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I. Einfihrung

1.1 Makro- und Mikroanatomie sowie Physiologie der quergestreiften Myozyten

Ein biologisches Grundprinzip ist, dass Struktur und Funktion stark korrelieren[2].
Grundsétzlich sind nahezu alle erdenklichen Zellen dazu in der Lage zu kontrahieren[3,4],
insbesondere sind es aber die Myozyten, die aufgrund ihrer Struktur darauf spezialisiert sind.
Diejenigen Sarkoplasmadifferenzierungen, die den kontraktilen Apparat bilden, sind im
einzelnen identifiziert. Die Aufklarung der myozytaren Strukturen und ihrer Funktionsweise
erfolgte in mehr als vier Jahrhunderten sukzessive. Der niederlandische Naturforscher Antonie
von Leeuwenhoek und der britische Arzt William Croone gelten heute als die
Muskelforschungspioniere, da sie durch ihre Beobachtungen in der Mitte des 17. Jahrhunderts
die Erforschung der kontraktilen Zellen begriindet haben[5].

Der kompakte Skelettmuskel, der eine geordnete, hierachische Struktur aufweist, wird
einerseits von einem hautigen Hillgewebe, dem Perimysium, und andererseits, zusammen mit
dem Perimysium, von einer individuellen Faszie umgeben, die den Muskel verschieblich in
seine Umgebung einbettet. Der Gesamtmuskel besteht aus mehreren Sekundérbindeln, welche
ihrerseits aus Gruppen von sogenannten Primérbindeln, die wiederum aus multiplen, parallel
angeordneten Muskelfasern bestehen, wobei die einzelnen Sekundarbiindel vom Perimysium
externum, die Primarbindel vom Perimysium internum sowie die einzelnen Muskelfasern,
innerhalb eines jeden Primarbindels, von einem zarten Bindegewebe, dem Endomysium,
umgeben sind (Abb. 1). Die skeletalen Muskelzellen stellen ganze Synzythien von Myozyten
dar, die aufgrund von Myoblastenfusion wahrend der Ontogenese entstanden und folglich
mehrkernig sind. Einzelne Muskelfasern kénnen bis zu mehreren Zentimetern heranwachsen
und koénnen einen Durchmesser von 50 bis 100 pum (in seltenen Féllen bis 500 pm[3])
aufweisen. Sowohl die sensomotorische als auch vaskulare Versorgung des Muskels erfolgt in
definierten Arealen, den Areae nervovasculosae, innerhalb derer die Versorgungsstrukturen die
umgebenden Muskelschichten penetrieren und in der Tiefe ein weit verzweigtes Netz von
Kapillar- und Nervengeflechten bilden, die die Muskelfasern in Schlingen umspinnen und
versorgen.

Hoch charakteristisch fur die skeletalen Myozyten ist ihre histologische Querstreifung. Dieses
Muster basiert auf der Ultrastruktur der Myofibrillen, die aus einer ganzen Serie von
hintereinandergestaffelten Sarkomeren bestehen und etwa 80% des Gesamtzellvolumens
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ausmachen. Ein Sarkomer, die eigentlich kontraktile Funktionseinheit des Muskels (Abb. 2), ist
ein aus regelmaRig angeordneten dinnen und dicken filamentdren Proteinen aufgebauter
Zylinder, der einen Durchmesser von etwa 1,5 pm sowie eine Lange von 2,5 pm aufweist,
wobei die grazilen Proteinfilamente im wesentlichen die Proteine Aktin, Troponin und
Tropomyosin, die gréberen das Protein Myosin darstellen. Zudem ist das Titin, das sich in
einem Halbsarkomer zwischen Z-Linie und M-Zone aufspannt, das dritthdufigste myozytére
Protein[1]. Werden histologische Muskelpraparate im Polarisationsmikroskop betrachtet, so
verhalten sich die lichtmikroskopischen hellen Streifen isotrop und werden als I-Bande
bezeichnet[6]. Die lichtmikroskopisch dunklen Streifen verhalten sich unter dem
Polarisationsmikroskop anisotrop und werden A-Banden genannt.

Das Sarkolemm, die Zellmembran der Myozyten, weist eine Eigenheit auf, denn es verlauft
regelméafBig in die Tiefe der Muskelzelle hinein bis in die Nahe der A- und I-Bande der
Sarkomere. Diese Invaginationen des Sarkolemms werden als Transversaltubuli (T-Tubuli)
bezeichnet. Dabei bilden jeweils zwei angrenzende Terminalzisternen des sarkoplasmatischen
Netzes und ein T-Tubulus eine sogenannte Triade aus. Das sarkoplasmatische Retikulum (SR)
ist in Myozyten hoch differenziert und speichert unter anderem Calcium.

Innerhalb der 1-Bande existiert eine dunkle Linie, die Z-Linie. Die helle Zone in der Mitte der
A-Bande wird durch die H-Zone und dem zentralen M-Streifen gebildet. Ein Sarkomer wird
von zwei Z-Scheiben begrenzt. Die I-Bande stellt denjenigen Bereich des Sarkomers dar, der
sich wahrend einer Kontraktion verschmaélert. Im Bereich der A-Bande (berlappen sich die
Filamente Aktin und Myosin. Die ca. 1500 nm langen und 15 nm dicken Myosinfilamente, die
im Bereich des M-Streifens ({ber Verankerungsproteine verbunden sind, bestehen aus
hexameren Myosinmolekiilen, die aus jeweils zwei schweren und vier leichten
Polypeptidketten aufgebaut sind.

Das asymmetrische Myosinmolekdl besitzt eine Masse von ca. 500 kD, hat einen etwa 150 nm
langen Schaft und bildet am Ende zwei sogenannte Kopfchen, die etwa 20 nm grof? sind. Die
beiden schweren Ketten des Molekuls bilden den Schaft und an ihrem aminoterminalen Ende
die Kopfchen aus. Sie weisen eine alphahelikale Coiled-coil-Struktur[7] auf. Die Kdpfchen
werden zudem von einer regulatorischen und einer essentiellen leichten Kette gebildet, die
Strukturahnlichkeiten zu dem Protein Calmodulin aufweisen. Es gibt eine Vielzahl von
unterschiedlichen Myosin-Isoformen, die die Variabilitat der Fasertypen, wie beispielsweise
den schnell und den langsam phasischen Typus, bedingen. Das gesamte Myosinmolekdl l&sst
sich in vier Fragmente zerlegen, namlich in einen leichten Teil, der etwa 90 nm lang ist und am

carboxyterminalen Ende der schweren Kette beginnt, in zwei Subfragmente, wobei das S1-
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Fragment das Kdpfchen darstellt und diejenige Region besitzt, die sich einerseits mit dem Aktin
verbinden kann und andererseits ATPase-Eigenschaften hat, und in ein schweres Fragment, das
aus Paaren von Myosinkopfchen besteht.

Myofibrille
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—_—— e Sarkolernm
Muskelzelle  10-100um

Sarkomer
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Endomysium Satellitenzelle
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d
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Abb. 1 Mikro- und Makroanatomie (schematisch) der Skelettmuskulatur modifiziert nach[1]

a Uberblick tber den kompakten Muskel mit seinem Hullgewebe, die Muskelfaserbiindel und den daraus
bestehenden Muskelfasern. Dargestellt sind sowohl nervale als auch vaskuldre Versorgung des Muskels.
b Mikroskopischer Querschnitt durch einzelne Muskelfasern. ¢ Mikroskopischer L&ngsschnitt durch
einzelne Muskelfasern. d Muskelzellsynzythium mit einzelnen Myofibrillen. e Die kontraktile
Funktionseinheit des Muskels, das Sarkomer, innerhalb einer Myofibrille.

Ein skeletales Myosinfilament besteht aus 294 assoziierten Myosinmolekdlen, die sowohl
parallel als auch antiparallel angeordnet sind, wobei die Kopfchen zirkuldr aus dem Verband
herausragen und die Myosinquerbriicken bilden[7].
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Das Aktin[8] ist eine aus globuléren Proteinen bestehende filiforme Kette (F-Aktin), die durch
Polymerisation von singuldren Aktinmolekiilen (G-Aktin) ensteht. Die F-Aktine werden aus
etwa 360 G-Aktinen gebildet und weisen eine L&nge von etwa 1000 nm auf. Die zu
alphahelikalen Ketten polymerisierten F-Aktine beinhalten in ihren Nischen, die aufgrund der
kompakten Struktur der singuléren, globuldren G-Aktine entstehen, die rigiden Proteine
Tropomyosin und das Troponin. Der Troponinkomplex, der aus den Untereinheiten C, T und |
besteht, ist an das Tropomyosin gebunden. Die Troponine T und I haben unter anderem in der
Myokardinfarktdiagnostik eine Bedeutung.

Das Titin ist ein Strukturprotein, das innerhalb des Sarkomers fur die Anordnung der Filamente
von zentraler Bedeutung ist. Es besitzt Bindungsstellen fir Calciumionen und fur F-
Aktin[9,10]. Es spannt sich zwischen einer Z-Linie und der M-Bande auf, hat eine L&nge von
etwa 1000 nm und ist mit ca. 3000 kD das bislang grofite Polypeptid im menschlichen
Organismus.

Das Zytoskelett der skeletalen Myozyten besteht, neben dem Geriist aus typischen
Intermedidrfilamenten Desmin und Plektin, aus Dystrophin, welches unter anderem die
Myofibrillen am Sarkolemm arretiert und die durch die Sarkomere wéhrend einer Kontraktion
entstehende Kraft Gbertragt. Es ist strukturverwandt mit dem Spectrin der Erythrozyten. Ein
Fehlen des Genproduktes, des Dystrophins, oder Alterationen innerhalb der Polypeptidkette
infolge von Mutationen oder Deletionen in der Region 21.2 auf dem kurzen Arm des X-
Chromosoms (Dystrophingen) haben katastrophale Folgen fiir den gesamten Myozyten. Wie
stark dieser Phanotyp insgesamt kompromitiert ist, kann man, im Falle der X-chromosomal
rezessiv vererbten Duchennschen Myopathie, anhand des klinischen Bildes beobachten. Die
Betroffenen sind ab der ersten Dekade an den Rollstuhl gefesselt und erreichen gerade das
Adoleszentenalter. Die Erkrankung verlauft spatestens in der dritten Dekade letal.

Ein Uber die motorische Endplatte Ubertragenes und am Sarkolemm ankommendes
Aktionspotential hypopolarisiert die T-tubuldare Membran. Diese Depolarisation bewirkt eine
Konformationsénderung des Dihydropyridinrezeptors (DHPR)[11], eines
Calciumkanalproteins, das allerdings relativ calciumundurchléssig ist. Die durch die
Depolarisation induzierte Anderung der Proteinkonformitit des DHPR hebt direkt
mechanisch[11,12] die Porenblockade eines in der Nachbarschaft liegenden Calcium-Kanales,
dem Ryanodin-Rezeptor (RYR), auf. Dieser lonenkanal befindet sich in der Membran des
sarkoplasmatischen Retikulums, sodass im Rahmen der Porentffnung Calciumionen aus den

Zisternen innerhalb weniger Millisekunden in das Sarkoplasma verschoben werden und die
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sarkoplasmatische Ca”*-Konzentration auf etwa 10°- 10° mmol/l angehoben wird. Den

Calciumionen kommt im Hinblick auf die Kontraktionsprozesse eine Schlusselrolle zu[13].

Muskelfaser

Sarkomer

{ A-Band (1,6Hm) ” |-Band I Zellkern
Z-Scheibe Titinfilament M-Linie - Z-Scheibe
oo diinnes_filament | dickes Filament ool ; A-Band (1,6 um) :
(T ] 111 I |
4 - ‘ i :
|
— L

H-Zone

Abb. 2 Aufbau der Sarkomere modifiziert nach[2]

Dargestellt ist schematisch der Aufbau der Sarkomere aus den filamentaren Proteinen Aktin (blau) und
Myosin (gelb). Das Titin, welches im Schema rot dargestellt ist, halt die Myosinfilamente in ihrer
Position und ist zwischen Z-Scheibe und M-Linie aufgespannt. Im oberen Teil der Abbildung ist ein

elektronenmikroskopischer Ausschnitt eines Sarkomers gezeigt.

Steigt die sarkoplasmatische Calciumkonzentration tber einen bestimmten Schwellenwert an,
so werden die Tropomyosinketten aus den Furchen, die die Myosinkdpfchenbindungsstellen
besitzen, des F-Aktins wegrotiert und damit die Bindungsdoménen der Aktinmolekiile
deblockiert, was die Wahrscheinlichkeit fur eine Interaktion zwischen Myosinkopfchen und
Aktinfilamenten massiv  erh6ht. Die Rotation des Tropomyosins wird durch
Konformationsédnderungen im Troponin C, welches die Bindungsstelle fur den second
messenger Ca”* besitzt, vermittelt. Die Calciumbindungsdomanen im regulatorischen Teil des
Troponin C sind im ruhenden Muskel mit Magnesiumionen besetzt[14,15]. Sofern die
Bindungsregionen wieder frei werden, kann der im Querbriickenzyklus[16-23] auftretende
Kraftschlag der Myosinkopfchen auf das F-Aktin Ubertragen werden, sodass durch
gleichgerichtete Kopfchenbewegung beide Filamente gegeneinander verschoben werden.
Dieses Prinzip flhrt nach der Gleitfilamenttheorie[19-26] zur Verkiirzung der Sarkomere und
damit zur Kontraktion. Ein Filamentgleiten, so wird klassischerweise angenommen, ist nur

mdglich, solange ein Mindestlberlappungsgrad der Filamente gegeben ist. Neuere Experimente

-11 -
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zeigen aber, dass ein Muskel auch ohne Aktin-Myosin-Filamtentlberlappung, neben einer
passiven Grundspannung, eine geringe Kontraktionskraft generieren kann[27]. Dieses
Phanomen wird aktuell dem Titin zugeschrieben, was wie eine mechanisch gespannte Feder in
der Lage ist Energie zu speichern und sie in Form von Kontraktionskraft abzugeben[28].

Der Ablauf des Querbriickenzyklus bedarf einer entsprechenden Konzentration an
Adenosintriphosphat (ATP), welches in der S1-Region der Myosinkette hydrolysiert wird. Die
Hydrolyse des ATP liefert die erforderliche Energie fiir den Kraftschlag innerhalb des
Querbriickenzyklus[29]. Ohne das adéquate Substrat ATP besteht ein Zustand, der Rigor, der
aufgrund der festen Bindung zwischen der Myosinkopfregion und den Aktinbindungsdoménen
zustande kommt. Die Lockerung der Bindung wird ebenfalls durch ATP-Hydrolyse induziert.
Da die ATP-Konzentration postmortem dramatisch absinkt, werden die Lockerungen der
Aktion-Myosin-Bindungen zunehmend unmadglich, sodass es zu einem rigiden Zustand, dem
postmortalen Rigor, kommt, der sich mit hdchster Wahrscheinlichkeit nach 24 - 48 Stunden
unter anderem durch autolytische Prozesse wieder 16st.

Sobald die Uberleitung der Aktionspotentiale beendet ist und keine weiteren am Sarkolemm
eintreffen, werden sowohl DHPR als auch Ryanodinkanal geschlossen. Dann werden die
Calciumionen mithilfe der SERCA des sarkoplasmatischen Retikulums zurtick in die Zisternen
gepumpt, wodurch die sarkoplasmatische Calciumkonzentration wieder auf das Niveau von 10®
mmol/l absinkt, die Bindungsdomé&nen am F-Aktin durch Tropomysin blockiert und in der
Folge jede Bindung von Myosin an Aktin unmdglich wird. In diesem Zustand ist der Muskel in
Ruhe, er ist relaxiert.

Wird ein Muskel repetitiv durch ankommende Aktionspotentiale zur Kontraktion stimmuliert,
kann er die Maximalkraft, die er im Rahmen der Initialkontraktion produziert hat, nicht aufrecht
erhalten. Dieses Phanomen, auch als Muskelermiidung oder Fatigue bezeichnet, kann sowohl
In-vivo als auch bei In-vitro-Experimenten beobachtet werden. Der wesentliche Unterschied ist
dabei, dass die Aktionspotentialsalven, die von den Alphamotoneuronen generiert werden, im
zeitlichen Gesamtverlauf mit einer abnehmenden Frequenz auf den Muskel (bertragen
werden[30], daher wird die In-vivo-Ermidung zumindest teilweise auch als neuronale Fatigue
verstanden. Im Falle von In-vitro-Experimenten ist diese Aktionspotentialfrequenz hingegen

konstant, wodurch diese Beobachtungen der Muskelermiidung nur bedingt vergleichbar sind.
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1.2 Das Prinzip der In-Vitro-Kraftmessung

Etwa in der Mitte des vorherigen Jahrhunderts waren Methoden und Modelle soweit entwickelt,
dass In-vitro-Kraftmessungen durchgefuhrt werden konnten, um die Kontraktionsfunktion an
isolierten Muskeln zu untersuchen. Dazu wurden kompakte Skelettmuskeln verschiedener
Sdugetiere herausprapariert und zwischen einem Forcetransducer, der mit einer Messbriicke
verschaltet war, und einer Mikrometerschraube eingespannt, wobei das jeweilige
Muskelpréaparat durchgehend in einem Organbad, welches kontinuierlich mit Carbogen begast
wurde, aufbewahrt wurde. Bevor es Transducer gegeben hat, hatte man mit mechanischen
Apparaturen die Kraft direkt gemessen, die der Muskel durch Zug aufbringen kann. Mit Hilfe
eines elektrischen Feldes, das zwischen zwei senkrecht zum Muskelfaserverlauf angebrachten
Elektroden aufgebaut wurde, konnte der Muskel zur Kontraktion stimmuliert werden. Der
Transducer wurde durch die Verkiirzung des Muskels verbogen und die dadurch induzierte
Spannungsanderung konnte in eine Kraft Ubertragen werden, wodurch die Krafte, die der
jeweilige Muskel hervorzubringen im Stande ist, festgehalten werden konnten.

Das Kernstlick eines solchen Kraftmessmodelles bildet folglich der Transducer, an dessen
Arbeitsweise verschiedene Anforderungen gestellt sind[31]. Unter anderem sollte das
elektrische Signal, welches vom Transducer aufgrund des Muskelzuges induziert wird,
idealerweise linear Uber das gesamte Kraftspektrum verteilt sein. Darlberhinaus muss der

Transducer schnell genug arbeiten, damit alle Muskelkontraktionen erfasst werden[31].

1.3 Kurzhistorie, Einteilung und Definitionen der Transient-Rezeptor-Potential-

Proteinfamilie

Im Rahmen von Experimenten zur Phototransduktion beobachteten Cosens und Manning[32],
dass das Genprodukt einer Mutante von Drosophila melanogaster, das unter anderem fur die
Phototransduktion der Rezeptorzellen von Bedeutung ist, den durch Lichtreize hervorgerufenen
Strom (ber die Zellmembran nicht aufrecht erhielt, sondern diesen Transmembranstrom
transient generierte, sodass der Strom trotz anhaltendem Reiz sistierte. Das verantwortliche
Protein wurde 1989 von Montell und Rubin kloniert und als Transient-Rezeptor-Potential Kanal
bezeichnet[33]. Die Signalkaskade des lichtsensitiven TRP-Kanals wurde 1993 von Minke und
Hardie erstmalig beschrieben[34-36]. Seither werden diese speziellen lonenkanéle intensiv

untersucht.
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TRP-Kanéle sind die groBte Familie von lonenkanalen. Es wurden bislang 28
Sédugetierisoformen unterschieden, die sechs Subfamilien zugeordnet werden konnen. Eine
siebente Subfamilie, TRPN (Nichtmechanorezeptor), wird vor allem bei Invertebraten und
niederen Vertebraten gefunden[37]. Heute existieren Indizien dafir, dass TRP-Proteine in
Pflanzen und Archaeen exprimiert werden[38]. Die sechs in den Saugetieren bisher entdeckten
TRP-Protein-Subfamilien sind die Vertreter der kanonischen TRPC, die TRP-Vanilloid-
Subfamilie, die Melastatin-Subfamilie TRPM, der TRPA-Kanal (Ankyrin), die beiden TRP P1
und P2 (Polycystin) sowie als letzte Unterfamilie die TRPML (Mucolipin). Eine zusatzliche
Einteilung in zwei Gruppen kann anhand der Topologie- und Gensequenzéhnlichkeiten
vorgenommen werden. Dabei gehtren der TRPC, TRPV, TRPM, TRPA und TRPN in die erste
und der TRPP und TRPML in eine zweite Gruppe[39].

TRP-Genprodukte sind von fundamentaler Bedeutung fur den Erhalt von Zellfunktionen. Sie
Ubernehmen in erregbaren und nichterregbaren Zellen sowohl regulatorische als auch
stimmulierende Funktionen. TRP-Proteine fungieren teils als selektive teils als nichtselektive
Kationenkanale. Strukturell handelt es sich um Transmembranproteine mit sechs
Transmembrandoménen, wobei zwischen dem flinften und sechsten Segment eine
Porendomane lokalisiert ist. Die carboxy- und aminoterminalen Pole liegen intrazellular. TRP-
Kandle sind tetramere Komplexe und kdnnen sowohl hetero- als auch homotetramer sein[38].
Auffallig ist, dass die Aminosduresequenz innerhalb der Polypeptidkette, die in unmittelbarer
Nachbarschaft zur Porendomane lokalisiert ist, bei allen Subfamilien identisch ist[38,40]. Die
Aktivitdt wird Uber viele verschiedene Mechanismen reguliert, wie zum Beispiel
Ligandenaktivierung, Tyrosinkinasen- oder G-Proteinaktivierung. Dazu kommt, dass einige
TRP-Kanéle direkt aktiviert werden konnen, beispielsweise durch Temperaturdanderungen,
Alterationen der Osmolaritat oder aber mechanisch durch Dehnung. Darliberhinaus wird ihnen
zusammen mit den Proteinen STIM und Orai eine speicher-operierte Arbeitsweise

zugeschrieben[41-43], die die Calciumhomd@ostase innerhalb der Zelle und dem SR reguliert.

1.4 Die TRP-Vanilloid-Subfamilie und der TRPV4-Kanal

In der 389. Ausgabe der Zeitschrift Nature vom 23. Oktober 1997 wurde unter anderem eine
Arbeit publiziert, die einen lonenkanal beschrieb, der durch Capsaicin aktiviert werden

konnte[44]. Dieser Zeitschriftenartikel wurde von der kalifornischen Gruppe um Michael J.
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Caterina verfasst, die darin Uber die Entdeckung des heute bekannten TRPV1 (VR-1)
berichteten.

Etwa zeitgleich beschrieb eine Forschergruppe um Heather A. Colbert ein Membranprotein, das
OSM-9, das sie in C. elegans entdeckt hatten und aufgrund seiner Sequenzhomologie dem in
Saugetieren vorkommenden TRPV1 verwandt ist[45]. In den darauffolgenden Jahren wurden
viele weitere, dem TRPV1 &hnelnde, Transmembranproteine gefunden, unter anderem TRPV2,-
V3,-V4,-V5,-V6, Nanchung, Inactive, OCR1,-2, und OCR3[46], sodass eine neue TRP-
Subfamilie (Abb. 3) zur bereits bekannten kanonischen TRPC-Subfamilie hinzukam. Die
TRPV-Subfamilie der Séugetiere wird in zwei Gruppen eingeteilt, die erste beinhaltet TRPV1-
V4 und die zweite TRPV5-V6[38].

Sie werden in Geweben aller drei Keimblatter exprimiert und Ubernehmen verschiedene
zellulare, sowohl rezeptorische als auch regulatorische Funktionen. So wird der TRPV1 in
Ganglien der Trigeminus- und der Rlckenmarkshinterwurzel sowie in Neokortexneuronen
exprimiert und fungiert dort als Nozizeptor, Temperaturdetektor und Capsaicinrezeptor.
AulRerdem spielt er im Rahmen von inflammatorischen Prozessen eine Rolle[47-49].

OsSM-9

Inactive

0.1

Abb. 3 Phylogenetischer Stammbaum der TRPV-Subfamilie[46]

Gezeigt sind alle bekannten TRPV-Mitglieder, die in vier Blatter separiert sind. Die oberen Blatter
beinhalten die sechs TRPV-Kanéle der Sdugetiere, die unteren die der Invertebraten, speziell die
Drosophila-TRPV-Vertreter Nanchung und Inactive sowie die im C. elegans gefundenen OSM-9 und
OCR-1-4. Die beiden Ca**-selektiven Kanile TRPV5 und V6 sind in einem eigenen Blatt dargestellt.
Die Abstandsskala unten links auf der Abbildung ist Ausdruck der Anzahl der Substitutionen der

Basentriplets pro jeweiliger Aminoséure.
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TRPV2 (VRL-1) ist zu etwa 50% identisch mit TRPV1, es besteht allerdings keine
Capsaicinsensitivitdit. TRPV2 ist fir die Rezeption grofRerer Hitzereize an den
Nervenendigungen von Ad-Fasern von Bedeutung[39]. TRPV3 ist ein Thermosensor und wird
in Keratinozyten, Haarfollikeln und im lingualen Epithel exprimiert. TRPV5 und V6 sind
hochselektiv fur Calciumionen. Sie sind am Calciumionenaustausch sowohl in der Niere als
auch in der Plazenta beteiligt und in den Calcium-Reabsorptionsprozessen innerhalb des
Gastrointestinaltraktes involviert[50].

Der TRPV4, initial bekannt unter den Bezeichnungen OSM-9-like-TRP-channel-4, VRL-2,
TRP12, VR-OAC oder OTRPC4, wurde bei Screeninganalysen von Sequenzdatenbanken fiir
TRPV1, TRPV2 und OSM-9 des Fadenwurmes C. elegans entdeckt. Er wurde urspriinglich aus
Nierengewebe, dem Hypothalamus und aus dem Epithel des Ohres extrahiert.

Das Gen flir das menschliche Protein liegt auf Chromosom 12g23-g24.1 und besitzt 15 Exons,
welche fur das vollstandige, aus 871 Aminosduren bestehende, Protein kodieren. Es existieren
funf Spleilvarianten[51]: 4A (volle Lange, alle Exons), 4B (Exon 6 fehlt), 4C (Exon 5 fehlt),
4D (Deletion in Exon 2), 4E (Exon 5 und 7 fehlen) Nur zwei der funf Spleil3varianten,
TRPV4A und TRPV4D, sind in der Lage zur Plasmamembran zu translozieren[51].

Die transmembrane Struktur ist der anderer TRP-Transmembranproteine dhnlich und besteht
aus sechs Transmembrandomé&nen und einer die Pore bildenden Schleife, zwischen dem 5. und
6. Segment. Es bilden sich vorrangig Homotetramere aus, eine Heteromerbildung mit anderen
Vertretern der Subfamilie oder anderer TRP-Subfamilien ist nicht belegt[52]. Neuere
elektronenmikroskopische Untersuchungen lassen vermuten, dass der funktionelle TRPV4 in
seiner raumlichen Struktur einer Art hangendem Korb &hnelt, wobei der transmembrandse Teil
etwa 30 Prozent des Gesamtvolumens ausmachen soll[53].

TRPV4 besitzt sechs Ankyrinwiederholungsdomanen (ANK) an seinem N-terminalen,
zytosolischen Ende (Abb. 4), deren Sequenz, neben dem spezifischen Motiv am C-terminalen
Ende, fiir die Bestimmung von Verwandtschaften unter den TRP-Proteinen verwendet wird[54].
Zudem besteht aktuell der Verdacht, dass die Ankyrindoménen einerseits fiir die korrekte
Translokation des Proteins vom Endoplasmatischen Retikulum zur Plasmamembran
verantwortlich sind und andererseits die Assemblierung und Maturationen der Monomere
regulieren[51,52,54,55]. Die prolinreiche Region innerhalb der ersten
Ankyrinwiederholungsdoméne ist anscheinend fiir die Mechanosensitivitdit des TRPV4
wichtig[56]. Zur korrekten Faltung und Tetramerbildung bedarf es anscheinend des Proteins
0S-9, das chaperondhnliche Eigenschaften besitzt[57]. Die Lokalisation und der exakte
Mechanismus ist derzeit aber noch nicht beschrieben. Darlberhinaus ist das AlP4, ein Mitglied
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der Ubiquitin-Ligase-Familie, an der Regulierung der Zytoplasmaintegration von TRPV4
beteiligt[56].

Sowohl Regionen des N-Terminus als auch des carboxyterminalen Poles, die
Calmodulinbindungsdoméne, stehen unter Verdacht an der Ca®*-abhangigen Selbstregulierung
des Kanals beteiligt zu sein. Dabei soll eine bestimmte N-terminale Region einen
autoinhibitorischen Komplex mit der Calmodolindoméne am C-Terminus bilden[58].

TRPV4 ist ein auswarts gerichteter Kationenkanal, dessen Calciumselektivitéat sechsfach hoher
ist als die Selektivitdt fir Natriumionen[59]. Er kann durch diverse chemische und
physikalische Reize stimuliert werden, wie zum Beipiel durch Osmolaritats-, pH- und
Temperaturdnderungen, durch mechanische Reize, wie Dehnung und Scherbewegungen, durch
endogene Triggersubstanzen, wie Calcium (nimmt eine Sonderstellung ein, denn es ist ebenfalls
Deaktivator), Arachidonsdure, Epoxyeikosatrienséure, Endocanabinoide (Anandamid und 2-
Arachidonglycerol) und synthetische Phorbolesterderivate, wie zum Beispiel 4-Alpha-Phorbol-
12,13-Didecanoate (4a-PDD). Die Bindungsdomane fiur Phorbolesterderivate ist am N-
Terminus des S3-Segmentes lokalisiert und soll den TRPV4 in dhnlicher Weise aktivieren, wie
Capsaicin den TRPV1 aktiviert[60,61]. Der Calcium-Calmodulinkomplex hat eine inhibierende
und deaktivierende Wirkung auf den TRPV4[58,62]. Derzeit wird diskutiert, ob TRPV4 durch
inhibitorische Komplexe in einem standig inaktiven Zustand gehalten wird[54].

::::::ﬁﬁn@mfn::::::::

-
/‘,
}v&
=
NH,

Abb. 4 Der TRPV4-Kanal innerhalb der Zellmembran modifiziert nach[63]
Abgebildet sind die sechs Transmembransegmente (grine Zylinder), das zytoplasmatische,

aminoterminale Ende, die sechs Ankyrinwiederholungsdoménen, die Porenschleife zwischen dem 5. und

dem 6. Segment sowie die Calmodulin Bindungsdomane (Cam) am carboxyterminalen Ende.
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1.5 Funktionen des TRPV4 und bisher bekannte Krankheitsassoziationen

Die TRPV4-Transmembranproteine werden breit exprimiert. So wurden Genprodukte im
Hypothalamus, den Ependymzellen des Plexus choroideus der lateralen Ventrikel und des
vierten Ventrikels, der Substantia nigra, den Neuronen des Ganglion trigeminale, den
Hinterwurzelganglien, den inneren und dufReren Haarzellen, dem Cortiorgan, sympathischen
Ganglien, in sympathischen und parasympathischen Fasern, in der Plazenta, in den Testis, der
Trachea, dem Osophagus, den GlI. salivatorii, in Kardiomyozyten, Endothelozyten, in
Keratinozyten, Hepatozyten, Pneumozyten, und in skeletalen Myozyten detektiert[38,46,64-71].
Das TRPV4 ubiqiuitér exprimiert wird, deutet an, dass diese Kanéle in vielen Geweben und fir
viele zelluldre Funktionen von enormer Wichtigkeit sind.

So ist TRPV4, aufgrund seiner Funktion als Osmosensor, in die zentrale und periphere
Regulierung des Elektrolyt- und Wasserhaushaltes involviert.

Innerhalb der Keratinozyten erfiillt er Funktionen als Thermosensor und hat Vermittlerfunktion
im Rahmen der mechanischen und osmotischen Nozizeption[72].

Seine Funktion als Mechanosensor spielt auch in Endothelozyten eine entscheidende Rolle,
denn dort ist der TRPV4 einerseits an der Scherspannungs-induzierten Vasodilatation[56,73]
und andererseits, innerhalb des Kapillarbettes, an der Neovaskularisation beteiligt, weshalb er
als mdogliche, zukinftige pharmakologische Zielstruktur in der Therapie der peripheren
okklusiven GeféalRerkrankungen in Frage kommt. Vordergrindig ist dabei die TRPV4-
getriggerte Kollateralenbildung und Neovaskularisation von groRem Interesse[74].
Daruberhinaus hat der TRPV4 Bedeutung fir das Endothel, insbesondere fur die
Aufrechterhaltung der zellularen Barriere, allem voran bei der Regulierung der vaskuléren
Permeabilitat. Willette und Kollegen[75] konnten beobachten, dass eine Uberaktivitat der
TRPV4 zur gesteigerten vaskularen Permeabilitét in diversen Organen fiihrt, was in der Folge
zur Enstehung von pulmonalen Odemen oder aber zur Kreislaufinstabilitat bis hin zum
vollstandigen Kollaps beitragt[75]. Die Gruppe beschreibt weiterhin einen Gegenspieler, das
Stickstoffmonoxid, das die Aktivitdt von TRPV4 herunterregulieren kann. Hierbei soll
Stickstoffmonoxid die TRPV4-Kandle cGMP-abhangig (cGMP ist die Kurzform fir cyklisches
Guanosinmonophosphat) deaktivieren. Ein Inhibitor der cGMP-Degradation kénnte daher ein
guter Kandidat fur die pharmakologische Therapie des pulmonalen Odems im Rahmen der
akuten Herzinsuffizienz sein[56,76].

Urothelien besitzen neben isolatorischen auch sensorische Funktionen. Derzeit wird
angenommen, dass TRPV4, durch seine Eigenschaft als Mechanosensor, einen Teil dieser
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sensorischen Funktion Ubernimmt. TRPV4-defiziente Mause zeigen eine massiv erhohte
Blasenkapazitat und Blasenentleerungsstérungen. Wohingegen beim Wildtyp die intravesikale
Instillation eines TRPV4-Aktivators eine erhdhte Blasenentleerungsfrequenz und eine geringere
vesikuldre Kapazitat[77] bewirkt.

Aufgrund von Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitaten unterliegt ossdres Gewebe einem
stdndigen Umbau. Das Fehlen addaquater Druck- oder Zugkréafte in bestimmten Knochenregion
fuhrt zur osséren Atrophie. Werden die Hinterlaufe von Mausen Uber einen bestimmten
Zeitraum nicht belastet, so folgt daraus Osteopenie[78]. Eine solche Knochendichteminderung,
die durch inaddaquate Druckbelastung und erhdhte Osteoklastenaktivitat ensteht, ist in TRPV4-
defizienten Mausen weitaus milder ausgeprégt. Diese Mutanten zeigen eine milde Osteopetrose,
eine trabekuldre Vermehrung sowie kortikale Verdickungen, weshalb angenommen wird, dass
TRPV4 in die Sensorik und Regulation ossarer  Umbauvorgange involviert sein
miusste[54,56,78].

Mutationen im TRPV4-Gen fuhren unter anderem zu Dysplasien wie Brachyolmie oder der
schweren skeletalen Dysplasie vom Kozlowski Typ. Patienten solchen Phanotyps haben eine
Kkleine Statur, eine skoliotisch kompromitierte Wirbelsdule und metaphysére Abnormitaten im
Bereich des Pelvis[56,79,80]. Dartiberhinaus gibt es zahlreiche andere Erkrankungen, die mit
TRPV4 assoziiert sein kénnen. So soll zum Beispiel die Uberaktivitit von TRPV4 als ein
moglicher Teil der Pathogenese von polyzystischen Nieren- und Lebererkrankungen in Betracht
kommen. Oder aber, aufgrund von Beobachtungen von Casas und seinen Forscherkollegen
konnte TRPV4 eine Rolle bei der Entstehung von Typ Il Diabetes mellitus zugeschrieben
werden[81]. AulRerdem stehen TRPV4-Kandle unter dem Verdacht fir diverse Erkrankungen
im Respirationstrakt eine Mitverantwortung zu tragen. So konnte, da TRPV4 unter anderem
auch fur die mukuziliare Clearance und die Volumenregulierung der respiratorischen Epithelien
eine funktionelle Bedeutung hat, eine Uberfunktion mdglicherweise zur Entstehung und
Aufrechterhaltung der chronischen obstruktiven Lungenerkrankung einschlieBlich
Emphysembildung (COPD), des Asthma bronchiale sowie der chronischen Sinusitis
beitragen[56,82,83].

Die im Februar 2010 publizierten Arbeiten der Gruppe um Landouré deuten daraufhin, dass
Mutationen innerhalb des TRPV4-Gens das neurodegenerative Charcot-Marie-Tooth Syndrom
vom Typ 2C mitverursachen[84]. Im Rahmen dieses autosomal-dominant vererbten Syndromes
kommt es zur Muskelschwéche von Extremitdtenmuskeln, dem Diaphragma und den Muskeln

im Bereich des Larynx.
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1.6 Ziele dieser Arbeit und wissenschaftliche Fragestellungen

Diejenigen Mechanismen, welche innerhalb der skeletalen Myozyten zur Kontraktion und
letztlich zur Kraftentfaltung fihren, sind inzwischen, bis auf wenige verbleibende Mysterien,
sehr gut verstanden[1,5,7,10,85-90].

Damit eine aktive Verkirzung der Muskelzelle zustande kommen kann, sind mannigfaltige
physiologische sowie biochemische Kaskaden und Alterationen erforderlich. Laufen derartige
Prozesse aufgrund repetitiver Stimuli innerhalb kurzer Zeitabstande wiederholt ab, kommt es
zur Erschopfung der Muskelzelle, einer sukzessiven Abnahme der Maximalkraft, was als
Muskelermiidung[91-96] bezeichnet wird.

Zu den relevanten Membranproteinen, die im Exzitations- und Kontraktionsgeschehen von
Bedeutung sind, werden vorrangig der sarkolemmale Dihydropyridinrezeptor, der
sarkoplasmatische Ryanodin-Kanal sowie andere sarkolemmale Calciumionenaustauscher
gezéhlt - nicht aber TRP-lonenkanale. Diese hingegen werden unter anderem mit der Sensorik
von Geschmack, Temperatur, Osmolaritat, Nozizeption sowie taktiler Reize in Verbindung
gebracht[97].

Es ist derzeit hinlanglich bekannt, dass TRP-Kanalproteine ubiquitdr, sowohl in Geweben
neuroektodermalen Ursprungs als auch der tbrigen beiden Keimblatter, in nahezu allen Epi-
und Endothelien expremiert werden. Das VVorkommen spezieller TRP-Vanilloid-lonenkanéle in
Myozyten, sowohl vom glatten als auch vom quergestreiften Typus, ist ebenfalls belegt[98].
Welche Aufgabe Kanédle der TRPV-Subfamilie innerhalb glatter Muskelzellen haben, ist
teilweise geklart[64]. Welche Funktionen sie allerdings im Bereich der quergestreiften
Myozyten erfillen, ist derzeit nur ansatzweise verstanden.

Die belgisch-schweizerische Gruppe um Nadege Zanou, Georges Shapovalov und Phillip
Gailly[99] konnten beobachten, dass ein spezieller kanonischer TRP-lonenkanal, der TRPC1,
moglicherweise eine Rolle im Rahmen der Muskelfunktion spielt.

Es ergab sich daher die wissenschaftliche Frage, ob TRPV4-lonenkanéle fiir die Kontraktions-
und Ermidungsvorgénge innerhalb der quergestreiften Skelettmuskulatur von Bedeutung sein
konnten. So soll die vorliegende Arbeit, neben unserer Puplikation vom Herbst 2010[71], einen
weiteren Beitrag zur Aufklarung der Funktion von TRP-Kationenkanalen, insbesondere der
Subfamilie TRPV4, leisten.

Wenn gezeigt werden kann, dass TRPV4 innerhalb der quergestreiften Muskulatur funktional
sind, héatte dies folglich auch Auswirkungen auf Erkrankungen, die mit TRPV4 assoziiert sind.
Dies wirde namlich den Rahmen im Hinblick auf die jeweiligen in Frage kommenden
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Pathomechnismen sowie Atiologien erweitern, sodass der Muskel als mdgliche zusétzlich
kompromitierte Doméne einer jeweiligen Erkrankung mit einbezogen werden muss.

Um zu untersuchen, ob TRPV4 innerhalb der Skelettmyozyten funktional ist, fuhrten wir In-
vitro-Kraftmessungen mit isolierten Mm. solei der Wildtypmdause C57BI/10Sc/J und C57BI/6
(,,Black six“) sowie der TRPV4-defizienten Maus durch. Dariiber hinaus haben wir im Rahmen
dieser Kraftmessungen den Einfluss von Phorbolesterderivaten, die selektive TRPV4-
Aktivatoren sind[38,56,60,100], auf relevante Parameter, wie zum Beispiel die Kontraktion-
und Relaxationszeiten, die maximale Kraftentwicklung sowie die Muskelermiidung (Fatigue),

untersucht.
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Il1. Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1 Die Versuchstiere

Fur die physiologischen In-vitro-Untersuchungen wurde das Mausmodell gewahlt. Die
Experimentaltiere, sowohl ménnliche als auch weibliche Mé&use, wurden von externen Instituten
und Firmen bezogen und zunéchst im Institut fir Versuchstierkunde der Medizinschen Fakultét
der Universitat Greifswald weitergeziichtet, wonach sie spater im Institut fur Pathophysiologie
der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat im hauseigenen Labor in Standardkafigen gehalten wurden.
Die Mause erhielten Standardfutter und Frischwasser zur Selbstentnahme. Es lag eine

entsprechende Genehmigung Uber die Verwendung der Mause vor.

2.1.1.1 Die Wildtypmaus C57BI/10Sc/J

Méuse des Stammes C57BI/10Sc/J wurden von der Firma Charles River GmbH, Sulzfeld in
Deutschland bezogen. Sie wiesen bei einem Durchschnittsalter von 9,98 + 0,03 Wochen ein

durchschnittliches Korpergewicht von 22,89 g auf.

2.1.1.2 Die Wildtypmaus C57Bl/6 ,,Black Six*“

Die Wildtypmaus C57BI/6, der Basisstamm der TRPV4-defizienten Maus, wurde von der
Klinik fur Innere Medizin, Abteilung Nephrologie, der Universitdt Marburg bezogen und im
hauseigenen Tierlabor weiter geziichtet. Die Tiere besal3en bei einem Durchschnittsalter von
15,22 £ 0,32 Wochen eine mittlere Kérpermasse von 27,74 + 0,76 g.
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2.1.1.3 Die TRPV4-defiziente Maus TRPV4™"

Die TRPV4-defizienten Knockout-Tiere wurden von der Klinik fir Innere Medizin, Abteilung
Nephrologie, der Universitdt Marburg bezogen. Die TRPV4-Knockout-Tiere wurden von
Liedtke und Kollegen [68,101] aus dem Basisstamm der C57BI/6 (,,Black-Six‘) generiert. Die
Ausschaltung des Kanals wurde durch Deletion des 12. Exons erreicht.

Diese TRPV4"- Mause wiesen bei einem durchschnittlichen Alter von 14,60 + 0,31 Wochen
ein mittleres Gewicht von 23,97 £ 2,04 g auf. Die TRPV4-defizienten Tiere waren lebensfahig,

fertil und verhielten sich unauffallig.

2.1.2 Chemikalien

AQquagest SIGMA-ALDRICH
NaCl SIGMA-ALDRICH
KCI SIGMA-ALDRICH
MgSO,* 7H,0 SIGMA-ALDRICH
NaH,PO, SIGMA-ALDRICH
CaCl, SIGMA-ALDRICH
NaHCO3 SIGMA-ALDRICH
NaHCO3 SIGMA-ALDRICH
D-Glucose SIGMA-ALDRICH
Dimethylsulfoxid (DMSO) ROTH

40-Phorbol 12,13-didecanoate SIGMA-ALDRICH

Gasgemisch Carbogen (95% O5; 5% COy)

2.1.3 Lobsungen

Die Testsubstanz 4a-Phorbol 12,13-didecanoate wurde in Dimethylsulfoxid gel6st bevor sie als

1uM Testlosung mit destilliertem Wasser hergestellt wurde.
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Als Testlosung fir die Messkammer wurde eine Krebs-Henseleit-Losung mit folgender

Zusammensetzung verwendet:

NaCl 137 mM
KCI 5 mM
MgSO4* 7H,0 1 mM
NaH,PO, 1 mM
CaCl, 2 mM
D-Glukose 11 mM
NaHCO3 24 mM
Aquagest

2.1.4 Gerdate, Instrumente, Nahtmaterial und Apparate

Digitalwaage Sartorius AG Gottingen Modell BP10010S.

Préparierleuchte halolux 150 A5 Kaltlichtquelle mit 150Watt Halogenlampe und Schwanenhals
zweiarmig von STREPPEL Glasfaseroptik oHG. Déllersweg 3, 42929 Wermelskirchen.
pH-Elektrode vom Typ Minitrode.

Tetanizer und Tor-Generator als Eigenbau des Elektrolabors des Institutes fur Pathophysiologie
der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald von Elekro-Ingenieur Joachim Kasch (Abb. 5 u.
6).

Gewichtssatz vom Typ Kernl mit Gewichten von 1-100g M1 der Firma Kern&Sohn, Ziegelei
1, 72336 Ballingen.

Pinzetten und Mikroscheren von Fine Science Tools GmbH, Im Weiher 12, Heidelberg.
Geflochtener Faden der Stérke 5x0, resorbierbar, von der Firma FST (Fine Science Tools)
18020-60.
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2.1.5 Das Muskelbassin, die Kihlung und die Peltierpumpe

Als Basissystem wurde das ORG (mit Durchflusskiivette und digitaler Mikrometerschraube)

von Scientific Instruments GmbH im Forster-Brom-Weg 3 in 69118 Heidelberg verwendet.

Peltier Cooler PEC, Bridge Amplifier mit Temperaturkontrolle BAM11 und Zweikanal
Schlauchpumpe von Scientific Instruments GmbH, Forster-Brom-Weg 3, 69118 Heidelberg

2.1.6 Der Transducer, die Messbriicke und der Stimulator

Force Transducer KG4 mit einem Messbereich von 0-50mN und einer Auflésung von 15uN,
BAM11 und Stimulator STIM 8 von Scientific Instruments GmbH, Forster-Brom-Weg 3,
69118 Heidelberg (Abb. 5 u. 6).

2.1.7 Das Oszilloskop und die Datenverarbeitung

Zweikanal-Digitalspeicheroszilloskop Tektronix TDS 1001B von Tektronix Inc. , 14200 SW
Karl Braun Drive, P.O. Box 500, Beaverton, OR 97077, USA.

Die Datenweiterverarbeitung erfolgte auf einem mit dem Oszilloskop verbundenen PC (Abb.
7).

2.1.8 Verwendete Software

Microsoft Excel und Word.

Fernsteuer- und Dokumentationssoftware WAVEWORK flr Tektronix-Oszilloskope der
TDS/THS Serie von der Firma K&S Elektronik OHG, Dresdner Stral3e 86, 09130 Chemnitz.
Sigmaplot, Systat Software.

Graphpad prism, Graphpad Software.

Endnote.
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2.2 Methodik

2.2.1 Die Préparation des Muskulus soleus

Im Zuge der initialen Praparation wurden die Muskeln der Hinterldufe und der vorderen
Extremitaten, das Diaphragma, Cor, Anteile der mimischen Muskulatur und der beiden Bulbi
entnommen. Dabei waren die genannten Organe fur verschiedene Arbeitsgruppen von Interesse.
Der Exitus letalis der Versuchstiere folgte nach tiefer Diethyletherinhalationsanésthesie und
cervikaler Dislokation.

Far die vorliegende Arbeit sind ausschlielflich die Muskuli solei, die 50 % der sogenannten Typ
I-Fasern enthalten, der Hinterlaufe verwendet worden. Um die Muskeln préparieren zu kénnen,
wurde mithilfe einer scharfen chirurgischen Mikroschere der Hinterlauf oberhalb der Hiifte vom
Rumpf abgetrennt. Das Fell und die Behaarung sind mittels Pinzette und Skalpell entfernt
worden. Der Hinterlauf wurde dann in einer Petrischale, die mit Ringerlésung beftllt war und
kontinuierlich mit Carbogen begast wurde, zur weiteren Préparation aufbewahrt. Die Dissektion
des Muskulus soleus, welcher fir sdmtliche Kraftmessungen verwendet wurde, erfolgte unter
einem Préparationsmikroskop mithilfe einer Pinzette und einer chirurgischen Mikroschere.
Zunéchst musste die distale Sehne des Soleus (Achillessehne) nahe des Calcaneus abgesetzt
werden. Dann konnte der Muskel aus dem Triceps surae herausprapariert werden, indem die
bindegewebigen Strukturen und Fascien langs des Muskelverlaufes lateral und medial
durchtrennt wurden. Hierbei musste sorgsam darauf geachtet werden, dass das Préparat weder
inzidiert noch Uberdehnt wurde. Zuletzt wurde das proximale Tendon von der Tibia abgesetzt.
AnschlieRend erfolgte eine Wagung des Muskels, wobei das durchschnittliche Gewicht des M.
soleus der Wildtypmaus C57BI/10Sc/J bei einer mittleren Lange von 7,5 mm £ 0,143 etwa 14,5
mg £ 0,492 betrug. Im weiteren Verlauf wurde der Soleus am distalen Ende seines Tendons
mittels einer Stecknadel und einiger Knetmasse am Petrischalenboden fixiert, sodass am
auflleren Sehnenende ein funffacher Knoten mittels chirurgischem Nahtmaterial und Pinzette
geknuipft werden konnte. Die proximale Sehne ist ebenfalls mit einem chirurgischen Faden an
das Ende des Transducer-Hakens geknuipft worden, wodurch das intakte Muskelpraparat fur die
Fixierung im Bassin des Kraftmessplatzes vorbereitet war. Im Anhang dieser Arbeit befindet

sich eine DVD auf der ein Film Uber die durchgefiihrten Muskelpréparationen gespeichert ist.
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2.2.2 Aufbau des Kraftmessplatzes und Funktionsweise

Zur Aufbewahrung des Muskelpraparates wahrend der Untersuchungen diente eine
temperaturkontrollierte Messkammer, die ein Volumen von 5 ml aufwies und beweglich auf
einem Metallstander montiert war. Die Konstanthaltung der Temperatur von 25°C innerhalb der
Prifkammer sicherten zwei Peltierelemente und eine Pumpe. Zudem erfolgte iber eine weitere
Spulpumpe ein kontinuierlicher Durchfluss der Kammer mit frischer Krebs-Henseleit-Losung,
die fortwahrend mit Carbogen, bestehend aus 95 % Sauerstoff und 5 % Kohlenstoffdioxid,
begast wurde. Die Integration eines Dreiwegehahns in das Schlauchsystem der Spulpumpe
ermdglichte die Umschaltung zwischen Spil- und Testlésung, sodass die Testsubstanz
unkompliziert zugefiihrt werden konnte. Der praparierte Muskel wurde zwischen der Halterung
des Transducers, dem Herzstiick des Messplatzes, und einer zweiten Fixierung, die mithilfe
einer digitalen Mikrometerverstellschraube justierbar war, eingespannt. Das Préparat wurde
horizontal gelagert und so platziert, dass die proximale Sehne des Soleus transducerseitig an
einem Haken fixiert wurde. Anschliellend wurde die Messkammer mit der Testosung vertikal
nach oben verschoben und der Muskel damit in die Kammer getaucht. Zwei Platinelektroden,
die ihrerseits mit einem Stimulator verbunden waren, flankierten den Versuchsmuskel quer zur
Faserausrichtung, sodass keine direkte, sondern eine Feldstimulation erzeugt werden konnte.
Mithilfe des Stimulators konnten definierte elektrische Impulse generiert und (ber die
Feldstimulation auf das Muskelgewebe appliziert werden. Relevante Parameter, wie
Spannungsamplitude, Stimulationsdauer und Intensitdt konnten am Stimulator exakt
voreingestellt werden. Alle applizierten Stimuli hatten eine konstante Spannung von 49 V.

Durch einen singuldren Stimulatorimpuls von 1 ms Dauer kam es zu einer makroskopisch
sichtbaren, kontraktilen Aktion des Muskels und damit konsekutiv zum Zug auf den
Muskelbefestigungshaken des Transducers. Durch diesen Muskelzug wird der Transducerhaken
verbogen, wobei sich seine Neutralstellung innerhalb des Transducers verschiebt. Uber eine
optische Laserreferenz (Lichtschrankenprinzip) werden derartige Verschiebungen des
Transducerhakens aus seiner Neutralstellung heraus schon bei minimaler Abweichung
registriert. Solange der Transducerhaken also in der Neutralstellung verweilt, wird keine
Spannung induziert. Kommt es aber infolge des Muskelzuges zu einer Verformung des
Hakens, so verschieben sich die Laser-Referenzen innerhalb des Transducers, wodurch eine
Spannung induziert wird, die mittels der Messbriicke verstarkt und auf das Oszilloskop

Ubertragen und dargestellt werden kann.
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Die Stimuli, die zur Erzeugung der tetanischen Kontraktionen notwendig waren, wurden mit
einem Tetanizer (Tor-Generator) erzeugt. Ein Tetanizer oder auch Tor-Generator lasst die vom
Stimulator generierten Stimuli einer definierten Frequenz nur in einem festgelegten
Zeitintervall, dem Tor, hindurch, wodurch die Zeit, in der der Muskel einer Mehrfachreizung
ausgesetzt wird, genau festgesetzt werden kann.

Zur Generierung der repetitiven Stimuli im Rahmen der Fatigue-Messungen wurden sowohl
der Stimulator als auch der Tor-Generator verwendet, mit denen es moglich war, die
Mehrfachstimulusimpulse, die zur Erzeugung einer tetanischen Kontraktion erforderlich waren,
in regelmaRigen Zeitabstanden gezielt repetitiv auf den Testmuskel zu applizieren.

Alle Parameter, sowohl Stimulus als auch die durch die Muskelkontraktionen hervorgerufenen
Spannungsanderungen der Transducermessbriicke, wurden auf dem Display des Oszilloskops
als Spannungs-Zeit-Grafiken dargestellt und die dazugehtérenden Datenpunkte auf der Festplatte
eines Computers gespeichert. Der Rohdatensatz beinhaltete genau 2500 Messdaten. Diese
Rohdaten konnten mit der Software ,,Wavework® direkt ausgelesen und bearbeitet werden oder
aber in ein fir die Programme Excel und Sigmaplot kompatibles Format konvertiert werden,
sodass die Auswertung der Datenreihen unproblematisch mit diesen Programmen

vorgenommen werden konnte.
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Abb. 7 Messbrucke, Stimulator und Oszilloskop sowie der damit verbundene PC

2.2.3 Messung des pH-Wertes

Der pH-Wert von 7,4 wurde seitens einer auf die Messkammer abgestimmten Minitrode
kontinuierlich in der Kammer gemessen. Hierdurch konnte der Wert stdndig tberwacht und auf

etwaige Anderungen reagiert werden.

2.2.4 Messungen der Kraft

Die Kraft des Testmuskels wurde indirekt ermittelt. Die Wirkung einer definierten Zugkraft F
induziert innerhalb des Transducers die Spannung U. Jeder Spannung U kann empirisch ein
bestimmtes Gewicht zugeordnet werden. Dabei wurden sukzessive Gewichte steigender Masse

an den Transducer gehangt und die induzierten Transducerspannungen notiert. Dieser VVorgang
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diente vor allem auch der Kalibrierung und Kontrolle der korrekten Arbeitsweise des
Transducers. Werden alle experimentell ermittelten Spannungs-Gewichts-Wertepaare in einem
Koordinatensystem dargestellt, so erhdlt man nach Verbindung der Datenpunkte eine
Kalibrierungskurve(Abb. 8), aus deren linearer Regressionsgeraden der Anstieg m ermittelt
werden kann, womit sich ein konstanter Qoutient, der Umrechnungskoeffizient mgegression

.ergibt. Mithilfe des Umrechnungskoeffizienten lasst sich jeder Spannungswert U in ein

Gewicht und damit ndherungsweise in eine Kraft F umrechnen (siehe unten stehende

Beispielrechnung).
Beispielrechnung:

Ay
MRegression = E

(3,230 — 2,100)
MRegression = (30 — 20)

MRegression = 0,113

Ermittelter Anstieg m der linearen Regressionsgeraden mgegression = 0,113

Abgelesene Spannung U= 2,344 V

y=2,344=0113-x

X= 2344 -10% = 20,7437
x =20,74¢
1N~100g
Die Kraft betrégt:
£ =297 N _0,2074N
100
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Abb. 8 Repréasentative Originalkalibrierkurve, die zur Ermittlung des Umrechnungsquotienten
diente.

Die Punkte stellen die experimentell ermittelten Spannungswerte in Abhéngigkeit von einer
bestimmten Masse dar. Die Gerade stellt die zu den ermittelten Werten gehdrende Regressionsgerade
dar, deren Anstieg m der Umrechnungsquotient ist, der fur die Umrechnung der Spannung in eine

Kraft benttigt wurde. Die Gleichung der Regressionsgeraden ist oberhalb des Graphen abgebildet.

2.2.5 Das Messprotokoll

Sowohl die Messungen unter Kontrollbedingungen als auch die Untersuchungen mit der
Testsubstanz 4a-Phorbol 12,13-didecanoate wurden am selben Muskel zeitlich hintereinander
vorgenommen.

Zunéchst musste der optimale VVordehnungsgrad des jeweiligen M. soleus bestimmt werden, da
jeder Muskel ein individuelles Kraftoptimum (Abb. 9) besitzt [9,10,102-104]. Dazu wurde das
Préparat locker eingespannt und mit Einzelreizen stimuliert. Die Stimulationen erfolgten dabei
mit einer Spannung U=49 V und einer Impulsdauer von 1 ms. Zwischen den applizierten
Einzelimpulsen wurde eine Pause von 30 Sekunden eingehalten und wahrend jeder Pause der
Muskel sukzessive um 50 Mikrometer vorgedehnt. Diejenige Vordehnung bei der der
Testmuskel eine erste adaquate Reizantwort lieferte, wurde als Vordehnung Null dokumentiert.
Im weiteren Verlauf wurde weiter vorgedehnt und jeder Wert sowohl schriftlich als auch digital
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fixiert. Im spéteren Verlauf dieser ersten Optimierung konnte nach einer bestimmten
Vordehnung ein  Amplitudenabfall beobachtet werden, der das Uberschreiten des
Kraftoptimums konstatierte. Mithilfe der Tabellensoftware Excel konnte dieser Vorgang, der
nach einer Stunde Ruhe wiederholt wurde, objektiviert und ein Mittelwert der optimalen
Vordehnungslange ermittelt werden. Um das zu erreichen, wurden samtliche Werte in eine
Tabelle eingetragen und mit Hilfe verschiedener Formeln und eines Diagrammes geplottet.
Dabei wurde der Gestalt des entstehenden Regressionsgraphen naherungsweise eine
Parabelform (Abb. 10) zu Grunde gelegt. Folglich handelte es sich bei der dazugehorigen
Trendkurve um eine Polynomfunktion zweiten Grades, deren erste Ableitung das Maximum
und damit die optimale Muskelvordehnung ergab.

Nach Ermittlung beider VVordehnungsoptima wurden beide Werte gemittelt und der ermittelte
Wert an der Mikrometerschraube eingestellt.

Nach Feststellung der Kraftoptima wurde der Muskel mit einem Einzelimpuls bei einer
Spannung von 49 Volt und einer Impulsdauer von 1 Millisekunde stimuliert und die
Reizantwort gespeichert. Es folgte eine zweiminutige Pause.

Kraft in % ; I I

- ==
o N ]
0 7d ----- E z

]

T T 1 T i i
% 2022 29 36 Aktin Myosin

Sarkomerlange in pm Sarkomerlange 3,6 pm

Abb. 9 Maximalkraft und Sarkomerlange modifiziert nach [1]

Die Abbildung zeigt die Abhangigkeit der maximalen Kraft eines quergestreiften Skelettmuskels
von der Vordehnung seiner Sarkomere. Aus dem linken Diagramm geht hervor, dass die
Maximalkraft bei einer Sarkomerldnge von 2 — 2,2 um erzielt wird. Das rechte Bild zeigt

schematisch die Filamentiberlappungen.

Dann wurde der Muskel mit Impulsen (Mehrfachreizungen), die fir eine Dauer von 500
Millisekunden appliziert wurden, zur tetanischen Kontraktion (Tetanus) stimuliert. Die
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Impulsfrequenz wurde von anfanglich 10 tber 50 bis hin zu einer Frequenz von 120 Hertz
gesteigert. So wurde der Muskel zunéchst mit einer Frequenz von 10 Hz stimuliert und dann fir
genau 2 Minuten in Ruhe gelassen. Es folgte die Stimulation mit 50 Hz, dann eine zweimindtige
Pause und als letztes die 120 Hz Stimulation gefolgt von einer zweimin(tigen Pause. In den
Pausen wurden die jeweiligen Muskelantwortsignale aufgezeichnet.

Die letzte Kontrollmessung des ersten Messprotokolls, der sogenannte Ermudungs- oder
Fatigueversuch, folgte. Dabei wurde der Muskel mit wiederholten Tetani, die alle 2 Sekunden
durch Stimuli einer Frequenz von 50 Hz und einer Spannung von 49 Volt sowie einer Dauer
von 500 ms generiert wurden, flr insgesamt 400 Sekunden belastet. Der Muskel reagierte auf
diese Tetanus-Reizserien mit repetitiven tetanischen Kontraktionen, deren Kraftamplituden bis
zum Ende der Messung sukzessive auf etwa 25 % des Initialwertes abnahmen.

Im Anschluss an das Initialmessprotokoll wurde, wenn gewollt, die Testlosung in die
Messkammer eingeleitet und der Muskel fir 20 Minuten darin belassen. Wahrend dieser
zwanzigminitigen Erholungsphase konnte die Testsubstanz angeflutet werden. Bei allen
Kontrollversuchen wurde der Messldsung nichts zugesetzt.

Nach der Erholungsphase folgte das sekunddre Messprotokoll, welches eine exakte
Wiederholung des Initialprotokolls gewesen ist, wobei die gesamte Messsequenz in der
identischen Abfolge wie zuvor wiederholt und die Signale wéhrend der Ruheintervalle
gespeichert wurden.

450 4

400 1 y = -6E-05x2 + 0,2912x + 6,7136
< R2 = 0,9853

>

350 1
£

300 1
o250 -
S 200 |
[
< 150
(48]
2 100 |

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Vordehnung (um)

Abb. 10 Ermittlung der optimalen Muskelvordehnung.

Das Diagramm zeigt die Amplituden der Einzelreizstimulationen bei unterschiedlichen

Vordehnungen. Die schwarzen Kreise stellen die Messpunkte dar, die graue Linie die

Regressionskurve. Eine Form, die Funktionen 2. Ordnung aufweisen, ist deutlich zu erkennen.

Die Gleichung des Regressionsgraphen ist rechts liber der Kurve abgebildet. Sie diente, nach

mathematischer Ableitung, zur Ermittlung der optimalen Muskelvordehnung.
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2.2.6  Auswertung der Daten

Die Auswertung der Daten erfolgte in mehreren Schritten. Die mit dem Oszilloskop erfassten
Daten wurden mit der Fernsteuerungs- und Speichersoftware WAVEWORK auf einen PC
Ubertragen. Der Rohdatensatz musste zunéchst in ein verarbeitungsfahiges Format konvertiert
werden, sodass die Daten anschliefend mit Excel, Sigmaplot und Graphpad prism ausgewertet
werden konnten. S&mtliche Daten wurden einander gegenubergestellt und statistisch

miteinander verglichen.

2.2.7 Angewandte Statistik

Samtliche Versuchsergebnisse sind als Mittelwerte + Standard Fehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Das n steht fur die Anzahl der jeweiligen Stichprobe. Die statistische Auswertung
wurde mit den Statistikprogrammen Sigmaplot und Graphpad prism durchgefthrt und ein
Signifikanzniveau von p<0,05 festgelegt. Resultate, die sich als signifikant herausgestellt haben,
sind in den Abbildungen durch ein Sternchen (*) hervorgehoben. Es wurden sowohl der
Student‘s t-Test fur verbundene Stichproben als auch der Wilcoxon Rangsummentest
angewandt. Darlberhinaus wurde mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-Testes geprift, ob die

erhobenen Daten einer GauRschen Normalverteilung gentigen.

2.3 Grenzen der Methode

Daten und Parameter, die im Rahmen von In-Vitro-Muskelexperimenten zur Bestimmung der
Maximalkrafte, der Relaxationszeiten sowie der Ermudungserscheinungen erhoben werden,
mussen insbesondere dann kritisch betrachtet werden, wenn die Messungen am vollstandigen
Muskel erfolgten. Da der Muskel nicht mehr nativ perfundiert wird, denn seine vaskulare Ver-
und Entsorgung geht nach der Muskelextraktion verloren, ergeben sich einige Nachteile, die im
Hinblick auf die Dateninterpretation berticksichtigt werden missen. Aufgrund der fehlenden
Perfusion entstehen innerhalb des Muskels Diffusionsgradienten bestimmter lonen oder
Substanzen, darunter beispielsweise Sauerstoff, Laktat, Hydroniumionen und Kalium, was in

der Hauptsache fir die Ermidungsexperimente von Bedeutung ist, da sich solche Gradienten
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als Storfaktoren, die unter anderem eine beschleunigte Muskelermiidung verursachen, erwiesen
haben[30,105]. Problematisch ist dabei vor allem die Akkumulation solcher Stoffe im
Muskelkern, da dort aufgrund der fehlenden Perfusion der Abtransport erheblich erschwert ist.
Aus diesem Grund ist gerade auch das Gewebe im Muskelinneren besonders hypoxiegeféhrdet,
was sich nachteilig auf die Muskelleistung, besonders im Zuge von Ermidungsexperimenten,
auswirken kann[106].

Ein ganz anderes Problem beziiglich der Dateninterpretation ergibt sich aus der Heterogenitat
der Fasern innerhalb eines kompakten Muskels, sodass die verschiedensten Fasertypen in die

Kontraktion involviert sind.

2.4 Fehlerbetrachtung

Neben den oben genannten methodischen StérgréRen sind Abweichungen von dem definitiv
korrekten Wert aufgrund von Unvollkommenheit des Experimentierenden, der Messgeréte und
Allgemeinbedingungen nie ganz zu vermeiden. Grobe Fehler, wie Verletzungen wéhrend der
Praparation oder Uberdehnungen sowie massive Stauchungen, die den Muskel schwiéchen und
das Messresultat verfalschen, kdénnen ausgeschlossen werden. Fehler, deren Ursache im
Messvorgang selbst liegen, lassen sich zwar Uber eine Erhéhung der Stichprobe minimieren,
aber nie vollstandig beseitigen. Schlussendlich ist jedes noch so scheinbar perfekt konzipierte

Experiment fehlerbehaftet.
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I11. Darstellung der Ergebnisse

3.1 Vergleich von Individualdaten bei C57BI/10Sc/J und TRPV4™

Zwei Indiviualdaten der Versuchstiere, Gesamtkorpergewicht und Muskelmasse, wurden vor
der Préparation protokolliert und innerhalb der jeweiligen Kategorie zusammengefasst sowie
statistisch miteinander verglichen.

Besonderes Augenmerk lag auf den mittleren Muskelgewichten der beiden Maustypen, da die
Muskelmassen vor allem im Hinblick auf die Maximalkraftentwicklung im Rahmen der
Kraftmessungen von Bedeutung waren. Um, wenn aufgrund des etwaigen Vorliegens eines
Unterschiedes der Muskelmassen, die jeweiligen erzielten tetanischen Maximalkrafte dennoch
miteinander vergleichen zu konnen, wurden zusétzlich die spezifischen Kréfte der Muskeln
bestimmt. Diese spezifischen Krafte, die in etwa den normalisierten Maximalkraften
entsprechen[107], sind als Quotient aus der erreichten, tetanischen Maximalkraft und der
Muskelquerschnittsfliche zu verstehen, wobei die errechnete Kraft in kN pro m?
Muskelquerschnittsflache angegeben werden kann.

In Vorbereitung zur Berechnung der jeweiligen Querschnittsflachen wurden neben der
Ermittlung der Muskelmassen auch die dazugehdrigen mittleren Langen des individuellen M.
soleus bestimmt, da diese fur die Berechnungen des Muskelquerschnittes unabdingbar waren.
Mithilfe empirisch gewonnener Koeffizienten konnte dann die Querschnittsflache bestimmt
werden[102].

3.1.1 Vergleich beider Mausgewichte

Das Gesamtkorpergewicht der C57BI/10Sc/J betrug bei 23 untersuchten Exemplaren im Mittel
22,89 + 0,52 g, die TRPV4" hatten ein durchschnittliches Gewicht von 23,97 + 2,04 g, wobei
10 Tiere untersucht wurden (Abb. 11). Das mittlere Korpergewicht der TRPV4™ war damit um
etwa 4,48 % groRer als das der C57BI/10Sc/J. Es ergab sich im Rahmen der statistischen

Analysen aller Gewichtsdaten kein signifikanter Unterschied.
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Abb. 11 Vergleich beider Mausgewichte

Das Balkendiagramm bildet die mittleren Mausgewichte der fir die Experimente verwendeten Mause
C57BI/10Sc/) (n=23) sowie TRPV4™ (n=10) ab. Die Méuse waren in etwa gleich schwer. Es bestand
lediglich ein minimaler Unterschied der mittleren Kérpermassen, wobei die TRPV4” um etwa 4,48 %
schwerer war als die C57BI1/10Sc/J.

3.1.2 Vergleich der Muskelgewichte

Der extrahierte M. soleus wurde im Anschluss an die Préparation gewogen und das jeweilige
Gewicht protokolliert. Es wurden hierbei die Muskelgewichte von 23 Exemplaren des
Mausstammes C57BI/10Sc/] sowie die Muskelmassen von zehn TRPV4” dokumentiert,
gemittelt und statistisch miteinander verglichen. Insgesamt hatten die Mm. solei der
C57BI/10Sc/J ein mittleres Gewicht von 14,4 + 0,49 mg, die durchschnittlichen Muskelmassen
der TRPV4™ betrugen hingegen 11,91 + 1,20 mg (Abb. 12). Die Mm. solei der TRPV4™" waren
im Mittel 17,89 % leichter als die Muskeln der C57BI/10Sc/J. Im statistischen Vergleich zeigte
sich bei Anwendung des Student’s t-Testes bei einem p-Wert von 0,028 ein signifikanter

Unterschied zwischen den Muskelmassen beider Maustypen.
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Abb. 12 Vergleich beider Muskelgewichte

Dargestellt sind die mittleren Gewichte der Mm. solei der C57BI/10Sc/J (n=23), im Durchschnitt 14,4 +
0,49 mg, sowie die Muskelgewichte der TRPV4™ (n=10), im Mittel 11,91 + 1,20 mg. Die Mm. solei
der C57BI/10Sc/J waren etwa 17,89 % schwerer als die der TRPV4™, wobei sich bei Anwendung des
Student‘s t-Testes bei einem p-Wert von 0,028 ein signifikanter Unterschied (*) ergab.

3.1.3 Vergleich der spezifischen Kréfte

Hierbei wurden, wie bereits angedeutet, zundchst die Quotienten aus der absoluten
Tetanusmaximalkraft und dem Muskelquerschnitt gebildet. Um die Querschnittsfliche des
Muskels zu berechnen, wurde die gemessene Muskelmasse durch das Produkt aus Lange Ly des
Muskels und der Konstante 1,06 mg/mm?, der Dichte fiir Saugetiermuskeln, geteilt. Die Lange
Ls wurde durch Bildung des Produktes aus der L&nge L, des jeweiligen Muskels, die dieser
nach der Ermittlung der optimalen Muskelvordehnung (Abschnitt 2.2.5) besal3, und einem flr
den M. soleus typischen Koeffizienten, der empirisch ermittelt wurde[102], mathematisch
bestimmt.

Die erzielten absoluten Tetanusmaximalkrafte lagen, wie sich in den folgenden Abschnitten
zeigen wird, im Vergleich bei der C57BI/10Sc/J hoher als bei der TRPV4™ deren
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Soleusgewichte, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben wurde, geringer waren. Es stellte sich
daher die Frage, ob die spezifischen Kréafte in etwa ein &hnliches Niveau erreichten. Dazu
wurden die spezifischen Krafte gemittelt und statistisch miteinander verglichen, wobei kein
signifikanter Unterschied ermittelt werden konnte. Die mittlere spezifische Kraft, die mit den
Mm. solei der C57BI/10Sc/J erzielt wurden, war mit 110,07 + 3,72 kN/m? um 5,45 % groRer als
die der TRPV4” mit einer durchschnittlichen spezifischen Kraft von 104,08 + 12,69 kN/m?,

Die C57BI/10Sc/J konnte aufgrund ihrer héheren Soleusmuskelmasse groRere tetanische Krafte
aufbringen als die TRPV4™. Allerdings relativierte sich dieser Krafteunterschied, wenn die
generierten tetanischen Maximalkréfte auf den individuellen Muskelquerschnitt bezogen
wurden (Abb. 13).
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S
&
&
Abb. 13 Vergleich der spezifischen Kréfte

Das Balkendiagramm zeigt die von den Mm. solei erreichten spezifischen Kréfte der C57BI/10Sc/J
(n=23) und der TRPV4™ (n=10) im Vergleich. Die spezifische Kraft wird als Quotient aus tetanischer
Maximalkraft und dem Muskelquerschnitt verstanden. Die durch die Mm. solei hervorgebrachte mittlere
spezifische Kraft der C57BI/10Sc/J war um ca. 545 % groRer als die der TRPV4™. Es wurde kein

statistisch signifikanter Unterschied festgestellt.
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3.2 Entwicklung der Kraft des M. soleus nach Stimulation mit einem Einzelimpuls

Wird der isolierte M. soleus durch einen Einzelimpuls stimuliert, reagiert er mit einer
Einzelkontraktion (Einzelzuckung), die unter isometrischen Kautelen mithilfe des Transducers
und der Messbrucke als Spannungs-Zeit-Signal auf dem Display eines Oszilloskopes abgebildet
und schliel’lich als Datensatz auf einem PC gespeichert werden kann. Das typische Schaubild
des dabei erhaltenen Graphen zeigt Abbildung 14.
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0 40 80 120160200240280320360400440480520560600
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Abb. 14 Repréasentative Originalsignalkurven des Oszilloskops mit Spannungs-Zeit-Verlaufen

a Zeigt eine typische Spannungs-Zeit-Kurve, die im Rahmen einer Einzelkontraktion des M. soleus
aufgezeichnet und ausgewertet wurde. Der Wert der Maximalamplitute U, hier etwa 140 mV, kann
mittels Umrechnungskoeffizienten in eine Kraft Ubertragen werden. Gut erkennbar ist der zeitliche
Verlauf der Einzelzuckung. Nach einer Latenz von ca. 30 ms ist die Maximalspannung Uy.x erreicht,
dann fallt die Spannung wieder ab, der Muskel relaxiert, da keine weiteren Stimuli folgen. Die
Halbmaximalamplitude Uy ISt fur die Auswertung der Relaxationskinetik bedeutsam. b Zeigt das
Stimulussignal, welches nach Applikation des Generatoreinzelimpulses gemessen wird. Die
Spannungsmaximalamplitude betrdgt genau 49 V. Aufgrund dieses Impulses kommt es zur
Einzelkontraktion des Muskels. Erkennbar ist dartiberhinaus der Stimulus-Kontraktions-Bezug im
Zeitverlauf. Dem Stimulus, der bei ca. 250 ms auftritt, folgt unmittelbar, ebenfalls um 250 ms, die

Kontraktion des Muskels (Diagramm a).
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Die Maximalspannungsamplitude, die wahrend der Muskelkontraktion gemessen werden kann,
spiegelt die Maximalkraft, die der Muskel im Rahmen der Einzelkontraktion aufbringt, wider.
Die maximale Spannungsamplitude kann, wie in Abschnitt 2.2.4 geschildert, mit einer

bestimmten durch den jeweiligen M. soleus hervorgebrachten Kraft korreliert werden.

3.2.1 Maximalkréfte der Einzelzuckungen des M. soleus der Wildtypmaus C57BI/10Sc/J

Kraftwerte, die wahrend der Singularkontraktionen sowohl vor als auch nach einer
Erholungszeit gemessen wurden, kdnnen ganz &hnliche Niveaus erreichen oder aber sie
unterscheiden sich voneinander, wobei der Maximalkraftwert, der im Anschluss an die
Erholungszeit gemessen wird, dann mit grofler Wahrscheinlichkeit kleiner sein sollte. Um
diesen Sachverhalt zu prufen, wurde ein Vorher-Nachher-Vergleich mit den erzielten
Maximalkraftwerten angestellt.

Hierbei konnte beobachtet werden, dass der M. soleus nach Durchfiihnrung des initialen
Protokolls und einer anschliefenden Erholungszeit von 20 Minuten das zuvor erzielte
Kraftniveau nicht erneut generieren konnte. Die Krafte, die der Muskel nach der
Erholungsphase aufzubringen vermochte, waren im Mittel um 14,78 % geringer als diejenigen,
die vorher gemessen werden konnten. Die zuvor erzielten Kraftwerte lagen durchschnittlich im
Bereich von 29,84 + 2,82 mN, die im Anschluss an das Ruheintervall gemessenen Kraftwerte
fielen im Mittel mit 25,43 + 2,87 mN deutlich schwacher aus (Abb. 15). Unter Verwendung des
Student’s t-Testes fur verbundene Stichproben war der beobachtete Unterschied bei einem p-
Wert von 0,0075 signifikant, sodass angenommen werden musste, dass der M. soleus der
C57BI/10Sc/J im Vorher-Nachher-Versuch nicht in der Lage war, das Kréafteniveau des ersten
Protokolls im Laufe des zweiten Messprotokolls zu reproduzieren. Dieses Unvermdgen des
Muskels, das Kréafteniveau nicht konstant halten zu konnen, ist moglicherweise den
Belastungen durch die Stimulationen, die wéhrend des vorangehenden Initialprotokolls
appliziert wurden, geschuldet. Der Frage, ob eine Verlangerung der Erholungsphase diesen
Unterschied kompensieren konnte, wurde nicht nachgegangen. Interessanterweise konnte aber
dieser Unterschied der Kréfteniveaus, wie in einem spateren Abschnitt noch ausfihrlich
beschrieben wird, im Vorher-Nachher-Experiment, unter Verwendung des TRPV4-Aktivators
40-PDD, nicht beobachtet werden.
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Abb. 15 Einzelkontraktionskrafte im Vorher-Nachher-Vergleich.

Es wurden Mm. solei (n=14) der C57BI/10Sc/J wéhrend des ersten Messprotokolls unter anderem mit
Einzelimpulsen zur Kontraktion stimuliert. AnschlieBend wurde eine Erholungsphase von 20 Minuten, in
der der Muskel nicht stimuliert wurde, eingehalten, wonach das initiale Messprotokoll wiederholt
wurde. Die wahrend der Einzelkontraktionen erreichten Kréfte wurden gemittelt und statistisch
miteinander verglichen. Der Unterschied lag bei etwa 14,78 % und war bei Anwendung des Student’s t-

Testes fur verbundene Stichproben und einem p-Wert von 0,0075 statistisch signifikant(*).

3.2.2 Maximalkrafte der Einzelzuckungen des M. soleus der Wildtypmaus C57BI/10Sc/J vor
und nach Applikation des TRPV4-Aktivators 4a-PDD

Um zu untersuchen, ob TRPV4-Kandle in den Myozyten funktional sind, wurden
Kraftmessungen an neun verschiedenen Mm. solei der C57BI/10Sc/J vorgenommen, wobei der
Messlosung wahrend der einzelnen Erholungs- und Testphasen kontinuierlich der TRPV4-
Aktivator 40-PDD in einer Konzentration von 1uM zugefiihrt wurde. Hierbei zeigte sich im
Vorher-Nachher-Vergleich, dass die erreichten Kréfteniveaus in einem dhnlichen Bereich lagen

(Abb. 16). Die Kraftwerte, die wahrend des Initialprotokolls registriert wurden, betrugen im
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Mittel 31,45 + 5,97 mN und waren damit um etwa 5,63 % groRer als diejenigen Soleuskréfte,
die im zweiten Protokoll nach der Erholungsphase und unter Einwirkung von 1uM 4a-PDD
gemessen wurden. Die statistische Analyse zeigte keinen signifikanten Unterschied, sodass
angenommen werden musste, dass der Muskel das im Initialprotokoll gemessene Krafteniveau

unter Einwirkung von 1uM 4a-PDD im zweiten Messversuch reproduzieren konnte.

== \/or Erholungsphase
&z=z= Nach Erholungsphase + 1uM 4a—PDD

30 -

Kraft (mN)

=
o
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Abb. 16 Der Effekt des TRPV4-Aktivators 4a-PDD auf die Kraftentwicklung der

Einzelkontraktion

Abgebildet sind die mittleren Kraftwerte, die durch den M. soleus der C57BI1/10Sc/J (n=9) wahrend der
Einzelkontraktionen sowohl vor als auch nach der Erholungsphase generiert wurden. Der Messlésung
wurde im Anschluss an das Initialprotokoll der TRPV4-Aktivator 40-PDD in einer Konzentration von
1uM zugesetzt, sodass dieser wahrend der Erholungs- und der nachfolgenden Testphase auf den Muskel
fiir eine Dauer von ca. 30 Minuten einwirken konnte. Dabei entwickelte der Muskel nach der

Erholungsphase ein &hnliches Kréfteniveau wie zuvor wahrend des Initialprotokolls.

Das im Kontrollversuch beobachtete Unvermdgen des Muskels, die Kraft im Rahmen der
Einzelkontraktion nach erfolgtem Intitialprotokoll und der Erholungszeit reproduzieren zu
konnen, wurde unter dem Einfluf3 von 4a-PDD kompensiert (Abb. 17). Der Muskel konnte im
zweiten Messprotokoll nunmehr im Anschluss an die Erholungsphase und unter Einwirkung
von 4a-PDD eine ahnlich grol3e Kraft generieren, wie zuvor wahrend der Initialmessungen.
Diese Resultate, die beobachteten Kompensationen, flihren zu der Annahme, dass TRPV4-
Kanéle anscheinend in die myozytaren Kontraktionsprozesse involviert sind.
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Abb. 17 Einzelkontraktionskrifte und Effekt von 40-PDD

Dargestellt sind die durch die Mm. solei erreichten Kraftwerte, die wahrend der Einzelkontraktionen vor
und nach einer Erholungsphase von 20 Minuten gemessen wurden. Das Diagramm ist eine Kombination
aus Abb. 15 und Abb. 16 des vorherigen Abschnittes. Die ersten drei Balken von links stehen fir die
Einzelkontraktions-Kraftmessungen (n=14) ohne den TRPV4-Aktivator 4a-PDD, der rechte, schraffierte
Balken fur die Messungen (n=9), die unter Einwirkung des Phorbolesters 40-PDD vorgenommen
wurden, wobei dieser wahrend der Erholungs- und Testphase in einer Konzentration von 1uM der
Messldsung kontinuierlich zugeftihrt wurde. Der signifikante Unterschied der Kréfteniveaus (die beiden
linken Balken im Diagramm), wie er im Vorher-Nachher-Vergleich ohne die Einwirkung von 4a-PDD

beobachtet wurde, ist nach Applikation des TRPV4-Aktivators kompensiert.
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3.2.3 Maximalkréfte der Einzelzuckungen des M. soleus der TRPV4-defizienten Maus vor
und nach Applikation des TRPV4-Aktivators 4a-PDD

Die Kraftwerte, die vom M. soleus (n=10) der TRPV4” wahrend der Singularkontraktion
generiert wurden, lagen vor der Erholungsphase durchschnittlich in einem Bereich von 34,40 +
2,08 mN, wohingegen nach der Erholungsphase und unter Einwirkung des TRPV4-Aktivators
40-PDD im Mittel Kréfte von 31,40 £ 1,72 mN gemessen wurden. Damit lag der Unterschied
im Vorher-Nachher-Vergleich bei etwa 8,72 %, welcher bei Anwendung des Student’s t-Testes
fur verbundene Stichproben und einem p-Wert von 0,0084 statistisch signifikant war (Abb. 18).

= \/0r Erholungsphase
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Abb. 18 Maximalkraftentwicklung wahrend der Einzelkontraktion des M. soleus der TRPV4™

Dargestellt sind die vom M. soleus (n=10) der TRPV4™ wahrend einer Einzelkontraktion produzierten
Krafte vor und nach der Erholungsphase, wahrenddessen der Messlosung der TRPV4-Aktivator 4a-PDD
in einer Konzentration von 1 uM zugesetzt wurde. 4a-PDD zeigt keinen Effekt, denn die Kraftwerte, die
der Muskel nach der Erholungszeit und scheinbarem EinfluR von 4a-PDD generiert, sind um etwa 8,72
% geringer als die wéhrend des Initialprotokolls gemessenen Krafte. Der Unterschied war unter

Verwendung des Student’s t-Testes und einem p-Wert von 0,0084 statistisch signifikant (*).
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Trotz Einwirkung des TRPVA4-Aktivators 4a-PDD konnte der M. soleus der TRPV4™ im
zweiten Messprotokoll die Kraftwerte, die im Rahmen des ersten Messprotokolls registriert

wurden, nicht reproduzieren.

3.3 Kontraktions- und Relaxationszeiten

Maximalkréfte, die ein isolierter M. soleus unter isometrischen Kontraktionsbedingungen
produzieren kann, sind bei allen durchgefiihrten Messungen, die in dieser Arbeit beschrieben
wurden, von besonderem Interesse gewesen.

Ferner wurden aber auch Zeitintervalle betrachtet, die eine Aussage uber die
Muskelkontraktions- und Relaxationskinetik erlauben.

Zum Einen wurde die Zeit, die der Muskel wahrend einer Singularkontraktion zur
Maximalkraft-Generierung bendétigt, die sogenannte time to peak (TTP) ermittelt. Dazu wurde
anhand der experimentell erhaltenen Spannungs-Zeit-Wertepaare die Zeit bestimmt, in der der
Spannungswert Uy bis zur Spannungsmaximalamplitude Upa, dem Kraftmaximum,
angewachsen war (Abb. 14). Dies ist gerade dasjenige Intervall, in dem wahrend der
myozytaren Aktionen diejenigen Querbrickenzyklen durchlaufen werden, die nach der
Gleitfilamenttheorie zum Gegeneinandergleiten der Filamente und infolgedessen zur
Verklrzung der Sarkomere fiihren. Dies gilt allerdings nicht fur die isometrischen
Kontraktionen, da hier die Verkurzungsgeschwindigkeiten gegen den Wert O streben. Zum
Anderen rickte ein weiteres Zeitintervall, die sogenannte halbe Relaxationszeit oder auch half
relaxation time (HRT), in den Fokus. Dieses Zeitintervall wurde vom Zeitpunkt der maximalen
Spannungsamplitute Unyax bis zum Erreichen der halbmaximalen Spannungsamplitude Umaxi2
definiert (Abb. 14). Diese Phase der myozytdren Aktion stellt den anfanglichen Teil der
Relaxationsphase des Muskels dar.

Um zu untersuchen, ob Veranderungen, wie Beschleunigungen oder Hemmungen, der Kinetik
der myozytéren Aktionen wahrend der Muskelkontraktionen auftraten, wurden beide Zeiten, die
Zeit bis zum Erreichen der Maximalkraft sowie die halbe Relaxationszeit, sowohl fir das
initiale als auch das sich nach der Erholungsphase anschliefende zweite Messprotokoll

dokumentiert, gemittelt und statistisch miteinander verglichen.
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3.3.1 Kontraktions- und Relaxationszeiten des M. soleus der Wildtypmaus C57BI/10Sc/J

Im Vorher-Nachher-Vergleich konnten keine gravierenden Unterschiede in der Kinetik der
Einzelkontraktion beobachtet werden (Abb. 19). Die Mm. solei der C57BI/10Sc/J bendétigten im
Durchschnitt 34,66 £+ 2,57 ms vor der Erholung und 32,50 + 1,85 ms nach der Erholungsphase
um die Maximalamplituden zu generieren (TTP). Dieser Unterschied von 6,25 % war im
Vergleich statistisch nicht signifikant.

Die halben Relaxationszeiten (HRT) unterschieden sich vor und nach der zwischen den beiden
Messprotokollen liegenden Erholungsphase kaum. Die HRT des initialen Protokolls war mit
45,83 + 3,04 ms im Mittel nur um etwa 2,18 % grofRRer als die HRT des zweiten Messprotokolls
mit durchschnittlich 44,83 + 2,34 ms. Dieser Unterschied war ebenfalls nicht statistisch

signifikant.
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Abb. 19 Kontraktions- und halbe Relaxationszeiten im VVorher-Nachher-Vergleich

Représentative Sample-Signale der Singularkontraktionen sowohl vor (a) als auch nach (b) der
Erholungsphase. Das horizontale Balkendiagramm (c) zeigt einerseits die durchschnittlich erzielten
Zeiten bis zum Erreichen der Maximalkraft (TTP) sowie andererseits die halben Relaxationszeiten
(HRT) der Mm. solei (n=14) der C57BI/10Sc/J vor und nach der Erholungsphase. Es konnte kein

statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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3.3.2 Kontraktions- und Relaxationszeiten des M. soleus der Wildtypmaus C57BI/10Sc/J vor
sowie nach Applikation des Phorbolesters 4a-PDD

Weder Beschleunigungen noch Hemmungen der Kontraktionskinetik des M. soleus der
C57BI/10Sc/J konnten vor oder nach Applikation des TRPV4-Aktivators 40-PDD beobachtet
werden (Abb. 20).

Dabei benotigten die Mm. solei wahrend einer Einzelkontraktion im Mittel 33,28 £+ 1,49 ms bis
das Kraftmaximum generiert war (TTP). Diese Zeit war wéhrend des zweiten Messprotokolls,
nach der Erholungsphase und unter Einwirkung von 1uM 40-PDD, bei einer Durchschnittszeit
von 30,99 £ 1,86 ms nur um 6,88 % geringer und nach Analyse der Daten mittels Student’s t-
Test statistisch nicht signifikant.

Der Unterschied der halben Relaxationszeiten vor und nach Einwirkung von 4a-PDD war, wie

im Falle der TTP, marginal.
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Abb. 20 Kontraktions- und halbe Relaxationszeiten der Mm. solei der C57BI1/10Sc/J vor und nach
Applikation von 4a-PDD

Bis zum Erreichen der Maximalkraft (TTP) vergingen im Mittel 33,28 + 1,49 ms vor sowie 30,99 + 1,86
ms nach Applikation des TRPV4-Aktivators 4a-PDD. Dieser marginale und nicht signifikante

Unterschied wurde auch im Falle der ermittelten halben Relaxationszeit beobachtet.
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3.3.3 Kontraktions- und Relaxationszeiten des M. soleus der TRPV4-defizienten Maus vor

und nach Applikation des Phorbolesters 40-PDD

Anhnliche Resultate, wie zuvor geschildert, lieferten die Versuche mit den M.solei (n=10) der
TRPV4-defizienten M&use. Wenngleich die mittlere TTP vor und nach Verwendung von 1uM
40-PDD keine Alterationen der Kontraktionskinetik zeigte, so zeichnete sich ein marginaler
Unterschied der halben Relaxationszeiten (HRT) ab, der aber nach Auswertung aller Daten und

nach Anwendung des Student’s t-Testes als statistisch nicht signifikant anzusehen ist (Abb.21).

B \/or Erholungsphase
Nach Erholungsphase + 1uM 4a-PDD

HRT

TTP
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Abb. 21 Kontraktions- und halbe Relaxationszeiten der TRPV4"

Dargestellt sind die durchschnittlichen Zeitwerte der Kontraktions- und halben Relaxationskinetik der
Mm. solei (n=10) der TRPV4". Die TTP, die Zeit bis zum Erreichen der Maximalkraft, lag vor der
Applikation von 1uM 4a-PDD 8,72 % Uber dem wéhrend des sekundéren Messprotokolls erzielten
TTP-Zeitwert. Anders im Falle der halben Relaxationszeit. Hierbei war die mittlere HRT des
Initialprotokolls um etwa 5,72% kiirzer als die im Rahmen des Sekundéarprotokolls ermittelten HRT-
Zeitwerte. Nach Auswertung aller Daten mittels des Student’s t-Testes konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied beobachtet werden. Interessanterweise ist die HRT im Vergleich mit der
Wildtypmaus C57BI1/10Sc/J (Abb. 19) durchschnittlich langer.
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3.4 Kraftentwicklungen im Rahmen der Mehrfachreizungen bei verschiedenen

Frequenzen (Tetani)

Erhoht sich die Frequenz ankommender Aktionspotentiale Giber einen bestimmten Betrag, dann
werden die Rickverlagerung der sarkoplasmatischen Calciumionen in das SR durch die
SERCA unvollstandiger, wodurch die sarkoplasmatische [Ca*"] zwischen den Kontraktionen
nicht auf das Relaxationsniveau absinken kann. Dies fuhrt, durch zeitliche Summation der
Aktionspotential-Frequenz, zur tetanischen Kontrakion, zundchst nur zum unvollstdndigen,
spater, wenn die AP-Frequenz progredient bleibt, kommt es zum vollstdndig etablierten Tetanus
(Abb. 22).
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Abb. 22 Tetanische Kontraktionen bei progredienter Stimulationsfrequenz

a Dargestellt sind Sample-Signale, die wéhrend tetanischer Kontraktionen des M. soleus der
C57BI1/10Sc/J mit dem Oszilloskop aufgezeichnet wurden. Der zeitliche Abstand zwischen den Impulsen
spiegelt nicht den tatséchlichen Zeitabstand wieder, denn dieser hatte protokollgemaR eine Zeitdauer von
2 Minuten. Der Zeitabstand ist hier nur zum Zwecke einer besseren Ubersicht kiinstlich verkirzt worden.
Gut erkennbar ist der Anstieg der Spannungsmaximalamplitude in Abhéngigkeit von den
Stimulationsfrequenzen, die darunter, in der Abbildung b dargestellt sind. Die hochste Amplitude wird
bei einer Stimulationsfrequenz von 120 Hertz erzielt. Der Muskel wurde wéhrend einer Zeit von 500 ms
mit der jeweiligen Frequenz stimuliert. Bei einer Stimulationsfrequenz von 50 Hz, der Fusionsfrequenz,

kommt es zum vollstédndigen (glatten) Tetanus.
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Far alle folgenden Betrachtungen wurden ausschlieBlich die Tetani der Frequenzen 10, 50
sowie 120 Hz berucksichtigt. Dabei war vorrangig der absolute Wert der Maximalamplitude der

individuellen Stimulationsfrequenz von Interesse.

3.4.1 Entwicklung der tetanischen Kréfte des M. soleus der Wildtypmaus C57BI1/10Sc/J

Nach Auswertung aller ermittelten Kraftmaxima konnten im Vorher-Nachher-Vergleich keine
Unterschiede beobachtet werden. Die Maximalamplituden der Frezquenzen 10, 50 und 120 Hz
lagen sowohl vor als auch nach der Erholungsphase in einem sehr dhnlichen Bereich (Abb. 23).
Die Mm. solei (n=14) der C57BI/10Sc/J konnten, im Gegensatz zu den Resultaten, die in
Abschnitt 3.2.1 beschrieben wurden, die wahrend des Initialprotokolls generierten tetanischen
Maximalkrafte auch im Sekundarprotokoll, nach der Erholungsphase, reproduzieren.

Bei einer Stimulationsfrequenz von 10 Hz erreichten die Mm. solei der C57BI/10Sc/J vor der
Erholungsphase im Mittel eine Maximalkraft von 56,15 + 2,69 mN sowie nach der
Erholungsphase Krafte von durchschnittlich 60,55 + 2,75 mN. Der Unterschied von ca 7,27 %
war statistisch nicht signifikant.

Die Maximalkraft der 50 Hz Tetani lag vor der Erholungsphase im Mittel bei 200,70 + 6,16 mN
und nach der Erholungszeit bei etwa 197,65 + 7,18 mN. Daraus ergab sich ein prozentualer
Unterschied von rund 1,52 %, der aber nach Analyse der Daten mit dem Student’s t-Test fur
verbundene Stichproben als nicht signifikant einzuschéatzen gewesen ist.

Die Krafte, die von den Mm. solei wéhrend der tetanischen Kontraktionen bei einer
Stimulationsfrequenz von 120 Hz produziert wurden, erreichten vor dem Erholungsintervall
Werte um 227,01 + 7,58 mN und danach, im Sekundarprotokoll, Maximalkrafte von 236,26 +
7,96 mN, die damit um etwa 3,81 % grol3er waren als die zuvor registrierten tetanischen Kréfte,
sodass dieser Unterschied nach statistischer Auswertung ebenfalls als nicht signifikant zu

werten ist.
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Abb. 23 Tetanisch generierte Maximalkrafte der Mm. solei der C57BI1/10Sc/J

Dargestellt sind die tetanischen Maximalkrafte der Mm. solei (n=14) der C57BI/10Sc/J, die bei den
Stimulationsfrequenzen 10, 50 und 120 Hz vor und nach der Erholungsphase erzielt wurden. Die
Unterschiede waren bei allen Frequenzen im Vorher-Nachher-Vergleich statistisch nicht signifikant. Im
10 Hz-Bereich konnten wahrend des Initialprotokolls Maximalkrafte von 56,15 + 2,69 mN gemessen
werden, welche nach dem Ruheintervall um etwa 7,27 % gréfier waren. Die Mm. solei konnten nach der
Erholungsphase die Kréafte, die wahrend des Initialprotokolls dokumentiert wurden, trotz der

Ermiidungsbelastung wahrend der ersten Testphase reproduzieren.
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3.4.2 Entwicklung der tetanischen Krafte des M. soleus der Wildtypmaus C57BI/10Sc/J vor
und nach Applikation des TRPV4-Aktivators 4a-PDD

Um zu untersuchen, ob die Aktivitat der TRPV4-Kanéle die Maximalkraftentwicklung wahrend
tetanischer Kontraktionen beeinflussen koénnte, wurden die im vorherigen Abschnitt
geschilderten Versuche wiederholt, wobei nach Ende des Intitialprotokolls der TRPV4-
Aktivator 40-PDD der Messlosung zugesetzt wurde, sodass die Substanz wéhrend der 20
mindtigen Erholungsphase und wahrend der Testphase auf die Skelettmyozyten der Mm. solei
(n=9) der C57BI/10Sc/J einwirken konnte.

Die erzielten Krafte lagen bei den 10 Hz Tetani nach der Erholungsphase und unter Einwirkung
von 4a-PDD um ca 6,54 % tber den wahrend des Initialprotokolls gemessenen Werten.

Im Falle der 50 Hz Tetani waren die Maximalkréfte des Sekundarprotokolls etwa 4,61 % groRer
als die im ersten Messprotokoll registrierten Kraftdaten.

Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte bei den Tetani der Stimulationsfrequenzen 10
und 50 Hz nicht erhoben werden.

Der Effekt von 4a-PDD zeigte sich vorrangig bei den 120 Hz Tetani (Abb. 24). Die
Maximalkrafte, die im Initialprotokoll wéhrend der tetanischen Kontraktionen bei 120 Hz
gemessen wurden, lagen im Bereich von 207,77 + 13,42 mN. Unter dem Einfluss von 1uM 4a-
PDD wurden Maximalkrafte im Sekundarprotokoll von durchschnittlich 234,88 + 10,81 mN
dokumentiert, was im Vorher-Nachher-Vergleich einen Unterschied von 11,54 % ausmachte.
Dabei ist zu beriicksichtigen, dass der M. soleus schon wéhrend des Intitialprotokolls einer
Ermudungsbelastung von 250 Sekunden Dauer ausgesetzt gewesen ist. Der beobachtete
Unterschied war nach Auswertung mit dem Student’s t-Test bei einem p-Wert von 0,0345
statistisch signifikant.

Eine derartige Kraftsteigerung von mehr als 11 Prozent wurde ohne den TRPV4-Aktivator, wie
im vorherigen Abschnitt ausgefiihrt, nicht beobachtet. Die Maximalkrafte waren im Vorher-
Nachher-Vergleich ohne die Wirkung von 4a-PDD, vor allem, wenn gerade die 120 Hz Tetani
betrachtet wurden, in etwa identisch. Die maximal erreichten tetanischen Krafte bei einer

Stimulationsfrequenz von 50 Hz, waren im Sekundarprotokoll tendentiell sogar etwas geringer.
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Abb. 24 Effekt von 40-PDD auf die Maximalkraftentwicklung der Mm. solei wahrend tetanischer

Kontraktionen unterschiedlicher Stimulationsfrequenzen

a Dargestellt sind zwei Tetani-Sample-Signale, die nach Stimulation des Soleusmuskels mit 120 Hz fiir
550 ms (schwarzer Balken) aufgezeichnet wurden. Die Signale wurden vor und 30 Minuten nach
Applikation von 4a-PDD registriert. b Das Balkendiagramm zeigt die durchschnittlichen
Maximalamplituden, die wahrend der tetanischen Kontraktionen der Mm. solei (n=9) der C57BI/10Sc/J
bei den Stimulationsfrequenzen 10, 50 und 120 Hz gemessen wurden. Der Effekt von 4a-PDD zeigte
sich v.a. bei Betrachtung der 120 Hz Tetani. Die nach der Erholungsphase und unter Einfluss des
TRPV4-Aktivators registrierten maximalen Kréfte der 120 Hz Tetani lagen deutlich tber dem im
Initialprotokoll dokumentierten Kraftmaximum. Die Kraftsteigerung von etwa 11,54 % war unter
Verwendung des Student’s t-Testes statistisch signifikant (*). Die beobachteten Kraftemaxima der 10
und 50 Hz Tetani waren im Vorher-Nachher-Vergleich statistisch nicht signifikant verschieden, aber
gerade unter dem Einfluss von 4a-PDD im Sekundarprotokoll tendentiell eher groRer als wéhrend des

initialen Protokolls.
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3.4.3 Entwicklung der tetanischen Krafte des M. soleus der TRPV4-defizienten Maus vor und
nach Applikation des TRPV4-Aktivators 4a-PDD

Alterationen tetanischer Kraftemaxima hervorgerufen durch den TRPV4-Aktivator 4a-PDD,
wie sie im vorherigen Abschnitt beschrieben wurden, sollten bei Testungen von Mm. solei der
TRPV4-defizienten Mause nicht nachweisbar sein.

In der Tat konnte bei Testung von 10 verschiedenen Mm. solei der TRPV4”" weder bei den 10
Hz noch bei den 50 Hz oder 120 Hz Tetani eine Kraftsteigerung beobachtet werden.

Die Kréaftemaxima der 10 Hz Tetani waren vor der Erholungsphase in einem Bereich von 35,76
+ 5,40 mN sowie nach der Erholungsphase und trotz Einwirkung von 1uM 4a-PDD im Bereich
von 32,28 + 4,15 mN, was eine Kraftdifferenz von 9,73 % ausmachte.

Im Falle der 50 Hz Tetani zeigte sich hingegen bei Maximalkraftwerten von 130,88 + 16,39 mN
vor sowie 116,60 £ 14,22 mN nach der Erholungsphase ein deutliches Kraftdefizit von rund 11
Prozent, das sich bei Analyse mithilfe des Student’s t-Testes bei einem p-Wert von 0,0125 als
statistisch signifikant erwiesen hatte (Abb. 25).

Die maximalen tetanischen Kréfte der Stimulationsfrequenz 120 Hz waren vor und nach der
Erholungsphase und trotz der Anflutung von 40-PDD in etwa identisch. Die mittleren
Kréfteoptima betrugen 149,92 + 18,51 mN vor sowie 148,84 = 20,30 mN nach der
Erholungsphase und trotz Einwirkung von 4a-PDD. Diese Differenz von 0,72 % war statistisch
nicht signifikant.

Die Mm. solei der TRPV4™ waren gerade im Hinblick auf die 50 Hz Tetani nicht in der Lage
die Krafte, die wahrend des Intitialprotokolls gemessen wurden, im Sekundarprotokoll zu
reproduzieren. Es zeigte sich im Gegensatz zu den im vorherigen Abschnitt beobachteten
Kraftsteigerungen bei der TRPV4 eher ein Kraftdefizit im Vorher-Nachher-Vergleich.
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Abb. 25 Die von den Mm. solei der TRPV4" wahrend tetanischer Kontraktionen generierten
Kréftemaxima unterschiedlicher Stimulationsfrequenzen

Abgebildet sind die durchschnittlichen Maximalkraftwerte, die wahrend der tetanischen Kontraktionen
der Mm. solei (n=10) der TRPV4" bei den Stimulationsfrequenzen 10, 50 und 120 Hz gemessen
wurden. Die registrierten Kréftemaxima der 10 und 120 Hz Tetani sind im Vorher-Nachher-Vergleich in
etwa identisch, die der 50 Hz Tetani aber sind verschieden. Dieses Kraftdefizit von rund 10,9 % musste
nach Auswertung mit dem Student’s t-Test bei einem p-Wert von 0,0125 als statistisch signifikant
angesehen werden (*).
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3.5 Kraftentwicklungen der Mm. solei wahrend der Belastung durch Tetanusserien

(Fatigue-Experimente)

Wird ein isolierter M. soleus wiederholt mit Stimuli einer definierten Frequenz gereizt, so
nimmt die Maximalkraft, die wahrend der ersten tetanischen Kontraktion generiert wurde, bei
den folgenden Tetani sukzessive Uber die Zeit ab - der Muskel ermidet. Um diese Ermudung
(Fatigue) der Mm. solei zu induzieren, wurden wahrend der initialen und sekundaren
Messprotokolle die untersuchten Muskeln wiederholt alle 2 Sekunden mit tetanischen
Kontraktionen, die durch Stimuli einer Frequenz von 50 Hz und 500 ms Dauer hervorgerufen
wurden, fur insgesamt 250 Sekunden belastet. Die Maximalamplituden der Tetanusserien
wurden mit dem Oszilloskop aufgezeichnet (Abb. 26), wobei die jeweiligen
Tetanusmaximalkrafte Gber den zeitlichen Verlauf betrachtet wurden. Dabei waren nicht die
absoluten Kraftwerte, sondern die normalisierten, prozentualen Werte, bezogen auf die
Maximalkraft des dazugehdrigen Initialtetanus des Fatigue-Experiments, fiir die Auswertungen
und Darstellungen von Bedeutung.
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Abb. 26 Repréasentative Originalermidungskurve eines M. soleus der C57BI1/10Sc/J

Dargestellt ist der Verlauf der Spannung U Uber die Zeit. Jede vertikale Linie steht fur die gemessene
Spannung wéhrend einer einzelnen tetanischen Kontraktion des M. soleus der C57BI/10Sc/J, die durch
Stimulation einer Frequenz von 50 Hz und 500 ms Dauer induziert wurde. Klar erkennbar ist der
Spannungsabfall tber die Gesamtzeit. Der Muskel kann die wahrend des ersten Tetanus (Initialtetanus)
produzierte Maximalkraft Uber die gesamte Zeit der Messung nicht konstant halten. Dieses Phdnomen

wird auch als Ermidung (Fatigue) bezeichnet.
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3.5.1 Ermidung des M. soleus der Wildtypmaus C57BI1/10Sc/J

Fatigue-Experimente, die mit den Mm. solei (n=14) der C57BI/10Sc/J durchgefuhrt wurden,
zeigten im zeitlichen Verlauf den typischen Kraftabfall der 50 Hz Tetani. Allerdings reduzierten
sich die wéhrend des Sekundéarprotokolls gemessenen tetanischen Maximalkrafte zeitlich etwas
friher als die des Initialprotokolls (Abb. 27). VVor der Erholungsphase erreichten die Mm. solei
nach 200 s im Rahmen der tetanischen Kontraktion nur etwa 47 % der Maximalkraft des
Initialtetanus. Nach der Erholungsphase lagen die nach 200 s registrierten Krafte bei etwa 38 %
der Maximalkraft des dazugehdrigen ersten Tetanus. Die Unterschiede der Kraftverluste vor
und nach der Erholungsphase waren aber nach Auswertung der Daten mit dem Student’s t-Test
statistisch nicht signifikant.
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Abb. 27 Ermidung der Mm. solei der C57B1/10Sc/J

Dargestellt ist der Kraftverlust der Tetani Gber die Zeit, wobei nur jeder 10. Tetanus aller im Verlauf der
Messung registrierten Tetani abgebildet ist. Zur Induktion der Ermiidung wurden die Mm. solei (n=14)
wiederholt alle 2 s mit tetanischen Kontraktionen, die durch Stimuli einer Frequenz von 50 Hz und 500
ms Dauer ausgeldst wurden, fiir insgesamt 400 s belastet. Die Maximalkrafte sind normalisiert und in
Prozent, bezogen auf die Maximalkraft des Initialtetanus, angegeben. Der Kraftabfall nach der
Erholungsphase erfolgte tendentiell etwas vorzeitiger, dieser Unterschied war statistisch nicht
signifikant.
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3.5.2 Ermidung des M. soleus der Wildtypmaus C57BI/10Sc/J vor und nach Applikation des
TRPV4-Aktivators 4a-PDD

Im Gegensatz zu den im vorherigen Abschnitt beschriebenen Beobachtungen waren die
tetanischen Kraftverluste im Rahmen der Fatigue-Testungen von neun Mm. solei der
C57BI/10Sc/J  unter  Einwirkung des TRPV4-Aktivators 40-PDD  wahrend  des
Sekundérprotokolls weniger stark ausgepragt (Abb. 28).

Beispielsweise war, wenn der 200-Sekunden-Kraftwert betrachtet wurde, der Kraftverlust
wahrend des zweiten Messprotokolls um 13 % geringer als derjenige, der wahrend des
Initialprotokolls dokumentiert wurde.

Diese Positivbeeinflussung der Muskelermiidung durch 4a-PDD zeigte sich friihzeitig wahrend
der Messungen in einer eher subtilen Weise, allerdings war der Effekt spéter, im letzten Drittel
der Gesamtzeit, besonders deutlich ausgepragt. Die Kraftverlust-Unterschiede waren nach

Auswertung mit dem Student’s t-Test statistisch signifikant.
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Abb. 28 Effekt des TRPV4-Aktivators 40-PDD auf die Muskelermiidung

Dargestellt sind die Kraftverluste der Mm. solei (n=9) der C57BI/10Sc/J wahrend der
Ermidungsbelastung durch repetitive Stimuli. Zur Induktion der Muskelermiidung wurden die Mm.
solei wiederholt alle 2 s mit tetanischen Kontraktionen, die durch Stimuli einer Frequenz von 50 Hz und
500 ms Dauer ausgeldst wurden, fir insgesamt 400 s belastet.

Abgebildet sind die Maximalamplituden jedes zehnten Tetanus (ber die Gesamtzeit. Der Kraftabfall vor
sowie nach der Erholungsphase ist deutlich zu erkennen, allerdings ist der Kraftverlust nach dem
Erholungsintervall und unter Einwirkung von 4a-PDD deutlich schwéacher ausgepréagt. Innerhalb der
ersten 40 Sekunden sind die Kraftverluste auf einem &hnlichen Niveau. Ab der 45. Sekunde, der
Schnittpunkt der beiden Graphen kennzeichnet den Beginn, kommt es bei den Tetani, die wéahrend des
Sekundérprotokolls unter dem Einfluss von 4a-PDD registriert wurden, zu einem deutlich geringeren
Kraftverlust. Dieser Unterschied ist anfangs subtil, aber spater, vor allem im letzten Drittel der
Gesamtzeit, am eindriicklichsten. Bei 200 Sekunden betragt der Kraftverlustunterschied bereits 13 %.

Nach Auswertung der Daten mit dem Student’s t-Test ist dieser Unterschied statistisch signifikant (*).
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3.5.3 Ermidung des M. soleus der TRPV4 defizienten Maus vor und nach Applikation des
TRPV4-Aktivators 4a-PDD

Die Kraftminderungen der Mm. solei (n=10) der TRPV4™ wahrend der Ermiidungsbelastungen
waren mit denen, die in Abschnitt 3.5.1 beschriebenen wurden, vergleichbar. Die Applikation
von 4a-PDD hatte keinen positiven Effekt auf die Muskelermudung. Die Kraftverluste der
Tetani des Sekundarprotokolls waren denen des Initialmessprotokolls &hnlich. Ausnahmen
davon machten die Kraftverlustunterschiede des Initial- und Sekundérprotokolls im mittleren
Bereich der Ermidung, denn dort, bei etwa 100 und 180 Sekunden, waren die
Amplitudenverluste wahrend des initialen Messprotokolls sogar tendenziell, wenn auch diskret,
ausgeprégter als die des Sekundéarprotokolls (Abb. 29).
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Abb. 29 Ermiidung der Mm. solei der TRPV4"

Dargestellt ist der Kréfteverlust der tetanischen Kontraktionen, die durch repetitive Stimuli einer
Frequenz von 50 Hz und 500 ms Dauer ausgel6st wurden. Die Mm. solei (n=10) der TRPV4" wurden
tber eine Zeit von 250 s alle 2 s mit den genannten tetanischen Stimulationen belastet. Abgebildet ist
jeder 10. Tetanus aller Uber den Zeitraum von 240 s registrierten Tetani. Die Amplituden wurden
normalisiert und als prozentuale Werte, bezogen auf die Maximalkraft des Initialtetanus, angegeben.
Trotz Applikation des TRPV4-Aktivators 4a-PDD in einer Konzentration von 1puM waren die
Kraftverluste des Sekundarprotokolls nach der Erholung in etwa &hnlich der des Initialprotokolls vor der

Erholungsphase. Eine Positivbeeinflussung der Muskelermiidung wurde nicht beobachtet.
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3.54 Ermidung des M. soleus der C57Bl/6 (,,Black Six*) 30 Minuten vor und nach
Applikation des TRPV4-Aktivators 40-PDD

Waéhrend bei den Messungen mit den Mm. solei der Knockouttiere keine Positivbeeinflussung
der Kraftminderung im Rahmen der Muskelermldung verzeichnet werden konnte, so stellte
sich dieser Aspekt hingegen bei Testungen von neun Soleusmuskeln des zugrundeliegenden
Basisstammes C57BI/6-Wildtyp anders dar. Hier konnte beobachtet werden, dass die
Kraftverluste nach Applikation des TRPV4-Aktivators 4a-PDD im Sekundérprotokoll geringer
waren. Der Unterschied, der nach etwa 200 Sekunden sehr augenscheinlich wird, war nach

Auswertung aller Daten mit dem Student’s t-Test statistisch signifikant (Abb. 30).
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Abb. 30 Muskelermidung der Mm. solei der C57BI/6 Wildtypmaus

Zeigt die Kraftverluste wéhrend der repetitiven tetanischen Kontraktionen der Mm. solei (n=9) der
C57BI/6 Wildtypmaus, die durch Stimuli einer Frequenz von 50 Hz und einer Dauer von jeweils 500 ms
generiert wurden. Es ist jeder 10. Tetanus bis zum Zeitpunkt 240 Sekunden abgebildet. Auffallend ist
eine Uberkreuzung der Graphen bei ca. 140 Sekunden. Ab diesem Zeitpunkt féllt der Kraftverlust im
Rahmen des Sekundarprotolls deutlich geringer aus. Dieser Unterschied ist nach statistischer

Auswertung mit dem gepaarten Student’s t-Test statistisch signifikant (*).
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3.6 Zeitdauer bis zum Eintritt der Muskelermtdung

Die In-vitro-Ermudung des Muskels ist ein VVorgang, der kontinuierlich von statten geht. Ein
exakter Zeitpunkt, wann der Muskel physiologisch ,,ermiidet ist, kann nur theoretisch bestimmt
werden. Zum Zwecke der auswertenden Betrachtungen kann zur Simplifizierung der Zeitwert,
bei dem die Maximalkréafte der Tetani erstmalig unterhalb der halben Maximalkraft des
Initialtetanus liegen, herangezogen werden. Diese Zeit, auch als Ermidungszeit bekannt, war
Gegenstand der in den folgenden Abschnitten beschriebenen Beobachtungen. Neben der reinen
Deskription der Kraftabnahmen wahrend der Fatigue-Experimente, sind die Ermidungszeiten

hervorragende Parameter um das Ermidungsverhalten eines Muskels zu beurteilen.

3.6.1 Ermidungszeit des M. soleus der Wildtypmaus C57BI/10Sc/J

Die Ermidungszeiten, insbesondere vor und nach der Erholungsphase, waren zum Teil sehr
verschieden. Vor dem Erholungsintervall waren die von den Mm. solei (n=14) der
C57BI/10Sc/) durch Tetani generierten Kréfte erst nach durchschnittlich 193,92 + 7,43
Sekunden halb so groR, wie die Maximalkraft des abhangigen Initialtetanus. Hingegen lag die
mittlere Ermidungszeit nach der Erholungsphase bei 153,28 + 8,74 s. Dieser eindeutige
Unterschied von 20,95 % war nach Auswertung mit dem Student’s t-Test statistisch signifikant
(Abb. 30).

Die Muskelermidung erfolgte, wie bereits im Abschnitt 3.5.1 anhand der Kraftverluste
angedeutet wurden, nach der relativ kurzen Erholungszeit wesentlich rapider. Daher wurde
angenommen, dass die Zeitintervalle, die der Muskel zur vollen Regeneration benétigt, deutlich
groRer sein missten. Trotz dieser Annahme wurde von einer Variation der Zeitdauer der
Erholungsphasen abgesehen, wodurch keine Aussage uber maogliche Aquivalenzen der

Ermidungszeiten bei Gewéhrleistung langerer Ruheintervalle getroffen werden konnte.
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Abb. 31 Ermidungszeiten der Mm. solei im VVorher-Nachher-Vergleich

Dargestellt sind die mittleren Ermudungszeiten, wahrendessen die tetanisch generierten Krafte im
Fatigue-Experiment den halomaximalen Wert des Ausgangstetanus annehmen. Die Mm. solei (n=14) der
C57BI1/10Sc/J ermiideten nach der Erholungsphase, wahrend des Sekundérprotokolls, deutlich schneller.
Dieser Unterschied von mehr als 20 % war nach Auswertung aller Zeitwerte mit dem Student’s t-Test

bei einem ermittelten p-Wert von 0,0059 statistisch signifikant (*).

3.6.2 Zeitdauer bis zur Ermidung des M. soleus bei der Wildtypmaus C57BI/10Sc/J vor und
nach Applikation des TRPV4-Aktivators 4a-PDD

Vor der Erholungsphase wurden im Mittel Ermiidungzeiten von 159,45 + 8,48 Sekunden
gemessen. Nach dem Erholungsintervall lagen die registrierten Ermidungszeiten bei 205,78 +
18,81 Sekunden (Abb. 31). Damit bestand ein Zeitunterschied von 22,51 Prozent, der im
Rahmen der statistischen Analyse mit dem Student’s t-Test bei einem p-Wert von 0,0039
statistisch signifikant gewesen ist. Folglich wurde angenommen, dass die Aktivierung der
TRPV4-Kationenkandle durch 4a-PDD bewirken konnte, dass die Muskelermidung durch
deren Involvierung langsamer erfolgt. Die Uberlegungen, welche Mechanismen diesem Effekt
zugrunden liegen konnten, sind unter anderem Gegenstand des Diskussionsteils dieser

Inauguraldissertation.
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Abb. 32 Effekt von 1uM 4a-PDD auf die Ermudungszeiten der Mm. solei

Dargestellt sind die durchschnittlich gemessenen Ermiidungszeiten sowohl mit als auch ohne den
Einfluss von 40-PDD. Die Mm. solei(n=9) ermUdeten vor der Erholungsphase schneller, wohingegen sie
nach dem Erholungsintervall sowie dem Einfluss von 4a-PDD zeitlich spéter die halbe Maximalkraft des
Initialtetanus erreicht hatten. Es ergab sich im Vergleich ein Ermidungszeit-Unterschied von 22,51
Prozent, der im Rahmen der statistischen Analyse mit dem Student’s t-Test bei einem p-Wert von 0,0039

statistisch signifikant gewesen ist (*).

3.6.3 Ermiidungszeit des M. soleus der TRPV4-defizienten Maus vor und nach Applikation
des TRPV4-Aktivators 4a-PDD

Die Ermidungszeiten der Mm. solei (n=10) der TRPV4-defizienten Mause waren vor und nach
der Erholungsphase von geringradig verschiedener Dauer (Abb. 32). Wahrend des initialen
Messprotokolls erschopften sich die tetanischen Kréfte nach durchschnittlich 166 + 9,96
Sekunden auf die Hélfte der Maximalkraft des Ausgangstetanus. Trotz der Applikation von
1uM 4a-PDD ermuiideten die Mm. solei wéhrend des Sekundérprotokolls etwas schneller, wenn
auch in geringerer Auspragung, als die in Abschnitt 3.6.1 dargestellten Muskelermiidungen. Die
ermittelten Ermidungszeiten lagen im Mittel bei 156,30 + 13,13 Sekunden. Der Unterschied

von 5,84 % war statistisch nicht signifikant.
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Abb. 33 Mittlere Ermiidungszeiten der Mm. solei der TRPV4™

Dargestellt sind die durchschnittlich gemessenen Ermuidungszeiten der Mm. solei (n=10) der TRPV4
defizienten Mé&use. Die Zeiten waren vor und nach Applikation von 1uM 4a-PDD von geringgradig
verschiedener Dauer. Dieser Unterschied von 5,84 % war unter Verwendung des Wilcoxon
Rangsummentests statistisch nicht signifikant.
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Genprodukte der Transient-Rezeptor-Potential-Proteinfamilie, das ist heute unstrittig, sind an
der Aufrechterhaltung vieler Funktionen eukaryotischer Zellen beteiligt[37,38]. Ist die TRP-
Genexpression gestort, resultieren verschiedenste Krankheiten[60,69,108]. Es motiviert daher in
besonderem Mal3e, die Funktionen der TRP-Proteine zu verstehen.

Die Frage, welche Funktionen TRP-Genprodukte im Detail erflllen, ist seit mehreren Jahren
Forschungsgegenstand. Anhand diverser Publikationen konnen den sieben TRP-Subfamilien
inzwischen mannigfaltige zellulare Funktionen zugeordnet werden[109-114]. Wie einflihrend
angedeutet, ist aber die Datenlage beziiglich einer mdglichen Rolle der TRP-lonenkanéle im
Rahmen der Skelettmuskelphysiologie derzeit noch relativ durftig.

Die belgisch-schweizerische Gruppe um Nadége Zanou und Philippe Gailly prasentierten im
Oktober 2009 einige Hinweise[99] zur moglichen Involvierung kanonischer TRPC1 in die
Skelettmuskelphysiologie.

Bevor Untersuchungen zur Funktionalitat bestimmter Strukturen, wie zum Beispiel der TRP-
Proteine, Uberhaupt initiiert werden sollten, musste zun&chst deren Existenz innerhalb
bestimmter Kompartimente oder sogar der Plasmamembran nachgewiesen werden. Zur
Beantwortung der Frage, ob TRPV4-lonenkandle im quergestreiften Myozyten funktional sein
konnten, verlangt es daher im Vorfeld den Nachweis, dass TRPV4-lonenkandle im
Skelettmyozyten exprimiert werden. Krlger et al konnten zeigen, dass TRPV4 unter anderem
auch im M. tibialis anterior der Maus existent sind[115]. In unserer Publikation vom Herbst
2010 konnten wir daruberhinaus nicht nur die Existenz von TRPV4 im M. soleus der Maus
konstatieren[71], sondern zusatzlich mithilfe von Quenchexperimenten zeigen, dass TRPV4
sogar im Sarkolemm vorhanden und dort als calciumleitender lonenkanal funktionsféhig ist.
Folglich sind die strukturellen Voraussetzungen fiir die angenommene Involvierung der
TRPV4-lonenkandle in die Physiologie der quergestreiften Mausmyozyten gegeben.

Um uns der Beantwortung der Frage, ob TRPV4-lonenkandle im Rahmen der
Skelettmuskelphysiologie tatsachlich eine Rolle spielen, zu né&hern, haben wir die in den
vorherigen Kapiteln beschriebenen muskelphysiologischen Experimente durchgefihrt.

Wir bedienten uns dreier Mausmodelle, der C57BI/10Sc/J und der C57BI/6 sowie der TRPV4-
defizienten Maus TRPV4™”. Als Testmuskel wahlten wir den M. soleus, einen langsam
ermudenden Typ | Muskel, aus. Um die Aktivitdt und die Offenwahrscheinlichkeit der

lonenkanédle zu beeinflussen, verwendeten wir den selektiven TRPV4-Aktivator 40-PDD. Die
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Resultate, die wir dabei erzielten, deuten daraufhin, dass TRPV4-lonenkandle in die

Physiologie der quergestreiften Myozyten involviert sind.

Um zu untersuchen, ob TRPV4-Kanéle bereits die Kraftentwicklungen, die wahrend der
Muskeleinzelzuckungen gemessen wurden, beeinflussen konnten, verglichen wir die
registrierten Maximalkrafte, die der M. soleus vor und nach einer zwanzigminitigen
Erholungsphase generieren konnte. Im Vorher-Nachher-Vergleich war zu beobachten, dass der
Muskel im Rahmen der initialen Testungen eine groRere Kraft produzieren konnte als im
Folgeprotokoll (Abb. 15). Dieses Kraftdefizit konnten wir nicht beobachten, wenn der Muskel
wahrend der Erholungszeit zusatzlich mit dem TRPV4-Aktivator 40-PDD behandelt wurde
(Abb. 16). Die Stimulation der TRPV4-lonenkandle durch Phorbolester hatte zum Ausgleich
des Kraftdefizites beigetragen. Es besteht daher der dringende Verdacht, dass diese
Kompensation, wenn auch in geringem Ausmal}, auf die gesteigerte Aktivitat der TRPV4-
lonenkanéle zurlckzufuhren ist. Das Ausbleiben dieser Kompensation im Rahmen der
Testungen mit den Mm. solei der TRPV4-defizienten Maus, trotz Applikation von 40-PDD,
stlitzt diesen Verdacht zusatzlich (Abb. 18). Ob eine Verlangerung der genannten Erholungszeit
einen ahnlichen Effekt hatte und, womdglich ebenfalls zu einem Ausgleich des
Maximalkraftdefizites beitragen konnte, bleibt Spekulation, denn eine Variation des
Erholungszeitintervalles war fur unsere Protokolle nicht vorgesehen. Dieser Aspekt, ob das
zwanzigminitige Ruheintervall demzufolge im Sinne einer vollstandigen myozytaren Erholung
insuffizient sei, kdnnte im Rahmen weiterfihrender Untersuchungen von Bedeutung sein.

Die Frage, welche myozytdren Mechanismen fiir den beobachteten Kraftausgleich
verantwortlich sind, ist besonders interessant. Wahrscheinlich spielt beim Zustandekommen
unter anderem das Calcium, ein second messenger lon, dabei eine urséchliche Rolle, denn eine
conditio sine qua non ist, dass fur jede Muskelkontraktion und auch Kraftsteigerung ein Anstieg
der myoplasmatischen Calciumkonzentration unabdingbar ist. Die Untersuchungen von
Launikus und Kollegen haben gezeigt[116], dass wahrend einer Singulérzuckung hdchstens 10
Prozent des maximal aus dem SR mobilisierbaren Calciumionenanteils freigesetzt werden. Dies
deutet an, das lediglich wenige Calciumionen erforderlich wéren um das beschriebene
Kraftdefizit zu kompensieren, vorausgesetzt, dass sich diese Kompensation tatsachlich auf eine
quantitative Erhohung sarkoplasmatischer Calciumionen griindet.

Da die TRPV4-Kanéle Calcium Uber das Sarkolemm in das Sarkoplasma leiten[71], ware es
hypothetisch denkbar, dass dadurch der basale Calciumeinstrom quantitativ so modifiziert wird,
dass die additiven Calciumionen gerade zu der beobachteten Kraftkompensation fiihren. Somit
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wirde die Aktivierung von TRPV4 direkt eine Kraftsteigerung wahrend einer
Singuldrkontraktion bewirken.

Andererseits konnte das Phanomen der calciuminduzierten Calciumfreisetzung[117], das im
Kontraktionsgeschehen der Kardiomyozyten relevant ist, der beobachteten Kompensation
zugrunde liegen. Womdglich wére dabei die Anhebung der sarkoplasmatischen
Calciumkonzentration, hervorgerufen durch Uber aktivierte TRPV4-lonenkanéle einstromende
Calciumionen, der entscheidende Trigger, der zu einer gesteigerten Calciumfreisetzung aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum flihren kénnte, was in der Folge eine Kraftsteigerung und damit
die beobachtete Kompensation bewirken kénnte.

Letztlich aber haben beide Uberlegungen nur spekulativen Charakter, die tatsichlichen,
zugrundeliegenden Mechanismen bleiben vorerst elusiv.

Es gibt aktuelle Hinweise, dass die Calciumionen wahrend der muskuldren Einzelzuckung
weder speicheradaptiert (auch Store-operated-Calcium-Entry oder kurz SOCE genannt) noch
exzitationsgekoppelt (Excitation-Contraction-Coupling-Entry oder kurz ECCE) Uber das
Sarkolemm in die Myozyten einstromen[118]. Sofern diese Annahmen von Lyfenko und
Kollegen richtig sind, waére aufgrund unserer Resultate, namlich, dass die
Einzelzuckungsmaximalkrafte durch TRPV4-lonenkanale beeinflussbar sind, zu vermuten, dass
neben den kanonischen TRP-Kandlen auch TRPV4-Kandle nicht mit SOCE assoziiert sind.
Uber dieses Problem, ob Vertreter der Transient-Rezeptor-Potential-Proteinfamilie in die

SOCE-Prozesse involviert sind, herrscht aktuell aber noch groRe Uneinigkeit[119].

Die Erfassung bestimmter zeitlicher Parameter, wie Kontraktionszeiten (TTP) oder
Relaxationszeiten (HRT) einer muskuléren Einzelzuckung, dienen der anschlieRenden
Beurteilung der myozytaren Kontraktions- und Relaxationskinetik. Daher analysierten und
verglichen wir die wahrend der Singul@rkontraktion ermittelten TTP- und HRT-Werte. Die
Analyse der TTP sowie der HRT hatte ergeben, dass weder unter Normalkonditionen (Abb. 19)
noch nach Applikation der Testsubstanz 40-PDD (Abb. 20) gravierende Alterationen der
Kontraktions- und Relaxationskinetik aufgetreten waren, da die Zeitwerte der verschiedenen
Testungen sehr &hnlich waren. Auch die diesbeziiglichen Daten der TRPV4-defizienten Maus
lieken keine grofRen Unterschiede erkennen.

Neben allgemeinen Modifikationen, wie Temperatur- und pH-Wert-Anderungen, ware eine
Verzdgerung oder Beschleunigung der TTP vor allem durch spezielle Malinahmen, wie der
Beeinflussungen der DHPR, der RYR oder sogar der Determinanten des Querbriickenzykluses
zu erreichen[120-122]. Die Relaxationskinetik wird vor allem durch die SERCA, dem
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Troponin-C-Komplex und  von  sarkoplasmatischen, calciumbindenden  Proteinen
bestimmt[123]. Diese Doménen, die einerseits die Kontraktions- und andererseits die
Relaxationskinetiken beeinflussen, scheinen sich nach unseren Beobachtungen durch TRPV4,

zumindest in direkter Weise, weder inhibieren noch stimulieren zu lassen.

Unsere Untersuchungen zur Beeinflussung der Maximalkraft im Rahmen tetanischer
Kontraktionen haben gezeigt, dass die Aktivierung von TRPV4 durch 4a-PDD eine
Maximalkraftsteigerung bewirkt. Unsere Resultate sprechen dafur, dass die Mm. solei imstande
sind wahrend der tetanischen Kontraktionen vor und nach der Erholungsphase &hnlich grofe
Kréfte aufzubringen. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Mm. solei trotz der
Ermudungsbelastung, die wahrend des Initialprotokolls stattgefunden hatte, im Rahmen der
Erholungsphase vollstdndig regenerieren und die zuvor erbrachten Leistungen reproduzieren
konnten. Wie sich spater herausstellte, wurde der M. soleus der C57BI/10Sc/J durch
Einwirkung des TRPV4-Aktivators 4a-PDD sogar in die Lage versetzt, die Maximalkraft
wahrend des Sekundarprotokolls bei einer Stimulationsfrequenz von 120 Hz um etwa 11,54 %
zu steigern. Diese Beobachtungen konnten wir vorrangig bei Stimulationsfrequenzen um 120
Hertz machen (Abb. 24). Eine tendentielle Steigerung der Tetanusmaximalkréfte bei
Stimulationsfrequenzen um 10 und 50 Hertz war zu erkennen, aber bei neun getesteten Muskeln
war der Vorher-Nachher-Unterschied nur marginal. Indessen lieBen sich die
Tetanusmaximalkrafte  der Mm. solei der TRPVA4-defizienten  Maduse  trotz
Phorbolesterapplikation nicht steigern (Abb. 25), was auf das intrasarkolemmale Fehlen der
TRPV4-Proteine riickgefuhrt werden kann.

Wodurch diese Kraftsteigerungen hervorgerufen werden und, warum sie lediglich bei héheren
Stimulationsfrequenzen deutlich werden, ist letztlich unklar. Vermutlich ist der zusatzliche
Calciumioneneinstrom  durch  sarkolemmale TRPV4-lonenkandle ursachlich.  Dieser
Calciumeinstrom konnte die Kraftsteigerungen in direkter Weise oder aber (ber den oben
beschriebenen calciuminduzierten Calciumeinstrom bewirken.

Eine ganz andere Uberlegung, die eher spekulativer Natur ist, hat mit einem der letzten
Mysterien der Muskelforschung zu tun, dem Phanomen der residuellen Kraftsteigerung
(Residual Force Enhancement), das vor allem im Rahmen von exzentrischen Kontraktionen
beobachtet werden kann und von Abbott und Aubert im Jahr 1952 erstmalig beschrieben
wurde[124]. Dabei kann durch Muskeldehnung, die simultan zur tetanischen Kontraktion
ausgelost wird, eine Maximalkraftsteigerung erzielt werden[9,10,103]. Die zugrunde liegenden
Mechanismen, die zu der Kraftsteigerung fuhren, werden seit Jahren untersucht. Derzeit
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kommen drei Theorien als Erklarungen in Frage: 1.) Die Theorie der Sarkomerinhomogenitat.
2.) Die Annahme, dass spezielle, passiv-mechanische myozytdre Elemente, wie das
Titinprotein, verantwortlich sind und 3.) die Vermutung, dass die Kraftsteigerung aufgrund
intrinsischer Querbriickeneigenschaften in Erscheinung tritt.

Was aber konnten TRPV4-lonenkanédle damit zu tun haben? Es existieren aktuell diverse
Hinweise, dass TRPV4-lonenkandle unter anderem auch durch Dehnung aktiviert werden
konnen[46,125]. So wére es durchaus denkbar, dass im Verlauf der exzentrischen Kontraktion,
sarkolemmale TRPV4-Kanéle direkt oder indirekt durch mechanische Dehnung aktiviert
werden und folglich einen Teil der residuellen Kraftsteigerung mitbedingen. Die
Maximalkraftsteigerung, die wir nach Aktivierung der TRPV4 durch 4a-PDD bei den 120 Hertz
Tetani beobachtet hatten, konnte dann stattdessen durch die Dehnung wahrend der
exzentrischen Kontraktion induziert werden. Diese Uberlegungen sind theoretischer Art, aber
konnten fir weiterfllhrende Untersuchungen entscheidend sein. Es ware beispielsweise
interessant, ob die residuelle Kraftsteigerung bei tetanischen Kraftmessungen mit Muskeln von
TRPV4-defizienten Mausen beobachtet werden konnte. Wirde dabei eine schwéchere
Auspragung der residuellen Kraftsteigerung registriert werden, so wirde diese Beobachtung den
Verdacht, dass TRPV4-lonenkanéle fir dieses Phdnomen mitverantwortlich sind, erharten.
Nach unseren Recherchen, sind solche Untersuchungen bislang jedoch noch nicht durchgefiihrt

worden.

Mit grofRem Interesse haben wir die Ermidungserscheinungen des M. soleus untersucht. Ein
durch wiederholte tetanische Kontraktionen belasteter Muskel ist unfahig, seine Performance
konstant zu halten. Dabei bestimmen im Wesentlichen drei Parameter die Muskelperformance,
namlich 1.) die progrediente Reduktion der Maximalkraftentwicklung, 2.) die sinkenden
Verkirzungsgeschwindigkeiten und 3.) die verzOgerte Relaxationszeit der tetanischen
Kontraktionen[126]. Allerdings sind die muskuldren In-vitro-Ermidungserscheinungen Kkritisch
zu betrachten, da, wie im Methodikteil begriindet wurde, eine Vielzahl von methodisch
bedingten, unginstigen Faktoren hochstwahrscheinlich auch zur Fatigue beitragen. Es gibt
allerdings Hinweise auf unzahlige metabolische Verénderungen, die wahrend der myozytéren
Ermidung stattfinden und die Fatigue begtinstigen[126]. Eine zentrale Rolle kdnnten einerseits
die Calciumionen und andererseits das anorganische Phosphat, das nach Zerfall des
Kreatinphosphates entsteht und im Sarkoplasma akkumuliert, einnehmen[126]. Der Uberschuss
an anorganischem Phosphat, so hatten Fryer und Kollegen urspriinglich angenommen[127],
fihrt zu einer massiven Diffusion in die Kompartimente des SR, dem Calciumspeicher der
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Myozyten, wo es unléslich als Calciumphosphat prezipitiert, wodurch die Calciumfreisetzung
aus dem SR erheblich blockiert wird. Dieser, die Fatigue begunstigende, Effekt tritt
vordergriindig zum Ende des Ermudungsprozesses auf, beziehungsweise wird dann besonders
wirksam[30,105]. Westerblad, Allen und Mitarbeiter berichteten[30,128,129] tber Faktoren, die
dem Ermidungsprozess entgegenwirken konnen und die Auspragung, insbesondere des
Kraftabfalles tber die Zeit, wéhrend der Muskelermidung abmildern. Zu diesen Faktoren
zdhlen der myozytare Hydrops, der durch verstarkte Hydrierung hervorgerufen wird, die
progrediente Verzdgerung der muskuléren Relaxationszeiten und schlielflich die Aktivierungen
der Myosinleichtkettenkinase einerseits und des Calmodulinkomplexes andererseits durch
Calciumionen, die zu einer Maximalkraftpotentierung fuhren knnen[130-133].

Bei unseren Messungen konzentrierten wir uns hauptsachlich auf den progredienten
Maximalkraftverlust (ber den gesamten Verlauf der Muskelermiidung, wobei wir beobachten
konnten, dass die muskuldren Ermidungserscheinungen wahrend des Sekundérprotokolls im
Vergleich zum Initialprotokoll deutlich starker ausgeprégt waren (Abb. 27). Bei Betrachtung
der dazugehérenden Ermudungszeiten (Time to Fatigue), die vor und nach der Erholungsphase
registriert wurden, stellte sich dieser Unterschied, der nach statistischer Analyse unter
Anwendung des Student’s t-Testes signifikant war, als besonders eindriicklich dar (Abb. 30).
Indessen kam es nach Applikation des TRPV4-Aktivators 4a-PDD zu einer Inversion dieser
Beobachtungen, denn die unter Wirkung des Phorbolesters erfassten tetanischen
Kraftentwicklungen wiesen einen geringeren Maximalkraftverlust auf und zeigten im Vorher-
Nachher-Vergleich einen deutlich milderen, muskuldren Ermuidungsverlauf (Abb 28). Die
Ermudungszeiten dieser Messungen waren sogar deutlich l&anger als unter Normalkonditionen
wahrend des Initialprotokolls und stellten den Unterschied, der ebenfalls statistisch signifikant
war, zusatzlich klar heraus (Abb. 31).

Im Rahmen unserer Ermidungsuntersuchungen war also festzustellen, dass bei Involvierung
von TRPV4-lonenkanélen die Fatigue deutlich langsamer erfolgte.

Wie oben beschrieben wurde, ist die Auswirkung der Calciumblockade durch anorganisches
Phosphat und der damit verbundene Maximalkraftverlust wéahrend der Ermidung terminal am
grofiten. Werden unter diesem Aspekt unsere Resultate betrachtet, dann ist erkennbar, dass der
TRPV4-Effekt auf die Fatigue vor allem terminal zur Geltung kommt (Abb. 28). Das kdnnte
einerseits bedeuten, dass die additiven Calciumionen, die zur Aufrechterhaltung der
Maximalkraft erforderlich sind, nicht aus dem SR stammen. Andererseits wére zu schlief3en,

dass der basale Calciumioneneinstrom durch TRPV4-lonenkanale derart moduliert wird, sodass
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die sarkoplasmatische Calciumkonzentration steigt und der Muskel damit wieder groRere Kréfte
entwickeln kann.

Die Gruppe um Ducret und Vandebrouck konstatierten eine Art muskulére Kontraktur, die
wahrend ihrer Ermiidungstestungen mit dem M. soleus der Wildtypmaus auftrat. Dabei kam es
sukzessive zu einer unvollstdndigen Relaxation, wobei der Muskel eine gewisse
Grundspannung behielt[134]. Diese Beobachtungen konnten wir im Rahmen unserer
Messungen nicht bestatigen.

Zanou und Kollegen beschrieben rapide Ermudungsvorgéange bei Testungen mit den Mm. solei
der TRPC1 defizienten Maus[99]. Ein derartig schnelles Voranschreiten der Muskelermiidung
konnten wir bei unseren Messungen mit den Mm. solei der TRPV4-defizienten Maus nicht
beobachten (Abb. 29). Allerdings konnte die Applikation von TRPV4-aktivierendem 4a-PDD
das Voranschreiten der Muskelermidung nicht in diesem Ausmall abmildern, wie wir das bei
den Wildtypen C57BI/10Sc/J und C57BI/6 wéhrend des Sekundarprotokolls beobachten
konnten (Abb. 28 und Abb. 30).

Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von TRPV4-lonenkandlen eine
Maximalkraftsteigerung bewirken kann, insbesondere im Falle der tetanischen Kontraktionen
bei hoheren Stimulationsfrequenzen. Daruberhinaus war es moglich, den tetanischen
Kréfteverlust wéhrend der Muskelermidung zu minimieren, wenn TRPV4-Proteine durch
Phorbolester stimuliert worden sind. Insgesamt sprechen daher die hier présentierten Ergebnisse
fur eine muskuldre Funktionalitat und damit die Involvierung der TRPV4 in die Physiologie der

Mausskelettmuskulatur.
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VIIl. Zusammenfassung und Schlussbemerkung

Diejenigen Mechanismen, welche innerhalb der skeletalen Myozyten zur Kontraktion und
Kraftentfaltung fuhren, sind heute, bis auf wenige verbleibende Mysterien, sehr gut verstanden.
In der Hauptsache werden zu den relevanten Membranproteinen, die im Exzitations- und
Kontraktionsgeschenen der Myozyten von Bedeutung sind, der sarkolemmale
Dihydropyridinrezeptor sowie der sarkoplasmatische Ryanodinrezeptor gezéhlt - nicht aber
TRP-lonenkanale. Diese werden hingegen u.a. mit der Sensorik von Geschmack, Temperatur,
Osmolaritat, Nozizeption sowie taktiler Reize in Verbindung gebracht.

TRP-lonenkanéle werden ubiquitar exprimiert. lhre Existenz innerhalb des Sarkolemms von
Myozyten, sowohl vom glatten als auch vom quergestreiften Typus, ist belegt.

Die belgische Gruppe um Nadége Zanou, Georges Shapovalov und Phillip Gailly publizierten
Hinweise, die darauf hindeuten, dass ein spezieller kanonischer TRP-lonenkanal, der TRPC1,
mdoglicherweise eine Rolle im Kontraktionsgeschehen der quergestreiften Myozyten spielt.
Solche Beobachtungen werfen unter anderem die Frage auf, ob es weitere Kandidaten der TRP-
Proteinfamilie gibt, die in die myozytaren Kontraktionsprozesse involviert sind.

Es ist derzeit teilweise geklart, welche Funktionen TRP-lonenkandle der TRPV-Subfamilie
innerhalb glatter Muskelzellen Gibernehmen. Welche Bedeutung Vertreter der TRPV-Subfamilie
fur die quergestreiften Myozyten haben, ist aktuell aber noch nicht hinreichend geklért.

Die vorliegende Dissertation thematisiert die wissenschaftliche Frage nach der funktionellen
Bedeutung von TRPV4-lonenkanalen fiir die Kontraktions- und Ermiidungsvorgange innerhalb
der quergestreiften Muskulatur der Maus.

Um die Frage beantworten zu kénnen, ob TRPV4-Kationenkanale innerhalb der quergestreiften
Myozyten funktional sind, fihrten wir In-vitro-Kraftmessungen mit isolierten Mm. solei der
Wildtypmause C57BI1/10Sc/J und C57BI/6 sowie der TRPV4-defizienten Maus durch. Daruber
hinaus haben wir den Einfluss von 4a-PDD, ein Phorbolesterderivat und selektiver TRPV4-
Aktivator, auf Kontraktions- und Relaxationszeiten, die maximalen Kraftentwicklungen sowie
die Muskelermiidung (Fatigue) untersucht. Im Rahmen unserer Untersuchungen konnten wir
zeigen, dass sich der quergestreifte Muskel (iber eine TRPV4-Stimulation im Hinblick auf seine
Maximalkraftentwicklung und Ermidungserscheinungen positiv beeinflussen l&sst, wohingegen
dabei sowohl die Kontraktions- als auch die Relaxationskinetiken unbeeinflusst blieben.

Unsere Resultate und Beobachtungen stellen somit ein deutliches Pladoyer fir die

Funktionalitat der TRPV4-lonenkandle innerhalb der quergestreiften Myozyten dar.
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