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Light and dark adaptation and the influence of extracellular

+ .
Ca2 -concentration.

Electrophysiological measurements on the ventral nerve

photoreceptor of Limulus polyphemus

Summary

Method: A set-up for intra- and extracellular electro-

physiological measurements on the Limulus ventral
nerve photoreceptor was built up.

A suction electrode method was developed to
record the extracellular currents of a single
photoreceptor cell at different membrane areas.
Simultaneously the voltage response (receptor

potential) could be measured intracellularly.

1) The time course of dark adaptation following light

adaptation by a bright 1 or 5 s illumination

16 -2 -1

(4,4 - 10 photons - cm © 8 at 543 nm)

was measured by two different methods:

a)

b)

constant-stimulus-curves were determined by measuring

the amplitude of th=2 intracellularly recorded receptor
potential in response to test stimuli of constant
intensity and duration in dependence on the dark
adaptation time.

criterion-response-curves were determined by measuring

the sensitivity increase in dependence on the dark
adaptation time by determining the light intensity

necessary to evoke a criterion response amplitude of the
receptor potential.
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The experimental data for the dark adaptation time tDA and the

light intensity I were fitted by two exponential functions

-t

T

DA

I =a I - e

I =31 - t2P

o DA? respectively.

The better fit - that means the higher r2—va1ues (correlation

coefficient) could be obtained by the power functions (fig. 18).

2)

3)

The time course of dark adaptation was characterized by two
different phases, a fast and a slow one. The first rather
fast increase of sensitivity after light adaptation

(le 5,5 83 sy = £ 0,6 s, n = 16) was followed by a second
slower phase (1, = 287 s; sy = * Ul s, n = 16). In the
double logarithmic plot two different slopes could be
determined. The exponent 91 characterizing the first slope
was 3,5 (s3; = * O,4; n = 16) in the average and b,
characterizing the second slope was 1,0 (s; =+ 0,1;

n = 13) in the average.

The influence of the extracellular Ca2+—concentration on the
dark adaptation process was investigated. Only the first
phase of dark adaptation was strongly dependent on the
changed extracellular Ca2+-concentration - in accordance
with the Ca2
the second phase of dark adaptation was nearly Ca2+-indepen-
dent (s. Tab. II). According to this effect the coefficients

+-hypothesis (Lisman and Brown, 1972) - while

b and a of the power function were changed:

The exponent b, was decreased to 1,7 (s = £ 0,5; n = 6)
when the external Ca2+—concentration was lowered from
10 mmol/1l to 250 umol/1 (see for example fig. 22);

b, was increased to 4,7 (s} = = 0,5; n = 3) raising the

=1
extracellular Ca2+—concentration to 40 mmol/1l (see for

v



)

example fig. 24).

The factor a characterizing the sensitivity for t,, = 1 s
varies greatly from experiment to experiment; a4 is
decreased - corresponding to a greater sensitivity - to
about 5 % in the average by lowering the extracellular
Ca2+-concentration and strongly increased by a factor of

70 by raising the extracellular Ca2+—concentration.

Interpretation: Calcium can only control the sensitivity
of the cell when the intracellular concentration of Ca2+-

ions exceeds a certain threshold.

This is only true in the first relatively light-adapted
phase (strong light intensity, short dark adaptation time).
In the second relatively dark-adapted phase (weak light
intensity, long dark adaptation time) other mechanisms such
as the metabolism of the cell or action of enzymes control

the sensitivity of the photoreceptor cell.

The two adaptation processes are correlated to the appearance
of the two components C1 and C2 of the receptor potential,
which are influenced differently by the state of

adaptation.

In some experiments the two components are clearly separated
and appear at the transition of the first to the second

phase of adaptation (fig. 33). In those experiments, in

which the single components could not be detected, the two
components could be recognized by a break in the slope

of the time-to-peak (tmax) curve and latency time (tlat)
curve (fig. 35).

The light-induced membrane current (under voltage clamp
conditions) in response to light stimuli which evoke

voltage responses of criterion amplitude depends on dark
adaptation and light intensity. In the first phase of
adaptation the light induced current is smaller than in the
second phase although the voltage response is always constant.
This effect again indicates the appearance of the two
components C, and 02 which alternatively fulfil the
criterion amplitude.
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6)

A contribution of voltage-dependent channels for 01 cannot
be excluded and needs further investigations.

Spike-like, regenerative signals were observed during the
depolarization following the hyperpolarization which was
caused by the strong light adaptation. These signals are
evoked by activation of voltage-dependent channels

2+—channels, s. O'Day and Lisman, 1980),

(probably Nat- ca
that means they can be triggered without light by a
change in membrane voltage (fig. 41).

A similar dependence of changed extracellular calcium
concentration on the dark adaptation process could also
be observed in those cells with regenerative events

(see fig. 30).

Using the suction electrode, localization effects were
investigated. Positive or negative signals could be
recorded depending on the position of the suction
electrode on the photoreceptor. This effect indicates
that there are different membrane areas with different
electrical properties.

A negative signal representing a Na®-inward current can
be measured presumably by recording from the light
sensitive microvillar areas; on the contrary by recording
from other membrane areas a positive signal can be
measured which represents a K+-outward current.
Predominantly the spike-like response has the opposite
polarity than the receptor potential (fig. 38c); that
means: the spikes and receptor potentials are generated
in different areas.

The components C1 and C2 which were also recorded extra-
cellularly had always the same polarity (fig. 384d);

this indicates that these potentials are generated in the

same membrane areas.
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Abkdrzungen und Definitionen

DA
PMP

max

HA

CR

max

lat

PS

CS-Kurve
CR-Kurve
Empfindlichkeit

Helladaptation

Dunkeladaptation

maximale Reizlichtintensit#t bei
Filter O

jeweilige Reizlichtintensitét,
die um einen Faktor relativ zu IO

vermindert wird (%
o

:iF)

Filter

Dunkeladaptationszeit
Membranpotential vor dem Licht-
reiz (= Dunkelpotential)
maximale Amplitude des Rezeptor-
potentials

maximale Amplitude des durch

den helladaptierenden Lichtreiz
ausgeldsten Rezeptorpotentials
vorgegebene Amplitudenh&he einer
sog. criterion-respoﬁse
Gipfelzeit (= Zeit von Reiz-
beginn bis zum Erreichen der
maximalen Amplitude)
Latenzzeit (= Zeit von Reiz-
beginn bis zum Anstieg des
Rezeptorpotentials)
physiologische Salzl&sung
constant-stimulus-Kurve
criterion-response Kurve
Reziprokwert der Lichtintensitét,
die eine vorgegebene Amplituden-
hthe der sog. criterion-response
ausldst

ProzeR, der die Empfindlichkeit
widhrend eines Lichtreizes her-
absetzt

ProzeR, der nach Beendigung eines
Lichtreizes einsetzt und zur
Wiederherstellung der Empfind-

lichkeit flihrt
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helladaptierter Zustand erniedrigte Empfindlichkeit der
Photorezeptorzelle durch erfolgte
Helladaptation

dunkeladaptierter Zustand annihernd maximale Empfindlich-
keit der Photorezeptorzelle durch
lange Dunkeladaptationszeit

Spike in Analogie zur Alles-oder-Nichts
Erregung einer Nervenzelle
(Aktionspotential) synonym ge-
brauchte Bezeichnung filir eine
schnelle Komponente, die Alles-oder-
Nichts Charakter aufweist

Schwelle kritische Membrandepolarisation,
bel der ein Spike ausgeldst wird

regenerativer Prozef ein sich selbst verstirkender
ProzeB, der beil Uberschreiten der
Schwellenbedingung einsetzt und
zu einer Spike-Ausldsung flhrt

regenerative Signale durch einen regenerativen
ProzeR ausgeldste Signale

Aktivierung vorlibergehende ErhShung der Leit-
fdhigkeit flir bestimmte Ionen
durch Offnen spannungsabhidngiger
Kanéle;hier - wie beim Na®-System
an der Nervenzelle - durch
Depolarisation

Inaktivierung Erniedrigung der Leitfdhigkeit
bei Andauern der Depolarisation;
durch einen l&ngeren hyper-
polarisierenden Vorimpuls kann
die Inaktivierung wieder aufge-
hoben werden (s. Inaktivierungs-
kurve, Stdmpfli, 1974)
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1. Einleltung

Lichtsinneszellen - auch Photorezeptoren genannt - stellen
Empfé&nger und Verstdrker zugleich dar; sie setzen auftreffende
Lichtquanten in elektrische Signale um, die vom Nervensystem
verarbeitet werden k&nnen. Mit Hilfe von Rezeptoren erhdlt

der Organismus Information Uber seine Umwelt. Deswegen ist es
wichtig, daR Rezeptorsysteme zweckmidRig sind. Sie spiegeln
durch ihr allm#hliches Entsprechen an die Naturgesetze wiederum
deren Gesetzlichkeit wieder (Lorenz, 1973). In dem Sinne kann
die Evolution als ein erkenntnisgewinnender Prozef verstanden

werden (Vollmer, 1980).

Die Adaptation, deren Untersuchung Gegenstand dieser Arbeit
ist, ermdglicht eine Anpassung des Rezeptors an unterschied-
liche Reizstérken. Sie tritt bei vielen Organismen auf, und
zwar schon bei Formen einfachster Organisation, z. B. an
Sporangiophoren von Phycomyces (Delbriick und Reichardt, 1957)
und an Bakterien (Koshland, 1980). Sowohl die Rezeption wie
auch die Adaptation haben bioclogischen Uberlebenswert. Widhrend
die Rezeption AufschluR liber absolute Reizh&hen gibt, erfolgt
Uber die Adaptation die 'Feineinstellung' innerhalb eines

Intensitdtsbereichs.

Bei Photorezeptoren steht am Anfang der Kausalkette der Reiz-
Erregungsumsetzung die Photonenabsorption durch das membran-
gebundene Chromoprotein Rhodopsin, das sich bei Invertebraten
in der stark gefalteten Mikrovillimembran befindet; am Ende
der Reaktionskette steht das Spannungssignal der Membran -
das Rezeptor- oder Generatorpotential - das durch vorlber-
gehende ionenselektive Anderung der Membranleitf&higkeit
zustande kommt (s. Abb. 1). Der ein Rezeptorpotential be-
gleitende Energieumsatz ist erheblich gréfer als die von der
Zelle aufgenommene Reizenergie (bis zu einem Faktor von 106).
Die dafiir bendtigte Energie wird vom Stoffwechsel der Zelle
geliefert (Stieve, 1976 und 1977a). Ein einziges Photon kann zur
Ausldsung einer Membrandepolarisation (Elementarerregung =
Bump) fiihren (Fuortes und Yeandle, 1964), wobei nach Stieve
(1977), Wong (1978) und Brown und Coles (1979) ein Bump im



dunkeladaptierten Zustand der Zelle das Offnen von 103 - inL'l

Lichtkanilen (Lichtkanal = Ionenkanal mit Préferenz fir Na‘t-
Ionen) repridsentiert. Das Verstidrkungsverhdltnis wird je-
doch bei Helladaptation graduell verdndert, so daR pro Bump
weniger Kandle gedffnet werden (Stieve, 1980; Wong, 1978,
maximal:1 Lichtkanal pro Bump). Uber den Verstirkungsmecha-
nismus wie Uber dile Kopplung der Sehfarbstoffreaktionen mit
der Leitfdhigkeitsidnderung der Membran herrschen noch weit-
gehend Unklarheit. Ihre Untersuchung steht z. Zt. im Mittel-
punkt der wissenschaftlichen Forschung.

Der Beitrag, der dazu von der Elektrophysiologie geliefert

werden kann, wird vielfach an Photorezeptorzellen von Inverte-

INVERTEBRATE PHOTO RECEPTOR CELL

-

LIGHT LIGHT
L

photopigment reactions

. visual pi ¢ .
rhodopsin—| *50 89" Ly metarhodopsin

folded
membrane
with visual
pigment

molecules ELECTRICAL PROCESSES

{increased ionic currents across the membrane)

mg] fay time

receptor- U ;—-\_

potential =40
T ight L

stimulus 1s

Abb. 1
Funktionsschema der Lichtsinneszelle eines Invertebraten. Der Sehfarb-
stoff Rhodopsin ist in der Mikrovillimembran enthalten. Das Symbol fiur die

Pumpe zeigt aktive Ionentransportmechanismen an. (Stieve, 1981)



braten gewonnen, da sie sich wegen ihrer relativen GroRe im
Vergleich zu den kleineren Vertebratenlichtsinneszellen

besser flr elektrophysiologische Versuche eignen.

Das gilt insbesondere flr die Ahwendung der Voltage-clamp-
Methode (s. Hodgkin Und Huxley, 1952), bei der zwei Elektroden
in die Zelle eingestochen werden; die Membranspannung kann
hierbei Uber einen negativen Rilickkopplungskreis konstant ge-
halten werden - der dafiir bendtigte Kompensationsstrom wird
als direktes MaR flir die Ionenstrbme durch die Membran ge-

messen.

Die hier beschriebenen Versuche wurden am Ventralnerv Photo-
rezeptor des Pfeilschwanzkrebses Limulus polyphemus durchge-
filhrt; dieser Photorezeptor stellt wegen seiner GrokRe und

guten Zuginglichkeit ein bevorzugtes Objekt dar. Im folgenden
sollen speziell die Eigenschaften dieser Lichtsinneszellen
beschrieben werden, die aber - trotz ihres etwas abweichenden
Aufbaus €s. Kap. 2.1.1) - allgemeine Eigenschaften der Inverte-
braten Photorezeptoren wiederspiegeln (Uberblick und Vergleich
zwischen Vertebraten- und Invertebraten-Photorezeptoren,

s. Stieve, 1977b).

Das Membranpotential im Dunkeln - auch Dunkelpotential genannt -
entspricht einer Potentialdifferenz von -40 bis -60 mV Uber

der Membran (innen gegen aufen) und liegt damit in der N&he

des K+-Diffusionspotentials. Es ist etwas kleiner als das nach
Nernst berechnete reine K+—Gleichgewichtspotential (fir

k7. : E'], = 20 vis 30 &, = -75 bis -85 mV). Dies ist ein
Hinweis daflir, daf die Membran im Dunkeln auch fiir andere

Tonen als K'-Tonen (z. B. Na® und Cl ) permeabel ist, obwohl
K'-Ionen die einzigen Ionen sind, die einen starken Effekt auf
das Membranpotential im Dunkeln haben (Millecchia und Mauro,
1969). Bei Belichtung erfolgt im wesentlichen eine Permeabili-
tdtserhthung flr Nat-Tonen (Millecchia und Mauro, 1969, Brown,
und Mote, 1974); die Membran ist aber auch fiir K- und Ca2+-
Ionen permeabel (Stieve, 1977c).

Der vorlibergehende Einstrom von Na*-Tonen verursacht eine
Depolarisation von maximal etwa +10 bis +30 mV. Dieser Wert

liegt unterhalb des nach Nernst berechneten reinen Na*-Gleich-



gewichtspotentials (flr E\Ia’ji. : E\Ia;] a = 1 :LO#’ENa = +65 mV),

T~ und Ca2+-Tonen am lichtindu-

so daR eine Beteiligung von K
zierten Strom berlicksichtigt werden mub.

Die relative, spezifische Ionenpermeabilitét P filir die sog.
'Dunkelkanidle' liegt nach H.M. Brown (1976) (durch

Messungen der intrazellul&ren Ionenaktivitdten mit ionen-
selektiven Mikroelektroden am Balanus ermittelt) beil

Png PK = 0,04 (s. auch Stieve, 1977c¢).Fir die sog. 'Licht-
kandle' liegt die relative spezifische Ionenpermeabilitét

nach Brown und Mote (1974, aus Anderungen des Umkehrpotentials
an Limulus berechnet) bei Pya ¢ P 2.

In Voltage-clamp-Versuchen (Millecchia und Mauro, 1969)

konnte eine Nichtlinearitdt der Strom-Spannungs-Kennlinie
sowohl fiir den Dunkelstrom wie auch fir den lichtinduzierten
Strom gemessen werden. Dies ist ein Hinweis daflir, daf zu-
sitzlich spannungsabhéngige Kandle angenommen werden miissen.

°*_Kandile, die durch

Es gibt spannungsabhingige Na®- ca
Depolarisation aktiviert werden und die Depolarisation wiederum
vergrdRern (0'Day und Lisman, 1980), und spannungsabhingige
K -Kansle (Pepose und Lisman, 1978), die die Repolarisation,

also den Abfall des Rezeptorpotentials, beschleunigen.

Ca2+—Ionen spielen eine bedeutende Rolle beim Transduktions-
prozeR und Ubernehmen verschiedene Aufgaben (Stieve, 1981).
Neben einem spannungsabhingigen Ca2+-Einstrom (0'Day und
Lisman, 1980) wird ein Ca2+/Na+—Antagonismus an der &duReren
Zellmembran beobachtet, der das Offnen und SchlieRen der
Lichtkandle kontrolliert (Stieve und Bruns, 1978, Stieve

und Pflaum,1978b). Der wesentliche EinfluR von ca®*-Tonen
liegt aber in der Einstellung der Empfindlichkeit der Licht-
sinneszelle und wirkt damit direkt auf (oder iiber)die Adaptations-
mechanismen, die ebenfalls den Empfindlichkeitsbereich der
Zelle verstellen. Aus Versuchen von Lisman und Brown (1972)
und Fein und Charlton (1977a, b) durch Injektion von Nat- und
Ca2+—Ionen lieR sich folgende Hypothese ableiten:

Die ErhShung der intrazelluldren Na+-Konzentration - wie sie
auch lichtinduziert erfolgt (s.o.) - flihrt zu einem Anstieg

der intrazelluléren Ca2+—Konzentration, die wiederum die



Ursache fiir die Desensitivierung der Photorezeptorzelle beil
Helladaptation darstellt. Von Brown und Blinks (1974)-mit

Hilfe des Ca2+—Indikators Aequorin - und von J.E. Brown, et al.,
(1977) und Maaz und Stieve (1980)-mit Hilfe des Ca2+—Indi-

kators Arsenazo III konnte ein lichtinduzierter Anstieg der intra-
zelluldren Ca2+—Konzentration registriert werden. Bei Er-
niedrigung der intrazelluliren Ca2+—Konzentration durch

°*_puffers EGTA (Lisman und Brown, 1975),

wurden hingegen die Effekte der Dunkeladaptation imitiert.

Injektion des Ca

JINVERTEBRATES
Adaptation

A = = = | photon abssptim

!

motucular framsformokmsin odspiin

{

A? coupling mechamdsm [Ca™]1?

{

A a/mpﬁﬁw/rm e oo omay

recepotor morease
pootentiol qﬁ[&iﬂﬂ -e-

<
S s oo sossmesseeseceow*
>

Hoy'7}
Abb. 2

Kausalkette der Reiz-Erregungsumsetzung im Photorezeptor eines Inverte-

braten. Mit A sind die Schritte bezeichnet, bei denen sich Adaptations-

effekte auswirken kénnten. (Stieve, 1977b)



Durch Hell- und Dunkeladaptation wird die Empfindlichkeit der
Zelle verdndert, indem vermutlich der Verstdrkungsfaktor ver-
kleinert bzw. vergrdfRert wird. Durch diese Fdhigkeit zur Hell-
bzw. Dunkeladaptation (liber einen Bereich von mindestens 3
Zehnerpotenzen beim Ventralnerv-Photorezeptor von Limulus)
erfolgt eine optimale Anpassung des Empfindlichkeitsbereichs

an die jeweils herrschenden Lichtverhidltnisse. Da die Adaptation
durch Ca2+—Ionen gesteuert wird (s.o.) und die Adaptation
wiederum den Verstdrkungsmechanismus beeinfluRt, ist es nahe-

2+-Ionen eine bedeutende Rolle bei den Vorgingen

liegend, daB Ca
zwischen Reaktionen des Rhodopsins und der Rezeptorpotential-

ausldsung spielen (s. Abb. 2).

Die Untersuchung des Adaptationsverhaltens der Lichtsinnes-
zelle und der EinfluB der extrazellullren Ca2+—Konzentration
auf diese Vorginge ist Gegenstand dieser Arbeit. Als Adaptation
wird der Vorgang der Empfindlichkeitsdnderung der Zelle be-
zeichnet. Um Aussagen liber die Adaptation treffen zu k&nnen,
muR daher die Empfindlichkeit der Zelle, definiert als Rezi-
prokwert der Reizlichtintensitdt, die zur Ausldsung einer vor-
gegebenen Amplitude bendtigt wird, gemessen werden. Es wurden
daher sog. criterion-response~Kurven ermittelt (s. Kap. 4.1.2).
Vielfach werden stattdessen sog. constant-stimulus-Kurven ge-
messen, da sie experimentell einfacher zu ermitteln sind. Sie
sind jedoch nicht so aussagekridftig wie eine criterion-response-
Kurve, da die Amplitudenerhthung nur in einem relativ kurzen
Zeitintervall linear ist und der Anstieg der Amplitudenerhdhung
sich mit der Reizlichtintensitdt &ndert. Die Methode der ISO_
Messung, d.h. Messung der Reizlichtintensitét 150, die Halb-
sdttigung der Lichtantwort hervorruft als Maf flir die Empfind-
lichkeit, ist aus den gleichen Griinden wie die constant-
stimulus-Kurven-Messung nicht so exakt wie die Methode der
criterion-response-Kurven-Ermittlung. Die Adaptationsmessungen
knlipfen an die von Benolken (1962) durchgefiihrten Untersuchungen
an der Retinulazelle des Limulus Lateralauges an unter Ver-
wendung der Methode der constant-stimulus- und criterion-
response-Kurven-Messung. Methodisch handelt es sich um eine



elektrophysiologische Arbeit, in der intra- und extrazellulér
das Spannungssignal der Photorezeptorzelle als Antwort auf den
jeweiligen Lichtreiz gemessen wurde.

Ziel der Arbeit war, den genauen Zeitverlauf der Empfindlich-
keitsdnderung und damit des Dunkeladaptationsverlaufs in Ab-
hidngigkeit von der extrazelluldren Ca2+—Konzentration zu be-
stimmen. Als einzige Methode, die exakte Aussagen liber den
Dunkeladaptationsverlauf quantitativ liefert, wurde hierfir
die Methode der criterion-response-Kurven-Messung gewdhlt.

Da die bisher durchgefiihrten Versuche nur qualitative Aus-
sagen lieferten, wurde geprilift, ob die Ca2+—Hypothese (Lisman
und Brown, 1972) die Dunkeladaptation ausreichend beschreibt
und auch noch filir lange Zeiten nach der Helladaptation zu-
treffend ist. Das Ziel der Versuche war letztlich, den
Kenntnisstand liber die Wirkung des Verstirkungsmechanismus zu

erweitern.



2. Material und Methoden

2.1 Versuchsobjekt

Die elektrophysiologischen Versuche wurden an dem Ventralnerv

Photorezeptor des Pfeilschwanzkrebses Limulus polyphemus L.

(St.: Arthropoda
U.St.: Chelicerata
K1.: Merostomata
0.: Xiphosura)

durchgefiihrt. Limulus - mit 60 cm Linge der grofte Chelicerat -
kommt. an der atlantischen Kiste Nordamerikas vor und gilt als
"lebendes Fossil", da er seit der Jurazeit (vor ca. 175 Mio.

Jahren) nahezu unveridndert ist.

Wegen seiner groRen lateralen Komplexaugen ist Limulus seit
langem ein bevorzugtes Versuchsobjekt in der Sinnesphysiclogie;
von Hartline z. B. wurden schon zwischen 1932 und 1949 grund-
legende Erkenntnisse Uber den SehprozeR durch Versuche an den
Ommatidien von Limulus gewonnen. Neben den Lateralaugen und den
medianen Ocelli besitzt Limulus zus#tzlich interne Rezeptor-
zellen, die lichtempfindlich reagieren. Diese sogenannten
Ventralaugen sind bei den Limulus-Larven noch gut ausgebildete
paarige Strukturen, die von Pigmentzellen umgeben und von einer
relativ transparenten Cuticula bedeckt sind. Beim Wachstum der
Tiere ver&dndern sich die Ventralaugen derart, daR sie schlieR-
lich - durch Auseinanderwachsen von Protoecerebrum und Licht-
sinneszellen - aus zweli Nervenblindeln bestehen, auf denen die
Photorezeptorzellen einzeln verteilt liegen. Eine Anhidufung der
Zellen befindet sich am Ende des Nervs unter einer verdickten
Stelle der Cuticula, die sich in der Larve direkt Ulber dem
Protocerebrum befindet (Clark, 1969).

2.1.1 Morphologie des Ventralnerv Photorezeptors von Limulus

polyphemus

Die Feinstruktur einer einzelnen Photorezeptorzelle ist von
Clark et al., 1969 ausfilhrlich untersucht und beschrieben worden.
Abb. 3 zeigt eine Ventralnerv Photorezeptorzelle schematisch.

Der ellipsoidale Zellkdrper von 100 bis maximal 200 pym Lénge



und 50 = 75 um Breite geht in ein Axon von 10 - 20 ym Durch-
messer Uber. Charakteristisch ist die stark gefaltete Mikro-
villimembran, die zu einer betrdchtlichen Oberflichenver-
groferung flihrt. Wird die GréRe der Zelloberfliche aufgrund

der HuReren Abmessungen der Zelle rein geometrisch ermittelt
(etwa 3%-5 - 10u umz, vgl. Brown und Coles, 1979 und Millecchia und
Mauro, 1969) und mit der aus Kapazitétsmessungen errechneten
Oberfliche von etwa 4 - 105 amg (s. Brown und Coles, 1979) ver-
glichen, so ergibt sich filir die Vergr8Rerung der effektiven

Oberfliche ein Faktor von 8 - 13.

Diese Daten decken sich mit der Annahme von Fein und Charlton,
1977, daB der Oberfldchenanteil, der von Mikrovillimembranen auf-
gebaut wird, 90 % der gesamten Oberflidche ausmacht. Die ganze
Zelle ist von einer oder mehreren Gliazellschichten umhiillt;

Fortsidtze der Gliazellen reichen bis tief in die Photorezeptor-

Glial cell
infolding

Gligl cell
nucleus

Photoreceptor

Microvilli cell nucleus

DIAGRAM OF A VENTRAL PHOTORECEPTOR CELL

by Allen W. Clark

Abb. 3

Schematische Darstellung einer einzelnen Ventralnerv-Photorezeptorzelle

von Limulus polyphemus. (Clark et al., 1969)



zelle hinein und scheinen eine enge Verbindung mit Mikrovilli-

membranen einzugehen (Clark, 1969).

Vorzige des Limulus Photorezeptors fir die elektrophysiologische
Messung sind seine GrdRe, seine isolierte Anordnung, das Fehlen

von Schirmpigment und seine gute Zuginglichkeit.

2.1.2 Prdparation

Die aus Nordamerika gelieferten Limuli mit durchschnittlicher Cara-
paxbreite von 16 - 18 cm werden in kinstlichem Seewasser bei
150 C gehalten. Zur Pridparation wird der Bereich zwischen
zweitem und drittem Beinpaar und einer warzenartigen Struktur
oberhalb der Cheliceren herausgeschnitten. Die Nerven, die

vom Vorhirn bis zu der warzenartigen Struktur verlaufen, werden
vorsichtig unter einem Stereomikroskop von der Ventralseite
her freigelegt. Der gesamte Schlundring, also auch Vorhirn und
Sehnerven, sind bei Limulus von Blutgef&Ren umhiillt. Ohne den
Ventralnerv zu verletzen, wird das Blutgef&R mit Dumont-
Pinzetten wie ein Strumpf vom Nerven abgezogen. Unmittelbar

vor dem Versuch wird der Nerv 45 s bei Zimmertemperatur in

0,5 %Ziger Pronaseldsung (Serva) inkubiert, um die umgebende

Bindegewebsschicht und einen Teil der Gliazellen abzuver-
dauen, die das Einstechen mit Mikroelektroden behindern. Der

Nerv wird auf einer Sylgardscheibe (vgl. Kap. 2.2.7) im Versuchs-
gefdR festgesteckt und mit Platin-Krampen so befestigt, daRk er

auch bel LOsungswechsel seine Lage nicht verindern kann.

2.2 Versuchsapparatur

Es wurde eine Versuchsapparatur entwickelt, mit der gleichzeitig
extrazelluldre Messungen mit einer Saugelektrode und intra-

zellulére Messungen mit einer Mikroelektrode durchgefiihrt werden
konnten (s. Abb. U4).

2.2.1 Versuchsaufbau

Der Versuchstisch, eine schwere Stahlplatte, die schwingungs-
geddmpft und erschiitterungsfrei aufgehingt ist, befindet sich
in einem lichtdichten Faraday-K&fig. Auf diesem Versuchstisch
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—*1 Datenausgabe und

Signalverstdrkun .
g - Datenverarbeitung

Stereo-Mikroskop

Losungswechsel und

Kihlung
Versuchs-
gefdn
t in- ]
Belericcl;‘tt:gseln - Ablaufsteuerung

Abb. 4

Schema der MeBanordnung

M = Mikroelektrode, S = Saugelektrode

befinden sich:

- der Kreuztisch mit einer Halterung fir das Versuchsgefis,

- dariliber schwenkbar ein langbrennweitiges Stereomikroskop
(Zeiss) mit maximal 80-facher Vergrdferung (Okular: 20-fach,
Objektiv: 0,6- bis 4-fach),

- seitlich vom Kreuztisch je ein Mikromanipulator mit Elektroden-
halterung.

Fir die Saugelektrode wird ein umgebauter Mikromanipulator (Leitz)

verwendet; flr die Mikroelektrode ein Mikromanipulator (Brink-

mann) mit Motorantrieb (6 mm-Bereich in x- und y-Richtung).

2.2.2 Optischer Teil

Die beiden Beleuchtungseinrichtungen I und II sind in Abb. 5

schematisch dargestellt.
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2.2.2.1 Beleuchtungseinrichtung I (Adaptationsstrahlengang)

Im Adaptationsstrahlengang dient als Reizlichtquelle eine
Xenon-Hdchstdrucklampe (XBO 15C W, Osram), die in einem Lampen-
haus justierbar montiert ist. Das Licht wird auf das Ende eines
doppelarmigen 1 m langen Lichtleiters (Volpi, Einzelarm: 4,3 mm
@, Stammleitung: 6 mm @, 3-fach gemischt) fokussiert. Das Licht-
leiterende befindet sich in einer Halterung unmittelbar
unter dem Versuchsgef#R. Zwischen Xenon-Brenner und Lichtleiter
sind ein Wirmereflexionsfilter, ein Klappfiltersatz mit Neutral-
glasfiltern zur Abschwichung der Lichtintensitét jeweils um den
Faktor 2F (fir F =0, 1, 2, 3 ...), ein monochromatisches
Interferenzfilter (max. Transmission bei 543 nm, Halbwertsbreite:
50 nm, mindestens 40 % Transmission) und ein elektromechanischer
CompurverschluB angebracht. Der Compurverschluf wird iiber eine
"Compurautomatik" (Eigenbau KFA/ZEL) angesteuert und verfligt
iber Offnungszeiten zwischen 10 ms und 40 s. Uber ein Relais
werden Triggerpulse an den Schreiber, das Monitor-Oszilloskop
und den PCM-Verstdrker (s. Kap. 2.2.3) gegeben, um die O0ffnungs-

zelt des Compurverschlusses zu markieren.

2.2.2.2 Beleuchtungseinrichtung II (Reizstrahlengang)

Im Reizstrahlengang befindet sich ein elektronisches Blitzgerit
(Metz, Mecablitz 60 CT 1). Der Reflektor ist durch ein Geh#use
abgeschirmt, so daR® das Licht nur durch eine Lochblende auf

das Filterrad f411t und dort liber eine Sammellinse auf die
Lichteintrittstffnung des doppelarmigen Lichtleiters fokussiert
wird. Das Filterrad (Eigenbau, INB) ist mit 19 Neutralglas-
filtern bestlickt, die jeweils eine Lichtabschwichung um den
Faktor 2F bewirken (fii» F = 0, 1, 2, 3 ...). Das Filterrad

ist motorgetrieben und wird extern angesteuert; die jeweiligen

Abb. 5 (s. 8. 13)

Blockschaltbild der Versuchsapparatur und ihre Verschaltung.
M = Mikroelektrode, S = Saugelektrode.
In jedem Strahlengang befindet sich ein Interferenzfilter (Amax = 543 nm).

Kihlung und Durchstrémung, s. Text.
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Filter k®nnen vorgewdhlt werden; diejenigen Filter, die sich im
Strahlengang befinden, werden digital angezeigt. Zwischen Sammel-
l1inse und Lichtleiter ist - wie in Beleuchtungseinrichtung I -
ein Interferenzfilter mit einem Transmissionsmaximum bei 543 nm
angebracht. Die Lichtintensitidt wird liber eine Photodiode

(0SD 5), die sich vor den Filtern im Filterrad befindet, also

vor der Abschwichung mit Neutralglasfiltern, gemessen und Uber
ein Radiometer (Eigenbau, INB) registriert. Diese Messung

dient zur Kontrolle der Konstanz der Lichtblitzintensitdt. Die

Abweichung betrug maximal % 2 %.

2.2.2.3 Lichtmessung

Die Lichtenergiemessung erfolgte mit einem 40 A Opto-Meter von
United Detector Technology (UDT), die Messung der Lichtleilstungs-
dichte mit einem!'101 A Model' von UDT mit einem OSD1-1

Eichkopf (silicon diffused photodiode). Mit dem 4O A Opto-Meter
von UDT konnte die Energie des Lichtblitzes EI[UWS bestimmt
werden; mit dem 101 A Model von UDT die Leistungsdichte am Ort
des Priparates En mw/cm2 . Bei beiden Messungen wurde stets
hinter dem Interferenzfilter am Ausgang des Lichtleiters gemessen -
mit dem 0SD1-1 Eichkopf auch im Versuchsgefdf (d.h. unter Berlick-
sichtigung der Absorption von Plexiglas und Sylgard). Mit dem

4O A-Opto-Meter wurde das Radiometer geeicht, so daB jederzeit
wdhrend des Versuchs die abgelesenen Werte der Radiometeranzeige

in uWs bestimmt werden konnten.

Lichtenergie der Xenon-Lampe im Adaptationsstrahlengang:

50 uWs bel einer Belichtungszeit von 10 ms

Lichtleistungsdichte:

mW . . .
16 552, das entspricht elner eingestrahlten Photonenmenge von
hou . 1O16 Photonen - cm © + s 3 (X = 543 nm).

Lichtenergie der Blitz-Lampe im Reizstrahlengang:
9 uWs in 300 us
Lichtleistungsdichte:

mW . .
177 2’ das entspricht einer Photonenzahl von

4,8 - 10?7 Photonen + em™° - 72 (A = 543 nm).

Bei einer Helladaptation maximaler Intensitdt von 5 s Dauer

werden 2,2 - 1O17 Photonen - cm-2 (A = 543 nm) eingestrahlt,
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bei einem Testblitz mit der Blitz-Lampe bei voller Intensitit

014 2

hingegen nur 1,4 - 1 Photonen - em ¢ (A = 543 nm).

2.2.3 Elektrophysiologische MeRanordnung
2.2.3.1 Extrazelluldre Messung mit der Saugelektrode

Da extrazelluldr nur kleine Potentiale (maximal 1-2 mV) ge-
messen werden konnten, wurde ein Differenzverstdrker (Ortec 4660)
mit maximal 1000-facher Verstirkung eingesetzt; die Frequenz-
bandbegrenzung wurde auf 0,1 - 100 Hz eingestellt. Der Ver-
stldrker war AC-gekoppelt.

2.2.%3.2 Intrazelluldre Messung mit der Mikroelektrode

Das intrazelluldre MeBRsignal wurde Uber Vorverstdrker, Pro-
grammierstufe und PCM-Verstidrker (alle Geridte Eigenbau, INB)
verstidrkt. Uber die Programmierstufe kann der Widerstand der
Elektrode durch Messen des Spannungsabfalls nach Strominjektion
von 1nA bestimmt werden. Die Frequenzbandbegrenzung betrug 1 KHz.

Der Verstlrker war DC-gekoppelt.

2.2.4 Aufzeichnungsteil

Die Aufzeichnung der Signale erfolgte {liber einen Thermo-Schnell-
schreiber (Gould, Frequenzbandbegrenzung DC, 100 Hz, % dB) ein
Monitor-0Oszilloskop (Tektronix 502 A) mit automatischer Kamera
(Recordine) ein Speicher-Zweistrahl-Oszilloskop (Tektronix) zur
optischen Kontrolle und ein Magnetbandgerdt (Akai), auf das

die Daten lber ein PCM-System digital abgespeichert werden
kénnen. Die Signale, die auf Band aufgenommen sind, k&nnen iber
eine Datenverarbeitungsanlage (PDP 11) direkt nach MeRgr&Ren

(s. Kap. 3.2) ausgewertet und die einzelnen Rezeptorpotentiale

aufgezeichnet werden.

2.2.5 Versuchsablaufsteuerung

Das zentrale Steuergerit stellt der Timer (Eigenbau, INB) dar.
Er steuert den Controller an, der die Kamera auslést und die
Magnetbandaufzeichnung startet; gleichzeitig triggert er extern
das Speicher-Oszilloskop. Dartiber hinaus liefert der Timer

Pulse zur Ansteuerung der Compur-Automatik flr die Xenon-Lampe
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bzw. zur AuslSsung der Blitzlampe Uber die Delay-Unit. Wird
die Delay-Unit angesteuert, so 14uft der Schreiber an und er-
halt iiber das Radiometer die Markierung fur den Lichtreiz; das
Radiometer triggert gleichzeitig mit "Licht an" das Monitor-

Oszilloskop. (Verschaltung siehe Blockschaltbild 5).

2.2.6 Durchstrdmung, Kiihlung und Temperaturmessung

Die verschiedenen Losungen,mit denen der Ventralnerv im Ver-
suchsgefip Uberspllt wird, befinden sich in Vorratsflaschen
oberhalb des Versuchstisches. Uber ein VA-Ventil (4-Wege-Hahn)
kann die jeweilige L&sung eingestellt werden. Die DurchfluB-
menge tetrug 1 ml/min; sie wird liber eine

Desaga-Schlauchpumpe geregelt. Die Kilhlung der einstrtmenden
Lsung erfolgt liber ein Peltierelement. Uber den Peltierregler
(Eigenbau KFA, ZEL) kann die gewlinschte Temperatur eingestellt
werden; sie wird lber einen Thermistor, der sich in der
temperierten Ldsung kurz vor dem Einlauf ins Versuchsgef&f be-
findet, gemessen und lUber ein Temperaturmefgerdt (Eigenbau, INB)

mit digitaler Anzeige registriert.

2.2.7 VersuchsgefdB und Gegenelektrode

Das VersuchsgefiR besteht aus einem rechteckigen Plexiglas-
block (5 ecm x 5 cm), der an die Aussparung des Kreuztisches an-
gepaBt ist. In der Mitte des Plexiglasblocks befindet sich die
eigentliche ovale Versuchskammer (3,5 cm x 1 cm, 0,5 cm tief),
in die auf einer Sylgardscheibe der Nerv festgesteckt wird. Um
elektrische Stdrungen bei der Durchstrdmung zu verhindern,
tropft die einstrdmende L&sung liber ein ausgezogenes Glas-
réhrchen in eine Nebenkammer, die in Verbindung mit der Haupt-
kammer steht. Die L&sung wird nach Durchstr®men des Versuchs-
gefiRes Uber eine Schlauchpumpe abgesaugt. Die Absaugung er-
folgt, sobald der Flilissigkeitsspiegel eine senkrecht zum Ver-
suchskammerboden angebrachte VA-Kaniile erreicht. Die Gegen-
elektrode, eine gesinterte Ag-AgCl Elektrode (WP Instruments)
befindet sich in einem separaten mit 0,5 molarer KCl-L®sung ge-
flillten Plexiglasblock und wird an den Vorverstidrker angeschlossen.

Uber eine KCl-Agar-Brilicke steht sie mit der MeRkammer in Ver-
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bindung. Die KCl-Agar-Verbindung verhindert Stdrungen an der
Gegenelektrode beil Anderung der Ionenzusammensetzung in der
Badldsung. In Abb. 6 ist das VersuchsgefidB mit Gegenelektrode
schematisch wiedergegeben.

Losungszufluf
\ — @4— Sfeckkon’rukf/
Aufsicht -

A :

i
I @) S Y W :—» A"
l
B—- - - ef==a=7 B .
W "
- y
Ag-AgCl-Elek-
trode
Schnift A-K Agar
A=A ___g\ Losung
— Sylgard

ﬁ— Lichtleiter
Schlauchanschluf3
, zur Absaugung
Schnitt B-B'

x= Losung
' Sylgard

VA-Kanule

_
-
=

Abb. 6 ‘
Aufsicht bzw. Schnitte durch das VersuchsgefaB mit Gegenelektrode.
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2.2.8 Elektrodenhalterung

5.2.8.1 Elektrodenhalterung flir die Mikroelektrode

Der aus Plexiglas gefertigte Flektrodenhalter (Abb. 7) sitzt
direkt an der Vorstufe des Verstérkers. Der chlorierte Silber-
draht wird in die mit 0,5 molarer KCl-L&sung gefillte
Mikroelektrode eingefiihrt; liber einen Augatstecker erfolgt

der AnschluR an die Vorstufe.

Steckkontakt — -
—-chlorierter Silberdraht !

£~ Mikroelektrode

Vaselineabdichtung —

Abb. 7
Elektrodenhalterung flir die Mikroelektrode.

2.2.8.2 Elektrodenhalterung flir die Saugelektrode

Es wurde eine Elektrodenhalterung entwickelt, die folgenden

Anspriichen genligen mufte:

- mdglichst kleines Innenvolumen

- Durchstrdmungsvorrichtung, also Zulauf und Absaugung

~ gute elektrische Abschirmung der Ag-AgCl-Elektrode

- Abdichtung aller zu- und abflihrenden Anschllisse, damit der
angelegte Unterdruck konstant gehalten werden konnte.

Dariiber hinaus sollte eine Mdglichkeit zum Austausch der Ldsung

in der Saugelektrode auch wdhrend des Versuchs geschaffen

werden. In Abb. 8 ist die Saugelektrodenhalterung schematisch

wiedergegeben.
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Steckkontakt

Ag-AgCl-Elektrode TAnsuugung

\
PVC-Schlauch ﬂ Losungseintritt
Saugelektrode Dichtungsringe

[ —l f - J

0 1 2 cm
Abb. 8
Elektrodenhalterung fir die Saugelektrode.
2.2.9 Herstellen der Glaselektroden

2.2.9.1 Herstellen der Mikroelektroden

Flir die Mikroelektroden wurden sogenannte Theta-Borosilikatglas-
réhrchen (6-formiger Querschnitt durch eine interne Trennwand)
von 1,6 mm @ verwandt. Ihr Vorteil besteht darin, daB sie sich
durch Kapillarwirkung problemloser flillen lassen. Mit einem
konventionellen Horizontalpuller (Industrial Science, Associates,
INC, NY) wurden die Glasrdhrchen gezogen. Die Temperatur der
Platinwendel bzw. die Zugkraft des Pullers wurden so eingestellt,
dap die Elektrodenwlderstinde - bel Flillung der Glaselektrode

mit 0,5 molarer KC1l-Losung - zwischen 10 und 30 MQ lagen.

2.2.9.2 Herstellen der Saugelektroden

Die Saugelektroden wurden aus Borosilikatglas von 3 mm @ ge-
fertigt. Um Elektroden mit definiertem Innendurchmesser von
10 - 20 ym und einer Wanddicke von etwa 5 - 10 um zu erhalten,
wurde eine sogenannte "microforge" aufgebaut - in Anlehnung an

die von Neher und Sakmann verwandte Anordnung zur Herstellung

19



von Patch-Elektroden flir die Einzelkanalableitung (s. Neher,
Sakmann, 1978). Die "microforge" (s. Abb. 9) besteht aus
einer umgebauten Mikromanipulations-Anordnung (Leitz). Sie be-
sitzt 2 Mikromanipulatoren zur unabhingigen Bewegung des Glas-
rohlings und des Platindrahtes. Die Manipulation geschieht unter
optischer Kontrolle mit Hilfe eines Horizontalmikroskops mit
langbrennweitigem Objektiv. Zum Schmelzen und Brechen der vor-
gezogenen Glaspipette werden unterschiedlich dicke Platindrédhte
verwandt. Zum leichteren Auswechseln der Platindrihte wurden
iber Steckkontakte austauschbare Halterungen gebaut.
Das Herstellen der Saugelektrode erfolgte in mehreren Schritten:
1) Mit einem normalen Vertikalpuller (David Kopf Instruments)
werden die Glasrdhrchen 2-stufig zu Rohlingen vorgezogen,

wobel darauf zu achten ist, daR die Spitze relativ kurz

Beleuchtung

Platindraht

K __.7" Horizontal-
s mikroskop

abb. 9

Schematische Darstellung der mit zweil (in allen 3 Koordinatenrichtungen
beweglichen) Mikromanipulatoren ausgeriisteten Anordnung zum Brechen und
Schmelzen der Saugelektrode. = regulierbare Spannungsquelle zum Er-
hitzen des Platindrahtes.

Im Einsatz ist eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Saug-

elektrodendffnung zu sehen.
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ist und somit ein stumpfer Kegel entsteht.

2) In der "microforge" wird der V-férmig gebogene Pt-draht
durch Anlegen einer Spannung zum Glithen gebracht und mit
einem Glastropfen versehen. Der Glasrohling wird an der
vorgesehenen Bruchkante kurz angeschmolzen; durch Aus-
schalten des Stromes zieht sich der Pt-draht schlagartig
zusammen und die Glaselektrode bricht relativ glatt an der
vorgesehenen Stelle ab.

3) Um die R&nder der Glaselektrode abzurunden und zu ver-
dicken, wird die Elektrode mit einem gliihenden Pt-draht
rundgeschmolzen, und zwar solange, bis Wanddicke und
Innendurchmesser die gewlinschten Werte erreicht haben und
die Offnung glatt ist.

4) Zum Hydrophobisieren der Glaswand wird die fertige Elektrode
mit einem "Glue" - einer Verbindung, die aus 40 % Parafilm
und 60 % Paraffindl unter Erhitzen hergestellt wird -
bestrichen. Er 18Rt sich gleichmidRig iliber die Elektrode
verteilen, indem der Glue durch Erhitzen - in einer gliihenden

Pt-draht-Wendel - flissig gemacht wird.

2.2.10 Saugelektrodentechnik

Die Saugelektrode wurde in die Saugelektrodenhalterung ein-
gesetzt und der Widerstand der Elektrode in der L&sung liber
Strominjektion von 1 nA - Uber einen Sinusgenerator

(f < 100 Hz) - bestimmt.

Die Saugelektroden, die mit 0,5 molarer KCl-LOsung gefilillt
waren, wiesen je nach Innendurchmesser Widerstidnde zwischen
100 - 500 K auf. Durch Ansaugen der Photorezeptorzelle
wurde der Widerstand in den meisten Fidllen verdoppelt.

Der leichte Unterdruck an der Saugelektrode wurde liber eine
Oldruckpumpe (Leybold) erzeugt und Uber ein VA-Feinventil
reguliert. Zur Kontrolle des Unterdrucks wurde ein mit Wasser
geflilltes U-Rohr-Manometer benutzt. Der Unterdruck wurde
zwischen 200 - 400 mm Wassersiule eingestellt und wé&hrend
des Versuchs konstant gehalten.
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3. Versuchsdurchfiihrung

Die intrazelluldren Versuche sowie die extrazelluldren Messungen
mit der Saugelektrode wurden an der oben beschriebenen Ver-
suchsapparatur durchgefiihrt. Zum Einstich bzw. zur Ansaugung
wurden méglichst isoliert liegende Photorezeptorzellen ausge-
wdhlt, um eine Beeinflussung der Messung durch eine Nachbar-

zelle auszuschlieRen.

3.1 Versuchsbedingungen

3.1.1 Ldsungen

Die physiologische Salzldsung (PS) entsprach in ihrer ionalen
Zusammensetzung der von Stieve und Bruns verwendeten Standard-
16sung (s. Tab. I). Bel Erniedrigung der extrazelluliren Ca2+-
Konzentration auf 250 umol/1l (low Ca2+) wurde die NaCl-Konzen-
tration entsprechend erhdht, um den gleichen osmotischen Druck
wie in der PS zu erhalten. Bei ErhShung der extrazelluliren Ca2+—
Konzentration auf 40 mmol/1 (high Ca2+) wurde die PS durch Zu-
,fligen von Saccharose osmotisch an die high Ca2+—Lésung angepabt
(s. Tab. I).

Zur Herstellung der Ldsungen wurden KC1, CaClg, MgCl2 und MgSOu
Jeweils aus Stamml8sungen abpipettiert; die erforderliche Menge
Hepes wurde aus Haltbarkeitsgriinden eingefroren und nach dem
Auftauen zur Lsung zugegeben. Der pH-Wert wurde mit HC1 auf

7,5 eingestellt.

Die Temperatur der L&sung, mit der der Ventralnerv im Versuchs-
gefdf Ubersplilt wurde, wurde bei den meisten Versuchen tiber den
PFeltierregler (s. Kap. 2.2.6) auf 15° ¢ eingestellt (s. Tab. II).

3.1.2 Reizprogramm

Die Zelle wurde auf ein konstantes Helladaptationsniveau gebracht,
indem alle 2 min ein helladaptierender Xenon-Lichtreiz von 5 s
Dauer (entspricht: 2,2 . 1017 Photonen - cm-2 bei A = 543 nm)
ausgeldst wurde (in manchen Versuchen - s. Tab. IT - auch Licht-
reiz von 1 s Dauer). In variablem Abstand zur Helladaptation

(HA) wurde mit je einem kurzen Testblitz von etwa 300 us (ent-
spricht: 1,4 - 101Ll Photonen . cm™2 bei X = 543 nm, bei voller
Intensitdt) gereizt, bis eine vorher festgelegte Amplitudenh®he

(Uog) als Antwort auf den Lichtreiz ausgeldst werden konnte
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Tab, I

Zusammensetzung der Versuchsldsungen im mmol/1

¢e

PS low Ca2+ PS(Saccharose) high Ca2+ PS(Saccharose) high Ca2+

(40 mmol/1) (100 mmol/1)
NaCl 480,8  495,4 480,8 480,8 435,0 435,0
NaOH (2N) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
KC1 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
CaCl, 10,0 0,25 10,0 40,0 10,0 100,0
MgCl, 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0
MgSO,, 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0
Hepes 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Saccharose -- -- 90,0 -- 270,0 --

pH: 7,5

mit HCl eingestellt




Zyklus 1 Zyklus 2

U o e

Fitero | L w1
(1=1,) Ve I8

-~ B 1 m 1 B

HA T HA T HA

U e
Filter 1 .. T T
(1=11,) A Ue} 1

.| | n_ 1 »n
HA T HA T HA
U - S
Filter 2 ,___‘Aﬁ_}%_ R
(1= 11 Y e
|| | - | |
HA T HA T HA
o I
5s
————— 2min T 2min ———
HA: helladaptierender Lichtreiz T: Testblitz

Abb. 10

Schematische Darstellung des Reizprogramms fiir die ersten 3 Filter;
jeweils obere Zeile: Potentialregistrierung

jeweils untere Zeile: Reizlicht.

Lange des helladaptierenden Lichtreizes HA: 5 s

Lange des Testblitzes T: %y 300 us

UHA - Amplitude der durch Helladaptation ausgeldsten Reizantwort

U - vorgegebene Amplitudenhdhe einer sog. "criterion-response", die

durch den Testblitz ausgeldst werden soll

tDA - Zeit der Dunkeladaptation, gemessen von Lichtreizende der Hell-

adaptation bis zum Testblitz.
Zwischen zwei aufeinanderfolgenden Helladaptationsreizen (ein Zyklus)
liegen 2 min; nach Erreichen des vorgegebenen UCR fir Filter O (s. obere
Zeile) wird die Lichtintensitdt I auf 1/2 Io (s. mittlere Zeile), 1/4 Io
(s. untere Zeile) usw. erniedrigt. Es werden bei jeder Lichtinten-
sitdt so viele Zyklen durchgefihrt, bis eine Reizamplitude 2 UCR erreicht

wird.
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(s. Abb. 10). Meist wurde hierfiir die Hi1fte des durch Hell-

adaptation ausgeldsten Rezeptorpotentials gew&hlt U
(Uere D2,
Nacheinander wurde die Intensitit des Testblitzes durch Fllter
um den Faktor 2% (fir F (Filter) = 0,1,2,3,...) abgeschwicht
und die Zeit gemessen, die zur Ausl8sung der vorgegebenen Reiz-

antwort UCR nétig war.

Bel sehr geringen Lichtintensititen wurden lingere Dunkel-
adaptationszeiten tDA als 2 min - der Abstand des Helladaptations-
zyklus - bendtigt, um die gewlinschte Reizantwort zu erhalten.

In diesen F#llen wurde jede Minute nach Helladaptation der sehr
schwache Testblitz, der in seiner helladaptierenden Wirkung
vernachldssigt werden kann, ausgeldst, bis die entsprechende
Amplitudenhbhe erreicht war (s. Abb. 11). Da die Zelle danach
sehr stark dunkeladaptiert war, wurde durch eine Periode nur

mit Helladaptationsreizen (ca. 10 min)im normalen Zyklusabstand -
also alle 2 min - die Zelle wieder auf den gleichen Adaptations-

zustand wie vor der langen Dunkeladaptation gebracht (s. Abb.

11).
U ———— s — e - ———— ————— — _—— —— —_— e - —_— - —- — -
}k A | I?L kujk
L L 1 L__ Ai, Jl, L
T
imin __'_1mm +1mm l 1min l 1min i ‘“: 2min_ :It 2 min j 1mm_1
"t Ss Ss
HA :helladaptierender Lichtreiz T: Testbhlitz
Abb. 11

Schematische Darstellung des Reizprogramms flr Dunkeladaptationszeiten

tDA > 2 min bei schwachen Reizlichtintensitdten. Jede Minute nach Licht-

reizende der Helladaptation HA wird ein Testblitz T (dessen hell-
adaptierende Wirkung vernachldssigbar gering ist) ausgeldst. Nach Er-

reichen des vorgegebenen UCR fir ein bestimmtes I _

I (F = Filter)
wird durch eine Folge von Helladaptationsreizen "o

l\._g»-a

alle 2 min der Adaptationszustand wieder hergestellt, in dem sich die

Zelle vor der langen Dunkeladaptation befand.
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3.2 Auswertung der Versuche, MeRgrdBen und Statistik

Folgende MeRwerte waren fir die Auswertung von Bedeutung:

hmax - maximale Amplitude des Rezeptorpotentials

tmax - Zeit von Reizbeginn bis zum Erreichen der maximalen
Amplitude

tlat - Zelt von Reizbeginn bis zum Anstieg des Rezeptor-
potentials

o - Dunkeladaptationszeit, Zeit vom Ende des hell-

adaptierenden Lichtreizes bis zum Testblitz.

Innerhalb kurzer Intervalle erfolgte die ErhShung der Rezeptor-
potentialamplitude linear mit der Dunkeladaptationszeit

(s. constant-stimulus-Kurve, Abb. 15). Der genaue Zeitwert fiir .
die vorgegebene criterion-response-Hbhe (UCR) konnte so, wenn sie
nicht exakt erreicht oder leicht Uberschritten wurde, auch
graphisch oder mit Hilfe linearer Regression durch Inter- bzw.
Extrapolation ermittelt werden. Es wurde ein Programm fir einen
Tischrechner erstellt, mit dessen Hilfe der Wert berechnet
wurde. Die beiden Parameter Lichtintensitdt und Dunkel-
adaptationszeit flr die vorgegebene criterion-response-Hb8he

UCR wurden halb- und doppeltlogarithmisch gegeneinander auf-
getragen,

Exponentialfunktionen der Form -tp,

_ . . T
I =« IO e

bzw. Potenzfunktionen der Form

- . - —b
I =23 IO tDA

wurden mit Hilfe der Regressionsanalyse an die MeRwerte angepaht.
Die Potenz- und Exponentialfunktionsanpassung erfolgte
nach dem Prinzip der kleinsten Abweichungsquadrate (Sachs, 1978).

Als MaB flir die Stirke des stochastischen Zusammenhangs

. " 2 . .
kann die Grdke r°, das sog. BestimmtheitsmaR, herangezogen

werden. Mit wachsendem r2 wird der stochastische Zusammenhang

zweler GroBen erhdht; flir r2 = 1 besteht zwischen zwei MeR-

gréflen ein echter funktionaler Zusammenhang. Sowohl bei der

halb- wie auch bei der doppeltlogarithmischen Auftragung der
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MeBpunkte war ein Kurvenverlauf mit zwel unterschiedlichen
Steigungen zu erkennen. Da die Anpassung an die Potenzfunktion
héhere PE-Werte ergab (s. Kap. 4.1.2), orientierte sich die
Abgrenzung der beiden Steigungen und damit die Aus-

wahl der MeRpunkte -auch flir die Exponentialfunktion - an
dieser Regressionsanalyse.Das war insofern sinnvoll, da nur
bei gleicher MeRBwertanzahl das Bestimmtheitsmaf Riickschliisse
auf die Glite der Anpassung zuldBRt. Die Anpassung flir die
Exponentialfunktion wurde dadurch in ganz wenigen Fidllen
schlechter. Eine Verbesserung konnte lediglich durch Wegnahme
eines MeBpunktes erfolgen. Mit abnehmender Anzahl MeBwertpaare
aber nimmt der Vertrauensbereich flir die Regression und damit
auch die Schwankungsbreite zu. Angaben zum Vertrauensbereich
der Regressionsanalyse finden sich in Anhang 1. In Abb. 12
sind Exponential- und Potenzfunktion schematisch gegenliber-
gestellt und die Bedeutung der Regressionskoeffizienten er-

l3utert.
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Abb. 12 (s. S. 28)

Schematische Gegeniberstellung einer Exponential- und Potenzfunktionsan-—

passung an die MeBwerte.

Exponentialfunktion

Potenzfunktion

obere Reijhe:

Eine Exponentialfunktion
der Form

t
DA)
T

I_o. (
T = exp (-

o
wurde nach dem Prinzip der
kleinsten Abweichungsquadrate

an die MeBpunkte angepaft.

obere Reihe:

Eine Potenzfunktion

der Form

= a - t--b

L
I DA

(o]

wurde nach dem Prinzip der kleinsten
Abweichungsquadrate an die MeBpunkte

angepaft.

zwelite Reihe:

Die Zeitkonstante T ist ein MaR
fir die Geschwindigkeit der
Empfindlichkeitszunahme der Photo-
rezeptorzelle nach Helladaptation.
T entspricht der Zeit, um die die
tDA
bei Erniedrigung der Lichtinten-

0,37

verldngert werden mufl, damit

sitdt I um den Faktor é-=
die gleiche Amplituden-
héhe der Reizantwort ausgeldst werden
kann, Kleines T besagt, daB die Ge-
schwindigkeit der Empfindlichkeits-
zunahme nach Helladaptation groB

ist.

Der Regressionskoeffizient o ist der

I
Wert von I
e}

an der Stelle tDA =0

am Ende der Helladaptation. & ist
ein MaR fir den Ausgangswert der
Empfindlichkeit der Zelle.

In der halblogarithmischen Dar-
stellung weisen parallele Geraden

gleiches T auf.

Bei mehreren Geraden mit gleichem

T zeigt die Gerade mit kleinerem Q
(s. Gerade (:)) stets eine hohere

Empfindlichkeit der Zelle an.

Zweite Reihe:

Der Regressionskoeffizient b ist
identisch mit der Steigung der Geraden
im doppeltlogarithmischen MafBstab.

Auf gleiche Zeitintervalle bezogen

ist er ein MaB fir die Geschwindig-
keit der Empfindlichkeitszunahme der
Photorezeptorzelle nach Helladaptation:
groBes b besagt, dal die Geschwindig-
keit der Empfindlichkeitszunahme nach
Helladaptation fir ein vorgegebenes
tDA hoch ist. Der Regressionskoeffizient

I
a ist der Wert von T
o

1 s. g_ist ein MaR fir die

an der Stelle

“oa =
Empfindlichkeit der Zelle nach 1 s,
In der doppeltlogarithmischen Dar-
stellung weisen parallele Geraden

gleiches b auf.

Bei mehreren Geraden mit gleichem b
zeigt die Gerade mit kleinerem a (s.
Gerade (:)) stets eine hohere
Empfindlichkeit der Zelle an.
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dritte Reihe:

>0

Ist T 1 27

1 < Ty aber o
so gilt:

far tDA < t' (Schnittpunkt der
Geraden) weist die durch Gerade
(:) charakterisierte Zelle eine
héhere Empfindlichkeit auf, fir
tDA > t' ist die durch Gerade (:)
charakterisierte Zelle empfind-
licher.

Eine Aussage iUber die Geschwin-
digkeit der Empfindlichkeits-
dnderung 14Bt nur die GrdéBe

T zu (s. untere Reihe)

dritte Reihe:

Ist b, > b und_a_1 > a,r 8O gilt:

1 2

. <
fur tDA t

Geraden) weist die durch Gerade <:>

(Schnittpunkt der

charakterisierte Zelle eine hdhere
Empfindlichkeit auf, fiir tDA > t!
ist die durch Gerade (:)

charakterisierte Zelle empfindlicher.

untere Reihe:

Die beiden eingezeichneten Werte

1 beziehen sich auf die

dariberliegende Abbildung der

T, und T
2

dritten Reihe. Obwohl sich die
Empfindlichkeit der Zelle &ndert,
ist die Geschwindigkeit der
Empfindlichkeitszunahme {iber den
ganzen Bereich konstant und fuar
die durch Gerade (:) charak-
terisierte Zelle grdBer als fiir
die durch Gerade (:) charak-

terisierte Zelle.
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untere Reihe:

Um im Falle der Potenzfunktionsan-
passung einen Vergleichswert fiir das
T der Exponentialfunktion zu er-
halten, wurde T definiert als

d, /a(-ln L)(a. n. T ist die zeit,
I
DA [e)

um die tDA zu verldngern ist, wenn I
um den Faktor-é reduziert wird) .

-~ tDA
Differentiation liefert T = Y
das bedeutet T ist nicht nur durch b
festgelegt, sondern auch noch abhidngig

von der Dunkeladaptationszeit t_. bzw.

DA
, . comy I
von der Llchtlnten51tat‘f , da t

(o]

DA

f (+). Bei doppeltlogarithmischer Auf-

e}

Hij

tragung erhilt man also ein Ge-

schwindigkeitsmaR ?, das proportional

zu t
DA

Exponentialfunktionsanpassung weist

zunimmt. In Analogie zur

auch hier die Gerade (:) fir gleiche

tDA durchweg das kleinere T auf.



by, Versuchsergebnisse und Diskussion der Versuchsergebnisse

.1 Messungen zum Dunkeladaptationsverlauf

Die Versuchsparameter und MeRergebnisse der Versuche, die zur
Messung des Dunkeladaptationsverlaufs durchgefihrt wurden,
sind in Tab. II zusammengefaft. Der Mittelwert von allen Ver-
suchen des in PS gemessenen Membranpotentials im Dunkeln

PMP (= pre-stimulus membrane potential) lag bei -U47 mV

(s3 =%3,2 mV; n = 16); die Amplitude des Rezeptorpotentials

~ ausgeldst durch den Helladaptationsreiz - im Mittel beil

Ugp = F 67 mV (sy =#3,2 mV; n = 16). Die vorgegebene
criterion—response—Héhe(UCR) wurde - von wenigen Ausnahmen ab-
gesehen - als UHA des durch Helladaptation ausgeldsten

2

Rezeptorpotentials gewdhlt (s. Tab. II).

h,1.1 Constant-stimulus-Kurve

Mit 'constant-stimulus-Kurve' wird in Anlehnung an Benolken (1962)
eine Dunkeladaptationskurve verstanden, bei der die Ver-

gréBerung der Reizantwort auf Lichtblitze konstanter Inten-

sitdt (I) in Abhidngigkeit vom Ausl&sezeitpunkt nach der Hell-

adaptation (tDA) gemessen wird.

Die constant-stimulus-Kurvenschar wurde fir verschiedene
konstante Lichtintensititen gemessen (s. Abb. 14), und zwar
fiir jede Lichtintensitdt I, flir die auch eine bestimmte vor-
gegebene Amplitudenhdhe ermittelt wurde. Abb. 14 und 15 zeigen
typische constant-stimulus-Kurven (CS-Kurve) in PS fiir zwei
verschiedene Versuche. In Abb. 14 ist die CS-Kurve halb-
logarithmisch (hmaX gegen log tDA) dargestellt, in Abb. 15
sind die Werte filr hmaX und tp, linear aufgetragen. Beil

hohen Lichtintensitidten ist der Anstieg der CS-Kurven sehr
viel steiler als bei schwachen Lichtintensitidten. Zudem nimmt
der Abstand zwischen den einzelnen CS-Kurven mit steigender
Lichtintensitdt ab. In Versuch Cl 002A (Abb. 15) wurde ab
Filter 5 jede Minute ein Testreiz schwacher Lichtintensitét
gegeben (vgl. Schema, Abb. 11). An der langsamen, etwas un-
regelmdpig verlaufenden, ErhShung der Amplitude in Abhingig-

keit von der Dunkeladaptationszeit ist zu erkennen, daf sich
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Tabelle II (s. S. 32)

Zusammenfassung der Versuchsparameter und MeBergebnisse der Versuche, die
zur Messung des Dunkeladaptationsverlaufs durchgefiihrt wurden.

Auflistung der o und T-Werte filr die Exponentialfunktionsanpassung und

der Regressionskoeffizienten a und b fir die Potenzfunktionsanpassung.

PMP Membranpotential vor dem Lichtreiz

UHA maximale Amplitude des durch den helladaptierenden Lichtreiz

ausgeldsten Rezeptorpotentials

UCR vorgegebene Amplitudenhdhe der criterion-response

tDA (F=0) Dunkeladaptationszeit, die zur Auslésung der vorgegebenen
criterion-response Hbéhe bei der stdrksten Reizlichtintensitét

(F=0; Ausnahme F=3 und F=2 in LI2 und F=4 in Cl006A) bendétigt

wurde.

In den letzten beiden Spalten ist fir den Ubergang von Funktion 1 zu
Funktion 2 (Potenzfunktionsanpassung) der Filter als Angabe fiir die

Reizlichtintensitat (%— = 1?; F = Filter) und die Dunkeladaptationszeit
o 2
angegeben.

In Versuch LI3 und LI7 in low Ca2+ konnte nur fiir starke Reizlicht-
intensitdten die vorgegebene criterion-response ermittelt werden;
Versuch LI8 und LI2 kénnen aufgrund einer starken Empfindlichkeits-
dnderung der Zelle (LI8 - elektronische Stérung, LI2 - starke

Regenerativitdt) nur bedingt mit der Vorperiode in PS verglichen werden.

hier die Potentiale bereits aus deutlich aufldsbaren Einzel-
ereignissen (sog. Bumps) aufaddieren (s. Abb. 1% ), deren
Hiufigkeit und Hohe statistisch verteilt ist. Im gleichen
Versuch Cl1 O02A wurden in PS Adaptationsmessungen bei zwei
unterschiedlichen Temperaturen hintereinander durchgefiihrt,
und zwar die erste Messung bel 23° C, die zweite bei 15° ¢.
Wie aus Abb. 15 ersichtlich sind bei erniedrigter Temperatur
die constant-stimulus-Kurven filir alle Lichtintensitdten zu
lingeren Dunkeladaptationszeiten verschoben. Bei allen (S-

Kurven trat - meist im Bereich von Filter 5 (% = —% ) - ein
2

deutlicher Sprung in der Dunkeladaptations- ©

zeit auf. Der Ubergangsbereich zwischen kurzen und langen
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Abb. 13 (s. S. 34)
Potentialform der Reizantworten, die anndhernd das gleiche Amplituden-

kriterium erfiillten, aber bei unterschiedlichen Lichtintensitidten und

2
Dunkeladaptationszeiten ausgelést wurden. Versuch Cl002A, PS (10 mmol/l Ca

15° c.
Die Potentiale stammen aus dem Versuch Cl002A, der in Abb. 15 als constant-
stimulus-Kurve, in Abb. 17 und 18 als criterion-response-Kurve darge-

stellt ist.

I I
Filter0 4 u

S0 + T 10
hmux % >
mV .’

o il pu g

I _1
[ T oF
10 / L 2 7
u T =21C
Ugr=3TmV

1
10 102 103
foa
S
—
Abb. 14
2+
Constant-stimulus-Kurven-Schar in PS (10 mmol/l Ca” ); Versuch LIl.
ErhShung der Amplitude hmax in Abhdngigkeit von der Dunkeladaptations-
zeit tDA fir 11 verschiedene Lichtintensititen
I 1 .
(-fo— >F fir P = 0 - 10)

Die gestrichelte Linie bei 37 mV kennzeichnet die vorgegebene Amplituden-

hdhe UCR'
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Abb. 15 (s. S. 36)
Constant~stimulus-Kurven-Schar in PS (10 mmol/ Ca2+) bei 23° ¢ bzw. 15° C;
Versuch Cl002A. )
ErhShung der Amplitude hmax in Abhdngigkeit von der Dunkeladaptations-
zeit tDA' Die Nummerierung an den constant-stimulus-Kurven entspricht den
Filternummern

('%o= S¢ for F=0,1,2,3...).
tDA ist in zwei unterschiedlichen MaBstiben angegeben; die constant-
stimulus-Kurve fiir F = 4, T = 15o C ist sowohl im ersten Teil der
Abbildung (Zeitachse in [é} ) wie auch im zweiten Teil der Abbildung
(zeitachse in Ehiﬁ]) wiedergegeben, um den Ubergangsbereich zwischen dem

schnellen und langsamen AdaptationsprozeB zu zeigen.

toa ist in Tab. II angegeben. Fir die in Abb. 14 und 15 ge-
zeigten CS~Kurven liegt er zwischen Filter 5 und 6 bzw.

Filter 4 und 5.

h.,1.2 Criterion-response-Kurve

Zur exakteren Bestimmung des Dunkeladaptationsverlaufs wurde
eine zweite Methode gewéhlt, fiir die die Ermittlung der
constant-stimulus-Kurve ein Hilfsmittel darstellte. Bei der
Aufnahme einer criterion-response-Kurve wird die Zunahme

der Empfindlichkeit (Empfindlichkeit definiert als der
Reziprokwert der Lichtintensitdt, die zur Ausldsung einer
vorher bestimmten AmplitudenhShe bendtigt wird) in Abhidngig-
keit von der Dunkeladaptationszeit gemessen (vgl. Benolken,
1962; Fein und DeVoe, 1973). In den hier beschriebenen Versuchen
wurden die eriterion-response-Kurven so ermittelt, daB fiir
verschiedene Reizlichtintensitdten I jeweils die Zeit nach
Helladaptation gemessen wurde, die fir die Ausl8sung eines
bestimmten criterion-response-Wertes nétig war (s. Kap.
3.1.2). Die vorgegebene kritische Amplitudenhdhe

(U UHA) des nach Helladaptation ausgel8sten Rezeptor-

CR &% ——

2
potentials (s. Tab. II) - lieR sich durch Verldngerung der

Dunkeladaptationszeit bis zu einer Abschwidchung der Licht-
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An der so aufgetragenen MeBwertschar kann man zwel unterschied-
liche Steigungen erkennen. Sie reprisentieren zwei verschie-
den schnelle Adaptationsprozesse: bei hohen Lichtintensitéten
des Testreizes ist die Zunahme der Empfindlichkeit der Zelle -
sichtbar am Erreichen der criterion-response-Amplitude - sehr

schnell, bei niedrigen Lichtintensitéten deutlich langsamer.

Zwei Exponentialfunktionen der Form

“tpa

T

I = ao- Io - e

wurden an die MeBwertschar angepabBt.

In Tab. II sind die berechneten Werte (s. Kap. 3.2) flr den
Faktor o ( ein MaB fiir die Empfindlichkeit der Zelle ftiir

tDA = 0) und die Zeitkonstante v (ein Maf flir die Geschwindig-
keit der Empfindlichkeitszunahme nach Helladaptation) der
beiden unterschiedlichen Steigungen aufgelistet (vgl. Schema
Abb. 12). Die Mittelwerte filir a und v der in PS durchgefiihrten
Versuche sind in Tab. III wiedergegeben. Die in Abb. 16 ge-
zeigte CR-Kurve (Versuch LI1) wies ein T, von 3,6 s und ein

, von 232 s auf. In dem Versuch C1 002A (s. Abb. 17), in dem

bei der gleichen Photorezeptorzelle eine CR-Kurve beil 230 C

T

und 150 C durchgefiihrt wurde, stieg - bel erniedrigter
Temperatur - v, um den Faktor 1,4 und T, um den Faktor 1,6

(s. Tab. II). Wie aus Tab. III zu entnehmen ist, wird die
Geschwindigkeit der zweiten Steigung - charakterisiert durch

T, - stdrker durch Temperaturerniedrigung beeinfluBt als T, .

Da die Zeitkonstanten - vor allem flir die zweite Steigung -
sehr stark variieren (auch innerhalb einer Steigung von Filter-
zu Filterabstufung zeigen sich starke Anderungen), und die
Trennung zwischen den beiden Steigungen nicht immer deutlich

zu erkennen ist, wurde gepriift, ob Potenzfunktionen sich besser
an die MeBwerte anpassen lassen. Die Glite einer Anpassung

kann mit Hilfe des Bestimmtheitsmafes r2 beurteilt werden. Fir
r2 = 1 ist die Anpassung optimal (s. Angewandte Statistik, Sachs,
1978). Die r°-Werte sind in Abb. 18 fiir die Potenzfunktion und
die Exponentialfunktion gegeneinander aufgetragen. Fir die
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% 2 Ty T2

PS

T=12-23°¢c{5,7 t 1,6 0,024 * 0,004 5,5 * 0,6s 287 * U4is
(n = 16) (n = 16) {(n = 16) (n = 16)

PS

T=12-17°¢c|3,6 £0,9 0,030 * 0,006 6,9 * 0,7s 422 * 46s
(n=17) (n = 8) (n=17) (n = 8&)

PS

T=21-23¢c|7,8¢% 3,4 0,026 * 0,007 5,5 % 1,1s 251 * 30s
(n = 3) (n = 3) (n = 3) (n = 3)

low Ca2+

T = 12-21° ¢ 1,2 1 0,3 0,098 ¥ 0,084 127 * 102s 293 * 110s
(n = 6) (n = 4) (n = 6) (n = &)

high Ca2+

T = 15° ¢ 9,1 % 3,5 0,027 * 0,007 4,3 + 0,8s 266 * 117s
(n = 3) (n = 3) (n = 3) (n = 3)

regenerative Versuche:

PS

T=15-17°¢ |1,6 ¥ 0,5 0,018 * 0,011 5,3 % 1,2s 104 * 15s
(n = 4) (n = 3) (n = 4) (n = 3)

PS

T = 21° ¢ 11,3 0,003 1,2s 110s
24,3 0,004 1,0s 46s

Tabelle III

Angabe des Mittelwertes und des mittleren Fehlers des Mittelwertes fir

die aus der Exponentialfunktionsanpassung erhaltenen Werte fir o

und die Zeitkonstante T.
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Exponentialfunktionsanpassung wiesen nur 7 von 42 ermittelten
Werten (fiir n 2 4) ein r2 > 0,95 (s. schraffierter Bereich) auf.
Fiir die Potenzfunktionsanpassung dagegen lagen die Werte in

33 yon 42 Fillen (fir n > 4) bei einem r° » 0,95.

Da eine bessere Anpassung der Potenzfunktion an die MeRwerte
mdglich war und damit auch der Vertrauensbereich der
Regressionsgeraden flir diese Anpassung schirfer definiert

war (s. Anhang 1), wurde im folgenden die doppeltlogarithmische

. 10 '

POW
B A /
0,9 ® /.

081 ////f// A PS 22%%%‘“

///
o B % :

/ ]
0’7 __7! | l . .l eigung

0,7 08 09 10

Q
\

Abb. 18

Auftragung der fir die Anpassung an eine Potenzfunktion (POW) und an

eine Exponentialfunktion (EXP) ermittelten Werte fiir das Bestimmtheits-

maf r2.

Die Zahl der\MeBwertpaare fiir die Regressionsanalyse lag zwischen 4 und 9.
Der gestrichelte Bereich kennzeichnet r2~Werte 2 0,95, d. h., den Bereich
mit befriedigender Anpassung. Es zeigte sich keine signifikante Ver-
besserung oder Verschlechterung der Anpassung in Abhdngigkeit von derxr Ca2+—

Konzentration bzw. 1. und 2, Steigung.
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Anpassung zur graphischen Darstellung und Interpretation ge-
wdhlt. Ein weiterer Vorzug der log~log-Darstellung lag in der
besser sichtbaren Trennung zwischen den beiden Steigungen und
der nahezu dquidistanten Auftragung der MeRwerte, auch fiir
die Zeitachse. In Abb. 19 und 20 sind die beiden Versuche LIZ1
und C1002A, die in Abb. 16 und 17 als Exponentialfunktionen
dargestellt wurden, doppeltlogarithmisch, d.h. als Funktionen
der Form

L T
abgebildet. Bei einer derartigen Auftragung sind zwei deut-

T
”\Q T=21"C §
&
A

123110t o5 Uegz 37 mV
b PS

B - + ~09%
I Q-o,ss Loty ]

10 102 10°

Abb. 19

Criterion-response-Kurve in PS (10 mmol/1 C32+); Versuch LI1.

Fir die in Abb. 16 in halblogarithmischer Darstellung aufgetragenen MefB-
wertpaare wurde hier der Logarithmus der Lichtintensitit % gegen den
Logarithmus der Dunkeladaptationszeit tDA aufgetragen,

Die Potenzfunktion wurde nach dem Prinzip der kleinsten Abweichungs-
quadrate an die MeBpunkte angepaBt. Das BestimmtheitsmaB fir die erste

-~

, Z
Potenzfunktion ist r2 = 0,97, flir die zweite Potenzfunktion ist r = 0,99

{vgl, Anhang 1).
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lich gegeneinander abgrenzbare Steigungen zu erkennen, von
denen die erste sehr viel steiler verlduft und einen grodReren
negativen Exponenten b aufweist. Aufschluf Uber den Ver-
trauensbereich der ermittelten Werte gibt Anhang 1. Im Mittel
betrug b, = 3,5 (sx =*0,4; n = 16) fiir die erste Steigung

in PS. Die zweite Gerade hingegen wies (von geringen Ab-
weichungen bel den regenerativen Versuchen abgesehen, s. Kap.
4.3 ) in PS einen Exponenten b, = 1,0(s% =*0,1; n = 13%) auf.

2,
b1 ‘X 1,=9,610%1, tDA
1/1° I =184, 0

0 \
] \ \A 1,=78 Lty "

10° 2 ps 7o ‘QA

A PS T=23°C I‘—-87 1, fD 1.3 A\A\

) B UCR:BONV A\LX\M
10 | | | | | | |

10 102 10°

foa
S

B

Abb. 20
Criterion~-response-Kurve in PS {10 mmol/l Ca2+); Versuch ClO02A.

Der Logarithmus der Lichtintensitit %~ ist wie in Abb. 19 gegen den
o

Logarithmus der Dunkeladaptationszeit t_ aufgetragen. Die MeBwertpaare

DA
entsprechen denjenigen,die in Abb. 17 in halblogarithmischem MaBstab auf-

getragen sind.
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.2 Dunkeladaptationsverlauf bei Veridnderung der extra-

zelluldren Calciumkonzentration
h,2.1 Erniedrigung der extrazellulidren Calciumkonzentration

In 6 Versuchen wurde nach Messung einer criterion-response-
Kurve in PS die extrazelluldre Calciumkonzentration l?azf]ex
von 10 mmol/1l auf 250 umol/l1 (low Ca2+) erniedrigt und der
EinfluB des reduzierten E:a2+]ex
untersucht. Von einem Versuch dieser Serie (LI5) sind

auf die Dunkeladaptation

exemplarisch eine constant-stimulus-Kurve (Abb. 21) und eine
criterion-response-Kurve (Abb. 22) wiedergegeben. In low Ca2+
zeigt die Zelle nach Ende der HA eine h8here Empfindlichkeit,
sichtbar an den kilirzeren Dunkeladaptationszeiten, die beil
gleicher Lichtintensitdt wie in PS zur Ausldsung einer be-
stimmten Amplitudenhdhe ndtig sind (s. Abb. 21). In Abb. 22,
in der die Werte fir die criterion-response-Amplitude doppelt-
logarithmisch aufgetragen sind, ist deutlich zu erkennen, daR
die erste Steigung gegentiber der in PS zu kiirzeren Dunkel-
adaptationszeiten verschoben ist und flacher verlduft, widhrend
die zweite Steigung etwas steliler ist. Entsprechend ver-

halten sich die Exponenten b:

PS - 21 = 4,2, 22 = 1,1
2+ _ -
low Ca - 91 = 2,3 , 22 = 1,2

Die iibrigen Versuche in low Ca2+ zeigen die gleiche Tendenz wie

Versuch LI5 (s. Tab. II).
Der Exponent 91 wurde im Mittel auf 1,7 (s3x=*0,5; n = 6) er-
niedrigt; der Exponent der zwelten Steigung 32 dnderte sich

nicht signifikant und lag im Mittel bei 1,2 (s3=1% 0,2;n = 4).
Prozentual ausgedriickt wurde der Exponent 91 in low Ca2+ im
Mittel auf 43,3 % (s3x= 16,8 %; n = 6) reduziert und der
Exponent b, auf 125 % (sg=2%34,7 %; n = L) erhdht - jeweils
bezogen auf b der vorhergegangenen CR-Messung in PS. Der
Faktor aq wurde wesentlich kleiner in low Ca2+ - im Mittel

auf 4,7 % (sx = 4,1 %3 n = 6) des Wertes in PS reduziert - und
zeigt hiermit die Empfindlichkeitszunahme der Photorezeptor-
zelle in low Ca2+ fiir den Ausgangswert der ersten Steigung an.

Die Ver&nderung von a, ist nicht signifikant (s. Tab. II).
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Abb. 22
+
Criterion-response-Kurve in PS (10 mmol/l Ca2 } und in low Cazé (250 pmol/1

+
Ca2 }; Versuch LI5.

Der Logarithmus der Lichtintensitat %— ist gegen den Logarithmus der Dunkel-
(o]

adaptationszeit tDA flir eine criterion-response UCR von 24 mv aufgetragen.

h.2.2 Erh8hung der extrazelluldren Calciumkonzentration

In % Versuchen wurde nach Durchfilhrung einer criterion-response-
Messung in PS die Calciumkonzentration von 10 mmol/l auf

4O mmol/1 (high Ca2+) erhdht. Eine stirkere ErhShung der
extrazelluldren Calciumkonzentration auf 100 mmol/1l (Versuch
C1003%A) erwies sich als unzweckmipig, da beil so stark erhfhter
Calciumkonzentration die Photorezeptorzelle im Laufe des

langen Adaptationsversuchs unerregbar wurde.
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Abb. 23 und 24 geben von dem Versuch C1005A exemplarisch die

constant-stimulus-Kurve und die criterion-response-Kurve wieder.

Im Gegensatz zu den low Ca
die Photorezeptorzelle in high Caa+ nach Ende der HA eine

2

* Versuchen (s. Kap. 4.2.1) zeigt

héhere Empfindlichkeit als in PS, sichtbar an der Verschiebung

zu lingeren Dunkeladaptationszeiten, die flr die Ausldésung

einer bestimmten Amplitudenh8he bendtigt werden (s. Abb. 23).

Bei der doppeltlogarithmischen
13uft die erste Gerade steiler

Gerade geringfligig flacher ist.

ent sprechend:

high Ca

PS
2+

Die gleiche Tendenz

geflihrten Versuchen

by

21 =

ist auch an den Ubrigen in high Ca

2,9 , b

4,1, b

= 0,92

= 0,83

festzustellen (s. Tab. II).

Der Exponent b, wird in high Ca2+

im Mittel auf 4,7

2+

Auftragung (s. Abb. 24) ver-
als in PS, wihrend die zweite

Die Exponenten b &ndern sich

durch-

(s3=10,5; n = 3) erhdht. Relativ zum Vergleichswert b, in PS,

der in der vorhergegangenen CR-Messung ermittelt wurde, wird
C1005A auf 140 %

C1004A auf 115 % und
Cl006A, der "regenerativ" war (s. Kap. 4.3)

b, in high Ca

1

Der Exponent b, zeigt - &hnlich wie in den Versuchen

mit low Ca

was aber mit der auftretenden Regenerativitit der Potentiale

Abb. 23

Constant-stimulus-Kurven-Schar in PS (10 mmol/l Ca2+) und in high Ca2+

(s.

2+

2+

- keine signifikante Anderung und liegt

s. 49)

fir
fir
fiur
auf

346 %

erh6ht.

fiir C1005A bei 0,83
filr C1004A bei 0,80
fiir C1006A hingegen bei 3,59,

2
(40 mmol/1 Ca +); Versuch ClOO5A.

Erh6hung der Amplitude hmax in Abhdngigkeit von der Dunkeladaptationszeit

t__ . Die constant-stimulus-Kurven sind fir Filter 6 sowohl im ersten Teil

DA

der Abbildung (Zeitachse in [s]) wie auch im zweiten Teil der Abbildung

(Zeitachse in [mi@]) wiedergegeben. Bei Filter 10 wurde in PS fir t

blieb.

48
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dieses Versuches zusammenhingt (s. Kap. 4.3). Auf den jeweiligen
Wert in PS bezogen liegt b, im Mittel bei 90,5 %

(sx = X 4,0 %; n= 3).

Der Faktor a4 wird deutlich (etwa 70-fach) gréfer in high Ca2+ -
und zeigt somit die Empfindlichkeitsabnahme der Photorezeptor-
zelle flr den Ausgangswert der ersten Steigung an, wihrend die

Verédnderung von a, (bis auf den regenerativen Versuch C10064)
vernachldssigbar ist (s. Tab. II).

2

} 1 { ! i

A—a 10 mmol/l Ca®*

e---0 LOmmol/l Ca?*| -
T=15°C
‘LJCR::ZC)ﬂﬂV

10 - \&\\(I‘:O'SL}I"*’D};QSB ]
L 1,=7990% 4,2 \«. i

‘&::::\ @

“~

N

- ! W | -
~~

10° ,=0,53 Lt 0% \,\;\,___
| |
10 10° 103

abb., 24

Criterion-response~Kurve in PS (10 mmol/1 Ca2+) und in high Ca2+ (40 mmol/1
Ca2+}; Versuch ClO05A.

Der Logarithmus der Lichtintensitdt % ist gegen den Logarithmus der Dunkel~

o

adaptationszeit t flir eine criterion-resgponse U__ von 20 mV aufgetragen.

DA CR
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h.3 Beeinflussung des Dunkeladaptationsverlaufs durch

regenerative Prozesse

Unter bestimmten Voraussetzungen treten auch am Limulus Photo-
rezeptor - neben den fﬁr Rezeptoren iblichen graduierten
Generatorpotentialen - regenerativ erzeugte, spike-&hnliche

Potentiale auf, die vermutlich durch die Generatorpotentiale

ausgeldst werden und mit den Spikes an Nervenzellen vergleich-

bar sind (s. Hodgkin und Huxley, 1952). "Regenerative" Signale

(s. Definitionen) wurden in folgenden Versuchen (s. Tab. II) beobachtet:
- LI4 in PS

- LT 6 in PS

- LI 2 in PS und in low Ca°’

- C1002A nur in low Ca°’

- C1O004A in PS und in high Ca2+(nur bei bestimmten Lichtintensit#ten)

~ C1006A in PS und in high ca°t.

Bedingungen fiir das Auftreten von Spikes waren:

- grofes PMP von -40 bis -60 mV

- starke Hyperpolarisation nach Helladaptation

- Depolarisation wdhrend der Dunkeladaptation.

Wie in Kap. 5 ausfiihrlicher dargelegt, werden im Bereich des
PMP von -60 mV spannungsabhiingige Kan#le aktiviert (Begriff:
Aktivierung, s. Definitionen, S. VIII),die bei anschliefender
Depolarisation - z. B. durch Licht oder durch Strominjektion
(>+5nA) (s. Millecchia, 1969) - bei Erreichen einer
bestimmten Membranspannung (=Schwelle, s. Definitionen) zum
selbstverstirkenden Anstieg eines Spikes fihren.
Langanhaltende Depolarisation fithrt wiederum zur Inaktivierung.

In Abb. 25 sind exemplarisch einige typische Spikes aus dem

"regenerativen" Versuch C1006A wiedergegeben.

4h.3.1 Constant-stimulus-Kurve

In den Versuchen, in denen regenerative Prozesse auftraten,
erhdhte sich die Amplitude der Reizantwort in Abhingigkeit von
der Dunkeladaptationszeit in einem Bereich unterhalb der
Schwelle (210 bis 15 mV) langsam, um dann schlagartig einen
sehr viel groBeren Wert anzunehmen und einen Spike auszuldsen.
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Abb. 25
Spikes aus dem "regenerativen" Versuch Cl006A. Jede Minute wurde die Photorezeptorzelle durch einen Lichtblitz
I 1
mit einer Lichtintensitdt von T = —10 gereizt.
o) 2

Bei zunehmender Dunkeladaptationszeit wird das Dunkelpotential positiver (-50 mV-#-30 mV) und die Latenzzeit

zur Ausldsung der Spikes verkirzt.

Das spontane Auftreten von Spikes ohne Licht ist bei tDA =

= 10 min zu sehen; hier wird ein Spike vor dem Licht-

reiz sichtbar. Bei starkerer Depolarisation des Ruhepotentials tritt eine Inaktivierung des Prozesses ein.

Das wird an der Verkleinerung der Spikehdhe bei t

DA

11 und 12 min deutlich.




In Abb. 26 ist eine typische (S-Kurve Ffiir einen "regenerativen"
Versuch in PS (Versuch Cl006A) mit dem vor jedem Lichtreiz ge-
messenen Dunkelpotential (PMP) aufgetragen. Wihrend sich bei starken
Lichtintensitdten und dementsprechend kurzen Dunkeladaptations-
zeiten (< 2 min) das Ruhepotential nicht stark &ndert, er-

folgt bei langen Dunkeladaptationszeiten (> 2 min) eine
kontinuierliche, langsame Depolarisation, die schlieBlich zur
Inaktivierung des spannungsabhingigen Prozesses filhrt.

In Abb. 27 ist die CS-Kurve von Versuch C1l002A gezeigt. Die

2+

Zelle wurde erst nach Ldsungswechsel von PS zu low Ca durch

die auftretende starke Hyperpolarisation regenerativ.

In dieser Abbildung wird das vortibergehende

Auftreten der Regenerativitidt deutlich. Fir geringere Licht-

intensitdten als
i -1
IO L

weist die Zelle wieder nicht-regeneratives Verhalten auf, da

durch die lange Dunkeladaptationszeit das PMP {iber den fiir

Abb. 26 (s. S. 54)

Constant-stimulus-Kurven-Schar in PS (10 mmol/l Ca2+); "regenerativer"
Versuch ClOO6A.

Im unteren Teil der Abbildung ist die Erhéhung der Amplitude'hmax -~ als
Differenz zum Dunkelpotential - in Abhangigkeit von der Dunkeladaptations-

zeit tDA aufgetragen (wie z. B. auch in Abb. 15). Die gestrichelten

Linien zeigen den Sprung in der AmplitudenhShe an, der bei "regenerativen"
Versuchen auftrat. (Aufgrund der hohen Empfindlichkeit der Zelle konnte erst
ab Filter 4 ein Helladaptationseffekt gemessen werden; fir hdéhere Licht-
intensitdten war die Antwort bereits in der S&attigung.)

Im oberen Teil der Abbildung sind die VergréBerung der absoluten Héhe des
Membranpotentials A4 (PMP + hmax) und des Dunkelpotentials ¥ (PMP) in Ab-~
hdngigkeit von der Dunkeladaptationszeit tDA aufgetragen (Zeitachse wie
untere Abbildung). Wdhrend sich das durch die Helladaptation hyper-
polarisierte PMP Y bei relativ hohen Lichtintensitdten und kurzen Dunkel-
adaptationszeiten [s] nicht stark &ndert, depolarisiert die Zelle langsam
bei tD > 2 min, und die Amplitude hmax wird immer kleiner bis schlieBlich
kein Spike (s. Definitionen, SVIII) mehr ausgeldst werden kann, da die

fir die Spike-Ausl&sung verantwortlichen Kandle inaktiviert gind.

53



Xow
Y

J.GL=1"Sd

diid
Y+ did

ks K
Vg,

-

R I ——
Y

4
/
/
/
A ELIIE]

§

AW

54



20 — ! A ! i *’ | ] T T T
i A Filter9 .

L,

n AL PMP+hpoy | -
40 v.v PMP
- - T=15°C —
250 umol/l Ca?*

.| ] | ] ] ] | L

0 2 & 6 8 10 12 1 16

Abb, 27
Constant-stimulus-Kurven bei 3 verschiedenen Lichtintensitdten in low Ca2+
(250 umol/1 Ca2+}; Versuch CLO0ZA.

Die VergréBerung der absoluten Hohe des Membranpotentials & (PMP + hmax)
und das Dunkelpotential ¥ (PMP) sind in abhangigkeit von der Dunkel-

adaptationszeit tD aufgetragen. Die schraffierten Bereiche kennzeichnen

A
die Amplitudenhdhe hmax' Bei einem PMP positiver als & -30 mV ist kein

Spike mehr ausldsbar (s. Filter 9).

Spikes an der Ventralnerv-Photorezeptorzelle aktivierbaren
Bereich hinaus auf etwa -30 mV depolarisierte (vgl. In-

aktivierungskurve an der Nervenmembran, Stampfli, 1974).

Die CS-Kurven sind in low Ca2+, verglichen mit den in PS
ermittelten CS-Kurven (obwohl die Zelle in PS noch nicht
"regenerativ" war) zu kirzeren Dunkeladaptationszeiten - vor
allem fiir die erste schnelle Adaptationsphase - verschoben. In
low Ca°? zeigt die Zelle somit wiederum (s. Kap. b,2.1) - auch
bei Auftreten von regenerativen Prozessen - nach Ende der HA
eine hdhere Empfindlichkeit. In dem Versuch C1006A war die
Zelle sowohl in PS wie auch in high Ca2+ stets "regenerativ".
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Abb. 28

A,4,0 PMP+hgg,
v, 9.0 PMP
40 mmol/l Ca?* |l

T=15°C

0,8,0 hpay

. e e s 2+
Constant-stimulus~Kurven bei © verschiedenen Lichtintensit8ten in high Ca

(40 mmol/1 ca®’); Versuch C1OOGA.

Im unteren Teil der Abbildung ist wie in Abb. 26 die Erhdhung der Amplitude

~ als Differenz zum Dunkelpotential - in Abhdngigkeit von der Dunkel-

max
adaptationszeit t

DA aufgetragen. Die gestrichelten Linien zeigen den Sprung

in der Amplitudenhdhe an.
Im cberen Teil der Abbildung sind wie in Abb. 26 die VergrdBerung der
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abgoluten H8he des Membranpotentials & (PMP + hmax} und das Dunkelpotential

¥ (PMP) in Abhingigkeit von der Dunkeladaptationszeit t aufgetragen (Zeit-

Da

achse wie untere Abbildung).Bei t > 2 min wird das Ruhepotential durch

DA
langsame Depolarisation positiver; bei einem PMP vonx -30 mV sind keine
Spikes mehr ausldsbar. Filter 8 stellt den Ubergangswert zwischen schneller

und langsamer Adaptation dar {(vgl, Abb, 26 und Abb. 30).

T T I T T

! 1-\-\ 1,=9,61021,4, %8 -

U, | .28 Lt ™ |

10‘1 = .\ 5 .
- L=78Lt, " i}
I=3 41t "0

1021 | & 10 mmol/l Ca?*
® 250 umol/l Ca?*
Ugg=30mV
- T=15°C A N
10-3”" | | | | | | f i\ L
10 102 10°

Abb. 29

24 . 24
Criterion-response-Kurve in PS (10 mmol/l Ca” ) und in low Ca

2+
(250 umol/1l ca” ); Versuch CLlOO2A.
. R S ,
Der Logarithmus der Licht;ntensxtat.§~ ist gegen den Logarithmus der
o

bunkeladaptationszeit tDA fir eine crigiriﬁn»resyonsa von 30 mV aufge-
trégen. Die Zelle zeigte nur in low Ca  voriibergehend regeneratives
verhalten (Werte fiir F = 8 und F = 9 wurden extrapoliert). Durch die
voriibergehend auftretenden regenerativen Antworten streuten die MeBwerte;
das Bestimmtheitsmab r2 lag fir die Anpassung an eine Potenzfunktion fhr

2+ . 2
die zweite Steigung in low Ca nur bei r~ = 0,76.
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In high caz+ (Abb. 28) sind die CS-Kurven fiir die erste Adaptations-

phase, verglichen mit den CS-Kurven in PS, zu l&ngeren Dunkel-
adaptationszeiten verschoben wie bei den nicht-"regenerativen"
Versuchen (s. Kap. 4.2.2). Die zweite Adaptationsphase dagegen

war von der in PS ermittelten kaum unterscheidbar.

4,%3.2 Criterion-response-Kurve

Fiir die Versuche, in denen regenerative Prozesse auftraten,
wurde fir die Ermittlung der Dunkeladaptationszeit zwischen dem
jeweils ersten Wert unter- und oberhalb des Sprungs in der
Amplitudenhdhe interpoliert. Bei den "regenerativen" Versuchen
stellt die Schwelle (+10 bis +15 mV) zur Ausl8sung eines Spikes
somit das eigentliche response-Kriterium dar. Die Wahl der UCR-
H8he ist demzufolge innerhalb eines weiten Intervalls flir die
Charakteristik des Dunkeladaptationsverlaufs relativ unkritisch,
d. h. die Steigung b ist praktisch nicht von der Wahl des UCR
abhingig:

1. Steigung - b, = 1,3 - 1,9

2. Steigung - b, = 3,9 - h,6.

In Anhang 2 ist die geringe Schwankung des Exponenten b, der fir
unterschiedliche Ucr (10 - 80 mV) berechnet wurde, graphisch
dargestellt,

In Abb. 30 ist die criterion-response Kurve U.
flir den regenerativen Versuch Cl006A fiir ein Usg = 50 th,—%é
wiedergegeben. Wenn auch eine gewisse Variabilitit

durch die PMP-Verschiebung und damit Spike-Ausl8sung bei
niedrigen Lichtintensitdten und langen Dunkeladaptationszeiten
auftritt (s. Abb. 27), so sind doch eindeutig - auch bei den
"regenerativen" Versuchen - zwel voneinander getrennte
Adaptationsverlidufe zu erkennen.

Bei allen "regenerativen" Versuchen tritt der Sprung zwischenden
beiden unterschiedlichen Adaptationsprozessen erst im Bereiech der
Filter 7,8 und 9 auf. Die Ursache hierfiir kann darin liegen,

daB die Schwelle bei dem sehr niedrigen Wert von +10 bis 15 mV das
eigentliche response-Kriterium darstellt.

In Versuch ClO06A (s.Abb.30) ist der Exponent der zweiten Steigung
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Abb. 30
. : . 2+ ) , 24
Criterion-response~Kurve in PS (10 mmol/l Ca” ) und in high Ca
2+
(40 mmol/1 ca” ) ; "regenerativer" Versuch ClOO6A.
Der Logarithmus der Lichtintensitétti ist flir eine criterion response
o

UCR = 50 mV gegen den Logarithmus

der Dunkeladaptationszeit tDA aufgetragen.
Flir die Ermittlung der Dunkeladaptationszeit wurde zwischen dem jeweils
ersten Wert unter- und oberhalb des Sprungs interpoliert (vgl. Abb. 26 und

Anhang 2).

b, = 4,3 (statt b, ¥ 1, wie in den Ubrigen Versuchen) und
korreliert mit einer sehr kurzen Zeitkonstante T, = 83 s.
Die Zeitkonstante 1 ist - vor allem flr die zweite Steigung -

bei den "regenerativen" Versuchen wesentlich kleiner als bei
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den nicht-"regenerativen" Versuchen:

422 s

nicht-"regenerativ" 1, =6,9 s T

104 s

"regenerativ" 1, 5,3 s ' T,
T 15° ¢ (vgl. Tab. III).

In low Ca2+ und in high Ca2+ zeigten die Versuche, in denen
regenerative Prozesse auftraten, qualitativ die gleichen

Effekte wie die Versuche ohne regenerative Potentiale, d. h.

in low Ca2+ (Versuch LI2 und Cl002A) wurden die Regressions-
koeffizienten a, und b, kleiner,wohingegen in high ca®* (Versuch
C1004A und C1006A) a, und 91 groper wugfen (s. Tab. II); a und
b, wurden weder in low noch in high Ca gegenliber den Werten

in PS stark verindert (s. Tab. II, Abb. 29 und 30).

h,u Verinderung der Potentialform der criterion-response

im Verlauf der Dunkeladaptation

Das Kriterium fiir eine criterion-response stellte die
Amplitudenhdhe Upg dar, die innerhalb eines Zyklus (s. Reiz-
programm, Kap. 3.1.2) erreicht werden sollte. Die Form der
Potentiale, deren Hohe das vorgegebene Kriterium erflillte, &nderte
sich widhrend der Messungen zum Dunkeladaptationsverlauf
wesentlich, und zwar zeigten die Potentiale bei langen Dunkel-
adaptationszeiten und geringen Lichtintensititen einen lang-
sameren Anstieg und Abfall, also eine Verbreiterung des
Potentials (s. Abb. 31); bei sehr langem t
zelit Emax wieder verkilirzt (s. Abb. 35).
In low Ca2+ (250 umol/1 Ca2+) wurde die Potentialform - auch
schon bei kilirzerem toa und h6heren2Eichtintensitétgg—stérker
(40 mmol/1 Ca“") wurde

DA wurde die lefel—

verbreitert als in PS; in high Ca
sie leicht verklirzt (s. Abb. 32).
Das durch den helladaptierenden langen Lichtreiz von 5 s aus-
gel8ste Rezeptorpotential wies in low Ca2+ einen langsameren
und in high Ca2+ einen schnelleren Abfall vom sog. Transient
zum Plateau auf (s. Millecchia und Mauro, 1969).

Bel sehr langen Dunkeladaptationszeiten und schwachen Reiz-
lichtintensit&ten sind deutlich Einzelereignisse erkennbar, die
sich zum resultierenden Potential aufsummieren (s. Abb. 13 und
31).
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Abb. 31

Potentialformen der Reizantworten, die bei unterschiedlichen Licht-
intensitdten und Dunkeladaptationszeiten ausgelést wurden und anndhernd das
Kriterium der gleichen Amplitudenhdhe erfiillten, am Beigpiel des Versuchs
Cl002a.

Die Aufzeichung der Potentiale erfolgte mit Hilfe eines Schreibers, der

an den Computer angeschlossen war, anhand der durch das PCM~System

digitalisierten Werte.
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Abb. 32 (s. S. 62)

Potentialformen in PS und in verdnderter extrazelluldrer Calcium-
konzentration, die die anndhernd gleiche vorgegebene Amplitudenhdhe auf-
wiesen, am Beispiel des Versuchs LI5 und ClOO5A.

In jeder Reihe ist zu Anfang das durch den helladaptierenden Lichtreiz
ausgeldste Rezeptorpotential abgebildet, das vor Ermittlung des UCR fiar
Filter O gemessen wurde.

* regeneratives Potential

4.5 Zerlegung der Potentiale in Komponenten

Die bel hoherer zeitlicher Aufl8sung registrierten Potentiale
(s. Abb. 33) lieBen in manchen Versuchen zwei Komponenten C1
und 02 erkennen, die an der Ubergangsstelle zwischen erster
und zweiter Adaptationsphase den Wechsel zwischen der ersten
und zweiten Komponente zeigten. In Abb. 33 sind die beiden
Komponenten deutlich zu erkennen. Die H6he der Komponenten
h&ngt neben der Reizlichtintensitdt vom Dunkeladaptations-
zustand ab. So hat im relativ helladaptierten Zustand
(Abb. 33 oben; 24,6s nach HA-Ende) die erste Komponente die
h6chste Amplitude (C1 = 21 mV), wihrend die zweite Komponente
noch sehr viel kleiner ist (02 = 11 mV). Nach etwas lingerer

Dunkeladaptationszeit (27,8 s) ist C, nur unbedeutend gréfer
geworden (C1 = 22 mV), widhrend C2 stark angestiegen ist

(02 = 23 mV). Im relativ dunkeladaptierten Zustand schlieBlich
(s. Abb. 33 unten; nach 30,2 s) Uberragt Cs die erste
Komponente C, (C1 = 23 mV; C, = 33 mvV).

Wie bei Maaz et al.(1981) beschrieben, handelt es sich hier um
zweil durch Licht ausgeldste Komponenten, die unterschiedlich vom
Adaptationszustand beeinfluBt werden.

C1 bestimmt die PotentialhBhe im relativ helladaptierten Zustand
02 im dunkeladaptierten Zustand (vgl. dazu Abb. 34).

Flir den Verlauf der Dunkeladaptation, der zwei unterschiedlich
schnelle Prozesse zeigt, bietet das Auftreten der Komponenten
eine Erklirung an:

Steigung 1 =~ die schnelle Adaptationsphase - wird im wesent-
lichen durch das Dunkeladaptationsverhalten und die Geschwindig-

keit der Empfindlichkeitszunahme der ersten Komponente C1
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s. constant-stimulus-XKurven), aber zu unterschiedlichen Zeiten nach Ende

der Helladaptation ausgeldst wurden. Versuch ClOOI1A,
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Abb. 33
Komponenten C1 und C2, die bei der gleichen Lichtintensitidt (Filter 5;
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Abb. 34

Potentialformen am Beigpiel des Versuchs ClO04A fiir verschiedene Reiz~
antworten. In senkrechter Folge sind Potentiale dargestellt, die das
Kriterium U, = 38 mV anndhernd erfillten. Die Lichtintensitit nimmt von

CR
oben nach unten ab {(Filter 0-8), entsprechend nimmt die Dunkeladaptations-

zeit von oben nach unten zu.
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(Fortsetzung zu Abbildungslegende 34)

In den beiden horizontalen Reihen ist die Zunahme der Amplitudenhdhe bei
gleicher Lichtintensitdt (s. constant-stimulus-Kurven) in Abhdngigkeit

von der Dunkeladaptationszeit dargestellt.

Im relativ helladaptierten Zustand (Filter 1 und 3) bestimmt die Komponente
C, die maximale Amplitude, im relativ dunkeladaptierten Zustand (Filter

1

5 bis 8) bestimmt die Komponente C, die maximale Amplitude.

2
Ebenso gilt fiir die horizontale Reihe (Filter 5 und 6):
die maximale Amplitude wird bei kurzen Dunkeladaptationszeiten durch

bei groflen Dunkeladaptationszeiten durch C, bestimmt.

Komponente C 2

1’

charakterisiert.
Steigung 2 - die langsame Adaptation - wird im Gegensatz

dazu durch das Dunkeladaptationsverhalten von Komponente 02
bestimmt.

Im relativ helladaptierten Zustand (d.h. fiir kurze tDA und
starke Reizlichtintensit&t I), wie er flir die Ermittlung der
MeRpunkte der ersten Steigung besteht, wird Cy weitgehend
unterdriickt und spielt fiir die Ermittlung der kritischen
AmplitudenhShe keine Rolle. Im relativ dunkeladaptierten Zu-
stand (d.h. flir groBe toa
wird Cq im Gegensatz zu Cy nicht weiter erhéht.

und schwache Reizlichtintensitdt I)

In diesem Fall erreicht nur 02 die kritische HBhe. In manchen
Versuchen ist der Ubergang zwischen Komponente C1 und

Komponente C2 in der Potentialform deutlich zu erkennen (z.B. in
Abb. 33), in anderen Versuchen wiederum (s. Abb. 3%1) wird nur
eine Verbreiterung der Potentialform (Komponenten vermutlich
maskiert) sichtbar. Letztlich treten - nach langem toa -

mehrere Einzelereignisse auf, die als Uberlagerung

vieler einzelner Bumps zu verstehen sind und deren Zuordnung

zu Komponenten unsicher ist. In allen Fidllen aber konnte

eine Beziehung der beiden unterschiedlichen Steigungen einer-

seits mit den beiden unterschiedlichen Kurvenverlidufen von tmax

und tlat andererseits - gemessen in Abhidngigkeit von der
Dunkeladaptationszeit flir die jeweilige criterion-response -
beobachtet werden. Wie in Abb. 35 gezeigt, ist der Steigungs-
knick in der Dunkeladaptationskurve, der nach der Komponenten-
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Abb. 35
Korrelation der Steigungen einer criterion~response~Kurve - im oberen
Teil der aAbbildung - mit den Zeiten tmax und tlat - im unteren Teil derx

Abbildung - anhand des Versuchs ClOOlA (vgl. Abb. 33).
Die Zeiten tmax (Zeit bis zum Erreichen des Amplitudenmaximums, vor-
gegebene criterion response UCR = 25 mV) und tlat {Zeit vom Reizbeginn
bis zum Anstieg der criterionnresponsé) nehmen mit tDA und verminderter
Lichtintensitét im Verlauf der ersten Steigung kontinuierlich zu; im
Bereich der zweiten Steigung werden beide GrdBen bei abnehmender Licht-
intensitidt wieder kleiner.

Die beiden voneinander verschiedenen Kurvenverlaufe korrelieren jeweils

mit den beiden Komponenten C1 und C2‘
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hypothese durch den Wechsel von C, zu C2 erfolgt, mit dem

1

Sprung in der tmaX-Zeit und ¢t ~Zeit korreliert. Der Kurven-

lat

verlauf flir t und t zeigt innerhalb der ersten Adaptations-

max lat
phase einen kontinuierlichen Anstieg, von Beginn der zweiten
Adaptationsphase an einen langsamen Abfall. Dieses dis-
kontinuierliche Verhalten von tmax und tlat in Abhingigkeit
von der Lichtintensitdt und Dunkeladaptationszeit ist ein
welteres Indigz dafiir, daf ein Wechsel zwischen zwei Komponenten
erfolgt, deren Erzeugung ein unterschiedlicher Mechanismus
zugrunde liegt. Die Abhingigkeit der tlaﬁ-Zeit bei schwachen

konstanten Reizlichtintensititen (constant-stimulus-Kurven) von

der Dunkeladaptationszeit ist in Abb. 36 wiedergegeben. Die

l L A A L B

PS

200~

100

Abb. 36

Abnahme der Latenzzeit tlat bei zunehmender Dunkeladaptationszeit tDA fur
vier verschiedene constant-stimulus-Kurven am Beispiel des Versuchs
C1l005a.

Die Amplitudenhdhen hmax nehmen mit der Dunkeladaptationszeit zu; Jjewells

erster und letzter Wert fir hmax ist angegeben.
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Latenzzeit wurde bei zunehmender Dunkeladaptation verkiirzt,
gleichzeitig mit der ErhShung der Amplitude hmax' Dies steht
im Gegensatz zu dem von Millecchia und Mauro (1969) und

Brown und Lisman (1975) beschriebenen Effekt, daB eine dunkel-
adaptierte Zelle ein grdpReres tlat als eine helladaptierte
Zelle aufweist.

Bei hohen konstanten Lichtintensititen hingegen war die Latenz-

zeit stédrker von der HBhe des Lichtreizes abhdngig und &nderte
sich nicht wesentlich bei zunehmender Dunkeladaptationszeit.

.6 Messungen mit der Saugelektrode

Mit der Saugelektrode wurden 10 Versuche durchgefiihrt - teil-
welse gleichzeitig mit intrazellulirer Messung - in denen die
Verdnderung der Potentialform bei unterschiedlichen Licht-
intensitdten untersucht wurde. Bei dieser Methode wurden be-
stimmte Bereiche der Photorezeptorzelle mit Hilfe der Saug-
elektrode, die einen Innendurchmesser von 10 - 20 um aufwies,
angesaugt. Die elektrophysiologische Ableitung erfolgte durch
Messung def extrazelluléren Strdme, die als Spannungsabfall

liber dem Shuntwiderstand (s. Schema, Abb. 37) sichtbar werden.
Exakt f&411lt die Spannung ilber dem Innenwiderstand des MefR-
verstirkers und dem hierszu parallel liegenden Shuntwiderstand ab.
Solange aber der Innenwiderstand des MeBverstirkers (Ri = 100 MQ)
wesentlich gréRer ist als der Shuntwiderstand (RSh = 0,2-1 MQ)
kann er beil dieser Betrachtung vernachlidssigt werden.

Bei der iiblichen extrazellulldren MeRmethode, bei der {liber zweil
extrazelluldr angebrachte Elektroden das elektrische Feld wihrend
des Erregungsablaufs in einer Zelle oder einem Zellverband ab-
gegriffen wird (s. z. B. Creutzfeld und Probst, 1974 und
Richter, 1979), ist der Membranwiderstand wesentlich grodfer als
der Shuntwiderstand (vgl. ERG-Messungen, Stieve, Bruns und Gaube,
1978 und Stieve und ClaBen-Linke, 1980). Durch Isolierung mit
Saccharose (s. sucrose-gap-Methode, Stdmpfli, 1954 und Julian

et al., 1962) oder mit Hilfe der Saugelektrodentechnik

(Lee, Akaike und Brown, 1978) jedoch kann der Shuntwiderstand
bei manchen biologischen Priparaten lUber den Wert des Membran-
widerstands erhdht werden. Eine gute Abdichtung zwischen ange-
saugter Membran ﬁnd der hydrophobisierten Glaswand der Saug-
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pipette ist nur bei Zellen mdglich, die eine glatte Oberflédche
aufweisen. Am Limulus-Photorezeptor konnte - genauso wie am
Aplysia-Neuron (s. Lee, Akaike und Brown, 1980) wegen

der starken Membraneinfaltungen und der kompletten Gliabe-
deckung - keine gute Abdichtung erzielt werden. Dagegen ist

es bei Zellen mit einer glatten Oberfliche z. B. an "myoballs"

%
R;
Ue

[

R
Sh 9

Rn
l Ry Fe W

Abb, 37
Schematische Darstellung der Widerstandsverhdltnisse bei extrazelluldrer

Ableitung mit Hilfe der Saugelektrode am Ventralnerv-Photorezeptor.

RM = Eingangswiderstand der Membran (2-5 M)
VM =  Membranspannung
Rs = Serienwiderstand (7-24 K)
R
R = Widerstand des angesaugten Membranbereichs -SBE€Z2 = 1 - 5G0
m Flache
(R = QOberfldche der Zelle X R )
spez , M
Rgy = Shuntwiderstand (0,2-1 M)
R, = Widerstand der Saugpipette {(100-500 ki)
Ri = Innenwiderstand des MeBverstirkers (100 M)
Ue = registrierte Spannung

Aufgrund der vorliegenden Widerstandsverhdltnisse konnte nur etwa 1/20

bis 1/50 dexr tatsdchlichen Membranspannung VM als Ue gemessen werden.
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(Horn und Brodwick, 1980), Helix aspersa-Neuronen und einzelnen
Herzmuskelzellen (s. Lee, Akaike und Brown, 1980) mdglich, durch
eine gute Abdichtung den Shuntwiderstand entsprechend, d.h.

auf 100-200 MQ (= 10 X RM), zu erh&hen.

In den hier durchgefiihrten Versuchen wurde infolge der Spannungs-
teilung zwischen Membran- und Shuntwiderstand etwa 1/20 - 1/50
des tats8chlichen Spannungsabfalls gemessen (s. Abb. 37 und 38).
Es wurden sowohl positive wie auch negative Signale registriert
(vgl. Abb. 38). Auch an ein und derselben Photorezeptorzelle
konnten in Abh#éngigkeit vom der Position der Saugelektrode

auf der Zelle entweder positive oder negative Signale gemessen
werden. Es wurde lberpriift, ob die Photorezeptorzelle eine
Polaritidt aufwies, die das Auftreten positiver und negativer
Signale in Abhingigkeit von der Position der Saugelektrode
erkléren wiirde.

In 22 von 31 Ableitungen wurden negative Signale und in 9 Fillen
positive Potentiale gemessen. Die Ableitung erfolgte bei den

22 negativ gemessenen Signalen in 14 Fillen an einer Stelle

des Photorezeptors, die proximal zum Axon lag, in 2 Fidllen in
der Zellmitte und in 6 Fillen distal. Bei den 9 positiv ge-
messenen Signalen, wurde in 6 Fillen von der distalen, in 3
Fdllen von der proximalen (Axon) Seite her abgeleitet. Eine
Signifikanz flir die Polaritdt der Photorezeptorzelle konnte
anhand dieser Messungen nicht aufgezeigt werden.

Ein negatives Signal entspricht bei der extrazelluliren
MeRmethode einem Einwdrtsstrom von positiven Ionen unter

der Saugelektrode; ein positives Potential einem Aus- ,

\
wdrtsstrom positiver Ionen unter der Saugelektrode. Bei

Belichtung erfolgt am Limulus-Ventralnerv-Photorezeptor ein
Na'-Einw#rtsstrom (s. Millecchia und Mauro, 1969) durch die sog.
'Lichtkandle', die sich vermutlich dort befinden, wo auch das
Rhodopsin eingelagert ist, ni#mlich in der Mikrovillimembran.
Das Auftreten positiver und negativer Signale kann folgender-
maken erklirt werden:
- es werden dann mit der Saugelektrode negative Potentiale ge-
messen - die einem Na'-Einwirtsstrom entsprechen - wenn mit
der Saugelektrode ilber dem lichtempfindlichen Mikrovilli-
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Abb. 38

Extrazelluldr registrierte Potentialformen (hm : €e), aus unterschied-

lichen Versuchen. In a) b) und c¢) wurde simultan das intrazelluldre

Potential (hmax' i) an der gleichen Zelle gemessen.




bereich,an dem vermutlich der Na'-Einwirtsstrom erfolgt, ab-
geleitet wird. _

- bei Ableitung iliber andere Bereiche, die im wesentlichen sog.
'Dunkelkanidle' - also K+-Kanéle - besitzen, dagegen werden
positive Potentiale gemessen, die einem K*-Auswirtsstrom
entsprechen.

Im Gegensatz zu den hier durchgefiihrten Lokalisationsbeob-

achtungen konnten Bacigalupo, Stern und Lisman (1981) - nach

Behandlung der Zelle mit Pronase und Entfernung der Gliahiille

mit Hilfe einer Saugelektrode - Hinweise dafiir finden, daB

sich die Photorezeptorzelle in 2 Teile gliedert:

- proximal zum Axon ist sie strukturiert

- distal zum Axon ist sie glatt.

Am strukturierten proximalen Teil der Zelle konnten sie

extrazelluldr im wesentlichen Auswirtsstréme, im distalen Teil

der Zelle sowohl Auswirts- wie Einwldrtsstrfme messen.

In Abb. 38 sind typische extrazellullr registrierte Potential-

formen wiedergegeben. Bei starken Reizlichtintensitdten konnte
ein Spike gemessen werden, der meist als positives Signal
registriert wurde - auch dann, wenn ein negatives langsames
Potential folgte (Abb. 38c). Extrazelluldir konnten auch die
Komponenten C1 und C2 gemessen werden; sie waren in Keinem
Fall entgegengesetzt gepolt (s. Abb. 38d). Dies ist ein Hinweis
dafiir, daB die Komponenten vermutlich nicht an unterschied-
lichen Membranbereichen erzeugt werden, im Gegensatz zum Spike,
der anders als das Rezeptorpotential gepolt sein kann und ver-

mutlich an einem anderen Membranbereich erzeugt wird.

In Abb. 39 ist eine Intensitidtsreihe wiedergegeben, die intra-
zelluldr und extrazelluldr gleichzeitig gemessen wurde. Jede
Minute wurde ein Testblitz gegeben, der fortlaufend in der
Intensitidt um die Hilfte reduziert wurde. Der Spike verschwin-
det bei abnehmender Lichtintensit#t und ist bei starken
Lichtintensititen sowohl in der intrazellulédren wie extra-
zelluldren Messung sichtbar. Ab Filter 9 (in Abb. 39) treten
intra- und extrazellulidre Komponenten auf, die beil der extra-
zelluldren Registrierung stirker getrennt sind; das gleiche
gilt fiir die bei Filter 11 aus Bumps zusammengesetzte Antwort.
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Abb. 39 (s. S. 74)

Intensitdtsreihe intra- und extrazellulir gemessen.

hmax’ i = AmplitudenhShe des intrazellulir gemessenen Potentials
hmax’ e = AmplitudenhChe des extrazelluldr gemessenen Potentials

Es wurde jede Minute ein Lichtblitgz gegeben, der von Filter O bis Filter
11 jeweils um die Hilfte reduziert wurde. (Ab Filter 9 ist die Ver-
stdrkung filir das extrazellulir registrierte Potential um den Faktor 2

erhdht) .

4.7 Voltage-clamp-Messung

An einer Voltage-clamp-Apparatur wurden Strommessungen flir ver-
schiedene Lichtintensitdten und Dunkeladaptationszeiten bei
konstanter Membranspannung durchgefiihrt, um die Abhingigkeit
der Amplitudenhdhe von spannungsabhingigen Prozessen zu be-
stimmen. Es wurde eine criterion-response-Kurve an der freien
Zelle - wie in Kap 3.1.2 beschrieben - aufgenommen. Zus&tzlich
wurde die Zelle - nach Ermittlung der beiden Parameter Reiz-
lichtintensitdt I und Dunkeladaptationszeit tDA fir die vor-
gegebene criterion-response-H8he - auf eine feste Membran-
spannung geklemmt (10 mV negativer als das Ruhepotential zum
Aktivieren spannungsabhingiger Kan#le) und der Strom bei
gleichem tpy und I, wie fir die Ausl®sung der U.p, gemessen.
Das Maximum und die Halbwertsbreite des lichtinduzierten Stroms
wurde bei langem top und geringen Lichtintensitédten groéRer,
obwohl die Spannungsantwort, die an der freien Zelle beil
gleicher Dunkeladaptationszeit und Reizlichtintensitit ge-
messen wurde, dem Kriterium entsprechend die konstante H8he
Uop aufwies. Fir ein Uogr = 46 mV an der freien Zelle wurden fir
hohe Lichtintensititen (bis Filter 4) Strommaxima von etwa

40 nA gemessen, fir niedrige Lichtintensitdten (Filter 5-8)
Strommaxima von etwa 80 nA (s. Abb. 40). Die zwei unterschied-
lich hohen Strommaxima, fiir die an der freien Zelle gemessene
gleiche Amplitudenh&he UCR’ weisen wieder auf das Auftreten
zweier Komponenten hin, die jeweils alternativ das Kriterium
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der vorgegebenen Amplitudenh®he erfiillen. Auch von Maaz et al.,
(1981) wurde fiir die zweite Komponente ein etwa 2-fach h&herer
Strom gemessen als es vom Verh#iltnis der Amplitudenh&hen der
beiden Komponenten an der freien Zelle (1 : 1,2) zu erwarten
war.

An der voltage-clamp-Apparatur konnten nach Vorhyperpolarisation
auf -80 mV und anschlieBendem Zuriickgehen auf die freie Zelle
durch den schnellen Spannungssprung Spikes ausgel®st werden

(s. Abb., 41). Hiermit konnte gezeigt werden, daR die Spikes

rein spannungsabhingig - also auch ohne Licht - ausl8sbar sind.
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Abb. 40
Vergleich der bei unterschiedlichen Reizlichtintensititen ausgeldsten
criterion-response in der freien Zelle, die anndhernd gleiche Amplituden-

héhen aufwies, mit den unter den gleichen Bedingungen (d.h. gleiches

UCR
tDA und gleiche Reizlichtintensitdt I) gemessenen lichtinduzierten
Strémen im voltage-clamp.
Geklemmte Membranspannung:

-60 mV (etwa 10 mV negativer als das Membranpotential im Dunkeln)
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Abb, 41
Spikeausldsung ohne Licht durch einen Spannungssprung von -80 mV
(= geklemmte Membranspannung) auf ~50 mV (= Membranpotential der un-

geklemmten Zelle im Dunkeln).
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5. Diskussion und Literaturvergleich

5.1 Constant-stimulus-Kurve

Die VergrdRerung der Amplitudenhhe in Abh#ngigkeit von der
Dunkeladaptationszeit zeigt - filr jewells eine konstante Reiz-
lichtintensitit - unterhalb der S#ittigung lineares Verhalten
(vgl. constant-stimulus-Kurve, Abh. 15). Bei Versuchen, in
denen regenerative Prozesse auftraten, ist in Abhéngigkeit von
der Dunkeladaptationszeit eine Diskontinuit#dt in der Ver-
gr8Rerung der Amplitudenh8he zu erkennen - die Amplitudener-
hdhung ist nicht linear, sondern erfolgt sprunghaft (s. Abb. 26).
Ein vergleichbarer Effekt wurde von Benolken (1965) am Limulus
Lateralauge gemessen. Die Diskontinuitdt in der Amplitudenh&he
hingt damit zusammen, da® bei Erreichen einer bestimmten
Membranspannung ein Spike ausgeldst wird (s. Kap. 5.7).

Die Steilheit der constant-stimulus-Kurven beil nichtregenera-
tiven Versuchen wirddurch die HOhe der Reizlichtintensitit be-
stimmt und charakterisiert die Geschwindigkeit der Amplituden-
erh6hung beil Dunkeladaptation; sie ist fUr hohe Reizlicht-
intensitdten (s. Abb. 15) am grdBten.

2+ ermittelten constant-

Zwischen den jeweils in low und high Ca
stimulus-Kurvenscharen (s. Kap. 4.2) konnte im Vergleich zu

denjenigen in PS kein Unterschied in der Steilheit und damit in
der Geschwindigkeit der Amplitudenerhdhung bei Dunkeladaptation

beobachtet werden.

5.2 Criterion-response-Kurve

Um die Empfindlichkeitsidnderung der Photorezeptorzelle bei
Dunkeladaptation exakter zu bestimmen, wurde nicht die
AmplitudenhShe als Funktion der Zeit gemessen, sondern die
Lichtintensitdt, die zur Ausldsung einer vorgegebenen Amplituden-
héhe benttigt wurde in Abh8ngigkeit von der Dunkeladaptations-
zeit als MaR flr die Empfindlichkeit der Lichtsinneszelle. Die
gleiche Methode einer criterion-response Messung wird z. B.

auch beil Aufnahme der spektralen Empfindlichkeit verwandt (s.
Armington, 1974). Von Benolken (1962) wurden am Limulus Lateral-
auge sog. constant-response-Kurven gemessen (diese Bezeichnung
wurde hier nicht iUbernommen, da nur die Amplitudenh8he konstant
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war, aber keineswegs die Form der Potentiale (s. Abb. 31)).
Nach Benolken nimmt die Empfindlichkeit einer einzelnen
Retinulazelle des Limulus Lateralauges als monotone Funktion
der Zeit zu, im Gegensatz z. B. zum Adaptationsverhalten am
ganzen Vertebratenauge (ERG-Messung), bei dem eine
Diskontinuitdt beim Ubergang vom photopischen Rezeptorsystem
(Tagessehen; Zapfen) zum skotopischen (D&mmerungssehen;
Stédbchen) auftritt. Flr relativ kurze Dunkeladaptationszeiten
(bis 160 s) wurde der Zeitverlauf der Dunkeladaptation von
Eckert (1979) nach Daten von Benolken (1962) als exponentieller
Abfall gedeutet, der mit dem Abbau der intrazellulsiren Calcium-
konzentration korreliert. Von Fein und De Voe (1973) wurden
criterion-response-Messungen am Limulus Ventralnerv-Photo-
rezeptor mit einer vorgegebenen Amplitudenh&he von 4 mV als
Kriterium durchgefihrt, um die Beziehung des photochemischen
Zyklus zur Dunkeladaptation zu untersuchen. Der Dunkel-
adaptationsverlauf wurde als Summe zweier Exponentialfunktionen
interpretiert (Zeitkonstanten: Ty = 20 s T, = 270 s). Sowohl
Benolken als auch Fein und De Voe finden keine Verinderung des
Dunkeladaptationsverlaufs in Abhingigkeit von der H8he der
criterion-response. In den hier beschriebenen Versuchen konnte
ebenfalls kein Effekt auf den Dunkeladaptationsverlauf durch
die Wahl von UCR festgestellt werden. Um die Aufnahme der
criterion-response Kurve deutlich von dem Bereich, in dem
spontane Bumps im Dunkeln auftreten, abzutrennen, wurde

die criterion-response HShe U,p als Eﬂé gewdhlt, was etwa der
Halbsidttigung der Lichtantwort entsprach.

Durch die Wahl eines relativ grofen Amplitudenwertes fir UCR
konnten deutlich Komponenten aufgel&st werden, deren Auf-
treten in Korrelation mit den zwei unterschiedlich schnellen
Adaptationsprozessen steht (s. Kap. 5.4). In allen hier ge-
messenen Dunkeladaptationskurven konnten zwei
Adaptationsprozesse unterschieden werden, die flr die
relativ schlechte Anpassung an zwei Exponentialfunktionen

im Mittel eine Zeitkonstante von: T, = 5,5 s und T, = 287 s

¥*

*Das sog. Peeling-off-Verfahren, das zur Trennung von zwei_sich
iiberlagernden Exponentialfunktionen benutzt wird, wurde hier
nicht angewandt, da es additive Prozesse voraussetzt.
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lieferten (s. Kap. 4.1.2). Fir die Anpassung an zwel Potenz-
funktionen wiesen die Dunkeladaptationskurven im Mittel einen
Regressionskoeffizienten b als MaR fiir die Steigung von

91 = 3,5 und 92 = 1,0 auf. Eine Erkl#rung fiir die bessere
Anpassung durch zwei Potenzfunktionen als durch zwei Exponential-
funktionen liegt zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht vor.
Prinzipiell driickt eine Potenzfunktion einen komplizierten Zu-
sammenhang der MeRwerte aus (wie z. B. Kooperativitlt von
Prozessen, s. Hill-Diagramm,Adam, L&uger, Stark, 1977) im
Gegensatz zu Exponentialfunktionen, die Reaktionen 1. Ordnung
charakterisieren,wie z. B. radioaktiven Zerfall oder thermischen
Zerfall chemischer Verbindungen. Die Tatsache, daf sich der
Dunkeladaptationsverlauf nicht befriedigend an Exponential-
funktionen anpassen 14Rt (s. Abb. 18), ist ein Hin-

weis dafiir, daR ein so komplexer ProzeR wie die Adaptation,

die eine Kontrollwirkung auf den Verstirkungsmechanismus ausibt
und eine Feinstregulierung der Empfindlichkeit Uber einen

weiten Bereich ermdglicht, nur lUber einen aufwendigeren mathe-
matischen Formalismus beschrieben werden kann.

5.3 Der EinfluB der extrazelluldren Calciumkonzentration
auf den Dunkeladaptationsverlauf

Qualitativ &nderte sich das Bild einer criterion-response-

Kurve mit zwei unterschiedlichen Phasen bei Anderung der
extrazellullren Ca2+-Konzentration nicht. Quantitativ hingegen
wurde sowohl bei Erniedrigung wie auch ErhShung der extra-
zelluldren Ca2+-Konzentration der erste schnelle Adaptations-
prozef beeinfluft, wHdhrend der langsame Adaptationsprozef nur
geringfligig veridndert wurde. In low Ca2+ war eindeutig eine
Erh6hung der Empfindlichkeit der Photorezeptorzelle zu er-
kennen, sichtbar als Verschiebung zu klrzeren Duhkeladaptations-
zeiten (in der Exponentialfunktion charakterisiert durch

o= 1
0
a = % (tDA = 1); vgl. Abb. 12, sowie Tab. II und III),

0); in der Potenzfunktion charakterisiert durch

(tpa

. + . . . .
In high Ca2 dagegen konnte eine Erniedrigung der Empfind-
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lichkeit beobachtet werden. Wihrend deutlich zwei ver-
schiedene Zeitkonstanten in der Exponentialfunktionsanpassung
und zwei unterschiedliche Steigungen in der Potenzfunktions-
anpassung fir die 1. und 2. Phase des Dunkeladaptationsverlaufs
abzulesen sind,ist es schwierig, liber die Geschwindigkeits-
&nderung bel ver#inderter extrazellulirer Ca2+-Konzentration

eine Aussage zu treffen:

- zwar wird T4 im Mittel fiir die erste Regressionsgerade in
low Ca2+ gréfer und in high Ca2+ kleiner, wihrend T, im
Mittel nicht signifikant verindert wird ks. Tab. III), doch
ist der mittlere Fehler des Mittelwertes sy relativ groB
und die Anpassung an die Exponentialfunktion nicht zufrieden-
stellend.

- Zwar wird der Exponent b, der die Steigung der Regressions-
geraden im doppeltlogarithmischen MaRstab ausdriickt, in
low Ca2+ im Mittel auf 1,7 erniedrigt (gegeniiber dem Mittel-
wert in PS von 3,5) und in high Ca2+ auf 4,7 erhtht (s. Kap.
4.2), aber eine eindeutige Aussage iUber die Geschwindigkeits-
dnderung 18Rt nur die GréRe T zu (T = %——; vgl. schematische

DA
Gegenliberstellung, Abb. 12).

T liefert auf gleiche Zeitintervalle bezogen mit T vergleich-

bare Werte.

Von Stieve und Hanani (1976) wurde am FluBkrebs Astacus eine
constant-stimulus-Kurve in PS und in low Ca2+ gemessen. Die
Ergebnisse zeigten eine Verschiebung der in low Ca2+ gemessenen
Kurve zu kiirzeren Dunkeladaptationszeiten - tibereinstimmend mit

den hier durchgefiihrten Versuchen.

Das gleiche Ergebnis wurde fir die am Limulus Ventralnerv-
Photorezeptor in low Ca2+ gemessene constant-stimulus-Kurve (Stieve,
Bruns, Pflaum und Gaube, 1978) ermittelt. Die Interpretation, daR der
Dunkeladaptationsproze® demnach in low Ca®* schneller als in

PS verl&duft, bezieht sich nur auf die Verschiebung der beiden
Kurven (hier durch a oder o charakterisiert), die die Emrfind-
lichkeit der Zelle kennzeichnet. Eine Aussage liber die Geschwindig-
keitsdnderung des Dunkeladaptationsverlaufs erlauben diese Ver-
suche nicht und widersprechen insofern auch nicht den hier ge-

messenen Effekten.
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Hypothese:

Calciumionen, die bei intrazellulérer ErhShung (Lisman und Brown,
1972, 1975b) die Empfindlichkeit der Photorezeptorzelle herab-
setzen, beeinflussen nur den ersten Teil des Dunkeladaptations-
verlaufs, in dem die Photorezeptorzelle sich durch die kurzen
Dunkeladaptationszeiten und hohen Reizlichtintensititen in einem

relativ helladaptierten Zustand befindet.

Ca2+-Ionen werden nach dem Lisman<Brown-Mechanismus (1972) licht-
induziert intrazellulsr erh8ht (s. auch Nachweis der intrazelluldren
Ca2+—Erh6hung durch Arsenazo III-Messungen, Brown und Blinks, 1974;
J.E. Brown et al., 1977; Maaz und Stieve, 1980). Uber die ErhShung
der intrazelluléren Ca2+—Konzentration setzt die sog. Lichtadap-
tation, d.h. Desensitivierung der Lichtsinneszelle ein.

Der zweite Adaptationsmechanismus wird von Ca2+-Ionen nur gering-
fligig beeinfluRt, da im relativ dunkeladaptierten Zustand - wie
er fiir den zweiten Teil des Dunkeladaptationsverlaufs besteht -
durch die geringen Reizlichtintensititen die intrazellulére
Ca2+—Konzentration nicht signifikant erhdht und dadurch die
Photorezeptorzelle nicht desensiviert wird.

Das Ergebnis, daB ein Ca2+-EinfluB im wesentlichen bei der

ersten schnellen Adaptationsphase festzustellen ist, liefert

eine Erklirung fiir die Versuche von Stieve &t al. (1977),

Stieve und Pflaum (1978a) und Stieve und Bruns (1980).

Bei Messung der Intensitdtskennlinien flir zwei verschiedene
Adaptationszustinde n#mlich ist die Empfindlichkeit (gemessen

als Reizlichtintensitit ISO’ die Halbsdttigung der Lichtant-

wort hervorruft) des dunkeladaptierten Photorezeptors praktisch
nicht von der extrazelluléren Ca2+-Konzentration abhédngig. Das
AusmaB der lichtadaptationsbedingten Empfindlichkeitsabnahme
jedoch ist stark von der extrazelluliren Ca2+-Konzentration

beeinfluBt.
In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis stehen auch die Versuche

von Nagy und Stieve (1981): bei Messung der Zunahme der Rezeptor-
potentialh8he nach helladaptierender Belichtung und gledichzeitiger
Messung der Anderung der intrazelluldren Ca2+-Konzentration

mit dem Ca2+-Indikator Arsenazo IIT sind zwei Phasen der

Amplitudenerh8hung wdhrend des Dunkeladaptationsverlaufs zu
erkennen. Nur die erste Dunkeladaptationsphase korreliert
mit der Abnagme der intrazelluldren Ca2+—Konzentration,
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d.h. nur in der ersten Phase wird tiiber Ca2+-Ionen die Empfind-
lichkeitserhShung kontrolliert.

Aufgrund der Feststellung, daR der ProzeR der Helladaptation
grunds&tzlich verschieden von dem der‘bunkeladaptation ist,
folgerten Fein und DeVoe (1973), daB Ca2+-Ionen diese beiden
Prozesse unterschiedlich beeinflussen miiften. Dies wird durch
die hier beschriebenen Versuche voll bestidtigt.

5.4 Korrelation zwischen dem Ubergang der beiden Adapta-
tionsprozesse und dem Auftreten zweier Komponenten

Beim Ubergang vom schnellen zum langsamen AdaptationsprozeB war
eine deutliche Veridnderung der Potentialform der criterion-
response zu erkennen (s. Abb. 34), und zwar wurden die Gipfel-
zeiten tmax und die Halbwertsbreite des Potentials gréfer. Ein
vergleichbarer Effekt zeigte sich bei der voltage-clamp-
Messung flr den Stromverlauf. In einigen Versuchen konnte ein
Wechsel zwischen zwei Komponenten 01 und 02 (s. Abb. 33) direkt
beobachtet werden. Wenn dieser Komponentenwechsel auch nicht in
allen Versuchen deutlich zu erkennen war, so deutet doch die
Unstetigkeit in der tmax und tlat—Kurve (s. Abb. 35), - die
beim Ubergang von der schnellen zur langsamen Adaptationsphase
in allen Versuchen beobachtet werden konnte - darauf hin, daB
ein Komponentenwechsel auch in den lbrigen Versuchen erfolgt,
nur nicht immer erkennbar an einem Potentlial in Erscheinung
tritt. Fein und DeVoe (1973) konnten ebenfalls eine Verlingerung
der Latenzzeit fir die criterion-response, die im dunkel-
adaptierten Zustand ermittelt wurde, feststellen. Fuortes und
Hodgkin (1964) ermittelten hingegen am Limulus Lateralauge im
dunkel- und helladaptierten Zustand flir eine criterion-response

den gleichen zeitlichen Potentlalverlauf.

Wie schon in Kap. 4.5 angedeutet, lassen die Ergebnisse folgende
Schliisse zu:

Die beiden unterschiedlich schnellen Dunkeladaptationsphasen
spiegeln das Verhalten der beiden Potentialkomponenten C1 und

C, wieder, deren Auftreten durch unterschiedliche Empfindlich-
keit nach Helladaptation und unterschiedliche Fihigkeit zur
Dunkeladaptation bestimmt wird. Nur die erste Komponente Cq wird

83



in ihrer HB8he unmittelbar durch die intrazellullre Ca2+_

Konzentration gesteuert. Die zweite Komponente 02 wird, da im
dunkeladaptierten Zustand ermittelt, in ihrer H8he nicht mehr
durch die relativ gerihge intrazelluldre Ca2+—Konzentration
beeinfluRt. Der zeitliche Potentialverlauf der Komponente aber
wird verlingert - sichtbar an der Verbreiterung des Potentials.
Eine extrazelluldr erniedrigte Ca2+—Konzentration hat auf die
Potentialform einen vergleichbaren Effekt (s. Abb. 32).

Das Auftreten von Komponenten im Rezeptorpotential ist von
verschiedenen Autoren an unterschiedlichen Objekten beschrieben
worden (am Limulus Lateralauge von Wulff und Miller (1973),
an Hermissenda crassicornis von Detwiler (1976), an Sepiola
atlantica vonClark und Duncan (1978), an Astacus leptodactylus
von Stieve und ClaRen-Linke (1980) und am Limulus Ventralnerv-
Photorezeptor von Millecchia und Mauro (1969), Wulff und Fahy
(1979) und Maaz, Nagy, Stieve und Klomfaf® (1981)).
" Eine mégliche Erkl&rung filr das Auftreten zweier Komponenten
mit unterschiedlichem Adaptationsverhalten ist die Annahme
zweier verschiedener Lichtkan#le mit unterschiedlicher Ionen-
selektivitdt. Dieser Erklirung folgen Wulff und Fahy (1979),
die einen Unterschied im Umkehrpotential C1 (2 +20 mV) und
C2 (¥ +10 mV) feststellten (als Polaritidtsumkehr des Potentials
im Current-clamp gemessen).
Dagegen wurde von Maaz, Nagy, Stieve und KlomfaB® (1981) im
Voltage-clamp flr beide Komponenten ein annihernd gleiches
Umkehrpotential ermittelt, was im Gegensatz zu Wulff und Fahy
(1979) auf die gleiche Ionenselektivitdt fiir die licht-
aktivierten Ionenkan#le beider Komponenten hinweist. Ebenso
konnten Millecchia und Mauro (1969b) keinen Unterschied im
Umkehrpotential flr die bei langen Lichtreizen auftretenden
zwel Phasen - den Transient und das Plateau - feststellen.
Durch Ionensubstitutionsexperimente unter Voltage-clamp Be-
dingungen konnten sie nachweisen, daB der lichtinduzierte Strom
im wesentlichen auf einem Na'-Einstrom beruht. Von 0'Day und
Lisman (1980) wurde ein zusitzlicher Na+-Ca2+-Einstrom beschrieben,
der durch Deplarisation nach einem Lichtreiz spannungsabhéngig
ausgeltst wird. Vermutlich hingt dieser Einstrom mit der Spikeer-
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zeugung zusammen. Nach Wulff und Fahy (1979) wird die Komponente
C1 (auch als initial spike-1like component bezeichnet) durch
einen Na —Ca2 -Elnstrom, die Komponente C2 hingegen vorwiegend
durch einen Na -Einstrom erzeugt. Aus ihrer Beschreibung ist
nicht eindeutig zu entnehmen, ob es sich bei der Komponente C1
um eine spikedhnliche, rein spannungsabhidngige Komponente
handelt. Es ist fraglich, ob sie mit der hier als C1 bezeichneten
spannungsunabhingigen Komponente - da auch unter Voltage-clamp-
Bedingungen im Strom gemessen (s. Maaz, Nagy, Stieve und KlomfaR
(1981) - gleichzusetzen ist.

Eine andere Erkl&rungsmdglichkeit fiir das Auftreten von
Komponenten, die aufgrund der hier durchgefiihrten Versuche

und der Untersuchungen von Maaz et al. (1981) plausibler er-
scheint, ist die Annahme von lichtaktivierten Ionenkanilen
gleicher Ionenselektivit#t, die nur unterschiedlich angesteuert
werden, je nach Hohe der intrazelluliren Ca2+—Konzentration.

Die intrazelluldre Ca2+-Konzentration kdnnte demnach unter Ver-
stellung der Empfindlichkeit die Anzahl und Synchronisation

der durch einen Lichtreiz ge&ffneten Kanile bestimmen. Von

einer bestimmten intrazelluliren Ca2+—Konzentration an (Schwellen-
effekt) wirde ein anderer Verstdrkungsmechanismus einsetzen.

5.5 Bumps

Als 'Bumps', 'slow potential fluctuations' oder 'discrete waves'
werden die Elementarerregungen der Membran bezeichnet, die bei
niedrigen Lichtintensitidten beobachtet werden. In den hier
durchgefiihrten Versuchen traten sie nach langen Dunkeladaptations-
zeiten spontan auf. Die bei geringen Reizlichtintensitéten aus-
geldste criterion-response lieB einzelne Bumps erkennen (s. Abb.
13), die sich zum resultierenden Potential aufsummierten.

Bumps werden nach Fuortes und O'Bryan (1972) durch einzelne
Photonen ausgeldst. Bei stdrkerer Belichtung itberlagern sich

die Bumps, wobei Dauer und Hdhe der Einzelereignisse abnehmen,
(s. adapting bump model, Dodge, Knight und Toyoda, 1968) und
formen schlieflich den typischen Verlauf eines Rezeptor-
potentials.

Bumps variieren in ihrer GréBe, abhingig vom Adaptationszustand,
d.h. bei leichter Erh8hung der Lichtintensitidt werden sie

85



graduell vergréfert, bei stirkerer Belichtung wird die Bump-
héhe reduziert. Das Auftreten zweier unterschiedlich grofer
Bumptypen wurde von Adolph (1964) am Limulus Lateralauge und
von Yeandle und Spiegler (1973) und Behbehani und Srebro
(1974) am Limulus Ventralauge beschrieben. Von Behbehani und
Srebro (1974) konnten groBe und kleine Bumps im geclampten

und ungeclampten Zustand der Zelle gemessen werden; kleine
Bumps (U% 2 mV; I ¥ 0,5 - 1 nA) traten nach Behbehani und
Srebro (1974) in Ubereinstimmung mit Yeandle und Spiegler
(1973) 8fter spontan auf, grofe Bumps (U% 25 mV; I ¥ 4-5 nA)
h#ufiger nach Lichtreiz. Von Bayer und Barlow (1978) konnten
dagegen nur im ungeclampten Zustand der Zelle zwel Arten

von Bumps gemessen werden - ein Hinweis flr 'regenerative'
Bumps -'die durch Aktivierung spannungsabhingiger Kandle er-
zeugt werden. Da aber Behbehani und Srebro (1974) sowohl im
Strom wie auch in der Spannung zwei unterschiedliche Bump-
gréRenverteilungen messen konnten, ist das Auftreten grofer
Bumps nicht allein spannungsabhingig. Die beiden verschiedenen
Bumptypen kénnen die Grundlage flir das Auftreten der ebenfalls
nicht spannungsabhingigen Rezeptorpotentialkomponenten bilden.
Bei den Rezeptorpotentialkomponenten wurde die erste Komponente
Clzﬁinsichtlich ihrer H8he stidrker durch die extrazelluldre

Ca” -Konzentration beeinfluBt. C, trat bevorzugt im relativ
helladaptierten Zustand der Zelle auf. Auch bei den Bumps
konnte eine besonders starke Beeinflussung durch die extra-
zellullre Ca2+—Konzentration im relativ helladaptierten Zustand
der Zelle festgestellt werden (s. Stieve und Bruns, 1980).

5.6 Hyperpolarisation nach starker Helladaptation und
die Wirkung der elektrogenen Pumpe

Nach den starken helladaptierenden Lichtreizen trat voriiber-
gehend eine Hyperpolarisation auf, die entweder durch eine vor-
libergehende PermeabilititserhShung flir K+-Ionen oder, was
wahrscheinlicher ist, durch die Td4tigkeit einer elektrogenen
Ionenpumpe (s. Koike, Brown und Hagiwara, 1971; Stieve, 1965 ;
Wulff, Stieve und Fahy, 1975; Brown und Lisman, 1972)

bewirkt wird. Die elektrogene Ionenpumpe wird durch hohe intra-
zelluldre Na'-Konzentration (s. Thomas, 1972) angeregt (z. B.

als Folge eines starken Lichtreizes oder hiufiger Reizung). Das
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Dunkelpotential wird dadurch negativer, daB die elektrogene

JTonenpumpe mehr Na+-Ionen von innen nach auRen als K+-Ionen von
aulen nach innen transportiert (Kopplungsverh#ltnis 3 Nat : 2 K+,
s. Thomas, 1972). Die extrazellulire Ca2+-Konzentration scheint
einen EinfluR auf die elektrogene Ionenpumpe zu haben, und zwar

2+-Konzentration auf

konnte bei Erh8hung der extrazellulsren Ca
40 mmol/1 eine Depolarisation des Dunkelpotentials - relativ zu
PS - und eine stédrkere Hyperpolarisation - relativ zu PS - in
low Ca2+ (250 umol/l) festgestellt werden. Das ist in guter Uber-
einstimmung mit der Annahme, daB die Na+—Pumpe auf einer Trans-
port-ATPase beruht, die von Na+-,K+— und Mg2+-Ionen aktiviert,
von Ca2+-Ionen jedoch blockiert wird (vgl. Baker, 1972; Powis
und Wattus, 1981). Mdglicherweise wirkt die verinderte extra-
zellulére Ca2+—Konzentration auch auf die negative HuBere Ober-
fldchenladung der Membran wie von Hille, Woodhull und Shapiro
(1975) und Liittgau und Glitsch (1976) fiir die Nervenmembran be-
schrieben. Durch Veridnderung der Oberflichenladung der Membran
kdnnte auch wiederum das Membranpotential beeinfluRt werden, wie
von Eckert und Brehm (1979) an Paramecium gezeigt wurde.

5.7 Die Spannungsabhingigkeit der gemessenen Potentiale

und das Auftreten von Spikes

Neben spannungsabhingigen K*-Kanilen (Millecchia und Mauro,
1969; Pepose und Lisman, 1978), deren Aktivierung die Ursache
flir den Abfall des Potentials bilden und die durch Licht
moduliert werden kdnnen (s. Leonard und Lisman, 1981), gibt

es spannungsabhingige Na'- Ca2+—Kanéle am Ventralnerv Photo-
rezeptor (0'Day und Lisman, 1980). Der Spike wird - vermutlich

unter Aktivierung des Na'- Ca2+—Kanals - durch die nach einem
starken Lichtreiz folgende Depolarisation ausgeldst. Er kann aber

auch nach starker Hyperpolarisation mit einer sich daran anschlies-

senden Depolarisation - durch einen schwachen Lichtreiz ausgeldst
werden, wenn dieser gerade die Schwelle filir eine geniigend

hohe Membranspannung erreicht (s. Kap. 4.3). Das Auftreten von
sog. Spikes oder regenerativen Prozessen am Limulus Ventralnerv-
Photorezeptor wurde von Millecchia und Mauro (1969), Lisman

und Brown (1971), Pepose und Lisman (1978), Wulff und Fahy

(1979) und Maaz (1979) beschrieben. Ubereinstimmend mit den

hier beschriebenen Versuchen treten Spikes spannungsgetriggert
auf und k&énnen durch eine depolarisierende Spannungsénderung
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nach vorausgegangener Hyperpolarisation auch ohne Licht
spontan ausgeldst werden.
Der Ausldsung der Spikes liegt ein anderer Membranmechanismus
zugrunde, der das Zeitverhalten der Dunkeladaptation vor allem
in der zweiten Phase beeinfluRt. Das zeigt sich in den kleineren
12~Werten fiir die Exponentialfunktionsanpassung (vgl. Tab. III)
und den groReren b2-Werten fiir den die Steigung charakterisierenden
Exponenten in der Potenzfunktionsanpassung. Das Auftreten von
Komponenten ist nicht spannungsabh&dngig, da auch bei verschie-
denen Clamp-Spannungen im Strom zweil Komponenten meRbar waren
(s. Maaz et al., 1981). Das Strom-Spannungsverhalten der beiden
Komponenten ist jedoch stark voneinander verschieden:
C1 dndert sich zwischen -100 mV und O mV Clamp-Spannung nur
geringfiligig (& -10 nA),
C2 dndert sich zwischen =100 mV und O mV Clamp-Spannung sehr
stark (von -260 nA—» =50 nA). ,
Hierbei muB® jedoch bericksichtigt werden, daB die beiden
Komponenten C, und 02 nicht zum gleichen Zeitpunkt meBbar sind
(vgl. Maaz et al., 1981). Der hier durchgefiihrte Voltage-clamp-
Versuch deutet darauf hin, daR den beiden unterschiedlichen
Komponenten auch ein unterschiedlich grofer Strom zugrunde
liegt. Bel gleicher criterion-response-H8he in der Spannung
wurde ein etwa doppelt so groBer Strom im dunkeladaptierten
Zustand der Zelle gemessen. An der Erzeugung der AmplitudenhOhe
von C, kann eine Beteiligung spannungsabhingiger Strdme nicht
ausgeschlossen werden. C, ist aber keine spike-#hnliche
Komponente, da der Spike wieder ein v6llig anderes Verhalten
zeigt (s. Diskontinuit#dt in der constant-stimulus-Kurve,
Abb. 26).
Die Bedeutung spannungsabhingiger Leitf&higkeiten k¥nnte darin
liegen, die Antwort auf schwache Lichtreize zu verstirken
und die Antwort auf starke Lichtreize zu erniedrigen (s. O'Day
und Lisman, 1981).
Das Phinomen der 'Facilitation', d.h. die Erh&hung der Empfind-
lichkeit nach Belichtung (Hanani und Hillman, 1976 und Stieve
und Pflaum, 1978a) kdnnte ebenfalls auf spannungsabhdngigen
Prozessen beruhen. Der Spike scheint keine Bedeutung fiir die
Fortleitung zu haben; nach Behrens und Fahy, 1981 konnten nur
langsame fortgeleitete Potentiale am optischen Nerv festge-
stellt werden.
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5.8 Lokalisationseffekte bei der extrazelluliren Messung
mit der Saugelektrode

Mit der extrazelluliren Saugelektrodenmethode wurden sowohl
positive wie negative Potentiale gemessen, je nach Position der
Saugelektrode auf dem Photorezeptor. Bei positiven und negativen
Signalen wurde h8ufig eine schnelle, meist positive Anfangs-
komponente - der Spike - gemessen, der vermutlich an einer
anderen Stelle als die Lichtantwort erzeugt wird. (Nach
Millecchia und Mauro (1969) konnten in manchen Zellen durch
Strom-Injektion Spikes erzeugt werden, ohne daf ein Rezeptor-
potential auf Licht ausldsbar war.)
In den Ommatidien von Apis mellifica (s. Naka und Eguchi,
1962; Baumann, 1968) und im Lateralauge von Limulus (s. Tomita,
1956, 1957) wurden Spikes extrazellulir ebenfalls als positive
Signale registriert, wdhrend das Rezeptorpotential extra-
zelluldr als negatives Signal gemessen wurde. An diesen
Retinulazellen wird der Spike an einer anderen Stelle als das
Rezeptorpotential ausgel®st. Im Vergleich zum Limulus Ventral-
nerv Photorezeptor muR aber der andere morphologische Aufbau
berlicksichtigt werden.
Extrazellulére Potentiale unterschiedlicher Polaritidt wurden
am Limulus Ventralnerv Photorezeptor von Bacigalupo, Stern
und Lisman (1981) (vgl. Kap. 4.6), aber auch von Fein und
Charlton (1975) beobachtet.
Durch lokale Belichtung konnten Fein und Charlton einerseits
ein negatives Signal (entsprechend einem Einwdrtsstrom
positiver Ionen) bei Belichtung des angesaugten Bereichs
messen, andererseits ein positives Signal (entsprechend einem
Auswdrtsstrom positiver Ionen) bei Belichtung einer Region
auBerhalb der Saugelektrode. Sie konnten somit den Nachweis
lokaler Membranstrdme erbringen, die auch hier registfiert
werden konnten.
Komponenten, die extrazelluldr gemessen wurden, wiesen gleiche
Polaritidt auf; dies bedeutet, daR sie vermutlich in gleichen

Membranbereichen erzeugt werden.
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5.9 AbschliefRende Bemerkungen und Ausblick

Durch spektroskopische Messungen (Fein und Cone, 1973) und
Messungen des early receptor potential (= ERP) (s. Fein und
DeVoe, 1973, Hillman et al., 1973 ; Lisman und Sheline, 1976)
konnte festgestellt werden, daR der photochemische Zyklus, d.h.
der lichtinduzierte Ubergang von Rhodopsin zum thermostabilen
Zustand des Metarhodopsins, im Limulus Ventralnerv Photo-
rezeptor so schnell abl#iuft, daf er keinen direkten Einfluf

auf den senr viel langsameren Dunkeladaptationsverlauf nehmen

kann.

(Zeitverlauf der ERP-AmplitudenerhBhung nach einem starken
Lichtreiz - 1 = 70-100 ms nach Fein und DeVoe (1973) und Hillman
et al. (1973);

Zeitverlauf der Empfindlichkeitszunahme fiir eine criterion-
response - T, = 5,5 s (s3y = * 0,6 s) nach den hier durchgefiihrten
Versuchen flir die erste Adaptationsphase ermittelt).

Durch genaue Messung des Zeitverlaufs der Empfindlichkeitszunahme
der Photorezeptorzelle im Laufe der Dunkeladaptation konnten ein-
deutig zwei unterschiedlich schnelle Adaptationsprozesse beob-
achtet werden.

Diese beiden Adaptationsprozesse korrelieren mit dem Auftreten
zweier Komponenten C1 und C2, die unterschiedliches Adaptations-
verhalten zeigen (s. auch Maaz, Nagy, Stieve und KlomfaR, 1981)
und ebenfalls bei der Strommessung im Voltage-clamp nachgewiesen
werden konnten. ‘

Nur der erste schnelle AdaptationsprozeR zeigt - der Ca2+-
Hypothese (Lisman und Brown, 1972) entsprechend - eine starke Ab-
hidngigkeit von der verdnderten extrazelluldren Ca2+-Konzentration,
wihrend der zweite langsame Adaptationsprozef davon relativ un-
beeinfluft bleibt.

Die Komponente Cl’ die vorwiegend im helladaptierten Zustand auf-
tritt, korreliert mit der ersten Dunkeladaptationsphase, in der
die criterion-response mit relativ starkem Reizlicht und ent-
sprechend kurzer Dunkeladaptationszeit ausgel®st wurde.

Die Komponente 02 korreliert mit der zweiten Adaptationsphase, in
der sich die Zelle durch schwaches Reizlicht und lange Dunkeladap-
tationszeiten in einem relativ dunkeladaptierten Zustand befindet.
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Auf die Existenz vermutlich zweier unterschiedlicher Rezeptor-
mechanismen wurde von Kaplan und Barlow (1975) nach extra-
zelluldren Messungen am optischen Nerv des Limulus
Lateralauges in situ hingewiesen. Ein Mechanismus wurde fiir
niedrige Lichtintensitdten, ein zweiter fiir hohe Licht-
intensitdten beobachtet. Auch Lisman und Brown (1971) be-
schreiben zwel unterschiedliche lichtinduzierte Prozesse.

Im Gegensatz zum Vertebratenauge, bei dem zur Empfindlich-
keitseinstellung lber einen weiten Bereich zwei Rezeptor-
typen - die Stédbchen und Zapfen - dienen, erfolgt die
Empfindlichkeitseinstellung am Limulus Ventralnerv Photo-
rezeptor mit zwel unterschiedlichen Mechanismen an ein und
derselben Zelle. Ob sich diese Ergebnisse auch auf andere
Lichtsinneszellen Ubertragen lassen, muBR weiter untersucht
werden.

Eine mdgliche Erkl&rung fiir die beilden unterschiedlichen
Adaptationsmechanismen ist die, daR von einer bestimmten
intrazelluldren Ca2+-Konzentration an (Schwelleneffekt) ein
anderer Verstdrkungsmechanismus einsetzt. Flir den zweiten,
langsamen Dunkeladaptationsprozef, in dem die Empfindlichkeit
anndhernd proportional mit tpa zunimmt (% ~ tDA) und auf den
Ca2
abhéngige Prozesse, vielleicht auch die Wirkung (zyklischer)
Nukleotide angenommen werden. Zur Kldrung dieses Sachverhalts
sind weitere Untersuchungen ndtig, ebenso wie zur Kldrung der
Spannungsabhingigkeit weitere Voltage-clamp-Versuche durch-

*_Ionen keinen starken Einfluf haben, k&nnen stoffwechsel-

gefiihrt werden missen.
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6.

1)

2)

3)

Zusammenfassung

Zur intra- und extrazellullren elektrophysiologischen
Messung am Limulus Ventralnerv Photorezeptor wurde eine
Versuchsapparatur aufgebaut. Es wurde eine Saugelektroden-
technik entwickelt, mit deren Hilfe von verschiedenen
Membranbereichen an einzelnen Photorezeptorzellen
extrazelluliire Stréme abgeleitet werden konnten - bei
gleichzeitiger intrazellullrer Messung der Spannungsant-

wort.

Der Zeitverlauf der Dunkeladaptation nach starker Hell-

adaptation von 1 oder 5 s Dauer ,

(b,u4 - 10%® Photonen + em 2 - s~ bei A = 543 nm) wurde

mit zwei verschiedenen Methoden ermittelt:

a) Messung der VergrbRerung der Amplitudenh8he in Ab-
hdngigkeit von der Dunkeladaptationszeit flir ver-
schiedene konstante Reizlichtintensitdten durch Auf-
nahme sog. constant-stimulus-Kurven.

b) Messung der Empfindlichkeitszunahme in Abhingigkeit
von der Dunkeladaptationszeit durch Bestimmung der Reiz-
lichtintensitdt, die zur Ausldsung einer vorgegebenen
Amplitudenhbhe UCR (= criterion-response) bendtigt wird,
durch Aufnahme einer sog. criterion-response-Kurve.

Exponentialfunktionen der Form “tpa
I =za - Io - e T
bzw. Potenzfunktionen der Form
-b

I=a-+I -¢t

wurden mit Hilfe der Regressionsanalyse an die MeRwerte an-
gepaBt. Die Anpassung durch zwei Potenzfunktionen lieferte
h&here r2-Werte, so daBR sie als der bessere mathematische
Formalismus zur Beschreibung angesehen wurde (Abb. 18,

Abb. 1/2 im Anhang).

Es konnten deutlich zwei unterschiedliche Steigungen fir
die Potenzfunktionsanpassung im doppeltlogarithmischen

Mapstab - charakterisiert durch den Exponenten b - fest-
gestellt werden (s. Tab. II). Im Mittel betrug gl = 3,5
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4)

24

(sx = ¥ 0,4; n
gz = 1,0 (s3 =
Im Falle der Exponentialfunktionsanpassung konnten zwei

16) fiir die erste angepaBte Gerade und
0,1; n = 13) flr die zweite Gerade.

I+ n

unterschiedliche Zeitkonstanten ermittelt werden. T4 betrug
im Mittel 5,5 s (sx =+0,6s; n = 16), T, hingegen 287 s

(sx = 2 44 s; n = 16).

Der Dunkeladaptationsverlauf zeigte somit eindeutig zwei
unterschiedlich schnelle Adaptationsprozesse.

Der Einfluf der extrazelluldren Ca2+-Konzentration auf den
Adaptationsverlauf wurde untersucht. Nur der erste schnelle
AdaptationsprozeR zeigte - der Ca2+—Hypothese (Lisman und
Brown, 1972) entsprechend - eine starke Abhingigkeit von
der verénderten extrazelluldren Ca2+-Konzentration, wihrend
der zweite langsame Adaptationsprozef davon relativ un-
beeinfluRt blieb (s. Tab. II). Dies &uBerte sich in der
Enderung der Regressionskoeffizienten fiir die Potenz-
funktionsanpassung b und a in der ersten Dunkeladaptations-
phase. Der Exponent 91, als MaR filir die Steigung der
Geraden, wurde - bei Erniedrigung der extrazelluldren
Ca2+—Konzentration von 10 mmol/1l auf 250 uymol/1l - auf

1,7 (sx = ¥ 0,5; n = 6) erniedrigt. Bei ErhShung der
extrazellulédren Ca2+—Konzentration auf 40 mmol/1 wurde
der Exponent gl auf 4,7 (s3y =*0,5;n = 3) erhdht. Der
Faktor a, der die Empfindlichkeit der Zelle fir tp, = 1 s
charakterisiert, variierte von Zelle zu Zelle stark.

wird in low Ca2+ auf etwa 5 % (im Mittel)erniedrigt

und kennzeichnet damit eine deutliche Empfindlichkeits-
zunakme der Photorezeptorzelle fiir die erste Steigung.

In high Ca2+ wurde der Faktor a, etwa 70-fach grdRer als
in PS und zeigte somit eine Empfindlichkeitsabnahme an.
Die Ergebnisse unter Verdnderung der extrazelluléren Ca2 -
Konzentration kdnnen folgendermafen erklért werden:

Nur in der ersten relativ helladaptierten Phase (hohe
Reizlichtintensitst I, kurze Dunkeladaptationszeit tDA) des
Dunkeladaptationsverlaufs wird die intrazelluléire
Ca2+-Konzentration durch die Reizlichtintensit&t so stark
erhdht, daB sie die Empfindlichkeit der Lichtsinneszelle

kontrollieren kann; in der zweiten relativ dunkel-
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5)

6)

adaptierten Phase (geringe Reizlichtintensitdt I, langes
tDA) des Dunkeladaptationsverlaufs bestimmen vermutlich
andere Mechanismen, wie der Stoffwechsel der Zelle oder
mdglicherweise auch (zyklische) Nukleotide, die Empfind-
lichkeit der Lichtsinneszelle.

Die beiden Adaptationsprozesse konnten mit dem Auftreten
zweier Rezeptorpotentialkomponenten C1 und C2, die unter-
schiedliches Adaptationsverhalten zeigten, korreliert
werden.

In einigen Versuchen wurde beim Ubergang der schnellen
zur langsamen Adaptationsphase ein deutlicher Wechsel von
Komponente C, zu Komponente C, als die die kritische
Potentialhhe bestimmende Komponente sichtbar (s. Abb. 33).
In den Versuchen,in denen dieser Wechsel nicht so deut-
lich innerhalb eines Rezeptorpotentialverlaufs zu er-
kennen war, konnte aber aus der sprunghaften Vergrdferung
der Gipfelzeit tmax und der Latenzzeit tlat der Schlu®
gezogen werden, daR beim Ubergang von der schnellen

zur langsamen Adaptationsphase ebenfalls ein Komponenten-
wechsel erfolgte.

Spike-&hnliche, regenerative Signale traten bei starker
Hyperpolarisation nach einem helladaptierenden Lichtreiz
und der darauf folgenden Depolarisation im Laufe der
Dunkeladaptation auf (s. Abb. 25). Es handelt sich hierbei
um Signale, die durch Aktivierung spannungsabhingiger
Kanile (vermutlich Na’'- Ca2+-Kanéle,s. O'Day und Lisman,
1980) auch durch einen Spannungssprung ohne Licht auslds-
bar sind (s. Abb. 41),.

Bei Auftreten regenerativer Signale konnten gleiche Effekte
auf die Dunkeladaptationskurve durch Knderung der extra-
zellul8ren Ca2+-Konzentration festgestellt werden. Die
Geschwindigkeit vor allem des zweiten Adaptationsprozesses
wurde durch Auftreten regenerativer Signale stark erhdht
(12 = 104 * 15 53 n = 3).
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7) Mit Hilfe der Saugelektrode wurden Lokalisationseffekte

8)

untersucht. Es wurden sowohl positive wie negative Signale
registriert, je nach Position der Saugelektrode auf dem
Photorezeptor. Dies ist ein Hinweis dafiir, da® Membran-
bereiche mit unterschiedlichen Eigenschaften existieren.
Vermutlich wird dann ein negatives Sighal - einem Na*-Ein-
widrtsstrom entsprechend - gemessen, wenn Uber die licht-
empfindlichen Mikrovillibereiche abgeleitet wird; ein
positives Signal wird dann gemessen, wenn der Auswirts-
strom Uberwiegt, d.h. wenn liber Bereiche abgeleitet wird,
in denen kein Na'-Einwlrtsstrom erfolgt. Der Spike wurde
meist mit einer dem Rezeptorpotential entgegengesetzten
Polaritit gemessen (s. Abb. 38c), so da® auf unterschied-
liche Bereiche fiir die Erzeugung von Spikes und Rezeptor-
potentialen geschlossen werden kann. Die Rezeptorpotential-
komponenten C1 und C2, die auch extrazelluldr gemessen
wurden, wiesen hingegen stets die gleiche Polaritét auf
(s. Abb. 38d), was flir die Ausl®sung an gleichen Membran-

bereichen spricht.

Mit Hilfe der Voltage-clamp-Messung zeigte sich, daB
den beiden unterschiedlichen Rezeptorpotentialkomponenten
auch unterschiedlich groRe Strdme zugrunde liegen

(01: I« 40 nA; C, I~ 80 nA).
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7. Anhang

Anhang 1

Als ein MaB fiir die Signifikanz einer Kurvenanpassung an die MeBwerte
wird der Vertrauensbereich herangezogen. Der Vertrauensbereich einer
Regressionsgeraden* ist nach Sachs (Angewandte Statistik, 1978) ge-

geben durch:

9 + P 2F - sg

Darin bedeuten:

9 - der aus der Geradengleichung y = 0 + Bx geschitzte Mittelwert
an der Stelle x

F - ein Verteilungsfaktor, der in der F-Verteilung nach R.A. Fisher
tabellarisch erfaft ist

sg - die Standardabweichung flir einen geschitzten Mittelwert y

an der Stelle x

* Sowohl die Exponentialfunktionsanpassung wie auch die Potenz-
funktionsanpassung kann durch Transformation in eine lineare

Regression {berfihrt werden.
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I=3110% Lt
r2=097 (n=6)

- 95°%,-Vertrauens-
10’3 = bereiche

Abb. 1/1

Gleiche Darstellung wie in Abb. 19 mit zusdtzlicher Angabe des 95 % -
Vertrauensbereiches.

Wie in Abb. 19 gind die Mefwertpaare flir die criterion~response Kurve
doppeltlogarithmisch aufgetragen. Bei der Anpassung der beiden Regressions-
geraden wurden jeweills 6 MeBwertpaare berilicksichtigt - es ergaben sich
relativ hohe Werte fiir das BestimmtheitsmaB r2.

Die beiden schraffierten Bereiche stellen die 95 % - Vertrauensbereiche

nach § + V2Fl . Sﬁ flir die beiden Regressionsgeraden dar.
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In halblogarithmischer Darstellung sind hier die MeBwertpaare der

ersten Steigung aus Abb. 1)1 aufgetragen.

Die durchgezogene Linie zeigt die berechnete Regressionsgerade flir die
Anpassung einer Exponentialfunktion an die MeBpunkte. Der schraffierte
Bereich stellt den 95 % - Vertrauensbereich flr diese Anpassung dar.

Um diese Form der Anpassung mit der Potenzfunktionsanpassung aus Abb. 1/1
vergleichen zu kénnen, wurde die entsprechende Ausgleichsgerade mit
ihrem 95 % -~ Vertrauensbereich in den hier gewdhlten halblogarithmischen
MaBstab lbertragen.

Deutlich zu erkennen sind die wesentlich engeren Vertrauensgrenzen fir
die Potenzfunktionsanpassung, was gleichzeitig durch den hdheren r2~
Wert ausgedrickt wird,

Als gualitatives MaB fir die Ausdehnung der Vertrauensgrenzen kann somit
das Begtimmtheitsmal r2 herangezogen werden -~ eine gleiche Anzahl von

MeBwertpaaren n vorausgesetzt,
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Anhang 2 ‘ 6

b - 1.Steigung 4

- 2.Steigung A/A/A/"
-l

2.Steigung

2 1.Steigung N

A,5 10 mmol/l Ca?
- ®.0 L4LOmmol/l Ca®*| A

|
0 20 4 60 &

U
mV

L

Abb. 2/1

Abhingigkeit des negativen Exponenten b von der wWahl des UCR fir den
"regenerativen" Versuch ClO06A (PS und high Ca2+).

Die eingezeichneten Punkte wurden durch Extrapolation zwischen dem jewells
ersten Wert unter- und oberhalb des Sprungs flir criterion-response-
Amplituden zwischen 10 und 80 mV ermittelt. Trotz der groBen Variations-

breite in der criterion-response-HOhe wurden die b-Werte nur geringfigig

beeinfluft (vgl. Abb. 30).
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