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Summary

Methods :

1.

Calcium transport across the membrane of Paramecium caudatum
was studied by measuring calcium uptake and release by means

of flow-through-technique, which was developed especially

for this purpose. The method allows continous flow of the cells
suspension with radioactive and inactive solution, respectively,
combined with simultaneous electrical stimulation of the cells
by means of extracellular electrodes.

The results obtained were compared to and interpreted according
to behavioral patterns of Paramecium, which were registred by
the time exposure dark-field macrophotographic technique under
the same experimental conditions.

Results :

1.

Ca2+ uptake and release occured as a result of electrical stim-

ulation., Uptake decreased with increasing number of successive
stimulation periods.

Ca2+ uptake and release were largest at 15 °C. except the first
response of the uptake which has its maximum at lo c.

Maximum uptake was obtained at stimulus amplitude of 20 V/cm,
while maximum release was measured at 36 V/cm.

30 s, whereafter saturation was found. Further prolongation of
stimulus amplitude caused the uptake to diminish.

uptake was enhanced by increasing stimulus duration until

Increasing the ratio [K+] o [Ca2+] i/z by increasing [K+] °

at constant [Ca2+] o in the extracellular medium caused calcium
uptake to change into release after repeated stimulation of the
cells.

After flow-through-experiments were carried out the net amount
of calcium taken up by the cells was measured, which was between

20 and loo % of the total uptake during an experiment depending



\'4

on the applied temperature and stimulus amplitude.

At temperatures £ 15 °c cells swam backward perpendicular to

the electric field (stimulus streng.thz lo V/cm). At 25 90 cells

showed forward spiralling movement which was partly perpendicular

and partly parallel to the electric field. The same phenomenon
. + 24y 1/2 .

was observed at higher [K ]o/ [ca ] 5 ratios (lo and 20)

at 15 °c.

The rate of backward swimming showed a time~depending decrease
at low temperatures ( < 15 °C). The decrease of swimming rate
was faster at increased stimulus amplitude.

Interpretation :

1.

2.

3.

For the first time evidence was brought for stimulus-evoked
Ca2+ influx at temperatures >0 ©Cc. This result confirms the
Ca2+ influx hypothesis.

2+ exchange due to leakage and concomitant active

A permanent Ca
extrusion across the plasma membrane of Paramecium can be de~

rived from the experiments.

2+ 2+

Active Ca extrusion together with inactivation of Ca channels
and Ca2+ diffusion from the ciliary space into the cell body is
responsible for regulation of intraciliary Caz+ concentration.

2+ transport on stimulus amplitude is assumed
to result partly from increasing calcium permeability and partly

The dependence of Ca

from rapid inactivation and/or from an electrically activated
Caz+ pump,

The Ca2+ pump rate was found to be about ten times the magnitude
of the Na+ pump rate in human red cells.



1 Einleitung

Paramecium caudatum (Pantoffeltierchen) ein 200-250 am langer
ellipsoidférmiger Einzeller, ist ein typischer Vertreter

der Ciliaten ( Abb. 1). Die Ciliaten sind die am hdchsten diffe-
renzierten Protozen, die eine Reihe von organartigen Zelldifferen-
zierungen ( Organelle ) enthalten. Ein trichterfdrmiger Zellmund

( Cytostom ) z.B. ermdglicht den Paramecien die Nahrungsaufnahme,
zwei alternierend pulsierende kontraktile Vakuolen sorgen fiir die
Konstanthaltung des osmotischen Drucks und als Bewegungsorganelle
dienen die Cilien, die lo um lange und ca. 0,25 am dicke zylin-
drische Fortsédtze darstellen. Sie ermSglichen es den Organismen,
zu schwimmen und Nahrungspartikel einzustrudeln., Die Zellober-
fldche eines Parameciums ist mit 1 - 2 . lo4 Cilien besetzt.

Sie sihd, wie die gesamte Zelle, von einer Elementarmembran
(Plasmamembran) umgeben, die einerseits das Cytcplasma vom AuBen-
medium abgrenzt und andererseits zur Erhaltung der Form der Zelle
dient.

Dank der Rezeptoreigenschaften seiner Plasmamembran, reagiert
Paramecium auf verschiedene &dufBlere Reize (z.B. mechanische,
elektrische, chemische). Dieser Einzeller ist ein gut unter-
suchtes, aber auch weiterhin ideales Objekt filir das Studium der
Eigenschaften der Membran bei Erregung. Die Erregung seiner Zell-
membran gleicht im Prinzip der Membranerregung von Nerven- und
Muskelzellen der Metazoa (Eckert, 1972; Eckert and Brehm, 1979).
Im Gegensatz zur Nervenerregung wird der erregende Einwdrtsstrom
von Ca2+ getragen. Alle anderen wichtigen Eigenschaften der Nerven-
membran wie Ruhe und Aktionspotential, sowie Refraktadritidt sind
auch fiir die Plasmamembran von Paramecium charakteristisch. Unter
normalen Bedingungen hat das Aktionspotential die Form einer
graduierten Antwort. Die Abfolge Reiz-Erregung-Reaktion, die sich
an den Cilien und der Zellmembran ereignet, kann anhand der bis-
herigen Ergebnisse folgendermaBen beschrieben werden :

Wihrend einer elektrischen Depolarisation erhdht sich Membran-
leitfdhigkeit fiir Ca2+, deren elektrochemischer Konzentrations-
gradient vom Auflenmedium in das Zellinnere gerichtet ist.
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Der darauffolgende Ca2+-Einstrom fiilhrt zur weiteren Membrande~
polarisation in einem regenerativen ProzeB (Nzitoh and Eckert,
1969; Naitoh, Eckert and Friedman, 1972). Das extrazelluldre
Ca2+ stromt in die Zelle durch die spannungsabhdngigen Kandle
in ger cilifdren Membran ( Eckert, Naitoh and Machemer, 1976:
Dunlap, 1977: Ogura and Takahashi, 1976). Die Erhdhung der intra-
cilidren Ca2+-Konzentration von ihrem Ruhewert (5 -10-8M oder
weniger: Hildebrand and Dryl, 1976) auf den Wert von ca. 10™° M
( Eckert, 1972 ) verursacht eine voriibergehende Richtungsidnder-
ung des effektiven Cilienschlages ( Naitoh and Kaneko, 1972:
Machemer, 1974). Obwohl weitgehend unbekannt, beruht der mole-
kulare Mechanismus der Reiz-Erregung-Transduktion méglicher-

weise auf der unmittelbaren Wirkung des intracilidren Ca2+

auf
den Gleitmechanismus des tubuldren Systems im Cilium (sliding-
microtubule hypothesis, Satir, 1968). Die Reaktionen des Ein-
zellers duBern sich dabei in der Anderung seines lokomotorischen
Verhaltens.

NAHRUNGSVAKUOLE

perisTom  ©7TO3TOM

CILIEN

KONTRAKTILE A\ S8

VAKUOLE KONTRAKTILE
MAKRONUKLEUS VAKUOLE

, Opm MIKRONUKLEUS

Abb., 1 Organisationsschema von Paramecium caudatum.
V = Vorderende, H = Hinterende. ( Aus Grell, K.G. ( 1968 ) :

Protozoologie. 2. Aufl., Springer~Verl., Berlin, Heidelberg,
New York. Nach Kiikenthal und Matthes).

Normalerweise bewegt sich Paramecium mit Hilfe des Ruder-
schlags seiner Cilien in einer linksgewundenen Spirale bei
gleichzeitiger Rotation um seine Kdrperldngsachse, wobei der
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effektive Cilienschlag nach rechts hinten gerichtet ist. Die
verschiedenen #uBeren Reize kdnnen Anderungen in Schlagrichtung
und -frequenz des Cilienschlages bewirken. Die charakteristische
motorische Antwort auf eine mechanische Reizung des Vorderendes
(z.B. Aufprall auf ein Hindernis) ist die phobische Reaktion,
die sog. "avoiding reaction" (Jennings, 1906). Sie ist gekenn-
zeichnet durch kurzzeitiges Riickwdrtsschwimmen, das infolge

der Cilienschlagumkehr entsteht.

Der spéte K+-Ansstrom, der auf den Ca2+-Einstrom folgt, fiihrt
zusammen mit der Verminderung der Ca2+-Membranleitf5higkeit zur
Membranrepolarisation (s. Review: Eckert and Brehm, 1979).

Aus der zeitabhingigen Renormalisierung des Cilienschlages mufl
auf eine Abnahme der intracilidren Ca2+-Konzentration auf den
Ruhewert geschlossen werden. Hierfiir wird in erster Linie aktiver
Ca2+-Ausw5rtstransport verantwortlich gemacht (Hildebrand, 1978).

Browning und Nelson (1976) haben versucht, einen erregungsbe-
dingten Ca2+-Einstrom an Paramecium aurelia mit Hilfe des radio-
aktiven Isotops 45Ca2+

nur teilweise erfolgreich, denn ihnen ist gelungen, einen erh&h-
2

direkt nachzuweisen. Dieser Versuch war
ten Ca’t-Einstrom infolge einer Membrandepolarisation durch xt
bzw. durch Anlegen eines elektrischen Feldes alternierender Pola-
ritit bei 0 °C nicht aber bei 23 °C zu messen. Den Ca2+-Ausstrom
konnten sie bei 23 °C messen. Bei 0 °C wurde kein Caz+-Ausstrom
festgestellt.

\

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen erregungsbedingten
Ca2+-Einstrom an P, cudatum nachzuweisen und nach Méglichkeit
gleichzeitig Aussagen iiber den aktiven Ca2+-Ausw8rtstransport
zu machen. Die angewandte Durchstrtmungsmethode, die zum 2Zwecke
direkter Messungen von Ca2+-Flﬁasen durch die Plasmamembran ent-
wickelt wurde, erlaubt die kontinuierliche Durchstr&mung einer
Paramecien-Suspension und gleichzeitige extrazelluliire elektri-
sche Reizung, die eine Cilienschlagumkehr ausldst. Als Indikator
fiir Ca2+ wurde das Radioisotop 450a2+ verwandt.

Mit der Durchstrdmungsmethode gelang es, eine Ca2+-Aufnahme wie
auch eine Ca2+-Abgabe der Organismen in Abhdngigkeit von Tempe-
ratur und Reizspannung nachzuweisen. Da das Bewegungsverhalten
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von Paramecium ein sehr préziser Indikator fiir die intraciliire
Ca2+-Konzentration ist (s. z.B. Hildebrand, Habilitationsschrift,
1978), werden photographische Registrierungen der Bewegung von
Paramecium im Vergleich zu den FluBmessungen herangezogen.

Die im folgenden beschriebenen Ergebnisse tragen zu drei Teil-
aspekten der Erregbarkeit der Protozoen~-Membran bei :

1. eine weitergehende ( vergl. Browning and Nelson, 1976 ) Verifi-
kation der Ca2+-Einstrom-Hypothese (Eckert, 1972) und die
damit zusammenhdngende Abschdtzung der intracilidren Caz+-
Konzentration, welche die Cilienschlagumkehr ausldst,

2. die Bedeutung der Membraninaktivierung und desvaktivenv0a2+-
Auswdrtstransportes fiir die Regulation der intracilidren Ca2+-

Konzentration,

3. die Spannungsabhingigkeit des aktiven Ca2+-Transportsyatema
(vgl. Hook and Hildebrand, 1979).

Fiir die Anregung zu dieser Arbeit danke ich Herrn Priv. Dozent
Dr. E. Hildebrand: ebenso fiir seine Hilfe und die stete Diskus-
sionsbereitschaft. Herrn Dr. K, Hartung bin ich zu Dank verpflichtet
fiir die Einfiihrung in die Isotopentechnik und Interpretation der
experimentellen Daten und Herrn Dr. H.G. Smith, Jjr. fiir seine
sehr hilfreichen Hinweise bei der Entwicklung der Methode.

Frau A. Miiller-Holtkamp méchte ich filir ihre Hilfe bei meinen
ersten Schritten im Umgang mit Paramecium, sowie allen Mitar-
beitern des Instituts fiir Neurobiologie fiir ihre Hilfsbereit-
schaft danken. Insbesondere danke ich Herrn Erkens und Herrn
Backbier fiir ihre Hilfe beim Aufbau der Apparatur.

Herrn Prof. Dr. H. Stieve danke ich fiir die MSglichkeit, diese
Arbeit am Institut fiir Neurobiologie durchfilhren zu kSnnen.



2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Zellkultur, Pradparation von Zellsuspensionen und Bestimmung
des Proteingehaltes.

Die Kultur von Paramecium caudatum, die aus dem Nencki Institut
in Warschau stammt, wurde in einer N@ahrldsung aus abgekochtem Heu
bei Zimmertemperatur geziichtet. Die Zellen wurden jeweils etwa

2 Wochen nach der Inokulation mit einer Bakterienlésung fiir die
Experimente genommen.

Nach 2- bis 3-Minuten langem Zentrifugieren bei ca. 170 g (s.Abschn.
7.1) wurde das "Zellpellet" in einen Enghalskolben (MeSkolben)

mit einer Waschldsung iiberfiihrt ( 10™% bzw. 1677 M CaCl,, 1 mM
Tris/HCl, pH=7.2). Einige Zeit spédter sammeln sich die Zellen

im Hals des MeBkolbens mit der Waschlésung aufgrund der negativen
Geotaxis. Dadurch wird die Trennung zwischen den intakten und den
durch das Zentrifugieren mdglicherweise geschiddigten Zellen gewdhr-
leistet. Die Waschprozedur wurde solange wiederholt, bis die

400~ bis 5o0o-fache Verdiinnung der urspriinglichen Ndhrldsung durch
die Waschldsung erreicht wurde. Die Zellsuspensionen, die man auf
diese Weise gewonnen hatte, wurden fiir einen Versuchstag ver-
wendet.

Um die filir die FluBmessungen notwendigen Zelldichten zwischen
lo4 und 4-lo4 Zellen/ml zu erhalten, wurden die Zellsuspensionen
auf die in Abb. 2 dargestellte Weise verdichtet. Vor jeder Ver-
dichtung wurde der pH-Wert der Suspension nachgemessen und falls
notwendig nachgestellt. Fiir die Messungen der Ca2+-Aufnahme
wurden jeweils 2 ml einer nicht radioaktiv markierten Zellsus-
pension verwendet. Vor jedem Versuch zur 450a2+
die Paramecien in der radioaktiven Wasch]dsung iliber Nacht inku-
biert, nachdem die L&sung durch Zugabe von 450a012 radioaktiv
markiert wurde (vgl. Abschnitt 2.1.2). Am n8ichsten Tage wurden
2 ml dieser Suspension fiir die Experimente gebraucht.

-Abgabe wurden

Die Bestimmung der Zelldichten erfolgte durch direktes Zahlen
der Zellen in einer Zdhlkammer (Planktonz&hlkammer, Fa. Zeiss)

mit Hilfe eines umgekehrten Mikroskops (Standard UPL, Fa. Zeiss)



Zu diesem Zweck wurden jeweils 0,5 ml der dichten Zellsuspension
in die Zihlkammer pipettiert und auf das Volumen der Kammer (5 ml)
mit Waschldsung aufgefiillt. Nach Zugabe eines Tropfens einer
8%-igen Formolldsung starben die Zellen und setzten sich auf den
Boden der Z&hlkammer ab. Danach wurde nur ein Teil des Kammer-
bodens von loo mm? Fliche mit Hilfe eines Z&hlokulars (Zeiss)
ausgezihlt. Aus bekannter Gesamtfliche des Kammerbodens ( ca. 490
mn?) wurde dann die Gesamtzahl der Zellen in der Zdhlkammer be-
rechnet. Pro Versuch wurde je eine Zellprobe bestimmt.

silicon tubing

~:_-E%_—_-:: [rubber stopper|
/i

1 ’ [cell suspension]
4
\_/

Abb, 2 Anordnung zur Verdichtung der Protozoensuspensionen.
Die Filtereinheit setzt sich zusammen aus einem Sweenex-Filter-
halter (Millipore) und einem Nuclepore-Filter.

filter
unit

Der Proteingehalt von P. caudatum wurde mit Hilfe des Protein-
Tests nach Lowry (Lowry et al., 1951) mit dem Rinderserumalbumin
als Standard bestimmt. Er betrdgt zwischen 50 und 6o ug Protein
pro tausend Zellen (s. Abschnitt 7.2)., Dieser Wert wird gebraucht
bei der Berechnung der Anzahl der Ca2+-Bindungsstellen an der
Plasmamembran von Paramecium ( s, Abschnitt 7.2 ).



2.1.2 Losungen

Konzentrierte Stammldsungen von CaCl,, Tris (tris (hydroxymethyl)
aminomethane) ) und KC1l wurden aus Chemikalien von analytischem Rein-
heitsgrad (Merck) und aqua bidest. hergestellt. Die Verunreini-

gung von KC1l und Tris durch Ca2+ betrdgt weniger als 10_5.

Die Herstellung von Waschldsungen (o.1l mM und o.ol mM CaClz,

1 mM Tris/HCl, pH=7.2) erfolgte durch Mischung entsprechender
Volumina der CaClz- und Tris-Stammldsungen und Auffiillen mit
destilliertem Wasser auf das Endvolumen. Der pH-Wert der LGsun-~-
gen wurde mit 1 N HCl-Ldsung auf den Endwert von 7.2 mit Hilfe
eines digitalen pH-Meters (Orion 60l) mit einer pH-Laborelektrode
(Ingold) eingestellt. Fiir die Versuche zum Antagonismus zwischen
Kkt und Ca2+ wurde jeweils entsprechendes Volumen der KCl-L&sung
zur Waschldsung und Zellsuspension beigemischt.

Die Losungen fiir die FluBmessungen der Ca2+-Aufnahme wurden durch

450a2+ radiocaktiv markiert.
3

Zugabe kleiner Mengen des Radioisotops
Die spezifische Aktivitdt der L&sungen betrug zwischen lo~ und

3 .10° cpm/nM ca?*.sie wurde durch Fliissigkeitsszintillation mit
Hilfe eines Szintillationszdhlers ("Betaszint" BF 5000, Berthold)
bestimmt. Als Szintillationsfliissigkeit wurde Insta-Gel von

450a2+ wurde als

"Packard-Instruments Company, INC." verwendet.
CaCl, in wiBriger Losung mit einer Aktivitit von ca. 2 mCi/ml von

"The Radiochemical Centre Ltd. Amersham" bezogen.

2.2 Methoden
2.2.1 Prinzip der Messungen der elektrisch stimulierten Ca2+-
Aufnahme und -Abgabe mit Hilfe der Durchstrémungsmethode.

Der kontinuierliche FluB einer radioaktiv markierten bzw. nicht
markierten CaClz-L6sung durch ein Versuchsgefdfl, das 2 ml einer
dichten Zellsuspension enthdlt (s.Abschnitt 2.1.1), kombiniert
mit zeitlich festgelegter elektrischer Reizung der Zellen erlaubt
die Messungen der Ca2+—Aufnahme bzw. -Abgabe. Diese beruhen auf
dem Unterschied zwischen den spezifischen Radioaktivitdten in
der Durchstrdmungsldésung und intrazelluldren Fliissigkeit und

werden als Anderungen der Radioaktivitdt des extrazellulédren
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Mediums registriert. D.h. solange kein stationdrer Zustand der
Radiocaktivitdt zwischen in- und extrazelluldrem Medium erreicht
ist, konnen meBbare Effekte registriert werden.

Das Volumen der Versuchskammer einschlieBlich der abfiihrenden
Schlduche zusammen mit der DurchflufBligeschwindigkeit und Sammel-
frequenz bestimmt die Zeitaufldsung fiir die Registrierung von
Ca2+—Aufnahme und -Abgabe. Die Halbwertzeit der Mischung zwiachen
der radioaktiv markierten und nicht markierten Ldsung im FluBsystem
betrug (3.3 + o0,8) min ( s. Abschnitt 3.1.5).

Um laminare Stroémung in der Versuchskammer zu verhindern und
eine gute Vermischung der nachflieflenden Ldsung mit der Zellsus-
pension zu gewdhrleisten, wurde die Suspension mit Hilfe eines
kleinen Magneten wdhrend des Versuchsablaufs leicht geriihrt.

Zur Kontrolle wurden Versuche ohne Zellen mit und ohne elektrische
Reizung durchgefiihrt. Ein kleiner Effekt der elektrischen Reizung,
der als voriibergehende Storung in der Abgabekinetik erscheint

(s. Abschnitt 2.2.4), konnte bei den Kontrollversuchen zur Ca2+-
Abgabe registriert werden. Vermutlich wirkt die Versuchskammer

als Massenspektograph fiir die beiden Calcium-Isotope (4°Ca2+ und
45Ca2+). 2% _Aufnahme konnte kein
solcher Effekt festgestellt werden, da bei dieser Art von Messun-

gen die Schwankungen in der Radioaktivitdt zwischen den einzelnen

Bei den Kontrollversuchen zur Ca

Fraktionen infolge hoher spezifischer Aktivitdt relativ grofl sind,
so daB keine meflbare Isotopentrennung registriert wurde.

Ein Versuch, 45Ca2+-Aufnahme bzw. -Abgabe als Folge chemischer
Reizung der Zellen mit erhohter K+-Konzentration Zu messen, war
erfolglos. Der Grund dafiir liegt in der Bindungskonkurrenz zwi-
schen K’ und Ca2+ an der Oberfliche sdmtlicher verwendeter Materi-
alien (s. Abschnitt 7.3), so daB kein signifikanter Effekt in

den Versuchen mit Zellen gemessen werden konnte. Die Methode der
elektrischen Reizung zeigt sich wegen ihrer Unabhidngigkeit vom
Kationenaustausch auf den Oberfldchen der verschiedenen Teile

des FluBsystems als besonders vorteilhaft filir diese Art von
Messungen,
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2.2.2 Beschreibung der Versuchsapparatur
Die Versuchsanordnung ist schematisch in Abb. 3a dargestellt.

Radioaktiv markierte bzw. nicht markierte L8sung wurde mit Hilfe
einer peristaltischen Pumpe (LKB 2120 Varioperpex peristaltic
pump) vom VorratsgefdB durch die Versuchskammer zum Fraktions-
sammler (LKB 2112 RediRac) befdrdert. Die einzelnen Teile des
FluBsystems sind mit Silikonschlduchen miteinander verbunden.

Die Fraktionen wurden mit konstanter Rate von lo Tropfen (0.67 ml)
pro Minute gesammelt.

Die Versuchskammer (Abb.3b) ist ein rechteckiges GefidB aus
Plexiglas mit den inneren Abmessungen 20 x lo x lo mm. Die
gegeniiberliegenden Seiten (20 x lo mm) sind mit Platinfolie
belegt, so daB die zwei Elektroden einen Kondensator mit dem
Abstand von lo mm bilden. Die kreisfdrmige Vertiefung im Boden
des GefdfBles hdlt einen kleinen Riihrmagnet, der dem rotierenden
Magnetfeld eines Magnetriihrers folgend in der Vertiefung rotiert.
Die Nuclepore-Filter (d=13mm, PorengrdBe = 5 um), die das Ent-
kommen der Organismen aus dem VersuchsgefdB verhindern sollen,
sind in Ein- und AusfluBéffnung des GefdBes mit Hilfe von Dich-
tungsringen und "Sweenex"-Filterhalter (Millipore) befestigt.

Das Blockdiagramm in Abb. 3a stellt die gesamte Versuchsanord-
nung dar. Die elektrische Reizung wurde mit Hilfe eines Puls-
generatoré (Tektronix Inc. Beaverton, Oregon) gewidhrleistet und
erfolgte durch Anlegen eines gepulsten elektrischen Feldes alter-
nierender Polaritdt, das einen Strom wechselnder Polaritdt er-
zeugt. Die Stromdichte in den L&sungen mit relativ kleiner Chlo-
ridkonzentration ist klein, so daB keine Chlorentwicklung infolge
Elektrolyse auf der Oberfldche der Elektroden beobachtet wurde,
obwohl Elektrolyse in geringem MaBle nicht vollkommen auszuschlie-
Ben ist ( s.Abschnitt 7.4). Die Pulsamplitude kann mit Hilfe eines
nachgeschalteten Spannungsverstdrkers lo-fach verstidrkt werden.
Pulsform und -Amplitude werden auf dem Oszillographenschirm re-
gistriert. Die Pulsbreite von lo ms und die Frequenz des alter-
nierenden elektrischen Feldes von lo Hz waren feste Parameter
wihrend aller in der Arbeit beschriebenen Versuche (Browning

and Nelson, 1976).
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Da die Versuchskammer in Serie mit einem kleinen Widerstand
(R<3:RV) einen Spannungsteiler bildet, ist es mdglich, durch
die Messung des Spannungsabfalls am Widerstand R mit einem
zweiten Oszillographen, den aktuellen Widerstand der Versuchs-
kammer R, und die dazugehdrige Stromdichte iv zu bestimmen :

Wenn U<<U°, dann gilt :

o o)
RV—R—————U (1)
R, = elektrischer Widerstand der Versuchskammer (k)
R = 12 JL
U, = Pulsamplitude (v)
U = Spannungsabfall an R (mV)

Nach Ohmschem Gesetz und mit der Gl. (1) folgt :

1 [e] 1 U (

i - ————— ————
v S Rv S R

2 )

iv = e@lektrische Stromdichte (mA/cmz)

S = Oberflache einer Platinelektrode (2 cmz)

Die Stromdichte iv kann als Kontrollparameter fiir die Schwan-
kungen in der ionalen Konzentration der Versuchsldsung gebraucht
werden (s.Abschnitt 7.4).

Die Temperatur wurde mit Hilfe eines Peltier-Regelgerdtes
(Peltier KFA-2EL) reguliert. Die Genaugkeit der Temperatur-
einstellung zwischen 0 und 3o % betrug he 0.5 °c. Die Tempera-
tur wurde mit einem NTC-Widerstand im Boden der Kammer gemessen,
der gegen einen Eichthermistor geeicht wurde. Die Temperatur-
angabe gilt immer fiir den ganzen Versuch seit Beginn der Durch-
strémung mit radioaktiv markierter bzw. nicht markierter Losung.
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2.2.3 Bestimmung der Radioaktivitat

Das Standardvolumen der radiocaktiven L&sung einzelner Fraktio-
nen (0,67 ml = lo Tropfen) wurde durchweg mit 5 ml Insta-Gel

vermischt. Um die Quantenausbeute der Lumineszenzphotonen, die
durch /b -Strahlen von 45ca?t
die Proben vor jedem Zihlvorgang ca. 40 min im Szintillations-
zdhler gekiihlt (Betriebstemperatur = lo ©c). Danach wurde jede

erzeugt werden, zu erhdhen, wurden

Probe entweder 4 oder lo min mit einer Genauigkeit zwischen o,5 %
und 0,2 % gezdhlt. Die gemessenen Zdhlraten wurden direkt in cpm
ausgedriickt.

2.2.4 Auswertungsverfahren

Die MeBdaten wurden mit Hilfe von in BASIC-Computersprache ver-
faBten Rechen- und Zeichenprogrammen auf einer PDP 11/4o-Rechen-
maschine (Digital Equipement International Ltd., Galway) ausge~
wertet,

Um die durch die Zellen aufgenommene Ca2+-Menge berechnen zu
kénnen, miissen die MeBwerte zuerst linearisiert werden. Die
Linearisierung wurde aufgrund der plausiblen Annahme durchge-
fihrt, daB der Zeitverlauf des Radiocaktivitdtsanstiegs durch
die Summe steigender Exponentialfunktionen beschrieben werden
kann (Jacquez, 1972). Eine solche Exponentialfunktion hat fol-
gende Gestalt : '

Y=Y pay L1 - exp (t/€)] (3)

y = aktuelle Radiocaktivitat der einzelnen Fraktion

Ypax = Maximale Radioaktivitdt wdhrend eines Versuchs
T = Zeitkonstante (min)
t = Zeit (min)

Die Kurvenanpassung wurde durchgefiihrt, indem die Logarithmen
einzelner MeBpunkte nach der Methode der kleinsten Quadrate
(Fehlerquadratmethode) behandelt wurden. Antilogarithmen, die
danach berechnet wurden und die bestimmten MeBpunktgruppen
entsprachen, wurden liber die im Experiment gewonnene MeS8kurve
mit Hilfe eines an die Rechenmaschine angeschlossenen Kurven-

schreibers aufgetragen. Die beste Kurvenpassung wurde nach
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AugenmalBl bestimmt und als Basislinie filir die Aufzeichnung der
linearisierten Daten gebraucht.

Beispiel eines Versuchs zur Messung der Ca2+-Aufnahme ist in
Abbildung 4a dargestellt. Die schnelle Kinetik des Radioakti-
vitdtsanstiegs ist durch die steile punktierte Kurve reprédsen-
tiert. Sie wurde fiir die MeBpunktgruppe im Zeitintervall zwi-
schen 2. und 8. Minute des Versuchsablaufs berechnet. Die Halb-
wertzeit des Kurvenanstiegs betrdgt 3,5 min und entspricht der
Zeit, die fiir die Mischung zwischen der nachflieBenden radio-
aktiven L&sung und der nichtradioaktiven Zellsuspension im
FluBlsystem charakteristisch ist. Die langsam ansteigende

' Exponentialfunktion beschreibt sowohl die Bindung von 45Ca2+

an die Oberfldche verschiedener Teile des FluBlsystems ( Versuchs-
45Ca2+/Ca2+-Austausch
zwischen den Zellen und dem Medium im ungereizten Zustand der

kammer, Schlauchsystem), als auch den

Zellen. Diese Kurve wurde berechnet fiir die Punktgruppe im
Zeitintervall zwischen 20. und 40. Minute des Versuchsablaufs.
Fiir die linearisierten Werte, die in Abb. 4b veranschaulicht
sind, stellt sie die Basislinie dar.

Im Falle der Messungen zur Ca2+-Abgabe wurde zu jedem Versuch
mit einer Paramecien-Suspension eine Kontrolle unter gleichen
Bedingungen, jedoch ohne Paramecien durchgefijhrt. Die gemittel-
ten Werte wurden so ausgewertet, indem sie aus drei entsprechen-
den Versuchen voneinander abgezogen wurden. Die Differenz
reprédsentiert die durch Paramecien infolge der Reizung abge-
gebene 45Ca2+-Menge. Ein charakteristischer Versuch zur 450a2+-

Abgabe (Abb. 5) soll dieses Verfahren veranschaulichen.

2.2.5 Registrierung des lokomotorischen Verhaltens von
Paramecium

Die Bewegungen von Paramecium wurden mit der Dunkelfeld-Methode
photographisch bei Langzeitbelichtung registriert (Ferguson, 1957:
Dryl, 1958). Zu diesem 2Zweck wurde eine mit Platinelektroden
versehene Glaskammer (20 x 20 x 1 mm ) benutzt. Die elektrische
Reizung erfolgte mit derselben Anordnung, die bei den Flufmes-
sungen gebraucht wurde (s. Abschnitt 2.2.2). Die Temperatur-

regelung wurde mit der Genauigkeit von ¥ 0,1 °C durch das
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Peltier-Regelgerdt gewdhrleistet. Die Belichtungszeit betrug

6 s.

radioactivity (101' cpm)

radioactivity (103 cpm)

1S

12

15

@ tvz =3.5 min

10 20 30 40 50 60 70 80 S0 1‘00

time (min)

@ tl/2 3.0 min

@ @ t1/2 22.6 min

i 4 n L A J 4 J ' d

10 20 30 40 50 6 70 8 S0 100

time (min)

Abb. 4
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Abb. 4 a) Versuch zur ca®*-aufnahme ( 80 ooo Zellen, Tempera-

tur = 25 ©C). Punktierte Kurven, berechnet nach der Fehlerqua-

dratmetheode, beschre;ben schnelle und langsame Kinetik im FluB-

system.

b) Revidierte Darstellung, gewonnen nach Subtraktion der oberen

Kurve von der punktierten Kurve fiir langsame Kinetik. Reizant-

worten unter der Basislinie repridsentieren die Radioaktivitdts-

abnahme im Medium nach erfolgter Reizung (Pulsamplitude = 20 V,

entspr. 20 V/cm ; Reizdauer = 1 min ).

Abszisse : Zeit nach Beginn der Durchstrémung mit radioaktiver
Losung,

Ordinate : Radiocaktivitdt in der durchstrémenden Losung.

lOr

9L

8l o experiment with cells

il e experiment without cells
61

5L

4]

3L

21

1L

time (min)

Abb. 5 Versuch zur 45Ca2+-—A‘bgabe. Temperatur = 5 oC,

Pulsamplitude = 20V, entspr. 20 V/cm ; Reizdauer = 1 min.

Koordinatenbezeichnung wie in Abb. 4 .
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2.2.6 Bestimmung der Netto - Ca”™ =Aufnahme

Die Ca2+-Netto—Aufnahme, die nach Durchfiihrung der FluBexperimen-
te in den Paramecien verblieben ist, wurde folgendermaSien bestimmt ¢

Die Zellen wurden nach den Versuchen auf dem Nuclepore-Filter ge-
sammelt und nach dem Trocknen im Trockenschrank mit der Szintilla-
tionsfliissigkeit vermischt. Danach wurde die Radioaktivitdt der
Proben im Szintillationszd@hler bestimmt. In getrennten Versuchen
wurde die Radiocaktivitdt der Filter auf dieselbe Weise bestimmt.
Nach der Subtraktion der beiden Werte voneinander, wurde die
Ca2+-Netto—Aufnahme berechnet. Die Ergebnisse dieser Messungen
sind in der Tab. 2 ( s. Abschnitt 3.1.6 ) dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Durchstromungsmethode

3.1.1 Temperaturabhdngigkeit der Ca2+-Aufnahme

Die reizbedingte Cazf-Aufnahme in Abhdngigkeit von der Tempe-~
ratur wurde zwischen 5 und 25 °C in Schritten von 5 °c gemessen.
Bei jeder Temperatur wurden je drei Versuche durchgefiihrt. Die
einzelnen Experimente sind in Abb. 6 dargestellt. Unterhaldb

5 °C wurden keine Versuche durchgefiihrt. Kontrollversuche bei

o °c haben gezeigt, daB die Zellen diese extremen Bedingungen
nicht iiberleben. Innerhalb von 90 min sterben sie ab, ohne daB
sie elektrischer Reizung ausgesetzt waren.

Die erste elektrische Reizung (Pulsamplitude = 20 V, Reizdauer =
1 min) wurde wdhrend aller durchgefiihrten Versuche in der 4l.
Minute gegeben, nachdem ein quasistationdrer 2Zustand im FluB-
system erreicht wurde. Ergebnis der Reizung ist eine Radioakti-
vitdtsabnahme im extrazelluldren Medium, die innerhaldb einer
Zeit von ca. 4 min nach Reizbeginn ihr Maximum erreicht.

Ein langsames Abklingen der Reizantwort erfolgt in den folgen-
den Minuten. Die zweite und dritte Reizperiode wurden jeweils

in einem Abstand von 20 min hintereinander ausgefiihrt. Die
Maxima der Reizantworten und folglich die Menge des aufgenom-
menen Ca2+ werden kleiner als nach dem ersten Reiz. Die Halbwert-
zeiten des Relaxationsvorganges werden von Reizantwort zu Reiz-
antwort im Mittel kiirzer (siehe Abschnitt 3.1.5).

Bei allen Temperaturen ist die erste Reizantwort deutlich zu
erkennen., Die zweite und dritte Antwort werden mit steigender
Temperatur besser erkennbar. Bei 15 ©c sind alle drei Antworten
am deutlichsten ausgeprdgt. Oberhalb 15 ¢ werden die Reizant-
worten kleiner. Die dritte Antwort verschwindet bei 25 °¢ voll-

kommen.

Die gemittelten Ergebnisse aus allen Versuchen zur Ca2+-Aufnahme
sind in Abb. 7 dargestellt. Die erste Antwort hat das Maximum
bei lo ©C. Maxima der zweiten und der dritten Antwort liegen

"bei 15 °C. In Abb. 8 ist die Abhingigkeit der Summe aller drei



Reizantworten als MaB filir die totale Ca2+—Aufnahme wahrend
aller drei Reizperioden von der Temperatur veranschaulicht.
Die maximale Ca2+—Aufnahme wird unter den gegebenen Versuchs-
bedingungen bei 15 °c erreicht.

@1y, = 29min

8
- 0 @tvz = 5.0 min
> @ 11/2 = 4.8 min
% @ t1/2 = 4.1min
=]
2
3

@tm = 3.0 min
@ t]/z = 2.8min
@ tllz = L.Omin

@ t‘lz = 3.0 min
@ t‘/z = 2.6 min

‘e 25°C

R0
I 1 xL 4 _J 1 nl_ i Jd
20 30 40 50 60 70 80 90 100

time {min)

Abb. 6



Abb, 6 Versuche zur Ca2+-Aufnahme bei verschiedenen Temperatu-
ren. Alle MeBwerte sind auf die spezifische Aktivitdt von
2« 10° cpm/nM cat

20 V, Reizdauer = 1 min. Koordinatenbezeichnung wie in Abb. 4 .

und 38 ocoo Zellen normiert. Spannung =

15,
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3.1.2 Reizspannungsabhanglgkelt der Ca“ =-Aufnahme

In dieser MeBreihe wurde die Reizspannung zwischen 4 und 36 V
in Schritten von 8 V variiert. Bei jeder Reizspannung wurden je
3 Versuche durchgefiihrt, {ibrige Bedingungen wie in 3.1l.1.
Einzelne Reizperioden wurden in Zeitabstinden von 20 min appli-
ziert. Die Reizdauer betrug 1 min. Alle Versuche wurden bei 15
°c durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 9 dargestellt.

Bei 4 V Reizspannung ist keine deutliche Reizantwort zu erkennen.
Bei 12 V und besonders bei 20 V sind alle drei Antworten sehr
deutlich ausgeprédgt. Die zweite und dritte Reizantwort ver-
schwinden bei 28 und 36 V fast vollkommen. Kontrollversuche
oberhalb 36 V haben gezeigt, daB mehrfache Reizung unter den
gegebenen Versuchsbedingungen zu sichtbarer Verletzung der Zellen
fiilhrt (s. dazu Abschnitt 7.5).

Die GroBe einzelner Antworten und damit die Fldche unter den
entsprechenden Kurven nehmen mit steigender Spannung zuerst

zu. Oberhalb 20 V nehmen sie wieder ab. Parallel dazu werden
die Halbwertzeiten der Erholungsphase der Kurven kiirzer ( s.
Abschnitt 3.1.5).

Die Abhdngigkeit der einzelnen Reizantworten von der Reizspan-
nung ist in Abb. lo dargestellt. Die Maxima aller drei Ant-
worten treten bei einer Spannung von 20 V auf. Dementsprechend
liegt das Maximum ihrer Summe auch bei 20 V (Abb.1ll).
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3.1.3 Abhingigkeit der Ca2+—Aufnahme von der Dauer der Reiz-
periode.
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Abb. 12 Versuche zur Abhdngigkeit der Ca2+-Aufnahme von der

Dauer der Reizperiode. Normierung der Meflwerte wie
in Abb. 6. Reizspannung = 20 V, Temperatur = 15 °c.
Koordinatenbezeichnung wie in 2bb. 4 .

Alle Versuche dieser MeBreihe wurden bei 15 °c durchgefiihrt.
Zu jeder Reizdauer wurden je drei Versuche durchgefiihrt, ausge-
nommen bei den Reizdauern von 180 und 300 s, bei welchen je
zwel Versuche durchgefiihrt wurden. Die Reizamplitude betrug
durchweg 20 V. Wahrend der Versuche in denen der Reiz zwischen
1 und 60 s dauerte, wurde in Zeitabstdnden von 20 min jeweils
dreimal gereizt. In diesen Versuchen sind alle drei Reizant-
worten sehr gut erkennbar. Bei angewendeter Reizdauer von 180
und 300 s betrug der Reizabstand je 30 min. Die erste Reizant-
wort ist sehr deutlich ausgeprdgt, die zweite hingegen ist
schlecht zu erkennen. Die einzelnen Versuche sind in Abb. 12
dargestellt.
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. 2+ .
Die Ca” -Aufnahme wdhrend der ersten Reizantwort steigt zwi-
schen 1 und 6o s Reizdauer (Abb. 13) bis zur Sdttigung bei
ca. 60 s Reizdauer an. Die zweite Reizantwort fillt mit zu-

nehmender Dauer der Reizperiode ab. Die dritte Antwort bleibt
etwa konstant. '

12,
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Abb. 13 Ca2+-Aufnahme normiert auf 1 ocoo Zellen.
Abhdngigkeit der einzelnen Reizantworten von der Dauer
der Reizperiode. Jeder MeBpunkt stellt den Mittelwert
t s.D. aus drei Versuchen dar. Die MeBpunkte bei 180
und 300 s sind die Mittelwerte aus jeweils 2 Versuchen
(Temperatur = 15 ¢, Reizamplitude = 20 V gntspr. 20oV/cm)

3.1.4 Abhidngigkeit der Ca2+-Aufnahme vom Abstand der Reizperioden

In dieser MeBreihe wurde das GréBenverhdltnis von der zweiten
zur ersten Reizantwort in Abhidngigkeit vom Reizabstand unter-
sucht., Die Reizung erfolgte in Zeitintervallen von 20, 25, 3o
und 40 min (s. Abb. 14). Die Reizawmplitude betrug 20 V, die
Dauer der Reizperiode durchweg 1 min. Zu jedem Zeitintervall
wurden je drei Versuche durchgefiihrt. Alle Versuche wurden bei
15 ¢ durchgefﬁhrt.

Das Gréﬁenverhéltnis zwischen den beiden Reizantworten (2.Ant-

wort/ 1. Antwort) zeigt fallende Tendenz mit grdBer werdendem
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Abb, 14 Ca2+-Aufnahme. Charakteristische Versuche zur Abhin-
gigkeit vom Reizabstand. Normierung der Mefiwerte wie
in Abb. 6. Spannung = 20 V, Temperatur = 15 °c,
Roordinatenbezeichnung wie in Abb. 4
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Abstand der Reizperioden (s. Abb. 15). Im Falle eines unend-
lich groBen Zeitabstandes zwischen den Antworten wird dieses
Verhdltnis vermutlich gegen Null gehen. D.h. die zweite Ant-

wort wird Null.
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Abb, 15 Verhidltnis von

zweiter und erster Reiz-
antwort in Abhédngigkeit

vom Abstand zwischen den
Reizperioden. Jeder Me(-
punkt stellt den Mittel-
wert ks S.D. aus 3 Versu-
chen dar.

3.1.5 Halbwertzeit der Relaxation in Abhdngigkeit von Tempe-

ratur und Reizspannung

Die Halbwertzeit der Relaxation ist eine charakteristische Zeit
fiir die Dauer des Ubergangs eines Nichtgleichgewichtszustandes

in einen Gleichgewichtszustand. Im konkreten Fall kann sie als

MaB fiir die Erholung des quasistationdren Zustandes im FluBsys-

tem nach erfolgter Reizung betrachtet werden.

Tabelle 1 enthilt neben den Halbwertzeiten fiir das Abklingen
der drei Reizantworten auch die Halbwertzeit der schnellen

Kinetik (Mischungskinetik) im FluBlsystem bei verschiedenen



Temperaturen (tI/z) (s. Abschnitt 2.2.4). Sie zeigt keine sig-
nifikante Temperaturabhingigkeit. Ihr best gesicherter Wert, .
der aus zwdlf Versuchen berechnet wurde, betrdgt (3,3 ¥ o,8)
min,

Temperatur- und Spannungsabhdngigkeit der Relaxationshalbwertzeit
sind in Abb. 16 veranschaulicht. Sowohl die steigende Temperatur,
als auch die Erhdhung der Reizspannung filhren zur Verkiirzung

von tl/2‘ Auflerdem wird tl/2 von Reizantwort zu Reizantwort

bei einer festen Temperatur oder Spannung kiirzer (Tab. 1).

temperature |half-time of |first resp. | second resp. | third resp.
{°¢) . |exchange Y2l Yo ty2 ty/2
(min) {min) (min) {min)
5 35204 5.7:1.3 - -
10 31202 49129 36227 -
15 33208 43211 37:1.2 331
20 28205 24204 19:08 1.0
25 41207 27207 26210 -
amplitude
(V)
4 - - - -
12 - 40202 38204 2.8:0.3
20 - 43211 37212 3t
28 - 3.5203 - -
36 - 22%07 - -

Tab. 1 Abhidngigkeit der Reizantwortrelaxation von Temperatur
und Spannung.

Spannungsangaben entsprechend Feldstédrken in V/cm.
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3.1.6 Ca2+-Netto-Aufnahnm

Im AnschluB8 an FluBexperimente zur Ca2+-Aufnahme wurde die
Ca2+-Netto-Aufnahme, die in den Paramecien nach Durchfiihrung der
FluBexperimente verblieben ist, zur Kontrolle in den entsprechen-
den Versuchen bestimmt. Die Ergebnisse dieser Messungen befinden

sich in der Tabelle 2.

temperature Ca residue amplitude Ca residue
(*c) (pM/103 cells) (vi | (pM/103 celis)
———  ——————— — == —

5 126 ¢ 62 4 238 = 101

10 415 * 168 12 315 2144

15 N 77 20 331 £ 77

20 331 £ 105 28 258 ¢ 45

25 254 ¢ 67 36 33777
2

Tab, 2 Ca +-Netto-Aufnahme in den Zellen nach Durchfiihrung
der FluBlexperimente.

3.1.7 %°ca?*-abgabe

45Ca2+ 2

-Abgabe sollen die Ca +-Aufnahm.eversuche
erginzen. Beide MeBireihen wurden unter den gleichen experimen-

Die Versuche 2zur

tellen Bedingungen durchgefiihrt. Der einzige Unterschied ergibt

sich aus dem Ablauf der Versuche und besteht darin, daB8 wahrend

der Messungen der 45Ca2+

-~Abgabe radiocaktiv markierte Zellsus-
pension mit nichtradioaktiver Waschlésung durchstrdmt wurde, d.h.
umgekehrt als im Falle von Messungen der Ca2+-Aufnahme ( s. Ab-
schnitt 2.1.1 ). Daraus folgt, daB eine reizabhingige Erhshung
der Radioaktivitdt in der Durchstrémungsldsung einer Abgabe

45Ca2+

von aus der Zellsuspension entspricht.
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3.1.7.1 Abhdngigkeit der Ca2+—Abgabe von der Temperatur

Die Temperaturabhdangigkeit in Abb. 17 &hnelt prinzipiell den Mel-
daten fir die Ca2+—Aufnahme (s. Abschnitt 3.1.1). Obwohl an den
Mittelwerten ein EinfluBl der Temperatur zu erkennen ist, hat der
Behrens-Fisher-Test (Campbell, 1971) gezeigt, daB zwischen

ihnen kein statistisch signifikanter Unterschied besteht.

Die relativ groBlen Fehler ergeben sich aus dem generellen Prob-
lem bei diesen Versuchen, das darin besteht, daB die Rate der
45Ca2+-Abgabe hdufig nicht oder nur anndhernd konstant war.

Die Maxima der drei Reizantworten liegen bei 15 ®c. Dpamit liegt

das Maximum ihrer Summe auch bei 15 °c (abb. 18 ).

45Ca2+—Abgabe.

Abhdngigkeit der einzelnen Reiz-

3, Abb. 17
o first response

o second response

o third response antworten von der Temperatur.

Mittelwert t S.D. aus 3 Versuchen
2{ Spannung = 20 V, Reizdauer = 1 mi
[ Ordinate : relative Einheiten
bezogen auf die Summe der Radio-
aktivitdten einzelner Fraktionen

wdhrend eines Versuches,

45042% release (rel. units)

temperature {°C)

apb. 18 “°ca’*-abgabe.

Abhingigkeit der Summe der
drei Reizantworten von der

b50q2* release (rel. units)

Versuchstemperatur (aus !
Abb. 17, gleiche Versuche).
Ordinate : siehe Abb. 17.
20 V entspricht 20 V/cm.

ol 3 5 35

temperature (°C)
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3.1.7.2 Abhangigkeit der Ca2 -Abgabe von der Reizspannung

Eine steigende Tendenz der

45Ca2+-Abgabe mit wachsender Reiz-

spannung ist deutlich erkennbar (Abb. 20), obwohl der Behrens-

Fisher~Test nur fir wenigé MeBpunkte statistische Signifikanz

zeigt. Einzelne Reizantworten zeigen zwischen 20 und 36 V von-

einander abweichende Tendenzen (Abb. 19). Dies ist eine Folge

davon, dall bei hoher 1. Antwort flir die 2. und 3. weniger

librig bleibt.

3-
o first response
o second response
a third response
2]

L5cq2* elease (rel. units)

e f

oL - )

0 % 20

amplitude (V)

Abb. 20 “*Pca?t_apgave.

Abhdngigkeit der Summe der
drei Reizantworten von der
Reizspannung ( aus Abb. 19,
gleiche Versuche).

Ordinate : s. Abb. 17.

(rel. units)

LSCaz‘release

36

45Ca2+

Abb. 19 45Ca2+-Abgabe.

Abhidngigkeit der einzel-
nen Reizantworten von der
Reizspannung. Mittelwert
* S.D. aus drei Versuchen.
Reizdauver = 1 min,
Temperatur = 15 °c,

Ordinate : s. 2bb. 17.

o
-
b

amplitude (V)
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3.1.8 Wirkung des erhShten Verhiltnisses [K+]O/ [ca?t é/z
auf die Ca2+-Aufnahme

Zugabe von K" in die Versuchslosung bewirkt eine Desensitivie-
rung der Zellen, d.h. eine verminderte Empfindlichkeit gegen
duBlere Reize (z.B. mechanische, elektrische oder chemische).
Eine Erhdhung der HuBeren K'-Konzentration ([ k') o) bei kon-
stanter auBerer Ca?t-Konzentration ( [Ca2+] O) in der Durch-
stromungsldsung entspricht einer Erhdhung des Verhdltnisses
[Kﬁﬁlo/ [Ca2+] é/z. Da bei einem verdnderten Verhdltnis von
Kalium zu Calcium in extrazelluldrer Ldsung ein verdnderter
Ca2+-Einstrom zu erwarten ist ( Hildebrand, 1978 ), wurde diese
Versuchsreihe zur Ergdnzung der librigen FluBmessungen durchgefiihrt.
Zwei Versuche (Abb, 21) sollen die Wirkung von Kt auf die Ca2+-

Aufnahme veranschaulichen.

Die Versuche dieser Serie wurden folgendermaBlen durchgefiihrt :
Vor jedem Versuch wurden die Zellen in der entsprechenden nicht-
radioaktiven Ldsung inkubiert. Da bei hodheren ionalen Konzentra-
tionen die Chlorentwicklung an den Platinelektroden infolge
Elektrolyse auftritt, wurde die CaClz-Konzentration um eine
GroBenordnung herabgesetzt. Somit haben die gebrauchten Losun-
gen folgende Zusammensetzung gehabt : o,0l mM CaClz, 1 mM Tris/
HCl, 1 mM bzw. 2 mM KCl, pH=7,2. Wdhrend der durchgefiihrten Ver-
suche wurden Spannung und Reizdauer (Abb. 2la) bzw. nur Reiz-
dauer (Abb. 21b) variiert. Die Temperatur betrug 15 Cc.

Bei einem VerhéltnisI:K+] o/[Ca2+] é/z = lo (Abb. 2la) ist eine

45Ca2+-Aufnahme ab 6 V Reizspannung deutlich zu erkennen.

Erhdhung der Reizstirke erhdht die Antworten nicht signifikant.

Nach der Reizung in der 141. Minute geht die 45Ca2+-Aufnahme in

leichte Abgabe iiber. Dieser Effekt wird vzgstgrkt nach Verlan-
C

gerung der Reizdauer (5 min), so daB die a +-Abgabe deutlich

ilberwiegt.

. + 2+ 1/2
Die Erhshung des Verhdltnisses [K 1/ (ca ™) o/ 4gonzio auf 2o
(Abb. 21b) bewirkt, daB alle Reizantworten durch Ca“ -Abgabe

charakterisiert sind. In den ersten loo Minuten werden die Reiz-

antworten von Reiz zu Reiz grdBer. Die 15 min lange Reizung in
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radioactivity

Abb. 21
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14V 20V 20V 6V

A

I A J Iy L- A 4L. Iy J
N0 120 130 140 150 160 170 180 190 200

®

[k*]./[ca?*]V/2=20

10V

A |

L . J N i
"0 120 130 140 150 160 170 180 190 200

time (min)

vl . . 4
Abhangigkeit des 5Caz"'--Transportes vom Verhdltnis

+
[k ]O/ [Ca2+] i/z. lo V entspr. lo V/cm .
Zusammensetzung der Ldsungen : o,0l mM CaClz, 1 mM
Tris/HCl, pH=7,2, a) 1 mM KC1, b) 2 mM KC1,

o .
Temperatur = 15 ~C. Koordinatenbezeichnung wie in Abb. 4



der 141. Minute hat relativ eine grofBle 45Ca2+--Abgabe zur Folge.
Auf einen 1 Minute langen Kontrollreiz in der 181. Minute folgt
eine gleich groBle Antwort wie nach der Reizung in der 121.
Minute vor dem langen Reiz.

Eine statistisch abgesicherte quantitative Analyse konnte bei
diesen Versuchen nicht durchgefiihrt werden, denn die notwendige
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse war nicht gewdhrleistet.

Der Grund dafir liegt wahrscheinlich in der relativ niedrigen
Ca2+-Konzentration (lo”5 M/1) der Waschldsung. Aus der Literatur
ist bekannt, daB bei den Ca2+-Konzentrationen im extrazelluld-
ren Medium ( [Ca2+]o < 1o™> M/1) (Eckert and Brehm, 1979)die
elektrophysiologischen Versuche schwer durchfiihrbar sind, da
neben dem Ruhepotential und der Ca2+—Leitf§higkeit ( gCa)

auch die Stabilitdt der Plasmamembran z.B, von extrazelluldrem

Calcium abhangt.

3.2 Registrierung des Bewegungsverhaltens im Dunkelfeld

3.2.1 Charakteristische Schwimmspuren

Die wichtigsten Formen des lokomotorischen Verhaltens von
Paramecium caudatum sind in Abb. 22 dargestellt. Sie entspre-
chen denjenigen Schwimmformen, die im Laufe der phobischen
Reaktion ("avoiding reaction") oder nach der mit monovalénten

L

Kationen hervorgerufenen Cilienschlagumkehr auftreten (Parducz,
1959). Man unterscheidet : normales Schwimmen (schnelle spiral-
frmige Vorwdrtsbewegungen), langsames spiralformiges Vorwarts-
schwimmen, Rotation (Trudeln in einer Ebene um das Hinterende
des Korpers oder um die Querachse), Drehung (kreisfdrmiges
Schaukeln des Korpervorderendes), "ciliary reversal" (verschie-
den schnelles spiralfdrmiges Riickwdrtsschwimmen infolge der
Cilienschlagumkehr), sich periodisch wiederholendes "reversal"
( verschieden lang anhaltende Cilienschlagumkehr). Jeder dieser
Schwimmformen entspricht eine bestimmte intracilidre Konzentra-
tion an freiem Calcium [Ca2+]i (Hildebrand, 1978). Mit anderen
Worten : die Ursache der verschiedenartigen Phdnomene im loko-

motorischen Verhalten von Paramecium sind verschieden hohe Nive-

aus von [Ca2+] ie



Abb, 22

Charakteristische Schwimmspuren von Paramecium caudatum,
die intracilidre Konzentration des freien Calciums[Cazf]i
wiederspiegeln (nach Hildebrand und Dryl, unverdff.Erg.).

A, Normales Vorwirtsschwimmen [Ca2+]i =~ 1073 m
B. Riickwdrtsschwimmen ("continous [Ca2+]i x~ 10 M
ciliary reversal")
C. Rotation [ca?*]i= 10768 m
D. Langsame spiralf&rmige Bewegung 10"7'3<[Ca2+]i'<
10 "8 u

E. Wiederholung schwacher Cilien-

schlagumkehr v
periodische Anderung

¥F. Wiederholung starker Ciliene—
g von Q:a2+]i

schlagumkehy
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3.2.2 Bewegungsverhalten wdhrend elektrischer Reizung und
EinfluBl der Temperatur

Das lokomotorische Verhalten von P. caudatum bei drei verschie-
denen Temperaturen (5, 15 und 25 °C) wihrend einer Minute langer
elektrischer Reizung ist in Abb. 23 dargestellt. Das Reizpro-
gramm war dabei dasselbe, wie bei den FluBmessungen (Pulsbreite

= lo ms, Frequenz = lo Hz). Die Reizstdrke betrug 20 V.,

Am Anfang jeder Aufnahmereihe befindet sich je eine Kontroll-
aufnahme des lokomotorischen Verhaltens bei entsprechender Tempe-
ratur (Abb. 23a). Die danach folgenden Aufnahmen zeigen verschie-
dene Verhaltensphasen widhrend der elektrischen Reizung. Sie wurden
in bestimmten Zeitabstdnden hintereinander aufgenommen: wdhrend
des Einschaltvorganges (b), 20 und 40 s nach dem Beginn der
Reizung (c und d) und wihrend des Ausschaltvorganges (e).

Die Richtung des elektrischen Feldes ist durch den Doppelpfeil

angegeben.

Die jeweilige Linge der Schwimmspuren gibt ein Maf fir die
Schwimmgeschwindigkeit bei den drei Temperaturen. Diese Ge-
schwindigkeitsunterschiede bleiben auch wdhrend der Reizung
bestehen. Bei 5 und 15 °C schwimmen die Zellen sofort nach Reiz-
beginn riickwdrts (auch erkennbar an der feinwelligen Bewegung)
und senkrecht zu den Feldlinien., Wdhrend der Reizung wird die
Geschwindigkeit geringer. Nach dem Ausschalten des Reizes schwim-
men die Zellen wieder vorwdrts in alle Richtungen. Bei 25 °c
tritt keine Richtungsidnderung auf: die Zellen schwimmen nach

Einschalten des elektrischen Feldes verlangsamt und in stdrker

spiralisierter Bahn vorwdrts. Diesmal schwimmen sie entweder

spiralfdrmig senkrecht zum Feld oder v

Feldlinien. Nachdem der Reiz ausgeschaltet wird,
t schneller vorwdrts in alle Richtungen.

so daB3 wieder der nor-

orwarts parallel zu den
schwimmen die

Zellen fiir kurze Zei

Danach normalisiert sich ihr Verhalten,
male Zustand wie auf der Kontrollaufnahme zuriickkehrt.
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Abb. 23 Lokomotorisches Verhalten von Paramecium caudatum bei
verschiedenen Temperaturen, vor, widhrend und nach elek-
trischer Reizung.

Reizprogramm : Pulsbreite = lo ms, Frequenz = lo Hz.
Doppelpfeil zeigt die Richtung des elektrischen Feldes
an. Reizspannung = 20 V entspricht lo V/cm, Reizdauer
= ] min, Belichtungszeit = 6 s .

a) Vorwdrtsschwimmen (Kontrollaufnahme ohne elektrische Reizung)

b) Wdhrend des Einschaltvorganges (Pfeil) 3 s nach dem Belich-
tungsbeginn

c) 20 s nach dem Beginn der Reizung

d) 40 s nach dem Beginn der Reizung _

e) Wihrend des Ausschaltvorganges (Pfeil) 3 s nach dem Belich-
tungsbeginn,

3.2.3 Einflufl der Reizspannung auf das Bewegungsverhalten

Die Abhdngigkeit des lokomotorischen Verhaltens von P. caudatum
von der Reizspannung ist in Abb. 24 dargestellt. Die Temperatur
betrug 15 ©c. Fiir die Aufnahmefolgen gilt dasselbe, wie im
Abschnitt 3.2.2 beschrieben wurde.

Neben dem sich wiederholenden "reversal" treten bei der Reizung
mit 4 V langsame spiralfdrmige Bewegung bevorzugt senkrecht zu
den Feldlinien und Rotation auf. Reizstdrken von 20 und 36 V
haben dagegen ein qualitativ gleiches Erecheinungsbild des loko-
motoriéchen Verhaltens zur Folge. Die Zellen schwimmen ausschlief-
lich riickwdrts und senkrecht zum elektrischen Feld. Der Unter-
schied besteht in der Schwimmgeschwindigkeit. Wdhrend der Rei-
zung mit 36 V werden die Spuren in derselben Zeitspanne
wesentlich langsamer, als das bei 20 V der Fall ist.
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Abb. 24 Lokomotorisches Verhalten von Paramecium caudatum
bei verschiedenen Reizspannungen ( 20V entspr. lo V/cm).
Temperatur = 15 °c,
Sonstige Erkl&drungen zu den Bildern wie in Abb. 23.

3.2.4 Wirkung des erhdhten Verhdltnisses [K+"]o/ [Ca2+:]i/2
auf das 1okomotorische Verhalten

Die Wirkung verschiedener Verhdltnisse [K+tlo/ [pazf} é/z auf
das lokomotorische Verhalten von P. caudatum ist in Abb. 25 und
26 dargestellt Die Versuche wurden bei 15 °C und Verhiltnissen
EK+] / [Ca2+] 1/2 1,47 5,0: lo und 20 durchgefiihrt. Die Puls-
amplltude war durchweg 20 V, auBler bei dem Versuch aus der Abb.
26 (3. Spalte), wo sie 36 V betrug. Die sonstigen Erkldrungen
zu den einzelnen Aufnahmen gleichen denen in Abschnitt 3.2.2.

Bei kleineren K'-Konzentrationen ( [K+lo/ [Ca2+] é/z = 1,4 und
5,0) unterscheiden sich die Schwimmspuren nicht wesentlich von
denen, die unter den gleichen Bedingungen bei Kalium in Spuren
von € 107°M/1 aufgenommen wurden (vgl. Abb. 23 und 24).
Die Zellen schwimmen wdhrend elektrischer Reizung riickwdrts und
senkrecht zum elektrischen Feld. Die Verlangsamung der Geschwin-
digkeit wdhrend anhaltender Reizung ist ausgeprdgter bei hdherer
-Konzentration (Abb 25). Das Erscheinungsbild &ndert sich
mit Erhdhung der K'-Konzentration ( CK+] o [Ca2+] 1/2 lo und
20). Die Zellen schwimmen iiberwiegend splralformlg senkrecht zum
elektrischeh Feld und vereinzelt vorwidrts hauptsichlich parallel
zu den Feldlinien. Die Erhdhung der Reizstdrke von 20 auf 36 V
(Abb.'26, 2. und 3. Spalte) bewirkt eine Verldngerung der
Schwimmspuren, also eine ErhShung der Schwimmgeschwindigkeit.
Die Form der Schwimmspuren bleibt dabei relativ unbeeinflufit.

Abb, 25 Lokomotorisches Verhalten von Paramec1um caudatum bei
verschiedenen Verhdltnissen von'(K+] / [C 2+] 1/2 in dem umge-
benden Medium. Temperatur = 15 °C Relzspannung 20 va lo V/cm.
Sonstige Erklirungen zu den Bildern wie in Abb. 23,

” . + 1/2
Zahlen iiber den Spalten geben das Verhdltnis [K.']o/ [Ca o/

alle.
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Abb. 26 Lokomotorisches Verhalten von Paramecium caudatum bei
verschiedenen Spannungen und Verhdltnissen von [K+]o/ [C

in dem umgebenden Medium. Temperatur = 15 ¢ ( 20V 2 jo V/cmL
Sonstige Erkldrungen zu den Bildern wie in Abb. 23.

Zahlen iiber den Spalten geben die Reizspannung und das Verhalt-
nis [K+] o/ [pa2+ i/Z an.

1/2

4. Diskussion

In dem folgenden Abschnitt wird Interpretation der Exrgebnisse
vorgenommen. Die Ergebnisse der verschiedenen MeSreihen werden
dabei entsprechend ihrer funktionellen Verkniipfung zusammen
diskutiert, wobei jeweils auf den entsprechenden Abschnitt der
Arbeit hingewiesen wird. Obwohl diese Art der Diskussion das
Lesen erschweren mag, erscheint sie fiir das Verstdndnis der
untersuchten Phinomene unerldBlich. Das Ziel ist, die Ergeb-
nisse und Beobachtungen durch ihnen gemeinsam zugrunde liegende
FPunktionsmechanismen zu erklédren.

4.1 Interpretation des lokomotorischen Verhaltens ( Dunkelfeld-
Registrierungen )

Die richtende Wirkung des elektrischen Stromes auf einzellige
Lebewesen wird gewshnlich als Galvanotaxis bezeichnet. Dieses
Phidnomen wurde an Paramecium von vielen Autoren untersucht.
Paramecien schwimmen mit dem Korpervorderende auf die Kathode
zu, wenn sie der Wirkung eines elektrischen Gleichfeldes aus-
reichender Stdrke ausgesetzt werden ( Statkewitsch, 1904:
Kamada, 1931: Kinosita, 1936). Jahn (1961) erklidrt dieses
Verhalten mit der Annahme, daB die Depolarisation der Plasma-
membran an dem der Kathode zugewandten Kdrperende die Cilien-~
schlagumkehr auslost, wdhrend die Hyperpolarisation des der
Anode zugewandten Korperendes einen verstdrkten Cilienschlag
in der normalen Schwimmrichtung verursacht. Dadurch kommt es
iiber einen "Servomechanismus" (Krdftepaarwirkung) zu einer
Ausrichtung parallel zum elektrischen Feld. Dieser elektro-
tonischen Theorie der Galvanotaxis der Wirkung des elektrischen
Gleichstromes auf Protozoen liegen die gleichen Prinzipien
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zugrunde wie der elektrischen Erregbarkeit von Nerven und Muskeln.

Das elektrotaktische Verhalten von Paramecium im Wechselfeld

ist unter dem Begriff der Oszillotaxis beschrieben (Hausmann,
1927). Die Quer- bzw. Parallelstellung von Paramecium zu den
Linien des elektrischen Wechselfeldes wurde schon vor langer
Zeit von verschiedenen Autoren beobachtet (Statkewitsch, 1904;:
Schemingky, 1924; Hausmann, 1927). Das Phidnomen der Querstellung
zu den Feldlinien wurde von Statkewitsch (1904) "transversaler

Galvanotropismus" genannt.

In den in Abschnitt 3.2 beschriebenen Experimenten ist das
Bewegungsverhalten von Paramecium in Abhdngigkeit von Temperatur,
Reizspannung und erhthtem Verhdltnis [K+:]o/ [Ca2+] i/z dargestellt.
Die Zuordnung bestimmter intracilidrer Konzentrationen zum ent-
sprechenden Bewegungsverhalten ist in Abb. 22 wiedergegeben.

Abhédngigkeit von der Temperatur :

Die Organismen schwimmen unter den beschriebenen Bedingungen
(siehe Abschnitt 3.2.2) riickwdrts und senkrecht zur Richtung

des elektrischen Feldes bei Temperaturens 15 °c. pie angewandte
Reizspannung von 20 V entspricht in der verwendeten Versuchskame
mer einem effektiven Spannungsabfall iiber der Plasmamembran von
Paramecium von ca. 30 mV. Da die Paramecien infolge ihres "galva-
notaktischen" Verhaltene auf die Kathode zuschwimmen, stellt ihre
Querstellung im alternierenden Feld bei hSherer Wechselfrequenz
(lo Hz) ein resultierendes Verhalten als Folge einer stdndigen

Umorientierung dar.

Die Ca2+-Konzentrationserh6hung in den Cilien wird hervorge-
rufen durch einen Ca2+-Einw§rtsstrom vom AuBenmedium in den
cilidren Raum. Dieser Einwdrtsstrom fliefBlt durch die spannungs-
abhangigen Ca2+-Kan§1e in der cilidren Membran (Ogura and Taka-
hashi, 1976: Dunlap, 1977), die infolge der Wirkung des alter-
nierenden elektrischen Feldes aktiviert werden.

Die Renormalisierung des Cilienschlages, auf die anhand der
Verlangsamung der Schwimmgeschwindigkeit (gekennzeichnet durch
Verkiirzung der Schwimmspuren) geschlossen werden kann, 1ldft sich
auf den Dunkelfeld-Aufnahmen gut verfolgen (Abb. 23; 1. und 2.
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Spalte ). Sie wird einerseits auf die Membraninaktivierung zuriick-
gefithrt, die damit fiir die Adaptation der Organismen auf die durch
elektrische Reizung verdnderte Umweltbedingungen sorgt. Andererseits
muB aus der zeitabhingigen Renormalisierung des Cilienschlages

auf eine Abnahme der intracilidren Ca2+-Konzentration geschlossen
werden, wofiir in erster Linie aktiver Ca2+—Ausw§rtstransport ver-
antwortlich gemacht wird (Hildebrand, 1978).

Da man annehmen kann, daB der aktive Ca2+-Ausw§rtstransport bei
Temperaturen <15 ¢ reduziert wird, schwimmen die Organismen

bei diesen Temperaturen wdhrend der elektrischen Reizung ausschliefl-
lich riickwidrts ( siehe Abb. 23). D.h. der aktive Ca2
transport reicht nicht alleine aus, um die intracilidre Ca2 ~Kon-
zentration auf ihren Ruhewert zu senken, und damit die Renormali-
sierung des Cilienschlages zu bewirken. Bei Temperaturen £15 °c
sorgt deshalb wahrscheinlich vorwiegend die Membraninaktivierung
fiir die Renormalisierung des Cilienschlages iiber die Drosselung

—-Auswarts-

des erregungsbedingten Ca2+-Einstroms. Diese Aussage wird unter-
stiitzt durch die Tatsache, daB die Zellen bei 5 ©c viel schneller
"adaptieren", als bei 15 % ( erkennbar an der Linge der Schwimm-
spuren; Abb. 23 ). Da wahrscheinlich ein Zusammenhang zwischen
geringerer Ca2+-Akkumulierung in den Cilien und geringerer Inak-
tivierung besteht, sind die Schwimmspuren bei 15 ©, im Vergleich
zu denen bei 5 C, infolge eines erhdhten Ca2+-Ausw8rtstrnnsportes

linger, d.h. die Zellen "adaptieren" langsamer bei héheren Tempe-
raturen.

Bei Temperaturen » 15 ®c schwimmen die Zellen entweder
stark spiralisierend senkrecht und schwach spiralisierend

parallel zum elektrischen Feld oder vorwdrts parallel zu den
Feldlinien ( s.Abb. 23 ; 3. Spalte). Die Wirkung der Temperatur
auf das lokomotorische Verhalten der Organismen kann auf Grund
des erhdhten Caz+-Ausw§rtstransportes verstanden werden.

Die bei Temperaturen > 15 ©c stirker arbeitende Ca2+-Pumpe ver-
hindert eine fiir die Schlagrichtung ausreichende Erhdhung der
intracilidren Ca2+-Konzentration, so daB nur eine unvollsténdige
Cilienschlagumkehr ( Richtungsverstellung gegeniiber normal;
Machemer, 1974 ) erkennbar an Spiralbahnen der Zellen oder gar
keine Verdnderung der Schlagrichtung ( Normales Vorwlrtsschwimmen)
zu beobachten ist ( siehe dazu Abb. 22 ).
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Fiir die Betrachtung der parallelen Schwimmausrichtung der Parame-
cien im elektrischen Feld ist es wichtig, die Geometrie dieses
Einzellers vor Augen zu haben. Er hat annidhernd die Form eines
gestreckten Ellipsoids mit der Lingsachse von 200 - 250 aum und
der Querachse von 60 - 70 um.

Die Stellung der Zellen parallel zu den Linien des elektrischen
Feldes kann auf der Basis des in Abschnitt 7.5 vorgeschlagenen
Modells verstanden werden. Bei dieser Schwimmausrichtung ist der ef-
fektive Spannungsabfall iiber der Plasmamembran eines Parameciums
um ca. 1/3 kleiner als bei der Querstellung zum elektrischen Feld
( Querachse/Lingsachse=1/3). Dies hat vermutlich zur Folge, daB
weniger spannungsabhidngige Ca2+-Kan§le in der cilidren Membran
aktiviert werden als bei der Querstellung der Organismen zu den
Feldlinien, so daB bei der Parallelstellung auf einen verminder-
ten Caz+-Einstrom geschlossen werden kann. Bei der Parallelstel-
lung verlduft ein Minimum an Stromlinien durch die Zelle, so das
diese Stellung die Lage des kleinsten &#ufBleren Zwanges fiir den
Organismus darstellt. Damit stellt sie die stabilste Schwimmlage
unter den gegebenen Bedingungen dar. Wenn die intraciliire Ca2+-
Konzentration nicht viel hdher als ihr Ruhewert ( ca. 5 - 1078
M/1 ;: Hildebrand and Dryl, 1976 ) ist, wird sie im elektrischen
Wechselfeld wahrscheinlich sofort eingenommen, wie z.B. bei

Temperaturen > 15 ° ( s. Abb. 23; 3. Spalte).

Zum Modell, das in Abschnitt 7.5 vorgeschlagen wird, kann noch
folgendes bemerkt werden :

Hausmann (1927) hat eine direkte Proportionalitdt zwischen GroGe
der Protozoen und duBerer Spannung in Bezug auf sowohl die erste
erkennbare Reaktion (unspezifische Wirkung des elektrischen Feldes
auf Protozoen; Scheminzky, 1924) als auch auf die TStung bei

3 von 4 untersuchten Protozoen festgestellt. Das bedeutet, daf
die Wirkung der extrazelluldren elektrischen Reizung bei gleich-
bleibender Reizspannung bei grdBeren Protozoen stérker ausgeprigt
ist, als bei kleineren. Dieser Befund unterstiitzt direkt das in
Abschnitt 7.5 beschriebene Modell.

Abhdngigkeit von der Reizspannung :

Bei kleineren Reizspannungen ( Abb. 24; 1. Spalte ) werden vor-
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wiegend spiralfdrmige Bewegung, Rotation sowie wiederholte Umkehr-
reaktion registriert ( vergl. dazu Abb. 22 ). Exst bei hoheren
Reizspannungen (2 20 V entspricht lo V/cm § Abb. 24 : 2, und 3.
Spalte) tritt Riickwirtsschwimmen auf, woraus man auf Cilien-
schlagumkehr schlieBen kann. D.h. bei Reizspannungen 2 20 V
wadchst der Ca2+-Eianrtsstrom durch spannungsabhéngige Ca2+-
Kanile in der cilidren Membran so weit an, daB die Erh&hung
der intracilidren Ca2+6Konzentration ausreicht, um die Umkehr
des effektiven Cilienschlages auszuldsen. Die Ursache fiir die
Vergroflerung des ca’t-Einwirtsstromes kann ausschlieSlich ein
Anwachsen der Membranleitf&higkeit fiir ca?t ( g a), d4.h. zu-
nehmende Aktivierung der spannungsabhingigen Ca2 -Kandle in der
Cilienmembran mit steigender Reizspannung sein.

Die Verkiirzung der Riickwirtsschwimmspuren geschieht schneller
bei 36 V als bei 20 V (Abb. 24; 2. und 3. Spalte).

Dies deutet auf eine zeitabhingige Abnahme der intracilidren
Ca2+-Konzentration, die offensichtlich bei hoheren Spannungen
schneller stattfindet. Sie beruht wahrscheinlich einerseits auf
der schnellen Inaktivierung der spannungsabhdngigen Ca2+-Kanﬁle
in der ciliiren Membran bei hdheren Spannungen. Andererseits
muB auch die Mdglichkeit einer spannungsaktivierbaren ( elektro-
genen ) Ca2+-Pumpe beriicksichtigt werden ( vergl. Hook and
Hildebrand, 1979). Die Mdglichkeit wird im Zusammenhang mit den
Ergebnissen der FluBmessungen in Abschnitt 4.2 diskutiert.

Abhéngigkeit vom erhdhten Verh&dltnis [K+] o/ [Ca2+] i/Z :

Eine ErhShung des Verhiltnisses [K'] o/ [Ca2+ 572 im extrazel-
luléren Medium infolge einer Erhdhung der HuBeren K*-Konzentra-
tion bewirkt eine Offnung der ca?*-Kanile ( Erhshung von gCa)
und damit einen erhdhten Ca2+-Einstrom, der wiederum iiber eine
Langzeitinaktivierung der Plasmamembran eine Verdnderung des
passiven Ca2+-Einstroms zur Folge hat (Hildebrand, 1978).

D.h. bei einem verinderten Verhiltnis [K+] 6/ [Ca2+] é/z

ist ein verinderter Ca2+—Einstrom zu erwarten. Somit beruht

die Desensitivierung der Zellen, d.h. eine verminderte Empfind-
lichkeit gegen HuBere Reize, durch Zugabe von KY in die Waschls-
sung auf einem Adaptionszustand der Organismen, der durch die

Menge g:a wihrend der Erregung ins Innere der Cilien eingestrdm-
ten Ca™  bestimmt wird.
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Auf den Dunkelfeldaufnahmen des lokomotorischen Verhaltens von
Paramecium ( Abb. 25 und 26 ) ist deutlich zu erkennen, dafl mit
wachsender &uBerer K+-Konzentration, die einer Erhdhung des Ver-
hdltnisses [K+] o/ [Caz+ i/z entspricht, die Empfindlichkeit
gegen elektrische Reizung abnimmt. Dies macht sich bemerkbar
durch abnehmende Tendenz zur Cilienschlagumkehr, d.h. zunehmendes
Spiralisieren und Vorwdrtsschwimmen der Organismen ( s. dazu
Abb., 22 ). Da Temperatur ( 15 °C ) und Reizspannung ( 20 V )
wdhrend der Versuche konstant waren, deutet dies auf einen
verminderten reizbedingten passiven Ca2+-Einstrom hin, der wie-
derum auf eine zunehmende Membraninaktivierung bei zunehmendem
Verhdltnis [K+] o/ [Ca2+ é‘/ 2 Luriickzufiihren ist.

Die Schwimmgeschwindigkeit der Zellen ( Spiralisieren und Vor-
wdrtsschwimmen ) ist gréBer bei 36 V verglichen mit 20 V.

( ldngere Schwimmspuren: Abb. 26 : 2. und 3. Spalte ).

Dies deutet auf eine geringere Inaktivierung der Plasmamembran
bei hoéheren Spannungen bzw. eine verminderte intraciliire Ca2+-
Konzentration unter diesen Bedingungen. Am einfachsten 1d8t sich
dieses Phdnomen mit der Annahme eines spannungsabhdngigen aktiven
Ca2+—Ausw§rtstransportes erkldaren., Mit anderen Worten @
bei héheren Spannungen wird der spannungsabhidngige Ca2+-Ausw§rts-
transport erhdht, der eine Verminderung der intraciliéren Caz+-
Konzentration sowie eine geringere Memebraninaktivierung hervor-
ruft., Dies filhrt wiederum zur Renormalisierung des Cilienschlages,
die an der schwicheren Spiralisierung bzw. am Vorwidrtssschwimmen

der Zellen erkennbar ist,

4,2 Interpretation der Ergebnisse der Ca2+-F1uBmessungen

Da im Vergleich zu der gemessenen Ca2+—Aufnahme eine relativ kleine
Menge Caz+ an der Plasmamembran von Paramecium gebunden wird

( siehe Abschnitt 4.3 ), geben die Ergebnisse der Flufimessungen

zur reizbedingten ca?t-Aufnahme ( Abschnitt 3.1.1 bis 3.1.5 )
insgesamt eine unmittelbare Bestdtigung der Ca2+-Einstrom-Hypothese
(Eckert, 1972 ). Die Korrelation zwischen dem 1okgfotorischen
Verhalten wiahrend elektrischer Reizung und der Ca“ -Aufnahme durch
die Organismen nach erfolgter Reizung ist offensichtlich.
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Der vollstindigen oder teilweisen Schlagumkehr, die durch elek~
trische Reizung hervorgerufen wird, entspricht eine Ca2+-Aufnahme
durch die Zellen ( Abnahme an 45042*
benden Fliissigkeit).

Fazit : Unter den in den Abschnitten 3.1.1 bis 3.1.5 besch;iebenen
+

Radioaktivitdt in der umge-

Versuchsbedingungen kann ein erregungsbedingter Ca
Einstrom registriert werden. Mit der angewandten Methode
ist es erstmals gelungen, einen erregungsbedingten Ca2+-

Einstrom bei physiologischen Temperaturen nachzuweisen.

Dazu s0ll folgendes bemerkt werden :

Der Versuch, einen erregungsbedingten Ca2+—Einstrom an Paramecium
aurelia mit Hilfe des Radioisotops 45Ca2+
wurde zum ersten Mal von Browning und Nelson (1976) unternommen.
Dieser Nachweis ist ihnen nur teilweise gelungen, denn sie haben
einen erhdhten Ca2+-Einstrom infolge einer Membrandepolarisation
durch KT bzw. durch Anlegen eines elektrischen Feldes alternieren-
der Polaritdt nur bei 0 °C,nicht aber bei 23 °c gemessen.

Den Ca2+-Ausstrom konnten sie bei 23 °C, nicht aber bei 0 °c
feststellen.

direkt nachzuweisen,

Aus den Versuchen zur 45Ca2+

-Abgabe ( Abschnitt 3.1.7 ) geht
hervor, dafl unter den entsprechenden Versuchsbedingungen eine
reizabhingige Erhdhung der Radioaktivitidt im extrazelluliren
Medium registriert wird. Sie entspricht einer 45Caz+-Abgabe von
den Zellen, Zusammen mit den Versuchen zur Ca2+-Aufnahme zeigen
diese Experimente, daB parallel zum erregungsbedingten Ca2+-
Einstrom m8glicherweise ein Ca2+-Ausw§rtstransport durch die
Plasmamembran von Paramecium stattfindet. Die 450a2+-Abgabe

von den Ca2+-Bindungsstellen an der Plasmamembran ist dabei

nicht vollkommen auszuschlieBen. Die Ca2+-Bindung wird in

Abschnitt 4.3 diskutiert.

Fazit : Die Ca2+-Aufnahme und -Abgabe in Abhdngigkeit wvon der
Temperatur und der extrazellulir applizierten Reizspan-
nung lassen sich erklédren mit der Annahme eines passiven
Ca2+-Einstromes und eines gleichzeitigen aktiven Ca2+-
Auswdrtstransportes. In den Versuchen kommt es dadurch
zu einem Austausch von unmarkiertem Ca2+ und radioaktiv

4+,
markiertem Ca2 in der Zelle zwischen intracilisirem und

extrazelluldrem Raum,
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An dieser Stelle wird daran erinnert, daB ein Ca2+-Einstrom

nur mefbar ist, solange sich das System im Ungleichgewicht

( im Hinblick auf 45¢ 2+/Ca ~Verhiltnis) befindet ( vgl. Ab-
schnitt 2.2.1). Zum Problem des Ca2+-Austausches an der Membran
von Paramecium ist es notwendig, folgendes zu bemerken :

im unerregten Zustand der Zelle erfolgt der 45 2+/Ca -Austausch
etwa kontinuierlich mit einer konstanten Rate. Wihrend der Er-
regung wird er zusdtzlich angeworfen, so daB die Austauschrate
im Zusammenhang mit einer vermuteten Substratabhingigkeit des
aktiven Caz+—Transportes ansteigt. Nach der Erregung erhilt die

Austauschrate wieder ihren "Ruhewert".

Fiir die weitere Diskussion wird hiermit ein Ca2+-Austausch an
der Membran von Paramecium postuliert. Die Abhidngigkeit des akti-
ven Transports oder der Austauschrate via aktiven Transport von
der Temperatur wird in einem spdteren Zusammenhang diskutiert.
Welche Faktoren bei der Regulierung der intracilidren Ca2+-
Konzentration zusdtzlich eine Rolle spielen kdnnen, soll nun

erdrtert werden.

Abhidngigkeit des Ca2+—Transgortes von der Temperatur :

Die Temperaturabhdngigkeit des Ca2+-Transportes ( Abb. 7, 8, 17,
18) kann unter der Annahme zwei regulatorischer Mechanismen er-
klart werden. Beide Mechanismen sind darauf ausgerichtet, die
intracilidre Ca2+-Konzentration in der N&he ihres Ruhewertes
(ca. 5 - 10~2 M/1; Hildebrand and Dryl,1976) zu halten.

Einer dieser Mechanismen reguliert den erregungsbedingten passiven
Ca2+-Einstrom. Er beruht auf der Inaktivierung der Plasmamembran
von Paramecium, die eine oder sogar die einzige Ursache fiir die
"Adaptation" der Organismen auf verdnderte Umweltbedingungen ist.
Eine Bestitigung fiir die Existenz eines solchen regulatorischen
Mechanismus kann man den Versuchen entnehmen, die im Abschnitt
3.1.3 beschrieben sind. Dazu soll die Kurve der ersten Reizant-
wort in Abhidngigkeit von der Dauer der Reizperiode betrachtet

werden ( Abb. 13 ).

Man erkennt den sidttigenden Verlauf der Kurve mit Verldngerung

der Reizdauer. Die Zeitskala, auf der der S#ttigungsvorgang ab-
liuft, umfaBt einige Minuten. Sie entspricht damit groBSen-
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ordnungsmifig der Dauer des CCR bei ErhShung der &ufleren xt-
Konzentration (Hildebrand, 1978 a). Die fallende Tendenz der
zweiten Reizantwort mit zunehmender Dauer der Reizperiode kann
zum Teil aufgrund der Langzeitinaktivierung der Membranerreg-
barkeit nach anhaltenden Depolarisationen verstanden werden.
Die Reaktivierungszeit, die filir vollsténdige Wiederherstellung
der Membranerregbarkeit notwendig ist, kann unter &hnlichen
Bedingungen 2 - 3 Stunden betragen ( Hildebrand, 1978 a ).

Die M8glichkeit eines frilhen Erreichens des Gleichgewichtes

2+ im intracili&ren

zwischen markiertem und unmarkiertem Ca
und extrazelluliren Raum unter diesen Reizbedingungen kann aus-
geschlossen werden, da sonst die zweite und besonders die dritte
Reizantwort wdhrend derselben Versuche nicht registrierbar wéren.
Ein anderer Aspekt der Abnahme der zweiten Reizantwort mit zuneh-
mender Dauer der Reizperiode wird im Zusammenhang mit der Abhdngig-

keit des Ca2+-Transportes von der Reizspannung diskutiert.

Der Anstieg des Ca2+-Einstroms zwischen 5 und 15 °C ( Abb. lo und 11)
kann aufgrund der Inaktivierung der Plasmamembran von Paramecium

am einfachsten verstanden werden. Da man einen verminderten

43ca /Ca -Austausch an der Plasmamembran bei Temperaturen <15 °c

1nfolge der verminderten Aktivitdt der Ca2+-Pumpe bei diesen Tempe-
raturen annehmen kann, befindet sich das System im Hinblick auf
450a2+/Ca -Verhdltnis zwischen dem intracilidren und extrazellu-
ldren Raum im Ungleichgewicht. Man wiirde anhand dessen erwarten,
daB die reizbedingte Ca2+-Anfnahme umso gréfer sein wiirde, je
niedriger die Temperatur ist, bei der sie gemessen wird, Im Temp.-
Bereich zwischen 5 und 15 °C wird aber im Gegenteil eine Zunahme
der Ca2+-Aufnahme mit steigender Temperatur registriert. Um dies

zu erkléren, muB ein Membranmechanismus angenommen werden, der

den erregungsbedingten passiven Ca2+-Einstrom reguliert.

Einen solchen regulatorischen Mechanismus stellt die Membraninak-
tivierung dar.

Mit steigender Temperatur nimmt die Membraninaktivierung ab,
wahrscheinlich infolge eines verstirkten aktiven Ca2+-Ausw§rts-
trg:sportes. Vermutlich besteht ein Zusammenhang zwischen geringerer
45 ;ﬁkkumulierung im Inneren und geringerer Inaktivierung. Die

/Ca -Austauschrate steigt dadurch wahrscheinlich soweit,
daB eine Erhshung der ca®*-Aufnahme zwischen 5 und 15 °C registriert
wird.
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Um diese Aussage bestdtigen zu kdnnen, miissen nun die photogra-
phischen Registrierungen der Bewegung von Paramecium zur Hilfe
genommen werden ( vergl. Abschnitt 4.1).

Fazit : Bei Temperaturen 15 °c wird die intracilisre Ca’*-Konzen-
tration hauptsdchlich durch die Inaktivierung der Plasma-
membran von Paramecium iiber die Drosselung des reizbe-
dingten passiven Ca2+—Einstroms reguliert.

An dieser Stelle wird folgendes zur Membraninaktivierung erwihnt :
Die Membraninaktivierung bei Paramecium ist enggebunden an erregungs-
bedingten ca®*-Einstrom ( Hildebrand and Dryl, 1976 ). Die elektro-
physiologischen Versuche von Brehm und Eckert (1978) haben diesen
Zusammenhang bestédtigt. Als Ursache fiir Inaktivierung haben
Hildebrand und Dryl (1976) die Bindung von ca®* an der Membran-
Innenseite postuliert. Eine zusdtzliche Annahme im Hinblick auf

die Langzeitinaktivierung der Plasmamembran von Paramecium
("Adaptation") stellt die von Hook (1979) postulierte reversible
Porenprotein~"Denaturierung” dar. Diese Denaturierung im weitesten
Sinne soll eine Verringerung der auf der Kurzzeitskala verfiigbaren
Ca2+-Poren bedingen. D.h. die Ca2+-Poren, die auf der Langzeit-
skala der verhaltensphysiologischen Vorgidnge "denaturiert" sind,

stehen fiir den reizbedingten Ca2+-Einw§rtsstrom nicht zur Ver-

fiigung.

Bei Temperaturen > 15 ¢ nimmt die Bedeutung des aktiven Cazz-
+

Auswidrtstransportes fiir die Regulierung der intracilidren Ca™ -
Konzentration zu. Eine Folge des Anstiegs des aktiven Ca2+-Trans-
portes bei hdheren Temperaturen ist vermutlich ein Anstieg der
45Ca2+/Ca2+-Austauschrate mit zunehmender Temperatur sowohl wéh-
rend der Periode vor der elektrischen Reizung ( 40 min; siehe
Abb. 4 a ) als auch widhrend der elektrischen Reizung. Mit anderen
Worten : das 45Ca2+/Ca2+-Austauschgleichgewicht wird im physio-
logischen Temperaturbereich bei hdheren Temperaturen schneller
erreicht, als bei niedrigeren. Dieses Faktum wird durch die Ver-
suche belegt, die in den Abschnitten 3.1.4 und 3.1.5 beschrieben

worden sind.

Im Abschnitt 3.1.4 wurde die Abh&dngigkeit der Ca2+-Aufnahme
vom Abstand der Reizperioden untersucht. Es wurde festgestellt,
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daB das Verhiltnis von zweiter und erster Reizantwort mit grdBer
werdendem Abstand zwischen den Reizperioden abnimmt ( Abb. 15 ).
Dies bedeutet, daB in der Zeit zwischen zwei Reizperioden eine
Anreicherung an 45Ca2+ durch den kontinuierlichen 45Ca2+/Caz+-
Austausch in der Zelle stattfindet, so daB die spezifische Akti-
vitdt im Zellinneren immer mehr der spezifischen Aktivitdt in der

DurchstrSmungslssung gleicht. Durch einen kontinuierlichen 45Ca2+/

Ca2+-Austausch kdnnen auch die GréBenunterschiede zwischen den
einzelnen Reizantworten wiahrend der Versuche, bei denen der Ab-
stand zwischen den Reizperioden konstant bleibt ( siehe z.B.

Abb. 6 ), erklirt werden, obwohl dabei auch die Langzeitinakti-

vierung der Membranerregbarkeit eine gewisse Rolle spielen mag.

Die Relaxationshalbwertzeit, deren Abhidngigkeit von der Temperatur
in einem Teil des Abschnitts 3.1.5 beschrieben worden ist,

wird kiirzer von Reizantwort zu Reizantwort wihrend eines Versuchs
bei konstanter Temperatur. Dies kann man deutlich erkennen bei
Temperaturen » 15 ©c, wobei der aktive Ca2+-Ausw§rtstransport
stédrker zum Ausdruck kommt. Diesen Befund, der in der Tabelle 1
dargestellt und in Abb. 16 a veranschaulicht ist, kann man ebenso
durch einen kontinuierlichen 45Ca2+/Ca2+-Austausch an der Plasma-
membran von Paramecium am besten erkldren.

Die fallende Tendenz der Temperaturabhidngigkeitskurve der Ca2+-

Aufnahme ( Abb. 7 und 8 ) sowie der 450a2+-Abgabe ( Abb. 17 und

18 ) bei Temperaturen 2> 15 ©°c kann in diesem Zusammenhang folgen-
dermaBien verstanden werden : der 45Ca2+/Ca2+-Austausch steigt
wdhrend der Periode vor der elektrischen Reizung ( 40 min :

Abb. 4 a ) mit zunehmender Temperatur soweit an, daB der gemes-
sene Ca2+-Transport nach erfolgter Reizung bei hdheren Temperaturen
scheinbar abnimmt. Die meBbare Ca2+-Aufnahme bzw. 450a2+-Abgabe
werden dadurch kleiner.

Ein anderer m8glicher Grund fiir die Abnahme des Ca2+-Transportes
bei Temperaturen zwischen 15 und 25 °c liegt wahrscheinlich in
der Tatsache, daB mit zunehmender Temperatur die Zellen zunehmend
parallel zu den Linien des elektrischen Feldes schwimmen ( vergl.
Abschn. 4.1 ). Nach dem Modell im Abschnitt 7.5 ist der effektive
Spannungsabfall iiber der Membran von Paramecium bei der Parallel-
stellung der Zellen zum elektrischen Feld um 1/3 kleiner, als bei

der Querstellung. Die Folge davon ist eine Verminderung des passi-



- 55 -

ven Ca2+-Einstroms, da weniger spannungsabhingige Ca2+-Kan§le in
der cilidren Membran aktiviert werden. Einem verminderten Ca2+-
Einstrom entspricht wegen der vermutlichen Substratabhingigkeit
des aktiven Caz+-Ausw§rtstransportes ein verminderter Ca2+-Ausw§rts-
strom,
Fazit ¢ Ein erhdhter 450a2+/0a2+-Austausch iber der Plasmamembran
von Paramecium wdhrend der Periode vor der elektrischen
Reizung als vermutlich auch ein verminderter Ca2+-Einstrom
bei Reizung infolge der zunehmenden Ausrichtung der Zellen
parallel zu den Linien des elektrischen Feldes mit steigen-
der Temperatur sind Ursache fiir die fallende Tendenz der
Temperaturabhidngigkeitskurve.des Ca2+—Transportes bei den

Temperaturen 715 °c.

Abhdngigkeit des Ca2+-Transgortes von der Reizspannung @

Die Abhdngigkeit des Ca2+-Transportes von der Reizspannung ( s.
Abschn. 3.1.2 und 3.1.6.2 ) kann folgendermaflen erkldrt werden :
die Zunahme des Ca2+-Einstroms und damit der Ca2+—Aufnahme mit
wachsender Reizspannung bis 20 V ( Abb. lo, 11, 19 und 20 ) ist
wahrscheinlich das Ergebnis einer steigenden spannungsabhingigen
Membranleitfdhigkeit fiir ca?t ( gCa) ( Offnung der spannungsab-
hdngigen Kanile in der Cilienmembran). Diese Interpretation kann
auf zweifache Weise unterstiitzt werden.

Erstens bestidtigen die Dunkelfeldaufnahmen des lokomotorischen Ver-
haltens in Abhingigkeit von der Reizspannung diese Aussagen.

( s. Abschnitt 4.1 ).

Zweitens zeigen die Ergebnisse der eléktrophysiologischen Unter-
suchungen mit "voltage-clamp"-Methode ( Eckert and Brehm, 1979 ),
daB die Ca2+-Leitf§higkeit ( gca) mit steigender Membrandepola-
risation in Bezug auf das Ruhepotential bis ca. 30 mV proportio-
nal anwichst. Ab 30 mV Membrandepolarigation é&ndert sich dca

mit weitersteigender Spannung kaum noch ( ca. loo % der spannungs-
abhangigen Ca2+—Kan51e sind aktiviert ). Die extrazellulédre Reiz-
spannung von 20 V entspricht nach dem Modell im Abschnitt 7.5
einem effektiven Spannungsabfall iiber der Plasmamembran von ca.

50 mV. Die beiden Werte sind nicht sehr verschieden voneinander,
wenn man bedenkt, daB bei der Aufstellung des Modells sowohl der
Membranwiderstand als auch die Membrankapazitdt, also die Gr&Ben,
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die mit einem Unsicherheitsfaktor behaftet sind, eine wichtige

Rolle spielen. Deshalb kann angenommen werdené daB bei einer

Reizspannung von 20 V der maximale passive Ca *_Einstrom unter

den gegebenen Versuchsbedingungen auftritt.

Fazit ¢ Die ansteigende Caz -Aufnahme bei Reizspanngngen bis 20V
beruht auf dem gréBer werdenden passiven Ca ~Einstrom.
Dieser ist auf die Aktivierung von spannungsabhédngigen
Ca?+Kan81en in der Cilienmembran zuriickzufiihren.

Die Abnahme der Ca2+-Aufnahme bei Reizspannungen» 20 V beruht wahr-

scheinlich einerseits auf der schnellen Inaktivierung der spannungs-

abhingigen Caz+-Kanile in der cilidiren Membran. Den Hinweis darauf

findet man auf den Dunkelfeldaufnahmen der Schwimmspuren ( s. Ab~

schnitt 4.1 ). Eine weitere Bestitigung dafiir bietet die Spannungs-

abhiingigkeit der Relaxationshalbwertzeit ( t1/2) ( Abb. 16 b ).

1/2 wird mit wachsender Reizspannung kiirzer. Das bedeutet, dal

der quasistationiire Zustand im FluBSsystem bei htheren Spannungen

nach erfolgter Reizung schneller hergestellt wird. Dariiber hin-

aus verschwinden die zweite und die dritte Reizantwort bei Span-

nungen > 20 V fast vollkommen,

Andererseits muBf auch die Mdglichkeit einer spannungsaktivierba-
ren ( elektrogenen ) Ca2+-Pumpe beriicksichtigt werden ( vgl. Hook
and Hildebrand, 1979 ). Diese Vermutung findet ihre Bestitigung

vor allem in den Versuchen zur Abhdngigkeit der 4SCa2+—Abgabe

( Abb. 19 und 20 ) von der Reizspannung. Aus der steigenden Ten-
denz der Kurven mit wachsender Reizspannung kann geschlossen werden,
daB der aktive Ca2+-Tranaport - zumindest teilweise - elektrogen
ist. Ein solcher spannungsgetriebener Ca2+-Transport wiirde wie

die schnelle Membraninaktivierung eine zeitabhingige Abnahme

der intracililren Ca2+-Konzentration bewirken. Wahrscheinlich
wirken beide Mechanismen zusammen.

Aufgrund dieser Uberlegung kann nun der Verlauf der zweiten und
dritten Reizantwort ( Caz+-Aufnahme ) in Abh#éngigkeit von der
Dauer der Reizperiode verstanden werden ( Alb. 13 ) :

in diesem Abschnitt ( siehe Temperaturabhingigkeit ) wurde schon
erwdhnt, daB der sittigende Verlauf der Kurve mit Verlidngerung
der Reizdauer wahrscheinlich eine Folge der Langzeitinaktivierung
der Plasmamembran ist. Bei der zweiten Reizantwort ist ein sol-
cher Verlauf bis zur Reizdauer von ca. lo s zu verfolgen,
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Danach nimmt die Ca2+-Aufnahme ab. Es kann angenommen werden,
daB der 45Ca2+/Ca2+-Austausch wihrend der ersten Reizantwort
so weit fortgeschritten ist, daB, nachdem die Membran inakti-
viert wurde, der passive Ca2+-Einstrom auf ein Minimum reduziert
wird. Die Wirkung des spannungsgetriebenen Ca2+-Auaw8rtstrans-
portes kommt dadurch stdrker zum Ausdruck. Vermutlich wird bei
der zweiten Reizantwort aus der Zelle ins AuBSenmedium mehr 45Ca2+
hinaustransportiert, als wdhrend der ersten Reizantwort.
Daraus resultiert wahrscheinlich die Abnahme der Ca2+-Aufnahme
wahrend der zweiten Reizantwort.

Obwohl bei der dritten Reizantwort nach dieser Interpretation
eine Abnahme der Ca2+—Aufnahme eher zu erwarten widre als bei der
zweiten Reizantwort, beruht die Konstanz der dritten Reizantwort
vermutlich auf einem Gleichgewicht zwischen dem 450a2+-Einatrom
und dem 450a2+-Ausw§rtstransport innerhalb der angewandten Dauer
der Reizperiode.
Fazit : Bei Reizspannungen » 20 V wird die intraciliire Ca2+-
Konzentration zunehmend durch die verstidrkte Inaktivie-
rung der Plasmamembran sowie den zum Teil elektrogenen

Ca2+-Ausw§rtstransport reguliert.

+4 1/2 .
o

Bei einem Verhdltnis [K'] o [Caz+] 3/2 = 1o wird noch eine
Netto-Ca®*-Aufnahme gemessen ( Abb, 21 a). Nach mehrfacher
Reizung und besonders nach einer Verlidngerung der Reizperiode
wird eine Ca2+-Abgabe registriert. Nach einer Erhdhung des Ver-
hdltnisses [K+] o/ [Ca2+] é/z auf 20 wird nur noch die Ca2+-
Abgabe registriert ( Abb. 21 b ). Dieses Phénomen 148t sich mit
der Annahme eines spannungsabhingigen Ca2+-Austrtstransportes

am einfachsten erklaren.

Abhingigkeit vom erhdhten Verhaltnis [K'] o/ [Caz

+ 2+, 1/2
Da bei dem Verhiltnis [K 1 o/ [Ca o/ > 5 im Equilibrierungs-
medium ( Durchstrdmungsldsung ) bereits ein stark adaptierter

Zustand der Zellen vorliegt ( Naitoh, 1968 ), kann auf eine
starke Verminderung des Caz+-Einstroms wiahrend der Reizung ge~

schlossen werden. In der Vorperiode ( 40 min : Abb. 4 a )

werden die Zellen umsomehr mit 45032+ beladen, je hoher das Ver-
1s . + 244 1/2 .

hiltnis [K ] o/ [ca®™’] o/ ist. D.h, widhrend der elektriachen

Reizung tritt ein relativ kleiner Ca2+-Einstrom auf, widhrend die
spannungsabhédngige Caz+-Pumpe einen hohen Prozentsatz an 45caz+
aus der Zelle hinaustransportiert. Dadurch erhdht sich die
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Cpe s . o . 45, 2+
Radioaktivitdt in der DurchstrdSmungslosung, die als Ca”™ =-Abgabe
registriert wird.

Diese Aussage wird bestitigt durch die steigende Abgabe bei
gleichbleibender Reizspannung wdhrend der ersten loo Minuten des
Versuchs in Abb. 21 b. Nach den ersten zwei Reizperioden in der

4l1. und 61. Minute scheint namlich der 45 2+/Ca -Austausch so-
weit fortgeschritten zu sein, daB die spezi fische Radioaktivitat
in den Zellen und im Medium vermutlich im Gleichgewicht ist.

Alle weiteren Reizungen von 1 min Dauer ( 8l1., 12l1. und 18l.
Minute) rufen etwa gleich groBe Reizantworten hervor. Die 15 min
lange Reizung in der 141. Minute hat eine relativ groSe 45Ca2+
Abgabe zur Folge. Aufgrund eines spannungsabhdngigen Ca2+-Ausw§rts-
transportes kann dieser Befund am einfachsten erklért werden.

Eine Unterstiitzung fiir diese Vermutung liefern wieder die Aufnahmen
des Schwimmverhaltens ( vergl. Abschnitt 4.1 :; entspr. Absatz ).

Diese Versuche sind beziiglich der Membraninaktivierung mit den
Versuchen zur Ca2+-Aufnahme in Abhédngigkeit von der Dauer der
Reizperiode prinzipiell vergleichbar ( Abb. 13 ). Wihrend der
Reizperioden 7?1 min scheint ein solcher Grad der Membraninak-
tivierung erreicht zu sein, daB die Wirkung des Ca2+-Ausw5rts-
transportes in Form einer Abnahme der Ca2+-Aufnahme ( 2. Reiz-
antwort ) registriert wird.
Fazit : Die Versuche zur Abhdngigkeit der Ca2+-Aufnahme vom
erhéhten Verhiltnis [K'] o [’Ca2+] i‘/ 2 erhshen die
Zuverldssigkeit der Annahme eines spannungsabhidngigen

+ "
Ca2 ~Auswidrtstransportes an der Plasmamembran von

Paramecium,

4.3 Quantitative Betrachtungen

Als Grundlage fiir die folgenden Betrachtungen wird das Ergebnis

der ersten Reizantwort ( Ca2 -Aufnahme ) be1 20 V Reizspannung

und 15 °C genommen. Er betrdgt ca. 700 pM/lo Zellen und stellt
den maximalen gemessenen Wert aus den durchgefiihrten Versuchen

dar. Zu folgenden Punkten sollen quantitative Uberlegungen
angestellt werden :
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1. Ca2+—Konzentrationserhahung [Ca2+] i im intracilidren Raum
nach einer Membrandepolarisation von 50 mV ( der extrazellu-
ldre Reiz mit der Amplitude von 20 V entspricht unter den
gegebenen Versuchsbedingungen einem effektiven Spannungsab-
fall iiber der Plasmamembran von ca. 50 mV : vergl. Abschnitt
7.5 ),

2. totale Membranbindungskapazitédt eines Parameciums fiir Calcium,

2

3. Ca +--D.'Lffusion von den Cilien in den Zellkdrper wiahrend der

gesamten Dauer der Reizantwort,

4. die per Phagozytose aufgenommene Ca2+-Menge wdhrend der Dauer

eines Versuchs.

Die Ergebnisse dieser Uberlegungen werden im Zusammenhang mit dem
Ergebnis der ersten Reizantwort ( Ca2+-Aufnahme ) von 700 pM/lo3

Zellen diskutiert.

1, Cg2+-Konzentrationserh&hung [Caz+]; im intracilidren Raum

nach einer Membrandepolarisation von 50 mV 3

Zur Berechnung von [Caz*]i nach einer Membrandepolarisation von
50 mV werden folgende Ergebnisse gebraucht :

a ) Damit die Kapazitdt der Membran eines Ciliums um 1 mV umge-
laden wird, braucht man ca. 3 - 10722 u Ca2+ ( Eckert, 1972 )
( vergl. Abschnitt 7.7 ).

b ) Die mittlere Anzahl der Cilien wird mit ca. 15 ooo Cilien

pro Paramecium angegeben ( Hook, 1979 ).

¢ ) Die relative Refraktidrzeit der Membran von Paramecium betrégJ
250 ms ( Naitoh, Eckert and Friedman, 1972 ). Aufgrund dieses:
Wertes kann vereinfacht angenommen werden, daB jeder vierte
der 1 200 Pulse ( insgesamt also 300 Pulse ) wihrend der
Reizung von 1 Minute Dauer ( Frequenz = lo Hz ) die maximale
regenerative Antwort bei der Hiélfte der Cilien ausldsen kann,

Dies ist nimlich folgendermaBen zu verstehen :
Wihrend der Reizung unter den beschriebenen Versuchsbedingungen

schwimmen die Organismen senkrecht zum elektrischen Feld

( siehe Abb. 23 ). Da es sich um ein Feld alternierender
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Polaritit handelt, wird jeweils die Hélfte der Cilien depo-
larisiert, die gerade der augenblicklichen Kathode zugewandt
ist. Diese Hilfte ist wihrend des Refraktdrstadiums von 250
ms nicht voll erregbar. Fiir die andere Cilienhdlfte gilt das-
selbe. Da der Abstand der fiir eine Cilienhdlfte depolarisie-
renden Pulse bei dem angewandten Reizprogramm ( Frequenz = lo
Hz ) loo ms betrdgt, heifit das, daB etwa jeder zweite Puls
von 600 applizierten Pulsen pro Cilienhdlfte eine maximale
regenerative Antwort in einer Cilienhdlfte ausldsen kann.

Eine 2Zwischenrechnung ergibt folgendes Ergebnis fiir die
Ca2+-Konzentrationserh&hung im intracilidren Raum nach einer
Membrandepolarisation von 50 mV @

4 (o4
3. 10722 (M ca?*/ Cilium - mV . Puls ) . 1+5 ° 10 (Cil./Zelle)

2

3 *
* 50 mV ¢ 300 Pulse - ( lo™ Zellen )

lo3 Zellen

% 34 pM ca?t / 103 Zellen

Dies entspricht dem theoretisch zu erwartenden Wert fiir den
Ca2+-Einw§rtsstrom unter den beschriebenen Bedingungen.

*

Klammerausdruck dient der Normierung auf lo3 Zellen.

2, Totale Membranbindungskapazitdt eines Parameciums fir ng+:

Die totale Membranbindungskapazitdt eines Parameciums betrdagt

fiir ca®t ca. 4,2 - 10714

M Ca2+/Paramecium ( Naitoh and Yasumasu,
1967 )( vergl. Abschnitt 7.6 ). Daraus ergeben sich ca. 42 pM

2+ .
ca“’/ 103 Zellen fiir das an der AuBlenseite der Membran von looo

Zellen gebundenes Calcium,

3. Ca2+-Diffusion von den Cilien in den Zellkdrper :

Unter der Annahme einer kontinuierlichen unbehinderten Ca2+-Dif-
fusion von den Cilien in den Zellkdrper wdhrend der Dauer der
Reizperiode ( 1 min = 60 s ), erhdlt man eine Menge an durch
Diffusion von den Cilien in den Zellkdrper transportierten

ca? von ca. 360 pM Ca2+/lo3 Zellen. Unter Verwendung des Wertes

+ . cq s
2 ~FluB zwischen den Cilien und dem Zellkdrper pro

fir den Ca
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1
5 M Ca2+/s ( s. Abschnitt 7.8 ), sieht

die Rechnung folgendermaBlen aus :

Paramecium von 6 * lo

103 Zellen *

6 * 1o 12 (M ca®t/zelle - s) - ( )|+ 60s

103 Zellen

3

= 360 pM ca’t / 103 zellen

Bei dieser Berechnung wurde die Ca2+-Bindung im Zellinneren nicht
beriicksichtigt. Da die Diffusion durch diese Bindung eingeschriankt
wird, ist der berechnete Wert von 360 pM Ca2+ / 103 Zellen,

daher als ein Maximalwert zu betrachten.

4. Die per Phagozytose aufgenommene Ca2+-Menge 3
Da Paramecium die Nahrung iiber Phagozytose aufnimmt, muB ihr

Beitrag zur Ca2+-Aufnahme wdhrend der Periode vor und wdhrend
der elektrischen Reizung beriicksichtigt und quantitativ abge-
schdtzt werden. Die Zeit fiir die Bildung einer Nahrungsvakuole
betrdgt zwischen 4 und 5 Minuten ( Bozler, 1924 ; Mast, 1947 ).
Das bedeutet, daB wdhrend der Dauer eines Versuchs ( loo min )
ca. 25 Nahrungsvakuolen/Paramecium gebildet werden. Die grofSiten
Vakuolen haben einen Durchmesser von ca. 6o aum ( Frisch, 1937 ).
Wenn eine kugelige Form der Vakuolen angenommen wird, betrdgt
das Volumen einer Vakuole ca. lo-7 ml, Die 2,5 ° 1o4 Nahrungs-
vakuolen, die von 103 Zellen wéhrend der Dauer eines Versuchs
gebildet werden, haben damit ein Gesamtvolumen von 2,5 aml.
Unter der Annahme, daB die Ca2+-Konzentration in der Nahrungs-
vakuole der Ca2+—Konzentration in der Durchstrdmungslésung

( 10-4 M/1 ) gleich ist, kann berechnet werden, daB ca. 250 pM
Ca2+ / 103 Zellen per Phagozytose in das Zellinnere eingeschleust
werden, Dieser Wert stellt wegen der bei der Berechnung verwen-
deten GrdBe der Nahrungsvakuolen einen Maximalwert dar.

Da eine Nahrungsvakuole im Zellinneren eines Parameciums ca.

3 Stunden verweilt ( Grell, 1968 ), braucht eine Ca2+-Abgabe
per Exozytose wihrend der Versuchszeit nicht berlicksichtigt zu

werden,
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Se Netto-CgE*-Aufnahme :

Die im AnschluB an FluBexperimente bestimmte Ca2+-Netto-Aufnahme,
die in den Paramecien nach einem FluBexperiment verblieben ist,
betrdgt bei einer Temperatur wvon 15 ©c und einer Reizspannung

von 20 V ca. 330 pM / 10> Zellen ( vgl. Tab. 2 : Abschnitt 3.1.6 ).

Aus den unter 1. bis 5. aufgefiihrten Berechnungen und Uberle-
gungen kann folgendes geschlossen werden :

Die Menge an gebundenem Calcium ( Punkt 2 ) ist vernachladssigbar
klein im Vergleich mit dem gemessenen Wert von 700 pM / 103 Zellen.
Der theoretisch berechnete Wert fiir den Ca2+-Einstrom ( Punkt 1 )
zeigt, daB die Hypothese eines Ca2+-Austausches iber der Plasma-
membran von Paramecium durch die vorliegenden FluBexperimente

gut gestiitzt wird. Aus den Berechnungen unter Punkt 3 geht hervor,
dafl iliber Ca2+-Diffusion ins Zellinnere ein relativ groBer Teil
des durch die Zellen aufgenommenen Calciums im Zellinneren ge-
speichert wird.

Da nach Subtraktion der an der Membran-AuBenseite gebundenen
Ca2+-Menge ( 40 pM ca?t / 103 zellen ) von der Ca’*-Netto-Auf-
nahme ( ca. 330 pM ca* / 103 zellen ) eine durch die Zellen
im Zellinneren gespeicherte Ca2+-Menge von ca. 300 pM Ca2+/ lo
Zellen iibrig bleibt, und die per Phagozytose aufgenommene Ca2+—
Menge auf < 250 pM Ca2+ / 103 Zellen geschdtzt wird, kann auf
eine diffundierte Ca2+-Menge von % 50 pM Ca2+ / lo3 Zellen
geschlossen werden.

3

Der Vergleich der Werte von 700 pM Ca2+ / 103 Zellen ( Ca2+-Auf-
nahme ) und 5o pM ca?t / 103 zZellen ( ca?*-Diffusion von den
Cilien in den Zellkdrper ) zeigt, daB ein betrichtlicher Teil
des infolge der Erregung in die Cilien eingestromten Calciums
per aktiven Ca2+—Ausw§rtstransport aus den Cilien ins AuBen~
medium hinaustransportiert wird ( < 650 pM Ca2+ / 103 Zellen ).
Daraus kann eine mittlere Ca2+-Pumprate wadhrend der "Dauer der
Reizantwort" ( 20 min = 1200 s ) an der ciliiren Membran abge-
schdtzt werden. Zu dieser Abschdtzung braucht man auBlerdem fol-
gende Daten :

Die totale Membranoberfliche eines Parameciums betridgt ca.
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10,5 - 1074 cm? ( Machemer and de Peyer , 1977 ). Die Membran-
oberfldche, die die Cilien bedeckt, betrigt etwa 2/3 der totalen
Membranflidche ( Eckert and Naitoh, 1970 ) und ist damit gleich

7 - 10"4 cm2 . Damit kann nun die Ca2+-Pumprate ber echnet werden :

6,5 » 10713 (M Ca2+) c 6 . 1023 (Ca2+/M)
PCa =
7.1 %em? - 1,2 10%s
_ Coqall L2+, 2
PC = 4,6 lo Ca“/ cm s
wobei

die iiber den aktiven Ca2+-Transport transportierte Ca2+—Menge
= 6,5 « 10°13 M ca?*/Paramecium,
Loschmidt Zahl = 6 - 102> 1/M,
Oberflédche der Cilienmembran = 7 * lo

“Dauer der Reizantwort" = 1,2 - lo3 S.

4 cmzl

Es ist anzunehmen, dafl die Ca2+-Pumprate wdhrend der elektrischen
Reizung ( Dauer der Reizperiode = 1 min ) héher ist, als die hier

berechnete mittlere Pumprate.

Nach dieser Berechnung liegt die Ca2+-Pumprate an der Cilien-
membran von Paramecium caudatum ca. eine GrdBenordnung iiber
der Na+-Pumprate bei menschlichen Erythrozyten ( s. Abschn. 7,9).

Bezogen auf das Volumen eines Ciliums ( 3 - 10-16 1: Eckert, 1972)
ergibt die gemessene Ca2+-Aufnahme von ca. 700 pM Ca2+ / 103 Zellen
eine Erhdhung der intracilidren Ca2+-Konzentration pro Puls

( 300 wirksame Pulse; vergl. Punkt 1 ¢ ) von ca. 5 'lo"4 M/1.
Dieser Wert ist unter Beriicksichtigung des 45Ca2+/Ca2+-Austausches
infolge aktiven Ca2+—Ausw§rtstransportes in Wirklichkeit sicher

um einige Faktoren kleiner als der berechnete Wert. Er stimmt

in der GréBenordnung sehr gut mit den experimentellen Werten
iberein, die an Triton-X-loo-extrahierten ("membranfreien")
Paramecien gewonnen wurden ( Naitoh and Kaneko, 1972 ).
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4.4 SchluBifolgerungen

Mit Hilfe der verwendeten Durchstrdmungsmethode ist es gelungen,
einen erregungsbedingten Ca2+—Einstrom nachzuweisen., Er wurde
im Gegensatz zu den Befunden von Browning und Nelson (1976)

auf einer breiten Temperaturskala ( 5 bis 25°¢ ) gemessen,

die physiologische Temperaturen einschlieBt. Damit liefern

die Ergebnisse einen direkten Beweis fiir die Ca2+-Einstrom-
Hypothese ( Eckert, 1972 ).

Die intraciliare Ca2+-Konzentration wird hauptsdchlich durch
Inaktivierung der spannungsabhangigen Ca2+—Kan§1e ( Ca2+-Trans-
portsystem ) und den aktiven Ca2+-Ausw§rtstransport reguliert.
Ca2+-Diffusion, die zwischen den Cilien und dem ZellkSrper statt-
findet, spielt mdSglicherweise eine wichtige Rolle bei der Regu-
lation der Ca®*-Konzentration in den Cilien ( vgl. Hook, 1979 ).

Die Abhdngigkeit des aktiven Ca2+-Ausw§rtstransportes von der
Reizspannung laBt auf einen wenigstens zum Teil elektrogenen
Charakter schlieBen. Die nach den Ergebnissen der FluBmessungen
berechnete mittlere Ca2+-Pumprate an der Cilienmembran von Para-
mecium liegt ca. eine GrdBenordnung iiber der Na+-Pumprate bei
menschlichen Erythrozyten und betrigt ca. loll Ionen / cm2 - s,
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5. Ausblick

Um die in der vorliegenden Arbeit dargestellten und diskutierten
Ergebnisse vervollstdndigen und die vorgeschlagenen Modelle er-
weitern zu konnen, bedarf es weiterer Versuche, in denen der
Inaktivierungsmechanismus sowie der aktive Ca2+-Transport bei
Paramecium gezielt weiter untersucht werden sollen. Die zur

Zeit laufenden Experimente zur pharmakologischen Beeinflussung
des Calcium-Transportes lassen sich gut mit den bisher gewonne-
nen Vorstellungen vereinbaren ( Wehner, 1979/80; unverSff. Erg.).
Da der erregende Ca2+-Einw§rtsstrom bei Paramecium durch einen
Ba2+-Einw§rtsstrom ersetzt werden kann, und da Ba2+ eine Ver-
ldngerung des Aktionspotentials durch Verzdgerung der Membran-
repolarisation bewirkt ( Eckert, Naitoh and Machemer, 1976 ),
wiirden solche Versuche, bei denen der Einflul von Baz+ auf den
Ca2+-Transport untersucht wiirde, zum Verstdndnis des Inaktivie-
rungsmechanismus beitragen. Experimente mit der Paramecium-
Mutante CNR, die nicht riickwdrts schwimmen kann infolge der
fehlenden Fihigkeit ihrer Membran zur regenerativen Ca2+-Ant-
wort ( Takahashi and Naitoh, 1978 ), kénnten einen wichtigen
Beitrag zur weiteren Analyse der Ca2+-Transportsysteme von

Paramecium leisten.
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6 Zusammenfassung
Methoden :

1. In der vorliegenden Arbeit wurde der Ca2+-Transport durch die
Membran von P. caudatum mit Hilfe einer Durchstromungsmethode
untersucht, die speziell fiir diese Untersuchungen entwickelt
wurde. Die Methode erlaubt eine kontinuierliche Durchstrdmung
einer Paramecien-Suspension mit radioaktiv markierter bzw,
nicht markierter Losung und eine gleichzeitige extrazellu-
ldre elektrische Reizung der Zellen im Feld alternierender
Polaritdt.

2. Die Ergebnisse, die mit der Methode erzielt wurden, wurden
stets mit den unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrten
Registrierungen des Bewegungsverhaltens von Paramecium ver-
glichen und im Einklang mit dem Bewegungsverhalten interpre-
tiert.

Ergebnisse :

2+-Aufnahme und -Abgabe wurden als Folge der extrazelluldr

2+-Aufnahme pro
Reizperiode nahm mit zunehmender Anzahl der hintereinander-
folgenden Reizperioden ab.

l. Ca
applizierten Reizspannung gemessen. Die Ca

2. Ca2+—Aufnahme und ~-Abgabe haben ihr Maximum bei 15 °C. Eine

Ausnahme ist die erste Reizantwort der Ca2+-Aufnahme, deren
Maximum bei lo °c liegt.

. +
3. Die maximale Caz -Aufnahme wurde bei einer Reizspannung von
20 V/ cm registriert, widhrend das Maximum der Ca2+-Abgabe
bei 36 V/cm gemessen wurde.

2+ .
4. Die Ca“ -Aufnahme nahm mit der Verldangerung der Reizperiode
bis zur Dauer von 30 s zunichst zu, wonach sie in S&ttigung

ging. Bei weiterer Verlingerung der Reizdauer nahm sie ab.

5. Erh8hung der iuBeren K'-Konzentration ]:K+]o, bei konstanter
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[Ca2+:]° in der Durchstrdmungslésung und daraus folgendes
Anwachsen des Verhdltnisses [K+:1°/ [paz+ é/z
daBl statt einer Ca2+—Aufnahme nach wiederholter Reizung
2+-Abgabe auftrat.

bewirkten,
eine Ca

6. Nach Beendigung der Durchstromungsexperimente wurde in den
Paramecien eine aufgenommene Menge Ca2+ gemessen, die je nach
Temperatur und Reizspannung zwischen 20 und loo % der Gesamt-
aufnahme wdhrend des Experiments betrug.

7. Bei Temperaturen <15 °c schwammen die Zellen riickwirts und
senkrecht zu den Linien des elektrischen Feldes ( Reizstirke
2 loV / cm). Bei 25 ©Cc schwammen die Zellen vorwirts spira-
lisierend teils senkrecht und teils parallel zum elektrischen
Feld. Dasselbe Phdnomen wurde bei erhdhter K+-Konzentration
+ 2+71/2 s o

( [K ]o/ [Ca ]o = lo, bzw. 20 ) und bei einer Temperatur
von 15 °c registriert.

8. Die Geschwindigkeit des Riickwdrtsschwimmens nahm bei niedrigen
Temperaturen ( £15 ©°c ) mit der Zeit ab. Diese Abnahme erfolgte
schneller bei hcheren Reizspannungen.

Interpretation :

1. Mit der Durchstrdmungsmethode ist es erstmals gelungen, einen
erregungsbedingten Ca +-Einstrom bei Temperaturen 7 O ©c direkt

nachzuweisen. Dieses Ergebnis bestdtigt die Ca2+-Einstrom-
Hypothese ( Eckert, 1972 ).

2. Die Ergebnisse lassen auf einen permanenten Caz+-Austausch iber
der Plasmamembran als Folge eines passiven Ca2+—Einstroms und
eines gleichzeitigen aktiven Ca2+—Ausw§rtstransportes schliefen,

3. An der Regulierung der intracilidren Ca2+-Konzentration sind
hauptsidchlich ein aktiver Ca2+-Ausw§rtstransport und die Inak-

2+-Diffusion

tivierung des Ca2+—Einstrom-Systems beteiligt. Ca
aus den Cilien in den Zellkdrper trdgt zur Regulierung der
Ca2+-Konzentration in den Cilien bei. Calcium wird m8glicher-

weise im Zellinneren gebunden.
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4. Die Abhdngigkeit des Ca2+-Transportes von der Reizspannung

kann teils aufgrund der wachsenden Ca2+-Permeabilit§t, teils
mit einer schnellen Inaktivierung und durch die Annahme einer
spannungsabhidngigen Ca2+-Pumpe erkldrt werden.

Die Berechnung der Ca2+-Pumprate ergibt einen Wert, der ca.

eine GroBenordnung iiber der Na+-Pumprate bei menschlichen
Erythrozyten liegt.



7 Anhang

Eine Reihe methodischer Schwierigkeiten machten die getrennte
Messung verschiedener Eigenschaften des DurchfluBsystems vor
allem der Versuchskammer ndtig. Im folgenden sind die Ergeb-
nisse und Konsequenzen dieser Messungen zusammengefaBt und
erlautert.

Ein Modell zur Berechnung des effektiven Spannungsabfalls iiber
die Membran von Paramecium widhrend der extrazelluldren elektri-
schen Reizung ist im Abschnitt 7.5 dieses Kapitels dargestelit.
Die Auswirkungen dieses Modells auf die Interpretation der MefB-
ergebnisse wurden in der Diskussion ( s. Abschnitt 4.2 )

besprochen.

AuBlerdem werden die Berechnungen der Anzahl der Ca2+-Bindungs-
stellen an der Membran von Paramecium, der kritischen Grenz-
konzentration fiir die Ausldsung der Cilienschlagumkehr sowie
der Ca2+—Diffusion zwischen den Cilien und dem Zellkorper mit
Hilfe der aus der Literatur iibernommenen Versuchsergebnisse

durchgefiihrt.

7.1 Berechnung der auftretenden Zentrifugalkraft beim Waschen
der Zellen

Um die Zellausbeute beim Waschen zu vergrtBern und den Waschvor-
gang selbst zu beschleunigen, wurden die Zellen vor dem Wasch-
vorgang von der iiberfliissigen Ndhrlésung durch Zentrifugieren
abgetrennt. Dazu wurde eine kleine Laborzentrifuge ( UJ 1,
Heraeus Christ GmbH ) benutzt.

Radius des Zentrifugenrotors r = 15,5 cm. Zellsuspensionen wurden|
stidndig bei ca. lo3 U/min zentrifugiert. Mit der Gl. (4) ergibt

sich daraus :

neme-g=m cw?ex (4)
ca2~r
n=
g
(16,67)2 - (6,28)% - 15,5 - lo™2
n = = 173

9,81
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r = 15,5 . 1072 m

3 - =] -1
@ = 10 U/min = 16,67 + 2 s ~ = 16,67 * 6,28 s
g= 9,81 ms 2
n = Anzahl von g

Die Zentrifugalkraft betrug damit ca. 170 g.

7.2 Bestimmung des Proteingehalts der Zellen nach Lowry

Der Proteingehalt von Paramecium caudatum wurde bestimmt, um die
Anzahl der Ca2+-Bindungsstellen an der Zellmembran von Paramecium
aufgrund einiger Ergebnisse von Naitoh und Yasumasu (1967) berech-
nen zu koénnen (vergl. Abschnitt 7.6 ).

Zur Bestimmung des Proteingehalts mit Hilfe des Lowry-Tests fiir
unlésliche Proteine ( Lowry et al., 1951 ) wurde Rinderserumal-
bumin als Standard genommen. Die Eichkurve ist in Abb. 27 darge-
stellt. Jeder MefSpunkt ist der Mittelwert aus zwei Messungen
gegen Nullprobe. Da die berechnete MeBkurve (gestrichelte Gerade)
nicht durch den Nullpunkt geht, wurde die Eichkurve (volle Gerade)
durch Parallelverschiebung der MeSkurve durch den Koordinatenur-
sprung erhalten. Die Pfeile an der Ordinate zeigen die Extinktion
an, die der entsprechenden Menge von Zellproteinen entspricht.
Mit den drei gebrauchten Zellproben erhielt man einen Wert von

( 56 1 )/ug/lo3 Zellen, Direktes Wdgen ergab einen Kontrollwert
von 60/ug/lo3 Zellen,

7.3 Bindungskonkurrenz zwischen Ca2+ und Kt an der Oberfldche
verschiedener Materialien

Die Bindungskonkurrenz zwischen ca?t und K¥ wurde auf der Ober-
fldche von zwSlf verschiedenen Materialien untersucht. Finf dieser
Materialien ( Nuclepore-Filter, Silikonschlauch , Glas, Plexi-
glas und Platin ) wurden beim Aufbau des Durchfluflsystems mit

der Versuchskammer verwendet. Der Grund fiir diese Untersuchung
ergab sich aus dem Versuch, Ca2+—Aufnahme bzw. -Abgabe als Folge
chemischer Reizung der Zellen mit erhdhter K+-Konzentration
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Abb, 27 Eichkurve zur Bestimmung des Proteingehalts von Paramecium
caudatum nach Lowry ( 18 ocoo Zellen/ml ).

Die einzelnen MefSpunkte stellen die Mefiwerte fiir den Stan-
dard (Rinderserumalbumin) dar. Die gestrichelte Gerade
wurde mit Hilfe der Fehlerquadratmethode aus diesen Me(-
werten (ausgen. den MeBpunkt fiir loo mg Protein ) berech-
net. Die volle Gerade stellt die Eichkurve dar, nach der
die Proteinmasse von Paramecium bestimmt wurde (s. Text ).

Abszisse : Proteinmasse in aug .
Ordinate : Extinktion bei der Lichtwellenlé&nge von 750 nm.
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( 1o mM/1 ) zu messen ( vgl. Abschnitt 2.2.1 ).

Zur Bestimmung der Bindungskonkurrenz wurden je 5 Proben in 2 ml
radioaktiv markierter L8sung bei Zimmertemperatur ca. 6o min
inkubiert. Bei der anderen Gruppe von je 5 Proben wurden wdhrend
der Inkubation zu jeder Probe 20 al einer looo millimolaren KCl -
Losung zugegeben. Wegen besserer Vermischung wurden alle Proben
einige Minuten mit Hilfe eines Heidolph-Schiittlers krédftig ge-
schiittelt. Alle Proben, mit Ausnahme des Silikonschlauchs, hatten
entweder die Form eines quadratischen oder runden Pldttchens mit
der Gesamtoberfldche von ca. 300 mmz. Die Ergebnisse sind in

Abb., 28 dargestellt,

Von den verwendeten Materialien haben Platin und Plexiglas
beziiglich der untersuchten Bindungskonkurrenz sehr gute Eigen=-
schaften. Im Vergleich zu Millipore-Filtern haben Nuclepore-
Filter gute Eigenschaften. Obwohl sie in Bezug auf die Bindungs-
konkurrenz zwischen Ca2+ und K* schlechte Eigenschaften besitzen,
sind die Silikonschl&duche fiir die DurchfluBmethode in der beste-
henden Form unentbehrlich. Glas konnte im DurchflulBlsystem durch
Quarzglas ersetzt werden. Da aber die Methode der elektrischen
Reizung vom Kationenaustausch auf den Oberfldchen samtlicher Teile
des FluBsystems unabhingig ist und die verwendeten Materialien
sich wdhrend der Arbeit als vorteilhaft erwiesen haben, wurden
keine Verdnderungen im Aufbau des FluBlsystems vorgenommen.

7.4 Stromdichte und Widerstand der Versuchskammer

Der Widerstand der Versuchskammer und die dazugehdrige Stromdichte
wurden auf die in Abschnitt 2.2.2 beschriebene Weise bestimmt.
Temperatur- und Spannungsabhdngigkeit beider GrdBen sind in den
Abb. 29 und 30 dargestellt.

Da sich die Leitfdhigkeit von L&sungen um etwa 2 % je Grad andert
(Moelwyn-Hughes, 1970 ), dndert sich die Stromdichte in der L&-

sung und folglich auch der Versuchskammerwiderstand dementsprechend
mit der Temperatur ( iv =K + E ). Die Spannungsabhdngigkeit der
Stromdichte zeigt eine Ohm'sche Charakteristik im gewdhlten Span-
nungsbereich ( Abb. 29 b ). Die explizite Darstellung der Spannungs-
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abhidngigkeit des Versuchskammerwiderstandes 1&d8t aber kleine Ab-
weichungen vom Ohm'schen Verhalten erkennen ( Abb. 30 b ). Da das
fiir die Versuche verwandte elektrische Feld pulsartig appliziert
wurde, sind kleine Konzentrationsdnderungen in der N&dhe der
Elektroden infolge Elektrolyse nicht vollkommen auszuschliefBen.

Der mittlere Wert des Versuchskammerwiderstands bei 15 °C kann

nach der Kurve ( Abb. 30 b ) mit ca. 1,8 k;ﬂ;angegeben werden.

Der spezifische Widerstand der Elektrolytldsung betridgt damit ca.
= S

3,6 kidbem (£ =R _—5—).

7.5 Effektiver Spannungsabfall iiber der Membran von Paramecium

Mit Hilfe eines Modells, das in Abb. 31 a veranschaulicht ist,
kann der effektive Spannungsabfall iiber der Zellmembran von
Paramecium grob abgeschdtzt werden. Zwei ausgezeichnete Schwimm-
lagen in Bezug auf die Feldlinienrichtungen stellen die extremen
Ausrichtungen der Zelle im alternierenden elektrischen Feld

dar. Zusammen mit der GrdfBe der Zelle bestimmen sie die Abmes-
sungen der Losungsschicht, in der sich die einzelne Zelle bewegt.
Wenn der spezifische Widerstand der L&sung bekannt ist, kann der

Widerstand der betreffenden Schicht folgendermaBien berechnet
werden

- 1
Sx
Sy = LD (6)
2
Sx, = Db (7))
g = spezifischer Widerstand der Elektrolytl&sung bei 15 °c

= Lange der Versuchskammer

Linge eines Parameciums ( ca. 200 am )
Breite eines Parameciums ( ca. 6o um )

o
I
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Abb, 30 Temperatur- und
Spannungsabhdngigkeit des Ver-
suchskammerwiderstandes.
Sonstige Angaben zu den
Bildern wie in Abb. 29.

Abb. 29 Temperatur- und Span-

. nungsabhangigkeit der Stromdichte

in der Versuchskammer.
Zusammensetzung der Elektrolyt-
lésung : o,1 mM CaCl,, 1 mM Tris/
HCl, pH = 7,2. Mefpunkte stellen
Mittelwerte aus 3 Messungen dar.
a) Spannung = 20 V ( entspr. 2o
V/em ), b) Temperatur = 15 °c.
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Nach dem Ersatzschaltbild ( Abb. 31 b ) folgt :

Up = U ( 8)

Rp + Ry
U, = Spannungsabfall an der Membran von Paramecium

UP ist jedoch noch nicht der effektive Spannungsabfall an der
Zellmenbran, denn diese hat Eigenschaften eines Tiefpasses und
ist charakterisiert durch die Zeitkonstante T = Rp ° Cp .

RP = 67 Mdb (Naitoh and Eckert, 1968). Da die spezifische Mem-
brankapazitidt ca. l‘JuF/cm2 (Eckert, 1972) und die totale Membran-
4 cm? ( Machemer and de
Peyer, 1977 ) betragen, ergibt sich die Gesamtmembrankapazitit
zu 1,05 nF. Damit erhalt man eine Membranzeitkonstante von ca.
70 ms. Der effektive Spannungsabfall an der Zellmembran U; kann
nun mit Hilfe der Gl. ( 9 ) berechnet werden :

oberfliche eines Parameciums lo,5 * lo

*
Up = Up - [1-exp (-t/2 )] (9)
t = Pulsdauer ( lo ms )
T = Membranzeitkonstante ( 70 ms )

Wenn die Werte fiir t und ¥ in die Gl. ( 9 ) eingesetzt werden,

*s *
erhdlt man folgende Beziehung zwischen Up und U; s

Up = 0,13 Up ( 1o )

Fallunterscheidung :

1. Paramecium schwimmt senkrecht zu den Linien des elektrischen
Feldes.

1

Rx1 ='f:s S
X1
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solution (Rg)

Paramecium swimming
perpendicular to the
RXI electric field (Rp)

1T~
|

Paramecium swimming
parallel to the
electric field (Rp)

Abb, 31

platinum
electrode

a) Modell zur Berechnung des effektiven Spannungs-

abfalls an der Membran von Paramecium,

b) Ersatzschaltbild nach ‘dem Modell in a). Rg =
Widerstand der Losung, Rp = Membranwiderstand,

Ry

legte Spannung.

= Widerstand der Losungsschicht, Uo =
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Rep = 3 - 10° f) L5 = 3.6 - 103 b em
l = 1 om
Sy, = 1.2 - 10~% cm? (G1.6)

Durch den Einsatz in die Gl. 8 erhdlt man @

6.7 « lo’

U, =U -3 = 0,02 U
P "0¢7.10 +3-+ 10° °

Die Gl. lo ergibt letztlich :

*
U

p =10©/13Uy= 0,0026 U ( 11 )

Beispiel : U, = 20V

U 52 mvV

2. Paramecium schwimmt parallel zu den Linien des elektrischen

Feldes.
R.. = : Su. = 3,6 * 10~/ em? (G1.7)
x2 =% s S X2 ' .
X2
Ryo = 101° L

Die Gl. 1o und 8 filhren zum folgenden Ausdruck :

*
Up =0,13U, = 0,13 « 0,007 U, = ©0,0009 U, ( 12 )

Beispiel : Uo = 20V

*
UP = 18 mV
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Diese Werte geben die Spannung wieder, die an der Plasmamembran
von Paramecium die spannungsabhidngigen Ca2+-Kan§le aktiviert und
damit den erregungsbedingten Ca2+-Einstrom verursacht. In Jer
Diskussion wird die Auswirkung der unterschiedlichen Spannungs-
abfdlle iiber der Plasmamembran infolge verschiedener Ausrichtun-
gen der Zelle im elektrischen Feld in Bezug auf den Ca2+-Trans—
port durch die Membran erdrtert ( vgl. Abschnitt 4.2 ).

7.6. Anzahl der Ca2+- Bindungsstellen an der Zellmembran von
Paramecium caudatum

Nach den Ergebnissen von Naitoh und Yasumasu (1967) betrigt die

totale Caz+-Bindungskapazit§t (PCa%) von 1 mg Paramecium-Trocken-

0~1° M ca®*. Dieser Wert kann mit Hilfe der

gewicht ca. 7,5 * 1
Abb. 32 berechnet werden. In der Abbildung ist das Ergebnis

der Untersuchung der antagonistischen Wirkung verschiedener Ka-
tionen beziiglich der Ca2+-Bindung auf der AuBlenseite der Membran
von lebendem Paramecium dargestellt. Auf der Abszisse sind ver-
schiedene Verhdltnisse zwischen den monovalenten bzw. bivalenten
Kationen und Ca2+ aufgetragen. Auf der Ordinate befinden sich
die reziproken Werte fiir die durch 1 mg Paramecium-Trockenge-
wicht gebundene Menge 45Ca2+ in ( cpm )"l . Der Schnittpunkt
aller dargestellten Geraden mit der Ordinate ergibt den rezi-
proken Wert der totalen Ca2+-Bindungskapazit§t ( ( PCa% )~4)
auf der Membran von 1 mg Paramecien., Aus der Ca2+-Konzentration
des Mediums ( 1 mM/1 ) mit der bekannten spezifischen Radioak-
tivitdt ( lo mCi/ml ) kann die totale Bindungskapazitdt folgen-

dermaBen berechnet werden :

7

Spezifische Aktivitdt der Losung = 10/uCi/ml = 2,22 « lo' cpm/ml

Calcium-Konzentration = 1 mM/1 CaCl,

Daraus ergibt sich : 2,22 - lo7 cpm/uM Ca2+ .

( PCa% ) ergibt sich aus der Abb. 32 zu :

. -5 1 4
T = 6 - lo “/cpm oder PCaj = 1,67 * lo  cpm
PC ax
Damit erhdlt man nach der Umrechnung :
4
1,67 - lo - - +
PCal = —0 . 106 = 7,5 - 1071° M ca®**/mg

2 2,22 * 1o’ Trockengew.
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(Mono )/f{Ca}  OR [fiBi 1/ JiCal
Abb, 32 Effects of various coexisting ions in the equilibrium medium (O, K¥; 4,
RG; '5; Nat; 0, Ba**; @, Mg*+) on the binding of #Ca** by live P. caudatum. Ab-
scissa represents the ratio, [monovalent ion]/4/[Ca**] or 4/[bivalent ion]/+/[Cati]-
Ordinate represents the reciprocal valuc of the counts per minute from the %Catt
bound by 1 mg dry weight of Paramecium. See text for discussion.

( nach Naitoh and Yasumasu, 1967 ).
Da das Trockengewicht wvon 103 Zellen ca. 56 mg betrdgt ( ent-
spricht ca. 18 ooo Zellen/mg Trockengewicht ) ( vergl. Abschnitt
7.2 ), ergeben sich daraus :

7,5 + 10~%° M ca®*/mg ~14 2
= 4,2 . lo M Ca’

p—s—

*/Paramecium

18 ocoo Zellen/mg

oder nach Multiplikation mit der Loschmidt'schen Zahl ( 6 -1o23

+
ca?t/ m ) 2,5 - ;91° Cg?+/Pgramecium,
Dieser Wert stellt die Anzahl der Ca2+-Bindungsp15tze auf der
AuBlenseite der Plasmamembran von einem Paramecium dar.

7.7. Kritische Grenzkonzentration [Caz+] i krit im intra-
cilidren Raum fiir die Ausldsung der Cilienschlagumkehr

Unter der Annahme, dafl ausschlieBlich die cilidre Membran, die
etwa 2/3 ( Eckert and Naitoh, 1970 )der gesamten Membranober-
flache von Paramecium ausmacht, via Ca2+-Einstrum zZur regenera-
tiven Ca2+-Antwort beitrdgt, hat Eckert (1972) die minimale
dazu notwendige Anzahl der ca®t berechnet.

Wenn die spezifische Membrankapazitit lo~® F/cm? betrigt, dann
ist die Kapazitdt der Membran eines Ciliums gleich 6 - 10714 F.
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Damit diese Kapazitdt um 1 mV umgeladen wird, braucht man

6 - lot’c(Q=C.U) oder 3 - 10-%2 u ca’t, Bezogen auf

das Volumen eines Ciliums ( 3 * 1o~ %%1 ; Eckert, 1972 )ent-
spricht diese Ca2+—Menge einer ErhShung der intracilidren
Ca2+—Konzentration von lo"6 M/1. Diese Konzentration reicht

aus, um Cilienschlagumkehr auszulsen ( Naitoh and Kaneko, 1972 ).

2+-Diffusion zwischen Cilium

Bei dieser Berechnung wurde weder Ca
und Zellkorper, noch der Kurzschlufistrom durch den K'-Ausstrom
beriicksichtigt. Die entsprechende Korrektur wiirde zu hdheren
Werten der intracilidren Ca2+-Konzentrationserh&hung filhren.

Eckerts Berechnung stellt also den minimalen Wert dar.

2+

7.8 Ca“ =Diffusion zwischen Cilium und Zellkdrper

Fir den Fall einer rdumlich isotropen und isothermen Diffusion
gilt bei Beschrdnkung auf eine Raumrichtung :

dc
( 1. Picksches Gesetz )

j = -D
dx

Die Dimensionen werden folgendermafBlen gewdhlt :

j = IonenfluBdichte ( Ionen/cmz e s )
¢ = Konzentration ( Ionen/cm3 )
D = Diffusionskoeffizient ( cm?/s )

Im konkreten Fall der Ca2+-Diffusion zwischen Ciljum und Zell-
kérper kann die Diffusionsgleichung in nichtdifferentieller

Form geschrieben werden :

2+ 2f]
D [Ca ] Cilium ~ [Ca ZellkSrper
““ca A x

( Weitere Angaben s. Hook, 1979 ).

j =

1

- &
5 « 1o 4 cm ( 1. = Ldnge eines Ciliums)

Ax = 1./2 c

Fiir kleine Zeiten, d.h. am Anfang einer Reizung gilt :

[Ca2+] Zellkorper << [Ca2+] Cilium
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2

Der tabellarische Wert fiir den Ca +-Diffusionskoeffizient be-

trdgt Do, = 1,3 ° 1073 (cm?/s).

-22
Fiir eine Membrandepolarisation von 50 mV braucht man 3 °lo

M(Ca2+/mV)° 50 mV = 150 - 10'22 M Ca2+ =1,5 - lo-2° M Ca2+ pro
Cilium ( vergl. Abschnitt 7.7 ). Bezogen auf das Volumen eines
Ciliums ( 3 - 107161 Eckert, 1972 ) ergibt das eine intra-
ciliire ca?*-Konzentration von 5 ° 1077 M/l = 5 * 1678 M/cm3.
Daraus ergibt sich eine IonenfluBldichte, die durch Diffusion
zwischen Cilium und Zellkdrper infolge einer einmaligen Membran-

depolarisation von 50 mV hervorgerufen wird, von :

2
(ca®] Cilium
4 x

1

3] = pe,

-5 2 5+ 1078 M/cm®
1,3 * lo ° (cm“/s) =2
5 « lo cm

9

1,3 * 1o~ M/cmz . 8.

| 31
6, 2

Da die Gesamtquerschnittsfliche von 15 ooo Cilien ca. 4,5 *lo ~cm
betrdgt, ergibt gich damit durch die Diffusion zwischen den Cilien
und dem Zellkdrper ein Ionenflufl pro Paramecium von ca.

6 - 10'15 M/s. Da keine Ca2+-Bindung im Inneren der Zelle ange-
nommen wurde, ist der geschdtzte Wert ein Maximalwert,

7.9 Na+-Pumprate bei menschlichen Erythrozyten.

Cavieres (1977) hat an menschlichen Erythrozyten in Gegenwart

von lo mM/1 kKt im AuBenmedium einen Na+—Ausw§rtstransport von ca.
1,8 mM/1  Erythrozyt °* Stunde gemessen. Da Volumen eines mensch-
lichen Erythrozyten zwischen 82 und 92,u3 betrdgt ( Kaboth und
Begemann, 1971 ), entspricht das einer Na+-Pumprate pro Erythrozyt
von ca. 4,4 - 107%° M Na+/Erythrozyt - 8, Die Membranoberflidche
eines Erythrozyten betrdgt ca. 120,u2 (Durchmesser = 7,5m und
Dicke = 2,0 ;a : Kaboth und Begemann, 1971 ). Daraus ergibt sich
eine Na+-Pumprate bezogen auf 1 cm2 der Membranoberfliche von
ca. 3,6 - 10"14 M Na+/cm2 « 8 oder nach der Multiplikation mit
der Loschmidt'schen Zahl ( 6 - 1023 1/M ) von ca. 2 - 101°

Na+ /sz « 8 ,
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