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ABSTRACT: The pH-dependence of cellular pressure resistance of Mytilus edulis. Isolated gill 
tissue of Mytilus eduIis survives in the laboratory under standard conditions (air pressure, 
100 to 200 C, habitat salinity of 15 %0 S); best results are obtained in a basic medium (pH 7 
to 10). The time of maintenance of ciliary activity under the influence of pressure (500 arm) 
increases nearly logarithmically over the pH range 5 to 9. When pressure is increased up to 
600 atm, the sensitivity of the tissue towards this factor increases, especially in the basic 
medium. These data are not representative for pressure resistance. Values for this resistance 
are obtained by observing the survival of tissue after exposure to pressure and decompression 
aflcer a specific period of time. The maximum of cellular pressure resistance of isolated gill 
tissue shifts from the basic to the acid range, when a 3 hour exposure to hydrostatic pressure is 
increased from 400 to 600 atm. 

E I N L E I T U N G  

Eine Reihe Tiere, die nur Flachwasser bewohnen, kSnnen im Experiment hohe 
hydrostatische Drticke ertragen, wie sie in der Tiefsee herrschen (RE6NARD 1891, 
ERBECKE 1944, KITCHING 1957). SCHLI~WR et al. (1967) bestimmten die artspezifi- 
schen zellul~iren Druckresistenzgrenzen verschiedener Muschelarten und fanden, dab 
litorale sten/Ske Arten weniger druckresistent sind als eury~Ske Arten. PONAT (1967) 
untersuchte dartiber hinaus auch die Einwirkungen verschiedener hydrographischer Fak- 
toren wie Temperatur, Salzgehalt und ionale Zusammensetzung des Aut~enmediums 
auf die zellul~ire Uberlebensf~ihigkeit unter Druck. In der vorliegenden Arbeit soll die 
Wirkung des p H  auf die zellul~re Druckresistenz analysiert werden. Diese Unter- 
suchungen ers&einen deshalb notwendig, weil mit zunehmender Wassertiefe der Disso- 
ziationsgrad des ftir die Pufferung im Meerwasser wichtigen Karbonatsystems sowie 
des in den Organismen wichtigen Phosphatsystems zunimmt und damit der pH-Wert  
deutlich verringert wird. Ein pH-Wert  yon 8,00 an der Wasseroberfl~iche wird zum 
Beispiel durch einen hydrostatischen Dru& yon 1000 atm, wie er in 10 000 m Wasser- 
tiefe herrscht, auf 7,78 erniedrigt (5 ° C, 19,5 °/o0 C1). Geht man yon niedrigeren pH-  
Werten an der Wasseroberfl~iche aus, so ist der Effekt noch st~irker. Meerwasser mit 
einem pH-Wert  yon 7,5 ergibt bei Einwirkung yon 1000 atm ein p H  yon 7,16 (Bucn 
et al. 1932). Bei Untersuchungen tiber Stoffwechsel und Resistenz mariner Organismen 
unter Tiefseebedingungen mtissen die pH-Anderungen berticksichtigt werden. 
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Auch die Ionisierung organischer Molekiile (z. B. Eiweifle) kann mit einer Vo- 
lumenverringerung verbunden sein und so dutch den hohen Druck gef~irdert werden. 
Da auch der pH-Wert die Ionisierung yon Eiweifen beeinfluft, ist es ebenfalls aus 
diesem Grunde aufschlufreich, dessen Wirkung mit der yon hohem hydrostatischem 
Druck zu kombinieren. Letzten Endes diirffe die Resistenz yon Zellen gegeniiber Stref- 
faktoren in vielen F~illen auf die Resistenz wichtiger empfindlicher Enzyme zuriick- 
zufiihren sein (vgl. USHAKOV 1966 fiir Hitzeresistenz). Von verschiedenen Enzymen 
ist bereits bekannt, daft deren Druckempfindlichkeit unter anderem deutlich pH-  
abh~ingig ist (CURL & JANSEN 1950, GUTHE et al. 1954, BROWN et al. 1958). 

In dieser Arbeit soll die zellul~ire Druckresistenz isolierter Gewebestiicke eines 
eury~ken marinen Evertebraten untersucht werden. Bei dem ausgew~ihlten Versuchs- 
objekt, der litoralen Miesmuschel Mytilus edulis L., ist es schon deshalb zweckm~ifig, 
isoliertes Gewebe zu untersuchen, weil sich die ganzen Tiere bei Einwirkung eines 
ungiinstigen ~iuferen Faktors durch Schalenschlufi leicht vom Aufenmedium abkapseln 
k/Snnen. Auferdem haben die ganzen Tiere durch Kalkreserven, insbesondere in der 
Perlmuttschicht ihrer Schalen, eine zus~itzliche Pufferwirkung. 

MATERIAL UND METHODE 

Fiir die Untersuchungen wurden isolierte Kiemenrandstiicke (etwa 3 mm breit) 
yon Miesmuscheln aus der Kieler F/irde verwendet. Die Tiere wurden bis zum Ver- 
suchsbeginn im Fundortwasser yon etwa 15 %o S bei 10 ° C gehalten. 

Die pH-Werte der Versuchsmedien wurden durch Zugabe von HC1 oder N a O H  
zum Meerwasser eingestellt. Vor und nach den Versuchen wurde der pH-Wert mit 
einer Glaselektrode (Einstabmefkette) und einem Pr~izisions-pH-Meter (Knick, Ber- 
lin) gemessen. 

Z e l l u l ~ i r e  D r u c k r e s i s t e n z  

Einem Versuchstier wurden eine Reihe Kiemenstiicke entnommen und je zwei 
davon in die verschiedenen pH-Stufen gebracht. Dann wurde eine Serie davon drei 
Stunden einem hohen hydrostatischen Druck (z. B. 500 atm) ausgesetzt, w~ihrend die 
andere Serie als Kontrolle dieselbe Zeit unter sonst gleichen Bedingungen, nur bei Luff- 
druck, gehalten wurde. 

Wiihrend der Druckeinwirkung befanden sich die Kiemenstiidie von verschiedenen 
Tieren zu je drei in einem mit Gummistopfen verschlossenen PVC-Zylinder (Inhalt 
etwa 35 ml). Drei solcher Zylinder hatten in einem Stahlbeh~ilter Platz. Eine genaue 
Beschreibung der Versuchsapparatur zur Erzeugung des hohen hydrostatischen Druckes 
findet sich bei PONAT (1967). Das Ger~it besteht im wesentlichen aus zwei mit Nadel- 
ventilen (Aminco) verschlossenen nichtrostenden Stahlzylindern, einem Manometer und 
hydraulischer Pumpe. 

Nach Dekompression wurden die Gewebestiicke nach etwa 15 Minuten Aufenthalt 
bei Luffdruck und Zimmertemperatur um 20 ° C auf ihre Uberlebensf~ihigkeit hin unter- 
sucht. Das geschah mittels mikroskopischer Beobachtung der Aktivit~itsrate der termi- 
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nalen Cilien. Die Charakterisierung der Cilienaktivit~it erfotgte nach dem in der 
Legende zur Abbildung 2 angegebenen Schema. Die Einzelbeobachtungen von je 
12 Tieren wurden zu Mittelwerten zusammengefat.~t. Diese Werte dienten als Ma~ 
fiir die Uberlebensf~ihigkeit der isolierten Gewebestticke unter Druck und damit ftir 
die zellul~ire Druckresistenz. 

D a u e r  d e s  C i l i e n s c h l a g e s  u n t e r  D r u c k  

Bei der Messung der Ciliensdnlagdauer w~ihrend der Druckeinwirkung wurde ein 
Beh~ilter aus Edelstahl verwendet, der oben und unten je eine druckbesdindige Hart-  
glasscheibe enth~ilt. Auf der unteren Glasplatte wurden die zu untersuchenden Kiemen- 
sttickchen mit Hilfe von Glasf~iden und Hahnfett befestigt. W~.hrend der Druckein- 
wirkung wurde dann der Cilienschlag durch ein Umkehrmikroskop beobachtet (vgl. 
PONAT 1967). 

ERGEBNISSE 

Nach GI~.AY (1922, 1928) ist die mechanische Aktividit (Transportleistung) der 
Kiemencilien yon Mytilus edulis stark abh~ingig vom pH des Auf~enmediums. Bei Ver- 
ringerung des pH nimmt die Cilienaktivi6it ab; bei pH 5,6 kommt es zum Stillstand 
der Cilien. ErhShung des pH-Wertes tiber den des normalen Meerwassers (7,8-8,2) 
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Abb. 1: Fortdauer des Cilienschlages w~ihrend der Einwirkung yon hohem hydrostatischem 
Druck. Untersucht wurde isoliertes Kiemengewebe yon Mytilus edulis aus der Ostsee bei 20 ° C 
in Fundortwasser yon 15 % S. Jeder Punkt entspricht einem Kiemenstiick. Dreiecke und Qua- 

drate stellen Mittelwerte dar 

hinaus, bis auf 9,2, bewirkt eine Zunahme der mechanischen Aktivit~it der Cilien. 
Insgesamt wird deutlich, dai~ der Cilienschlag, gemessen an der Transportleistung, in 
einem schwach alkalischen Medium am wirkungsvollsten ist. 

Beobachtet man nun die pH-Abh~ingigkeit der Fortdauer des Cilienschiages w~ih- 
rend der Einwirkung eines hohen hydrostatischen Druckes (500 arm), so ergibt sich bei 
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Erhtihung des pH-Wertes yon p H  5 bis pH  9 eine gleichm~it~ige Zunahme der mittle- 
ren Cilienschlagdauer. Diese ist in Abbildung 1 in einem semilogarithmischen Koordi- 
natensystem dargestellt. Auffallend ist die besonders grof~e Streuung der Einzelwerte 
im s&wach alkalischen Bereich. Bei p H  9 betr~igt die Fortdauer des Ciliens&lages bei 
den Gewebestiicken yon Miesmuschetn in manchen FS, llen das Sieben- bis Zehnfache des 
Wertes in normalem Meerwasser; in anderen FS-11en macht sich s&on friihzeitig eine 
Sch~idigung bemerkbar. Die mittlere Cilienschlagdauer bei p H  8 betr~igt 52 Minuten, 
bei pH  9 dagegen 190 Minuten (Abb. 1). 

Im Vergleich zu diesen bei 500 arm erhaltenen Werten ist die Fortdauer des 
Cilienschlages bei 600 atm im alkalischen Bereich deutlich verringert. Bei pH  5 bis 7 
liegen dagegen keine signifikanten Abweichungen vor (Abb. 1). 

Interessant ist die Ers&einung, dag der Ciliens&lag bei isolierten Kiemenstiicken 
w~ihrend einer Dru&einwirkung stundenlang zur Ruhe kommen kann, ohne dag des- 
hatb das Gewebe abstirbt. Zur Ermitttung der Resistenz wird deshalb festgestetlt, ob 
das Gewebe nach Dru&einwirkung no& Aktivit~it zeigt oder sich wieder erholt. Bei 

i ! i i i 

3 Myti[us edulis 
Kiemengewebe / J / , / / , ~  \ .  

:~ Atmosphdren-f / "  ~ ° \  
> 2 druck/ /..~_ . . . . .  /~O0 alrn- ' \  

/ . / , ,  . . . .  ", \ 
/ / / , .  " '--- ... .  :. 

_> 
,~ v /  20"C, 15"/,, S \\ 

~ 0  I . ~ I 

pH DES AUSSENMEDIUMS 

Abb. 2. ginflutg des pH-Wertes auf die zellulS.re Druckresistenz. Als Mag fiir diese Resistenz 
wurde bei isolierten Kiemenstiicken yon Mytilus edulis aus der Ostsee nach 3 Stunden Druck- 
einwirkung und ans&liefgender Dekompression die Aktivlt~itsrate der terminalen Cilien nach 
folgendem Schema charakterisiert: 3 = normale Aktivit~it; 2 -- Aktivifiit etwas verringert; 
1,5 = Aktivititt auf 50 °/0 verringert; 1 = AktivitS.t tiber 50 °/0 verringert; 0,5 = 10-1% der 
Cilien noch aktiv; 0 = Cilienstillstand. Die eingezeichneten Punkte sind Mittelwerte aus jeweils 
12 Einzelbeobachtungen, Standardabweichungen _+ 0,5-0,7. Far die bei Luflcdru& gemessenen 
Kontrotlwerte betragen die Standardabweichungen _ 0,3-0,5. Temperatur 20 o C, Salzgehalt 

15 %0 S, Dru& und pH wie in der graphischen DarstelIung angegeben 

den folgenden Untersuchungen zur zelluliiren Druckresistenz wurde isoliertes Kiemen- 
gewebe 5eweils 3 Stunden bei vers&iedenem pH einem hohen hydrostatis&en Dru& 
ausgesetzt. Nach Dekompresslon verstrichen noch etwa 15 Minuten his zur mikro- 
skopischen Beobachtung. 

Die w~ihrend der glei&en Zeit bei vers&iedenem p H  zur Kontrolle gehaltenen 
Gewebestiicke lassen - ~ihnlich wie bei GRAY (1928) -- erkennen, dag ihre Cilienschlag- 
aktivit~it bei Verringerung des pH unter etwa 7 deutlich abnimmt. Cilienstillstand 
tritt unter diesen Bedingungen bei pH 3 ein. Im Bereich yon pH 7 bis 10 erscheint die 
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Cilienaktividit normal. Die benutzte Methode gestattet keine wcitere Abstufung der 
Aktivit~tsrate in diesem Bereich. Die geschilderten Beobachtungen gelten #iir 10 o C und 
anniihernd auch fLir 20o C. Bei 200 C deutet sich atlerdings bei pH 10 bereits eine ge- 
ringfiigige Aktividitsabnahme an. 

Bei dreistiJndiger Einwirkung verschieden hoher hydrostatischer Driicke ergibt 
sich erst dann ein deutlicher Effekt gegeniiber den Kontrollwerten, wenn der Druck 
mindestens 400 atm betr~igt (Abb. 2 und 3). Die Resistcnzkurven bei 100 und 200 C 
liegen in diesem Fall dcutlich unterhalb derjenigen fiir die Kontrollwerte. Der optimale 
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Abb. 3: Der Einflul~ des pH-Wertes auf die zelluI~ire Druckresistenz. Temperatur 10 ° C. Weitere 
Einzelheiten wie in Abbildung 2 

Resistenzbereich erstreckt sich bei 400 atm von etwa pH 7 bis 9. Bei 200 C ist das 
Gewebe nach Druckeinwirkung bei niedrigen pH-Werten (pH 4 bis 6) leistungsfiihiger 
als bei 10 ° C. 

Nach Einwirkung yon 500 atm ist die Aktividit des Gewebes im gesamten pH- 
Bereich geringer als bei 400 arm. Durch h6heren Druck (600 arm) wird dieser Effekt 
noch verst~irkt (Abb. 3). Die sch~idigende Wirkung des Druckes nimmt im Vergleich zu 
den Kontrolltieren im alkalischen Bereich stark zu. Vergleicht man die nach Einwir- 
kung verschiedener hydrostatischer Dri~cke (400 bis 600 arm) sowohl bei I00 Cats  auch 
bei 200 C erzielten Aktividitskurven, so f~illt auf, daf~ sich das Maximum der mittleren 
Aktivit~itsrate bei Zunahme der Druckh6he welter in den sauren pH-Bereich ver- 
schiebt (Abb. 2 und 3). Das bedeutet, dab das Maximum der zellul~iren Druckresistenz 
bei zunehmendem Druck in den sauren Bereich riickt. 

DISKUSSION 

Nach GRAY (1922) ist die mechanische Aktivit~it der Kiemencilien yon Mytilus 
edulis deutlich vom pH des Auf~enmediums abhiingig. Sie ist im schwa& alkalischen 
Bereich am gr6i~ten. Auch nach mehrstLindigem Aufenthalt des isolierten Kiemen- 
gewebes in Meerwasser yon verschiedenem pH wird der Cilienschlag am besten im 
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alkalischen Milieu (bei pH 7 bis 10) aufrechterhalten; die Transportleistung der Cilien 
ist dort am gr~gten. Migt man nun die Fortdauer des Cilienschlages w~hrend Einwir- 
kung eines hohen hydrostatischen Druckes (500 arm), so ergibt sich, dal~ diese in einem 
pH-Bereich von 5 bis 9 in einem ann~ihernd logarithmischen Sinne ansteigt (vgl. Abb. 1). 
Die weitaus l~ingsten Zeiten treten im alkalischen Bereich bei pH 9 auf. Bei ErhShung 
des Druckes auf 600 atm wird die Schlagdauer insbesondere im alkalischen Bereich 
verringert. 

Interessant ist nun die Beobachtung, daf~ die maximale zellul~ire Druckresistenz 
des gleichen Gewebes, gemessen an der Rate der Citienaktivit~t nach mehrstiindiger 
Druckeinwirkung, bei niedrigeren pH-Werten liegt. Das bedeutet, dag die Dauer des 
Cilienschlages w~ihrend einer Druckeinwirkung (bis zum Eintritt des Comas) nicht als 
ein Mag f~ir die zellul~ire Druckresistenz angesehen werden kann. Vielmehr geht aus 
den Untersuchungen deutlich hervor, dag die zellul~ire Druckresistenz bei verschiede- 
hen pH-Werten gerade in dem Bereich besonders abnimmt, in dem die Cilien bei Lut~- 
druck ihre grSgte mechanische Aktivit~it und unter Hochdruck die l~ingste Schlagdauer 
erkennen lassen. Offensichtlich steigt die Druckempfindlichkeit des Gewebes, wenn die 
Stoffwechselintensit~it bei ErhShung des pH-Wertes einen ,Optimalbereich ~ iiber- 
schreitet. In einem solchen Bereich erhShter Druckempfindlichkeit nehmen dann die 
Sch~iden bei lang andauernder oder erh6hter Druckeinwirkung relativ st~irker zu. Bei 
ErhShung des hydrostatischen Druckes auf 600 arm verschiebt sich der Bereich der 
maximalen Druckresistenz auf diese Weise sogar bis in den sauren pH-Bereich (vgl. 
Abb. 2 und 3). 

Es ist zu vermuten, dag bei der zellul~iren Druckresistenz auch enge Beziehungen 
zur Resistenz wichtiger empfindlicher Enzyme bestehen, wie es bereits bei der zellu- 
l~iren Hitzeresistenz nachgewiesen ist (USHAKOV 1966). Zur Erl~iuterung dieser Arbeits- 
hypothese mSchten wir einige Mechanismen heranziehen, durch die hohe Driicke wahr- 
scheinlich die Stabilit~it der Proteine beeinflussen. Widltig ist dabei die Erscheinung, 
dag Druckanstieg die Ionisierung verschiedenster Molekfile beg~instigt, da diese ge- 
w~Shnlid~ mit einer Volumenabnahme verbunden ist. Auff~illig ist dieser Effekt schon 
bei den eingangs erw~ihnten Puffersystemen. Sowohl beim Karbonat- als auch beim 
Phosphatsystem nimmt die Dissoziation mit ansteigendem Druck, das heil3t mit grSlge- 
rer Wassertiefe, zu (BtJcH et aI. 1932, SVERDRUP et al. 1942). Bei grofgen Molek~ilen 
wie Proteinen addieren sich solche Effekte der Volumenverringerung fiir die verschie- 
denen ionisierten Gruppen, so dag die gesamte Volumenabnahme wesentlich st~irker 
und der Einflui~ des Druckes viel deutlicher ist. Die Ionisierung kann zur Entfaltung 
der Eiweigmolek[ile fiihren. Diese ist abet mit einer Volumenvergr~Sgerung verbunden. 
Der Effekt des Druckes auf das Mag der Ionisierung und Entfaltung verl~iut~ also in 
entgegengesetzter Richtung. Die relative Bedeutung des einen oder anderen Faktors 
wird je nach den Bedingungen und je nach dem Protein verschieden sein (JOHNSON, 
EYRING & POLISSAR 1954). 

Auch pH-Anderungen beeinflussen sowohl das Ausmaf~ der Ionisierung als auch 
die St~irke der WasserstoffbrLickenbindungen und Salzbindungen, die f~ir den Fal- 
tungszustand der Eiweit~e eine wichtige Rolle spielen. Die bei DruckerhShung beob- 
achtete Verschiebung des zellul~iren Resistenzmaximums zu niedrigeren pH-Werten 
hin kSnnte demnach durch entsprechende Ver~inderungen der Stabilit~it im molekularen 
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Bereich bedingt sein. Enzymatische und molekularbiologische Untersuchungen k/Snnten 
hier weitere AufschRisse geben. 

Z U S A M M E N F A S S U N G  

1. Isoliertes Kiemenepithel yon Mytilus edulis iiberlebt unter , ,Normalbedingungen" 
(Luftdruck, 100 bis 200 C, Fundortwasser von 15 °/00 S) im alkalischen Milieu (pH 7 
bis I0) am besten. 

2. Die Dauer des Cilienschlages w~ihrend Druckeinwirkung (500 atm) steigt in dem 
pH-Bereich yon 5 his 9 in einem ann~ihernd logarithmischen Sinne. Bei Erh/Shung 
des Druckes auf 600 atm nimmt die Empfindlichkeit des Gewebes im alkalischen 
Bereich deutlich zu. 

3. Das Maximum der zellul~.ren Druckresistenz wird bei Erh/Shung des hydrostatischen 
Druckes vom alkalischen in den sauren Bereich verschoben. 

Die Untersuchungen wurden durch eine Sachbeihilfe der Deutschen Forschungsgemeinschai°t 
an Herrn Prof. Dr. C. SCHLI~VER erm/Sglicht. 
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