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Einleitung

1. Die Innervation des Kniegelenks

Das Kniegelenk von Katzen und Ratten ist ein etabliertes Modell fir Unter-
suchungen der sensorischen Funktionen artikularer Afferenzen. Seine Inner-
vation obliegt vorwiegend einem medialen artikularen Nerven (MAN) und
einem posterioren artikularen Nerven (PAN) (Gardener, 1944; Skoglund,
1956; Freeman und Wyke, 1967). Die Zusammensetzung dieser Nerven wurde
licht- und elektronenmikroskopisch bei Katzen und Ratten untersucht (Heppel-
mann et al., 1988; Hildebrand et al., 1991). Aufgrund genetischer Manipula-
tionsmoglichkeiten gewann jedoch besonders die Maus zunehmend an experi-
menteller Bedeutung. Pathophysiologische Prozesse wie Arthritis wurden an ihr
untersucht (Khoa et al., 1999; Rintala et al., 1977; Rosloniec et al., 1997).
Uber die Innervation des Kniegelenks der Maus ist aber noch wenig bekannt.
Nach retrograder Markierung mit Fluoro-Gold von Spinalganglien in zwei
Monate alten Mausen wurden 238 = 80 (Mittelwert + Standardabweichung)
Gelenksafferenzen gefunden (Salo und Tatton, 1993).

2. Modalitatsspezifische Transduktion

Form und Funktion: Sensoren, die mechanische Deformationen registrieren,
geben ihre Erregung in Form von Aktionspotentialen an Nervenfasern weiter.
Die Sensoren mit ihrer spezifischen Anatomie und ihren speziellen Afferenzen,
die die Verbindung zum zentralen Nervensystem herstellen, determinieren
unsere Empfindungen und somit unser Weltbild. Zellkoérpergrofie, Nerven-
faserdurchmesser, Nervenleitungsgeschwindigkeit und sensorische Modalitat
eines Neurons korrelieren innerhalb gewisser Grenzen (Fyffe, 1983; Harper
und Lawson, 1985; Lawson und Waddell, 1991; Yaksh und Hammond, 1982).
Messungen der SomagrofRe und der Leitungsgeschwindigkeit der dazugehori-
gen Axone zeigten, dass schnell leitende Spinalganglienneuronen die groften
Zellkorper besitzen, wahrend langsamer leitende kleinere Somata aufweisen
(Harper und Lawson, 1985). Diese Studien lassen vermuten, dass grof3e Spinal-
ganglienneuronen propriozeptive und taktile Informationen tGbermitteln und
kleine Zellkorper fir Temperatur und Schmerz zustéandig sind (Fyffe, 1983;
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Yaksh und Hammond, 1982). Mechanosensitive Zellen sind jedoch bei weitem
noch nicht ausreichend identifiziert. Insbesondere die Mechanismen der Mech-
anotransduktion sind noch weitgehend ungeklart.

Transduktion: Neuere Forschungsergebnisse haben zwar das Verstandnis der
Transduktionsprozesse in verschiedenen sensorischen Neuronen wie z. B.
Photorezeptoren (Benndorf K. et al., 1999), Haarzellen des Gehors (Harada N.
et al., 1994), Geschmacks- (Gilbertson T. A. et al., 2000) und Geruchszellen
(Vogl A. et al., 2000) vertieft. Doch nach wie vor ist unklar, wie die Trans-
duktion in primar somatisch sensorischen Afferenzen vonstatten geht. Ein
besonderes Hindernis bei der Erforschung dieser Prozesse liegt in der extrem
geringen GroRe peripherer sensorischer Nervenendigungen.

3. Das Soma als adaquates Modell der Nervenendigungen

Zellkérper: Da viele Membranrezeptoren auch in den Membranen der
Zellkorper exprimiert werden, wurden Untersuchungen an den Somata anstel-
le der schwer zuganglichen Nervenendigungen vorgenommen. So dienten
Spinalganglienneuronen der Erforschung peripherer Nozizeption (Burgess et
al., 1989; Kano et al., 1994; Mc Guirk et al., 1989 und 1992). Doch auch in
diesem Zusammenhang ist wenig tber mechanische Transduktion bekannt.
Mechanosensible Kandle: Durch Veranderung des extrazellularen osmotischen
Druckes konnen schnelle Schwankungen des Zellvolumens bewirkt werden.
Aus einer Zunahme des Volumens einer Zelle in hypotonem Medium resultiert
zwangslaufig eine Dehnung der Membran. Mechanische Stimulierung sorgt in
einer Vielzahl von Zellen fir einen Anstieg der intrazellularen Kalzium-Kon-
zentration (=[Ca*]i): In nicht wenigen Zellen ist hypoosmotische Schwellung
mit einer Erhéhung der [Ca*']z verbunden (Oike et al., 1994; Chen et al., 1996;
Altamirano et al., 1998). Einen @hnlichen Anstieg vermerkten Harada et al.
(1994) in kochlearen Haarzellen.

In Barorezeptorneuronen der Aorta fihrt die Dehnung der Zellmembran tber
Gadolinium-sensible Kanale zu einer Erhdhung der intrazellularen Kalzium-
Konzentration (Cunningham et al., 1995; Sullivan et al., 1997).

In einer anderen Studie an Barorezeptoren wurde epithelialen Natrium-Kana-
len eine bedeutende Rolle fir die Mechanotransduktion beigemessen (Drum-
mond et al., 1998).
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Ein mechanotransduktorischer Kanal ist erst vor kurzem in Drosophila geklont
worden; dieser Kanal scheint bei Invertebraten spezifisch in mechanosensori-
schen Neuronen exprimiert zu werden (Walker et al., 2000).
Spinalganglienzellen: An Spinalganglienneuronen wurden mechanosensitive
Chloridkanale gefunden (Imai et al., 2000). Hier spielen verschiedene deh-
nungsaktivierte Kanéle eine Rolle (Garcia-Aioveros und Corey, 1997).

Gotho und Takahashi (1999, 2000) kamen in Studien an Spinalganglien-
neuronen von Ratten zu dem Schluss, dass mechanische Stimulierung Uber
mechanosensitive Kalziumkanale zu einer Erhdhung der [Ca*]. fuhrt. FUr der-
artige Veranderungen der [Ca*]. machten McCarter et al. (1999) die Offnung
von dehnungsaktivierten Kanalen im Zellsoma verantwortlich.
Trigeminalganglienzellen: Viana et al. (2001) teilten Trigeminalganglienneuro-
nen entsprechend dem Zeitverlauf der Kalzium-Reaktion bei hypotoner
Stimulierung in drei Gruppen auf; es wurden nicht reagierende Zellen von sol-
chen unterschieden, die entweder schnell und mit hoher Amplitude oder lang-
sam und mit niedriger Amplitude antworteten. Wahrend der Reizung wurden
eine Erh6hung der Leitfahigkeit und eine Depolarisation festgestellt.

4. Die Strategie

Innovation: In den funktionellen Experimenten der vorliegenden Arbeit wur-
den zum ersten Mal identifizierte Kniegelenksafferenzen zur Erforschung von
Veranderungen der intrazellularen Kalzium-Konzentrationen wahrend mecha-
nischer Reizung verwendet.

Histologie: Der Form, als Vorraussetzung der Funktion, wurde ebenfalls grofRe
Aufmerksamkeit gewidmet: Um eine detaillierte morphologische Grundlage fir
physiologische Studien an Kniegelenksafferenzen zu schaffen, wurden zunachst
der MAN und der PAN elektronenmikroskopisch untersucht. Neben der
Anzahl der Nervenfasern wurden die Durchmesserverteilung der myelinisierten
und der unmyelinisierten Nervenfasern bestimmt. Die zuvor unbekannte
Innervation des Kniegelenks der Maus wurde beschrieben und die Ergebnisse
wurden mit den von Katzen und Ratten bekannten Daten verglichen. Auch die
Flachen der zugehérigen Somata wurden bestimmt.

Strategie: Schaible und Grubb legten 1993 dar, dall die Hauptsensation des
Gelenks Schmerz (Nozizeption) ist. Im Kniegelenk beschrieben sie tiberwiegend
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hochschwellige Sensoren. Anhand dieser Afferenzen gezielt die der Mechano-
transduktion zugrundeliegenden Prozesse zu untersuchen, ist die Strategie der
vorliegenden Arbeit.

Technik: Mittels retrograder Markierung wurden die Zellkoérper der Knie-
gelenksafferenzen in den Spinalganglien der Mause ausfindig gemacht, um ihre
Grole zu bestimmen und an ihnen funktionelle Versuche durchzuftihren.

Um einen Beitrag zum Verstandnis intrazellularer Mechanismen nozizeptiver
Rezeptoren zu leisten, wurden Kalzium-Antworten (und elektrophysiologische
Daten) auf Zellschwellung in hypotonem Medium analysiert. Zusatzlich wurde
die Polymodalitat der Zellen durch Exposition gegentiber Capsaicin untersucht.

4]



Material und Methoden

1. Untersuchungen der Nervenfasern

Insgesamt wurden sechs Mause (CD 1) im Alter von drei Monaten zur mor-
phologischen Untersuchung der Nervi articulares des Kniegelenks verwendet.
Perfusion: Die tief anasthesierten Tiere wurden Uber den linken Ventrikel mit
warmer, heparinhaltiger Tyrode-Losung (pH 7,4) mit einem Druck von 120
mm Hg perfundiert. 20 Sekunden spater folgte bei einem Druck von 60 bis 120
mm Hg fir etwa 10 Minuten Dauer eine Fixationsldésung, die 6 % Paraform-
aldehyd in 0,1 M Cacodylat-Puffer (pH 7,2) enthielt.

Exzision: Nach der Perfusion wurde ein 2 mm-Segment des PAN entnommen.
Aufgrund seiner geringen Groéf3e lield sich der MAN nicht separat entnehmen.
Stattdessen wurde der gesamte Gewebeblock zwischen dem Nervus saphenus
und dem Kniegelenk unter Mitnahme des MAN und des ihn umgebenden Mus-
kelgewebes exzidiert.

Fixation: Die Nervensegmente und Gewebsblocke wurden Uber Nacht in der
oben genannten Fixationsldsung aufbewahrt und anschlieend in 2 % Osmium
Tetroxid- und 1,5 % Kalium Ferrizyanid-Losung in 0,1 M Cacodylat-Puffer
(pH 7,2) fur eine Stunde nachfixiert (Langford und Coggeshall, 1980). Nach
langsamer Dehydrierung mit 50 % und 70 % Ethanol wurden die Gewebs-
blocke mit 1 % Uranyl-Azetat in 70 % Ethanol eine Stunde lang gefarbt.
Danach wurden sie mittels Ethanol und Propylenoxid weiter dehydriert und
schliefilich in einer Mischung aus Epon 812 und Araldite (1:1) eingebettet.
Elektronenmikroskopie: Das Gewebe wurde mit Hilfe einer Diamantenklinge
an einem Reichert-Ultracut perpendikular zur Léangsachse der Nerven ultra-
dinn geschnitten und auf Formvar-beschichteten Netzchen (Gilder grids, Typ
G200HH) aufbewahrt. Sie wurden mit einem Zeiss-Elektronenmikroskop (EM
902) untersucht. Jeder Nerv wurde bei 3000facher Vergrolierung photogra-
phiert. Die Anzahl der Nervenfasern wurde anhand der Photographien
bestimmt. Ihre Durchmesser wurden aus Querschnittsflachen, die zu Kreisen
konvertiert wurden, errechnet (Karnes et al., 1977).

Validitat: Um die Validitat der Methode sicherzustellen, wurden die verschie-
denen Schritte auch an zwei Ratten durchgefuhrt. Fir Ratten lagen entspre-
chende Daten (Hildebrand et al., 1991) vor, die als Vergleich dienten. Dabei
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ging es um die Frage, ob die Methodik gultige Ergebnisse liefern kann. Als Kri-
terium galt die Reproduktion &hnlicher Daten bei den Ratten.

2. Untersuchungen der Spinalganglien
2.1 Retrograde Markierung von Gelenksafferenzen

Zehn weibliche Mause (OF1 ICO) im Alter von einem Monat mit einem Ge-
wicht zwischen 18 und 25 g wurden zur Untersuchung der Spinalganglien-
somata verwendet.

Anasthesie: Die Tiere wurden mit etwa 0,05ml/ 10g K6rpergewicht eines int-
raperitoneal applizierten Gemisches aus Xylocain und Ketamin (0,15 ml
Xylocain, Astra Zeneca, und 0,21 ml Curamed, Karlsruhe, in 4,64 ml Salz-
I6sung) anasthesiert. Die Tiefe der Narkose wurde mittels eines sicher noxi-
schen Reizes an der Hinterpfote Gberprift.

Farbung: Nach einem kleinen Hautschnitt Gber dem Ligamentum patellae
wurden unter Verwendung einer Hamilton-Spritze drei ul eines fluoreszieren-
den Farbstoffes (zwei mg von entweder 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3",3 -Tetra-
methylin-Docarbocyanin (Dil) oder Fast Blue - Sigma F-5756, Lot 117H0388
- gelost in 100 pl DMSO) durch das Ligament in die Kniekapsel injiziert
(Hanesch und Heppelmann, 1995). AnschlieBend wurden die Hautschnitte per
Naht verschlossen und die noch anéasthesierten Tiere in ihre Kafige zurtickge-
setzt, wo sie nach einiger Zeit erwachten.

2.2 Ganglionektomie

Wirbelsaulenentnahme: Zwei Tage spater wurden die Tiere auf die gleiche
Weise anasthesiert, ein groRRer Hautlappen an Ricken und dorsolateralem
Oberschenkel scharf abprapariert und der Nervus ischiadicus aufgesucht. Der
Nerv wurde bis zu seinem Austritt aus den Foramina intervertebralia zurick-
verfolgt. An-schlieBend wurde die Wirbelsaule bei L1 und S1 durchtrennt und
der dazwischen liegende Abschnitt aus dem Tier en bloc reseziert. Kurz nach
dem Eingriff verstarben die anasthesierten Tiere.

Ganglienentnahme: Die entnommene Wirbelsdule wurde in auf Eis gelagerter
Phosphate Buffer Saline-Losung (PBS, Sigma) gewaschen und dann in
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Dublecco’s modified Eagle’s medium (D-MEM, Sigma) Uberfihrt, um auf gan-
zer Lange in sagittaler Richtung durchtrennt zu werden. In einer sterilen Bank
wurden unter mikroskopischer Kontrolle die Ganglien aus den Foramina inter-
vertebralia entnommen, in dafir bereitgestelltes D-MEM mit 50 pg/ml Genta-
mycin Uberfihrt und mit Pinzette und Federschere von Bindegewebe befreit.

2.3 Zellkultur

Kollagenase: AnschlieRend wurden die Gang-lien in 15 ml F12 Medium (88 ml
F12 + 10 ml hitzeinaktiviertes Pferdeserum + 0,3 ml Amino-sduren 0,5 ml L-
Glutamin + 1 ml Penicillin/ Streptomycin + 100 pl Nervenwachstumsfaktor
(NGF, mouse-7s, Sigma) mit 48,5 mg Kollagenase (260 U/mg) gegeben. Es folg-
te eine Inkubation von 60 Minuten Dauer bei 37 °C, 95 % Sauerstoff und 5 %
Kohlendioxid.

Trypsin: Die Ganglien wurden dann mit D-PBS gewaschen und fir 11 Minuten
in 3 ml Trypsin erneut inkubiert. Daraufhin wurden sie vorsichtig mit einer an
der Flamme geglatteten Pasteurpipette trituriert, bis die Zellverbdnde makro-
skopisch nicht mehr erkennbar waren.

Zentrifuge: Die Suspension wurde auf Percoll (2,092 ml Percoll; 6,914 ml
Aqua a. i.; 0,964 ml PBS 10x) und anschlieBend in 3 ml D-MEM zentrifugiert
(2500 U/min fir je 7 und 10 min).

Inkubation: Das Pellet wurde in 50 pl F12+ Medium mit 100 ng/ml NGF gelost
und in Plastikpetrischalen auf runden Deckglaschen verteilt, die zuvor mit
Poly-L-Lysine (0,01 %, Sigma) beschichtet und in der sterilen Bank getrocknet
wurden. Die Petrischalen wurden inkubiert (37 °C, 95 % Sauerstoff, 5 %
Kohlendioxid). Nachdem sich die Zellen nach 12 Stunden am Boden abgesetzt
hatten, wurden vorsichtig 2 ml F12 Medium mit 100 ng/ml Nerven Wachstums
Faktor hinzugegeben.

Uberprifung: Nach maximal 48 Stunden wurden die Deckglaschen dem
Experimentierstand zugefiihrt. Hier wurden die Deckglaschen mit einem
Skalpell zerbrochen, um die Zellen auf mehrere Versuche verteilen zu kénnen.
Mit Hilfe eines Mikroskops wurden die Neuronen auf ihren Zustand und ihre
etwaige Fluoreszenz hin Uberpruft (Abbildung 1). Dazu wurden den Farb-
stoffen Dil und Fast Blue entsprechend unterschiedliche Filter verwendet.
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Abbildung 1. Links: Photographien von Spinal-
ganglienneuronen in Zellkultur. Rechts: Photo-
graphien der gleichen Bildausschnitte unter UV-
Beleuchtung. Die rot aufleuchtende Zelle wurde
mit dem Farbstoff Dil, die grin aufleuchtende
Zelle mit Fast Blue in vivo retrograd markiert.
Der Farbstoff wurde den Tieren zwei Tage vor
der Ganglionektomie unter Anasthesie in die
Kniegelenkskapseln injiziert.

2.4 Ca**-Imaging

Osmotischer Stimulus: Als hypotoner Stimulus wurden LOsungen verwendet,
deren Osmolalitdt mit einem kryoskopischen Osmometer (Gnotec, Berlin,
Deutschland) bestimmt wurde. Um eine konstante ionale Zusammensetzung zu
gewabhrleisten, wurde ausschlie3lich die Konzentration des D-Mannitols vari-
iert. Das Weglassen von Mannitol fuhrte zu einer osmotischen Reduktion auf 70
% der isotonen L6sung, also von 314 mOsm/kg auf 209 mOsm/kg. Die einzel-
nen Bestandteile sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Perfusion: Die Zellen wurden in der Aufnahmekammer gleichméaRig (2 - 4
ml/min) mit isotoner Losung umspult. Durch die Verwendung eines Hahn-
systems mit mehreren Schlauchen konnte die Perfusion auf eine beliebige Test-
I6sung umgeschaltet werden. Innerhalb von 20 bis 30 Sekunden wurde eine
Losung durch die folgende komplett ausgetauscht.

Fura2: Um die [Ca*]. messen zu konnen, wurden die Zellen auf den Deck-
glaschen mit dem Acetoxymethylester von Fura2 (Fura2-AM, Molecular
Probes, Eugene, USA) beladen. Die Neuronen wurden fur 30 Minuten in
oxygenierter Losung mit Fura2-AM (5 bis 10 uM mit 0,02 % Pluronic acid)
bei 37 °C, 95 % O: und 5 % CO: inkubiert. Im Anschluf®3 wurden die Zellen
vorsichtig mit oxygenierter Salzldsung gewaschen und bis zur Verwendung bei
Raumtemperatur aufbewahrt.

Bildgebung: Teile der Coverslips wurden in einer Kammer, die ein Volumen von
0,5 ml aufwies, plaziert und bei 32 + 2 °C kontinuierlich mit oxygenierter
Losung perfundiert. Die Zellen wurden an einem Mikroskop (Axioskop FS,
Zeiss) durch ein 60 x Wasser-Immersions-Objektiv (Olympus; NA = 0,90)
beobachtet. Die fluorometrischen Messungen wurden durch ein digitales
Bildverarbeitungssystem, eine gekihlte CCD-Kamera (Sensys, Photometrics)
und ein Image Lightning 2000 video imaging board (Axon Instruments, CA,
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Osmolalitat (mOsm/ kg) Isoton (314) Hypoton (314)

(mM) (mM)
NaCl 74,0 74,0
KCI 5,0 5,0
KH:PO: 1,2 1,2
MgSO- 1,3 1,3
CaCl: 2,4 2,4
NaHCO: 26,0 26,0
Glukose 10,0 10,0
D-Mannitol 100,0 0,0

Tabelle 1. Zusammensetzung der beiden verwendeten Lésungen unterschiedlicher Osmolalitat. Lediglich
durch die Zugabe von Mannitol unterschieden sich die Ldsungen.

USA) ermdglicht. Die Darstellung der Bilder wurde durch AIW Software (Axon
Instruments) unterstitzt. Zur Exzitation wurden Wellenlangen von 357 nm
und 380 nm verwendet. Als Lichtquelle diente eine 50 W Quecksilberlampe.
Um eine Ausbleichung zu minimieren, wurde mittels eines neutralen Dichte-
Filters die Intensitat des anregenden Lichts verdndert. Der Verlust an
Fluoreszenz wahrend der Aufnahmen betrug durchschnittlich 3 = 0,3 % pro
Minute (n=24). Die Umschaltung auf beide Wellenlangen wurde durch ein
computergesteuertes Filterrad (Lambda 10-2; Sutter Instruments, CA, USA)
erreicht. Fluoreszierende Emissionen bei Wellenlangen dber 510 nm wurden
registriert. Alle finf Sekunden wurde ein Bild aufgenommen und abgespeichert.
Die Hintergrundsfluoreszenz wurde in einem zellfreien Bereich der Deckglas-
chen gemessen und digital von den zelluldren Fluoreszenzsignalen subtrahiert.
Reizantwort: Als Beginn einer Reizantwort wurde eine Erh6hung der intrazel-
luldren Kalziumkonzentration um 10 % vom Ausgangswert definiert. Dies war
notig, um physiologische Schwankungen der intrazellularen Kalziumkonzen-
tration nicht als Reaktionsbeginn fehlzudeuten.

Flache: Die Flachen der kultivierten Spinalganglienzellen der Mause wurden
ebenfalls bestimmt. Aufnahmen der Neuronen vor jeglicher Reizung und unter
normaler Belichtung dienten der Grof3enbestimmung. Hierzu wurde der Mittel-
wert aus dem jeweils gré3ten und kleinsten gemessenen Zelldurchmesser gebil-
det. Nach der Formel ( x d?/4 wurden die Flachen errechnet.
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2.5 Elektrophysiologie

Es wurden Patch-Pipetten aus Borosilikat-Glas (Clark, UK) mit einem Wider-
stand von 3 bis 8 M verwendet. Die Membranpotentiale wurden unter
Strom-Klemm-Bedingungen mit einem RK300-patch-clamp-Verstarker (Biolo-
gic, Myelan, Frankreich) gemessen. Die Datensammlung wurde mittels der Pro-
gramme pCLAMP 6-8 (Axon Instruments) bewerkstelligt. Die Standard-
pipettenlosung enthielt (in mM): 140 KCI, 10 NaCl, 4 Mg-ATP, 0,4 Na-GTP
und 10 HEPES (300 mOsm/kg, pH 7,3 eingestellt mit KOH). Wich das Ruhe-
potential von -60 mV ab, wurden die Zellen de- oder hyperpolarisiert, bis es
bei etwa -60 mV lag.

2.6 Statistische Absicherung

Die Ergebnisse wurden mittels Student’s t-Test Uberpruft, wobei eine Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p<0,05 als statistisch signifikant angesehen wurde.
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Ergebnisse

1. Aufbau der Gelenknerven

1. 1 Anzahl der Nervenfasern

PAN: Der Nervus tibialis aus dem Nervus ischiadicus gab in der Fossa poplitea
den PAN als einzelnen Ast ab. Dieser war von einem Perineurium umgeben und
enthielt bisweilen ein zentrales Blutgefal? (Abbildung 2). Der Nerv war aus 195
+ 50 groRtenteils unmyelinisierten Nervenfasern (Mittelwert + Standardab-
weichung, Bereich 149 bis 295 Nervenfasern) zusammengesetzt (Tabelle 2).
Der PAN enthielt 92 bis 149 unmyelinisierte (Mittelwert 129) und 48 bis 116
myelinisierte (Mittelwert 66) Nervenfasern (Tabelle 2).

S ADbbildung 2. Elektronenmikroskopische

@ Photographien von quergeschnittenen

M Nerven. Oben: medialer artikularer Nerv
(MAN). Links: posteriorer artikuléarer

Nerv (PAN). Dem Balken entsprechen

10 pum. Es sind myelinisierte und unmyeli-
nisierte Nervenfasern zu erkennen.

MAN: In dem fir die Untersuchung des medialen artikularen Nervens ent-
nommenen Gewebe fanden sich ein bis drei kleinere Aste, die von einem min-
destens zweilagigen Perineurium umgeben waren. Der mediale artikulare Nerv
enthielt 75 + 28 Nervenfasern (Bereich 46 bis 110), die sich aus 63 unmyelini-
sierten (Bereich 37 bis 90) und 12 myelinisierten (Bereich 6 bis 24) Nerven-
fasern zusammensetzten (Tabelle 2).

MAN und PAN: Insgesamt erreichten 270 + 78 Nervenfasern ein Kniegelenk
der Maus Uber den groReren posterioren und den kleineren medialen arti-
kuléren Nerven . 78 + 30 dieser Nervenfasern waren myelinisiert und 192 + 52

waren unmyelinisiert (Tabelle 2).
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MAN PAN Anzahl der Nerven-
(n=8) (n=7) fasern pro Gelenk

unmyelinisierte Nervenfasern 63+24 129+28 192+52

myelinisierte Nervenfasern 12+ 6 66 + 24 78 + 30

Anzahl insgesamt pro Nerv 75+28 195+50 270+78

Tabelle 2. Zusammensetzung des MAN und PAN aus myelinisierten und unmyelinisierten Nervenfasern.
Die Daten stammen von 8 MAN und 7 PAN aus 6 adulten Mausen. Angegeben sind jeweils die
Mittelwerte + Standardabweichung.

1.2 GroRenverteilung der Nervenfasern

Unmyelinisierte Nervenfasern: Der Durchmesser der unmyelinisierten Nerven-
fasern wurde bei 992 Fasern des posterioren artikularen Nervens und 480
Fasern des medialen artikularen Nervens bestimmt. Die unimodale Verteilung
der unmyelinisierten Nervenfasern glich sich bei beiden Nerven (Abbildung 3).
Sie reichte von 0,1 bis 1,2 um mit einem Maximum zwischen 0,3 und 0,6 pm
(Abbildung 3).
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Abbildung 3. Durchmesserverteilung der unmyelinisierten Nervenfasern im PAN (links) und im MAN
(rechts). Die verwendeten Daten stammen von 480 (MAN) und 992 (PAN) Nervenfasern aller unter-
suchten Nerven.

Myelinisierte Nervenfasern: Die GroRe der myelinisierten Nervenfaser wurde bei
je 563 Fasern des posterioren artikularen Nervens und 94 Fasern des medialen
artikularen Nervens untersucht. Diese Verteilung unterschied sich bei beiden
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Nerven. Im posterioren artikularen Nerven reichten die Durchmesser von 1 bis
12 um mit einem Maximum bei 3 bis 5 um (Abbildung 4). Fir den medialen
artikularen Nerven ergaben sich Gré3en zwischen 1 und 8 pm mit einem Maxi-
mum zwischen 2 und 5 um (Abbildung 4).
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Abbildung 4. Durchmesserverteilung der myelinisierten Nervenfasern im medialen (links) und im
posterioren artikuldren Nerven (rechts). Die verwendeten Daten stammen von 94 Nervenfasern aus dem
MAN und 563 Nervenfasern aus dem PAN aller untersuchten Nerven.

1.3 Validitat

PAN der Ratte: In dem rechte PAN einer Ratte fanden sich 458 unmyelinisier-
te Nervenfasern. Er wies 105 myelinisierte Nervenfasern auf. Die unimodale
GroRenverteilung der unmyelinisierten Nervenfasern reichte in diesem Nerv
von 0,2 bis 1,3 pm und wies bei dem Durchmesser von 0,7 pum ein Maximum
auf. Die myelinisierten Nervenfasern verteilten sich ihrer GréRe nach im PAN
zwischen 3 und 12 pm. Das Maximum lag zwischen 4 und 5 pm.

MAN der Ratten: Der MAN (n=4) der Ratten war aus 145 £ 54 unmyelini-
sierten und 30 = 9 myelinisierte Nervenfasern zusammengesetzt. Die GroRen-
verteilung der unmyelinisierten Nervenfasern im MAN der Ratten reichte von
0,1 bis 1,1 um. Sie wies zwischen 0,3 und 0,6 um ein Maximum auf. Die myeli-
nisierten Nervenfasern verteilten sich ihrer GroRe nach im MAN zwischen 1
und 7 um. Das Maximum der GrofRenverteilung myelinisierter Nervenfasern
lag zwischen 2 und 4 pum.
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2. GroRe und Funktion der Spinalganglienzellen

2.1 GrolRenverteilung der Spinalgangliensomata

Flachen: Die Durchmesser von 62 retrograd markierten und 198 nicht mar-
kierten Spinalgangliensomata zwischen L1 und S1 wurden gemessen und die
Flachen errechnet. Die Verteilung reichte von weniger als 50 pm? bis tiber 1350
pum?. FUr markierte Zellen fand sich ein Maximum bei 450 pum?, fur nicht-mar-
kierte Zellen bei 350 um?. Fir die Neuronen, die auf einen hypotonen Reiz mit
einem Anstieg der [Ca*] reagierten, ergab sich bezlglich der GroRenverteilung
ebenfalls ein Maximum bei 350 um?. Uber die Hélfte dieser Zellen besalen So-
mata mit einer Flache zwischen 300 und 600 um? (Abbildung 5).
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Abbildung 5. GrofRenverteilung der Spinalganglienzellkdrper. Die retrograd markierten Neuronen
(schwarze Saulen) weisen ein Maximum zwischen 400 und 500 um? auf. Das Maximum der nicht mar-
kierten Neuronen (hellgraue Saulen) liegt zwischen 300 und 400 um?. Zellen, die auf hypotone Reizung
mit einer Erhdéhung der [Ca™]: reagieren, (dunkelgraue Saulen) besitzen in Uber der Halfte der Félle
Somata mit einer Flache zwischen 300 und 600 pum?.

2.2 Reaktion auf hypotonen Stimulus

Nach Uberprifung der Kultur konnten 1 bis 10 intakte Zellen pro Deckglas-
chensttick fur [Ca*].-Messungen ausgewahlt werden.

Reizprotokoll: Fur die Dauer von 100 Sekunden wurden die Zellen zur Kon-
trolle mit isotoner Flussigkeit (Tabelle 1) umspult. Anschliessend wurde die
Perfusion auf hypotone Losung (Tabelle 1) umgestellt. Nachdem die Zellen in
isotoner L6sung wieder ihre urspringliche intrazellulare Kalziumkonzentration
annahernd erreicht hatten, wurde mit Capsaicin stimuliert. Die Zeitverlaufe
von 25 Zellen wurden derart registriert.
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Anstiegssteilheit und Amplitude: Die Anstiegssteilheit der [Ca®]. unterschied
sich von Zelle zu Zelle und die Maxima der Amplituden lagen ebenfalls nicht
auf der gleichen Hohe.

Markierte wie unmarkierte Zellen mit einer hohen Anstiegsgeschwindigkeit der
[Ca®]. erreichten groRere Maximalwerte, also héhere Amplituden, der [Ca®].
als Zellen mit einer niedrigen Anstiegsgeschwindigkeit. Dieser statistisch
hochsignifikante (p=0,005) Zusammenhang ist in Abbildung 6 dargestellt.
Latenzen: Wie Abbildung 7 zu entnehmen ist, gab es Zellen, die etwa 25
Sekunden, und Zellen, die erst Gber 200 Sekunden nach Setzen des Stimulus
mit einem Anstieg der [Ca?'].reagierten. Sie zeigten bei hypotoner Stimulierung
also unterschiedliche Latenzen bis zur Veranderung der [Ca?]s..
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Abbildung 6 . Amplitude versus Anstiegssteilheit. Die Anstiegsgeschwindigkeit der Kalziumkon-
zentration (X-Achse) hangt signifikant mit der maximal erreichten Amplitudenhdhe (Y-Achse) zusam-
men. Je mehr Kandle einer Zelle sich in dem offenen Zustand befinden, um so schneller kdnnten intra-
zellulare Konzentrationen verandert werden und um so deutlichere Schwankungen finden méglicher-
weise statt.

Fur die nichtmarkierten Zellen bot sich eine Aufteilung in schnell und langsam
reagierende Neuronen an (je etwa 50 %). Als schnell antwortende Zellen gal-
ten diejenigen, welche innerhalb der ersten ca. 50 Sekunden reagierten, als
langsam diejenigen, die ca. 250 Sekunden benétigten.

Wahrend von 11 nichtmarkierten Zellen 6 innerhalb der ersten 50 Sekunden
und die Ubrigen 5 nach 225 Sekunden einen Anstieg zeigten, verteilten sich die
Zeiten bis zur Reizantwort bei 14 markierten gleichmaRiger zwischen 30 und
330 Sekunden. Bei den markierten Zellen konnte deshalb lediglich zwischen
reagierenden (17 von 26) und nicht reagierenden (9 von 26) Kniegelenksaffe-
renzen unterschieden werden.

|15]



0,75 unmarkierte Zelle
markierte Zelle
—
2 050
2
=
e
< 0,25
()
=
)
o
0,00 A SN
hypoton m
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Zeit

Abbildung 7. Zwei beispielhafte Zellen. Unterschiedliche Zeitverlaufe der intrazellularen Kalziumkon-
zentration zweier Neuronen bei hypotoner Reizung (100-500 Sekunden) und bei Gabe von Capsaicin
(ab 800 Sekunden). Beide Zellen reagieren auf hypotone Stimulierung, jedoch zu unterschiedlichen
Zeitpunkten, mit unterschiedlicher Anstiegssteilheit und mit unterschiedlichen Maxima. Nur eine Zelle
reagiert auf Capsaicin mit einem typischen steilen und sofortigen Anstieg.

Reaktionsbeginn und Somagro6iRe: Als Anstiegsbeginn galt der Zeitpunkt, zu
dem eine Erh6hung der intrazellularen Kalzium-Konzentration um 10% der
erreichten Amplitudenspitze registriert wurde. Sowohl kleine als auch grofe
Neuronen reagierten mit unterschiedlichen Latenzen. Die Latenz der Reaktion
korrelierte nicht mit der SomagréRe (Abbildung 8). In der Abbildung 8 (sowie
in Abbildungen 9, 10 und 11) sind die frih und die spéat reagierenden Gruppen
der unmarkierten Zellen zu erkennen, wahrend die markierten Neuronen
beziglich des Reaktionszeitpunktes gleichmaRiger verteilt sind.
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Abbildung 8. Reaktionsbeginn versus SomagroRRe. Die Zeit bis zum Reaktionsbeginn (Y-Achse) ist
unabhéangig von der Somagroéiie (X-Achse). Nichtmarkierte Zellen (leere Kreise) lassen sich anhand des
Reaktionsbeginns in zwei Gruppen einteilen: Friih reagiernde (< ca. 50 Sekunden) und spat reagieren-
de (> ca. 250 Sekunden).
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Reaktionsbeginn und Amplitude: Auch zwischen dem Reaktionsbeginn und
der maximal erreichten intrazellularen Kalzium-Amplitude zeigte sich keine
Korrelation. Wie Abbildung 9 zu entnehmen ist, erreichten sowohl friih als
auch spat reagierende Neuronen unterschiedlich hohe Amplituden.
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Abbildung 9. Reaktionsbeginn vs. Amplitudenhthe. Die Zeit bis zum Reaktionsbeginn (Y-Achse) ist
unabhéngig von der relativen Amplitude (X-Achse). Nichtmarkierte Zellen (leere Kreise) lassen sich
anhand des Reaktionsbeginns in zwei Gruppen einteilen: Frih reagiernde (< ca. 50 Sekunden) und spat
reagierende (> ca. 250 Sekunden). Markierte Zellen (ausgefullte Kreise) verteilen sich gleichmafiig in
diesem Zeitrahmen.

2.3 Reaktion auf Capsaicin

Capsaicin-Antwort: In Abbildung 7 findet sich auch der typische Verlauf einer
Zellantwort bei Reizung mit Capsaicin. Auf einen abrupten steilen Anstieg der
[Ca*]. folgt ein hoch gelegenes Plateau. Mittels eines hypotonen Stimulus
wurde zuvor das mechanische Antwortverhalten der Zellen definiert. Die sen-
sitiven Zellen reagierten typischerweise ohne groRere Verzogerung auf Caps-
aicin und erreichten schnell das stets hochgelegene Maximum ihrer Amplitude.
Nach Beendigung des Reizes verblieb die [Ca*]. fur lange Zeit (bis zu 30
Minuten) auf hohem Niveau. Geringe Antworten auf Capsaicin waren mogli-
cherweise auf verdnderte Stromung der Losung zurickzufihren und somit
nicht capsaicinspezifisch.

Markierte und unmarkierte Zellen: 13 markierte und 11 unmarkierte mecha-
nosensitive Zellen wurden zusatzlich zu dem hypotonen Reiz auf ihre
Empfindlichkeit gegentiber Capsaicin Uberpruft. Dabei zeigte sich, dass 3 der
markierten Zellen und 9 der unmarkierten Zellen mit einer Erh6hung der
[Ca®]. auf eine Exposition gegentber 0,5 uM Capsaicin reagierten. Insgesamt
reagierte also die Halfte (12/ 24) der getesteten Zellen. Die Verhaltnisse bei
markierten und unmarkierten Zellen waren jedoch umgekehrt. Wéahrend etwa
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82 % bei den nichtmarkierten Neuronen reagierten, waren es bei den markier-
ten 77 %, die keine Antwort auf den Capsaicinreiz zeigten. Von 8 markierten
Zellen, die nicht auf den hypotonen Reiz reagierten, antwortete die Halfte auf
Capsaicin. Die Capsaicin-Empfindlichkeit stand in keinem Zusammenhang mit
der Zeit bis zur Reaktion der Zelle auf den hypotonen Stimulus (Abb.10).
Flache: Die unmarkierten mechano- und capsaicin-sensitiven Zellen waren im
Trend kleiner (< 450 pum?) als die nicht-reagierenden Zellen (p = 0,1) (Abb. 11).
In der GesamtgroRenverteilung befanden sich beide Gruppen im Maximum.
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Abbildung 10. Antwortverhalten gegenliber Capsaicin.Das Antwortverhalten der Zellen gegentiber
Capsaicin war unabhéngig von der Zeit bis zur Reaktion auf den hypotonen Stimulus (Y-Achse). 9
von 11 unmarkierten Neuxronen reagierten zusatzlich zu der Antwort auf den hypotonen Reiz auch
auf Capsaicin. Nur 3 von 13 markierten Zellen reagierten auf Capsaicin.
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Abbildung 11. Antwortverhalten gegeniiber Capsaicin. Die nichtmarkierten Zellen (weif3), die auf
Capsaicin reagierten, waren im Trend eher klein. Die markierten Neuronen (schwarz) wiesen bei
Mechanosensitivitat selten zusatzliche Capsaicin-Sensitivitat auf.
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2.4 Membranpotential

Aktionspotentiale: Abbildung 12 zeigt als Folge der Depolarisation die Aus-
I6sbarkeit von Aktionspotentialen durch zuvor unterschwellige elektrische
Reize. Im unteren Graphen ist das Reizprotokoll mit positivem und negativem
Strompuls dargestellt. Im oberen Graphen ist das Membranpotential eines
Neurons in isotonem und hypotonem Medium zu sehen.
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7 Abbildung 12. Membranpotential. Die Depo-

larisation wahrend hypotoner Stimulierung fuhrt
zur Auslosbarkeit von Aktionspotentialen durch
zuvor unterschwellige elektrische Reize.
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Simultane Registrierung: Bei drei markierten Spinalganglienzellen wurden sim-
ultan Veranderungen des Membranpotentials und der intrazellularen Kalzium-
konzentration gemessen. Die Aufnahmen der intrazellularen Kalziumkon-
zentrationen wurden mit Patch-clamp-Ableitungen synchronisiert. Alle 5 Se-
kunden wurde die intrazellularen Kalziumkonzentrationen registriert und
gleichzeitig das Membranpotential bei rechteckigen positiven und negativen
Strompulsen gemessen.

Synchrone Reaktionen: Die Abbildung 13 zeigt, wie bei ansteigender [Ca*]-
(,,A*) das Membranpotential von ca. -70 mV auf ca. -40 mV zunimmt (,,B*).
Die Leitfahigkeiten ( L= 1/ U) (,,C*) veranderten sich zeitgleich mit der intra-
zellularen Kalziumkonzentration und dem Membranpotential.
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Die Leitfahigkeit bei positivem Strompuls (durchgezogene Linie in ,,C*) nhahm
zunachst von etwa 8 nS rasch auf fast 20 nS zu, fiel auf ein niedrigeres Plateau
fir den Rest der Stimulationszeit und sank auf ca. 7 nS nach Beendigung des
Reizes. Wie der Abbildung 13 zu entnehmen ist, verhielten sich in einem
Neuron die [Ca*]., das Membranpotential und die Leitfahigkeit bei positivem
Puls wahrend der hypotonen Stimulierung beztglich des Zeitverlaufs gleichsin-
nig. Die Leitfahigkeit bei negativem Strompuls bewegte sich weniger ausge-
pragt in die entgegengesetzte Richtung.
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Abbildung 13. Patch-clamp und Ca*-Imaging. Simultane Messung der Schwankungen der relativen
[Ca*] (Graph A) des Membranpotentials (Graph B) und der bei positivem und negativem Puls gemes-

senen Leitfahigkeit (Graph C) zeigten synchrone Zeitverlaufe aller drei Parameter wahrend hypotoner
Stimulierung. Es kam zur Depolarisation der Zellen, wahrend die [Ca*]: anstieg.
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Diskussion

Form und Funktion: Seit jeher ist die Neurophysiologie mehr oder weniger
erfolgreich bemuht, einen Zusammenhang zwischen Morphologie und
Funktionalitat des Nervensystems aufzudecken. Das bei Springer erschienene
Buch ,,Neuro- und Sinnesphysiologie** von Prof. Dr. Robert F. Schmidt beginnt
mit der Frage, welchen funktionellen Sinn man den Strukturen zuweisen kann,
die wir durch das histologische Studium des Nervengewebes kennengelernt
haben (Schmidt, 1998). So gelten diinn myelinisierte Nervenfasern als verant-
wortlich fur die Weiterleitung von Signalen, die durch potentielle und tatsach-
liche Noxen ausgelost wurden. Ferner ist bekannt, da die kleinsten Somata
haufig auch die Fortsdtze mit den kleinsten Durchmessern aufweisen (Lawson
und Waddell, 1991).

Kniegelenk: Fur die Untersuchung von nozizeptiven Afferenzen hat sich das
Knie als Modell etabliert, da Nozizeption die vorherrschende Sinnesmodalitat
dieses Gelenkes ist (Schaible und Grubb, 1993). Bisher liegen jedoch vorwie-
gend Kenntnisse tber die innervierenden peripheren Nervenfasern des Knie-
gelenks vor, wahrend die Ereignisse in den zugehorigen ZellkOrpern weitge-
hend unklar geblieben sind. Was die Nervenfasern betrifft, so existieren beson-
ders fir Ratte und Katze detaillierte Vorstellungen tber die herrschenden
Verhaltnisse, weniger ist Uber die sensible Versorgung des Knies der Maus
bekannt. So besteht ein Teil der vorliegenden Arbeit aus morphologischen
Untersuchungen der artikularen Nerven und ihrer Zellkorper.

Zellkorper: Um die Mechanismen der Transduktion zu untersuchen, sind die
Nervenendigungen zu klein. Die experimentelle Zugéanglichkeit der Somata
von Kniegelenksafferenzen und die hohe Wahrscheinlichkeit, daR es sich bei
diesen Neuronen um Nozizeptoren handelt, rechtfertigen das Vorgehen, die
Zellkorper retrograd zu markieren, zu kultivieren und zu Versuchszwecken zu
gebrauchen. Anschliel3end wurden die gewonnenen Erkenntnisse mit dem vor-
handenen Wissen tber periphere Kniegelenksafferenzen verglichen.

1. MAN und PAN der Maus im Vergleich zu anderen Spezien

Validitat: Bei der Untersuchung der Kniegelenksinnervation an zwei Ratten
konnten Daten erhoben werden, die mit der Studie von Hildebrand (1991) ver-
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gleichbar sind. Daher kann davon ausgegangen werden, daf3 auch die hier vor-
gelegten Ergebnisse bezlglich der Kniegelenksinnervation der Mause valide sind.
Afferente und sympathische Axone: Die Ergebnisse der morphologischen Un-
tersuchungen des PAN und des MAN zeigen, dal} 270 Nervenfasern das Knie-
gelenk der Maus innervieren. 70 % dieser Fasern sind unmyelinisiert. Zu die-
sen zéhlen afferente und sympathische Axone. In der Katze bestehen 55 % der
unmyelinisierten Nervenfasern des PAN und des MAN aus sympathischen
Efferenzen (Langford und Schmidt, 1983). Chirurgische oder auch chemische
Sympathektomie an der Ratte zeigten eine Reduzierung der unmyelinisierten
Fasern im PAN auf je 68 % und 31 %; dies fuhrte zu der Aussage, dal3 zwei
Drittel dieser Nervenfasern sympathisch sind (Hildebrand et al., 1991). Es ist
wahrscheinlich, da @hnliche Verhaltnisse auch bei der Maus gelten. Geht man
davon aus, dal} 66 % der unmyelinisierten Nervenfasern zum sympathischen
Nervensystem gehdren, kommt man auf 127 sympathische Nervenfasern in
beiden Rami articulares und 65 sensorische Axone.

Afferenzen: Da es sich bei myelinisierten Nerven der Gelenke stets um
Afferenzen handelt (Hildebrand et al., 1991; Langford und Schmidt, 1983),
innervieren 143 afferente Fasern das Kniegelenk der Maus tber den PAN und
den MAN.

Auszéahlungen retrograd mit Fluoro-Gold gefarbter Spinalganglienzellen wiesen
bei zwei Monate alten Mausen 238 + 80 (Mittelwert + Standardabweichung)
Afferenzen pro Kniegelenk auf; 189 + 44 fanden sich in vier Monate alten
Mausen (Salo und Tatton, 1993). Die Mause der vorliegenden morphologi-
schen Studie waren drei Monate alt und gehdrten zu einem anderen Stamm.
Die etwas groliere Anzahl der Afferenzen dieser Untersuchung kdnnte aber
auch auf kaum auszuschlieRendes Durchsickern des Farbstoffes bei der retrog-
raden Markierung beruhen. Einige Nervenfasern konnten das Knie auch tber
Muskelnerven innervieren (Freeman und Wyke, 1967).

LAN: Ein signifikanter Beitrag des lateralen artikuldren Nervs (LAN) scheint
unwahrscheinlich, da er in der Katze nur unregelméaRig (Freeman und Wyke,
1967) und Uberhaupt nicht in der Ratte gefunden wurde (Hildebrand et al.,
1991). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit nach diesem Nerven nicht
gefahndet.

Unmyelinisierte Fasern: Die Grolienverteilung der unmyelinisierten Nerven-
fasern im PAN und im MAN glich sich. Sie blieb in dem gleichen Rahmen, wies

22]



das gleiche Maximum auf und &hnelte den Ergebnissen alterer Daten beztglich
der Katze, bei der sich eine Verteilung zwischen 0,1 und 1,5 pm mit einem
Maximum bei 0,4/ 0,5 um zeigte (Heppelmann et al., 1988). In Abbildung 14
zeigt sich diese Vergleichbarkeit der Grolienverteilungen unmyelinisierter Ner-
venfasern im MAN von Maus und Katze.

Anteil (%)
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Abbildung 14. Unmyelinisierte Nervenfasern im
MAN der Katze und der Maus. Die Grolzenver-
5+ teilung der unmyelinisierten Nervenfasern der
Katze (aus Heppelmann et al., 1988) ist hier in
0 Farbe auf die Verteilung bei der Maus (verglei-

0 02 04 06 08 10 12 14  che Abbildung 3) projiziert. Es zeigt sich eine

Durchmesser (um) weitgehende Ubereinstimmung.

Mpyelinisierte Fasern: Auch die GroRenverteilung der myelinisierten Nerven-
fasern des PAN und des MAN in der Maus wiesen Ahnlichkeiten auf. In bei-
den Nerven lag das Maximum zwischen 3 und 5 um. Wahrend im MAN gera-
de noch 1 % der Fasern einen Durchmesser zwischen 7 und 8 um hatte, ver-
teilten sich jedoch im PAN etwa 20 % der Fasern zwischen 7 und 13 pm.

In diesem Bereich zeigten Nervenfaserdurchmesser im PAN der Katze ein zwei-
tes Maximum (1. Maximum bei 3 bis 4 um, 2. Maximum bei 8 bis 9 um)
(Heppelmann et al., 1988). Im MAN der Katze fanden sich eine Verteilung zwi-
schen 1 und 14 pm und ein Maximum bei 3 bis 4 pm.

Auch die Durchmesser im PAN der Ratte lagen, wie Abbildung 15 zu entneh-
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154 Abbildung 15. Myelinisierte Nervenfasern im
) PAN der Ratte und der Maus. Die GroRenver-
10+ teilung der myelinisierten Nervenfasern der
5 Ratte (aus Hildebrand et al., 1991) ist in Farbe
und 0,4 um-Schritten auf die Verteilung bei der
"0 Maus (vergleiche Abbildung 4) projiziert. In bei-
0 2 4 6 8 100 12 14 den Diagrammen liegt das Maximum zwischen
Durchmesser (um) 3und 4 um.
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men ist, zwischen 1 bis 8 um mit einem Maximum bei 3 bis 4 um (Hildebrand
etal., 1991).

Speziesunabhangigkeit: Diese Daten geben Anlass zu der Vermutung, daf’ die
GroRenverteilung bei der Kniegelenksinnervation zumindest bei Ratte und
Maus speziesunabhangig ist. Bei der Katze zeigte sich eine deutlicher bimodale
Verteilung (Heppelmann et al., 1988), die aber ansonsten mit den Verhaltnissen
bei der Maus durchaus vergleichbar ist. DaRR in der Ratte und besonders der
Katze (etwa 1300 Nervenfasern; Langford und Schmidt, 1983) eine groRere
Anzahl an Kniegelenksafferenzen beschrieben wurde als bei der Maus, lasst
sich vermutlich anhand des unterschiedlichen Ausmales an zu innervierender
Flache erklaren. Bei der Katze ist das Kniegelenk gréRer und demzufolge wer-
den mehr Nervenfasern flr seine Versorgung bendtigt als bei der kleineren
Maus. Unter Berticksichtigung solcher Unterschiede kdnnte man formulieren,
daR es sich bei dem neurologischen Bauplan ftr die Kniegelenksinnervation um
eine speziesunabhangige Universalie zu handeln scheint.

2. Funktionelle Anatomie

2.1 Charakterisierung der Nervenfasern aufgrund ihrer Durchmesser

Boyd und Davey: Boyd und Davey teilten 1968 Nervenfasern nach ihrem
Durchmesser in drei Gruppen ein. Zur Gruppe | (Aa) zahlen Fasern mit einem
Durchmesser Gber 12 um. Fasern zwischen 6 und 12 um gehéren zur Gruppe
Il (Ab) und Fasern zwischen 1 und 6 pum zur Gruppe Ill (Ad). Demzufolge han-
delt es sich bei den myelinisierten Nervenfasern im PAN der Maus um Ad- und
Ab-Fasern.

MAN und PAN: Gemeinsam betrachtet ergeben die quantitativen Daten mit
der Klassifizierung von Boyd und Davey, dal3 die 33 Afferenzen des MAN sich
aus 21 (64 %) Gruppe IV- (C), 11 (33 %) Gruppe IlI- und 1 (3 %) Gruppe II-
Nervenfasern zusammensetzen. Fir den PAN ergeben sich 109 Afferenzen a 43
(39 %) Gruppe IV-, 48 (44 %) Gruppe Ill- und 18 (17 %) Gruppe lI-Fasern.
Fasern der Gruppe | wurden nicht gefunden. Gruppe Ill und IV machen zusam-
men 97 % der Afferenzen im MAN aus. Diese Nervenfasern besitzen nicht-
korpuskulére sensorische Endigungen. Im PAN lassen sich nur 83 % der Fasern
diesen Gruppen zuordnen. 17 % gehoren zur Gruppe Il, deren Fasern korpus-
kulére Endigungen aufweisen.
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Katze: In der Katze wurden vergleichbare Verteilungen gefunden (Heppelmann
et al., 1998). 91 % der Nervenfasern im MAN der Katze gegentber nur 74 %
im PAN gehdren zu den Gruppen 111 und IV.

Entsprechend der Durchmesserverteilung dient also auch bei der Maus die
Innervation des Kniegelenks Gberwiegend der Nozizeption.

2.2 Charakterisierung der Spinalganglienzellen aufgrund ihrer Grolie

Form und Funktion: Fir Ratte und Katze wurden Zusammenhéange zwischen
der GrofRe der Spinalganglienneuronen, der Durchmesser der zugehdrigen
Nervenfasern, ihrer Leitungsgeschwindigkeit und damit ihrer sensorischen
Funktionalitat gezeigt (Harper und Lawson, 1985; Fyffe, 1983; Yaksh und
Hammond, 1982; Lee, 1986). Dabei stellte sich heraus, daR die am schnellsten
leitenden Fasern zu den grof3ten Somata und die langsamsten zu den kleinsten
Somata gehoren (Harper und Lawson, 1985). Diese Studien legen nahe, daf
Spinalganglienneuronen mit einem grofRen Zellkérperdurchmesser propriozep-
tive und taktile Informationen tGbermitteln, wahrend Neuronen mit kleinerem
Durchmesser fur Schmerz und Temperatur zustandig sind (Fyffe, 1983; Yaksh
und Hammond 1982).

Vergleich: 1979 zeigte Lawson, dal} die Somata der Spinalganglien der etwa
einen Monat alten Maus eine Flache zwischen 50 und 1400 pum? aufwiesen. Ein
Maximum lag zwischen 200 und 400 um? (vgl. Abbildung 16).

Die Subpopulation der mechanosensitiven Zellen neugeborener Ratten zeigte
bezlglich der Nervenkdrperdurchmesser ein Maximum zwischen 20 und 25
um (314 bis 490 pm?), wahrend die absolute Mehrheit der Neuronen im
Spinalganglion einen Durchmesser zwischen 15 und 20 um (177 und 314 pm?)
hatten (Gotoh und Takahashi, 1999) (vgl. Abbildung 16).

Die meisten Nervenfasern des posterioren und des medialen artikuléaren
Nervens der Maus wiesen einen Durchmesser von entweder < 1 um oder zwi-
schen 1 und 6 pm auf und konnten damit den Gruppen IV (C) und Ill (Ad)
zugerechnet werden. Das Maximum der Zellkorper der Kniegelenksafferenzen
der Maus lag zwischen 400 und 500 um?. An Ratten wurde gezeigt, daf’ Spinal-
ganglienzellen dieser Grofle eine Nervenleitungsgeschwindigkeit unter 2 m/s
besal3en; sie wurden somit C- und Ad-Fasern zugeordnet (Lawson und
Waddell, 1991) (vergleiche Abbildung 16).
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Ubereinstimmung: Das Maximum der ZellkorpergroRe der Kniegelenksaffe-
renzen der Maus entspricht also erwartungsgemald in der Gruppenzugehdrig-
keit dem Maximum der Nervenfaserndurchmesser. Dies bestatigt die Ansicht,
dafl? unmyelinisierte, langsam leitende Axone sehr kleinen Zellen entspringen,
wahrend myelinisierte, schnell leitende Fasern aus sehr grolien Zellkdrpern
stammen; im mittleren Bereich ist ZellgroRe eher ungeeignet, um Ruckschlisse
auf Funktionalitat zuzulassen (Lee et al., 1986). Auch anhand der Zellkorper-
flachen bestéatigt sich also die vorwiegend nozizeptive Innervation des Knie-
gelenks der Maus.

Betrachtet man die Grolienverteilung der reagierenden Zellen, so erkennt man
ein Maximum zwischen 300 und 400 pm?und ein Plateau zwischen 400 und
600 um? (Abbildung 16). Die grofite mechanosensitive Zellgruppe bei neuge-
borenen Ratten hatte einen Durchmesser zwischen 20 - 25 um (das entspricht
einer Flache von 314 - 491 um? (Gotoh und Takahashi, 1999) (vergleiche
Abbildung 16).

Die Flache mechanosensitiver Zellen der Ratte stimmt also in etwa mit dem
Maximum reagierender Neuronen in der vorliegenden Untersuchung tberein.
Histologische Eigenschaften wie die Flache einer Zelle lassen demnach tber die
Grenzen verschiedener Spezien hinweg vorsichtige Rickschlusse beztglich der
physiologischen Funktion zu.

bei Ratten Zellkorper von C und Ad- Fasern (Lawson und Waddel, 1991)

40 -
mmm markiert

30 4 —1 nicht markiert
bei Ratten zu - m=== reagiert in hypotonem Medium
Uber 85% K
capsaicin- S 209
empfindliche g
ZeIIk_t')rper < 10/
(Bowie et al.,
1994) i

0 -

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Somagrofle (um?)

Gro6Re mechanosensitiver Zellkdrper bei Ratten (Gotoh und Takahashi,1999)

Abbildung 16. SomagrofRe bei Mausen im Vergleich zu Ratten als Anhalt fir Funktionalitat. In der
GroRenverteilung der Spinalganglienzellen bei Méausen (vergleiche Abbildung 5) fand sich das gleiche
Maximum der mechanosensitiven Zellen wie bei Ratten. Das Maximum der markierten Zellen von
Mausen entspricht bei Ratten den Zellkorpergrofien, die mit C und Ad-Fasern in Verbindung gebracht
wurden. Auch bei Ratten waren eher kleine Neuronen capsaicinempfindlich.
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Interpretationsgrenzen: Es kann zwar auf diese weiteren Gemeinsamkeiten zwi-
schen den Spinalganglien von M&usen und Ratten aufmerksam gemacht wer-
den. Eine Klassifizierung der Zellen (etwa in A- oder C-Zellen) ist aber auf-
grund der weiten GroRenstreuung (300 bis 600 um?) nicht direkt moglich.
DalR das Maximum der markierten Zellen gegentber den nichtmarkierten
Zellen um 100 pm? zu den groflReren Flachen hin verschoben lag, hat eventuell
methodische Grinde. Um die Farbung als solche zu werten, wurde ein Viel-
faches der Grundfluoreszenz der unter dem Mikroskop betrachteten Neuronen
gefordert. GroRere Zellen akkumulierten mdéglicherweise mehr Farbstoff und
lieferten so eindeutigere Ergebnisse als kleinere Zellen. Letztere wurden dann
maoglicherweise falsch-negativ eingestuft. Dies kdnnte die Verschiebung zu
grofReren Flachen der markierten Neuronen erklaren.

Speziesabhangigkeit: Die GroRenverteilung der Spinalgangliensomata unter-
schieden sich im Gegensatz zu der Grolenverteilung der Nervenfasern be-
trachtlich von Spezies zu Spezies. Wahrend sie sich zwischen Ratten (Segond
von Banchet et al., 1996; Suto und Gotoh, 1999) und M&usen annéahernd gli-
chen, lag das Maximum der GroRenverteilung bei Katzen zwischen 950 und
1250 pum? (Lee, 1986). In einer Studie an adulten Ratten galten Spinalgang-
lienzellen als mittelgrol3 bei einem Durchmesser zwischen 855 und 1075 pm?
(Scroggs et al., 1994).

Eine erdenkliche Erklarung konnte sich auf die Tatsache sttitzen, dal’ groRere
Tiere langere Axone fir die periphere Innervation bendtigen als kleinere Tiere.
Dies geht mit einer vermehrten Syntheseleistung einher. Womadglich missen die
Zellkorper als Folge dieses erhohten Syntheseanspruchs grofRer sein.

3. Physiologie

Spinalganglien: Neben den morphologischen Untersuchungen peripherer
Kniegelenksafferenzen der Maus wurden funktionelle Versuche an der Schnitt-
stelle zum zentralen Nervensystem, den Spinalganglien, durchgefthrt. Die
Effekte hypoosmolarer Zellschwellung auf die intrazellulare Kalziumkon-
zentration in kultivierten Spinalganglienzellen wurden untersucht. Die Kniege-
lenksafferenzen wurden zuvor retrograd markiert.

Kritik: Gelangt Farbstoff in einen Nerven, ist nicht auszuschlieRen, daf} das
Neuron dadurch in einem oder mehreren Aspekten auch funktionell verandert
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wird. Zusatzlich befanden sich die Zellen auRerhalb ihres nattrlichen Mileus
in einer Kultur. Vermutlich durch die unvermeidliche Schadigung des Neurons
bei dessen Kultivierung wird die Rezeptorausstattung der Zelle mit der Zeit
regulativ verandert (Segond von Banchet et al., 1996). SchlieRlich sind die
eigentlich interessierenden Strukturen und deren Mechanismen in den Nerven-
endigungen und nicht im untersuchten Zellsoma lokalisiert. Diese Punkte soll-
ten bei der Bewertung aller Aussagen bezlglich der Zellfunktion Kritisch
bertcksichtigt werden.

3.1 [Ca*].-Erhéhungen bei hypotoner Stimulierung

DAK: Fur die Transduktion mechanischer Krafte Uber periphere Endigungen
priméar sensorischer Neuronen bei Saugetieren werden dehnungs-aktivierte
Kanéle (DAK) verantwortlich gemacht (French, 1992; Drummond et al.,
1998). Viele DAK sind kalziumdurchlassig (Yang und Sachs, 1990). Mecha-
nische Stimulierung der Somata von Barorezeptoren mittels einer lokalisierten
Stromung rief eine Erh6hung der [Ca*]. hervor und flhrte somit zu der Ver-
mutung, dald DAK sich auch in diesen Neuronen befinden und durch mechani-
sche Deformierung der Zellmembran aktiviert werden (Sharma et al., 1995).
Osmotische Stimulierung: Veranderungen des Zellvolumens, die durch Appli-
kation hypo- und hyperosmolarer Lésungen bewirkt wurden, riefen Erhéhun-
gen der [Ca*]. sowohl bei osmorezeptiven Neuronen (Oliet und Bourque,
1993) als auch bei aortalen Barorezeptorzellen (Cunningham et al., 1995) und
bei verschiedenen nicht-neuronalen Zelltypen hervor (Chen et al., 1996; Kim
und Fu, 1993; Harada et al., 1994). Kultivierte sympathische Neuronen hinge-
gen zeigten keine Veranderungen der intrazellularen Kalziumkonzentration bei
hypotoner Stimulierung (Leaney et al., 1997).

Gemeinsam weisen diese Arbeiten darauf hin, dal} ein enger Zusammenhang
zwischen den Antworten auf hypotone Reize und Neuronen, in denen Prozesse
der Mechanotransduktion stattfinden, besteht. Die vorliegenden Ergebnisse
bestarken auch die Annahme, dal moderat hypotone Losungen als adaquate
Reize einsetzbar sind, um primar sensorische Neuronen mit Mechano-
sensitivitat selektiv zu rekrutieren.

Trigeminalganglienzellen: [Ca*]z-Erh6hungen fanden nur in einem Teil von
hypoton umspilten Trigeminalganglien-Zellen (TG-Zellen) statt, bendtigten
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Ca#-Einwartsstrom und wurden erheblich durch Gadolinium, einem Antago-
nisten an vielen DAK, reduziert (Hamill und Mc Bride, 1996). Obwohl in Ver-
suchen ohne extrazellulares Kalzium und mit Antagonisten der Kalzium-
Pumpen im endoplasmatischen Retikulum (Verwendung fanden Cyclopiazon-
Saure und Thapsigargin) gezeigt wurde, dal} in TG-Zellen der Eintritt extra-
zellularen Kalziums den wesentlichen Teil der [Ca*].-Antworten auf hypotone
Reize ausmacht, sind Zeitverlauf und Charakteristiken dieser Antworten mit
einer mdglichen Beteiligung Kalzium-induzierter Kalzium-Freisetzung (KIKF)
vereinbar (Viana et al., 2001).

KIKF: Ein derartiger Mechanismus wurde in einer Subpopulation von Spinal-
ganglienneuronen von Ratten identifiziert (Shimgol et al., 1995; Usachev und
Thayer, 1999). In Myokardzellen fihrte dieser Mechanismus dazu, dal3 Gber
Membrandehnung provozierter initialer Kalzium-Einstrom h&aufig Wellen von
KIKF nach sich zog (Sigurdson et al., 1992).

So scheinen auch die Erhéhungen der [Ca*]. in den Spinalanglienzellen der
Maus infolge hypotoner Reizung auf der Beteiligung von DAK zu beruhen,
womaglich gefolgt durch die Offnung von Kalzium-Kanalen.

3.2 Heterogenitat kultivierter mechanosensitiver Neuronen

Bei mechanosensitiven Neuronen wurde zwischen niederschwelligen und hoch-
schwelligen (=nozizeptiven) Neuronen unterschieden (Burgess und Perl, 1973).
Zellen, die zusatzlich auf exogene Irritationen, endogene Chemikalien und
extreme Temperaturen reagieren, wurden als polymodal nozizeptiv bezeichnet.
Trigeminalganglienzellen: Viana et al. (2001) teilten TG-Zellen neugeborener
Mause in drei Gruppen auf. Bei hypoosmolarer Reizung unterschieden sie
Zellen, deren Maximum an [Ca?]. friih (21%) oder spét (57%) erreicht wurde.
Eine dritte Gruppe reprasentierte die Zellen, die nicht mit einer Erh6hung der
intrazellularen Kalziumkonzentration reagierten (22%). Es wurde vermutet,
daR frih reagierende Zellen einen niedrigen und spat reagierende einen hohen
mechanischen Schwellenwert besal3en.

Spinalganglienzellen: Betrachtet man lediglich die nicht-markierten Zellen,
lasst sich diese Aufteilung auch auf die Ergebnisse der vorliegenden Studie
Ubertragen. Es gab Zellen, die friih (<50 Sekunden) und solche, die spat (>250
Sekunden nach Beginn der hypotonen Reizung) reagierten. 50% (23 von 46)
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der nicht-markierten Zellen wiesen keine Veranderung der [Ca*]. auf. Zu
beriicksichtigen ist aber, dal} Viana et al. (2001) nicht den Reaktionsbeginn,
sondern den Zeitpunkt des [Ca*].-Gipfels fiur die Unterscheidung in frih
(34£3s) und spat (172+9s) reagierende Zellen als Kriterium heranzogen. Man
kann daraus folgern, daf3 Spinalganglienzellen tendenziell spéater reagieren.

Die durch Markierung als Kniegelenksafferenzen gekennzeichneten Neuronen
scheinen einer heterogeneren Gruppe der Mechanorezeptoren anzugehoéren. Sie
fugten sich nicht in dieses Schema. Ihre Reaktionszeiten lagen zwar im gleichen
Zeitraum (30 bis 330 Sekunden). Die Verteilung innerhalb dieses Bereichs lief3
aber keine separaten Scharen erkennen. Von 26 markierten Zellen reagierten
17 (65%). 9 Zellen (35%) wiesen keine Veranderung der [Ca*]. auf.
Funktionelle Besonderheiten: Dieser Unterschied zwischen Trigeminalganglien-
Zellen und Kniegelenksafferenzen deutet moglicherweise auf funktionelle
Besonderheiten der neuronalen Subpopulationen hin. Trigeminalganglien
beherbergen wie die nicht-markierten Spinalganglien beispielsweise Uberwie-
gend Hautafferenzen und Neuronen, die tiefer liegendes Gewebe sensibel inner-
vieren. Derartige Gemeinsamkeiten konnten erklaren, wieso sich in den
hypoosmolaren Experimenten fir beide Ganglienarten schnell und langsam
reagierende Zellgruppen zeigten.

Die Neuronen, deren Nervenendigungen in der Kniegelenkskapsel mit dem
Farbstoff in Kontakt kamen, sind keine Hautafferenzen und innervieren eben
lediglich das von der Kapsel eingeschlossene Gewebe. Sie reagierten zeitlich
gegeniber hypotoner Stimulierung anders. Im Einklang zu dieser Beobachtung
stehen auch Untersuchungen, die unterschiedliche chemische Aspekte flr
primar afferente Neuronen der Haut, der Muskulatur und der Gelenke kon-
statierten. O'Brien und seine Kollegen zeigten beispielsweise an Ratten, daf
Thiamin-Monophosphat und Somatostatin in hautinnervierenden Nerven-
zellen eine viel groliere Rolle spielen als bei der nervalen Versorgung von
Gelenken, wo hauptsachlich Calcitonin Gene Related Peptide (CGRP) und
Substanz P gefunden wurden (O’Brien et al., 1989) .

In den vorliegenden Versuchen an Kniegelenksafferenzen fanden sich also keine
Gruppen, die mit den bei Trigeminalganglienzellen beschriebenen vergleichbar
gewesen waren. Vielmehr reagierten die Zellen zu beliebigen Zeitpunkten. Dies
entspricht dem Befund von Just et al. (2000), dal3 im Kniegelenk der Ratte
keine eindeutige Trennung zwischen niedrigschwelligen (Propriozeptoren) und
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hochschwelligen (Nozizeptoren) sensorischen Einheiten mdglich ist. Auch
Schaible und Schmidt hatten schon 1983 an der Katze eine groRe
Variationsbreite der Reizschwellen der Kniegelenksafferenzen aufgezeigt.
Anstiegssteilheit und Amplitude: Die Geschwindigkeit, mit der die [Ca*]i einer
reagierenden Zelle anstieg, (Anstiegssteilheit) korrelierte bei markierten wie
nicht-markierten Neuronen mit der Hohe der maximalen Amplitude. Zellen
mit einem schnellen Anstieg erreichten hohere Amplituden als Zellen mit einem
flachen Anstieg. Dies deutet darauf hin, da3 bei den Zellen mit hoher Ampli-
tude mehr Kandle in den offenen Zustand versetzt wurden. So konnte die intra-
zellulare Konzentration schneller veradndert werden und insgesamt mehr
Kalzium in die Zelle eindringen.

Flache: Wie Abbildung 9 zu entnehmen ist, zeigte sich kein Zusammenhang
zwischen der Zeit bis zum Reaktionsbeginn und der erreichten Amplituden-
hohe oder der Somagrofie. Viana und seine Kollegen zogen aus ihren Unter-
suchungen den Schluss, dass SomagrofRe kein geeigneter Parameter fur die
Reaktionsfreudigkeit von trigeminalen Neuronen war (Viana et al., 2001). Dies
gilt wohl auch fur Spinalganglienzellen.

3.3 Capsaicin-Sensitivitat

Reaktionscharakteristika: Capsaicin ist eine recht spezifische Substanz ftr die
Erregung polymodaler Nozizeptoren (Szolcsanyi et al., 1988). Erh6hungen der
intrazellularen Kalziumkonzentration bei Reizung mit Capsaicin bestehen aus
zwei Komponenten: Ein schneller Anstieg wird von einem lang anhaltenden
Plateau gefolgt. Fir neugeborene Ratten wurde gezeigt, dald der Anstieg der
intrazellularen Kalziumkonzentration bei Reizung mit Capsaicin von extrazel-
lularem Kalzium abhéangt, nicht durch die Abwesenheit von extrazellularem
Natrium beeinflusst wird, die Plateauphase aber durch intrazellulare
Kalziumspeicher aufrechtgehalten wird (Bowie et al., 1993). Viana et al. (2001)
zeigten an Mausen fiir 58 % (n=100) der getesteten Trigeminalganglien-Zellen
Capsaicin-Sensitivitat. Fur Ratten bestatigten Schmidt et al. (2000) diesen
Anteil mittels Ableitungen an Kniegelenksafferenzen.

Spinalganglienzellen: Auch fur Spinalganglienzellen von M&usen ergab sich in
der vorliegenden Arbeit ein dhnlicher Prozentsatz (50%). Besonders bei den
nicht-markierten, capsaicinsensitiven Zellen zeigte sich im Trend (p = 0,1) eine
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eher kleine SomatagrofRe. Korreliert man kleine Somata mit dtinnen Axonen,
so stimmt hier die Gruppenzugehorigkeit (C-Fasern = Gruppe 1V) mit der
Capsaicin-Sensitivitat erwartungsgeman Uberein. Dieser Zusammenhang zwi-
schen SomagroRe und Capsaicin-Empfindlichkeit fand sich auch bei neugebo-
renen Ratten; kleine (<17 um Durchmesser) und mittelgroRe (17 bis 25 um)
Spinalganglienzellen reagierten zu Uber 85 % auf Capsaicin, wahrend grolie
Zellen (>25 pum) nur ausnahmsweise einen Anstieg der intrazellularen
Kalziumkonzentration zeigten (Bowie et al., 1993).

Dall markierte Zellen auch bei diesem Experiment haufig groRer waren als
nicht-markierte, kénnte wieder an den in einem vorangehenden Abschnitt
(Charakterisierung der Spinalganglienzellen) erlauterten methodischen Gege-
benheiten gelegen haben.

Kniegelenksafferenzen: Die markierten Neuronen, die nicht auf hypotone
Stimulierung reagierten, zeigten einen Prozentsatz an capsaicin-sensitiven Zel-
len, der mit 50 % deutlich hoher lag als bei den mechanosensitiven Knie-
afferenzen. Ebenfalls waren 50 % der nichtmarkierten Zellen, die einen Anstieg
der intrazelluldren Kalziumkonzentration in hypoosmolarer Losung aufwiesen,
capsaicinempfindlich. Von 17 unmarkierten Spinalganglienneuronen, die nicht
mechanosensibel waren, reagierte keine auf Capsaicin.

Uberraschenderweise zeigten die markierten mechanosensitiven Neuronen
(also diejenigen, welche Afferenzen aus der Kniegelenkskapsel reprasentieren
und auf hypotone Reize ansprachen) ebenfalls in nur etwa 2 % einen Anstieg
der intrazellularen Kalziumkonzentration auf Capsaicin. Dieser Widerspruch
zu Arbeiten, die von einem grolieren Anteil an capsaicin-empfindlichen Nerven
im Kniegelenk ausgehen, konnte mit der geringen Stichprobengr6RRe, aber auch
mit einer Eigenart dieser Zellen zusammenhangen. Beispielsweise ist die
Moglichkeit in Betracht zu ziehen, dal’ diese Zellen einer rein mechanosensi-
blen Subpopulation von Nozizeptoren angehdren, die nicht polymodal sind
und deren Nervenendigungen intrakapsular liegen. Nicht alle Nozizeptoren
sind polymodal (= capsaicinempfindlich) (Schmidt et al., 1995). In den Versu-
chen an Kniegelenksafferenzen, bei denen weit tiber 50 % der Zellen capsaicin-
sensitiv waren (Schmidt et al., 2000), trugen maglicherweise auch Neuronen
mit extrakapsular gelegenen Rezeptoren zu den Ergebnissen bei.
Polymodalitat: Erhohungen der intrazellularen Kalziumkonzentration infolge
hypotoner Reizung wurden sowohl bei Capsaicin-sensitiven als auch bei -insen-
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sitiven Neuronen beobachtet. Dieser Befund stimmt mit der Beschreibung von
Mechanosensitivitat bei einigen Nozizeptortypen uberein, die als polymodal
klassifiziert wurden (Bessou und Perl, 1969; Lynn und Carpenter, 1982).
Neuronen der vorliegenden Untersuchung, die auf Capsaicin mit einer
Erhohung der intrazellularen Kalziumkonzentration reagierten, zahlten sowonhl
zu der Subpopulation der frih, als auch der spat auf hypoosmolare Reizung
antwortenden Zellen. Die frihe Reaktion wurde von Viana et al. (2001) als
Zeichen eines niedrigen mechanischen Schwellenwertes gedeutet. Da in der
vorliegenden Arbeit mitunter friih reagierende Neuronen auch capsaicin-emp-
findlich (hochschwellig/nozizeptiv) waren, scheint eine Ubertragung dieser
Interpretation auf die Spinalganglienzellen suspekt.

Kniegelenksinnervation: Wéahrend also die Mehrheit der nicht markierten gete-
steten Spinalganglienzellen (9 von 11 Neuronen) capsaicin-sensitive Nozi-
zeptoren waren, zeigten die meisten Kniegelenksafferenzen (10 von 13
Neuronen) keine Anzeichen von Polymodalitat.

Die Innervation des Kniegelenks der Maus scheint somit auf mechanische
Noxen spezialisiert zu sein.

3.4 Membranpotential

Spannungsabhangige Kalzium-Kanale: Um ein detaillierteres Bild von den Me-
chanismen der [Ca*].-Erh6hung auf hypotonen Reiz zu erhalten, wurden die
Kalzium-Messungen mit Ganzzell-patch-clamp-Untersuchungen kombiniert.
An Trigeminalganglien-Zellen wurde gezeigt, dal3 ein nM Nickel (ein unspezi-
fischer Blocker spannungsabhéngiger Kalzium-Kandale) die [Ca*].-Erh6hung
reduzierte (Viana et al., 2001). Auch fur die Spinalganglienzellen kdnnte die
Offnung spannungsabhangiger Kanale an schwellungsinduzierten [Ca®].-Ant-
worten beteiligt sein. Dies ist mit der Beobachtung vereinbar, daf? Nifidipin (ein
L-Typ Kalzium-Kanal-Blocker) bei GH3-Zellen aus der Hypophyse die [Ca*']i-
Erh6hung bei hypoosmolarer Stimulierung verhindert (Chen et al., 1996).
Andererseits wird mechanisch induzierter Kalzium-Einwartsstrom in den
Barorezeptoren der Aorta uber Gadolinium-sensitive Kanale und nicht etwa
Uber spannungsabhangige Kalzium-Kanale vermittelt (Sullivan et al., 1997).
Darlberhinaus wurden Chlorid-Strome beschrieben, die in verschiedenen
Zelltypen durch Schwellung aktiviert wurden (Nilius et al., 1996). Neuronale
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Zellen wiesen diese Strome ebenfalls auf (Leaney et al., 1997). Sie tragen mog-
licherweise zu einer Depolarisation bei.

Depolarisation: Bei den drei elektrophysiologisch untersuchten Zellen zeigte
sich als Pendant zum Kalzium-Signal eine Depolarisation des Membranpoten-
tials. Wahrend die [Ca*]. bei hypotoner Stimulierung anstieg, depolarisierte
die Zelle. Diese Depolarisation fuhrte dazu, daf3 zuvor unterschwellige elektri-
sche Reize Aktionspotentiale auslosen konnten (Abbildung 12). Ahnliches
konnten auch Viana et al. (2001) an Neuronen der Trigeminalganglien zeigen.
Koerber et al. (1988) zeigten an Spinalganglienzellen der Katze, dal3 schmale
Aktionspotentiale mit Mechanosensitivitat assoziiert waren. Die Leitfahig-
keiten bei positiven und negativen Strompulsen verliefen nicht gleichsinnig. Ihr
Verhaltnis war nicht linear. Bei positivem Strompuls stieg die Leitfahigkeit an.
Chlorid-Kanale: So scheint es sich bei den fur die Depolarisation hauptverant-
wortlichen Kanélen entweder um einwartsgerichtete Anionen- (z. B. flr
Chlorid) oder um auswartsgerichtete Kationen-Kanale (z. B. fur Kalium) zu
handeln. Die oben dargestellten Zusammenhange fihren zu der Vermutung,
dal es sich um Chlorid-Kanéle handelt. Dies und die Entdeckung eines me-
chanosensitiven Chlorid-Kanals in Wachstumshtigeln von Spinalganglienneu-
ronen der Ratte (Imai et al., 2000) weisen auf die Beteiligung von Anionen bei
der Mechanotransduktion hin.
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Ausblick

Die Aufklarung der Mechanotransduktion kénnte ein gezieltes therapeutisches
Eingreifen in die Entstehung arthritischer und anderer mechanisch induzierter
Schmerzen ermdoglichen. Es gibt derzeit BemuUhungen, artikulére, nozizeptive
Nervenendiungen mittels Hyaluronsdure vor mechanischer Reizung zu schit-
zen. Hierzu fanden sowohl Ableitungen an peripheren Kniegelenksafferenzen
der Katze und der Ratte (Pawlak et al., 2000) als auch Untersuchungen an
Oozyten von Xenopus laevis (de la Pefia und Sala, 2000) und an kultivierten
primar sensorischen Neuronen der Maus (de la Pefia und Schmidt, 2000) statt.
Durch die vorliegende Arbeit stehen nun Daten zu der peripheren Innervation
sowie zu Charakteristiken der kultivierten Kniegelenksneuronen der Maus zur
Verfiigung. So konnen jetzt beide Strategien - die Untersuchungen an den
Nervenfasern wie an den Zellkdrpern - weiterverfolgt werden und dabei von
Erkenntnissen dieser Arbeit profitieren.

Zusammenfassung

Das Kniegelenk ist aufgrund seiner besonderen Innervation ein geeignetes
Modell zur Erforschung der Nozizeption. Diese Innervation wurde an sechs
Mausen elektronenmikroskopisch untersucht, um die Analyse funktioneller
Versuche auf ein anatomisches Grundwissen sttitzen zu kénnen.

Es zeigte sich, dald der mediale artikulare Nerv (MAN) 75 + 28 Nervenfasern
enthielt, 63 + 24 unmyelinisierte und 12 + 6 myelinisierte.

Der posteriore artikuldare Nerv (PAN) bestand aus 195 + 50 Nervenfasern, 129
+ 28 unmyelinisierte und 66 = 24 myelinisierte.

Die Durchmesser der myelinisierten Nervenfasern im MAN reichten von 1 bis
8 um mit einem Maximum zwischen 2 und 5 pm.

Im PAN wiesen sie eine Grolienverteilung zwischen 1 und 12 pm mit einem
Maximum bei 4 bis 5 um und einem Plateau bei 8 bis 9 um auf.

Diese Daten sprechen fir eine weitgehende histologische Vergleichbarkeit der
Kniegelenksafferenzen der Maus mit anderen Spezien. An Katze und Ratte
wurden sowohl entsprechende Nervenfaserarten als auch ahnliche Zusammen-
setzungen der beiden Nerven gezeigt. Lediglich die Anzahl der primaren
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Afferenzen ist bei der im Verhaltnis kleineren Maus geringer. Die Funktionali-
tat wurde an den Somata der retrograd markierten Kniegelenksafferenzen in
den Spinalganglien von zehn Mausen untersucht. Hier sind die fur Mechano-
transduktion verantwortlichen Strukturen zuganglicher als an den winzigen
Nervenendigungen.

Auch die Somata wurden zunéchst durch Flachenbestimmung anatomisch cha-
rakterisiert. Funktionell wurden neben anderen primar sensorischen Neuronen
aus den Spinalganglien zum ersten Mal Zellkorper der Kniegelenksafferenzen
auf Mechanotransduktion hin untersucht. Durch hypoosmolare Losung wur-
den die kultivierten Somata gedehnt. Schwankungen der intrazellularen
Kalzium-Konzentrationen und elektrophysiologische Veranderungen wurden
dabei registriert.

Die primar sensorischen Neuronen, die nicht an der Kniegelenksinnervation
beteiligt waren, zeigten ahnliche Reaktionen wie sie in anderen Arbeiten bei
Trigeminalganglienzellen der Maus beschrieben worden waren. Es fanden sich
eine schnell, eine langsam und eine nicht reagierende Subpopulation.

Die Somata der Kniegelenksafferenzen hingegen liel3en sich diesen Gruppen
nicht zuteilen, sondern reagierten zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Dies legt
die Vermutung nahe, daf3 im Knie keine einfache Trennung zwischen Afferenz-
en mit niedrigem mechanischen Schwellenwert (fir Propriozeption) und hohem
mechanischen Schwellenwert (fiir Nozizeption) méglich ist. Die tGberwiegend
mechanosensitive Subpopulation der Neuronen, die das Kniegelnk innervieren,
unterscheidet sich funktionell von anderen Spinalganglienzellen.

Die Testung mit Capsaicin zeigte, dal es sich bei den mechanosensitiven Knie-
gelenksafferenzen selten um polymodale Nozizeptoren handelte. Nicht-mecha-
nosensitive Kniegelenksafferenzen und andere Spinalganglienzellen zeigten
haufiger Capsaicin-Sensitivitat. Sowohl die Grolienverteilung der Nervenfasern
als auch die ihrer Zellkorper sind Gberwiegend mit nozizeptiven Eigenschaften
vereinbar.

Zusammen betrachtet lasst dies vermuten, dal} das sensorische Hauptcharak-
teristikum des Kniegelenks der Maus die Empfindlichkeit gegeniiber mechani-
schen Noxen ist.
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