung der verwendeten
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Gel-Losungen und Puffer ist wie folgt gegeben:

e Laemmlipuffer (homogenisieren der Proben): 0.05 M Tris-HCI pH 6.8,
4.0 M Harnstoff, 1.0% SDS (M/V), 15% Glycerol 99.9% (V/V), 0.01 %
Bromphenolblau (M/V), 0.02M DTE

e Trenngel: 12,5 /10 /8 % Acrylamid/Bisacrylamid (30/0.8) (V/V), 0.1%
SDS (M/V), 375 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.025% APS (M/V),0.025% TE-
MED (V/V)

e Sammelgel: 3.5% AA/BA (30/0.8) (V/V), 0.1% SDS (M/V), 125 mM
Tris-HCI pH 6.8, 0.05% APS (M/V), 0.05% TEMED (V/V)

e Elektrodenpuffer: 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0.1 % SDS (M/V)

Nach dem Fixieren und Farben der Gele wurden diese in einer Gel-Dunkelkammer
mit einem CCD-Scankopf (DIANA, raytest Isotopenmefgerdte GmbH, Strauben-
hardt, Germany) eingescannt und durch Vergleich mit einem Gel-Standard durch
AIDA-Software (raytest, Germany) ausgewertet.

3.10 Datenanalyse und Software

Die elektrophysiologische Datenaufzeichnung und Steuerung wurde mit pClamp6
Software (Azon Instr.) durchgefiihrt. Die Aufzeichnung der Membranpotentiale
bei verschiedenen extrazelluldren Kaliumkonzentrationen erfolgte mit AzoTape
2.0 (Azon Instr.), da hier iiber lange Zeitrdume aufgezeichnet werden konnte.
Zur Auswertung der Daten wurden pClamp6 (Azon Instr.), Origin6 (Microcal,
USA), SigmaPlot5 (Jandel Scientifics, USA) und AzoTape 2.0 (Azon Instr.)
benutzt. Die Gel-Elektrophoresen wurden mit AIDA Imaging Software raytest
GmbH, Germany durchgefiithrt. n bezeichnet die Anzahl der Einzeldaten x; bei

der statistischen Analyse, SD die Standardabweichung \/ ﬁ i (x; — 55)2 der
i=1

Einzelwerte vom Mittelwert z = - i x;. SEM bezeichnet den Standardfehler
\/ i=1

des Mittelwertes SEM = S—\/% Datenprasentation und Manuskriptaufbereitung

wurden mittels BTEX Textverarbeitungssoftware (Miktek 2.0, TEX Server, Uni
Giessen) durchgefiihrt.



Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Faserdimensionen der Mm. interossei: Einzel-
fasern

Viele elektrophysiologische Parameter werden auf cm? Oberflichenmembran nor-
miert. Um hierzu Aussagen machen zu kénnen, wurden die Hauptachsen der als
zylindrisch angenommenen Einzelfasern der Mm. interossei optisch vermessen.
Soweit die Faserdimensionen verfiighar waren, wurden die Daten zu Membran-
konstanten und -stromen mit den individuellen Oberflaichenwerten normiert. Um
eine representative Faser beschreiben zu kénnen, wurden die Verteilungen von Fa-
serldnge und -durchmesser fir n= 401 BALB/c Einzelfasern betrachtet. Abb.4.1
(A) zeigt die zugehorigen Histogramme fiir Lange (dunkle Balken) und Durch-
messer (helle Balken). Die Mafle wurden mit einem Eichgitter ermittelt und auf
den néchsten Strich des Strichgitters abgerundet. Dies tragt in etwa dem Um-
stand Rechnung, dafl die Geometrie einer Faser irgendwo zwischen einem Zylinder
und einem Ellipsoid anzusiedeln ist, also kleiner als die Zylinderoberflache. Wie
die 2D-Darstellung in (B) zeigt, sind beide Gréfien normalverteilt und lassen sich
mit einer drei-Parameter-Gaufl-Funktion beschreiben geméf:

flz)=a- e_%(z?o)z (4.1)

Fiir die Lange 1 betragt der Korrelationskoeffizient R= 0.997, 2z, = 608.3 ym
und b= 64.8 um. Fiir den Durchmesser betridgt R= 0.97, xo = 50.9 pm und
b= 11.7 pm.

4.2 Lineare Kabelkonstanten des Mm. interossei-
Praparates

Passive Membraneigenschaften sind der spezifische Membranwiderstand R,, und
die Membrankapazitiat C,,. Abb.4.2 gibt einen Uberblick iiber die Vorgehensweise
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Abbildung 4.1: Faserdimensionen der interossei Einzelfasern . A, zeigt
eine 3D-Ansicht der Lingen- (dunkle Balken) und Durchmesser-Histogramme
(helle Balken) der optisch vermessenen Hauptachsen zylindrisch angenommener
Finzelfasern. B, zeigt die zugehorigen Gauss-Fits (durchgezogene Linie) der Ver-
teilungen. Beide Grdfien waren normalverteilt.

zur Bestimmung der Membrankonstanten. Der Kondensator wird in Ruhe iiber
den Widerstand umgeladen. Uber R flieit der Strom:

In(t) = - Valt) (1.2

Uber C flieBt der Strom
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Abbildung 4.2: RC-Glied im Membranschaltkreis zur Bestimmung der
Membrankonstanten . A, Schaltung im abgeschlossenen RC-Kreis. B, Schal-
tung bei Voltage-Clamp. Der Stom Iy ist der eingespeiste Eingangsstrom.

Die Differentialgleichung erster Ordnung wird gelost durch
Io(t) = Ly(t) - e 7o (4.4)

Wird im Voltage-Clamp Modus (Abb.4.2 (B)) ein Strom I eingespeist, um eine
Spannung V, zu erreichen, so teilt sich dieser auf in

Ip=1Io+In (4.5)

Wird eine Rechteckspannung V(t) appliziert, so sollte die Stromantwort aus ei-
ner rechteckformigen Komponente vom Widerstand R und einer exponentiellen
Komponente vom Kondensator C bestehen.

Abb.4.3 zeigt die zur Bestimmung des Eingangswiderstandes Ry und der Ein-
gangskapazitit Cy verwendeten Pulsprotokolle. Zunéchst wird ein Protokoll aus-
gehend von einem Haltepotential von 0 mV mit depolarisierenden Pulsen in 5mV
Schritten fiir 80 ms appliziert. Das hohe Haltepotential von 0 mV war notwendig,
um wirklich Strom iiber rein passive Membrananteile flieen zu lassen, da bei
0mV auch die charge movements (s. Kap.2.5.3) inaktiviert sind. Danach wird
auf —80mV repolarisiert (B) und von diesem Haltepotential ausgehend werden
spiegelsymmetrische Pulse in £10mV Schritten fiir jeweilsgleiche Zeitintervalle
appliziert. Zur Kontrolle wird danach wieder langsam auf 0 mV depolarisiert (C)
und Protokoll A gerade noch einmal wiederholt. Da der passive Membranwider-
stand nach dem Ohmschen Gesetz den steady-state Wert des Stromes bestimmt
(s. auch Abb.4.8), wird jeweils der steady-state Wert des Stromes mit dem Mem-
branpotential V in einer Kennlinie aufgetragen. Abb.4.4 (A) zeigt exemplarisch
die Membranstrome I,,, zweier Einzelfasern wihrend des Protokolls B mit 80 ms
Testpulsldnge (linkes Panel) bzw. 150ms Pulsldnge (rechtes Panel), wobei bei
Faser 11044001.dat zuerst hyperpolarisiert und anschlieend depolarisiert wurde.
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Abbildung 4.3: Pulsprotokolle zur Bestimmung der linearen Membran-
konstanten . A, ausgehend von einem Haltepotential von O mV werden depo-
larisierende Pulse bis auf +40 mV appliziert. Das Protokoll eignet sich zur Be-
stimmung der Eingangskapazitit Cy. B, Protokoll zur Bestimmung des Eingangs-
widerstandes Ry aus den steady state Stomamplituden. Ausgehend von —70mV
werden in depolarisierender und hyperpolarisierender Richtung Pulse appliziert.
C, entspricht Protokoll (A) zur Kontrolle.

Dies ist aber ohne Einfluf auf den ermittelten Membranwiderstand. Die jewei-
ligen Pulsprotokolle sind als Einschub iiber den Spuren gezeigt. (B), zeigt die
zu (A) gehorigen Strom-Spannungskennlinien fiir die steady-state Werte von 1.
Die Berechnung des Eingangswiderstandes Ry nach dem Ohmschen Gesetz ergibt
sich aus der linearen Regression der Kennlinie. Fiir Faser 11025001.dat ergibt
sich Ry = 1.81 MQ. Die Regression ist mit > = 0.99 iiber den gesamten mit
Protokoll B iiberpriiften Potentialbereich streng linear und die Linearitit setzt
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sich sogar iiber die von Protokoll A vor und nach Protokoll B getesteten positi-
ven Potentiale fort. Fiir Faser 11024001.dat (rechts) zeigt sich im Bereich stark
hyperpolarisierender Potentiale ein Abweichen von der Linearitéit des positiveren
Breichs, weshalb in solchen Fillen die Regression sich nicht bis {iber die Poten-
tiale negativer —90 mV erstreckte.

Abb.4.5 zeigt die Strom-Spannungs-Kennlinien an n = 14 Kontrollfasern (A).

-40mv —
40 mv e ==

B —
-80mV

A 120 mv =
-120mv ! 150ms  50ms 150 ms
80ms 150 ms 80ms
40
40 4
20 4 20
01 0
= 0 =
-40
60
60
b —— 11024001 dat
-100 + -80 e . e . - .
0 100 200 300
Time [ms] Time [ms]
B
40 o
7
-5 .
20
< = R=AV/AI= 2.5 MQ
< < 10
£ =
-] o
g 0 S a5
? ®
=3 ES
b o
3 20 § 20
k7] k7
= @ Protocol B = 25
£ A control protocol A (before B) £ ®  Im steady-state
40 ‘W control protocol C (after B) [
-30 oo
60

-35

-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
Potential [mV]

-120 -100 -80 -60 -40

Potential [mV]
All curves:
Coefficients: Fibre dimensions:
b = 12,4640522876 b =0.4003769231
| =664 pm m =0,5460784314 | =560 um r2=0.9798914165
d=72pm r? =0,9929959288 d=280pum

Coefficients:
b =10.0016538462

Fibre dimensions:

A=15*10"cm? A=14%10"cm?

Abbildung 4.4: Membranstrome zur Bestimmung des Eingangswider-
standes (Protokoll B) an Kontrolleinzelfasern . A, zeigt exemplarisch
den Strom I, bei den im Inset gezeigten Pulsprotokollen fiir zwei Kontroll-
Einzelfasern. B, zeigt die zugehorigen I-V-Plots und die lineare Regression zur

Bestimmung von Ry. FEbenfalls sind die Regressionsparameter und die Faserdi-
mensionen beider Fasern angezeigt.

In (B) sind die ermittelten Werte hierzu tabellarisch aufgefiihrt. Neben den
Einganswiderstédnden Ry sind auch die aus den optisch ermittelten Faserdi-
mensionen errechneten Membranoberflichen angegeben. Der spezifische Mem-
branwiderstand R,,, die eigentliche normierte elektrophysiologische Grofle, ist
ebenfalls angegeben, und wurde vereinfacht aus dem Produkt von Membrano-
berfliche und Eingangswiderstand gebildet. Die Rechtfertigung dieser Vorge-
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hensweise wird unten erldutert, im Zusammenhang mit der Bestimmung der
Langenkonstanten. Die mittleren Rq fiir die in (A) gezeigten Fasern aus den
linearen Regressionen im Potentialbereich von —95mV bis —40mV betragen:
Ry =21+04, £0.1 MQ (£SD, £SEM), und der ermittelte spez. Membranwi-
derstand: R,, = 2545 £ 600, £160 Qcm?.

Die oben angegebene Vorgehensweise entspricht nicht exakt der durch etablierte
Verfahren der linearen Kabeltheorie giiltigen, stellt aber eine extreme Vereinfa-
chung dar, da zur exakten Bestimmung von R,, u.a. die lineare Langenkonstante
A bestimmt werden muf}, um fiir jede einzelne Faser eine individuelle Aussage
iiber den jeweiligen Membranwiderstand R,,, machen zu kénnen. Weitere Mes-
sungen sind aber an einer solchen Faser dann nicht mehr durchfiihrbar, da die
Faser im Verlaufe eines derartigen Experimentes geschiadigt wird und anschlieffen-
de Messungen zu nicht-linearen Ionenleitfdhigkeiten mitunter falsch sein konnen.
Um ein vereinfachtes Verfahren rechtfertigen zu konnen, wurde an einigen Kon-
trollfasern eine explizite Messung der Léngenkonstante durchgefiihrt. Fiir die
Berechnung von R,, aus Kabelgleichungen gilt [FINK und LUTTGAU 1976]:

Ry = A/ ARSTR; (4.6)

Hierbei ist Ry der Eingangswiderstand, A die experimentell zu ermittelnde
Liangenkonstante und R; der als konstant angenommene Innenwiderstand des
Zytosols in Q2em, fiir den unter verschiedenen Bedingungen und Spezies Literatur-
angaben vorliegen, z.B. [HODGKIN und NAKAJIMA 1972]. Abb.4.6 (A) zeigt Auf-
nahmen eines Experimentes zur Bestimmung von A an einer Kontroll-Einzelfaser.
Im Current-Clamp Modus wird die stromfithrende Elektrode in der Fasermitte
eingestochen und die spannungsmessende Elektrode am Ende der Faser, wobei der
Abstand Az zur Stromelektrode optisch gemessen wird. Das Ruhe-Potential wird
durch Zufuhr eines Haltestromes mit einem Potentiometer auf einen gewiinschten
Wert von —50mV bis —60mV eingestellt. Wie in (B) schematisch gezeigt, wird
anschliefend ein Rechteck-Strompuls von 5 bis 10nA Amplitude appliziert und
der Spannungsverlauf im Abstand Az mit der Spannungselektrode aufgezeich-
net. Danach wird die Spannungselektrode aus der Faser herausgezogen, in einem
erneuten Abstand Az ndher zur Fasermitte eingestochen und erneut derselbe
Strompuls appliziert. In (C) sind gemessene Spannungsverlaufe einer Einzelfaser
bei den angegebenen Abstdnden der Elektroden Ax dargestellt. Der Strompuls
betrug 5nA. Zur Bestimmung von A werden die Potentialinderungen derselben
Faser zur Separationsldnge Az der Elektroden in Relation gesetzt, wie in Abb.4.7
(A) und (B) fiir Experimente zweier Versuchstage dargestellt ist (Symbole). Ex-
perimente, in denen AV von Auflen nach Innen kommend mit kleiner werdenden
Ax Werten abnahmen, wurden aufgrund der zugrundeliegenden Theorie géanzlich
von der weiteren Auswertung ausgeschlossen. Der Potentialabfall entlang eines
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A
0 .
11024001.dat
11024006 dat
-10 A 11024014.dat
11024020.dat
11024023.dat
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= o2 A - 11024029.dat
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-60 . : : ‘ ‘
-120 -100 -80 60 40
Potential [mV]
B
Identifier Oberfliche Ry [MQ] R, [Qem?]
gemessen
[107 cm?]
11024001.dat 1.4073 2.3909 33647257
110240006.dat 1.4475 1.4368 2079.7154
11024014 . dat 1.2384 1.6604 2056.2547
11024020.dat (.9650 21790 2102.7970
11024023 dat (0.9235 21154 1933 6470
11024026.dat 1.2867 27614 3553.0508
11024029 .dat 1.0856 28663 31117570
11024034 dat 09650 3.0390 2932 6344
11024037 dat 0.7539 23169 1746.7501
11023001, dat 15018 1.6789 25213543
11025004 dat 1.4475 2.1020 3042 6882
11025008, dat 1.3671 21102 2884 8876
11025012 dat 1.1258 1.6191 1822 R645
11025014 . dat 1.1258 2.1975 2473.9976

Abbildung 4.5: I-V-Kennlinien und Membranwiderstande aus 14
Einzel-Kontrollfasern . A, zeigt die Strom-Spannungskennlinien von 14 Ein-
zelfasern bei Atmosphdrendruck. B, zeigt tabellarisch die zugehorigen Eingangs-
widerstinde aus den linearen Regressionen im Bereich von —95 mV bis —40mV.
Die errechnete Membranoberfliche und der spezifische Membranwiderstand R,
aus dem Produkt von Fliche und Ry ist ebenfalls fiir jede Faser angegeben.

endlichen linearen Kabels | ist gegeben durch [ADRIAN et al. 1970]:
AV cosh (5%)
Vo o cosh%

(4.7)
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AV

e A

Ax= 10pm Ax= 80 pm
) r
{mv| U L,
i
Ax =160 pm AX =240 um

L

Example Fibre1 (11115000.dat-1115011.dat)

Abbildung 4.6: Bestimmung der Lingenkonstante \ . A, B, zur Messung
von X an einer Finzelfaser wird die Stromelektrode in der Fasermitte inseriert
und die Spannungselektrode in verschiedenen Abstinden Ax davon. Nach jeder
Insertion wird ein hyperpolarisierender Strom-Puls gleicher Amplitude appliziert
und der Spannungsverlauf aufgezeichnet. Das Membranpotential wird an jeder
neuen Stelle durch Anderung des Haltestroms wieder auf den gleichen Ausgangs-
wert eingestellt. C, zeigt die Potentialverldufe an einer Einzel-Kontroll-Faser
(11115000 — 11115011.dat) der Linge 720 um und Durchmesser 60 pum.
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Die durchgezogenen Kurven in (A) und (B) entsprechen den durch die Mefipunk-
te jeder Faser gefitteten Funktionen nach obiger Gleichung. Als zu optimierender
Parameter resultiert A\, welches ebenfalls in der Legende fiir jede Faser ange-
geben ist. Tab.4.2 zeigt die Ergebnisse zu den linearen Kabelkonstanten von

A B
® Faser 27 =882 pum ® Faser! 2=697 ym
40 < Faser 57 =264 ym 40 Faser3 4 = 591 ym
@ @ Faser 77 =600 pum
B Faser10 2 =423 ym
€ Faserl1 2 = 467 pm

30{9 30

[ T m—

=) =)
E 20 ® E 20
>
2 £ . o 2
10 4— a. 10 T".\o\._"_
< | - N O
0 T T T T 0 T T T
0 50 100 150 200 0 100 200 300
electrode distance Ax [um] electrode distance Ax [um]

Abbildung 4.7: Potentialverlauf entlang der Fasern. A, B, zeigen die
gemessenen Potentialamplituden AV bei gleichen Strompulsen entlang der Fa-
ser im Abstand Ax von der Stromelektrode fiir Versuche aus zwei verschiedenen
Mefstagen. Die durchgezogenen Kurven entsprechen den zugehdrigen Fits nach
dem theoretischen Potentialverlauf am kurzen Kabel gemdfs GIl.4.7. Die aus dem
Fit errechneten Werte fiir X sind in der Legende mit angegeben.

acht Einzelfasern. Dargestellt sind die Faserlangen, der Durchmesser, der Ein-
gangswiderstand Rg, der spezifische Membranwiderstand R,, aus Ry und der
Membranoberflache approximativ berechnet, die Léngenkonstante \ aus den z.T
in Abb.4.7 gezeigten Experimenten, der daraus errechnete Widerstand R,, nach
Gl.4.6 bei konstant angenommenem Innenwiderstand R; von 250 {2em in hyper-
toner Losung [HODGKIN und NAKAJIMA 1972], der elektrische Faserdurchmesser
D nach [FINK und LUTTGAU 1976]

2R
D=,/ 4.
Ror (4.8)

und der apparente Innenwiderstand R;, der sich rechnerisch ergibt, wenn man
annimmt, daf3 der elektrisch errechnete Durchmesser D.; dem optisch ausgemes-
senen D, entspricht. Aus den Gleichungen und der Tabelle wird ersichtlich,
wie empfindlich sich Melungenauigkeiten in Ry und A auf R,,, auswirken kénnen.
Es gelten die quadratischen Abhéngigkeiten (R,,)? o< Ry und (R,,)* o< A* aus
den Kabelgleichungen, deren relative Fehler sich noch geometrisch fortpflanzen
aufgrund der Produktrelation in R,,. Demgegeniiber steht die lineare Feh-
lerabschétzung aus der empirisch vereinfachten Formel fiir R,, = Ry - A mit
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Kabelkonstanten zum Membranwiderstand.
zeigt sind tabellarisch fiir mehrere Finzelfasern aus verschiedenen Experimenten

ineare

L

Tabelle 4.1

die geometrischen Daten, Eingangswiderstand Ry, approximierter Membranwi-

derstand R,,, gemessene Langenkonstante \, daraus errechneter spez. Membran-

widerstand R,,, elektrischer Durchmesser Dy und Innenwiderstand R; unter der

Bedingung D,

= Dopt.-
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R,, x Ry. Gleiches gilt auch fiir den elektrischen Durchmesser D.;, der auch
quadratisch von A abhéngt. D, (unter hypertonen Bedingungen ermittelt) ist
stets kleiner als D,,; (unter isotonen Bedingungen gemessen).

Fiir einige Fasern findet sich eine recht gute Ubereinstimmung des spezifischen
Widerstandes aus beiden Methoden, wobei das empirische Vorgehen das ex-
perimentell einfachere Verfahren darstellt. Die mittleren Werte fiir A aus den
Messungen ergeben sich zu A = 585 4+ 197 um, =70 um (£SD, £SEM, n =
8).  Die mittleren Werte fiir den empirisch aus Rg ermittelten spezifi-
schen Membranwiderstand R,, betrugen fiir insgesamt 29 Kontrollfasern
R,, = 2.63 £ 1.33kQem?, £0.25 kQem?.

Die Bestimmung der passiven spezifischen Membrankapazitiat C,, der Skelett-
muskelzelle ist in Abb.4.8 dargestellt. Gezeigt sind die durch Protokoll A bei ei-
nem Haltepotential von 0 mV gemessenen Membranstrome I,,, bei einem 3-poligen
Besselfilter von 1kHz (A) und bei 5kHz (B) an derselben Kontroll-Einzelfaser.
I, teilt sich auf in den kapazitiven Strom Is in den ersten Milisekunden und
den Ohmschen Widerstandstrom Ig im steady-state (fiir das Potential 50 mV,
rot dargestellt, ist der Ohmsche Anteil als Rechteck der Pulsform entsprechend).
Der Einflul des Filters auf die Bestimmung der kapazitiven Strome ist deutlich
an beiden Teilabbildungen zu sehen. Filtert man zu stark, wird der kapazitive
Spike abgeschnitten und die Breite des kapazitiven Abfalles vergrofiert. Anderer-
seits ist das Signal bei hohen Filtern stark verrauscht. Ein Optimum muflte fiir
jede Faser zwischen einem und fiinf kHz gefunden werden. Die Input-Kapazitét
Cp errechnet sich aus der Steigung der Ladungs-Spannungs-Relation

AQm
Co = AV (4.9)
wobei die insgesamt wiahrend des Pulses geflossene Ladung aus dem Integral des
Membranstromanteils iiber den Kondensator berechnet wird:

Qc(V) = /V Io(t)dt (4.10)

Die gesamte Ladung Q,, = Q¢ + Qg tber die Zeit ist in (C) fiir dieselbe Faser
graphisch dargestellt. Die lineare Zunahme der Ladung mit der Zeit resultiert aus
dem Anteil Qg, durch Abseparieren erhilt man Q¢, wie in der zeitunabhéngigen
Darstellung von (D) in Abhéngigkeit vom Potential V dargestellt. Die Punkte
liegen perfekt auf einer Geraden, deren Steigung, hier Cy = 4.86 nF, die Input-
Kapazitéit angibt. Bei den Dimensionen der gezeigten Faser mit [ = 560 pm und
d = 48 pm ergibt sich fiir die spezifische Membrankapazitiat bei Grundlegung
von Zylindersymmetrie ein Wert von C,, = 5.76 uF'/cm?, bei Ellipsoidgeome-
trie sogar von C,,, = 7.30 um/cm?. Abb.4.9 (A) zeigt die Q-V-Relationen von
15 Kontrollfasern. Die durchgezogenen Linien stellen die linearen Regressionen
durch die MeBpunkte dar, deren Korrelationsfaktor r? stets grofier als 0.98 war.
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Abbildung 4.8: Bestimmung der Membrankapazitit C,,. A, B, zeigen
Messungen der Membranstrome, ausgehend von einem Haltepotential von O mV,
in 10 mV Inkrementen mit einem Bessel-Filter von 1 kHz (A) und 5kHz (B) bei
derselben Faser. In (A) sind der kapazitive Anteil I und der Ohmsche Anteil
Ir gekennzeichnet. Bei b kHz sind die Spuren deutlich verrauschter. C, zeigt die
Ladung des Stromes I,,, tiber die Pulsdauer. Separiert man den Ohmschen Anteil
ab, bekommt man die Ladungs-Spannungsrelation Qc-V des kondensators. Die
Eingangskapazitit Cy der gezeigten Faser betrdgt 4.86 nC' als Steigung der Qc-V-
Relation. C,, betrdigt bei den gezeigten Faserdimensionen bei Zylindergeometrie
Con = 5.76 uF'/cm?, bei Ellipsoidgeometrie etwas mehr.

In (B) sind die Werte fiir Oberfliche des Membranzylinders, die Eingangskapa-
zitét Cy fiir jede Faser und C,, tabellarisch zusammengefafit. Der Mittelwert fiir
die spezifische Membrankapazitit am Interossei-Einzelfaserpriparat ergibt sich
zu Cp, =4.70 £ 1.90 uFem ™2, £0.49 uFem™2 (£SD, £SEM, n = 15).
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A

300

250

200 A

100

50 A

Fibre Identifier

11108000.dat
11108004 .dat
11108007 .dat
11108010.dat
11108015.dat
11108021.dat
11108025.dat
11108030.dat
11108032.dat
11108036.dat
11108041.dat
11108050.dat
11108054 .dat
11108059.dat
11108045.dat

10 15
Potential [mV]

Surface A,,.
[107 em?]

0.98
112
0.80
0.91
0.91
0.98
0.98
1.12
0.98
0.90
0.72
0.98
0.84
0.91
D.84

20

Cy
[nF]

2.55
3.97
2.9
2.90
3.76
5.71
524
5.86
4. 80
3.34
6.99
7.14
2.19
3.19
4.86

25

m
[uFiem?]

2.59
3.52
3.62
317
411
5.79
5.32
5.21
4.686
3.69
9.66
7.25
2.60
3.49
5.75

DepoHde

Ede®re¢NE-

11108000, dat
11108004 dat
11108007 .dat
11108C010.dat
11108015.dat
11108021.dat
11108025.dat
11108030 . dat
11108032 dat
11108036 . dat
11108041 dat
11108050, dat
11108054 dat
11108050 dat
11108045 dat

Abbildung 4.9: Spezifische Membrankapazitit C,, bei 15 Einzelfasern.
A, zeigt die Q-V-Relation von n = 15 Kontroll-Einzelfasern. Spuren, die im
Ursprung beginnen, wurden vom Ohmschen Anteil absepariert. Spuren, die wei-
ter oben liegen, enthalten noch den Ohmschen-Ladungsanteil, der aber fiir die
Berechnung der Kapazitit Cy als Steigung unerheblich ist. Durchgezogene Linien
sind lineare Regressionen. B, zeigt tabellarisch die zugehdrigen Oberflichenwerte,
Co und C,, fir die indiwviduellen Fasern.
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4.3 Membranpotentiale und -widerstinde in
der Post-Dekompressionsphase

4.3.1 Ruhemembranpotentiale

-10
-20 - .

-30

Er [mV]

-40 % i

50
-60 §

-70

0 5 10 15 20 25
3h Hochdruckapplikation [MPa]

Abbildung 4.10: Ruhemembranpotential E, nach verschiedenen Hoch-
druckapplikationen. Die Mittelwerte (£SEM) fir die acht negativsten Ruhe-
membranpotentiale in isotoner Ringer Lisung in Abhdngigkeit der Hochdruckbe-
handlung (gemessen in der Post-Dekompressionsphase) sind dargestellt. Deutlich
erkennbar ist eine irreversible Abnahme von E, schon ab Driicken von 10 MPa.

Abb.4.10 zeigt die in isotoner Ringer-Losung gemessenen Membranruhepo-
tentiale E, in der Post-Dekompressionsphase der auf der Abszisse angegebe-
nen Hochdruckbehandlung fiir 3h bei 4°C. Da die Driicke als Zusatzdriicke
zum Atmosphérendruck zu verstehen sind, entspricht 0 MPa der Kontrollgrup-
pe bei Atmosphéirendruck nach einer dquivalenten Aufbewahrungszeit. Fiir die
acht negativsten Potentiale jeder Druckgruppe ergeben sich die Mittelwerte zu
—58.0 £ 7.5mV, £2.6mV (£SD, £SEM) bei Atmosphérendruck (0 MPa Hoch-
druckbehandlung). In der Postdekompressionsphase nach 10 MPa und 20 MPa
waren die Ruhepotentiale schon signifikant depolarisiert bei —44.0 £ 7.7mV
(£2.7mV) bzw. —42.0 £ 6.5mV (£2.3mV, P < 0.004). Nach 22.5 MPa und
25 MPa Hochdruckbehandlung betrug E, nur noch —6.1 £ 1.1mV (£0.4mV)
bzw. —20.6 £ 4.9mV (£ 1.7mV, P < 0.001). Deutlich zeigt sich eine irreversible
Abnahme des Ruhemembranpotentials fiir alle applizierten Driicke.
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4.3.2 Eingangswiderstinde Rj

Der Eingangswiderstand Ry wurde aus dem Ruhemembranpotential E,., dem
Haltestrom und dem Haltepotential —70mV in Ringer-Losung berechnet (s.
Kap.3.7.2). Ry in n = 46 Kontrollfasern bei Atmosphérendruck betrug 1.5 +
0.6 M€). Nach einer 3h Hochdruckbehandlung von 10 MPa lag der mittlere Ein-
gangswiderstand bei Ry = 1.8 £ 0.8 M (n = 9). Nach 20 MPa war R signifikant
erhoht (Ry = 2.7 £ 0.6 MQn = 14, P< 0.04) gegeniiber den Kontrollen. Nach
einer 22.5 MPa Hochdruckbehandlung zeigte sich jedoch wiederum bereits eine
Abnahme des Eingangswiderstandes in zwei Fasern (Ry = 2.3 £ 0.4 MQ). Fiir
hohere Driicke konnte Rg bereits nicht mehr bestimmt werden. Dieses Verhal-
ten verdeutlicht eine Zunahme von Ry mit dem Druck bis 20 MPa. Fiir hohere
Driicke scheint Ry dagegen rasch abzunehmen.

4.3.3 Selektivitit der passiven Membran

Die zunehmende Depolarisation des Ruhemembranpotentials (s.0.) in der Post-
Dekompressionsphase steigender Langzeit-Hochdruckbehandlungen kann ihre Ur-
sache in mehreren moglichen Mechanismen haben. Da das Ruhemembranpoten-
tial E, in erster Ndherung ein Kaliumgleichgewichtspotential darstellt, kann eine
Abnahme von E, durch einen Verlust intrazellularen Kaliums nach der Nernst-

Gleichung
RT, K,
E,., = N In 5,
erklart werden. Dies kann z.B. durch eine Erhohung der unspezifischen Leck-
leitfahigkeit (irreversible Membranschédigungen) oder eine spezifische Erhthung
der Kaliumruheleitfahigkeit hervorgerufen werden. Andererseits kann aber auch
die Selektivitidt der ruhenden Membran spezifisch verdndert sein, d.h. die Fahig-
keit, der in Ruhe hauptséchlich geoffneten Kalium-Kanéle, spezifisch zwischen
Kalium- und Natrium-Ionen zu selektieren. Ein vermehrter Einstrom von Na™
ist ebenfalls in der Lage, durch eine Erhohung der intrazelluliren Natrium-
Konzentration, eine Depolarisation von E, zu bewirken. Um den Mechanis-
mus der Depolarisation weiter einzuschrinken, wurde das Membranpotential E,,
in vier Kontrollfasern und sechs Einzelfasern in der Post-Dekompressionsphase
einer 20 MPa Hochdruckbehandlung in hypertoner Ringer-Losung mit steigen-
den Konzentrationen von extrazellulirem Kalium [K ], gemessen. Nach einer
20 MPa Behandlung betrug nach Kap.4.3.1 E, in isotoner Ringer-Lésung nur
noch ca. 72 % der Kontrollwerte. Die Hypertonizitit der Losungen wurde durch
Zugabe von 300 mM Sukrose eingestellt und diente in erster Linie der Vermei-
dung von Kaliumkontrakturen bei Exposition der Fasern in hoher [K*],-Losung
[DULHUNTY 1977]. E,,, in 4 mM kaliumhaltiger hypertoner Ringer-Losung betrug
—80.6 £ 2.8 mV (£SD) in Kontroll- und —60.5 + 9.4mV in 20 MPa hochdruck-
behandelten Einzelfasern. Verglichen mit E, in isotoner chloridhaltiger Losung

(4.11)
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gleichen Kaliumgehaltes findet man deutlich negativere Werte fiir E,, in hyper-
toner Ringer-Losung, in welcher das Chlorid durch Acetat ersetzt wurde. Die-
ses Verhalten ist konsistent mit d&hnlichen Untersuchungen an anderen Skelett-
muskelfasern vom Sauger. Ersetzt man beispielsweise Chlorid durch dquimolare
Mengen impermeablen Sulfates [DULHUNTY 1977] in der Badlosung, so wird E,,
mehr in Richtung negativerer Werte verschoben. In manchen Muskel-Préparaten
befinden sich Chlorid-Ionen nicht im Gleichgewicht mit dem Ruhemembranpo-
tential E, und man findet eine mehr als zehnfach langsamere Anderungsrate
von E,, bei einer Erhéhung von [K*], in manchen Sdugermuskeln, wahrschein-
lich aufgrund der erhéhten Diffusionsrestriktion in das TTS [DuLHUNTY 1977].
Entfernt man daher, wie im vorliegenden Ansatz, das Chlorid fast vollsténdig
aus der externen Losung (Restchloridkonzentration ca. 1 — 2mM), bleibt
das [Kt]z[Cl~]-Produkt in Losungen mit verschiedenen [K*],-Konzentrationen
praktisch Null. Die relative Konstanz des [K*]z[Cl~]-Produktes ist wesentli-
che Voraussetzung fiir das Verhalten der Membran als ideale Kaliumelektrode
[HODGKIN und HorowIiCz 1959].

Abb.4.11 (A) zeigt ein Beispiel einer kontinuierlichen Messung des Membranpo-
tentials E,, an einer Einzelfaser in der Post-Dekompressionsphase einer 20 MPa
Hochdruckbehandlung bei Variation von [K ], der extrazelluldren Losung iiber
42 Minuten. Zu Beginn befindet sich die Faser in 4 mM K *-haltiger hypertoner
Ringer-Losung. Beim Einstich betragt E,, ca. —57mV. Die extrazelluldre Losung
wird zu den mit den Pfeilen angegebenen Zeitpunkten von 4 mM nach 80 mM,
50,20,10,80,20,4,10 und schlieBlich nach 80 mM gewechselt, so dal manche
Konzentrationen auch mehrmals benutzt werden. Dies hilft, einen ,,run-down®
der Faser zu erkennen. Bei jedem Losungswechsel dndert sich E,,, langsam und er-
reicht einen steady-state Wert fiir die neue Kalium-Konzentration. Bei manchen
Losungswechseln (im Beispiel am Anfang, bei 9min und 32min) traten wahr-
scheinlich durch die mechanische Turbulenz verursachte Artefakte des Potentials
auf, die aber keinen Einflufl auf die Auswertung des steady-state Wertes hatten.
Korreliert man die steady-state E,,-Werte mit [K],, erhélt man eine Darstel-
lung, wie in (B) gezeigt, in der die Auswirkung einer 20 MPa Behandlung fiir
3h auf den Verlauf von E,, (K,)(n = 6, offene Symbole) gegeniiber Kontroll-
fasern (n = 4, gefiillte Symbole) gezeigt wird (£SD). Die durchgezogene bzw.
gestrichelte Linie ist die Regression der Goldman-Hodgkin-Huxley Gleichung (s.
Kap.2.3.2, G1.2.7) an die Mefipunkte:

[K™]i + a[Na™];
(K], +a[Nat],

E, = —59-log (4.12)
Die intrazelluldre Natriumkonzentration [Na't]; wurde hierbei mit einem Wert
von 19mM unter hypertonen Bedingungen angenommen. Die Korrelation an die
MeBpunkte bei Kontollen betriigt r2 = 0.996 und bei 20 MPa behandelten Zellen
r2 = 0.991. Durch Extrapolation der Regression an E,, = 0 li}t sich die intra-
zelluldre Kalium-Konzentration [K*]; abschitzen, die mit 237mM bei 20 MPa
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behandelten Zellen nur leicht gegeniiber Kontrollfasern erniedrigt ist (247 mM).
Durch Anwendung der Nernst-Gleichung zeigt sich bereits, dafl die nur leichte
Erniedrigung von [KT]; um ca. 10mM die Depolarisierung von E, unter iso-
tonen Bedingungen (s.0.) nicht erkldren kann. Aus der Regression ergibt sich
eine relative Natrium- zu Kalium-Permeabilitit a = £ 2 bei Kontrollfasern von
a = 0.043. Dieser Wert ist vergleichbar mit an Rattenmuskeln gefundenen Wer-
ten von a = 0.05 [PAPPONE 1980], welche beim S&uger hoher liegen als fiir Am-
phibien publizierte Werte (o = 0.01, [HODGKIN und HOrROWICZ 1959]). Interes-
santerweise ergibt sich fiir 20 MPa hochdruckbehandelte Fasern mit o = 0.132 ein
ca. dreifach erhohter Wert fiir die relative Natriumpermeabilitdt. Somit scheint
die Depolarisation nach sukzessiver Hochdruckbehandlung im wesentlichen nicht
durch einen Ausstrom von intrazellularem Kalium, sondern durch eine reduzierte
Féhigkeit der ruhenden Membran, zwischen Natrium- und Kalium-Ionen zu se-
lektieren, erklart werden zu konnen.

4.4 Intrazellulare CK-Freisetzung nach Hoch-
druckbehandlung

Mechanische Membranschiadigungen, die mit einer eingeschriankten Fahigkeit, in-
trazelluldre Stoffe zuriickzuhalten, einhergehen, kénnen durch eine Leckage von
z.B. Kreatinkinase (CK) in das extrazelluldire Medium nachgewiesen werden. Die
CK-Enzymaktivitdt an Muskeln beider Extremitédten eines Versuchstieres wur-
de in der Inkubationslosung gemessen. Die Enzymaktivitdt des einen Muskels
wurde nach Hochdruckapplikation gemessen, wiahrend die Aktivitdt der Inkuba-
tionslosung des kontralateralen Muskels nach einem entsprechenden Zeitintervall
bei Atmosphérendruck als Kontrollreferenz bestimmt wurde. Fiir jedes Mus-
kelpaar wurde der Quotient der CK-Aktivitdt nach Hochdruckapplikation und
Kontrolle gebildet, da die Absolutwerte, auch bei Kontrollmuskeln, aufgrund
praparationsbedingter Schadigungen, stark schwanken, und so die relative Zu-
nahme der Aktivitidt unter Hochdruck besser zwischen Muskelgruppen mehre-
rer Tiere verglichen werden kann. Abb.4.12 zeigt den Quotienten A der CK-
Aktivitit ACK = CK,ppa/CKeontror an mehreren Muskelpaaren nach einer
20 MPa (A) bzw. einer 25 MPa Hochdruckbehandlung (B). Nach einer 20 MPa
Hochdruckbehandlung findet man an fiinf Interossei Muskelpaaren ein AC'K von
1.42 £0.47 (£SEM), nach 25 MPa ergab sich an einem Muskelpaar ACK = 0.99.
Um eine préaparationsbedingte Schidigung, wie sie bei der relativ traumatischen
Dissektion von Mm. interossei von der knoéchernen Unterlage des Fulgewolbes
vorkommt, auszuschliefen, wurden dieselben Enzymaktivitdtsmessungen an ei-
nem weiteren Muskel, dem M. extensor digitorum longus (edl), durchgefiihrt.
Der Muskel liegt geschiitzt in einer Muskelloge und kann beim Préparieren atrau-
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Abbildung 4.11: Membranpotential E,, bei variierendem [KT], fiir
Kontroll- und 20 MPa behandelte Fasern. A, zeigt die Messung von E,, an
einer 20 MPa hochdruckbehandelten Einzelfaser (tank043) bei Wechsel auf ver-
schiedene [K™*),-haltige Losungen. Der Zeitpunkt des Lisungswechsels auf die
angegebene [KT|, ist jeweils mit einem Pfeil markiert. E,, dndert sich langsam
auf den erneuten steady-state Wert. Manche Konzentrationen wurden mehrmals
gemessen, um einen run-down auszuschlieffen. Die Spikes am Anfang, bei ca.
9min. wund 32min. sind mechan. Artefakte beim Liosungswechsel. B, zeigt
die korrelierten E,,-[KT], Werte aus Messungen an vier Kontrollfasern (gefiillte
Kreise) und sechs 20 MPa behandelten Fasern (offene Kreise, £SD). Die durchge-
zogenen Kurven sind Regressionen nach der GHK-Gleichung (s. Kap.2.3.2. Die
extrapolierte intrazelluldre Kaliumkonzentration st nicht wesentlich verdndert,
wogegen die relative Natriumpermeabilitdt nach Hochdruckapplikation dreifach
erhoht ist [FRIEDRICH et al. 2002].
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matisch entnommen werden. Die entsprechenden ACK-Werte ergaben sich zu
0.91 + 0.17 (n = 9) bei 20 MPa und 1.18 4 0.03 (n = 5) bei 25 MPa. Man erkennt
deutlich, dafl die Streuung hier wesentlich kleiner ist als bei Interossei Muskeln.
Ferner ist wesentlich, daf3 die CK-Werte selbst bei hohen Driicken nicht wesent-
lich zunehmen. Um eine druckbedingte Inaktivierung des Enzyms per se auszu-
schliefen, welche eine Leckage von Enzym aus der Zelle und damit eine Mem-
branschédigung verschleiern wiirde, wurde die Aktivitdtsinderung einer definier-
ten Probe reiner CK-Losung untersucht. ACK betrug hier 0.83 £ 0.02 (n = 5)
bei 20 MPa und 0.93 £ 0.06 (n = 2) bei 25 MPa. Durch die Hochdruckbehandlung
erfahrt das Enzym selbst eine geringfiigige Inaktivierung von ca. 90%. Selbst
unter Beriicksichtigung dieser geringgradigen Enzyminaktivierung sprechen die
Werte doch ausdriicklich gegen eine generelle Membranschédigung mit konseku-
tivem Enzymaustritt.

4.5 1y, und I in der Post-Dekompressionsphase
nach Hochdruckbehandlung

4.5.1 Aktivierungskinetiken von Iy, und Iy

Abb.4.13 zeigt den Einflul einer zunehmenden Hochdruckbehandlung auf die
Natrium- und Kalium-Summenstrome (Iy,, Ix) repriasentativer Einzelfasern in
isotoner Ringer-Losung bei Atmosphérendruck (Kontrolle, A), nach einer 10 MPa
(B), 20 MPa (C) und 25 MPa Hochdruckbehandlung fiir 3h (D). Die maximalen
Natrium-Einwartsamplituden nehmen zunéchst nur leicht mit dem Druck ab,
bei 25 MPa ist jedoch ein plotzlicher Einbruch der Amplituden zu verzeichnen.
Nach 25 MPa Applikationen kénnen keine I, mehr gemessen werden. Ahnlich
verhélt es sich mit den langsam einsetzenden Kalium-Auswértsstromen. Nach ei-
ner 25 MPa Druckbehandlung sind in der Post-Dekompressionsphase lediglich 5 %
der Kalium steady-state Amplitude der Kontrollen noch me3bar. Abb.4.14 (A)
zeigt die Strom-Spannungs-Kennlinien von Iy, von Einzelkontrollfasern (gefiill-
te Kreise, £SEM), nach 10 MPa (offene Kreise) und nach 20 MPa (Dreiecke)
Hochdruckbehandlung. Die Maximalamplituden Iy, peqr (B) sind mit hoheren
Driicken reduziert bei sonst vergleichbarer Aktivierungskinetik. Ing peqr nach ei-
ner 10 MPa Behandlung war an fiinf Einzelfasern nur geringgradig erniedrigt mit
Inapeak = 751 £ 196nA, £88nA (£SD, £SEM) gegeniiber 26 Kontrollfasern
(Inapear = 788 £ 164nA, £32nA). Nach einer 20 MPa Hochdruckbehandlung
(n = 18) war Ingpeqr mit 585 £ 201 nA, +48nA schon signifikant erniedrigt im
Vergleich zur Kontrolle (P < 0.01). Fir Driicke groBer 20 MPa konnten keine
Natriumstrome mehr detektiert werden. Wie in (A) zu sehen, verschiebt die
steigende Hochdruckbehandlung ebenso das Umkehrpotential Ey, fiir Iy,: Nach
10 MPa Hochdruckapplikation ist Ey, mit 57.8 £ 19.1 mV noch im wesentlichen
identisch mit Kontrollfasern (55.5 & 10.4mV). Nach einer 20 MPa Behandlung
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Abbildung 4.12: Relative Anderung der CK-Aktivitit durch Hoch-
druckbehandlung mit 20 MPa (A) und 25 MPa (B). Die relative Anderung
der CK-Aktivitdat der Inkubationslosung von Interossei- und edl-Muskeln mehre-
rer Versuchstiere nach Hochdruckbehandlung im Vergleich zum kontralateralen
Muskel ist dargestellt (=SEM ). Ferner ist die Anderung der Aktivitit von defi-
nierten CK-Proben nach Hochdruck gezeigt. Trotz grofler Schwankungen speziell
an Interossei-Mukseln kann eine generelle Membranschddigung mit Freisetzung
grofser CK-Mengen ausgeschlossen werden.

tritt jedoch eine signifikante Verschiebung von Ey, zu weniger positiven Poten-
tialen auf (37.5 £ 14.0mV, P< 0.01). In (C) ist der Einflu der Hochdruckbe-
handlung auf die steady-state Komponente von I bei einem festen Potential
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Abbildung 4.13: Einflul der Hochdruckbehandlung auf die Iy, und
Ix Summenstrome. A, zeigt die durch Step-Pulse, ausgehend von —90mV
in 10mV Schritten fir 7.5ms (s. Inset), ausgelosten Inq-Einwdrts- und Ix-
Auswdrtsstrome in einer Kontrollfaser bei Atmosphdrendruck, B, in einer re-
prasentativen Faser nach 10 MPa (9881006.dat ), C, nach 20 MPa (96708011.dat)
und D, nach 25 MPa (98818001.dat) Hochdruckbehandlung. Beachte die Pulspro-
tokolle in (C) und (D). Bis 20 MPa verzeichnet man eine stetig geringgradige Ab-
nahme der Mazimalamplituden, bei 25 MPa ist jedoch ein dramatischer Einbruch
der Strome zu verzeichnen: Iy, ist nicht mehr auslosbar, I tritt nur noch in
einer sehr kleinen steady-state Komponente auf.

von +40mV gezeigt. In n = 6 mit 10 MPa behandelten Einzelfasern betrug
Ix =356 &+ 110nA, £45nA (£SD, £SEM), auch hier vergleichbar mit den ent-
sprechenden Amplituden in n = 8 Kontrollfasern (383 £+ 85nA, +£30nA). Die
Diskrepanz der Faseranzahl zu den fiir Iy, erkléart sich dadurch, da fiir Iy,
einige Fasern mit Kaliumkanalblockern inkubiert wurden, so dafl kein [ gemes-
sen wurde. Die Fasern, die ohne K'-Blocker inkubiert waren, wurden fiir die
Evaluation der steady-state Komponente von I verwendet. Nach einer 20 MPa
Hochdruckbehandlung zeigte sich I in n = 7 Fasern bereits signifikant reduziert
(232 + 110nA, £41nA, p< 0.01). Fiir hoherer Driicke betrug I weniger als
5% der Kontrollwerte. Nach 25 MPa wurden Voltage-Clamp Versuche (bis auf
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die wenigen in Abb.4.14 gezeigten Fasern) quasi unmdoglich, da die Fasern nach
der Hochdruckbehandlung sehr fragil waren und ein stark beschéidigtes Ausse-
hen zeigten, insbesondere aufgetriebene Morphologie und milchige Triibung des
Zytoplasmas. Beim Einstechen der zweiten Mikroelektrode wurden diese Fasern
regelméfig zerstort. Jedoch konnten nach 25 MPa Behandlungen mit einer Mi-
kroelektrode noch die Ruhemembranpotentiale (s.o.) aufgezeichnet werden.

4.5.2 Spannungsabhingige Inaktivierung von Iy,

Um den Mechanismus und Wirkort der Hochdruckschidigung auf die Hemmung
von insbesondere Iy, weiter einzugrenzen, wurde eine weitere Kanaleigenschaft
der Natriumkanile, die spannungsabhéngige Inaktivierung h;,, in der Post-
Dekompressionsphase der Hochdruckbehandlung untersucht. Abb.4.15 (A) zeigt
exemplarisch ein Experiment zur Messung der Inaktivierung von Iy, in einem
Zwei-Puls-Protokoll (als Inset gezeigt) fiir eine Einzelfaser nach einer Hochdruck-
behandlung bei 20 MPa (9672010.dat). In den ersten Millisekunden des aktivie-
renden Vorpulses variabler Amplitude wird Iy, aktiviert und geht durch die In-
aktivierung der Kanéle auf Null zuriick. Im anschlieBenden Testpuls auf —40 mV
werden die durch den Vorpuls noch aktivierbaren verbleibenden Kanéle aktiviert.
Abhéngig vom Vorpuls dndert sich der Inaktivierungsgrad und damit die Ampli-
tude von Iy, wahrend des Testpulses, zu dessen Maximum er in Relation gesetzt
wird. Die Kanalverfiigbarkeit (hi,s) ist in (B) und (C) fiir n = 11 Einzelfasern
nach 20 MPa Hochdruckbehandlung bzw. acht Kontrollfasern ausgewertet und
graphisch dargestellt (£SD). Die durchgezogene Kurve ergibt sich aus den mitt-
leren Boltzmann-Konstanten Halbinaktivierungspotential hy 5 und Steilheit k der
sigmoiden Kurve bei zugrunde liegender Regression einer Boltzmann-Funktion

1
hoo = Thoj (413)
k

1+e

an die h,.-V-Kennlinie jeder individuellen Faser. Im Gegensatz zu den Verénde-
rungen der Aktivierung von Iy, mit der Hochdruckbehandlung zeigt sich bei der
Inaktivierung keine Anderung der Parameter mit hy; = —62 + 6 mV nach einer
20 MPa Hochdruckbehandlung verglichen mit hg5 = —60 & 5mV bei Kontroll-
fasern. Die Inaktiverungs-Gating Eigenschaften der Natrium-Kanéle scheinen
insgesamt stabiler als die Aktivierungseigenschaften der Kanile gegeniiber einer
zunehmenden Hochdruckbehandlung zu sein.
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Abbildung 4.14: Einflul der Hochdruckbehandlung auf Iy, und Ix. A,
zeigt die I-V-Kennlinie fir Iy, an Kontrollfasern (gefiillte Kreise), nach 10 MPa
(offene Kreise) und 20 MPa (Dreiecke) Hochdruckbehandlung. Fine Depressi-
on der mazimalen Stromamplituden Ingpeqar Sowie eine Verschiebung des Um-
kehrpotentials nach links ist zu beobachten. B, mit zunehmendem Druck nimmt
INapear zundchst nur leicht ab bis 10 MPa, um schliefSlich signifikant abzusinken
(ab 20 MPa). C, zeigt ein dhnliches Verhalten fir die steady-state I Strome.
Ab 20 MPa Druckbehandlung wird die Depression des Stromes signifikant.



78 Ergebnisse

-200

-400 |

|
!
i +50 mv
600 4 -40 mv
-90 mV-
-140 mv

800 - 265ms  6ms

la [NA]

T T
30

=]
o

Time [ms]

B c

1.00

0.75 4

8 0.50 |
< hg.5=-60 mV
0.25
0.00
T T T T f
-140 120 -100 -80 60 -40 20 O -140 -120 -100 -80 80 -40 -20 0
Prepulse Potential [mV] Prepulse Potential [mV]

Abbildung 4.15: Einflul der Hochdruckbehandlung auf die spannungs-
abhingige Inaktivierung von Iy,. A, zeigt exemplarisch Iy, aus einem
im Inset angezeigten Doppel-Puls-Protokoll einer Einzelfaser nach 20 MPa Hoch-
druckbehandlung. Die Amplitude des fizen Testpulses (—40 mV) variiert mit der
Amplitude des Vorpulses und zeigt die Restverfiigbarkeit aktivierbarer Natrium-
kandle an (h ). B, evaluierte ho-Kurven von n = 11 20 MPa behandelten Fasern
und C von n = 8 Kontrollfasern. Die Inaktivierungskurven werden durch Hoch-
druck im wesentlichen nicht verschoben [FRIEDRICH et al. 2002].

4.6 L-Typ I, in der Post-Dekompressionsphase
nach Hochdruckbehandlung

4.6.1 Aktivierungskinetiken von I,

Der Einflul einer Hochdruckbehandlung auf die Aktivierung der langsamen L-
Typ Calcium-Strome (I, ) in der Post-Dekompressionsphase ist in Abb.4.16 dar-
gestellt. (A) bis (C) zeigen I¢,-Spuren je einer Kontrollfaser, einer 10 MPa (B)
und einer 20 MPa behandelten Faser (C). Die Pulsprotokolle fiir jede Faser sind
individuell im Inset angezeigt und unterscheiden sich leicht bezgl. der Pulsampli-
tuden und -dauern. (D) zeigt die oberflaichennormierten I-V-Kennlinien fiir die
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Abbildung 4.16: Einflufl der Hochdruckbehandlung auf die spannungs-
abhingige Aktivierung von Iq,. A-C, zeigt exemplarisch Io, aus dem im
Inset gezeigten Puls-Protokoll jeweils einer Kontroll-Finzelfaser (A), einer Ein-
zelfaser nach 10 MPa Hochdruckbehandlung (B) und nach 20 MPa Hochdruckbe-
handlung (C). Man beachte, daf3 die Pulsprotokolle der Fasern nicht identisch
sind, so zeigt (A) und (B) noch I, bei stark depolarisierenden Pulsen bis +70
bzw +80mV, (C) nur bis +30 mV. Die oberflichennormierten I-V-Kennlinien
der gezeigten Fasern sind in D dargestellt.

Peakstrome der in (A)-(C) gezeigten Einzelfasern. Kontrolle und 10 MPa behan-
delte Faser zeigen einen vergleichbaren Verlauf, wiahrend die 20 MPa behandelte
Faser (Dreiecke) deutlich reduzierte Spitzenamplituden und eine Rechtsverschie-
bung der Kennlinie aufweist. Nach 10 MPa Hochdruckapplikation zeigten n = 9
Einzelfasern vergleichbare Aktivierungskinetiken von I, sowie fast identische
Absolut-Peak-Amplituden Icg pear = —62 £ 23nA £7.6nA (£SD, £SEM) ge-
geniiber Loy pear = —61£18, nA £2.5nA bei n = 49 Kontrollfasern in hypertoner
extrazelluldrer Losung. Nach einer 20 MPa Hochruckbehandlung zeigte sich an
n = 10 Einzelfasern mit Icgpear = —5H0 £ 6,nA £1.9nA eine leichte Reduk-
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tion der maximalen Peak-Amplituden um ca. 20% gegeniiber Kontrollfasern.
Ahnlich zeigten sich auch die Umkehrpotentiale fiir I, in ihrem Druckverhalten.
Wihrend eine 10 MPa Hochdruckbehandlung das Umkehrpotential E¢, kaum be-
einfluite (46.5+0.2mV, £SD, vs. 47.84+4.6 mV bei Kontrollen), zeigte sich nach
einer 20 MPa Hochdruckbehandlung E¢, deutlich erhéht (71+6 mV, n = 4). Dies
entspricht einer Rechtsverschiebung der I-V-Kennlinien wie in Abb.4.16 (D) ge-
zeigt. Abb.4.17 zeigt dies nochmal anhand der Kennlinien von I, von n = 49
Kontrollfasern (gefiillte Kreise) und n = 9 20 MPa hochdruckbehandelten Fasern
(offene Kreise). Nach hoheren Hochdruckbehandlungen von 22.5 MPa konnten
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“-80 1 —&— control
—C— 20 MPa

Abbildung 4.17: 1-V-Kennlinien der I, Peak-Amplituden von Kon-
trollfasern und nach 20 MPa Hochdruckbehandlung. Die Abbildung zeigt
die I-V-Kennlinien der Peak-Strome von n =49 Kontrollfasern (gefiillte Kreise)
und neun 20 MPa behandelten Fasern (offene Kreise). Die Minima nach 20 MPa
Hochdruckbehandlung sind um ca. 20% reduziert und die gesamte Kurve nach
rechts verschoben.

ausgehend vom Haltepotential von —70 mV keine Calciumstrome mehr ausgelost
werden. Interessanterweise jedoch waren die Haltestrome I, zum Haltepotential
von —70mV noch stabil mefbar und nicht signifikant verschieden bei allen gete-
steten Driicken, auch bei hohen: Bei Kontrollen —31.3 + 5.5nA (£SD, n = 16),
nach 10 MPa —30.5 + 14.4nA (n = 9), nach 20 MPa —31 &+ 13nA (n = 16) und
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nach 22.5 MPa —27.6 + 12.4nA (n = 3). P war grofler 0.38. Daher scheint das
Ausbleiben mefibarer Calciumstréome fiir Driicke grofler als 20 MPa weniger eine
Instabilitdt der Spannungsklemme zu bedeuten sondern eher ein echter Effekt
nach der Hochdruckbehandlung zu sein.

4.6.2 Spannungsabhingige Inaktivierung von I,

Abb.4.18 (A) zeigt analog zu Abb.4.15 die spannungsabhéngige Inaktivierung F
von I, am Beispiel einer Einzelfaser nach einer 20 MPa Hochdruckbehandlung
(96620000.dat). Im Doppel-Puls-Protokoll (Inset) wurde zunéchst ausgehend von
einem Haltepotential von —70 mV ein variabler Vorpuls von 1.8s Dauer und an-
schliefend der Testpuls auf 0 mV fiir 750 ms appliziert. Die spannungsabhéngige
Inaktivierung (Verfiigbarkeit) F., ergibt sich analog wie bei Iy, und ist in (B)
fir n = 4 10 MPa hochdruckbehandelte, in (C) fiir n = 5 20 MPa hochdruckbe-
handelte und (D) n = 10 Kontrollfasern dargestellt (£SD). Die durchgezogenen
Fits stellen die mittlere Boltzmann-Funktion an die Daten aus den mittleren
Parametern der individuellen Regressionen dar:

Foe b (4.14)

V—-fos

1+e

fo.s bezeichnet das Halbinaktivierungs-Potential und b die Steilheit der Kur-
ve. Fiir 10 MPa behandelte Fasern ergaben sich fy; = —23.6 £ 4.7mV und
b = —115+ 7.5mV " (£SD) und nach einer 20 MPa Hochdruckbehandlung
fos =—21.84+2.0mV und b = —10.9+2.0mV ~'. Ahnlich wie bei Iy, waren die
Werte der Inaktivierungsparameter vergleichbar mit denen von Kontrollfasern mit
fos =—23.4+6.0mV und b = —8.9+£3.9mV !, so daB auch hier das Inaktivie-
rungsgate der Calciumkanéle keine Verdnderungen durch die angelegten Driicke
erfihrt. Fiir hohere Driicke als 20 MPa jedoch waren dhnlich wie bei den Aktivie-
rungsprotokollen fiir I, keine Inaktivierungen mehr durchfithrbar. In (B) bis (D)
treten gewisse Abweichungen der Datenpunkte von dem Boltzmann-Fit besonder
fiir stark hyperpolarisierende Membranpotentiale auf. Diese erkléren sich durch
Kontaminationen von I, aufgrund von Verarmungseffekten an Calcium-Ionen im
TTS unter anhaltender Depolarisation [FRIEDRICH et al. 2001] sowie von Nicht-
Linearitédten der Leckleitfahigkeiten in diesem Potentialbereich, die Fehler in der
Leak-Subtraktion ergeben. Wie in der zitierten Referenz gezeigt, sind solche
Effekte nur durch komplexe numerische Simulationen quantitativ erfaibar.

4.7 Veranderungen der Zellproteine nach Hoch-
druckbehandlung

Um druckinduzierte Verdnderungen an der zelluldren Proteinzusammensetzung
erfassen zu konnen, wurden Gel-Elektrophoresen an hochdruckbehandelten gan-
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Abbildung 4.18: Einflufl der Hochdruckbehandlung auf die spannungs-
abhingige Inaktivierung von Io,. A, zeigt exemplarisch Io, an einer Ein-
zelfaser nach 20 MPa Hochdruckbehandlung mit dem im Inset gezeigten Doppel-
Puls-Protokoll. B - D, ausgewertete hy-Kurven von n = 4 10 MPa behandel-
ten Fasern (B), n = 5 20 MPa behandelten Fasern (C) und (D) von n = 10
Kontrollfasern. Die Inaktivierungskurven werden auch hier durch Hochdruck im
wesentlichen nicht verschoben [FRIEDRICH et al. 2002].
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zen Eztensor digitorum longus (EDL) Muskeln mit Kontroll-Gelen von Muskeln
der kontralateralen Extremitét eines Tieres verglichen. Abb.4.19 zeigt einen Aus-
schnitt eines 12.5 %-Polyacrylamid-Gels von EDL-Muskeln zweier Versuchstiere
nach einer 20 MPa Hochdruckbehandlung (linke zwei Séulen) bzw. der Kontroll-
muskeln (rechte zwei Sdulen) sowie der Sdule ganz rechts mit den vorgegebenen
Standards (14.4, 21.5, 31, 45kDa). Dieses sowie Gele von fiinf weiteren Muskel-
paaren zeigten keine signifikante Anderung von Proteinbanden nach einer Hoch-
druckapplikation mit 20 MPa im Vergleich zur Kontrolle.

EDL EDL
20 MPa control

N
C
— -
-
——

standard

45 kDa

QU 31 kDa

>

Abbildung 4.19: Gel-Elektrophorese von EDL Muskeln nach 20 MPa
Hochdruckbehandlung. Das Gel zeigt EDL-Muskelpaare zweier Versuchstiere
nach einer prolongierten 20 MPa Hochdruckbehandlung (linke zwei Sdulen) so-
wie der Vergleich mit den Kontrollmuskeln der kontralateralen Extremitdt (rechte
zwei Sdulen davon). Die Siule ganz rechts definiert die Standards der Molekular-
gewichte. Die Banden der behandelten Muskeln sind vergleichbar mit denen der
Kontrollen ohne offensichtliche Anderungen der Proteinzusammensetzung.

Abb.4.20 zeigt hingegen Gele von EDL Muskeln nach einer 25 MPa Hoch-
druckbehandlung im Vergleich zu Kontrollen [KRESS et al. 2001]. (A) zeigt ein
reprasentatives 8 % Polyacrylamid-Gel von vier hochdruckbehandelten EDL Mus-
keln und zwei Kontroll-EDL Muskeln von der kontralateralen Seite der ganz links
gezeigten beiden 25 MPa behandelten Muskeln. (B) zeigt ein weiteres Gel dersel-
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Abbildung 4.20: Gel-Elektrophorese von EDL Muskeln nach 20 MPa
Hochdruckbehandlung. A, zeigt ein reprisentatives 8 % SDS Gel von vier
25 MPa behandelten (linke Sdulen) und zwei Kontroll-EDL-Muskeln. B, zeigt ein
weiteres 12.5% Gel derselben Proben. Deutlich erkennbar ist in den Kontrollen
eine 37 kDa Bande, Troponin-T, welche durch eine 25 MPa Hochdruckbehandlung
deutlich schwdcher bzw. tiberhaupt nicht mehr nachweisbar ist. Troponin-T wird
durch eine 25 MPa Hochdruckbehandlung vermutlich spezifisch zerstort.

ben Proben auf 12.5 % Polyacrylamid. In beiden Gelen imponiert eine deutlich er-
kennbare Bande bei etwa 37 kDa in den Kontrollen, welche in 25 MPa behandelten
Muskeln sehr viel schwécher ausgeprigt erscheint oder zum Teil sogar verschwun-
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den ist. Hierbei handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um Troponin-T,
dessen Molekulargewicht von 37 kDa in SDS-Gelen etwas hoher vorgefunden wird
als mit anderen Methoden (31 — 36kDa, [PERRY 1998], Dr. B.Bullard, EMBL
Heidelberg, personliche Mitteilung).






Kapitel 5

Diskussion

5.1 Passive Kabeleigenschaften

In der vorliegenden Studie wurden konventionelle Zwei-Mikroelektroden-Voltage-
Clamp Experimente an kurzen Zehmuskeln der Maus in der Postdekompressi-
onsphase nach verschieden hohen Hochdruckbehandlungen durchgefiihrt und
mit Kontrollbedingungen verglichen. Fiir die Interpretation elektrophysiolo-
gischer Daten und die Giite des physiologischen Préparates ist eine Kenntnis
der passiven Kabeleigenschaften wie Membranwiderstand, Membrankapazitét
oder Léangenkonstante ausgesprochen notwendig. Hierdurch wird auch die Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse mit in der Literatur beschriebenen Ergebnissen zu
anderen Praparaten oder Mefimethoden erst erméglicht.

Ein Hauptproblem in der Messung von Kabeleigenschaften mit der 2-MVC
stellt die explizite Messung der Liangenkonstante A entlang der Faserachse dar.
Mikroelektroden miissen hierzu vom Prédparat entfernt und an verschiedenen
Elektrodenabstéinden wieder eingestochen werden. Durch diese mechanische
Manipulation entstandene Membranschiden mit lokalen Lochern und Absinken
des Membranwiderstandes R,, konnen daher eine kleinere Langenkonstante A
vortduschen, als sie in Wirklichkeit in vielen Fasern ist. Die Vermeidung dieser
Fehlerquelle wurde zum einen durch eine vorsichtige Handhabung in einigen
Fasern erreicht, aber auch deutlich verbessert durch das Abscannen der Faser
vom Ende beginnend zur Fasermitte hin und auch wieder zuriick in einigen
Punkten. Die errechneten Werte fiir die Eingangswiderstdnde Ry und spezifi-
schen Membranwiderstdnde R,, in derartigen Experimenten an Kontrollfasern
bewegten sich in einem Bereich von 1.5 bis 2 M€ fiir Ry und einem mittleren R,,
von 2.6+ 1.3 kQem?. Diese Werte liegen in guter Ubereinstimmung mit beschrie-
benen Werten zwischen Vaseline Gap Messungen an Vastus lateralis Muskelzellen
vom Menschen mit R,, = 1.17 £ 0.12 kQcm? [GARCIA et al. 1992] und humanen
Interkostalmuskeln mit R,,, = 5.97 kQcm? [KWIECINSKI et al. 1984] mit Hilfe
der Drei-Mikroelektroden-Voltage-Clamp Technik. Die hier vorgestellten Werte
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fiir den Membranwiderstand sind etwas kleiner verglichen mit ,, cut-fibre“-Daten
von Amphibienmuskeln (R,, = 6.63 kQcm?, [IRVING et al. 1987]) oder von EDL
Muskeln der Ratte (R,, = 6.3 kQcm?, [DELBONO et al. 1991]) und etwas grofer
als Untersuchungen an EDL Muskeln normaler und dystropher Mause mit der
2-MVC Technik (zwischen 500 und 650Qcm?, [KERR und SPERELAKIS 1983])
oder ,,whole-cell* Patch Clamp Daten vom M. flexor digitorum brevis der Maus
(Eingangswiderstinde Ry von ungeféhr 0.6 M2, [WANG et al. 1999)]).

Unter den vorliegenden experimentellen Bedingungen zeigte sich die steady state
Strom-Spannungs Relation zur Berechnung des Eingangswiderstandes Rq iiber
einen weiten Potentialbereich sehr gut linear, so daf} fiir die Berechnung von
Ro in der Post-Dekompressionsphase nach einer Hochdruckbehandlung sowie
fiir eine weitere grofle Anzahl von Kontrollen Ry aus einem Zwei-Paar Datenset
von gemessenem Ruhemembranpotential (Nullstromsituation) und Haltepo-
tential bzw. dazugehorigem Haltestrom berechnet wurde, &hnlich wie von
[HARPER et al. 1981] mit einem Datensatz aus Testpulsamplitude, dazugehori-
gem Strom und Umkehrpotential fiir Einwartsstrome an Helix Neuronen nach
Hochdruckbehandlung durchgefiihrt. Die Rechtfertigung fiir dieses Verfahren
liefert der explizite Nachweis der Linearitdt der I-V-Kennlinie im verwendeten
Potentialbereich. Insbesondere zeigten sich keine groflen Schwankungen in der
Bestimmung von Ry mit der einen oder anderen Weise, wobei die Zwei-Punkt-
Methode einfacher durchzufiihren ist und das Praparat nicht durch zusétzliche
Potentialapplikationen beansprucht.

Da der Eingangswiderstand Ry ein Indikator fiir die ,elektrische Inte-
gritat“ der Einzelfasern darstellt, wurde die Druckabhéngigkeit von Ry in der
Post-Dekompressionsphase bestimmt. Da es unwahrscheinlich ist, daf} der In-
nenwiderstand des Zytoplasmas durch eine Hochdruckbehandlung veréndert
wird, reflektieren Anderungen in R, qualitativ Anderungen im spezifischen
Membranwiderstand R, [FINK und LUTTGAU 1976]. Durch eine zunehmen-
de Hochdruckapplikation zeigten Einzelfasern einen signifikanten Anstieg
von Ry um das ca. 1.8-fache nach 20MPa. Interessanterweise fanden auch
[GROSSMAN und KENDIG 1984] an Lobster Axonen einen unter Hochdruckbe-
handlung auftretenden Anstieg der Eingangswiderstiande Ry auf ca. das 1.6-
fache der Kontrollen bei einer 8 MPa Hochdruckbehandlung bzw. das 2.5-fache
wahrend einer 14 MPa Hochdruckapplikation. Von den Autoren werden direkte
Einfliisse von Hochdruck auf die Ruheleitfahigkeit hauptséchlich von Kalium
diskutiert, da aber Druckerhéhung und Temperaturerniedrigung synergistische
Effekte zu haben scheinen, werden auch direkte Inhibitionen metabolischer Pro-
zesse durch Hochdruck oder Kithlung diskutiert [GROSSMAN und KENDIG 1984].
Eine druckinduzierte Erhohung der Membrandicke, wie sie d&hnlich fiir Anésthe-
tikawirkungen von [HAYDON und URBAN 1983] diskutiert wurde, konnte in
Hochdruckexperimenten an Helix Neuronen bei 10.4 MPa und 20.8 MPa nicht
bestitigt werden [HARPER et al. 1981]. Eine Anderung der Membrandicke
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duBert sich konsequenterweise in einer Anderung der spezifischen Membrankapa-
zitat C,, bzw. der Eingangskapazitit Cy, welche bei den benannten Autoren nicht
signifikant von Kontrollen wiahrend Hochdruckbehandlung abwichen. Allerdings
beschrieben dieselben Autoren hingegen eine Zunahme der Leck-Leitfahigkeit
in ihrem Préparat (Helix Neuronen) wéhrend der Hochdruckbehandlung auf
20.8 MPa, was wiederum eine Abnhame des Eingangswiderstandes Rg bedeutete.
Dieser Effekt war bei den Autoren nach Dekompression vollstédndig reversibel. In-
teressanterweise war in der vorliegenden Arbeit der Einganswiderstand Ry in der
Post-Dekompressionsphase nach einer 22.5 MPa Behandlung wieder erniedrigt
und konnte nach einer 25 MPa Behandlung nicht mehr bestimmt werden, so dafl
fiir diesen Druckbereich das Verhalten von Ry mit dem von [HARPER et al. 1981]
gezeigten unter Hochdruckbehandlung vergleichbar ist. [KENDIG 1984] hingegen
beschreibt wiederum keine konsistente Anderung der Leckstréme an mylini-
sierten Froschnerven unter Hochdruckbehandlung bis 100 atm. Abhéngig von
den experimentellen Bedingungen und des verwendeten Préparates erscheinen
hiermit in der Literatur die Wirkungen auf die passiven Membranwidersténde
nicht einheitlich, so dafl von einem komplexen Wirkungsmuster auszugehen
ist, welches Angriffspunkte an Ruheleitfahigkeiten von Kalium, Ionentransport-
Mechanismen (z.B. der Na-K-ATPase) oder metabolischen Prozessen kombiniert
vermuten laf3t.

Die in den Mm. interossei Prédparaten mit der vorliegenden 2-MVC Technik
gemessenen spezifischen Membrankapazitdten C,, waren mit im Durchschnitt
4.5 uF/ecm? gut vergleichbar mit in humanen Interkostalmuskeln gefundenen
Werten von 4.7 — 5.2 uF'/em? [KWIECINSKI et al. 1984]. Damit liegen die Werte
zwischen denen fiir M. wvastus lateralis Fasern vom Menschen beschriebenen
Werten von 8.9 uF/em? [GARCIA et al. 1992] und denen an kurzen Zehmuskeln
des M. flexor digitorum brevis der Maus mittels ,,whole-cell* Patch Clamp
Technik ermittelten Werten von ungefdhr 1.7nF fiir die Eingangskapazitit Cg
[WANG et al. 1999], welche kleiner sind als die in der vorliegenden Arbeit ermit-
telten Eingangskapazitéiten von ca. 4nF.

Die weitere Evaluation passiver Kabelparameter am Mm. interossei Préapa-
rat, insbesondere die experimentelle Bestimmung der Langenkonstante A mit
der 2-MVC Technik ist aufgrund der Fragilitdt des Préparates schwierig. So
sind die gemessenen Werte fiir A aus der Abnahme der Spannungsamplitude
entlang der Faserachse durch mogliche mechanische Schadigungen bei wieder-
holtem Wiedereinstechen an verschiedenen Stellen beeinflufit. FEine Zunahme
der Leckleitfahigkeit im Verlauf eines derartigen Experimentes wiirde daher
einen stéirkeren Amplitudenabfall vortduschen als der passiven intakten Mem-
bran entspréiche. Die gemessenen A-Werte sollten daher als eine untere Grenze
angesehen werden. Die errechneten R;-Werte sind in etwa vergleichbar mit an
anderen Muskelpriaparaten vom Siduger ermittelte Werte. Beispielweise konnte
an Muskelfasern des M. extensor digitorum der Maus in isotoner Losung be-
reits ein Innenwiderstand von 250 {2cm an normalen Muskeln bzw. 350 Qcm
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an dystrophen Muskeln [KERR und SPERELAKIS 1983] gefunden werden. In
hypertonen Losungen ist der Innenwiderstand im Vergleich zu isotoner Losung
erhoht, so daB die von [KERR und SPERELAKIS 1983] gefundenen Werte unter
deren experimentellen Bedingungen in etwa vergleichbar sind mit den Werten fiir
R; von 400 Q2cm bis 800 (2cm unter hypertonen Bedingungen an den Interossei-
Einzelfasern.

5.2 Hochdruckeffekte auf das Membranpotenti-
al

Die beobachtete Depolarisation des Ruhemembranpotentials E, in isotoner
Ringer-Losung nach 25 MPa auf ca. nur ein Fiinftel des Kontrollwertes erklart
sich nach der Nernst-Gleichung fiir Kalium am einfachsten durch einen Verlust
von Kalium-Tonen aus dem Myoplasma und damit einem Abfall von [K*];. Ein
derartiger K*-Verlust wiirde erwartungsgeméf eine Konsequenz der druckindu-
zierten Abnahme der Na-K-ATPase Aktivitat darstellen. Diese druckinduzierte
Inhibition der Na-K-Transportrate, verbunden mit einem erhohten ineffek-
tiven ATP-Metabolismus wurde beispielsweise bereits in Erythrocyten vom
Menschen [GOLDINGER et al. 1980, HALL et al. 1982] und Fisch (Pleuronectes
platessa, [SHELTON und MACDONALD 1987]) bei Driicken bis 60 MPa sowie
an Froschhautepithelien [LI et al. 1990] nachgewiesen. Um das intrazellulédre
Kalium indirekt zu messen, wurde die explizite Abhéngigkeit des Membranpo-
tentials von der extrazelluliren Kaliumkonzentration [K*], an Kontroll- und
20 MPa Hochdruck behandelten Zellen, bei denen die Anderung des Ruhemem-
branpotentials E, bereits ausgeprigt war, bestimmt. Das Potentialverhalten
E. ([KT],) war vergleichbar mit dem an Fasern des M. sternomastoideus der
Ratte [DULHUNTY 1977] gefundenen. Die durch Extrapolation des Potentialver-
laufes abgeschétzte intrazelluldre Kaliumkonzentration [K]; zeigte mit 237 mM
bei 20 MPa hochdruckbehandelten Zellen gegeniiber 247 mM bei Kontrollfa-
sern eine nur leichte Erniedrigung nach 20 MPa. Die im Vergleich zu isoton
inkubierten Fasern gefundenen hoheren Werte fiir [K*]; erkldren sich durch den
hyperosmolaren Effekt der hypertonen Losung, welche ein Schrumpfen der Fasern
um bis zu 20 — 30 % des Volumens durch Wasseraustritt und eine konsekutive
relative Konzentrierung der intrazelluldren Ionen und Substanzen zur Folge hat
[ALMERS et al. 1984, ADRIAN 1956]. Benutzt man die Nernst-Gleichung, wird
deutlich, daf§ die Abnahme von [K*]; um ca. 10mM die Depolarisation von E,
unter isotonen Bedingungen nicht erkldren kann. Aufgrund der Elektroneutra-
litét ist eine Erniederigung von [K*]; mit einer Erhthung von [Na™]; verbunden.
Dies ist indirekt aus der signifikanten Verschiebung des Na™-Umkehrpotentials
fiir Iy, zu 420 mV weniger positiven Potentialen nach einer 20 MPa Behandlung



5.2 Hochdruckeftekte auf das Membranpotential 91

ableitbar. Eine Linksverschiebung von Ey, um 20 mv 148t sich am einfachsten
durch eine moderate Erhchung der intrazelluliren Natriumkonzentration [Na™];
von ca. 10mM auf 20 mM bei einem [Na™], von ca. 140 mM unter den gegebenen
experimentellen Bedingungen erklidren (Nernst-Gleichung fiir Natrium). Eine
10 MPa Hochdruckbehandlung hingegen dnderte Ey, nicht signifikant. Nahert
man nun die Medaten (E,,-[K],) mit der Goldman-Hodgkin-Huxley Gleichung
(s. Kap.2.3.2) an, um so den relativen Einstrom von Natrium-Ionen gegeniiber
einem Kalium-Efflux abzuschétzen (Parameter «), zeigt sich fiir hochdruckbe-
handelte Fasern eine bis zu dreifache Erhohung der relativen Ruhe-Permeabilitét
von Na® zu K*. Hierbei wurde fiir [Na™]; ein Wert von ca. 20mM gemé8
der Erhohung von [Na']; angenommen. Anhand der beschriebenen Befunde
ist daher davon auszugehen, dafl der zugrunde liegende Mechanismus fiir die
starke Depolarisation des Ruhemembranpotentials nicht vorrangig durch einen
Verlust intrazelluldren Kaliums, sondern durch eine hochdruckbedingte Selekti-
vitdtsinderung der passiven Membran fiir Natrium- und Kalium-Ionen bedingt
ist. Da in der passiven Membran « die Selektivitit der gedffneten Kalium-
kanéle fiir Kalium-Ionen angibt, scheint hier am Selektivitétsfilter der lonenpore
eine spezifische Drucksuszeptibilitit zu bestehen, die einen erhéhten Influx
von Nat-Tonen ermoglicht. In Hochdruckuntersuchungen an Axonemembranen
konnten Grossman und Kendig [GROSSMAN und KENDIG 1984] vergleichbare
Befunde bzgl. der Depolarisierung des Ruhemembranpotentials und zum Ein-
gangswiderstand Ry (s.0.) durch Hochdruckbehandlung erheben. Die Autoren
geben dabei vorrangig die druckinduzierte Hemmung der Na-K-ATPase fiir
einen erhohten Kalium-Efflux sowie die Abnahme der Kaliumruheleitfahigkeit
als mogliche Erklarung fiir die beobachtete Depolarisation von E, an, obwohl
diese Moglichkeiten nicht explizit experimentell untermauert werden. Hinsicht-
lich der Druckwirkung auf die Membraneigenschaften finden sich hier aber
Préparat-iibergreifende Gemeinsamkeiten, so dafl die in der Literatur gefunde-
nen Mechanismen der Hemmung der Na-K-ATPase sowie die in der vorliegenden
Arbeit gefundene Erhohung der relativen Na-K-Permeabilitit synergistisch an
erregbaren Membranen unter Hochdruck zusammenwirken konnen. Auf der
anderen Seite zeigen die vorliegenden Ergebnisse hinsichtlich der Wirkung von
Hochdruck auf die Selektivitdt der passiven Membran ein Schwellenverhalten,
da eine Erhchung von [Na']; nach einer 10 MPa Hochdruckbehandlung nicht
gefunden wurde. Dies kann zum einen bedeuten, dafl die gefunden Mecha-
nismen synergistisch auch bei 10 MPa Hochdruckapplikation wirken, jedoch
in der Dekompressionsphase reversibel sind, so dafi im Post-Dekompressions-
steady-state die unter Hochdruck aufgetretenen Anderungen der Selektivitit,
Hemmung der Na-K-ATPase mit Na™-Influx und K*-Efflux nicht mehr beste-
hen. Eine 20 MPa Hochdruckapplikation scheint nach den vorliegenden Daten
eine irreversible Anderung der Membraneigenschaften zu bewirken, die iiber die
Post-Dekompressionsphase hinaus noch mefibar ist. Auf jeden Fall schlieflen die
vorgelegten Daten einen generellen unspezifischen Anstieg der Membranpermea-
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bilitat, wie z.B. bei Membrandesintegration beobachtet, aus, da die Aktivitat an
freigesetzten intrazelluldren Enzymen wie CK im extrazelluliren Medium nach
einer Hochdruckbehandlung selbst nach 25 MPa nicht substantiell zunimmt.

5.3 Hochdruckeffekte auf Iy, und Ik

In den untersuchten Interossei Muskelfasern zeigten die Maximalamplituden von
Ing (Imaz) und die steady state Amplituden von Ix (Ixss) keine signifikanten
Verdnderungen nach einer 10 MPa Hochdruckbehandlung gegeniiber Kontrollen.
Nach einer 20 MPa Hochdruckbehandlung waren die gefundenen Amplituden fiir
beide Ionensorten jedoch signifikant erniedrigt. Fiir Driicke grofler 20 MPa konn-
ten schliefflich keine Iy, mehr ausgelost werden. Auf der anderen Seite war die
spannungsabhéngige Inaktivierung fiir Iy, sowohl nach 10 und 20 MPa nicht
verandert. Beide Befunde zusammen, die Abnahme der Natriumamplituden so-
wie der Erhalt der Inaktivierung, sprechen fiir eine druckinduzierte Reduktion
der absoluten Anzahl funktionsfihiger Natriumkanéle, wie sie auch von Heine-
mann und Conti [HEINEMANN und CONTI 1992] oder Ruff [RUFF 1986] durch
Hemmung einer volumenexpansiven Konformationsianderung des Natriumkanals
vorgeschlagen wurde. Die verbleibenden intakten Natriumkanéle wiirden dann
eine unverdnderte spannungsabhéngige Inaktivierung bei reduzierter Gesamtam-
plitude vorweisen. Ein prinzipiell gleicher Mechanismus koénnte die Abnahme
von Ix erkldren, obwohl keine Daten zur spannungsabhéngigen Inaktivierung
hier vorliegen. Die Ergebnisse sind gut vergleichbar mit in der Literatur ange-
gebenen Daten zu anderen Préparaten. Die an chromaffinen Zellen gefundene
Reduktion von Natriumkanélen wahrend einer Hochdruckbehandlung von 10 bis
40 MPa [HEINEMANN und CONTI 1992] zeigte sich z.B. nur teilweise reversibel
unter Dekompression [HEINEMANN et al. 1987], so da die Abnahme von Iy,
auch wie in der vorliegenden Arbeit in der Post-Dekompressionsphase mef3bar
ist. Eine Abnahme von Iy, konnte ferner an groflen Krabben-Motor-Neuronen
[GROSSMAN und KENDIG 1984, KENDIG und GROSSMAN 1986] und myelinisier-
ten Nervenfasern des Frosches [KENDIG 1984 unter Hochdruckbehandlung ge-
zeigt werden. In Helix Neuronen konnten Harper et al. [HARPER et al. 1981]
beziiglich der spannungsabhéngigen Inaktivierung von Iy, ebenfalls keine Ande-
rungen der Inaktivierungsparameter bei Hochdruckbehandlungen bis 20.8 MPa
beobachten. Ebenso zeigte sich in Squid Axonen unter einer Hochdruckbehand-
lung von 62 MPa [CONTI et al. 1982a] nur eine leichte Verschiebung des Halb-
Inaktivierungspotentials um nur 4mV. Die Angaben iiber das Verhalten von I
unter Hochdruck zeigen sich zum Teil sehr kontrovers: In einer weiteren Studie
am selben Priaparat [CONTI et al. 1982b] fanden die Autoren iiberraschenderwei-
se eine Zunahme der Ix-Amplituden. An Helix Neuronen hingegen wurden unter
Hochdruck dhnliche Abnhamen von I im steady state bei 20.8 MPa wie in der
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vorliegenden Arbeit beobachtet, welche aber in der Dekompression vollstéindig
reversibel waren. Die Wirkungsweise des Hochdrucks gegeniiber Kaliumkanélen
scheint hierbei komplexer Art zu sein. Mogliche Erklarungen gehen dahin, daf
aufgrund der MeBanordnung verschiedene Kalium-Kanaltypen durch unterschied-
liche Mechanismen mit Hochdruck verédndert werden und dabei zur Gesamt-
leitfahigkeit fiir Kalium beitragen [CONTI et al. 1982b]. Dies erkldrt auch die
Spezies- und Préparat-spezifischen grofien Unterschied gerade bei den Kalium-
stromen, da die Kaliumkanalfamilie &uflerst heterogen sich darstellt. Fiir Driicke
grofler 20 MPa waren im vorliegenden Ansatz Voltage-Clamp Experimente kaum
mehr durchfithrbar. Die Fasern wurden fiir derartige Driicke derart fragil und
zeigten morphologische Auftreibungen und getriibtes Zytoplasma, so dafl beim
Einstechen zweier Mikroelektroden die Zellen (bis auf einige wenige Ausnahmen)
zerstort wurden. Der erneute Abfall von Ry (s.0.) nach 22.5MPa, deutet hier
schon an, dafl die elektrissche Membranintegritit jenseits von 20 MPa zusehends
abnimmt.

5.4 Hochdruckeffekte auf I,

Die Amplituden der langsamen I, Strome zeigten nach einer 10 MPa Behand-
lung nur leichte Verdnderungen, welche nach 20 MPa sehr viel deutlicher ausge-
pragt waren. Fiir hohere Driicke konnte I¢, schliefllich iiberhaupt nicht mehr
gemessen werden. Ahnlich wie bei Iy, zeigte auch bei 1o, die spannungs-
abhéingige Inaktivierung quasi keine Verédnderung durch eine Hochdruckbehand-
lung. Interessanterweise scheinen Calcium Stréome in chromaffinen Zellen durch
Driicke bis zu 40 MPa kaum in ihrer Kinetik und Amplitude beeinflufit zu werden
[HEINEMANN et al. 1987], ein Befund, der im Gegensatz zum erhobenen beim
Skelettmuskel steht. Fiir Messungen zu I, existieren in der Literatur keine wei-
teren Angaben beim Skelettmuskel, so dal die vorliegenden Ergebnisse eine teil-
weise Reversibilitdt von hochdruckbedingten Hemmungen an Calcium-Kanélen
vorschlagen. Die Inaktivierungspartikel der Kanéle scheinen hierbei sehr viel
widerstandsfahiger gegeniiber Hochdruckschédigung zu sein.

5.5 Hochdruckeffekte auf die intrazellulire Pro-
teinzusammensetzung

Die durchgefiithrten SDS-Gel-Elektrophoresen von Hochdruckbehandelten Mus-
keln zeigten auch beziiglich der Proteinzusammensetzung ein dhnliches Schwel-
lenverhalten wie manche elektrophysiologische Parameter. Nach einer 25 MPa
zeigte sich bei den Gel-Séulen eine spezifische Degradation einer 37 kDa Ban-
de, welche in Hochdruck behandelten Zellen schwicher ausgeprégt oder nicht
mehr vorhanden war. Nach einer 20 MPa Behandlung hingegen waren keine Un-
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terschiede zur Kontrolle zu verzeichnen. Diese Bande ist am wahrscheinlich-
sten mit dem Ca?*-regulierenden Protein Troponin-T assoziiert, welches durch
25 MPa zumindest teilweise zerstort wird und in leichtere Ketten abwandert.
Diese differenzierte Hochdruckwirkung am kontraktilen Apparat erklirt z.B.
die stark verlangsamte Calcium Aktivierungskinetik, die an Kraftmessungen
von Hochdruck behandelten EDL Muskeln in einer verwandten Studie gefun-
den wurde [KRESS et al. 2001]. Diese Ergebnisse sind ferner konsistent mit in
der Literatur beschriebenen Messungen an Sdugermuskeln z.B. des Kaninchens
[FORTUNE et al. 1989, FORTUNE et al. 1994].



Kapitel 6

Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses einer prolon-
gierten Hochdruckbehandlung (drei Stunden bei einer Temperatur von 4 °C) auf
Membraneigenschaften und zelluldre Proteine von einzelnen enzymatisch isolier-
ten Skelettmuskelzellen des Sdugers in der Post-Dekompressionsphase nach der
Hochdruckapplikation. Hierzu wurden elektrophysiologische Experimente zur
Funktionalitdt von Ionenstromen mit Hilfe der Zwei-Mikroelektroden-Voltage
Clamp Technik durchgefiihrt. In einem ersten Schritt wurden die passiven Ka-
belkonstanten des verwendeten Préaparates unter Kontrollbedingungen bestimmt,
um zum einen die Giite der verwendeten Methode abzuschéitzen, und zum an-
deren eine Einordnung der Muskelpréparate unter den gewihlten Bedingungen
mit in der Literatur beschriebenen dhnlichen Fragestellungen und Mef3verfahren
zu erlauben. Die Einzelfasern der Mm. interossei der Maus zeigten vergleichbare
Membraneigenschaften mit anderen Muskelpréiparaten vom Séuger.

In der Erhebung passiver Membraneigenschaften nach verschiedenen Hoch-
druckbehandlungen konnten druckinduzierte spezifische Verdnderungen an der
Membran ermittelt, das Druckverhalten sowie daraus eine teilweise Reversibilitéat
abgeleitet werden. So fiihrte eine Hochdruckbehandlung mit steigenden Driicken
zu Verdnderungen von Ruhemembranpotentialen, Membranwidersténden, der Se-
lektivitdt der ruhenden Membran gegeniiber den Ionen Natrium und Kalium so-
wie zu meflbaren Anderungen intrazelluldrer Ionenkonzentrationen. Hochdruck
erniedrigt hierbei die Selektivitéit von Natrium gegeniiber Kalium-Ionen und der
resultierende Influx von Natrium erhoht die intrazellulire Konzentration und
depolarisiert das Ruhemembranpotential. Dieser am verwendeten Praparat ge-
fundene Mechanismus erginzt sich mit weiteren in der Literatur auch an anderen
Zellen gefundenen Mechanismen, wie z.B. Hemmung der Na-K-Pumpe. Diese
Ergebnisse zeigten eine mehr graduelle Druckabhéngigkeit.

Bei der Untersuchung der spannungsabhingigen lonenleitfahigkeiten von Na-
trium, Kalium und Calcium konnten ebenfalls differenzierte Effekte bzgl. der
Aktivierung und Inaktivierung der betreffenden Ionenstrome festgestellt werden.
Alle Tonensorten zeigten eine mehr oder weniger ausgepréigte druckinduzierte
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Hemmung der Ionenstromamplituden, wobei bis zu 20 MPa eine graduelle Be-
eintrachtigung und dariiber eine stark zunehmende Blockade der Ionenstréome zu
verzeichnen war. Dies, sowie die relative Druckresistenz der spannungsabhéngi-
gen Inaktivierung von z.B. Natrium- und Calcium-Stromen, steht dabei in gutem
Einklang mit publizierten Ergebnissen an neuronalen Préparaten.

Die Druckwirkung an intakten erregbaren Muskelzellen zeigt sich sehr diffe-
renziert an einzelnen Membranbestandteilen, wie den Kanalproteinen, und nicht
generell in einer Desintegration der Membranstruktur, wie auch iiberzeugend an-
hand der Messung von Enzymaktivitdten hier gezeigt werden konnte. Die Mem-
branwirkungen von Hochdruck sind daher komplexer Natur.

Das Interesse an den spezifischen Mechanismen, die Hochdruck an erregbaren
intakten Zellsystemen bewirkt, ist z.B. fiir den Bereich der Biotechnologie heute
von grofler Bedeutung. Die vorliegende Arbeit stellt den bisher ersten syste-
matisch untersuchten Beitrag zur Aufklarung solcher spezifischer Mechanismen
an der zelluldren Erregbarkeit von Skelettmuskelzellen dar und ergénzt in dieser
Weise bereits wichtige Erkenntnisse zum Hochdruckverhalten an hauptséchlich
neuronalen Zellen oder Zellen des blutbildenden Systems. Die dargelegten Expe-
rimente und Ergebnisse leisten somit einen wichtigen Beitrag iiber hochdruckbe-
dingte Langzeitschiddigungen und Reversibilitdten, die am Muskel auftreten.

Als zukiinftige Anwendung eroffnen sich gerade fiir die Biotechnologie und
Pharmagzie daraus die Herausforderung, durch Entwicklung und Anwendung so-
genannter ,, Kryoprotektiva“ derartige Wirkprofile von Hochdruck direkt zu be-
einflussen. Dies kénnte nicht nur ein wichtiger Schritt im Verstédndnis evolutions-
bedingter Adaptationsmechanismen z.B. mariner Tiefsee-Organismen darstellen,
sondern Perspektiven fiir Konservierungsverfahren von beispielsweise funktionel-
lem Muskelgewebe eroffnen.
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